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1 Einleitung

Mikroorganismen greifen auf allen Ebenen in die Funktionen des Lebens ein und nehmen
damit eine Schiiisselrolle in Okosystemen ein. Sie sind in grundlegende Prozesse des
Stoffkreislaufes wie Destruktion, Produktion und Fixierung anorganischer Substanzen in
hohem Mal3e involviert. Durch den Einfluss, den Mikroorganismen auf die stoffliche
Charakteristik ihres Habitats ausiben, pragen sie die dbrige Biozonose. Um die
Wechselwirkungen des Lebens innerhalb eines Habitates zu verstehen, stellt das Wissen um
die Funktion der Mikroorganismen darin einen wichtigen Aspekt dar. Neben ihrer wichtigen
Aufgabe as Destruenden sind Mikroorganismen auch in beachtlichem Male an der
Biomasseproduktion beteiligt. In oligotrophen, kleinen Flief3gewéssern wie der hier
untersuchte Breitenbach, in denen allochtones Material die Haupt-Kohlenstoffquelle bietet,
stellen Mikroorganismen das verbindende Element zwischen totem, organischem Material
und hoheren biotischen Ebenen (LEFF, 1994). Wie MARXSEN (2001) zeigte, liegt die
Biomasseproduktion der Bakterien im Breitenbachsediment mit 162 g C/m?/Jahr deutlich Uber
der der Primérkonsumenten. Daraus lasst sich schlief3en, dass die Biomasse der Bakterien
einen wesentlichen Bestandteil zur Nahrungsversorgung der Fauna beitragen kann und aus
dieser Perspektive von groRer Bedeutung fiir das Okosystem ist.

In der traditionellen Mikrobiologie wurden Erkenntnisse Uber Bakterien in natirlichen
Habitaten vor allem durch die Isolation und Untersuchung von Reinkulturen gewonnen. Man
geht aber davon aus, dass dabel nicht einmal 1% der vorhandenen Taxa erfasst werden
kénnen. Zudem beinhalten die erhaltenen Kulturen keine oder nur wenige Organismen mit
bedeutendem Einfluss auf das Habitat (AMANN et al. 1995). Die Entwicklung molekularer
Methoden zur Untersuchung mikrobieller Artengemeinschaften, mit denen auch die nicht
kultivierbaren Organismen erfasst werden kénnen, ermdoglicht daher einen vollkommen neuen
Einblick in die Welt der Mikroorganismen (HEAD et al. 1998).

Die meisten molekularen Methoden zur Untersuchung mikrobieller Artengemeinschaften
beruhen auf der Analyse ribosomaler RNA oder dem dazugehotrigen rRNA-codierenden
Bereich der DNA. Ribosomale RNA ist mit Ausnahme der Viren in alen Lebensformen
vorhanden und weist hochkonservierte Regionen auf, deren Basensequenz sich im gesamten
Zeitraum der Evolution kaum verandert hat. Gleichzeitig beinhaltet ribosomale RNA
Bereiche mit hoherer Variabiltitdt, in denen sich Familien, Gattungen oder Arten
unterscheiden — Untersuchungen auf allen Ebenen sind also mdglich (LUDWIG & SCHLEIFER,
1994). Diese Tatsache macht aus der ribosomalen RNA en idedes Instrument zur
phylogenetischen Analyse isolierter DNA, unabhéngig von der Kultivierbarkeit der
dazugehorigen Organismen. Als besonders geeignet fur Untersuchungen dieser Art bezliglich
der Eubacteria hat sich die 16S5-rRNA aus der kleinen Untereinheit des Ribosoms erwiesen.
16S-rRNA bzw. 16S-rDNA wird daher in vielen molekularen Ansdtzen der mikrobiellen
Okologie as das Standard-Molekil verwendet. Je nach Zielstellung eignen sich
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Sequenzierungen, Hybridisierungen oder genetische Fingerabdricke auf Basis der 16S-
rRNA fir die Untersuchungen der mikrobiellen Okologie.

Unter den Fingerprintmethoden bieten denaturierender Gelelektrophoresen wie DGGE oder
TGGE die Mdoglichkeit zur simultanen Untersuchung einer grofen Probenzahl mit
vergleichbar geringen Zeitaufwand. Das sich ergebende Bandenmuster spiegelt die
Populationstruktur der untersuchten phylogenetischen Gruppe innerhalb der Probe wider. Der
Anwendungsbereich denaturierender Gelelektrophoresen liegt darin, Veranderungen in der
Populationszusammensetzung bezlglich der Zeit oder entlang einer raumlichen Struktur
aufzuzeigen (MUYZER & SMALLA 1998).

Denaturierende Gelelektrophoresen eigenen sich fur Untersuchungen der verschiedensten
Lebensrdume. So wurden Versuche zur mikrobiellen Besiedlung des menschlichen
Gastrointestinaltraktes durchgeftihrt (ZOETENDAL et al 1998). Weiterhin gab es Experimente
zu Veranderungen der Artzusammensetztung vor und nach einem biostimulierenden Prozess
(OGINO et al. 2001) oder zur bakteriellen Sukzession entlang des Changjiang-Flusses
(SEKIGUCH! et al. 2002). Zu kleinen Mittelgebirgsbachen, wie sie hier untersucht wurden,
liegen alerdings noch keine Erkenntisse auf Basis molekularer Methoden zur gesamten
eubakteriellen Population vor. Der Breitenbach wird seit etwa 40 Jahren von der
limnologischen Flussstation in Schlitz untersucht, es liegen daher Daten aus vielen Bereichen,
so auch aus der Mikrobiologie vor. Aus diesem Grund eignet er sich besonders fir
weiterfiinrende Experimente, um Ergebnisse in den Gesamtzusammenhang des Okosystems
einordnen zu konnen.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Betrachtung von Verschiebungen in der
Populationsstruktur der Eubacteriaim Raum mit Hilfe von TGGE-Analysen. Es stellt sich die
Frage inwiewelt es zu Veranderungen im Langsverlauf des Breitenbaches kommt. Proben aus
dem Breitenbach wurden untereinander und mit jewells einer Probe aus zwel weiteren Bachen
mit unterschiedlichem Wasserchemismus und einer Probe aus dem Potamalbereich der Fulda
betrachtet. Waeliterhin wurden Unterschiede der bakteriellen Artzusammensetzung im
Breitenbach in der flief3enden Welle und verschiedenen Sedimenttiefen — also in vertikaler
Richtung - untersucht. Dartber hinaus sollten Erkenntnisse Uber die Herkunft der
Bachbakterien anhand von TGGE-Mustervergleichen der Bachproben mit Boden-, Biofilm-
und Blattproben gewonnen werden. Da die TGGE, wie sie hier angewendet wurde, keinerlei
Information Uber die Art der gefundenen Bakterien oder deren Funktion im Habitat liefert,
wurden zur Erganzung stichprobenartig 16S rDNA-Sequenzierungen vorgenommen und die
TGGE-Banden der gewonnenen Klone mit dem Bandenmuster der Herkunftsprobe
verglichen.

Auch wenn die Aussage Uber die Funktion der untersuchten Artengemeinschaften trotz der
Sequenzierungen hier begrenzt bleibt, trégt diese Arbeit einen Tell dazu bei, die Rolle der
Bakterien in den komplexen Zusammenhangen eines der Flief3ggewasser aufzuklaren.
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2 Charakteristik der beprobten Gewasser und Probestellen

Fir die durchgefihrten Untersuchungen wurden Proben aus dem Breitenbach, dem
Rohrwiesenbach, dem Fichtenbach und der Fulda entnommen. Alle Probestellen lagen im
stdlichen Teil des osthessischen Berglandes zwischen dem Vogelsberg und der Rhon. Bei
den beprobten Bachen handelt es sich um Mittelgebirgsbdche mit verschiedenen
Einzugsgebieten, die beziiglich ihres Chemismus Unterschiede aufweisen. Bel der Fulda, dem
grofdten Flief3gewasser in der Umgebung, kommt als weiterer Aspekt ein Einfluss durch die
Abwasser anliegender Siedlungen und Industrie hinzu. Die Daten zu den einzelnen
Flief3gewassern wurden aus MARXSEN (1980a, 1989) fur die drei Bache und aus BREHM
(1974) bzw. aus dem ,,Umweltatlas-Hessen" fur die Fulda entnommen. Aus dem Fichtenbach,
dem Rohrwiesenbach und der Fulda wurden nur an je einer Stelle Proben entnommen. Der
Breitenbach wurde an neun Stellen beprobt.

2.1 Breitenbach (Probestelle 1-9)

Der Breitenbach entspringt aus mehreren Helo- und Rheokrenen. Er wird im oberen
Mittellauf zusétzlich durch eine konstant schittende Grundwasserquelle gespeist, die einen
grol3en Einfluss auf die gesamte Wasserfiihrung hat. |m oberen Abschnitt wéachst der Wald bis
an die Ufer heran, weshalb in diesem Abschnitt viel allochtones Material in den Bach gelangt.
Im Mittellauf begleiten Wiesen den Bach, wobel an einigen Stellen Erlengruppen am Ufer
stehen. Im Unterlauf grenzen landwirtschaftlich genutzte Flachen an den Bach. Nach 4 km
mundet der Breitenbach in die Fulda. Durch die Grundwasserquelle kommt es zu einer
ausgeglichenen und nur langsam schwankenden Wasserfiihrung. Oberhalb dieser Quelle kann
der Bach im Sommer austrocknen. Das Wasser des Breitenbachs ist abgesehen von
Hochwasserzeiten sehr Klar.

Der Untergrund des Breitenbaches besteht aus Buntsandstein, weshalb das Wasser nur wenig
gepuffert ist. Der pH-Wert im Jahresverlauf ist schwach sauer bis neutral. Die
Sauerstoffsttigung im Mittellauf liegt das ganze Jahr tber nahe bei 100 %. Der DOC-Gehalt
ist sehr niedrig und schwankt im Mittellauf zwischen 2 und 3 mg C/L.

Der Breitenbach wurde an 9 Stellen beprobt (Abbildung 1). Vor der Probestelle 7 fliefdt die
Ablauf eines Fischteiches in den Breitenbach. Unterhalb der Stral3e werden die anliegenden
Flachen landwirtschaftlich genutzt, dies betrifft Probestelle 9.Die hier angegebenen
physikalisch-chemischen Werte sind oberhalb von Probestelle 7 vor dem Abfluss des
Fischteiches im Jahresverlauf gemessen worden.
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Probestelle 1

Probestelle 2

Probestelle3 + 4

Probestelle 5

Probestelle 6

Probestelle 7

e

Probestelle 8

B Forest
I Meadows
M Alders

Probestelle 9

Abbildung 1:Breitenbach (P. NEUMANN, unverdffentlicht; verandert von M. OBACH)

2.2 Rohrwiesenbach (Probestelle 10)

Der Rohrwiesenbach entspringt einer Helokrene in einer teils mit Rohricht bewachsenen
Wiese und durchfliefdt dann einen mit Fichten durchmischten Rotbuchenwald. Im oberen
Bereich, in dem auch die Probestelle liegt, ist er ein typischer Waldbach. Er mindet in den
Sengelbach, der wiederum in die Schlitz flief3t. Der Wasserstand ist abhéngig vom
Oberflachenabfluss, weshalb es kurzfristig zu erheblichen Schwankungen kommen kann. Das
Wasser des Rohrwiesenbaches ist braun gefarbt.

Aufgrund besonderer geologischer Verhaltnisse ist der Rohrwiesenbach reich an Elektrolyten,
besonders an Kalk. Dies fuhrt zu einem leicht alkalischem pH-Wert, der durchschnittlich ein
wenig Uber 8 liegt. Die Sauerstoffsédttigung lag im Jahresverlauf 2002 meistens geringfligig
unter 100 %, sank im Oktober aber auf 70 % ab. Der DOC-Gehalt liegt ahnlich wie beim
Fichtenbach bei etwa 12 mg C/L.

Die Probestelle liegt im Rotbuchenwald, im quellnahen Bereich.
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2.3 Fichtenbach (Probestelle 11)

Der Fichtenbach ist der Quellbach der Jossa, dessen Ursprung in einem moorigen
Fichtengebiet liegt, wo er einer Helokrene entspringt. Nach 600 m flief3t der Bach in einen
Fischteich, danach durchfliefst er Weideland bis zur Mindung in die Fulda. Die
Wasserfuihrung des Fichtenbaches ist gering, bel Trockenheit im Sommer kann es zur
Austrocknung kommen. Durch Huminstoffe erscheint das Wasser rotbraun geféarbt.

Der Bach fliefdt wie der Breitenbach auf Buntsandstein und ist daher nur schwach gepuffert.
Durch den Fichtenbewuchs im Einzugsgebiet kann der pH sehr niedrige Werte annehmen.
Die Im Jahresverlauf 2002 nahe der Quelle gemessenen Werte betrugen zwischen 4,4 und 5,8.
Die Sauerstoffséttigung liegt im allgemeinen leicht unter 100 %. Der DOC-Gehalt betragt
etwa 12 mg C/L.

Die Probenahme fand nahe der Quelle im Fichtenwald statt.

2.4 Fulda (Probestelle 12)

Alle drei untersuchten Béache flief3en direkt oder Uber die Schlitz in die Fulda. Diese ist das
grofte Fliel3gewasser in der Region und entspringt mehreren Quellen am Sidhang der
Wasserkuppe in der Rhon. Bedeutende Zufliisse sind Smelnau, Litter und Fliede vor der
Stadt Fulda und Luder, Schlitz und Jossa danach. Auf den weiteren Verlauf wird hier nicht
mehr eingegangen, da die Probestelle noch vor Mindung der Schlitz liegt.

Das Einzugsgebiet der Fulda unterhalb der Stadt Fulda besteht zu 50 % aus landwirtschaftlich
genutzten Flachen, 42 % sind bewaldet, auf 7 % befinden sich Siedlungen und 1% sind
Oberflachengewasser. Abwaésser hatten in den 70er Jahren einen grof3en Einfluss auf die
Wasserqualitét der Fulda. Sie wurde noch 1976 als stark verschmutzt mit Gewassergiteklasse
11 eingestuft. Durch Einsatz moderner Klartechnik im Einzugsgebiet hat sich aber der
Zustand der Fulda in Hinblick auf diesen Aspekt verbessert. Inzwischen wird ihr Zustand mit
der Gewéssergiteklasse 1l bewertet, was einer maiigen Belastung entspricht. Die
Fuldaguellen liegen auf buntsandsteinhaltigem Untergrund, aber schon 1 km unterhalb
durchfliefdt die Fulda den Muschelkalksockel von Obernhausen und reichert sich dabel mit
kalkhaltigem Wasser an. Dies hat einen erhéhten pH-Wert in diesem Gebiet zur Folge. Durch
die MUndung der genannten Zufllsse, die allesamt elektrolytenarm sind, nehmen Kalkgehalt
und pH-Werte der Fulda mit zunehmender Entfernung von dem Muschelkalksockel wieder
ab.

Die Probe wurde an der Fuldabriicke des Ortes Pfordt entnommen. Diese Stelle liegt
flussabwérts vom Zufluss der Luder, ungefdhr bel Flusskilometer 60, aber noch vor der
Mndung der Schlitz. Die Mindung des Breitenbaches befindet sich ebenfalls stromabwaérts.
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3 Material und M ethoden

Bel Gebrauch von Wasser fur Verdinnungen oder als Losungsmittel wurde stets steriles
Wasser von Merck (HPLC) oder Millipor (Milli-QpLus 185) verwendet.

3.1 Probenahme und Aufbereitung

verwendetes Material weitere Angaben Fabrikat

Pufferlésung (Phosphatpuffer) pH 7 Merck

Formaldehyd 36,5-38 % Sigma

NaCl Sigma

MilliQ-Wasser Milli-Qp_ys 185 Millipore

Plastiktiten

Tupperschisseln

K uhlbox

1- bzw. 2 L -Glasflaschen mit Schott

Schraubdeckel

Einmal spritzen 50 mL; 20 mL; 2 mL; steril B/Braun, Omnifix

Parafilm American National Caryy,

Filtervorrichtung fur Einmal spritzen 0,2 pL Porengrofie Schleicher & Schuell

Membranfilter Supor®-200 0,2 pL Porengrof3e; /47 mm Pall Cooporation
Polyethersulfon

Vakuumpumpe Heraeus

Ultraschallsonde PiezonO Master 400 EMS

Die Probenahme wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt. Am 10.07.2002
wurden an den jewelligen Stellen Wasserproben und Oberfl&chensedimente entnommen, am
11.07.2002 das Sedimentprofil, Bodenproben, Bléatter und mit Biofilm bewachsene Objekte.
Die Entnahme des Quellwassers wurde am 16.07. wiederholt, da aus der ersten Probe nicht
gentgend DNA extrahiert werden konnte.

Vor und wahrend der Probenahme gab es keinen Niederschldge und die Abflussmenge des
Baches war daher relativ niedrig. Die Probenahme erfolgte entlang des Breitenbaches von
unten nach oben, um keine Stérung in der jewelligen, darauffolgenden Probestelle zu
verursachen.
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An allen Probestellen wurde zusétzliches Wasser fur die Bestimmung der chemisch-
physikalischen Parameter entnommen (Tabelle 1)

Tabelle 1: chemisch-physikalische Daten.
Die Werte beziehen sich auf Messungen des Wassers an den Probestellen am 10.07.2002. Im
Anhang sind die Werte graphisch dargestellt (Abbildung 25).

Orthophosphat, Nitrat Ammonium DOC | O2 Leitfahigkeit pH [Temperatur

[hoP/L]  [mgN/L] [ugN/L] [mgC/L][%]| [puScm] [-] [°C]
1 34,2 105,9 10,7 25 |103 142,3 6,7 10,3
2 33,1 83,5 20,4 25 104 142,2 6,8 13,0
3 53,0 4329 2,7 18 | 93 162,0 6,1 8,4
4 55,4 474,1 4,2 19 91 161,7 6,0 8,7
5 47,7 210,6 9,3 25 1103 155,2 6,4 10,6
6 43,2 175,3 9,2 2,2 | 105 154,5 7,0 11,4
7 42,1 340,0 11,7 2,3 1103 154,3 6,9 11,9
8 44,0 214,1 28,9 25 102 160,4 7,0 12,3
9 41,0 278,8 17,5 2,7 102 161,1 7,1 12,5
10 195,0 627,1 111,7 42 8l 551,0 7,6 18,5
11 15,2 231,8 20,5 34 | 87 195,6 4,9 14,1
12 22,4 294,1 21,5 100 | 95 533,0 8,2 14,0

Waéhrend der weiteren Probenahme und des Transportes wurden die Proben gekihlt und im
Labor am selben Tag weiter aufbereitet.

3.1.1 Wasserproben

Die Wasserproben wurden an allen 12 Probestellen in Glasflaschen gesammelt, die vorher mit
dem jewelligem Probenwasser ausgewaschen worden waren. Es wurden jewells 2L (bzw. 7L
von der Quelle) entnommen. Im Labor wurden davon zwischen 500 und 1000 mL (Quelle:
6000 mL) durch einen Membranfilter mit einer Porengrdf3e von 0,2 um filtriert. Dieser Filter
wurde dann bis zur DNA-Extraktion bei —20°C eingefroren.

Zusédtzlich wurden fir die Bestimmung der Gesamtbakterienzahl pro Probe 50 mL
abgenommen und mit 2,5 mL 37 %iger filtrierter (0,2 um) Formaldehydldsung konserviert.
Die so behandelte Probe wurde im Kiihlschrank bel 4°C bis zur Verarbeitung aufbewahrt.

Bezeichnung der Proben:  W1-W12

3.1.2 Oberflachensedimente

Die Sedimente wurden an alen 12 Probestellen mit préparierten 20 mL-Einmalspritzen
entnommen. Den Spritzen war die Spitze abgeschnitten worden, so dass der Durchmesser der
unteren Offnung dem Spritzendurchmesser entsprach. Es wurde auf der Spritzenskala die
gewiinschte Tiefe von 2 cm eingestellt. Daraufhin wurde die Spritze bis zur eingestellten
Tiefe senkrecht in das Sediment gesteckt, das offene Ende mit einer untergeschobenen
Metallplatte verschlossen und die Spritze mit dem Sediment darin entnommen. Diese
Prozedur wurde an jeder Probestelle 5 mal wiederholt und die einzelnen Teilproben einer
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Stelle zusammen in einer Plastiktite verwahrt. Im Labor wurden die jeweiligen Sedimente
einer Probestelle mit einem Ethanol-gesauberten Spatel gut durchgemischt.

Fir die Bestimmung der Gesamtbakterienzahl wurde mit einer wie oben praparierten 2 mL-
Einmalspritze ein Volumen von 0,5mL je Probe enthommen und mit 9,5mL 5 %igem
Formaldehyd in Phosphatpuffer (pH 7) und 130 mmol/L NaCl {berschichtet. Die so
konservierte Probe wurde im Kuhlschrank bei 4°C bis zur Welterverarbeitung aufbewahrt.
Der Rest des Sediments wurde bis zur DNA-Extraktion bei —20°C eingefroren.

Bezeichnung der Proben:  O1-O12

3.1.3 Sedimentprofil

An Probestelle 6 und 7 wurde das Sediment zusdtzlich bis in 8 cm Tiefe beprobt. Die
Entnahme erfolgte dabel analog zu den Oberflachensedimenten, mit dem Unterschied, dass
die praparierte Spitze bis etwa 10cm Tiefe in das Sediment gesteckt wurde. Das
Probenmaterial wurde bis zur Weiterverarbeitung im Labor in den Spritzen aufbewahrt, die
mit Parafilm abgedeckt worden waren. An beiden Stellen wurden drei Parallelproben
genommen. Im Labor wurde das in der Spritze enthaltene Sediment vorsichtig in Schichten
von jewells 2 cm getrennt.

Die Waeiterbehandlung zur Bestimmung der Gesamtbakterienzahl und DNA-Extraktion
erfolgte analog zu den Oberfl&chensedimenten.

Bezeichnung der Proben: 0-2.cm 2-4cm 4-6 cm 6-8 cm
TB/E1-3 TB/TE4-6 TB/TE7-9 TB/TE10-12

3.1.4 Boden

An den Probestellen 6 und 7 wurden Bodenproben aus dem Ah-Horizont entnommen und in
Plastiktiten verwahrt. Diese wurden im Labor analog zu den Sedimenten behandelt.

Bezeichnung der Proben::  Bo4, Bo5

3.1.5 Blatter

Aus dem Quelltimpel wurden Bléatter von Eiche (Quercus robur) und Rotbuche (Fagus
gylvatica) entnommen. Den Bléttern war anzusehen, dass sie sich schon langere Zeit,
wahrscheinlich seit dem vergangenen Herbst im Wasser befanden. An Probestelle 7 wurden
grine Erlenblétter (Alnus glutinosa) gesammelt, die ihrem AuReren nach zu urteilen nur
wenige Tage im Bach gelegen hatten.

Bis zur DNA-Extraktion am néachsten Tag wurden die Blétter in Plastiktiten im Kihlschrank
aufbewahrt.

Bezeichnung der Proben:  BI1 (Eiche) BI2 (Buche) BI3 (Erle)
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3.1.6 Biofilm

Zur Untersuchung der Biofilme wurden sowohl nattrliche Steine vom Bachgrund als auch
gezichtete Biofilme auf kinstlichen Substraten gesammelt. Ein Stein stammte vom
Bachgrund bei Probestelle 6 , ein welterer Stein und die gezlichteten Biofilme wurden
zwischen Probestelle 6 und 7 entnommen. Die Zichtung des Biofilms dient anderen
Untersuchungen des Instituts und findet in speziellen Rinnen im Freiland statt, durch die
Bachwasser geleitet wird. Hier werden raue, quadratische Tonkacheln (Kantenldnge 5 cm)
exponiert, auf denen sich der Biofilm bildet. Die Rinnen, aus denen die Kacheln entnommen
wurden, befinden sich zwischen den Probestellen 6 und 7. Das Alter der Biofilme auf den
Kacheln betrug 4,5 und 10 Wochen. Der Biofilm auf den gesasmmelten Objekten wurde mit
einer Ultraschallsonde und sterilem Wasser entfernt. Dabei wurde von den Kacheln die ganze
Oberflache von 25 cnm? behandelt, wahrend von den Steinen eine geschétzte Oberflache von
etwa 12 cn? abgel0st wurde. Die erhaltene Suspension wurde mit sterilem Wasser auf einen
Liter aufgeflllt und wie die Wasserproben behandelt, wobel aber nur zwischen 100 und
250 mL filtriert wurden.

Bezeichnung der Proben: Stein Stein  Kachel (4,5 Wochen) Kachel (10 Wochen)
Bil Bi2 Bi3 Bi4
Probestelle 6 zwischen Probestelle 6 und 7

3.2 Bestimmung der Gesamtbakterienzahl

Verwendetes M aterial weitere Angaben Fabrikat
SYBRI Eugene
Antifadingsolution

50 % Glycerin Serva

10 mmol/L Natriumpyrophos- Merck

phat (Na,HPO,)

0,1 mmol/L Phenylenediamin Sigma

(CeHgNy)

120 mmol/L NaCl Sigma
Ultraschallsonde Model 250D Branson
Vortex Vortex-Genie2 Scientific Industrie Si
Aluminiumoxidfilter Anodisc, 0,02 um Porengrofie Whatman
Handpumpe mit Manometer Naglene
Objektrager 25x75 mm Marienfeld
Deckgléser 24x50 mm Menzel Gléser
Mikoskop Axioplan2 Zeiss

Objektiv Plan-APOCHROMAT 100x1,4 Oil
Filterkombination Anregungsfilter: HQ 480/40

Strahlenteiler Q 505 LP
Sperrfilter HQ 535/50

Die Bestimmung der Gesamtbakterienzahl wurde nach NOBLE & FUHRMAN (1998)
durchgefihrt. Das vollstandige Volumen der in Formaldehyd fixierten Sedimentproben wurde
fUr die Dauer von 60 Sekunden in Eis gekthlt und mit der Ultraschallsonde behandelt, um
Aggregate voneinander zu trennen. Die Amplitude wurde auf 70 % eingestellt. Eine
Behandlung der Wasserproben mit Ultraschall erfolgte nicht. Die vorbereiteten Proben
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wurden 10 Sekunden mit einem Vortexgerdt homogenisiert. Nach einer Pause von 10
Sekunden, in der grobe Partikel sedimentieren konnten, wurde ein Aliguot entnommen. Nach
Aufgabe des Aliquots auf einen Aluminiumoxidfilter wurde mit einem Unterdruck von
maximal 10 kPa filtriert. Die Menge des Aliquots war abhéngig von der erwarteten
Bakterienzahl. Bel den Sedimentproben betrug es zwischen 25 und 50 pL der fixierten Probe,
bei den Wasserproben zwischen 4 und 25 mL. Der gewonnene Filter wurde mit 100 pL
0,25 %igem SYBR | Uberdeckt und abgedunkelt. Nach einer Einwirkungsdauer von 15
Minuten wurden die Filter auf einen Objekttrager gegeben, mit 30-40 mL Antifadingsolution
behandelt und einem Deckglas abgedeckt. Anschliefiend an diese Prozedur wurde mit der
Zahlung der Bakterien unter dem Mikroskop begonnen. Dazu wurde eine 1000fache
Vergroferung gewdahlt und die SYBR |-gefarbten Bakterien mit Licht der Wellenlange 480nm
angeregt. Die Bildaufnahme erfolgte mit dem Programm AxioVision (Version 3.0; Zeiss). Pro
Filter wurden 10 Felder der Grofle 1538,4 um? mit Hilfe des Programmes KS300 (Version
3.0; Zeiss) ausgezahlt (KIRCHMAN, 1993).

3.3 DNA-Extraktion

Verwendetes M aterial weitere Angaben Fabrikat

Soil DNA Kit UltraClean™ MoBio

Die Extraktion der DNA aus den Proben erfolgte mit Hilfe des Soil DNA Kits UltraClean™
von MoBio nach dem vorgegebenen Protokoll.

Der Kit funktioniert dabei nach folgendem Prinzip: Die Zellen werden physikalisch und
chemisch lysiert und stérende Substanzen wie z.B. Proteine ausgeféllt. Die erhaltene
Suspension wird daraufhin zentrifugiert und der Uberstand mit der gel6sten DNA auf einen
Spinfilter gegeben, welcher die DNA selektiv bindet. In mehreren Waschschritten wird die
DNA mit Puffern gereinigt und anschlief3end eluiert.

Bei den Sediment- Boden- und Blattproben wurden jeweils etwa 2,59 Einwaage fur die
Extraktion verwendet. Die Blétter wurden vor der Einwaage mit einem Ethanol-gereinigten
Skalpell in kleine Stiicke zerschnitten. Von den Wasser- und Biofilmproben wurde der nach
der Filtration gesamte erhaltene Filter mit einem Ethanol-gereinigten Skalpell in kleine
Stticke zertellt und fir die DNA-Extraktion eingesetzt.
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3.4 DNA-Auftrennung und Nachweis auf Agar osegelen

3.4.1 Auftrennung durch Gelelektrophorese

Verwendetes M aterial weitere Angaben Fabrikat
NuSieve 3:1 Agarose Biozym
SeaKem LE Agarose Biozym
10x TAE-Puffer 40 mmol/L Trisacetat Sigma

1 mmol/L EDTA

pH: 8,3
Ladepuffer Gel Loading Solution Sigma

5xABI Prism Perkin Elmer
DNA-Ladder (123 bp) 1,0 ug/ pL Sigma
SmartLadder SF Eurogentec
DNA Ladder 1kb Sigma
Smart Ladder Promega
Gibco Marker Promega

8 UL der erhaltenen DNA wurde zur Gelelektrophorese auf Agarose-Gele zusammen mit 2 pL
eines Ladepuffers aufgetragen. Der Ladepuffer markiert die Elektrophoresefront und
beschwert die DNA, so dass sie in die fur den Probenauftrag vorgesehenen Geltaschen
absinkt. Bei einer Gelelektrophorese dieser Art wird lineare DNA abhangig von ihrer Lange
aufgetrennt. Durch die negative Ladung der DNA-Molekile wandern diese zur Anode, wobel
der zurtickgelegte Weg innerhalb einer vorgegebenen Zeit umso grofder ist, je kleiner das
jewellige DNA-Molekil ist. Die Basensequenz spielt hierbel eine untergeordnete Rolle.

Abhangig vom erwarteten Molekulargewicht der eingesetzten DNA kann die
Agarosekonzentration und damit die Maschenweite in den Agarose-Gelen gewahlt werden.
Bei hohem Molekulargewicht der DNA werden dementsprechend niedriger konzentrierte
Agarose-Gele verwendet. Fir den Nachweis der DNA-Extrakte wurden 0,8 %ige Gele
eingesetzt. Die spéter erhaltenen PCR-Produkte wurden in Agarose-Gelen aufgetrennt, deren
Konzentration zwischen 0,8 und 3 % lag. Fur 3 %-Gele wurde NuSieve-Agarose verwendet,
da diese besonders geeignet ist fur die Auftrennung kleiner DNA-Molekile. Die Herstellung
der Ubrigen Gele erfolgte mit SaeKem-Agarose.

Die eingewogene Agarose wurde in 1x-konzentriertem TAE-Puffer durch Erhitzen gel6st und
in eine Gelform gegossen. Nach dem Erkalten wurde das feste Gel in die Pufferkammer
gesetzt, mit IXTAE-Puffer Uberdeckt und die DNA-Proben in die dafir vorgesehenen
Geltaschen pipettiert.

Eingestellte Parameter:
Laufzeit: 60-90 Minuten
Spannung: 7 VV/cm Elektrophoresekammer
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3.4.2 Nachweisdurch Ethidiumbromidfarbung

Verwendetes M aterial weitere Angaben Fabrikat
Ethidiumbromid Sigma
UV-Transilluminator BioDocAnayze Biometra

Das Ge wurde nach der Elektrophorese 20 Minuten lang in einem 0,0001 %igem
Ethidiumbromidbad behandelt und anschlief3end weitere 20 Minuten in einem deionisierten
Wasserbad gewaschen. Ethidiumbromid heftet sich unabhangig von der Sequenz an die DNA
und fluoresziert bei UV-Bestrahlung von 302nm. Dadurch kann die im Gel enthaltene DNA
sichtbar gemacht werden. Die UV-bestrahlten Gele wurden mit einer Kamera aufgenommen
und als Bilddatei abgespeichert. Durch Auftrag eines DNA-Standards mit DNA-Molekilen
mit bekanntem Molekulargewicht konnte die Lange der in der Probe enthaltenen DNA
bestimmt werden. Berechnungen dieser Art wurden mit dem Programm BioDocAnalyze
(Version 1.0; Biometra) durchgefihrt.

3.5 DNA-Amplifikation

Mit Hilfe der von Saiki et al. (1985) entwickelten Polymerase Chain Reaction (PCR) kdnnen
spezifische Stiicke eines DNA-Extraktes vervielféltigt werden. Die Ausgangs-DNA, das
sogenannte Template, dient dabei der Synthese durch spezielle DNA-Polymerasen als
Matrize. Der Bereich der Synthese wird durch Primer, das sind einzelstrangige DNA-
Moleklle, die der Polymerase as Startmolekile dienen, gewéhlt. Durch die Temperatur
werden die Einzelschritte der Reaktion — , Denaturierung des Templates‘, ,,Annealing der
Primer” und , Elongation” gesteuert. Bel jeder Wiederholung dieser drei genannten Schritte
verdoppelt sich die Menge des Produktes, da die in einem Zyklus gewonnenen Produkte im
Weiteren ihrerseits als Template dienen. Entscheidend fir die Reinheit des PCR-Produktes ist
das verwendete Temperaturprogramm und die Konzentration der Zutaten.

Im Laufe der gesamten Untersuchungen wurden fir mehrere Arbeitsschritte verschiedene
PCR-Produkte angefertigt, daher hier ein kurzer Uberblick (Abbildung 2).

DNA-Extrakte

EUBI/I1-Produkte EUBI/I-Produkte
(Tag-Polymerase) (Pfu-Polymerase)
v
Klone
v
P2/3GC-Produkte M13(AP)f/r-Produkte

(Tag-Polymerase) «——— (Tag-Polymerase)

|

TGGE Sequenzierung

Abbildung 2: Im Laufe der gesamten Untersuchungen verwendeten PCR-Produkte.
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3.5.1 Verwendete DNA-Polymerasen

Die hier verwendete Tag- und Pfu-Polymerase stammen aus den thermophilen Organismen
Thermus aquaticus (SaIKI et al. 1988) und Pyrococcus furiosus (LUNDBERG et al. 1991). Die
Tag-Polymerase weist eine sehr hohe Syntheserate auf, hangt aber haufig an den neu
synthetisierten Strang noch eine zusétzliche Base. Fir die Ligation der PCR-Produkte in die
hier zur Klonierung verwendeten Vektoren sind aber glatte Enden wichtig. Bel PCR-
Ansdtzen, deren Produkte als Ausgangsmaterial fur Klonierung dienten, wurde daher eine
Pfu-Polymerase verwendet. Diese hat zwar eine geringere Syntheserate, besitzt aber eine 3'-
5'-Endonuclease-Aktivitat mit Korrekturfunktion, wodurch die Fehlerrate bei der Synthese
vermindert wird und auch die angehéngten Basen nicht auftreten (MUHLHARD, 2000).

3.5.2 Verwendete Primer

Im Laufe der Untersuchung wurden mit Ausnahme der M 13 (AP) f/r-Produkte ausschliefdich
Teile der 16S rRNA-codierende Genabschnitte vervielfdtigt. M13 (AP) f/r-Primer
amplifizieren neben dem EUB-Produkt auch einen Teil des Vektors aus dem Klon.

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Primer.
Die angegeben Positionen bezieht sich auf die Lage der Primer auf der 16S rDNA von
E. coli..

Sequenz Position |Langedes |Name
Produktes
5-GAGTTT GAT CCT GGC TCA G-3 9-27 1551 bp EUBI
5-AGA AAG GAG GTGATCCAGCC-3 1562-1542 EUBII
5-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3' 534-517 P2
5-C GCC CGC CGC GCG CGG CGG GCG GGG CGG GGG CAC| 341-358 233 bp P3GC
GGG GGG -3 +5-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3
(GC-Klammer + P3-Primer)
5-GCT ATT ACG CCA GCT GGC GAA AGG GGG ATG TG-3 1904 bp M13f-AP
5-CCCCAGGCTTTACACTTT ATGCTT CCG GCA CG/3 (mit Insert) M13r-AP
5-GTA AAA CGA CGG CCA G-3 1811 bp M 13f
5-CAG GAA ACA GCT ATGAC-3 (mit Insert) M13r
P3 P2

im Bakterien- —9 > TV

chromosom - .errrn€#m——

EUB-Produktim  Vektor ||“||m tor

V ektor

M13(AP) f M13(AP) r

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Primer-Positionen auf der 16S rDNA von E.coli. Die
Grolenverhdltnisse sind nicht proportional zur Realitét. Die angegeben Positionen bezieht sich auf die Lage der
Primer auf der 16S rDNA von E. coli.
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Well die fur den PCR-Ansatz gebrauchten Substanzen fir verschiedene Amplifikationen
von z.T. verschiedenen Herstellern verwendet wurden und dies bei der PCR eine
entscheidende Rolle spielen kann, werden die Materialien im folgenden fur jeden Ansatz
einzeln aufgefuhrt:

3.5.21 Amplifikation mit EUBI/I1-Primern

Die gewonnenen DNA-Extrakte wurden zuerst mit den Eubakterien-spezifischen EUBI/II-
Primern (LIESACK et al. 1991) amplifiziert, um alle anderen Organismen auszuschlief3en.
PCR-Produkte die im Weliteren fur die TGGE bzw. Sequenzierung verwendet werden sollten,
wurden mit Tag-Polymerase angesetzt, PCR-Produkte fir die Klonierungen dagegen mit Pfu-

Polymerase.

Tabelle 3: Reaktionsansatz fir Amplifikation mit EUB-Primern und Tag-Polymerase (50 uL).
Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf das Ausgangsprodukt.

verwendetes Material | weitere Angaben Fabrikat Zugabemenge
PCR-Puffer: 100 mmol/L TrisHCI; pH 8,3 |Sigma 5uL

500 mmol/L KCl

15 mmol/L MgCl;,
EUB /Il 0,1 mmol/L Thermo Hybaid |je0,5 uL
dNTPs: 10 mmol/L pro dNTP Roche 0,05 pL
Tag-Polymerase 5 units/pL Sigma 0,2 uL
Template DNA-Extrakt 0,2-1 puL
MilliQ-Wasser Milli-QpLys 185 Millipore ad 50 mL
Cycler Mastercyclergradient Eppendorf

Tabelle 4: Reaktionsansatz fir Amplifikation mit EUB-Primern und Pfu-Polymerase (50 pL).
Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf das Ausgangsprodukt.

verwendetes Material | weitere Angaben Fabrikat Zugabemenge
10x-PCR-Puffer 200 mmol/L TrisHCI pH: 8,8 | Promega 5uL

100 mmol/L KCl

100 mmol/L (N H4)2804

20 mmol/L MgSO,

1,0 % Triton* X-100

1 mg/mL nuclease-free BSA
EUBI/II-Primer je 5 umol/L Invitrogen je5puL
dNTPs 10 mmol/L/dNTP Roche 1pL
Pfu-Polymerase 3 units/uL Promega 0,5puL
Template DNA-Extrakt 1pL
Wasser (HPLC) Merck ad 50 mL
Cycler Gene Amp 2400, PCR-System | Perkin Emler
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3.5.2.2 Amplification mit P2/P3GC-Primern

P2/3GC-Primer (MUYZER et al. 1993) liegen innerhalb der von EUBI/II synthetisierten
Region und schlief}en ein etwa 200 bp langes Stiick ein, das die variable Region V3 enthélt.
Der P3-Primer enthdlt zusétzlich eine GC-Klammer. Das ist ein etwa 40 Basen langes Stlick
am Ende aus Guanin-Cytosin-Paaren, das dem PCR-Produkt angehangt wird.

Tabelle 5: Reaktionsansatz fur Amplifikation mit P2/P3GC-Primern (50 pL).
Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf das Ausgangsprodukt.

verwendetes Material |weitere Angaben Fabrikat Zugabemenge
PCR-Puffer: 100 mmol/L TrisHCI; pH 8,3 Sigma 5uL

500 mmol/L KCl

15 mmol/L MgCl;
P2 0,1 mmol/L Thermo Hybaid [0,5 pL
P3GC 0,1 mmol/L Biometra 0,5 uL
dNTPs: 10 mmol/L pro dNTP Roche 1€0,05
Tag-Polymerase 5 units/ pL Sigma 2 uL
Template EUB/M 13(AP)-Produkt 0,05-0,5 pL
MilliQ-Wasser Milli-QpLys 185 Millipore ad 50 mL
Cycler Mastercyclergradient Eppendorf

3.5.23 Amplifikation mit M13 (AP) f/r-Primern

Fur die Sequenzierung wurden M13 (AP) f/r-Primer verwendet. Diese liegen innerhalb des
Inserts im Plasmid des Klones, das wiederum aus Basis der EUBI/II-Produkte beruhte. Die
ersten Proben wurden dabei mit dem Primerpaar M13 AP f/r amplifiziert. Da diese aber nicht
fur ale Klone befriedigende Ergebnisse brachten wurden die Klone der letzten Probe mit
M13 f/r amplifiziert. Diese Primer liegen ein wenig innerhalb des M13 AP-Produktes.

Tabelle 6: Reaktionsansatz fur Amplifikation mit M 13 (AP) f/r-Primern (50 uL).
Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf das Ausgangsprodukt.

verwendetes Material weitere Angaben Fabrikat Zugabemenge

10x-PCR-Puffer 100 mmol/LTris-HCI :pH: 8,3 | Invitrogen 5uL
500 mmol/L KCI
15 mmol/L MgCl

M13 (AP)f/r-Primer je5 umol/L Invitrogen jelpuL
dNTPs 10 mmol/ pL pro dNTP Roche 1
Tag-Polymerase 1 unit/ pL Roche 1puL
Template im Wasser enthalten

Wasser (HPLC) mit Zellen angel mpft Merck 41 uL

Cycler T-Gradient Biometra
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3.5.3 Verwendete Temperatur programme
Abhangig vom verwendeten Primer bzw. der verwendeten Polymerase wurden verschiedene

Temperaturprogramme zur Amplifikation eingestellt.

Tabelle 7: Ubersicht tiber verwendete Temperatur-Programme.
Die Zeitangaben beziehen sich auf Minuten:Sekunden

Primer EUBI/II EUBI/II P2/P3 M 13(AP)f/r
Polymerase |Taq Pfu Taq Taq
2:00 95°C o
10:00 94°C
Polymerase- 94°C 80°C 94°C 80°C
Zugabe
Denaturie- 06:00 94°C (1. Zyklus) 02:00 94°C (1. Zyklus)
run 00:15 94°C (2.-30./35. 00:30 95°C |00:15 94°C (2.-20.100:45 94°C
9 Zyklus) Zyklus)
00:30 1.Zyklus: 50°C 01:00 1. Zyklus: 65°C
o 2.-20.ZykKlus: 2.-20. Zyklus
= Temperatur vom Temperatur vom
@ . vorherigen Zyklus ] R vorherigen Zyklus| ... o
S | Annealing reduziert um 00:30 40°C reduziert um 01:00 57°C
0,5°C 0,5°C
21-30/35.Zyklus: 21-30.Zyklus:
40°C 55°C
Elongation |[02:30 72°C 03:00 73°C |01:30 72°C 01:30 72°C
02:00 57°C
03:00 72°C 05:00 73°C |03:00 72°C 05:00 72°C
8 4°C 8 4°C 8 4°C 8 4°C
Anzahl der
Zyklen 30(35) 25 30 30

354 Allgemen

Die Menge des zugegebenen Templates war abhéngig von der Konzentration der DNA darin.
Teilweise wurde die Anzahl der Zyklen variiert, um Unterschiede der DNA-Mengen in den
Extrakten auszugleichen.

Bis auf das Template und die Polymerase wurden die Substanzen fir alle parallel angesetzten
PCR-Proben in einem Mastermix gemischt und dann auf die Reaktionsgefd3e verteilt.
Dadurch wurde gewahrleistet, dass die Reaktionsbedingungen in den einzelnen Proben gleich
sind.

Die verwendeten DNA-Polymerasen neigen dazu, vor Beginn des Temperaturprogrammes
unspezifisch zu amplifizieren. Um dies zu verhindern, ist es moglich, die schon vorbereiteten
Reaktionsansdtze der einzelnen Proben ohne Polymerase zum Aufschmelzen des Templates
zu erhitzen und erst daraufhin die Polymerase dazuzugeben. Diese spezielle Methode nennt
man eine HotStart-PCR. Es wurde bei allen Amplifikationen mit HotStart-PCR gearbeitet.

Um Kontaminationen der eingesetzten Zutaten oder Geréte festzustellen, wurde bel jeder PCR
eine Negativkontrolle angesetzt. Die PCR-Produkte wurden nur verwendet, wenn diese
abgesehen von den Primern keinerlel DNA aufwiesen.
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3.6 Temper atur gradienten-Gelel ektr ophorese (TGGE)

In der Temperaturgradienten-Gelelektrophorese (ROSENBAUM & RIESNER 1987; MUYZER &
SMALLA 1997) ist es mdglich, gleichlange DNA-Molekile nach ihrem Schmelzpunkt
aufzutrennen, wobei dieser stark sequenzabhéngig ist. Das Basenpaar Thymin-Adenin besitzt
nur zwei Wasserstoffbriickenbindungen, wéhrend das Basenpaar Guanin-Cytosin drei
aufweist. Dies fuhrt dazu, dass mit zunehmendem GC-Gehalt eines DNA-Moleklls dessen
Schmel ztemperatur zunimmt. Die DNA-Fragmente schmelzen dabel nicht Base fir Base auf,
sondern beginnen mit der Dissoziation in bestimmten Schmelzregionen. Diese kann schon
durch den Austausch einer Base beeinflusst werden; daher kdnnen auch einzelne Basen einen
grol3en Einflul? auf die Schmel ztemperatur des DNA-Fragmentes haben.

Die Proben wandern aufgrund einer angelegten Spannung durch ein Polyacrylamidgel,
wahrend parallel oder senkrecht dazu ein Temperaturgradient aufgebaut wird. Teilweise
dissoziierte DNA wandert dabei langsamer durch das Gel als doppelstréngige DNA. An der
Stelle im Gel, wo ein Molekil den fir seine Sequenz spezifischen Schmelzpunkt erreicht hat
und zu denaturieren beginnt, wird es von der restlichen DNA abgetrennt. Dissoziiert die
denaturierte  DNA vollstdndig, verschwindet die sterische Behinderung und die
Wanderbewegung wird wieder schneller. Um zu vermeiden, dass das Molekll von zwei
Seiten aufschmilzt und disoziiert, wurde eine GC-reiche Sequenz, die sogenannte GC-
Klammer an die eigentliche bakterielle DNA gehangt. Diese hdlt durch ihre hohe
Schmelztemperatur das Molekil zusammen und der Austausch einzelner Basen eines DNA-
Fragmentes bis 500 bp kann zu etwa 95 % nachgewiesen werden (MYERS et al.1985).

Fir die TGGE wurden die Produkte des Primerpaares P2/P3GC mit einer Lange von etwa
200 bp verwendet. Durch die etwa 40 Basen lange GC-Sequenz am Ende des P3GC-Primers,
die nicht komplementér zur 16S rDNA ist, wurde die oben erwéhnte GC-Klammer an die
DNA-Fragmente addiert (siehe Punkt 3.5.2.2)

3.6.1 Maoglichkeiten der Anwendung

3.6.1.1 Senkrechte TGGE

Bei dieser Art der TGGE wird der Temperaturgradient senkrecht zur Spannung angelegt. Dies
dient dazu, den Schmelzbereich der DNA herauszufinden, die sich in einer Probe befindet.
Diese Probe wird Uber die gesamte Lauffront aufgetragen. Steigt die Temperatur von links
nach rechts, so wird die gesamte Proben-DNA auf der linken Seite in doppelstrangigem
Zustand vorliegen und schnell durchlaufen, wahrend die gesamte Proben-DNA auf der
rechten Seite in teillweise denaturierter Form vorliegt und daher wahrend der Elektrophorese-
Dauer einen geringeren Weg zurlicklegt. Dazwischen trennt sich die Probe in die
Schmel zkurven der einzelnen Phylotypen auf.

Um den optimalen Temperaturbereich fur die Auftrennung der DNA in den Proben zu
erhalten, wurde eine Mischprobe aus alen Einzelproben hergestellt und mit dieser eine
senkrechte TGGE ausgefihrt.
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Abbildung 4: Schema der senkrechten TGGE.

3.6.1.2 Parallde TGGE

Bel dieser Art der Anwendung wird der Temperaturgradient parallel mit der Spannung
aufgetragen. Die Proben werden einzeln auf Slots — bel dem hier verwendeten Gerét 32 -
aufgetragen. Die verschiedenen DNA-Molekiile trennen sich wéhrend der Elektrophorese in
Banden auf. Je weiter die Laufstrecke eines Molekils ist, desto hoher ist sein Schmelzpunk.
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3.6.2 HerstellungeinesTGGE-Gels

Verwendetes M aterial weitere Angaben Fabrikat
Acrylamid/Bis Solution 40 %, 37,5:1 BioRad
Harnstoff Sigma
Glycerin 99 % Sigma
10x TAE-Puffer 40 mmol/L Trisacetat Sigma

1 mmol/L EDTA

pH: 8,3
Formamid deionisiert 3 99,5% Roth
Amoniumpersulfat (APS) Biorad
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Biorad
Acrylglide E319 — Glass Plate Coating, Amresco
Feinwaage 0,0000g Sartorius
Ultraschallbad Bandelin Sonorex
Glasplatten fur TGGE Maxi (32 Slots) Biometra

Spacer: 1 mm
Silikonband Fir TGGE Maxi Biometra
Polybondfolie fur TGGE Maxi Biometra
Einmal spritze 50 mL, steril B/Braun, Omnifix
Kanile AE1,20x40 mm, steril B/Braun, Sterican

Bis auf APS und TEMED wurden die in der folgenden Tabelle angegebenen Zutaten des
Polyacrylamidgels eingewogen bzw. abgemessen und zusammengegeben. Der Harnstoff in
der Gellésung wurde bei 50°C mit Hilfe eines Magnetrihrers auf der Heizplatte vollstandig
gel6st.

Tabelle 8. Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele fur TGGE

I nhaltsstoffe Zugabemenge (50 mL)
Harnstoff 249

Formamid 10 mL (20 %)
Acrylamid 7,5mL (15 %)

TAE 10x 5mL (10 %)

Glycerin 25mL (5%)

steriles Wasser ad 50 mL

TEMED 110 uL

10 %ige APS-L6sung 80 pL

Anschlief3end wurde diese Gellésung in einem Ultraschallbad fir 10 Minuten entgast. In
dieser Zeit wurden die beiden Glasplatten gereinigt. Die Platte mit den Slots und den Spacern,
auf der das Gel direkt haftete, wurde auf der Innenseite mit Acrylglide behandelt. Auf die
andere Glasplatte ohne Strukturen wurde die Polybondfolie gelegt. Damit das spétere Gel
keine Unebenheiten aufwies, wurden fir die gleichmaliige Haftung der Folie etwa 3 mL
Wasser zwischen Folie und Platte gegeben. Die beiden vorbereiteten Platten wurden nun mit
der Polybondfolie nach innen zusammengelegt und mit einem Silikonband abgedichtet.
Klammern an dem unteren und den seitlichen Randern hielten das , Gel-Sandwich®
zusammen.
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80 uL APS-Losung und 110puL TEMED wurden zu 50 mL des entgasten Gels bel
Raumtemperatur gegeben, dieses leicht geschwenkt und daraufhin sofort mit Hilfe einer
50 mL-Einmalspritze und der Kantle in den vorbereiteten Gel-Sandwich gegeben. APS und
TEMED katalysierten die Polymerisierung von Acrylamid, die direkt nach deren Zugabe
begann. Zur Polymerisation wurde das Gel fur mindestens 3 Stunden bel Raumtemperatur
stehen gelassen.

Fir Gele, deren Banden miteinander verglichen werden sollten, wurden die Gel-I1nhaltsstoffe
in einem Ansatz zusammengegeben, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu erhthen.
Fir diese Gele wurde auch die selbe APS-L6sung verwendet. Die folgenden Gele, die fur die
TGGE mit Umweltproben verwendet wurden, waren aus der selben Gellésung hergestellt
worden:

TGGE 3=TGGE 4 =TGGE 5

3.6.3 Probenaufgabe

Verwendetes M aterial weitere Angaben Fabrikat
Thermo-Coupling-Solution:  Triton Sigma
X-100
Dye Solution BioRad
10x TAE-Puffer 40 mmol/L Trisacetat Sigma

1 mmol/L EDTA

pH: 8,3
Abdeckfolie fur TGGE Maxi Biometra
TGGE Maxi System Contoller Biometra

Die Glasplatte mit den Slots wurde vorsichtig von dem auspolymerisierten Gel gel0st und das
Gel mit der Polybondfolie darunter auf die Heizplatte der TGGE Apparatur gelegt. Zwischen
Heizplatte und Gel wurden 2 mL einer 0,1 %igen Tritonldsung aufgetragen. Diese diente der
gleichméaRigen Warmeiibertragung. Uber das Gel wurde zum Schutz vor Austrocknung eine
Abdeckfolie gelegt ohne damit die Slots zu bedecken. Die mit Dye Solution gemischten
Proben wurden nun in die Slots pipettiert. Dye Solution ist blau und markiert die
Elektrophoresefront, auf3erdem beschwert sie die DNA-Molekiile.Zusétzlich zu den Proben
wurde bel der parallelen TGGE in den beiden aul3ersten Slots mit P2/P3GC amplifizierte
E. coli—- DNA als Referenzprobe aufgetragen. Die Pufferkammern wurden mit 1x TAE-Puffer
gefullt, die Apparatur vorschriftsméfdig abgedeckt und das gewlinschte Programm gestartet.
Nach dem Ende der Elektrophorese wurde die DNA auf dem Gel mit Silber gefarbt.
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3.6.4 Féarbung

Verwendetes M aterial weitere Angaben Fabrikat

Ethanol absolut p.a. Merck

Eisessig 99 % Sigma

Silbernitrat Sigma

Formaldehyd 36,5-38 %, Sigma
Natriumhydroxid-Pellets min98 % Sigma
Kunststoffwaschschiisseln (25 cmx25 cm)

Horizontal schittler IKA-VIBRAX-VXR

Silberionen komplexieren mit der DNA und werden dann durch eine alkalische
Formaldehydlosung reduziert. Die Silberfarbung ist wesentlich empfindlicher als eine
Farbung mit Ethidiumbromid.. Silbergefarbte Gele lassen sich zudem konservieren
(MUHLHARDT 2000).

Das Gel wurde auf dem Horizontalschittler in jeweils 400 mL der Farbel6sungen (Tabelle 9)
inkubiert. Alle Lésungen wurden mit sterilem Wasser vor der Féarbung frisch hergestel It

Tabelle 9: Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Schritte der Gelfarbung Zusammensetzung  |nkubationsdauer
der L 6sungen
1 Fixierlosung
Ethanol:10 % 3 Minuten
Eisessig:0,5 %
2. Silber nitratlésung
Ethanol:10 % 10-12 Minuten
Acetat:0,5 %
Silbernitrat:0,2 %
3. Spilung mit MilliQ-Wasser
4, MilliQ-W asser 2x3 Minuten
5. Spilung mit MilliQ-Wasser
6. Entwickler
Natronlauge 3 % 20 Minuten
Formaldehyd 0,1 %
7. Fixierldsung
Siehe 1. 5 Minuten
8. K onservierungsdsung
Glycerin 2 % 10 Minuten
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3.6.5 Datenaufnahmeund Auswertung

Das gefarbte Gel wurde im Trockenschrank bei 50°C getrocknet und dann mit einer
Auflésung von 400 dpi gescannt. Die einzelnen Spuren der paralelen TGGE koénnen mit
geeigneter Software in Densitogramme umgerechnet werden; hierftr wurden die Programme
Gene Tools (Version 3.00.22; Syn Gene) und BioDocAnalyze (Version 1.0; Biometra)
verwendet.

Je intensiver eine im Gel erkannte Bande ist, desto hoher ist ihr Grauwert. Die Banden
konnen als Peaks dargestellt werden, wobei das Volumen des dieser Peaks zu der jewelligen
Bandenintensitét proportional ist. Diese wiederum spiegelt die Menge der DNA wieder.
Daher ist nicht nur eine qualitative, sondern auch eine quantitative Auswertung des
Bandenmusters moglich.

Bel allen Spuren war ein ausgeprégtes Hintergrundrauschen vorhanden, das die exakte
Bestimmung des Volumens verhinderte. Aus diesem Grund wurde die Intensitét der Banden
nicht Uber das Volumen, sondern Uber die Hohe der Peaks errechnet. Aufgrund einer sehr
grollen Anzahl schwacher Banden wurde im verwendeten Programm eine niedrige
Empfindlichkeit eingestellt, um nur die Hauptbanden zu erfassen. Oft wurden zusétzlich noch
Banden manuell hinzugeflgt, die das Programm aufgrund des starken Hintergrundrauschens,
oder weil sie zu dicht an einer anderen Bande lagen, nicht erkannt hatte. Auch bei Spuren, die
insgesamt kaum Banden aufwiesen, wurden schwéchere Banden manuell den vom Programm
detektierten hinzugefugt.

Fir die folgenden Berechnungen wurde die relative Abundanz P; einer Bande innerhalb der
jewelligen Spur verwendet, diese erhdlt man nach :

Gleichung 1: relative Abundanz

mit: P, =relative Abundanz Hp = Summe aller Peakhdhen innerhalb einer
h; = Hohe des jewelligen Peaks Spur

3.6.5.1 Clusteranalyse

Fir jedes Gel wurde eine Matrix erstellt, in der die qualitative Information enthalten war, ob
ein Peak in einer Spur an einer bestimmten Gelstelle vorhanden war oder nicht. Fir nicht
vorhandene Peaks wurde eine Null gesetzt. Fir vorhandene Peaks wurde der Wert ihrer
relativen Abundanz eingegeben. Die erstellte Matrix beinhatet demzufolge metrische
Merkmale.
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Die Zuordnung der Banden einer bestimmten Stelle im Gel erfolgte Gber Rf-Werte, die sich
auf die Bande von E. coli beziehen. Diese wurde mit dem Rf-Wert 1 definiert.

Rf (Bi - b
L

ec

Gleichung 2: Rf-Wert

mit:  Rf (B;)= Rf-Wert der i-ten Bande L; = Laufstrecke der i-ten Bande
Le = Laufstrecke des E. coli-Standards

Mit der erstellten Matrix wurde eine Clusteranalyse mit Hilfe von SPSS for Windows
(standard version) durchgefiihrt. Die Ahnlichkeit wurde dabei nach dem ,quadrierten
euklidischen Ahnlichkeitsmal3* berechnet (BACKHAUS et al. 1996):

de= g (Pxi - Pyi)?

i=1

Gleichung 3: euklidische Distanz

mit:  de = euklidische Distanz Puiyi = relative Abundanz der i-ten Bande
n = Anzahl der Banden innerhalb einer Spur aus Spur x bzw. Spur 'y

Eine VerknlUpfung der Proben zum Dendrogramm entsprechend ihrer Distanzen zueinander
erfolgte tber , Ward's linkage"

3.6.5.2 Diversitatsanalyse

Die Divesita innerhalb der einzelnen Proben wurde mit Hilfe des Shannon-Indexes
errechnet. Dieser stellt den mittleren Grad der Ungewissheit dar, irgendeine Art von n Arten
anzutreffen und wird nach Gleichung 4 berechnet. Je hdher der Shannon-Index, desto grofder
ist also die Diversitét innerhalb einer Probe.

H=-§ PxnP

i=1

Gleichung 4: Diversitdt nach Shannon

mit:  H = Shannon-Index n = Anzahl der Banden innerhalb einer Spur

Zur Berechnung der Diversitét wurden die selben Daten wie sie zur Clusteranalyse eingesetzt
worden waren verwendet.
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3.7 Sequenzierung

Um auch Informationen tber die Art der Organismen in den Proben zu erhalten, wurden von
ausgewahlten Proben Teile der 16S-rDNA-Fragmente sequenziert und diese mit bereits
bekannten Sequenzen anderer Organismen verglichen. Dazu wurden transgene Klone auf
Basis von EUB-Produkten der ausgewdahlten Proben geschaffen. Die Klonierung wurde mit
dem Zero Blunt® PCR-Kloni ng Kit nach Anleitung durchgefiihrt. Uber eéine PCR mit M13
(AP)-Primern wurde ein Fragment des Vektors mit den EUB-Produkten darin wieder
ausgeschnitten und vermehrt. Dieses Fragment diente der Sequenzierung als Grundlage.

Sequenzierungen wurden mit Klonen aus den Proben W9, O4, 09, O11 und 012
durchgeftihrt.

3.7.1 Herstellung der Ligationsfragmente

Verwendetes M aterial weitere Angaben Fabrikat
PCR EUBg, siehe Punkt 3.5.2.1
Multi Screen-Platte MilliQ

Bel einer Ligation werden durch Ligasen DNA-Fragmente miteinander verbunden. In diesem
Fall wurden EUB-Fragmente aus einer Pfu-Amplifikation in den PCR-Blunt-Vector ligiert.

In den Blunt-Vektor kdnnen, wie der Name schon sagt, nur DNA-Fragmente mit glatten
Enden eingebaut werden. Das Fragment wird dabei in ein letales Gen des Vektors eingebaut.
so dass Zellen, die den Vektor, aber nicht das Insert besitzen, absterben. Welterhin liegt auf
dem Vektor ein Kanamycin-Resistenz-Gen. Zellen, die keinen Vektor besitzen, kdnnen daher
auf kanamycinhaltigem Medium ausgeschlossen werden.

Es wurden pro Probe jeweils drei Amplifaktionen angesetzt und anschlief3end gepoolt,
gereinigt und konzentriert. Diese drei Schritte erfolgten tiber eine MilliQ-Multiscreenplatte. In
dieser Platte befinden sich Vertiefungen mit einem Zellulosefilter, der DNA-Fragmente, die
grofder as 650bp sind, zurlckhdlt. Der gesamte Ansaiz (50mL) der drei parallel
angefertigten PCR-Produkte wurde in jeweils eine Vertiefung der Platte gegeben und mit
etwa 0,5bar Unterdruck filtriert. Der Ruckstand in den Filtern wurde mit 60 pL sterilem
Wasser wieder aufgenommen und in Plastikcaps tberfihrt.
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3.7.2 Ligation und Transformation

Verwendetes M aterial weitere Angaben Fabrikat
Zero Bluntd PCR Cloning Kit Invitrogen
SOC 2% Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mmol/L Invitrogen, One Shot® Kit

NaCl, 2,5 mmol/L KCI, 10 mmol/L MgCl,,
10 mmol/L MgSQ,, 20 mmol/L Glucose
One Shotd Competent Cells Genotyp: Invitrogen, One Shot® Kit
F mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) F 80lacZ
DM 15 DiacX 74 deoR recAl araD139 D(ara-
leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG

Bacto Tryptone Otto Nordwald
Bacts Y east Extract Pifco Laboratories
NaCl 1mol/L Merck

NaOH 1mol/L Merck

Bacto-Agar Merck

Kanamycin Sigma

Firr die Ligation wurde je Probe folgender Ansatz mit Substanzen aus dem Zero Blunt®-Kit
Zzusammengegeben:

Tabelle 10: Reaktionsansatz fir die Ligation.
Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf das Ausgangsprodukt.

Zutaten weiter e Angaben Zugabemenge
linearer pCR-Blunt® V ektor 25 mg/L in TE-Puffer, pH 8 1pL
EUBGpgs,-Produkt 5uL
10x Ligationspuffer (mit ATP) 60 mmol/L TrisHCI, pH 7,5 1uL

60 mmol/L MgCl2

50 mmol/L NaCl

1g/L BSA

70 mmol/L b-mercaptoethanol
1 mmol/L ATP

20 mmol/L dithiothreitol

10 mmol/L spermidin

steriles Wasser 2L
T4 DNA-Ligase (4U/ pL) 4,0 units/pl luL

Dieser Ansatz wurde fur eine Stunde bei 16°C inkubiert. Anschliefiend wurden 2 pL des
jeweiligen Ansatzes in ein 50 pL-Gefal3 mit One Shot TOP10* Zellen gegeben, die zuvor auf
Eis gestellt worden waren, und auf dem Eis fir 30 Minuten inkubiert. Im néchsten Schritt
wurden die Zellen fur exakt 45 Sekunden in ein 42°C-warmes Wasserbad gegeben und
daraufhin ein weiteres Ma fur 2 Minuten auf Eis gestellt. Nun wurden jeweils 250 pL auf
37°C erwarmtes SOC-Medium zu den Zellen gegeben. Dieser Schritt und alle folgenden
fanden an einer Sterilbank statt, um eine Kontamination mit Fremdorganismen zu vermeiden.
Die Zellen im SOC-Medium wurden fir eine Stunde bei 37°C mit 225 rpm geschiittelt. Nach
Ablauf dieser Zeit wurden sie wiederum auf Eis gestellt und jewells ein Gefad mit SOC-
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Medium und den nun transgenen Zellen darin auf einer kanamycinhaltigen LB-Platte
ausplattiert. Es erfolgte eine letzte Inkubation im Brutschrank fur 24 Stundenbel 37°C.

Tabelle 11: Zusammensetzung des kanamycinhaltigen LB-Agars

I nhaltsstoffe Zugabemenge
Bacto Tryptone 10g

Bacts Y east Extract 59

NaCl 10g
Bacto-Agar 159
deionisiertes Wasser ad 1000 mL
Kanamycin 4 mL

Der pH-Wert wurde mit Natronlauge auf 7,0 eingestellt. Erst nach dem Autoklavieren des
Mediums wurden 4 mL Kanamycin dazugegeben und die Platten gegossen.

3.7.3 Analyseder Klone

Von den Uber Nacht auf den Platten gewachsenen Klonen wurden je Platte 96 freiliegende
Kulturen mit einem sterilen Zahnstocher abgenommen, in 41 pL steriles deionisiertes Wasser
gegeben und anschlief3end eingefroren. Osmotische Kréfte und das Einfrieren sollten dabel
eine Zerstorung der Zellwand bewirken, um die DNA der Zellen fur die folgende PCR
zuganglich zu machen. Die im Wasser befindliche DNA wurde mit M13(AP)-Primern und
Tag-Polymerase amplifiziert. Eine Kontrolle, ob die amplifizierte DNA auch das gewiinschte
Insert mit dem EUB-Produkt enthielt, fand Uber eine Gelelektrophorese auf Agarose statt.
Zellen ohne Vektor sollten Uberhaupt kein PCR-Produkt aufweisen, da die Primer Teile des
Vektors amplifizieren. Zellen mit Vektor ohne Insert weisen eine deutlich geringere Lénge
auf als die zu erwartenden 1904 bp bzw.1811 bp des Produktes mit Insert. Weiterverwendet
wurden nur Klone, die das richtige Insert aufwiesen.

Um den Klonen Banden aus dem TGGE-Gel zuordnen zu konnen, wurde auf Basis des
M13(AP)-Produktes eine PCR mit P2/P3GC-Primern durchgefihrt und die daraus
gewonnenen Produkten erneut auf ein TGGE-Gel gegeben.

3.7.4 PCR-Sequenzierungsreaktion

Verwendetes M aterial weiter e Angaben Fabrikat
Premix Big Dye'™ Terminator ABI Prism
P3-Primer 3,2pM Invitrogen
Natriumacetat 3M: pH 4,6 Perkin Elmer
Ethanol 95 %, 70 % Merck
Formamid Sigma
Dextran (Ladepuffer) 50 mg/ mL Perkin Elmer

Die Sequenzierungsreaktion ist einer PCR sehr dhnlich. Anders als bei der PCR wird aber nur
ein Primer eingesetzt und die zugegebenen dNTPs enthalten einen bestimmten Prozentsatz an
basenspezifisch fluoreszenzmarkierten Didesoxi-Ribonukleotiden (ddNTPs). Beim Einbau
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dieser kommt es zu einem Kettenabbruch. Es wird also nur ein Strang des Templates
amplifiziert, dabel entstehen einzelstrangige DNA-Fragmente verschiedener Lange, die an
einem Ende ein fluoreszensmarkiertes ddN TP besitzen.

Tabelle 12: Reaktionsansatz fir die Sequenzierungsr eaktion.
Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf das Ausgangsprodukt.

Zutaten weitere Angaben Fabrikat Zugabemenge
Premix Big Dye'" Terminator ABI Prism 4 L
P3-Primer je 3,2 pM Invitrogen 1pL

Template M13(AP)r/f-Produkt 4 uL

steriles Wasser HPLC Merck 11 pL

Cycler T-Gradient Biometra

Tabelle 13: verwendetes Temper atur-Programm fur die Sequenzier ungsr eaktion.
Die Zeitangaben beziehen sich auf Minuten:Sekunden.

Y Denaturierung 00:10 96°C
- Annedling 00:05 50°C
o Elongation 04:00 60°C
8 4°C

Anzahl der Zyklen 25

Das gewonnene Produkt wurde Uber eine Multiscreenplatte gereinigt und in 25 pL sterilem
Wasser wieder aufgenommen, um Uberschissige ddNTPs abzutrennen. Anschlief3end wurde
die DNA durch Zugabe von 2 uL Natriumacetat und 50 pL 95 %igem Ethanol gefallt. Nach
15 Minuten Sedimentationszeit wurde die DNA fir 30 Minuten bei 3000g zentifugiert, der
Uberstand verworfen und die Prozedur mit der Zugabe von 150 uL 70 %igem Ethanol
wiederholt. Das Pellet wurde mit einer Formamid-Dextranldsung (5:1) wieder aufgenommen
und kann in dieser Form direkt fur den Auftrag auf das Sequenzierungsgel verwendet werden.

3.7.5 Herstellung eines Sequenzier ungsgeles

verwendetes Material weitere Angaben Fabrikat
Acrylamid / Bis Solution 291 BioRad
Harnstoff BioRad
10xTBE
Tris 0,5 mol/L BioRad
Borsaure 0,9 mol/L Merck
EDTA 0,3 mol/L Sigma
TEMED BioRad
APS 10% Aldrich
Glasplatten Lange: 48 cm
Kamm 48 Z&hne

Spacer 0,2 mm
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Fir die Auftrennung der markierten DNA-Fragmente wurden 25 mL eines 4,25 %iges
PAA-Gels mit folgenden Substanzen hergestel|t:

Tabelle 14: Zusammensetzung der Ployacrylamid-Gele fur die Sequenzierung

I nhaltstoffe Zugabemenge (25 mL)
Harnstoff 9g

Acrylamid 7,1 mL (30 %)

10xTBE 3mL

steriles Wasser 10,5 mL

TEMED 20 pL

APS 150 pL (10 %)

Wie bel dem TGGE-Gel wurde das Gel vor Zugabe von APS und TEMED entgast. Nachdem
diese beiden Substanzen dazugegeben worden waren, wurde das Gel sofort zwischen zwei
gesauberte, 48 cm lange Glasplatten, die mit Spacern auseinandergehalten wurden, gegossen.
Nach 3 Stunden ist das Gel auspolymerisiert und kann mit den Proben beladen werden. Fir
den Probenauftrag wurde von oben ein Kamm mit 48 Z&hnen in das polymerisierte Gel
gedrickt.

3.7.6 Probenauftrag

Verwendetes M aterial weitere Angaben Fabrikat

Sequencer ABI-377 Automatic Sequencer  ABI (Applied Biosystems)

Das Gel wurde mit den Platten in den Sequencer eingebaut, die Pufferkammern mit 1xXTBE-
Puffer geflllt. Die vorbereitete DNA wurde auf 95°C erhitzt und bis zur Aufgabe auf Eis
gekuhlt, da DNA in denaturierter Form aufgegeben werden muss. Von jedem Produkt der
Sequenzierungsreaktion wurden 1,4 pyL in die durch den Kamm geformten Geltaschen
gegeben. Nach Einstellung der Parameter kann der Sequenzierungslauf gestartet werden.
Eingestellte Parameter:

Laufzeit: 18h Leistung: 40W
Spannung: 2400V Temperatur: 51°C
Stromstérke: 50 mA L aserpower: 40 mwW
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3.7.7 Datenaufnahme und Sequenzanalyse

Im Sequencer befindet sich ein Laser, der das Gel am unteren Rand scannt. Die durch die
Spannung nach unten wandernden, im Laserstrahl fluoreszierenden DNA-Fragmente werden
von einem Detektor erkannt. Je langer die Fragmente sind, desto spéter passieren sie die Stelle
im Gel, die vom Laser erfasst wird. Es kommt also zu einer zeitlichen Auftrennung der
Fragmente. Die erfassten Fragmente werden durch die Software 377 DNA Sequencer Data
Collection in ein Densitogramm umgerechnet, in dem man die 4 unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffe, mit der die jeweiligen ddNTPs am Ende des Fragmentes markiert sind,
erkennen kann. Aus den aufeinanderfolgenden Maxima der Farbstoffe kann die Sequenz der
Probe abgeleitet werden. Die Zuordnung der Basen zum Densitogramm wird von der
Software durchgeftihrt.

Die Spuren auf dem Gelbild wurden am Rechner der aufgegeben Klon-DNA zugeordnet und
der ideale Auswertungsbereich einer Spur manuell bestimmt.

Die Sequenzen wurden mit Hilfe des Suchprogrammes BLASTN (,,Basic Local Alignment
Search Tool“fir Nucleotidsequenzen, (ALTSCHUL et al. 1990) mit schon bekannten
Sequenzen verglichen. Organismen mit dhnlichen Sequenzen werden mit diesem Programm
hierarchisch aufgelistet.

Mit den hier ermittelten Sequenzen, den Sequenzen der Uber BLASTN gefundenen, &hnlichen
Organismen und Sequenzen friherer 16S-rDNA-Sequenzierungen aus dem Breiten-, Fichten-
und Rohrwiesenbach wurde Uber das Programm DNA-Sar ein phylogenetischer Stammbaum
erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung der Gesamtbakterienzahl

Die Gesamtbakterienzahl wurde nur stichprobenartig bestimmt. Fur Wasser- und
Oberflachensediment wurden Proben von der Probestelle 1, 4, 9, 10, 11, 12 gewa&hlt. Im
Sedimentprofil wurde aus den 4 untersuchten Schichten von Probestelle 7 jeweils eine Probe
ausgezahlt.

Beziiglich der Morphologie der Bakterien wurden zwar keine Daten erhoben, aber der
optische Eindruck soll erwahnt werden: die Bakterien des Freiwassers setzten sich vor allem
aus kleinen Kokken zusammen. Im Sediment dagegen waren die meisten Zellen wesentlich
grofRer und wiesen eine hohe Formenvielfalt auf. Besonders aufféllig waren die vielen
Vertreter fadiger Formen.

4.1.1 Wasser und Oberflachensediment

Die Anzahl der Bakterien in den Sedimentproben waren mit 10'%/cm3 um mehrere 10er-
Potenzen hoher als die der Wasserproben, die zwischen 10° und 10%/mL liegen. Es fallt auf,
dass die Schwankungen zwischen den enzelnen Probestellen von Wasser- und
Sedimentproben zwar die gleiche Tendenz aufzeigten aber bei den Wasserproben wesentlich
ausgepragter waren. Die minimale Zelldichte in Wasser- und Sedimentprobe wurde im
Quelltimpel an Probestelle 4 gefunden. Bel den Wasserproben wies die Fulda die maximale
Zellzahl auf, im Sediment lag das Maximum jedoch an der Probestelle 1 vom Oberlauf des
Breitenbaches. Um die Zahlen untereinander vergleichen zu kdnnen, wurden sie auf eine
logarithmische Skala aufgetragen. Zu beachten ist, dass dadurch kleinere Schwankungen, wie
sie besonders innerhalb der Oberfl&chensedimente auftraten, schlechter zu sehen sind.
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Abbildung 6: Gesamtbakterienzahl im Wasser und Oberfléchensediment auf eine
logarithmische Skalierung aufgetragen.
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4.1.2 Sedimentprofil

Mit der Sedimenttiefe nahm die Bakterienzahl bis vier cm Tiefe erst von 1,4 auf 2,1x10™ pro
cm?® Boden zu, um dann bis 8cm Tiefe auf 1,6 x10™ pro cm3 Boden abzunehmen. Das

Maximum der Bakterienzahl war deutlich ausgepragt und lag kurz unter der Oberfléche
zwischen 2 und 4cm. In der Abbildung 7sind die Daten auf eine lineare Skala aufgetragen:

2,2
2,0
1,8

2,1x10"™

Gesamtkeimzahl x10*/cm3
_l—‘
()]

TE1(0-2cm) TE4 (2-4cm) TE7 (4-6cm) TE10 (6-8cm)

Probe

Abbildung 7: Gesamtbakterienzahl im Sedimentprofil auf eine lineare Skalierung aufgetragen.

4.2 DNA-Extraktion

Die DNA-Ausbeute der Extraktion war bei den verschiedenen Proben unterschiedlich hoch.
Die Extrakte aus Boden, Biofilm und Blétern enthielten viel DNA. Aus den
Oberflachensedimenten und der obersten Schicht des Sedimentprofils konnte ebenfalls viel
DNA gewonnen werden, aus tieferen Sedimentschichten und Wasserproben dagegen
weniger. Bel den Proben W3 und W4 aus dem Quelltimpel und aus der Quelle waren im
Agarose-Gel nur Spuren von DNA nachweisbar. Die Wasserprobe W10 aus der Fulda zeigte
dagegen ein starkes Signal. Bis auf W3 konnte aber in der anschliefienden PCR aus allen
Proben eine ausreichende DNA-Menge gewonnen werden. Die Wiederholung der DNA-
Extraktion mit einem grof3eren Volumen an Quellwasser (W3) erbrachte dann aber gentigend
DNA.
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Da es sich bei den Extrakten nicht um DNA-Fragmente einer bestimmten Lange handelt,
sind im Gel keine scharf abgegrenzten Banden sichtbar. Durch den mitaufgetragenen 1kb—
Ladder, dessen oberste Bande 10.000bp besitzt, war erkennbar, dass der Hauptteil der jeweils
extrahierten DNA langer als 10.000bp war.

St.  BI1 Bil Bi2 Bi3 Bi4 TE9 W1 W2 W3 W4 W5 W6 W7 W8 W9WI10 W12W12 O1 02 O3

10 kb

Abbildung 8: Ergebnis der DNA-Extraktion der Proben X3,6-9; TE9, W1-12, O1-3 auf einem 0,8%igem
SeaKem-Agarose-Gel. Angelegte Spannung: 140V; Elektrophoresedauer: 60min; DNA-Standard: 1kb-
Ladder.

4.3 TGGE mit DNA aus Umweltproben

431 Verwendete PCR-Produkt

4311 EUB-Produkte

Wie Abbildung 9 zeigt, war die Amplifikationen mit EUB-Primern so angesetzt worden, dass
das Produkt méglichst sauber und die Ausbeute daher gering war. Die beiden Proben Bi2 und
Bi3 wurden erneut amplifiziert, da sie unsaubere Produkte aufwiesen. Die hier nicht
aufgezeigten Produkte der EUBI/II-Amplifikation enthielten vergleichbare DNA-Mengen.

St. BI1 Bi2 Bi3 Bi4 TB1 TB4 TB5 TB6 TB8 TB9 TBll

Abbildung 9: EUBI/II-Produkte der Proben X3, 6-8, TB1, 4-11; TE8-12 auf einem
1,2%igem SeaKem-Agarose-Gel. Angelegte Spannung: 70V; Elektrophoresedauer:
60min; DNA-Standard: 123bp-Ladder.

Uber den mitaufgetragenen 123bp-Ladder lieR sich erkennen, dass die EUB-Produkte die
erwartete L ange von etwa 1500bp aufwiesen.
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4.3.1.2 P2/P3GC-Primer

In Abbildung 10 ist zu sehen, dass die DNA-Ausbeute die der EUB-Produkte Ubertraf. Eine
gewisse DNA-Menge ist n6tig, um in der TGGE genligend Banden erkennen zu kdnnen. Die
hier nicht aufgezeigten Produkte der P2/P3-Amplifikation enthielten vergleichbare DNA-
Mengen.

St. W2 W4 W5 W6 W7 W8 W9 WI0OW11W1201 02 O3 04 O5 06 O7 08 09 010

233bp

Abbildung 10: P2/P3GC-Produkte der Proben W2, 4-12; 01-10 auf einem 3%igem NuSieve-Agarose-Gel.
Angelegte Spannung: 100V ; Elektrophoresedauer: 60min; DNA-Standard: Smart Ladder.

Uber den mitaufgetragenen Smart-Ladder lies sich erkennen, dass die P2/P3GC-Produkte die
erwartete Lange von etwas mehr als 200bp aufwiesen.

4.3.2 Wahl des Temperaturbereiches

Abbildung 11 ist das Ergebnis einer senkrechten TGGE mit einer Mischprobe aus alen
vorhandenen Einzelproben. Aus den Resultaten mehrerer Gel-Elektrophoresen dieser Art mit
unterschiedlichen Temperaturgradienten wurde der Temperaturbereich von 36°C-52°C fur die

parallele TGGE festgel egt.
36° 52°C
\J \J

ssDNA

Abbildung 11: TGGE 1 (senkrecht) mit Mischprobe aus allen Einzelproben. Angelegte Spannung: 100V,
Elektrophoresedauer: 4h; Temperaturgradient: 36-52°C.

Eine der Kurven mit deutlich niedrigerem Schmelzbereich wie die Ubrige DNA lag nicht ganz
im gewdahlten Temperaturbereich. DNA, die bei der niedrigsten eingestellten Temperatur der
TGGE schon denaturiert vorliegt kann aber aus dem Gel nicht herauslaufen. In diesem Fall
erfolgte zudem, wie Abbildung 11 zeigt, eine deutliche Auftrennung von den Ubrigen Kurven.
Der niedrige Schmelzbereich dieser DNA ist daher fir die weiteren Ergebnisse nicht von
Bedeutung.
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4.3.3 Reproduzierbarkeit

Fir die Auswertung von Umweltproben mit vielen darin enthaltenen Spezies ist es wichtig,
dass Proben der selben DNA-Extrakte unabhéngig von PCR-Ansdtzen immer das gleiche
Bandenmuster erkennen lassen. Daher wurden aus der gleichen Extraktion sowohl fir die
PCR mit EUB-Primern als auch fur die PCR mit P2/P3GC-Primern Parallelansédtze produziert
und diese auf dem Gel einer parallelen TGGE nebeneinander aufgetragen.

Die aufgetragenen Proben waren in den folgenden PCR-Ansétzen amplifiziert worden:

DNA-Extrakt
EUB-Primer: PCRA PCRB
P2/P3GC-Primer: PCR1 PCR2 PCR3 PCR4

Die relativen Abundanzen der Peaks in den Spuren wurden in Abbildung 13
nebeneinandergestellt, um die Reproduzierbarkeit der Quantitéten zu Uberprifen.

e N
EPCR1 EPCR2 OPCR3 OPCR4

20,0

18,0

16,0

' !!!
-
é
s— S Bandennummer

Abbildung 12 (links): TGGE 2 (parallel) mit verschiedenen Amplifikationen aus dem gleichen DNA Extrakt.
Angelegte Spannung: 195V; Elektrophoresedauer: 12h; Temperaturgradient: 36-52°C (von oben nach unten).
PCR1-PCR4 vom links nach rechts, Bande 1-10 von oben nach unten. Die ausgewerteten Banden sind mit
Punkten markiert.
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ssDNA
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Abbildung 13 (rechts): Vergleich der ermittelten relativen Abundanzen aus TGGE 2.
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In alen vier Proben der Spuren des Gels (Abbildung 12) war eindeutig das gleiche Muster
erkennbar. Einzig die unterste Bande wies in den verschiedenen Spuren sichtbare
Intensitatsunterschiede auf. In der Spur der Probe von PCR2 war verglichen mit den anderen
eine hohere Verunreinigung im Hintergrund vorhanden.

Die im Diagramm dargestellten, relativen Abundanzen zeigten fur den selben Peak zwar eine
gleiche Tendenz, es waren aber Unterschiede der 4 Proben erkennbar. Die beiden Proben aus
PCRB waren sich dabei einander oft dhnlicher as zu einer der beiden anderen Proben. Das
gleiche gilt fir die Proben aus PCRA, alerdings weniger augepragt. Ganz deutlich war dieser
Effekt bel Bande 10 zu sehen, wo Intensitétsunterschiede der Banden schon beim Betrachten
des Gels festgestellt werden konnten. Gut sichtbare Differenzen zwischen den Spuren von
PCRA und PCRB zeigten sich auch in Bande 7. Bei der Probe PCR2 fdlt auf, dass sowohl
maximale als auch minimale Werte im Vergleich zu den anderen Proben weniger ausgepragt
waren. Besonders deutlich war dies bel Bande 8. Hier war die relative Hohe der Probe aus
PCR2 sehr viel niedriger war als die der Vergleichsproben. Die mittlere Standardabweichung
der jeweiligen Peaksin allen PCRs (N=4) betrug 1,58. Die mittlere Standardabweichung ohne
die Werte der PCR2 (N=3) betrug 1,21.

Der Vergleich gleicher Proben auf verschiedenen Gelen erwies sich teillweise als sehr
schwierig, unabhéngig davon, ob die DNA aus der selben PCR stammte oder nicht. Waren die
beiden zu vergleichenden Gele zusammen angesetzt worden, so konnte das Bandenmuster
zwar eindeutig wieder erkannt werden, aber Intensitétsunterschiede waren vorhanden. Banden
der gleichen Probe auf verschiedenen Gelen, die nicht zusammen angesetzt worden waren,
zeigten Unterschiede in Intensitdt und auch in der Anordnung auf, so dass sich die Rf-Werte
der gleichen Banden unterschieden.

4.3.4 Rohdaten

Die digitalen Abbilder der Gele wurden hier in schwarz-weil3 dargestellt. In natura erschienen
die DNA-Banden nach der Silberfarbung braun bis schwarz auf einem rotlichem Hintergrund.

Auf alen Spuren der drel Gele war eine Vielzahl, oft um die 40 Banden zu sehen, wobei die
schwachen Banden auf den Originalgelen wesentlich besser erkennbar waren as auf dem
gescannten Bild. Bel der Auswertung des digitalen Bildes verursachten sehr schwache
Banden neben anderen Verunreinigungen ein hohes Hintergrundrauschen. Die beiden
unscharfen, besondersin der TGGE 3 stark ausgepragten, Banden im unteren Drittel der Gele,
die auch farblich von den Ubrigen Banden unterschieden werden konnten, resultierten aus
einzelstrangiger DNA. Diese wurde in den Berechnungen nicht berticksichtigt.
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4.3.4.1 Wasser und Oberflachensedimente

w O
Ec 1 2 3 4 56 7 8 9101112 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

Abbildung 14: TGGE 3 (parallel) mit den P2/P3GC-Produkten der Wasserproben und Oberfléchensedimente.
Angelegte Spannung: 195V; Elektrophoresedauer: 12h; Temperaturgradient: 36-52°C (von oben nach unten).
Die ausgewerteten Banden sind mit Punkten versehen.

Die Proben W3 und W4 aus Quelle und Quelltimpel enthielten kaum erkennbare Banden, bei
allen Ubrigen Wasserproben waren aber Uber einen grof3en Bereich im Gel verteilte Banden
unterschiedlicher Ausprégung sichtbar.

Bel den Oberflachenproben waren in O2 aus dem Oberlauf kaum Banden zu erkennen. Die
Spuren der Proben O9 am Unterlauf des Breitenbaches und 012 aus dem Rohrwiesenbach
wiesen dagegen viele Banden und eine starke Hintergrundsfarbung auf. Weiterhin auffallend
waren wenige aber ausgeprégte Banden der Probe O4 aus dem Quelltimpel und eine
besonders stark geférbte Bande in O11 aus dem Fichtenbach.
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4.3.4.2 Sedimentprofile

TB TE
Ec 1 2 3 4 56 7 8 91011121 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

@
@

ssDNA

Abbildung 15: TGGE 4 (parallel) mit den P2/P3GC-Produkten des Sedimentprofils. Angelegte Spannung: 195V;
Elektrophoresedauer: 12h; Temperaturgradient: 36-52°C (von oben nach unten). Die ausgewerteten Banden sind
mit Punkten versehen.

Mit Ausnahme der Probe TB9 enthielten die Spuren von Probestelle 6 eine Vielzahl von
Banden mittlerer bis schwacher Ausprégung. Diese verteilten sich tiber einen weiten Bereich
in der Spur. Ab der Spur TB4, d.h. in 2-8cm Tiefe des Sedimentes waren im unteren
Gelbereich mehr Banden vorhanden. Die Hintergrundfarbung war in TB5 und TB12 stérker
als in den Ubrigen Spuren. Die jeweils drei Parallelproben aus der selben Tiefe zeigten
lediglich bei den Proben aus der obersten Schicht deutlich erkennbare Ahnlichkeit ihrer
Bandenmuster auf, wobei die Probe TB2 schwéacher geféarbt war a's die beiden anderen.

Im Sedimentprofil an Probestelle 7 kam es vor alem in den oberen Schichten nur zur
Ausbildung weniger und schwacher Banden, diese waren dabei hauptséchlich im unteren
Gelbereich zu finden. In der Spur der Probe TE1 waren kaum Banden sichtbar. In den Proben
der tiefsten Schicht sind Uber das ganze Gel verteilte und auch stérkere Banden erkennbar.
Die Paralelproben scheinen untereinander dhnlicher zu sein als die Parallelproben aus
Probestelle 6.
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4.3.4.3 Boden, Blatter und Biofilme

St Bo Bl Bi

Die auf das Gel aufgetragene DNA der 1 212 31234

Bodenproben besald grofdteils einen v <0
hohen Schmelzbereich. Fast alle Banden

befanden sich im unteren Drittel des an ¥

Gels, dort waren in beiden Spuren viele i

Banden von mittlerer Intensitét zu sehen. T 1 -J

Die Spuren, die aus dem DNA-Auftrag - :--:- .:.;4"1

aus  Blatt- und  Biofilmspuren - H _‘Ha_ﬁ": -0
hervorgingen, befanden sich im HT 1T = I;;f
mittleren Bereich des Gels. In alen e . L "'4""

Spuren waren sowohl ausgepragte als " HH n:.:"_“ SSONA

auch schwache Banden vorhanden.

Abbildung 16: TGGE 4 (paralel) mit den

P2/P3GC-Produkten aus Bodenproben, Blétern =
und Biofilmen. Angelegte Spannung: 195V, :;1
Elektrophoresedavuer: 12h; Temperaturgradient: 36- - ’ﬁ'
52°C. Die ausgewerteten Banden sind mit Punkten

versehen.

4.3.4.4 Vergleich der Gelevon TGGE 3, TGGE4 und TGGE 5

In der Clusteranalyse wurden nur Daten verglichen, die sich innerhalb eines Gels befanden.
Die Banden lagen oft kaum einen Millimeter auseinander, so dass sie nur mit grofer
Unsicherheit einander hatten zugeordnet werden konnen. Die in Folgenden beschriebenen
Banden konnten allerdings aufgrund eines wiederkehrenden Musters, innerhalb dessen sie
angeordnet waren, auf verschiedenen Gelen wieder erkannt wurden.

Auf dem Gel TGGE 4 bel den Sedimenten von Probestelle 7 war im oberen Drittel eine
Doppelbande mit den Rf-Werten 0,53 (®)und 0,56 (@) erkennbar. Weniger ausgepragt, aber
im Originalgel immer noch gut zu erkennen, zogen sich diese beiden Banden auch durch die
Spuren der Sedimente von Probestelle 6. Auf dem Gel der TGGE 4 waren bei den
Sedimentproben mit Ausnahme der Probe O12 aus dem Rohrwiesenbach beide Peaks
ebenfalls, wenn auch nur undeutlich, zu sehen. Bei den Wasserproben W1-W3 und W5-W8
war nur noch der obere der beiden Peaks, und dieser aulRerst schwach zu erkennen. Auf dem
Gel der TGGE 5 fand sich in allen drei Blattproben Bl1-BI3 und den beiden Biofilmproben
Bi4 und Bi5, die von den Steinen isoliert wurden, eine Bande, die eventuell der Bande @
entsprechen konnte.

Eine Bande, die durchgehend, z.T. schwach, aber in fast alen Spuren vorhanden war, hat
einen Rf-Wert 1 oder ein wenig darunter (®). Bel vielen Wasserproben war diese Bande
deutlich geférbt. Nicht zu finden war sie dagegen in den beiden Proben aus dem Fichtenbach
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(W11, O11), in den Bodenproben (Bol,2) und den auf den Kacheln geziichteten Biofilmen
(Bi1,2).

Eine Bande mit dem Rf-Wert 1,35 zog sich sehr deutlich durch alle Proben auf dem Gel
TGGE 4 (®). Die selbe Bande war auch bei allen Oberflachensedimenten von TGGE 3 zu
finden. In den Wasserproben dagegen war diese Bande nur in einigen wenigen Spuren und
dort auf3erst schwach auf dem Originalgel zu erkennen, lediglich in Probe W10 sah man sie
deutlich. Auch eine der beiden Bodenproben (Bol) wies eine Bande auf, bei der es sich um
die DNA des gleichen Organismus handeln kénnte. In allen anderen Spuren des Gels TGGE 5
war eine Bande auf dieser Position aber nicht erkennbar.

Da es sich bel den Proben TB1-3 und O6 bzw. TE1-3 und O7 jeweils um Proben von der
gleichen Stelle handelte, die an zwei aufeinanderfolgenden Tagen entnommen wurden, sollen
auch diese Spuren noch miteinander verglichen werden:

In den Spuren beider Probestellen lief3en sich sowohl Gemeinsamkeiten a's auch Unterschiede
erkennen. Die drei Parallelproben aus dem jeweiligen Sedimentprofil erwecken den Eindruck

einander dhnlicher zu sein a's zu den zugehdrigen Vergleichsproben O6 und O7.

c TB o TE 0]
In alen acht Spuren war — wie in Ec 1 2 3 6 1 2 3 7

sémtlichen Sedimentproben - die Bande @ Q)
gut sichtbar. Auch die Banden ®, @ und -®
® waren in allen Spuren zu sehen, aber oft

schlecht erkennbar.

Die vier Spuren der Probestelle 6 besalten H

hauptséchlich im oberen Gelbereich b

gleiche Banden, die vier Spuren der -
Probestelle 7 dagegen eher im unteren f i d
Gelbereich. '
| . - 0
Die besonders intensive Bande aus TB1 b i !
bzw. TB3 war in O6 kaum zu sehen. O7 p-a { ' ‘
unterscheidet sich in vielen Banden mit & ! ala Ba \
niedriger Schmelztemperatur von den TE- . -

Proben, von denen kaum welche in TE1-

TE3 sichtbar waren.

Trotz einiger Ahnlichkeiten innerhalb der
verglichenen Spuren kann man aus dem
Bandenmuster nicht auf die gleiche
Herkunft der Proben schlief3en.

Ll

-

Probestelle 6 Probestelle 7

Abbildung 16: Vergleich der Oberfléchensedimente von
Probestelle 6 und 7 (06; O7) mit den Proben der obersten
Schicht des Sedimentprofils (TB1-3; TE1-3)
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435 Clusteranalyse

Die Software konnte in den ausgewerteten Spuren zwischen einer und 22 Banden erkennen,
diein den Abbildungen 14, 15 und 16 mit Punkten markiert wurden.

4.35.1 Wasser und Oberflachensedimente
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Abbildung 17: Dendrogramm der Wasser- und Oberfléachensedimentproben (W1-12; 01-12), erstellt mit dem
quadrierten euklidischen AhnlichkeitsmalR und Ward' s linkage

Das Dendrogramm aus Abbildung 17 liefd sich in zwei Hauptcluster aufteilen. In dem oberen
Cluster befanden sich nur Wasserproben. Darin waren W8 und W9 aus dem Unterlauf des
Breitenbaches eng zusammen und W10 aus der Fulda etwas entfernt davon gruppiert. Die
Proben W1 und W2 aus dem Oberlauf und W5-W7 aus dem Mittellauf des Breitenbaches
bildeten ein zweites Untercluster. Die Wasserproben von Quelle (W3) und Quelltimpel (W4),
dem Fichten- und dem Rohwiesenbach (W11, W12) fehlten im oberen Hauptcluster.

Im unteren Hauptcluster befanden sich die Oberfléchensedimente und die oben fehlenden
Wasserproben. Analog zu den Wasserproben befand sich O1 aus dem Oberlauf des
Breitenbaches mit O5 und O6 aus dem Mittellauf in einer Untergruppe. Die Probe O7 war
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hier aber im Gegensatz zu W7 den Proben O8-010 aus dem Unterlauf des Breitenbaches
und der Fulda zugeordnet worden. Im selben Untercluster befand sich auch die Probe O12 aus
dem Rohrwiesenbach. Eine eigene Gruppe bildeten O3 mit O4 aus Quelle und Quelltimpel
des Breitenbaches. Auch Wasserprobe und Oberfl&chensediment des Fichtenbaches W11 und
011 waren in einem eigenen Untercluster organisiert. W3 aus der Breitenbachquelle und W12
aus dem Rohwiesenbach befanden sich - wenn auch mit nicht allzu groRer Ahnlichkeit - in
einer Gruppierung.

Ganz aus der Reihe fielen die Proben W4 und O2. Wéahrend sich W4 zwar in einem eigenen
Ast, aber noch im unteren Hauptcluster befand, war O2 keinem der beiden Hauptcluster
zugeordnet

4.35.2 Sedimentprofile
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Abbildung 18: Dendrogramm der Sedimentprofile (TB1-12; TE1-12), erstellt mit dem quadrierten euklidischen
Ahnlichkeitsmald und Ward's linkage

Auch in Dendrogramm aus Abbildung 18 waren zwel Hauptéaste erkennbar, es erfolgte aber
keine Auftrennung nach den Probestellen oder einer bestimmten Schichtfolge. Die jewelligen
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Parallelproben waren aber tellweise zusammen in Unterclustern angeordnet: so befanden
sich TE2 und 3 in einer Gruppierung. TE4-6 und TE 7-8 waren jeweils zusammen
angeordnet, TE10-12 wiesen untereinander ebenfalls eine geringe Distanz auf. Aber auch die
Proben TB5, TB8 und TB11 waren in der selben Gruppierung organisiert.

Von den Paralelproben der Probestelle 6 befanden sich einzig TB1-3 innerhalb eines
Unterclusters. Bel den restlichen erkennbaren Gruppierungen des Dendrogramms lief3 sich
keine Verbindung mit der Herkunft der Proben herstellen. TB7 und TB10 waren zusammen
angeordnet, TE1 befanden sich in einer Gruppe mit TB6. TB4 und TB12 bildeten ein
Untercluster. Die Probe TB9 war getrennt von den Ubrigen in einem eigenen Ast angeordnet.

4.35.3 Boden, Blatter und Biofilme

Pr obe

Bl 1 ]7
Bl 2

Bl 3
Bi 4

ois

Bi 1
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Abbildung 19: Dendrogramm der Boden-, Blatt- und Biofilmproben (Bol,2; Bl1-3; Bil-4), erstellt mit dem
quadrierten euklidischen AhnlichkeitsmalR und Ward' s linkage

Das Dendrogramm aus Abbildung 19 ging eine Unterteilung der Proben in 4 Gruppen hervor.

Die beiden Bodenproben Bol und Bo2 befanden sich in einem Cluster zusammengefasst mit
grofller Distanz zu den anderen Proben. Die néchste Gruppe bestand aus den beiden
geziichteten Biofilmen Bil und Bi2. Diese beiden Proben wiesen untereinander eine sehr
hohe Ahnlichkeit auf. Auch die Biofilme Bi3 und Bi4, die von Steinen gewonnen wurden,
bildeten zusammen ein Cluster, wobei sie untereinander eine grél3ere Distanz aufzeigten als
die beiden anderen Biofilmproben. In der letzten Gruppierung waren die Blattproben
zusammengefasst. Die Biofilme von den Steinen sind dabel den Blattproben ghnlicher, as den
Biofilmen von den Kacheln. Die Blattproben BI1 und BI2 von Eiche (Quercus robur) und
Buche (Fagus silvatica) lagen sehr nahe beieinander, die Probe BI3 von den Erlenbléttern
(Alnus glutinosa) war ein wenig entfernt dazu angeordnet.
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4.3.6. Diversitatsanalyse

Abbildung 20 zeigt die Shannon-Indizes der einzelnen Proben, die auf der Basis der relativen
Abundanzen der detektierten Banden berechnet wurden.
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Abbildung 20: Shannon-Indizes von TGGE3 (W1-12; 01-12), TGGE 4 (TB1-12; TE1-12) und TGGE 5 (Bo1,2;
BI1-3; Bil-4)

Besonders niedrige Shannon-Indizes besal3en die Proben O2 mit O und TB9 mit 0,7. Die
Werte der restlichen Proben lagen zwischen 1,7 und 3. Die Proben der Quelle und des
Quelltimpels (O3, 04, W3, W4) wiesen Werte zwischen 1,6 und 2,1 auf und befinden sich
damit im unteren Bereich. Die Shannon-Indizes der TE-Proben streuten auffallend weniger
als die der TB-Proben. Alle Shannon-Indizes der Boden-, Blatt- und Biofilmproben waren
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grof3er as 2. Bei den restlichen Proben konnte keine Abhéngigkeit von der Probestelle oder
Art der Probe zur berechneten Diversitét festgestellt werden.

4.4 Sequenzier ung

441 Vewendete PCR-Produkte

4411 EUB

Die erhaltene DNA-Menge aus der EUBg,-Amplifikation lief3 zu winschen Ubrig. In den
folgenden Schritten wurde mit dem EUB-Produkt der Proben O4, O9, O11, O12 und W9
weitergearbeitet, obwohl von den Proben O4 und W9 praktisch kein DNA-Signal zu erkennen
war. Weitere ebenfals amplifizierte Proben zeigten kein Produkt, weshalb diese nicht
weiterverwendet wurden.

St 04 09 Ol11 012 W9

1553bp

Abbildung 21: EUBI/IIg,-Produkte der Proben O4, 09, O11, 012 und
W9 (von links nach rechts) auf einem 0,8%igem SeaKem-Agarose-Gel.
Angelegte Spannung: 110V; Elektrophoresedauer: 90min; DNA-
Standard: Gibco-L adder.

4412 M13(AP)

Wie die Abbildung 22 zeigt wies nur ein Teil der amplifizierten DNA aus den Klonen die
gewinschten Léange auf. Alle Klone mit einem M 13 (AP)-Produkt der falschen Lange wurden
verworfen.

St.09 1 > > >  0924St.

Abbildung 22: M13 AP-Produkte der EUBp,-Produkte von Probe O9 (09 01 - 09 24) auf einem 2%igem
SeaKem-Agarose-Gel. Angelegte Spannung: 110V; Elektrophoresedauer: 90min; DNA-Standard: Smart-Ladder.
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4.4.2 Sequenzierungsgel

Auch auf dem Sequezierungsgel, auf dem die Produkte der Sequenzierungsreaktion
aufgetragen worden, die ihrerseits auf den ausgewéhlten M13 (AP)-Produkten beruhte, waren
nicht alle Spuren brauchbar. Von den urspriinglich 5x96 angesetzten Klonen blieben letztlich
58 Ubrig, die eine auswertbare Sequenz aufwiesen. Es konnten davon pro Klon etwa 400bp
sequenziert werden.

4.4.3 phylogenetische Einordnung

Eine Ubersicht tiber die phylogenetische Anordnung der eigenen Klone zusammen mit bereits
fruher sequenzierten Klonen aus Breten- Fichten- und Rohrwiesenbach und
V ergleichssequenzen aus dem Suchprogramm BLASTN ist in Abbildung 23 dargestellt:

b-Proteobacteria

a-Proteobacteria

d-Proteobacteria

Fibrobacter-/A cidobacteria-Gruppe

V errucomicrobium

@ Firmicutes
irochagetes

S

< — Chloroflexi

Abbildung 23: Ubersicht des erstelltenDie Lange der Dreiecke in der Graphik ist proportional zur Menge der im
jeweiligen Cluster enthaltenen Sequenzen. Ein ausfuhrlicher Stammbaum ist im Anhang zu finden (Abbildung
26).

Unter den Vergleichsorganismen , die Gber BLASTN ermittelt worden waren fanden sich
Vertreter der Gruppen a-, b-, d-Proteobakterien, Fibrobaktergruppe, Verrucomicrobien,
Planktomyceten, Firmicutes und Flavobakterien. Bei Sequenzen, zu denen keine genauere
Zugehdrigkeit bekannt ist, wurde angenommen, dass sie der Gruppe angehdren innerhalb der
sie im Stammbaum angeordnet waren. Innerhalb der b-Proteobakterien wurden Vertreter der
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Comamonadaceae, der Rhodocyclus-Gruppe, der Oxalobacter-Gruppe und der Neisseria
gefunden. Die a-Proteobakterien beinhateten Vertreter der Rhizobiaceae und der
Sphingomonadaceae. Die d-Proteobakterien wiesen einen Ast mit Desulfomonielen auf, in
dem anderen Ast befand sich kein klassifizierter Vertreter. Das Cluster, in dem die
Fibrobacter-/Acidobacteria-Gruppe angeordnet war, beinhaltete Vertreter der Holophaga und
der Acidobacteria aber auch der Verrucomicrobia und Planctomycetales. L etztere bilden nach
dem Taxonomy-Browser neben der Fibrobacter/AcidobacteriaGruppe eine eigene
phylogentische Gruppierung. Alle gefundenen Vertreter der Firmicutes gehdrten den
Actinobakterien an. Innerhalb der Spirochaetales war der einzige klassifizierte Vertreter den
L eptospiraceae zugeordnet. In der Gruppe der griinen, schwefelfreien Bakterien (Chloroflexi)
befand sich ein ndher bestimmter Verteter der Ordnung Chloroflexi. Beide klassifizierten
Organismen innerhalb der Bacteroidetes waren Flavobakterien.

Die Proteobakterien befanden sich zusammen in einem von den Ubrigen Organismen
abgetrennten Ast. Den zweiten Hauptast bildeten die Fibrobacter-/Acidobacteria-Gruppe mit
den Firmicutes, den Spirochaeten und den Chloroflexi. Die Firmicutes gehdrten den Gram-
Positiven mit hohem GC-Gehalt an. Die Gruppe der Firmicutes setzte sich aus mehreren
Asten zusammen und enthielt Organismen, die nach diesem Stammbaum in phylogenetischer
Hinsicht eine etwas uneinheitliche Gruppe darstellen. In der letzten Gruppe der
Flavobakterien befanden sich Vertreter aus 2 Hauptasten des Stammbaumes. Abgesehen von
den genannten Unstimmigkeiten im unteren Bereich des Stammbaumes waren die gefundenen
Vergleichssequenzen jedoch eindeutig ihren phylogenetischen Gruppen entsprechend
aufgeteilt worden.

100% - I Bacteroidetes
90% - - [ Chloroflexi
80% - - ,
’ “ P Spirochaetales
70% - R
60% OO Firmicutes
50% - &I Planctomycetales
40% - B\ errucomicrobia
30% - S
i i e MF.b.-/A.b.-Gruppe
20% - L
10% | i delta-Proteobacteria
0% - , i beta-Proteobacteria

04 09 o1 012 W9 _
(=3) (n=11) (n=11) (n=21) (n=12) W alpha-Proteobacteria

Abbildung 24: Zuordnung der gefundenen Klone zu phylogenetischen Gruppen (n: Anzahl der
sequenzierten Klone, F.b.: Fibrobacter, A.b.: Acidobacteria)
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Die Fibrobacter-/Acidobacteria-Gruppe stellte in den drei Sedimentproben O9, O11 und
012, deren Anteil dort zwischen 36 und 57% lag, die dominanteste Gruppierung dar
(Abbildung 24). Ebenso nahmen b-Proteobakterien in diesen drei Proben einen grof3en Anteil
ein. Dieser lagin O9 bei nur 9%, aber in O11 bel 36 und in O12 bei 24%. In O9 stellten beide
genannten Gruppen insgesamt 46% der Sequenzen, in O11 und O12 stellten sie 81 und
82%.Insgesamt waren 43 Klone in diesen drei Proben vorhanden. In W9 mit 12 Klonen, der
einzigen Wasserprobe, aus der Sequenzen vorliegen, war der Anteil der Fibrobacter-
/Acidobacteria-Gruppe zu Gunsten von Proteobakterien gesunken. Vertreter der Fibrobacter-
/Acidobacteria-Gruppe nahmen 8,3% ein, a-Proteobakterien 25% und b-Proteobakterien
50%. Ganz anders stellte sich die Probe O4 dar: die drel gefundenen Klone konnten den
Gruppen a-Proteobakterien, Planktomycetales und Spirochaetal es zugeordnet werden.

Ein GroRteil der Sequenzen lieR untereinander nur wenig Ahnlichkeit erkennen.
Dementsprechend waren die meisten Klone einzeln Uber den Stammbaum verteilt. 3 grofiere
Cluster eilnander zugeordneter Klone waren dennoch vorhanden. Innerhalb der Gruppe der
Fibrobakterien waren 8 Klone aus der Probe O12 angeordnet. Der néchste zu dieser Gruppe
gefundene Verwandte war ein Bodenbakterium, das aus landwirtschaftlich genutzten Flachen
isoliert wurde (Accessionnr.: AS0252654). Ebenfalls aus der Gruppe der Fibrobakterien war
ein Cluster aus 3 Klonen — darin 2 aus der Probe O9 und einer aus der Probe O12 — zu finden.
Als néchster Verwandter war ein unkultiviertes Bakterium aufgefthrt, das in Umweltproben
in den Altamira Cave (Spanien) gefunden wurde (Accessionnr.: AJ421901). Ein weiterer
Cluster aus 2 Klonen der Probe O12 und einem Klon der Probe W9 befand sich innerhalb der
b-Proteobakterien. Ein einzelner nachster Verwandter liefd sich aus dem Stammbaum nicht
nachweisen. An 3 Stellen, einmal innerhalb der b-Proteobakterien, zweimal innerhalb der
Fibrobakterien waren jeweils zwei Klone zusammen gruppiert. Alle tbrigen Klone befanden
sich in ndherer Verwandschaft zu einem der angezeigten Vergleichssequenzen als zu einemin
dieser Arbeit sequenzierten Klon. Aufféllig ist, dass vor alem Klone der Probe O12 zur
Clusterbildung neigten.

Bel den aus friheren Sequenzierungen eingeflgten Klonen (HOPPNER 1999), die
freundlicherweise fur diesen Stammbaum zur Verfigung gestellt worden waren, handelt es
sich durchweg um nitrifizierende Bakterien. In engere Relation zu den gewonnenen
Sequenzen befanden sich die Klone von 1999 nur innerhalb der b-Proteobakterien. So war der
Klon J2_7 aus dem Fichtenbach neben zwei nicht ndher bestimmten Bakterien (Accessionnr.:
AF445085, AS0252651) dem gleichen Cluster wie Klon W9 _16 zugeordnet. Die Sequenzen
der Klone 125 und J2 14 aus dem Fichtenbach befanden sich mit enem
Ultramicrobakterium, einem Herbaspirillum und Pseudomonas huttiens (Accessionnr:
ABO008506, AJ012069, AY043371) in einer Gruppierung mit O11 59. Der Klon J3 4 aus
dem Breitenbach war dem Klon W9_24 in direkter Nachbarschaft zugeordnet. In etwas
weiterer phylogenetischer Entfernung befand sich der Klon J2_11 zu den beiden Klonen
011 57 und O11 11, ale 3 entstammten dem Fichtenbach.
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Die im Stammbaum aufgefihrten Vergleichssequenzen wurden Uberwiegend aus
Umweltproben und dabel haufig aus dem Boden isoliert.

45 TGGE-Analyse der Klonseqguenzen

451 Vergleich der TGGE-Banden der Sequenzen mit ihrer Einordnungim
phylogenetischem Stammbaum

Die meisten der Klone zeigten auf dem TGGE-Gel genau eine Bande doppelstrangiger DNA,
bei einigen Klonen war eine zweite, schwache Bande zu erkennen, die im weiteren nicht
berlicksichtigt wurde. Bei der TGGE der Umweltproben kam es fast nur zur Ausbildung
schwacher Banden. Es wurde daher davon ausgegangen, dass es sich hierbel um die
Hauptbanden handelt und die schwéacheren Nebenbanden eines Organismus, wo sie
vorkamen, unter der Nachweisgrenze liegen. Der Klon O12_41 enthélt zwel Banden gleicher
Intensitét auf, die beide in der Tabelle 15 aufgefihrt sind. Die Abbildungen der Gele von
TGGE 6-7 sind im Anhang aufgefthrt (Abbildung 27, 28 und 29)

Tabelle 15: Klone mit zugehorigen Rf-Werten auf dem TGGE-Gel.
Graue Hinterlegung: gleiche Position der Hauptbanden. Fettgedruckte Werte: gleiche Position
aller Banden.

TGGE 6: 012 TGGE 7: 009/004 TGGE 8: W09/011
Rf-Wert Klon Rf-Wert Klon Rf-Wert Klon

0,61 012 _60 0,87 0O4_83 0,59 O11 44
0,86 012 _26 0,91 09_05 0,60 O11 62
0,90 012 _26 0,92 04_57 0,71 O11 11
0,93 012 18 1,02 09_18 0,85 W9_43
1,00 012 41 1,09 04 93 0,95 W9_59
1,07 012 44 1,12 09_44 0,96 W9_75
1,08 012 22 1,15 09_08 1,02 W9 59
1,10 012 62 1,18 09_57 O11 67
1,12 012 48 1,21 09_38 1,03 W9 _46
1,17 012 43 09_11 1,08 O11 48
012 59 1,34 09_48 1,09 W9_16

1,23 012 47 1,35 09 17 1,14 W9 09
012_56 09_22 1,15 W9_24

1,32 012_58 1,36 09 59 1,17 W9_05
1,35 012 57 1,498 09 40 1,19 w9 91
1,36 012_55 1,26 011 56
1,39 012 41 1,38 W9_19
1,42 012 _36 1,40 011 51
1,44 012 61 1,43 O11 51
1,50 012_40 1,49 011 09
1,51 012 54 1,55 011 .57
011 59
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Zu den Banden der Klone wurde mit Hilfe des E. coli-Standards der jeweilige Rf-Wert
ermittelt. In Tabelle 15 befinden sich diese Rf-Werte nach Grof3e sortiert: Es stehen dabei
immer die Klone, die auf das gleiche Gel aufgetragen worden waren, in einer Spalte.

Die grau hinterlegten Klone besal3en entweder den exakt gleichen Rf-Wert oder unterschieden
sich in diesem so wenig, dass es sich bei ihnen aufgrund ihrer Bandenposition um den
gleichen Klon handeln konnte. Eine Rf-Wert-Differenz von 0,01 entsprach etwa 1mm auf
dem Gel. Die Bandenmuster der Proben zeigten dlerdings, dass es durchaus Banden
innerhalb einer Spur gab, die kaum einen Millimeter auseinander lagen. Andererseits konnte
sich die gleiche Bande in verschiedenen Spuren schon durch geringe Verzerrungen im Gel um
Millimeter unterscheiden, oder es konnten verschiedene Banden den gleichen Rf-Wert
besitzen. Die Definition einer Bande as identisch oder nicht erfolgte zwischen den
verschiedenen Spuren der Hauptproben oft Uber wiederkehrende Muster in diesen. Die
TGGE-Spuren der Klone wiesen solche Muster nicht auf, da sie meistens nur eine, hochstens
aber zwei Banden besal3en. Schwarz geschrieben sind digenigen Klone, die zwar eine
Hauptbande an gleicher Position zeigten, sich aber in einer zusétzlichen Bande oder der
Bande ihrer einzelstrangigen DNA unterschieden.

Die Ubrig bleibenden, rot markierten und fett gedruckten Klone wurden nun mit ihrer Position
im phylogenetischen Stammbaum verglichen. Allerdings erwies sich keines der TGGE-Paare
dabel as direkt benachbartes Paar im Stammbaum. Zum Teil waren die TGGE-Paare im
Stammbaum innerhalb einer phylogenetischen Gruppe angeordnet, oft aber auch nicht.

Bei einem Vergleich in die andere Richtung war ebenfalls keine Ubereinstimmung zu finden.
Einige der Klone, die im Stammbaum nebeneinander angeordnet waren, besal3en immerhin
ahnliche Rf-Werte.

45.2 Zuordnungder Sequenzen zu bestimmten Banden in den TGGE-Spuren der
jeweiligen Proben

Trotz der Schwierigkeit, Banden mit gleicher Position einer einzigen Sequenz zuzuweisen,
soll hier eine Zuordnung der Klon-Banden zu Banden in der jewelligen Probe dargestellt
werden.

Die Proben, aus denen die Klone stammten, wurden neben diesen auf das TGGE-Gel
aufgetragen. Die sichere Zuordnung eines Klones zu einer Bande in der Probe war nur in
wenigen Falen mdglich, da in den Proben eben sehr viele, oft nur sehr feine und dicht
Ubereinanderliegende Banden zu erkennen waren. Zum Teill war die mit dem Klon
korrespondierende Bande in der Spur der Probe so schwach, dass sie bei der bisherigen
Auswertung nicht berticksichtigt worden war. Zu einigen Klonen war auch gar keine Bande
mit gleicher Position in der jeweiligen Probe zu erkennen. Diese Klone wurden im Folgenden
nicht weiter verwertet.
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In der Tabelle sind Klone aufgeftihrt, die so dicht an der Spur der Probe oder des E.coli-
Standards lagen, dass die Bande des Klones und die zugehdrige Bande in der Probe mit
grofl3er Wahrscheinlichkeit als identisch bezeichnet werden kénnen.

Die restlichen Klone, bel denen eine Zuordnung weniger eindeutig moglich war, sind mit den
korrespondierenden Banden im Anhang (Tabelle 32) aufgefihrt.

Tabelle 16: Klone mit zugeor dneten Banden der Proben und phylogenetischer Einordnung

Klonnr | Rf- | Bande| phylogenet. Refer enzor ganismus

seq.bp |Wert| nr Einordnung Bezeichnung Accessionnr Ahnlichk.
04

04 83 |0,87 1 Spirochaetales Leptospira parva 221636 452

340bp Bacteria; Spirochaetales; L eptospiraceae;

L eptospira

04 57 10,98 3 Planctomycetales | planctomycete clone AF271320 278

427bp Bacteria; Planctomycetales; environmental samples
09

09 05 |091 3 Bacteroidetes Flavobacter like AF493655 670

449bp Bacteria; Bacteroidetes; Flavobakteria;

Flavobakteriales; Flavobacteriaceae;
Flavobacterium

09 22 |1,35 17 |Fibrobacter-Gr. |uncultured bacterium AJ421901 573

448bp Bacteria; environmental sample
012
012 411,00 9 | b-Proteobacteria |uncultured ferromanganous
360bp micronodul bacterium AF293005 458

Bacteria; Proteobacteria; b-subdivision;
environmental samples

Aquabacteriumsp. AF361183 470
Bacteria; Proteobakteria; b-subdivision;

Comamonadaceae
W9
W9 05 | 1,17 11 | a-Proteobacteria | potato root bacterium AJ252707 708
428bp Bacteria; environmental samples
W9 91 1,19 12 | Firmicutes uncultured Firmicute AF289150 630
350bp Bacteria; Firmicutes; environmental samples

Die angegebene Ziffer zur Ahnlichkeit der 16S rDNA des Referenzorganismus mit dem Klon
bezieht sich auf die Berechnungen des Suchprogrammes BLASTN. Je hoher diese Zahl ist,
desto ahnlicher ist die Sequenz des Referenzorganismus zu der des Klones. Mitberechnet wird
nicht nur die prozentuale Sequenziibereinstimmung, sondern auch die Lange der verglichenen
Sequenzen - léangere DNA-Stiicke ergeben einen hdheren Wert.

Besonders hervorzuheben ist unter den genannten Zuordnungen der Klon O12_41. Dessen
Bande besal3 den Rf-Wert 1, wie Bande @, die in nahezu alen Proben zu finden war. Der im
Stammbaum aufgefihrte, néchstverwandte Referenzorganismus war ein  Mangan-
oxidierendes Bakterium, das aus dem Sif3wasser isoliert wurde (STEIN et al., 2001). Es war
im Stammbaum innerhalb der b-Proteobakterien zu den Comamonadaceae gruppiert. Nach
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BLASTN wurde alerdings dem im Stammbaum etwas weiter entfernten Aquabacterium
sp. eine hohere Ahnlichkeit zum Klon 012 _41 zugewiesen. Aquabakterien gehdren der
Gruppe der Comamonadaceae an und sind mikroaerophil. Sie benutzen Sauerstoff und Nitrat
als Elektronenakzeptoren. Der hier erwahnte Vertreter wurde aus Berliner Trinkwasserproben
isoliert (KALMBACH et al., 1999) Die zweite zum Klon O12 41 gehdrende Bande ist
alerdingsin den Spuren der Umweltproben weniger haufig zu finden als Bande ®.

Der Klon 09 22 wurde Bande @ zugeordnet. Der Referenzorganismus, dessen Ahnlichkeit
zum Klon mit einem mittleren Wert angegeben wurde, befand sich innerhalb der Fibrobacter-
Gruppe. Er wurde aus den Altamira Cave in Spanien isoliert. Neben diesem
Referenzorganismus wird im Stammbaum auch eine noch hohere Verwandtschaft zum Klon
09 48 dargestellt, diesem konnte allerdings keine Bande aus der Spur der Probe O9
zugeordnet werden.

Weiterhin erwdhnenswert ist noch der Klon O4_83, da er der sehr stark ausgeprégten ersten
Bande der Probe O4 zugeordnet wurde. Er schien in dieser Probe verglichen mit anderen
guantitativ eine sehr grof3e Rolle zu spielen. Der Klon wurde den Spirochaetales zugeordnet.
Der dargestellte Referenzorganismus Leptospira parva zeigt sowohl von parasitisch a's auch
von saprohytisch lebenden Leptospira Charakteristika auf (HOvVIND-HOUGEN et al, 1981).
L eptospiraceae sind obligat aerobe Organismen (HOLT J.G. et. al. 1983).
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5 Diskussion

5.1 Kritische Betrachtung der M ethodik

5.1.1 Bestimmung der Gesamtbakterienzahl

Da bei der SYBR I-Methode zur Bestimmung der Keimzahl neben Bakterien auch Viren
angeféarbt werden, ist es schwierig, Viren von kleinen Bakterien zu unterscheiden. Es liegt
eine gewisse Subjektivitédt in der Auswertung, ab welcher Grof3e ein angefarbter Partikel als
Bakterium zu identifizieren ist. Um den Einfluss der Subjektivitét zu mindern, wurden die
Zellzéhlungen nur von einer Person durchgefihrt. Zur statistischen Absicherung des
Ergebnisses wurden je Probe 10 Felder des selben Préparates ausgezahlt. Variationen der
Bakterienzahl, die sich wahrend der vorausgegangenen Prozedur ergaben, wurden also nicht
erfasst. Die Ergebnisse sollten der groben Einschdtzung von Unterschieden der
Gesamtbakterienzahl innerhalb der untersuchten Proben dienen, subjektive Einfliisse sind
dabel vernachlassigbar. Die hier angewandte Methodik wurde daher fir die gewlnschte
Verwendung der Ergebnisse al's angemessen betrachtet.

5.1.2 DNA-Extraktion und Amplifikation

Die Produkte dieser beiden Schritte dienen den weiteren molekularen Untersuchungen als
Grundlage. Ihre Qualitét ist daher fur die Ergebnisse ausschlaggebend.

5.1.2.1 Entstehung unerwinschter DNA-Fragmente

Bel der Vervielfdtigung der DNA durch PCR kommt es neben dem erwiinschten Produkt zur
Synthese unspezifischer oder im Template nicht vorhandener Produkte. Eine Ursache fir
unspezifische Primerbindungen, die fur die Bildung unspezifischer Produkte verantwortlich
sind, kénnen mitextrahierte Fremdsubstanzen wie Huminstoffe sein. Unspezifische PCR-
Produkte besitzen meist eine andere Lange al's das gewtinschte DNA-Fragment und sind daher
bei der Gel-Elektrophorese auf Agarose als Schmier um die eigentliche Bande zu erkennen.
Eine weitere, im Hinblick auf die TGGE unerwlnschte Reaktion ist die Entstehung von
Heteroduplizes. Dies sind doppelstrangige DNA-Fragmente, die aus der Paarung homologer,
aber nicht vollkommen sequenzgleicher, Einzelstrange entstehen. Auch Chiméren, also DNA-
Fragmente, die sich aus der Sequenz unterschiedlicher Organismen zusammensetzten gehéren
zu den Artefakten der PCR. Zur Bildung von Chimaren kommt es entweder durch
Rekombination in Heteroduplizes, oder durch nicht zuende amplifizierte Fragmente, die
anstelle eines Primers an einen nicht identischen Template binden und dort weitersynthetisiert
werden. Letzterer Mechanismus ist vor alem in spéteren Zyklen der PCR zu beobachten
(WANG & WANG, 1997).

5.1.2.2 Veranderungen im urspringlichen Verhaltnisder Artzusammensetzung

Es kann dazu kommen, dass die DNA verschiedener Arten nicht in der gleichen Effektivitat
extrahiert oder amplifiziert wird.
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Bei der DNA-Extraktion ist dies teilweise auf die unterschiedliche Morphologie der
Bakterien zurlckzufiihren. So ist die DNA aus Dauerformen wie Endosporen generell
schwieriger aufzuschlief3en, als aus vegetativen Zellen. Unter den vegetativen Zellen wird die
DNA-Extraktion aus Gram-negativen gegeniber Gram-positiven bevorzugt. Die Lyse
kleinerer Zellen ist im Gegensatz zu grolen weniger effizient, da diese weniger
Angriffsflache bieten (MORE et al. 1994, HEAD et al. 1998).

In der PCR setzt sich dieses Problem fort. Verschiebungen des DNA-Verhédltnisses einzelner
Spezies wahrend der Reaktion sind dabel auf diverse Ursachen zurtickzufihren: Zum einen
hat die zufdllige Auswahl der ersten amplifizierten Strénge einen Einfluss auf das
Endprodukt, da es wéhrend der Reaktion zu einer exponentiellen Vermehrung kommt. Zum
anderen beobachteten Suzuki & GIOVANNONI (1995), dass bei hoher Produktmenge sich die
verschiedenen DNA-Molekile unabhangig von ihrer Konzentration im urspringlichen
Template dem Verhdltnis 1:1 ndhern. Es wird dabel angenommen, dass die Konzentration
eines bestimmten Molekils wéhrend der PCR einen Séttigungswert erreichen kann und
daraufhin  bevorzugt andere  DNA-Fragmente  amplifiziert ~ werden. Diese
Séttigungskonzentration eines einzelnen DNA-Fragmentes wird allerdings in komplexen
Umweltproben, die DNA vieler verschiedener Taxa beinhalten, kaum erreicht. Zusétzlich ist
es moglich, durch eine geringe Zyklenzahl diesen Effekt deutlich zu reduzieren, dies zieht
aber eine geringere Produkt-Ausbeute nach sich. Neben diesen Spezies-unabhangigen
Verschiebungen, hat auch die Art des jeweiligen Organismus' Einfluss auf die Effizienz der
DNA-Amplifikation ribosomaler DNA. Es ist bekannt, dass die Anzahl der Operons fir 16S
rDNA in verschiedenen Organismen variiert. So besitzen schnell wachsende Spezies haufig
mehr Operons als langsam wachsende. Die Menge der amplifizierten DNA ist aber von der
Zahl der Operons abhéngig, es kommt daher zu einer Uberschatzung der tatsichlichen
Abundanz von Organismen mit mehreren Operons fir ribosomale DNA (FARELLY €t al.
1995). Auch die Sequenz hat Einfluss auf die Effektivitét der Amplifikation: es werden
bevorzugt Fragmente mit niedrigem GC-Gehalt amplifiziert, da diese eine geringere
Schmel ztemperatur besitzen und schneller in den einzelstréngigen Zustand tUbergehen. Neben
hohem GC-Gehalt stort auch die sequenzabhangige Ausbildung von Tertidrstrukturen des
Einzelstranges die DNA-Synthese wéhrend der PCR.

Das Verhdltnis der verschiedenen DNA-Molekile in der Originalprobe ist folglich im PCR-
Produkt nur ungeféhr wiedergegeben.

5.1.2.3 MalRnahmen zur Reduzierung von Extraktions- und Amplifikationsartefakten
Um diese unerwinschten Artefakte und Verschiebungen wahrend der DNA-Extraktion und
PCR zu vermeiden oder zumindest zu verringern, wurden folgende Mal3nahmen getroffen:
Der zur DNA-Extraktion verwendete Kit von MoBio ist speziell fur die DNA-Gewinnung aus

Umweltproben geeignet. Durch Reinigung der extrahierten DNA in einem Spin-Filter Gber
mehrere Waschschritte kommt es zur weitgehenden Eliminierung von unerwinschten
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Fremdstoffen, die zur Stérung der korrekten DNA-Synthese fihren. Vor der Extraktion
wurden die Proben mit den Zellen darin eingefroren. Dadurch werden die Bakterien
empfindlicher gegenitiber der Zelllyse. Wahrend der Extraktion wurden die Zellwande der
Bakterien physikalisch mit Hilfe kleiner Perlen aufgebrochen und die Zellmembranen
anschliefiend durch Detergenzien chemisch lysiert. Diese Kombination physikalischer und
chemischer Methoden stellt zwar eilnen geradezu rabiaten Aufschluss dar, es ist aber dennoch
nicht gesichert, dass die DNA aller Organismen gleichermal3en effizient gewonnen werden
konnte.

Um die Bildung unspezifischer Produkte wéhrend der PCR zu reduzieren, wurden die
Zyklenzahl und die Menge des eingesetzten Templates so gering gehalten, wie esim Hinblick
auf die erforderliche Produktmenge mdglich war. Es wurde bel allen PCR-Ansétzen stets mit
der HotStart-Methode gearbeitet. Das alméahliche Herabsetzen der ,, Annealing-Temperatur”,
wie esin einigen PCR-Ansétzen angewandt wurde, fuhrt ebenfalls zu einer Verringerung der
unspezifischen Primer-Bindungen. Eine weitere Malhahme zur Verminderung unspezifischer
Produkte wurde durch das Hintereinanderschalten zweler Amplifikationen getroffen. Die
Amplifikation mit P2/P3-Primern fand auf Basis eines durch die EUB-Amplifikation schon
vorher ausgewdahlten Satzes an DNA-Fragmenten statt. Dieser Schritt ist vor allem deswegen
notwendig, weil der Primer P2 nicht eubakterienspezifisch sondern universell ist (MURRAY et
al. 1996). Eine dadurch erhaltene hohere Reinheit fuhrt allerdings zu dem Risiko einer
starkeren Verschiebung im Verhdlitnis der einzelnen Phylotypen. Dies zeigt sich in den
Versuchen zur TGGE-Reproduzierbarkeit: die Parallelproben, die aus einer EUB-PCR
hervorgegangen waren, sind einander @hnlicher as Parallelproben auf der Grundlage zweier
verschiedener EUB-Amplifikationen. Durch ein Reaktionsdesign mit einer geringen Ausbeute
bei der EUB-PCR wurde versucht, die Verschiebung der Verhaltnisse auf niedrigem Niveau
zu halten. Alle PCR-Produkte wurden mit einer Gel-Elektrophorese auf Agarose kontrolliert.
Produkte, die keine scharfen Banden aufwiesen, wurden nicht verwendet.

513 TGGE

Mit Hilfe der denaturierenden Gradienten-Gelelektrophoresen ist es moglich, qualitative und
semiquantitative Informationen Uber die bakterielle Artenzusammensetzung in Umweltproben
zu gewinnen. Es konnen dabei verglichen mit anderen Methoden der mikrobiellen Okologie
viele Proben mit geringem Aufwand gleichzeitig untersucht werden (MUYZER et al. 1993).

5.1.3.1 Aussagekraft von Bandenmustern der TGGE

Im ldealfall kommt es pro Taxon zur Ausbildung einer Bande. Allerdings ist eine
Auftrennung der Spezies, die DNA-Fragmente mit gleicher oder einer nur geringfigig
unterschiedlichen Schmel ztemperatur besitzen, nicht moglich. Die gleiche Schmel ztemperatur
konnen z.B. Fragmente besitzen, die zwar eine vollkommen unterschiedliche Anordnung der
Basen aufweisen, aber einen dhnlichen GC-Gehalt besitzen. Bei Spezies mit einem Anteil an
der Gesamtpopulation von weniger as 1% ist es moglich, dass die DNA-Menge unter der
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Nachweisgrenze liegt (MUYZER et. al. 1993). Es kann aber auch zum umgekehrten Fall
kommen, dass in einer TGGE-Spur mehr Banden zu finden sind als Taxa in der Probe. Die
Ursache hierfir liegt teilweise an PCR-Artefakten wie die Bildung von Heteroduplizes. Die
aus nicht vollkommen komplementéren Stréngen zusammengesetzte DNA schmilzt schon bel
geringen Temperaturen und ergibt eine Bande oberhalb der Banden, die beide Strénge in
homoduplikalen Zustand bilden wirden (FERRIS & WARD 1997). Chiméaren produzieren
ebenfalls eine extra-Bande, da sie eine Sequenz besitzen, diein vivo nicht existiert. Aber auch
in Abwesenheit von PCR-Artefakten ist haufig zu beobachten, dass die 16SrDNA von
Reinkulturen mehr as eine Bande im TGGE-Gel produziert. Dies tritt dann auf, wenn im
besagten Organismus mehrere Kopien fir die ribosomale DNA vorhanden sind, die sich bis
zu 5% in ihrer Sequenz unterscheiden konnen (CLAYTON et al. 1995). Folglich ist eine grolie
Anzahl von Banden innerhalb einer Spur zwar ein Hinweis dafUrr, dass sich viele verschiedene
Organismen in der zugehorigen Probe befinden, es lasst sich aber nicht von der Anzahl der
gefundenen Banden auf die Anzahl der Speziesin dieser Probe schlief2en.

Grundsétzlich enthélt die Farbung der DNA im TGGE-Gel durch Intensitétsunterschiede auch
eine quantitative Information. Wegen der Verwendung von PCR-Produkten kommt es aber zu
einer Einschrankung der quantitativen Aussage von TGGE-Banden aus Umwel tproben.

5.1.3.2 Datenaufnahme

Schon im Originalgel kam es durch schwache Banden und Verunreinigung zu einer
ausgepragten Hintergrundférbung. Zusétzlich verschlechterte sich die Bildqualitét durch das
Scannen des Gels im Vergleich zum Originalgel erheblich, so dass Banden, die auf dem
Original zwar schwach aber eindeutig zu erkennen waren, im digitalisierten Bild lediglich die
Hintergrundfarbung verstarkten.

Gerade im Gel der TGGE 3 befanden sich stdrende Banden durch einzelstrangige DNA im
Bild. Da diese aber im Originalgel farblich von den gewlinschten Peaks der doppel stréngigen
DNA unterscheidbar waren, ist eine Verwechslung auszuschlief3en. Allerdings ist es moglich,
dass Banden durch ssDNA verdeckt wurden. Da die ssDNA in allen Spuren eines Gels auf der
gleichen Position lag, kann es zwar zu einem Verlust an Information, nicht aber zu einer
Verfélschung der Aussage kommen.

Zur Bandenerkennung durch die Software wurde eine niedrige Empfindlichkeit eingestellt,
well die vielen kleinen Peaks im Densitogramm kaum von Verunreinigungen unterschieden
werden konnten. AulRerdem sollten im Vergleich der Proben zueinander nur die in den Proben
jewells typische Populationsstruktur der Hauptarten dargestellt werden. Nahe
aufeinanderliegende Banden, die im Originalgel, aber nicht im digitalen Bild, eindeutig
unterschieden werden konnten, wurden manuell nachbestimmt. Auch in Spuren, deren
Banden allesamt so schwach waren, dass sie grofdteils unter der Nachweisgrenze lagen,
wurden einige Banden darin manuell markiert. Dennoch gab es so schwach gefarbte Spuren,
dass nur ein oder zwei Banden zur Bewertung verwendet wurden. In anderen Spuren dagegen
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kam es zu einer sehr starken Farbung, so dass trotz niedriger Empfindlichkeit bis zu 22
Banden von der Software erkannt wurden. Warum in einigen TGGE-Spuren wesentlich
weniger DNA vorhanden war als in anderen, obwohl sich bel der Kontrolle der P2/P3GC-
Produkte auf Agarose-Gelen nicht anndhernd diese Unterschiede in der DNA-Menge zeigten,
konnte nicht festgestellt werden. Eventuell ist dies darauf zuriickzufUhren, dass die
Silberfarbung in verschiedenen Gelen, aber auch innerhalb eines Gels an verschiedenen
Stellen, die gleiche DNA-Menge mit unterschiedlicher Effektivitét anfarbt. Aber auch eine
grole Menge an ssDNA kann fir ein starkes Signal im Agarose-Gel verantwortlich gewesen
sein. Dies gilt insbesondere fir Proben mit wenigen Banden aus der TGGE 3. Vielleicht kam
es bei einigen Proben auch zu einem Verlust an Probenmaterial wahrend des Auftrages, so
dass tatséchlich weniger DNA vorhanden war. Fur einige Spuren wie z.B. viele Proben des
Sedimentprofils der Probestelle 7 war es aber — wie in Vorversuchen mit den gleichen Proben
festgestellt wurde - typisch, dass sdmtliche erkennbaren Banden &uferst schwach waren.

Die tellweise manuelle Auswertung und die nicht absolut reproduzierbare Intensitét der DNA-
Farbung vermindert die objektive Erkennung von Banden. Dies ist im Fall der untersuchten
Proben besonders entscheidend, da es in allen Spuren eine Vielzahl von Banden gab, die sich
genau im Bereich der Nachweisgrenze befanden. Wie erwéhnt, ist eine quantitative
Auswertung von Ergebnissen, die eine PCR zur Grundlage haben, als aul3erst kritisch zu
betrachten. In diesem Fall war es alerdings unmoglich, rein qualitative Aussagen zu machen,
da fur eine grolere Menge von Spuren die Entscheidung getroffen werden musste, sie
abhangig von ihrer Intensitét zur Bewertung zuzurechnen oder nicht. Aus diesem Grund ist es
in diesem Fall sinnvoll, Banden an der Nachweisgrenze im Vergleich zu stark ausgepragten
Banden geringer zu gewichten.

Nach SCHAUER et al. (2000) ist es moglich, auch quantitative Aussagen auf Basis von PCR-
Produkten zu treffen, insofern diese nur dem Vergleich innerhalb einer Probenserie dienen,
um die raumliche oder zeitliche Veranderung von Populationen zu untersuchen. Er grindet
seine Behauptung darauf, dass sich fur ein und dieselbe Probe in der TGGE ein typisches, gut
reproduzierbares Bandenmuster ergibt. Verénderungen der Bandenintensitét von identischen
Banden innerhalb einer Probenserie kdnnen demnach darauf zurtickgefihrt werden, dass die
Abundanz des dazugehdrigen Organismus sich in den verglichenen Proben Bandenintensitét
unterscheidet.

Untermauert wurde diese Behauptung durch eigene Versuche zur Reproduzierbarkeit des
Bandenmusters einer Probe. Sowohl die Position als auch die Abundanz der meisten Banden
wiesen nur geringe Abweichungen auf. Warum diese bel den Banden Nr. 7 und Nr. 10
besonders hoch waren, ist unklar. Eventuell sind diese Abweichungen auf Zufélle in den
ersten Zyklen der DNA-Amplifikationen zurtckzufihren. Die Abundanz-Unterschiede der
jeweiligen Banden in den Parallelproben, die schon bei der Amplifikation mit EUB-Primern
aus Paralelansdtzen stammten, waren hoher as die der Paare aus der gleichen EUB-
Amplifikation. Eine der Parallelproben, deren Spur im Vergleich zu den anderen eine
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besonders hohe Hintergrundférbung aufweist, weicht alerdings bei mehreren Banden
beziiglich deren Intensitét stdrker von den Ubrigen Proben ab. Bei der Betrachtung der
Ergebnisse muss also beriicksichtigt werden, dass Spuren mit hoher Hintergrundfarbung
besonders kritisch zu bewerten sind. Es bleibt zu bedenken, dass zwar die Reproduzierbarkeit
der selben Proben aus verschiedenen Amplifikationen Uberprift, nicht aber verschiedene
DNA-Extraktionen dieser Probe verglichen wurden.

Fir die Auswertung des Bandenmusters wurde aus diesen Grinden ein quantitativer
Datensatz verwendet. Dieser enthielt keine absoluten Werte sondern die relativen
Abundanzen der Peaks. Damit konnten Unterschiede, die sich durch ungleichméidige Farbung
ergaben, teillweise ausgeglichen werden. Andererseits kam es aber gerade bei Spuren, in
denen viele Peaks unter der Nachweisgrenze lagen, zu Verzerrungen. Ergebnisse von Proben
mit sehr wenigen Peaks, die zur Berechnung verwendet wurden, sind daher kritisch zu
betrachten.

5.1.3.3 Vergleich der Gelevon TGGE 3-5

Dadie Gele von TGGE 3, TGGE4 und TGGE 5 aus der selben Gellsung hergestellt wurden,
weist die Bande des E.coli-Standards auf allen Gelen praktisch die gleiche Mobilitét auf: die
Spuren verschiedener Gele sollten also untereinander vergleichbar sein. Allerdings war die
Erkennung von Banden als ,identisch* in einigen Falen schon innerhab eines Gels nicht
vollkommen zweifelsfrel moglich. Zur Hilfe gezogen wurden oft Banden, die zwar nicht in
jeder Probe detektiert wurden, aber wie ein Band durch fast alle Spuren liefen. Sich daran zu
orientieren war auch dann moglich, wenn sich die Position einer Bande Uber das gesamte Gel
hinweg ein wenig verschob. Einige der durchgehenden Banden waren sowohl in TGGE 3 als
auch in TGGE 4 zu erkennen, insgesamt aber zu wenige, um bei ausreichend vielen Banden
mit Sicherheit die Identitét Gber beide Gele hinweg bestimmen zu kénnen. Die Banden der
TGGE 5 waren in vollkommen anderen Mustern angeordnet, so dass ein Vergleich noch
ungewisser war. Auf Ahnlichkeitsberechnungen zwischen Proben auf verschiedenen Gelen
wurde daher verzichtet.

5.1.3.4 Clusteranalyse

Eine Clusteranalyse ist fir den Vergleich der Ergebnisse eines Probensatzes konzipiert.
Absolute Betrachtungen, die fur den verwendeten Datensatz unangebracht sind, liegen also
nicht im Anwendungsrahmen dieser Rechenoperation. Banden um die Nachwei sgrenze haben
durch die Verwendung eines metrischen Datensatzes einen geringen Einfluss auf das
Ergebnis. Es wurde daher diese Art der Auswertung - trotz des Wissens um quantitative
Verschiebungen bel der DNA-Extraktion und Amplifikation - als die am besten geeignete
betrachtet.

5.1.3.5 Diversitatsanalyse

Die aus diesen Daten errechnete Diversitét darf nur im Vergleich der einzelnen Spuren
untereinander gewertet werden. Einerseits stimmen durch Verzerrungen in der PCR die
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errechneten Abundanzen nicht unbedingt mit den tatschlichen Abundanzen der
Organismen in den jeweiligen Proben Uberein. Andererseits ist es fur die Berechnung der
Diversitét entscheidend, dass auch rezedente Arten mitberechnet werden, vor alem dann,
wenn sie in grofRer Zahl auftreten. Auf die Auswertung aler sichtbaren Banden wurde
verzichtet, weil die wenig ausgeprégten Peaks im Densitogramm nicht sicher von Artefakten
der Farbung unterscheidbar waren. Die Diversitdt der Proben mit nur einer oder zwel
bewerteten Banden muss in dieser Analyse a's unbrauchbares Ergebnis bewertet werden. In
beiden Spuren waren neben den nachgewiesenen, recht schwachen Banden im Originalgel
welitere geringfligig schwéachere Banden zu erkennen, so dass die tatsachlichen Abundanzen
der Banden sicherlich nicht wie berechnet bei 100 bzw. um die 50% lagen.

Die Werte der restlichen Proben geben eine grobe Einschdtzung der Realitét im Vergleich der
einzelnen Proben zueinander wieder.

5.1.4 Sequenzierung

Da die Anzahl der Klone sehr gering war (zwischen 3 und 21), kann man nur von
stichprobenartigen Sequenzierungen aus den jeweiligen Proben sprechen. Dennoch soll beim
Vergleich der Probestellen im Folgenden auch auf die Verteilung der dominanten
phylogenetischen Gruppen, denen die Klone zugeordnet wurden, eingegangen werden. Es ist
dabel aber zu bedenken, dass die statistische Absicherung beziiglich der einzelnen Proben nur
gering ist und hochstens eine Tendenz aufgezeigt werden kann.

Wegen der Verschiebungen in der DNA-Extraktion und PCR ist esfraglich, ob nicht Vertreter
der Fibrobaktergruppe in ihrer Anzahl unterreprasentiert sind, da sie zu der Gruppe der Gram-
positiven mit hohem GC-Gehalt gehdren. Wie schon diskutiert, wird die DNA gram-positiver
Bakterien weniger effektiv extrahiert; zusdtzlich findet wahrend der Amplifikation eine
Verschiebung zu Gunsten GC-armer Sequenzen statt.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich unter den sequenzierten Klonen auch
Chiméren befinden, da keine Untersuchung auf Chiméren stattfand. Die Sequenzanalyse einer
solchen Chimére fuhrt natdrlich nur dann zu einem falschen Ergebnis, wenn der
Sequenzwechsel innerhalb des sequenzierten Stiickes liegt.

Die Einordnung der Klone in den phylogenetischen Stammbaum mit DNAStar war
vergleichbar mit den Ahnlichkeitswerten nach BLASTN, aber nicht immer vollkommen
identisch. Beispielsweise war der Klon O12_41 nach BLASTN eher einem Aquabacterium
dhnlich als dem erst an zweiter Stelle genannten, Mangan-oxidierenden Bakterium. Im
Stammbaum stellt sich das Verwandtschaftsverhéltnis umgekehrt dar. Es muss dabel aber
beachtet werden, dass die in etwa 400 sequenzierten Basen nur einen relativ kurzen Tell der
16s rDNA darstellen und mit einer Sequenz dieser Lénge nur eine ungefahre phylogenetische
Einordnung erfolgen kann. Kleine Unterschiede in der Berechnung der Sequenzahnlichkeit
durch verschiedene Programme dirfen also nicht Uberbewertet werden. Warum es bel der
phylogenetischen Einordnung der Vergleichsorganismen nach der Datenbank und nach
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Berechnungen von DNA-Star im unteren Teil des Stammbaumes zu Widerspriichen kam,
ist nicht bekannt. Besonders schwer nachvollziehbar ist die im Stammbaum dargestellte grof3e
genetische Distanz von Vertretern der Flavobacteria. Die korrekte Zuordnung der Klone zu
phylogenetischen Gruppen ist folglich nicht als absolut sicher zu betrachten. Bel der
Einordnung von Klonen in den Stammbaum und bei dem Vergleich mit Nachstverwandten
muss beachtet werden, dass auch phylogenetisch nah verwandte Individuen physiologisch
sehr unterschiedliche Merkmale besitzen konnen. Informationen Uber physiologische
Eigenschaften der Vergleichsorganismen, die im Ergebnistell genannt wurden, sollen daher
im Folgenden nicht weiter interpretiert werden.

515 TGGE-Analyseder Klonsequenzen

Die Zuordnung der verschiedenen Sequenzen zu Banden in den Proben erwies sich als sehr
schwierig. Ein Grund daflr ist, dass auch Sequenzen, die in den Proben nur sehr schwache
Banden bilden, sequenziert wurden. Banden von Klonen, die in den Proben Uberhaupt nicht
zu finden waren, sind entweder auf Organismen mit Abundanzen unter der Nachweisgrenze
oder aber auch auf Chiméren zurtickzufihren. Unter den genannten Zuordnungen der Klon-
Banden zu Banden aus den Umweltproben scheint die von Klon O12 41 zu Bande ® ein
wenig fraglich. Klon O12 41 besitzt zwei Banden, von denen die untere nicht tberall dort
vorkam wo auch Bande ® zu finden war. Das Fehlen der zweiten Bande in vielen der Proben
konnte darauf zurlckgefthrt werden, dass die Amplifikation dieser Sequenz mit eher hdherer
Schmelztemperatur (siehe Rf-Wert) in Gegenwart vieler anderer DNA-Fragmente weniger
effektiv war. Im Bereich dieses Rf-Wertes sind auf TGGE 3 generell wenig Banden und diese
nur schwach angefarbt sichtbar. Trotz der genannten Bedenken stellen diese Ergebnisse einen
erganzenden und wichtigen Aspekt zu den durchgefihrten TGGE-Analysen dar.

Die geringen Ubereinstimmungen beim Mobilitétsvergleich der Klone in der TGGE mit deren
phylogenetischer Ahnlichkeit sind moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass das DNA-
Fragment aus der P2/P3GC-Amplifikation nur ein Teil des sequenzierten Stiickes ist. Die
Sequenzierungsreaktion beruhte zwar auf Basis des P3-Primers, aber es wurde darin ein etwa
doppelt so langes Fragment analysiert, wie das P2/P3GC-Produkt. Sequenzunterschiede hinter
der Bindungsstelle des P2-Primers konnten daher durch die Sequenzierung, nicht aber in der
TGGE nachgewiesen werden. Zudem konnen einerseits kleine Sequenzunterschiede schon
einen grof3en Einfluld auf das Schmelzverhalten haben und andererseits auch verschiedene
Sequenzen gleiche Schmelzeigenschaften besitzen. Gerade das Phdnomen, dass nach dem
Stammbaum sehr unterschiedliche Organismen wahrend der Elektrophorese eine sehr
ghnliche oder gar gleiche Mobilitét zeigten, war relativ haufig zu beobachten. Uber die Breite
des ganzen Gels hinweg war es alerdings schwierig zu entscheiden, ob Klone mit
anscheinend gleicher Mobilitét innerhab ener Spur nicht doch en geringfigig
unterschiedliches Schmelzverhalten aufwei sen wiirden.



SEITE 60
5.2 Vergleichende Betrachtung der Ergebnisse

Alle TGGE-Spuren lief?en auf den Originalgelen eine grof3e Anzahl oft sehr schwacher
Banden erkennen, die in den weiteren Berechnungen nicht beriicksichtigt wurden. Dies weist
auf eine komplexe bakterielle Besiedlungsstruktur in den drel untersuchten Bachen und der
Fulda.

5.2.1 Wasser- und Oberflachensedimentproben

Die Clusteranalyse resultierte auf oberer Ebene in eine Eintellung in Wasser- und
Oberflachensedimente. Die Sonderstellung der Probe O2 im Dendrogramm, die sich in dieses
Schema nicht einordnen l&sst, ist sicherlich darauf zurickzufiihren, dass nur eine Bande
detektiert wurde. Auch der Shannon-Index dieser Probe mit dem Wert O ist weit von den
Diversitéatswerten der anderen Proben entfernt. Die Einordnung Proben O9 und O12 in das
Dendrogramm war dagegen trotz ihrer hohen Hintergrundférbung gut nachvollziehbar. Diein
der Clusteranalyse festgestellten Unterschiede der TGGE-Muster der Wasser- und
Sedimentproben lief3en sich auch teilweise schon beim Betrachten des Gels feststellen. Es
waren typische Sedimentbanden wie Bande @ sichtbar und solche, die besonders ausgepragt
in Wasserproben zu finden sind wie Bande ®. Dennoch waren die Muster der beiden
Probenarten nicht vollkommen verschieden, viele Banden traten sowohl in Wasser- as auch
Sedimentproben auf. Neben der TGGE zeigten aber auch die meisten Ergebnisse der anderen
Untersuchungen Unterschiede der bakteriellen Besiedlung in diesen beiden Habitaten auf-

Ganz erwartungsgemald fanden sich in den Sedimentproben der untersuchten Gewasser
signifikant hohere Bakterienzahlen als in den Wasserproben. Dies bestétigt Ergebnisse
friherer Studien (MARXSEN & MOALEDJ 1988). Nach MARXSEN sind in der flief3enden Welle
des Breitenbaches zwischen 10° und 10’ Bakterien in einem Milliliter (1980b) bzw. im
Oberflachensediment zwischen 10° und 10™° Bakterien pro Milliliter (1988) zu finden. Das
sind beziglich der Sedimente etwas geringere Werte als die hier erhobenen Daten. Zu den
Werten aus der Publikation von 1980 wird aber ausdriicklich darauf hingewiesen, dass es bel
der angewandten Methode zu Unterschatzungen der Zellzahlen kommen kann. Auch sollen
die hier erhobenen Daten nur dem Vergleich der Proben untereinander dienen. Der Hinwels
auf ate Daten dient aso lediglich der Feststellung, dass sich die Ergebnisse in ener
realistischen Grof3enordnung befinden.

Neben Differenzen in der Anzahl waren haufig die Zellformen der Sediment- und
Wasserbakterien verschieden. Obwohl sich auch Vertreter der gleichen Art abhangig von
Umweltbedingungen in ihrer Morphologie unterscheiden kdnnen, deutet dies darauf hin, dass
die Besiedelung des Sedimentes sich nicht nur bezlglich der Dichte, sondern auch in der
Popul ationszusammensetzung von der des Wassers unterscheidet. Die beobachteten, fadigen
Zellen konnten Vertreter der Actinomycetes sein; diese sind bekannt fur die Bildung
filamenttser Mikrokolonien (HOLT et al. 1983).
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Auch die durchgefiihrten Sequenzierungen geben einen Hinweis auf unterschiedliche
Besiedlung in Wasser und Sediment. So war der Antell der Fibrobacter-/Acidobacteria-
Gruppe in der Wasserprobe eindeutig geringer as in den Sedimentproben 09, O11 und O12,
b-Proteobakterien stellten dagegen die Halfte der gefundenen Klone im Wasser. Die
Beobachtung, dass b-Proteobakterien eine dominante Gruppe in Fliefdggewéssern ist, deckt
sich mit Ergebnissen von SeEkIGUCHI et al. (2002), KENzAKA et al (1998) und mit
Hybridisierungsversuchen aus dem Breitenbach (MARXSEN, nicht vertffentlichte Daten). In
alen genannten Untersuchungen wird alerdings die Abundanz der Bacteroidetes hoher
eingeschétzt, als es hier der Fall ist. Das Ergebnis aus der Probe W9 sollte aber wegen der
Anzahl von lediglich 12 Klonen in seiner Aussagekraft nicht Uberschédtzt werden. Die
Dominanz der Fibrobacter-/Acidobacteria-Gruppe in den Sedimenten 09, O11 und O12 ist
auffallend, konnte aber nicht durch dhnliche Ergebnisse anderer Quellen belegt werden. In
den Hybridisierungs-Experimenten von Sedimentproben aus dem Breitenbach (MARXSEN,
1999) wurde diese Gruppe nicht untersucht. Ein hoher Anteil an a-Proteobakterien, wie er
nach den Hybridisierungs-Untersuchungen im Sediment zu finden ist, konnte hier nicht
bestétigt werden. Die meist aleinstehende Anordnung der Klone im Stammbaum zwischen
den Vergleichssequenzen deutete auf eine Vielzahl verschiedener Spezies in Wasser- und
Sedimentproben hin.

Einzig die Shannon-Indizes lief3en keinen Zusammenhang zur Art der Probe herstellen. Dies
widerspricht aber nicht den tbrigen Befunden, die unterschiedliche Populationstrukturen in
Wasser- und Oberflachensedimenten aufzeigen.

Es liegt auf der Hand dass es in Wasser zu Differenzen in der Artzusammensetzung kommt,
da es sich um Habitate handelt, die unterschiedliche Anpassungen erfordern. Dass dennoch
Organismen der selben Art in beiden Habitaten vorkommen, ist vermutlich auf den 6értlichen
Zusammenhang von Wasser und Sediment zuriickzufihren. Gerade in Flief3ggewassern gelangt
partikuldres Material aus dem Sediment mit Bakterien haufig durch Verwirbelungen ins
Wasser (SCHWOERBEL, 1999) und ebenso bleiben Partikel und Organismen aus der flief3enden
Welle im Sediment héngen. Es existieren sicherlich auch Organismen, die in beiden Habitaten
leben konnen.

Neben der Auftrennung nach Wasser- und Oberfl&chensedi mentproben war im Dendrogramm
weiterhin meist auf unterer Ebene eine Abhéngigkeit der gebildeten Cluster von der
Probestelle erkennbar. Diese war innerhalb der Wasser- und innerhalb der Sedimentproben oft
anaog. Einige Proben wurden aber nur dem Ort ihrer Probestelle entsprechend angeordnet.
Dies zeigt, dass Unterschiede der Probenart zwar vorhanden waren, ihr Einfluss aber nicht so
grol3ist, dass er nicht von ortlichen Unterschieden tberdeckt werden konnte

5.2.1.1 Quelbereich desBreitenbaches

Die Sedimentproben des Quellbereiches O3 und O4 wurden nach den
Ahnlichkeitsberechnungen eindeutig zusammen gruppiert. Unterschiede der Proben
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untereinander waren weniger qualitativ, sondern vor allem in der Auspragung der Banden
zu erkennen. Die Wasserproben des Quellbereiches besal3en dagegen untereinander weniger
Ahnlichkeit, als vielleicht zu erwarten ware. Da aber gerade die Spur W4 zu den sehr schwach
geférbten gehdrte, kann aus der geringen Bandenzahl ein Zuordnungsfehler entstanden sein.
Ein welterer moglicher Grund fir unterschiedliche Populationsstrukturen ist, dass die beiden
Proben nicht am gleichen Tag entnommen wurden. Beim Betrachten der beiden Spuren
scheinen diese einander aber d@hnlicher zu sein, as aus der Clusteranalyse hervorgeht. Die
Einordnung zusammen mit Sedimentproben ist moglicherweise darauf zurtickzufthren, dass
sich in dem Wasser, das gerade erst aus dem Boden austritt noch keine typische
Bachwasserpopulation entwickeln konnte. So war beispielsweise sowohl in W3 als auch in
W4 die Bande @, die in allen Ubrigen Wasserproben mit Ausnahme der des Fichtenbaches
sehr deutlich erscheint, nur schwach ausgepragt.

Neben einer sehr geringen Bakteriendichte scheint auch eine geringe Diversitét, die bel alen
vier Proben festgestellt werden konnte, typisch fur den Quellbereich zu sein. Gerade in den
Wasserproben sind allerdings viele sehr schwache Banden zu erkennen, die nicht detektiert
und daher nicht in die Diversitétsberechnung einbezogen wurden.

Die Klone der Probe O4 zeigten eine vollkommen andere Artzusammensetzung as die der
anderen Proben, zu denen Sequenzierungen durchgefuhrt wurden. Eine Ursache dafir ist
wohl, dass nur drei Klone zu dieser Probe vorhanden sind. Eine statistische Aussage dieses
Ergebnisses ist daher wenig sinnvoll. Abgesehen davon ist es aber so, dass der Vertreter der
Spirochaetales der stark dominanten Bande des Quelltimpel -Sedimentes mit einer Abundanz
von 31% zugeordnet wurde. Spirochaetales aus der Gattung der Leptospiraceae, die in sonst
keiner Probe sequenziert wurden, scheinen demnach eine grof3ere Rolle im Sediment des
Quellbereiches zu spielen. In den Wasserproben aus dem Quellbereich war diese
» Spirochaeten-Bande” allerdings nicht zu erkennen.

Die abgesonderte Rolle der Proben aus dem Quellbereich, die vor alem aus den
Sedimentproben abgeleitet werden kann, steht in Bezug zu typischen, chemisch-
physikalischen Parametern. So ist der Quellbereich stark beschattet und da das Wasser erst
direkt an der Quelle an die Erdoberflache tritt, dirften photoautotrophe Organismen kaum
eine Rolle spielen. Zudem besitzt der Quellbereich nicht die typischen Eigenschaften eines
Fliel3gewassers. Drift, die ein Faktor mit grofden Auswirkungen auf Organismen ist, falt im
Bereich der Quelltimpelrander weg. Auch die chemischen Werte unterscheiden sich von
denen der Ubrigen Probestellen des Breitenbaches. die Sauerstoffséttigung lag wenig Uber
90%. Auffallend ist ein hoher Nitratgehalt aber eine geringe Ammoniumkonzentration.

5.2.1.2 Ober-und Mittellauf des Breitenbaches

Die Gruppierung der Breitenbachproben vor und nach dem Quellzufluss in ein Cluster zeigt,
dass die Population aus dem Quellbereich die Bakterien des weiteren Bachverlaufes wenig
beeinflusst, obwohl der Zufluf? des Quellbaches bezliglich der Wassermenge quantitativ nicht
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zu vernachléssigen ist. Aber aus den Zellzdhlungen geht hervor, dass im Wasser des
Quellbereiches nur wenige Bakterien zu finden sind. Unter den Habitatbedingungen, die
unterhalb und oberhalb der Quelle - soweit sie gemessen wurden - einander dhnlich sind,
scheint sich die Populationszusammensetzung, des Quellbereichs, nicht durchsetzen zu
konnen.

Etwas Uberraschend sind die hohen Zellzahlen im Sediment der Probestelle 1, sie Gberragten
sogar die Gesamtbakterienzahl im Sediment der Fulda. Die Zellzahlen der Wasserprobe an
Probestelle 1 wiesen dagegen keine unerwarteten Werte auf.

Im unteren Bereich des Breitenbaches nehmen anthropogene Einflisse zu: Der Abfluss eines
Fischteiches mindet in den Breitenbach und anliegende Flachen werden landwirtschaftlich
genutzt. Dennoch bleiben die gemessenen, physikalischen und chemischen Parameter im
Breitenbach  bis zur letzten Probestelle weitgehend konstant. Nur  die
Ammoniumkonzentration steigt ab Probestelle 8. Vielleicht ist es darauf zuriickzuftihren, dass
die Wasserproben ab dort in einem anderen Cluster angeordnet waren. Die Clustereinteilung
der Sedimentproben unterscheidet sich hier alerdings ein wenig. Eventuell ist dies damit zu
erkléaren, dass fir die Bakterienpopulation in den Wasserproben der zeitliche Einfluss grof3er
ist als der ortliche. Die chemisch-physikalischen Parameter sind zudem im Wasser gemessen
worden und nicht im Sediment. Chemische Anderungen im Sediment wurden daher nicht
detektiert, wenn sie ohne Einfluss auf den Wasserchemismus waren.

5.2.1.3 Rohrwiesenbach, Fulda und Unterlauf des Breitenbaches

Dass die Proben aus Fulda und Rohrwiesenbach mit denen aus dem Unterlauf des
Breitenbaches in der Clusteranalyse zusammengefasst wurden, ist Gberraschend. Gerade fur
die Fulda, die as FluR eine ganz andere Gewasserstruktur hat als die Béche und durch
Abwasser belastet ist, wirde man eine vollkommen andere Artzusammensetzung erwarten.
Die Einordnung der Clusteranalyse zeigt sowohl fur die Sediment- als auch fur die
Wasserprobe das Gegenteil. Dies, obwohl die Unterlaufproben des Breitenbachesin ihren hier
aufgefuhrten, chemisch-physikalische Faktoren denen des Oberlaufes dhnlicher sind als den
Werten der Fulda oder des Rohrwiesenbaches. Parameter wie Temperatur, Phosphat-,
Ammonium- und Stickstoffgehalt, DOC-Werte oder Sauerstoffsédttigung, in denen sich die
Probestellen dieses Clusters teilweise stark unterscheiden, scheinen hier nicht
ausschlaggebend fur die Struktur der Bakterienpopulation zu sein. Auch mindet der
Breitenbach erst hinter der Fuldaprobenstelle in diese. Die Einspullung der Bakterienfracht aus
dem Breitenbach in die Fulda kann also fur Ahnlichkeiten nicht verantwortlich sein. Der
einzige Parameter mit nicht auffallend grof3en Unterschieden zwischen den genannten
Probestellen ist der pH-Wert.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus der TGGE unterschied sich die Fuldain der gefundenen
Gesamtbakterienzahl besonders bezliglich der Wasserprobe signifikant von den anderen
Probestellen. Die Beobachtung, dass mit Erhéhung der Trophieebene eines Gewassers die
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Anzahl der Keime darin zunimmt, stimmt mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen
Uberein (SCHWOERBEL 1999).

Die Gruppierung der Wasserprobe aus dem  Rohrwiesenbach zu  der
Oberfl&chensedimentprobe aus diesem, aber auch zu den Sedimentproben O7, O8, O9 und
010 zeigt, dass die Unterschiede des Ortes hier geringer sind als die der Probenart.

Sequenzanalysen von Proben dieser Gruppe wurden zu O9 und O12 und W9 durchgefiihrt.
Die Klone der Sedimentproben lief3en keine grof3en Unterschiede in ihrer Zusammensetzung
erkennen. Dass Vertreter der Bacteroidetes und der Verrucomicrobia nur in O9 gefunden
wurden, dagegen Chloroflexi nur in O12, mag ein Zufal sein. Die Zusammensetzung der
Klone aus W9 zeigte Unterschiede zu O9 und O12; diese wurden aber schon diskutiert, um
Unterschiede zwischen Sediment- und Wasserproben aufzuzeigen. Warum gerade Klone aus
012 im Stammbaum haufig zusammen gruppiert waren, ist nicht bekannt, es deutet aber
darauf hin, dass viele miteinander nah verwandte Organismen den Rohrwiesenbach besiedeln.

5.2.1.4 Fichtenbach

Weiterhin geht aus dem Dendrogramm eine Zusammenfassung der Fichtenbachproben
hervor. Es zeigt sich, dass Wasser- und Sedimentprobe des Fichtenbaches trotz
unterschiedlicher Habitatbedingungen einander @hnlicher waren als zu den anderen Proben.
Da der Fichtenbach im pH-Wert einen grof3en Unterschied zu den Ubrigen Probestellen
aufzeigt, konnte dies as Ursache vermutet werden. Aber auch andere Parameter, wie
Sauerstoffsattigung, DOC-Gehalt und Temperatur unterscheiden sich von denen der restlichen
Probestellen. Die groRe Ahnlichkeit in der Besiediung des Oberflachensedimentes und des
Wassers ist durch diese speziellen Bedingungen erklarbar. Wahrscheinlich vor allem auf
Grund des niedrigen pH-Wertes ist das Wachstum an diesem Standort nur fir eine besondere
Auswahl an Bakterienspezies méglich, die dann sowohl im Sediment als auch im Wasser zu
finden sind. Es ist bekannt, dass die meisten Bakterien im Gegensatz zu Pilzen neutrale bis
leicht alkalische pH-Werte bevorzugen (BRock 1994). Wahrscheinlich l&sst sich darauf
zurlckfuhren, dass die sonst ubiquitéare Bande ® hier nicht zu finden ist. Auffallend intensiv
war dagegen eine Bande mit dem Rf-Wert 0,92 in den TGGE-Spuren des Fichtenbaches. Sie
war zwar auch in anderen Spuren sichtbar, aber nur in den beiden Proben des Fichtenbaches
besal’ sie die hochste Abundanz. In den Sequenzierungen von O11 konnte diese Bande
allerdings nicht identifiziert werden.

Die Zusammensetzung der sequenzierten Klone der Probe O11 unterscheidet sich s ein wenig
von der anderer Sedimentproben. Wegen geringer Klonzahl sollen diese Unterschiede hier
aber nicht weiter betrachtet werden.

Trotz der speziellen Bedingungen und der besonders im Sediment stark ausgeprégten Bande
war auch eine grof3e Anzahl weniger dominanter Banden zu finden. Die Diversitédt liegt mit
einem Shannon-Index von 2,2 in beiden Proben im mittleren Bereich. Auch die
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Gesamtbakterienzahl nimmt verglichen mit denen der Ubrigen Probestellen keine
auldergewohnlichen Werte an.

Besonders auf Grund der TGGE-Daten weisen die Ergebnisse darauf hin, dass sich im
Fichtenbach eine spezielle Bakterienpopulation verglichen mit den anderen Probestellen
etabliert hat.

5.2.2 Sedimentprofil

Das ausgepragte Maximum der Bakterienzahl in 2-4cm Sedimenttiefe 1&sst vermuten, dass
dort sehr gunstige Bedingungen fiur Mikroben vorherrschen. Direkt an  der
Sedimentoberfléche profitieren Organismen von einem kontinuierlichen Antransport an
Nahrstoffen durch das flieRende Wasser. Die Oberfléache bietet aber wenig Schutz im
Gegensatz zu tieferen Lagen des Sediments, das ein Stromungsrefugium darstellt und
kurzfristige Schwankungen der Temperatur oder des Wasserchemismus abpuffert. Das
Maximum in der Keimzahl |&sst sich damit erkléren, dass in der Sedimenttiefe von 2-4cm
eine Grenzschicht ausgebildet ist, in der Organismen die Vorteile beider Habitate nutzen
kénnen .

Im Gegensatz zu den Zellzdhlungen erlauben die Ergebnisse aus der Diversitdts- und
Clusteranalyse nur wenige Ruckschlisse auf ihre Herkunft, d.h. Probestelle oder
Sedimenttiefe. Im Dendrogramm war eine Auftrennung nach Proben von Probestelle 6 (TB1-
12) und Probestelle 7 (TE1-12) nicht zu erkennen. Auch innerhalb der Proben von Probestelle
6 waren kaum Ahnlichkeiten der Parallelproben untereinander vorhanden. Einzig die Proben
von der Oberflache (TB1-3) sind zusammen in einem Cluster angeordnet. Ein analoges
Ergebnis zeigen die Shannon-Indizes fir die TB-Proben: sie streuten stark auch innerhalb der
Parallelproben. Die Sonderstellung der Probe TB9 im Dendrogramm sowie deren
ausgesprochen niedriger Shannon-Index sind wohl auf die geringe Anzahl der detektierten
Banden zuriickzufUhren. Die Proben TB5 und TB12 mit der hohen Hintergrundférbung fallen
nicht erkennbar aus der Reithe. Dies mag aber darauf zurlckzufUhren sein, dass auch in der
Anordnung der Ubrigen TB-Proben kein System erkennbar war.

Die Pardlelproben des Sedimentprofils von Probestelle 7 wiesen untereinander grofiere
Ahnlichkeiten auf. Dies ist in den Shannon-Indizes zu erkennen, die beziiglich der Parallelen
nur eine geringe Streuung aufzeigten und mit der Sedimenttiefe zunahmen Auch im
Dendrogramm waren die parallelen TE-Proben haufig zueinander gruppiert. Die einzige
Ausnahme stellte die Probe TEL dar, die sich nicht in einem Cluster mit TE2 und TE3 befand.
Die Verschiedenheit der Parallelproben von Probestelle 6 ist moglicherweise mit einer
ausgepragten Umlagerung des Sedimentes an dieser Stelle zu erklaren. Das lockere, sandige
Sediment ist Turbulenzen der Stromung stérker ausgeliefert als das lehmige Sediment der
Probestelle 7. Eine konstante Schichtung und damit auch eine von der Tiefe abhangige,
konstante Zusammensetzung der bakteriellen Population wird verhindert (MARXSEN,
personliche Mitteilung). Warum aber gerade die Proben von der Oberflache, die am stérksten
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umgelagert sein sollte, sehr ahnliche TGGE-Muster aufwiesen, ist nicht klar — vielleicht ist
die Artzusammensetzung auf der Oberflache des Sedimentes im Gegensatz zu tieferen
Schichten stérker von der momentanen Fracht das Baches geprégt. Da die drel Parallelproben
kurz hintereinander entnommen wurden, konnte dies eine Erklarung fur deren Ahnlichkeit
sein. Auch die festgestellten Unterschiede im Vergleich der obersten Schicht der
Sedimentprofile (TB1-3; TE1-3) mit den Oberflachensedimenten (O6; O7) sprechen fur diese
Theorie. Die verglichenen Proben stammten vom selben Ort, waren aber an zwel
verschiedenen Tagen entnommen worden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden aber keine
systematischen Untersuchungen im Hinblick auf die zeitliche Sukzession der
Bakterienpopulationen durchgefihrt. Es bedarf daher welterer Experimente, um diese
Vermutungen zu unterlegen.

5.2.3 Boden-, Blatt- und Biofilmproben

Die Einteilung dieser Proben entsprechend ihrer Art in Cluster ist eindeutig.
Erwartungsgemald waren die Bodenproben im Dendrogramm in grof3er Entfernung zu den
anderen Proben angeordnet. Aufféllig war deren grof3e Anzahl an Banden im unteren Bereich
des Gels. Eine Ursache daflrr, dass die DNA der Bodenorganismen algemein eine hohe
Schmelztemperatur zu haben scheint, ist wohl, dass der osmotische Stress im Boden durch
ausgepragte Konzentrationsgefélle auf kleinem Raum besonders hoch ist. G+C-reiche DNA
mit mehr Wasserstoffbriickenbindungen ist stabiler und bietet den Organismen daher einen
Vortell. Dass sich Blatt- und Biofilmproben in einem Hauptcluster befanden, deutet darauf
hin, dass die bakterielle Besiedlung in und auf Blattern biofilmahnlich ist. Die bakterielle
Besiedlung in den natUrlichen Biofilme von den Steinen und in den geziichteten war
Uberraschenderweise sehr unterschiedlich. Dies konnte damit zusammenhangen, dass der
nattrliche Biofilm sich Uber einen wesentlich langeren Zeitraum hinweg entwickelt hat als der
gezlichtete, egal, ob dieser 4,5 oder 10 Wochen alt ist. Zudem ist der natUrliche Biofilm im
Gegensatz zu dem gezichteten einer Beweldung durch Invertebraten ausgesetzt. In
vergleichbar grof3em Abstand befanden sich die Blattproben von beiden Biofilmproben
entfernt. Die Unterschiede des bakteriellen Bewuchses der Blétter zu den Biofilmen
resultieren wohl aus der Tatsache, dass ein deutlich anderes Substrat mit hohem Gehalt an
organischem Material zugrunde liegt. Es ist wahrscheinlich eher auf das Alter der Blétter as
auf die jeweilige Blattart zurtickzufiihren, dass die Proben von Buchen- und Eichenbléttern
einander sehr nah zugeordnet waren, die Probe der Erle aber weiter entfernt. Bel den
Erlenbléttern handelte es sich um frische, griine Bléatter, wahrend die untersuchten Blétter der
anderen Baumarten dunkelbraun geférbt waren und sicher schon langer im Wasser gelegen
hatten.

Die Feststellung, ob nun Bakterien im Wasser zu grof3en Teilen aus dem Boden eingespuilt
werden, von Biofilmen stammen oder eine ganz eigene Organismengemeinschaft darstellen,
erwies sich als sehr schwierig. Auf den TGGE-Gelen der Boden-, Blatt- und Biofilmproben
waren Banden mit gleicher oder sehr dhnlicher Mobilitét in wie in den Spuren der Wasser-
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und Sedimentproben vorhanden. Bei der Komplexitét der erhaltenen Bandenmuster miissen
diese aber nicht zwingenderweise auf die gleichen Spezies zurtickzufiihren sein. Aus diesem
Grund waren auch Ahnlichkeitsberechnungen iber verschiedene Gele hinweg mit grofRen
Unsicherheiten behaftet. Diese wurden daher, wie auch schon in der Diskussion der Methoden
erwahnt wurde, nicht durchgefihrt. Allerdings war auch ohne Berechnung zu sehen, dass sich
die Bandenmuster sowohl der Bodenproben als auch der Blatt- und Biofilmproben von denen
der Sediment- und Wasserproben deutlich unterschieden. Eine Vermutung, dass Banden mit
hohem Schmelzpunkt von Bodenorganismen stammen konnten, mag in enigen Félen
zutreffen, ist aber wohl nicht generell der Fall. Die beiden Quellbereichproben W3 und W4
weisen viele, wenn auch nur schwach geféarbte Banden im unteren Gelbereich auf. Da das
Wasser kurze Zeit vorher aus dem Boden austritt, ist es nicht abwegig anzunehmen, dass sich
einige Bodenorganismen darunter befinden. Weiterhin waren besonders im Sedimentprofil
der Probestelle 6 Spuren mit vielen Banden im unteren Bereich des Gels vorhanden. Einige
dieser Banden stimmen in ihrer Position mit Banden aus der Bodenprobe Uberein. Ein
weiterer Hinweis fir Bodenorganismen in den untersuchten Proben sind mehrere
Vergle chssequenzen, die aus Bodenproben isoliert wurden.

5.3 Schlussfolgerungen

Trotz einiger Bedenken zu den angewandten Methoden bieten die Ergebnisse Erkenntnisse
Uber Zusammensetzung und Veranderungen der Populationsstruktur von Bakterien in den
untersuchten Habitaten. Die Resultate im Detail dirfen sicher nicht Gberinterpretiert werden,
aber die im Folgenden zusammengestellten Hauptaussagen lassen sich auf mehrere
Ergebnisse zurtickfuhren:

Eine grofe Anzahl von Banden in den TGGE-Spuren, lasst auf eine komplexe bakterielle
Besiedlungsstruktur in den untersuchten Habitaten schlief3en. Ebenso deutet die meist
einzelne Anordnung der analysierten Sequenzen zwischen Vergleichsorganismen aus vielen
phylogenetischen Gruppen auf eine reichhaltige Artzusammensetzung.

Unterschiede der Besiedlungsstruktur innerhalb der untersuchten Bachpopulationen zeigten
die Ergebnisse in Sediment und fliel3ender Welle auf. Es waren aber auch ortsabhéngige
Veradnderungen entlang des Breitenbaches und an den anderen Probestellen in der
Populationsstruktur nachweisbar. In den meisten Falen waren die Unterschiede zwischen
verschiedenartigen Proben — also Wasser und Sediment - grof3er als zwischen verschiedenen
Probestellen. Nur bei den Proben des Fichtenbaches war eine ausgepragte Ahnlichkeit der
bakteriellen Population in Wasser- und Sedimentprobe erkennbar. Der Fichtenbach weist
deutliche Abweichungen der physikalisch-chemischen Parameter von den anderen
Probestellen, besonders beztiglich des pH-Wertes auf.

Erstaunlicherweise wurde sowohl die Wasser- als auch die Sedimentprobe der Fulda bel der
Clusteranalyse zu Proben des Breitenbaches gruppiert. Die Fulda zeigt beziglich ihrer
Wasserqualitét grof3e Unterschiede zum oligotrophen Breitenbach auf.
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Alles deutet darauf hin, dass der pH-Wert einen grof3en Einfluss auf die bakterielle
Biozonose eines Gewassers hat. Belegt wird diesin der Clusteranalyse durch die Gruppierung
der Fichtenbachproben zueinander. Auch durch die Zuordnung der Fulda-Proben zu Proben
des Breitenbaches deutet darauf hin, da sich beide Gewasser bezliglich aller erhobenen
Parameter abgesehen vom pH-Wert stark unterscheiden.

Uber die Herkunft der Bakterien in den untersuchten Gewéssern lassen sich aufgrund der
Ergebnisse nur Vermutungen anstellen. Es ist anzunehmen, dass sich Vertreter von
Bodenbakterien sowie von Biofilmen in Wasser und auch Sediment der untersuchten
Gewdsser befinden. Die TGGE-Muster von Biofilmproben und auch Bodenproben
unterschieden sich in ihrer Gesamtheit aber deutlich von den Mustern der Sediment- und
Wasserproben.

Meines Wissens sind dies erste Untersuchungen dieser Art in oligotrophen
Mittelgebirgsbachen im Vergleich zueinander und im Vergleich zu einem méaldig belasteten
Flul3. Daim vorgegebenen zeitlichen Rahmen zu vielen Experimenten keine Wiederholungen
moglich waren, bedarf es weiterer Untersuchungen, um die Ergebnisse dieser Arbeit zu
bekraftigen oder aber um auf Grundlage dieser Ergebnisse zu anderen Erkenntnissen zu
kommen.
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6 Zusammenfassung

Bisher ist Uber die bakterielle Besiedlungsstruktur in kleinen, oligotrophen Flief3gewassern
wenig bekannt. Drel kleine Mittelgebirgsbache und die Fulda wurden mit einer
Temperaturgradienten-Gelelektrophorese (TGGE) untersucht, um Informationen Uber die
Populationszusammensetzung von Eubakterien zu gewinnen. Alle Probestellen lagen im
osthessischen Bergland. Die drei Bache Breitenbach, Fichtenbach und Rohrwiesenbach haben
unterschiedliche Einzugsgebiete und unterscheiden sich in ihrem Chemismus. Die Fulda als
das grofte Flief3gewasser der Umgebung weist eine andere Gewasserstruktur und einen
hoheren Trophiegrad auf als die Béche. Bel den Untersuchungen lag der Schwerpunkt auf
dem Breitenbach, der im gesamten Léangsverlauf an 9 Stellen beprobt wurde. Zusétzlich
wurden TGGE-Untersuchungen von Boden-, Blatt- und Biofilmproben durchgefiihrt, um
Hinweise auf die Herkunft der Bakterien in Bachwasser und Sediment zu erhalten. Erganzt
wurden die Ergebnisse der TGGE durch Bestimmungen der Bakterienzahl und 16S rDNA-
Sequenzierungen in einigen Proben. Die gewonnenen Sequenzen wurden wiederum auf ein
TGGE-Gel aufgetragen, um Ruckschlisse auf vorhandene Taxa in den urspriinglichen
TGGE-Mustern ziehen zu kdnnen.

Alle Proben zeigten eine Vielzahl an Banden in der TGGE, von denen aber viele sehr
schwach ausgepragt waren. Die komplexen TGGE-Muster deuten darauf hin, dass in den
untersuchten Proben eine grof3e Anzahl verschiedener Bakterienspezies vorhanden war. Die
statistische Auswertung der dieser Muster wies auf grof3ere Unterschiede der bakteriellen
Besiedlung in Sediment- und Wasserproben hin. Aber auch zwischen den untersuchten
Gewassern sowie entlang des Breitenbaches konnten verschiedene Populationsstrukturen der
Eubakterien gezeigt werden. Innerhalb des Breitenbaches konnte vor allem im Quellbereich
eine eigene bakterielle Artengemeinschaft gezeigt werden. Beziiglich aller Probestellen zeigte
sich besonders im Fichtenbach - dem Bach mit dem niedrigsten pH-Wert - eine spezielle
bakterielle Besiedlungsstruktur. Hier war auffallend, dass sich die TGGE-Muster der Wasser-
und Sedimentproben im Gegensatz zu allen anderen Probestellen sehr &hnlich waren. Die
TGGE-Muster der Fuldaproben zeigten eine unerwartet geringe Distanz zu einigen
Breitenbachproben und auch zu den Rohrwiesenbachproben auf. Die Fulda unterscheidet sich
in ihrer Gewasserstruktur und ihren physikalisch-chemischen Parametern signifikant von den
drei Béachen. Die ermittelte Bakteriendichte im Fuldawasser lag entsprechend des
Trophiegrades auch deutlich hoher asin den tbrigen Wasserproben.

Die TGGE-Muster der Boden-, Blatt und Biofilmproben unterschieden sich in ihrer
Gesamtheit deutlich von denen der Sediment- und Wasserproben. Einzelne Banden waren
aber in den Ubrigen Proben wiederzufinden. Dies zeigt eine eigene bakterielle
Besiedlungsstruktur in fliefRender Welle und Sediment, in der sich aber durchaus auch
Vertreter aus anderen Artengemeinschaften, wie Bdden oder Biofilmen befinden konnen. Fir
das Vorkommen von Bodenorganismen in den untersuchten Proben sprechen auch die
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Ergebnisse der Sequenzanalyse: viele Sequenzen wurden in verwandtschaftliche Relation
von Bodenorganismen gesetzt.

Die gefundenen Sequenzen konnten insgesamt 8 verschiedenen Gruppen der Eubakterien
zugeordnet werden. Die Gruppen mit der grofiten Dominanz waren b-Proteobakterien und die
Fibrobacter/Acidobacteria-Gruppe. Die Sequenzen waren im erstellten Stammbaum meist
einzeln neben Vergleichsorganismen angeordnet. Dieses zeigt wie auch die Ergebnisse der
TGGE eine grof3e Vielfalt verschiedener Eubakterien in den Proben.
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8 Anhang
Tabelle 17: Ubersicht der Probestellen
Probe- Wasser | Ober flachensediment | Tiefenpr ofil [cm] Boden |Laub | Biofilm
stelle 0-2 [2-4 |46 [6-8
Breitenbach (BB)
1 W1 01
2 W2 @)
3
Quelle W3 O3
4 Bl1
Queélltimpel w4 O4 BI2
> |ws |os
TB1|TB4|TB7|TB10
6 W6 06 TB2|TB5| TB8 | TB11 Bol Steine: |Bi4
TB3 | TB6|TB9 | TB12
Kachdl | ..
10Wo.| 't
Kachdl | ..
45wWo |22
Steine | Bi3
TE1 | TE4 | TE7 | TE10
7
w7 o7 TE2|TES|TES|TE11|B02 |BI3
TE3 | TE6|TE9 | TE12
8 lws |os
9  |wo |oo9
Fulda
10 lwio |ow
Fichtenbach
1 W11l 011
Rohrwiesenbach
12 |wiz2 [o12 [ | | |
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Daten zu den Probestellen

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

%02

Nitrat Ammonium
700 120 —
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500 80
400
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200 - 40 -
100 ,ﬂi :‘7~H» o 20 W
0 T |_| T T T T T T T T T T 0 |_| T — = T |_| T I_l T |_| T T |_| T T T
1 2 3 45 6 7 8 9 101112 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
ONitrat [mgN/I] OAmmonium [ugN/1]
Ortho-Phosphat DOC-Gehalt
200 — 10
150 8
6
100
4
SnnllNong :
0 Ij\lj\ T T T T T \|_|\ \D\D 07
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
O Ortho-Phosphat [ugP/L] Bl DOC [mgC/L]
L eitfahigkeit 0 pH-Wert
500 8 — =
7 — = ||
400
6, | | | | |
300 5 . I O |
200 47 B L B
3, L B N B . ||
100 2 . I |
0; l T T T T T T T T T T T
1 2 3 456 7 8 9 1011 12 1 23 456 7 8 9101112
W L eitféhigkeit OpH-Wert
Sauer stoffsattigung

Abbildung 25: Diagramme mit den physikalisch-chemischen Daten, die am 10.07.02 im Wasser der Probestellen
gemessen wurden. Die Nummern der Pronbestellen sind an der Abszisse aufgetragen.
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Tabelle 18: Gesamtbakterienzahlen in Sediment- und Wasser proben.

Probe Zéllzahl [cm3] Probe | Zelzahl [mL™] Probe Zéllzahl [cm3]
01 3,89x10™ w1 5,96x10° TE1l 1,42x107
O4 9,13X10° W4 2,36x10° TE4 2,05x10%
09 1,94x10% W9 1,40x10’ TE7 1,35x10%
010 2,61x10% W10 5,58x10’ TE10 1,19x10%
O11 2,49x10%° W11 1,89x10’

012 2,53x10% W12 5,85x10°

Tabelle 19: Relative Abundanz der Banden in TGGE 2 (Reproduzier barkeit).

Peaknr. relative Abundanz [%] Standar dabw |Standar dabw.
PCR1 PCR2 PCR3 PCR4 ale ohne PCR2
1 7,38 9,35 6,76 7,98 1,11 0,61
2 451 5,76 4,50 4,56 0,62 0,03
3 8,61 8,99 6,31 7,98 1,19 1,19
4 15,98 15,83 14,86 14,45 0,74 0,79
5 7,79 9,35 9,91 8,75 0,91 1,06
6 10,25 9,71 11,71 11,79 1,05 0,87
7 11,89 11,51 16,67 15,97 2,69 2,58
3 18,44 11,51 19,37 16,35 3,51 1,55
9 4,92 6,83 4,95 6,08 0,93 0,66
10 10,25 11,15 4,95 6,08 3,05 2,79
[Mittelwert 1,58 1,21
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Tabelle 20: TGGES3: Rf-Werte der Wasser proben (W1-12).
Der angegebene Mittelwert bezieht sich auf alle Proben von TGGE 3. Die Banden ©-@ sind
grau unterlegt.

Bandennr. |Rf (Mittel)[W1 (W2 (W3 (W4 (W5 W6 (W7 (W8 W9 [W10|W11|W12
1 0,51 0,51
2 0,58 0,61

3 0,64 0,64

4 0,66 0,66 0,66 |0,66

5 0,70

6 0,69 0,70 |0,69

7 0,71 0,71 0,71 0,71

8 0,76 0,75 10,75 0,74

9 0,79 0,79

10 0,81 0,81

11 0,82 0,82

12 0,87 0,87 |0,86 (0,86 0,87 10,87 |0,87 10,86 |0,86 0,87 |0,86
13 0,89 0,89 0,90 0,90 0,90

14 0,90 0,91 0,91 0,91 0,90

15 0,92 0,93 |0,93 0,93 0,93 0,92

16 0,94 0,95 0,95 0,94
17 0,97 0,98 |0,97 0,98 10,98 |0,98 |0,97 (0,97 0,98

18 0,99 1,00 |0,99 1,00 |1,00 0,99 |0,99 |0,99 0,99
19 1,00

20 1,02 1,02 1,02

21 1,04 1,05 |1,05 1,04

22 1,06 1,07 |1,07 |1,06 1,07 |1,07 1,04
23 1,07 1,08 [1,07 |1,07

24 1,09 1,10 |1,10 |1,10

25 1,10

26 1,13 1,13 1,12

27 1,15 1,15 (1,16
28 1,17 1,17 (1,17 |1,16

29 1,20 1,20

30 1,21 1,22 |1,21 1,21 11,21 |1,21 11,21 |1,21 |1,21

31 1,23 1,23 |1,23 |1,23

32 1,26 1,25 1,26
33 1,27 1,27

34 1,30

35 1,30

36 1,33

37 1,38 1,37 1,37 1,38

38 1,39 1,38

39 1,43 1,42 1,42 11,42 1,42

40 1,44 1,44 11,44 1,44

41 1,47

42 1,48 1,48 11,48 |1,48 |1,49

43 1,52 1,51

4 1,54 1,54 11,54
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Tabelle 21: TGGE 3: Rf-Werte der Oberflachensedimentproben (01-12).
Der angegebene Mittelwert bezieht sich auf ale Proben von TGGE 3. Die Banden ©-® sind
grau unterlegt.Rf-Werte der Oberflachensedimente (O1-12)

Bandennr [Rf |01 |02 |03 |04 |O5 |06 |O7 |08 |09 |O10 |01l [012
(Mittel)

1 0,51 0,51

2 0,58 0,55

3 0,64

4 0,66

5 0,70 0,70

6 0,69

7 0,71

8 0,76 0,79

9 0,79

10 0,81

11 0,82 0,82 (0,83 0,83 0,82

12 0,87 0,87 |0,87 |0,87 0,86 0,86 |0,87 |0,87 0,86

13 0,89 0,88 0,89 |0,89

14 0,90 0,90

15 0,92 0,01 0,92 0,92 [0,92 [0,92

16 0,94 0,95 0,95 |0,93

17 0,97 0,96 |0,97 |0,96 0,97 0,97 0,96 [0,97 0,95

18 0,99 0,99 |0,98 [0,98 0,99 0,99 0,99 [0,99 0,99

19 1,00 1,00 |1,00 |1,00 |1,00 |1,00 |1,00

20 1,02

21 1,04 1,04 |1,04 |1,04 1,04

22 1,06 1,05 |1,06 |1,05 |1,06

23 107 |1,07 1,06

24 1,09 1,0

25 110 |111 1,10 |1,10 |1,10 |1,11 1,09

26 1,13 1,13 1,13 |1,13 |113 |1,13

27 115 [115 1,14 1,14 |1,14 |1,15 |1,15 |1,15 |1,15

28 1,17

29 1,20

30 1,21

31 1,23

32 1,26 1,26

33 1,27 127 |1,27 |1,27 1,27

34 1,30 1,30

35 130 [1,30 1,30

36 1,33 1,33 |1,33

37 1,38 |1,38 |1,38 |1,37 |1,38 |1,37 |1,37 |1,37 |1,37 |1,38 |1,38 |1,38 |1,38

38 1,39 1,39 |1,39 |1,39

39 1,43 1,43 1,43 1,44 1,44

40 1,44

41 147 147 1,47 1,47 1,48 |1,47

42 1,48 1,49 1,49 (1,49

43 1,52 151 |1,52 |1,52 |1,52

44 154
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Tabelle 22: TGGE 3: relative Abundanzwerte der Wasser proben (W1-12) in %.

Die Banden ©-® sind grau unterlegt.

Bandennr.|W1 |W2 (W3 |W4 |W5 |W6 W7 (W8 |W9 |WI10 W1l W12

1 0,00 |0,00 |0 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |6,74

2 2,58 10,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00

3 3,52 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (0,00 0,00 |0,00

4 4,84 10,00 |0,00 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |3,81 |3,68 [0,00 |0,00 |0,00

5 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00

6 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |5,52 |5,79 |0,00 |0,00 |0,00

7 0,00 |4,63 |0,00 (0,00 |6,62 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |10,87 |0,00

8 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |3,38 |3,07 |0,00 |7,67 |0,00

9 5,71 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00

10 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (5,73 |0,00 |0,00

11 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |8,74 |0,00

12 6,79 |7,99 [10,61]|0,00 [9,58 (8,61 |15,81(4,20 (4,78 |0,00 |12,15 [18,85
13 0,00 |7,29 [11,96 [0,00 |9,26 |6,68 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00

14 7,11 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 {9,07 (8,73 |5,81 |0,00 |0,00

15 576 |7,85 |0,00 (0,00 |9,38 |6,17 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |18,70 |0,00

16 0,00 |0,00 |13,28 (0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |7,28 0,00 |12,15
17 7,22 (10,70 (0,00 |0,00 |11,55 (11,69 |21,06 |5,70 [6,68 |0,00 |9,92 |0,00

18 10,80 13,19 |0,00 |0,00 {17,75 |15,25 |26,79 |10,16 (10,14 |0,00 |0,00 (17,68
19 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (0,00 0,00 |0,00

20 6,20 [6,96 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00

21 532 16,37 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |11,50 |0,00

22 6,18 |7,31 (12,34|0,00 (9,26 (7,86 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (14,14
23 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |5,66 |6,00 (17,73]0,00 |0,00

24 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |11,27|10,90 6,95 |0,00 |0,00

25 0,00 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00

26 7,04 [5,80 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00

27 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |10,00 |18,11
28 0,00 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |11,80|13,49 8,72 |0,00 |0,00

29 9,24 10,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (0,00 0,00 |0,00

30 8,59 |7,52 |0,00 (0,00 |14,05 |15,24 (36,33 |10,75 (11,31 (14,37 |0,00 |0,00

31 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |14,13|15,43(22,49]0,00 |0,00

32 0,00 |0,00 |0,00 [29,98]0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |12,33
33 0,00 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |10,46 |0,00

34 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (0,00 0,00 |0,00

35 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00

36 0,00 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00

37 0,00 |4,20 |14,97 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [10,92]0,00 |0,00

38 0,00 |4,10 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00

39 0,00 |6,09 |0,00 (0,00 |7,17 |12,67 0,00 |4,55 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00

40 0,00 ]|0,00 |17,03(22,50]0,00 [9,43 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00

41 0,00 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00

42 0,00 ]|0,00 [10,94 (19,53]5,37 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00

43 0,00 |0,00 |0,00 (14,08]0,00 (6,39 (0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00

44 0,00 |0,00 (8,87 (13,91]0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00




SEITE 81

Tabelle 23: TGGE 3: relative Abundanzwerte der Oberflachensedimentproben (0O1-12) in %.
Die Banden ©-@ sind grau unterlegt.

Bandennr.|O1 |02 |03 |04 |O5 |[0O6 |O7 |08 |09 |0O10 |O11 |012
1 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |6,03
2 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 (0,00 |3,91
3 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00
4 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00
5 0,00 |0,00 |0,00 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |2,50
6 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00
7 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00
8 0,00 |0,00 ]0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |2,99
9 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00
10 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00
11 0,00 |0,00 |15,99|31,43|0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |3,56 |0,00 |7,45 |0,00
12 0,00 |0,00 |17,2122,37(6,25 |0,00 [5,18 |0,00 [5,51 |15,15|7,38 |4,83
13 0,00 |0,00 |0,00 |11,70|0,00 |0,00 |0,00 |10,79|4,56 |0,00 |0,00 |0,00
14 0,00 |0,00 ]0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |3,47
15 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |[535 |0,00 [6,23 |0,00 [553 |11,05 27,84 ]0,00
16 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |[0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [|4,05 |0,00 [8,32 |4,46
17 0,00 |0,00 |13,73|10,70(6,26 |12,30(5,33 |7,65 [4,35 |0,00 [0,00 |4,93
18 0,00 |0,00 |0,00 (17,36(8,03 |13,89(7,39 |6,06 [5,64 |11,70|0,00 |7,75
19 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |6,67 |13,11|6,13 |8,55 |6,13 |11,10|0,00 |0,00
20 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00
21 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |5,53 |5,33 |4,66 |0,00 |7,49 |0,00
22 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |12,196,14 |5,38 |5,06 |0,00 |[0,00 |0,00
23 19,02 0,00 (0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |7,98
24 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |5,17 |0,00 |[0,00 |0,00
25 15,34 /0,00 (0,00 |0,00 [0,00 |9,78 |5,18 [3,90 |3,62 |0,00 |0,00 [5,53
26 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |6,34 |0,00 |4,50 |12,43|5,41 |7,34
27 17,8710,00 (0,00 [0,00 (9,11 [0,00 |[7,64 (11,08 |525 (11,66 (6,99 |[7,45
28 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00
29 0,00 |0,00 |0,00 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00
30 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00
31 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00
32 0,00 |0,00 ]0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |7,09
33 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [9,21 |10,97|5,24 |0,00 |7,78 |0,00
34 0,00 |0,00 ]0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |6,72
35 22,63/0,00 |0,00 |0,00 |18,10|0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00
36 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |17,16|25,52|0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00
37 13,45 |100,00{29,64 16,43 (11,37 (13,22 (9,69 [14,88 8,10 |13,24 9,52 [9,52
38 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [6,93 |15,39(6,39 |0,00 [0,00 |0,00
39 0,00 |0,00 |23,42|0,00 |6,29 |0,00 [5,33 |0,00 [5,12 |0,00 [0,00 |0,00
40 0,00 |0,00 |0,00 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00
41 11,68 /0,00 (0,00 |0,00 [540 |0,00 |3,99 [0,00 |0,00 |0,00 |6,19 |4,36
42 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |3,75 |0,00 |4,25 |6,98 |0,00 |0,00
43 0,00 |0,00 ]0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |3,32 |6,68 |562 |3,12
44 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00
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Tabelle 24: TGGE 4: Rf-Werte des Sedimentprofilsvon Probestelle 6 (TB1-12).
Der angegebene Mittelwert bezieht sich auf ale Proben von TGGE 3. Die Banden ©-® sind

grau unterlegt.

|Bandennr (Mﬁf[el)TBl TB2 [TB3 [TB4 [TB5 [TB6 [TB7 (TB8 [TB9 [TB10TB11TB12
1 0,53

2 0,56 0,56

3 0,61 0,61

4 0,66 0,66

5 0,71 0,71

6 0,78 0,78

7 0,79 0,80 (0,80

3 0,83 0,84 0,84

9 0,85 0,85 0,85 /0,85 |0,85

10 0,88 0,88 0,88 0,88 0,89 0,88
11 0,89 0,89 0,90

12 0,91 0,92 0,91

13 0,95 0,95 0,95 |0,95 0,94 0,95 0,95 10,95
14 0,96 0,96 0,96 (0,97 0,96 (0,96

15 0,98 0,99 0,99 |0,99 0,99 0,98

16 1,00 1,00 1,00 |1,00 1,00 |1,00 1,00 0,99

17 1,02 1,01
18 1,03 1,03 1,03 1,02

19 1,05 1,05 1,05 1,05 |1,05 1,05
20 1,06 1,07 1,06 1,05

21 1,07 1,07

22 1,08

23 1,10

24 1,14 1,14 1,14

25 1,16

26 1,18 1,17 (1,18 1,18 1,17

27 1,20 1,20 |1,20 |1,20 1,20 1,20 1,20 11,19
28 1,25 1,26 1,25 11,25 |1,25
29 1,28 1,28 1,28 1,28

30 1,29 1,29 1,29

31 1,30 1,30 |1,31 1,30 |1,30 1,30 |1,30 |1,30
32 1,33 1,33

33 1,35 1,36 (1,36 1,35 |1,35 |1,35 |1,35 |1,35 |1,35 1,36 (1,35 |1,35 (1,35
34 1,37 1,38 1,38

35 1,40 1,40 1,40 1,40 1,40 1,40
36 1,43 1,44 1,43
37 1,46 1,45 (1,46 1,46 (1,46 1,45

38 1,48 1,48 1,48 1,48 11,48 1,48 1,48
39 1,51 151 (1,51 151 (1,51 1,51 1,50
40 1,53 1,52 11,53 1,53 1,53 1,52 1,52
41 1,56 1,56 |1,56 1,56 |1,56 1,56 1,55
42 1,59 1,58 1,59 1,59

43 1,64 1,64 |1,64 1,64 1,64
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Tabelle 25: TGGE 4: Rf-Werte des Sedimentprofils von Probestelle 7 (TE1-12).

Der angegebene Mittelwert bezieht sich auf alle Proben von TGGE 3. Die Banden ©-® sind

grau unterlegt.

Bandennr (Rl\];litteI)TEm TEO2|TEO3|TEO4|TEO5(TEO6(TEOQ7|TEO8 TEOQ|TEL1O[TELL{TE12
1 0,53 10,52 |0,52 [0,52 [0,52 |0,52 |0,52 (0,53 |0,53 |0,53 |0,53 |0,53 |0,54
2 0,56 0,55 10,56 |0,56 (0,56 |0,56 |0,56 |0,56 (0,57 |0,57
3 0,61

4 0,66

5 0,71

6 0,78

7 0,79 0,79 10,79

8 0,83 0,83 10,83 |0,82 |0,83 0,83

9 0,85

10 0,88 10,88 0,88 |0,88 0,87
11 0,89

12 0,91 0,91 0,91 0,91 10,91 |0,92
13 0,95 0,94 |0,95 0,95 |0,96
14 0,96

15 0,98 0,98

16 1,00 0,99 10,99 |1,00
17 1,02 1,02
18 1,03

19 1,05 1,05 (1,05 |1,05
20 1,06 1,07

21 1,07 1,07

22 1,08 1,08

23 1,10 1,09 |1,10 |1,10
24 1,14 1,13 1,14

25 1,16 1,16
26 1,18 1,18 |1,18 |1,18 (1,18 (1,18
27 1,20 1,20 (1,21
28 1,25 1,25 (1,25 |1,26
29 1,28 1,28 1,28 11,28 (1,28 (1,28 (1,28 |1,28
30 1,29 1,29 (1,29 (1,30

31 1,30 1,30 (1,30 (1,30 |1,30 |1,30 (1,31
32 1,33

33 1,35 1,35 (1,35 |1,35 |1,35 (1,35 (1,35 (1,35 |1,35 |1,35 (1,35 (1,35 |1,35
34 1,37 1,37 11,37 (1,37 (1,37 |1,37 1,37

35 1,40 1,40 1,40 (1,40 |1,40 |1,40 (1,41
36 1,43 1,42 |1,42 (1,42 (1,43 |1,43

37 1,46 1,46 |1,46 (1,46 (1,47 |1,48 1,46

38 1,48 1,48

39 1,51

40 1,53

41 1,56 1,56

42 1,59

43 1,64




SEITE 84

Tabelle 26: TGGE 4: relative Abundanzwerte des Sedimentprofils von Probestelle 6
(TB1-12) in %.
Die Banden ©-@ sind grau unterlegt.

Bandennr.|TB01|TB02 [TB03|TB04|TB05(TB06 |TB07|TB08 |TB09 (TB10|TB11|TB12
1 0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 0,00 |0,00 [0,00 0,00 ]0,00
2 0,00 |0,00 [0,00 (0,00 |2,94 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00
3 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [0,00 0,00 |0,00 (0,00 |6,14 |0,00
4 0,00 (0,00 |0,00 |4,83 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [O0,00 |0,00
5 0,00 |0,00 [0,00 (4,45 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00
6 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [7,55 |0,00
7 0,00 |0,00 [0,00 (421 |3,91 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00
8 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |5,50 [14,36 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00
9 14,26 118,19 |15,41 |4,81 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00
10 9,66 |0,00 [10,29 0,00 |5,79 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 (5,22 |0,00 |6,42
11 8,96 (0,00 |0,00 |6,01 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
12 0,00 (0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |5,95 |0,00 |0,00 [7,04 |0,00
13 12,42 (19,00 |11,53 /0,00 (7,10 |0,00 [0,00 (6,97 |0,00 |0,00 |6,16 |6,62
14 12,37117,18 12,94 {7,81 (6,97 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00
15 10,73 16,37 |11,51 /0,00 [6,51 |0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |7,33 |0,00
16 10,05 (13,20 |9,93 |0,00 [5,66 |15,09|0,00 |7,03 [0,00 |0,00 |7,92 [0,00
17 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [6,43
18 7,38 0,00 [9,06 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 [6,07 |0,00
19 0,00 (0,00 |0,00 ]11,23]6,03 |0,00 [0,00 |14,21|54,19 |0,00 [0,00 |8,91
20 6,85 |0,00 (6,63 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 6,67 [0,00
21 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |23,58 0,00 0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00
22 0,00 (0,00 [0,00 |0,00 0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [O0,00 |0,00
23 0,00 |0,00 [0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00
24 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |26,60 0,00 0,00 |0,00 (0,00 |6,49 |0,00
25 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [O0,00 |0,00
26 0,00 |0,00 [0,00 (8,21 |5,64 |0,00 [0,00 |8,33 |0,00 (0,00 |6,35 |0,00
27 39 (934 |6,75 |0,00 |555 |0,00 |0,00 |10,30|0,00 |0,00 [8,12 |7,28
28 0,00 (0,00 |0,00 |7,60 0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |6,05 [4,99 [9,15
29 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |5,26 [0,00 [0,00 |6,58 |0,00 [0,00 |4,56 |0,00
30 0,00 (0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 {11,25|0,00 |0,00 |7,16 |0,00 |0,00
31 0,00 |0,00 |0,00 (7,27 |4,43 |0,00 [10,38(6,37 |0,00 (7,52 |5,20 [8,69
32 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [0,00 0,00 |0,00 [6,94 0,00 |0,00
33 3,37 6,72 596 (9,74 |7,76 [20,37 (12,36 ]11,52 45,81 {10,47 16,13 |13,00
34 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [15,14]0,00 |0,00 {12,43]0,00 |0,00
35 0,00 (0,00 [0,00 |5,14 |6,33 |0,00 [0,00 |6,32 |0,00 |0,00 [3,27 [9,73
36 0,00 |0,00 [0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 {10,33|0,00 |7,14
37 0,00 |0,00 [0,00 (3,56 |3,20 |0,00 [10,76]3,05 |0,00 [8,07 |0,00 |0,00
38 0,00 (0,00 [0,00 |3,64 |2,73 |0,00 (7,26 |4,32 |0,00 |542 |0,00 [4,91
39 0,00 |0,00 [0,00 (2,99 |2,01 |0,00 [8,30 |2,29 |0,00 (584 |0,00 |4,73
40 0,00 (0,00 |0,00 |2,82 |2,03 |0,00 |7,33 |2,83 |0,00 |4,70 |0,00 |3,96
41 0,00 (0,00 [0,00 |2,71 |1,81 |0,00 |7,53 |3,93 |0,00 |6,97 |0,00 |3,04
42 0,00 |0,00 [0,00 (1,73 |1,58 |0,00 [5,33 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00
43 0,00 (0,00 |0,00 |1,22 |1,25 |0,00 [4,35 |0,00 |0,00 (2,90 |0,00 |0,00
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Tabelle 27: TGGE 4: relative Abundanzwerte des Sedimentprofils von Probestelle 7
(TE1-12) in %.
Die Banden ©-@ sind grau unterlegt.

Bandennr.|TEO1|TEO2 [TEO3|TEO4|TEO5|TEO6 |TEO7 |TEO8 |TEO9 [TE10|TE11|TE12
1 15,07 (17,09 |15,78 |113,12 |9,87 |11,97]7,36 [5,12 [505 |2,31 |2,14 [3,49
2 0,00 |0,00 [0,00 [11,57]8,11 [8,42 |6,68 |506 |6,33 (2,63 |2,47 |3,91
3 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00
4 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [O0,00 |0,00
5 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00
6 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00
7 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (4,58 |3,32 |0,00
8 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [12,39]8,12 |7,93 [523 |4,24 |0,00
9 0,00 (0,00 [0,00 |0,00 0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [O0,00 |0,00
10 26,77 15,90 |11,28 [0,00 |0,00 [0,00 [0,00 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |5,34
11 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
12 0,00 (0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 [12,90(9,24 |0,00 |7,04 [525 [5,34
13 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |13,66 (12,75 (0,00 |9,01 [8,81
14 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [O0,00 |0,00
15 0,00 |0,00 [0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |7,41 |0,00
16 0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (6,63 |4,59 |4,73
17 0,00 (0,00 [0,00 |0,00 0,00 |0,00 [O0,00 |0,00 |0,00 [0,00 [0,00 [5,31
18 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00
19 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |6,59 [6,49 [8,94
20 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [5,02 |0,00
21 32,23 10,00 |0,00 (0,00 |0,00 [0,00 [0,00 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00
22 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [4,26 |0,00
23 0,00 |0,00 [0,00 (0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 (6,87 |4,82 |7,08
24 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [14,07]0,00 |0,00 {594 |0,00 |0,00
25 0,00 (0,00 [0,00 |0,00 0,00 |0,00 [O0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |5,17
26 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |11,42|14,71(11,31|6,27 |7,15
27 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [4,54 |6,05
28 0,00 (0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |6,11 (4,01 |5,62
29 0,00 0,00 [0,00 [0,00 |12,60(0,00 |11,22|10,15|11,45(5,99 |3,26 |3,89
30 0,00 (0,00 [0,00 |17,08 14,56 18,39 |0,00 |0,00 0,00 |0,00 [0,00 |0,00
31 0,00 |{0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [9,57 [9,53 |11,09 (6,71 |4,43 |4,67
32 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
33 25,93 18,11 |20,90 (16,21 |16,81 |16,27 16,71 |19,59 |20,22 [11,38 | 7,74 [9,53
34 0,00 |18,31 (20,13 [14,43]16,29 |18,69 |0,00 0,00 |0,00 (5,46 |0,00 |0,00
35 0,00 (0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 (9,11 |8,13 |10,48 524 [3,91 [4,98
36 0,00 |16,52 |17,67 (13,37 10,54 [14,22 |0,00 |0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0,00
37 0,00 |14,07 [14,24 (14,22 11,22 |12,03 |0,00 0,00 |0,00 [0,00 |2,41 |0,00
38 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [2,33 |0,00
39 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00
40 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |O0,00 |0,00
41 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00 [2,09 |0,00
42 0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 [0,00 [0,00 |0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0,00
43 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |O0,00 |0,00
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Tabelle 28: TGGE 5: Rf-Werte der Boden-, Blatt- und Biofilmproben (Bol,2; BI1-3; Bil-4).
Der angegebene Mittelwert bezieht sich auf alle Proben von TGGE 3. Die Banden @-@ sind
grau unterlegt

Bandennr .|Rf (Mittel)[Bol [Bo2 ([BI1 [BI2 |BI3 [|Bil [Bi2 |[Bi3 [Bi4
1 0,58 0,58
2 0,67 0,67

3 0,68 0,68

4 0,70 0,70
5 0,73 0,73

6 0,83 084 (0,83 10,81

7 0,84 0,84
8 0,87 0,87

9 0,89 0,89

10 0,89 0,89 10,89
11 0,90 091 091 (0,91 0,90
12 0,94 094 [094 1095 (095 1094 (0,93

13 0,95 0,95

14 0,98 0,98 10,98

15 0,99 0,99

16 1,00 1,00 |1,00

17 1,00 101 101 101 0,99 10,99
18 1,02 1,02 (1,02

19 1,03 1,02 (1,03 (1,04 (1,04 (1,04

20 1,04 1,04 1,05 (1,05
21 1,06 1,06 |1,06

22 1,08 1,08 |1,08 |1,08

23 1,08 1,08 ]1,08
24 1,11 1,11 (1,10 (1,11
25 1,13 1,12 |1,13 1,13 (1,13
26 1,14 1,14 [1,15
27 1,16 1,16 (1,16 (1,17

28 1,18 1,18

29 1,20 1,19 |1,20
30 1,20 1,20 (1,20 (1,20 (1,21 (1,21

31 1,26 1,26

32 1,27 1,27

33 1,29 1,28 1,29 1,29

34 1,31 1,31

35 1,33 1,33

36 1,34 134 |1,34

37 1,35 1,35

38 1,38 137 (1,38

39 1,40 1,40 |1,40

40 1,45 145 (1,45
41 1,45 145 |145

42 1,48 1,48

43 1,49 149 |149

44 151 151

45 1,52 1,52

46 1,54 1,54

47 1,56 1,56
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Tabelle 29: TGGE 5: relative Abundanzwerte der Boden-, Blatt- und Biofilmproben
(Bol,2; BI1-3; bil-4) in %.
Die Banden @-@ sind grau unterlegt

Bandennr.|Bol Bo2 Bl1 BI2 BI3 Bil Bi2 Bi3 Bi4
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,17
2 0,00 0,00 0,00 0,00 7,51 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,20 0,00 0,00 0,00
4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,11
5 0,00 6,98 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,94 6,96 14,38 [0,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,84
8 0,00 0,00 0,00 7,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00 9,60 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,51 6,66
11 0,00 0,00 6,25 11,34 |7,06 0,00 0,00 0,00 9,14
12 0,00 0,00 10,14 [13/47 10,04 [6,46 8,66 10,64 [0,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,04 0,00 0,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 10,90 (14,22 |0,00 0,00
15 0,00 0,00 8,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,25 7,23 0,00 0,00
17 0,00 0,00 17,35 [14,11 1485 (0,00 0,00 14,40 [9,56
18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,80 11,11 [0,00 0,00
19 0,00 0,00 11,77 19,53 8,51 12,31  [13,08 0,00 0,00
20 0,00 0,00 10,34 |0,00 0,00 0,00 0,00 6,66 7,39
21 0,00 0,00 15,73 |13,14 |0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
22 0,00 0,00 0,00 0,00 7,51 5,07 9,18 0,00 0,00
23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,41 6,61
24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,83 5,26 6,33
25 0,00 0,00 4,83 6,65 0,00 0,00 0,00 6,72 5,88
26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,67 7,85
27 0,00 0,00 5,24 12,71 |12,66  [0,00 0,00 0,00 0,00
28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 11,74 [0,00 0,00 0,00
29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,53 6,64
30 0,00 0,00 10,03 [12,00 10,81 [7,61 8,93 0,00 0,00
31 0,00 0,00 0,00 0,00 11,45 |0,00 0,00 0,00 0,00
32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,09 0,00 0,00 0,00
33 13,18 [13,75 0,00 0,00 0,00 6,14 0,00 0,00 0,00
34 0,00 8,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
35 1045 (0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,49 7,76 0,00 0,00
37 18,86 |0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
38 1504 [1147 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
39 10,16  [13,12 |0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
41 7,85 8,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,82 4,43
42 0,00 8,46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
43 9,60 10,32 |0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
44 7,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
45 7,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
46 0,00 11,51 [0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
47 0,00 7,95 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tabelle 30: Werte der Shannon-Indizes

Probe Shannon- Probe Shannon- Probe Shannon-
Index I ndex I ndex
w1 2,71 TB1 2,33 Bol 2,15
W2 2,59 TB2 1,89 Bo2 2,28
W3 2,06 TB3 2,26 Bl1 2,23
W4 1,57 TB4 2,82 BI2 2,17
W5 2,25 TB5 2,99 BI3 2,27
W6 2,25 TB6 1,58 Bil 2,52
W7 1,34 TB7 2,34 Bi2 2,36
w8 2,46 TB8 2,59 Bi3 2,35
W9 2,38 TB9 0,69 Bi4 2,62
W10 2,08 TB10 2,58
W11 2,17 TB11 2,75
W12 1,90 TB12 2,58
o1 1,77 TE1l 1,35
02 0,00 TE2 1,79
o3 1,57 TE3 1,77
04 1,67 TE4 1,94
05 2,30 TES 2,05
06 1,90 TE6 1,91
o7 2,74 TE7 2,16
08 2,32 TES 2,23
09 2,97 TE9 2,12
010 2,17 TE10 2,70
011 2,24 TE11 3,01
012 2,83 TE12 2,79

88



SEITE

89

Stammbaum

Abbildung 26: auf 16S-rDNA-Sequenzen basierender,
phylogenetischer Stammbaumes der hier sequenzierten
Klonen, der gefundenen Vergleichsorganismen und bereits
fruher sequenzierter Klone aus Breiten-, Fichten- und
Rohrwiesenbach. Die Skala unter dem Stammbaum ist ein

b TP T v

09 _08

ABO015048 |eptothrix sp- Co.

AF487435 Rubrivivax gelatinosus, Co.
"REaoHSEElbEs Siseophiora. Co
AB006851 Matsuebacter chitosanotabidus’
AF479324 glacial ice bacterium

012 59
012 41

Co.

48.7

Mal3 fur die Anzahl von Basenaustausch-Ereignissen — .
ischen d lich AF293005 u. ferromanganous micronodul b.
zwischen den verglichenen Sequenzen. AF361183 uncultured Aquabacterium, Co.
verwendete Abkrzungen: 8ﬁ—gg
b.: bacterium AFA488656 b-Proteob.
u.: uncultured 012_26
prb. proteobacterium gJ:éZ%C’éB Acidovorax delafieldii, Co.
agric..  agricultural 012720
J2/33: 1999 aus dem Fichtenbach / i, W9 43
Breitenbach isolierte Klone W9_24 L]
. J3_4
Cﬁ" . Comamolnadaceae AJ289997 uncultured bacterium E’
Rhod.: Rodocyclus-Gruppe AF361194 uncultured b-Proteob. bl
O. Oxal obacter-Gruppe W9_56 o
N.: Neisseriaceae ] \J/\/2§3z(156 §
Rhiz.:  Rhizobiaceae-Gruppe T &}
. AF497868 uncultured b-Proteob. —
S. Sphingomonadaceae 011_11 a
D.: Desulfomonile AF351237 uncultured b-Proteob. o]
H.: Holophaga g';o%i-348 Azovibrio restrictus, Rhod.
V. Verrucomicrobia AF204251 uncultured b-Proteob.
P. Planktomycetales 011_57 _
A Acidobacteria-Gruppe AF232922 uncultured bacter_lum
Act.: Actinomycetales AOF4O76997 uncultured bacterium
g : 11 5
C. Chloroflexi (Stamm und ABO008506 ultramicrobacterium strain
Klasse) AJ012069 Herbaspirillum sp., O.
S Spirochaetes '3\\2(0;13371 Pseudomonas huttiens, O.
F.: Flavobacteria J2 14
— ABO074523 Aquaspirillum arcticum, N.
J3 3
— WO_16
— AY102898 uncultured bacterium
W9 59
E AF445085 uncultured bacterium
AS0252651 agric. soil bacterium
L J2 7
011_56
AF358023 uncultured bacterium
AF177298 typll methanotroph b., Rhiz.
AF107461 Methylosinus pucelana, Rhiz.
04 93
—[E AF145868 metalcontaminated-soil clone
— AJ252676 rhizosphere soil bacterium @
\\I(vlé‘f_%%5Hyphomicrobium zavarzinii - Rhiz. g
AJ252707 potato root bacterium I
AF445680 uncultured a-Proteob. Q
09 57 8
AJ416167 uncultured bacterium °
AF418955 uncultured bacterium i
09 18 ]
AJ000920 Novosphingomonas sp., S. _®©
%— AJ303009 Novosphingobium sp., S.
AF121901 aquatic bacterium
. AF410927 Sphingomonas sp-, S.
Fib/Acb-Gruppe XV%Z:%? Sorofvrh o, S
L E— orphyrobacter tepidarius, S.
Firmicutes Wo. 38 phy pidariu
Spi rochaetales AJ316024 uncultured bacterium, D.
. AJ237601 Desulfobacterium anilini, D.
Bacteroidetes r'E 012 18 ;
o)
09 59 S
09_40 =
4|——|: AJ421891 uncultured bacterium o
AJ298362 uncultured marine bacterium a
45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 ©
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012 57

012 54

012_48

012_40

012 43

012_58

012_35

012_55

AS0252654 agric. soil bacterium,
Y12597 uncultured bacterium, H.

012 61

012 44

AF234695 uncultured sludge bacterium
AF234731uncultured sludge bacterium
09_44

HLH%HHHFFA: I

Proteobakterien AJ289937 uncultured bacterium
2795724 bacterial species
A 012 28
295721 unclassified bacterium
w9 19
— AF128679 uncultured soil bacterium
Y07586 uncultured bacterium, H.
011 48
011 47
09 48
09 22
012 47
AJ421901 uncultured bacterium
— 011 44
— AF357996 uncultured bacterium
09 11
£ AJ401114 u. Verrucomicrobium, V.
AJ401132 u. Verrucomicrobium, V.
04 57
H _|: AF271320 u. planctomycete clone, P.
———— 09_17
|

AB064683 uncultured bakterium
AJ292580 uncultured eubacterium

Y07646 uncultured bacterium, A.
011_67

AJ292584 uncultured eubacterium
AF465650 uncultured acidobacterium, Aci.

011 62
_I_E AJ292578 uncultured eubacterium

AF047646 uncultured eubacterium
AF465656 uncultured acidobacterium, Aci.

Fibrobacter-/Acidobakteriagruppe + Verrucomicrobia + Planctomycetales

] 011 51
U62855 uncultured eubacterium
X68467 Actinomycetales, Act.
012_60

AJ421180 uncultured bacterium
AJ252696 rhizosphere soil bacterium
wo 91

AF289150 uncultured Firmicute, Act.

AF507848 uncultured actinobacterium, Act.

[ 0938

AF497894 uncultured actinobacterium, Act.

NG

Firmicutes

04 83
221636 Leptospira parva, L.

S.

— e

AF423366 uncultured Chloroflexi bacterium, C.
012 _36

X84576 uncultured bacterium

09 _05
AJ296577 uncultured bacterium
L AF385549 Flavobacterium-like, F.
wW9_09

AF493655 Flavobacterium sp., F.

i

M

48.7 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0

Bact.
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Tabelle 31: Zuordnung der gefundenen Klone zu phylogenetischen Gruppen
04 09 o111 012 w9 Gesamt
n [%] |n [%] |n [%] |n [%] |n [%] |n [%]
a-Proteobacteria 1 33311 91 |1 9,1 3 25,0 |6 10,3
b-Proteobacteria 1 91 |4 36,4 |5 23,8 |6 50,0 |16 |27,6
d-Proteobacteria 2 18,2 1 48 3 52
Fibrobacter- 4 36,4 |5 455 112 |57,1 |1 83 [22 |379
/Acidobacteria-Gruppe
Verrucomicrobia 1 9,1 1 1,7
Planktomycetal es 1 33,3 1 1,7
Firmicutes 1 91 |1 91 |1 48 |1 83 |4 6,9
Spirochaetales 1 (333 1 1,7
Chloroflexi 2 9,5 2 34
Bacteroidetes 1 91 1 83 |2 34
Summe 3 11 11 21 12 58
TGGE-Analyse der Klonsequenzen
Klone 012 St. Klone 012

Abbildung 27: TGGE 6 mit der Probe O12 und daraus gewonnenen Klonsequenzen.

91




Klone O4 Klone 09
5 8 11 17 18 22 |09 38 40 44 48 57 59| E.c.

Abbildung 28: TGGE 7 mit den Probe O4 und O9 und den jeweils daraus gewonnenen Klonseguenzen.

Klone O11 Klone W9
EclO119 11 44 48 51 5 57 59 62 67|W9 19 91 5 9 16 24 43 46 5 59 75|E.c.

Abbildung 29: TGGE 7 mit den Probe O11 und W9 und den jeweils daraus gewonnenen Klonsegquenzen.
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Tabelle 32: Klone mit zugeordneten Banden der Proben und phylogenetischer
Einordnung.
Bei den grau geschriebene Sequenzen war keine sichere Zuordnung méglich.

Klonnr | Rf- | Bande phylogenet. nachster verwandte 16S r DNA-Sequenz
Wert| nr Einordnung Bezeichnung A.nr.
04
04 83 |0,87 1 | Spirochaetes L eptospira parva 221636
04 57 /0,98 3 |Planctomycetes |planctomycete clone AF271320
09
09 05 |0,91 3 Flavobacteria Flavobacter like AF493655
09 18 |1,02 8 | a-Proteobakterium | Novosphingomonas sp. AJ00692
09 44 |1,12 14 | b-Proteobakterium | uncultivated bacterium AJ289937
09 17 1,35 17 | Fibrobakter-Gr. uncultivated bacterium AB064683
09 22 |1,35 17 |Fibrobacter-Gr. |uncultivated bacterium AJ421901
09 59 |1,36 17 | d-Proteobakterium | Desulfobacter anilini AJ237601
09 40 |1,50 20 | d-Proteobakterium |uncultivated bacterium AJ4A21891
011
011 671,02 5 Fibrobacter-Gr. uncultivated bacterium Y 07646
011 561,26 8 | a-Proteobakterium | uncultivated bacterium AF358023
011 51|1,40 10 | Firmicutes uncultivated bacterium U62855
012
012 600,61 2 Firmicutes uncultivated bacterium AJ421180
012 26|0,86 6 b-Proteobakterium | b-Proteobakterium AFA88656
012 28|0,90 7 Fibrobacter-Gr. unclassified bacterium 795721
012 18|0,93 8 | d-Proteobakterium | Desulfobakter anilini AJ237601
012 41 |1,00 9 | b-Proteobakterium | uncultivated ferromanganous
micronodul bacterium AF293005
012 561,23 14 | b-Proteobakterium | uncultivated ferromanganous
micronodul bacterium AF293005
012 471,23 15 | Fibrobacter-Gr. uncultivated bacterium Y 07586
uncultured soil bacterium  AF128679
012 58|1,32 16 | Fibrobacter-Gr. agricultural soil bacterium  AS0252654
012 57|1,35 17 | Fibrobacter-Gr. agricultural soil bacterium  AS0252654
012 55|1,36 17 | Fibrobacter-Gr. agricultural soil bacterium  AS0252654
012 36|1,42 18 | gruine schwefel- uncultivated bacterium X84576
frele Bakterien
012 61|1,44 18 | Fibrobacter-Gr. uncultivated sludge bacterium AF234659
W9
W9 59 |1,02 8 b-Proteobakterium | uncultivated bacterium AF445085
agricultural soil bacterium AS0252651
W9 46 |1,03 8 |b-Proteobakterium | J3_36
uncultivated b-Proteobacterium AF361194
uncultivated bacterium A J289997
W9 05 |1,17 11 | a-Proteobakterium | potato root bacterium AJ252707
W9 91 {1,19 12 | Firmicutes uncultivated Firmicute AF289150

93




SEITE 94

Danksagungen

Mein Dank gilt zundchst meinem Betreuer Herrn Dr. J. Marxsen fur grol3e Freirdume zu
eigenen Ideen und guten Rat wenn er nétig war.

Frau Dr. B. Knofel mochte ich fur die Messung der physikalisch chemischen Parameter und
ihre Unterstiitzung im Labor danken.

Herrn Dr. K.-P. Witzel mdchte ich for sein Engagement danken, das mir half die
Sequenzierungen in der kurzen Zeit, dieich in Plén zur Verfligung hatte, durchzufihren.

Herrn Prof. Dr. P. Zwick mochte ich danken, dass er mir die Anfertigung meiner
Diplomarbeit an der Limnologischen Fluss-Station des Max-Planck-Institutes fur Limnologie
ermaoglicht hat.

Des weiteren mochte ich mich bel Herrn Prof. Dr. A. Melzer und Frau Dr. U. Raeder fir eine
unburokratische Abwicklung dieser externen Diplomarbeit bedanken.

Ganz besonders danke ich denen, die mir vor alem in der Schlussphase mit Rat und Tat zur
Seite standen:

Dr. Nanna Busing fur eine nette Zusammenarbeit und Antworten auf Fragen aller Art.
Michael Obach fir die grof3e Hilfe zur statistischen Auswertung meiner ganzen Banden.

Dominic Menzler fur die vielen, vielen hilfreichen Tipps und Hinweise, zur Verbesserung
dieser Arbeit.

und schliefdlich meinem Vater fir die geduldige Korrektur der Schreib- und Kommafehler.

Dankeschon!

94



SEITE 95

Erkléarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig verfasst und keine anderen
als die angegebenen Hilfsmittel und Quellen verwendet habe.

Schlitz, den 09.01.03

Sara Beier

95





