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Einleitung

Die Bedeutung extrazellulirer Enzyme in Fliefigewdssern

Die mikrobielle Spaltung makromolekularer organischer Verbindungen mittels extrazellulédrer
Enzyme ist ein entscheidender Prozess beim Abbau organischen Materials und seiner Einschleu-
sung in das Nahrungsgefiige von FlieBgewéssern. In den letzten Jahrzehnten haben zahlreiche Un-
tersuchungen gezeigt, dass die bakterielle Biomasse von grofler Bedeutung im Nahrungsgefiige
aquatischer Systeme sein kann. Bakterien sind nicht nur Destruenten organischen Materials. Sie
haben auch eine bedeutende Funktion im Nahrungsgefiige aquatischer Systeme. Ein grofler Teil des
Stoff- und Energieflusses verlduft nicht auf direktem Weg tiber die klassischen Fral3- bzw. Detritus-
Nahrungsketten sondern tiber eine mehr oder weniger umfangreiche Abfolge von Mikroorganis-
men: von organischem Material zu Bakterien, weiter tiber Flagellaten und Ciliaten zu den Meta-
zoen.

Urspriinglich wurde fiir dieses Konzept der Begriff ,,microbial loop* (mikrobielle Schleife) gepragt
(Azam et al., 1983), dessen Bedeutung mittlerweile auch fiir FlieBgewissersysteme gezeigt werden
konnte (z. B. Marxsen, 2001). Um jedoch deutlich zu machen, dass dieser Teil des Stoff- und Ener-
gieflusses gerade auch in FlieBgewissern etwas Typisches und kein Umweg ist, sollte man ihn
besser als dritte Nahrungskette, neben den anderen beiden, betrachten.

Ein iiberaus wichtiger Schritt am Beginn der mikrobiellen Nahrungskette ist die Spaltung von ma-
kromolekularem organischem Material durch extrazellulire Enzyme. In einem Gewésser wie dem
Breitenbach, dem Hauptuntersuchungsobjekt der Limnologischen Fluss-Station gibt es eine Menge
an organischen Substanzen (partikuldr und gel6st), die groBtenteils aus der Umgebung in den Bach
eingetragen werden (Marxsen et al., 1997) und die die stoffliche und energetische Grundlage der
mikrobiellen Nahrungskette in FlieBgewéssern bilden. Bei weitem der groBte Teil dieser Substanzen
ist jedoch makromolekularer Natur. Damit ergibt sich fiir die Mikroorganismen das Problem, dass
sie die dominierenden groflen Molekiile nicht direkt aufnehmen kénnen. Sie miissen diese zunéchst
in kleinere Einheiten spalten, bevor sie in die mikrobielle Nahrungskette eingeschleust werden
konnen und spiter dann in mikrobielle Biomasse bzw. CO, tiberfithrt werden kdnnen. Damit ist der
Prozess der Spaltung makromolekularer organischer Verbindungen durch extrazelluldre Enzyme ein
essentieller erster Schritt bei der mikrobiellen Verwertung von organischem Material ist, der
limitierend fiir die bakterielle Produktion und den Abbau von organischen Substanzen sein kann
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(Marxsen & Fiebig, 1993). Die Bedeutung extrazelluldrer Enzyme konnte speziell auch im Breiten-
bach bei vielen Untersuchungen gezeigt werden. In allen Habitaten des Baches wurden hohe Aktivi-
titen zahlreicher dieser Enzyme gefunden. Das gilt besonders auch fiir die Enzyme, die am Abbau
von organischen Polymeren beteiligt sind (z. B. Marxsen & Witzel, 1989; Freeman et al., 1990;
Marxsen & Fiebig, 1993; Hendel & Marxsen, 2000; Romani & Marxsen, 2002).

Gene Polymer abbauender Enzyme

Die Entwicklung der molekularbiologischer Methodik hat mittlerweile einen Entwicklungsstand
erreicht, der die Anwendung vieler Verfahren in der Okologie erlaubt — zur Beantwortung von
Fragen, die zuvor nicht bearbeitet werden konnten. Daher haben wir vor einiger Zeit begonnen, uns
mit Methoden zu beschiéftigen, die geeignet sind zur Erfassung von Genen fiir extrazelluldre Enzy-
me, die am Abbau makromolekularer organischer Materialien beteiligt sind. Die hédufigste organi-
sche Verbindung, im Breitenbach wie auch weltweit, ist Zellulose. Und daher gibt es eine Menge
Informationen iiber Gene, die verschiedene Enzyme kodieren, die am Zelluloseabbau beteiligt sind.
Aber gerade diese Enzyme sind in ihrer Struktur sehr heterogen. Nach ihren Sequenzen werden sie
in mindestens neun, z. T. recht unterschiedliche Familien eingeteilt (manchmal sogar noch in mehr,
abhingig von demjenigen, der die Einteilung vornimmt). Einige der Familien werden dariiber hin-
aus in Unterfamilien gegliedert (http://www.expasy.org/cgi-bin/lists?glycosid.txt; Béguin, 1990).
Fiir keine dieser verschiedenen Enzymgruppen waren jedoch Primer-Sets in der Literatur zu finden.

Dagegen fanden sich Primer fiir andere Polymer abbauende Enzyme, u. a. solche, die die DNA von
Chitinasen amplifizieren (Williamson et al., 2000). Diese wurden genutzt, um zunéchst zu priifen,
ob es grundsitzlich moglich ist, funktionelle Gene fiir den Polymerabbau in einem System wie dem
Breitenbach zu erfassen und zu analysieren. Obwohl Chitin nicht das bedeutendste Polymer fiir so
ein Gewisser ist. Aber weltweit gesehen ist es sehr wohl von erheblicher Relevanz (Gooday, 1990).

Tab. 1: Geographische, hydrologische und chemische Daten fiir den Breitenbach. Nach: Zwick (1989),
Marxsen et al. (1997)

Grofe des Einzugsgebietes 8,2 km?
Lénge 4.200 m
Hohenlage 220 - 235 m GiNN
Mittlerer Abfluss 26 L/s
Mittlere Temperatur (Mittellauf) 7,3 °C
pH-Wert 6,4-78
Sauerstoffgehalt (O,) 90 -100 % Séttigung
Leitfahigkeit 140 - 190 pS/cm
Calcium 16 - 18 mg/L Ca
Natrium 10 - 15 mg/L Na
Kalium 2-5mg/LK
Magnesium 2 -5 mg/L Mg
Freies Phosphat (PO4>) 0,02 - 0,045 mg /L P
Ammonium (NH4") 0-0,04 mg/L N
Nitrat (NO3") 0,6 - 1,3 mg/L N
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Material und Methoden

Untersuchungsgewdsser Breitenbach

Der Breitenbach ist ein kleiner, unverschmutzter Wiesenbach, in Osthessen zwischen Vogelsberg
und Rhon gelegen (9 ° 38 ’E, 50 ° 39 °N). Dieser Bach ist seit vielen Jahren das Hauptuntersu-
chungsobjekt der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter der Limnologischen Fluss-Station im Rahmen
der ,,Okosystemstudie Breitenbach (z. B. Zwick, 1989; Marxsen et al, 1997).

Methoden

In verschiedenen Habitaten des Breitenbach wurden am 10. 5. 2001 Proben fiir die Extraktion von
DNA entnommen: Quellwasser, Bachwasser aus Ober-, Mittel- und Unterlauf, sandiges Sediment
(0 - 2 cm) mit unterschiedlichem Gehalt an feinpartikuldrem organischen Material (FPOM), Laub-
reste sowie aus einer Anreicherungskultur mit Bachwasser, Sediment und Laubresten. Die am
selben Tag durchgefiihrte DNA-Extraktion erfolgte mit dem MoBio Soil Kit. Die Amplifikation
durch die Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) geschah mit Primern nach
Williamson et al. (2000). Dariiber hinaus wurden molekularbiologische Standardverfahren fiir PCR,
DGGE (denaturierende Gradientengelelektrophorese), TGGE (Temperatur-Gradientengelelektro-
phorese), Klonierung und Sequenzanalyse eingesetzt.

Ergebnisse und Diskussion

Vorkommen von Chitinasel 8A-Sequenzen

Mit Hilfe der PCR konnte das Vorkommen von DNA-Sequenzen der Chitinase-Familie 18A in
allen untersuchten Proben nachgewiesen werden. Mittels DGGE und TGGE wurde die Variabilitét
der Chitinasen an den untersuchten Standorten gepriift. Dabei wurden in verschiedenen Habitaten
offensichtlich unterschiedliche Zusammensetzungen an Chitinasel §A-Genen gefunden. Die Was-
serproben von verschiedenen Stellen des Bachlaufes wiesen groBe Ahnlichkeiten untereinander auf,
wie auch die Sedimentproben. Und auch zwischen diesen beiden Gruppen gab es deutliche Uber-
einstimmungen. Klare Unterschiede zu diesen Habitattypen sowie untereinander weisen dagegen
die Extrakte aus Laub und aus der Anreicherungskultur auf. Die mathematische Bearbeitung der
Bandenmuster der verschiedenen Proben mittels Cluster-Analyse bestétigt den optischen Eindruck
tiber die Diversitit des Genvorkommens an den verschiedenen Standorten.

Klonierung und Sequenzanalyse

Von der amplifizierten DNA wurden etwa 100 Klone hergestellt. Das ermdglichte die Sequenzie-
rung und den Vergleich mit Sequenzen aus allgemein zugénglichen Datenbanken. Als Zwischener-
gebnis wird hier eine erste Auswertung vorgestellt (Abb. 1). Sie basiert auf 21 DNA-Sequenzen aus
dem Breitenbach (11 aus Sediment, 10 aus Wasser). Diese Sequenzen werden mit Chitinasel8A-
Sequenzen von marinen Bakterien (Cottrell et al., 2000), von Bodenbakterien (Metcalfe et al., 2002)
und von kultivierten Bakterien verglichen (GenBank/NCBI). Aus limnischen Systemen liegen
bisher keine Daten vor.

Die wesentlichen vorldufigen Befunde sind: 1. Kein Breitenbach-Klon steht Chitinase-Sequenzen
aus dem marinen Bereich nahe oder Bakterien aus der Gruppe der Firmicutes (Bacillus, Kurthia,
Clostridium). 2. Die meisten Breitenbach-Klone zeigen Ahnlichkeiten mit Sequenzen von Boden-
bakterien. 3. Einige Breitenbach-Klone weisen Ahnlichkeiten mit Chitinasen von B-Proteobakterien
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Abb. 1: Phylogenetischer Baum von Familie18A-Chitinasen unterschiedlicher Herkunft, erstellt an-
hand von DNA-Sequenzen aus der katalytischen Domiéine der Familiel 8A-Chitinasen (Willi-
amson et al., 2000): Breitenbach Sediment (Bsed), Breitenbach Wasser (Bwat), unkultivierte
Bodenbakterien (uncult soilbact), unkultivierte marine Bakterien (uncult marbact), marine o-
Proteobakterien (mar aprotbact). Die kultivierten Bakterien sind mit Namen angegeben. Die
Skala kennzeichnet die Distanzen zwischen den betrachteten Sequenzen.
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(Doohwaniella, Janthinobacterium), y-Proteobakterien (Stenotrophomonas) und Aktinomyceten
(Arthrobacter, Streptomyces) auf, gemeinsam mit unkultivierten Bodenbakterien. 4. Eine Unter-
gruppe mit sehr groBen Ahnlichkeiten innerhalb der Gruppe (die fast die Halfte der Breitenbach-
Klone enthilt) fillt in kein gemeinsames Cluster mit Sequenzen kultivierter Bakterien, nur mit
Sequenzen unkultivierten Bodenbakterien. 5. Zwei weitere Cluster von Klonen gibt es nur im Brei-
tenbach. Sie sind deutlich von allen anderen Sequenzen getrennt, sowohl von den Sequenzen kulti-
vierter Bakterien wie auch von denen unkultivierter. Es sind neue Gruppen von 18A-Chitinasen, die
bisher nur im Breitenbach nachgewiesen wurden. Sie stammen entweder von noch nicht kultivierten
Organismen oder von Organismen, deren Chitinase-Gene bisher noch nicht untersucht wurden.

Ausblick

Nachdem die grundsitzliche Moglichkeit aufgezeigt werden konnte, funktionelle Gene von Enzy-
men, die am Polymerabbau in einem Gewisser wie dem Breitenbach beteiligt sind, zu untersuchen,
konnen auf der Grundlage dieser Erfahrungen mit den angewandten Zellulasen untersucht werden.
Dazu wiren zundchst Primer fiir mikrobielle Enzyme, die am Zelluloseabbau beteiligt sind, zu
entwickeln. Zusammen mit den bewzhrten Methoden zur Messung der Enzymaktivitét (Marxsen et
al., 1998) sollte so ein detaillierterer Einblick in einen der Schliisselprozesse bei der Verwertung
von organischem Material in FlieBgewé&ssern moglich sein.
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