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Samenvatting

In de periode van 4 mei tot 31 mei 1990 werd aan boord van
R.V. "Tyro" in het kader van de Joint Global Ocean Flux Stu-
dies (JGOFS) de bakteriéle produktie en biomassa gemeten oOp
het trajekt Madeira - TJsland. De drie hoofdstations bevonden
zich op 33°N 20°W, 47°N 20°W en 60°N 20°W. De in de eufotische
z6ne gevonden pbakterie-dichtheden waren over het gehele tra-
jekt konstant; ze vielen binnen de range 4-10%-8-10° cellen- 17t
Dit komt overeen met 8-16 Hg c- 17!, De dichtheid bleek voor de
gehele waterfase een ondergrens te hebben van 4-107 cellen-17.
Dit komt overeen met 0.99 Hg C-17%.

De bakteriéle produktie nam van het zuiden naar het noorden
gaande toe. Op 33°N bedroeg het produktiemaximum 2.82 ng C-17
.4 op 35 m diepte, op 47°N 3.81 Ug c-171-d?! op 3 m diepte en
op 60°N 5.89 Mg c-11-d! op 2 m diepte. De bakteriéle produktie
was sterk gekorreleerd met de primaire produktie. Ongeveer 60%
van de C-flow van de primaire producenten verliep via het
bakterioplankton.

Dat de bakteriéle produktie een ritmiek in de dag vertoonde
met vlak na zonsopgang ee€n maximale produktie is een extra
aanwijzing voor een direkt verband tussen de primaire produk—
tie en de bakteriéle produktie. Om de bakteriéle produktie te
kwantificeren is meer kennis van deze ritmiek noodzakelijk.

Van deze ruimte wil ik gebruik maken om een ieder te bedanken
die mij heeft geholpen tijdens het onderzoek. Dat zidn zowel
midn begeleiders in Haren, Thomas Ietswaart en Winfried Gies-
kes, als de gehele bemanning van R.V. Tyro, technici en op-—
stappers. Met name noem ik Gijs Kraay voor het beschikbaar
stellen van de primaire produktie getallen.
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1 INLEIDING

1.1 Joint Global Ocean Flux Studies (JGOES)

JGOFS heeft als doel te onderzoeken in hoeverre de toenemende
anthropogene emissie van CO, gereguleerd wordt door de oceanen
en wat de processen zijn waardoor dit gebeurt. Hiertoe is een
netwerk opgezet, waarbinnen verschillende landen participeren.
Mijn taak was het pepalen van de pbakteriéle produktie en bio-
massa in de periode 4 mei - 31 mei tijdens JGOFS leg 3 aan
boord van R.V. Tyro. Bakterién spelen een pelangrijke rol in
de flow van organisch C (¢ 1.2). De heterotofe aktiviteit van
pakterién verhoogt de pCOy, terwijl de autotrofe aktiviteit van
het fytoplankton een "CO,~sink" is. Bakterién zijn potentiéle
konsumenten van fotosynthetisch gefixeerd materiaal. Voor een
inzicht in de C-flow door het mariene systeem is het dus van
pelang zowel de autotrofe als de heterotrofe aktiviteit te
kwantificeren en een mogelijke onderlinge relatie te achterha-
len.

Het afgelegde trajekt met monsterstations is weergegeven in
figuur 1.1.

~
<

a9

30°

20°

Fig 1.1 Afgelegde trajekt met daarin
de superstations aangegeven. Expeditietrajekt .

De dataset, op grond waarvan de C-flow werd gekarakteriseerd
pestond uit de volgende parameters:

Chemische parameters
» 7uurstof profiel (Vertikaal)
® profiel nutriénten (nitraat, nitriet, ammonia,
ortho-fosfaat en silica)
® CO,
m TOC (total organic carbon)
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® Sporemetalen
B Isotopen

Biologische parameters

primaire produktie: 'C-assimilatie

Pigmenten (fytoplankton)

Bakteriéle produktie en biomassa
Zoéplanktongroeisnelheid en zobplanktoneiproduktie
Meso— en mikrozodplanktonbiomassa

Deep moored traps
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1.2 Mikrobiéle loop

Ons inzicht in het pelagische voedselweb is de laatste decenia
ingrijpend veranderd. In het klassieke model (Steele, 1974)
werden bakterién opgevat als decomposers van faecaal materiaal
in het benthos. Het 1is inmiddels echter duidelijk dat de bio-
massa en de aktiviteit van het bakterioplankton niet alleen
een rol speelt in de mineralisatie van organisch materiaal,
maar ook van belang is voor de fixatie van DOM, waardoor dit
peschikbaar komt voor de hogere trofische nivos. Nieuwe metho-.
den om de biomassa, produktie en respiratie van bakterioplank-—
ton te meten tonen aan dat de bakterisle biomassa vaak hoog 1is
en dat zij een groot deel vertegenwoordigt van het totale
plankton (Bj¢rnsen, 1989) . Bakteriéle produktie ligt in de
orde van 24% — 60% van de primaire produktie (Fuhrman & Azam
1980, 1982; Ducklow & Hill, 1985). Williams (1981) vond dat
50% van de respiratie van het plankton veroorzaakt wordt door
organismen kleiner dan 1-3 um. Het plijkt dus dat in het
pelagische systeem het bakterioplankton een belangrijke rol
speelt in de flux van materiaal en energie. Voor een beter
inzicht is het dan ook nodig dit deel van het pelagische
voedselweb, de mikrobiéle loop (Azam et al., 1983), voor wat
betreft struktuur en funktioneren verder te onderzoeken (Laws
et al., 1984; Ducklow et al., 1986; Azam & Cho, 1987).

Cole et al. (1988) en Bigrnsen et al. (1989) vonden een signi-
fikante korrelatie tussen de primaire produktie en de bak-
teridle produktie. Dit suggereert een direkt verband tussen
beide funktionele groepen. Dit geldt dan voornamelijk voor
oceanen waar penthische en anthropogene pronnen van nutriénten
afwezig zijn, dit in tegenstelling tot estuaria waar het
aanbod van allochtoon materiaal divers 1is.

Bakterién zijn osmotroof. Het substraat van het bakterioplank-
ton bevindt zich dus in de fraktie opgelost organisch materi-
aal (DOM). Zoals uit het povenstaande blijkt wordt % 50% van
de primaire produktie door pakterién opgenomen. Het materiaal
uit de primaire produktie bestaat in eerste instantie echter
uit particulair organisch materiaal (POM) dat niet door bakte-
rién opgenomen kan worden. Het is dus de vraag welk mechanisme
er toe leidt dat * 50% van de primaire produktie in het DOM
terecht komt. Hagstrom et al. (1988) vonden, voor een systeem
waarin de bakteriéle produktie hoog is en vergelijkbaar met de
primaire produktie die voornamelijk uitgevoerd werd door
cyanobakterién, dat + 10% van de primaire produktie direkt in
de vorm van DOM vrijkwam door exudatie. De overige produktie
kwam ten goede aan het mikroplankton. Ook van deze fraktie zal
een belangrijk deel in het DOM terecht komen door exkretie en
lysis. Slechts 6% van de primaire produktie komt beschikbaar
voor de hogere trofische nivo’s. Een belangrijk deel van het
fotosynthetisch gefixeerde koolstof wordt binnen de mikrobiéle
loop gemineraliseerd, zodat de loop dus gekenmerkt kan

worden als een sink voor energie (fig 1.2).
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Fig 1.2 C-flux in een door cyano-
pakterién gedomineerde mikrobiéle

loop (Hagstrém et al., 1988). R ffﬁf 2 gh
a: C-flow van cyanobakterién en fy- " ¥ a >
toplankton (>1lum) naar bakterio- A MICRO
foren en mikroplankton. R CYANO [ lpuakT.
b: Predatiedruk op bakterién. Y BACTERIA i ,
c: C-flow van bakterioforen en p 57a 10 j
mikroplankton naar DOM. g BACT EE}
: respiratie. EXUDATE 11_J :
. C—flow van DOM naar bakterién. 0 — VORES coz

: Organisch exudaat
. C-flow naar hogere trofische

d
e
f: bakteriéle respiratie
g
h

HETERO
TROPHIC 37 a7
BACTERIA d/co,

nivo’s _J
i: Cc-flow van bakterioforen naar co, {37 | 15
mikroplankton ¢
j: mikroplankton respiratie.

DOM

Ook sloppy feeding is een mechanisme waardoor een belangrijk
deel van de primaire produktie beschikbaar komt voor bakterién
(Lampert, 1978; Copping and Lorenzen, 1980) . Daarnaast komt
een deel van het door herbivoor zodplankton opgenomen materi-
aal door inefficiént gebruik voor een deel beschikbaar in de
vorm van faecal pellets. De stimulatie van de mikrobiéle
aktiviteit door grazende herbivoren is dan ook voor een groot
aantal milieus aangetoond (Hamilton, 1973; Fenchel & Harrison,
1976; Abrams and Mitchel, 1980).

Het effekt van virussen Op fytoplankton 1is steeds onderschat.
Het wordt nu duidelijk dat z1ij algemeen voorkomen onder verte-
genwoordigers van de verschillende taxa marien fytoplankton
(Suttle et al., 1991) . Wat het effekt van virussen (fytoplank-
tonfagen) is op de flow van nutriénten en energie is nog onbe-
kend. Het verdient dan ook extra aandacht.

Nu bakterién zo’n dominante rol blijken te spelen in zowel de
energieflow als in de koolstofflow door het systeem wordt het
pelang van betrouwbare methoden om de bakteriéle produktie,
respiratie en biomassa te kwantificeren onderkend. Er is de
laatste jaren dan ook veel over gepubliceerd. '
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1.3 Bakteriéle produktie, respiratie en biomassa: methoden

Pelagische bakterién zijn klein, terwijl zij in grote dichthe-
den voorkomen (Tabel 1.1). Hierdoor ontstaan 2 problemen:

® Het totale aantal is moeilijk te pepalen doordat de bakte-
rién gemakkelijk aan de aandacht ontsnappen.

B Er ontstaat een grote fout wanneer de biomassa bepaald
wordt door het celvolume te vermenigvuldigen met de dicht-
heid. De fout in het bepaalde celvolume wordt dan verme-
nigvuldigd met de fout in de dichtheid.

Number Numbes of Bacienal
Sampling of eclls X biomass kg
Arcs depth (m) stations 10%/iner C/liter Relerence
Coasial and Estuarine
walers
U.S. east coast 0-20 3 5.5-6.8 5.2-6.0 Ferguson and Rublee.
1976
U.S. east coast 0-50 ? 21 Ferguson and Palumbo.
197%
U.S. easi coast N ! 18 Johnson and Sieburth.
1979
U.S. east coast H 3 2 633 Sieburth ¢1 al.. unpubl.
daw
U.S. Easi Coast
Easex estuary
nner part 1 3 68 Wright, 1978
Inler ! 1 4
Ouuide 1 s 29
U.S, East coast
Newpon River 02 4 61 Palumbo and Ferguson.
esiuary 1978
U.S. East coast
Norh inlet
High marsh erecks 0.2 3 78 Wilson and Sievenson,
1980
Primary tidal 0.2 1 pX]
channel
English esiuanes
Humber summer Surface 1 64 Goulder, 1977
Humber winter Surface ! i3
Tyne winter Surface 1 264
Offshore and oceanic »
waters
N.W. Atlantie, 0-600 2 6.7 Ferguson and Palumbo.
continental shell e
N.W, Atlaniic. s 7 10.4 5.3 Siebunh ¢i al.. unpubl,
continental shell data )
Sargasso Sea H 1 4.2 Johnson and Siebunh.
197%
50 2 23
100 3 20 L ot
? S S 3400 ) 0.2-0.5 iebezen ¢i al., 1980 !
Tabel 1.1 Dicht- rrpass0 564 001500 : o 07
heden en bakte- North Cenral Pacific 1 1 1.4 Ca‘l:x:su and Williams.
e '
riéle produktie, 18 ! 0s
) 0.2 .
zoals die door oo j oyl i
verschillende 5550 ) 0.0 -
It Surface 6 obbie ¢! al..
onderzoekers Decp uaters of
gevonden werd “e ‘ o o1 Avam et ol 197
: Amartic waier under g - g
voor het mariene Ross Icc Shelf i
systeem (Van Es &
Meyer-Reil,
1982) .

Daarom zijn er alternatieve methoden ontwikkeld, gebaseerd op
de chemische analyse van celbestanddelen. Deze indirekte
methoden zijn gebaseerd op de aanname dat het onderzochte
bestanddeel een vaste fraktie is van de celmassa (biomassa) .
Tabel 1.2 geeft de meest toegepaste direkte en indirekt metho-
den voor de bepaling van de dichtheid en biomassa.
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Ook de bepaling van de in situ produktie kampt met een aantal
problemen. Het is moeilijk om de produktie door de proefop-
stelling niet te beinvloeden. Bovendien is het aantal fysiolo-
gische typen organismen zeer divers, waardoor de mogelijkheid
aanwezig is dat niet de produktie van het gehele bakterio-
plankton gemeten wordt, maar van slechts een subpopulatie
hiervan (§1.3.2).

Het is van belang te weten hoeveel CO, verloren gaat door
respiratie. Het pepaalt niet alleen de efficiéntie waarmee C
peschikbaar komt voor de hogere trofische nivo’s maar het is
ook een belangrijke determinant die aangeeft of bakterién als
konsumenten dan wel als mineraliseerders aangemerkt moeten
worden. Groeisnelheid, substraatlimitatie en de vorm van de
kxoolstofbron zijn faktoren die de respiratie sterk beinvloe-
den. De range van gemeten respiratiekoéfficienten (¥ C dat
geoxideerd wordt tot CO,) ligt tussen de 44% en 75% (Thingstad,
1987). Een deel van deze grote variatie wordt veroorzaakt door
experimentele fouten.

A. Methods that trace the fate of specific substrates
a. Biological oxygen consumption rate (BOC) and diurnal oxygen curve analysis
b, Heterotrophic '*CO; fixation
c¢. Uptake kinetics of organic substrates
4. Turnover time of substrates added at trace concentrations
e. Rate of nucleotide incorporation into RNA and DNA

Methods that follow changes within the bacterial community

f. Increase in cell number during incubation of a sample without predators present
g. Increase in cell length after incubation with naladixic acid

h. Increase in cell numbers on membrane filters in contact with natural water

j. Increase of biomass in dialysis containers in contact with natural water

k. Determination of washout rate in a continuous culture

l. Increase in cell numbers or cell length on submerged glass slides

m. Determination of frequency of dividing cells

Tabel 1.2 (Van Es & Meyer-Reil, 1982).

1.3.1 Bakterie dichtheid en biomassa

Licht-mikroskopie heeft het belangrijke nadeel dat zelfs na
kleuring van de monsters of gebruik makend van een fasekon-—
trast-mikroskoop veel pakterién onherkenbaar blijven. Verder
is de methode subjektief en bewerkelijk.

Door bakterién te kleuren met fluorochroom, b.v. DAPI, acridi-
ne oranje of Hoechst dye (Porter & Feig, 1980; Hobbie et al.,
1977; Paul, 1987), neemt de mogelijkheid tot differentiatie
toe (Francisco et al., 1973). Door polycarbonaatfilters te
gebruiken wordt het mogelijk kleine cellen (< 0.5 pm) te
tellen en te differentiéren naar grootte—klasse. Polycarbo-
naatfilters zijn superieur ten op zichte van filters gebaseerd
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op cellulose-esters (Millipore en Sartorius) door hun vlakke
oppervlak met gedefinieerde poriegrootte en lage retentie van
fluorochroom (Hobbie et al.,1977). In de sponzige struktuur
van de cellulose-esterfilters kunnen bovendien kleine kokken
penetreren.
Om fouten op grond van subjektiviteit te verkleinen moet het
getelde objekt aan een aantal vereisten voldoen:

B Scherpe omgrenzing

B Herkenbare vorm

B Heldere fluorescentie (Meyer-Reil, 1977)

De ratio van de vrij—-levende en de gebonden bakterién kan
relatief eenvoudig bepaald worden. Tot voor kort werd aangeno-
men dat de meeste bakterién in het pelagiaal gebonden waren
aan verschillende oppervlakten (Darnell, 1967; Seki, 1972) .
Het lijkt er nu echter Op dat steeds het bakterioplankton over
het hoofd is gezien. Gekonkludeerd moet worden dat het groot-
ste deel van de bakterién vrij levend zijn (Wiebe & Pomeroy,
1972; Hobbie et al., 1972; Hollibough et al., 1980), hoewel in
estuaria en kustwater het aantal gebonden bakterién relatief
veel hoger is (Watson & Stevenson, 1980) .

voor de bepaling van de biomassa op grond van epifluorescentie
mikroskopie 1is een xonversiefaktor nodig van volume naar bio-
massa. Fuhrman (1981) heeft op verschillende wijzen het biovo-
lume bepaald en konkludeerde dat epifluorescentie mikroskopie
het volume het beste benadert. In tapel 1.3 staan de celvolu-
mina en konversiefaktoren zoals die door verschillende onder-
zoekers gevonden werden weergegeven.

Celvolume
Palumbo et al., 1984 marien 0.072-0.096 pum*-cel™
Turley & Lochte, 1986 marien 0.11-0.2 pm* cel™
Riemann et al., 1986 kust 0.020-0.115 pm*-cel™
Biomassa
Bratbak, 1985 560 fg C-um™
Bjgrnsen, 1986 350 fg C-um™
Lee & Fuhrman 1987 380 fg C-um™

20 fg C-cel™
abel 1.3

Viable count
De klassieke methode is het bepalen van het aantal kolonievor-

mende bakterién (CFU: colonie forming units) op agarplaten.
Slechts een fraktie (0.0001%- 10%) van de totale populatie
wordt geteld. Het verschil tussen de viable count en de total
count heeft verschillende ocorzaken:

® Aanwezigheid van rustende cellen.

m De fysisch-chemische inkubatiekondities zijn niet geschikt

voor groei van een deel van de populatie.
B Cellen groeien te langzaam OmM binnen de gekozen inkubatie-
tijd tot kolonies uittegroeien.
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B Inaktivatie door andere cellen.

B Tnaktivatie door bewerking. Bijvoorbeeld door temperatuur-,
druk— of zuurstofshock.

m Cellen hebben de neiging zich aan glasoppervlakten te
hechten. Hierdoor worden ze uit het monster genomen tijdens
het pipetteren en andere bewerkingen.

De relatieve eenvoud van de techniek verklaard dat deze tech-
niek toch nog vaak wordt toegepast. Een variatie is de MPN
(Most Propable Number) telling (De Man, 1975). Deze techniek
is gebaseerd op het verdunnen van het monster tot theoretisch
1 cel per monster. De hoogste verdunning waarin nog groei Op-
treedt geeft de dichtheid aan waarin het organisme voorkwam.
Ook deze methode heeft het nadeel dat de uitkomsten afhanke-
1ijk zijn van het gekozen medium en de overige fysisch-chemi-
sche kweekkondities.

Chemische analyse

Door gebruik te maken van de chemische analyse van een celbe-
standdeel van het bakterioplankton kunnen de nadelen van de
hierboven genoemde technieken omzeild worden. De bruikbaarheid
van de techniek is afhankelijk van de gekozen indikator. Hier-
aan moeten verschillende eisen gesteld worden:

B Het moet in alle levende cellen voorkomen en in alle dode
cellen afwezig zijn.

® Het moet niet geassocieerd zijn met anorganisch materiaal
en detritus.

B Het moet op een redelijk konstant nivo in de cellen voorko-
men, onafhankelijk van staat waarin de cel zich bevindt.

B De analytische techniek voor de bepaling van de indikator
moet een drempelwaarde hebben van submicrogram hoeveelhe-—
den.

(Holm—-Hansen, 1973).

Twee indikatoren die hier redelijk aan voldoen zijn ATP en
celwandbestanddelen.

De konversiefaktor van ATP naar cel koolstof is voor een skala
aan organismen onder sterk varisrende kondities bepaald en
plijkt nogal te variéren, afhankelijk van de fysiologische
kondities en de soort. Voor een gemengde populatie blijkt een
C/ATP ratio van 250 een aanvaardbare schatting te zijn (Karl,
1980). Totaal adenine nucleotide (AMP+ADP+ATP) heeft een
sterkere korrelatie met biomassa. Soms echter komt AMP in
signifikante hoeveelheden buiten de cel voor (Davis & White,
1980).

In tegenstelling tot ATP zijn de celwandbestanddelen muramine-—
zuur en lipopolysaccharide (LPS) specifiek voor bakterién.
Muraminezuur is het pelangrijkste bestanddeel van de membraan
van gram-positieve pakterién en is ook aanwezig in de peptido-
glycanlaag van gram-negatieve pakterién. LPS komt alleen bij
gram-negatieve pakterién voor. Beide zijn een funktie van het
celoppervlak en niet van het volume. Voordat de konversie naar
piomassa kan worden gemaakt moet het gemiddelde volume bepaald
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worden. Er is een sterke temporele en spatiéle variatie in het
celvolume van bakterién. Bovendien vonden Matin & Veldkamp
(1978) dat de oppervlakte-volume ratio verandert met de fysio—
logische staat van de bakterie. Het is dus raadzaam de konver-
siefaktor voor de gegeven omstandigheden te bepalen.

1.3.2 Bakteriéle produktie

Dichtheid en biomassa van het bakterioplankton geeft geen
dynamiek aan. Voor het achterhalen van de energie— en kool-
stofstroom door het voedselweb is het nodig de produktie te
bepalen.

De in situ bakteriéle aktiviteit is moeilijk te bepalen, omdat
bakterién zeer snel reageren Op relatief kleine veranderingen
in het milieu. Om deze produktie toch zo goed mogelijk te
benaderen is een aantal verschillende technieken ontwikkeld:
BOC (Biological oxygen consumption)

1co, opname (heterotroof)

Enzymaktiviteit

Toename celdichtheid

Frekwentie delende cellen

Nukleotide inbouw in RNA en DNA

Een fundamenteel bezwaar tegen inkubatie in gesloten vaten is
dat een open systeem gereduceerd wordt tot een gesloten sys-
teem. Dit kan een direkt effekt op het metabolisme hebben.

Biological Oxygen Consumption (BOC) .

0, is de terminale clektronen—akseptor in de aerobe mineralisa-
tie. Omdat de pO, in veel milieus ook een belangrijke ekolo-
gische parameter is is de BOC een veel toegepaste bepaling. De
BOC van watermonsters kan met een precisie van 0.3 |.Lmol-l‘1'd“1
bepaald worden (Bryan et al., 1976). Verder heeft de techniek
als voordeel dat O, een natuurlijk en universeel substraat 1is,
zodat geen toevoegingen nodig zijn. Voor oligotrofe en koude
milieus is de techniek echter te ongevoelig. Een oplossing zou
zijn om de monsters te konsentreren (Pomeroy & Johannes,
1968) . Holm-Hansen et al. (1970) vonden echter een drastische
afname van de ATP-pool in oceaanmonsters die voor BOC gekon-
streerd werden.

De BOC in het donker kan uitgedrukt worden in organische C
mineralisatie, wanneer €en respiratiekoéfficiént bepaald of
aangenomen wordt en de oxidatie van anorganisch materiaal
(b.v. NH,") klein is. Ogura (1972) en 7zsolnay (1975) vonden
respiratiekoéfficiénten die tussen de 0.7 en 1.0 (mol 0:mol™
Cc) liggen voor de eenvoudig afbreekbare fraktie in het opper-—

vlakte zeewater.

14co, opname (heterotroof).

Tijdens groei benutten bakteri&n een deel van de intermediai-

ren uit de citroenzuurcyclus om aminozuren en andere monomeren
van celbestanddelen te synthetiseren. Het verlies aan interme-
diairen wordt gekompenseerd door anaplerotische co,~-fixatie,
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waarbij voornamelijk pyruvaat maar 00Ok fosfoenolpyruvaat
gekarboxyleerd wordt tot oxaalacetaat (Kornberg, 1966) . Wan-
neer er een konstant verband bestaat tussen de biosynthese en
anaplerotische co,~fixatie kan de bakteriéle produktie bepaald
worden zonder de biomassa of groeisnelheid van de populatie te
weten.

De monsters worden geinkubeerd in het donker met !!CO,. De
pakteriéle produktie wordt dan bepaald aan de hand van de
Steeman-Nielsen-formule en een konversiefaktor (CO, fixatie
(donker)—heterotroofe biomassa produktie). De konversiefakto-
ren liggen in de orde van 0.03 — 0.10 (Sorokin, 1964,1971;
Romanenko, 1964).

Jordan & Likens (1980) vonden dat de bakteriéle produktie 2
tot 5 maal overschat werd wanneer anoxische pockets (b.v.
marine snow) niet uitgesloten konden worden, door de aanwezig—
heid van een aktieve populatie nitificeerders, zwavel-oxideer-
ders en of methylotrofen die veel meer CO, in het celmateriaal
opnemen dan de aerobe heterotrofe organismen.

Enzymaktiviteit.

Ook de bepaling van de enzymaktiviteit biedt de mogelijkheid
de mineralisatieprocessen in situ te bestuderen. Exo—enzymen
zijn direkt meetbaar in het medium, terwijl endo-enzymen door
mechanische manipulatie of lysis vrijkomen.

Verschillende enzymen zijn als ekskretieprodukten van mariene
pakterién gedetekteerd (Corpe & Winters, 1972; Corpe 1974) in
kultuurmedia maar ook in natuurlijke wateren en sedimenten
(Kim & ZoBell, 1974): fosfatase, amylase, R-glukosidase en
proteinases.

Naast bakterién zorgen 00k alle overige dode en lyserende
cellen voor het vrijkomen van enzymen (Meyer-Reil, 1981).
Energie-budgettair gezien is het niet aannemelijk dat er
kontinu enzymekskretie plaats vindt. Bovendien is de gedachte
aan enzymen vrij in de waterfase te simplistisch. Burns (1980)
toonde aan dat enzymen komplexeren met bodembestanddelen.

Toename celdichtheid.

Hierbij wordt er vanuit gegaan dat het effekt van bakteriovo-
ren opgeheven wordt door filtratie van het monster. Het fil-
traat wordt dan onder gesimuleerde 1in situ kondities geinku-
beerd, gedurende tg. Op t, en t, worden de aantallen bakterién
N, en N; mikroskopisch bepaald. De generatietijd g wordt dan
gegeven door:

g= log 2
log N,-1log N,

* (t,-tp)

Wanneer echter niet gekorrigeerd wordt voor de rustende cellen
wordt de g sterk overschat. Om hiervoor te korrigeren wordt de
konstante '2’ in de teller aangepast. BiJ een aangenomen
aktieve fraktie van 90% wordt de konstant 1.8. Dit is een
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grove penadering. Rustende cellen werken door in de N; en
korrektiefaktoren zouden daarom in de noemer moeten staan. De
resultaten worden sterk bepaald door de inkubatieomstandighe-
den. Hierop zijn dan ook veel variaties mogelijk. Onder andere
de inkubatie in diffusiekamers om nutriént-limitatie te vooOr-
komen en kontinukultuur (kk) (Pirt, 1975).

Frekwentie delende cellen (FDC) .

Hagstrdm et al. (1979) vonden in kk een positieve korrelatie
tussen fdc en de groeisnelheid. Met deze korrelatie en de
gemeten fdc wordt het mogeliik de groeisnelheid van een ge-
mengde populatie te bepalen zonder inkubatie. Verder vonden
Larsson & Hagstrém (1982) een signifikante positieve korrela-—
tie tussen het gemiddelde celvolume en de fdc van een gemengde
populatie. Hierdoor wordt het mogelijk zowel de groeisnelheid
als de produktie te bepalen aan de hand van de fdc.

Nadeel van de methode is dat de korrelaties bepaald worden aan
de hand van kk-werk. Een kontinu kultuur is selektief wvoor
groeiende cellen, terwijl deze in natuurlijke systemen waar-—
schijnlijk in de minderheid zijn. Bovendien zijn delingen Dbij
de zogenaamde mini-cellen moeilijk te zien.

Opname nucleotiden ,

DNA wordt alleen gesynthetiseerd door groeiende cellen met een
snelheid die evenredig is met de vorming van biomassa, omdat
de hoeveelheid DNA per cel konstant is en de turn—over van DNA
verwaarloosd mag worden (Maalde & Kjeldgaard, 1966). De syn-
these van DNA geeft de groeisnelheid dus nauwkeurlig weer.

De techniek is gebaseerd oOp de toediening van 3H-thymidine
dat vervolgins in het DNA ingebouwd wordt.

De thymine-base inbouw in DNA verloopt via 2 routes, de zoge-
naamde "salvage pathway" en de "novo pathway" (fig 1.4).

NH,
CO,—>» —» —» UMp —> —» > RNA
Aspartate

Hib
Fig. 1.4 De novo en salvage en de ‘ dT/xq ATMP  —> —»  4TTP —
pathway voor de thymine inbouw in DNA :

(Grivell & Jackson, 1968) . AT

De toegediende hoeveelheid *H-thymidine moet in verhouding tot
de pool zo groot zijn dat de novo synthese uitgeschakeld
wordt . Experimenten

waarbij de *H-thymidine konsentraties gevarieerd werden leidde
tot een een verdubbeling tot verdrievoudiging van de bepaalde
groeisnelheid, terwijl de hoeveelheid isotoop dat werd toege-
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voegd 20-100 voudig varieerde. Moriarty & Pollard (1981)
waarschuwen dat er niet zondermeer vanuit gegaan kan worden
dat "de novo synthese" stilgelegd wordt of zelfs maar vermin-
dert door een hoge dosis 3H-thymidine. Het blijft dan van
pelang de specifieke aktiviteit van de nukleoside-prekursor te
meten. De bepaling leidt tot een onderschatting van de bakte-
ridle produktie wanneer er zonder

meer van wordt uitgegaan dat de novo synthese stil ligt.

Het ’H-thymidine blijkt voor meer dan 80% in het DNA te worden
ingebouwd (Fuhrman & Azam, 1980) . Het overige komt in andere
piopolymeren terecht. Wicks & Robarts (1987) beschreven een
methode om het DNA te extraheren en te zuiveren, waardoor de
pakteri8le produktie beter wordt benaderd.

Fuhrman & Azam (1980) toonden aan dat wanneer °‘H-thymidine in
konsentraties van 11 nM of minder wordt toegevoegd het voor
meer dan 90% door bakterién wordt opgenomen. Door de methyl-
groep van thymidine te 1abelen wordt voorkomen dat het label
in het RNA terecht komt, omdat tijdens de synthese van uridine
en cytidine uit thymidine de methylgroep verloren gaat.

Het label blijkt dus specifiek in het DNA terecht te komen en
DNA is een nauwkeurige parameter vOoOr produktie. Helaas wordt
thymidine niet door alle bakterién ingebouwd. Voor chemoli-
thotrofen, sulfaatreduceerders en gebonden bakterién is be-
schreven dat ze geen 3H-thymidine inbouwen (Johnstone & Jones,
1989; Gilmour, 1990; Fallon & Newell, 1986). In milieus waar
zij een belangrijk deel van de populatie vertegenwoordigen
wordt de produktie dus onderschat en zou het beter zijn een
andere techniek te volgen.

voals uit het bovenstaande blijkt moet een aantal parameters
pekend zijn om de produktie uit de 3H-thymidine inbouw af te
kunnen leiden:

EDeel van de radioaktiviteit dat zich in de DNA fraktie be
vindt

EDe intracellulaire specifieke aktiviteit van van dTTP moet
pekend zijn. dTTP is de direkte precursor van DNA, die
uiteindelijk afkomstig is van thymidine (Fig. 1.4).

mFraktie thymidineresiduen in DNA moet bekend zijn.

EDe hoeveelheid DNA per cel moet bekend zijn om aan de hand
van de DNA synthese de snelheid van celaanwas te kunnen bepa-
len.

Voor zover mogelijk is de bepaling van de afzonderlijke para-
meters erg tijdrovend. Het kan omzeild worden door het bepalen
van de konversiefaktor volgens Kirchman et al., 1982. Hierbij
wordt tegelijkertijd de inbouw van 3H~-thymidine en de toename
van de celdichtheid en de biomassa in de tijd bijgehouden. De
range van gepubliceerde konversiefaktoren loopt van 1-1018
cellen'mol 3H-thymidine - 7.5-1018 cellen'mol 3H-thymidine
(Coveney & Wetzel, 1988; Bell,1990).
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1.3.3 Het JGOFS protokol

Voor JGOFS is gekozen voor een uniform protocol. Het protokol
maakt gebruik SH-thymidine inbouw voor de bepaling van de
bakterigle produktie. De bakteriedichtheid en celvolume werden
bepaald aan de hand van epifluorescentie—mikroskopie (Zie
materiaal en methoden hdst 2). Voor de xonversie van dichtheid
en biovolume naar biomassa werd van de konversiefaktoren van
Lee & Fuhrman (1987: 20 fg C-cel™?, 380 fg C-um™) gebruik
gemaakt.

De produktiebepaling oOp grond van thymidine-inbouw heeft z'n
beperkingen, maar wanneer aan de randvoorwaarden wordt voldaan
is het een snelle en eenvoudige methoden, waarmee de bakteri-
ele aktiviteit nauwkeurig bepaald kan worden. Bovendien is de
methode wijd verspreid (Fuhrman & Azam, 1980, 1982; Rieman et
al., 1982; Kirchman et al., 1985; Simon & Azam, 1989) .
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1.4 Vraagstelling

Het onderzoek was in eerste instantie gericht op de kwantifi-
katie van de bakteriéle produktie (Lg C*17') en biomassa (L9
c-17!). Deze produktie werd op drie hoofdstations, respektieve-
1ijk 33°N 20°, 47°N 20°W en 60°N 20°W, van het oppervlak tot
aan de bodem gemeten.

Uit de literatuur blijkt er een sterke korrelatie te zijn
tussen de primaire - en bakteriéle produktie. Hier werd onder-
zocht of dat ook op de gekozen hoofdstations gold. De korrela-
tie geeft een indikatie van de afstand tussen beide trofische
nivos. Verder werd onderzocht in hoeverre naast de primaire
produktie ook de pakteriéle produktie in de loop van de dag
varieert. Wanneer er namelijk, zoals bij de primaire produk-
tie, een sterke ritmiek optreed is het van belang meerdere
keren per dag de produktie te bepalen om tot een juiste bakte-
rigéle produktie per dag te komen. Op grond van een eenmalige
meting zal in het geval dat de produktie sterk over de dag
varieert een over— of onderschatting van de bakteriéle produk-

tie plaats vinden.
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2 MATERIAAL EN METHODEN

2.1 Monstername

Monstername verliep volgens het JGOFS protocol en werd syn-—
chroon uitgevoerd met de monstername voor de primaire produk-
tie. Tussen 5 mei en 31 mei 1990 werd gemonsterd op de stati-
ons die zich op respektivelijk 33°N 20° (#30), 47°N 20°W (#51)
en 60°N 20°W (#81) bevonden (fig 1.1).

Monstername in de eufotische z6ne gebeurde op 7 lichtdieptes,
respektievelijk 65%, 33%, 14.5%, 6.4%, 3.0%, 1.8% en 0.5% van
de oppervlakte—instraling (deze dieptes werden steeds een dag
van te voren bepaald).

Bij zonsopgang werd tot * 200 m diepte gemonsterd, de eufoti-
sche zbne en drie aanvullende dieptes tussen de 75 en 200 m.
Later op de dag werd de rest van de waterkolom bemonsterd.
Beneden de eufotische zbne is een dagelijkse ritmiek onder
invloed van het daglicht niet aannemelijk. Op de monitor wvan
de CTD was tijdens het afdalen van de Rosette-sampler en CTD
te zien hoe het profiel van de chlorofylkonsentratie, zuur-
stofkonsentratie, temperatuur en saliniteit in de diepte
verliep. Op grond van deze gegevens werden de dieptes bepaald
waar het best monsters van peneden de eufotische z&ne genomen
konden worden. Dit waren onder andere zuurstofminima, chloro-
fylmaxima en de pycnocline.

Uit de rosettesampler werden submonsters genomen in polycarbo-
naat flessen die donker werden gehouden tot de verwerking. De
zo verkregen monsters werden direkt naar het lab overgebracht
waar ze verwerkt werden. Per diepte is 100 ml nodig. 40 ml
werd direkt gefixeerd met 3.5 ml 25% 0.2 um gefiltreerde
formaline voor bepaling van de bakteriedichtheid en biomassa
(§ 2.3), de rest werd gebruikt voor de aktiviteitsbepaling
(§2.2) .

2.2 Bakteriéle produktie (Kirchman et al., 1982)

De bakterigle produktie werd bepaald aan de hand van de thymi-
dine incorporatie.

Reagentia
SH—thymidine 12.5 UM (°H-TdR, Amersham, 82 Ci-mmol™)

5% trichloorazijnzuur (TCA)
Fenol/Chloroform 50% w/v
80% ethanol (EtOH)

Instagel

Formaldehyde 25%

YU WN

Bepaling
1. Voeg aan 50 ml monster 3H-TdR toe tot een eindkonsentratie

van 5 nM (inkubatie in polycarbonaat potten) .
2. Meng goed en fixeer (punt 4) direkt in duplo 20 ml monster
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(Blanko) . Zie punt 5 VvOOI de verdere verwerking van de
blanko’s.

3. De monsters van boven de thermocline worden in het donker
geinkubeerd bij de temperatuur die in de oppervlakte laag
heerst. De overige monsters worden op de temperatuur die
juist onder de thermocline heerst geinkubeerd.

4. Na 60 min wordt de inkubatie gestopt door 1.75 ml 25%
formaldehyde aan 20 ml monster toe te voegen.

5. Filtreer in duplo 10 ml monster onder laag vacuum (0.2
atm) af op 25 mm cellulose nitraat filters (poriegrootte
0.2 Mm, Sartorius).

6. Verwijder onderdruk en VvOeg 3 ml ijskoude 5% TCA toe aan
extrakt. Na respektievelijk 60 en 120 s wordt nog eens 1.5
ml iijskoude 5% TCA toegevoegd. Na 180 s onder laag vacuum
affiltreren.

7. Wanneer de TCA is doorgelopen 5% gpoelen met 1.5 ml ijskou
de 5% TCA. Breng de volgende pas Op wanneer de vorige
geheel is doorgezogen.

8. Onderdruk verwijderen en 5 ml fenol/chloroform 50% w/v
opbrengen. Na 180 s extraheren affiltreren (Deze stap
alleen voor de monsters die volgens de methode van Wicks
en Robarts, 1989, verwerkt worden) .

9. oOnderdruk verwjderen en 5 ml ijskoude 80% EtOH opbrengen.
Na 180 s affiltreren.

10. Filter overbrengen in een scintillatiepotje en 12 h laten
drogen. 5 ml instagel toevoegen. Na het oplossen van het
filter suspensie schudden.

11. Aktiviteit van de monsters doormeten op de scintillatie
counter (LKB, Rackbeta).

2.2.1 Lineariteit

Oom te kontroleren of de konsentratie 3H-TdR (5 nM) het monster
gedurende de gehele inkubatie verzadigd werd de lineariteit
bepaald van de 3H-TdR opname in de tijd te volgen. Het monster
voor de bepaling werd op het chlorofyl maximum genomen en
geinkubeerd op de temperatuur van het oppervlaktewater.

Bepaling )
1. Voeg aan 250 ml monster 3H-TdR toe tot een konsentratie

van 5 nM.

2> Inkubeer het monster 5 h bij de bovende de thermocline
heersende temperatuur. '

3. Neem na respektievelijk O, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240
en 300 min in duplo een submonster en volg verder de
werkwijze zoals deze vermeld staat onder § 2.2 vanaf punt
4,

2.2.2 Konversiefaktor

om de bakteriéle produktie (g c-h-!-17!) te kunnen herleiden uit
de bakteriéle aktiviteit (mol thymidine-h™-17") moet de konver-
siefaktor (g Crmol™ thymidine) bepaald worden. Dit gebeurde
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volgens de door Kirchman et al. (1982) peschreven methode. De
toename van zowel het biovolume als de inbouw van SH-thymidine
werd in de tijd gevolgd. De kxonversie-faktor wordt gegeven
door het kotiént van de toename van de celdichtheid en de
geintegreerde 3H-thymidine inbouw.

Bepaling
7. Filtreer 450 ml monster over een 0.2 Mm cellulose acetaat

filter.

2. Breng dit samen met 50 ml onbehandeld monster over in een
uitgegloeide pyrexfles ( 5 h 500°C) .

3. 1Inkubeer het monster 48 h op de boven de thermocline
heersende temperatuur.

4., Neem na respektievelijk O, 8, 12, 24 en 48 h submonsters
voor de bepaling van de aktiviteit (§ 2.2) en biomassa
(§2.3) .

2.2.3 Tiidserie
Oom een idee te krijgen van de dagelijkse ritmiek werd de

bakteriéle produktie gedurende de dag gemeten Op respektieve-
1ijk 47°N en 60°N. Gedurende 24 h werd op de diepte van het

chlorofyl maximum monsters genomen met de Niskin. Elk monster
werd direkt verwerkt, »zoals in § 2.1 - § 2.3 beschreven staat.

2 3 Bepaling bakteriéle biomassa

De biomassa op een bepaalde diepte wordt gegeven door het
produkt van het gemiddelde volume, de bakterie dichtheid en de
konversiefaktor (piovolume—biomassa) VvOOr pelagische bakte-
riestammen, 380 fg C-um™® (Lee & Fuhrman, 1987). De biomassa
werd ook direkt aan de hand van de dichtheid bepaald. Hiervoor
werd gebruik gemaakt van de konversiefaktor (dichtheid—=biomas-—
sa) 20 fg C-cel-1 (Lee & Fuhrman, 1987).

2 3.1 Bakterie dichtheid

De dichtheid werd bepaald door middel van epifluorescentie
mikroskopie. Bakterién worden gekleurd met het DNA-specifieke
fluorochroom Hoechst dye 33258 (Paul, 1982). Na affiltreren oOp
een gezwart Nucleopore polycarbonaatfilter (0.2um, Hobbie et
al., 1977) werd de dichtheid bepaald door in een kwadrant met
pekend oppervlak het pakterie aantal te bepalen. De dichtheid
wordt gegeven door:

, . A vV +V
Bakteriedichtheid = Xx—L % 1000, *m™ 7r (x171)
A, v A

X aantal getelde bakterién; A; Netto oppervlakte filter; A, Getelde oppervlak;
v, Inkubatie-volume; v, Monstervolume en VvV, Volume toegevoegd fixatief.
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Per preparaat werden 20 velden met 25 tot 250 cellen geteld.

Reagentia
1. Hoechst dye 33258 0.5 mM in kunstmatig zeewater (Hoechst).

2. Irgalan zwart oplossing: 1los 0.2 g irgalan zwart op in 100
ml dest met 2% ijsazijn.

3. Mc Ilvaines buffer (pH 4.0): 12.9 g-17' citroenzuur en 27.6
g+ 17! Na,HPO,.10H,0 in kunstmatig zeewater (Kz) .

4. Kunstmatig zeewater (KZ):
Hieraan werd gebufferde formldehyde toegevoegd tot 2% om
bederf te voorkomen.

Alle reagentia zijn 0.2 HUm gefiltreerd.

Bepaling
1. Inkubeer het te tellen monster 30 min in het donker met een

Hoechst eindkonsentratie van 10 UM en 1/6 deel buffer.

2. Filtreer het monster onder laag vacuum (0.2 bar) af op een
gezwart nucleopore filter (0.2 pm) .

3. Zorg ervoor dat het filter geheel droog is en breng het dan
over op een van immersieolie voorzien objektglas.

4. Doe ook op het filter een druppel immersieolie en plaats er
een dekglaasje op. Het geheel moet min of meer doorzichtig
zijn.

5. Tel in duplo minstens 200 cellen per preparaat in 10
kwadranten (Zeiss standaard mikroskoop) .

Regelmatig werd een blanko telling uitgevoerd. Hierbij werd de

bovengenoemde procedure gevolgd. In plaats van monster werd

echter gesteriliseerd K2 geinkubeerd.

2.3.2 Biovolume

Het biovolume werd bepaald door met behulp van een oculair
micrometer (0.488 Hum) de dimensies d (= breedte) en 1 (=
lengte) van de cellen op te meten en gebruik makend van de
onderstaande formule voor het volume van een staaf met half-
polvormige uiteinde. Deze formule geldt zowel voor staven als
voor kokken, omdat voor cocci geldt dat de lengte gelijk is
aan de breedte (1-d=0). De vergelijking voor het volume van
een bol blijft dan over.

v=(d?* )+ (1-d) +n*_‘é—3

Spirillen worden opgevat als gekromde staven. Er zijn 20
grootte klassen gemaakt waarover de 200 cellen die per prepa-
raat geteld werden verdeeld worden. Hieruit werd het gemiddel-
de volume bepaald. De SD bedroeg 5% van de gemiddelde waar-—
de.
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3 RESULTATEN

3.1 Bakteriéle produktie ,

3.1.1 Lineariteit

Op station #51 en #81 is de 34-thymidine inbouw gedurende 5 h
gemeten. De aktiviteit (mol 34-Thymidiner17!) staat in fig 3.1
en 3.2 logarithmisch uitgezet tegen de inkubatieduur.

Aktiviteit
100000 £
L l J
10000 & l {
Loy
L
1000 ¢
Fig 3.1 Lineariteit #51 100 . X , . .
JH—Thymidine-inbouw logaritmisch uit- 0 50 100 150 200 280 300
gezet tegen de tijd. Tija'(min)
Aktiviteit

100000 [ j

I i

10000

LJNE S B A B N1
—_

Fig 3.2 Lineariteit #81 » 1000 ! A A : ) \
3g-Thymidine-inbouw logaritmisch uit-~ o 50 100 160 200 250 3800 350

gezet tegen de tijd. Tija (min)
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3.1.2 Konversiefaktor (Kirchman et al., 1982)

Door het monster 10* te verdunnen werd de predatiedruk groten-
deels opgeheven, De empirische konversiefaktor (cellen-mol'1
thymidine) wordt gegeven door het kotiént van de toename van
de celdichtheid (cellen-17!) en de geintegreerde 3g-thymidine
inbouw (mol thymidine-17!). In fig 3.3 en 3.4 staan de toename
van het biovolume en de de celdichtheid voor station #51 en
#81 weergegeven. De monsters werden genomen op de diepte van
het chlorofylmaximum. Voor station #51 en #81 was dit respek-
tievelijk 11 m en 10 m. Inkubatie vond plaats op de oppervlak-
tewatertemperatuur respektievelijk 13°C en 10°C.

De konvesiefaktor van station
#51 bedraagt 2.84-10'° cellen- L,
mol-! 3H-thymidine. Voor sta-
tion #81 werd een konversie-
faktor van 2.33°10'® cel- 10
len'mol™! *H-thymidine gevon-
den. Vergeleken met litera-
tuurwaarden (§ 1.3.2) is de 18
gevonden konversiefaktor een
faktor 10 te hoog.

17

Fig 3.3 Toename van het biovolume en 18
de celdichtheid in de tijd voor sta-
tion #51. De r.c. geeft het gewogen
gemiddelde van de groeisnelheid van ) ) )
de gemengde populatie. % 5 " - 20
Tijd (h)

Wanneer de bakteriéle produk-

tie aan de hand van deze kon-— Ln X

ver- 20

siefaktor bepaald wordt :

blijkt de bakteriéle produk-

tie hoger 1

te zijn dan de primaire

produktie. Dat is in het 5

onderzochte systeem, zonder

allochtoon substraat, onmo-

gelijk. 7 . ////
16

Fig 3.4 Toename van het biovolume en

de celdichtheid in de tijd voor sta- ) . ) )

tion #81. De r.c. geeft het gewogen o 0 20 30 40 50
gemiddelde van de groeisnelheid van g Thd {h)
de gemengde populatie.
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De bakteriéle produktie werd dan ook berekend aan de hand van
de konversiefaktor die op de JGOES workshop in Kiel beschouwd
werd als de beste benadering, namelijk 2.0-10'® cellen-mol™

thymidine.
De bakterié&le produktie

De bakteriéle produktie
de diepte (Fig 3.5).

(pgr 171-d™?) is grafisch uitgezet tegen

Diepte (m)
2
T8 3 .|
20 4 "
7 .
36 7 J
1
50 5 .
22,5 .
64 23 b |
78 gg :
68 38 - L
48
160 75 -
160 -
176 250 .
500 -~
200 750 .
830 }888 .
1260 1260 .
1600
2000 1500 fi*
2600
3000 3500 f*
4000
4000 : ! bodem-10 =
o &5 10 15 20 25 30 86 0 1 2 ] 4 B
Produktle {ng C/.d} : Produktle (ugN.d)
Station #51

Station #30

Dieote (m)

3 )
4 7//////////////////////////////////—'

Fig 3.5 Bakteriéle produktie (ugr 17+ d™) 2000

met standaard deviatie uitgezet tegen de 2625 B

diepte (niet lineair). Berekend m.b.v. 2025

de konversiefaktoren 2-10'° cellen-mol™! o 1 2 3 4 5 8 7
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thymidine en 20 fg Crcel™? (Lee &
Fuhrman, 1987). Station #81
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3.1.3 Tiidserie

In fig 3.6 en 3.7 staat het verloop van de aktiviteit in de
tijd aangegeven voOr station #51 respektievelijk #81.

Fig 3.6 Ritmiek #51

Bakteriéle produktie (pg C'17*h™) en
de celdichtheid (*17!) uitgezet tegen

de tijd.

Fig 3.7 Ritmiek #81
Bakteriéle produktie (Mg c 1thh)
uitgezet tegen de tijd.

3.2 Bakteriéle biomassa
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De bakteriéle biomassa is het produkt van de bakterigéle dicht-
heid, het celvolume en de konversiefaktor van biovolume naar
piomassa (20 fg C-cel™ & 380 fg C-um™, Lee & Fuhrman, 1987).
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3.2.1 Bakterie dichtheid

De dichtheid werd bepaald door in 20 mikroskoopvelden 25 tot
250 cellen te tellen. Alleen cellen met een duidelijke be-
grensde herkenbare vorm en heldere fluorescentie werden ge-
teld. Kontroles waarbi] steriel kunstmatig zeewater werd
bepaald gaven geen counts.

Door de lage dichtheden in de diepe monsters was tot 20 ml
monster nodig, waardoor deze diepten slechts 2 maal geteld
konden worden. De gevonden dichtheden (aantallen-l*) staan
weergegeven in fig 3.8.
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Fig 3.8 Bakterie dichtheid.

Cellen- 17! tegen de diepte (log m). ~ Station #81

3.2.2 Biovolume
Het celvolume varieert sterk met de diepte. In de eufotische
26ne domineren 0.061 um® grote kokken. In de diepte neemt het
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percentage staven en spirillen toe. Door hun grote volume

hebben spirillen een sterke invloed op het gemiddelde biovo-
jume in de diepe monsters. In fig 3.9 is het gemiddelde volume
per cel (um®) voor de drie stations weergegeven in de diepte.

Fig 3.10 Verloop van de biomassa in
de diepte (log m). De biomassa is
perekent aan de hand van de 2 konver-—
siefaktoren, 20 fg C'cel™ en 380 fg
C-um™® (Lee & Fuhrman, 1987).
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Fig 3.9 Verloop van het celvolume in
de diepte (log m) voor de drie stati- —~#30 T #6561 v #8)
ons.
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In fig 3.10 staat de biomassa tegen de diepte uitgezet. Voor
de konversie naar biomassa werden de twee konversiefaktoren

van Lee & Fuhrmén, 1987 gebruikt.

20



Bakteriéle produktie 29

4 DISKUSSIE

4.1 Bakteriéle produktie

In de kontrole van station #51 en #81, op respektievelijk 47°
en 60° noorderbreedte, bleek 5 nM Thymidine (82 Ci-mmol™)
slechts 60 minuten verzadigend te werken (fig 3.1 en 3.2). Dit
zijn dan wel de monsters met de hoogste produktie. Toch is het
raadzaam de inkubaties niet langer dan 60 minuten te laten
duren of de konsentratie thymidine op te voeren.

De empirisch bepaalde konversiefaktoren op station #51 en #81
ziin respektievelijk 2.84-10" en 2.33-10" cellen-mol™? thymidi-
ne. Deze waarden liggen een faktor 10 hoger dan de gebruike-
1ijke konversiefaktoren en de theoretisch bepaalde waarde, 0.3
— 1.3-10® cellen-mol™ thymidine. Bovendien komt de bakteriéle
produktie hoger uit dan de primaire produktie wanneer met de
bepaalde konversiefaktoren doorgerekend wordt. Omdat er geen
allochtone C-bronnen aanwezig zijn kan dat niet. De afwijkende
konversiefaktoren moeten derhalve opgevat worden als een
artefact. Wat de oorzaak is van de lage inbouw van g-thymidine
is niet duidelijk. Mogelijk wordt het isotoop door een deel
van de populatie niet ingebouwd of gaat een deel tijdens
extraktie verloren. BEr is daarom gekozen voor de konversiefak-
tor, zoals die tijdens de JGOFS workshop in Kiel (maart 1990)
gevonden werd. De daar aangenomen konversiefaktor had een
waarde van 2-10%*® cellen- mol~! thymidine.

De bakterié&le produktie op de verschillende stations nam haar
het noorden gaande toe. Op 33°N (station #30) was de produktie
erg laag. De maximale bakteriéle produktie bedroeg oOp 35 m
diepte 2.82 ng c-171-g!. Op 47°N en 60°N was de maximale
produktie respektievelijk 3.81 Ug c-17'-d'op 2m en 5.89 pg C-17
1. 4! op 3m. De gevonden pakteriéle produktie op 47°N en 60°N
komt sterk overeen met eerder gevonden waarden vooOr de open
oceaan (Ducklow & Hill,1985).

De lage primaire produktie kan niet de enige oorzaak zijn van
de lage bakteriéle produktie op station #30. Mogelijk groeide
het bakterioplankton onder sterke N- of P-limitatie waardoor
de respiratie ten opzichte van de assimilatie sterk toeneemt
(§ 1.3) en de vorming van biomassa afneemt. Een tweede moge-
1lijke oorzaak is dat het voedselweb een andere struktuur
heeft. Mogelijk speelt op station #30 van herbivoor zodplank-
ton een grotere rol in de opname van gefotosynthetiseerd
materiaal. Hierdoor zou minder C beschikbaar zijn in de vorm
van DOM (S 1.3). In hoeverre de lage produktie veroorzaakt
wordt door een artefakt of wat de mogelijke achterliggende
oorzaak is 1is helaas niet te achterhalen. Wanneer een respira-~
tiekoéfficiént van 50% wordt aangenomen (§ 1.3) 1is de C-opname
door de mikrobiéle populatie 2 maal zO groot als de bakteriéle
produktie. De maximale C—-flow naar het bakterioplankton was OPp
station #51 en station #81 dan respektievelijk 7.6 Hg c-17t-d?!
en 11.7 pg C-17'-d™.
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Wanneer in het pelagiaal de primaire en pakteriéle produktie
signifikant gekorreleerd zijn (Cole et al, 1988; Bigrnsen et
al., 1989; §4.3) is het te verwachten dat naast de primaire
produktie ook de pakteriéle produktie een dagelijkse ritmiek
vertoont, indirekt onder invloed van het zonlicht. Hoewel het
een eenmalige meting betrof (om praktische redenen kon helaas
niet vaker naar de dagelijkse ritmiek gekeken worden) kon Op
station #51 een dagelijkse ritmiek in de bakteriéle aktiviteit
aangetoond worden. Onafhankelijk van de celdichtheden nam de
aktiviteit na zonsopgang signifikant toe. De verhoogde aktivi-
teit nam in * 6 h weer af tot het basale nivo. De produktie
verdubbelde tijdens het maximum. Te verwachten is dat de
verschillen in de primaire produktie veel extremer zijn.

7oals in "Materiaal & Methoden” vermeld staat is ieder monster
op verschillende tijdstippen genomen. Hierbij bestaat het
gevaar dat uit verschillende watermassa’s werd gemonsterd. Het
alternatief was dat uit é&én groot monster gedurende de dag
submonsters voor inkubatie werden genomen. De laatste methode
heeft echter als nadeel dat er een pottle—-effect kan optreden.
Daarom werd aan de eerstgenoemde methode de voorkeur gegeven.
De kleine spreiding in de meetwaarde, het regelmatige verloop
van de aktiviteit in de tijd onafhankelijk van de bakterie-
aantallen en het feit dat de aktiviteit na 24 h weer op het
zelfde nivo uit komt pleit voor de gemeten trend. Op station
#81 was geen sprake van een dagelijkse ritmiek in de bakteri-
ele aktiviteit. Het is hierbij van belang te weten dat eind
mei op deze preedtegraad de nacht beperkt blijft tot een uur
schemering. Dit zal tot gevolg hebben dat gedurende de dag het
verschil in de primaire produktie minder extreem is, wat tot
gevolg kan hebben dat de ritmiek in de bakteriéle produktie
achterwege blijft. De pakteri&le produktie varieert over de
dag namelijk slechts met een faktor 2, terwijl de primaire
produktie vele malen sterker over de dag zal variéren. Een
afvlakking in de primaire produktie kan dan tot gevolg hebben
dat de variatie in de pakteriéle produktie niet meer meetbaar
is.

zonlicht zou in het geval van een dagelijkse ritmiek het
sturende mechanisme zijn. Om de hypothese dat bakteriéle
aktiviteit indirekt door zonlicht gemedieerd wordt te bewij—
zen, zijn echter meer metingen noodzakelijk. Wanneer de bakte-
riéle produktie inderdaad een signifikante ritmiek vertoont,
is het voor een korrekte meting van de bakteriéle aktiviteit
nodig meerdere keren per dag deze aktiviteit te bepalen en
niet slechts eenmaal zoals dat nu gebeurt.

4.2 Bakteriéle biomassa

De verschillen in de dichtheid en daarmee in de biomassa
tussen de 3 stations waren gering. De dichtheid in de eufoti-
sche zbéne lag tussen de 4-10% en 8+10°% cellen:1l™'. Deze waarden
komen sterk overeen met eerder gevonden waarden voOOr de open
oceaan; 1.4-10° cellen-1” tot 10- 108 cellen-1l™! (Ferguson &
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Palumbo, 1979; Sieburth et al., ; Johnson & Sieburth, 1979) .
In de diepte nam de dichtheid af tot = 5.107 cellen-17! (5-10°
cellen- 17! tot 3-107 cellen-17; Carlucci & Williams 1978; Azam
et al., 1979). Wanneer naar de gehele waterfase wordt gekeken
blijkt de ondergrens dus = 2.107 cellen-17?! te zijn. Cho & Azam
(1990) wvonden hetzelfde fenomeen. Voor de eufotische zdbne van
oligotrofe en eutrofe marine systemen vonden zij een onder-
grens van * 10° cellen- 17! Een mogelijke verklaring hiervoor is
dat dit de minimale dichtheid is die voor predatie vereist is
of dat onder deze dichtheid viruspropagatie bemoeilijkt wordt.
Wanneer er van wordt uitgegaan dat een cel een vaste biomassa
heeft ongeacht het volume (20 fg C-rcel™; Lee & Fuhrman, 1987),
dan bedroeg de bakteriéle piomassa in de eufotische zbne 8 ug
c.1'- 16 pg C-17'. Dit nam in de diepte af tot 0.4 g+ 17'. Wan-
neer de biomassa bepaald wordt aan de hand van het biovolume
(380 fg~um4; Lee & Fuhrman, 1987) dan werd voor de eufotische
zdne een biomassa van 10 pgr 17 7 20 ig- 17! gevonden en 0.99 ug-
1-! voor de minimale waarde in de diepte. Ook deze waarden
komen sterk overeen met wat anderen eerder vonden voor verge-
1ijkbare systemen (2.5 ng- 17t - 35.2 pg-17'; Azam et al., 1979;
gieburth et al., ;Landry et al., 1984; Holligan et al.,
1984) . Naar de bodem toe neemt het relatieve aantal spirillen
toe. Zij beinvloeden het gemiddelde celvolume sterk. Waar-
schijnlijk is voor hen de biomassabepaling op grond van het
volume beter toepasbaar dan Op grond van aantal. De minimale
piomassa komt dan op 0.99 Hg c- 17t

Op station #51 was Op 7 m en 1500 m diepte de bakteriéle
piomassa respektievelijk 33.0 pgr1™! en 19.5 ig: 17'. Deze hoge
piomassa vond niet zijn weerslag in een evenredig verhoogde
aktiviteit. De hoge biomassa Op 1500 m kan echter veroorzaakt
zijn door organismen waarvan de produktie door de gebruikte
methode niet gemeten wordt (Johnstone & Jones, 1989; Gilmour
el al., 1990). Wanneer de organismen dan wel in staat zijn
extern thymidine op te nemen is het goed mogelijk dat tijdens
inkubatie de fysisch-chemische omstandigheden niet geschikt
waren of dat door de bewerking van het monster de cellen
geinaktiveerd werden. De methode is waarschijnlijk alleen
geschikt voor het bepalen van de produktie van aerobe hetero-
trofe organismen. De produktie van andere organismen wordt
helaas niet gemeten. Omdat vooral in de diepte naast aerobe
heterotrofe organismen ook anaerobe heterotrofe mikro-organis-
men een minstens evengroot aandeel in de produktie kunnen
hebben is het van belang technieken te ontwikkelen die deze
organismen niet uitsluiten (Johnstone & Jones, 1989; Gilmour,
1990; Fallon & Newell, 1986) .

4.3 Korrelatie met de primaire produktie

De bakteriéle produktie was sterk gekorreleerd met de primaire
produktie (fig. 4.1). De primaire produktie (Ug c-17') werd

tijdens JGOFS leg III door Gijs Kraay bepaald.
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Wanneer een respiratiekoéfficiént van 50% wordt aangenomen ($
1.3) verloopt 50%-66% van de C-flow van het fytoplankton via
de bakterién (bakteriéle prod./primaire prod.: fig. 4.1). Dit
toont de invloed van de pakterién op het systeem aan. Doordat
pakterién in staat zijn simultaan Op veranderende milieufakto-
ren, zoals veranderende substraatkonsentraties, te reageren
zal een direkt verband ook tot uitdrukking kunnen komen. De
dagelijkse ritmiek in de pakteriéle produktie op station $#51
geeft aan dat de link tussen de primaire produktie en de
pakteri&le produktie zeer nauw i's. Uit de hoge korrelatie
tussen de primaire en pakteriéle produktie en de ritmiek
waarmee het bakrerioplankton op de primaire produktie reageert
moet gekonkludeerd worden dat de bakteriéle produktie direkt
onder invloed staat van de primaire produktie. Dit verloopt
waarschijnlijk via het DOM. Een deel van de primaire produktie
zal direkt in het DOM terecht komen, waaruit het wordt opgeno-
men door het bakterioplankton. Wanneer het organische materi-
aal bijvoorbeeld via het herbivore zodplankton beschikbaar zou
komen is het uitgesloten dat 50%-66% van de primaire produktie
in het bakterioplankton terecht komt, dat de korrelatie tussen
de de primaire produktie en de pakteriéle produktie zo hoog
zou zijn en dat er een dagelijkse ritmiek in de bakteriéle
produktie gevonden zou worden,
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5 KONKLUSIES

De bakterie—dichtheid was over het gehele trajekt vrij kon-
stant. In de oppervlaktelaag lag deze binnen de range 4-108% tot
8.-10% cellen'1!. De biomassa bedroeg 8 tot 16 C pugr17'. De
pakteriédle biomassa had op de twee noordelijke stations een
verdubbelingstijd van 1.1 tot 2.3 dagen.

In de gehele waterfase bedroeg de minimale dichtheid 2-10’
cellen-17! of te wel 0.99 pug C-17'. De bakteriéle dichtheid en
daarmee biomassa blijkt binnen bepaalde grenzen konservatief
te zijn. Meer onderzoek is nodig om te achterhalen of dit een
algemeen geldend principe in het pelagiaal is en wat het
achterliggende principe ervan is (Cho & Azam, 19380). Mogeli jke
oorzaken van homeostasis zijn de regulerende werking van
predatoren en pakteriofagen die beide een minimale dichtheid
nodig hebben beneden welke zij niet effektief zijn.

Het bakteriéle produktiemaximum nam OP het trajekt 33° N =
47°N — 60 °N sterk toe en bedroeg respektievelijk 2.82 ng C-17
.47 op 35 m diepte, 3.81 Hg c-172ad?! op 2 m diepte en 5.89 Ug
c-171-d? op 3 m diepte. Veel onderzoekers werken met een
standaardkonversiefaktor van thymidine (ingebouwd) naar cellen
(gevormd) . Helaas werd ook ik gedwongen om van deze konver—
siefaktor gebruik te maken. Het is natuurlijk beter om ter
plaatse de konversiefaktor te bepalen, omdat deze varieert en
het nog niet duidelijk is waardoor deze variatie wordt veroor-
zaakt. Er is dus meer onderzoek nodig naar de omstandigheden
die de konversiefaktor beinvloeden.

De produktie was sterk gekorreleerd met de primaire produktie
en het is dan ook niet verwonderlijk dat de bakteriéle produk-
tie, evenals de primaire produktie, een dagelijkse ritmiek
vertoont. Hieruit kan worden gekonkludeerd dat de bakteriéle
produktie direkt onder invloed staat van de primaire produktie
via het DOM. Omdat de bakteriéle produktie over de dag va-
rieert is het beter deze meerdere malen per dag te bepalen.
Tot nu toe is er te weinig aandacht pesteed aan de mogelijke
ritmiek in de bakteriéle produktie. Er is meer onderzoek aan
deze ritmiek nodig om tot een juiste kwantifikatie te komen
van de produktie. Er is aanvullend werk nodig om de relatie
tussen de primaire produktie en de bakteriéle produktie te
achterhalen. Kont inu-kultuur—-experimenten, waarbij zowel
primaire producenten als bakterioplankton vertegenwoordigd
zijn, moeten antwoord geven op de vraag wat de relaties tussen
peide groepen zijn.

Wanneer een respiratiekoé&fficiént van 50% wordt aangenomen,
verloopt *60% van de c-flux van de primaire producenten via
het bakterioplankton. Hieruit volgt dat van de primaire pro-
duktie direkt 30% weer als CO, vrijkomt en dat 30% ingebouwd
wordt in het bakterioplankton. De overige 40% komt ten goede
aan herbivoren of sedimenteert. Er vindt dus een snelle turno-
ver plaats van het fotosynthetisch gefixeerde materiaal. Het
is nog onduidelijk wat er de oorzaak van is dat *60% van de
primaire produktie in het DOM terecht komt. Fagen, exkretie
door het fytoplankton en sloppy-feeding van het zoOplankton
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zullen hierbij een rol spelen. Er is meer onderzoek nodig naar
het kwantitatieve belang van de genoemde bronnen.

Voor een beter inzicht in de pakteriéle produktie, ook in de
diepere watermassa’s, is het nodig dat er een methode komt die
geen funktionele groepen uitsluit, zoals dat nu gebeurt.
Chemolithotrofe en sulfaat-reducerende bakterién worden met
deze methode gemist omdat zij geen extra-cellulair thymidine
inbouwen (Johnstone & Jones, 1989; Gilmour, 1990; Fallon &

Newell, 1986).
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