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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die molekularbiologische Untersuchung von Boden fiihrte in den letzten Jahren zu einer
stetigen Zunahme der Zahl unkultivierter Archaea. Dabei wurden Sequenzen verschiedener
Linien innerhalb der Euryarchaeota und Crenarchaeota detektiert. Uber die Physiologie
dieser Mikroorganismen ist bislang kaum etwas bekannt. Das Ziel dieser Arbeit war es,
neue Erkenntnisse tiber unkultivierte Archaea zu erhalten.

Die Anreicherung der Rice Cluster (RC-) IlI-Archaea (verwandt mit Thermoplasmatales)
aus zwei anoxischen Boden der Flutungsebene des Flusses Waal erfolgte anaerob in einem
Mineralmedium mit Hefeextrakt als komplexem Substrat. Mit Hilfe der T-RFLP-Methode
und der phylogenetischen Analyse von Klonsequenzen wurde die erfolgreiche
Anreicherung dieser Euryarchaeota gezeigt. Unter Anwendung der Real Time-PCR-
Methode war es moglich, das Wachstum der RC-III-4rchaea innerhalb der mikrobiellen
Gemeinschaft in Kultur zu verfolgen. Dieser langsam wachsende Mikroorganismus
(Verdopplungszeit von < 3 Tagen) zeigte eine hohe Abundanz innerhalb der Archaea (<
60%). Da die Kultur jedoch einen hohen Hintergrund verschiedener Bakterien (10° 16S
rDNA-Zielmolekiile pro ml) enthielt, betrug der relative Anteil von RC-III nur ca. 0,1% an
der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft. Dennoch konnte der Phinotyp der RC-III-
Archaea beschrieben werden. Sie wurden als anaerobe, heterotrophe, mesophile und
neutrophile Mikroorganismen charakterisiert, die vermutlich an der Fermentation von
Oligopeptiden beteiligt sind. Durch die weitere Anreicherung mit Pepton als Substrat
wurde die kokkoide Zellform mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) gezeigt.
Weiterhin wurde die Abundanz sowie der Phanotyp der methanogenen RC-I-Archaea einer
Anreicherungskultur aus Reisfeldboden (Lueders ef al., 2001) untersucht. Der Anteil dieser
Euryarchaeota betrug > 50% der mikrobiellen Gemeinschaft. Die RC-I-Methanogenen
waren thermophil und hydrogenotroph, konnten aber ebenfalls mit Formiat wachsen. Trotz
der nahen Verwandtschaft zu den acetoclastischen Methanosarcinales waren die RC-I-
Archaea nicht in der Lage, mit Acetat zu wachsen. Erstmals gelang eine Vereinzelung von
RC-I durch Koloniebildung in festem Medium. Die RC-1-Archaea wurden jedoch nur in
Begleitung einer charakteristischen bakteriellen Begleitflora isoliert. Der Nachweis des
Coenzyms F4, welches im methanogenen Stoffwechsel vorkommt, gelang anhand der

Autofluoreszenz der stibchenférmigen Zellen.



Zusammenfassung

Durch die molekularbiologische Untersuchung des Tiefenprofils eines Waldbodens
konnten drei unkultivierte Linien der Euryarchaeota und Crenarchaeota nachgewiesen
werden. Die Euryarchaeota waren am néchsten mit den Thermoplasmatales verwandt. Die
Sequenzen der Crenarchaeota gruppierten in den von DeLong (DeLong, 1998)
beschriebenen Linien 1.1b und 1.1c. Die T-RFLP-Analyse der verschiedenen
Bodenschichten konnte eine Dominanz der Crenarchaeota (vor allem der Linie 1.1c)
nachweisen. Mit Hilfe der Real Time-PCR-Methode wurde die Zahl der Archaea und
Bacteria ermittelt. Die Zahl der Archaea veranderte sich zwar kaum mit der Bodentiefe,
ihr relativer Anteil an der gesamten Mikrobenflora nahm jedoch zu und betrug ca. 60%.
Dieser Anteil stellt im Vergleich mit vorherigen Studien von Bdden eine sehr hohe

Abundanz dar.
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I Einleitung

1. Die Doméne der Archaea

Das Reich der Prokaryoten wird anhand der phylogenetischen Verwandtschaft der 16S
rRNA in Eubakterien (Bacteria) und Archaebakterien (Archaea) unterteilt. Die meisten
Archaea lassen sich optisch (Grofe und Form) nicht von den Bacteria unterscheiden,
obwohl einige sehr eigene Zellformen, wie z.B. polygonale Zellen oder sehr
unregelmélige Kokken, zeigen (Forterre, 2002). Sie teilen Charakteristika sowohl mit den
Bacteria als auch mit den Eukarya, besitzen jedoch auch spezielle Eigenschaften. Die
geringe ZellgroBe, das Fehlen eines Zellkerns, die geringe Genomgrofe und die nicht-
mitotische Zellteilung zdhlen z.B. zu den Gemeinsamkeiten mit den Bacteria. Im
Gegensatz dazu sind die Archaea nicht nur phylogenetisch ndher mit den Eucarya als mit
den Bacteria verwandt, sie besitzen auch gemeinsame Elemente des Transkriptions- und
Translationsapparates (Olsen und Woese, 1997). Einzigartige Merkmale stellen unter
anderem die archaeellen Zytoplasmamembranen und Zellwdnde dar. Die Membranen
bestehen aus Glycerinethern mit Cy (Phytanyl)- und C4 (Biphytanyl)-isoprenoidalkylen
(Kates, 1993). Innerhalb der Archaea findet man Zellwénde, die aus Pseudopeptidoglycan,
Polysacchariden, Proteinen oder Glyceroproteinen aufgebaut sind (Kandler und Konig,
1993). Eine fiir Bacteria typische Mureinschicht findet man in dieser Doméne nicht,
wodurch diese Mikroorganismen unempfindlich gegeniiber Zellsynthese inhibierenden
Antibiotika sind.

Die Domine der Archaea unterteilt sich auf der Basis der 16S rDNA-Verwandtschaft in
vier Konigreiche (Phyla). Die kultivierten Vertreter der Euryarchaeota und Crenarchaeota
wurden zum grofiten Teil aus ,,extremen® Habitaten isoliert. Die Korarchaeota und
Nanoarchaeota konnten hingegen bisher nur durch die direkte 16S rDNA-Analyse in
Umweltproben nachgewiesen werden (Barns et al., 1994; Barns et al., 1996; Huber et al.,
2002). Die Crenarchaeota umfassen die drei Ordnungen Thermoproteales,
Desulfurococcales und Sulfolobales (Itoh, 2003). Die bisher kultivierten Arten sind
ausschlieBlich hyperthermophil bis thermophil und meist chemolithoautroph. Das Phylum
der Euryarchaeota ist durch neun Ordnungen (Halobacteriales, Archaeoglobales,
Thermococcales, Thermoplasmatales, Methanobacteriales, Methanococcales,

Methanomicrobiales, Methanosarcinales und Methanopyrales) charakterisiert. Die
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Euryarchaeota bilden eine physiologisch diverse Gruppe, in der die meisten kultivierten
Vertreter ebenfalls unter extremen Lebensbedingungen vorkommen. So wurden aus sehr
salzhaltigen Habitaten verschiedene Arten der meist obligat anaerob und
chemoorganotroph ~ wachsenden  Halobakterien isoliert.  Natronobacterium  und
Natronomanas- Arten sind zudem extrem alkaliphil. Meist hyperthermophile und
chemoorganotrophe, sowie chemolithotrophe Arten findet man innerhalb der
Archaeoglobales und Thermococcales.

Zu den Thermoplasmatales gehoren bisher nur sechs beschriebene Arten, die in drei
Genera der Thermoplasma, Picrophilus und Ferroplasma unterteilt sind. Die
Thermoplasma-Arten wurden aus Kohleabraumhalden und, wie auch die Picrophilus-
Arten, aus sauren Schwefelfeldern (Darland et al., 1970; Segerer et al., 1988; Schleper et
al., 1995) isoliert. Die Ferroplasma-Arten stammen aus einer Pyrit-haltigen
Bioreaktorpilotanlage (Golyshina et al., 2000; Dopson et al., 2004). Gemeinsam ist ihnen
die acidophile und aerobe Lebensweise, wobei die Picrophilus-Arten die einzigen
bekannten Organismen sind, die bei pH 0 wachsen konnen. Die Thermoplasma- und
Ferroplasma-Arten sind auflerdem in der Lage, unter anoxischen Bedingungen durch
Schwefelrespiration bzw. Eisen(IlI)-Reduktion zu wachsen. Im Gegensatz zu diesen
heterotrophen und thermophilen Mikroorganismen sind die Ferroplasma-Arten mesophil
und vermutlich chemoautotroph oder chemoorganotroph (Dopson ef al., 2004).

Die groBite physiologische Gruppe stellen die Methan bildenden Euryarchaeota dar. Sie
besitzen einen hoch spezialisierten Metabolismus, da sie Acetat, H, und CO,, Formiat und
/ oder andere C;-Verbindungen wie Methanol, Methylthiole und Methylamine als
Energiesubstrate nutzen (Thauer, 1998). Die C;-Verbindungen werden entweder zu CO,
und CHy disproportioniert oder mit H, zu CHy reduziert. Nur die Methanosarcinales sind
in der Lage, Acetat zu CO, und CHs zu fermentieren und konnen auf Methanol,
Methylthiolen oder Methylaminen als einziger Energiequelle wachsen. Einige
Methanogene bilden Methan aus CO;, mit Alkoholen (Ethanol, 1-Propanol und 2-Butanol,
Pentanol) als Quelle fiir Reduktionsédquivalente (Bleicher et al., 1989; Zellner und Winter,
1987a). CO kann ebenfalls von einigen Methanogenen genutzt werden, stellt aber kein
wichtiges Substrat dar (Garcia et al., 2000; Le Mer und Roger, 2001). Trotz der
metabolischen Spezialisierung der Methanogenen bilden sie eine phylogenetisch diverse
Gruppe. Sie unterscheiden sich auBBerdem in ithrem Zellwandaufbau (Sprott und Beveridge,
1993; Kandler und Koénig, 1998), sind morphologisch divers und haben verschiedene

Wachstumsoptima. Die meisten bekannten Methanogenen leben hinsichtlich ihrer
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Temperatur- und Salzkonzentrationsoptima mesophil bis ,,extremophil®. Allen gemeinsam
ist die strikt anaerobe Lebensweise und der Energiemetabolismus, welcher durch eine
Reihe einzigartiger Coenzyme (z.B. Methanofuran, Tetrahydromethanopterin, Deazaflavin
F420, Coenzym-M und B) charakterisiert ist (Thauer, 1998). Methanogene Archaea
kommen zum Beispiel in natiirlich anoxischen Habitaten wie marinen Sedimenten und
SiiBwassersedimenten, in Mooren und Sumpfgebieten, im Verdauungstrakt von Tieren,
hydrothermalen Spalten und auch als Endosymbionten in verschiedenen anaerob lebenden
Protozoen vor. Auch anthropogen verursachte anoxische Standorte wie geflutete
Reisfeldboden und Miilldeponien sind Quellen der Methanproduktion.

Aufgrund ihrer Verbreitung werden die Archaea oft als die dominierende, prokaryotische
Gruppe extremer Standorte bezeichnet. Dies trifft tatsdchlich fiir sehr heifle Standorte zu,
da nur Vertreter der Archaea bei Temperaturen {iber 95°C (bis zu 113°C) gedeihen kdnnen
(Huber et al., 2000). In Habitaten mit hohen Salzkonzentrationen, niedrigen oder hohen
pH-Werten, niedrigen Temperaturen, sowie unter hohem Druck findet man jedoch

ebenfalls Vertreter der Bacteria und Eukarya (Rothschild und Mancinelli, 2001).

2. Molekulare Revolution der mikrobiellen Diversitét

Die Entwicklung molekularbiologischer Methoden im letzten Jahrzehnt fiihrte zu einer
entscheidenden Wende der Sichtweise iiber die Phylogenie und Diversitét des Lebens.

Sie begann im Jahre 1990 mit dem Postulat von Woese, Kandler und Wheelies (Woese et
al., 1990). Die bis dahin angenommene Zweiteilung allen zelluldren Lebens in
Procaryotae und Eukaryotae wurde fiir unzureichend erklért. Basierend auf den Analysen
der ribosomalen RNA (16S der Prokaryoten bzw. 18S der Eukaryoten) wurde das Konzept
der drei Doménen (Bacteria, Archaea und Eukarya) entwickelt. Diese Dreiteilung beruhte
nicht nur auf phylogenetischer Basis, sondern wurde ebenfalls durch die biochemischen
und zytologischen Kenntnisse (sieche Abschnitt 1) unterstiitzt.

Die ersten Ideen, mikrobielle Gemeinschaften durch die direkte Analyse von ribosomaler
RNA aus Umweltproben zu untersuchen und mit Hilfe von Oligonucleotidsonden
Organismen zu identifizieren und zu quantifizieren, wurden 1985 unter der Leitung von
Norman Pace entwickelt (Pace et al., 1985; Olsen et al., 1986; Giovannoni et al., 1988).
Diese kultivierungsunabhéngigen Methoden etablierten sich bald auf dem Gebiet der
mikrobiellen Okologie und basieren vor allem auf der Analyse der 16S rRNA-Gene.

Waren es 1987 noch 11 Phyla, die von Carl Woese beschrieben wurden (Woese, 1987), so

10
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stieg die Anzahl der Phyla 2002 bereits auf 52 (Rappe und Giovannoni, 2003). Davon
zdhlten 26 zu so genannten ,,candidate phyla“ oder ,,candidate divisions* (Hugenholtz et
al., 1998), da diese nur durch Klonsequenzen bekannt und keine kultivierten Vertreter
beschrieben waren. Basierend auf diesen Sequenzdaten lassen sich wiederum fiir jede
taxonomische Gruppe Oligonucleotidsonden formulieren.

Mit Hilfe spezifischer Sonden ist es prinzipiell moglich nicht nur die Zellmorphologie
unkultivierter Mikroorganismen durch in situ Hybridisierung darzustellen, sondern auch
Mikroorganismen ohne Kultivierungstechniken zu quantifizieren (Olsen et al., 1986;
Amann et al., 1992; Amann et al., 1995). Dabei wird die rRNA innerhalb von fixierten,
intakten Zellen durch die Bindung markierter Sonden detektiert. Bei der Fluoreszenz in
situ Hybridisierung (FISH) sind die Oligonucleotidsonden mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert, welcher durch die Anregung mit Licht entsprechender Wellenldnge im
Epifluoreszenzmikroskop detektiert wird (DeLong ef al., 1989).

Die Quantifizierung von Mikroorganismen kann jedoch auch indirekt durch PCR
(polymerase chain reaction) basierende Methoden erfolgen. Eine der quantitativen PCR-
Techniken ist die sogenannte ,Real Time-PCR®, bei der die Quantifizierung von Ziel-
DNA-Molekiilen auf der Anwendung der Messprinzipien der kinetischen PCR beruht
(Raeymaeckers, 2000). Die PCR folgt einer sigmoiden Kinetik. Der Beginn der
exponentiellen Phase der Kinetik ist abhingig von der Zahl der zu amplifizierenden
Zielmolekiile, die in dieser Phase verdoppelt werden. Die Detektion der sich anhdufenden
PCR-Produkte erfolgt durch einen Fluoreszenzfarbstoff, der an doppelstringige DNA
bindet (Stubner, 2002). Durch die Eichung mit Hilfe quantitativer Standards lassen sich die
Zielmolekiilzahlen in DNA-Proben bestimmen. Im Vergleich zur Quantifizierung von
Mikroorganismen mit FISH, stellen die ermittelten Zielmolekiilzahlen der Real Time-PCR-
Methode keine absoluten Werte dar, da Mikroorganismen zwischen 1 bis 15 Kopien der
16S rRNA-Gene besitzen. Jedoch lassen sich phylogenetische Gruppen geringer Zahl
detektieren, wihrend die Quantifizierung von Zellen im Epifluoreszenzmikroskop (FISH)
durch eine geringe Abundanz bereits durch das Sichtfeld, sowie durch einen geringen
rRNA-Gehalt der Zellen limitiert ist (Suzuki et al., 2000).

Weiterhin wurden verschiedene molekularbiologische Techniken entwickelt, die bei der
Untersuchung der Diversitdt mikrobieller Gemeinschaften angewendet werden. Die auch
als ,fingerprints” bezeichneten Methoden eignen sich zur Analyse =zeitlicher und
riumlicher Anderungen der 16S rRNA- und funktioneller Markergene (Santegoeds et al.,
1998; Liidemann et al., 2000; Lueders und Friedrich, 2000; Marschner und Rumberger,
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2004). Die T-RFLP (terminal restriction fragment length polymorphism)-Methode (Liu et
al., 1997) basiert auf der PCR-vermittelten Amplifikation phylogenetischer Gruppen mit
einem fluoreszenzmarkierten Primer und der anschlieBenden Restriktion der Produkte.
Nach Auftrennung der Restriktionsfragmente mittels Gelelektrophorese, werden nur die
Fragmente, welche terminal markiert sind, analysiert. Im Idealfall gibt jedes terminale
Restriktionsfragment die relative Abundanz einer phylogenetischen Gruppe wieder.

Metagenomanalysen aus Umweltproben (Schleper ef al., 1997; Handelsman et al., 1998;
Beja et al., 2000; Rondon et al., 2000) wie auch stabile Isotopenbeprobung von
Umweltproben (Radajewski et al, 2000; Morris et al., 2002; Radajewski et al, 2003;
Lueders et al., 2004) werden erfolgreich eingesetzt, um potentielle metabolische

Féhigkeiten und die 6kologische Bedeutung bisher unkultivierter Gruppen zu untersuchen.

3. Phylogenetische Diversitit der Archaea

Noch vor ca. 25 Jahren glaubte man, dass die Archaea nur in extremen Habitaten
vorkommen, da sie (fiir das menschliche Verstindnis) nicht aus ,,normalen* Standorten
isoliert wurden (Woese et al., 1990; Olsen et al., 1994). Sie wurden als nicht-
konkurrenzfihige Relikte betrachtet, die keine bedeutende Rolle in der globalen Okologie
spielen. 1992 wiesen DeLong (DeLong, 1992) und Fuhrman (Fuhrman et al., 1992)
erstmals mit Hilfe molekularer Methoden unabhdngig voneinander 16S rDNA-Sequenzen
in nicht-extremen marinen Habitaten nach. Diese wurden im oxischen Oberfldchen- bzw.
Tiefenwasser detektiert und waren nur entfernt mit den kultivierten, meist thermophilen
Eury-und Crenarchaeota, verwandt. Der GC-Gehalt dieser neuen Sequenzen betrug 51 bis
57% und war im Vergleich zum GC-Gehalt thermophiler Arten (60 bis 69%) sehr niedrig.
Dies deutete auf eine mesophile Lebensweise der unbekannten Archaea hin und schloss
somit die Kontamination mit Sequenzen aus heiflen Standorten aus. In den darauf
folgenden Jahren wurden zunehmend Umweltsequenzen in marinen und terrestrischen
Habitaten detektiert, welche die weite Verbreitung, aber auch die Vielfalt der Archaea
verdeutlichten. So wurden z.B. in oxischen Boden, wie z.B. Wald- und Agrarboden
(Jurgens et al., 1997; Bintrim et al.,, 1997; Ueda et al., 1995) und in anoxischen
Reisfeldboden (Kudo ef al., 1997; GroBkopf et al., 1998b, Chin et al., 1999a) Sequenzen
bislang nicht-kultivierter Linien gefunden.

Die in Reisfeldboden detektierten Linien innerhalb der FEury- und Crenarchaeota

bezeichneten GroBkopf und Mitarbeiter (GroBkopf ef al., 1998b) als Rice Cluster (RC-) I
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bis VI. Uber die Physiologie dieser Archaea lassen sich jedoch anhand der
phylogenetischen Verwandtschaft keine Aussagen machen. Erste Hinweise auf die
methanogene Natur von RC-I erhielt man durch MPN (most probable number)-
Experimente mit Reiswurzelinkubationen in H,/CO, inkubierten Anreicherungskulturen
(Lehman-Richter et al., 1999). Weitere Kultivierungsversuche aus einer
Reisfeldbodenaufschlimmung (Lueders ef al., 2001) und einem Torfmoor (Sizova et al.,
2003) fiihrten zur Anreicherung von zueinander nah verwandten RC-I-Archaea. Aufgrund
dieser Anreicherungskulturen konnte man zeigen, dass diese neuen Mikroorganismen
Methan produzieren und das Gen der a-Untereinheit der Methyl-ConzymM-Reduktase
(Ermler et al., 1997), welches ein Schliisselenzym der Methanogenese ist, besitzen
(Lueders et al., 2001). Weiterhin wurde gezeigt, dass die relative Abundanz von RC-I
innerhalb der Archaea in anoxisch inkubierten Reisfeldboden mit steigender Temperatur
zunahm (Fey und Conrad, 2000; Fey et al., 2001). Die Anreicherung von RC-II-Archaea
durch die Inkubation mit Ethanol deutete ebenfalls auf einen methanogenen Stoffwechsel
dieser unkultivierten Mikroorganismen hin (Lehman-Richter et al., 1999). Da RC-III
phylogenetisch mit den Thermoplasmatales verwandt ist, besitzen diese Mikroorganismen
vermutlich andere metabolische Fahigkeiten. RC-III-Sequenzen wurden nicht nur im
Reisfeldboden und an der Reiswurzel detektiert, sondern konnten ebenfalls in anoxischen
Boden der Flutungsebene des Flusses Waal (Niederlande) nachgewiesen werden (Kemnitz
et al., 2004). Der Anteil dieser Gruppe betrug in beiden Habitaten maximal 10% (Chin et
al., 1999a; Fey et al., 2001; Fey und Conrad, 2000; Lueders und Friedrich, 2000;
Ramakrishnan et al., 2000; Kemnitz et al., 2004). Neben den RC-III-Sequenzen wurden
ebenfalls Thermoplasmatales verwandte Umweltsequenzen in marinen und terrestrischen
Habitaten gefunden, die von DeLong in die Linien ,,Group 2 und 3* untergliedert wurden
(DeLong, 1998). Auch die Physiologie der RC-V-Euryarchaeota ist bislang noch
ungeklirt. Die RC-IV und VI stellen unkultivierte Linien innerhalb der Crenarchaeota dar
und gruppieren zusammen mit einer Vielzahl weiterer Umweltsequenzen, die auch als
,»Group 1.1 bis 1.3“ bekannt sind (DeLong, 1998; Jurgens et al., 2000). Eine weitere
Benennung dieser Linien (,,Terrestrial“ und ,,Freshwater Cluster) wurde von Buckley
geprigt (Buckley et al., 1998).

Die stindige Entdeckung neuartiger 16S rDNA-Sequenzen aus ,,nicht-extremen‘ Habitaten
verdnderte die Ansicht iiber die Spezialisierung der Archaea deutlich. Diese Erkenntnisse

markierten den Beginn einer neuen Ara (Aravalli et al., 1998). Welche physiologischen
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und metabolischen Eigenschaften besitzen diese unkultivierten Archaea, und welche

biologische Rolle spielen sie in komplexen mikrobiellen Lebensgemeinschaften?

4. Zuriick zu den Wurzeln der Mikrobiologie — Kultivierung ,,Unkultivierter*

Vor der Revolutionierung der  Mikrobiologie durch die  beschriebenen
molekularbiologischen Methoden ,wurde ein erfolgreicher Mikrobiologe an seinen
Féhigkeiten gemessen, Mikroorganismen zu kultivieren. (Amann et al. 1995). Die
Isolierung und anschlieBende Untersuchung von Reinkulturen war der erste und zwingende
Schritt, um Mikroorganismen zu charakterisieren und klassifizieren zu kénnen. Die ersten
Techniken um Reinkulturen zu erhalten, wurden urspriinglich von De Bary und Brefeld zur
Untersuchung von Pilzen entwickelt (Bull und Slater, 1982). Diese Methoden eigneten sich
jedoch nicht zur Isolierung von Mikroorganismen. Ende des 19. Jahrhunderts entwickelten
Robert Koch und Mitarbeiter Methoden, Medien und Zubehor, auf denen ein Grofiteil der
heute angewandten mikrobiellen Kultivierungstechniken basieren (Gottschal et al., 1992).
So wurden z.B. die Verfestigung von Medien mit Agar (Hesse), geschlossene
Kulturschalen (Petri) und Fiarbetechniken (Koch und Ehrlich) eingesetzt, um
Mikroorganismen zu untersuchen. Die ersten Versuche zur Kultivierung anaerober
Mikroorganismen (Entfernung von O, mit alkalischem Pyrogallol, versiegelte Gefife,
Picken von Kolonien mit Kapillarpipetten, Begasung mit Wasserstoff) begannen bereits
nach 1880. Bis 1940 kannte man jedoch hauptsiachlich nur anaerobe Sporenbildner, die von
medizinischer Wichtigkeit waren. Die meisten heute beschriebenen anaeroben
Mikroorganismen aus Sedimenten, Bdden, Verdauungstrakten und anderen Habitaten
waren noch unbekannt. Die Ursachen lagen in den unzureichend anaeroben Bedingungen
und den Medien, mit denen die natiirlichen Standortbedingungen nicht simuliert wurden.
Hungate entwickelte basierend auf dlteren Studien die sogenannte ,,roll tube‘“-Technik und
verwendete dafiir Habitat-nachahmende Medien zur Isolierung strikt anaerober
Pansenbakterien (Hungate, 1950; Hungate 1969).

Die gezielte und erfolgreiche Kultivierung von Mikroorganismen ist von einer Vielfalt von
Parametern abhdngig. So zdhlen zum Beispiel der pH-Wert und die damit verbundene
Wahl des Puffersystems, die Temperatur, die Verfligbarkeit des Sauerstoffs, die Zugabe
von Reduktionsmitteln bei anoxischer Inkubation und insbesondere der Einsatz des
Substrates und Elektronenakzeptoren zu den entscheidenden Wachstumsfaktoren. Bei der

Wahl des Substrates unterscheidet man zwischen Selektiv- (= Minimal-) und
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Komplexmedien. Bei der selektiven Anreicherung ist man bestrebt, die minimalen
Néhrstoffanspriiche zu erfiilllen und ein Medium zu entwickeln, das nicht mehr
Bestandteile enthilt als fiir den Mikroorganismus zum Leben notwendig sind. Dadurch
kann man das Wachstum unerwiinschter Bakterien unterdriicken. Voraussetzung dieser
Kultivierungsstrategie ist ein bereits bekannter Metabolismus. Fiir viele anspruchsvolle
Mikroorganismen sind die Néhrstoffbediirfnisse noch nicht geniigend oder gar nicht
bekannt. Um ein relativ breites Substratspektrum anzubieten werden komplexe Quellen
wie Hefeextrakt, Fleischextrakt, Pepton oder Hefeautohydrolysat verwendet. Auch andere
Zusétze wie zum Beispiel Rumenfluid oder Brauereimalzextrakt werden zur Forderung des
Wachstums eingesetzt. Wurde ein bestimmter Mikroorganismus angereichert, ist die
Isolierung einer Reinkultur der ndchste Schritt. Konventionelle Methoden sind die
Anwendung von Verdiinnungsreihen oder das Picken von Kolonien, die aus einer Zelle
geklont wurden. Letzteres erfolgt durch die mechanische Trennung der Mikroorganismen
auf oder in festem Medium. Doch nur ein geringer Prozentsatz der Mikroorganismen ist
unter diesen Bedingungen in der Lage Kolonien zu bilden (Huber et al., 1995). Die
Verdiinnung von Anreicherungskulturen erfordert dagegen eine hohe Anreicherung des
gesuchten Mikroorganismus.

Obwohl bis heute mehr als 6200 Mikroorganismen isoliert und beschrieben wurden (Oren,
2004), stellt dies nur weniger als 1% der Mikroorganismen aus terrestrischen und
aquatischen Habitaten dar (Schut et al., 1993; Amann et al., 1995). Die beschriebenen
klassischen Kultivierungstechniken erfordern den Einsatz geeigneter Medien, damit die
verschiedenen Mikroorganismen der jeweiligen Umweltproben wachsen und anschlieBend
durch die Vereinzelung von Zellen isoliert werden konnen. Die Verwendung spezieller
Medien und die Trennung der mikrobiellen Gemeinschaft fiihrt oft zum Verlust des
Hauptanteils der Mikroorganismen (Entcheva et al., 2001). Die durch direktes
Mikroskopieren erhaltenen Zellzahlen sind meist um einige Gréenordnungen hoher, als
die durch Koloniebildung auf Platte oder MPN (most probable number)-Techniken
erhaltenen Zellzahlen. Diese Beobachtung wurde von Staley und Konopka bereits 1985 als
»great plate count anomaly* beschrieben (Staley und Konopka, 1985). Die Ursachen dieses
Phidnomens wurden bereits oft diskutiert. Es zeichnet sich immer mehr ab, dass die
konventionellen Medien, die im 19. Jahrhundert entwickelt wurden, fiir einen Grof3teil der
Mikroorganismen zu hohe Nihrstoff- und Salzkonzentrationen enthalten (Schut et al.,
1993; Torsvki et al., 1990; Bartscht et al., 99; Connon und Giovannoni, 2002). Fiir die

meisten chemoorganotrophen Mikroorganismen, die in oligotrophen Standorten
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vorkommen, spiegeln diese Voraussetzungen keine natiirlichen Bedingungen wieder
(Oren, 2004). Viele Mikroorganismen leben in Symbiosen (mit anderen Mikroorganismen
oder Tieren) und lassen sich nicht allein kultivieren. Eine vo6llig andere Erkldrung der
»great plate count anomaly* wurde bereits bei kultivierten Bakterien beobachtet (bei 35
Arten der Proteobakterien beschrieben, siche McDougald und Kjelleberg, 1999). Unter
ungiinstigen Bedingungen (zu hoher oder niedriger Salzgehalt, oxidativer Stress, niedrige
Temperaturen, etc.) befinden sich die Zellen in einem latenten Stadium. Sie zeigen zwar
Signale metabolischer Aktivitidt und sind somit lebensfdhig, jedoch lassen sie sich nicht
mehr kultivieren und bilden keine Kolonien (Oren, 2004). Vermutlich besitzen viele der
noch nicht kultivierten Arten neue Phanotypen (Forterre, 2002). Erst kiirzlich wurden die
in anoxischen, marinen Sedimenten detektierten unkultivierten Euryarchaeota als anaerobe
Methanoxidierer (ANME-Linien 1 und 2) identifiziert, die in Syntrophie mit Sulfat
reduzierenden Bacteria leben (Orphan et al., 2001).

Es ist offensichtlich, dass die etablierten Kultivierungs- und Isolierungsmethoden fiir die
meisten Prokaryoten unzureichend sind. In den letzten Jahren wurden neue
Kultivierungsstrategien entwickelt und technische Fortschritte errungen. In den 80er Jahren
wurde eine optische Pinzette entwickelt, mit deren Hilfe man einzelne Zellen durch einen
Infrarotlaser manipulieren und trennen kann (Ashkin ef al., 1987). Huber und Mitarbeiter
wendeten diese Technik erfolgreich an, um ein bis dahin nur aus Umweltanalysen
bekanntes Archaecon zu isolieren (Huber et al., 1995). Unter Verwendung von
unbehandelten, steril filtriertem  Meerwasser und der Zugabe niedriger
Nahrstoffkonzentrationen konnten verschiedene marine Mikroorganismen durch
Verdiinnungstechniken isoliert werden (Button ef al., 1993; Schut ef al., 1993). Connon
und Giovannoni (2000) entwickelten diese als ,dilution to extinction” bezeichnete
Strategie zu einer ,,High throughput“-Methode weiter. Dabei werden Mikrotiterplatten und
Zellarrays eingesetzt, die mikroskopisch mit Hilfe spezifischer Sonden (FISH) auf neue
Mikroorganismen gescreent werden (Connon und Giovannoni, 2002; Rappe et al., 2002).
Mit dieser Technik wurde ein in den Weltmeeren abundantes a-Proteobakterium isoliert
(SAR11), welches nur sehr geringe Zelldichten von 6 bis 7 x 10> ml" erreicht (Rappe et
al., 2002). Die Kombination von Kultivierung und molekularbiologischen Techniken
wurde in den letzten Jahren zunehmend attraktiver (Gonzalez et al., 1996; Santegoeds et
al., 1996; Entcheva et al., 2001; Toffin et al., 2004). Die Analyse mikrobieller
Gemeinschaften in Anreicherungskulturen mit Hilfe von FISH oder PCR-basierenden

Methoden (z.B. DGGE oder T-RFLP) ermdglicht die schnelle Detektion bisher
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unkultivierter Mikroorganismen. Die Erkenntnisse der letzten Jahre deuten darauf hin, dass
die begrenzte Kultivierbarkeit durch die Limitierung der angewandten Methoden
begriindet war. Die Kultivierung und Isolierung neuer Mikroorganismen riickt wieder in

das Zentrum des Interesses der mikrobiellen Okologie.

5. Ziel der Arbeit

Der Standort Boden stellt sowohl physiko-chemisch als auch mikrobiologisch einen sehr
komplexen Lebensraum dar, in dem mehrere tausend verschiedene mikrobielle Arten
vorkommen (Torsvik et al., 1990; Dykhuizen et al., 1998). In vorangegangenen
molekularbiologischen Untersuchungen konnte die Diversitit und Verbreitung
unkultivierter Archaea in oxischen und anoxischen Béden nachgewiesen werden. Uber die
Physiologie und 6kologische Bedeutung dieser unkultivierten Arten ist jedoch bisher kaum
etwas bekannt. In der folgenden Arbeit sollte diese Fragestellung durch die Untersuchung
folgender Schwerpunkte verfolgt werden:

e Welche physiologischen Eigenschaften besitzen RC-III-Archaea in anoxischen
Boden? Sind diese Mikroorganismen kultivierbar?

e Wie abundant sind RC-I-Archaea in einer methanogenen Anreicherungskultur
(Lueders et al., 2001)? Welche phénotypischen Eigenschaften besitzen sie? Besteht
die Moglichkeit diese neuen Euryarchaeota weiter anzureichern oder sogar zu
isolieren?

e Wie abundant und divers sind bisher unkultivierte Archaea im Boden des
Marburger Waldes? Besteht ein Zusammenhang zwischen den verschiedenen
Bodenparametern und den vorhandenen Archaea?

Die Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften in den Anreicherungskulturen als auch in
den Bodenproben sollte mit Hilfe molekularbiologischer Methoden erfolgen. Zu diesem
Zwecke sollten die T-RFLP- und vergleichende Sequenzanalyse (Diversitidt der
phylogenetischen ~ Gruppen), die Real Time-PCR-Methode (Quantifizierung
phylogenetischer Gruppen) und die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (Visualisierung

phylogenetischer Gruppen) angewandt werden.
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II Material und Methoden

1. Material

1.1 Sterilisationsverfahren

Die verwendeten Medien, Puffer und Losungen wurden, soweit nicht anders beschrieben,
mit demineralisiertem Wasser angesetzt und durch Autoklavieren (30 min bei 121°C)
sterilisiert. Nicht autoklavierbare Bestandteile wurden sterilfiltriert (0,2 pm Porengrofe,
Nr. FP 30/0,2 CA-5, Schleicher und Schuell GmbH, Dassel) und unter sterilen

Bedingungen zugesetzt.

1.2 Chemikalien und Gase

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien in p.A.-Qualitdt von den Firmen
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Applied Biosystems (Darmstadt), BioRad
Laboratories (Miinchen), Biozym Diagnostik (Hessisch Oldendorf), Fluka (Buchs,
Schweiz), Merck (Darmstadt), Promega (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich
(Taufkirchen), Becton Dickinson und Eppendorf AG (Hamburg) bezogen.

Von der Firma Messer-Griesheim (Frankfurt) wurden folgende technische Gase eingesetzt.
Als Eichgase dienten H; in Stickstoff und ein CHs-, CO,-, CO-Gemisch in Stickstoff. Zur
Begasung von Proben oder Kulturen wurden N, ein N,/CO,-Gemisch (80/20 %) und ein
H,/CO,-Gemisch (80/20 %) verwendet.

2. Verwendete Bodenproben

2.1 Boden eines Flutungsgebietes des Flusses Waal

Fiir anaerobe Anreicherungsexperimente der bisher unkultivierten Rice Cluster (RC-) III

Archaea wurden bereits charakterisierte Boden von zwei Standorten im Flutungsgebiet des

Flusses Waal (Niederlande) als Inokulum verwendet (Kemnitz et al., 2004). Die

Beprobung der in ihrer jéhrlichen Flutungsdauer unterschiedlichen Standorte erfolgte im
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Dezember 2000 mit 20 cm langen Stechzylinder (3,8 cm Durchmesser). Der permanent
geflutete Standort PM (permanent marshland) liegt im Untersuchungsgebiet ,,Oude Waal®.
Der Standort LL (low level) befindet sich im ,,Ewijkse Waard* und ist periodisch geflutet.
Die Bodenkerne wurden in verschiedene Schichten unterteilt und bis zu ihrer Verwendung

bei -20°C gelagert.

2.2 Marburger Waldboden

Die Bodenproben des Waldbodens der Lahnberge Marburg wurden im Juli 2002 (N
50°49°; E 8°48") mit Plexiglasstechzylinder (Durchmesser: 6 cm, Lédnge: 30 cm)
entnommen. Die drei ungestorten Bodenkerne wurden nach Abtragen der Humusschicht
bis zu einer Tiefe von 21 cm in 3 cm dicke Schichten unterteilt und fiir
molekularbiologische, sowie chemische Analysen verwendet. Die in Tiefenzonierung
einander entsprechenden Schichten der Parallelen wurden vereint und mit einem 2 mm
Sieb zerkleinert und homogenisiert. Fiir die Bestimmung der physiko-chemischen
Bodenparameter wurden die Bodenproben sofort weiterverarbeitet. Die fiir die molekulare
Analyse bestimmten Proben wurden bis zur DNA-Extraktion bei —20°C gelagert. Alle
Analysen wurden in Triplikaten durchgefiihrt.

3. Kultivierungsbedingungen und Anreicherungsexperimente

3.1 Anreicherung von Rice Cluster I1I-4rchaea

3.1.1 Medium

Fiir die Kultivierung von Anreicherungskulturen wurde ein Bicarbonat- und Phosphat-
gepuffertes Mineralmedium (Scholten et al., 2000) verwendet. Die verschiedenen
Komponenten des Mediums wurden als Stammldsungen in demineralisiertem Wasser
angesetzt. Je 15 ml der Losungen (1) und (2), 12,5 ml der Losung (3), je 1 ml der
Losungen (4a), (4b) (Spurenelementlosungen nach Stams et al., 1993) und Losung (5)
wurden in einem Gesamtvolumen von 960 ml gemischt. Der pH-Wert lag zwischen 6,8
und 6,9. Als Indikator fiir anoxische Bedingungen wurde 1 ml Resazurinlosung (6)

hinzugefiigt. Davon wurden je 48 ml in 120 ml Serumflaschen abgefiillt und mit
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Butylgummisepten und Alukappe verschlossen. Die Gasphase wurde gegen ein N,/CO»-

Gemisch (80% N, / 20% CO,) ausgetauscht, was durch einen Wechsel von Vakuum und

Begasen fiir 10 min erfolgte. Danach wiesen die Flaschen einen Druck von 1,6 bar auf.

Weiterhin wurden 2ml der Losung (7) und 100 pl der Losung (8) zugegeben und

anschliefend bei 121°C fiir 30 min autoklaviert. Die Losung (9), bestehend aus einem

Vitamingemisch (Wolin et al., 1963) und CaCl, x 2 H,0O, sowie die verschiedenen

Substrate und Elektronenakzeptoren wurden vor dem Beimpfen steril zugegeben. Der pH-

Wert des Mediums betrug 7,0 bis 7,2.

(1) Pufferlosung I:
(2) Pufferlosung II:
(3) Salzlosung:

200 mM KH,PO4 (3 mM Endkonzentration)

200 mM Na,HPO4 x 2 H,O (3 mM Endkonzentration)
448,6 mM NH4CI (5,6 mM Endkonzentration)

39,4 mM MgCl, x 6 H,O (0,5 mM Endkonzentration)
410,3 mM NaCl (5 mM Endkonzentration)

(4a) saure Spurenelementlosung: 1000-fach Stammlosung (1-fache Endkonzentration)

1,53 ml 1" 35%ige HCI

7,5 mM FeCl, x 4 H,O

0,5 mM ZnCl,

0,5 mM MnCl, x 4 H,O
1 mM H3;BO;

0,5 mM CoCl, x 6H,O

0,5 mM CuCl; x 2 HO
0,1 mM NiCl, x 6 H,O

(4b) basische Spurenelementlosung: 1000-fache Stammldsung (1-fache Endkonzentration)

(5) KCI-Losung:

10 mM NaOH

0,1 mM Na,SeOs x 5 H,O

0,1 mM Na,;SeWO0O, x 2 H,O
0,1 mM Na,MoQO, x 2 H,O

2 M (2 mM Endkonzentration)

(6) Resazurinlosung: 0,5 g1 (0,5 mg "' Endkonzentration)

(7) Pufterlosung III:

952,4 mM NaHCOs; (38 mM Endkonzentration)

(8) Reduktionsmittel: 0,75 M Na,S % 9 H,O (1,5 mM Endkonzentration)

(9) Vitamin-Calciumchlorid-Losung:
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5,5 g CaCl; x 2 HO / 90 ml H,O (in Serumflasche mit N,-
Gasphase); nach dem Autoklavieren wurden 10 ml eines
konzentrierten Vitamingemischs (je 20 mg 1" Biotin und Folsiure;
100 mg I'' Vitamin B6; je 50 mg I''  Vitamine B1, B2, B12,
Nikotinsédure, D-Ca-Pantothensiure, p-Aminobenzoesiure,

Liponsdure) steril filtriert hinzugefiigt

3.1.2 Anreicherung von Rice Cluster II1I-4Archaea aus Boden

Die Inkubation der Anreicherungskulturen erfolgte mit 0,025% Hefeextrakt (Fa. Fluka) als
Substrat und bei verschiedenen Temperaturen (16, 25 und 37°C) im Dunkeln. Zum
Animpfen des Mediums wurden je 2 g Boden der Standorte LL und PM (10 — 20 cm Tiefe)
mit 4 ml steriler Natriumchloridlosung (0,85%ig) aufgeschlemmt und homogenisiert. Mit
einer sterilen Spritze wurde je 1 ml Bodenaufschlimmung zum Medium gegeben. Sobald
ein Wachstum (Triibung) der Anreicherungskulturen zu sehen war (nach ca. 1 Monat),
wurden 10% der Kultur in frisches Medium iiberfiihrt. Spéiter wurden ausgesuchte

Kulturen nach 2 Wochen iiberimpft.

3.1.3 Wachstumsbedingungen von Rice Cluster IlI-Archaea

Der fortlaufende Transfer der Anreicherungskultur LL 25°C (Bodenaufschlimmung LL
als Inokulum und Inkubation bei 25°C) wurde als Inokulum fiir weitere Analysen der RC-
Il Archaea eingesetzt. Die Zellzahl wurde in 2 Wochen alten Kulturen (0,1 %
Hefeextrakt) mit einer Helberzdhlkammer bestimmt. Die Extinktion der Kulturproben
wurde bei einer Wellenlinge von 600 nm (= AODgponm) mit einem Biophotometer (Fa.
Eppendorf, Hamburg) bestimmt.

Die Hefeextraktkonzentration wurde von 0,025 auf 0,1% erhoht (drei Parallelen) und
jeweils eine Kultur nach 2, 7 und 21 Tagen untersucht. In einem weiteren Experiment
wurde die Konzentration auf 0,2 und 0,5% erhoht und die Kulturen 2 Wochen inkubiert.
Die Untersuchung der mikrobiellen Zusammensetzung und die Bildung von
Stoffwechselprodukten  aus  0,1%  Hefeextrakt erfolgte in 2  parallelen
Anreicherungskulturen (500 ml Medium in 1200 ml Serumflaschen) in einem Zeitraum
von 6 Wochen. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden die Kulturen durch kurzes

Schiitteln homogenisiert und anschlieBend Kultur- und Gasproben entnommen.
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Fiir die Untersuchung verschiedener physiologischer Parameter wurde das Medium und die
Inkubationsbedingungen, wie folgt modifiziert und die Anreicherungskulturen, wenn nicht
anders erwihnt, mit 0,1% Hefeextrakt bei 25°C inkubiert. Bei allen Experimenten wurden

Kontrollen (0,1% Hefeextrakt, 25°C) mitgefiihrt.

Wachstumsoptima:

Die Bestimmung des Temperaturoptimums erfolgte zwischen 4°C und 50°C. Fiir die
Inkubation bei verschiedenen pH-Werten wurde das Medium nur mit Phosphat gepuffert
(N2-Gasphase) und der pH-Wert in jeder Serumflasche mit steriler 1 M HCI auf pH 3,5;
4,4; 5,5 und 6,3 oder mit steriler 1 M NaOH auf pH 8.0 eingestellt. Am Ende der
Inkubation wurde der pH-Wert kontrolliert. Um den Einfluss der Salinitdt auf RC-III zu
untersuchen, wurde die NaCl-Konzentration von 0,005 M auf 0,01 bis 0,17 M (1 bis 10
g 1) erhoht.

Kohlenstoffquellen:
Folgende definierte und komplexe Kohlenstoffquellen wurden zu Hefeextrakt-freiem
Medium hinzugefiigt:
e Gemisch aus Glucose und Fructose (je 1 mM)
e Malzextrakt (Fa. Becton Dickinson, 0,1%)
e Fettsduregemisch (je 1| mM Acetat, Formiat, Propionat, Butyrat, Lactat,
Succinat, Malat [Na-Salze])
e Gemisch aus Ferula- und Syringaséure (je 1 mM)
e Benzoat (1 mM, Na-Salz)
e Pyruvat (10 mM, Na-Salz)
e Gemisch aus Nucleotidbasen (je 1 mM Adenin, Thymin, Uracil, Guanin
und Cytosin)
e definierte Aminosduregemische (Gemisch aus je 1 mM Ala, Val, Leu, Ile,
Pro, Ser, Cys, Thr, Asn, Gln, Glu, Arg, His, Gly; Gemisch aus je 1| mM Trp
und Tyr; 1 mM Phe [Na-Salze])
e Glycerol (0,2%)
e Ethanol (0,4%)
e Methanol (0,4%)
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e Fleischextrakt (Fa. Merck; 0,1%)
e Pepton (,,Caseinhydrolysat (pankreatischer Verdau)“ und ,Pepton aus
Casein (pankreatischer Verdau)“, beide Fa. Fluka; je 0,1%)
e Trypton (,,Pepton aus Casein (tryptischer Verdau)“ Fa. Fluka und
,Bactotryptone* Fa. Becton Dickinson; je 0,1%)
e Rinderserumalbumin (Fa. Sigma; 0,1%)
Die Anreicherungskultur wurde zur Kontrolle ebenfalls auf Substrat freiem Medium (mit

Vitaminen) inkubiert.

Elektronenakzeptoren:
Weiterhin wurde der Einfluss verschiedener, alternativer Elektronenakzeptoren auf das
Wachstum von RC-III iiberpriift. Folgende Elektronenakzeptoren wurden dem Medium
(0,1% Hefeextrakt) hinzugefiigt:

e Nitrat (5 mM, Na-Salz)

e Sulfat (3, 5 and 8 mM, Na-Salz)

e Eisen(III)-Chlorid (8 mM)

e Thiosulfat (8 mM, Na-Salz)

e 9,10-Anthraquinone-2,6-Disulfonat (= AQDS; 2 mM, Na-Salz)

e Fumarat (8§ mM, Na-Salz)

e clementarer Schwefel (0,1%)
Fiir die Zugabe folgender Elektronenakzeptoren wurde das Medium ohne Reduktionsmittel
angesetzt:

e Fe(Ill)-Citrat (8mM), Citrat als Kontrolle (§mM)

e Ferrihydrit (5Fe;O3 x 9H,0; 10 mM)

e AQDS-Ferrihydrit-Gemisch (je 0,5 mM)
Fiir die Inkubation unter oxischen Bedingungen (Luft als Gasphase) war das Medium nur

mit Phosphat gepuffert und enthielt ebenfalls kein Reduktionsmittel.

Einfluss des Reduktionsmittels:

Um den Einfluss des Reduktionsmittels zu testen, wurden anstelle von Natriumsulfid
folgende Losungen zugegeben: Titan(Ill)-Citrat (I mM), Cystein-HCl (0,1%) und
Ascorbat (0,2%). Weiterhin wurde die Anreicherungskultur auf nicht reduziertes Medium

iiberimpft.
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Hemmungsversuche mit 2-Bromoethansulfonat, Wasserstoff und Antibiotika:
Die Methanproduktion wurde mit 2-Bromoethansulfonat (= BES; ImM) gehemmt. BES ist
ein strukturelles Analogon von Coenzym-M, welches den letzten Katalyseschritt der
Methanogenese inhibiert.
Ob RC-III Archaea durch hohe Wasserstoffkonzentrationen gehemmt werden, wurde
durch die Inkubation der Anreicherungskultur in Phosphat-gepufferten Medium und einer
100%igen H, Gasphase iiberpriift. Dafiir wurden die Kulturen mit und ohne Schiitteln (120
rpm min"') inkubiert.
Um das Wachstum der Bacteria zu hemmen, wurden folgende Antibiotika (50 pg ml™)
steril filtriert zum Medium (0,1% Hefeextrakt) hinzugefiigt und fiir 2 Wochen inkubiert:
e Ampicillin, Bacitracin, Vancomycin zur Inhibierung der Zellwandsynthese
(Mureinschicht)
e Gentamycin, Chloramphenicol, Tetracyclin, Kanamycin und Streptomycin
zur Inhibierung der Proteinbiosynthese

e Rifampicin zur Inhibierung der DNA abhingigen RNA-Polymerase

3.2 Anreicherung von Rice Cluster I-Archaea

3.2.1 Medium

Die Anreicherungskultur MRES50 von Dr. Kuk-Jeong Chin (Lueders et al., 2001) wurde in
einem Bicarbonat-gepufferten Medium mit einer H,/CO,-Gasphase (80% H, / 20% CO,)
und 0,01% Hefeextrakt (Bacto™ Yeast Extract, Fa. Becton Dickinson) inkubiert. Das
verwendete Medium wurde zuerst von Widdel und Bak (Widdel und Bak, 1992)
beschrieben und fiir die Anreicherung von Rice Cluster I modifiziert (Chin et al., 1998;
Lueders et al., 2001).

In dieser Arbeit erfolgten weitere Modifikationen. Die Préparation des verwendeten
Mineralmediums von Widdel und Bak (Widdel und Bak, 1992) wurde modifiziert. Die
StiBwasserkomponenten (1) wurden nun in 960 ml, zusammen mit je 1 ml Resazurin- (2)
und Spurenelement- (3) (Tschech und Pfennig, 1984) und Selen/Wolfram-Losung (4)
(Tschech und Pfennig, 1984) geldst und jeweils 48 ml in 120 ml Serumflaschen abgefiillt.
Diese wurden mit Butylgummisepten und Alukappe verschlossen und danach die Gasphase

gegen ein Hy/CO,-Gemisch ausgetauscht. Die Flaschen wiesen danach 1,6 bar Druck auf.
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Danach wurden die Pufferlosung (5) und das Reduktionsmittel (6) zugegeben und
anschlieBend bei 121°C fiir 30 min autoklaviert. Die Vitaminlosung (8) und Substrate
wurden vor dem Beimpfen steril zugefiigt. Der pH-Wert des Mediums betrug 7,1 bis 7,2.
Fiir den kontinuierlichen Transfer der Anreicherungskultur MRES0 auf frisches Medium

wurde 0,01% Hefeextrakt zugegeben.

(1) StiBwassermedium: lg I NaCl
0,4 g 1" MgCl, x 6 H,O
0,1 g1 CaCl, x 2 H,0
0,1 g1 NH4Cl
0,2 g I'' KH,PO,
0,5 ¢ 1" KCl
(2) Resazurinlosung: 0,5g1" (0,5 mg 1" Endkonzentration)
(3) Spurenelementlosung SL 9: 1000-fach Stammldsung (1-fache Endkonzentration)
2 g I'' FeCl, x 4 H,0
0,07 g1 ZnCl,
0,1 g I MnCl, x 2 H,0
0,006 g I'' H3BO;
0,19 g 1" CoCl, x 6 H,0
0,002 g I'' CuCl, x 2 H,0
0,024 g I'' NiCl, x 6 H,O
0,036 g I'' Na;MoO, x 2 H,0
(4) Selen/Wolfram-Losung: 1000-fach Stammldsung (1-fache Endkonzentration)
0,5 g 1" NaOH
0,003 g I'! Na,SeOs x 5 H,0
0,004 g I'' Na,WO, x 2 H,O
(5) Pufferlosung: 0,75 M NaHCO; Stammldsung, Endkonzentration 30 mM
(6) Reduktionsmittel: 0,75 M Na,S x 9 H,0O (1,5 mM Endkonzentration)
(8) Vitaminlosung: 1000-fach Stammldsung (1-fache Endkonzentration), steril filtriert
40 mg I'' p-Aminobenzoesiure
je 10 mg I"! Biotin, Liponséure und Vitamin B1
je 100 mg I"" D-Ca-Pantothensiure und Vitamin B6
je 50 mg 1" Nikotinsdure, Vitamin B2 und Vitamin B12

30 mg I Folsdure
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3.2.2 Wachstumsbedingungen von Rice Cluster I-4Archaea

Die Abundanz von RC-I und der Bacteria, sowie die Bildung von Stoffwechselprodukten
in der Anreicherungskultur MRES0 (500 ml in einer 1200 ml Injektionsflasche) wurde in
einem Zeitraum von 35 Tagen untersucht. Dafiir wurde die Kultur durch kurzes Schiitteln
homogenisiert und anschlieBend Kultur- und Gasproben entnommen.

Die Inkubation erfolgte, wenn nicht anders erwéhnt bei 50°C.

Die Bestimmung des Temperaturoptimums erfolgte bei 25, 37, 50 und 55°C.

Kohlenstoffquellen:

Die Anreicherungskultur wurde auf Hefeextrakt-freiem Medium (H,/CO,-Gasphase) mit 2
und 10 mM Acetat, 20 mM Formiat, sowie ohne Zugabe einer zusdtzlichen
Kohlenstoffquelle (mit Vitaminen) inkubiert. Weiterhin wurde die Kultur auf Medium mit
2 und 20 mM Acetat, 20 mM Formiat, 1 und 10 mM Propionat oder 1,7 mM Cystein-HCI
und einer N,/CO,-Gasphase getestet.

Einfluss des Reduktionsmittels:
Um den Einfluss des Reduktionsmittels zu testen, wurden anstelle von Natriumsulfid

Titan(IIT)-Citrat (1 mM) und Cystein-HCI (3,4 mM) zugegeben.

3.2.3 Isolierungsversuche

Um RC-I Archaea zu isolieren wurden Verdiinnungsreichen (1:10 Schritte) sowohl in
flissigem als auch festen Medium durchgefiihrt. Die Verdiinnung in fliissigem Medium
erfolgte wie bisher in 120 ml Serumflaschen mit 0,01% Hefeextrakt. Wahrend der
Inkubation wurde die Methanproduktion verfolgt und die hdochste Verdiinnung mit
Methanproduktion fiir den weiteren Transfer auf eine neue Verdiinnungsreihe ausgewihlt.

Fiir die Verdiinnung in festen Medium mit sogenannten ,,roll tubes* wurden 10 ml Medium
(in 24 ml Hungate-Rohrchen) vor dem autoklavieren mit 0,8% Gelrite® (Fa. Roth,
Karlsruhe) versetzt. Dieser Gelbildner bleibt auch bei hohen Temperaturen fest und ist
durchsichtig, wodurch auch sehr kleine Kolonien erkennbar sind. Die Vorkulturen wurden
mit und ohne Hefextrakt inkubiert und die Bildung von Methan verfolgt. Der Transfer von
10% Kaultur in Verdiinnungsschritten erfolgte ebenfalls in Medium mit bzw. ohne

Hefeextrakt. Die beimpften Rohrchen wurden sofort waagerecht auf Eis gerollt, bis sich
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das Medium am Rand des Gefdfles gleichméBig verteilt hatte. Die Rohrchen wurde iiber
Kopf bei 50°C inkubiert. Nachdem die Bildung von Kolonien zu erkennen war, wurde die
Methanproduktion kontrolliert. Die Kolonien wurden mit ausgezogenen, sterilen

Glaspipetten aus dem festen Medium gepickt und in 25 ml fliissiges Medium {iberfiihrt.

3.3 Kultivierung methanogener Archaea

Um geniigend genomische DNA fiir die Entwicklung spezifischer PCR Assays zu erhalten,

wurden 3 methanogene Stimme nach Anleitung der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, http:/www.dsmz.de/)

kultiviert. Folgende Methanogene wurden verwendet: Methanoplanus endosymbiosus
(DSM 3599) und Methanococcus maripaludis (DSM 2771). Methanobacterium bryantii
(DSM 863) wurde von Holger Penning zur Verfiigung gestellt.

4. Chemische Analysen

4.1 Gaschromatographische Analysen

Vor der Gasanalyse wurden die Anreicherungskulturen kurz von Hand geschwenkt, um ein

Gleichgewicht zwischen Medium und Gasphase herzustellen. Die Gasproben wurden mit

einer 0,25 ml Pressure-Lock-Spritze (VICI, Baton Rouge, LA, USA) unmittelbar vor der

Analyse steril durch das Septum entnommen. Das Probenvolumen betrug 0,1 bis 0,25 ml.

4.1.1 Analyse von Wasserstoff

Zur Bestimmung von niedrigen Wasserstoffpartialdriicken (<100 ppmv) wurde ein

Gaschromatograph GC-8A mit Reduktivgasdetektor (RGD2, TraceAnalytical, Techmation
Vertriebsgesellschaft fiir Umweltanalytik GmbH, Diisseldorf) verwendet.

Injektor: Betriebstemperatur: 100°C
Trigergas: Synthetische Luft
Saule: Edelstahlsdule, 1,4 m Lange, 1/2 Zoll Durchmesser

Trigermaterial: Molsieb 5A, 80-100 mesh
Betriebstemperatur: 85°C

27


http://www.dsmz.de/

Material und Methoden

Detektor:

Nachweisgrenze:
Auswertung:

Eichgas:

HgO-Konversions-Detektor

Betriebstemperatur: 280°C

1 ppmv H,

Integrator C-R A6 (Fa. Shimadzu, Kyoto, Japan)
H; in Stickstoff (50 ppmv)

Wasserstoffpartialdriicke >100 ppmv wurden mit einem Gaschromatographen GC-8A (SRI

Instruments, Torrance, USA) mit Wérmeleitfadhigskeitsdetektor (WLD).

Injektor:

Tragergas:

Saule:

Detektor:

Nachweisgrenze:

Auswertung:

Eichgas:

Betriebstemperatur: 120°C

Stickstoff

Edelstahlsdule, 2 m Léange, 1/8 Zoll Durchmesser
Tragermaterial: Poropack QS 80/100 mesh
Betriebstemperatur: 110°C
Wairmeleitfahigskeitsdetektor (WLD)
Betriebstemperatur: 120°C

20 ppmv H,

Softwareprogramm Peak Simple (SRI Instruments, California /
Torrence, USA)

H; in Stickstoff (1000 ppmv)

4.1.2 Analyse von Methan und Kohlendioxid

Die Bestimmung von Methan und Kohlendioxid erfolgte mit einem Gaschromatographen

GC-8A (Shimadzu) mit Flammenionisationsdetektor (FID).

Injektor:
Tragergas:

Saule:

Methanisator:

Betriebstemperatur: 120°C

Wasserstoff 5,0

Edelstahlsdule, 2 m Léange, 1/8 Zoll Durchmesser

Tragermaterial: Poropack QS 50/100 mesh

Betriebstemperatur: 40°C

zur Bestimmung von CO; (CO; und CO wurden zu CH4 reduziert)
Eigenbau

Sdule: NiCr-Ni-Katalysator (Chrompack, Middelburg,

Niederlande), Edelstahlsdule, Lange 20 cm, Innendurchmesser: 1/8

Zoll
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Betriebstemperatur: 350°C
Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID)
Brenngas: Wasserstoff und FID-Gas
Quenchgas: Stickstoff 5,0
Betriebstemperatur: 120°C
Nachweisgrenze: 1 ppmv CH4
Auswertung: Integrator C-R A6 (Fa. Shimadzu)
Eichgas: Gemisch aus CHy4, CO, und CO in Stickstoff (1000 ppmv)

4.1.3 Berechnung

Die gemessenen Konzentrationen (ppmv) wurden in die Stoffmenge (umol) umgerechnet.

Dafiir wurde die Zustandsgleichung idealer Gase nach der Stoffmenge » hin umgeformt.

nszV
RxT
n: Stoffmenge [mol]

Partialdruck des gemessenen Gases in [bar] (1 ppmv = 107 bar)
Volumen des Gasraumes im Reaktionsgefal3 [1]

allgemeine Gaskonstante (0,083144 [1 bar K™ mol™])

NS

Temperatur [K]

4.2 Bestimmung der 13C/lZC-Isotopensignatur von CH4 und CO;

Die *C/"*C-Isotopensignatur von CH, und CO, wurde mit einem Gaschromatographen mit
Verbrennungsisotopenverhéltnismassenspektrometer (GC-C-IRMS, Fa. Thermo Electron
Cooperation, Bremen) bestimmt. Die Analyse wurde nach der Methode von Brand (1996)

und Sugimoto (1991) durchgefiihrt.

GC: Hewlett Packard 6890 (Waldbronn)

Injektor: Splitt / Splittless; Betriebstemperatur: 150°C
Tragergas: Helium 4,6; Flussrate 2,6 ml min™

Saule: Pora PLOTO Q, 27,5 m Lange, 0,32 mm Durchmesser,

Schichdicke 10 pm (Crompack, Frankfurt)
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Ofentemperatur: 25°C

GC/C intef.: Standard GC Combustion Interface III
Oxidations-Reaktor bei 940°C
Reduktions-Reaktor bei 650°C

IRMS: Finnigan MAT delta plus
Auswertung: ISODAT™ (Version 5.0)
Eichstandard: CO; 4,8 (Reinheitsgrad 99.998%, Messer-Griessheim, Diisseldorf,

Germany; interkalibriert gegen NBS22 vom Max-Planck-Institute
fiir Biochemie, Jena)

Das Isotopen-Verhiltnis war wie folgt dargestellt:

R
513C:103[ Probe —IJ
RStandard

Hierbeiist: R = C/°C.

Die Prizision war £ 0,2 %o bei wiederholter Injektion von 1,3 nmol CHa.
4.3 Analyse organischer Siduren und Alkohole

Die Konzentration der organischen Séduren und Alkohole wurde mittels HPLC- (high
performance liquid chromatography) Analyse bestimmt. Daflir wurden die Proben
zentrifugiert und der Uberstand durch einen Membranfilter (0,2 um PorengroBe, PTFE
Membran, Schleicher und Schuell GmbH, Dassel) filtriert. Bis zur Analyse wurden die
Proben bei -20°C gelagert.

HPLC-Anlage: Pumpe S1000, Sdulenofen S4110 (Fa. Sykam, Gilching),
Probenaufgeber Jasco 851-AS (Jasco, Japan)

Trégermaterial: Polystyrenebivinylbenzen

Saule: Edelstahlsiule, 30 cm Linge, 7,8 mm Durchmesser

FlieBmittel: 1 mM Schwefelsiure, Flussrate: 0,8 ml min™

Ofentemperatur: 65°C

Detektor: Refraction Index (RI)-Detektor ERC-7512 (ERMA CR. INC.,

Tokyo), Betriebstemperatur: 40°C
UV-Detektor: UVis 200 (LINEAR Instruments, Reno, USA),
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Wellenlénge: 208 nm
Nachweisgrenze: 5 uM (Substanz abhéngig)
Auswertung: Programm Peak Simple (SRI-Instruments, Torrence, USA)
Eichstandard: Mischstandard aus Lactat, Formiat, Acetat, Propionat, Butyrat,

Ethanol, Isopropanol, Valerat, Butanol und Caproat (je 1 mM)

4.4 Analyse anorganischer Ionen

Anorganische Substanzen wurden mit einem ionenchromatographischen System (IC)

nachgewiesen. Dafiir wurden die Proben wie in Abschnitt 4.3 zentrifugiert und filtriert.

Anionentrennsiule (LCA09, Sykam), einem

IC-Anlage: Pumpe S1121, Siulenofen S4260B, Suppressorsystem S4260A,
Probenaufgeber S5200 (Fa. Schambeck, Bad Honnef)

Tragermaterial: Styrol/Divinobenzol, 10 pum Korngrof3e

Saule: Edelstahlsdule, 6 cm Lédnge, 4,6 mm Durchmesser

FlieBmittel: 5 mM Na,COs, 1 ml "' Modifier (1g 4-Hydroxybenzonitril in 50 ml
Methanol), Flussrate: 1,5 ml min™

Ofentemperatur: 65°C

Detektor: Leitfdhigkeitsdetektor S3111

UV-Detektor Linear UVis 200, Wellenldnge 220 nm
Nachweisgrenze: 5 uM (Substanz abhéngig)
Auswertung: Integrationsprogramm Peak Simple
Eichstandard: Mischstandard aus Chlorid, Bromid, Nitrit, Nitrat, Phosphat und
Sulfat (je 1 mM)

4.5 Bestimmung von Ammonium

2,5 g frischer, homogenisierter Boden wurde 1:10 (w/v) mit 1 M KCI-Lésung (25 ml)
versetzt und auf einem Horizontalschiittler fiir 1 h bei 4°C geschiittelt. Bis zur Analyse
wurden die Proben bei —20°C gelagert. 2 ml der Aufschlimmung wurden fiir 10 min bei
14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand filtriert (0,2 um PorengroBe, PTFE Membran,
Schleicher und Schuell GmbH, Dassel). Die Bestimmung der Ammoniumkonzentration
der Proben erfolgte colorimetrisch (Kandeler und Gerber, 1988). Die Absorption wurde in
einem Photometer (Unikon 30F, Spektrometer 930, Kontron-Instruments GmbH, Stuttgart)
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bei einer Wellenldnge von 660 nm gemessen. Die Eichlosungen (Verdiinnungsreihe von

0,5 bis 2,5 mM) wurden ebenfalls mit 1 M KCI angesetzt in Triplikaten bestimmt.

4.6 Bestimmung von Eisen

Fiir die Bestimmung von Eisen(II) und (IIT) wurden 0,5 g frischer Boden mit 4,5 ml 0,5 M
HCI versetzt und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert. Die Extraktion erfolgte
fiir 24 h bei Raumtemperatur. 2 ml der Aufschlimmung wurden fiir 10 min bei 14000 rpm

zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefiB {iberfiihrt.

Bestimmung von Eisen(II)

Die Bestimmung von FEisen(Il) wurde mit der Ferrozin-Methode durchdefiihrt
(Modifikation nach Lovely und Philips, 1987). Das Testprinzip beruht auf der Bildung
eines farbigen Komplexes durch die Reaktion von drei Ferrozin ([3-(2-Pyridyl)-5,6-bis(4-
phenylsulfonsédure-1,2,3-triazin-Dinatriumsalz)-Molekiilen mit einem Eisen(Il)kation
(Stookey, 1970). Das Ferrozinreagenz wurde 0,1%ig (v/v) in 200 mM HEPES-Puffer (N-2-
Hydroxyl-ethypiperazin-N’-2-ethansulfonsdure) geldst und mit NaOH auf pH 7 eingestellt.
Der Probeniiberstand wurde in drei Verdiinnungsstufen mit 0,5 M HCI verdiinnt und davon
jeweils 100 pl mit 1 ml Ferrozinreagenz gemischt. AnschlieBend wurde die Extinktion bei
562 nm in einem Photometer gemessen. Als Blindwert wurden 100 pl 0,5 M HCI
eingesetzt. Die Eichgerade wurde in Dreifachbestimmung aus Verdiinnungen einer 1| mM

FeCl,-Eichstammldsung ermittelt.

Bestimmung von Hydroxylamin-reduzierbarem Gesamteisen

Bei der Gesamteisenbestimmung (Lovley und Phillips, 1987) wurde das Eisen(III) mit 0,25
M Hydroxylaminhydrochlorid-Losung zZu Eisen(II) reduziert. Die
Hydroxylaminhydrochlorid-Losung  wurde mit 0,25 M HCl angesetzt. Der
Probeniiberstand wurde in drei Stufen verdiinnt und davon jeweils 100 pl mit 2 ml
Hydroxylaminhydrochlorid-Ldsung gemischt. Die Reduktion wurde in einem Wasserbad
bei 60°C fir 2 h durchgefiihrt. Die Bestimmung des Gesamteisens erfolgte mit dem

Ferrozin-Reagenz wie in Abschnitt 4.6.1 beschrieben.
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Bestimmung von Eisen(III)
Die Eisen(Ill)-Konzentration =~ wurde aus der Differenz der gemessenen

Gesamteisenkonzentration und der Eisen(II)-Konzentration berechnet.

4.7 Bestimmung von pH-Wert, C/N — Gehalt und Trockengewicht

Fiir die Bestimmung des pH-Wertes wurde ein digitales pH-Meter (Microprozessor pH
Meter 539, Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH, Weilheim) mit einer pH-
Sonde (InLab 427, pH 2 bis 11, Mettler Toledo, GieBBen) verwendet.

Der C/N-Gehalt stellt den Quotienten aus Gesamtkohlenstoft (Corg) und Gesamtstickstoff
(Ny) dar (Scheffer / Schachtschabel, 1989). Zur Bestimmung des C/N — Gehaltes wurde der
bei 105°C getrocknete Boden mit einem Morser zerkleinert und homogenisiert. Der
Kohlenstoff- und Stickstoffanteil der Bodenproben wurde durch das Routinelabor des
Fachbereichs Chemie, der Philipps-Universtidt-Marburg bestimmt.

Die Bestimmung des Trockengewichts von Bodenproben erfolgte gravimetrisch
(Schlichting & Blume, 1966). Von jeder Bodenschicht wurden 10 g Boden (je drei
Parallelen) in einer Porzellanschale bis zur Gewichtskonstanz bei 105°C getrocknet.
Danach wurden diese im Exikkator (mit Silikagel) abgekiihlt und anschlieBend gewogen.
Die Differenz des Netto- und Bruttogewichts der Porzellanschalen ergab das Gewicht der
Trockensubstanz (Schlichting et al., 1995). Mit Hilfe des Trockengewichts kann der

Wassergehalt der Probe in % berechnet werden.

5. Molekularbiologische Analysen

5.1 DNA-Extraktion

Fiir die DNA-Extraktion aus den Anreicherungskulturen LL25°C und MRES0 wurden 5
bis 10 ml zentrifugiert (15 min, 8500 rpm bzw. 10000 rpm, 4°C; Sorvall RC 5B Plus,
Rotor SS34). Der Uberstand wurde entfernt, die pelletierten Zellen in 0,5 ml sterilem
Wasser (Fa. Sigma) resuspendiert. Die Zellsupensionen wurden in 2 ml

Schraubdeckelgefa3e iiberfiihrt und bis zur Extraktion bei -20°C aufbewahrt.
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Die DNA-Extraktion erfolgte durch einen mechanischen Aufschluss der Zellen mit 0,5 g
Glasbeads (Durchmesser 0,17 — 0,18 mm, B. Braun Biotech International, Melsungen).
Dafiir wurden die Proben zweimal fiir 30 s bei 2500 rpm in einer Zellmiihle (Mikro-
Dismembrator, Fa. B. Braun Biotech International, Melsungen) geschiittelt und
zwischendurch auf Eis gestellt. Die Reinigung der DNA von Proteinen wurde mit Hilfe des
Wizard® DNA Clean-Up — Kit (Promega) nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefiihrt. Die DNA wurde dabei an einen Matrix gebunden, mit 80%igem Isopropanol
gewaschen und danach mit 50 pl Elution Buffer (EB: 10 mM Tris/HCL, pH 8,5,
Fa.QIAquick PCR-Purifikation KIT, Quiagen GmbH, Hilden) eluiert.

Die DNA-Extraktion aus Waldboden wurde von Dr. Steffen Kolb mit dem DNA-
Extraktionskit (FastDNA Spin Kit, Bio 101, Fa. La Jolla, USA) in modifizierter Form

durchgefiihrt und wurde bereits ausfiihrlich in seiner Dissertation beschrieben.

5.2 PCR-Amplifikation

Mit Hilfe der PCR wurden bestimmte Fragmente phylogenetischer Markergene (16S rRNA
und Methyl-Coenzym-M-Reduktase) aus DNA-Extrakten vermehrt und die erhaltenen
PCR-Produkte fiir T-RFLP- (Terminaler-Restriktionsfragment-Léngen-Polymorphismus)
und Sequenzanalysen (sieche Abschnitt 5.3 und 5.5) weiterverwendet. Die Real Time-PCR-
Methode wurde fiir die Quantifizierung der Zielmolekiile (= Anzahl der Gene) eingesetzt.
Die verwendeten Primer sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Bei jeder Amplifikation wurde als
Negativkontrolle eine Reaktion mitgefiihrt, die anstelle des DNA-Templates das
entsprechende Volumen H,O enthielt. Als Positivkontrolle diente DNA mit dem zu

amplifizierenden Zielmolekiil.
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Tabelle 1: Beschreibung der verwendeten Primer fiir quantitative (hier: Real Time) PCR (= qPCR), T-RFLP-
Analyse, Sequenzierung (= Seq) der partiellen 16S rRNA-Gene und der mcrA4 (o-Untereinheit der Methyl-
Coenzym-M-Reduktase)-Gene und des Vektorinserts von Klonen (= Klon). Oligonuk. = Oligonukleotid.
Topo = TOPO-TA-Cloning®-Kit (Invitrogen, de Schelp, Niederlande); *gekennzeichnete Referenz wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelt; K = G/T; H= A/C/T; M = A/C ; N = A/C/G/T; R=A/G; S =
G/C,W=A/T,Y =C/T.

Oligonuk. Sequenz (5°- 3’-Richtung) Zielgruppe Verwendung  Referenz

RC-III- GGATAACATGCCCTAAGG RC-11I qPCR, T- Kemnitz et al., 2004 *

126f RFLP

RC-If AGGCAACTGCGATAGGGG RC-I qPCR Erkel et al., in revision *

RC-Ib CCCAGTCCCAAGCAATGT RC-1I qPCR Erkel et al., in revision *

A109f ACKGCTCAGTAACACGT Archaea T-RFLP, Seq  GroBkopf et al., 1998a

A346aF CGGGGYGCASCAGGCGCGAA  Archaea qPCR, T- Burggraf et al., 1997
RFLP, Seq

A934b GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Archaea qPCR, T- GroBkopf et al., 1998a
RFLP, Seq

B8f AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  Bacteria T-RFLP Braker et al., 2001

B1407b ACGGGCGGTGTGTACA Bacteria T-RFLP Braker et al., 2001

519f°¢ CAGCMGCCGCGGTAANWC Bacteria qPCR Lane, 1991

907r CCGTCAATTCMTTTRAGTT Bacteria qPCR Lane, 1991

of GAGTTTGMTCCTGGCTCAG Bacteria T-RFLP, Seq  Lane, 1991

1492b ACGGYTACCTTGTTACGACCT  Bacteria T-RFLP, Seq  Weisburg et al., 1991

MCRC-If  TACGCACAGATCTGGCTCGGC McrA (RC-I) gPCR diese Arbeit *

MCRC-Ib  CGTAGTTCGGGTAGTTCGGGC McrA (RC-I) gPCR diese Arbeit *

T7f TAATACGACTCACTATAGGG  Vektor Klon Topo

M13b CAGGAAACAGCTATGAC Vektor Klon Topo
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5.2.1 PCR-Amplifikation der DNA zur Untersuchung der mikrobiellen Diversitit

Die PCR-Reaktionen wurden mit einem GeneAmp 9700 Thermocycler (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Das Reaktionsgemisch enthielt, wenn nicht anders beschrieben,
folgende Komponenten:

- forward und reverse primer (Fa. MWG), Endkonzentration 0,33 uM

- Tag-Polymerase (Fa. Promega, 5 U pl"), Endkonzentration 1,25 U

- dNTP (Fa. Amersham Pharmacia Biotech), Endkonzentration 50 uM

- MgCl, (Fa. Promega, 25 mM), Endkonzentration 1,5 mM

- Reaktionspuffer (Fa. Promega, 10-fach konzentriert), 1-fache Endkonzentration
- BSA (Roche Biochemicals, Mannheim, 20 mg ml™), Endkonzentration 0,8 pg

-1
ul

- DNA-Template, 0,5 bis 1 pl

- Endvolumen 50 pl

Die Amplifikation von PCR-Produkten fiir die T-RFLP-Analyse erfolgte mit einem
Carboxyfluorescein (=FAM) markierten Primer (5'-Ende). Fiir die Amplifikation
archaeeller 16S rRNA-Gene aus DNA-Extrakten der Anreicherungskulturen PM und LL
(Primerpaar A109f und A934b) wurde das Reaktionsgemisch modifiziert (1x Premix F
[Biozym Diagnostic GmbH]; je 33 puM Primer; 1,25 U Tag-Polymerase in einem
Endvolumen von 100 pl). Das Temperaturprofil der PCR-Reaktionen ist schematisch in
Abbildung 1  dargestellt. Die  Primer-Kombination, = Zyklenzahl, = Primer-
Anlagerungstemperatur und die Dauer der verschiedenen Schritte sind in der Tabelle 2 fiir
jede Reaktion aufgefiihrt. Die Primer B8f und B1407b wurden zur Amplifikation der
bakteriellen 16S rDNA der Anreicherungskulturen PM und LL (siche Abschnitt 3.1)
verwendet. Zur Amplifikation der Bacteria der Anreicherungskultur MRESO (siche
Abschnitt 3.2) dienten die Primer 9f und 1492b.

Zyklische Wiederholung

Denaturi Denaturi
Cl’la(D) crung ena(Drz1§run g DNA- Synthese DNA. Synthese
(DSz) (DS)

Primeranlagerung
c C (PAZ) 72°C 72°C \

spezifische Temperatur

4°C

Abbildung 1: Temperaturprofil der PCR.
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Tabelle 2: PCR-Bedingungen zur Untersuchung der mikrobiellen Diversitidt (16S rRNA-Gene): Primer-
Anlagerungstemperatur (PAT); Dauer der initialen Denaturierungsphase (D); Dauer der Denaturierung (Dz),
der Primeranlagerung (Paz) und der DNA-Synthese wihrend der zyklischen Wiederholung; Dauer der
abschlieBenden DNA-Synthese. Primer, die markiert sind (*), waren fiir die T-RFLP-Analyse mit FAM

markiert. PCR-Assays, welche in dieser Arbeit entwickelt wurden, sind in fett-markierter Schrift dargestellt.

Primerkombination Ziel- Anzahlder  PAT D Dz PAz DSz DS
gruppe Zyklen [°C] [min] [sec] [sec] [sec] [min]
A109f/ A934b* Archaea 28 —-30 52 4 45 60 60 7
A364aF / A934b*  Archaea 30 66 4 35 30 45 7
B8f* / B1407b Bacteria 28 -30 57 3 30 30 90 5
9f* / 1492b Bacteria 30 48 3 45 60 120 7
T7f/M13b Vektor 28 55 5 60 60 120 7

Nach der PCR wurden Aliquots der erhaltenen Amplifikate durch Gelelektrophorese (1,5%
[w/v] TAE-Agarosegel, SeaKem LE, Fa. Biozym; in TAE-Puffer) iiberpriift.

Zur Entfernung von Nukleotiden, Enzymen, Salzen und nicht gebundenen Primern wurden
die PCR-Produkte, soweit nicht anders vermerkt, mit dem ,,QIAquick PCR Purifikation
Kit*“ (Quiagen GmbH) nach dem Protokoll des Herstellers aufgereinigt.

5.2.2 Quantifizierung phylogenetischer Gruppen mittels Real Time-PCR

Die Quantifizierung phylogenetischer Markergene (16S rRNA und mcrA4) in den DNA-
Extrakten der Anreicherungskulturen und Waldbodenproben, erfolgte mit Hilfe der Real
Time-PCR-Methode mit dem iCycler 1Q Thermocycler (Fa. Biorad Laboratories GmbH,
Miinchen). Die verwendeten Primer sind in Tabelle 1 beschrieben. Die Reaktionen wurden
mit einer Antikorper geblockten Hot-Start DNA-Polymerase ,,iTAQ“ (Fa. Biorad
Laboratories GmbH) in 96-Well-Mikrotiterplatten (PeqLab, Erlangen) durchgefiihrt. Die
DNA-Extrakte wurden 1:5 verdiinnt und davon 5 pl in der Mikrotiterplatte vorgelegt. Die
DNA-Extrakte der Waldboden wurden in verschiedenen Verdiinnungsstufen eingesetzt,
um die Hemmung durch Huminsduren auszuschlieen. Fiir die Eichung wurden jeweils 5
ul einer Verdiinnungsreihe eines spezifischen, quantifizierten DNA-Standards bei jeder
Messung (d.h. jede Mikrotiterplatte) mitgefiihrt. Alle Proben und Standards wurden in drei

Replikaten gemessen. Nach Zugabe der Reaktionslosung wurden die Platten mit
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selbstklebenden optischen Folien (Biorad) verschlossen. Dem Reaktionsgemisch wurde
eine Fluoreszeinlosung (= Calibrationdye, 1 mM, Fa. Biorad Laboratories GmbH) zur
Kalibrierung zugegeben, um die Kameraeinstellung zu optimieren. Um die Amplikations-
Kinetik wahrend der PCR verfolgen zu konnen, enthielt das Reaktionsgemisch den DNA-
Farbstoff SybrGreen [ (10000-fach konzentriert, Fa. Bio Whitakker Molecular
Applications, USA). Laut Hersteller steigt die Fluoreszenz (Extinktion: 490 nm, Emission:
530 nm) des Farbstoffes bei Bindung an die groe Furche doppelstringiger DNA (dsDNA)
um den Faktor 10000. So steigt mit fortschreitender Zyklenzahl die Konzentration der
dsDNA wund entsprechend die Fluoreszenzintensitdt der Losung. Mit Hilfe einer
Digitalkamera wurden die Daten, wenn nicht anders erwédhnt, in der Elongationsphase
(Drei-Schritt-Protokoll) dokumentiert. Das Reaktionsgemisch enthielt, bis auf einige

Modifikationen, folgende Komponenten:

- forward und reverse primer (Fa. MWG), Endkonzentration 0,33 uM

- iTag-Polymerase (Fa. Biorad Laboratories GmbH, 5 U ul™"), Endkonzentration
0,313 bzw. 0,625 U

- dNTP (Fa. Amersham Pharmacia Biotech), Endkonzentration 50 uM

- MgCl; (Fa. Biorad Laboratories GmbH, 25 mM), Endkonzentration 1,5 mM

- Reaktionspuffer (Fa. Biorad Laboratories GmbH, 10-fach konzentriert), 1-fache
Endkonzentration

- BSA (Roche Biochemicals, Mannheim, 20 mg ml™), Endkonzentration 0,8 pg

pl!
- SybrGreen (20-fach), 0,2-fache Endkonzentration
- Fluoreszein-Gemisch (1 uM), 10 pM Enkonzentration
- DNA-Template, 0,5 bis 1 pl
- Endvolumen 25 bzw. 50 ul

Fiir die Entwicklung gruppenspezifischer Primer wurden die Softwaretools ,,Probedesign®
und ,,Probematch® der Phylogenie-Software ARB verwendet. Anschliefend wurden die
PCR-Bedingungen optimiert. Zuerst wurden Referenz-DNA (Klon-DNA) der Zielgruppe
und DNAs von Organismen mit moglichst wenigen Fehlpaarungen in der Primer-
Binderegion (Kontroll-DNA) in einer Gradienten-PCR (Mastercycler Gradient, Fa.
Eppendorf) eingesetzt. Dabei sind Replikate jeder Reaktion verschiedenen Primer-
Anlagerungstemperaturen  ausgesetzt. Die dafiir verwendeten PCR-Chemikalien
(Reaktionspuffer, Tag-Polymerase, MgCl,) wurden von der Firma Promega bezogen. Die
PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. Stringente PCR-
Bedingungen sind gegeben, wenn von den Ziel-DNAs, aber nicht von den Kontroll-DNAs

PCR-Produkte richtiger Grofle amplifiziert wurden. Zur Bestimmung der exakten Primer-
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Anlagerungstemperatur wurde dieses Verfahren mit einem engeren Temperaturgradienten
im iCycler IQ Thermocycler durchgefiihrt.

Das Temperaturprofile der PCR-Reaktionen wurden ebenfalls als Drei-Schritt-Protokolle
durchgefiihrt (siche Abbildung 1). Anstelle des abschlieBenden DNA-Synthese-Schrittes
(DS) erfolgte die Aufnahme der Schmelzkurve. Dabei wurde das entstandene PCR-
Produkte wihrend einer Temperaturerh6hung von 75 auf 100°C aufgeschmolzen. Die
Primer-Kombination, Zyklenzahl, Primer-Anlagerungstemperatur und die Dauer der
verschiedenen Schritte sind in der Tabelle 3 fiir jede Reaktion aufgefiihrt.

Bei der Messung der archaeellen Zielmolekiile in DNA-Extrakten der Bodenproben
erfolgte die Datenaufnahme nach dem DNA-Synthese-Schritt (DSz) wihrend eines
zusitzlichen Temperaturschrittes (10 sec 86,5°C). Auf diese Weise konnte die
Detektionsgrenze der Messung gesenkt werden, da das Aufschmelzen kleiner
unspezifischer PCR-Produkte in diesem Schritt erfolgte. Diese unspezifischen PCR-
Produkte konnen durch die Bildung von Primerdimeren und der Synthese kurzer PCR-

Fragmente entstehen.

Tabelle 3: PCR-Bedingungen zur Quantifizierung verschiedener phylogenetischer Gruppen: Primer-
Anlagerungstemperatur (PAT); Dauer der initialen Denaturierungsphase (D); Dauer der Denaturierung (Dz),
der Primeranlagerung (Paz) und der DNA-Synthese wihrend der zyklischen Wiederholung; Endvolumen der
PCR-Reaktion. Amplifiziert wurden die 16S rRNA-Gene (4rchaea, RC-111, RC-1, Bacteria), sowie die mcrA
(a-Untereinheit der Methyl-Coenzym-M-Reduktase)-Gene von RC-I. PCR-Assays, welche in dieser Arbeit

entwickelt wurden, sind als Fett-markierte Schrift dargestellt.

Primerkombination  Ziel- Anzahlder  PAT D Dz PAz DSz Vol.
gruppe Zyklen [°C] [min] [sec] [sec] [sec] [ul]

A364aF / A934b Archaea 45 66 6 35 30 45 25

A109f/ A934b Archaea 40 52 3 40 30 90 50

RC-III-126f / RC-III 38 61 8 45 50 60 50

A934b

RC-If / RC-Ib RC-1 40 63 5 60 50 60 25

MCRC-If/ MecrA 40 65 5 50 50 60 25

MCRC-Ib

519f°/907r Bacteria 38 50 5 40 20 40 50
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Quantifizierung der Zielmolekiilzahlen aus DNA-Extrakten:

Aus der Darstellung der Fluoreszenz in Abhéngigkeit der Zyklenzahl wurde der
Schwellenwertzyklus (= Threshold Cycle [Cr]) bestimmt. Dieser Wert ist definiert als die
rationale Zyklenzahl, bei der die Fluoreszenz der Reaktion eine definierte
Hintergrundfluoreszenz {ibersteigt. Die Auswertung der Rohdaten wurde mit der iCycler
IQ Optical System Software V 3.0a (Biorad Laboratories GmbH, Miinchen) durchgefiihrt.
Da ein linearer Zusammenhang zwischen dem Cr einer Reaktion und dem Logarithmus der
Menge an Zielmolekiilzahlen besteht, konnten die Daten mit Hilfe linearer Regression
interpoliert werden. Mit der resultierenden Geradengleichung aus den Cr-Werten der
Eichstandards (Verdiinnungsreihe) wurde die Anzahl der Zielmolekiile in den DNA-
Extrakten bestimmt. Die Zielmolekiilzahlen wurden in das Programm Exel V7.0 exportiert

und bearbeitet.

Quantifizierung der Archaea:
Um die Zahl der archaeellen 16S rRNA Gene in DNA-Extrakten der Anreicherungskultur
LL 25°C und von Bodenproben zu bestimmen, wurden bereits publizierte Archaea-Primer

mit dem in der Phylogenie-Software ARB (http://www.arb-home.de/; Ludwig et al., 2004)

vorhandenen Softwaretool ,,Probematch® auf ihre Spezifitit untersucht. Der forward-
Primer A364aF (70% GC-Gehalt, sieche Tabelle 1) wurde darauthin mit dem bisher
verwendeten reverse-Primer A934b kombiniert. Die Primer-Anlagerungstemperatur des
PCR-Assays wurde mit genomischer Bacteria-DNA von Pirellula staleyi (DSM 6068, 2
Fehlpaarungen), Desulfobotulus sapovorans (DSM 2055, 4 Fehlpaarungen), Desulfobacter
postgatei (DSM 2034, 4 Fehlpaarungen) als Negativkontrollen fiir den reverse-Primer
eingestellt, da dieser einen niedrigeren GC-Gehaltes von 65% besitzt (deshalb niedrigere
Schmelztemperatur). Als Positivkontrollen wurden archaeelle Klon-DNA verwendet. Die

eingesetzten Primerkonzentrationen betrugen 0,67 uM.

Quantifizierung von Rice Cluster III:

Um die Abundanz von RC-III der Kulturen LL25°C im Verhiltnis zu Archaea und
Bacteria zu quantifizieren (16S rRNA-Gen), wurde ein RC-III spezifischer Real Time-
PCR-Assay etabliert. Dafiir wurden vier RC-III-spezifische forward-Primer mit Hilfe des
Softwaretools ,,Probedesign® der Phylogenie-Software ARB entwickelte und mit dem
bisher verwendeten Archaea-reverse-Primer A934b kombiniert. Diese Kombinationen

wurden mit Referenz- und Kontroll-DNA getestet. Der Primer RC-III 126f (siehe Tabelle

40


http://www.arb-home.de/

Material und Methoden

1) wurde dann fiir die Einstellung exakter PCR-Bedingungen verwendet. Die optimale
Primer-Anlagerungstemperatur wurde fiir den forward-Primer (auf Grund des niedrigeren
GC-Gehaltes 50%; vergleichsweise: 65% des Primers A934b) und der damit verbundenen
niedrigeren Schmelztemperatur eingestellt. Als Positivkontrollen dienten T7f/ M13b-PCR-
Produkte von RC-III-Klonsequenzen. Genomische DNA von Methanoplanus
endosymbiosus (DSM 3599, 1 Fehlpaarung), Methanobacterium bryantii (DSM 863, 2
Fehlpaarungen) und Methanococcus maripaludis (DSM 2771, 3 Fehlpaarungen) wurden
als Kontrollen mit Fehlpaarungen in der forward-Primer-Binderegion eingesetzt.

Der entwickelte PCR-Assay wurde durch die Amplifikation aus DNA-Extrakten der
Anreicherungskultur LL 25°C-Kulturen mit einem FAM-markierten reverse-Primer (ohne
SybrGreen und Fluoreszein) und anschlieBender T-RFLP-Analyse kontrolliert. Die PCR
wurde mit dem GeneAmp 9700 Thermocycler (Applied Biosystems) durchgefiihrt, wobei
an Stelle der Schmelzkurvenbestimmung ein abschlieBender DNA-Synthese-Schritt
erfolgte.

Quantifizierung von Rice Cluster I:

Um die 16S rRNA-Gene, sowie die Gene der a-Untereinheit der Methyl-Coenzym-M-
Reduktase (mcrA) von RC-I in der Anreicherungskultur MRESO0 zu quantifizieren, wurden
in Zusammenarbeit mit Christoph Erkel, spezifische Primerpaare fiir alle zu der Zeit
verfligbaren RC-I-Sequenzen entwickelt.

Die Quantifizierung der 16S rDNA erfolgte mit den Primern RC-If und RC-Ib. Die
optimale Primer-Anlagerungstemperatur wurde mit Klon-DNA von RC-I als Zielmolekiil
und genomischer DNA von Methanothermobacter marbugensis (DSM 2133),
Methanoplanus endosymbiosus (DSM 3599), und Methanococcus maripaludis (DSM
2771) als Negativkontrollen (jeweils 3 Fehlpaarungen in der forward-Primer-Binderegion)
eingestellt. Die eingesetzten Primerkonzentrationen betrugen je 0,67 uM. Zusétzlich
wurden die erzielten Ergebnisse mit einem bereits beschriebenen Real Time-PCR-Assay

zur Quantifizierung der Archaea (Primer A109-A934, Lueders et al., 2003) kontrolliert.

Herstellen eines quantitativen Standards:

Fiir die Eichung der entwickelten PCR-Assays wurden PCR-Produkte von Klon-DNA
eingesetzt. Dafiir wurden die Vektorinserts mit dem Primerpaar T7f und M13b in den
flankierenden Sequenzregionen amplifiziert und mit dem ,,QIAquick PCR Purifikation Kit*

(Quiagen GmbH) zweimal nach dem Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Zur Eichung
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der Bacteria-PCR wurde genomische DNA von Escherichia coli (Roche Diagnostics)
verwendet. Die DNA-Konzentrationen der Eichstandards wurden mit dem PicoGreen
dsDNA Quantitation Kit (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) nach
Herstelleranweisung auf einer Microtiterplatte (Nunc GmbHCo KG, Wiesbaden) in einem
Fluorimeter (SAFIRE, Fa. TECAN, Crailsheim) vermessen. Die erhaltenen
Fluoreszenzwerte des A-Phagen-DNA-Mengenstandards wurden dann gegen ihre Menge
[ng] aufgetragen und durch lineare Regression interpoliert. Mittels der erhaltenen
Geradengleichung konnte aus den Fluoreszenzwerten des M13-PCR-Produktes die
Konzentration der DNA [ng pul"'] bestimmt werden. Mit folgender Formel wurde
anschlieBend dieser Wert in die Anzahl der amplifizierbaren Zielmolekiile (=

Zielmolekiilzahlen) umgerechnet:

Cy = NSLN XN,

Cs: Konzentration der Zielmolekiile [ul'l]

Cw: Konzentration [ng pl"]

Na: Avogardrokonstante (6,23 x 10% x 10” nmol™)

N: Anzahl der Nukleotide

Mn: Molgewicht von einem Basenpaar, 649,5 ng nmol™

Diese Standardlsung wurde anschlieBend auf 10'° Zielmolekiihlzahlen x (5 pl)” mit

Elutionbuffer (QIAquick PCR Purifikation Kit) verdiinnt und bei —20°C gelagert.

5.3 T-RFLP-Analyse

Mit Hilfe der T-RFLP-Methode werden genetische Fingerabdriicke verschiedener
Markergene (16S rRNA-Gene) erstellt, welche eine direkte Analyse phylogenetischer
Gruppen erlaubt. Diese Methode basiert auf der Analyse von Restriktionsfragmenten, die
an einem Ende mit einem fluoreszierenden Farbstoff versehen sind. Dadurch wird nicht
das gesamte Fragmentmuster (wie bei einer RFLP-Analyse), sondern nur das terminale

Restriktionsfragment detektiert. Mit Hilfe von Klonbibliotheken und anschlieender
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Sequenzanalysen (sieche Abschnitt 5.4), konnen die einzelnen Fragmente bestimmten
phylogenetischen Gruppen zugeordnet werden.

Die fluoreszierenden Amplifikate wurden, wie bereits beschrieben (sieche Abschnitt 5.2),
durch eine PCR mit einem 5’-FAM-markierten Primer und einem unmarkierten Primer
hergestellt. Die Konzentration der aufgereinigten PCR-Produkte wurde durch die
Bestimmung der Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm in einem Biophotometer
(Eppendorf, Hamburg) bestimmt.

Fiir die Restriktion der 16S rDNA-Amplifikate wurden 30-50 ng DNA (entsprach 2-8 ul)
eingesetzt. Der Restriktionsansatz fiir die archaeellen PCR-Produkte enthielt weiterhin 1 pl
Puffer E und 1pl des Restriktionsenzyms Tagl (10 U ul™, Erkennungssequenz: 5°-T"CGA-
37). Mit sterilem H,O wurde auf ein Gesamtvolumen von 10 pl aufgefiillt und fiir 3 h bei
65°C inkubiert. Die bakteriellen PCR-Produkte wurden mit den Enzymen Mspl
(Erkennungssequenz: 5-C°CGC -3") oder Hhal (Erkennungssequenz: 5'-GCG'C -3%)
verdaut. Die Restriktion erfolgte mit 1 ul Puffer B bzw. C; 0,5 pl Enzym (10 U pl™), und
der entsprechenden Menge sterilem H,O in einem Gesamtvolumen von 10 pl fiir 3 h bei
37°C inkubiert.

Die verdaute DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Die
eingesetzten Chemikalien wurden von der Firma Promega bezogen.

2,5 pl der verdauten PCR-Produkte wurden einem internen Langenstandard (0,8 pl
Genescan-1000 Rox (4rchaea) oder 0,5 pul Genescan-2500 Rox (Bacteria) (Fa. Applied
Biosystems) und Formamid Loading Dye (Fa. Amersham Pharmacia Biotech Inc.)
gemischt, 2 min bei 95°C denaturiert und danach sofort auf Eis gestellt. Die Auftrennung
des Gemisches erfolgte durch Elektrophorese mit einem 6%-igen Polyacrylamidgel mit
8,3 M Harnstoff in einem automatischen Sequenziergerdt (373A Sequencer, Fa. Applied
Biosystems) fiir 6 h bei 2500 V und 40 mA. Die Auswertung wurde mit der
Analysesoftware (GeneScan Analysis Version 2.1, Fa. Applied Biosystems) durchgefiihrt.
Mit Hilfe des internen Léngenstandards wurde die Lange der Restriktionsfragmente
ermittelt. Gleichzeitig wurde die Intensitdt der Fluoreszenzsignale bestimmt. Anhand der
Peakflichen wurden die relativen Héufigkeiten der terminalen Restriktionsfragmente im

Verhiltnis zu der Gesamtflache aller Peaks (= 100%) berechnet.
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5.4 Erstellung von Klonbibliotheken

Um die Phylogenetische Einordnung der 16S rDNA Sequenzen zu ermdglichen, wurden
die aus Anreicherungskulturen- und Umwelt-DNA amplifizierten PCR-Produkte {iiber
Klonierung vereinzelt. Die unbehandelten PCR-Produkte wurden mit dem TOPO-TA-
Cloning®-Kit (Fa. Invitrogen, de Schelp, Niederlande) nach dem Protokoll des Herstellers
kloniert. Die transformierten Zellen wurden auf LB-Kanamycin-X-Gal-Agarplatten
ausplattiert (X-Gal = 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Galactopyranosid), tiber Nacht bei
37°C inkubiert und positive Kolonien (Blau-WeiB-Selektion) auf eine Masterplatte
tiberimpft. Die DNA von ausgewihlten Klonen wurde durch Aufkochen (10 min, 100°C)

von Fliissigkulturen gewonnen.

5.5 Sequenzierung

Die verwendete DNA-Sequenzierungsmethode basiert auf dem Prinzip des
»Kettenabbruchs* (Sanger ef al., 1977). Das Reaktionsgemisch enthélt neben den tiblichen
dNTPs vier unterschiedlich 5’-fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotidtriphosphate
(ddNTPs = Terminatoren). Letztere fiihren zum Abbruch der Polymeraseaktivitdt, wodurch
man ein Gemisch unterschiedlich langer 3’-fluoreszenzmarkierter DNA-Fragmente erhélt.
Vor der eigentlichen Sequenzierreaktion wurde das Insert der Klone direkt mit dem
Primerpaar T7f und M13b (siche Abschnitt 5.3.3) amplifiziert und danach aufgereinigt.
Die Sequenzierung wurde mit dem ,,ABI PRISM DNA Sequencing Big Dye'™ Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit“ mit AmpliTaq® DNA Polymerase, FS, (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Dem Reaktionsgemisch wurde in einem Gesamtvolumen von
10 ul 5 pmol des Sequenzier-Primers (T7f oder M13b) und ca. 50 ng Matrizen-DNA
zugefiigt. Die Reaktion erfolgte mit 25 Sequenzierzyklen (30 sec 96°C, 25 x [10 sec 96°C,
5 sec 50°C, 4 min 60°C]) mit dem GeneAmp 9700 Thermocycler (Applied Biosystems).
Die Produkte der Sequenzierreaktion wurden mit AutoSeq"™ G-50-Chromatographiesiulen
(Amersham Pharmacia Biotech Inc.) aufgereinigt und das Eluat unter Vakuum in der
DNA-SpeedVac (DNA 110, Savant) fiir 30 min getrocknet. Das Pellet wurde danach in 3
ul Formamid Loading Dye (Amersham Pharmacia Biotech Inc.) resuspendiert, 3 min bei
90°C denaturiert und auf Eis gekiihlt. Das Fragmentgemisch (1,5 pl) wurde iiber ein
Polyacrylamidgel in einem Sequenzierer (ABI Prism 377 DNA Sequenzierer, Applied
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Biosystems) getrennt. Anhand der Fluoreszenzsignale ldsst sich die Basensequenz der

DNA-Matrize ablesen.

5.6 Phylogenetische Einordnung der 16S rRNA-Gensequenzen

Die Rohsequenzdaten (Elektropherogramme) wurden mit dem Programm Seqman II
(DNASTAR, Madison, Wisconsin) bearbeitet. Teilsequenzen wurden zusammengefiigt
und die Vektorsequenzen entfernt. Ein erster phylogenetischer Vergleich der Sequenzen
erfolgte mit Hilfe einer 6ffentlich verfiigbaren Datenbank durch das Programm ,,BLAST*

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Nah verwandte Sequenzen wurden ebenfalls

heruntergeladen.
Die Phylogenetische Verrechnung und Darstellung der 16S rDNA-Sequenzdaten in
phylogenetischen  Stammbdumen erfolgte mit der Phylogenie-Software ARB

(http://www.arb-home.de/; Ludwig et al., 2004). Die Klonsequenzen, sowie nah verwandte

Umweltsequenzen (,,BLAST“-Suche) wurden importiert und mit der in ARB enthaltenen
»FAST-Aligner“-Funktion mit bereits vorhandenen Sequenzen in ein Alignment gebracht
(Ludwig, 1995). Dabei wurden die jeweiligen homologen Positionen einander
gegeniibergestellt, was eine weitgehend korrekte Zuordnung in den hypervariablen
Regionen der 16S rRNA-Gene ermoglicht (Gutell ef al., 1994). AnschlieBend wurde das
Alignment manuell iiberpriift und gegebenenfalls korrigiert, sowie die Primersequenzen
entfernt. Unter Anwendung des Parsimony-Algorithmus (Fitch, 1971) wurden die
aufgearbeiteten Sequenzdaten in den ,,Gesamtbaum* der ARB-Datenbank eingebracht. Mit
dieser Funktion wird die zu analysierende Sequenz im Stammbaum einer Sequenz
zugeordnet, zu der die geringste Anzahl an Nukleotidsubstitutionen besteht. Fiir diese
Berechnung wurden keine evolutiven Korrekturfaktoren beriicksichtigt, und die
eingerechnete Sequenz hat hierbei keinen Einfluss auf die Topologie des Stammbaumes.
Dieser vorldufige Baum diente als Basis fiir die phylogenetische Verrechnungen
ausgewdhlter Sequenzen.

Fiir die Stammbaumanalysen wurden zunidchst Basenfrequenz-Filter fiir die jeweilige
bearbeitete phylogenetische Gruppe erstellt. Mit diesen Filtern ist es mdglich nur
diejenigen Nukleotidpositionen in die nachfolgenden Berechnungen mit einzubeziehen, die
bei mindestens 50% der betrachteten Sequenzen konserviert ist. Somit werden
hochvariable Regionen der 16S rRNA, deren phylogentischer Informationsgehalt aufgrund

hoher Mutationsraten fraglich ist, aus den Berechnungen ausgeschlossen.
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Danach wurde mit einer Auswahl moglichst langer (> 750 Basen) Sequenzen ein préziser
phylogenetischer Baum konstruiert. Die Berechnungen wurden mit verschiedenen

Algorithmen durchgefiihrt, um die Topologie der jeweiligen Bidume miteinander zu

vergleichen. Dafiir wurden die Treepuzzle-Methode (Version 5.0; http:/www.tree-
puzzle.de; Strimmer und VonHaeseler, 1996), die FastDnaMIl (Olsen et al., 1994;
http://bioweb.pasteur.fr./seqanal/interfaces/fastdnaml.html) und Neighborjoining-Methode

(Saitou und Nei, 1987) verwendet. Im Idealfall sollten diese Biume ein {ibereinstimmendes
Bild der wahren phylogenetischen Beziehung ergeben (Ludwig et al., 1998). Anschlie3end
wurden die kurzen Sequenzen mit Hilfe des Parsimony-Algorithmus in den Grundbaum
eingebracht, ohne die Topologie des Grundbaumes zu verandern (Ludwig et al., 1998). Da
die meisten verfiigbaren Umweltsequenzen von kurzer Sequenzlédnge waren, konnten in die
Stammbaumberechnung der Thermoplasmatales und verwandter Umweltklone nur 679

Basen einbezogen werden.

5.7 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Zum spezifischen Nachweis einzelner Zellen in der Anreicherungskultur wurde eine
Methode der Ganzzellhybridisierung, die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
(Amann et al., 1995) verwendet. Bei dieser Methode lagern sich unter optimalen
Bedingungen fluoreszenzmarkierte (in dieser Arbeit mit Cy3 oder Fluoreszein)
Oligonucleotidsonden spezifisch an die 16S rRNA einer Zielgruppe (RC-III, Archaea,
Bacteria). Zellen, die eine ausreichende Menge Sonde gebunden haben, fluoreszieren und
konnen mikroskopisch detektiert werden.

Fir die taxon-spezifische Detektion von RC-IIl  Archaea  wurden vier
Oligonukleotidsonden mit den Softwaretools ,Probedesign“ und ,Probematch® der
Phylogenie-Software ARB entwickelt. Die Bindung der Sonden (Fa. MWG) wurde mit
fixierten Zellen der Anreicherungskultur LL25°C getestet. Optimale Signalstirke der
Fluoreszenz wurde mit der Sonde RC-III131 (siche Tabelle 4) erzielt. Die Stringenz der
Sonden wurde mit fixierten Zellen von Methanoplanus endosymbiosus (DSM 3599) und
Methanococcus maripaludis (DSM 2771) getestet, da die 16S rRNA dieser Organismen 2
Fehlpaarungen in der Zielregion der Olignukleotidsonde besitzen. Weiterhin wurden
Archaea und Bacteria spezifischen Oligonukleotidsonden (siehe Tabelle 4) zur Kontrolle

des RC-III-Signals eingesetzt.
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Tabelle 4: Beschreibung der 16S rRNA Oligonukleotidsonden fiir Ganzzellhybridisierung. *gekennzeichnete

Referenz wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelt.

Oligonukleotid  Sequenz (5'- 3'-Richtung) Zielgruppe Referenz

RC-IIT131 CATGCCCTAAGGTGGGGG RC-III Kemnitz et al., 2004 *
ARC344 TCGCGCCTGCTGCICCCCGT Archaea Raskin et al., 1994
ARCHO915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Archaea Stahl und Amann, 1991
EUB GCTGCCTCCCGTAGGAGT Bacteria Amann et al., 1990
EUB I GCAGCCACCCGTAGGTGT Bacteria Daims et al., 1999
EUB III GCTGCCACCCGTAGGTGT Bacteria Daims et al., 1999

Das verwendete Protokoll der Fluoreszenz in-situ Hybridisierung orientiert sich an der
Publikation Dedysh et al. (Dedysh et al.,2001). Dafiir wurde die Anreicherungskultur
LL25°C mit 0,1% Pepton (mit und ohne 50 pug ml"' Kanamycin) inkubiert und nach 2
Wochen davon 5 ml zentrifugiert (15 min, 8500 rpm, 4°C, Sorvall RC 5B Plus, Rotor
SS34). Das Zellpellet wurde in 500 pl PBS resuspendiert. Die Ganzzellfixierung erfolgte
mit 3% Paraformaldehyd (=1,5 ml 4% Paraformaldehyd in PBS) fiir 5 h auf Eis. Die Zellen
wurden durch zweimaliges Zentrifugieren (2 min, 14000 rpm, 20°C, Centrifuge 5417R,
Eppendorf) und Resuspendieren mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 200 pul 50%
Ethanol-PBS (vol/vol) aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C
gelagert. Fiir die Hybridisierung wurden Objekttrager mit 8 Vertiefungen in einer
hydrophoben Teflonbeschichtung (MAGV, Rabenau-Londorf) verwendet, die zuvor mit
70% Ethanol gereinigt wurden. 3 bis 4 ul der Zellsupension wurden auf die Vertiefung
verteilt und bei Raumtemperatur getrocknet. Die Entwisserung der Zellen erfolgte iiber
eine Ethanolreithe (50%, 80%, 100%) fiir je 3 min. Fiir die Hybridisierung wurden 8 pl
Hybridisierungslosung und je 1 pl der Sondenldsung (10 pmol pl) auf die Vertiefung
gegeben. Die Hybridisierung erfolgte bei 46°C fiir 90 min im Hybridisierungsofen
(HYBAID, MWG-Biotech, Ebersberg) in einer feuchten Kammer. Die Objekttrager
wurden anschlieBend mit vorgewidrmter Waschlosung abgespiilt, fiir 20 min in der
Waschlésung bei 48°C inkubiert und dann mit destilliertem Wasser gespiilt. Nachdem die
Objektrager getrocknet waren, wurden die Gesamt-DNA der Zellen mit 4”,6-Diamidino-2-
Phenylindol (DAPI, 2 uM) fiir 5 min gefarbt. Die DAPI-Lésung wurde mit destilliertem

Wasser abgespiilt. Die trockenen Priparate wurden mit einem Tropfen Antifading-Reagenz
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(Citifluor AF1 auf Glycerinbasis, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) iiberschichtet und mit
einem Deckglas abgedeckt. Die mikroskopische Betrachtung wurde mit einem Mikroskop
mit Fluoreszenzleuchte (Axiophot, Fa. Carl Zeiss, Oberkochen) durchgefiihrt. Die
Aufnahme der Bilder erfolgte mit einer Digitalkamera (Magna Fire, Fa. Intas) und dem

zugehorigen Programm ,,Mega Fire®.

Losungen:

PBS (=phosphate-buffered saline):

8gl!'  NaCl
02gl' KCl
1,44 g1 Na,HPO,
02gl' NaH,PO,

Hybridisierungslosung:

09M  NaCl

20mM  Tris/HCI (pH 7.2)

30% Formamid

0,01%  Natriumdodecylsulfat (SDS)

Waschlosung:
112 mM NaCl
20 mM Tris-HC1
5 mM EDTA
0,01%  SDS
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III Ergebnisse

1. Quantifizierung phylogenetischer Gruppen mittels Real Time-PCR und
Validierung der Zielgruppenspezifitit

Zur Quantifizierung der archaeellen 16S rRNA-Gene wurde ein spezifischer PCR-Assay
entwickelt. Dafiir wurden bereits publizierte Archaea spezifische Primer mit Hilfe der
ARB-Datenbank theoretisch tiberpriift. Der fiir die T-RFLP-Analysen verwendete forward-
Primer A109f wies bereits bei einer Fehlpaarung eine mdgliche Bindung von bakteriellen
16S rRNA Gensequenzen auf. Der Primer A364aF (Burgraff et al., 1997) zeigte hingegen
erst bei 2 Fehlpaarungen eine mogliche Bindung bakterieller Sequenzen und war zusétzlich
GC-reicher (77,5%) als der Primer A109f (50%). Letzteres erlaubte eine hohere
Primerbindetemperatur und somit eine spezifischere Amplifikation, wenn der forward
Primer A364aF mit dem reverse Primer A934b (65% GC-Gehalt) (GroBkopf et al., 1998a)
kombiniert wird. Die Klonierung von PCR-Produkten aus einem DNA-Extrakt der
Anreicherungskultur (LL25°C), sowie einem DNA-Extrakt von Waldboden bestitigte die
Spezifitidt des PCR-Assays, da nur archaeelle Sequenzen nachgewiesen wurden. Von 19
Klonen der Anreicherungskultur LL25°C (sieche Abschnitt 2) gehdrten 15 Sequenzen zu
den Methanosarcinaceae und 4 zu den Methanomicrobiaceae. Rice Cluster I1I-Sequenzen
wurden nicht gefunden, da die Sequenzen der Methanogenen dominierten. Die
Klonbibliothek des Waldbodens zeigte ebenfalls nur archaeelle Sequenzen, wohingegen
die Klonierung eines mit dem Primerpaar A109f / A934b erhaltenen Amplikons zu 14
archaeellen und 23 unspezifischen (bakteriellen) Sequenzen fiihrte (siche Abschnitt 4).

Um die Abundanz von Rice Cluster (RC-) Ill-Archaea zu bestimmen, wurde ein
spezifischer forward-Primer (RC-III-126f) entwickelt, welcher an die 16S rRNA-
Gensequenzen von RC-III der Anreicherungskulturen LL25°C und LL37°C, sowie des
verwendeten Bodens PM (Kemnitz et al., 2004) bindet. Dieser wurde mit dem archaeellen
reverse-Primer A934b kombiniert. Der PCR-Assay wurde optimiert und durch T-RFLP-
Analyse validiert. Die T-RFLP-Muster zeigten nur ein Restriktionsfragment von 381 bp
Linge. Abbildung 2A zeigt ein reprisentatives T-RFLP-Muster der Anreicherungskultur
LL25°C. Das T-RF von 381 bp Lange ist charakteristisch fiir RC-1II, welches ebenfalls bei
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der Amplifikation der archaeellen 16S rDNA mit dem Primerpaar A109f / A934b
(Abbildung 2B) detektiert wurde.

Lange der terminalen Fragmente [bp]
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Abbildung 2: Reprisentatives T-RFLP-Muster der Anreicherungskultur LL25°C (0,1% Hefeextrakt als
Substrat) nach Amplifikation aus DNA-Extrakten mit dem Primerpaar RC-III-126f / A934b (A) und dem
Primerpaar A109f / A934b (B) nach Restriktion der PCR-Produkte mit dem Enzym Tagl.

Weiterhin wurden Real Time-PCR-Assays zur Quantifizierung von Rice Cluster I-
spezifischen Genen (16S rRNA-Gen und mcrA-Gen) entwickelt. Da die Primer spezifisch
fiir RC-I-Sequenzen waren und eine unspezifische Amplifikation bakterieller Sequenzen
der Anreicherungskultur MRES5O0 nicht zu erwarten wurde, erfolgte keine Validierung der

Real Time-PCR-Assays mittels T-RFLP-Analyse oder Klonierung der PCR-Produkte.
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2. Anreicherung und Analyse von Rice Cluster I1I-4rchaea

2.1 Anreicherungskulturen aus gefluteten Boden

Die Anreicherung anaerober Mikroorganismen aus Boden wurde mit einem anoxischen
Mineralmedium (Scholten et al., 2000) und Hefeextrakt (0,025%) als Substrat
durchgefiihrt. Als Inokulum wurden Bodenaufschlimmungen der Bdden PM (= permanent
marshland, stindig gefluteter Boden) und LL (= low level, zeitlich gefluteter Boden) aus
Flutungsgebieten des Flusses Waal (Niederlande) verwendet, da in diesen Boden das
bisher unkultivierte RC-III detektiert wurde (Kemnitz et al., 2004). Die Inkubation der
Anreicherungskulturen erfolgte bei 16, 25 und 37°C. Nach ca. I Monat war ein sichtbares
Wachstum von Mikroorganismen zu sehen und die Kulturen wurden 10%ig auf frisches

Medium iiberimpft. Nach mehreren Transfers nahm die notwendige Inkubationszeit ab.

2.2 Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft der Anreicherungskulturen

Die Diversitit der Archaea (Abbildung 3) in den Anreicherungskulturen wurde nach dem
zweiten Transfer mittels T-RFLP-Analyse der amplifizierten 16S rDNA-PCR-Produkte
untersucht. Da die terminalen Restriktionsfragmente (T-RF) der phylogenetischen Gruppen
bereits aus der Analyse der Boden bekannt waren (Kemnitz et al., 2004), konnten die
ermittelten T-RFs zugeordnet werden. RC-III (381 bp) wurde, auBer in der Kultur LL16°C
(Inokulation mit dem Boden LL, Inkubation bei 16°C), mit unterschiedlich hohen relativen
Anteilen detektiert. In den Anreicherungskulturen PM konnten die RC-III-Fragmente nur
mit geringem relativem Anteil (3 bis 17%) nachgewiesen werden. Hohere Abundanzen
wurden in den Anreicherungskulturen LL 25°C (58%) und LL37°C (30%) gefunden. In
allen Kulturen wurden weiterhin T-RFs folgender Methanogener detektiert:
Methanomicrobiaceae (82 und 392 bp), Methanobacteriaceae (91 bp) und
Methanosarcinaceae (185 bp).

Die Diversitidt der Bacteria wurde ebenfalls mittels T-RFLP-Analyse der 16S rDNA-
Amplikons untersucht (Abbildung 3). In allen Anreicherungskulturen wurden bis zu 25
verschiedene T-RFs detektiert.
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Archaea Bacteria
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Abbildung 3: Archaeelle und bakterielle T-RFLP-Muster (Restriktion der 16S rDNA-Amplifikate mit 7agl,
bzw. Hhal) der Anreicherungskulturen, welche bei drei verschiedenen Temperaturen mit den Boden PM (=
permanent marshland) und LL (= low level) inkubiert wurden. Die Liangen der T-RFs sind mit Pfeilen

beschriftet.

2.3 Phylogenie der Archaea

Um die Zuordnung der ermittelten T-RFs zu phylogenetischen Gruppen der Archaea zu
tiberpriifen, wurden die 16S rDNA-Amplifikate der Anreicherungskulturen LL25°C und
L37°C kloniert und sequenziert. Die terminalen Restriktionsfragmente von 15 bzw. 40
Klonen wurden mittels T-RFLP-Analyse ermittelt. Jeweils 5 Klone mit einem T-RF von
381 bp und 3 weitere Klone wurden sequenziert und in einem Stammbaum verrechnet
(Stammbaum nicht gezeigt). Die Klonsequenzen waren nah mit den Umweltsequenzen des
Bodens PM (Kemnitz et al., 2004) verwandt und gruppierten zusammen mit Sequenzen der

Methanomicrobiaceae, Methanobacteriaceae, Methanosarcinaceae und RC-III (siehe
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Tabelle 5). In den Anreicherungskulturen LL25°C und LL37°C wurden zwei verschiedene
Sequenztypen (LL25A und LL37A) nachgewiesen, die sich maximal in 1,8% der Sequenz
voneinander unterschieden. Eine ausfiihrliche Darstellung der Thermoplasmatales
verwandten Umweltsequenzen und der RC-III-Klonsequenzen der Anreicherungskulturen

ist in der Diskussion der Ergebnisse beschrieben.

Tabelle 5: Terminale Fragmentlinge und Phylogenie der archaeellen Klonsequenzen der

Anreicherungskulturen L25°C und LL37°C.

T-RF Phylogenie Klone

82 bp Methanomicrobiaceae LL 25°C A2,3

91 bp Methanobactericeae LL 37°C Al1,2,3

185 bp Methanosarcinaceae LL 25°C A6

381 bp Rice Cluster III LL 25°CAl,4,7,8,10

LL 37°C A9, 20, 29, 33, 35

2.4 Wachstumsbedingungen der Rice Cluster 11I-Archaea (LL25°C)

Auf Grund des hohen relativen Anteils von RC-III innerhalb der Archaea in der
Anreicherungskultur LL25°C, wurde diese fiir die Charakterisierung dieser bislang
unkultivierten Archaea verwendet. Mit Hilfe der Real Time-PCR-Assays konnte die Zu-

bzw. Abnahme von RC-III, sowie aller Archaea und Bacteria verfolgt werden.
2.4.1 Einfluss der Hefeextraktkonzentration

Abbildung 4 zeigt die Zunahme der RC-III-Zielmolekiile {iber die Zeit mit Hefeextrakt als
Substrat. Die DNA-Extraktion und Amplifikation erfolgte in Triplikaten und zeigte eine
gute Reproduzierbarkeit (SE = 1 — 20%). Die Erhhung der Hefeextraktkonzentration von
0,025 auf 0,1% fiihrte zu einer 3,4- bis 4,6-fachen Zunahme der 16S rDNA-Zielmolekiile
nach 7 und 21 Tagen. Nach 21 Tagen wurden 1,5 x 10° Zielmolekiile ml" (0,025%
Hefeextrakt) und 6,8 x 10° Zielmolekiile ml™ Kultur (0,1% Hefeextrakt) detektiert. Eine
weitere Erhohung der Hefeextraktkonzentration auf 0,2 und 0,5%, fiihrte im Vergleich zu
0,1% Hefeextrakt zur 1,8- und 2,3-fachen Zunahme von RC-III-Zielmolekiilen nach 2

53



Ergebnisse

Wochen Inkubationszeit (Daten nicht gezeigt). Die folgenden Experimente wurden, wenn

nicht anders erwihnt, mit 0,1% Hefeextrakt durchgefiihrt.
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Abbildung 4: Wachstum der Anreicherungskultur LL25°C mit 0,025 und 0,1% Hefeextrakt nach 2, 7 und 21
Tagen Inkubationszeit. x-Achse: Inkubationszeit, y-Achse: logarithmische Darstellung der RC-III-
Zielmolekiilzahlen ml"" Kultur. n = 3 + SE von parallelen DNA-Extraktionen.

Die Anreicherungskulturen zeigten nach 2 Wochen Inkubation mit 0,1% YE
durchschnittlich eine Triibung (AODgyo nm) von 0,2. Dies korrelierte mit einer
Gesamtzellzahl von 2 x 10® Zellen ml™ und einer Gesamtzielmolekiilzahl von 6 x 10%bis 1

x 10° Zielmolekiile ml™' Kultur.
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2.4.2 Wachstum der mikrobiellen Gemeinschaft

Eine genaue Untersuchung der Zunahme von RC-III iiber die Zeit ist in Abbildung 5
dargestellt. Daflir wurden zwei parallele Kulturen (500 ml) mit 0,1% YE bei 25°C
inkubiert und die 16S rDNA-Zielmolekiile von RC-III, Archaea und Bacteria bestimmt.
Die RC-III-Zielmolekiile zeigten eine kurze lag-Phase von zwei Tagen (Abbildung 5A). In
der exponentiellen Phase (2 bis 9 Tag) konnte anhand der Zunahme der Zielmolekiilzahlen
eine Verdopplungszeit von ca. 3 Tagen bestimmt werden. Nach dieser Periode nahmen die
RC-III-Zielmolekiilzahlen nur noch gering bis auf 1,3 x 10° Zielmolekiile ml" Kultur zu
(Tag 13) und nahmen danach wieder gering ab.

Gleichzeitig stiegen die archaeellen Zielmolekiile bis auf 6 x 10° Zielmolekiile mI™" an
(Abbildung 5B). Somit nahm der relative Anteil von RC-III- zu Archaea-Zielmolekiilen
von 60% (Tag 13) auf 18% (Tag 42) ab (Abbildung 5A).

Bakterielle Zielmolekiilzahlen zeigten einen schnellen Anstieg bis zum fiinften
Inkubationstag (6,8 x 10° Zielmolekiille ml™") und nahmen danach wieder stark ab
(Abbildung 5B). Die bakteriellen Zielmolekiilzahlen waren jedoch bis zum Tag 9
mindestens um den Faktor 700 hoher als die archaeelle Zielmolekiile.

Die AODgpo nm-Werte stiegen von 0,04 zu Beginn der Inkubation auf 0,2 (Tag 2) und
nahmen iiber die Zeit wieder kontinuierlich bis auf 0,14 ab. Innerhalb der ersten Tage
wurden ca. 0,02 pmol ml™ H, (bis Tag 5) und ca. 4 bis 6 pmol ml™" Acetat (Tag 2 bis 13)
gebildet (Abbildung 5C). Der anschlieBende Verbrauch der Fermentationsprodukte
korrelierte mit einem Anstieg der Methankonzentration (4 pmol ml™"). Propionat wurde nur
in geringen Mengen von <l pmol ml” gebildet. Weitere Fermentationsprodukte, wie

Valerat und Isopropanol waren kaum detektierbar.
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Abbildung 5: Wachstum der mikrobiellen Gemeinschaft der Anreicherungskultur LL25°C wihrend 42
Tagen Inkubationszeit mit 0,1% Hefeextrakt. RC-III-Zielmolekiilzahlen pro ml Kultur und der berechnete
relative Anteil von RC-III innerhalb der Archaea (A), Zielmolekiilzahlen der Archaea und Bacteria pro ml

Kultur (B), H,-, CH;- und Acetat- Konzentrationen (C). n =2 + SE.
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2.4.3 Temperaturoptimum

Eine maximale Zunahme der Zielmolekiile von RC-III (Abbildung 6A), als auch der
gesamten Archaea (Abbildung 6B), wurde zwischen 25 bis 30°C (2 Wochen Inkubation)
bzw. 20 und 30°C (4 Wochen Inkubation) detektiert. Bei <11°C und >37°C war kein
Wachstum von RC-III detektierbar. Die bakteriellen Zielmolekiile nahmen zwischen 4 und

43°C zu und waren bei 16°C am hochsten (Abbildung 6B).

° 1,2x10" n 41,8x10°
4,0x10 1A o RCHll (2w) X B A —A—Archaea (2w)
3.5x10° —O— RCHIl (4w) - . A X —A— Archaea (4w) .

- i . E 1,0x10" 1 —m— Bacteria (2w) 7 1.5x10
E 3,0x10° v \O £ —O— Bacteria (4w)

§ 2 54107 \ = 8,0x10°- 41,2x10°
N X A \ =~

= \ <@

@ 2 0x10° ] \ g 6| i 8
S 2,0x10° £ 6,0x10 9,0x10
% 1,5x10° J ﬂ

N ] < 4,0x10°- i/ 46,0x10°
= Q

5 1,0x10° @

g ] g 2,0x10° / 43,0x10°

S ® 4 )
5,010, b e

0,04 0,0  AsATTITe e {00
0 0 10 20 30 40 50
Temperatur [°C] Temperatur [°C]

Abbildung 6: Temperaturoptima von RC-III (A), Archaea und Bacteria (B) nach 2 und 4 Wochen (w)
Inkubation der Anreicherungskultur LL25°C. x-Achse: Temperatur, y-Achse: 16S rDNA-Zielmolekiilzahlen
pro ml Kultur. Die unterbrochenen Linien stellen die Zielmolekiilzahl zu Beginn der Inkubation dar

(gestrichelt: der 2 Wochen inkubierten Kulturen; gepunktet: der 4 Wochen inkubierten Kulturen).

2.4.4 pH-Optimum

Ein Anstieg der RC-III-Zielmolekiile nach 2 Wochen Inkubationszeit war bei pH 7,2,
jedoch nicht im sauren und alkalischen Bereich nachweisbar (Abbildung 7A). Die
Archaea-Zielmolekiilzahlen zeigten das gleiche pH-Optimum, wogegen ein Wachstum der

Bacteria in einem groBeren pH-Bereich (5,5 bis 7,2) detektiert wurde (Abbildung 7B).
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Abbildung 7: pH-Optima von RC-III (A), Archaea und Bacteria (B) nach 2 Wochen (w) Inkubation der
Anreicherungskultur LL25°C. x-Achse: pH-Wert, y-Achse: 16S rDNA-Zielmolekiilzahlen pro ml Kultur. Die

unterbrochenen Linien (gestrichelt) stellen die Zielmolekiilzahl zu Beginn der Inkubation dar.

2.4.5 Salzoptimum (NaCl)

Die Salzkonzentration wurde schrittweise von 5 auf 170 mM NaCl (=0,03 bis 1%) erhoht.
Eine optimales Wachstum der RC-III-Archaea wurde zwischen 50 und 102 mM NaCl
detektiert (Abbildung 8A). NaCl-Konzentrationen von >136 mM fiihrten zu einer

Zunahme der Zielmolekiile. Die Zielmolekiile der Archaea waren bei 85 und 102 mM

NaCl am hochsten (Abbildung 8B). Die bakteriellen Zielmolekiile zeigten hingegen eine
geringe Variabilitit (Abbildung 8B)
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Abbildung 8: Optima der Salzkonzentration (NaCl) von RC-III (A), Archaea und Bacteria (B) nach 2
Wochen (w) Inkubation der Anreicherungskultur LL25°C. x-Achse: NaCl-Konzentration, y-Achse: 16S

rDNA-Zielmolekiilzahlen pro ml Kultur. Die unterbrochenen Linien (gestrichelt) stellen die Zielmolekiilzahl

zu Beginn der Inkubation dar.
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2.4.6 Wachstum mit verschiedenen Kohlenstoffquellen

Die Anreicherungskultur LL25°C wuchs mit dem komplexen Substrat Hefeextrakt. Um die
von RC-III genutzten Substratbestandteile zu identifizieren, wurde die Kultur mit
verschiedenen definierten, aber auch komplexen Kohlenstoffquellen inkubiert. Nach 2 und
4 Wochen Inkubationszeit wurden die 16S rDNA-Zielmolekiilzahlen pro ml Kultur von
RC-III, sowie von den Archaea und Bacteria bestimmt. In Tabelle 6 ist die relative
Zunahme der Zielmolekiilzahlen (in %) der verschiedenen Zielgruppen im Vergleich zu
einer Referenzkultur (0,1% Hefeextrakt) dargestellt. Dazu wurde die Zielmolekiilzahl des
eingesetzten Inokulums (entspricht der Zielmolekiilzahl zum Zeitpunkt 0) von allen
Werten subtrahiert und die daraus resultierende Zielmolekiilzahl der Referenzkultur als
100% definiert. Die gemessenen Extinktionen (AODgy nm) der Kulturen sind in Tabelle 6
aufgefiihrt.

RC-III nahm nach 2 und 4 Wochen in den mit Hefeextrakt inkubierten Referenzkulturen
um 1,1 bis 2,3 x 106, bzw. 9,9 x 10° bis 1,9 x 10° Zielmolekiile ml"' Kultur zu. Das
Wachstum der Archaea wurde durch einen Anstieg von 1,1 bis 5,2 x 10°%, bzw. 1,4 bis 4,6
x 10° Zielmolekiile ml™ nachgewiesen. Die Bacteria zeigten einen Anstieg von 5,3 x 10°
bis 1,3 x 10’ Zielmolukiile ml™.

Im Vergleich zu diesen Referenzkulturen wurde eine relative Zunahme von RC-III nur in
den Inkubationen mit 0,1% Pepton und Trypton gefunden. Die Zielmolekiilzahlen aller
Archaea waren ebenfalls hoher, wohingegen eine geringe Zunahme die bakteriellen
Zielmolekiile detektiert wurde. Das Verhédltnis der RC-III-Zielmolekiile zur
Gesamtzielmolekiilzahl (Archaea + Bacteria) stieg somit nach 2 Wochen in den
Peptoninkubationen auf 1% (Pepton 1 = Casein Hydrolysat, pankreatischer Verdau, Fa.
Fluka) und 2% (Pepton 2 = Peptone aus Casein, pankreatischer Verdau, Fa. Fluka). Die
Zugabe von Fleischextrakt und Rinderserumalbumin (BSA) flihrte zu einer gering hoheren
bzw. niedrigeren relativen Zunahme von RC-III. Wurde die Anreicherungskultur LL25°C
mit verschiedenen Zucker-, Fettsdure- und Aminosduregemischen, mit Glycerol, Ethanol,
Methanol, Ferula- und Syringasdure, Benzoat, Pyruvat und Nucleotidbasen inkubiert,
konnte kein Wachstum der RC-IlI-Archaea  nachgewiesen werden. Die
Anreicherungskultur LL25°C wurde zur Kontrolle ebefalls auf Medium ohne Substrat
iiberimpft, welches jedoch Vitamine enthielt. Die Zielmolekiilzahlen der drei

phylogenetischen Gruppen zeigten kein Wachstum nach 4 Wochen Inkubation.
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Tabelle 6: Einfluss verschiedener Substrate auf das Wachstum von RC-III, Archaea und Bacteria nach 2 und
4 Wochen (w) Inkubation der Anreicherungskultur LL25°C. Die Werte geben die relative Zunahme der 16S
rDNA-Zielmolekiile (in %) im Vergleich zu Referenzkulturen (mit 0,1% Hefeextrakt) an. Das Zellwachstum
wurde durch die Extinktion (AODggy nm) bestimmt. Pepton (1) = Casein Hydrolysat (pankreatischer Verdau,
Fa. Fluka); Pepton (2) = Peptone aus Casein (pankreatischer Verdau, Fa. Fluka); Trypton (1) = Peptone aus
Casein (tryptischer Verdau, Fa. Fluka); Trypton (2) = BactoTrypton (Fa. Becton Dickinson); BSA =

Rinderserumalbumin. Kontrolle: Inkubation ohne Substrat (mit Vitaminen). n.b. = nicht bestimmt.

RC-III [%] Archaea [%] Bacteria [%] AODgo0 1m

C-Quelle 2w 4w 2w 4w 2w 4w 2w 4w
GlucosetFructose -7 -2 -11 -8 36 94 0,2 0,149
Malzextrakt 1 2 42 20 88 60 0,722 0,566
Fettsduren -3 -6 -2 12 0 4 0,068 0,04
Glycerol -8 -7 -13 -7 3 20 0,09 0,079
Ethanol n.b. -11 n.b. -8 n.b. 27 n.b 0,122
Methanol n.b. -3 n.b. 30 n.b. -6 n.b 0,057
Ferula-+Syringa- -7 -8 -8 -8 -5 49 0,024 0,211

sdure
Benzoat -9 -9 -15 -11 -5 7 0,056 0,1

Pyruvat -4 -7 2 240 143 91 0,204 0,146
Nucleotidbasen -1 -2 110 61 19 41 0,069 0,068
Aminosduren <0 <2 <22 <41 <4 <24 0,035- 0,011-
0,062 0,035

Fleischextrakt 127 64 261 141 105 77 0,123 0,135
Pepton (1) 334 164 363 222 46 82 0,137 0,175
Pepton (2) 460 118 345 193 33 63 0,135 0,174
Trypton (1) 304 112 492 205 84 60 0,209 0,163
Trypton (2) 244 116 340 278 24 67 0,181 0,192
BSA 62 35 589 374 123 37 0,277 0,147
Kontrolle n.b. 13 n.b. -19 n.b. -8 n.b. 0,027
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2.4.7 Einfluss von Elektronenakzeptoren, Reduktionsmittel, 2-Bromoethansulfonat

und H,

Die Zugabe von Nitrat (5 mM), elementarem Schwefel (0,1%), Thiosulfat (8§ mM),
Fumarat (8 mM), Eisen(IIl)-Chlorid (8§ mM) und Eisen(IIl)-Citrat (§ mM), sowie die
Kontrolle letzterer mit Citrat (8 mM), filhrte zu geringeren RC-III-Zielmolekiilzahlen
(Tabelle 7). Im Vergleich zu Referenzkulturen, die nur mit 0,1% Hefeextrakt inkubiert
wurden, betrug der relative Anteil weniger als 52%. Die Zugabe von Nitrat fiihrte nach 2
und 4 Wochen zur Bildung von 3 bzw. 4 mM Nitrit. Die RC-III-Zielmolekiilzahlen
nahmen zwar mit steigender Sulfatkonzentration (3, 5 und 8 mM) zu, erreichten aber nur
einen relativen Anteil von 79%. Die Sulfat wurde nicht verbraucht. Die Inkubation mit
Ferrihydrit (10 mM), 9,10-Anthraquinone-2,6-Disulfonat (=AQDS, 2 mM), sowie mit
einem Gemisch beider Elektronenakzeptoren (je 0,5 mM) hatte nahezu keinen Einfluss auf
RC-III-Archaea. Unter oxischen Bedingungen (O,-Gasatmosphére) waren keine RC-III-
Zielmolekiile nachweisbar.

Um das Medium zu reduzieren, wurde eine 1,5 mM Na,S-Losung verwendet. Wurde diese
gegen alternative Reduktionsmittel wie Titan(III)-Citrat (1 mM), Cystein-HCI (0,1%) und
Ascorbat (0,2%) ausgetauscht, nahmen die RC-III-Zielmolekiilzahlen nicht zu (Tabelle 4).
Die Inkubation der Anreicherungskultur ohne Reduktionsmittel fiihrte jedoch zu
vergleichbaren RC-III-Zielmolekiilzahlen wie nach Na,S-Zugabe. Der Farbumschlag des
Redoxindikators Resazurin (blau — farblos) zeigte eine Reduktion des Mediums innerhalb
weniger Tage an.

Um die Methanogenese zu hemmen, wurde 1 mM 2-Bromoethansulfonat (= BES)
hinzugefiigt und fiir 2 und 4 Wochen inkubiert (Tabelle 7). Diese Anreicherungskulturen
produzierten, wie erwartet, nur wenig Methan (< 0,04 pmol ml™) und zeigten einen sehr
geringen Anstieg der 16S rDNA-Zielmolekiilzahlen der Archaea. Die RC-11I-Zielmolekiile
nahmen ebenfalls nicht zu. Um einen mdglichen syntrophen Einfluss der Methanogenese
als Elektronenakzeptor ausschlieBen zu konnen, wurde die Anreicherungskultur LL25°C
mit einer 100% H,-Gasphase inkubiert. Die RC-III-Zielmolekiilzahlen zeigten nach der
Inkubation der Anreicherungskultur LL25°C mit und ohne Schiitteln vergleichbare Werte
wie die Referenzkultur mit einer N,-Gasphase. In Tabelle 4 ist der Mittelwert der

geschiittelten und stehend inkubierten Kulturen dargestellt.
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Tabelle 7: Einfluss verschiedener Elektronenakzeptoren, Reduktionsmittel, 2-Bromoethansulfonat (BES) und

H, auf das Wachstum von RC-III, Archaea und Bacteria nach 2 und 4 Wochen (w) Inkubation der
Anreicherungskultur LL25°C. Die Werte geben die relative Zunahme der 16S rDNA-Zielmolekiile (in %) im

Vergleich zu Referenzkulturen (nur 0,1% Hefeextrakt) an. Das Zellwachstum wurde durch die Extinktion

(AODggo nm) bestimmt. AQDS = 9,10-Anthraquinone-2,6-Disulfonat, Red. = Reduktionsmittel, * = 6 Wochen

inkubiert, n.d = nicht detektierbar, n.b. = nicht bestimmt.

RC-III [%] Archaea [%] Bacteria [%] AODgg0 nm
2w 4w 2w 4w 2w 4w 2w 4w
Nitrat 13 -6 90 17 198 67 0,258 0,059
s° 10 30 116 22 261 135 0,256 0,236
Sulfat 25-73 73-79 18-118  69-121 87-111 76-81 0,122- 0,101-
0,145 0,121
Thiosulfat 2 15 105 16 362 200 0,233 0,254
Fumarat 2 52 132 22 444 29 0,185 0,166
AQDS 133 114 748 512 572 229 0,297 0,323
Fe(IIT)Clorid 27 42 127 978 149 56 n.b. n.b.
Fe(II)-Citrat 24 15 185 112 401 136 0,986 0,980
(Citrat) (57) (34) (66) (90) (139) (86) (0,3) (0,415)
Ferrihydrit 130 49 82 165 84 52 0,445 0,689
AQDS+Ferrihydrit 122 69 81 84 72 54 0,254 0,285
0, n.d. n.b. -19 n.b. 51 n.b. 0,331 n.b.
Titan(II)-Citrat 8 17 195 589 176 100 0,551 0,519
Cystein-HCl -1 1 115 35 85 32 0,165 0,071
Ascorbat 2 5 169 240 440 251 0,88 0,947
Ohne Red. 98 110 1307 177 1100 177 0,255 0,285
BES -1 -6 9 12 169 62 0,124 0,083
H, 110 78* 579 439%* 63 20% 0,157 0,144*
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2.4.8 Hemmung mit Antibiotika

Um das Wachstum der Bacteria zu hemmen und den relativen Anteil der Archaea in der
Anreicherungskultur LL25°C zu erhéhen, wurden verschiedene Antibiotika (50 pg ml™),
welche die Zellwandsynthese, Proteinbiosynthese und die DNA abhédngige RNA-
Polymerase inhibieren, zum Medium mit 0,1% Hefeextrakt zugegeben. Nach 2 Wochen
Inkubationszeit wurden die Zielmolekiilzahlen von RC-III, Archaea und Bacteria, sowie
die Extinktion der Kulturen bestimmt. Im Vergleich zu unbehandelten Referenzkulturen
(entsprechen 100%) wurde die Zielmolekiilzahl von RC-III, sowie aller Archaea mit
Ampicillin und Streptomycin gering beeinflusst (Tabelle 8). Die Zielmolekiilzahlen der
Bacteria wurden hingegen gehemmt (85 bzw. 87%). Nach der Zugabe von Kanamycin war
die Zielmolekiilzahl von RC-III nur 9% geringer, jedoch wurden die Bacteria auch nur zu
19% gehemmt. Die Inkubation mit Bacitracin, Vancomycin, Gentamycin,
Chloramphenicol, Tetracyclin und Rifampicin fiihrte zu weniger als 50% der RC-III-

Zielmolekiile.

Tabelle 8: Hemmung von RC-III, Archaea und Bacteria mit verschiedenen Antibiotika (50 ug ml™) nach 2
Wochen Inkubation der Anreicherungskultur LL25°C. Die Werte geben den relativen Anteil der 16S rDNA-
Zielmolekiile (in %) im Vergleich zu Referenzkulturen (ohne Antibiotikum) an. Das Zellwachstum wurde

durch die Extinktion (AODgg 1) bestimmt. RNA-Pol. = DNA abhéngige RNA-Polymerase.

Ziel Zellwandsynthese Proteinbiosynthese RNA
Pol.
- 8 =
g £ 5 8 = g g ' g
= S > S
s ¢ fE|lg £ &z g £ |-¢=
o = 8 s g = s 8 g
g g 2 = g 5 g & | £
< m § &) Eo [ M & &~
@)
RC-III [%] 86 8 11 13 4 18 91 65 42
Archaea [%) 164 26 93 61 2 13 68 24 103
Bacteria [%] 15 75 2 29 64 7 81 13 85
AODg00 nm 0,083 0,139 0,073 | 0,103 0,078 0,103 0,169 0,115 | 0,133
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Die Anreicherungskultur LL25°C wurde mit 0,1% Pepton zusammen mit Ampicillin,
Kanamycin oder Streptomycin (50 ug ml™) 2 Wochen inkubiert und zweimal transferiert.
Hierbei nahmen die RC-III-Zielmolekiilzahlen im Vergleich mit Kulturen ohne
Antibiotikum nur in den Inkubationen mit Kanamycin (54 bis 167%) zu und erreichten
durchschnittlich 5,4 x 10° Zielmolekiile mI" Kultur. Die Zielmolekiilzahlen aller Archaea
betrugen in den drei folgenden Transfers 130 bis 161% (durchschnittlich 7,1 x 10°
Zielmolekiile mI™). Dagegen nahmen die Zielmolekiilzahlen der Bacteria auf 37 bis 64%
ab (durchschnittlich 2,8 x 10* Zielmolekiile ml™). Dies entspricht einem Anteil von RC-III-
Zielmolekiilen von 2% an der Gesamtmolekiilzahl. Im Vergleich dazu betrugen die RC-III-

Zielmolekiile in den Kulturen ohne Antibiotikum (mit Pepton) durchschnittlich 1%.

2.5 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Anreicherung von RC-III Archaea durch die Inkubation mit 0,1% Pepton (mit und
ohne 50 pg ml” Kanamycin) fiihrte zum erfolgreichen Nachweis dieser Mikroorganismen
mit Hilfe von Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) (Abbildung 9A). In mit
Hefeextrakt inkubierten Kulturen war ein eindeutiges Signal mit einer RC-III spezischen
Oligonukletidsonde auf Grund der geringen Zellzahl nicht moglich. Die Spezifitdt dieser
Sonde wurde mit Hilfe von Methanococcus maripaludis und Methanoplanus
endosymbiosus, die 2 Fehlpaarungen in der 16S rRNA-Binderegion der
Oligonukletidsonde aufweisen, bestitigt. Abbildung 9 zeigt ein repréisentatives Bild der
RC-III-Archaea in der Anreicherungskultur LL25°C, die mit Pepton und Kanamycin
inkubiert wurde. Die RC-IlI-Archaea zeigten eine kokkoide Zellform und wurden
hauptsdchlich innerhalb von Zellaggregaten gefunden. Das Fluoreszenzsignal der RC-III
spezifischen Sonde (Abbildung 9A I) wurde durch das Signal Archaea spezifischer
Sonden (Abbildung 9A II) bestétigt. RC-III-Zellen waren zwar nur selten aullerhalb von
Zellaggregaten zu sehen, konnten dann aber eindeutig dem DAPI-Signal (Fiarbung der
gesamten DNA) und Zellen im Phasenkontrast zugeordnet werden. Weiterhin wurde die
Spezifitit des RC-III spezifischen Signals, dadurch bestitigt, dass Bacteria spezifische
Sonden nicht an die RNA der RC-III-Archaea hybridisierten (Abbildung 9B I und II).
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Abbildung 9: Fluoreszens in situ Hybridisierung der Anreicherungskultur LL25°C (inkubiert mit 0,1%
Pepton und 50 ug ml"' Kanamycin) mit einer Cy3-markierten RC-III spezifischen Oligonucleotidsonde (I)
und Fluorescein-markierten Oligonucleotidsonden (II) spezifisch fiir Archaea (A) bzw. Bacteria (B), sowie
DAPI-Féarbung der Gesamt-DNA (III) und Phasenkontrastbild (IV) des gleichen Ausschnittes. Der Balken

entspricht einer Grofle von 10 um.
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3. Analyse von Rice Cluster I-Archaea in Anreicherungskultur

Die initiale Anreicherung von Rice Cluster I (RC-I1)-Archaea wurde von Dr. Kuk-Jeong
Chin durchgefiihrt. Dafiir wurde Reisfeldboden anoxisch bei 50°C fiir 3 Wochen
vorinkubiert und diente anschlieBend zum Beimpfen des Mineralmediums (Lueders et al.,
2001). Die erhaltene Anreicherungskultur MRES50 (methanogenic rice field soil enrichment
at 50°C) enthielt eine mikrobielle Gemeinschaft aus verschiedenen Bacteria und
methanogenen Archaea (RC-1, Methanomicrobiaceae). Zu Beginn dieser Arbeit wurde die
Abundanz von RC-I innerhalb der Archaea mittel Hilfe der T-RFLP und vergleichender
Sequenzanalyse in Zusammenarbeit mit Christoph Erkel iiberpriift. Die T-RFLP-Muster
zeigten nur ein Fragment von 392 bp Lénge, welches charakteristisch fiir RC-I ist.

Weiterhin gruppierten alle 32 untersuchten Klonsequenzen innerhalb des RC-1.

3.1 Wachstumsbedingungen der Rice Cluster I-Archaea
3.1.1 Wachstum mit verschiedenen Substraten

Die Anreicherungskultur MRES5S0 wurde unter verschiedenen Substratbedingungen bei
50°C inkubiert und die Methanproduktion verfolgt (Abbildung 10A). Die Inkubation mit
0,01% Hefeextrakt und H,/CO,-Gasphase fiihrte zu einer sofortigen Bildung von Methan
(17 pmol ml™ Kultur). Die Inkubationen mit 2 und 10 mM Acetat (mit Ho/CO5) zeigten
eine lag-Phase von 4 bzw. 2 Tagen und erreichten geringere Methankonzentrationen von
15 und 14 pmol pro ml Kultur. Die Acetatkonzentrationen nahmen wihrend der Inkubation
nicht ab. Wurde die Kultur auf Medium mit 2 und 20 mM Acetat oder mit 1 und 10 mM
Propionat (N,/CO,-Gasphase) liberimpft, konnte keine Bildung von Methan nachgewiesen
werden und die Acetat- und Propionatkonzentrationen blieben konstant (Daten nicht
gezeigt). Die Inkubation von 20 mM Formiat mit einer H,/CO,-Gasphase fiihrte nach 2
Tagen lag-Phase zu einer dhnlichen Methanproduktion wie mit Acetat. Wurde die Kultur
mit einer N,/CO,-Gasphase und 20 mM Formiat inkubiert, zeigte sich eine Bildung von 4
umol CHy4 pro ml Kultur. Die Formiatkonzentrationen nahmen auf 0,09 mM ab. Die Kultur
wurde auBlerdem mit einer H,/CO,-Gasphase ohne Zugabe weiterer Kohlenstoffquellen
(aber mit Vitaminen) inkubiert und weiter transferiert. Die Methanbildung zeigte einen

geringeren Anstieg und begann erst nach einigen Tagen. In Abbildung 10 A ist die
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Methanproduktion nach dem ersten und dritten Transfer der Kultur dargestellt (H,/CO; 1
und III). Nach dem fiinften Transfer konnte keine Methanproduktion mehr nachgewiesen
werden. Die Methanbildung konnte wieder initiiert werden, wenn dem Medium 1,7 mM
Cystein-HCI zugegeben wurde. Der kontinuierliche Transfer auf frisches Medium fiihrte
zu einer stabilen Methanproduktion (Beispiel sieche Abbildung 10A: zwolfter Transfer der
Kultur). Die Analyse der organischen Sduren wéhrend der Inkubation konnte nur geringe
Mengen Acetat (0,8 mM) und Lactat (0,01 mM) zeigen.

In Abbildung 10B sind die amplifizierten PCR-Produkte aus DNA-Extrakten der folgender
Kulturen dargestellt: 0,01% Hefeextrakt + H,/CO,, 2 mM Acetat + H,/CO; und nur
H,/CO;, (Kultur H,/CO, III). Die Amplifikation wurde mit dem RC-I und einem Bacteria
spezifischen Primerpaar bei gleicher Zyklenzahl (30) durchgefiihrt. RC-I-Amplifikate
wurden in allen Kulturen nachgewiesen. Das bakterielle PCR-Produkt war in den H,/CO»-
Inkubationen jedoch wesentlich schwécher, als in den Kulturen mit Hefeextrakt und

Acetat.
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Abbildung 10: FEinfluss verschiedener Substratbedingungen auf die Methanproduktion der
Anreicherungskultur MRES0 bei 50°C (A) und Gelelektrophorese der PCR-Produkte (RC-I und Bacteria)
aus DNA-Extrakten (B) folgender Inkubationen: 1 = H,/CO, und 0,01% Hefeextrakt, 2 = H,/CO, und 2 mM
Acetat, 3 = H,/CO,. P = Positivkontrolle, N = Negativkontrollen. Lange der Amplifikate ist in bp angegeben.
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3.1.2 Temperaturoptimum

Die Anreicherungskultur MRES0 wurde bei verschiedenen Temperaturen inkubiert, um
das Optimum zu bestimmen (Abbildung 11). Bei 50°C dauerte die lag-Phase nur einen
Tag. Die lag-Phase nahm bei niedrigeren Temperaturen zu (Abbildung 11A). Die
Methanproduktionsrate, welche in der exponentiellen Phase der Methanproduktion
bestimmt wurde, nahm mit der Temperatur ab (Abbildung 11B). Bei 55°C wurde kaum
Methan produziert.
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Abbildung 11: Temperaturoptimum der Methanbildung Bildung von Methan (A) und Bestimmung der
Methanproduktionsraten (B) in der Anreicherungskultur MRES0 bei verschiedenen Temperaturen innerhalb

von 15 Tagen Inkubationszeit.

3.1.3 Einfluss des Reduktionsmittels

Das verwendete Medium zur Kultivierung der Anreicherungskultur MRES0 wurde
routinemdfig mit 1,5 mM Natriumsulfid reduziert. Wurden 1 mM Titan(III)-Citrat oder
3,4 mM Cystein-HCI als Reduktionsmittel verwendet (Inkubation bei 50°C), hatte dies nur
einen geringen Einfluss auf die Methanproduktion (Abbildung 12). Die lag-Phase der
Methanproduktion verlidngerte sich gegeniiber der mit Natriumsulfid reduzierten Kultur (1

Tag) nur gering (2 Tage mit Cystein-HCI und 3 Tage mit Titan(II1)-Citrat).
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Abbildung 12: Methanproduktion der Anreicherungskultur MRES0 in Medium mit 0,01% Hefeextrakt bei
50°C, welches mit Natriumsulfid (1,5 mM), Titan(III)-Citrat (1 mM) oder Cystein-HCI (3,4 mM) reduziert

wurde.
3.1.4 Stabile Kohlenstoffisotopenfraktionierung

Weiterhin  wurde die stabile Kohlenstoffisotopenfraktionierung  (*C/**C)  der
Methanogenese untersucht. Dafiir wurden die Kulturen sowohl in NaHCOs- als auch
KHCO;-gepuffertem Medium bei 50°C inkubiert (H,/CO,-Gasphase mit 0,01%
Hefeextrakt oder 1 mM Acetat). Die Fraktionierung von CO, zu CHy zeigte bei einem

hohen Wasserstoffpartialdruck (> 60%) a-Werte von 1,029 bis 1,034.
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3.1.5 Abundanz der Rice Cluster I-Archaea

Um die mikrobielle Zusammensetzung der Anreicherungskultur MRES0 zu
charakterisieren wurde eine 500 ml-Kultur mit 0,01% Hefeextrakt fiir 35 Tage inkubiert
und nach bestimmten Zeitpunkten Proben entnommen. Die gemessene Extinktion (=
AODgoo nm) zeigte ein Wachstum der mikrobiellen Gemeinschaft bis zum neunten Tag
(Abbildung 13A). Die 16S rDNA-Zielmolekiilzahlen der Bacteria stiegen bis Tag 2 stark
an und erst ab Tag 5 dominierten die RC-I-Zielmolekiilzahlen. Ein bereits etablierter Real
Time PCR-Assay (Lueders und Friedrich, 2003) diente zur Kontrolle der Zielmolekiilzahl
der Archaea. Die archaeellen Zielmolekiile stimmten mit den RC-I-Zielmolekiilzahlen
iberein. Bis zum neunten Inkubationstag korrelierte der Anstieg der RC-I-Zielmolekiile
mit der Zunahme der Methankonzentration und dem Verbrauch von Wasserstoff und
Kohlendioxid (Abbildung 13B). Die initiale Methanoproduktion (Tag 1 — 4) betrug 0,6
umol pro ml Kultur. Weiterhin konnte eine geringe Bildung von Acetat (0,57 pmol ml™),
Butyrat (1,09 pmol ml™) und Propionat (0,30 pmol ml"') nachgewiesen werden
(Abbildung 13C). Formiat, Ethanol, Caproat und Valerat wurden nur in sehr geringen
Konzentrationen detektiert (< 0,35 pmol ml™). Formiat wurde verbraucht und konnte ab
Tag 5 nicht mehr detektiert werden. Mit Hilfe des RC-I-spezifischen Real Time-PCR-
Assays, mit dem das Gen der a-Untereinheit der Methyl-Coenzym-M-Reduktase (mcrA)
amplifiziert wird, wurde die mcrAd-Zielmolekiilzahl am zweiten (1,7 x 10° Zielmolekiile
ml™), fiinften (9,6 x 10° Zielmolekiile ml™) und neunten (1,3 x 10" Zielmolekiile ml™)
Inkubationstag bestimmt. Demzufolge betrug das Verhiltnis von 16S rDNA zu mcrA-
Zielmolekiilen 1 zu 4 (Tag 5) bzw. 1 zu 3 (Tag 9).
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Abbildung 13: Wachstum der mikrobiellen Gemeinschaft der Anreicherungskultur MRES0 wéhrend 35
Tagen Inkubationszeit mit einer H,/CO,-Gasphase und 0,01% Hefeextrakt bei 50°C. Zielmolekiilzahlen von
Rice Cluster I, Archaea und Bacteria pro ml Kultur (n = 2 £ SE von parallelen Extraktionen), sowie die

Extinktion (AODgog nm) (A). Hy-, CO,- und CH4-Konzentration (B). Konzentrationen der organischen Sauren
und Alkohole (C).
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3.1.6 Phylogenetische Diversitiit der Bacteria

Um einen Eindruck iiber die Diversitit und die zeitliche Verdnderung der bakteriellen
Population in der Anreicherungskultur MRES0 zu erhalten, wurde die T-RFLP-Methode
angewandt (Abbildung 14). Die Diversitit der Bacteria nahm mit der Zeit ab. Anhand der
vorhandenen Klonbibliothek (Erkel et al., in revision) konnten einige T-RFs den
entsprechenden phylogenetischen Gruppen zugeordnet werden. Das 300 bp-T-RF einer
unkultivierten  Clostridien-Linie = war dominant. Weitere Klonsequenzen, die
phylogenetisch mit kultivierten Clostridien verwandte waren, zeigten ein T-RF von 80 bp
und waren nach 2 Tagen mit geringer Signalintensitit detektierbar. T-RFs mit einer
Fragmentldange von 138 und 178bp, gehdrten zu einer Thermoterrabacterium-verwandten
Gruppe von Umweltsequenzen. Der 138 bp-Peak war nur mit sehr geringer Signalintensitét
in allen Proben nachweisbar, hingegen nahm der Peak des 178 bp T-RFs mit der Zeit zu.
T-RFs mit einer Lange von 129 bp (Moorella- verwandte Sequenzen) und 210 bp (Geleria-
verwandte Sequenzen) wurden nur mit sehr geringem relativen Anteil gefunden. Weiterhin
wurden zu den verschiedenen Zeitpunkten abundante T-RFs mit 306, 388, 441 und 452 bp
Fragmentldnge detektiert, deren phylogenetische Zuordnung jedoch noch unbekannt ist.
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Abbildung 14: Struktur der Bacteria in der Anreicherungskultur MRES0 nach verschiedenen
Inkubationszeiten (T-RFLP-Muster nach Restriktion der 16S rDNA-Amplifikate mit Mspl). Die Léngen der
T-RFs sind mit Pfeilen beschriftet, wobei die T-RFs mit bekannter phylogenetischer Zuordnung in blau und

T-RFs mit unbekannter Zuordnung in rot dargestellt sind.

3.2 Weitere Anreicherung der Rice Cluster I-4Archaea

3.2.1 Isolierung mit Hilfe von ,,roll tubes*

Die Vereinzelung der RC-I-Archaea ist in vorangegangen Experimenten von Dr. Kuk-
Jeong Chin durch Verdiinnung in festem Medium noch nicht gegliickt. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die Anreicherungskulturen auf Medium mit und ohne 0,01% Hefeextrakt
bei 50°C vorinkubiert und anschlieend in sogenannten ,,roll tubes* verdiinnt. Dazu wurde
dem Medium der Gelator Gelrite (0,8%) zugefiigt. Die Verdiinnung der Vorkulturen
erfolgte ebenfalls mit bzw. ohne Hefeextrakt. Die Rohrchen wurden kurz nach dem
Beimpfen auf Eis gerollt, um das Medium abzukiihlen und eine groB3e Oberfliche zur
Diffusion von Hy/CO; zu gewihrleisten. Die Inkubation dieser Verdiinnungsreihen erfolgte
bei 50°C. Die Methanproduktion in den ,,roll tubes* wurde vor dem Picken der Kolonien
kontrolliert. In den Verdiinnungsreihen, die nur mit H,/CO,-Gasphase gewachsen waren
(Vorkultur ohne Hefeextrakt), dauerte die Koloniebildung wesentlich lianger (ca. 4
Wochen), jedoch wurden 5 — 6 pmol Methan pro ml Kultur nachgewiesen. Die sehr kleinen
und fast durchsichtigen Kolonien wurden auf Fliissigmedium (mit Hefeextrakt) iiberimpft.
In 3 von 20 Kulturen wurden nach 7 Wochen Inkubationszeit 24-28 pmol Methan ml’

gemessen, worauf diese Kulturen weiterhin iiberimpft wurden (mit Hefeextrakt).

3.2.2 Mikrobielle Diversitit der Kulturen MRES0-1, MRES0-5 und MRES0-6

Die isolierten Kulturen (MRES50-1, MRES50-5 und MRES50-6) wurden molekularbiologisch
kontrolliert. Die PCR-vermittelte Amplifikation der 16S rRNA Gene von RC-I und von
den Bacteria fiihrte in beiden Féllen zu einem positiven Signal, was eine Kontamination
der Kulturen mit Bacteria zeigt. Die T-RFLP-Analyse der bakteriellen Amplifikate zeigten
jedoch im Vergleich zur Anreicherungskultur MRES0 (sieche Abbildung 14) eine
Verringerung der Diversitdt (Abbildung 15). Die T-RFLP-Muster der drei Kulturen zeigten

die gleichen T-RFs mit dhnlichen Abundanzen. Die zwei dominanten T-RFs hatten eine
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Lange von 441 und 452 bp. Die phylogenetische Zuordnung der detektierten T-RFs ist

bisher noch unbekannt.
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Abbildung 15: Struktur der Bacteria in den isolierten Kulturen MRE-1, MRE-5 und MRE-6 nach 11 Tagen
Inkubationszeit (T-RFLP-Muster nach Restriktion der 16S rDNA-Amplifikate mit Mspl). Die Langen der

einzelnen T-RFs sind angegeben (Pfeile).

3.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung und Autofluoreszenz der Rice Cluster I-

Archaea

Die Zellform von RC-I wurde bereits mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung der
Anreicherungskultur MRES0 von Christoph Erkel und Dr. Svetlana Dedysh nachgewiesen
(Abbildung 16A). Fixierte RC-I-Zellen, die mit Archaea spezifischen Sonden
hybridisierten, waren als Stdbchen von bis zu 5 um Lange und 1 pm Breite zu finden und
enthielten intrazelluldr stirker gefdrbte Regionen. Aber auch die Bacteria waren meist
staichenformig (Abbildung 16B). Da Methanogene den Cofaktor F4y besitzen und dieser
eine Autofluoreszenz der Zellen bewirkt, konnten RC-I-Zellen in den Kulturen MRE50-1,
MRES0-5 und MRES0-6 identifiziert werden. Abbildung 17 zeigt ein reprisentatives Bild
der Kultur MRES50-5.
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Abbildung 16: Fluoreszenz in situ Hybridisierung der Anreicherungskultur MRES50 mit Cy3-markierten
Archaea spezifischen Oligonucleotidsonden (I) und einer Fluoreszein-markierten Bacteria spezifischen
Oligonucleotidsonde (II), sowie DAPI-Fiarbung der Gesamt-DNA (III) und Phasenkontrastbild (IV) des

gleichen Ausschnittes. Der Balken entspricht einer Grofe von 10 um.

11

10 um

7/

Abbildung 17: Autofluoreszenzbild (I) und Phasenkontratsbild (IT) des gleichen Ausschnittes von RC-I-
Zellen der Kultur MRES0-5. Der Balken entspricht einer Gréfie von 10 um.
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4. Untersuchung der Archaea im Tiefenprofil eines Walbodens

4.1 Analyse verschiedener Bodenparameter

Der Boden des Marburger Waldes ist ein Braunerdeboden unter einem Laubmischwald
(iberwiegend Fagus Sylvatica mit Querbus robur) auf Cabonat-haltigem Gestein. Das
Ausgangsgestein war Bundsandstein und die Bodenart wurde bereits als lehmiger Sand
bestimmt (Henkel et al., 2000). Der organische Oberboden A, der untersuchten
Bodenkerne war 6 cm tief. Der mineralische Unterboden B, wurde bis in eine Tiefe von 21
cm untersucht. Fiir die Analyse des Tiefenprofils wurde der Boden in 3 cm dicke Schichten
unterteil.

Das Tiefenprofil des Waldbodens wurde auf einige biogeochemische Parameter untersucht.
Der pH-Wert der verschiedenen Schichten wurde in Bodenaufschlaimmungen (1:1 [m/vol])
bestimmt und nahm nur gering von pH 3,8 bis auf pH 4,4 mit der Tiefe zu. Der
gravimetrische Wassergehalt verringerte sich mit der Tiefe von 66 auf 26%. Der Anteil an
Kohlenstoff an der Trockenmasse des Bodens nahm mit der Tiefe von 35 auf 3% ab
(Abbildung 18). Der Stickstoffanteil betrug nur 1,5 bis 0,3%. Das C/N-Verhiltnis

verdnderte sich jedoch nur gering im Tiefenprofil.

0-3cm 25:1
3-6 28:1
6-9 31:1
5 9-12 30:1
Ry
o
F 12415 :- N 27:1
15-18 27:1
18 -21 27:1
T T T T T T T
10 20 30 40
Anteil [%]

Abbildung 18: Kohlenstoff- und Stickstoffanteile, sowie das berechnete C/N-Verhéltnis im Tiefenprofil des
Marburger Waldbodens. (n=3 + SE)

Der hohere Stickstoffanteil des A-Horizontes war mit hoheren Nitrat- und

Ammoniumkonzentrationen korreliert (Tabelle 9). Die Sulfat- und Chloridkonzentrationen
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nahmen mit der Tiefe nur gering ab. Die Eisen(Ill)-Konzentration war in allen Schichten

hoher als die von Eisen(II).

Tabelle 9: Konzentrationen von Nitrat, Sulfat, Chlorid, Ammonium, FEisen(I) und Eisen(Ill) in

verschiedenen Tiefen des Marburger Waldbodens im Juli 2002. (n=3 + SE)

Tiefe Nitrat Sulfat Chlorid N-NH," Fe(II) Fe(III)
[cm] [umol g TG'] [umolg TG'] [umolg TG'] [pgNgTG'] [umolgTG'] [umolgTG"]
0-3 958 £ 128 254 £32 1452 £ 106 109+ 0,6 13£0,5 27+1,7
3-6 107+ 2 157+ 2 918 + 170 0,7+ 0,1 16 +0,8 51+ 14
6-9 5+£ 1 94+ 5 964 + 202 0,3+ 0,1 16 £0,7 63+0,1
9-12 2+ 0,5 79+ 3 467 + 35 04+ 0,2 16+0,7 57+ 13
12-15 2+ 0,6 48+ 7 830 + 489 0,4 + 0,04 13+1,8 52+ 4
15-18 2+ 0,4 74+ 9 353+ 104 0,3 + 0,04 12+0,2 53+0,2
18-21 1+ 0,2 71+ 8 656 + 153 0,3 +0,02 1104 55+ 2

Weiterhin konnten nur geringe Konzentrationen organischer Sduren detektiert werden

11aun . D0 wurden nur -J Cm) un -0 Cm mo uccinat ~1m A-
(Abbildung 19). So wurd 38 (0-3 cm) und 3 (3-6 cm) pmol Succinat ¢ TG im A

Horizont bestimmt. Formiat und Isobutyrat waren in allen Tiefen mit 111 - 275 pmol g

TG™, bzw. 120 - 34 pmol g TG™' nachweisbar.

Tiefe [cm]

3-6 I Succinat
[ Isobutyrat
6-9 [ Formiat
——
12-15
| ———1
15-18 P
—
18-21 P
| b
100 200 300

organische Sauren [pmol g TG'1]

Abbildung 19: Konzentration der organischen Séuren im Tiefenprofil des Marburger Waldbodens. (n=3 =+

SE).
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4.2 Abundanz der Archaea

Mit Hilfe des neu etablierten Real Time-PCR-Assays (Primer A364aF / A934b) wurde in
der vorliegenden Arbeit die Abundanz der 16S rRNA Genkopien (=16S rDNA-
Zielmolekiile) der Archaea von DNA-Extrakten der Bodenproben des Marburger
Waldbodens (in Zusammenarbeit mit Steffen Kolb) analysiert und mit der 16S rDNA-
Zielmolekiilzahl der Bacteria verglichen. Die archaeellen Zielmolekiile betrugen 2,1 bis
7,9 x 107 Zielmolekiile g TG und zeigten keine groBe Varianz (Abbildung 20A). Die
Bacteria wurden bis zu einer Tiefe von 9 cm mit 2,5 bis 3,4 x 10® Zielmolekiile g TG
nachgewiesen und nahmen in den tieferen Bodenschichten ab (3,3 bis 5,2 x 10’
Zielmolekiile g TG™'). Die relativen Anteile der archaeellen Zielmolekiile an der
Gesamtzielmolekiilzahl (Summe bakterieller und archaeeller Zielmolekiile) nahm mit der
Tiefe zu (Abbildung 20B). Im A-Horizont wurden die archaeellen Zielmolekiile mit einem
relativen Anteil von maximal 14% bestimmt. In den tieferen Bodenschichten (6 — 18 cm)
nahm der Anteil bis auf durchschnittlich 36% zu. Nur in der tiefsten Schicht betrugen die

archaeellen Zielmolekiile 64%.

69 P — 5_- \o
R P 10- \

12-15 = . 1 Archaea ' ./

I Bacteria 15. I

18-21 ﬁh 201 o

10 10° 10° 10 20 30 40 50 60

Tiefe [cm]

Zielmolekulzahl g TG™ Anteil der Archaea [%]
Abbildung 20: Abundanz der Archaea und Bacteria im Tiefenprofil des Marburger Waldbodens. x-Achse:

Tiefe, y-Achse: 16S rDNA Zielmolekiilzahlen pro g Trockengewicht (A) bzw. relativer Anteil der

archaeellen Zielmolekiilzahlen im Verhéltnis zu den berechneten Gesamt-Zielmolekiilzahlen (B).
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4.3 Phylogenetische Diverstitiit der Archaea

Die Diversitit der Archaea wurde mit Hilfe der T-RFLP- und vergleichender Sequenz-
Analyse im Tiefenprofil untersucht. Die Amplifikation erfolgte mit dem fiir die Real Time-
PCR-Messungen verwendetem Primerpaar A364aF / A934b, wobei der reverse Primer mit
dem Fluoreszenzfarbstoff FAM markiert wurde. In den verschiedenen Bodenschichten
wurden vier verschiedene T-RFs von 83, 185, 447 und 218 bp Linge detektiert (Tabelle
10). Das Fragment von 185 bp war im gesamten Bodenprofil mit 74 bis 88% dominant.
Die relativen Haufigkeiten der T-RFs mit 83 bp und 447 bp Liange wurden ebenfalls in
allen Bodenschichten nachgewiesen, betrugen aber hingegen nur maximal 9 bzw. 15%. Ein
T-RF von 218 bp Lénge wurde nur in einer Tiefe von 15 bis 21 cm mit 8% relativen Anteil
detektiert. Der relative Anteil der Crenarchaeota (phylogenetische Zuordnung siehe
Abbildung 22), der aus der Summe der relativen Haufigkeiten der 83 bp und 185 bp T-RFs
berechnet wurde, betrug durchschnittlich 88%.

Tabelle 10: Relative Haufigkeiten der terminalen Restriktionsfragmente (T-RF in bp Lénge) der Archaea in
verschiedenen Tiefen des Marburger Waldbodens (FAM-Markierung des reverse Primers). Die relativen
Haufigkeiten der Crenarchaeota (= Cren) wurden aus der Summe der zugehorigen T-RFs (83 und 185 bp)

bestimmt. n = 3 + SE von parallelen Extraktionen. n.d. = nicht detektiert

Tiefe [cm] 83 bp 185 bp 218 bp 447 bp Cren
0-3 54+1,6 88,5+2,5 n.d. 6,2+0,9 93,9
3-6 83+1,7 82,8+ 1,7 n.d. 8,9+0,9 91,1
6-9 9,4+0,8 86,4+0,7 n.d. 42+0,5 95,8
9-12 2,6+£0,6 82,9+0,7 n.d. 14,5£1,2 85,5

12-15 1,5+1,1 85,8 +0,7 n.d. 12,6 +1,1 87,4
15-18 1,4+0,3 843 +0,7 8,1+0,3 6,2+0,7 85,7
18-21 1,5+0,2 74,1 £0,6 8,1+0,6 16,3+ 1,0 75,6

Die Zuordnung der T-RFs zu phylogenetischen Gruppen erfolgte durch die
Sequenzanalyse von Klonen, die aus dem DNA-Extrakt der Bodenschicht 3-6 cm

stammen. Es wurden zwei 16S rDNA-Klonbibliotheken erstellt. Zum einen wurde das
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Amplikon, welches mit dem Primerpaar A364aF / A934b amplifiziert wurde, kloniert
(Klone A364-2 bis 24). Um eine groBlere Sequenzinformation der unkultivierten Archaea
zu erhalten (754 bp), wurde eine weitere Klonbibliothek von einem PCR-Produkt des
gleichen DNA-Extraktes erstellt (Klone A109-1 bis 38). Dafiir wurde das Primerpaar
A109b/A934f (GroBkopf et al., 1998a) verwendet.

Die Abbildungen 22 und 23 zeigen die phylogenetische Verwandtschaft der
Klonsequenzen innerhalb der Cren- und Euryarchaeota. Von 23 Klonsequenzen der
Klonbibliothek A364 gruppierten 19 innerhalb der Crenarchaeota (Abbildung 21). Davon
gehorten 16 Sequenzen zu dem bereits von Jurgens (DeLong, 1998) beschriebene Linie
,»Group 1.1c¢*“. 10 der Klone besallen ein terminales Restriktionsfragment von 185 bp
Lange und waren ndher miteinander verwandt, als mit 6 weiteren Klonen, die ein T-RF von
83 bp aufwiesen. Drei der in dieser Arbeit gefundenen Crenarchaeota-Sequenzen (A364)
mit einem 185 bp T-RF fielen in das Cluster 1.1b (DeLong, 1998). Ein GroBteil der
verwandten Umweltsequenzen wurde in Boden detektiert, aber auch im SiiBwasser und im
Termitendarm konnte man Sequenzen dieser Gruppe nachweisen. Die vier
Klonesequenzen der Euryarchaeota waren mit den Thermoplasmatales (TR-F von 447 bp)
verwandt (Abbildung 22).

Nur 14 der 37 Klonsequenzen der Klonbibliothek A109 gehorten zu den Crenarchaeota-
Linien Group 1.1b (3 Klone) und 1.1¢ (11 Klone) und zeigten ein T-RF von 185 bp Linge.
Diese Sequenzen waren nah verwandt mit den Klonsequenzen A364. Nur der Klon A109-
33 gehorte zu einer kleinen Gruppe von Sequenzen die nah mit der Linie ,,Group 1.1c*
verwandt war und bisher nur in Waldbdoden nachgewiesen wurde. Thermoplasmatales
verwandte Sequenzen (Euryarchaeota) wurden in der Klonbibliothek A109 nicht
gefunden. Die restlichen Klonsequenzen dhnelten laut der NCBI-Datenbank bakteriellen

Sequenzen.
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A109-34 (185 bp), Waldboden
— PUS4-16, AY278104, Boden
H GRU16, AY278083, SiiRwasser
P1-Ar-11, AF293509, Termitendarm
- A109-12 (185 bp), Waldboden
A109-18 (185 bp), Waldboden
S2-486, AY278099, Waldboden
H— DAR3, AY278077, mikrobielle Matte
MAL7, AY278078, mikrobielle Matte
- SAGMA-P, AB050221, Tiefenwasser
- TRC23-30, AF227642, Pflanzenwurzel
SCA1145, U62811, Boden
— DOV2, AY278097, Boden
A364-08 (185 bp), Waldboden
A364-21 (185 bp), Waldboden
A364-22 (185 bp), Waldboden
— SUPA1, AF512957, Graslandboden
ROB110, AY278069, Graslandboden
SCA1175, U62819, Boden
PM4, AJ608162, gefluteter Boden
ST1-23, AJ236474, Reisfeldboden
SUPAB, AF512962, Graslandboden
TRC23-10, AF227640, Pflanzenwurzel
pGrfA4, U59968, SiiRwassersedimemt
Pus4-18, AY278105, Boden
SCA1158, U62815, Boden
ROB1A11, AY278070, Graslandboden
S2473, AY278098, Graslandboden
SCA1154, U62814, Boden
DOV1, AY278096, Boden
ROB1A5, AY280840, Graslandboden

FESA2, Y08985, Waldboden
'_— FFSB6, X96693, Waldboden
A109-33 (185 bp), Waldboden

— P4b-Ar-9, AF293506, Termitendarm
— HL10, AJ608200, Boden
SCA1150, U62812, Boden

— 14

Group 1.1a

A364-09 (185 bp), Waldboden
A364-19 (185 bp), Waldboden
A109-04 (185 bp), Waldboden
FFSC3, AJ006921, Waldboden
FSBHO324, AJ419924, Waldboden
A109-11 (185 bp), Waldboden
A109-31 (185 bp), Waldboden
A364-14 (185 bp), Waldboden
A364-23 (185 bp), Waldboden

A364-06 (185 bp), Waldboden
A109-16 (185 bp), Waldboden

A364-07 (185 bp), Waldboden
A364-15 (185 bp), Waldboden
FFSB4, X96691, Waldboden
SUPA8, AF512964, Graslandboden

A109-38 (185 bp), Waldboden
A109-05 (185 bp), Waldboden
A109-07 (185 bp), Waldboden
A109-10 (185 bp), Waldboden
A364-04 (185 bp), Waldboden
A364-05 (185 bp), Waldboden
S2-487, AY278100, Waldboden
GRU11, AY278095, Siiwasser
FFSC2, AJ006920, Waldboden
FFSB1, X96688, Waldboden
A109-24 (185 bp), Waldboden
A109-25 (185 bp), Waldboden
A364-03 (185 bp), Waldboden

PSSBEM10-6, AJ419926, Waldboden

A364-10, 11, 13, 16, 17, 20 (83 bp), Waldboden

PSPIMMO06-1, AJ419919, Waldboden
FFSB-10, X96695, Waldboden
SUPA11, AF512967, Graslandboden

Group 1.3

pSL4, U63341, heilke Quelle

SL78, U63344, heille Quelle

p
pJP41, L25301, heilRe Quelle

18
Metanopyrus kandleri, M59932

kultivierte Crenarchaeota

Group 1.1b

Group 1.1c

Abbildung 21: Stammbaum, der die phylogenetische Verwandtschaft basierend auf 16S rDNA

Sequenzanalyse von Klonsequenzen des Marburger Waldbodens (A109-Klone: amplifiziert mit den

Primerkombination A109f / A934b, in rot markiert; A364-Klone: amplifiziert mit den Primerkombination

A364aF / A934b, in blau markiert), weiteren Umweltsequenzen und Sequenzen kultivierter Crenarchaeota

darstellt. Die zugehorigen terminalen Restriktionsfragmente (in bp) sind in der Klammer angegeben.

Methanopyrus kandleri wurde als AuBengruppe (Euryarchaeota) mit in die Stammbaumberechnung

einbezogen. Der Mafstab gibt 10% Sequenzunterschied an.
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Methanococcoides burtonii, X65537
Methanolobus bombayensis, U20148
Methanosarcina mazeii, AF028691

Methanohalobium evestigatus, U20149 Methanosarcinales
Methanosaeta soehngenii, X51423
Methanosaeta concilii, X16932
Methanosaeta thermoacetophila, M59141
Methanomicrobium mobile, M59142
Methanoplanus limicola, M59143 Methanomicrobiales
Methanoculleus marisnigri, AF028693
———————— Methanospirillum hungatei, M60880 =
Halobacterium salinarium, AJ002947 3
L Natronobacterium bangense, Y14028 Halobacteriales
————— Halobacterium salinarum, X92978
A364-12 (447 bp), Waldboden
A364-18 (447 bp), Waldboden
A364-24 (447 bp), Waldboden
ARCP1-30, AF523939, Feuchtgebiet unkultivierte
A364-02 (447 bp), Waldboden
HTA-H9, AF418940, SiiBwasserspeicherbecken
WCHD3-16, AF050618, Grundwasser |

Picrophilus oshimae, X84901
4|_—|—— Ferromonas metallovorans, AJ224936 Thermoplasmatales
Thermoplasma acidophilum, M20822 M38637

Methanosphaera stadtmanae, M59139
ﬂnobacterium bryantii, AF028688 Methanobacteriales
Methanobrevibacter filiformis, U82322
Thermococcus barophilus, U82237
Thermococcus hydrothermalis, Z70244 Thermococcales
Pyrococcus abyssi, L19921 —
Methanopyrus kandleri, M59932

| Methanococcus deltae, U38485

L Methanococcus maripaludis, U38484 Methanococcales
Methanococcus jannaschii, M59126 —
Sulfolobus solfataricus, X90478

0.10

Abbildung 22: Stammbaum, der die phylogenetische Verwandtschaft basierend auf 16S rDNA
Sequenzanalyse von Klonsequenzen des Marburger Waldbodens (A364: amplifiziert mit den
Primerkombination A364aF / A934b, in blau markiert), weiteren Umweltsequenzen und Sequenzen
kultivierter Euryarchaeota darstellt. Die zugehorigen terminalen Restriktionsfragmente (in bp) sind in der
Klammer angegeben. Sulfolobus solfataricus wurde als AuBengruppe (Crenarchaeota) mit in die

Stammbaumberechnung einbezogen. Der Mafistab gibt 10% Sequenzunterschied an.

Da durch die Markierung des reverse-Primers die beiden Linien der Crenarchaeota
(,,Group 1.1b und 1.1¢*) nicht aufgelost werden konnten (Primerkombination A364aF /
A934b), wurde mit Hilfe des in ARB implementierten und erst kiirzlich entwickelten ,,T-
RF cut“-Programmes (Ricke ef al., accepted) nach geeigneten Schnittstellen gesucht.
Dabei zeigte sich in-silico eine Trennung der drei Gruppen mit dem bisher verwendeten
Enzym Taql, wenn der forward-Primer A364aF FAM-markiert wiirde. Die T-RFLP-
Analyse bestitigte die theoretischen T-RFs von 87 bp (Thermoplamatales Verwandte), 157
bp (,,Group 1.1¢*) und 291 bp (,,Group 1.1b%). ,,Group 1.1c* stellte mit 60 bis 91% die
dominante Linie innerhalb der Archaea dar (Tabelle 11). ,,Group 1.1c¢* wurde nur im A-
Horizont mit 33 und 5% nachgewiesen. Der relative Anteil der aller Crenarchaeota
(Summe beider Linien) betrug durchschnittlich 88%. Die relativen Haufigkeiten der T-RFs
Crenarcheota und der Euryarchaeota (Thermoplasmatales verwandte) zeigten

vergleichbare Werte, wenn der forward bzw. der reverse Primer markiert wurden.
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Tabelle 11: Relative Héufigkeiten der terminalen Restriktionsfragmente (T-RF in bp Lange) der Archaea in
verschiedenen Tiefen des Marburger Waldbodens (FAM-Markierung des forward Primers). Die relativen
Haufigkeiten der Crenarchaeota (=Cren) wurden aus der Summe der zugehorigen T-RFs (157 und 291 bp)

bestimmt. n = 3 + SE von parallelen Extraktionen. n.d. = nicht detektiert.

Tiefe [cm] 87 bp 157 bp 291 bp Cren
0-3 7,3+3,5 60,0+ 6,2 32,8+9,6 92,7
3-6 7,7+3,0 86,9 +4,6 53+45 92,3
6-9 93+1,4 90,7+ 1,4 n.d. 90,7
9-12 17,1+3.3 82,9+33 n.d. 82,9

12-15 17,7+5,1 82,3+5,1 n.d. 82,3
15-18 12,6 £2,5 87,4+25 n.d. 87,4
18-21 14,1+1,8 859+1,8 n.d. 85,9

Die Abbildung 23 zeigt noch einmal zusammenfassend ein Beispiele fiir die T-RFLP-
Muster der verschiedenen Amplikons der Tiefe 3 — 6 cm, welche fiir die Erstellung der
Klonbibliotheken verwendet wurde. Auftillig ist die scheinbar hohere Diversitét bei der
Amplifikation mit dem Primerpaar A109f/ A934b im Vergleich zur Amplifikation mit den
Primern A364aF und A934b. Die zusitzlichen T-RFs zeigen vermutlich bakterielle

Sequenzen, die in der Klonbibliothek zahlreich nachgewiesen wurden.
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Lange der terminalen Fragmente [bp]

S0 100 150 200 250 3500 350 400 450 S00 S80 500 G50 700 VS0 800 S50

. 185 bp
Ve
1 83bp 447 bp

L &

A364aF — A934b*

A109f — A934b*

e

Signalintensitat in relativen Einheiten

| 157 bp

8{ bp 291 bp
/

A

A364aF* — A934b

Abbildung 23: T-RFLP-Muster nach Amplifikation aus einem DNA-Extrakt der Bodenschicht 3-6 cm mit
den Primerpaaren A364aF / A934b und A109f / A934b. Der jeweils hervorgehobene Primer (* und fett

dargestellt) war FAM-markiert. Die Sequenzen der phylogenetischen Gruppen zeigten folgende T-RFs:

Crenarchaeota ,,Group 1.1b“ — 185 oder 291 bp; Crenarchaeota ,,Group 1.1c*“ — 83 + 185 oder 157 bp;

Thermoplasmatales verwandte Sequenzen — 447 oder 87 bp.
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IV Diskussion

1. Phiinotypische Charakterisierung der Rice Cluster III-Archaea

Zur Anreicherung der Rice Cluster IlI-Archaea wurde ein anoxisches Mineralmedium
verwendet, da die Umweltsequenzen ausschlielich in gefluteten Boden detektiert wurden
(GroBkopf et al., 1998b; Chin et al., 1999a; Lueders und Friedrich, 2000; Kemnitz et al.,
2004). Die metabolischen Fahigkeiten dieser unkultivierten Mikroorganismen waren
bislang unbekannt. RC-III-Sequenzen wurden innerhalb der Archaea mit einem geringen
relativen Anteil von maximal 10% detektiert (Chin et al., 1999a; Fey et al., 2001; Fey und
Conrad, 2000; Lueders und Friedrich, 2000; Ramakrishnan et al., 2000; Kemnitz et al.,
2004) und deshalb konnten diesen Mikroorganismen keine biochemischen Prozesse
zugeordnet werden. Als komplexes Substrat wurde Hefeextrakt eingesetzt, da die nichsten
kultivierten Verwandten, die Thermoplasmatales, vorwiegend mit Hefeextrakt kultiviert
und isoliert wurden (Darland et al., 1970; Segerer et al., 1988; Schleper et al., 1995). Als
Inokulum wurden zwei Boden der Flutungsebene des Flusses Waal (PM = , permanent
marshland®, stindig gefluteter Boden; LL = ,low level”, temporir gefluteter Boden)
verwendet, in dem wir erst kiirzlich RC-III-Sequenzen detektierten (Kemnitz et al., 2004).
Aufgrund der durchschnittlich mittleren Temperaturen (geméBigte Klimazone) dieser
Standorte, erfolgte die Anreicherung bei 16°C, 25°C und 37°C. Die Analyse der 16S
rRNA-Gene mit Hilfe der T-RFLP-Methode konnte die erfolgreiche Anreicherung von
RC-IlI-Archaea innerhalb einer komplexen Lebensgemeinschaft verschiedener Archaea
und Bacteria nachweisen. Aufler in der Anreicherungskultur LL16°C (Inokulation mit dem
Boden LL, Inkubation bei 16°C) wurde ein fiir RC-III charakteristisches T-RF in allen
Kulturen ermittelt. Im Vergleich mit dem verwendeten Boden, in dem diese Linie
innerhalb der Archaea mit maximal 2% detektiert wurde (Kemnitz et al., 2004), konnten
diese Sequenzen in den Anreicherungskulturen LL25°C und LL37°C auf 58 bzw. 30%
angereichert werden. Die anschlieBende phylogenetische Analyse der Klonsequenzen
bestétigte die Zugehorigkeit der archaeellen T-RFs zu RC-III und verschiedenen

Methanogenen (Methanomicrobiaceae, Methanobacteriaceae und Methanosarcinaceae).

Um einen Uberblick iiber die Verwandtschaft der RC-III-Sequenzen mit den

Thermoplasmatales und weiteren Umweltsequenzen verschiedener Habitate zu erlangen,
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wurden diese in einem Stammbaum verrechnet (Abbildung 24). Die Stammbaumanalyse
erfolgte mit drei verschiedenen Berechnungsmethoden. Dabei spiegelten die
Multifurkationen des Treepuzzle-Baumes (siche Abbildung 24), die unterschiedlichen
Verzweigungen der einzelnen Linien innerhalb der Neighbor Joining- und Maximum-
Likelihood-Baume wider. Vermutlich lésst sich die Verzweigung nicht korrekt auflésen, da
die meisten Umweltsequenzen von relativ kurzer Sequenzlidnge sind und zur Berechnung
der Stammbdume nur 680 Basen verwendet werden konnten. Trotz der unsicheren
Abzweigung einiger Sequenzgruppen bildeten die Umweltsequenzen 8 Linien (Linien A
bis H), wobei sich eine Korrelation zwischen den einzelnen Linien und ihrer Herkunft
zeigte. Sequenzen der Linie A, die gleichzeitig RC-III darstellt, stammen aus
Bodenhabitaten. In den Anreicherungskulturen LL25°C und LL37°C wurden zwei
verschiedene Sequenztypen (LL25A und LL37A) nachgewiesen, die maximal 1,8%
Sequenzunterschied zeigten. Sequenzen einer Klonbibliothek zeigten nahezu keine
Unterschiede (< 0,3%). Die RC-III-Sequenzen der Anreicherungskulturen zeigten grof3e
Sequenzédhnlichkeit (> 98%) mit der Umweltsequenz aus dem Boden PM (PM60). Linie B
und D enthalten ebenfalls Sequenzen aus terrestrischen Standorten (Wasser und Bdden).
Sequenzen die im Verdauungstrakt von Tieren (Insekten und Rinder) und im Klarschlamm
detektiert wurden, bilden die Linie C. Die Linie G beinhaltet bisher nur eine
Umweltsequenz aus dem Wasser einer Goldmine (Takai et al., 2001). Die marinen
Sequenzen gruppieren in den Linien E (marines Picoplankton), F (marine Sedimente) und
H (marine Spalten). Die Linie F beinhaltet ebenfalls zwei Sequenzen aus
StiBwasserhabitaten (Lake Kinneret — Niisslein et al., 2001; Waldsee — Jurgens et al.,
2000). Takai und Mitarbeiter (Takai et al., 2001) fassten die terrestrischen Sequenzen
(Linien A, B, D und G) in die als , Terrestrial Miscellaneous Euryarchaeotic Group*
(TMEG) beschriebene Gruppe zusammen. Linie E wurde bereits als ,,Marine Group II*
(DeLong 1992) und Linie F als ,Marine benthic Group D (Vetriani et al., 1999)
beschrieben. Kultiviert wurden Vertreter der Thermoplasmatales, deren Sequenzen eng
miteinander verwandt sind und bislang nur drei Genera (Thermoplasma, Picrophilus und
Ferroplasma) umfassen. Im Gegensatz zu den meisten Umweltsequenzen wurden diese
Arten aus extremen Standorten (saurer pH und hohe Temperaturen) isoliert. Der
dargestellte Stammbaum verdeutlicht nicht nur die weite Verbreitung der mit den
unkultivierten Thermoplasmatales verwandten Archaea in nicht extremen Standorten, er
gibt auch Grund zu der Annahme, dass die phanotypische Vielfalt dieser Organismen grof3

ist, da sie in sehr unterschiedlichen Habitaten vorkommen.
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8

LL25A (Klone 1, 4, 7, 8, 10), Anreicherungskultur LL25°C
PM60, AJ608190, gefluteter Boden
ABS23, AJ227959, Reisfeldboden
AS08-11, AF225643, Reisfeldboden
ARR16, AJ227929, Reiswurzeln
LL37A (Klone 19, 20, 29, 33, 35), Anreicherungskultur LL37°C
RS300-12, AY063637, Reisfeldboden
GZK24, AJ576219, Miilldeponie
KuA16, AB077226, kontaminiertes Grundwasser
WCHD3-33, AF050619, kontaminiertes Grundwasser
HTA-C7, AF418931, SiiBwasserspeicherbecken
FenC2-16S, AJ548942, Moor
33-1, AF424770, Abwasser
103D, AF268658, Faulschlamm
CA11, U81778, Faulschlamm
PA204, AB062311, Schabendam
Ar26, AF157521, Klaranlage
cM1, AB034187, Pansen
P4b-Ar-19, AF293491, Termitendarm
PeHAr29, AJ576167, Kaferlarvendarm
GZK56, AJ576232, Miilldeponie
ARCP1-30, AF523939, bewaldetes Feuchtgebiet

68
_iso IE HTA-H9, AF418940, SiiRwasserspeicherbecken
WHCD3-16, AF050618, kontaminiertes Grundwasser

gor— ANTARCTICS5, U11044, marines Picoplankton ]
i[f WHARN, M88078, marines Picoplankton

73 SB95-72, U78206, marines Picoplankton

57

OARB, U11042, marines Picoplankton
SBAR16, M88077, marines Bakterioplankton
7 19b-26, AJ294862, marines Sediment
&E 2MT8, AF015992, Marschland
C1R046, AF419643, hydrothermale Sedimente
62 CRA12-27cm, AF119123, Tiefseediment

pMC2A33, AB019738, hydrothermale Spalte
—— LKS9, AJ310858, Sediment des Lake Kinneret

98

86

63

Eel-TA1e6, AF134389, marines Sediment

96

77

8.
90

L

0.10

VAL2, AJ131264, Waldsee
KTK 9A, AJ133622, Solesediment
SAGMA-T, AB050225, Wasser einer Goldmine

pMC2A24, AB019736, “Black Smoker”
vc2.1Arc6, AF068817, hydrothermale Spalte
pPACMA-W, AB052990, “Black Smoker”
vc2.1Arc13, AF068820, hydrothermale Spalte
pISA42, AB019742, hydrothermale Spalte
G26C73, AF356637, Guaymas Becken

Picrophilus oshimae, X84901
Thermoplasma acidophilum, M38637 M20822
Ferroplasma acidiphilum, AJ224936

Methanococcus jannaschii, M59126

Linie A/ RC-lII
(Boden)

Linie B
(Wasser, Boden)

Linie C
(Darmtrakt,
Klarschlamm)

Linie D
(Wasser, Boden)

Linie E
(marines Plankton)

Linie F
(marine Sedimente)

Linie G

Linie H

(marine Spalten)

Thermoplasmatales

Abbildung 24: Stammbaum, der die phylogenetische Verwandtschaft der 16S rDNA-Klonsequenzen der
Anreicherungskulturen LL25°C und LL37°C (LL25A und LL37A-Klone, in rot markiert), verschiedener

Umweltsequenzen und Sequenzen der Thermoplasmatales darstellt. Knoten, die in den einzelnen Puzzle-

Bédumen (Anwendung der Treepuzzle-Methode, n=10000) bestitigt wurden, sind an den Verzweigungen in

Prozent angegeben. Methanococcus jannaschii wurde als AuBengruppe (Euryarchaeota)

Stammbaumanalyse einbezogen. Der Maf3stab entspricht 10% Sequenzunterschied.

in die
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Aufgrund der hohen relativen Abundanz der RC-III-Sequenzen innerhalb der Archaea,
wurde die Anreicherungskultur LL25°C zur Charakterisierung dieser neuen
Mikroorganismen gewihlt. Mit Hilfe der entwickelten Real Time-PCR-Assays war es
moglich, die 16S rDNA-Zielmolekiile zu quantifizieren und somit das Wachstum von RC-
I, Archaea und Bacteria zu verfolgen. Die Verdopplungszeit von RC-II1-Archaea betrug
< 3 Tage. Im Vergleich zu den Thermoplasma-, Picrophilus- und Ferroplasma-Arten, die
unter optimalen Bedingungen eine Verdopplungszeit von wenigen Stunden (4 — 6 h)
erreichen (Darland ef al., 1970; Segerer et al., 1988; Schleper et al., 1995; Dopson et al.,
2004), zeigten die RC-IlI-Archaea unter den gegebenen Kultivierungsbedingungen ein
sehr langsames Wachstum bis zum Tag 13. Die Methanogenen zeigten hingegen ein
kontinuierliches Wachstum. Besonders die acetoclastische Methanogese gewann nach 2
Wochen Inkubation an Bedeutung. Die Inhibierung des terminalen katalytischen Schrittes
der Methanogenese mit 2-Bromoethansulfonat (BES) resultierte, wie erwartet, in einer sehr
geringen Methanproduktion. BES ist ein Strukturanalogon zu Coenzym-M (2-
Mercaptoethansulfonat), welches in allen Methanogenen gefunden wurde (Balch und
Wolfe, 1979). BES hemmte sowohl das Wachstum der Methanogenen, als auch das der
RC-III-Archaea. Dieses Ergebnis beweist jedoch nicht eindeutig, schlieit es aber auch
nicht vollig aus, dass RC-IlI-Archaea an der Methanogenese beteiligt sind. Aufgrund ihrer
phylogenetischen Verwandtschaft zu den nicht-methanogenen Thermoplasmatales scheint
das Wachstum der RC-IlI-4rchaea durch einen anderen Wirkungsmechanismus von BES
gehemmt zu sein. In vorangegangenen Arbeiten konnte eine Hemmung dechlorinierender
Bakterien durch BES gezeigt werden (Loffler et al., 1997; Ye et al., 1999). Die dafiir
verwendeten Anreicherungskulturen enthielten keine Methanogenen, was einen indirekten
Effekt ausschloss. Weiterhin wurde Coenzym-M in einem gram-negativen Bakterium
(Xanthobacter strain Py2) gefunden und spielt eine zentrale Rolle als Cofaktor bei der
aliphatischen Epoxidcarboxylierung (Allen et al., 1999). RC-IlI-Archaea wurden nicht
durch hohe Wasserstoffkonzentrationen gehemmt. Dies weist darauf hin, dass sie nicht von
methanogenen syntrophen Partner abhidngig sind, welche den Wasserstoffpartialdruck
niedrig halten.

Wir vermuten, dass diese Mikroorganismen an der priméren Fermentation beteiligt sind. In
der initialen Anreicherungskultur bildete RC-III nur einen sehr geringen Anteil der
mikrobiellen Gemeinschaft, da die Zahl der bakteriellen 16S rRNA-Gene etwa 1000-fach

hoher war. Die Bacteria zeigten ein Wachstumsoptimum innerhalb der ersten fiinf Tage,

88



Diskussion

was mit der Bildung der Fermentationsprodukte Acetat und Wasserstoff korrelierte.

Trotzdem betrug der Anteil von RC-III maximal 60% innerhalb der Archaea.

Die gemessenen 16S rRNA-Gene der Bacteria und Archaea (6 x 10° bis 1 x 10° 16S
rDNA-Zielmolekiile ml') waren vergleichbar mit den mikroskopisch ermittelten
Zellzahlen von 2 x 10® Zellen ml™. Da die Prokaryoten im Durchschnitt 3,5 (1 bis sogar
15) 16S rRNA-Genkopien pro Zelle besitzen

(http://rrndp.cme.msu.edu/rrndp/servlet/controller), stimmten die mit Hilfe der Real Time-

PCR detektierten Zielmolekiile recht gut mit der Zellzahl iiberein.

Die RC-III-Zielmolekiilzahlen zeigten eine stochiometrische Zunahme mit Erhdhung der
Hefeextraktkonzentration bis auf 0,2%. Dass die weitere Erhohung auf 0,5% nicht in einer
entsprechenden Zunahme von RC-III resultierte, liegt moglicherweise an der zu kurzen
Inkubationszeit. Die Ursache konnte aber auch in der Inhibierung des Wachstums
begriindet sein, was bereits innerhalb der Thermoplasmatales beobachtet wurde.
Maximales Wachstum bei einer Hefeextraktkonzentration von 0,2% wurde ebenfalls bei
Thermoplasma- und Picrophilus-Arten nachgewiesen, (Darland et al., 1970; Schleper et
al., 1995). Ferroplasma-Arten benotigen nur geringe Hefeextraktkonzentrationen von 0,01
bis 0,05% (Dopson et al., 2000). Hohere Konzentrationen fiihrten bei allen
Thermoplasmatales zar Hemmung des Wachstums (Darland et al., 1970; Schleper et al.,
1995; Golyshina et al., 2000).

Mehr als ein Viertel des eingesetzten Hefeextraktes (1000 pg ml™') wurde in Acetat
umgesetzt (250 pg ml” entspricht 4,2 pmol ml™), welches anschlieBend zur Bildung von
Methan diente. Unter der Annahme, dass eine Zelle durchschnittlich ein Trockengewicht
von ca. 1077 g hat und ein Wachstum der Bacteria von ca. 10° Zellen ermittelt wurde,
wurden 100 pg Zellmasse pro ml Kultur gebildet. Dies entspricht einer Nutzung des
angebotenen Hefeextraktes von <10%. Dagegen nutzten die Archaea (10° Zellen) nur

<0,01% des angebotenen Substrates.

Die Entwicklung des RC-III spezifischen Real Time-Assays ermoglichte nicht nur eine
Quantifizierung dieses Sequenztyps im Vergleich zur Gesamtheit der Archaea und
Bacteria, sondern stellte eine hilfreiche Methode dar, um die physiologischen
Bedingungen zu untersuchen und zu optimieren. Eine optimale Zunahme der 16S rDNA-

Zielmolekiile von RC-III wurde zwischen 20 und 30°C detektiert. Hingegen wachsen die
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Thermoplasmatales, bis auf die Ferroplasma-Arten (15 — 51°C; Golyshina et al., 2000;
Dopson et al., 2004), in einem Temperaturbereich von 33 und 65°C (Darland et al., 1970;
Segerer et al., 1988; Schleper et al., 1995). Die RC-11I-Archaea sind, im Gegensatz zu den
acidophilen und aeroben Thermoplasmatales, neutrophile und scheinbar strikt anaerobe
Mikroorganismen. Die Thermoplasma- und Ferroplasma-Arten sind ebenfalls in der Lage
anaerob durch Schwefelrespiration bzw. Eisen(IlI)-Reduktion zu leben. Das Wachstum der
RC-III-Archaea konnte jedoch nicht durch die Zugabe verschiedener alternativer
Elektronenakzeptoren (elementarer Schwefel, Sulfat, Thiosulfat, Eisen(III)-Verbindungen,
Nitrat, Fumarat, 9,10-Anthraquinone-2,6-Disulfonat) stimuliert werden.

Das Substratspektrum wurde mit verschiedenen Kohlenstoffquellen unter anoxischen
Bedingungen getestet. Dabei diente die Methanogenese als Elektronenakzeptor. Ein
Wachstum von RC-III konnte nur mit komplexen Substraten wie Hefeextrakt,
Fleischextrakt, Pepton und Trypton erzielt werden. Die hochste Anreicherung (1% an der
Gesamtzielmolekiilzahl) wurde mit Pepton erzielt. Die Inkubation  mit
Rinderserumalbumin fiihrte zu einer geringen Zunahme der RC-III-Zielmolekiile, jedoch
wurde kein Wachstum mit definierten Aminosduregemischen ermittelt. Vermutlich sind
Peptide die einzige nutzbare Substratquelle der RC-IlI-Archaea. Aufgrund der
kontaminierenden Bakterien konnen wir bisher nicht ausschlieBen, dass sie von den
Produkten Oligopeptid-fermentierender Arten leben. Interessanterweise, konnten Smith
und Mitarbeiter zeigen, dass die Wachstum stimulierenden Faktoren von Thermoplasma
acidophilum Oligopeptide sind (8 bis 10 Aminosduren lang) (Smith et al., 1975), die sehr
wahrscheinlich in komplexen organischen Kohlenstoffquellen vorkommen (Segerer et al.,
1988). Die Thermoplasmatales kénnen, wie auch RC-III, nicht mit Gemischen von
Zuckern, Fettsduren, Glycerol, Aromaten, Alkoholen, Pyruvat, sowie Purin- und
Pyrimidinbasen wachsen. Aufgrund dieser Ergebnisse nehmen wir an, dass die RC-III-
Archaea an der Fermentation der Peptide beteiligt sind.

Ein Wachstum der RC-III-Archaea konnte nur in einem mit Natriumsulfid reduzierten
Medium oder einem Medium ohne Reduktionsmittel nachgewiesen werden. Alternative
Reduktionsmittel (Titan(III)-Citrat, Cystein-HCl und Ascorbat) fiihrten zu keinem

Wachstum. Die Ursache ist bislang noch unbekannt.

Um den Anteil von RC-III zu erhdhen, wurden verschiedene Antibiotika eingesetzt, die das
Wachstum der Bacteria hemmen sollten. Die Zugabe von Kanamycin, Ampicillin und

Streptomycin zu Anreicherungskulturen, die mit 0,1% Hefeextrakt wuchsen, fiihrte zu
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einer Hemmung der Bacteria, wihrend die Zunahme von RC-III kaum beeinflusst wurde.
Unter Verwendung von Pepton und Kanamycin wurde ein Anteil der RC-III-Zielmolekiile
an der Gesamtmolekiilzahl von 2% bestimmt.

Die erfolgreiche Anreicherung der RC-III-Archaea ermoglichte die Visualisierung dieser
unbekannten Mikroorganismen mit Hilfe der Fluoreszenz in situ Hybridisierung. Mit Hilfe
einer RC-III spezifischen Sonde konnte die kokkoide Zellform der sehr kleinen Zellen (< 1

um) gezeigt werden.

Die Kombination der klassischen Anreicherung und der Real Time-PCR-Methode
ermoglichte eine erste phénotypische Charakterisierung der RC-III-Archaea ohne
Isolierung. Dieses neue Archaeon ist sehr wahrscheinlich ein heterotropher, anaerober,
mesophiler und neutrophiler Mikroorganismus. Diese kokkoiden Euryarchaeota scheinen
an der Fermentation von Oligopeptiden beteiligt zu sein. Wir nehmen an, dass RC-III-
Archaea im natiirlichen Habitat eine Rolle beim Abbau toter Zellen spielen, was bereits fiir
die Themoplasma- und Picrophilus-Arten diskutiert wurde (Segerer et al., 1988; Schleper
et al., 1995). Ob die beschriebene Physiologie fiir alle RC-11I-Archaea zutrifft, ldsst sich
allein durch die phylogenetische Verwandtschaft nicht beantworten. Unverdffentlichte
Ergebnisse konnten bereits zeigen, dass auch die Anreicherung mit Hefeextrakt unter

anoxischen Bedingungen zur Kultivierung von RC-I11-4Archaea von Reiswurzeln fiihrte.

In weiteren Experimenten soll die Zusammensetzung der bakteriellen Begleitflora der mit
Pepton inkubierten Anreicherungskulturen mit Hilfe der T-RFLP-Methode untersucht
werden. Es soll geklart werden ob das Wachstum der Kultur mit Pepton zur Verringerung
der bakteriellen Diversitdt fiihren konnte, da Pepton im Vergleich zu Hefeextrakt
hauptsdchlich aus Peptiden und Aminosduren besteht und damit ein geringeres
Substratspektrum bietet. Der Anteil der RC-1II-Archaea soll weiter erhdht werden, um eine
Isolierung durch Koloniebildung in festem Medium zu erzielen. Die Isolierung einer

Reinkultur erlaubt die weitere Charakterisierung dieses neuen Archaeons.
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2. Phanotypische Charakterisierung der Rice Cluster I-Archaea

Die initiale Anreicherung von Rice Cluster (RC-) I-Archaea erfolgte im Jahre 2000 durch
Dr. Kuk-Jeong Chin (Lueders et al., 2001). Anoxisch inkubierter Reisfelboden diente als
Inokulum zum Beimpfen eines Mineralmediums. Die Inkubation der Anreicherungskultur
MRESO (methanogenic rice field soil enrichment at 50°C) erfolgte mit einer H,/CO,-
Gasphase (80 / 20% v/v), 2 mM Acetat, 0,2 %o Reisfeldbodenextrakt und 0,01%
Hefeextrakt bei 50°C. Wihrend mehreren Transfers der Kultur in frisches Medium wurde
die Methanproduktion kontrolliert. Die T-RFLP-Analyse des archaeellen 16S rRNA-Gens
zeigte ein dominantes T-RF der RC-I-Archaea, sowie ein T-RF der Methanobacteriales.
Phylogenetisch ist RC-I sowohl auf 16S rRNA- als auch auf mcr4 (Gen der a-Untereinheit
des Methyl-Coenzym-M-Reduktase)-Ebene am néchsten mit den Methanosarcinales
verwandt (GroBkopf et al., 1998b; Lueders et al., 2001). In Abbildung 25 ist die
phylogenetische Verwandtschaft der 16S rRNA-Gensequenzen der Anreicherungskultur
MRES50 innerhalb der  Euryarchaeota dargestellt. Zu Beginn der
Anreicherungsexperimente gruppierten 11 von 12 Klonsequenzen innerhalb des RC-I
(MRE-Klone, Lueders et al., 2001) und bildeten zwei verschiedene Sequenzlinien
(maximal 11% Sequenzunterschied), von denen jeweils zwei reprisentative Klone in der
Abbildung 10 dargestellt sind. Die Klone MRE02, 06, 07 und 09 waren mindestens zu
97% identisch, wihrend die Sequenzen der Klone MREO1, 03, 04, 05, 10, 11 und 12 zu 91
% Tlbereinstimmten. Eine der Klonsequenzen (MREOS8) gruppierte innerhalb der
Methanobacteriales. Nach  liber einem Jahr fortlaufendem  Transfer der
Anreicherungskultur MRES0 zeigte die Sequenzanalyse, die im Rahmen der
Dissertationsarbeit von Christoph Erkel durchgefiihrt wurde, dass zwei neue Sequenztypen
(T-Typ und G- Typ Sequenzen; Erkel et al., in revision) vorhanden waren. Diese
unterschieden sich nur in 1% ihrer Sequenz, =zeigten aber mindestens 10%
Sequenzunterschied zu den MRE-Klonen der initialen Kultur. Methanobacteria-Sequenzen
wurden innerhalb der 32 Sequenzen nicht mehr detektiert. Auch die T-RFLP-Analyse, die
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, zeigte nur ein fiir RC-I charakteristisches T-

RF.
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ET1-9, AJ244285, Anreicherungskultur mit Cellulose
RS300-4, AY063629, Reisfeldboden
Shen-A30, AF399309, Reisfeldboden
ARR24, AJ227937, Reiswurzel
AS08-16, AF225651, Reisfeldboden
G-Typ, CR626858, Anreicherungskultur MRE50
T-Typ, CR626856, Anreicherungskultur MRE50
WCHD3-34, AF050620, Grundwasser

MRE12, AF313903, Anreicherungskultur MRES0
MREO03, AF313894, Anreicherungskultur MRE50 Rice Cluster |
MREO02, AF313893, Anreicherungskultur MRE50
MREO09, AF313900, Anreicherungskultur MRE50
K-5a2, AF524853, methanogenes Konsortium

LH-05, AY175384, Torf

MB-14, AY175402, Torf
KuA-7, AB077217, Grundwasser
ET1-7, AJ244283, Anreicherungskultur mit Cellulose
ST1-19, AJ236470, Reisfeldboden

—— VAL33-1, AJ131277, Waldsee —
Methanosarcina thermophila, M59140 ]
E Methanosarcina mazeii, AF028691
Methanosarcina siciliae, U89773

Methanosaeta soehngenii, X51423
4|—‘—Methamsaeta conilii, X16932

Methanosaeta thermoacetophila, M59141 _|

Methanoculleus marisnigri, AF028693
Methanogenium cariaci, M59130 ; P
4‘——|—7|: Methanoplanus limicola, M59143 Methanomicrobiales

Methanospirillum hungatei, M60880 =

Methanosphaera stadtmanae, M59139

Methanobrevibacter ruminantium, AY 196666
Methanobacterium bryantii, AF028688 Methanobacteriales
MREO08, AF313899, Anreicherungskultur MRE5S0

- Methanobacterium thermoformici, X68718 —
Methanococcus aeolicus, U39016
Methanococcus deltae, U38485
Methanococcus maripaludis, U38484 Methanococcales
Methanococcus jannaschii, M59126 —

—— Methanopyrus kandleri, M59932

Sulfolobus solfataricus, X90478

Methanosarcinales

Abbildung 25: Stammbaum, der die phylogenetische Verwandtschaft basierend auf 16S rDNA-
Sequenzanalyse von Klonsequenzen der Anreicherungskultur MRES0 (MRE-Klone: Lueders et al., 2001; G-
und T-Typ-Fosmidklone: Erkel et al., in revision; in blau markiert), einem methanogenen Konsortium (K-
5a2: Sizova et al., 2003), verschiedenen Umweltsequenzen und Sequenzen kultivierter Euryarchaeota
darstellt (Anwendung der Neighbor Joining-Methode). Sulfolobus solfataricus wurde als Auflengruppe

(Crenarchaeota) in die Stammbaumanalyse einbezogen. Der Mafistab entspricht 10% Sequenzunterschied.

Die Sequenzunterschiede zwischen den 16S rDNA-Klonbibliotheken der initialen und
spateren Anreicherungskultur deuten auf einen Shift der methanogenen RC-I-Archaea
wihrend des kontinuierlichen Transfers iiber einen lingeren Zeitraum hin. Zu Beginn der
Anreicherung zeigte sich eine groBere Varianz der Sequenztypen (MRE-Klone), dagegen
hatten sich nach mehr als einem Jahre zwei Sequenztypen (T-Typ und G- Typ)
durchgesetzt, die vermutlich Genkopien verschiedener r7n Operons eines RC-I-Genotyps
darstellen (Erkel ef al, in revision). Da die Sequenzanalyse der ersten Klonbibliothek nur
12 Klone beriicksichtigte, ist es sehr wahrscheinlich, dass die spiter detektierten
Sequenztypen nicht erfasst wurden. Ein Shift konnte ebenfalls durch die Analyse der
mcrA-Sequenzen bestitigt werden (Erkel ef al., in revision). Die speziellen Bedingungen
der Anreicherung (z.B. Naihrstoffangebot, stimulierende Wachstumsfaktoren) oder

bestimmte Fahigkeiten der erhaltenen RC-I-Archaea (z.B. schnellere Wachstumsrate)
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konnen zur Selektion einer oder weniger Arten gefiihrt haben. Die Klonsequenzen ET1-7
und ET1-9 stammten ebenfalls aus einer Anreicherungskultur mit Reisfeldboden, die
jedoch bei 30°C mit Cellulose als Substrat inkubiert wurde (Chin et al., 1999b). Die
Variation der Inkubationsbedingungen wiirde vermutlich zu einer weit grofBeren Diversitét
der RC-I-Sequenztypen fithren. Die Sequenz K-5a2 représentiert ebenfalls RC-1-Archaea
eines methanogenen Konsortiums, welches in einer Anreicherungskultur aus Torfboden
detektiert wurden (Sizova et al., 2003). Die Wachstumsoptima unterscheiden sich jedoch
stark von denen der RC-I-Archaea der Anreicherungskultur MRESO (diese Arbeit), was im
Folgenden noch genauer diskutiert wird. RC-I-Sequenzen wurden jedoch vor allem in
verschiedenen terrestrischen Habitaten detektiert. Umweltsequenzen wurden bislang nicht
nur in Reisfeldboden (Chin et al., 1999a; Lueders und Friedrich, 2000; Ramakrishnan et
al., 2001; Kim und Cho, unverdffentlicht) und an Reiswurzeln (GroBkopf et al., 1998b)
gefunden, sondern auch in kontaminiertem Grundwasser (Dojka et al., 1998; Watanabe et
al., 2002), im Torf (Basiliko et al., 2003) und in einem Waldsee (Jurgens et al., 2000)
detektiert (Abbildung 25).

Da RC-I-Archaea die einzigen detektierbaren Methanogenen in der Anreicherungskultur
MRES50 waren, konnte ihre Aktivitdit durch die Bestimmung der Methanproduktion
verfolgt werden. Die Stochiometrie der Methanbildung mit Wasserstoff und Kohlendioxid
(Zugabe von 0,01% Hefeextrakt) (4 H, + CO, — CHy + 2 H,O) wies auf einen
hydrogenotrophen Methanogenen hin. Wie die meisten hydrogenotrophen Methanogenen
sind auch RC-I-Archaea in der Lage mit Formiat zu wachsen. Es zeigte sich eine typische
Stochiometrie des Formiatverbrauchs (20 mmol) und der Methanbildung (4 mmol)
(N2/CO;,-Gasphase): 4 HCOO™ + H" — CH, + 3CO, + 2H,0 (Thauer, 1998). Die
Inkubation der Anreicherungskultur mit einer H,/CO,-Gasphase und Acetat fiihrte zu einer
vergleichbaren Methanproduktion. Acetat wurde jedoch nicht verbraucht. Es konnte keine
Methanbildung nachgewiesen werden, wenn die Anreicherungskultur mit Acetat als
Substrat inkubiert wurde. Dass RC-I-4Archaea nicht zu den acetoclastischen Methanogenen
zihlen, konnte zusitzlich mit Hilfe eines '*C-Markierungsversuchs von Dr. Kuk-Jeong
Chin gezeigt werden (personliche Mitteilung). Es erfolgte keine Umwandlung von [2'*C]-
Acetat zu "*CH,. Dagegen wurde die '*C Markierung von CO, fast vollstindig im CHy
wieder gefunden. Diese Ergebnisse bestitigten die vorangegangenen Beobachtungen von
Lehmann-Richter et al. (Lehmann-Richter et al., 1999) und Fey et al. (Fey et al., 2001).
Die MPN-Analyse von Reiswurzelinkubationen fiihrte zur Anreicherung (H./CO;-
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Gasphase) eines methanogenen Konsortiums, in dem RC-I die dominante archaeelle
Gruppe war (Lehmann-Richter et al, 1999). In anoxisch inkubierten
Bodenaufschldimmungen von Reisfeldboden nahm die Abundanz von RC-I mit der
Erhohung der Temperatur auf 50°C zu. Damit war eine Verschiebung der dominanten
acetoclastischen (37°C) zur hydrogenotrophen Methanogenese (50°C) verbunden (Fey et
al., 2001). Durch die Metagenomanalyse der Anreicherungskultur MRES0 konnte
weiterhin gezeigt werden, dass die notwendigen Enzyme fiir eine hydrogenotrophe
Metanogenese im Genom von RC-I kodiert sind (Erkel et al., in revision). Die
Anreicherungskultur MRES0 wird mit einem hohen Wasserstoffpartialdruck inkubiert. Im
Gegensatz dazu zeigten Lu und Mitarbeiter, dass eine Hemmung von RC-I erfolgte, wenn
Reiswurzeln unter einer H,-Atmosphire inkubiert wurden (Lu et al., 2004). RC-I konnte
nur in Inkubationen mit einer N,-Atmosphére detektiert werden. Dies weist darauf hin,
dass die RC-I-Archaea nicht nur phylogenetisch divers sind, sondern sich auch in ihren
phinotypischen Eigenschaften unterscheiden. Eine syntrophe Assoziation von Propionat-
oxidierenden Bacteria von methanogenen Archaea wurde erst kiirzlich mit Hilfe der SIP
(Stabilen Isotopenbeprobung)-Methode in Reisfeldboden gezeigt (Lueders et al., 2004).
Dabei wurde auch RC-I als potentieller Partner der Bacteria identifiziert. In der
Anreicherungskultur MRES0 konnte keine solche Interaktion nachgewiesen werden.

Da neben den methanogenen Archaea nur wenige Bacteria in der Lage sind, unter
anoxischen Bedingungen chemolithoautotroph mit H, und CO, zu wachsen, wurde die
Anreicherungskultur MRES50 mit einer H,/CO,-Gasphase und ohne weitere
Kohlenstoffquellen (mit Vitaminen) inkubiert. Wahrend des kontinuierlichen Transfers
dieser Kultur auf frisches Medium, konnte die Bildung von Methan in vier aufeinander
folgenden Passagen nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich eine verldngerte lag-Phase
der Methanproduktion, die auflerdem geringer war als in Kulturen, die mit Hefeextrakt
oder Acetat als zusitzliche Kohlenstoffquellen inkubiert wurden. Die PCR-vermittelte
Amplifikation konnte, wie erwartet, eine Verringerung der bakteriellen 16S rRNA-Gene
nachweisen. Interessanterweise wurde die Methanproduktion durch die Zugabe von
Cystein-HCI, was bei der Kultivierung vieler Methanogener neben Natriumsulfid als
Reduktionsmittel verwendet wird, wieder stimuliert. Der kontinuierliche Transfer dieser
Kultur auf frisches Medium (mit Cystein-HCI, H,/CO,-Gasphase) fiihrte zu einem stabilen
Wachstum der RC-I-Archaea. Die stimulierende Wirkung von Cystein wurde bereits fiir
Methanobacterium formicium und Methanobacterium bryantii beschrieben (Boone et al.,

1993).

95



Diskussion

Die RC-I-Archaea der Anreicherungskultur MRES0 zeigten ein Temperaturoptimum von
50°C. Mit abnehmender Temperatur verringerte sich auch die Aktivitit dieser
Methanogenen, was in Ubereinstimmung mit der Untersuchung von Reisfeldbdden ist (Fey
et al., 2001). Die RC-I-Archaea (Sequenz K-5a2 siche Abbildung 25) einer weiteren
Anreicherungskultur, die von Sizova und Mitarbeitern beschrieben wurde, bilden ebenfalls
CH4 aus H, und COa, sind jedoch mesophil (Sizova et al., 2003). Diese Methanogenen
konnten ebenfalls bisher nicht isoliert werden. Sie leben in einem Konsortium mit Citrat
verwertenden Bacteria. Weitere Unterschiede der beiden Anreicherungskulturen bestehen
im pH-Wert und dem Reduktionsmittel des Mediums. RC-I-Archaea der
Anreicherungskultur MRES0 wachsen bei neutralem pH-Wert, die K-5a2-Methanogenen
wurden dagegen als acido-tolerante Organismen (pH-Otimum um pH 5) beschrieben.
Letztere konnen nur mit Titan(IIl)-Citrat als Reduktionsmittel wachsen. Natriumsulfid
scheint dagegen das Wachstum der RC-I-Archaea (K-5a2) zu hemmen. Die Wahl des
Reduktionsmittels (Natriumsulfid, Titan(IIl)-Citrat und Cystein-HCl) hatte hingegen
keinen Einfluss auf das Wachstum der RC-I-Archaea der Anreicherungskultur MRESO0.
Die Morphologie beider RC-I-Zellen ist dhnlich. Die diinne, stdbchenférmige Zellform

konnte in beiden Féillen durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Abundanz der RC-I-Archaea, sowie der
kontaminierenden Bacteria mit Hilfe der Real Time-PCR-Methode in einem Zeitraum von
24 Tagen untersucht (Inkubation mit H,/CO, und Hefeextrakt). Der Wachstumsertrag der
RC-I-Archaea betrug 3 x 107 16S rRNA-Zielmolekiile pro 6,5 pmol CH,. Aufgrund der
Metagenomanalyse (Erkel et al., in revision) und dem Verhiltnis der detektierten 16S
rRNA und mcrA-Gene (1 : 3) vermuten wir, dass eine RC-I-Zelle 3 rrn Operons enthilt.
Unter dieser Annahme und einem spezifischen Trockengewicht von 0,5 x 1072 g pro Zelle,
erreichten die RC-I-Archaea einen Wachstumsertrag von 0.8 g TG mol’ CHy.
Methanogene Reinkulturen zeigten unter &hnlichen Bedingungen vergleichbare
Wachstumsertrige von durchschnittlich 0,6 g TG mol”' CHy (Schénheit et al., 1980). Eine
starke Zunahme der 16S rRNA-Gene der Bacteria wurde innerhalb der ersten zwei Tage
(9,2 x 107 16S rRNA-Zielmolekiile ml™) detektiert. Das schnelle Wachstum deutet auf eine
hohe Anzahl der rrn Operons hin (Klappenbach et al., 2000). Vermutlich ist die Zahl der
Bacteria 5- bis 10-fach geringer als die detektierten 16S rDNA-Zielmolekiile. Dem zu
Folge betrigt der Anteil der RC-1-Archaea > 50%, was durch die Fluoreszenz in situ-

Hybridisierung bestétigt wurde (Erkel et al., in revision).
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Die Struktur der bakteriellen Lebensgemeinschaft wurde mit Hilfe der T-RFLP-Methode
analysiert. Die entsprechenden phylogenetischen Gruppen einiger T-RFs wurden bereits
geklart (Erkel et al., in revision). Wihrend der Inkubation nahm nicht nur die Diversitét ab,
auch eine periodische Dominanz der T-RFs war zu erkennen. Vertreter der Clostridiaceae
(80 bp-T-RF: Clostridium-Cluster III; 300 bp-T-RF: Linie unkultivierter Arten) waren bis
Tag 5 abundant, was mit der Bildung von H,, CO, und geringen Konzentrationen
organischer Sduren und Alkohole (Acetat, Butyrat, Propionat, Caproat, Valerat und
Ethanol) korrelierte. Vermutlich wurden einige Substratbestandteile des Hefeextaktes
fermentiert. Alternativ dazu wiesen die Bildung geringer Mengen Acetat und Butyrat,
sowie die Detektion von Moorella verwandter Sequenzen, auf eine chemolithoautotrophe
Lebensweise homoacetogener Mikroorganismen mit H,/CO, hin (Collins ef al., 1994). Das
T-RF der Moorella verwandten Sequenzen (129 bp) wurde jedoch nur mit sehr geringem
relativem Anteil detektiert. Ein T-RF von 178 bp Lange, das durch Sequenzen einer bisher
unkultivierten Linie der Thermoanaerobacteriaceae reprasentiert wurde, gewann wihrend
der Inkubation an Dominanz. Die Physiologie dieser Mikroorganismen ist bisher noch
nicht bekannt, doch scheinen sie eine anaerobe, thermophile Lebensweise mit den
kultivierten Vertretern dieser Familie gemeinsam zu haben (Slobodkin et al., 1997; Hattori

et al., 2000; Plugge et al., 2002).

Um die Abundanz der Bacteria zu verringern, wurden in den letzten Jahren zahlreiche
Versuche unternommen, die jedoch bislang ohne Erfolg blieben. Die Anwendung von
Verdiinnungsreihen in vorangegangenen Experimenten, sowie im Rahmen dieser Arbeit,
fiihrten nicht zur Isolierung von RC-I. Auch der Einsatz verschiedener Antibiotika (z.B.
Ampicillin, Streptomycin und Kanamycin) konnte zwar eine Resistenz der RC-1-Archaea
zeigen, verringerte die Abundanz der Bacteria jedoch nicht wesentlich. In dieser Arbeit ist
es jedoch zum ersten Mal gelungen, Kolonien der RC-I-Archaea in einem festen Medium
zu isolieren. Dazu wurde eine Vorkultur in einem substratfreien Medium mit einer
H,/CO,-Gasphase und Vitaminen inkubiert, wobei eine Verringerung der Bacteria
nachgewiesen wurde. Diese Kultur wurde mit Hilfe der ,,roll tube“-Technik verdiinnt.
Nach dem Picken der Kolonien und dem Transfer in fliissiges Medium, wurde in drei von
20 Kulturen Methanproduktion nachgewiesen. Durch die Minimierung der
Wachstumsbedingungen wurde vermutlich eine Selektion zu Gunsten der autotrophen
Mikroorganismen erzielt. Im Vergleich dazu, fiihrte die Vorinkubation und die

Verdiinnung der Anreicherungskultur MRES0 mit Zugabe von Hefeextrakt ausschlielich
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zur Detektion verschiedener Bacteria-Kolonien (Daten nicht gezeigt). Die erhaltenen
methanogenen Kulturen (MRE-1, MRE-5 und MREG6) wurden mittels PCR-Analyse
untersucht. Dabei wurde, wie erwartet, ein RC-I-spezifisches archaeelles PCR-Produkt
nachgewiesen. Jedoch erfolgte ebenfalls eine Amplifikation von Bacteria. Die T-RFLP-
Analyse zeigte, dass in allen drei Kulturen bakterielle T-RFs mit gleicher Linge und
dhnlich relativem Anteil auftraten, deren phylogenetische Zuordnung noch unbekannt ist.
Zwei der T-RFs (441 und 452 bp) waren sehr dominant. Bisher ist noch nicht geklirt, ob
dies nur ein zufdlliges Ereignis ist oder moglicherweise eine Abhéngigkeit zwischen den
RC-I-4rchaea und den detektierten Bacteria besteht. Man kann spekulieren, dass es sich
hierbei um eine obligate bakterielle Begleitflora handelt. Ahnlich zu den gepickten
Kolonien, fiihrte der Transfer der Anreicherungskultur MRES0 mit Cystein-HCI und einer
H,/CO,-Gasphase (siche oben) zu einem vergleichbaren T-RFLP-Muster (Daten nicht
gezeigt). Auch hier zeigte sich, dass durch die Minimierung der verfiigbaren Substrate eine

Selektion von RC-I und bestimmten Bacteria erfolgte.

Die mikroskopische Untersuchung der isolierten Kulturen (MRE-1, MRE-5 und MREb)
zeigte das dominante Vorkommen stibchenformiger Mikroorganismen, die den mittels
Fluoreszenz in situ Hybridisierung nachgewiesenen RC-I-Zellen dhnelten (Erkel et al., in
revision). Der Nachweis von Autofluoreszenzsignalen des Coenzyms F4,, welches in allen
bekannten Methanogenen vorkommt, bestitigte die Dominanz der RC-I-Zellen. Erstmals
konnte das Vorkommen des Coenzym Faso auch in RC-I-Archaea detektiert werden,

obwohl in der initialen Kultur kein Autofluoreszenzsignal gefunden wurde (Lueders et al.,

2001).

Im Anschluss an diese Arbeit soll der Sequenztyp (G- oder T-Typ) der isolierten RC-I-
Archaea, sowie die phylogenetische Zuordnung der unbekannten bakteriellen T-RFs der
Kulturen MRE-1, MRE-5 und MREG6 geklért werden. Weiterhin soll untersucht werden, ob
eine Substratabhédngigkeit der RC-I-Archaea von den detektierten Bacteria besteht. Das

Hauptziel der weiteren Experimente besteht vor allem in der Isolierung von RC-I.
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3. Abundanz und Diversitit unkultivierter Archaea in einem Waldboden

Das Vorkommen unkultivierter und mesophiler Archaea in oxischen Béden wurde bereits
durch einige Untersuchungen verdeutlicht (Buckley ef al., 1998; Jurgens et al., 2000;
Pesaro und Widmer, 2002; Bomberg et al., 2003; Ochsenreiter et al., 2003; Sliwinski und
Goodman, 2004). Der Waldboden der Marburger Lahnberge ist ein typisch oxischer
Boden, welcher bereits auf die Struktur der methanotrophen Lebensgemeinschaft und
deren Aktivitit untersucht wurde (Henkel et al., 2000; Knief et al., 2003). Uber die
Abundanz und die Diversitit der Archaea war bislang nur wenig bekannt. Es wurde bereits
gezeigt, dass die Flutung und anoxische Inkubation von Bodenproben zum Wachstum
Methanogener fiihrten (Peters und Conrad, 1996). Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
Tiefenprofil des Waldbodens (Juli 2002) mit Hilfe PCR-basierender Methoden untersucht.
Weiterhin wurden einige biogoechemischen Parameter bestimmt. Dazu wurde der Boden

bis zu einer Tiefe von 21 cm in jeweils 3 cm dicke Schichten unterteilt.

Um die Abundanz der Archaea zu ermitteln, wurde der in dieser Arbeit entwickelte Real
Time-PCR-Assay verwendet. Die Anzahl der detektierten 16S rDNA-Zielmolekiile zeigte
keine grofle Varianz innerhalb der verschiedenen Schichten und betrug zwischen 2,1 bis
7,9 x 107 Zielmolekiile pro g TG. Die bakteriellen 16S rDNA-Zielmolekiile der obersten
Schichten (0-9 cm) zeigten bis zu 10-fach hohere Werte und nahmen in den tieferen
Schichten ab. Der relative Anteil der archaeellen Zielmolekiile an der
Gesamtzielmolekiilzahl (4rchaea + Bacteria) betrug im By-Horizont durchschnittlich 36%.
In einer Tiefe von 18 — 21 cm wurde sogar ein relativer Anteil von 64% bestimmt. Geht
man aufgrund der »#n Operon-Zahl kultivierter Crenarchaeota davon aus, dass auch die
unkultivierten Vertreter nur eine 16S rRNA-Gen und die Bacteria im Durchschnitt 3,6
Genkopien pro Zelle besitzen (Ochsenreiter et al., 2003;

http://rrndp.cme.msu.edu/rrndp/servlet/controller), wiirde der Anteil der Archaea an der

mikrobiellen Biomasse im Marburger Waldboden 27 bis maximal 86% (durchschnittlich
60%) betragen. Im Vergleich mit der Analyse eines weiteren Tiefenprofils des Marburger
Waldbodens im Juni 2002, sind die 16S rDNA-Zielmolekiilzahlen der Archaea, sowie der
Bacteria im Durchschnitt um ein zehnfaches hoher (Dissertation von Dr. Steffen Kolb).
Dieser Unterschied kann mehrere Ursachen haben. Zum einen wurden die Bodenkerne in
zwei verschiedenen, jedoch nahe gelegenen Standorten gestochen und unterschiedlich

bearbeit. Die Lagerung der Bodenproben bis zur DNA-Extraktion bei -20°C dauerte bei
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den Juli-Proben (diese Arbeit) linger, was zum Verlust von Gesamt-DNA fiihren kann
(Pesaro et al., 2003). Trotzdem wurde der relative Anteil der archaeellen 16S rDNA-
Zielmolekiille an der Gesamtmolekiilzahl im Juli 2002 (diese Arbeit) durch die
Bodenanalyse vom Juni 2002 (durchschnittlich 37% im B,-Horizont) bestdtigt. Eine
Zunahme des relativen Anteils der Archaea konnte ebenfalls gezeigt werden.

Ein dhnlich hoher Anteil unkultivierter Archaea konnte bisher nur in marinen Standorten
nachgewiesen werden. So wurden in marinen Gewissern der Antarktik und des Santa
Barbara Kanals unkultivierte Archaea detektiert, die bis zu 34% der prokaryotischen
Biomasse ausmachten (DeLong, 1994; Massana ef al., 1997; Karner et al., 2001). Dagegen
fiihrte die Quantifizierung der 16S rDNA der Crenarchaeota in verschiedenen Boden mit
Hilfe einer Filterhybridisierungstechnik (slot blot Hybridisierung) und der Real Time-
PCR-Methode nur zu geringen relativen Anteilen von maximal 3% (Buckley ef al., 1998;
Ochsenreiter et al, 2003). Die relative Abundanz der Crenarchaeota an Wurzeln von
Tomatenpflanzen betrug dagegen bis zu 16% und wurde mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisierung ermittelt (Simon et al., 2000). Die Untersuchungen zur Abundanz
unkultivierter Crenarchaeota in Boden sind jedoch noch sehr liickenhaft.

Die Abundanz der unkultivierten Archaea ist somit weit hoher, als bisherige
Untersuchungen zeigen konnten. Natiirlich werfen diese hohen Zahlen automatisch die
Frage nach moglichen Fehlerquellen der angewandten Methode auf. Der Unterschied der
ermittelten Anteile der Archaea dieser Studie und der Untersuchung von Ochsenreiter und
Mitarbeitern (Ochsenreiter et al., 2003) scheint nicht in der verwendeten DNA-
Extraktionsmethode und dem damit verbundenen Zellaufschluss zu liegen, da beide
Untersuchungen mit dem gleichen kommerziell -erhéltlichen Bodenexraktionskit
durchgefiihrt wurden. Die Quantifizierung der Archaea und Bacteria mit Hilfe der Real
Time-PCR-Methode wurde hingegen mit anderen Primerpaaren vorgenommen. Der in
dieser Arbeit verwendete PCR-Assay erfasst die Gesamt-DNA der Archaea, dagegen
entwickelten Ochsenreiter et al. (2003) ein Crenarchaeota-spezifisches Primerpaar, was
durch seine hohe Spezifitit zum Verlust moglicher weiterer Sequenzen fiithren kann. Aber
dies kann auch fiir den hier entwickelten Archaea-PCR-Assay und prinzipiell fiir alle PCR-
basierenden Methoden zutreffen. Suzuki und Mitarbeiter konnten jedoch zeigen, dass die
durch quantitative PCR (5'-Nuklease-Assay = TagMan) ermittelten Zahlen verschiedener
mikrobieller Gruppen vergleichbar mit Werten alternativer Methoden (quantitative
Hybridisierung von Sonden, Ganzzellhybridisierung und Durchflulzytometrie) waren

(Suzuki et al., 2000). Chapelle und Mitarbeiter bestitigten ebenfalls den durch quantitative
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PCR (Real Time-PCR) und MPN-PCR ermittelten Anteil der Archaea mit Hilfe einer
quantitativen rRNA-Hybridisierung-Methode (Chapelle ef al., 2002).

Ein wesentlicher Unterschied zwischen dem untersuchten Boden dieser Arbeit und dem
Boden vorangegangener Studien besteht im pH-Wert. Der Marburger Waldboden ist ein
saurer Boden (pH 3,8 bis 4,4). Die meisten Béden, die einen geringeren Anteil der Archaea
aufwiesen, zeigten pH-Werte >5,5 (Ochsenreiter et al., 2003). Der Einfluss des pH-Wertes
auf die bakterielle Zusammensetzung im Humus von Nadelwiéldern wurde bereits in
zahlreichen Feldstudien nachgewiesen (Zusammenfassung siche Pennanen T., 2001). Die
Erniedrigung des pH-Wertes wirkte sich direkt und indirekt auf die GroBe, die
Zusammensetzung und die Aktivitit der Bacteria aus. Uber die Auswirkung auf die
archaeelle Population ist bisher nichts bekannt. Eine vergleichende Untersuchung oxischer
Bdden konnte kldren, ob der pH-Wert einen Einfluss auf die Abundanz sowie die Struktur

der Archaea hat.

Die Diversitdt der Archaea des Marburger Waldbodens wurde mit Hilfe der T-RFLP-
Methode und vergleichender Sequenzanalyse bestimmt. Es wurden unkultivierte Linien der
Crenarchaeota und Euryarchaeota nachgewiesen. Die Crenarchaeota gruppierten in den
von DeLong beschriebenen Linien ,,Group 1.1b* und ,,Group 1.1c* (DeLong, 1998),
wiahrend die Euryarchaeota mit den Thermoplasmatales verwandt waren. Die zuerst
verwendete Markierung des reversen Primers mit dem Fluoreszenzfarbstoff konnte die
Struktur der Archaea nicht komplett auflosen, da das T-RF von 185 bp beide Linien der
Crenaarchaeota reprasentierte. Die Markierung des forward Primers konnte die theoretisch
ermittelten Schnittstellen der Sequenzen bestitigen, wodurch der relative Anteil jeder
phylogenetischen Gruppe bestimmt werden konnte. Der relative Gesamtanteil der
Crenarchaeota (,,Group 1.1b* + ,,Group 1.1c¢*) war in allen Bodenschichten sehr hoch und
betrug durchschnittlich 88%. Das dominante T-RF der Linie 1.1c zeigte einen relativen
Anteil innerhalb der Archaea von 60 bis 91%. Sequenzen dieser Linie wurden vorwiegend
in Waldboden detektiert, (Jurgens et al., 1997; Jurgens und Saano, 1999; Pesaro und
Widmer, 2002; Bomberg et al., 2003; Ochsenreiter et al., 2003). Buckley beschrieb diese
Gruppe auch als ,,FFSB cluster” (Buckley e al., 1998), da die ersten Sequenzen aus
Waldboden stammten (FFSB-Klone von Jurgens ef al., 1997; Jurgens und Saano, 1999).
Das T-RF der Linie 1.1b (= ,,Group 1.1b*), wurde nur im Ap-Horizont mit maximal 33%
relativem Anteil nachgewiesen. Diese Gruppe von Sequenzen ist auch als , Terrestrial

cluster” (Buckley et al., 1998) oder Rice Cluster VI (GroBBkopf et al., 1998b) bekannt. Der
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GroBteil der bekannten Umweltsequenzen der Linie 1.1¢ wurde in Boden detektiert, die
oxische sowie anoxische Bedingungen aufwiesen (Bintrim et al., 1997; GroBkopf et al.,
1998b; Chin et al, 1999a; Ochsenreiter et al., 2003; Kemnitz et al., 2004). Weitere
Sequenzen wurden in Termitenddrmen (Friedrich et al., 2001), in mikrobiellen Matten
(Ochsenreiter et al., 2003) und Gewissern (Hershberger et al., 1996; Takai et al., 2001;
Ochsenreiter et al., 2003) gefunden. Das T-RF der Thermoplasmatales-verwandten
Sequenzen (Euryarchaeota) wurde in allen Bodenschichten nachgewiesen, wobei sich der
relative Anteil innerhalb der Archaea ab einer Tiefe von 9 cm verdoppelte (maximal 15%).
Die Sequenzen waren mit Umweltklonen aus einem bewaldeten Feuchtgebiet (Brofft ez al.,
2002), einem SiiBwasserspeicherbecken (Stein er al., 2002) und einem kontaminierten
Grundwasser (Dojka et al., 1998) verwandt. In der in Abschnitt 1 beschriebenen
Stammbaumanalyse der Thermoplasmatales (Abbildung 24) gruppieren die Sequenzen des
Marburger Waldbodens in der terrestrischen Linie D. Pesaro und Widmer beschrieben
erstmals und bisher als einzige weitere Umwelsequenzen dieser Linie, die ebenfalls in

einem Waldboden detektiert wurden (Pesaro und Widmer, 2002).

Die Physiologie der unkultivierten Eury- und Crenarchaeota ist bislang unbekannt.
Vermutlich besitzen diese Organismen eine Vielfalt metabolischer Fahigkeiten, da vor
allem die Linien der Crenarchaeota (1.1b und 1.1c) sehr divers sind und eine interne
Gruppierung der Sequenzen zu erkennen ist. Wie bereits beschrieben wurde das T-RF der
Linie 1.1b nur im Ap-Horizont detektiert. Da die T-RFLP-Analyse nur den relativen Anteil
innerhalb der Archaea zeigt, ist dies kein Beweis dafiir, dass diese Linie nicht in tieferen
Schichten vorkommt. Steigt der Anteil der anderen Archaea stark an, wiirde das zur Folge
haben, dass die Linie 1.1b nicht mehr detektiert wiirde, obwohl sich die Zahl nicht
verdndert. Da mit Hilfe der Real Time-PCR-Methode jedoch gezeigt werden konnte, dass
die Anzahl der archaeellen 16S rDNA-Zielmolekiile der verschiedenen Bodenschichten
nur gering variiert, scheint ein Einfluss der Bodenparameter auf das Vorkommen dieser
Crenarchaeota vorhanden zu sein. Generell nimmt der Néhrstoffanteil mit der Tiefe stark
ab. Die Metagenomanalyse eines unkultivierten Vertreters dieser Linie, der ebenfalls in
einem oxischen Boden nachgewiesen wurde, flihrte zur Detektion eines nirK-aquivalenten
Genes (Priasentation von A.H. Treusch bei der VAAM-Tagung 2003, bisher
unverdffentlicht). Dies fiihrte zur Diskussion, ob mesophile Crenarchaeota der Linie 1.1b
an der Denitrifizierung in Boden beteiligt sein konnten. Auch in dieser Arbeit scheint eine

Korrelation zwischen der Verfligbarkeit von Nitrat im Ap-Horizont und der Detektion

102



Diskussion

dieser Linie vorhanden zu sein. Da das Tiefenprofil jedoch durch die Variation
verschiedener Bodenparameter charakterisiert ist (z.B. Abnahme des gravimetrischen
Wassergehaltes, des C/N-Anteils, der Sulfat- und Ammoniumkonzentrationen u.a. nicht
untersuchten Parametern), bleibt dies nur eine Vermutung. Da die Crenarchaeota der Linie
l.1c und die zu Thermoplasmatales verwandte Linie in allen Bodenschichten mit
dhnlichem relativen Anteilen nachgewiesen wurden, konnte ihnen keine physiologischen
Eigenschaften zugeordnet werden. Ein mdglicher Einfluss der Bacteria auf die Archaea
darf ebenfalls nicht auler Acht gelassen werden. Sie kdnnten um Substrate konkurrieren,

aber auch in einer Substratabhidngigkeit leben.

Die Abnahme der Bacteria mit der Tiefe scheint mit der Verfiigbarkeit der Substrate im
Zusammenhang zu stehen. So nehmen z.B. der C/N-Gehalt und somit die Nitrat- und
Ammoniumkonzentration, aber auch die Sulfatkonzentration ab. Die Streuauflage fiihrt zu
einem Nahrstoffeintrag in den oberen Schichten, was vermutlich zu einer hoheren Aktivitét
der Mikroorganismen fiihrt. Der C/N-Gehalt wurde mit maximal 35% bzw. 1,5% in der
obersten Schicht bestimmt und nahm mit der Tiefe stark ab. Diese Werte waren
vergleichbar mit dem C/N-Gehalt eines Tiefenprofils des Marburger Waldbodens im
Winter 1999 (Dissertation von Dr. Udo Jackel, 2001). Die starke Abnahme von Nitrat mit
der Tiefe weist z.B. auf eine Aktivitdt nitrifizierender Bakterien an der Bodenoberflidche
hin, was in Ubereinstimmung mit der Untersuchung von Schnell und King (1994) wire.
Sie konnten eine maximale Nitrifikation an der Bodenoberfldche eines Waldbodens zeigen
und diese Beobachtung mit den gefundenen hoheren Ammoniumkonzentrationen
korrelieren. Schwefel kann durch den Proteinabbau und die Abspaltung von S* aus
Aminosduren freigesetzt (Desulfuration) und unter oxischen Bedingungen entweder
abiotisch oder durch Bakterien tiber Schwefel zu Sulfat oxidiert werden (Schlegel, 1992).

Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass unter anoxischen Bedingungen in typisch
oxischen Bdden kurzkettige organischen Sduren (Acetat, Formiat und Lactat) gebildet
werden und dies auf anaerobe Prozesse im Zentrum von Bodenaggregaten und der
Streuauflagen hinweist (Sexstone et al., 1985; Krzyszowska et al., 1996; Van der Lee et
al., 1999; Kiisel und Drake, 1999). Dabei wurde Acetat als das dominante organische
Produkt in Waldbdden und Mineralbdden nachgewiesen (Shen et al., 1996; Kiisel und
Drake, 1994; Kiisel und Drake, 1995; Wagner et al., 1996; Kiisel und Drake, 1999; Peters
und Conrad, 1996). Acetat konnte nicht im Tiefenprofil des Marburger Waldbodens

nachgewiesen werden. Dagegen wurden Succinat, Isobutyrat und Formiat detektiert. Kiisel
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und Drake konnten zeigen, dass Formiat und Lactat in der initialen Phase anaerober
mikrobieller Prozesse in Waldbdden produziert werden (Kiisel und Drake, 1999). Die
Aktivitdit anaerobe Mikroorganismen in Mikronichen von Bdden scheint vom
Wassergehalt und der Rate der aeroben Respiration abhingig zu sein (Tiedje et al., 1984;
Sexstone et al., 1985; Smith und Arah, 1986).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die hohe Zahl der Archaea im Waldboden der
Marburger Lahnberge auf deren wichtige dkologische Rolle hinweist. Um den Anteil der
Archaea an der mikrobiellen Gemeinschaft zu {berpriifen, soll in den folgenden
Untersuchungen die Fluorezenz in situ Hybridisierung angewandt werden. Trotz der hohen
Abundanz der Archaea im untersuchten Waldboden, zeigten sich keine eindeutigen
Hinweise iiber die metabolischen Fihigkeiten der unkultivierten Gruppen. Da die Zahl
dieser Archaea jedoch sehr hoch ist, bestehen gute Chancen diese Mikroorganismen in
Kultur anzureichern. Mit Hilfe der analysierten Bodenparameter lassen sich die

Umweltbedingungen im Boden mit einem speziellen Medium imitieren.

4. Abschlieflende Betrachtung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die quantitative PCR ein hilfreiches
Werkzeug zur Untersuchung mikrobieller Gemeinschaften darstellt. Durch den Einsatz
spezifischer Primer war es moglich das Wachstum oder die Abundanz verschiedener
phylogenetischer Gruppen nachzuweisen. Dabei konnten die zeitlichen oder rdumlichen
Verdnderungen der einzelnen Gruppen verfolgt und neue Erkenntnisse iiber bislang
unkultivierte Archaea gewonnen werden. Weiterhin konnte die Kombination klassischer
Kultivierungstechniken mit molekularbiologischen Methoden zur Charakterisierung neuer
Mikroorganismen angewendet werden. Die Beobachtungen dieser Arbeit verdeutlichen
aullerdem, dass die Kultivierung bisher unkultivierter Archaea dringend notwendig ist um

ihre 6kologische Bedeutung besser zu verstehen.
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