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Marine Mikrobiologie

Der Stickstoftkreislauf im Ozean
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Ein neu entdeckter bakterieller Prozess, die anaerobe Oxidation von
Ammonium zu gasférmigem Stickstoff (Anammox), ist verantwortlich fiir
das Entweichen von biologisch verfiigbarem Stickstoff aus dem Ozean
und verandert unser herkdmmliches Bild vom Stickstoffkreislauf im Meer.

A new microbial pathway, the anaerobic ammonium oxidation (Anammox)
is widespread in the ocean and changes our view on the marine nitrogen

cycle.

B Stickstoff wird als essenzieller Bestand-
teil von Proteinen und DNA von allen Lebens-
formen bendtigt. In weiten Teilen der Ozeane
limitiert der Mangel an Stickstoff das Algen-
wachstum und beeinflusst damit entschei-
dend die Menge des Treibhausgases CO,, die
biologisch gebunden werden kann [1]. Ange-
sichts der wichtigen Rolle der Ozeane fiir die
globale CO,-Bilanz sind detaillierte Kennt-
nisse liber die Regulierung des marinen Stick-
stoffkreislaufs und dessen Kopplung mit dem
globalen Kohlenstoffkreislauf erforderlich.
Der Stickstoffkreislauf im Ozean wird im
Wesentlichen durch mikrobielle Prozesse
gesteuert. Die wichtigste Stickstoffquelle der
marinen Biosphare ist die biologische Fixie-
rung molekularen Stickstoffs (N,) durch eini-
ge spezialisierte Bakterien (N, — N-orga-
nisch). Der so fixierte Stickstoff wird im Wech-
sel von organischen Ab- und Aufbauprozessen
mehrfach wiederverwertet und liegt im Was-
ser als Ammonium (NHy), Nitrit (NO;), Nitrat

(NO3) oder organischer Stickstoff (N ) vor,

org)

Tab. 1: Mikrobielle Prozesse im Stickstoffkreislauf.

bis wiederum Bakterien (Denitrifizierer) NO;
zu N, veratmen (Tab. 1). Damit wird fixierter
Stickstoff dem System wieder entzogen. Die
Denitrifikation, als ein fakultativ anaerober
Prozess, findet man in marinen Sedimenten,
unterhalb der sauerstoffhaltigen Sediment-
oberflache. Neben den Sedimenten sind
besonders Regionen mit sauerstoffarmen
Wassermassen (OMZ, Sauerstoff-Minimum-
zone) bedeutende Stickstoffsenken. OMZs ent-
stehen bei einer erhéhten Priméarproduktion
im Oberflachenwasser, wenn die absinken-
den Algen in den tiefer liegenden Wasser-
massen mikrobiell abgebaut werden, sodass
dort der Sauerstoffgehalt auf Werte unter
10 uM sinkt. Obwohl OMZs nur 0,1 Prozent
des globalen Ozeanvolumens ausmachen,
wird deren Anteil am gesamten Stickstoff-
verlust der Ozeane auf 20 bis 40 Prozent
geschitzt [1, 2]. Die bedeutendsten OMZs fin-
den sich dort, wo ndhrstoffreiche Tiefenwas-
ser an die Oberfldche treten und die Primér-
produktion ankurbeln: im stlichen Pazifik

Prozess Reaktion Sauerstoff Kohlenstoffquelle
Denitrifikation NO3— NO;— NO - N,0 - N, anaerob meist heterotroph
Anammox NH; +NO; —» N, anaerob autotroph
Nitratreduktion NO; — NO; anaerob heterotroph
Ammoniumoxidation NH; — NO; aerob autotroph
Nitritoxidation NO; — NO3 aerob autotroph

DNRA NO; = NO; — NHZ anaerob heterotroph

vor den Kiisten Chiles, Perus, Mexikos und
den USA sowie im Arabischen Meer und vor
der Kiiste Namibias (Abb. 1).

Anammox: ein neuer Stoffwechsel-
weg - eine neue Stickstoffsenke

Noch vor einigen Jahren galt die Denitrifika-
tion als einziger Stickstoffverlustprozess. Die
Entdeckung eines neuen mikrobiellen Stoff-
wechselwegs, der anaeroben Ammoniumoxi-
dation zu N, (Anammox, Tab. 1), verdeut-
lichte eine weitere Stickstoffsenke. Das her-
kommliche Bild des marinen Stickstoffkreis-
laufs musste revidiert werden. Dies zeigte
eine Expedition unserer Gruppe zur namibi-
schen OMZ im Jahre 2003 (Abb. 1) [3]. Wir
inkubierten Wasserproben aus der OMZ mit
verschiedenen Kombinationen aus “N- und
BN-markiertem NH}, NO; und NO; und konn-
ten so die Umwandlung von z. B. ®NH} und
N0, zu %N, verfolgen und am Massen-
spektrometer quantifizieren. Wahrend hohe
Anammoxraten gemessen wurden, konnte
keine Denitrifikation nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse wurden gestiitzt durch die
Messung erhohter Konzentrationen von
Anammoxbakterien und Anammox-spezifi-
schen Biomarkern (Ladderane). Dies war der
erste direkte Nachweis von Anammox in einer
OMZ. Weitere Expeditionen zu der wesent-
lich ausgepragteren OMZ vor Peru bzw. vor
der Kiiste Chiles (Abb. 1) zeigten auch dort
erhohte Anammoxraten [4, 5].

Die Einbindung von Anammox in den
Stickstoffkreislauf

Wiéhrend weitere Forschungsfahrten ins
Schwarze und ins Arabische Meer (Abb. 1)
die Bedeutung von Anammox als marine
Stickstoffsenke bestatigten, blieb unklar,
woher Anammoxbakterien ihr NH; und NO;
beziehen (Tab. 1) und welche Konsequenzen
sich aus ihrer Aktivitét fiir den Kohlenstoff-
kreislauf ergeben. Anammox ist ein chemo-
lithoautotropher Prozess, bei dem die N,-Pro-
duktion die Energie fiir die CO,-Fixierung lie-
fert. Im Gegensatz zur heterotrophen Deni-
trifikation kommt es bei Anammox nicht zum
Abbau organischer Verbindungen. Wie also
funktioniert in den OMZs der Abbau organi-
scher Verbindungen und damit die Freiset-
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A Abb. 1: Sauerstoffkonzentrationen im Ozean in 200 m Tiefe. Niedrige Konzentrationen (rot)
kennzeichnen die Sauerstoff-Minimum-Zonen (OMZs), von denen einige mehrfach von unserer

Gruppe untersucht wurden (Pfeile).
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A Abb. 2: Querschnitt durch die peruanische Sauerstoff-Minimum-Zone (OMZ). Sauerstoff nimmt
mit der Wassertiefe ab (rote Linie). Die N,-Produktion mittels Anammox (gelb) ist gekoppelt an
Nitratreduktion (griin), Nitrifizierung (rot) und dissimilatorische NO3-Reduktion zu NH; (DNRA,
rosa). Ein Teil der Algenbliite (griine Punkte) sinkt von der Wasseroberflache in die Tiefe und wird

mittels heterotropher Nitratreduktion und DNRA mineralisiert. Dabei wird CO, freigesetzt.

zung von NH;, das essenziell fiir Anammox
ist? Erste Antworten darauf erbrachte unsere
Peru-Expedition im Jahr 2005 [6]: Eine Kom-
bination aus Experimenten mit >N-markier-
ten Stickstoffverbindungen sowie der mole-
kularbiologische Nachweis von Genexpres-
sionen prozessrelevanter Proteine ergab ein
neues, komplexeres Bild des Stickstoffkreis-
laufs in der peruanischen OMZ. Neben der
hohen Aktivitdt von Anammox konnten wir
zeigen, dass 67 Prozent des fiir Anammox
bendtigten NO; aus der heterotrophen Nitrat-
reduktion und 33 Prozent aus dem ersten
Schritt der Nitrifizierung - der autotrophen,
aeroben Ammoniumoxidation - stammten

(Abb. 2). Ein Teil des bendtigten NH; wurde
durch den Abbau organischen Materials
mittels Nitratreduktion und mikroaerophiler
0,-Respiration freigesetzt, wihrend ein ande-
rer Teil aus der dissimilatorischen NO3-Reduk-
tion zu NHj (DNRA) stammt, womit erstmals
DNRA im offenen Ozean nachgewiesen wur-
de. Die daraus resultierenden Konsequenzen
fiir die Stickstoffbilanz sind gravierend: Nach
traditionellen Berechnungen, mit Denitrifi-
kation als alleiniger Stickstoffsenke, stam-
men 100 Prozent des verbrauchten Stickstoffs
aus dem im Wasser vorhandenen NO3. Unse-
ren Berechnungen zufolge betrdgt dieser
Anteil nur 50 bis 60 Prozent. Der Rest des

verbrauchten Stickstoffs stammt direkt aus
der Mineralisierung organischer Verbindun-
gen. Oft basieren klassisch errechnete Stick-
stoffverluste auf den verringerten NO;-Kon-
zentrationen der OMZs. Damit unterschitzen
sie in hohem MaBe den realen Stickstoffver-
lust. Daneben ergab die Vielzahl der betei-
ligten Prozesse wesentlich hohere Minerali-
sierungsraten als bisher angenommen. Es ist
also wahrscheinlich, dass die N,- und CO,-
Produktion in den OMZs weltweit wesentlich
hoher ist als gedacht. Angesichts global
expandierender OMZs [7] erscheint uns eine
fortlaufende Aktualisierung des Stickstoff-
kreislaufs und dessen Einbindung in globale
biogeochemische Modelle wichtig, um vor-
herzusagen wie die eng gekoppelten marinen
Stickstoff- und Kohlenstoffkreisldufe in
Zukunft reagieren.

Denitrifizierer entgiften schwefelwas-
serstoffhaltige Kiistengewasser

Wihrend sich herausstellte, dass nicht Deni-
trifikation, sondern Anammox die bedeu-
tendste Stickstoffsenke in vielen OMZs ist,
erlangten einige marine Denitrifizierer eine
neue Bedeutung fiir das marine Okosystem:
Chemolithoautotrophe Bakterien reduzieren
NO; zu N, wihrend sie giftigen Schwefel-
wasserstoff (H,S) zu harmlosem elementaren
Schwefel (S) und Sulfat (SO?{) oxidieren. H,S
entsteht als Endprodukt der bakteriellen
heterotrophen Sulfatreduktion, die haupt-
sdchlich in den Sedimenten stattfindet. Hohe
Abbauraten konnen zu einer Freisetzung von
H,S in die dariiberliegende Wasserséule fiih-
ren. H,S ist fiir die meisten Organismen hoch-
giftig und kann in betroffenen Okosystemen
ein Massensterben von Flora und Fauna ver-
ursachen. Besonders die anthropogene Eutro-
phierung der Kiistengewdsser fordert eine
Freisetzung von H,S und bedroht damit auch
wesentliche Nahrungsressourcen des Men-
schen. Wir konnten nun zeigen, wie in der
namibischen OMZ eine etwa 7.000 km? gro-
Be Flache, bedeckt von H,S-haltigem Wasser,
durch eine Bliite autotropher Denitrifizierer
entgiftet wurde [8] (Abb. 3). Die Denitrifizie-
rer, bestehend aus zwei unterschiedlichen
Populationen von Gamma- und Epsilonproteo-
bakterien, machten rund 20 Prozent des Bak-
terioplanktons aus. Durch ihre entgiftende
Aktivitét entstand eine Pufferzone zwischen
dem H,S-haltigen Bodenwasser und dem sau-
erstoff- und fischreichen Oberflachenwasser.
Da das Oberflachenwassers unbeeintrachtigt
erscheint, vermuten wir, dass vielerorts die
Freisetzung von H,S im Bodenwasser und die

BlOspektrum | 04.09 | 15.]Jahrgang



372

WISSENSCHAFT

28y

28°

13°E 14°E
pM H.S

| BT ]

:lu‘!v-ﬂvwmgga

18°E 13'E

M O
[ | | I
SMe SN o9 2888

14°E 15°E

A Abb. 3: H,S-Freisetzungen vor der Kiiste Namibias in den Jahren 2004 /05. A, H,S- und B, O,-
Konzentrationen im Bodenwasser, 2 m iiber dem Sediment. C, Die Satellitenaufnahme zeigt die
spezifische Farbung des Oberflachenwassers durch hohe Konzentrationen von elementarem

Schwefel vor der Kiiste Namibias.
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A Abb. 4: NanoSIMS-Aufnahme von Chromatium okenii. A, Die Isotopenh3ufigkeiten von '2C'*N-
kennzeichnet die Dichte des organischen Materials. B, Anhand der spezifischen Markierung mit
dem Element Fluor kann die Zelle identifiziert werden. C, D, Nach Inkubationen mit '*C- und "°N-
markierten Substraten zeigen hohe Isotopenverhéltnisse von "®N/ N und '*C/'2C die Orte erhdh-

ter C- und N-Assimilation. MaBstab: 5 um.

fatalen Folgen fiir die benthische Fauna iiber-
sehen werden. Die Haufigkeit dieser Ereig-
nisse wird in den kommenden Jahren wahr-
scheinlich zunehmen. Es gibt deutliche Anzei-
chen dafiir, dass die globale Erwdarmung und
die anhaltende Eutrophierung kiinftig zu
einer verstarkten Hypoxie der Kiistengewas-
ser fiihren wird [9, 10].

Bestimmung mikrobieller Aktivitat
auf Zellebene

Die Bedeutung mikrobieller Prozesse fiir die
globalen Stoffkreisldufe ist unbestritten. Aber
welcher Mikroorganismus katalysiert wel-
chen Prozess? Die Antwort darauf erfordert
eine Kombination unterschiedlicher Metho-
den. In der Regel werden Mikroorganismen
mit molekularbiologischen Methoden, etwa
durch Gendatenbanken und der Fluoreszenz-

in situ-Hybridisierung (FiSH) identifiziert und
quantifiziert. Parallel dazu erfolgt die Mes-
sung ihrer Stoffumsatzraten, etwa durch
Experimente mit °N- oder 'C-markierten
Substraten. Korrelieren die Ergebnisse, lasst
sich auf die Aktivitat bestimmter Mikroorga-
nismen schlieBen. Kiirzlich konnten wir unser
Repertoire an Methoden erheblich erweitern.
Durch technische Neuentwicklungen wie der
hochauflosenden Sekundédrionen-Massen-
spektrometrie (nanoSIMS) und einer Weiter-
entwicklung von FiSH kénnen wir nun gleich-
zeitig die Aktivitat und Identitat einzelner
Zellen bestimmen [11]. Mit nanoSIMS lassen
sich die Isotopenverhiltnisse von Kohlenstoff,
Stickstoff und anderen Elementen mit hoher
Auflésung in einzelnen Zellen messen. Damit
konnen Assimilationsraten von *C- oder >N-
markiertem Substrat auf der Zellebene

bestimmt werden. Gleichzeitig ist es moglich,
die Zelle mit dem Halogen Fluor zu markieren
und im nanoSIMS zu identifizieren. Diese
neue Methode, von uns HISH-SIMS (Halogen-
in situ-Hybridisation - secondary ion mass
spectrometry) genannt, wurde zum ersten Mal
mit Proben aus einem alpinen Bergsee getes-
tet. Fiir drei anaerobe, phototrophe Bakte-
rienarten, Chlorobium clathratiforme, Lam-
procystis purpurea und Chromatium okenii,
bestimmten wir die zellspezifischen Aufnah-
meraten von markiertem H'*CO; und NH;
(Abb. 4). Wir stellten fest, dass die zellspezi-
fischen Aufnahmeraten innerhalb der Arten
erheblich fluktuierten. Besonders stark unter-
schieden sich aber die Aufnahmeraten zwi-
schen den drei Arten. Obwohl Chromatium
okenii nur mit 0,3 Prozent der Gesamtzell-
zahl vertreten war, betrug ihr Anteil an der
Stickstoff- und Kohlenstoffaufnahme jeweils
40 und 70 Prozent. ZahlenmaBig unbedeu-
tende Arten konnen also eine entscheidende
Rolle im Stickstoff- und Kohlenstoffkreislauf
spielen.

Derzeit ist umstritten, ob die Stickstoffbi-
lanz der Ozeane im Gleichgewicht ist oder
vielmehr der Stickstoffverlust durch Denitri-
fikation und Anammox den Stickstoffeintrag
durch Flusseintrdge und N,-Fixierung iiber-
wiegt. Eine genaue Bilanzierung hangt unter
anderem davon ab, ob wir die relevanten
Mikroorganismen identifizieren und ihre
Stoffwechselaktivitidt bestimmen konnen. Es
ist gut moglich, dass ein GroBteil der N,-fixie-
renden Mikroorganismen noch unentdeckt
ist. Mit HISH-SIMS haben wir gute Voraus-
setzungen, weitere Teilnehmer am Stick-
stoffkreislauf zu identifizieren.
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