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SmTIlTIary

So far, most attention in molecular microbial ecological stndies has focnsed on the ex
ploration of microbial diversity. Knowledge concerning the activities of members in a
microbial community is, however, of equal import.ance. This study presents a molecu
lar approach to determine the genetic diversity and activity of different Desuljovibrio
strains in microbial commnnities by separation of PCR-amplified [NiFe] hydrogenase
nucleotide sequences using denaturing gradient gel electrophoresis (DGG E) or agarose
gel electrophoresis with DNA ligands. Sulfate-reducing bacteria of the genus Desulfo
vibrio are essential members of microbial communities in a variety of anaerobic envi
ronments. All species so far studied contain the [NiFe] hydrogenase gene which plays
an important but not yet completely understood role in their ellergy metabolism.

As a first step a specific PCR-based detection system was established. After compa
rative analysis of [NiFeJ hydrogenase gene seqnences from three Desulfovibrio species
five different PCR primers were designed. The specificity of these primers were tested
using genomic DNA of a great variety of hydrogenase-containing and hydrogenase
lacking bacteria. One primer pair, flanking a region of 440 bp within the gene encoding
the large snbunit of the [NiFe] hydrogenase, was found to be specific for Desulfovibrio
species only and was subsequently used to amplify Desvlfovibn"o hydrogenase gene se
quences from environmental samples, such as anaerobic bioreactors and microbial mats.
After DGGE analysis the number of difl'erent Desulfovibrio strains within the sample
could be determined. DNA sequencing and comparative sequence analysis was used
t.o ident.ify the Desulfovibrio species based on t.heir [NiFeJ hydrogenase sequences. The
genes of known Desu.lfovibrio spp. showed a considerable ext.ent. of divergence (ca. 30%),
whereas sequences obt.ained from bacterial populations of anaerobic bioreactors showed
a low level of variat.ion. Thns, indicat.ing t.he coexist.ence of closely relat.ed Desu.lfouibrio
strains. DGGE patterns and sequences of PCR products obtained from microbial mats
indicate a greater genetic diversity of the Desu.lfovibrio population.

Metabolically active species in natural populations were shown using DGGE analy
sis of RT-PCR-amplified [NiFe] hydrogenase mRNA sequences. Experiment.s were first
carried out with Desulfovibrio cultures to follow the expression of this gene during
growth. Transcripts were detectable in exponentially growing bacterial cells, bnt not
in cultures of the stationary growth phase. The expression of the [NiFe] hydrogenase
gene from Desulfovibrio species was examined in bacterial populations of difrerent an
aerobic bioreactors which contained similar Desulfovibrio strains. Under methanogenic
conditions all detected populations were active; under denitrifying conditions no [NiFe]
hydrogenase mRNA was visible. Changes in activity and composition of Desltlfovibrio
populat.ions caused by changes of the environmental conditions were monitored using
the approach described in this study.

The molecular genetic characterization of complex microbial communities was extended
to the analysis of additional bacterial populations. The vertical distribution of sulfate
reducing bacteria were investigated in a stratified fjord (Mariager Fjord, Denmark)
by DGGE of PCR-amplified eubacterial 16S rRNA sequences with prior synthesis of
cON A and DNA sequences encoding 16S rRNA (rONA). The electrophoresis pattern



indicat.ed specific bacterial populations in different water column layers and revealed
a highly differentiated pattern of rR A- and rONA-derived peR products, probably
reflecting the active and resting bacterial populations. Hybridization of DGGE patterns
with 163 rRNA-targeted probes indicated the increased presence and activity of sulfate
reducing bacteria within and below the chemocline. [NiPe] hydrogenase gene sequences
of De3ulfouibrio spp. were only detected in the anoxic bottom water; [NiFe] hydrogenase
mRNA was not detectable.

Molecular approaches are useful tools to examine microbial diversity and activity in
natural populations. Investigatiug the presence and expression of genes in parallel, as
described in this study, will help to define the role of specific genes in complex biological
processes and to \I nderstand the function of the cOtTesponding bacteria in nature.



Zusanunenfassung

Bisher uutzte man molekularbiologische IVlethoden in del' mikrobiellen Okologie iiber
wiegend, um die mikrobielle Diversitat aufzuzeigen. Ebenso bedeutend ist jedoch auch
eine Kenntnis iiber die Stoffwechselaktivitaten del' Mitglieder natiirlicher mikrobieller
Gemeinschaften. In del' vorliegenden Arbeit wird eine moleklilarbiologische Herange
hensweise vorgestellt, mit del' sowohl die genetische Diversitat als auch die Aktivitat del'
verschiedenen Desu.lfovibrio-Stamrne in Umweltproben ohne vorherige Kultivierung del'
Organismen bestirnmt werden kann. Sie basiert auf del' sequenzabhangigen Anftren
nung PCR-amplifizierter [NiFe] Hydrogenase-Sequellzen mittels denaturierencler Gra
dientengelelektrophorese (DGGE) odeI' Agarosegelelektrophorese mit DNA- Liganden.
Sulfatreduzierende Bakterien del' Gattung Desu.lfovibrio sind wichtige Mitglieder mikro
bieller Gerneinschaften in vielen anaeroben Biotopen. Aile bisher untersuchten Stamme
codieren eine [NiFeJ Hydrogenase, die eine bedeutende, abel' noch nicht vollstandig ver
standene Holle in deren Energiestoffwechsel spielt.

Ein PCR-Test, mit dem spezifisch die Genfragmente von Desulfovibrio spp. amplifiziert
werden konnteu, wurde zum Nachweis diesel' Bakteriengruppe entwickelt. Fiinf ver
schiedene PCR-Primer wurden anhand del' vergleichenden Analyse del' [NiFe] Hydro
genase-Gene von drei Desu.lfovibl·io spp. ermittelt. Die Spezifitat diesel' Primer wurde
mit del' genomischen DNA einer groBen Vielfalt von Bakterienstammen getestet. Ein
Primerpaar, das eine Region von etwa 440 bp innerhalb des Gens fiir die groBe Unterein
heit del' [NiFe] Hydrogenase fiankiert, erwies sich als spezifisch fiir die Gattung Desul
fovibrio. Es wurde verwendet, um Desldfovibrio [NiFe] Hydrogenase-Gensequenzell in
Umweltproben, wie allaeroben Bioreaktoren und mikrobiellen Matten, zu amplifizie
reno Die anschlieBende DGGE Analyse del' PCR-Produkte visllalisierte die einzelnen
Stamme del' nachgewiesenen Desu.lfovibrio-Populationell. Diese wurden anhand des
[NiFe] Hydrogenase-Gens mittels DNA-Seqllenzierung uud vergleichender Sequenzana
Iysen identifiziert. Dabei zeigte sich, daB die partiellen Gensequenzen charakterisier
tel' Desulfovibrio spp. betrachtlich divergierten, und Unterschiede von durchschnittlich
ca. 30% aufwiesen, wahrend die Sequenzen, die aus anaeroben Bioreaktoren gewon
nen wurden, nul' geringp. Variationen zeigten; ein Hinweis auf die Cop.xistenz eng vp.r
wand tel' Desu.lfovibl·io-Stamme iu diesen Habitaten. In mikrobiellen Matten deuten die
DGGE-Muster nnd bisher ermittelten Sequenzen von PCR-Produkten auf eine graBere
genetische Diversitat del' Desu.lfovibrio-Population hin.

Metabolisch aktive Bakterienstamme wurden in natiirlichen Popnlationell iiber dip.
DGGE Analyse RT-PCR-amplifizierter [NiFe] Hydrogenase-mRNA-Sequenzen aufge
zeigt. Experimente wurden zunachst mit Desulfovibrio-Heinkulturen durchgefiihrt, um
die Expression des Gens wahrend des Wachstums unter sulfatreduzierenden Bedin
gungeu zu verfolgen. In exponentiell wachsenden Bakterip.uzellen war das Transkript
nachweisbar, in Kulturen del' stationaren Wachstumsphase jedoch nicht. Die Expressi
on des [ iFe] Hydrogenase-Gens wurdp. in Bakterienpopulationen verschiedener anae
rober Bioreaktoren, die ahnliche Desulfovibrio-Stamme pnthielten, untersucht. Unter
methanogenen Bedingungen waren die nachweisbaren Desulfovibrio-Stamme metabo
lisch aktiv; unter denitrifiziereudeu Bedingungeu kounte keine [ liFe] Hydrogenase-



mRNA aufgezeigt. werden. Veranderungen del' Aktivitat und Zusammensetzung del'
LJe3ulfovibrio-Populationen, die dureb Anderungen del' Ulllweltbedingungen hervorge
rufen wurden, konnten mit del' besehriebenen Herangehensweise verfolgt werden.

Die molekulargenetisehe Charakterisierung von kornplexen rnikrobiellen Lebensgemein
sehaften erstreekte sich auf die Analyse weiterer Bakterienpopulationen. So wurde die
vertikale Verteilung sulfatreduzierender Bakterien in einer stratifizierten Wassersaule
(Mariager Fjord, Danemark) iiber die DGGE Analyse PCR-amplifizierter, eubakteri
eller 16S rRNA-Sequenzen, die zuvor in eDNA ull1gesehrieben wurden, und 16S I'RNA
codierender DNA (rDNA)-Sequenzen untersucht. Die erhaltenen Elektrophoresemuster
weisen darauf hin, daB spezifisehe bakterielle Populationen in verschiedenen Wasser
sebiehten auftl'aten. Sie zeigten reeht untel'sehiedliehe Muster del' PCR-Prodllkte aus
gehend von rRNA bzw. rONA, die wahl'seheinlieh die aktiven bzw. die ruhenden Bakte
rienpopulationen reprasentieren. Die Hybridisierung del' DGGE-Muster mit 16S I'RNA
geriehteten Sonden zeigte eine zuneblllende Pi'asenz und Aktivitat sulfatreduziel'ender
Bakterien innerhalb nnd untel'halb del' Chemokline an. De3ulfovibrio spp. wurden aus
seblieBlieb im anoxischen Tiefenwasser anhand ihrer [NiFe] Hydrogenase-Gene detek
tiert; [NiFe] Hydrogenase-mRNA war nieht naebweisbar.

lVlolekularbiologisehe I-1erangehensweisen sind niitzlieh, urn die ll1ikrobielle Oiversitat
und Aktivitat in natiirliehen Populationen zu studieren. Die in del' vorliegenden Ar
beit beschriebene Herangehensweise, parallel sowobl die vorhandenen Gene als aueh
deren Expression zu untersuchen, kann dazu beitragen, die Rolle spezifiseher Gene und
damit die Funktion del' zugeborigen Bakterienpopulationen in kOll1plexen biologisehen
Lebensgemeinsehaften zu definieren
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Kapitell

Einleitung

Mikroorganismen beeinfluBen wesentlich die Biospbare: Sie bildell die Grundlage fiir
das makroskopische Leben, wie wir es kennen, nnd spielen eine entscheidende Rolle
in den globalen Stofl1u·eislaufen. Del' Mensch greift zunehmend in die Okosysteme auf
del' Erde ein: durch die Produktion von Abwassern, Abfallen sowie Abgasen und so
gar durcll die Freisetzung gelletisch veranderter Organismen, um nul' wenige Beispiele
zu nennen. Wie verandert dies die Biosphare, die Grllndlage des Menschen? Was be
deutet dies fiir die Mikroorganismen? Helfen l\Iikroorganismen bei del' I":orrektur del'
Storungen del' Okosysteme? Verstarken sie etwa den zerstorerischen ProzeB? Fiihren
die Ei ngriffe gar zu ganzlich enem? Eine Kenntnis iiber die allen Lebensprozessen
zugrundeliegendell Mikroorganismen ist von zentraler Bedeutung, um die notwendigen
mikrobiellen Lebensgemeinschaften zu verstehen, zu bewahren und nutzbar zu machen.

Die klassische Mikrobiologie hat in mehr als 100 Jahren dazu beigetragen, die Bioche
mil", Genetik, Feinstruktur und Physiologie von l\likroorganismen, im besonderen Bak
terien, in Reinkulturell weitgehend zu verstehen. Reinkulturen beslehen aus genetisch
homogenen Organismen. In del' Nat,ur kommen Bakterien, die sich durch eine enorme
Vielfalt physiologischer Leistungen auszeichnen, jedoch a,uBerst selten als Reinkultu
ren VOl'. Genetisch und damit auch physiologisch unterschiedliche Organismen treten
zusammen auf und bilden komplexe mikrobielle Lebensgemeinschaften. In den natiirli
chen mikrobiellen Lebensgemeinschaften stehen die Organismen in Wechselwirkung
zueinander nnd konnen dadnrch weitere physiologische Fahigkeiten erlangen. Die mi
krobielle Okologie befaBt sich mit del' Untersuchung diesel' Lebensgemeinschaften und
ihrer einzelnen Mitglieder in ihrer natiirlichen Umgebung. Grundlegende Fragen del'
mikrobiellen Okologie sind: Welche Organismen sind vorhanclen? Was tun sie gerade?
Was konuten sie tun? Wie wird die Zusammensetzung del' Organismen und die mikro
bielle Aktivitat beeinfluBt?

Die Beantwortung diesel' Fragen ist angesichts del' Winzigkeit und Vielfalt von Mikro
organismen ein scbwieriges Unterfangen. Sie erfordert Methoden, die znm einen den
Nachweis und die Identifizierung von Mikroorganismen und zum anderen die Bestim
mung del' mikrobiellen Aktivitat erlauben. Traditionelle Herangehensweisen erfassen
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zwar das Vorhandensein bestimmter IVlikroorganismen und ebenso besehreiben sie eine
spezifisehe mikrobielle AktiviUit, doeh die direkte Zuordnung del' vOl'handenen Po
pulationen zur mikrobiellen Aktivitat ist nieht moglieh. Gegenstand del' vorliegenden
Arbeit war es aufzuzeigen, dal3 mit del' Anwendung molekularbiologiseher IVlethoden
die mikrobielle Diversitat, wie man sie in del' Natur vorfindet, besehrieben werden kann,
und dal3 mit diesel' Herangehensweise die mikrobielle Aktivitat direkt mit einer Bakte
rienpopulation in Verbindung gebraeht werden kann. Diese Herangehensweise erganzt
die bisher ZUI' Verfiigung stehenden Methoden und erweitert die Kenntnis iiber Mikro
organism en in natiirliehen Lebensgemeiusehaften.

1.1 Mikrobielle Diversitat

Mikrobielle Diversitiit kaun definiert werden als die Vielfalt versehiedener Typen von
Mikroot-ganismen, die Zllsamlllen in einer Gemeinsehaft vorkomll1en [~]. Ais Synonym
wird in diesem Zusammenhang aueh von del' Struktur einer mikrobiellen Lebensge
meinschaft gesprochen. Die Identiflzierung und Klassifizierung von Mikroorganismen
ist eine Voraussetzung, um die mikrobielle Diversitat besehreiben zu konnen. Fiir die
Identifizierung von IVlikroorganismen konnen morphologisehe, physiologisehe, bioehemi
sehe und phylogenetische I~riterien herangezogen werden. Idealerweise sollten so wenig
Merkll1ale wie moglieh unci so viele Merkll1ale wie notwendig bestimmt werden.

Die lllikroskopische Betrachtung von Bakterienzellen bietet fiir eine Iclentifizierung
in del' Regel zu wenig Unterseheidungsmerkmale. Zudem kann sich die Zellform ill
Abhiingigkeit det· Umweltbedingllngen oder cles Alters del' Zellen andern. Die Identi
ftzierung von Bakterien erfolgte daher traditionell anhand bioehemischer und physio
logischer Merkll1ale. Dies erforderte zllvor die Anreicherung und Isolierung del' Bakteri
en, bevor diese charakterisiert und identifiziert werden konnten. Probleme, die sieh aus
diesel' Herangehensweise ergeben, waren offensichtlieh: Viele Mikroorganismen konn
ten nicht kultiviert werden [79, 243, 247]' die Identifizierung von Mikroorganismen
anhand biochemischer und physiologischer Eigenschaften ist sehr zeitll1tensiv, und die
F'rage, ob die kultivierten Mikroorganismen tatsachlieh eine bedelltende Rolle in del'
Lebensgell1einsehaft ausiiben, aus del' sie isoliert wurden, blieb unbeantwortet, cia die
Zellen VOl' del' I\ultivierung, d. h Veriinderung del' Waehstumsbedingungen, sowohl
hochaktiv als alleh nlhend gewesen sein konnten. Aufgrllnd diesel' methodischen Ein
schrankungen mangelte es lange an Wissen iiber die natiirliche ll1ikrobielle Diversitat.
Man schiitzt, dal3 nUl' ein Bnlehteil del' in del' Natur vorkommenden Mikroorganismen
clerzeit als Reinkulturen vorliegen, denn typischerweise konnen 90~99% del' Bakterien
in Umweltproben nieht kultiviert werclen [14, 79].

Eine kultivierungsllnabhangige Iclentifizierung von Mikl'Oorganismen konnte diese Pro
bleme losen: Aile Organisll1en enthalten eharakteristisehe Nukleotidsequenzen (DNA
und RN A), die mit lllolekularbiologisehen Methoclen aueh in einelll Gemiseh versehie
denster Nllkleinsiillren spezifiseh naehgewiesen unci allalysiert werden konnen. Wesellt
lieh wurde die Einfiihnlng molekularbiologiseher Methoclen in die mikrobielle Oko-
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logie dureh die Arbeiten von Woese [253, 254] begriindet, del' einen phylogenetisehen
8tammbaum del' Prokaryoten basierend auf dem Vergleieh von Nukleotidsequenzen del'
ribosomalen RNA (rRNA) als universellem molekulareu Marker erarbeitete. Diese Ana
Iysen lieBen sogenannte 8ignatursequenzen erkennen, die fiir bestimmte Gruppen von
Organismen auf versehiedenen taxonomisehen Ebenen eharakteristiseh sind. Das 168
rRNA-Molekiil del' Prokaryoten enthalt hoehkonservierte Bereiche, die soweit bekannt
in allen lebenden Organismen vorhanden sind, abel' aueh variable Regionen. Variatio
nen in del' Nukleotidsequenz weisen auf untersehiedliehe Organismell hin, Ahnlichkeiten
auf verwandte Organismen [121]. Giovannoni und andere [65, 190, 243] nutzten diese
I<enntnisse zur Charakterisierung von natiirlichen mikrobiellen Populationen ohne vor
herige I<ultivierung del' Organismen, indem sie die Nukleinsauren einer Mikrobenge
meinschaft isolierten, die 168 rRNA bzw. 168 rRNA-codierenden Gene sequenzierten
und dllrch vergleichende Sequenzanalysen charakterisierten. So gewaullen sie Riick
schliisse auf die phylogelletische Diversitat der Mikroorganismen. Eine iiberwaltigende
Vielfalt der 168 rRNA-Sequenzen lieB auf eine ebellso groBe Vielfalt del' zugehorigen
Organismen schlieBen. I<eine del' gefundenen 16S rRNA-Sequenzen war identisch mit
derzeit bekannten 16S rRNA-Sequenzen.

Fiir die Untersuchung del' Nukleinsauren steht die gesamte Bandbreite molekularbio
logiseher Methoden zur Verfiigung, u. a. die Hybridisieruug mit spezifisehen Gensonden
[75, 188, 202), die Amplifikation bestimmter Gensequenzen mit Hilfe del' Polymerase
kettenreaktion [205] sowie die Sequenzierung von D A-Fragmentell, und so wurden
seitdem versehiedene molekularbiologisehe Strategien zur Charakterisierung von Mi
krobengemeinschaften entwickelt. Die meisten basieren auf del' molekularen Analyse
von rRNA bzw. rRNA-codierenden Genen [6, 7, 73, 137,244].

Zunehmend werden auch andere Gene als molekulare Marker ZUll1 Nachweis und zur
ldentifizierung von Bakterien in natiirliehen Mikrobengemeinschaften verwendet, da
ZUlU einen dureh die Analyse von 168 rRNA-Sequenzell sehr nahe verwandte Bakterien
stal1.1l11e nicht ullterschieden werden konnen [257] und zum anderen okophysiologisehe
Gruppen von Mikroorganismen untersueht werden sollen, deren Einordnl1ng mit ei
nem phylogenetischen 8tammbal11ll basierend auf 168 rRNA-Seql1enzen nieht korre
hert, wie acetogene Bakterien [115), N2-fixierencle Bakterien [220), denitrifizierende
Bakterien [113, 198), Ammonium-oxidierende (nitrifizierende) Bakterien [197], aerobe
Wasserstofl~oxidierendeBakteriell [95, 108] und Quecksilber-resistente Bakterien [17].

Del' Begrifl· genetische Diversitat wird in diesel' Arbeit als MaB fiir die Untersehiede
in del' Nukleotidsequenz eines homologen Gens und del' zugehorigell Bakterienstamme
verwendet.

1.2 Mikrobielle Aktivitat

Neben del' llatiirlichen Diversitat spielt ein zweiter Aspekt in del' mikrobiellen Okologie
eine groBe Rolle, die mikrobielle Aktivitat: Mikrobielle Aktivitat odeI' aueh metaboli
sehe Aktivitat (Stoffwechselaktivitat) bedeutet, daB Organismen bestimmte Stoffe (Sub-
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strate) zur Energiekonservierung in andere Stoffe iiberfiihren. Sie kann, muB abel' nicht
mit dem Wachstum del' Bakterien einhergeheu. Oft wird gleichbedeuteud auch von
del' Funktion del' Mikroorganismen gesprochen. Die Tatsache, daB ein bestimmter 01'
ganismus au einem Standort vorhanden ist, bedeutet nicht zwangslaufig, daB diesel'
Orgauismus auch aktiv ist und so EinfluB auf das Okosystem austibt. Weist man be
stimmte Organismen in einer Umweltprobe nach, erlaubt dies Riickschliisse auf das
mogliche physiologische Potential del' Mikrobengemeinschaft, abgeleitet von Experi
men ten mit ahnlichen odeI' identischen Reinkulturen, nicht abel' tiber die Art und das
AusmaB del' tatsachlich stattfindenden Aktivitiit.

Traditionell wird mihobielle Aktivitat iu Umweltproben durch verschiedene physikali
sche und chemische Verfahren gemessen [15]: Die Aufnahme und del' Einbau radioaktiv
markierter Subst.rate konnen verfolgt werden, und Mikroelektroden konnen eingesetzt
werden, um Substrate bzw. Stoffwechselprodukte zu messen, z. B. Sauerst.ofl, Schwefel
wasserst.off odeI' Nit.rat [170J. Obwohl diese in situ Messungen del' Stoffwechselaktivit.at
die gewiinschte quantit.ative Information iiber einen spezifischen chemischen Prozefllie
fern, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, welche Organismen inuerhalb del' Mikro
bengemeinschaft diesen Prazefl dllrchfiihren. Aussagen iiber die mikrobielle Akt.ivitat
siud nul' fiir die gesamte Gemeinschaft moglich.

Die Anwendllng molekularbiologischer Met.hoden bietet die Moglichkeit, mikrobielle
Aktivitat bestimmter Organismen in einer Gemeiuschaft aufzuzeigen: Ais MaB fiir die
mikrobielle Aktivitat kann del' rR A-Gehalt del' Zellen herangezogen werden, denn
er ist korreliert mit del' Wachstumsrate [179]. rVletabolisch aktive Zellen haben einen
hoheren rR A-Gehalt. als inakt.ive Zellen. Diese seit langem bekannte Beziehung wur
de ktirzlich iiber die in situ Hybridisierung ganzer Bakterienzellen mit Fluoreszenz
markierten rR A-gerichteten Oligollukleutidsonden demonstriert. Del' rR A-Gehalt.
wurde anhand del' gemessenen Farbeintensitat bestimmt und erlaubte Rtickschliisse
auf den metabolischen Zustaud del' Zellen [5!J, 109, 159, 184]. Extrahiert man die
RNA einer mikrobiellen Lebensgemeinschaft., so ist. anzunehmen, daB die Analyse del'
rRNA-Sequenzen die schnell wachsenden, metabolisch aktiven Organismen au fzeigt. ,
da diese einen hohen rRNA-Gehalt. besitzen. Indes geben Unt.ersuchungen del' rRNA
codierenden Gene aus extrahierter DNA eher AufschluB iiber die GesaOltheit. del' vor
handenen, moglicherweise abel' nicht aktiven Organismen, da die Anzahl del' Gene pro
Genom konst.ant. ist.. Diesel' Ansatz wUI'de im Rahmen del' vorliegenden Arbeit anhand
del' Bakt.erienpopulationen in einem Fjord in Danemark bearbeit.et [212J.

Einen direkteren Weg, die metabolische Aktivitat bestimmter Populationen aufzuzei
gen, bietet die Unt.ersuchung del' Expression Protein-codierender Gene: Die Funktion
vou Mikroorganismen wird direkt. iiber ihre Enzymaktivitaten bestimmt, Da die mei
sten bakteriellen Gene auf Transkriptionsebene reguliert werden [15], kann man jiber
die Bestil11l11ung spezifischer mRNA die mikrobielle Aktivitat verfolgen. Je nachdem
welches Gen nntersucht wird, erlaubt diese I-Ierangehensweise Riickschliisse auf die
Art del' mikrobiellen Aktivitat und die Identita.t del' zugehorigen Bakterienpopulati
OIl. Bisher wurde gezeigt, daB die labile mRNA aus Umweltprobell extrahiert und die
Genexpressioll in natiirlichen Populationel1 durch Hybridisierul1gen mit spezifischen
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Sonden aufgezeigt werden kann. Foigende Gene wurden untersucht: das Ribulose-1,5
Bisphosphatcarboxylase-Gen [154], welches das zentrale Enzym zur CO2-Fixierung co
diert, ein Nitrogenase-Gen Stickstoff-fixierender Cyanobakterien [256], sowie bakterielle
Gene, die den Abbau von Toluol und Trichloroethylen betrefren [144J und die fiir die
Quecksilber-Resistenz von Bakterien codieren [80]. Eine weitergehende Charakterisie
rung del' Bakteriengruppen, die das Gen exprill1ierten, fand nicht statt.

1m Rahmen del' vorliegenden Arbeit soHte am Beispiel del' sulfatrednzierenden Bak
terien gezeigt werden, ob diese Bakteriengruppe ohne vorherige Kultivierung del' 01'
ganisll1en anhand von Untersuchungen des [NiFeJ Hydrogenase-Gens in Umweltproben
nachgewiesen Lllld einzelne Bakterienstiilllll1e unterschieden sowie identifiziert werden
konnen. Weiterhin soHte iiberpriift werden, ob Untersuchungen del' Il1RNA dieses Gens
zum Nachweis del' Stoffwechselaktivitiit einzelner Bakterienstiill1me in natiirlichen Po
pulationen verwendet werden konnen. 1m folgenden wird die Gruppe del' sulfatrecluzie
renden Bakterien sowie das fiir den Nachweis diesel' Gnlppe gewiihlte Gen vorgestellt.
1m AnschluB daran erfolgt eine Erlauterung del' durchgefiilIrten 1l10lekniarbioiogisclIen
Herangehensweise.

1.3 Sulfatreduzierende Bakterien

Aufgrund del' zahlreichen okologisch signifikanten physiologischen Eigenschaften del'
sulfatreduzierenden Bakterien, kann dieses Kapitelnnr einen kurzen Uberblick iiber die
Physiologie und Okologie diesel' Bakteriengruppe geben. Detaillierl.e Beschreibungen
finden sich in Ubersichl.sartikeln VOll Widdel el. al. [70, 199,249,250,251,252]

1.3.1 Physiologie

Die snlfatreduzierenden Bakterien bilden eine physiologische Gruppe, cleren gemeinsa
me EigenschaJl. die Verwendung von Sulfat als l.erlllinalem Elekl.ronenakzepl.or ist. Die
chell1ische Reaktion kann folgendermaBen beschrieben werden:

4 AI-b + SO~- + H+ --+ 4 A + HS- + 4 !-hO

Sie werden als strikt anaerobe Bakterien bezeichnet, die unter oxischen Bedingungen
nicht wachsen und friiher odeI' spateI' sterben [33], obwohl iiber llletabolische Akti
vitat in Gegenwart von Sauerstotf berichtel. wurde [37, 45, 55, 126]. Sulfat kann in
del' Regel anch durch Thiosulfat, Sulfit odeI' seltener dnrch Schwefel ersetzt werden.
Dienen Schwefelverbindungen als terminale Elektronenakzepl.oren, enl.steht als End
produkl. Schwefelwasserstoff (Sulfid) Als Elektrollelldonatoren (AH2 ) konnen neben
1l10lekularell1 Wassersl.off eine Vielzahl organischer Verbind ungen verwertel. werden, so
z. B_ Laktat, Pyruval., Acetal., Propionat, Butyrat und hohere Fettsauren, Ethanol und
andere Alkohole, Malat sowie Succinat. Ebellso konnen arolllatische Verbindungen wie
Benzoal., Brenzkal.echm, Phenol und [ndol, Aminosauren wie z. B. Glycin und Alanin
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odeI' Zucker abgehaut werden. Sogar reaktionstrage Substrate, die keine funktionale

Gruppe enthalten, wie Tolnol [163J odeI' Alkane [2, 183] werden von sllifatreduzieren
den Bakterien unter anaeroben Bedingungen abgebaul. Manche del' sulfatreduzierendell
Bakterien oxidierell l\ohlenstoA'verbindllngen vollstandig zu Kohlendioxid, andere nm
unvollstandig, hanptsiichlich zn Acetal. Die organischen Sn bstrate dienen zusatzlich als
Kohlenstofrquelle; einige sulfatredllzierende Bakterien sind zu antotrophem Wachstulll
mit Kohlendioxid als einziger Kohlenstolfquelle befahigt.

Sulfatreduzierende Bakterien sind in del' Lage, neben oxidierten Schwefelverbindungell
anch eine Reihe anderer anorganischer Elektronenakzeptoren Zll reduzierell. Diese sind
II a Nitrat, Nitrit, O2 , Eisen(lfI), Uran(VI), Mangan(IV) nnd Chrom(VI) Wachs
tum sulfatreduzlerender Bakteriell konnte bisher jedoch nUl' dnrch die Rednktion von
Nitrat odeI' Nitrit Zll Ammoninm demonstriert werden [35, 191J I(einer del' ulltersnch

ten Stamme wnchs durch die Reclnktion von Metallen [29, 116, 117, 118, 119] odeI'
Sanerstofr [37, 45J St.ehen sulfatrednzierenclen Bakterien die oben genannten Elektra
nenakzeptoren und Sllifat gleichzeitig ZUl' Verfiignng, kann die Reclnktion von Sulfat.
bevorzugt, llnterdriickt. oder' simultan erfolgen, in A bhiingigkeit des Bakterienstam mes
unci del' Umwelt bed ingungen.

[n Abwesenheit von Snlfat odeI' ancleren anorganischen Elektronenakzeptoren kiinnen

einige sulfatrecluzierende Bakterien clurch Fermentation bestimUlter organischer Sub
strate, z. B. Pyruvat odeI' Malat, wachsen. Die Fahigkeit, organische Subst.rate zu
fennentieren, kanll erweitert werden, wenn sulfatreduzierencle Bakterien in Coknltur
mit Wasserstof[-verbrallchenclen Bakterien leben [18].

Stickstofr-Fixiernng ist eine verbreitete Eigenschaft snlfatreduzierender Bakterien [158,

l'14J

1.3.2 Okologie

Bei del' Betrachtllng del' Okologie diesel' Bakteriengruppe spielen zwei Aspekte eine
wichtige Rolle: ihre Bedeutnng bei del' mikrobiellen Zersetzung von Biomasse sowie
ihre Rolle als "Verschl11utzer" del' Okosysteme dllrch die Produktioll von Schwefelwas
serstofr.

Bakterielle Sulfatredllktion ist ein wichtiger PrazeB bei del' Mineralisierung von orga
nischen Substraten in anoxischen, aquatischen Standorten, z. B. Sedimenten odeI' Tie
fen wasser. Del' Hauptanteil des in del' NatUl' gebildeten Schwefelwasserstoffs entsteht
durch diesen ProzeB. Uuter anaeroben Bedingungen werden Polymere, z. B. aus toter

Zellmasse, zunachst von fermentativen Bakterien zu niedermolekularen Pradnkten ab
gebaut, die dann von sulfatreduzierenden Bakterien und met.hanogenen Bakterien zu

CO 2 bzw. Methan uillgesetzt werden. Sulfatreduzierencle und methanogene Bakterien
bilclen das letzte Glied del' Nahrungskette bei del' anaeroben Zersetzung von Biomasse.
Das AusmaB del' Aktivitii.t sulfatreduzierender Bakterien (Snlfatrecluktionsrate) hangt
u. a. VOIl del' [\onzentration an Sulfat und geeigneten Elelektronendonatoren ab.
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In marinen Sedimenten, wo die Sulfatkonzentration mit durchschnittlich 28 mM im
Meerwasser kein limitierender Faktor' ist, kann die Mineralisierung von Kohlenstoff
hauptsachlich durch Sulfatreduktion erfolgen [84, 86] In SiiBwasserhabitaten, wo Sulfat
nul' in geringen Konzentrationen zur Verfiigung steht (0,01-0,2 mM), iiberwiegt in
del' Regel del' Prozefl del' Methanogenese bei del' anaeroben Zersetzung [199, 250]
Sulfatreduktion kann hier jedoch durch den Eintrag von Sulfat sowie groBer Mengen
an organischem Material stimuliert werden.

Das Endprodukt del' Sulfatreduktion, Schwefelwasserstoil, ist fiir die meisten hoheren
Lebewesen toxisch Daher kann sich eine erhohte Aktivitat sulfatreduzierender Bakte
rien in aquatischen Okosystemen negativ auf die Makrofiora und -fauna auswirken und
z. B. zu plotzlichem Fischsterben fiihren [157] Gleiehzeitig dient Sehwefelwasserstoff
einer Reihe von Mikroorganismen als Elektronendonator und wird iiber diese Prozesse
reoxidiert: Farblose Schwefelbakterien, z. B. del' Gattungen Thiobacillus und Beggia
too, oxidieren Sulfid mit Sauerstoff odeI' unter anaeroben Bedingungen mit Nitrat als
Elektronenakzeptor. Phototrophe Griine Schwefelbakterien und Schwefelpurpurbakte
rien verwenden Schwefelwasserstoff im Rahmen del' anoxygenen Photosynthese, z. B.
Chlorobium und Chl'omatium. Das Endprodukt diesel' Prozesse ist hauptsachlich Sulfat.

Schwefelwasserstoff reagiert auch chemisch mit Sauerstolf Diese Reaktion erfolgt je
doch wesentlieh langsamer vergliehen mit del' biologisehen Oxidation, kann abel' bei del'
plotzliehen Vermisehung von 02-reiehem Oberfiaehenwasser mit r'bS-haltigem Tiefen
wasser zu einer starken Sauerstofi'zehrung fiihren [172]. Metallionen reagieren ebenfalls
ehemisch mit Schwefelwasserstoff, was zur Bildung fast unloslicher Metallsulfide fiihrt.
\>Viehtige Metallionen, wie z, B, Eisen fiit, die Synthese von Cytoehromen und anderen
Elektronenearriel'll, werden so dem Zugriff von Mikroorganismen entzogen. Kiirzlieh
wurde gezeigt, daB sulfatreduziereude Bakterien nicht nur indirekt dureh die Produk
tion von Sulfid am Kreislauf del' Metalle beteiligt sind, sondel'll auch direkt dureh die
dissimilatorisehe Reduktion von Metallen [2,1, 118].

Lange wurde angenommen, daB Sulfatreduktion ausschlieBlich in anoxischen Bioto
peu stattfindet, Neuere Untersuchungeu widersprechen diesel' Allnahme: Beachtlich
hohe Sulfatreduktionsraten und Zelldiehten sulfatrecluzierender Bakterien wurden in
del' oxischen Zone von mikrobiellen Matten gemessen [22, 23, 55, 91, 227] Mikrobi
elle Matteu werden iiberwiegend von photoautotrophen Cyanobakterien gebildet, de
ren Stoffweehselprodukte, z, B. niedermolekulare Kohlenhydrate, Wasserstoff, Acetal.,
Laktat und Ethanol, anderen Mikroorganismen wie sulfatreduzierenden Bakterien als
Euergiequellen dienen [203]. 1m Gegensatz dazu zeigten Ramsing et al. [166], daB in ei
nem Photosynthese-betreibenden Biofilm einer Abwasseranlage die sulfatreduzierenden
Bakterien auf die anoxisehen Bereiche beschrankt waren.

Neben del' okologischen Bedeutung del' sulfatrecluzierenden Bakterien fiir die Kreislaufe
von Kohlenstoff und Sehwefel haben sie aueh eine okonomische Bedeutung. Sulfatre
duzierende Bakterien und del' von ihnen produzierte Sehwefelwasserstoff richten u a.
in del' 01- und Gasindustrie groBe Schaden an [142] Ein zentrales Problem ist die
anaerobe I<orrosion von Eisen und Stahl. An diesem ProzeB sind sulfatreduzieren
de Bakterien maflgeblich beteiligt [32, 69]. Del' genaue Meehanismus del' anaeroben
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1<orrosion ist noeh nieht vollstandig verstanden Vereinfaeht besagt ein Modell, daB
sulfatrecl uzierende Bakterien den Wasserstoffsehutzfilm, del' sieh in feuehtem Milieu
auf Metalloberftaehen bildet, als Elektronendonator aufzehren. Dies besehleunigt die
kathodisehe Depolarisierung nnd fiihrt zur Auftosung des Eisens. Aueh cler procluzierte
Sehwefelwasserstoft' selbst zeigt naeh Prazipitation als FeS eine korrosive Wirkung [32],
Del' claclureh entstehende Sehaden z, B. an Gas- unci Olpipelines auf dem Meeresboclen
ist betraehtlieh. Sehwefelwasserstoff fiihrt in Erclollagerstatten unci -forcleranlagen noeh
zu einer Reihe weiterer okonomiseh relevanter Probleme: 1m Rohol gelostes Sulficl [iihrt
zu einer Wertminclerung cles Ols, die Bildung von unlosliehen Sulfiden [iilll't zu einer
Verringerung del' Permeabilibit cles ercloltragenclen Gesteins und erniedrigt daclureh die
Forclerausbeute. Zudem ist del' toxisehe Schwefelwasserstoff eine Gesullclheitsgefahr fiir
das an del' Olforderung beteiligte PersonaL

Andererseits kann die Pahigkeit sulfatreduzierellcler Bakterien, Schwermetalle zu bin
den, zur Behancllung von Abwassern genutzt werden, um diese Bestandteile aus dem
Abwasser zu entfemen (148]. Sehwermetalle prazipitieren durch die cheillisehe Reaktion
mit dem von sulfatreduzierenclen Bakterien prodnzierten Sehwefelwasserstoff, konnen
abel' auch direkt von slilfatreduziel'enden Bakterien in unlosliche Produkte umgewan
delt werden [1113, 117],

1.3.3 Klassifiziel'ung

Bis VOl' kurzem wurden die sulfatreduzierenden Bakterien aufgnmd ihrer Morpho
logie und bioeheillischer Eigenschaften sowie ihrem Substratspektrum in versehiede
ne Gruppen eingeordnet [713, 249J, Neuere I{lassifizierungen basieren anI' dem Ver
gleieh von 113S rRNA-Sequenzen unci spiegeln die phylogenetische Verwandtsehaft wi
der [40, 43, 54, 201]. Die phylogenetische Einordnung del' sulfatreduzierenden Bakterien
steht iill allgemeinen 1m Einklang mit del' I<lassifizierung, basierend auf physiologisehen
nnd biochemischen Merkmalen [40, 41, 43, 251J.

Die llleisten bisher knltivierten sulfatreduzierenden Bakterien sind Gram-negativ und
lllesophilund befinden sich in del' Gruppe del' o-Proteobakterien Zllsammen mit den Bo

denorganismen del' Gattungen Bdellovibl'io und Myxococcus sowie den Sehwefelreduzie
rern del' Gattung Desalfuromonas und den Eisenreduzierern del' Gattung Geobacter.
Fiir diese Gruppe von Sulfatreclllzierern wurde eine Einteilung in zwei Pamilien vor
geschlagen [41, 251] die Desalfovibrionaceae mit den Gattungen Desllifovibrio und
Desulfomicrobium (vorher Desulfovibrio) und die Desulfobacteriaceae mit den Gat
tungen Desulfobulbus, Desulfobacter, Desulfobacterium sowie Desulfosarcina variabi
lis, Desulfococcas 17lultivomns, Desulfobotulus sapollomns (vorher Desulfollibrio sapo
vorans) und Desulfoarculus baarsii (vorhel' Desalfovibrio baarsii) (Abbildung 11), Die
Gattung Desulfonenw gehort in die letztere Gruppe (130]' ebenso wie Desulfo17loni
Ie tielUei [201J Weitere Gattungen sulfatreduzierender Bakterien finden sieh in del'
Gruppe del' Gram-positiven Bakter-ien (Desulfotomawlum) und im Reich del' Arehaea
(Archaeoglobus), Die Gram-negat.iven, thermophilen Sulfatreduzierer del' Gat.tullgen
Thennodesulfobacterium und Therrnodesulfovibrio sind wedel' eng verwandt mit den
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Abbildung 1.1: Phylogenetische Verwandtschaft zwischen Gram-negativen, mesophi
len sulfatreduzierenden Bakterien basierend auf 16S rRNA-Sequenzvergleichen (aus
Stackebrandt et a!. [201]' modifiziert)

mesophilen Sulfatreduzierern derl5-Proteobakterien noch mit den Gram-positiven Bak
tel'ien, gehoren aber in das Reich del' Eubakterien [201].

Da einige erst ktirzlich isolierte sulfatreduzierende Bakterien mit, neuen physiologischen
Eigenschaften anhand ihrer 1GS rRNA nicht eindeutig einer del' bereits bestehenden
Gattungen zugeordllet werden konnten [78, 164, 183]' ist 3nzllllehmen, daB die phy
logenetische Vielfalt ebenso wie die physiologische Vielfalt innerhalb del' Gruppe del'
Sulfatreduzierer noch wachsen wird. Neue, bereits validierte Gattungen sulfatreduzie
render Bal,terien sind beispielsweise Des1.l1foha.lobimn [146] und Des1.l1fa.cinum [169].
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1.3.4 Nachweis und Identifizierung

Del' ProzeB del' Sulfatreduktion kann in Umweltproben iiber das Verschwinden von
Sulfat und e!ie Proe!uktion von Sulfid [150J odeI' durch Radiotracer-Techniken verfolgt
werden [53, 85J: Einer Umweltprobe wird 35SO;- zugegeben, die Probe wire! unter
kontrollierten Berlingungen inkubiert, die Reaktion gestoppt, unter anaeroben Bedin
gungen wire! Sulfid entfernt und eingefangen, und die Radioaktivitiit gemessen. Das
Ergebnis reflektiert die Gesamt-Sulfatreduktionsrate und kann uicht einzelnen Gattun
gen odeI' Spezies sulfatreduzierender Bakterien zugeordnet werden.

Populationen sulfatreduzierender Bakterien wurden bisher mit verschiedenen Metho
den untersucht: Die klassische Herangehensweise ist die Anreicherung und Jsolierung
mit HJife anaerober EultivierLlngstechniken [251] Ziihlungen sulfatreduzierender Bak
terien wurden in Fliisssigmedi"n iiber Verchinllllngsreihell, den sogenannten Most
Probable-Number (lvlPN)-Bestimmungen [8], odeI' iiber Agarverdiinnungsreihen [251]'
in denen e!urch Zugabe von Eisen Kolonien sulfatreduzierender Bakterien schwarz er
scheinen, auf selektiven Kulturmedien durchgefiihrt. Die allgemeinen Probleme, die sich
durch einen kultivierungsabhiingigen Nachweis von Bakterien ergeben, wllrden bereits
Zll Beginn des h"apitels erliiutert. Obwohl die Meclien fiir sllifatreduzierende Bakterien
und die anaeroben Kultivierungstechniken stiindig verbessert wurden, ist clavon aus
zugehen, daB diese Herangehensweise die Anzahl del' vorhanclenen sulfatreduzierenden

Bakterien unterschiitzt [90]. Die Anzahl kultivierbarer sllifatrecluzierender Bakterien
weist oft eine groBe Diskrepanz zu del' gemessenen Sulfatreduktionsrate auf, wie bei
spielsweise Teske et at. [214] zeigten. Sulfatreduzierende Bakterien stellen eine extrem
diver"se Gmppe von Or"ganismen dar, deren gemeinsame Eigenschaft nul' die Energie
konserviemng mit Sulfat als terminalem Elektronenakzeptor ist. Die Verwendung eines
Standardmedillll1s ist daher nicht moglich, und das Testen einer Vielzahl verschiecle
ner Medien, um das breite Slibstratspektrum del' sulfatreduzierenden Bakterien a]nu

decken, ist praktisch kaull1 durchfiihrbar. Oft werden fiir Ziihlungen sulfat.reduzierender
Bakterien Acet.at, Laktat und Wasserstofl" als Elektronendonatoren angeboten. Diese
Kulturmedien lInterscheiden nicht zwischen verschiedenen sulfatrecluzierenden Bakte
rien, die dasselbe Substrat benutzen, unci sulfatreduzierenden Bakterien, die verschie
dene Substrate benutzen, werden mehrfach geziihlt. Ohne eine weitere Identifizierung
del' Kultmen zeigen solche Ziihlungen nul' bestimlllte physiologische Gruppen von sul
fatreeluzierenelen Bakterien auf, z. B. die, die Acetat als Elektronendonator verwenden
odeI' die, die Wasserstoff llehmen.

Neben deu beschriebenen kultivierungsabhiingigen Methoden wurden alternative Ver
fahrensweisen entwickelt, um die Hiiufigkeit und die Typen sulfatreduzierencler Bakt.e
rien in Umweltproben zu erfassen. Sie basieren auf dem Nachweis bestimmter Zellbe

standteile, die spezifisch fiir sulfatreduzierende Bakterien sind. Solche Nachweissysteme
sind auch von groBem Nutzen fill' eine schnelle taxonomische Identifizierung neuer Isola
te. Mittels Phospholipidrettsiiurenanalyse (PFLA) wurden beispielsweise Populationen
sulfatreeluzierencler Bakterien in verschieclenen Sediment.en charakterisiert [150, 210].
Phospholipide sind wichtige Bestanelteile aller Zellmembranen, und Bakterien enthal
ten eine char"akterisllsche Zusammensetzung del' mit den Phospholipiden assoziierten
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langkettigen Fettsauren, die sie von Eukaryoten unci oft auch untereinander unter
scheidet. PFLA kann daher zur Charakterisierung komplexer Mikrobengemeinschaften
verwendet werden. Dies wurde z. B. von Rajendran et al. [165] demonstriert. Vie
le sulfatreduzierencle Bakterien enthalten spezifische Fettsauren, z. B. clie Gattungen
Desuljobacter·, Desuljovibrio und Desuljobu.lbus [150, 210] Diese Gattungen verwen
den charakteristische Elektronendonatoren fllr die Reduktion von Sulfat: Desuljobacter
spp. oxidieren Acetat, Desuljovibr·io spp. Wasserstoff unci Laktat, Desuljobulbus spp.
Propionat [250] Parkes et al. [150] zeigten, daB durch Zugabe del' entsprechenden Elek
tronendonatoren Zll Sedimentproben die Genus-spezifischen Fettsaureprofile stimuliert
wurden. Dies erlaubte Rllckschllisse auf die metabolische Aktivitat del' zugehorigen
Bakterienpopulation, da zusatzlich die Umsetzung del' zugefiigten Substrate und die
Sulfatreduktionsraten verfolgt wurden. Desweiteren kann PFLA auch zur phylogeneti
schen und taxonomischen I<lassifizierung von sulfatreduzierenden Bakterien beitragen.
Kohring et al. [96] llntersllchten die PFLA-Muster einer Reihe sl1lfatreduzierender Bak
terien. Die numerische Clusteranalyse diesel' Fettsaureprofile steM im Einklang mit del'
phylogenetischen Verwandtschaft basierend auf del' vergleichenden 16S rRNA-Analyse;
nur 3 von 25 untersllchten Stammen zeigten nicht die erwartete Verwandtschaft [96]

Lilleb<ek [111] untersuchte die Haufigkeit und Verteilllng von sulfatreduzierenden Bak
terien in einem Sediment del' Ostsee mit immunologischen Methoden. Antiseren gegen
verschiedene Staml11e mariner sulfatreduzierender Bakterien wllrden hergestellt. Del'
Nachweis der Kreuzreaktion mit Bakterienzellen erfolgte durch einen zweiten Fluores
zenz-lllarkierten Antikorper. Diese Herangehensweise ermoglicht die Analyse von gan
zen Zellen im Epifluoreszensmikroskop. Versuche mit Reinkulturen hat ten gezeigt,
daB die verwendeten Antiseren Stamm-spezifisch waren. Trotzdem konnten verschie
dene Populationen sulfatreduzierender Bakterien in Sedimentproben detektiert wer
den. Zahlungen immunoreaktiver Zellen lagen dabei um bis zu zwei GroBenordnun
gen hoher als MPN-Bestimmungen. Das Vorhandensein immunoreaktiver Bakterien ist
zwar ein Hinweis auf das Vorhandensein von sulfatreduzierenden Bakterien, garantiert
abel' nicht, daB die nachgewiesenen Zellen auch leben llnd aktiv sind.

Sulfatreduzierende Bakterien wurden auch mit molekulargenetischen Techniken in Ulll
weltproben nachgewiesen und identifiziert.. Dazu ist die spezifische Hybridisierung von
charakteristischen DNA-Sequenzen sulfatreduzierender Bakterien erforderlich. Die fol
genden Beispiele zeigen, claB solche charakterisitischen DNA-Sequenzen (Gensonclen)
sowohl das gesamte Genom umfassen konnen als auch Gene, die flir die 16S rRNA odeI'
Proteine codieren. Zum Nachweis von sulfatrecluzierenden Bakterien in Olfelclern sowie
in Boden lilld Abwassern aus clem Bergbau wurcle eine DNA-Hybriclisierllngstechnik
verwendet, die "reverse sample genome probing" genannt wircl [211, 234, 235, 237].
Hierzu wird ein Masterfilter angelegt, cler genomische DNA von verschieclenen Bakte
rienstiimmen enthiilt, z. B. von verschieclenen sulfatreduzierenclen Bakterien, clie von
clem zu untersuchenden Stanclort isoliert wurden [237]. Aus del' zu untersuchenden
Ulllweltprobe wire! die DNA extrahiert, lllarkiert und als Soncle flir die anschlieBende
Hybriclisierung des Masterfilters verwendet. So konnen die Bakteriengenollle iclentifi
ziert und quantifiziert werden, die in cler Umweltprobe vorhanden waren. Del' hybri
c1isierte Masterfilter kann als Fingerabclruck cler untersuchten Mikrobengemeinschaft
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betraehtet werden. Vergleiche soldier Fingerabdriicke mit 35 vet'sehiedenen Genomen
sulfatredllzierender Bakterien auf dem Masterfilter zeigten, daB in sieben kanadisehen
Glfeldern zwei verschiedene Gemeinschaften sulfatreduzierender Bakterien vorhanden
waren, adaptiert an Salzwasser bzw. SiiBwasser [235]. Ein Votteil diesel' Herangehens
weise ist, daB sie nicht auf eine bestimmte Gruppe von Organismen beschrankt ist,
sondern den Nachweis jedes Bakterienstall1ll1es erlaubt, del' aus einer Umweltprobe
isoliert werden kann. Sehwierigkeiten ergeben sieh, wenn eine erfolgreiche Isolierung
del' okologiseh wichtigen Bakterienstamme nieht moglieh ist und die DNA-Sonde mit
keinem fiir den fVlasterfilter verwendeteten BakterienstamlTI hybridisiert [211 J.

Del' Vergleich del' 16S rRNA-Sequenzen del' sulfatreduzierenden Bakterien lieB verschie
dene fiir bestimmte Gruppen charakteristisehe Sequenzen erkennen, sodaB eine Rei
he von 16S rR N A-geriehteten Oligon ukleotidsonden zu 111 Naehweis su Ifatred uzierender
Bakterien zur Verfiigung stehen [4,42]. Devereux et aL [42] entwickelten seehs Oligonu
kleotidsonden, von denen viet· Genus-spezifisch sind undmit 16S rRNA-Sequenzen von
Desulfobacterium spp, Deslllfobacter spp, Desulfobulbus spp. und Desulfovibrio spp.
hybridisieren; die anderen zwei Sanden umfassen groBere Grnppen del' Gt'am-negativen
mesoph ilen sulfatred uzierenden Bakterien. 16S rRN A-gerichtete Sanden sind sowoh I fii l'
die in sittl Hybridisierung ganzer Zellen als auch fiir die Hybridisierung mit extt'ahier
ten Nukleinsauren aus einet· Umweltprobe geeignet. Sie wmclen z. B. eingesetzt, tllll

sulfatrecluzierende Bakterien in Sedimenten [42] und anaeroben Biofilmen [5, 159] nach
zuweisen unci die Verteilung del' verschieclenen Gruppen in Photosynthese-betreibenden
Biofilmen [166] sowie einer mikrobiellen Matte [175] aufznzeigen.

1m Prinzip konnen cliese Oligonukleoticle auch als Primer in del' Polymerasekettenre
aktion (peR) zm spezifisehen All1plifikation cler rRNA-Sequenzen clefinierter POjJula
tionen sulfatrecluzierencler Bakterien eingesetzt werden. Dies erlaubt einen sehr sen
sitiven Nachweis von Bakterien unci bietet zuclem clie Moglichkeit, die amplifizierten
DNA-Fragmente zu seqllenzieren. Dutdl eine vergleiehende Seqllenzanalyse kann die
phylogenetische Einordnllng del' zugehorigen Bakterien ennittelt und cliese identifiziert
werden. Eine allgemeine Soncle fiir sulfatrecl uzierencle Bakterien del' 6-Proteobakterien
wurde verwenclet, 11111 selektiv 16S rRNA-codierende Genfragmente von sulfatreduzie
renden Bakterien allS Nukleinsiiuren eines marinen Sediments zu amplifizierell [44]. Die
erhaltenen DNA-fragmellte wurden durch Klonierullg vereinzelt, sequenziert, Lmd die
Seqllenzen mittels vergleichender Sequenzanalysen llntersucht. Die meisten Sequenzen
fielen in die Gruppe del' 6-Proteobakterien; doch keine del' Sequenzen war identisch
mit bekannten Seqllenzen sulfatredllzierender Bakterien. Ebenso wie andere Untersu
chungen [65, 243J zeigt auch diese, daB die natlirliche (phylo)genetische Vielfalt von
Bakterien vermutlich wesentlich g"oBer ist, als erwartet, und nicht dllreh die bisher
kllitivierten Bakteriensta111111e reflektiert wird. Anhand del' aus Umweltproben erhal

tenen Seqllenzen konnen Zlll11 einen die Seqllenzen von Sonden, die in del' Regel dllrch
Sequenzvergleiche von kllitivierten Bakterien entwickelt wurden, iiberpriift werden [44]
Zum anderen konnen nene Sonden entwickelt werden, um eine gezielte Ameicherung
und Isolierllng von bisher nieht kultivierten Bakterienpoplliationen aus diesen Stand
orten zu verfolgen lind dadmcb zu ermoglichen [92]
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Neben den 16S rRNA-gerichteten Oligonnkleotidsonden wurden anch Polynukleotid
sonden fiir Protein-codierende Gene zur Detektion unci Identifikation sulfatreduzieren
der Bakterien verwenclet. Voordou w und Mitarbeiter [211, 237] benntzten Hydrogenase
Gensonden, um DesulJovibrio spp. in Anreichernngen von sulfatreduzierenden Bakte
rien nachzuweisen. Eine Identifiziernng versehiedener DesulJovibrio spp. erfolgte iiber
die Hybridisierung mit verschiedenen Hydrogenase-Gensonden. Dazn wurde Gesamt
DNA aus den Anreichernngen extrahiert, mit RestriktionsEuzymen geschnitten uud
gelelektrophoretisch aufgetrennt [237J. Die Southern Blot Analyse zeigte charakteristi
sehe Hy bridisierungsmuster, da die hy brid isierenden Hydrogenase-Gene versehiedener
DesulJovibrio spp. auf unterschiedlich groBen Restriktionsfragmenten lagen. Auf diese
Weise konnten in Anreicherungen sulfat.reduzierender Bakt.erien von Ofeldern bis zu
drei verschiedene Bakterienstamme naehgewiesen werden. Einige Bakterienisolate aus
diesen Olfeldern zeigten identische Hybridisierungsl1luster zu verschiedenen Stammen
von DesulJovibrio vu.lgaris.

Obwohl Hydrogenase-Gensonden fiir den Nachweis von sulfatreduzierenden Bakterien
zur Verfiigung stehen, warde bisher nicht die Exprlession dler Hydrogenase-Gene und der
Nachweis spezifischer mRNA als MaB fiir die mikrobielle Aktivitat. in Umweltproben
best.immt..

1.4 Hydrogenasen

Hydrogenasen sind Enzyme, die die I·eversible Aktivierung von molekularem vVasser
stoff katalysieren:

Hydrogenase-Aktivitat. findet man in einer Vielzahl aerober und anaerober Prokaryo
ten [IJ sowie in einigen Eukaryot.en, z B. in Aigen [61], hoheren Pflanzen [216] und
Protozoen [112J. Prokaryotische Hydrogenasen erfiillen im wesentlichen zwei physiolo
gisehe Funktionen [1 J:

• die Oxidat.ion von molekularem \Vasserstoff, UI11 Elektronen in die Elektronen
t.ransportkette zur Reduktion von Elektronenakzept.oren, wie z. B. O2 , Sulfat,
Nitrat, einzusehleusen, odeI'

• die Produktion von Wasserstoff, um iibersehiissige Elektronen zu entrernen, wenn
auBer Prot.onen keine anderen Elektronenakzeptoren zur Verfiigung stehen, z. B.
in einigen J:<erment.ationsreaktionen odeI' in synthrophen Misehkulturen.

Je nach Einbindung in den Elektronentransport kat.alysieren Hydrogen3sen einen Net.
toverbrauch oder eine Nettoproduktion von Wasserst.off [1]; sie werden daher entweder
als Aufnahme- oder als Produktionshydrogenasen bezeiehnet. Da Bakterien mehrere
Hydrogenasen besitzen konnen, ist eine eindeutige Zuordnnng physiologischer Funktio
nen oft schwierig.



14 I{APITEL 1. EINLEITUNG

obwohl Hyd rogenase- Akti vitiiten in versch iedenen sulfatred uzierenden Bakterien au f
gezeigt werden konnten [34, 101, 189], beschranken sich detaillierte Untersuchungen auf
die Enzyme von Desulfouibrio spp. Verschiedene Hydrogenasen wurden von Stammen
diesel' Gattung sulfatreduzierender Bakterien isoliert, charakterisiert und sequenziert
[49, 233, 238, 239]. Diese Enzyme sind Eisen-Schwefelproteine, die aufgnllld ihres Me
tallgehaltes grob in zwei Klassen eingeteilt werden: die [Fe] und die [NiFe] Hydro
genasen; letztere enthalten zusatzlich zu den Eisen-Schwefel-Zentren Nickel. In einer
dritten I<lasse von Hydrogenasen, den [NiFeSe] Hydrogenasen, ist ein Cystein durch
Selenocystein ersetzt.

Wahrend man die [Fe] Hydrogenasen bisher nul' bei strikt anaeroben Bakterien (Desul
fovibrio und Clostridium) gefunden hat und die [NiFeSe] auschlie51ich in sulfatredu
zierenden Bakterien, kommen die [NiFe] Hydrogenasen in taxonomisch nnterschiedli
chen Bakteriengruppen VOl', z. B. ]{nallgasbakterien (Alcaligenes, Nocordia), phototro
phen Organismen (Chromatium, Rhodobacter und Thiocapsa), methanogenen Bakterien
(Methanobacterium, AIethanosllrcina, Alethanospirillum) , aero ben Stickstoff-fixieren
den Bakterien (Azotobacter, Rhizobium) lind anderen [In], 255] Kiir·zlich wllrden die
Sequenzen von 30 mikrobiellen Hydrogenasen miteinander verglichen und anhand ihrer
I-Iomologie in sechs Gruppen eingeteilt [255] Eine diesel' Gruppen beinhaltet die [NiFeJ
und [NiFeSe] Hydrogenasen del' sulfatreduzierenden Bakterien, eine weitere Gruppe
enthalt die [Fe] Hydrogenasf':n anaerober Ba,kterien. Drei UrspnJugsformeu wllrden
fiir die verschiedenen Hydrogeuasen postliliert [236, 255] Aile Ni-haltigen Hydroge
nasen sind homolog und teilen vermlltlich einen gemeinsamen evolutionaren Ursprung,
wahrend die [Fe] Hydrogenasen und Hyclrogenasen von Cyanobakterien keinerlei Ho
mologie uutereinancler ocler Zll den anderen Gruppen von Hydrogenasen allfweisen.

Die verschiedenen Elassen von Hydrogenasen sind nicht einheitlich in Stammen cler
Gattung Desulfovibrio verbreitet. Dies wurde clurch clie Aufreinigung, lsolierung uncl
Charakterisierung cler Enzyme von unterschiedlichen Stammen deutlich [49, 141] und
konnte dureh genetische Untersuchungen von Voorclouw et aL [232] bestatigt werden. In
del' letzteren Studle wurde eine Vlelzahl sulfatreduzierender Baktenen mit Gensonden
untersucht, die spezifisch fiir die drei Klassen von Hydrogenasen sind. Die verwen
deten Gensonden hybridisierten mit DNA aus Stammen del' Ga,ttung Desulfovibrio;
Hydrogenase-Gene in anderen sulfatreduzierenden Bakterien wurden damit nicht er
faf3t. Einige Desvlfovibrio-Stamme besaf3en Gene fiir [Fe], [NiFe] und [NiFeSe] Hyclro
genasen, andere IllH Gene fiir .ie zwei bzw. eine Klasse von Hyclrogenasen. Das Gen
fiir eine [NiFeJ Hydrogenase wurde in allen 22 untersuchten Desulfovibrio-Stammen
n ach gew iesen .

Die [Fe], [NiFe] llnd [NiFeSe] Hydrogenasen del' Gattung Desulfovibrio unterschei
den sich nieht nur in ihrem Metallgehalt, sondern auch in del' Genstruktur, Ami
nosauresequenz, Lokalisation innerhalb del' Zelle und ihren katalytischen Eigenschaften
[49, 141, 161]. Biochemische Untersuchungen mit kiinst.lichen Elektrouenakzeptoren
und -donatoren zeigten folgende Unterschiede in den katalytischen Eigenschaften: [Fe]
Hydrogenasen weisen tine habere spezifische Aktivitat auf als die Ni-enthaltenden En
zyme. [Fe] llncl [NiFe] Hydrogenasen zeigen eine hahere Aktivitat bei del' WasserstofI-
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Tabelle 1.1: Sequenzierte Hydrogenase-Gene del' Gattung Desulfovibrio

Genprodukt Bakterienstamm Referenz

15

Desulfovibrio vulga1'is Monticello Voordonw et at [230]
Desulfovibl'io vulgaris Hildenborough Voordouw et at [228, 229J
Desulfovibrio vulga.ris Hildenborough Stokkermans et al. [206]

[Fe] Hydrogenase

hydC
NADP-reduzierende
Hydrogenase Desulfovibr'io fructosovorans lVlalki et aL [123J

[NiFe] Hydrogenase Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F
Desvlfovibrio fructosovorans
Desulfovibrio gigas

[NiFeSe] Hydrogenase Desvlfovibrio baculatus

Deckers et aL [38]
ROllsset et at [180]
Li et at [110]
Voordouw et at [231]

Menon et at [127]
Voordonw et at [231]

aufnahme als bei del' Produktion. Dies ist umgekehrt bei den [NiFeSe] Hydrogenasen.
[FeJ Hydrogenasen haben eine geringe Affinitiit zu Wasserstoff, [NiFe] Hydrogenasen
eine hohe.

[Fe] Hydrogenasen von Desulfovibrio spp. bestehen aus zwei Untereinheiten, die groBe
a-Untereinheit (46 kDa) und die kleine ,6-Untereinheit (13,5 kDa). Sle werden durch
ein Operon codiert, indem das Gen fiir die groBe Untereinheit VOl' dem Gen fiir die
kleine Untereineinheit angeordnet ist [224, 228, 229, 230] [NiFe] und [NiFeSe] Hydro
genasen [38,110,127,180,231] bestehen zwar ebenfalls aus zwei Untereinheiten, deren
lVlolekulargewichte sind mit ca. 60 kDa und 30 kDa jedoch wesentlich groBer als die
del' [Fe] Hydrogenasen. Diese Untereinheiten werden durch ein Operon codiert, in dem
das Gen fiir die kleine Untereinheit dem Gen fiir die groBe Untereinheit vorangestellt
ist.

Wiihrend die bisher charakterisierten [Fe] Hydrogenasen ausschlieBlich im periplasma
tisch en Raum lokalisiert sind, findet man die Ni-enthaltenden Enzyme in fast allen
celluliiren I<ompartimenten [49, 72, 142]. Die [NiFe] und [NiFeSe] Hydrogenasen del'
Gattung Desulfovibrio, deren Gene bisher sequenziert wurden (Tabelle 1.1), sind ver
lllutlich im periplasmatischen Raum odeI' in del' Cytoplasmamembran lokalisiert, dellll
eine gemeinsame Eigenschaft beziiglich del' Genstruktur ist, daB die kleinen Unterein
heiten del' Hydrogenasen eine Signalpeptidsequenz enthalten [161] Diese ist llloglicher
weise fiir den Export des gesamten Enzyms aus dem CytoplaSllla verantwortlich, da
die groBen Untereinheiten keine solche Sequenz besitzen. Wie del' Export del' Hydro
genasen aus dem Cytoplasma stattfindet, ist zur Zeit nicht gekliirt [225]. Die [NiFeSe]
Hydrogenase von Desulfovibrio vulgaris wird nicht exportiert: Immunologische Unter
suchungen zeigten, daB das Enzym an del' inneren Seite del' C:ytoplasmallleillbran 10
kalisiert ist; die [NiFe] Hydrogenase ist mit del' periplasmatischen Seite del' lVlembran
assoziiert [176J
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Cytoplasma

Abbildung 1.2: Schematische Dat'stellung des Elektronentransports bei del' bakteriellen
Oxidation von Wasserstofl mit Sulfat

Eine eindeutige Zuordnung del' physiologischen Funktionen von [Fe], [NiFe] und [NiFeSe]
Hydrogenasen ist schwierig: Das Hydrogenase-System einzelner Desu.lfovibrio spp. kann
aus mindestens drei verscbiedenen Enzymen bestehen, z. B. in Desulfovibrio vulgaris
[114]; die verschiedenen Enzyme sind nicht einheitlich innerhalb del' Gattung verteilt
[232]; Aktivitaten verschiedener Hydrogenasen konnen in vivo nicht getrennt gemessen

werden. Erscbwert wird die 1(larullg diesel' Frage zudem dmch die Komplexitat des
Wasserstoflmetabolismus von De.wlfovibrio spp.

Moleklliarer Wasserstofr spielt eine zentrale Rolle fiir die Energiekonservierung del'
sulfatredllzierenden Bakterien [153]: Desulfovibrio spp. kon11en alternativ Wasserstoff
als einzigen Elektronendonator in Gegenwart von Sulfat odeI' anderen Elektronenak
zeptoren verwerten odeI' Wasserstoff produzieren, wenn sie ohne tenninalen Elektro

nenal,zeptor mit Pyruvat wachsen. Laktat wird fermentiert, wenn Desulfovibrio spp. in
Mischkulturen mit Wasserstofl~verbrauchendenBakterien wie rnethanogenen Bakteri
en wachsen [18]. Dies geschieht durcb Wasserstofflibert.ragung Vall Zelle zu Zelle (in
terspecies hydrogen transfer). Diesel' ProzeB ermoglicht. t.hermodynamisch ullgiinst.ige
Fermentationsreakt.ionen, wie z. B. die Ferment.at.ion von Laktat., da del' gebildet.e und
ausgeschiedene Wasserstofl' laufend entferut. wird. In Gegenwart. von Sulfat. fungieren
Desulfovibrio spp. als Wasserstofl'-verbral1chende Bakterien in Mischkult.l1ren mit. fer

rnentativen Bakterien. Desulfovibrio spp. verfiigen iiber die einzigartige Fahigkeit, so
wohl die R.olle del' Wasserstoff-verbral1chenden als auch del' \Vasserstoff-produzierenden
Bakterien in syntrophen Bakt.eriengemeinschaJt.en zu iibernehmell [72].

Man nimmt an, daB die Oxidation von Wasserstoff auf del' periplasmat.ischen Seit.e del'
inneren Membran st.attfindet und dnrch eine periplasmat.ische odeI' in del' Membran
lokalisierte Hydrogenase katalysiert wird. Die Elektronen werden iiber eine Elektro
nentransportkette flir die Rednkt.ion von Sulfat odeI' anderen Elektron"nakzeptoren illl
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Cytoplasm a verwendet. Dadurch wird ein Protonengradient aufgebaut, der die ATP
Synthese alltreibt [10]. Diese Hypothese ist in Abbilduug 1.2 schematiscb dargestellt.
Bakterien, die nur eine Hydrogenase besitzen, miissen Elektrollen fiir jede der Redukta
sen, die fiir die Sulfatreduktion notwendig sind, bereitstellen. Fiir Bakterien, die meh
rere Hydrogellasen haben, gibt es Hinweise, daB die Hydrogenasen die Elektronen spe
zifisch auf die verschiedenen Reduktasen verteilen: In Zellen von Desulfovibrio vulgaris
liefert die periplasmatische [Fe] Hydrogenase vermutlich Elektronen fiir die Reduktion
von APS (aktiviertes Sulfat l

) zu Sulfit (APS Reduktase) und die membrangebulldene
[NiFe] Hydrogenase Elektronen fiir die Redukholl von Bisulfit zu Sulfid (Bisulfitredllk
tase) [153]. Dies scheint fiil· den Stamm Desvlfovibr·io fruclosovorans, der eine [NiFe]
und verlllutlich eine [Fe] Hydrogenase besitzt [123,232], nicht zuzutreffen: Eine Mutan
te dieses Stammes, in der das [NiFe] Hydrogenase-Gen eliminiert wurcle, wuchs ebenso
gut mit Wasserstoff und Sulfat wie der Wildtyp [181 J. Voordouw [238] postulierte, daB
Bakterien, die eine [Fe] und ei ne [NiFe] Hyd rogenase exprimieren, einen okologischen
Vorteil habell: Die [ iFe] Hydrogenase zeigt eille hohe Affinitat zu Wasserstofr, aber
eine geringe Aktivitat und erlaubt DeJldfovibrio spp. ill Ulllgebungen mit gerillgen
H2-I":onzentrationen miteinander und mit anderen [ iFe] Hydrogenase-entbaltenden
Bakterien 1II11 H2 zu konkurrieren. Oil" [Fe] Hydrogenase hat eine geringe Affi nitat zu
Wasserstoff, zeigt aber eine hohe Aktivitat nnd erlaubt Desulfovibr-io spp. in Umge
bungen mit hohen Wasserstoflkonzentrationen, H2 effektiv zu verwerten. Stamme, die
keine [Fe] Hydrogenase enthalten, konnen den Vorteil WasserstoH-reicher Umgebungen
nicht optimal nutzen.

Die Produktion von Wasserstofr findet vermutlich im Cytoplasm a statt und wird durch
eine dort lokalisierte Hydrogenase katalysiert (122, 140]. Diese Funktion konnte die
[NiFeSe] Hydrogenase erfiillen. Hinweise darauf geben die ill vitro beshmmten kataly
tischen Eigenschaften der [NiFeSe] Hydrogenasen [49] und deren Lokalisation auf der
cytoplasmatischen Seite der Cytoplasmem bran in Desulfovibrio vulgar-is [176]. Dieses
Enzym ist allerdings nicht in allen Desulfovibrio spp. vorhandplL Einigen Wasserstolf
prodnzierenden Stammen, wie Desulfovibrio fru.ctosovorans [72, 145], feIlit dieses En
zym. Die Wasserstofrprodllktion erfolgt moglicherweise durch eine bisher noch nicht
charakterisierte Hydrogenase oder wird von der [Fe] oder [NiFe] Hydrogenase dllrchge
fiihrt [238] Van den Berg et aL [223] postulierten, daB die [Fe] Hydrogenase eine
Produktionshydrogenase ist. Diese Aunahme stiitzt sich auf Experimente mit gene
tisch manipulierten Desulfovibr-io vulgaris-Zellen, in denen der [Fe] Hydrogenase-Gehalt
durch Expression von "antisense" mRNA reduziert wurde.

WasserstofrmetabolisllluS wird anch beobachtet, wenn Desulfovibrio spp. mit organi
schen Energiequellen nud Sulfat als terminaJel11 Elektronenakzeptor wachsen. Einige
Stamme produzieren nnd verbrauchen Wasserstolf unter diesen Bedingnngen [72, 122,
140, 217]. Physiologisch werden diese Phanomene durch zwei Modelle beschrieben, die
kontrovers diskutiert werden [72]: Das "hydrogen cycling" [140] geht. davon aus, daB
Wasserstofl- ein obligates Intermediat ist, das die Substratoxidation und Snlfatreduktion
verbindet: Die Produktion von WasserstoH aus organischell Substraten erfolgt im ('y-

I Adenosin-5'-phosphosulfat
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toplasma, Wasserstoff diffundiert libel' die cytoplasmatische Membran und wird durch

eine periplasmatische Hydrogenase oxidiert. Die Elektronen werden iiber die Membran
transferiert und im Cytoplasma fiir die Reduktion von Sulfat verbraucht.. In eJnem
zweites Modell, "tl·ace H, formation" [122], wird davon ausgegangen, daB Wasserstoff
nur ein Nebenprodukt bei del' Oxidation von organischen Elektronenquellen mit Sulfat
ist. Die Wasserstoffverwertung und -prodnktion ist nul' notwendig, urn einen geeigne
ten Redoxzustand del' Elektronentransferproteine zu erhalten. Moglicherweise werden
organische Substrate im Verlauf des Wachstums zunachst fennentiert, um ATP zn pro
duziereu, das flir die Aktivierung des Sulfates VOl' del' Redllktion erforderlich ist. Del'
produzierte Wasserstalf wird anschlieBend verbraucht, um einen Energieverlust zu ver
meiden. Diese Madelle setzen voraus, daB zwel verschiedeue illl C:ytoplasma und im
Peri plasma lokalisierte Hydrogenasen vorhanden und flir den Wasserstoffmetabolisillus
verantwortlich sind. Wie oben bereits erlautert, ist eine lllliverselle periplasmatische
Hydrogenase, eine [NiFe] Hydrogenase, in allen Desulfovibrio spp. vorhanden, eine uni
verselle cytaplasmatische Hydrogenase wurde bis jetzt noch nicht gefunden [232, 238].

Untersuchungen des Hydrogenase-Systems von Desulfovibrio gigas deuten an, daB anch
andere Modelle zur Erklamng des Wasserstoffmetabolisll1US nnd del' Enel·giekonservie
ruug denl,bar sind. Diesel' Stamm besitzt vermutlich auschlieBlich eine periplasmatische
[NiFe] Hydrogenase, die fiir aile Aspekte des Wasserstoffmetabolismus verantwortlich
sein mnB [138J Desulfovibrio gigas unterscheidet sich von andereu Stammen, die meh
rere Hydrogenasen besitzen, durch die Unfahigkeit, Laktat iiber den "interspecies hy
drogen transfer" odeI' Pyruvat in Abwesenheit von Sulfat zu fermentieren [138] Wachst
diesel' Stamm in Laktat-Sulfat-Medium, zeigt er keine Produktion von Wasserstoff im
Gegensatz zn anderen Desulfovibrio-Stammen, wie z. B. Desulfovibrio vulgaris odeI'
Desulfovibrio fructosouorans [72] Damus wurde gefolgert, daB die [NiFe] Hydrogenase
flil· die Wasserstolfoxidation verantwortlich ist nnd die Produktion von Wasserstoif aus
organischen Su bstraten nieht katalysiert [138]

1.5 Strategie

Bislang wurde mit molekularbiologischen Methoden im wesentlichen die Diversitat von
Bakterien in ihren natlirlichen Lebensgemeinschaften untersucht. Del' Aspekt del' mi
krobiellen Akt.ivitat wurde dabei wenig beriicksicht.igt. Die zentrale Frage del' vor
liegenden Arbeit war: Welche del' vorhandenen Bakterienpapulatioueu siud in einer
mikrobiellen Lehensgemeinschaft aktiv? 1st eiue Beantwartung diesel' Frage mit mole
kularbiologischen Methoden moglich? Und kounen so Riickschliisse auf die Besetzung
okologischer Nischen c1urch bestimmte Bakterienpapulat.ionen gezogen werden? Diese
Fragen soli ten am Beispiel del' snlfatreduzierenden Bakterien uutersucht werden. Basie
rend auf dem [NiF'e] Hydrogenase-Gen sollte ein Nachweissystem flir Desulfovibrio spp.
eutwickelt werden, das eille Unterscheidung und im Idealfall sogar die Identifizierung
del' Bakterienstamme diesel' Gattung erlaubt. Ais MaS fiir die Aktivitat einzelner Bak
terienstamme sallt.e die Expression des Gens in natlirlichen POj)lllationen jiber den
Nachweis del' [NiFeJ Hydrogenase-mRNA bestimmt werden. Aus folgenden Grlinden
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wurde das [NiFe] Hydrogenase-Gen als Markergen ausgewahlt:

19

• [NiFe] Hydrogenasell sind Schliisselenzyme fiir den Stoffwechsel von sulfatreduzie
renden Bakterien und deren okologische Bedeutung.

• [NiFeJ Hydrogenasen sind in allen bisher untersuchten Desvlfovib7'io spp. vorhan
den.

• [NiFe] Hydrogenase-Gene von drei verschiedenen Desvlfovib7'io spp. waren bereits
sequenziert.

Sulfatreduzierende Bakterien haben eine groBe okologische Bedeutuug in anaeroben Ha
bitaten und sind durch vielfaltige physiologische Leistungen gekennzeichnet, die sich
auch innerhalb del' Gattung Desulfovib7'io wiederfinden. Es sollte untersucht werden,
ob eine spezielle Anpassung del' Stamme diesel' Gattung an bestimmte Umweltbedin
gungen durch den Vergleich del' vorhandenen mit den aktiven Bakterienpopulationen
in einer mikrobiellen Gemeinschaft abies bar ist.

In Abbildung 1.3 ist die generelle molekularbiologische Herangehensweise als Pliel3sche
ma dargestellt. Sie stimmt im wesent.lichen ii berein mit anderen molekularbiologischen
Herangehensweisen, die zu I' Untersuchung mikrobieller LebensgemeiJlschaften basie
rend auf 16S rR A-Sequenzen vorgeschlagen und durchgefiihrt wurdeu [51, 133, 134,
135, 136, 137, 177, 212, 214]. eu ist die Einbeziehung del' mR A-Ebene in I":ombina
tion mit del' Aufschliisseillng lInterschiedlicher mR A-Sequenzen. Dies hat den Zweck,
die metabolische Aktivitat einzelner Organismentypen aufzuzeigen (RNA-Ebene) und
diese im Zusammenhang mit den vorhaudenen Organismpntypen zu betrachten (D A
Ebene). Del' Nachweis del' vorhandenen Bakterienpopnlationen zpigt dabei auf, welches
Potential die mikrobielle Lebensgemeinschaft besitzt, die Bestimmung del' aktiven lVIit
glieder diesel' Population zeigt an, wie dieses Potential zu einem bestimmten Zeitpunkt
genutzt wird.

1m eillzelnen werden die folgenden Schritte durchgefiihrt: Aus einer Umweltprobe wer
den die Nukleinsauren extrahiert. Durell den enzymatischen Abball mit RNase odeI'
DNase wird daraus DNA bzw. RNA prapariert. DNA wird als Ausgangsmaterial ver
wendel., um die vorhandenen Bakterien aufzuzeigen; RNA, um die metabolisrh aktiven
Bakterien zu ermitteln Aus DNA-Pra.parationen werden spezifische DNA-Fragmente
mit Hilfe del' Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert, z. B. el1bakterielle 16S
rRNA-codierende Genfragmente odeI' [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente sllifatreduzie
render Bakterien. Das daraus resultierende Gemisch von PCR-Produkten ist dadurch
gekennzeichnet, daB die DNA-Fragmente in del' Regel gleich lang sind, da sie von
hOlllologen Genen stammen. Sie variieren abel' in del' Sequenz, da sie von verschie
den en Organismentypen stammen. Die Identitat del' PCR-Produl;te kann an diesel'
Stelle dnrch Hybridisiernngen mit spezifischen Gensonden festgestellt werden. Eine
weitergehende Charakterisiernng del' amplifizierten DNA-Fragmente setzt eine Verein
zelung del' unterschiedlichen D A-Pragmente vorans. Dies kann durch Klonierung er
folgen odeI' durch spezielle Gelelektrophoresen, die die Allftrennung gleichlanger, abel'
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Mikrobengemeinschaft

Umweltprobe

I
Extraktion

~
Nukleinsauren

Diversitat - DNA RNA - Aktivitat
I I

PCR RT-PCR

t ~
amplifizierte DNA-Fragmente

I
DGGE

~
Elektrophoresemuster

I
Sequenzanalyse

~
Sequenzdaten

I

Identitat

Abbilclung 1.3: Flieflscbema zur Untersucbung mikrobieller LebensgemeinschaJten in
Umweltproben mit l1lolekularbiologischen Methoden (Erklarung iIll Text)
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in del' Nukleotidsequenz variierender DNA-Fragmente erlauben, z. B. die d'€naturie
rende Gradientengelelektrophorese (DGGE) [52J. In del' Nukleotidsequenz va.riierende
DN A-Fragmente besitzen unterschiedliche Sehmelzverhalten, was clazu fiihrt, darJ sie
unterschiedlich in einem Acrylamidgel wandern, das einen linearen Gradienten an de
naturierenden Agentien enthiilt. Muyzer et a!. [133, 134] fiihrten diese Metho de in die
mikrobielle Okologie ein. Die DGGE Analyse del' PCR-Produkte einer mikrobiellen Le
bensgemeinsehaft resultiert in einell1 Bandenmuster, das die genetische Divel-sitiit des
untersuchten Gens und dall1it del' zugehorigen Organismen visualisiert. Hybri disierun
gen mit spezifischen Gensonclell konnen bestimmte Organismen in dem Bandenllluster
allfzeigen. Distinkte Banden konnen aus clem Gel ausgesehnitten, die DNA eluiert,
reamplifiziert unci anschlieBend clirekt sequenziert werden. Die so erhaltenen Nukleo
tidsequenzen werden mit den bekannten Sequenzen, die in Datenbanken hinterLegt sind,
verglichen. Dadurch ist ill1 Iclealfall eine Identifizierllng del' Nuldeotidsequenzen und des
zugehorigen Organismentyps moglieh. Finden sieh keine identisehen Sequenzell, konnen
die Verwandtsehaftsbeziehungen del' Organislllen durch Ahnlichkeiten ihrer Sequenzen
zu homologen Sequenzen anderer Organismen ermittelt werden. Eine nahez u identi
sehe Abfolge von versehiedenen moleklilarbiologischen Methoden ist fiir die Analyse
von RNA-Sequenzen erforderlieh Die Amplifikation von RNA-Sequenzen kann aller
dings nieht direkt erfolgen: In einem enzymatisehen Sehritt wird mittels Reverser Tran
skriptase die RNA zuniichst in eDNA umgeschrieben; spezifische Nukleotidsequenzen
werden dann aus del' eDNA mit Hilfe del' PCR all1plifiziert (RT-PCR) unci wie oben
besehrieben analysiert.

Del' Vergleieh del' DGGE-Muster von PCR-Produkten aus DNA und (m)RNA einer
Bakteriengellleinschaft visualisiert die vorhandenen bzw. clie aktiven Mitglieder del'
Gemeinschaft. Die anschlieBende Sequenzanalyse ermoglicht die Identifizierung unci
J<lassifizierllng del' jeweiligen Organismen. Diese Herangehensweise verbilldet die Un
tersuchungen zur Diversitiit (Stl'llktur) und Aktivitiit (Funktion) natiirlicher Bakteri
enpopulationen.
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Kapitel2

Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Gase

Handelsiibliche Chemikalien mit dem Reinheitsgrad "ZLtr Analyse" bzw. "reinst" wur
den von den Firmen Aldrich (Steinheim), Fluka (Buchs, Sch weiz), Merck (Darmstadt),
Riedel de Haen (Seelze), Serva (Heidelberg) und Sigma (Miinchen) bezogen. Speziel
Ie Chemikalien fiir molekularbiologische Arbeiten stalllmten von Bio-Rad (Miinchen),
Biozym (Hameln), Boehringer (Mannheim), FMC (iiber Biozylll, I-Iameln), Pharmacia
(Freibnrg), Quiagen (Hilden), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Miinchen).
Oligonukleotide wurden bei del' Firma Biometra (Giittingen) im Anftrag synthetisiert.
Die Taq DNA-Polymerase Super Taq lieferte die Firma HT Biotechnology LTD (Cam
bridge, UK), die Reverse Transkriptase M-J'vILV RNase H JvIinus Reverse 7\-allskriptase
die Firma Promega (libel' Serva, Heidelberg). DNase, RNasefrei und RNase, DNase
frei stammten von Boehringer (Mannheim), die zur Sequenzierung verwendeteten Re
agentien von USB (Bad Homburg), das Chemilumineszenssuhstrat CSPD von Tropix
(iiber Serva, Heidelberg) und del' DNA-Ligand Bisbenzilllid-PEG von Hanse Analy
tik (Bremen) Radioaktives dCTP wurde von del' Firma Amersham (Braullschweig)
bezogen, ebenso wie die Riintgenfilme. Spezielle Filter stammten von del' Firma MiI
lipore (Eschborn). Die verwendeteten Gase wurden von del' Firma Messer-Griesheim
(Osterholz-Scharmbeck) bezogen. In del' Regel wurden aile Liisungen mit MilliQ- Wasser
hergestellt.

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 BakteriensUimme und Kulturbedingungen

Die in diesel' Arbeit verwendeten Balderienreinkulturen sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt.
Sie wurden falls nicht andel's angegeben von del' Deutschen Sammlung VOIl Mikroor
ganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig (DSM) bezogen.

23
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Tabelle 2,1: Verwendete Bakterienst.iimme

Bakterienstallllll

Desulfouib,'io bacnlatus
Desulfo"ib,'io desnlfuricuns
Desulfouib,'io desalfuricans
Desulfouibrio desulfuricans
Desalfauibria gigas
Desu Ifo vibrio lonyas
Desulfouibrio sale,>:iyeus
Desulfouibrio sILlfodismntans
Des 1I,lfovibrio vulga.ris
Des'alfovibrio uulgaris

DesnlfoarculILs baarsii
Desalfobacter carua,tas
Desulfabacter latus
Desulfobactel' liDstgatei
Desulfobacterium aatot,'ophicum
Desnlfobaete,'ium vacaolatam
Desulfobotulus sapouomns
Desalfobalbus sp,
Desulfococcus "",ltiuorans
Desalfosarcinauariabilis
DesulfatomacILlum o,'ientis

LTI\4
PIB:l

Alcaligenes eatroph'lIs H16
Bacillus cereas
Bacillus sp,
Escherichia coli
Leptothri,>: discophom
Pal'(l.COCCUS denitrificans
Pseudomonas facilis
Pseudomonas stutzeri ZoBel I
Rhodocyclus gelatinosus
Rhodobacter caps ulat us
Rhodopseudomonas paillstris
Xanthobacter aatotrophicas

Quelle

DSM :l555"
DSM 19:16"
DSM 1924b

Vosjan
DSM 1382b

DSM 6739"
DSM :l638"
DSM 3696
DSIVI 1744"
DSIVI 644b

DSlVI 2075"
DSIVI 3379d

DSIVI 3381 d

DSIVI :l553d

DSlVI 3382'
DSM 3385'
DSM 2055c

DSM :l058!
DS!"! :l059
DSM 2060
DSM 765

fsaksen
Cohen

Friedrich
Thauer
de Vrind
Goosens
Ghiorsi
DSM 1404
DSM 649
ZlIlllft
DSM 1709
DSlVI1710

DSl"I 1:l3
DSM 432

Anzuchtbedingllngen:

aSalzwassermediuI11 1 ~o mfvl Laktat
bStifhvassermediulll, 20 111M Laktat
cSiifhvassermediuIl1 1 5 miVI Buttersaure, 2,5 mNI Capronat, 2,5 111M Caprylat
dSalzwassermediuJ1l, 30 mlVl Acetal
"Salzwassermedium,20 mIvI Malat
fSalzwassermedium, 20 111M Propionat
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Die Anzucht von sulfatreduzierenden Bakterien erfolgte unter anaeroben Bedingungen

wie bei Widdel und Bak [251] beschrieben.

a) Grundmeclien fiir sulfatreduzierende Bakteriell

SiiBwassermedlulll Salzwassermedillm

[gil] [gil]
NaCl

MgCb ·6 H 2 0

CaClz ·2HzO

Na2S04

NH"CI

I<H 2PO"
I(CI

1,0
0,4

0,1

4,0

0,25

0,2
0,5

20,0

3,0

0,15

4,0

0,25

0,2
0,5

b) Zusammensetzung der Stammliisungen

Spurenelementlosung [gil]:
Naz-EDTA 5,~

FpSO" . 7 H2 0 2,1
CoClz . 6 HzO 0,19
ZnSO" . 7 HzO 0,144
MnCI 2 . 4 H2 0 0,1
H 3B03 0,03
NiClz . 6 H2 0 0,024
CuCI 2 . 2 H2 0 0,002
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf pH 6 eingestellt. Die Losung wurde autoklaviert
und aliquotiert.

Vi tamingemisch:
4- Aminobenzoesaure
D(+)-Biotin
Nicotinsiiure
Ca-D(+)-Panthotenat
Pyridoxin· 2 HCI
10 mM NaH 2PO", pH 1,1

Thiaminlosung:
Thiamin· 2 HCI
25 mM NaH2PO", pH 3,4

4 mg
1 mg

10 mg
5 mg

15 mg
100 ml

10 mg
100 ml

Vitamin-B1 2-Losung:
Cyanocobalamin 5 mg
H 2 0 100 ml
Die Vitaminlosungen wurden sterilfiltriert (0,2 pm Porengrii5e) und aliquotiert.
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Natri umbicarbonatlosLlng·
NaT-lC00 84 gil
Die Natriumbicarbonatl;;sung wurde mit CO 2 gesiittigt, in Portionen zu 30 ml auf
SerumAaschcn verteilt Lind lmter CO2-Atmosphii.re autoklaviert.

Natri L1msulfidli:isLlng:
Na2S . 9 H2 0 24 gil
VOl' del' Herstellung del' Natriulllsuifidli:isung wurden die Natriumsulfidkristalle
Illit H20 gewa,schen, Lim OxidationsprodLikte zu entfernen. Die Kristalle wLirden
unter N2-Atlllosphiire in Wasser gelost, in Portionen zu 15 ml auf SerumAaschen
vertedt Lind unter N2-Atmosphiire autoklaviert.

Organische Substrate:
50% (5,7 M) Natriumlaktatli:isung
2 M NatriLimacetat, pH 7,2
2 M Malat, pH 7,5
2 1\1 Propionat, pH 8
2 M ButtersiiLlre, pH 7,5
1 1\1 Capronat, pH 7,5
0,5 M Caprylilt, pH 7,5
Salze del' CarbonsiiLlren wLirden als Stammli:isungen aus den freien Siiuren und
NaOH hergestellt und del' pH- Wert eingestellt. Die Li:isungen wurclen autoklaviert.

Die hitzestabden Salze der Grundmedien wLirden in Wasser geliist uncl in einem Spezial

kolben mit BegasungsaLifsatz [248] autoklaviert. Ais Recloxinclikator wurcle clem Me

clium 0,25 ml Resazurin [1 mg/mlJ pro Liter vor clem ALitoklavieren zugegeben. Nach
clem Abkiiblen des Mediums unter N2/C02-Atmosphare [90/10 (v/v)J wurden folgende
Zusatze pro Liter Medium aus sterilen Aliquots zugesetzt.

Spurenelementliisung
Vitamingemisch
Thiaminliisung
Vitamin-B 12-LbslIlllj

N atriumbicarbona,tlosLlllg

NiltriLimsulfidkisung

1 III 1
Lilli
] ml
1 ml

30 ml
L5 ml

Der pH-Wert des Mediums sollte bei 7,0 bis7,3 liegen und wurde gegebenenfalls mit

1 M H2 S04 odeI' 1 Iv! Na2C03 eingestellt. Mit schwachem Uberdruck an N2/C02
[90 /10 (1'/ v)J lVurde das fertige Medi um ill del' Regel luftblasenfrei auf 50 ml-Sch rau bver

scbluBflascheu verteilt. [~ulturgefaBe mit Gasraum wurclel1 mit NdC02 [90/10 (1'/1')]
nach der Hungate-Technik [18J begast undmit Gummistopfen oder Septen verschlossen.

Organische Substrate wurclen als Stammliisungen angesetzt \lucl dem Gruudmeclium
in entsprechender J~onzentration (Tabelle 2.1) zugegeben. Unlllittelbar vor Gebrauch

wurcle dem Medium €twas steriles Natriumdithionit zugesetzt.

Die AnzLlcht von Desuljovibl'io-Stammen mit Wasserstofl' erfolgte in Grundmedillm,

dem als Kohlenstoffquelle Acetat in einer Endkonzentration von 2 mM zllgesetzt nnd

das mit H2/CO? [80/20 (v/v)J nach del' Hnngate-Technik steril begast wurde. Der
Gasrallm entsprach dabei mindestens einem Drittel des Voillmens des KulturgefaBes.
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Die sulfat.reduzierenden Bakt.erien wurden bei 28-30°C im DUllkeln angezogen. St.amm
kult.uren wurden in 50 ml-Flaschchen oime Gasraum im Kiihlschrank bei 4°C gehalt.en.
Zur Reinheit.skont.rolle wurclen clie Kult.uren im Phasenkont.rast.mikroskop bei 400
facher Vergriil3erung auf einheit.liche Zellmorphologie iiberpriift..

Die verwenclet.en phot.ot.rophen Organismen Rhodobacter capsu.latus, Rhodocyclus gela.
tinosus unci Rhodopseudomonas palustris wlll'clen freuncllicherweise von Dr. Armin Eh
renreich zur Verfligung gest.ellt., clie aero ben Bakt.erienst.amme Alcaligenes eutmphus,
Pseudomonas faciiis, Xanthobacter autotrophicus, Paracoccus denitrifica.ns, Pseudo
monas stutzeri unci Bacillus cereus von Dr. Sabine Lechner (Max-Planck-Institut. fiir
Terrestrische Mikrobiologie, Marburg), die St.amme Escherichia coli, Bacilius sp. unci
Leptothri.T discophom von Dr. Gerarcl Mllyzer unci clie sl1lfa.t.reclllzierellclen Bakt.eri
enst.amme PIB2 und LTK4 von Dr. Anclreas Teske, Desulfotomacu.lurn orientis, Desul
fosarcina uariabilis uucl De.wlfococcus mu.ltiuomns von Dr. Rolf Lilleb<ek, Desu.lfouibrio
sulfodisnwtans von Kirst.en Habicht.

2.2.2 Wachstumsversuche

Fiir Wachst.umsversuche mit. sulfat.recluzierellclen Bakt.erien wllrcle ein grol3es Volumen
IVleclium mit. 1-5% (v/v) einer Vorkult.ur beimpft.. 10 bzw. 50 ml clavon wurclen auf Kul
t.urgefal3e verteilt., um clie Probennahme zu verschiedenen Zeitpunkt.en zu erleichtern.
Die Kult.uren wurden bei 28°C inkubiert..

Das Wachstum del' Bakt.erien wurcle als Zunahme cler Absorpt.ion gegen unbeimpftes
Nahrmedium bestimmt. Die Messung wurde entwecler direkt in Hungat.e-Riihrchen oder
in Kunst.stoflkiivett.en bei 660 nm durchgefiihrt..

PBS
1,44 g Na21-1 POj
0,24 g KH2P0 4

0,8 g NaC!
0,2 g KCI ad 1000 ml H20
Del' pH- Wert wurde mit HCI auf 7,4 eingestellt

Die Zellzahl von Bakt.eripnkult.uren wurde mittels DAPI-Farbung [156] ent.sprechend
clem folgenden Prot.okoll best.immt.. Die Zellen wurden mit. 0,3 Vol. 4% (w/v) Paraform
aldehyd in PBSfixiert und bis zur weiteren Verwenclung bei 4°C gelagert. 50-300 ,ti
del' fixiert.en Zellen wurden in 5 ml PBS, 0,1% (v/v) Trit.on X-100 verdiinnt. und 3 x
5 Sekunden mit. Ultraschall behandelt.. Eine clefiniert.e Menge del' Probe wurde mit.
600 pi DAPI-Liisung [1 mg/100 ml SSe] fiir 5 Minut.en inkubiert.. Dlll'ch Anlegen
eines schwachen Vakuums wurde die Liisung auf schwarze Isopore Filt.er (Millipore
GTBP 02500, 0,2 pm Porengriil3e) abfiltriert.. Del' Filt.er wurde auf einen Objekttrager
libert.ragen, mit. einem Tropfen Immersionsiil versehen, und das Deckglaschen aufgelegt..
Innerhalb von 24 St.unden wurden die Zellen auf dem Filter im Fluoreszenzmikroskop
bei 100-facher Vergriil3erung ausgezahlt..
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2.2.3 Anl'eichel'ung uud Isolienmg von Baktel'ien

Anreicherungen von sulfatreduzierenden Bakterien wurden in 50 ml SiiBwassermedium
mit verschiedenen Kohlenstofl'quellen und Elektronendonatoren (ohne, 20 mM Propio
nat, 20 mM Acetat, 20 mM Laktat, 10 mM Formiat/2 mM Acetat, Wasserstoflj2 lllM
Acetat) angesetzt. Ais Inokulum diente ca. 5% (v/v) Schlamm aus einelll lllethano
genen Bioreaktor (TU Delft, Holland). Nachdem Sulfidproduktion stattfand, wurde
2-10% (v/v) del' Anreicberung in frisches Medium libertragen. Nach 4 Passagen wurde
die Isolierung von Reinkulturen in Agarverdiinnungsreiben [251] dnrchgefiihlt.

Del' Agar wurde zunacbst folgendermaBen vorbereitet: 3,3 g Agar wurden in etwa 3001111
Wasser 15 Minuten geriihrt und del' Oberstand nach anschlieBender Sedimeutation
verworfen. Diesel' Vorgang wUl·de fiinfmal wiederbolt und del' Agarbodensatz in 100 Illi
Wasser aufgenommen. Del' Agar wurde in einem siedenden Wasserbad geschmolzenund
in Portionen zu 3 ml auf Reagenzgla.ser verteilt, die verschlossen mit Aluminiumkappen
autoklaviert wurden. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Zm Herstellung von Agarverdiinnungsreihen wurde del' Agar erneut im siedenden
Wasserbad geschmolzen und in einem 40°C Wasserbad fllissig gehalten. Nach Zuga
be von 6 III I vorgewarl11tem Medium wurden die Aluminiumkappen del' Reagenzglaser
durch Butylstopfen ersetzt. Das erste Agarriihrchen wurde mit etwa 100 ~d Anreicbe
rungskultlll' beimpft, mit dem Stopfen verschlossen und einmal umgeschwenkt. Ein Idei
nes Volumen dieses Ansatzes wurde ill das nachste Riihrchen gegeben, ulllgeschwenkt
und ein kleines Volumeu in das folgende Riihrchen iiberfiihrt. In diesel' Weise wurde
fortgefahren bis eine Reihe von 6 Riihrchen komplett war. Die beimpften Agarriihrchen
wurden in einem Eiswasserbad abgekiihlt, mit N2/C0 2 [90/10 (v Iv)] bzw. mit H2 /C02

[80/20 (v/vl] begast und umgedreht bei 28°C inknbiert. Einzelne Bakterienkolonien
wurden dann mit einer ausgezogenen Pasteurpipette, mit del' etwas Medium aufgenom
meu wurcle, aus clem Agal' angesaugt unci in 10 ml friscbes Medium iiberfiihrt.

2.3 Molekularbiologische Methoden

Puffel', Liisungen und lInstel·ile GefaBe wurden hir das Arbeiten mit Nukleinsauren VOl'

del' Verwendung 20 Minuten bei 121°C autoklaviert, Ulll eventuell vorhalldene Nuklea
sen zu inbibieren. Bei Liisllugslllittein odeI' Liisungen, die mit organischen Liisungsmit
teln angesetzt wurclen, war eine Vorbehandlung nicht notwendig.

2.3.1 Isoliel'ung von Nukleinsaul'en

2.3.1.1 Pdipal'ation baktel'iellel' Gesamt-DNA

Die Praparatioll bakterieller Gesamt-DNA erfolgte nach Marmur [125] mit einigell Mo
clifikationen.
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TE-Puffer:
10 mM Tris-HCI, pH 8
1 mM EDTA

29

10-50 ml einer Bakterienkultur wurcle in einer Tischzentrifuge 15 Minuten bei 5000 rpm
pelletiert, kurz in 15-25 milO mM Tris-HCI, pH 8 gewaschen unci erneut zentrifugiert.
Das Pellet wurcle in 1 ml TE, pH 8 resupencliert. Die Z~IIJysp. erfolgte clurch Zuga
be von 2 pi 0,5 M EDTA, pH 8 unci 50 ~t1 Lysozym [10 mg/ml in 10 mM Tris-HCI,
pH 8J unci 30 Minuten lnkubation bei 37°C. Dann wurclen 25 pi 10% (w Iv) SDS
unci 50 pi Proteinase I( [20 mg/ml in TE, pH 8] hinzugefiigt unci clie Losung 2 Stun
clen bei 55°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 Vol. Phenol (Roth) wurclen clie Phasen
5 Minuten gemischt unci anschlieflencl 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Diesel'
Extraktionsschritt wurcle mit cler waflrigen Oberphase unci 1 Vol. PhenoJ-Chlorform
lsoamylalkohol (2524:1) zweimal wieclerholt. Die Nukleinsauren wurden mit 0,1 Vol.
3 M Natriumacetat, pH 5,5 und 2,5 Vol. eiskaltem Ethanol bei -20°C iiber Nacht ocler
bei -80°C fiir mindestens 30 Minuten aus del' waflrigen Phase gefi:illt, 30 Minnten bei
13000 rpm abzeutrifngiert, mit 70% (v Iv) Ethanol gewaschen, ernent 15 Minuten zen
trifugiert unci 15 Millutell unter Vakuum getrockllet. Anschlieflencl wurcle clas Pellet
in einem kleinen Volumen TE, pH 8 aufgenommen. RNA wurde gegebenenfalls durch
30 Minuten lnkubation mit. 0,5 ~tg RNase pro pg RNA entfernt..

Eille anclere, sehr schnelle DNA-Extraktionsmethode ist clas sogenannte "freeze-thaw
ing". Die Zellen wurden geerntet., mit 10 mM Tris-HCI, pH 8 gewaschen unci in 100 pI
Wasser resuspendiert. Dann folgten 5 Zyklen mit jeweils 1 Minute Jnkubation bei
40°C und 1 Minute Jnku bation in fiiissigem Stickstoff. Das Zelllysat wurcle 10 Mi
nuten bei 10000 rpm zentrifugiert. Del' Uberstand, del' die DNA enthalt, wurde in cler
PCR verwendet.

2.3.1.2 Pdiparation bakterieller Gesamt-RNA

Die Praparation bakterieller Gesamt.-RNA erfolgte im wesentlichell nach Oeimiiller et
al. [143], wobei die Volumina del' verwendeten Losungen auf l~ulturen von sulfatreclu
zierenden Bakt.erien angepaflt wurden.

20 x SSC:
3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat., pH 7

AE-Puffer:
20 mM Natriumacetat, pH 5,5
1 mM EDTA

10 x DNase-Pufrer:
400 mlVI Tris-HCI, pH 7,5
60 mM MgCI 2

20 mM CaCI 2
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Bakterien einer 50 1111 (10 ml) Kultur wurelen elurcb 15 Minuten Zentrifugation bei
4·C unel 4500 rpm gerntet und in 4 IIII (Iml) SSC resuspendiert. Je 1 ml wurele auf Ep
penelorfgefaBe verteilt unel 5 Minuten bei 4·C unel 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurele in f1iissigem Stickstoff eingefroren unel bei -20·C bis zur weiteren Bearbeitung
gelagert. Die eingefrorenen Zellen wurelen elann in 500 {d AE-Puffer aufgenommen.

acb Zugabe von 1 illl 60·C heiBem Pheno!-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) unel
10 {d 25% (wlv) SDS erfolgte elie Inkubation unter Schiitteln fiir 10 Minuten bei 60·C.
Die Losung wurcle im Eisbael abgekiihlt unel 5 Minuten bei 4·C unel 13000 rpm zentri
fugiert. Die waBrige Oberphase wurele abgenommen, 62,5 {112M Natriumacetat, pH 5,2
llnel 1 ml Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol zugegeben. Die Losung wurele 5 Minuten
gemischt unel zur Phasentrennung 5 Minuten bei 4·C unel 13000 rpm zelltrifugiert. Die
waBrige Phase wurde noch einmal mit 1 m! Phenol-Cbloroform-lsoal11ylalkohol extr'a
biert und anscblieBend mit 1250 {d Ethanol bei -80·C 30 Minuten gefallt. Die RNA
wurde elurch 30 Minuten Zentrifugation bei 13000 rpm seelimentiert, das Pellet mit
500 {d ,0% (vI v) Ethanol gewaschen, 10 Minuten zentrifugiert u nel 15 Minuten unter
VakUUI11 getrocknet. Nun wurde die RNA entweder in einem kleinen Volumen Was
ser odeI' zur Entfernung eler DNA direkt in 100 pi DNase-Puffer aufgenolllmen. ach
Zngabe von 4 {t! D ase [10 UIpi 1wurele eler Ansatz bei 37·C etwa 40 J'Vlinuten inku
biert. Um das Enzym zu inaktivieren, wurden 250 pi Wasser, 50 It! 2 M Natriumacetat,
pH 5,2 unel400 pi Pbenol-Chloroform-lsoamylalkobol hinzugefiigt, 5 Miuuten gemischt
und 5 Minuten zentrifngiert. Die RNA wurele aus del' waBrigen Phase mit 1 lUI eiskal
tem Ethanol bei -20·C iiber Nacbt gefallt, 30 Minuten zentrifugiert, das Pellet mit
500 pi 70% (v Iv) Etbanol gewaschen, zentrifugiert, getrocknet unci in 20-40 Id Wasser
anfgenommen. RNA-Praparationen wurelen bei -20·C gelagert.

2.3.1.3 Pl'apal'at.ion von DNA alls Agarosegelen

f'iir elie Praparation von D A aus Agarosegelen sind verschiedene Methoden beschrie
ben worden. In diesel' Arbeit wurden D A Purification Kits bzw. Gel Extraction Kits
verschieelener Hersteller verwenelet (Gelase-System, Biozym; Spinbind nits, FIVrC;
Quiaex II, Quiagen; Qniaquick, Quiagen). Die D A wurele in einem horizontalen TBE
Agarosegel aufgetrennt und mit EtbidiumLromiel gefarbt. Unter UV-Licbt wurde die zu
isolier'enele D A-Bande mit einel11 Skalpell ausgescbnitten. 1m Prinzip wurele elas Aga
rosestlickchen dann aufge]ost, unel die DNA entweder' elurch Filtration auf eine Mel11
bran oeler dil'ekt an Par'tikel gebllllden. Entspr'echend den Anweisungen del' Hersteller
wurde die DNA mit cineI' Ethanollosung gewaschen unel mit einem kleinen Volumen
Wasser odeI' TE-Puffer, pH 8 eluiert.

Ais schnellste Methode sei hier nul' del' Quiaquick I{it beschrieben. Das Gelstiickchen
wurele gewogen, mit 3 Yof. Pulfer QXl vermischt unci 10 Minuten bei 50·C inkubiert.
Die Losnng wurde in eine Quiaqllick spin column gegeben, die in einem 2 ml-Reaktions
gefaB placiert wurde, und 60 Sekunden bei maximaler Umelrehungszahl zentrifugiert.
Die Losung wurde verworfen, und die Quiaquick spin column mit 750 {t1 Puffer PE
beladen, 5 Minllten stehen gelassen und 60 Sekunden zentrifugiert. Del' Pnffer wur
de verworfen nnd die spin column llochmals 60 Sekunelen zentrifllgiert. Das 2 ml-
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Reaktionsgefiif3 wurde durch ein sauberes 1,5 ml-Reaktionsgefiif3 ersetzt, uud die DNA
durch Zugabe von 30-50 ~t1 Wasser und 60 Sekunden Zentrifugation eluierL

Eine weitere Moglichkeit bietet die Verwendung der Biometra E91 Elektrophorese
Einheit wie bei Muyzer et al. [137] beschrieben. Dabei kann die Auftrennung von
DNA wiihrend des Gellaufs beobachtet werden. Es wurden horizontale 2% (w/v) TBE
Agarosegele gegossen, die Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 /1g/ml ent
hielten, wobei etwa 3 em unterhalb der Probenauftragstasche eine weitere Geltasehe
lag. Del' Laufpuffer enthielt ebenfalls Ethidiumbromid. Befand sich die DNA iu del'
zweiten Geltasche, wurde sie mit einer Pipette abgesogen, mit 0,1 Vol. 51\11 NaCI und
2,5 Vol. Ethanol gefiillt, mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, und in einem kleinen Vo
lumen Wasser aufgenommen.

2.3.1.4 Praparation von DNA aus ACl'ylamidgelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Acrylamidgelen erfolgte wie bei Muyzer et
al. [137J beschrieben. N,N'-bis-Acrylylcystamin (BAC) wurde verwendet, lltn "Iosbare"
Aerylamidgele herzustellen. Unter UV-Lieht wurden die zu isolierenden DNA-Banden
mit einem Skalpell ausgeschnitten oder mit Hilfe einer abgeschnittenen Pasteurpipette
Teile del' Bande aus dem Gel gestanzt, falls dieses noch fur Hybridisierungsexperimente
verwendet werden sollte. Die DNA wurde durch Inkubation bei 37°C iiber Nacht in 50
100 /11 2-Mercaptoethanol aus dem Gelstliek eluiert, mit 0,1 Vol. 3 M Natriurnacetat,
pH 5,5 odeI' 5 M NaCI und 2,5 Vol. Ethanol gefiillt, mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen
und in 50-100 pi Wasser aufgenommen. 1-2 pi dieser DNA-Lasung wurden fiir die
enzymatische Reamplifikation in del' PCR (Endvolumen 50 ~II) eingesetzt.

2.3.1.5 Quantifizierung von Nukleinsauren

Eine verdiinnte Probe del' isolierten Nukleinsauren wurde in Quarzkiivetten von 1 em
Sehichtdicke gegen einen Blind wert photometrisch vennessen. Aus dem Spektrurn (220
340 nm) konnte sowohl die Konzentration als aueh die Reinheit del' Nukleinsiiuren
abgeleitet werden [186].

Eine Absorption von 1 bei 260 nm entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml
und einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml. Aus dem Quotienten von Absorptions
werten bestimmter Wellenliingen kann die Reinheit del' Nukleinsiiuren bestimmt wer
den. Die Werte fiir relativ reine Nukleinsiiurepriiparationen sind: A260 / A280 =1,8-2 und
A260 / A230 :::::2,25

Die Quantifizierung von geringen Mengen an Nukleinsiiuren, z. B. aus Gelen eluierte
DNA, erfolgte iiber die Auftrennung in Agarosegelen und anschlieBende Ethiclium
bromidfiirbung. Dabei wurde die Konzentration anhand del' Farbintensitiit durch den
Vergleich mit einem DNA-Standard bekaunter I(onzentration abgeschiitzt.
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2.3.2 Enzymatische Amplifikation von NukleillSaUl'en

2.3.2.1 DNA: Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymel'ase Chain Reaction (PCR) ermiiglicht, spezifische DNA-Fragmente aus

einem Nukleinsamegemisch zu amplifizieren; das Fragment wird dabei durch zwei so
genannte Primer (Oligonukleotide) definiert [185]. Die R.eaktion wurde in einem Techne
PHC-3 Temperature Cycler d urchgefiihrt.

10 x PCR-Pulfer
100 111M Tris-HCI, pH 9
15 mM MgCI 2

500 mM KCI
0,1% (w/v) Gelatine
1% (vlv) Triton X-IOO

c1NTP-Liisllng:
2,5 111M dATP
2,5 m!V! c1TTP
2,5 111M c1CTP
2,5 111M c1GTP

Primer:
50 pl11ol/,d in Wasser

Taq Polymerase:
0,5 U/pl

Die Amplifikation von DNA rand in folgendem Reaktionsgemisch statt, wobei das Re
aktionsvolull1en in der Regel 50 ,d betrLlg:

1 x PCR-Puffer
200 ,1M jecles c1NTPs
25 plllol uforwaret ll

- Primer

25 pmol ureversell- Primer
0,5 U Super Taq DNA-P,jlymerase
DNA

10-100 ng DNA (bei Ul11weltproben bis zu 1 pg DNA) oder 1~5 ,d Zelilysat wurden
mit den PCR-Reagentien vermischt und mit 1-2 Tropren Mineraliil iiberschichtet. Dann

wurde das jeweilige PCR-Programm gestartet. Ein PCR-Zyklus besteht grunelsatzlich
aus 3 Schritten: Denatnrieruug (1 Minute bei 94~95 'C), Annealing (1 Minute bei der
eutsprechenden Temperatur, abhangig vom Primerpaar) und Elongation (3 Minuten bei
72 'C). In del' Regel wnrelen 30 PCR.-Zyklen elurchgefiihrt. Um die Bildung von unspezi
fischen Nebenprodukten zu minimieren, wmele die Taq Polymerase nach dem ersten De
natnrierungsschritt (5 Minuten, 94-95 'C) bei einer Temperatur von 80 'C zugegeben
(Hot start). Eine sogenannte "tonchdown"-PCR [46J wurde dllrchgefiihrt, um gegebe
nenfalls die Spezifitat der R.eaktioll zu erhiihen. Dabei wurde die Annealingtemperatur
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zunachst 10'C hoher als die erwartete mittlere Schmelztemperatur (T,,,-Wert, siehe Ab
schnitt 2.34.3) gesetzt lind in jedem zweiten folgene!en Zyklus Ulll 1 'c verringert. Bei
del' Ene!temperratur wure!en dann 10 weitere Zyklen durchgefiihrt. Del' letzte Zyklus
jee!es PCR-Programms endete mit 10 Minuten bei72 'C. Danach wurden die Proben
auf 15'C abgekiihlt. Die Analyse del' PCR-Proe!ukte erfolgte e!urch Auftrennung von
1/10 Vol. e!es Reaktionsansatzes in 2% (w/v) Agarosegelen. Ais negative l\:ontrolle
diente stets ein PCR-Ansatz ohne DNA.

Die folgende Tabelle enthiilt die in diesel' Arbeit zur Amplifikation von eubakteriel
len 16S rRNA-Sequenzen verwene!eten Primer Primerpaar GM3f une! GM4r wure!e in
einem PCR-Programm mit 30 Zyklen bei einer Annealingtemperatur von 40'C ver
wene!et [78]. Fiir Primerpaar GM5f une! DS907r wurde eine "touche!own"-PCR von
65-55'C clurchgefiihrt [135]. Sollten e!iese PCR-Fragmente anschlieBencl in einem e!e
naturierenclen Graclientengel anfgetrennt were!en, wure!e e!er Primer GM5f mit GC
Klammer (GM5fGC) verwene!et.

Prilner a

GM3f
GM4r
GM5f
DS907r

GC-Klammer'

Position!

8-24
1492-1507
341-357
907-928

Sequenz

5'-AGAGTTTGATC(AfC)TGGC-3'
5'-TACCTTGTTACGACTT-3'
5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3'
5'-CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3'
5~CGCCCGCCGCGCGCGGCGGG

CGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3'

(If ist del' uforward"-Primer; r ist del' l(reverse"~Primer

bposition im 165 rRNA-Gon von EschenchrQ coli [16]
'Die GC-Klammer wird an das 5'-Ende des Primers GM5f angehangt.

Die zur Amplifikation von [NiFe] Hye!rogenase-Genfragmenten verwene!eten Primer une!
PCR.-Beclingungen sine! im l<apitel Ergebnisse unter Abschnitt 311 une! 3.1.2 auf
gefiihrt.

2.3.2.2 RNA: cDNA-Synt.hese und PCR (RT-PCR)

Die Kombination von cDNA-Synthese une! PCR ermoglicht die Amplifikation von
RNA-Sequenzen [226] une! wure!e iIll weselltlichen nach einem Protokoll von Kawasaki
[94] e!urchgefiihrt.

5 x RT-Pufl'er:
250 mM Tris-HCI, pH 8,3
375 mM KCI
15 111M MgClz
50 111M DTT

Die Reverse Transkription fane! in einem Volumen von 20 III in folgenclem Reaktiolls
gemisch statt:
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1 x PeR-Pufrer, 10 mM DTT odeI' 1 x RT-Puffer
1 111M jed~s dNTPs
10 pmol Hexanukleotide
200 U M-MLV H- Heverse Transkriptase
RNA

Zunaehst wurden O,l-J ILg RNA in einelll Voluillen von 10 It! zusamillen mit 1 pi Hexa
nukleotidgemisch (Boehringer, 150 verdiinnt) 5 Minuten auf 70°C erhitzt und sofort
im Eisbad abgekiihlt, um Aggregate und Sekundal"strukturen aufzubreehen. Naeh Zu
gabe aller Reagentien bis auf das EnzYlll wurde die Probe 2 Minuten auf 37°C erwarmt,
die Reverse Transkt-iptase zugegeben und 1 Stunde bei 37°C inkubierl. Um das RNA
eDNA-Hybrid zu denaturieren und das EnzYlll zu inaktivieren, wurde das Reaktionsge
misch (RT-Mix) anschlieBend 5 Minuten auf 95°C erhitzt und sofort auf Eis gestellt. Es
konnte nun direkt fiil" die PCR verwendet odeI' bei -20°C gelagert werden. Die PCR.
wllrde mit J-5 pi des RT-Mixes wie in Abschnitt 2.3.2.1 beschrieben durchgefiihrt.
Ais negative Kontrollen wmden die RNA-Praparationen, ohne vorherige Synthese del'
eDNA, und/oder RT-Mixe, ohne Zugabe del' Reversen Transkriptase, in einer PCR
eingesetzt, l1111 sicherzustellen, daB amplifizierte DNA-Fragmente nicht ails kontami
nierender DNA in den RNA-Praparationen resultieren.

2.3.3 Transfer von Nukleinsiiuren auf feste n'iiger

Fiir anschlieBende Hybridisierungen mit spezifischen Gensonden wurden Nukleinsauren
auf feste Trager (Nylonmembranen) ii bertragen.

2.3.3.1 Southel'l1 Blot

Den Transfer von gelelektrophOl"etisch aufgetrennter DNA bezeichnet man als Southern
Blot [200]. In diesel' Arbeit wurde jedoeh nicht die von Southern urspriinglich be
schriebene Methode verwendet. Es wurde ein elektrophoretischer Transfer unter se
mitroekenen Bedingllngen mit del' TI'ans-Blot SD semi-dry Transfer Cell (Bio-Rad)
naeh den Anweisungen des Herstellers durehgefiihrt. Diese Methode gewahrleistet eine
effiziente und sehr schnelle Ubertragung von kleinen DNA-FI·agmenten.

10 x TBE:
108 g Tris
55 g Borsaure
40 ml 0,5 M EDTA, pH 8
ad 1000 ml Wasser

Das zu blottende Gel wllrde 30 Minuten in 0,5 x TBE a.qllilibriert, naehdem die Posi
tionen von Markern und Banden elllrch elas Einstanzen kleiner Locher markiert waren.
Eine Nylonmembran (Hybonel N+, Amersham) wurele entsprechend del' GroBe des
Gels zugeschnitten Ilnd erst in Wasser und danu in 0,5 x TBE gesehwenkt. 12 Stiicke
Whatman 3MM-Filterpapier in GelgroBe wurden in 0,5 x TBE getrankt. Nacheinander
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wurden 6 Lagen Filterpapier, die Membran, das Gel und nochmal 6 Lagen Filterpa
pier luftblasenfrei auf die Platinanode gelegt. Auf dem Stapel wurde dann die Kathode
placiert und del' Deckel geschlossen. Del' Elektrotransfer erfolgte fiir Agarosegele bei
einem konstanten Strom von 3,55 mA/cm2 fiir 10 IVlinuten und fiir denaturierende
Gradientengele bei 400 mA fiir 1 St,unde. Danach wurden die Markierungslocher mit
einer Nadel auf die Membran iibertragen. Die Membran wurde 15 Minuten in 0,4 M
NaOH, 0,6 M NaCI denaturiert und durch zweimaliges Waschen fiir 5- 10 Minuten in
2,5 x SSC neutralisiert. Zur Fixierung del' DNA wurde die feuchte Membran in einem
DNA-Crosslinker (Bio-Rad) 45 Sekunden mit 302 nm UV-Licht bestrablt. Bis zur wei
teren Verarbeitung kann die getrocknete Membran zwischen Filterpapier, eingewickelt
in Alufolie, bei -20°C gelagert werden. Die Effizienz des Transfers wurde durch das
erneute Anfarhen des geblotteten Gels mit Ethidiumbromid iiberpriift.

2.3.3.2 Dot Blot

Nukleinsauren konnen allch direkt auffeste Trager aufgetragen werden. Waschlosungen
und Proben werden dabei durcb Anlegen eines Vakuums auf die Membran aufgebracht.
Hierfiir wurde die Dot Blot Apparatur von Bio-Rad verwendet.

Eine Nylonll1embran wurde I'til' mindestens 10 Minuten in \'Vasser geschwenkt und in
del' Apparatur placiert, wobei unbenutzte Vertiefungen mit Parafilm bedeckt wurden.
Die Membran wurde mit 500 J.l1 TE, pH 8 pro Vertiefung gewaschen. Nach Zugabe
von 1 M NaOH und 200 mM EDTA, pH 8 bis zu einer Endkonzentration von 0,4 M
NaOH und 10 mM EDTA in einem Endvolumen von ll1indestens 200 ttl wurden die
DNA-Proben fiir 10 Minuten bei 95°C denatnriert und auf die Membran aufgetragen.
AnschlieBend wurde die Membran mit 500 J.l1 0,4 M NaOH pro Vertiefung gespiilt. Die
Membran lVurde aus del' Apparatur genoll1men, kurz in 2 x SSC gewaschen und die
DNA durch UV-Bestrahlung wie oben beschrieben fixiert.

2.3.4 Hybridisierungell

Die Markierung del' DNA-Sonden sowie die Hybridisierungen wurden mit den DIG
Oligo Labeling nlld DNA Detection Kits von Boehringer nach den Standardproto
kollen des Herstellers durchgeflihrt. Bei diesel' nicht-radioaktiven Methode werden
DNA-Sonden duch den Einbau von Desoxyuridintriphoshaten markiert, die iiber einell
Spacer mit dem Steroidhapten Digoxigenin (DIG) verbunden sind. Del' Nachweis des
Hybrids erfolgt iiber eine Enzym-gekoppelte lmmunreaktion. Das Ant.ikorperkonju
gat, Anti-Digoxigellin-Alkalische Phosphatase-Konjugat, bindet an das Digoxigellin
del' markiertell Sonde. Die Hybridmoleklile werden sichtbar gemacht dllrcb eine nach
folgende Enzym-katalysierte Farbreaktion mit 5-Brom-4-Chlor-3-lndolylphosphat (X
Phosphat) und Nitroblau-Tetrazoliull1salz (NBT). Hybridll10lekiile konnen auch durch
die Reaktion mit dem Chemilumineszenzsubstrat CSPD (Serva Tropix) auf Rontgen
filmen detektiert werden. Dies hat u. a. den Vorteil, daB die Nachweisreagenzien von
del' l\1embran entfernt werden konnen, um Rehybridisierungen mit anderen Sonden
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durchzufiihren.

KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

2.3.4.1 Mad,ierllng von Oligol1l1kleotidel1

Oligouukleoticlsonden wnrclen mit Hilfe cles Enzyms Terminale Transferase durch den
Einbau eines DIG-cldUTP am 3'-Ende markiert.

Tailing-Puller:
I 1\1 I\aliumcacodylat
125 mM Tris-HCI, pH 6,6
1,25 mg/ml BSA

Folgencle Reagentien wnrden auf Eis zusammengegeben und 15 Minuten bei 37°C in
kubiert:

4 ,ti Tailing-Puffer
4 ,ti ::?5 mM C"CI 2-Losung
1 pi Oligonukleotid (JOO pmol)
1 pi Terminale Transferse
1 pi 1 mM DIG-ddUTP
9 ,ti H2 0

Die Reaktion wurde clurch Zugabe von 2 ,d einer Glycogenlosung (I,d Glycogenlosung
[20 mg/mlJ in 200 ,ti 200 mM EDTA, pH 8 verdiinnt) gestoppt, unci die DNA mit 2,5 pi
4 M LiCI unci 75 pi eiskaltem Ethanol 30 Minuten bei -80°C gefiillt. Nach der Zen

trifugation (30 Minuten, 13000 rpm) wurde das Pellet mit 50 pi eiskaltem 70% (v/v)
Ethanol gewaschen, 15 Mll1uten zentrifugiert, kurz unter Vakuum getrocknet und in
50 ,ti TE, pH 8 aufgenommen. Markierte DNA-Sonden konnen bei -20°C gelagert wer

den. Die Effizienz der Markierung wurcle nach clem Stanclarclprotokoll von Boehringer
ii berpriift.

2.3.4.2 Markierllug VOI1 PolYl1l1kleotiden

Langere DNA-Sonden wurden mit Hilfe der PCR hergestellt und wiihrend cler Reaktion
direkt clurch den Einbau mehrerer DIG-Desoxyuridintriphoshate markiert [107]

Foigencle Reagentien wurden in einem Endvolumen von 50 ,ti zusammengegeben und
das entsprechencle PCR-Programm allsgefiihrt

1 x PCR-Puffer
100 ,tM c1ATP, c1CTP und dGTP
70 pM dTTP
30 pM DlG-dUTP
25 pmol "forward"-Primer
25 pmol "reverse"-Primer
0,5 U Taq DNA-Polymerase
20-100 ng DNA
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Eine erfolgreiehe Markierung konnte dureh die gelelektrophoretisehe A uftrennung del'
so markierten DNA-Fragmente iiberpriift werden. In einem Agarosegel wandern sie
langsamer als unmarkierte PCR-Produkte, die mit demselben Primerpaar amplifiziert
wllrden. DIG-markierte PCR-Produkte wurden wie unter Absehuitt 2.3.1.3 besehrieben
aufgereinigt, bevor sie als Sonden fiir Hybridisierungen verwendet wurden.

2.3.4.3 Hybt'idisiel'ung mit Oligonukleotidsonden

Die Hybridisieru ng mit Oligonukleotidsonden erfordert Hybrid isierungsbedingullgen,
die auf die Lange und Sequenz del' Sonde abgestimmt sind. Del' 7;,,- Wert (mittlere
Sehmelztemperatur) kann dureh folgende Formel [186] bereehnet werden:

Tm = 81,5 + 16,6(109Joll1) + 0,41(%G + C) - (600IN)

N ist die Lange des Oligonukleotides (Anzahl del' Nukleotide) und Mist die mola
re honzentration an monovalenten Kationen in del' Hybridisierungslosung. Fiir kurze
Oligonukleotide « 18 Nukleotide) entsprieht del' Tm-Wert del' Sumllle, die sieh er
gibt, wenn man die Allzahl von G llnd C mit <1 °C und die Anzalil von A und T mit
2°C multipliziert [186]. Die Hybridisierung wird bei einer Temperat.ur, die 5-10°C
unt.erhalb des 7;,,- Wertes liegt., durehgefiihrt.. Dies ist. jedoch nul' ein Rieht.wert.. Die op
tima.le Hybridisierungs- bzw. Wasehtemperat.ur muS empiriseh bestimlllt. werden. Die
folgende Tabelle enthalt die Hybridisierungsbedingungen fiir die verwenclet.en Oligonu
kleot.idsonden.

DNA-Sonde Position" Sequenz
Hybridisierungs- /
Waschtemperatur

[NiFe] Hydrogenase:

16S rRNA:
Db804
Dv687
SRB385

Hyd4

804-821
671-687
385-4m

1786-1815

.5'-CAACGTTTACTGCGTGGA-3'
5'-TACGGATTTCACTCCT-3'
5'-CGGCGTTGCTGCGTCAGG-3'

5'-TTCACCAA(C/T)GCCTAC
TTCCT(G/C)GGCGGCCAC-3'

40/45°C
40/45°C
50;'50°C

[42]
[42]

[4,133]

'Position im 168 rRNA-Gen von Eschenchw coft, [16] bzw. im [NiFe] Hydragenase-Gen von Desul
fovibno vulgaris [38]

Hybriclisierungen wurden in rotierendell Gla.srohrchen in Hybriclisiernngsofell (Hybaid)
durchgefiihrt.. Mengenallgaben beziehen sieh auf eine MembrangroSe Vall 15 em x 17 em
(DGGE).

Block ing-S tammlosung:
10% (w/v) Blocking-Reagenz in Puffer 1

Hybridisierungslosung:
5 x ssc
2% (w/v) Blocking-Reagenz
0,1 % (w/v) N-Lauroylsarkosin
0,02% (w/v) SDS
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Puffer 1:
0,1 I'll Maleinsaure
0,15 I'll NaCI, pH 7,5
Del' pH wurde mit fester NaOH eingestellt.

Waschpuffer:
0,3% (v/v) Tween 20 in Puffer 1

Puffer 2:
Blocking-Stammlosung 1:10 verde;nnt in Pufrer 1

Puffer 3:
0,1 I'll Tris-HCI
0,1 I'll NaCI
50 mM MgClz , pH 9,5

Farblosung:
45/.11 NBT und 35/.11 X-Phosphat in 10 ml Pufrer 3
Die Losung wurde unmittelbar VOl' Gebrauch angesetzt.

CSPD-Losung:
0,25 mM CSPD ill Purfer 3
Bei 4°C lichtgescheitzt lagern. Diese Losullg kann bis zu 10 mal benutzt werden.

Die Membran wurde kllrz mit 2 x SSC gewaschen, und mit 25 Illi Hybridisienlllgsiosung
fiir 1-4 Stunden bei del' entsprechenden Hybridisierungstemperatur pt'ahybridisiert
Die Losung wllrde durch 6 ml Hybridisierungslosung mit 100 pmol frisch denaturierter
DNA-Soncle ausgetauscht. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht. Die Stringenzwasche
wurde bei del' entsprechenden Temperatur folgendermaBen durchgefiihtt: 2 x 15 Minu
ten Waschen mit 50 ml 2 x SSC, 0,1 % (w Iv) SDS und 2 x 15 Minuten Waschen mit

50 ml 0,1 x ssc, 0,1% (w/v) SDS. Aile folgenden Inkllbationen wurden bei Raumtem
peratur unter Schiitteln dllrchgefiibrt (mit Ausnahme cler Farbreaktion). Die Ivlembran
wurcle kurz mit WaschpufTer gewaschen, 30 Minuten mit Puffer 2 und 30 Minuten in
40 ml Pufrer 21mI' 4 ,ti Alltikorperkonjugat inkubiert. Ungebundenes Antikorperkon
jugat wurde durch 2 x 15 Minuten Waschen mit Wascbpuffer entfernt. Die Membran
wurde 2-5 Minllten in Pnffer 3 aCjuilibriert, und Hybridmolekiile anschlieBend entweder
mit del' Farb- odeI' del' Chemiluminenszensreaktion detektiert. Del' Farbnachweis fand
in 10 ml Farblosung ohne Erschiitternng im Dunkeln statt und wurde durch 5 Minu
ten Inkubation in TE, pH 8 gestoppt. Fiir den Chemilumineszenznachweis wurcle die
Membran 5 Minuten in 50 ml CSPD-Losung inku biert, nach dem Abtropfen del' Losung
in eine folie eingeschweiBt und nach 5 Minnten (im Dunkeln) auf einem Rontgenfilm

(Hyperfilm ECL, l~odak) exponiert.

Sollten DNA-Fragmente mit einer anderen Oligonukleoticlsonde rehybridisiert wer
den, wurde die Membran kurz in Wasser gewaschen und 2 x 15 Ivlinuten in 0,2 M
NaOH, 0,1% (w/v) SDS bei 37'C gewaschen. (War die Entfernung del' alten Oligonu

kleoticlsoncle nicht erfolgreich, wurde die Waschtemperatur erhoht unci die Waschzeit

verlangert. )
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2.3.4.4 Hybridisierung mit. Polynukleot.idsonden

39

Die Hybridisierung mit Polynukleotidsonden wurde im Prinzip wie im vorhergehen
den Abschnitt beschrieben durchgefiihrt. Die Hybridisierungstemperatur bet rug da
bei 68 °C bzw. 42°C, wenn del' Hybridisierungslosllng 50% (v Iv) Formamid zllgesetzt
wurde. Die Sondenkonzentration betrug 10-12,5 ng pro ml Hybridisi8rungslosung. Die
Stringenzwasche wurde folgendermaBen c1urchgefiihrt: 2 x 15 Minuten Waschell mit
50 ml 2 x SSC, 0,1% (w Iv) SDS bei Raumtemperatur und 2 x 15 Milluten Waschen
mit 50 illI 0,1 x ssc, 0,1% (w/v) SDS bei 68°C. Diese Beclingungen gelten llach den An
gaben von Boehringer fiir die spezifische Hybridisierllng mit homologen DNA-Sonden.

2.3.5 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Nukleotidsequenz von PCR-Produkten wurde nach del' Kettenabbruch-Methode
von Sanger et al. [187] unter Verwendnng von T7 DNA-Polymerase (Seqllenase) nach
einem moclifizierten Protokoll VOIl Bottger [12] ermittelt. Die PCR-Produkte wurden
zuvor wie unter Abschnitt 2.3.1.3 beschrieben anfgereinigt..

5 x USB Sequencing Puffer:
200 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM MgCI 2

250 mJ\iI NaCI

Stoplosung:
96% (v(v) Formamicl
20 mM EDTA
0,05% (w(v) Bromphenolblau

Foigende Reagentien wurden griindlich gemischt, kurz abzentrifugiert und 10 Minuten
bei 95 °C inkubiert:

2 ,t1 5 x USB Sequencing Puffer
1 p.l 5% (v(v) Noniclet P-40
1 ,t1 Sequenzierprimer [10 pmolhtl]
1 pi gereinigtes PCR-Produkt [10-100 ng]
5 pi Wasser

Nach kurzer Zentrifugation erfolgte die Zugabe von

1 ,ti 0,1 M DTT
2 pi clNTP-Gemisch [200 nM clGTP, clATP und dTTP]
0,5,t1 [cr_ 33 p] dCTP
1 ,tl Sequenase 2.0 [1 U(,til

Nach 5 Minuten Inkubation bei 37°C wurden jeweils 3,3 ,ti des Sequenzieransatzes auf
2,5 pi del' vier bereits vorbereiteten Terminationsansatze velteilt, die neben 80 ,tM
aller dNTPs auch 8 ,tM des jeweiligen ddNTPs enthielten, und nochmal 5 Minuten bei
37°C inkubiert. Die Sequenzierungsreaktion wurde durch Zugabe von 4 pi Stoplosung
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beendet. Die Prodnkte del' Sequenzierungsreaktionen wurclen in Acrylamidgelen (siehe
Abschnitt 2.5.1.4) aufgetrennt. PCR-Fragmente von verschiedenell Desuljovibrio-Stiim
men wurden mit Primerpaar Hydlf-Hyd5r (siehe Abschnitt 3.1.1und :3.1.2) amplifiziert
und sequenziert; als Sequenzierprimer dieute sowohl Hydlf als auch Hyd5r.

Zusiitzlich wurden [NiFe] Hydrogenase-Gensequenzen an cler Universitiit Bremen von
Dr. Rolf Nimzyk clurch die zyklische Sequenzierung del' aufgereinigten PCR-Produkte
mit Taq Polymerase mit Hilfe eines automatischen Sequenzanalysators (Applied Bio
systems 373S DNA Sequencer) bestimmt. Dazu wurcle del' Taq Dye Deoxy Terminator
Cycle Sequencing I\it (Applied Biosystems, Foster City, USA) entsprechend den An
weisungen des Herstellers verwendet. Ais Primer dienten clabei neben Hydlf unci Hycl5f
auch deren l(urzformen Hycl1-19 unci Hyd5-18 (siehe Abschnitt 3.1.2). Die Anzahl cler
Zyklen bet rug 25, die Annealingtemperatur 50~60 °C .

2.4 Il11munologische Methoden

2.4.1 Herstellung von Proteinextrakten

Lysepuffer 1:
4% (w/v) SDS
10% (v/v) Glycerol
O,Om% (w/v) Bromphenolblau
100 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,4% (v/v) 2-Mercaptoethanol

Lysepllffer 2:
2% (w/v) SDS
10% (v/v) Glycerol
100 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,4% (v /v) 2-lVIercaptoetha.nol

Bakterien einer 50 llli (10 ml) [(u]tllr wurclen clllrch 15 Minuten Zentrifugation bei
4°C und 4500 rpm geerntet, iu 4 ml (l ml) SSC odeI' PBS resuspencliert, je 1 llli
auf Eppenclorfgefiil3e verteilt unci 5 Minuten bei 4°C unci 13000 rpm zentrifugiert.
Das Pellet wurcle in 20-130 pi Lysepuffer griincllich resuspendiert unci 10 Minuten im
sieclenden Wasserbad lllkubiert. Die Proteinextrakte wurden bei -20°C gelagert.

Mit del' beschriebenen Methode zur Herstellung von Proteinextrakten werden clie Zel
len clirekt in Elektrophoreseprobenpufl'er (Lysepufl'er 1) aufgeschlossen. Diesel' Puffer
ist jedoch nicht kompatibel mit einer anschliel3enden Proteinbestimmung nach Brad
ford [13] War eine Proteinbestimmung gewiinscht, wurde eine modifizierte Version des
Puffers (Lysepufl'er 2) verwenclet unci die Probe 1:20 verdiinnt
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2.4.2 Transfer von Proteinen auf feste Trager
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Proteine wurden auf feste Trager (Polyvinylidendifluoridmembranen) transferiert, urn
rill l1lunreaktionen mit spezifischen Antikorpern durchzufiihren.

2.4.2.1 "Vest.ern Blot.

Den Transfer von gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteinen bezeichnet man als
Western Blot. Ebenso wie fiir das Blotten von DNA wurde ein elektrophol'etischer
Transfer unter semitrockenen Bedinguugen mit der Trans-Blot SO semi-dry Transfer
Cell von Bio-Rad durchgefiihrt.

Transferpufler:
48 mM Tris
39 mM Glycine
20% (v/v) Methanol
0,0375% (w/v) SDS

10 x TBS:
30 g Tris
80 g aCI
2 g KCI ad 1000 ml H20
Der pH- Wert wurde mit HCI auf 7,4 eingestellt.

Das zu blott.ende Gel wurde kurz in Transferpuffer aquilibriert. Eine hydrophobe Immo
bilon-Membrau (Millipore) wurde entsprecltend del' Grolle des Gels zllgescltnitten und
erst in Methanol und dann in Transferpufl'er geschwenkt. 2 Stiicke dickes Filterpapier
(Bio-Rad) in Gelgl'olle wurden in Transferpuffer getrankt. acheinander wurden eine
Lage Filterpapier, die Membran, das Gel und nochmal eine Lage Filterpapier luftbla
senfrei auf die Platinanode gelegt. Auf dem Stapel wul'de dann die Kathode placiert
und der Deckel geschlossen. Der Trausfer erfolgte bei einem konstanten Strom von
200 rnA fiir 1 Stunde. Dauaclt wUI·de die Position del' fal'bigen Proteingrollenmarker
mit eiuer Nadel auf die Mell1bran iibertragen und die Membran kllrz iu 1 x TBS ge
waschen. Die Effizieuz des Transfers wurde durch die Anfarbullg des geblotteteu Gels
mit Cooll1assie Blau ii berpriift

2.4.2.2 Immuno Dot. Blot.

Proteine konnen auch direkt auf feste Trager aufgetragen werdeu. Wascltlosungen und
Proben werden dabei durch Anlegen eines VaJolluns auf die Membrau aufgebracht
Hierfiir wurde die Dot Blot Apparatllr von Bio-Rad verwendet.

Eine hydrophobe Imll1obilon-Membran (Millipore) wurde kurz in Methanol und dann
15 Minuten in 1 x TBS geschwenkt und in del' Apparatnr placiert, wobei lInbenutzte
Vertiefungen mit Parafilm abgedeckt wurden. Die lembl'an wurde mit 200 pI TBS pro
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Vertiefung gewasehel1. Dann wurden je 200 pi Antigen (in 1 x TBS verdiinnte Pmtein
extrakte) anf die Membt'an aufgetragen, 1 Stul1de inkubiert und filtriert. Ansehliel3end
wurde die Membran mit 200 ,d 1 x TBS pm Vertiefung gespiilt. Die Membran wurde
aus del' Apparatur genommen und noeh einmal kurz in 1 x TBS gewasehen.

2.4.3 Immunl'eaktion

Nach dem Ubertragen von Pmteinen auf feste Trager konnen spezifische Proteine dut"eh
eine Doppelimlllunreaktion naehgewiesen werden [242J. Mit dem ersten Antikorper wer
den die spezifischen Proteine markiert. Ein zweiter Antikorper, der an ein Enzym ge
koppelt ist, kreuzreagiert mit dem ersten, spezifischel1 Antikorper. Dureh eine nach

folgende Enzym-katalysierte Farbt"eaktion werden kreuzreagierende Proteine siehtbar
gemacht. Ais sekundarer Antikorper wlLrde in del' Regel ein l-:onjugat mit dem Enzym
Alkalische Phosphatase verwendet, und der Nachweis et"folgte iiber die Farbreaktion
mit 5-Brom-4-Chlor-3-lndolylphosphat (X-Phosphat) und Nitroblau-Tetrazoliumsalz
(NBT).

Die verwendeten polyklonalen Antikorper gegen die [NiFe] Hydmgenase von Desuljovi
brio gigas und Desuljollibrio vulgaris Groningen wurden freundlicherweise von Dr. C E.
Hatchikian (CNRS Marseille, Frankreich) zur Verfiigung gestellt.

Puffer 1:
1 x TBS
10% (v Iv) PFercieserulll
0,05% (v/v) Tween:!O

Puffer 2:
1 x TBS
1% (v/v) Pferdeserulll
0,05% (v/v) Tween 20

Waschlosung:
1 x TBS
0,05% (v/v) Tween:!O

Puffer 3:
100 mM Tris-HCI, pH 9,5
100 mM NaCI
50 mM MgCI 2

FarblOsung:
45 ,II NBT unci 35 pi X-Phosphat in 10 ml Puffel 3
Unmittelbar vor Gebrauch ansetzen.

Aile folgenden Illkubationen wurden unter Schiitteln clurchgefiihrt (mit Ausnahme cler
Farbreaktiou) Nach clem Transfer wurde clie Membrall minclestens 1 Stunde (oder

iiber Nacht) in Pufrer 1 inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
Dann wurde die Membran 1 Stuncle mit clem ersten Antikorper, der in 25 ml Puffer
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2 verdiinnt wurde, inku biert. Ungebundene Antikorper wurden durch 5 x 10 Minu
ten Waschen mit Waschpuffer entfernt. Dann erfolgte'fiir 1 Stunde die lnkubation mit
dem zweiten Antikorper (Anti-Kaninchen-fgG-Alkalisehe Phosphatase-Konjugat, Sig
ma Nr. A3687), del' 130000 in Puffer 2 verdiinnt wurde. Naeh 5 x 10 Minuten Waschen
in Waschpuffer wurde die Membran 2-5 Minuten in Puffer 3 aqllilibriert. Die Farbent
wicklung fand in 10 IIII Farblosung ohne Erschiitterllng im Dnnkeln statt und wllrde
dllreh 5 Minuten lllkllbation in TE, pH 8 gestoppt.

Als sekundarer Antikorper diellte auch ein Konjllgat mit dem EnzYlll Peroxidase (HPR)
(Anti-l(aninehen-lgG-Peroxidase-Konjugat, 1200 vercl iinnt). Anstelle von TBS wurde
claIm PBS in allen Losungen verwendet, und del' Nachweis erfolgte in einer Farblosung
mit Dialllinobeuzidin. Dazu wurden 6 lllg Diaminobenzidin in 9 ml 50 mM Tris-HCl,
pH 7,6 gelost und1ml 3% (w/v) CoCl 2 und 10 pi H20 2 zugefiigt.

2.5 Elektrophoresetechniken

2.5.1 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

2.5.1.1 Agat'Osegelelekt.I·ophol'ese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren in horizontalen Agarosegelen
entsprechend ihrer GroBe wurde wie bei Sambrook et aL [186] beschrieben du rchge
fiihrt. Es wllrde eine Minigelapparatur (Gibco BRL) mit einem Gelvolumen von 25
30 ml bzw. eine Midigelapparatur (Gibeo BRL) mit einem Gelvolnmen von 60-80 ml
verwendet.

10 x TBE-Pufrer:
0,89 M Tris
0,89 M Borsiiure
20 mM EDTA, pH 8

10 x MOPS-Puffer:
0,2 M MOPS
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA, pH 7
Del' pH wurcle mit NaOH eingestellt.

Laclepufrer:
0,05% (w/v) Bromphenolblau
40% (w/v) Sucrose
0,1 M EDTA, pH 8
0,5% (wlv) SDS

1-2% (w/v) Agarose wurden in 1 x TBE-Pufrer fiir die Auftrennung von DNA bzw. in
1 x MOPS-Puffer fiir die Auftrenuuug von RNA erhitzt, bis sieh die Agarose vollstandig
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gelost hatte Nach Abkiihlnng auf etwa 60°C wurcle die Losung in die vorbereitete

Gelapparatur gegossen. Die Proben wurden mit 0,2-0,4 Yol. LadepufIer versetzt unci

in der Regel submers aufgetragen. Der Gellauf erfolgte mit dem jeweiligen LaufpufIer
bei 50-150Y. Nach cler Elektrophorese wurclen die Gele in Puffer mit Ethicliumbromicl

[0,5 /lg/ml] fiir 15 MinuLen gefarbt unci die Nukleinsanren auf einem Transilluminator
mit UY-Lieht (302 nm) sichtbar gemaeht.

2.5.1.2 Denatul'ierende Gradientengelelektl"Ophol'ese (DGGE)

Die clenaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE) ennoglieht die Auftrennung

von gleichlangen DNA-Fragmenten, clie sich in ihrer Sequenz voneinander untersehei

den [52]' Sie wurde in vertikaleu 6% (w/v) Aerylamidgelen in 0,5 x TAE mit kon
tinuierlichem Graclienten an Harnstojf unci Formamicl in clem llloclifizierten Bio-Racl
Protean 11 System clurc:hgefiiht·t wie bei Muyzer et al. [133, 131] besehrieben. Spezielle

Acrylamidlosungen mit N,N'-bis-Acrylylcyst.amin (BAC) wurclen verwenclet, wenn die

DNA nach dem Gellanf aus dem Gel eluiert werden sollte.

20 x TAE-Puffer:
0,81\1 Tris-Aeetat
20 111M EDTA, pH 8

Acrylal11idstammlosungen:
38% (w/v) Acrylamid/Bis-AA
37 g Aerylamid
1 g Bis-AA
H2 0 ad 100 ml

bzw. 20% (IV/V) Aerylamid/BAC
18,98 g Acrylamid
1,02 g BAC
H2 0 ad 100 1111

Lasung A (0% denalurierende Agenlien):
23,7111138% (w/v) AA/Bis-AA bzw. 45111120% (w/v) AA/BAC
3,75 ml 20 x TAE
H20 acl150 1111

Lasung B (80% clenaturierencle Agentien):
23,7 m138% (w/v) AA/Bis-AA bzw. 45111120% (w/v) AA/BAC
3,75 ml 20 x TAE
48 1111 cleionisiertes Formamid
50,4 g Harnsloff
H2 0 ad 150 ml
Lasung A und B wurden fillriert.

Die Glasplatten wurclen mil Seife unci ansehlieflend mit Ethauol gereinigt. Fur 1,5 111m

dicke und 16 em lange Gete wurclen je 16 ml Gracliententosllngen mit clen gewiinsch
ten I<onzentrationen an clenaturierenclen Agent.ien aus den Stammlosungen A unci B

hergestellt, entsprechend cler folgenclen Tabelle. PCR-Proclukte des 16S rRNA-Gens

wurclen grundsatzlieh in einem Graclienten von 20-70% clenat.urierencler Agentien illl

Gel aufgetrennt.
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Dell aturierende Agelltien

45

Losung A
Losung B

20%

12,0 ml
4,0 ml

30%

10,0 ml
6,0 llli

60%

4,0 ml
12,0 llli

70%

1,9 ml
14,1 ml

Unmittelbar VOl' Gebraueh wurden 15 III Temed sowie 64 III 10% (w Iv) APS zu den

Gradientenlosungen gegeben. Naeh dem Zusammensetzen del' Gelapparatur wurde das

Gel mit Hilfe einer peristaltisehen Pumpe und einelll Gradientenmiseher gegossen. Die
Geltaschen wurden bei parallel en Gelen in 10 ml Losung A, 15 ,ti Temed, 64 III 10%
(w/v) Amllloniumpersulfat (APS) eingebet.tet. Das Gel polYlllerisierte in del' Regel
libel' Naeht. Die PCR-Fraglllente wurden mit 0,2-0,4 Vol. Ladepuffer versetzt und das
vorbereitete Gel besehiekt. Die Elektrophorese erfolgte in 0,5 x TAE bei 200 V und
60 ac. Naeh dem Lanf wurden die Gele 15 Minuten in 250 ml 'Nasser mit Ethidi

ulllbromid [0,5 pg/mlJ gefiirbt, ] 0 Minuten in 250 ml Wasser enWirbt und auf einem
UV-Transilluminator (302 nm) betrachtet.

Eine emptindliehere Fiirbung del' Aerylamidgele, die Bis-AA enthielten, konnte mit Sil
bernitrat erzielt werden. Dazu wurde das Gel 2 x 3 Minuten in 10% (v/v) Ethanol,
0,5% (v/v) Essigsaure gewasehen, 10 Minuten in 0,1% (w/v) AgN03-Losung inku
bielt, kurz in Wasser gewasehen und etwa 20 Minuten in Fiirbelosung (in 500 ml 1,5%

(w/v) NaOH wnrden 0,05 g NaBH4 und 2 ml 37% (v/v) Formaldehyd unlllittelbar
VOl' Gebraueh gelost) gefiirbt. Anschlieflend wurde das Gel 10 Minuten in 0,75% (wIv)
Na2C03 tixiert und auf einem Leuehttiseh betraehtet.

2.5.1.3 Gelelektrophol'ese mit basenseql.lenzspezifischen DNA-Liganden

Die gelelektrophoretisehe, sequenzabhiingige Auftrennung von PCR-Produkten in ho
rizontalen Agarosegelen wurde wie bei Wawer et 301. [246J besehrieben durchgeftihrt. Es
wurde eine Minigelapparatur (Gibeo BRL) mit. einelll Gelvolulllen von 25 ml bzw. eine

Midigelapparatur (Gibeo BRL) mit einem Gelvolumen von 60 ml verwendet.

Phosphat puffer:
30 111M NaH2P04
10 111M Na2HP04
2 111M EDTA, pH 6,1

1,5-3,5% (w/v) Agarose wurden in 25 mM EDTA, pH 5,9 odeI' in Phosphatpuf
fer erhitzt, bis sich die Agarose vollstiindig gelost. hatte. Nach Abklihluug auf etwa
60 ac wurde del' DN A-Ligand Bisbenzimid-PEG in einer Konzentration von 0,025 OD

Einheiten (340 nm) pro ml zugegeben unci die Losung in die vorbereitete Gelapparatur
gegossen. Die Proben wurden mit 0,2-0,4 Vol. Ladepuffer versetzt und in del' Regel
submers aufgetragen. Del' Gellauf erfolgt.e in 25 mM EDTA, pJ-J 5,9 odeI' in Phosphat.
puffer bei maximal 3 V /em ftir mehrere Stunden, wobei del' Puffer von del' Kathocle
zur Anode umgewiilzt. wurcle. Nach del' Elektrophorese wurclen die Gele in Puffer mit
Ethidiumbromicl [0,5 pg/mlJ fiir 15 Minuten gefiirbt. und die DNA auf einem Transil-
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Illminator mit. UV-Licht (302 nl1l) sichtbar gemacht.

2.5.1.4 Gelelektl'ophol'ese von Sequenzienmgspl'odukten

Die Pl'odukte aus Seqllenzierungsreakt.iol1E:n (siehe Abschl1it.t. 235) wnrden in einer
38 cm x 50 cm Sequi-Gen II Sequencing Cell (Bio-Rad) unt.er denat.urierenden Be
clingungen in vert.ikalen 6% (w/v) Acrylamiclgelen mit. kont.inuierlichem Salz-Sucrose
Gradient.en aufget.rennt..

30 % (w/v) Acrylamidst.ammlasung:
28.5 g Acrylaillid
1,5 g Bis-AA
H2 0 ad 100 ml

Lasung A:
200 ml Acrylamidst.ammlosung (6% (w/v))
460 g Harnst.ofI (7,67 M)
.50 milO x TBE (0,.5 x TBE)
H2 0 ad 1000 ml

Losung B:
200 ml Acrylamidst.amrnlosung (6% (w/v))
460 g Hal'llstofl' (7,67 M)
250 milO x TBE (2,5 x TBE)
100 g Sucrose (10% (wi"))
H20 ad 1000 ml
Losung A und B wurden deionisiert, filt.riert. unci ent.gast..

Die Glasplatt.en wurc!en mit. Et.hanol gereinigt.; eine Platte wnrde mit. 5% (v/v) Dichlor
mE:t.hylsilan in Chloroform silanisiert.. Nach dem Zusammenset.zen del' Gelapparat.ur
wurde cler Boden mit. 20 ml Lasung B, 100 ,ti 25% (w Iv) APS uncl 100 ,ti Temecl
versiegelt.. Das Gel wurcle mit 60 ml Lasung A mit. 60 ,ti 25% (w/v) APS unci 60 ,ti
Temeclnncl30 IIII Lasung B mit. 3IJ pi 25% (w/v) APS und 30 ,ti Temed folgenciermaBeu
gegossen: erst 2IJ ml Losung B, dann ein Gemisch aus IIJ ml Losung B und 10 ml Losung
A, zum SchluB cler Rest. von Losung A. Es polymerisiert.e iibel' Nacht.. Unmit.t.elbar VOl'
clem Auft.ragen auf das Gel wurden die DNA-Proben 5 Minut.en bei 95°C denat.uriert.,
Die Elekt.rophorese el'folgt.e in 1 x TBE fiir 3-4 St.unclen bei 2IJIJIJ V. Nach clem Lauf
wnrde das Gel auf Filt.erpapier, abgedeckt. mit. Frischhalt.efolie, fur zwei St.unclen bei
80°C unt.er Vaknum get.rocknet.. DNA- Fragment.e wurden clnrch Aut.oracliographie bei
Raumt.emperat.ur mit. Rant.genfilm (XAR5, Kodak) det.ekt.iert..

2.5.2 Gelelektl'Ophol'ese von Pl'oteinen

Die elekt.rophoret.ische Auft.l'ennung von Prot.einen ent.sprechend ihrer GroBe erfolgt.e
vert.ikal im SDS-PAGE-Syst.em nach Lammli [106] in del' Miniprot.ean H-Apparat.ur von
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Bio-Had. Vorbereitete Acrylamidlosungen wurden von del' Firma Bio-Rad bezogen.
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50% T, 3,3% C Losung
50% T, 2,6% C Losnng
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
20% (w/v) SDS
H20
Temecl
10% (w/v) APS

Trenngel

15% T, 3,3% C
3,0 ml

2,5 ml

0,1 ml
4,4 ml

5,0 /-II
50,0 /-II

Sammelgel

6% T, 2,6% C

0,6 ml

1,25 ml
50,0 /-II

3,1 ml
5,0 /-II

25,0 /-II

Die Gellosungen wurclen entsprechencl cler Tabelle ohne APS hergestellt unci 10 Minu
ten unter Vakuum entgast. Nach Zugabe von APS wurde das Trenngel in die vorberei
tete Gelapparatur gegossen (3 ml fiir 0,75 mm dicke Gele; 3,5 ml fiir 1 mm clicke Gele)
und mit wassergesattigtem Butanol iiberschichtet, um clie Geloberflache zu glatten.
Nach cler Polymerisation des Gels wurde das Butanol entfernt und die Geloberflache
griincllich mit Wasser gespiilt. Anschliei3end wurde nach Zugabe von APS das Sammel
gel gegossen und del' gewiinschte Kamm eingefiihrt. Nachdem das Gel polymerisiert
war, wurden die Geltaschen mit Wasser gespiilt.

Elektrophoreseprobenpuffer:
4% (w/v) SDS
10% (v/v) Glycerol
O,Oo:l% (w/v) Bromphenolblau
100 mM Tris-Hel, pH 6,8
0,4% (v/v) 2-Mercaptoethanol

5 x Elektrodenpuffer:
0,12 M Tris
0,192 M Glycin
0,5% (w/v) SDS

Die Proteinextrakte wurclen in Elektrophoreseprobenpufrer unmittelbar VOl' clem Be
laden des Gels 10 Minuten im siedellden Wasserbad inkubiert. Der Gellauf erfolgte in
1 x Elektrodenpuffer. Nach einem Vorlauf von 10 Minuten bei 50 V wurde das Gel
beschickt. Die Auftrennung del' Proteine erfolgte zunachst bei 100 V fiir ca. 15 Minu
ten unci wurde bei 200 V ca. 45 Minuten fortgesetzt, bis die Bromphenolblaufront clen
Boden des Gels erreicht haUe.

Nach del' Auftrennung wnrde clas Gel entwecler geblottet odeI' die Proteine durch
Farbung mit Coomassie Blau odeI' Silbernitl·at sichtbar gemacht. Das Gel wurde 30 Mi
nuten mit 0,2% (w/v) Coomassie Blau H250 in 40% (v/v) Methanol nnd 10% (v/v)
Essigsanre gefarbt und mehrere Stunden in 40% (v /v) Methanol, 10% (v / v) Essigsaure
entfarbt, wobei die Entfarbelosung mehrmals durch frische Losung ersetzt wurde. Die
Silberfarbung erfolgte mit dem Silver Stain Kit von Bio-Hac! Gele wurden mindestens



48 I{APITEL 2. MATERIAL UND !VIETHODEN

30 Minuten in 40% (1'/1') Methanol, 10% (1'/1') Essigsaure fixiert, 5 Minuten in 100 ml
frischem Oxiclierer inkubiert, 15 Minuten mit Wasser, das mehrere Male ausgetauscht
wurde, gewaschen, 20 Minuten in 100 llli frischelll Silberreagenz inkubiert, 30 Sekunden
mit Wasser gespiilt und in Entwiekl"r entwiekelt, bis die gewiinschte [ntensitat erreicht
war. Del' Entwiekler wurde dabei etwa aile 5 Minuten erneuert. Dureh Inkubahon in 5%
(v Iv) Essigsaure fiir mindestens 15 Minuten wurde die Entwieklu ng gestoppt. Gefarbte
Gele wurden auf einem Leuchttisch betrachtet.

2.6 Chemische Methoden

2.6.1 Sulfidbestinul1Ullg

Die quantitative Best:imillung von Sehwefelwasserstoff in Bakt:erienkulturen iiber die
Bildung 1'011 Met:hylenblau er{olgte entsprechend einem lllodifizierten Protokoll nach
Cline [28J

Losung A:
2% (w/v) Zinkacetat in 18 Ill]V! Essigsaure

Losung B:
0,2% (w/v)Dilllethyl-p-phenyldialllin in :3,75 M H2S04

Losung C:
10% (IV Iv) Eisen(III)-alllllloniulllsulfat . 12 IhO in 375 IlllVI H2 S0 4

2-20 pi Pl'Obe wurden mit: einer Hamilton-Spritze aus den versehlossenen l(ulturgefaBen
entnomll1en und in 1 ml Losung A gegeben. Dabei wurde die Spitze del' Spritze in die
Losung getaucht.. Del' Ansatz wurde mit: 1 ml Wasser und 1 ml del' 1:2,5 verdiinnten
Losung B vermischt. Nach Zugabe von I ml del' 1:50 verdiinnten Losung C wurde del'
Ansatz nochmals gemischt, 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert,
unel elie Extinktion bei 670 nm gemessen. Zur Erstellung einer Eichkurve wurde ein
Na2S-Standard hergestellt. In 900 ml sauerstoflTreies Wasser wurden 0,4 g NaOJ-J unel
ein abgewogener hristall Na2S ·9 H20 gegeben. Del' Kristall war kurz VOl' dem Wiegen
mit Wassel' gespiilt wor'den, um Oxielationsprodukte des Sulfids von del' Oberflache
zu entfernen. Die Losung wurde auf 1000 IIII mit Wasser aufgefiillt, mit Stickstofr
begast unel mit einem Stopfen verschlossen. Durch Schwenken wurele das Na2S gelost.
Die Losung warde unter auaeroben Beelingungen auf 100 ml-Flaschen verteilt, mit
Stickstofr begast, mit einem Stopfen verschlossen und bei 4°C aufbewahrt..

Die Suifielproelllkhon in Ameicherllngen wurele mit einem qualitativen Sulfidtest nach
Cord-Ruwisch [30] detektiert.

Kupfersu IfatloslIng:
.5 IllM ClIS04
50 111M Hel
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Von del' zu priifenden K ultur wurden 0,25 III I in 1 ml Kupfersulfatlosung gegeben und
sofort gemischt. Es bildete sieh braunes CuS, das naeh kurzer Zeit als Flockell ausfiel.
Anhand der Intensitat del' Braunfarbung im Vergleich zu einer Kontrolle war eindeubg
zu erkeunen, ob in einer Kultur viel, wenig odeI' kein Sehwefelwasserstoff produziert
worden war.

2.6.2 DNA-Bestimmung

Fiir die Cjuantitave Bestimmung von DNA in Zellextrakten wurde die von Burton be
sehriebene DiphenyJamiureaktion [21, 36J verwendet.

Dipheny lal11in- R.eagenz:
1,5 g Diphenylal11in wurden in 100 1111 Essigsaure gelost und 1,5 1111 konzentrierte
Schwefelsaure hinzugefiigt. Unl11ittelbar VOl' Gebrauch wurden 100,,1 einer wassrigen
Acetaldehydlosung [16 Illg/ml] zu 20 III I Reagenz gegeben.

DNA-Standard:
0,4 mg Iyophilisierte Heringsperma-DNA wurden pro ml in 5 mM NaOH gelbst,
mit 1 Volumen 1 M Perchlorsaure versetzt und 15 IVlinuten bei 70°C inkubiert.
Verdunnungen wurden in 0,5 M Perchlorsaure hergestellt.

Zellen einer 50 ml K ultur wurden pelletiert, in 5 ml sse resuspendiert, noehmal pelle
bert und in 900 pi eiskaltem SSC a.ufgenommen. Nach Zugabe von 100 pi 2,5 M Per
ehlorsaure wurde der Zellextrakt gut gemischt, 30 Minuten im Eisbad inkubiert uud
10 Minuten bei 10000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in fliissigem Stickstoff einge
[roren und bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert. Das gefrorene Zellpellet wurde
dann in 750 pi 0,5 M Perchlorsaure resuspendiert, 15 Minuten bei 70°C unter Schiitteln
inkubiert und 10 Minuten bei 5000 x g zentrifugiert. Del' Uberstand wurde abgenom
men, und das Pellet nochmal mit 400 pi und anschlieBeud mit 350 pi Perchlorsaure wie
oben beschrieben extrahiert. Die Uberstande wurden gesammelt. 500 pi Hydrolysat
bzw. DNA-Standardverchinnungen (0-200 I'g DNA) wurden mit 1 ml Diphenylamin
Reagenz gemischt und 16-20 Stunden bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Ex
tinktion bei 600 n111 gemessen, und die I(onzentration anhand del' erstellten Eichkurve
bestillllllt.

2.6.3 RNA-Bestimmung

RNA in Zellextrakten wurde iiber die Orcinol-Reakbon [36,66] besbllllllt.

Eisenchloricl- R.eagenz:
100 mg FeCI3 . 6 H2 0 wurden in 100 ml konzentrierter Salzsaure gelost.

Ethanol-Orci nol-Losung:
6 g Orcinol wurden in 100 ml Ethanol gelbst.
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Orcinol-Reagenz:
Unmittelbar VOl' Gebrauch lVurden das Eisenchlorid-Reagenz LInd die Ethanol-Orcinol
LiisLlng 1m Verhiiltnis 1:1 gemischt.

RN A-Standard:
:l00 pg 16S LInd :l3S rRNA von Escherichia coli (Boehringer) wurden pro ml in
0,25 M Perchlorsiiure geliist, 30 Minuten bei 70°C inkubiert LInd 1 Volumen 0,1 M HCI
zugegeben. VerdlinnLlngen wurden in 0,25 M Perchlorsii.ure/O,l M HCI (1:1) hergestellt.

Hydrolysate aus Zeilsnspensionell wurden durch Behandlnng mit Perchlorsaure herge
steilt wie unter Abschllitt l.6.l beschrieben.

1ml Hydrolysat (1:10 bis 1:2 verdiinnt in 0,1 M HCl) bzw. RNA-Standardverdiinnun
gen (0-100 I'g RNA) wurclen mit 2 illI Orcinol-Reagenz in Reagenzglaschen gemischt,
die mit Aluminiumkappen verschlossen wurden. Nach 30 Minnten Inkubation bei 90°C
wllrden die Proben u Ilter laufencleu.l Leitullgswasser abgekiihlt, und die Extillktion bei
665 nm gemessen. Die I\Onzelltration wurde anhand del' erstellten Eichkurve bestimmt.

2.6.4 Proteinbestiml1lung

Die Proteinbestimmung wurde nach Bradford [13] mocli:fiziert.

Bradford-Reagenz:
70 mg Serva Siau G250
50 m196% (v/v) Ethanol
100 ml 85% (v/v) H3PO"
H20 ad 1000 ml

Zur Herstelillng des Reagenzes wnrde del' Farbstoff zunachst voilstandig in Ethanol
gelost. Nach Zligabe del' weiteren Bestandteile wurde die Losung durch einen Falten
filter filtriert und lichtgeschiitzt in braunen Flaschen gelagert. Zu 20 III Probe (1:20
verdiinnte Proteinextrakte) wlirde ill einer I\unststoffkiivette 1 ml Reagellz gegeben.
Die Kuvetten wlirden mit Parafilm verschlossen und gut geschiittelt. Nach 5 Minuten

wurde die Extinktion bei 595 nm gegen einen Leerwert mit 20 It! Probenpuffer (1:20
verdiinnt) gemessen. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer mit Rinderserum

albumin (1-20 Ilg BSA) erstellten Eichkurve bestimmt.

2.7 Bearbeitung von Umweltproben

In del' vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Umweltproben untersucht. Die Pro
bennahme unci die speziellen, st:andorta.bhangigen methodischen Anfordernngen sind
im folgenden Abschnitt allsgefiihrt:, so weit: sie von den bisher beschriebenen Methoden
abweichen.

DNA aus einer mikrobiellen Matte von Texel, Holland, sowie DNA-Praparationen von
verschieclenell Biofilll1en aus experimentellell Bioreaktoren (TU Delft, Holland) wurden
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mil' von Dr. Gerarcl Muyzer fiir erste Untersuchungen von Umweltproben zur Verfiigung
gestellt.

2.7.1 Bioreaktorell

2.7.1.1 Pt'obennahme

Schlammproben von anaeroben experimentellen Abwasserbiot'eaktoreu (TU Delft, HoI
land) wurclen frenncllicherweise von Dr. Mike Jetten genom men, sofort in fliissigem
StickstotT eingefroren unci mil' zur weiteren Bearbeitung iiberlassen. Frisches Material
eines methanogenen Bioreaktors fiir Anreichernngen wurcle mil' ebenfalls von Dr. Mike
Jetten zur Verriigung gestellt.

Inkubationen von Schlammproben eines clenitrifizierenclen experimentellen Bioreaktors
(ANNAMOX-Bioreaktor [130]) mit verschieclenen Substraten wurclen von Dr. Mike
Jetten (TU Delft, Hollancl) folgenclermaf3en clurchgefiihrt. 100 ml Schlamm wurclen
zweimal mit anaerobem 20 mM l<HC03-Puffer, pH 7,2 gewaschen unci in Portionen
zn 25 ml mit 25 ml Meclium (KHC03, 0,1 g/I Hefeextrakt, 0,2 g/I Acetat, CaCI2,
MgCb, NaCI, KCI, KH2P04, Na2S04, Spurenelemente, 0,05 mM Na2S, pH 7,3) in
125 ml-Knltnrgefaf3e verteilt. Die Gefaf3e wurclen mit Argon/C02 [95/5 (v /v)], H2/C02
[90/10 (v/v)] bzw. mit Sauerstoff (Presslnft) begast. Die Proben wurclen 20 Stunclen
bei 30°C inku biert, in 50 ml-Falcon-Riihrchen iiberfiihrt, clas Wasser entJernt nnd in
fl iissigem Stickstoff eingefroren

2.7.1.2 Extt'aktion und Analyse von Nukleinsaut'en

Nukleinsauren wurclen mit cler bereits in Abschnitt 2.3.1.2 beschriebenen Methocle nach
Oelmiiller et al. [143J folgenclermaf3en extrahiert. Zunachst wurde das Naf3gewicht cler
Schlammprobe bestimmt. 9~12 g gefrorenes Probenmaterial wurclen in 8 ml AE-Puffer
resnspencliert. Nach Zngabe von 20 ml heif3em Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
(25:24:1) und200 pi 25% (w/v) SDS wurcle clie Liisung 30 Minuten bei 60°C inkubiert
(wobei mehrmals kurz gevortext wurcle), anschlief3encl im Eisbacl abgekiihlt und10 Mi
nuten bei 5000 rpm zentrifugiert. Die waf3rige Phase wurcle mit 1 ml 2 M Natrinm
acetal., pH 5,2 (Enclkonzentration 0,25 M) gemischt nncl wenigstens clreimalmit 15 ml
Phenol- Chioroforlll- Isoamy lalkohol (25: 24: 1) extrahiert Die Falluug del' Nuklei nsanren
erfolgte clurch Zugabe von 2,5 Vol. eiskaltem Ethanol fiir 30 Minuten bei ~80 °C ocler
fiir 2 Stnnclen bei -20°C. Nach Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 60 Minnten wurcle
clas Pellet mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, ernent 10 Minnten zentrifugiert, 20 Mi
nuten unter Vaknum getrocknet nnd in einem kleinen Volnmen Wasser geliist. DNA
bzw. RNA wurde aus cliesen Praparationen clurch die selektive Behancllung mit RNase
bzw. DNase gewonnen. Ais Richtwert galt clabei ein Einsatz von 0,5 pg RNase, nm
1 pg RNA in 15 Minnten abzubanen, unci von 10 U DNase, urn 1 pg DNA in 30 Minu
ten in DNase-Puffer abzubauen. Die Enzyme wurclen clurch eine Phenol-Chloroform
Isoamylalkohol-Extraktion unci anschlief3encle Ethanolfallung entfernt.
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Nukleinsiiurepraparationen wurden grunds~itzlichspektrophotometrisch vermessen Lwd
illL'e Reinheit anhand des Spektrllllls von 220-340 nm bewertet. 8ine anschliel3ende
Auftrennung del' Nukleinsaurepraparationen im Agarosegel gab Aufschlul3 iiber deren
Qualitat.

Fiir die Amplifikation des [NiFe] Hydrogenase-Gens mit Primerpaar Hydlf-Hyd5r wur
den 0,1-1 I-tg genomische DNA eingesetzt. Die cDNA-Synthese wurde mit 0,5-1 I-tg
Gesamt-RNA durchgefiihrt undl/4 Volumen des RT-Mixes in del' anschliel3enden PCR
verwendet.

In denaturierenden Gelen, mit Gradienten von 20-40% bis 60~70% an denaturierenden
Agentien, wurden in del' Regel 25-50 I-d del' PCR-Ansa.tze aufgetrenntj 100 I-d wurden
fiir Proben des denitrifizierenden Bioreaktors verwendet. Diese Menge war ausreicbend,
da die Anzahl an PCR-Produkten mit unterschiedlicher Sequenz relativ gering war.

2.7.2 Mariager Fjord, Dal1emark

2.7.2.1 Probenllahme

Proben wurden auf Station Dybet M3, etwa 1 kill nordlich des Hafens von Maria
gel' (lat. 56 39' 66" N, long. 09 58' 56" 0) am HJ. und 20 Angust 1993 genommen.
Wasserproben wurden von del' oxischen Wasserschicht in 8 m Tiefe, von del' oberen,
zentralen und unteren Chemokline in 13111, 14,5 m und 16 m Tiefe und in del' ano
xischen Wasserschicht in 20 m Tiefe genommenj eine Sedimentprobe wUl'de in 26 111

Tiefe genommen. Mit Hilfe eines Filtrieraufsatzes fiir Spritzen wurde die Biomasse aus
jeweils 200 ml See wasser durch Filtration auf einem Durapore Filter (MillipOL'e GVWP
02500, 0,22 1,m Porengrol3e, 25 mm Durchmesser) gesammelt. Die Filter wurden sofort
in f1iissigem Stickstufl' eingefrOL'en Lmd dOlt bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Da
das Sedimeut extrem waBrig und weich war, wurden 20 1111 davon ebenfalls filtriert und
del' Filter zusammen mit dem konzentrierten Sediment eingefroren.

2.7.2.2 Exh'aktion lind Analyse von NlIkleinsallren

Nukleinsauren wurden mit del' in Abschnitt 23.12 beschriebenen Methode nach Oel
miiller et al. [143] extrahiert, die folgendermal3en angepal3t wurde: Die Filter wur
den aufgetaut und zwelmal mit 1 ml eiskaltem A8-Pufl'er gewaschen. Del' Puffer so
wie die Filter wurden zu 6 1111 heil3em Phellol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1)
und 60 Itl 25% (w/v) SDS gegeben und 5 Minuten bei 60°C inkubiert. Die Losung
wurde auf Eis abgekiihlt und zur Phasentrennung 5 Minuten bei 4000 x g zentrifu
giert. Die wal3rige Phase wurde mit 250 1'1 2 IVI Natriumacetat, pH 5,2 vermischt und
noch zweimal wie oben beschrieben mit 5 ml Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol ex
trahiert. Die Nukleinsauren wurden mit 2,5 Vol. 96% (v/v) Ethanol fiir 3 Stunclen
bei ~20°C gefiillt, 60 Minuten bei 4000 x g zentrifugiert, mit eiskaltem 75% (v/v)
Ethanol gewaschen, zentrifugiert, etwa 20 Minuten unter Vakuulll getrocknet. unci in
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50 I.d DEPC- Wasser] gelost. Fiir die Amplifikation von 16S rRNA-Genfragmenten
wurdell diese Nukleinsaure-Extrakte1:10 (Wasserproben) bzw. 1:100 (Sedimentpro
be) verdiinnt unci 1 I.t! del' Verdunnung in einer 50 ill-peR mit Primerpaar GM5fGC
DS907r (siehe Abschnitt 2.3.2.1) eingesetzt. Die Amplifikation cles [NiFe] Hydrogenase
Gens mit Primerpaar Hydlf-Hyd5r wurde mit bis zu 10 III cler ullverdiinnten Nu
kleinsau repraparationen durchgefii hrt.

Alternativ erfolgte die Zeillyse nach einem Protokoll von Fuhrmann et 301. [56] mit
anschlieflencler Phenol-Extraktion cler Nukleinsauren.

STE-Pufrer:
10 111M Tris-HCI, pH 8
1 111M EDTA
100 111M NaCI

Die Filter wurclen mit 1 ml STE-Pufrer gespiilt, 100 III 10% (w/v) SDS zugegeben und
2 Minuten im siedenclen Wasserbacl inkubiert. Die Filter wurclen ein zweites Mal mit
1 ml STE-Puffer gespiilt. Filter und Puffer wurclen clann mit 2 ml Phenol extrahiert Die
waflrige Phase wurcle noch zweimal mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)
extrahiert, und clie Nukleinsauren clurch Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat, pH 5,5
und 2,5 Vol. Ethanol bei -20°C fiir 3 Stullden gefallt. ach clem Abzentrifugieren
(30 Minuten bei 5000 rpm) wurcle clas Pellet mit 1 ml 70% (v/v) Ethanol gewaschen,
erneut kurz abzentrifugiert, 15 Minuten unter Vakuum getrocknet und in 50 pi Wasser
aufgenommen.

Die cD A-Synthese wurde im Prinzip wie unter Abschnitt 23.2.2 beschrieben durehge
fiihrt. 17 It! cles Nukleinsaure-Extrakts wurclen mit 2 It! 10 x DNase-Puffer und 1 It!
D ase [10 U/pl] gemiseht unci 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die DNase wurde durch
Extraktion mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol entfernt. Naeh Ethanolfallung und
Zentrifugation wurde das R A-Pellet in 20 Id Wasser gelost. Die Reverse Transkription
erfolgte mit 10 pi Gesamt-RNA in einem Endvolumen von 20 It!. Fur die Amplifikation
von 16S ribosomalen eDNA-Fragmenten wurde del' RT-Mix 1:1000 verdiinnt und 1 It!
davon in einer 50 It!-PCR mit Primerpaar GM5fGC-DS907r eingesetzt. Die Amplifi
kation cler [NiFeJ Hycirogenase-mRNA mit Primerpaar Hydlf-Hyd5r wurde mit bis zu
10 III del' llllvercliinnten RT-Mixe durehgefiihrt.

Fiir die Analyse von amplifizierten 16S rRNA-Sequenzen in clenaturierenclen Gradi
entengelen wurclen 300 It! PCR-Produkte hergestellt unci mit, 30 It! 5 M NaCI unci
750 III Ethanol bei -80°C gefallt. Nach del' Zentrifugation wurcle das Pellet mit 70%
(v/v) Ethanol gewaschen, abzentrifugiert, unter Vakuum getrocknet unci in 15 III Was
ser gelost. Damit wurden Gele mit einem Gradienten von 20-70% an c1enaturierenden
Agentien beschiekt.

Naeh del' Elektrophorese wurden mit einer abgeschnittenen Pasteurpipette kleine Stuk
ke del' mit Ethidiumbromid-angefarbten DNA-Sanden aus dem Gel entfernt; zum einen
um die Positionen von Sanden im Gel zu markieren und einen Vergleich del' Sanden

1Wasser wurde mit 0,3% (v Iv) Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, mehrere Stunden geschiittelt
und anschliefiend auloklaviert.
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nach del' Hybridisiel'ung zu erlauben, znm anderell, um PCR-Prodnkte interessanter
Banden zu e1uierell, reamplifizieren und sequenzieren. Die Seqnenzierung und Identifi
zierung diesel' PCR-Produkte wurde von Dr. Andreas Teske wie nnter Absehnitt 2.3.5
besehrieben durehgefuhrt; als Primer dienten GM5f und OS907r.

Bis zu 200 ~ll [ iF'e] I-Iydrogenase-PCR-Produkte (dureh Ethanolfallung auf 1/10 des
Volnmens reduziert) wnrden in denaturiel'enden Gradientengelen analysiert.

2.7.3 Golfo Dulce, Costa Rica

2.7.3.1 Probennahme

Proben wurden lVahrend einer Ausfahrt der RV Viktor Hensen im Janual' 1994 auf
Station G01 (lat. 841' 07" N, long. 83 23' 07" 0) illl Golfo Dulce, Costa Rica ge
nommen. Wasserproben wUl'den mit einer Niskin-Flasehe in 20 m-Intervallen genom
men. 500 ml Seewasser wurden dureh einen Durapore Filter ( lillipore GVWP 02500,
0,22 ~11I1 PorengroBe, 25 mm Durehmesser) mit Hilfe einer Vakuumpumpe filtriert, um
die Siomasse zu sallll1leln. Die Filter wurden sofort in f1iissigem Stiekstofl' eingefroren
und bei -20°C gelagert. Von einem Sedimentkern mit einem Durehmesser von 26 mm
wnl'den die oberen 5 mm abgenommen, gellliseht und bei -20°C gelagert.

2.7.3.2 Ext.l'aktion lind Analyse von Nukleinsauren

Nukleinsauren wurden wie unter Absehnitt 2.7.2.2 besehrieben von den Filtern bzlV.
aus 0,5 g Sediment extrahiert und in 50 pi Wasser aufgenommen. 1 ~d dieser Ex
trakte wurde in einer 50 ~d-PCR eingesetzt. 200 ~d PCR-Produkte, besteheud aus
16S rR IA-Genfragmenten, wurden wie oben besehrieben auf eiu Volumen von 15 ~d

reduziert lUld in denatnrierenden Gradientengelen aufgetrennt. Sis zu 200 pi [ iFe]
Hydrogenase-PCR-Produkte (reduziert auf 1/10 des Volumens) lVurden in denaturie
renden Grad ienten gelen an alysiert.

2.7.4 Solar Lake, Sinai

2.7.4.1 Pl'Obennahme

Sediment.kerne einer mikrobiellen Matte vom Solar Lake, Sinai wurden von Dr. Andreas
Teske von einer Reise im lovember 1994 mitgebraeht. Unlllittelbar naeh Erhalt wurden
die oberen 3 em eines Sediment kerns homogenisiert, anI' 2 ml-EppendorfgefaBe verteilt,
in Fliissigstiekstoff eingefroren und liber acht Iyophilisiert. Zur Erprobung von Ex
traktionsmethoden fiir Nukleinsauren wurde zunaehst aneh frisehes Mattenmaterial
verwendet.
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2.7.4.2 Extraktion und Analyse von ukleinsaul'en
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Die Extraktion von Nukleinsauren alls Mattenmaterial yom Solar Lake erwies sich als
relat,iv schwierig. Problematisch war sowohl del' ZellaufschluB als allch die Ausbeute
und die Reinheit del' isolierten Nukleinsauren. Daher wurden verschieclene Methoclen
ausprobiert unci moclifiziert .

• Zunachst wurcle an frischem Mattenmaterial erfolglos eine Extraktion del' Nu
kleinsallren versucht entsprechencl clem Protokoll fiir Bioreaktorproben wie unter
Abschnitt. 2.7.1.2 beschrieben. Dabei wurclen pro g Mattenmaterial 1 ml Puf
fer und 2 ml Phenol-Chloroform-lsoamyJalkohol verwenclet. Danu wul'de cliese
Methode auf Mattenmaterial angewendet, das zunachst in fliissigem Stickstoff
eingefroren und mit einem Marser in fliissigem Stickstoff plIlverisiert wurde.

• Die Extraktion von Nukleinsauren unter Vel'wendung eines harschen dellaturie
renden Agens, dem Guanidiniuill-Isothiocyanat, in I<ombillation mit eiller Phe
llol-Chloroform-Extraktion unci zusatzlichem mechanischen ZellaufschluB [25,80,
154] wurcle eben falls versucht.

GIPS-Puffer:
4 M Guaniclinium-Isothiocyanat
0,5% (w/v) Sarkosyl
25 mM Natriumcitrat, pH 7
0,1 M 2-1VIercaptoethanol

2,5 g frisches Mattellmaterial wurden mit 2 g Glasperlell sowie 4 ml GIPS
Puffer, 0,4 ml 2 M Natriumacetat, pH 4, 4 IIII Phenol und 0,8 ml Chlorofol'm
Isoamylalkohol (49:1) griindlich gemischt, im Eisbad 5 Minuten abgekiihlt und
3 Minuten bei 1600 rpm im "bead beater" geschiittelt. Durell 15 Minuten Zen
trifugation bei 4°C und 5000 rpm wurden die Phasen getrennt, und die waBrige
Phase mit 1 VoL Isopropanol nach Zugabe von 1 III Glycogen!asung [20 mg/ml]
60 Minuten bei -20°C inkllbiert. Die Lasung wurde 30 IVlinuten bei 4°C und
5000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 III I 1 mM EDTA, pH 7 gelast,
mit 1 VoL Isopropauol versetzt und erneut fiir 60 Minuteu bei -20°C gefallt. Die
Lasung wurcle wie oben beschrieben zentrifugiert, das Pellet mit 5 ml 70% (v Iv)
Ethanol gewaschen, kurz abzentrifugiert unci in 200 It! Wasser gelast.

• Es wurde eine weitere, schnelle Methode basierend auf dem Detergenz Hexadecyl
trimethylammoniumbromid (eTAS), das Polysaccharicle komplexiert, verwendet.
Urspriinglich wurde sie bescht'ieben, lim DNA aus Pflanzeumaterial zu isolieren
[47]

CTAB-Lysepllffer:
2% (wlv) CTAS
1,4 M NaC!
0,2% (v Iv) 2-Mercaptoethanol
20 mM EDTA
100 !TIM Tris-HCI, pH 8
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1 g Lyophilisat, j g Glasperlen unci 2,5 ml CTAB-Lysepuffer wurclen griincllich ge

vortext unci nach Zugabe von 7,5 ml CTAB-Lysepuffer 30 Minuten bei 60°C inku
biert. Die Losung wurde mit 10 ml Phenol-Chloroform-Isoamylalohol verl1lischt,
5 Minuten geschiittelt unci zur Phasentrennung 10 Minuten bei 1600 x g zentri
fugiert. Die waBrige Oberphase wurcle abgenommen, 2/3 Vol. kaltes Isopropanol
zugefiigt und 2 Stuudell bei Rallmtemperatur stehen gelassen. AuschlieBend wur
de bei 4°C unci 500 x g fiir 2 Minuten zentrifugiert und der Uberstand vorsicbtig
dekantiert. Das Nukleinsaurepellet wurcle mit 20 ml 76% (v/v) Ethanol, 10 mM

Ammouiumacetat 30 lVIinuten unter Schiitteln gewascheu, 10 Miuuten bei 1600
x g abzentrifLLgiert, 30 Miuuten unter Vakuum getrocknet und in 200 pi Wasser
aufgenommen .

• 1m folgenclen wurcle eine rVlethocie verwenclet, clie fiir Seclimentproben beschrie
ben wurde [162] (basierend auf [42, 74, 129, 218]). Dazu wurcle 1 g gefrorenes
Mattenmaterial, 1 g Glasperlen, 2 ml 120 mM Na-Phosphatpuffer, pH 8, 250 ,ti
Phenol, 125 ,t110% (w/v) SDS, 10 mg Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) in eillem
"beacl beater" -GefaB 5 x 15 S..kunden bei 2000 rpm geschiittelt. Die Losung wur
de in 15 ml-Plastikrohrchen iiberfiihrt, 750 ,ti Na-Phoshatpuffer, pH 8 und 2 ml
Phenol zugegeben, griincllich gemischt unci 10 lVIinuten bei 4°C und 5000 rpm
zentrifugiert. Die waBrige Phase wurcle abgenommen unci allfbewahrt, wahrencl

clie Phenolphase mit 1,25 ml la-Phosphatpuffer reextrahiert wurde. Die waBrigen
Phasen wurclen \'ereinigt, mit 1 Vol. Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)
5 Minuten geschiittelt unci dann 5 Minuten Zllr Phasentrennung zentrifugiert. Die
ser Vorgang wurde uoch clreimal mit cler waBrigen Phase wiederholt. Die rallung
cler ukleinsauren aus der waBrigen Phase erfolgte mit 2,5 Vol. eiskaltem Etha
nol fiir eine Stuncle bei -20°C. Die Proben wurden 60 l'vlinuten uei 4°C unci
5000 rpm zentrifugiert, clas Pellet in 70% (v/v) Ethanol gewaschen, kurz abzell
trifugiert und iu 200 ,ti Wasser aufgenommen. Eine Aufreinigung cler unsauberen
Extrakte wu rele ii ber clie Bineluug cler Nukleinsauren an clas Reagenz Hycl roxyl
apatit versucht [162] .

• A bschlieBenci lVurde eine Extraktion prinzi piell wie ill] vorbergehenelen Absatz
beschrieben clurchgefiilltt, aber mit einigen Moclifikationen. 0,5 g Lyophilisat
wurden mit I g Glasperlen vermischt ullcl nach Zugabe von 4 ml 120 mM Na
Phosphatpuffer, pH8 mit 1% (IV/V) PVVP, 500 pi Phenol unci 250 pi 10% (w/v)
SDS griincllich gevortext. Dann wUI·clen 4 tnl Phenol zugegeben unci nochmals
griindlich gevortext. Nach der Phaselltrennung wurcle clie Phenolphase mit 2 ml
Na-Phosphatpuffer reextrahiert. Die vereinigten waBrigen Phasell wurdell an
schlieBenci noch insgesamt viermal mit 1 Vol. Phenol-Chloroform-lsoal1lylalkohol
extrahiert. Ul1l das Volumen cler waBrigen Phase zu vergroBern, wurcle 1/3 Vol.

Na-Phosphatpllffer zllgefiigt. Die Nukleinsauren wurden, statt mit Ethanol, mit
2/3 Vol. Isopropanol fiir 30 lVIinuten bei Raumtemperatur gefallt unci 45 Milluten
bei 5000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurcle mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen,
kurz abzentrifugiert, 15 Minllten unter Vakuum getrocknet und in 100 ,d Wasser
aufgenol1lmen. RNA wurde aus cliesen Praparationen clurch die Behandlung mit
DNase gewonnen (siehe Abschnitt 27.1.2).



2.8. CO!v!PUTERUNTERSTUTZTE SEQUENZANALYSE 57

Fiir die Amplifikation des [NiFeJ Hydrogenase-Gens mit Primerpaar Hydlf-Hyd5r wur
den etwa 0,1-1 ,tg genomische DNA eingesetzt. Die cDNA-Synthese wurde mit 0,5-1 J.lg
Gesamt-RNA durchgefiihrt und 1/4 Volumen des RT-Mixes in der anschlieflenden PCR
verwendet. 50 ,tl der [NiFe] Hydrogenase-PCR-Produkte wurden in denaturierenden
Gradientengelen analysiert.

2.8 Computerunterstiitzte Sequenzanalyse

Vergleiche von Nukleotid- und Aminosauresequenzen mit Datenbanken (EMBL) wur
den mit Hilfe des FASTA Suchprogramms [151, 152] durchgefiihrt. Das Programm
DNA-Strider 1.2 [124J wurde verwendet, um Nukleotidsequenzen in Aminosaurese
quenzen ulllzuschreiben. Das "alignment" der Sequenzen wurde zunachst manuell in
dem Sequenzeditor SEQAPP [63] durchgefiihrt. Der Zugrifr auf die GroBrechenanJage
der Universitat Gottingen erlaubte eine Verbesserung des Sequenzabgleiches mit dem
Wisconsin GCG Analysis Software Package (Genetics Computer Group, University of
Wisconsin. Biotechnology Center, Madison, Wisconsin). Das Programm PAUP 3.1.1
[209] wurde verwendet, um Sequenzen paarweise zu vergleichen und eine Distanzmatrix
zu erstellen.

2.9 Dokumentation

Die Dokumentation von Gellaufen, Hybridisierungen und Imlllunreaktionen erfolgte
entweder mit einer Polaroid-I<amera MP4 oder mit dem Cybertech CS1 System. Bilder.
die nicht digitalisiert vorlagen. wurden mit der Software Fotolook SA 2.05 oder Ofoto
2.0 "gescannt". Digitale Bilder wurden mit Adobe Photoshop 3.0 bearbeitet; Text
wurde mit Hilfe von FreeHand 5.0 zugefiigt. Graphen wurden mit CA-Cricket Graph
III 15.2 erstellt
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Kapitel3

Ergebnisse

3.1 Entwicklung emes m.olekularbiologischen Sy
stems zum Nachweis von Desulfovibrio spp.

1m Rahmen dieser Arbeit sollte ein molekularbiologisches Nachweissystem fiir sulfat
reduzierende Bakterien entwickelt werden, das auf den Sequenzen der [NiFe] Hydro
genase basiert. Das [NiFe] Hydrogenase-Gen ist in allen bisher untersuchten Desulfovi
brio-Stammen vorhanden [232] In erster Linie wurde untersucht, ob man mit Hilfe der
PCR [NiFe] Hydrogenase-Gensequenzen amplifizieren und diese analysieren kann, Ulll

so Bakterienstamme der Gattung Desu.lfovibrio zu spezifizieren.

3.1.1 Design von peR-Primern

Die bekannten Sequenzen der [NiFe] Hydrogenase-Gene von Desulfovibrio vu.lgaTis [38]'
Desulfovibrio gigas [110] und DesulfovibTio fructosovomns [180] wurden vou Dr. Gerard
Muyzer mit Hilfe des BESTFIT Programms (Sequence Analysis Software Package,
Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Biotechnology Center, Madison,
Wisconsin [39]) miteinander verglichen. Es wurden sieben kurze Consensusregionen
gefunden. Flinf dieser Sequenzen wnrden als PCR-Primer synthetisiert. Abbildung 3.1
zeigt in einer schematischen Zeichnung die Position und Orientierung dieser Oligonu-

Abbildung 3.1: Schematische Zeichnung der Primerpositionen innerhalb des [NiFe]
Hydrogenase-Gens von Desulfovibrio spp.
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Primer'l

Hyd2f
Hydlf
T-lyd·lf
Hyd5r
Hyd7r

GC-l<lammer'

I\APITEL 3. ERGEBNISSE

Tabelle 3.1: Sequenzen und Positionen del' PCR-Primer

Position b Sequenz

81 L-829 5'-CCGG(CjTlTGCCCGCC(GjC)AACCC-3'
14'11-1467 5'-CGCGACGCCCAGCACTTCACCCAGCGC-3'
1786-L815 5'-TTCACCAA(CjT)GCCTACTTCCT(GjClGGCGGCCAC-3'
L844-1879 5'-GCAGGGCTTCCAGGTAGTGGGCGGTGGCGATGAGGT-3'
28.59-28i'8 5'-CGCAGGCGATGCA(GjC)GGGTC-3'

5~CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG-Y

Of ist der Ilforwardl'-Primerj r ist dec ureverse"·Primer
'Position im [NiPe] Hydrogenase-Gen von DesulfoUlbno tlulgans [38]
'Die GC-Klammer wird an das 5'-Ende des Primers Hydlf angehii.ngt (siehe Text).

kleotide innerhaJb de~ [NiFe] Hydrogenase-Gens. Primer Hyd2f ist innerhaJb del' Regi

on, die die kleine Untereinheit del' [NiFe] Hydrogp.nase codiert, lokalisiert.; uie Primer
Hydlf, lIyd4f, Hyd5r und Hydir befinden sich illnerhalb des Genabschnittes, del' fiir
die groBe Untereinheit. del' [NiFe] Hydrogenase codiert.

Die Primersequenzen und ihre exakte Position innerhalb des [NiFe] Hydrogenase-Gens
von Desu.lfouibl'io lIulgaris Miyazaki [38] sind ill Tabelle 3.1 dargestellt. Del' Vergleich
diesel' Sequenzen mit allen in del' EMBL Dat.enbank gespeicherten Sequenzen unter
Verwenduug des FASTA Suchprogramms [151, 152J ergab ausschlieBlich signifikante
Ahnlichkeitswerte fiir Hydrogenase-Gene.

3.1.2 Amplifikatioll des [NiFe] Hydrogenase-Gens von Rein
kulturen

Zuuachst wurdetl die zur Amplifikation des [NiFeJ Hydrogenase-Gens erforderlichen
PCR-Bedingungen enllitt.elt.. Ausgehend von del' berechneten mit.tleren Schmelztem
perat.ur Tm (siehe Abschnitt. 2.3.4.3) del' Primersequenzen wurde die Annealingtem
perat.ur auf 60°C geset.zt und das [NiFe] l-Iydrogenase-Gen aus genomischer DNA von
verschiedenen Desldfauibrio-StamLllen in 30 Zyklen aillplifiziert Als negative J\ontrolle
diente dabei Eschel'ichia coli-DNA. Da auch in cliesem Ansat.z ein PCR-Pl'Odukt ent
stand, wurde die Annealingteillperat.ur in den folgenden Reaktionen ULll 5°C erhoht.
Abbildung 3.2 zeigt e1ie PCR-Produkte aus genomischer DNA von Desulfovibl'io vulga
l'is DSM 644, die man mit den verschiedenen, Illoglichen Primerkombinationen erhalt,
nach Auftrennung in einem Agal'Osegel. Primerpaar Hyd2f-Hyd7r sollte ein 2070 bp,
Primerpaar Hyelll~Hyd7r ein 1440 bp, Primerpaar Hyd4f-Hyd7r ein 1090 bp, Primer
paar Hyd2f-l-Iyd5r ein 1070 bp und Primerpaar Hydlf-Hyd5r ein 440 bp groBes DNA
Fragment amplifizieren. Die GroBe del' PCR-Produkte stimmt mit del' aufgrund del'
bekannten Sequenzen erwart.eten GroBe iiberein.

Da die PCR-Primer zum Nachweis von Desulfovibl'io-St.ammen in Umweltproben ver
wendel. werden sollten, muBte zunachst ihre Spezifitat. bestill1ll1t werden. Hierzu wurele
eine Vielzahl von verschiedenen Bakterienst.atllll1en unt.ersllcht. Nebell 11 Desulfovi-
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Abbildung 3.2: Gelelektrophoretische Analyse del' PCR-Produkte nach Amplifika
tion des [NiFe] Hydrogenase-Gens aus genomischer DNA von Desulfovibrio vu.1ga
?'is DSM 644 mit folgenden Primerpaaren Hyd2f-Hyd7r (Balm 2), Hydlf-Hyd7r
(Balm 3), Hyd4f-Hyd7r (Bahn 4), Hyd2f-Hyd5r (Balm 5), Hydlf-Hyd5r (Bahn 6).
DNA-GriiBenmarker (Bio-Rad) wurden in Balm 1 und 7 aufgetragen. (Negatives Bild
eines Ethidiumbromid-gefa.rbten 2% (wjv) TBE-Agarosegels)

brio-Stammen wurden 10 Stamme aus 7 anderen Gattungen del' Gram-negativen sul
fatreduzierenden Bakterien, del' Gram-positive Stamm DesulfotomacuIum Q7'ientis und
zwei neue Isolate von sulfatreduzierenden Bakterien, LTI<4 [78]llnd PIB2 [100]' ge
testet. Weiterhin wurden 12 Stamme aus anderen Bakteriengruppen lllltersllcht, von
denen etliche eine [NiFe] Hydrogenase besitzen [161, 255]

Die fiir die PCR verwendeten DNA-Praparationen wurden in einem 1,5% (w jv) Agaro
segel iiberpriift. Es wurden nur Praparationen benutzt, die hochmolekulare DNA ent
hielten. Zusatzlieh wurde das 16S rRNA-Gen aus diesel' DNA in einem etablierten
PCR-System [78, 135] amplifiziert. Dies stellt sidler, daB ein negatives Ergebnis wedel'
dureh die DNA-Praparation noeh durch die PCR-Reagentien verursaeht wird. Urn die
Spezifitat del' [NiFe] Hydrogenase-PCR zu erhohen und die Bildung von falschen Ne
benprodukten zu vermeiden, wurde eine sogenannte "touehdown"-PCR durchgefiihrt
[46]. Die Annealingtemperatur wllrde dazu auf 70°C erhiiht und in jedem zweiten Zy
klus lUll 1°C gesenkt bis 60°C erreieht waren. Bei diesel' Temperatur wurden dann 10
weitere Zyklen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.2 dargestellt.

Das [NiFe] Hygrogenase-Gen wurde hallptsachlich aus DNA von Desu.1fovibrio-Stam
men amplifiziert. PCR-Produkte entstanden da,bei meistens mit allen Primerpaaren.
Dasselbe galt fiir das neue Isolat PIB2, wahrend DNA des Isolats LTI<4 keine PCR
Produkte bildete. Unter stringenten PCR-Bedingungen ("touchdown" -PCR von 70
60°C) amplifizierte das Primerpaar Hydlf-Hycl5r ausschlieBlieb PCR-Produkte mit
DNA aus Desu.1fovibrio-Stammen. Die weiteren Primerpaare amplifizierten auch DNA
Sequenzen von anderen Bakterien, sogar von solchen, die Wasserstoff nieht direkt nut
zen konnen, z. B. Desulfoarcu.1us baarsii, ein Stamm del' friiher Zllr Gattung Desul
fovibrio gezahtt wurde [40]. Voordouw et aL [232] konnten ebenso fiir Desu.1foar·cu.1us
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Tabelle 3.2: Spezifitat der [NiFe] Hydrogenase-peR

PCR-Produkte"

Bakterienstam III Quelle A2
b

Hyd2f HydIf Hyd4f Hyd'if HydIf Hydlf
Hyd7r Hyd7r Hyd7r Hyd5r . Hyd5r Hyd5r'

Desuljouib,.io uulgans DSM 1744 + + + + ± ± +
Desu/jomb,.to u1dgans DSM 644 + + + + + + +
Desuljou.bno gIgas DSM 1382 + + + + + + +
Desuljoul,bno baculat'us DSM 35.55 + + + + + + +
Desuljovibno desuljuncalls DSM 1936 + + + + + + +
Desulfovlbno des"ul!1tnC(/.1ls DSM 1934 + + + + + + +
DesuljoUlbno des'uljunC<LllS Vosjan + + +
Des'1.ufombrio v'lilgll,ns DSM 644 + + + + + + +
Desulfombno sulJod·tS1/l.'1./,tans DSM 3696 + + + + + + +
Desuljoulbno IOllgUS DSM 6739 + + + + ± ±
DesuIJovlb,-io sale:fl,gens DSM 2638 + +

Desu./fobactenttm a.utotroph~c'Ul1l DSM 3382 +
Des'u./fobacte1TUin vac'llo/alum DSM 3385 +
Desuljob'ulbus sp, DSM 20.58 +
Desuljosa'-Cln(t vanahdls DSM 2060 + +
Desv.,lfotoma,cl£/um onentls DSM 765 +
Des'll.lfobacter curua.t1/.S DSM 3379 +
Desuljobacte,- pos/ga/,n DSM 2553
Des'uljobaete,. latus DSM 3381
Desulfobotu/'1./.s sapouorans DSM 2055
Desvlfoa,·c'u.l'us baarsl,l DSM 2075 + +
DesuLJococc'U,s 1111.I,ftwonws DSM 2059 •
LTI<4 Isaksen +
PIB2 Cohen + + + ± + + +

Rhodocyclus gelat",osus DSM 1709 +
Rhodopseudomon(LS palustns DSM 123 +
Rhodobade," caps1/,latus DSM 1710 + +
EschencJu.a col~ Goosens + +
.4lcaligenes e1!troph1!s B16 Friedrich + •
Pseudomonas facl,hs DSM 649 +
X a.nthob{Lcter autotrophlcuS DSM 432 + +
Paracoccus denttnficans DSM 1404 + +
Pseudomona.s stutzen ZoBel I Zumft •
Bact/Ius cereus Thauer nb
Bacillus sp. de Vrind
Leptath,.,x d'lScopllOm Ghiorsi nb

"+, PCR-Produkt der erwarteten Grone; -, kein PCR-Produkt; ±, geringe Menge an PCR-Produkt;

*, mehrere PCH-Produkte oder PCR-Produkt mit anderer Grone; nb, nicht bestimmt
bI-h·Stolfwechsel: +, ja; ~, nein
cliTouchdown l1 -PCR VOIl 65~55°C
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baarsii ein sehwaehes, aber reproduzierbares Signal naeh Hybridisierung mit einer [ iFe]
Hydrogenase-Gensonde naehweisen.

Die in der Tabelle 3.2 erfaBten Ergebnisse zeigen deutlieh, daB ein stringentes PCR
Protokoll notwendig ist, um spezifisehe Reaktionsbedingllngen Zll gewahrleisten. Dies
hatte jedoeh znr Folge, daB mit dem Primerpaar Hydlf-Hyd5r nur eine geringe Menge
an PCR-Produkten von Desuljovibrio vulgaris DSM 1744 und kein PCR.-Prodnkt fiir
Desuljovibrio longus erzielt wurde. Eine Variation der Annealingtemperatm, z. B. eine
"touehdown"-PCR von 65-55 ·C, fiihrte zwar zu einer hoheren Ausbeute bei Desul
jovibl·io vulgaris DSM 1744 und PCR-Produkten bei Desuljovibrio IOllguS, aber aneh
bei anderen Bakterien. PCR-Prodnkte von anderen Bakterien hatt.en aber niemals
die fiir De.lUljovibrio spp. eharakteristisehe GroBe. Sie untersehieden sieh in mindestens
200 bp. Aus genomiseher DNA von Desuljovibrio sale:rige17s konnte nur mit Primerpaar
I-1yd2f-Hyd7r ein PCR-Produkt amplifiziert werden. Ein Herabsenken der Annealing
temperatur fiihrte nieht; zur Bildung von weiteren Hydrogenase-Genfragmenten mit
den anderen Primerpaaren.

Naehdem sieh heransgestellt hatte, daB mit den Primei'll Hydlf nnd Hyd5r eine spezifi
sehe Amplifikation des [NiFe] Hydrogena~e-Gens von Desuljovibrio-Stammen moglieh
ist, wurden deren Seqnenzen iiberarbeitet. Sowohl ans Kostengriinden als aueh we
gen unerwiinsehter Sekundarstrukturen, die sieh bei langen Oligonukleot.iden formieren
konnen, sind kiirzere Primer fiir eine PCR wiinsehenswert. Primer Hydlf wurde auf
die ersten 19 ukleotide des 5'-Endes reduziert (Hydl-19), Primer Hyd5r auf die er
sten 18 Nukleotide des 5'-Endes (Hyd5-18). 20 bzw. 100 ng genomisehe D A von neun
Desuljovibrio-Stammen wurden in einer PCR mit 30 Zyklen bei einer Annealingtempe
ratur von 58·C eingesetzt. Leider zeigte dieses Primerpaar nieht mehr die gewiinsehte
Spezifitat. Nur fiinf der getesteten Stamme bildeten ein PCR-Produkt, welches auf
grund seiner GroBe als [NiFe] Hydrogenase-Geufragment identifiziert wurde. Desuljovi
brio vulga1"is DSM 644, Desuljovibrio desuljll1·icans Vosjan, Desuljovibrio baculatus und
Desuljovibrio salexigens zeigten kein PCR-Produkt. Ein drastisehes Herabsenken der
Annealingtemperatur auf 40·C fiihrte bei diesen Stammen zwar zur Amplifikation von
mehreren DNA-Fragmenten, die aber ohne Ausnahme nieht der erwarteten GroBe des
[NiFe] Hydrogenase-Genfragments entspraehen Daher wlude auf eine weitere Verwen
dung dieser kurzen Primer (zllnaehst) verziehtet.

3.1.3 Hybridisierungen

Parallel zu der Entwieklung eines Naehweissystems basierend auf der Amplifikation
des [NiFe] Hydrogenase-Gens wurde gepriift, ob Fragmente dieses Gens zum direkten
Nachweis von Desuljouibrio-Sta.mmen durch Hybridisiernngen mit genomiseher DNA
geeignet sind.

In Dot Blot Experimenten wurden markierte PCR-Prodllkte des [NiFe] Hydrogenase
Gens von versehiedenen Desuljovibrio-Stammen als Sonden verwendet. In Abbildung 3.3
ist ein Beispiel fiir eine solche I-Iybridisierung gezeigt. Als Sonde wurde das Hydlf-
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Abbildung 3.3: Dot Blot Analyse genomischer DNA hybridisiert mit dem Hydlf-Hyd5r
Fragment von Desulfovibl·io baculatus. Aufgetragen wurde in einer Verdiinnungsrei
be DNA von Desu./fovibrio baculatus (Bahn 1), Desulfovibrio desulfuricans Vosjan
(Babn 2), Desulfovibrio desulfaricans DSM 1926 (Bahn 3), Desulfosarcina variabilis
(Bahn 4), Desulfobacter postyatei (Balm 5), Rhodocyclus gelatinosus (Bahn 6) und

Heringsperma-DNA (Bahn 7).

Hyd5r-Fragment von Desulfovibrio baculatus eingesetzt und mit DNA von verschiede
nen Bakterien hybridisiert. Ausgehend von 1 pg genomischer DNA wurde diese in drei
Schritten jeweils 1:3 verdiinnt und auf die Membran aufgetragen. Del' anschlieBende
Nachweis del' Hybridmolekiile iiber das Chemilumineszenzsubstrat CSPD zeigte nach

10 Minuten Exposition auf einem Rontgenfilm, daB die Sonde, wie ZIl erwarten, eill
star'kes positives Hybridisierungssignal mit genomischer DN A von Desulfovibrio bacu
latu.s aufweist. Die Sonde hybridisierte jedoch vergleichsweise schwach mit Desulfovibrio
desulfuricans. DNA von Rhodobacter gelatinosu.s, einem phototrophen Stamm mit ei
nem [NiFe] Hydmgenase-Gen (221)' r·eagierte hingegen positiv mit del' Sonde. Ein ahn
liches Bild zeigte sich fiir andere PCR-Produkte, die als Sanden verwendet wurden. So
hybridlsierte das Hyd2f-Hyd7r-Fragment von Desulfovibrio vulgaris zwar mit Desulfo
vibrio desulfuricans, abel' auch mit genomischer DNA des Stammes Rhodopseudo17lonas
palustris (Ergebnisse nicht gezeigt).

Diese ersten Experimente machten relativ schnell deutlich, daB PCR.-Fragmente des
[NiFe] Hydrogenase-Gens wenig geeignet sind, um als spezifische Sanden zum Nachweis
von Deslllfouibrio spp. in Umweltproben eingesetzt zu werden.

Weiterhin wurden PCR.-Produkte mit markierten PCR-Produkten hybridisiert Die
Spezifitat des Nachweises wird dabei durcll die spezifische Amplifikation gewahrlei

stet. Mit diesel' Herangehensweise ist laut Steffan und Atlas [204] eine Erhohung
del' Sensitivitat des Nachweises spezifischer DNA-Fragmente in Umweltproben nm
den Faktor 1000 moglich verglichen mit del' Hybridisierung nicht-amplifizierter DNA.
Hyd If-Hyd5r-PCR-Produkte verschiedener Deslllfovibrio-Stamme wurden gelelektro

phoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran libertragen und mit mit markierten
Hydlf-Hyd5r-PCR.-Produkten von Desulfovibrio vulgaris, Desulfovibrio desulfuricans,
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Desl1lfovibrio gigas und Desulfovibrio baculall1s hybridisiert (Southern Blot Analyse;
Ergebnisse nicht gezeigt). Unabhangig von dem Stamm, aus dem die Sonde stammte,
hybridisierten die Sonden mit allen getesteten PCR-Produkten Dies ist vermutlich auf
die langen Primersequenzen (von 27 und 36 Nukleotiden) znriickznfiihren, die bei allen
PCR-Produkten ident.isch sind. Hybridisierungssignale waren sogar mit. Verdiinnungen
der PCR-Prodnkte um den Fakt.or 1000 nachweis bar.

Das bisher als Primer verwendet.e Oligonnkleotid Hyd4f wurde ebenfalls als Sonde fill'
Hy brid isiernngen mi t gelelektrophoretisch aufgetrennt.en Hyd 1f- Hyd 5r- P CR- Produk
t.en verwendet. Da die Sequenz innerhalb des amplifizielten DNA-Fragments liegt (Ab
bildung 3.1), gibt eine posit.ive Hybridisierung weit.eren AufschluB iiber die Ielent.it.at
der PCR-Produkte. Diese OligonnJdeotielsonde hybrielisiert.e mit allen get.est.eten Deslll
fovibrio-St.ammen, zeigte jeeloch kein Hybridisiernngssignal mit. dem PCR-Proelukt des
Isolat.s PlB2 (siehe Abbildung 3.8B).

3.1.4 ImmUllreaktiollell

Eine Kreuzreaktion von speziflschen Ant.ikorpern mit Prot.eiuextrakten bietet eben
falls die Moglichkeit, Desl1lfovibrio spp. zn detektieren. Fiir diese Experimente wurden
zwei Antikorper verwendet, die gegen die [NiFeJ Hydrogena.se von Desulfovibrio gi
gas und Desl1lfovibrio vl1lgaris Groningen gerichtet waren und freundlicherweise von
Dr. C E. Hatchikian (CNRS Marseille, Frankreich) zur Verfiigung gest.ellt wurden.

Znnachst. wurden Immuno Dot. Blot. Experiment.e mit. Prot.einextrakt.en von vier Desul
fovibrio-Stiimmen durchgefiihrt, die auf Laktat, angezogen worden waren (Ergebnisse
nieht. gezeigt.). Drei Membranen wurclen mit. einer Verdiinnungsreihe iclentiseher Prot.e
inext.rakte beladen. Je eine Melllbran wurde fiir die zwei spezifischen Ant.ikorper (1:500
vercliinnt.) verwendet.. Ais negative Kontrolle diente die dritt.e Membran, die mit Ka
ninehenserulll (1:500 verdiinnt.) kreuzreagiert.e. Da sich die Signale del' negat.iven Kon
trolle naeh der Farbreakt.ion nieht wesentlieh von denen der spezifisehen Antikorper
unt.ersehieden, wurden im folgenden Western Blots clurehgefiihrt nncl clie Konzentrati
on del' Antikorper auf 1:1000 herabgesetzt. Die Untereinheiten der [NiFe] Hydmgenase
sind clallll an hand ihrer GroBe identifizierbar.

Abbildnng 3.4 zeigt die Detektion cler [NiFe] Hydrogenase in Proteinextrakten von ver
sehiedenen Desvlfovibl'io-Stammen naeh einer Illllllunreaktion mit Anti-Desulfovibrio
gigas [NiFe] Hydrogenase. Desulfovibl'io gigas, Desllifovibrio bacula Ius und Desulfovi
brio vulgaris DSM 644 krellzreagierten mit dem Antikorper. Proteine von ca. 60 kDa
nncl ca. 30 kDa entspreehencl del' groBen und del' kleinen Untereinheit del' [NiFe] Hy
drogenase [161J wurden angefarbt. Eine spezifisehe Krenzreaktion mit Proteinen von
Desvlfovib1'io desulfuricans DSM 1926 fancl nieht statt. Die Identitat weiterer angefarb
ter Banden, z. B. Proteine mit einer GroBe von ca. 46 kDa ist nnklar. Moglieherweise
handelt es sich um Proteine, die die Anfreinigung del' [NiFeJ Hydrogenase kontaminier
ten und bei der Antikorperproduktion amplifiziert wllrden. Mit dem Antikorper gegen
die [NiFe] Hydrogenase von Desllifovibrio vvlgaris Groningen wurde ein ahnliches Er-
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Abbildung 3.4: [mIl1ul1oblot mit Anti-DesulfoviiJrio gigas [NiFeJ Hydrogenase und
Proteinextrakten aus Desulfovibrio gigas (Bah n 2), Desulfovibrio vulgal'is DSM 644
(Balm 3), DesvlfoviiJrio desulful'icans DSM 1926 (Bahn 4) und Desulfovibrio baculatus
(Bahn 5) Ein Proteingrollenl1larker (RPN 756, Amersham) wurde in Bahn 1 aufgetra
gen.

gebnis erzielt (EI'gebnisse nicht gezeigt).

Immunoblots zeigten in 3 von 4 Desulfovibrio-Stammen die grolle und kleine Unter
einheit del' [NiFe] Hydrogenase anf. Proteinextrakte von Desulfovibl'io desulful'icans
DSM 1926 kreuzreagierten nicht speziiisch mit den verwendeten Antikorpern, obwohl
im PCR-Test das [NiFe] Hydrogenase-Gens aus DNA dieses Stammes mit allen Primer
paaren ampliiiziert werden kannte. Die Moglichkeit, dall die [NiFe] Hydrogenase unter
den gewahlten l~lIlturbedinglingen nicht exprimiert wnrde, konnte dlll'eh den Nach
weis del' [NiFeJ Hydrogenase-mRNA (siehe Abschnitt 321) weitgehend ausgeschlassen
werden.

Immllnreaktionen konnen die Prasenz des Enzyms auf del' funktionalen Proteinebene
aufzeigen, und daher als Erganzung zur Charakterisierung einer Bakteriengemein
sehaft betrachtet wel·den. Sie zeiehnen sieh abel' vermutlieh dllreh eine geringe Spe
zifitat aus. Die Speziiitat del' hreuzreaktion wurde im Rahmen del' vorliegenden Ar
beit nicht untersucht, da interspezifische [(reuzreaktionen von Hydrogenase-Antigenen

und Hydrogenase-Antikorpern bekannt sind [97] Die dargestellten Ergebnisse zeigen,
dall die verwendeten Antikorper nieht Genus-spezifiseb sind: [(onnen keine spezifisehen
Proteine angefarbt werden, kann del' betreffende Bakterienstamm trotzdem ein naeh
weisbares [NiPe] Hyclmgenase-Gen besitzen nnd exprimieren.

3.1.5 Amplifikation des [NiFe] Hydrogenase-Gens aus Um
weltprobell

[m falgenclen wurcle das vielverspreehende Naehweissystem fiir Desulfovibl'io spp., ba
sierend auf del' Amplifika,tian des [NiPe] Hymgenase-Gens, angewendet und weiterent-
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Abbildung 3.5 Nachweis von Desu.1fouibrio spp. in Umwelt.proben durch PCR
Amplifikation des [NiFeJ Hydrogenase-Gens mit. dem PI-imerpaar Hydlf-Hycl5r. (A)
Gelelekt.rophoret.ische Analyse del' PCR-Produkt.e aus DNA von einer mikrobiellen
Matte (Bahn 5), von Bakt.erien, die unt.er anaeroben Bedingungen in Bioreakt.oren
gewachsen sind (Bahn 3, 6 und 7) und von Bakt.erien, die unt.er aeroben Bedingungen
in einem Bioreakt.or gewachsen sind (Balm 4). Bahn 1 zeigt. die PCR-Produkt.e nach
Amplifikation von genomischer DNA von Desu.lfovibrio vulga.ris DSM 644, Balm 9 die
PCR-Produlde von Desulfovibrio desulfuricans DSM 1926. DNA-GroBenmarker wur
den in Balm 2 und 8 aufget.ragen. (Negatives Bild eines Et.hidiumbromid-gefarbten 2%
(w/v) TBE-Agarosegels) (B) Southern Blot Analyse cler PCR-Produkt.e, hybridisiert
mit. del' DIG-markiert.en Oligonukleotidsonde Hyd4f.

wickelt.. Nachdem das spezifische Primerpaar Hydlf-Hyd5r gefunden und spezifische
PCR-Bedingungell ("t.ouchdown" von 70-60°C ) ermit.telt waren, wurden verschiedene
Umwelt.proben unt.ersucht.. DNA isoliert. aus einer mikrobiellen Matte (Texel, Holland)
und aus Schlamm von verschiedenen experiment.ellen Bioreakt.oren (TU Delft, HoI
land) wurde verwenclet., um [NiFeJ Hydrogenase-Genfragment.e zu amplifizieren. Ab
bildung 3.5A zeigt. die PCR-Produkt.e nach Auftrennung in einem AgarosegeL PCR
Produkt.e wurclen aus DNA von Bakt.eriengemeinschaft.en, die in drei verschiedenen
Bioreakt.oren unt.er anaeroben Beclingungen gewachsen waren (Balm 3, 6 unci 7), unci
aus DNA cler mikrobiellen Matt.e (Balm 5) erhalt.en. DNA, clie von einer Bakterienge
meinschaft. st.ammte, clie in einem Bioreakt.or unt.er aeroben Beclillgullgell ent.st.anclell
war, ergab kein PCR-Produkt.. Aile PCR-Produkt.e hatten eine Lange von et.wa 440 bp.
Das ent.spricht. del' Lange cler PCR-Proclukt.e VOll Desu.1fovibrio-Reinkult.uren, z. B.
Desu.lfovibrio vulgaris DSM 644 (Bahn 1) unci Desulfovibrio desu.lfv.ricans DSM 1926
(Balm 9)

Zusat.zlich wurcle eine Sout.hern Blot. Analyse durchgefiihrt., um zu zeigen, daB clie am
plifiziert.en DNA-Fragment.e t.at.sachlich [NiFeJ Hyclrogenase-Genfragment.e von Desul
fovibrio spp. waren. Ais Gellsonde wurde clas DIG-markiert.e Oligonukleot.id Hycl4f
verwenclet., dessen Zielsequenz innerhalb des amplifiziert.en Fragment.s liegt. (Abbil
dung 3.1) Del' anschlieBencle Nachweis del' Hybriclmolekiile iiber das Chemilumines
zenzsubst.rat. CSPD ist. in Abbildung 3.5B gezeigt. Aile PCR-Proclukt.e hybridisiert.en
mit cler spezifischen Soncle.



68

0%

KAPITEL 3. ERGEBNISSE

ohne GC-Klammer
.. ..c-w······· .. ·· mit GC-Klammer

-.,----.,---.,-----:--.,-----.- 80%
denaturierende Agentien

Abbildung 3.6: Perpendikulare DGGE Analyse del" PCR.-Pmdukt.e von Desulfovib1"io
vulgaris DSM 644 nach Amplifikation des [NiFe] Hydrogenase-Gens mit. dem Primer
paar HydH-Hyd5r mit und ohne GC-hlammer. (Negat.ives Bild eines Ethicliumbromid
gefarbt.en Gels)

3.1.6 DGGE Analyse von [NiFe] Hydrogellase-Gellfragmellten

1m AnschluB an eine erfolgreiche Amplifikation von DNA-Fragmenten kann man die
se mit.t.els denaturierender Graclientengelelekt.mphorese (DGGE) auftrennen [52]. Mit
diesel" Technik konnen DNA-F'ragmente identischer Lange, abel" mit einer unterschieclli
chen Nukleotidsequenz separiert werden. Die Tt'enllung erfolgt in einem Acrylamidgel,
c1as einen linearen Gradienten an DNA-denatlLrierenden Agentien enthi:i.lt. Sie basiert
auf del" Tatsache, c1aB doppelstrangige DNA-Fragmente, die sich in ihrer Basenzusam
mensetzullg ullterscheiden, ein Llllterschiedliches Schmelzverhalten aufweisen und die
gelelektrophoretische Mobilitat partiell denaturierter DNA-Molekiile im Gel abnimmt.
Man erhalt so charakteristische Elektmphoresemuster. Die DGG E Analyse sollte also
die Auftrennllng von verschieclenen [NiFe] Hydrogenase-Genft'agmenten und damit eine
U nterscheid ung del' Desulfovibrio-Stamme ermoglichell.

Zuni:i.chst muBte das Schmelzverhalten del" amplifiziet·ten [NiFe] Hydmgenase-Genfrag
mente bestimmt werden. Dazu verwendet man perpendiklliare denaturierende Gradi
entengele, in den en die Elektmphoresericht LLllg senkrecht zum Gradienten verlauft. Die
DNA-Probe wird uber die gesamte Breite des Gels aufgetragen. Abbildung 3.6 zeigt
elie Schmelzkurven von zwei [NiFe] Hyelrogenase-PCR.-Fragmenten, die aus DNA von
Desulfovibrio vulgaris DSM 644 amplifiziert wlLrelen, in einem perpendikularen elena
turierenden GradientengeL Das eine Fragment wurde mit den Primern Hyd1f-Hyd5r
amplifiziert. Das andere Fragment wurde mit dem gleichen Primerpaar amplifiziert,
wobei del" "forward" -Primer jedoch ZLLSi:i.tzlich am 5'-Enele eine 40 bp lange GC-reiche
Sequenz enthalt, die sogenannte GC-]-:lammer [195J Es wurden jeweils 300 ~d PCR
Proelukt allfget.ragen. Das Gel ellthielt. einen Gradienten von 0% bis 80% denaturieren
del" Agentien l

.

'100% denaturierende Agentien sind definiert ai, 7 M Harnstolf und 40% (v/v) Formamid [133].
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Abbildung 3.7: "Time travel" Experiment. DGGE Analyse von PCR-Fraglllenten des
[NiFe] Hydrogenase-Gens von Desulfovibrio gigas mit und ohne GC-Klammer. Die Pro
ben wurden jeweils aile 30 Minuten auf das Gel gel aden; die gesamte Lal1fzeit des Gels
bet rug 5 Stunden. Die Zahlen libel' den Bahnen geben die Elektrophoresedaner del'
Proben in Minuten an. (Negatives Bild eines Ethidinmbromid-gefarbten Gels)

In den Bereichen des Gels, wo geringe I(onzentrationen an denaturierenden Agentien
vorlagen (0% bis etwa 50%), hatten die DNA-Molekiile eine doppelstrangige helika
Ie Konformation und wanderten entsprechend ihrer GroBe in das Gel Das um 40 bp
langere DNA-Fragment mit GC-Klammer wanderte langsamer. Bei etwa 50% denatu
rierenden Agentien im Gel zeigten beide Fragmente eine deutlich verringerte Mobilitat,
da sie partiell clenaturiert waren. Ohne GC-Klammer zeigte das Moleklil jedoch kein
stabiles Schmelzverhalten, es zerfiel in einzelstrangige DNA, die als diffuse "Wolke"
im Gel zu erkennen war. Die GC-Klammer wurde an das PCR-Fragment angehangt,
Ulil ihm ein stabiles Schmelzverhalten zu geben [195]. Das Fragment mit GC-Klammer
zeigte eine ahnliche Schmelzkurve wie das Fragment ohne GC-Klammer. Bei hohen
[(onzentrationen an denatnrierenden Agentien im Gel (mehr als 50%) denaturierte das
DNA-Molekiil jedoeh nieht vollstandig, da die DNA-Strange dureh die GC-Klammer
zusammengehalten wurden. Anhand solcher Schmelzkurven konnte del' Bereich des
Gradienten auf 30% bis 70% denaturierender Agentien eingegrenzt werden, urn eine
gute Al1flosung von verschiedenen Sequenzen in parallelen denaturienden Gradienten
gelen, in denen del' Gradient parallel zur Elektrophoreseriehtung verlal1ft, Zl1 gewahr
leisten.

Die optimale Elektrophoresedauer wurde in einem sogenannten "time travel" Expe
riment in einem parallelen denaturierenden Gradientengel bestimmt. Das Ergebnis ist
in Abbildung 3.7 dargestellt. PCR-Produkte von Desulfovibrio gigas mit nnd ohne
GC-Klammer wurden in 30 Minnten-Intervallen iiber 5 Stnnden auf ein Gel mit ei
nem Gradienten von 30% bis 70% an denaturierenden Agentien al1fgetragen. Nach
etwa 120 Minuten Elektrophoresedauer begann das PCR-Prodl1kt mit GC-Klammer
zu denaturieren und stoppte nach 150 Minuten Elektrophoresedauer abrupt im Gel,
wahrend das PCR-Produkt ohne GC-Klammer mit zunehmender Elektrophoresedauer
verlangsamt als diffuse Bande wei tel' in das Gel wanderte.
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Abbildung 3.8 (A) DGC:E Analyse del' PCR-amplifizierten [NiFeJ Hydrogenase
Genfragmente von Reinkulturen und Umweltproben. Aufgetragen wnrden PCR
Produkte von Desuljovibrio desulluricans DSM 1826 (Bahn 1), lsolat PIB2 (Bahn 2),
Desulfollibrio baculalus (Bahn 3), Desulfovibrio desulfuricans DSM 1924 (Bahn 4),
Desulfovibrio vulgaris DSM 644 (Balm 5), Desulfovibrio gigas (Bahn 6), Desdfovi
brio sulfodisnwtan.l (Bahn 7), PCR-Produkte von Bakteriengemeinschaften aus ver
schiedenen anaeroben Bioreaktoren A (Bahn 8), B (Bahn 9), C (Bahn 10) und PCR
Produkte von DNA aus einer mikrobiellen Matte (Bahn 11) (Negatives Bild eines
Ethidinmbromid-gefarbten Gels) (B) Southern Blot Analyse del' PCR-Produkte, hy
bridisiert mit del' DIG-markierten Oligonukleotidsonde Hyd4f.

Aile folgenden DC:GE Aualysen wnrden mit Hydlf-I-Iyd5r-PCR-Produkten mit GC
Klammer in parallelen Gelen mit einem Gradienten von 30% bis ,0% denaturiender
Agentien fiir" Stunden c1Ul-chgefiibrt, um eine gnte Aufhennung von [NiFe] I-Iyclroge
nase-PCR-Produkten verschiedener Desulfovibrio-Stamme sicherzustellen.

Die Aufliisung del' DGGE Analyse von [NiFeJ Hydrogenase-Genfragmenten wurde zu
nachst mit PCR-Produkten von verscbiedenen Desulfovibio-Reinkulturen bestimmt.
Die Hydlf-Hyd5r-PCR-Fragmente mit GC-Klammer von Desulfovibrio sulfodisnwtans,
Desllifovibrio g·igas, Desulfovibrio vulgaris DSM 644, Desulfovibrio desulfuricans DSM
1924, Desulfovibrio baculatus, Isolat PIB2 und Desulfovibrio desulfuricans DSM 1926
wurden in einem Gradientengel von 30% bis 70% denaturiencler Agentien aufgetrennL
Wie Abbildung 3.8A zeigt, konnten die PCH-Produkte del' verschiedenen Stamme auf
diese Weise getrennt als Banden dargestellt werden. Das Elektrophoresemnster spiegelt
die genetische Diversitat del' [NiFe] Hydrogenase-Gene von verschieclenen Desulfovi
brio-Stammen wider.

Zusatzlich wurden die PCR-Proclukte von vier Umweltproben analysiert (vergleiche
Abbildung 3.5). PCR-Produkte del' Bakteriengemeinschaften aus den Bioreaktoren A
und C zeigten je eine Bande im Gel (Abbilclung 38, Bahn 8 und 10 l; PCR-Produkte del'
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Abbildung 3.9: DGGE Analyse del' amplifizierten [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente
aus 20 ng DNA von Desulfovibrio vulgaris DSM 644 und Desu.lfovibrio gigas (Balm 1)2,
Desulfovibrio bacula/u" (Bahn 2) und Desulfovibrio desulfuricans DSM 1924 (Balm 3),
und PCR-Produkte aus einem Gemisch del' DNA del' Bakterienstalllme (Balm 4). (Ne
gatives Bild eines Ethidiulllbrolllid-gefarbten Gels)

DNA aus einem weiteren Bioreaktor B ergaben zwei Banden (Abbildung 3.8, Bahn 9).
Die PCR-Produkte del' DNA aus einer mikrobiellen Matte bestanden aus wenigstens
ftinf verschiedenen Nukleotidsequenzen, die als Banden illl Gel erkennbar waren (Ab
bildung 38, Balm 11). Ausgehend von del' These, daB das [NiFe] Hydrogenase-Gen nur
in einer Sequenz pro Bakterienstamll1 vorhanden ist, konnte jede Bande im Gel einem
Bakterienstall1ll1 entsprechen.

Eine anschlieBende Southern Blot Analyse del' PCR-Prodnkte ergab, daB aile DNA
Fraglllente mit del' spezifischen Oligonukleotidsonde Hyd4f hybridisierten; nul' das
PCR-Produkt des Isolats PIB2 zeigte kein Hybridisierungssignal (Abbildung 3.8B).

In weiteren Experimenten mit Reinkulturen konnte bestatigt werden, daB die Am
plifikation von [NiFeJ Hydrogenase-Genfragmenten und anschlieBende DGGE Analyse
del' PCR-Produkte tatsachlich die Diversitat del' in einer DNA-Praparation vorhan
denen Desulfovibrio-Stalllme wiedergibt. DNA von vier verschiedenell Stammen wur
de gemischt und in del' PCR. mit Primerpaar HydlfGC-Hyd5r amplifiziert. Die Auf
trennung del' PCR-Produkte zeigte vier Banden, die verglichen mit den Sanden del'
PCR-Produkte del' einzelnen Stamme die gleiche Position im Gel und etwa die gleiche
Intensitat nach Ethidiulllbromid-Farbung aufwiesen (Abbildung 3.9)

'Die PCR-Produkte wurden gemischt lind in einer Bahn allfgetrennt. Da diese Balm am aunersten
Rand des Gradientengels lag, sind die Banden nach aunen heruntergezogen.
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3.1. 7 Agarosegelelektrophorese mit dem basensequenzspezifi
scheu DNA-Liganden Bisbenzimid-PEG

Alteraativ zu del' DGG E Analyse von PCR-Fragmenten, zur Allftrennung von gleich
langen, abel' in del' SeqL1euz variierenden DNA-Fragmenten, wurde eine weitere Elektro
phoresemethode etabliert. Damit konnen im Gegensatz znr DGGE auch langere DNA
Fragmente separiert werden. Die Auftrennung erfolgt nieht in Aerylamidgelen, sondera
in Agarosegelen, die den DNA-Liganden Bisbenzimid enthalten, del' an lange I(etten
von Polyethylenglykoll (PEG) 6000 kovalent gebnnden ist [132]. Del' Farbstofr Bisben
zilllid bindet bevorzugt an A+T-SeCjuenzmotive III doppelstri:ingiger DNA [131]. Das
Beladen des DNA-Liganden mit langen PEG-I(etten bewirkt, daB AT-relche Sequen
zen im Gel zuriickgehalten werden relativ zu Sequenzen, die einen geringen AT-Gehalt
aufweisen [132]. Dies fiihrt zu einer Trennung von Sequenzen mit unterschiedlicher Ba
senzllsammensetzung. Das Prinzip diesel' Methode ist seit mehr als 15 Jahren bekannt
[132]' wurde abel' bisher nul' zur Allftrennllng genomiseher ON A in zweidimensionalen
Gelen verwendet [102].

Mittels Bisbenzimid-PEG-Agarosegelektrophorese wurden PCR-Fragmente des [NiFe]
Hydrogenase-Gens von versehiedenen Desulfovibrio-Stammen untersueht. Die DNA
Fragmente wllrden parallel in Agarosegelen mit und ohne DNA-Liganden aufgetrennt.
In Abbildung 3.10 sind die etwa 440 bp langen, mit Primerpaar Hydlf~Hyd5r am
plifizierten PGR-Produkte dargestellt Deutlieh ist zu erkennen, daB in Gelen oh
ne Bisbenzimid-PEG eine Trennung del' PCR-Produkte versehiedener Stamme nieht
moglieh war (Abbildung 3.10A), da die Auftrennung entsprechend del' GroBe del' DNA
Fragmente erfolgte. Dagegen war in Gelen, die den DNA-Liganden enthielten, eine
Unterscheidung del' PCR-Produkte versehiedener Stamme moglieh (Abbildung 3.10B).

In einem "time travel" Experiment wllrde del' Effekt del' Elektrophoresedauer auf die
Auftrennung untersucht. Das El'gebnis ist in Abbilclung 311 dargestellt, DNA-Frag
mente von Desulfovibrio gigas und Desulfo'llibl'io baculatus, mit Prilllerpaar Hydlf
Hycl51' amplifiziert, wurden in 30 Minuten-Intervallen iiber 3,5 Stunden auf ein 3,5%
(w Iv) Agarosegel anfgetragen, das den basensequenzspezifisehen DNA-Liganden Bis
benzimid-PEG enthielt,. Zunaehst wanderten die Fraglllente als eine Bande in das Gel
ein, Bereits naeh einer Stnnde Elektrophorese waren die beiden ON A-Fragmente von
einander getrennt. Je langeI' die Elektrophorese fortgesetzt wurde, desto bessel' wurde
die Auftrennung. Die Elektrophoresedauer wird begrenzt dureh die Lange des verwen
deten Gels.

Abbildung 3,12 zeigt die Agarosegelelektrophorese mit basensequenzspezifischem DNA
Liganden von PCR-Produkten aus Reinkulturen und auch aus Umweltproben (verglei
ehe Abbildung 3,8), die mit Primerpaar Hydlf-Hyd5r amplifiziert wurden, In Balm 1
wurde ein Gemiseh del' PCR-Produkte von vier versehiedenen Desulfovibl'io-Stammen
aufgetragen, in Bahn 6 ein Gelllisch von drei Stammen. Die PCR-Proclukte del' ver
wendeteu Reinkulturen konuten groBtenteils getrennt dargestellt werden. Die PCR
Produkte von Desu.lfovibrio sulfodismutans und PlB2 zeigten allerdings eine gemein
same Bande im Gel, die aneh etwa anI' del' gleiehen Hohe lag wie das amplifizierte
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Abbildung 3.10: (A) Analyse del' mit. Primerpaar Hydlf-Hyd5r amplifiziert.en [NiFe]
Hydrogenase-Genfragment.e (et.wa 440 bp) von Desu.lfovibrio desulfurica.ns DSM 1926
(Bahn 1), Desu.lfovibrio vulgar'is DSM 644 (Bahn 2), Desvlfovibrio gigas (Bahn 3),
Desulfovibrio baculafus (Balm 4) und einem iiquimolaren Gemisch del' PCR-Fragmente
(Balm 5) in einem 3,5% (w/v) Agarosegel Bahn M zeigt den DNA-GroBenst.alldard
pUC 18 Hpa!!. (B) Analyse c1erselben DNA-Fragment.e in einem 3,5% (w Iv) Agarosegel,
das den basensequenzspezlfischen DNA-Liganden Bisbenzimid-PEG ent.hielt. (Negat.ive
Gilder von Et.hidiumbromid-gefarbt.en Gelen)

2 3 4 5 6 7

Abbildung 311: "Time t.ravel" Experiment.. Analyse del' mit. Pt'imerpaar Hydlf-Hyd5r
amplifiziert.en [NiFe] Hydrogenase-Genfragment.e von Desu.lfovibrio giga.s uncI Desu.l
fovibrio baculafus in einem 3,5% (wi v) Agarosegel, das den basensequenzspezifischen
DNA-Liganden Bisbenzirnid-PEG ent.hielt.. Die Proben wurden aile 30 Minuten auf das
Gel gel aden (Balm 1-7); Balm 1 8nt.spricht. einer Elekt.rophoresedauer von 30 Minut.ell,
Bahn 7 ent.spricht einer Elekt.rophoresedauer von 3,5 St.unden. Die Gelelekt.rophorese
wurde von Dr. Hermann Riiggeberg (Hanse Analyt.ik GmbH) durchgefiihrt. (Negatives
Bild eines Et.hidiumbromid-gefarbt.en Gels)
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Abbildung 3.12 Ana.lyse del' PCR-arnplifi'zierten [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente
(etwa. 440bp) von Reinkulturen und Umweltproben in einem 3,5% (w/v) Aga,rosegel,
das Bisbenzimid-PEG enthielt. Aufget.ragen wurde ein Gemisch del' PCR-Produkte von
Desulfouibrio desulfuTicans DSM 1924, Desulfovibrio baculatus, Desulfovib"io vvlga,·is
DSM 644, De3Ulfouibrio gigas (Bahn 1), die PCR-Produkte von Bakteriellgemeinschaf
ten aus verschiedenen anaerobell Bioreaktoreu A (Bahn 2), B (Bahn 3) und C (BalIn 4),

die PCR-Produkte aus DNA einer mikrobielleu Matte (Balm 5) sowie eiu Gemisch del'
PCR-Produkte von Desalfouibrio desulft/rica7ls DSM 1926, Desulfovibrio sulfodis7lw
ta7ls, Isolat PIB2 (Bahn 6). (Negatives Bild eines Ethidiumbromid-gefarbteu Gels)

[ iFe] Hydrogenase-Genfragment von Desulfovibrio gigas. Die Auftrennung del' PCR
Produkte aus mweltproben spiegel I.e das Ergebllis del' DGGE Analyse wider: Eine
bzw. zwei Banden resultierten aus den PCR-Produkten del' Bakteriellgemeinschaf
ten aus den Bioreakturen A, B, C (Bahn 2, 3 und 4) uud fiinf Bauden aus den
PCR-Produkteu del' DNA eiuer mikrobielleu Matte (Bahn 5). Die PCR-Produkte
del' Bioreaktoren A und C waren in deuaturierendeu Gradienteugeleu deutlich un
terschiedlich positioniert (Abbildung 3.8A) undlieBen auf zwei unterschiedliche Bakte
rienstamme schlieBen. lu del' Bisbenzimid-PEG-Agarosegelelektrophorese wurden die
PCR-Produkte kaum sichtbar voueinander getrennt dargestellt. Eiue bessere Aufliisung
kiinnte diese Methode miiglicherweise durch die Separation in langeren Gelen bieten,
die eine Ausdehnuug del' Elektrophoresedauer erlauben.

Die diffuse Erscheiuung del' Sanden im Gel ist vermutlich darallf zuriickzufiihren, daB
del' Farbstofl· mit zunehmender Elektrophoresezeit in den Laufpuffer ditTundierte. Dies
kiinnte in weiteren Experimenten vermieden werden, in clem clie Gele nicht mehr, wie
uormalerweise iiblich, mit Puffer iiberschichtet werden. Die Verwendung einer Elektro
phoresekammer nach Studier [207] bietet sich fiir diesen Zweck an AllCh cler Eilekt,
daB del' Farbstoff entgegen del' Elektrophoreserichtung aus dem Gel wandert, wiirde
dad urch 111 iniIII iert..

Neben den obeu c1argestellteu Ergebuisseu mit clem 440 bp langeu Hydlf-Hycl5r-Frag
ment des [NiFeJ Hydrogenase-Gens wllrdell mit diesel' Methode allch griiBere PCR
Fragmente untersllcht. Die Auftrennung erfolgte eben falls parallel in Agarosegelen mit
und ohne 0 A-Liganden. In Abbilclung 3.13 sind die etwa 1440 bp langen, mit Pri-
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Abbildung .313: (A) Analyse del' mit Primerpaar Hydlf-Hyd7r amplifizierten [NiFe]
Hydrogenase-Genfragmente (etwa 1440 bp) von Desulfovibrio desulfuricans DSM 1926
(Balm 1), Desulfovibrio vulgaris DSM 644 (Balm 2), Desulfovibrio gigas (Balm 3),
Desulfovibr'io baculatus (Bahn 4) und einem aquimolaren Gemisch del' PCR-Fragmente
(Bahn 5) in einem 2% (w/v) Agarosegel. Bahn M zeigt den DNA-GroBenstandard ,\
HindIII/EcoH! (B) Analyse derselben DNA-Fragmente in einem 2% (w/v) Agarosegei,
das den basensequenzspezifischen DNA-Liganden Bisbenzimid-PEG enthielt. (Negative
Bilder von Ethidiumbromid-gefarbten Gelen)

merpaar Hydlf-Hyd7r amplifizierten PCR-Produkte von verschiedenen Desulfoviurio
Stammen dargestellt.

Wiederum ist leicht zu festzustellell, daB in Gelen mit Bisbenzimid-PEG eine deutliche
Trennung del' PCH-Produkte verschiedener Stamme moglich war (Abbildung 3.13B),
nicht jedoch in Gelen ohne den Farbstoff (Abbildung 3.13A). Eine bessere Auftren
nung del' Fragmente von Desulfovibrio desulfu.ricans und Desulfovibrio bacula.tus kann
durch eine Ausdehnung del' Elektrophoresezeit in langeren Gelen erreicht werden. Erste
Experimente zur Optimierung des Gelsystems zur Auftrenllung del' Hydlf-Hyd7r-PCH
Produkte verschiedener Desulfovibrio-Stamme sind vielversprechend. Dies gilt auch fur
die Auftrennung von anderen Genfragmenten, z. B. die etwa 1500 bp langen 16S rHNA
Gene.

An diesel' Stelle sei bemerkt, daB auch Primerpaar Hydlf-Hyd7r relativ spezifisch ist
(Tabelle 3.2) und zum Nachweis von Deslllfovibrio spp. durchaus verwendet werden
kann. Aus den oben beschriebenen Proben del' anaeroben Bioreaktoren konnten mit
Primerpaar Hydlf-Hyd7r ebenfalls [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente amplifiziert wer
den.
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3.2 Nachweis von Genexpression in Desulfovibrio
spp.

Genexpt'ession in Desulfovibrio spp. wllrde a.nhand des [NiFe] Hydl'Ogenase-Gens iiber
die Amplifikation von mRNA-Sequenzen dureh die l\ombillation von eDNA-Synthese
und PCR (RT-PCR) naehgewiesen.

3.2.1 Expression des [NiFe] Hydrogenase-Gens in Reinkul
tllren

Die Expression des [NiFeJ Hydrogenase-Gens wurde zllnaehst in Reinkulturen unter
sueht. Die Annahme, daB Bakterien, die das Gen exprimieren, metaboliseh aktiv sind,
lind Bakterien, in denen die [NiFe] Hydrogenase-mRNA nieht nachweisbar ist, inaktiv
sind, wlIrde d ureb Waehst Llmsversuehe in statisehen 1\ ulturen ii berpriift.

Versehiedene Desulfovibrio-Stall1Ille wurden mit 20 mM Laktat als KohlenstofIquelie
in Grundll1edien fiir sulfatL'eduzierende Baktet'ien angezogen. Das Bakterienwaehstull1,
d h die Zunahme del' OD bel 660 nm, und die Sulfidproduktion wurden verfolgt, bis
sieh die Kulturen in del' stationaren Waehstumsphase befanden. Aile 5 Stunden wllr
den Zellen geerntet, ans denen Gesamt-RNA isoliert wurde. Um sieherzllstellen, daB
die labile RNA wa.hrend del' Extraktion nieht abgeballt worden war, wurden 0,5-1 pg
del' Gesamt-RNA gelelektroplJoretiseh allfgetrennt, Eine klare Auftrennung del' ribo
somalen RNA-Banden im GellieB auf eine gute, weitgehend intakte RNA-Praparation
sehlieBen (vergleiehe Abbildungen 319 und 324) Mit I-lilfe des Enzyms Reverse Tran
skriptase wurde die RNA in eDNA umgesehrieben (Erststrangsynthese) Ais Primer
wllrde dafiir em Gemiseh aus HexaLlllkleotiden eiugesetzt. Diese sogenannten "random
primer" transkribieren die gesamte RNA in eDNA, da sie lInspezi·fiseh und zufa.llig an
die DNA binden. [NiFe] l-lydrogenase-mRNA-Sequenzen wurden aus del' eDNA mit Pri
merpaar Hydlf-Hyd5r in einer PCR amplifiziert. PCR-Produkte wurdell in 2% (w/v)
Aga.rosegelen analysiert.

Die Abbildungen 3.14 und 3.15 dokllmentieren die Ergebnisse von zwei unabha.ngigen
Versuchell mit den Stiimmen Desalfovibrio bacula/us und Desulfouibrio desulfurieans
DSM 1926 bzw, Desulfouibrio bacula/us und Desulfovibrio vulgaris DSM 644, Neben den
Graphen, in denen die Zunahme del' OD bei 660 nll1 und del' SlIlfidproduktiou wahrend
des Wachstllms dargestellt ist, ist die Analyse del' PCR-Produkte von Zellen, die zu
verschiedenen Zeitpunkten geerntet wurden, gezeigt. Die eDNA-Synthese wurde mit
0,5 pg (Abbildllng 3,14) bzw. mit 1 ,lg Gesamt-RNA (Abbildung 3.15) durehgefiihrt.
1/4 des Reaktionsvolumen wurde anschlieBend in del' PCR eingesetzt.

Die Kurven des Bakterienwachstulll und del' Sulfidproduktion zeigen den gleiehen Ver
Ia.uf iiber die Zeit. Nach etwa 35 Stunden befanden sieh die !(lIlturen in del' friihen
stationarell Wachstull1sphase. Nul' die I\ulturen von Desulfovibrio vu.lgaris DSM 644
erreichten erst naeh ll1ehr als 65 Stunden die station are Phase; del' letzte MeBpunkt,
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Abbildung 3.14 Nachweis del' [NiFe] Hydrogenase-mRNA wiihrend des Wachstllms von
De8u.lfovibrio de8u.lfurican8 DSM 1926 (oben) und De8ulfovibrio baculatu8 (ullten) in
statischer [(ultur. Links: Bakterienwachstum als Zunahme der OD bei 660 nm und
Sllifidproduktion Rechts: Analyse del' PCR-Produkte nach Amplifikation von [NiFe]
Hydrogenase-mRNA-Sequenzen in 2% (w/v) TBE-Agarosegelen. Die cDNA-Synthese
wurde mit 0,5 ,'g Gesamt-RNA durchgefiihrt; 1/4 des Reaktionsvolumeus wurde in del'
PCR eingesetzt. Die Zahlen iiber den Bahnen geben den Zeitpunkt del' Probennahme
in Stunden an. Bahn M zeigt. einen DNA-GroBenlllarker mit. 2000, 1500, 1000, 700,
500,400,300, 200, 100 und 50 bp langen Fragment.en (Bio-Rad), Balm N die negative
Kont.rolle del' PCR ohne DNA. (Negative Bilder von Ethidiumbromid-gefiirbten Gelen)
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Abbildung 315: Nachweis del' [NiFe] Hydrogenase-lllRNA wahrend des Wachstums
von Desulfouibrio bacu.latu.s (oben) uud Desulfovibrio vulgaris DSM 6"14 (unten) in
statischer h.ultur. Links: Bakterienwachstum als Zunahme del' OD bei 660 nm und
Sulfidproduktion Rechts Analyse del' PCR-Pradukte nach Amplifikation van [NiFe]
Hydrogenase-mRNA-Sequenzen in 2% (w/v) TBE-Agarosegelen. Die cDNA-Synthese
wnrde mit 1 Itg Gesaillt-RNA durchgefiihrt; 1/4 des Reaktiansvalll111enS wurde tn del'
PCR eingesetzt. Die Zahlen iiber den Bahnen geben den Zeitpnnkt del' Prabennahille
in Stunden an. Bahn M zeigt einen DNA-GriiBenmarker mit 2000, 1500, 1000, 700,
500,400,300, 200, 100 und 50 bp langen Fragmenten (BlO-Rad), Bahn N die negative
Kantrolle del' PCR ahne DNA. (Negative Bilder van Ethidiumbromid-gerarbten Gelen)
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112 Stunden nach der Animpfung, lag deutlich am Ende des Bakterienwachstu ms. In
del' exponentiellen Wachstumsphase wurde das [NiFe] Hydrogenase-Gen exprimiert;
PCR-Produkte von [NiFe] Hydrogenase-mRNA-Sequenzen waren im Gel sichtbar. Be
fanden sich die Zellen jedoch in del' stationiiren Wachstllmsphase, nahm del' Hydroge
nase-mRNA-Spiegel im Verhiiltnis zllr ribosomalen RNA drastisch ab undlag zum Teil
unterhalb del' N achweisgrenze.

Die Naehweisgrenze hiingt natur·lich ab von der Menge an Gesamt-RNA, die flir die
cDNA-Synthese verwendet wird, der Menge an eDNA, die fiir die naehfolgende PCR
eingesetzt wird, nnd der Menge an PCR-Prodnkten, die gelelektrophoretisch analy
siert werden. \>Vurde z. B. im zweiten Versuch nul' 1/20 des Reaktionsvolumells del'
cDNA-Synthese in del' PCR eingesetzt, war die Intensitiit del' angefiirbten Sanden,
wie erwartet, geringer. Tn Kulturen von Des1l1fovibrio baculatus war dann bereits naeh
35 Stunden das PCR-Produkt lmum uoeh siehtbar im Gel (Ergebnisse nicht gezeigt).

1m zweiten Versueh mit Desulfovibrio baculatus und Des1l1fouibrio v1l1gar·is DSl'vl 644
wurde auch die [NiFe] Hydrogenase in Proteinextrakten im Verlauf des Wachstullls del'
Kulturen dllrch Western Slots nachgewiesen. Es wurde ein Antikorper benutzt, del' ge
gen die [NiFe] Hydrogenase von Des1l1fovibrio gigas gerichtet ist und mit den [NiFeJ Hy
drogenasen del' verwendeten Bakterienstiimme kreuzreagierte (siehe Abschnitt 3.1.4).
In Abbildung 3.16 ist die gelelektrophoretische Anftrennung del' verwendeten Protein
extrakte (2 pg pro Balll1) nach Silberfarbung und die Detektion del' [NiFe] Hydrogenase
nach del' Immunreaktion mit Anti-Des1l1fovibrio gigas [NiFe] Hydrogenase dargestellt.

1m Gegensatz zum Nachweis der [NiFe] Hydrogenase-mRNA-Sequenzen zeigte der
Nachweis des Proteins wiihrend des Wachstums keine Unterschiede. Del' Spiegel an
[NiFe] Hydrogenase im Verhiiltnis zum Gesamt-Proteingehalt erschien in allen Kul
turen konstant. Auch in der stationiiren Phase del' Kulturen, in denen keine [NiFe]
Hydrogenase-mRNA nachgewiesen wurde, war die [NiFe] Hydrogenase in derselben
Konzentration wie zu Beginn des Wachstums vorhanden, gemesseu an del' Tntensitiit
del' angefiirbten Sanden. Ob die Zellen in del' stationiiren Wachstulllsphase noch eine
aktive [NiFe] Hydrogenase enthielten, kann anhand dieser Er·gebnisse nicht festgestellt
werden. Mit der gewiihlten Nachweismethode kann nicht zwischen einem aktiven und
einem inakti yen Enzym unterschieden werden.

1m zweiten Versuch wurde aul3erdem del' Protein-, DNA- und RNA-Gehalt del' Kul
turen sowie die Zellzahl bestimmt. Diese Parameter beschreiben den metabolischen
Zustand der Zellen im Verlauf del' Zeit [62]. In Abbildung 3.17 ist die Zellzahl pro ml
und die Menge an DNA, RNA und Proteinen berechnet auf eine Zelle iiber die Zeit
graphisch dargestellt. Wie zu erwarten, war del' DNA-Gehalt pro Zelle relativ kon
stant. Del' RNA-Gehalt pro Zelle war zu Beginn des Wachstums zuniichst hach und
nahm mit del' Zeit und zunehmender Zellzahl kontinuierlich ab. Sefanden sich die Zel
len in del' stationiiren Wachstumsphase, blieb del' RNA-Gehalt pro Zelle konstant. 1m
Verlauf des Wachstums wurde del' RNA-Gehalt pro Zelle um etwa 50% reduziert. Die
se Seobachtung liiBt sich auf Schwankungen del' Konzentration an ribosomaler RNA
zuriickfiihren, da Gesamt-RNA hauptsiichlich aus ribosomaler RNA besteht und del'
Ant.eil an mRNA nur etwa 3% betriigt [3]. Messungeu des t·RNA-Gehaltes pro Zelle
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Abbildung 316: Nachweis del' [NiFe] Hydrogenase wiihrend des Wachstums von
Desulfovibl'io bawlalas (oben) und Desulfovibrio vulgaris DS!VI 644 (unten) in sta
tischer [(ultur (A) SDS-PAGE del' Proteinextrakte nach Silberfiirbung. Die Zahlen
iiber den Bahnen gebell den Zeitpunkt del' Probennahme in Stunden an. Balm !VII
zeigt einen farbigell ProteingroBenmarker mit 46, 30,21,5,14,3,6,5,3,4 und 2,35 kDa
(RPN 755, Amersham), Bahn !VI2 mit 200, 97,4, 69,46,30,21,5,14,3 kDa (RPN 756,
Amersham). (B) Immunoblot mit Anti-Desulfovibrio gigas [NiFe] Hydrogenase.
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Abbildung 317: DNA-, RNA- und Proteingehalt pro Zelle wiihrenel des Wachstllills
von Desu.lfovibrio baculatus (links) und Desulfovibrio vulgaris DSM 644 (rechts) in
statischer I<ultur. Das Wachst1ll1l wurde als Zunahme del' Zellzahl gemessen und ha.lb
logharithmisch gegen e1ie Zeit aufgetra.gen. Die Zellzahlen wurelen von Dr. Berit Cleven
bestimmt.
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Tabelle 3.3: Expt'essioo des [ ire] Hydrogenase-Gens In Desulfouibrio SIJp. unter ver
schiedenen Wachstumsbedingungen

Bakterienstamm

D sulfouibrio baculalus
Desu.lfovibrio gigas
Desulfovibrio desulfuricans DSM 1924
Desu.lfovibrio desulfuricans DSM 1926
Desdfovibrio vulgaris DSM 644
Desulfovibrio vulgaris DSM 1744

"+, PCR-Produkt !laeh RT-PCR; ub, nicht bestimmt
bkeill \¥achstum

Laktat

+
+
+
+
+
+

IVledium a

Wasserstoff/ Acetat

+
+
nb

!

+
+

durch jn situ Hybrirlisierungen bestatigen diese Korrelation des rRNA-Gehaltes mit
dem metabolischen Zustand \'on Zellen [5~, l09, 159, 184]. Der Proteingehalt pro Zelle
war zu Beginn des Wachstums niedrig und stieg mit der Zeit um etwa 50% an. Kultu
ren von Desulfollib7'io baculall/s zeigten eine Zunahme des Proteiogehaltes pro Zelle bis
die Zellen die stationare Wachstumsphase erreichten. In dieser Phase blieb der Prote
illgehalt pro Zelle konstant. l~lIltllren vun Desulfol/ibrio l/ulgaris zeigten einen hohen
Proteingehalt pro Zelle im .. bergang der Kliituren von der exponentiellen zur statio
oaren Wachstumsphase. 1m Gegensatz Zll den l~lIlturen von Desulfouibrio bClwlatus
sank der Proteingehalt pro Zelle in der stationaren Phase wieder.

Die BezllgsgroJ3e fiir den Nachweis von [ iFe] Hydrogenase-mR A war Gesamt-R A,
fiir das Protein selbst Gesamt-Protein. Bezieht man die oben dargestellten Ergebnisse
beziiglich der I~onzentrationen an RNA und Protein pro Zelle im Verlauf des Wachs
tums bei der Interpretation des Nachweises spezifischer mRNA und Proteine mit eiu,
bedeutet dies, daB eine konstante Menge an RNA bzw. Protein aus unterschiedlich
vielell Zellen resnltierle. Die [Nire] Hydrogenase-mRNA nahm im Verhaltnis zur ri
bosomalen RNA im Verlallf des Wachstllll1s ab, wobei parallel eine Abnahll1e des
rRNA-Gehaltes pru Zelle stattfand. Der Anteil an [NiFe] Hydrogenase im Gesall1t
Proteinextrakt war konstant, wobei der Proteillgehalt pro Zelle zunahm. Die Anzahl
der Zellen, die fiir die eingesetzte konstante Menge an RNA bzw. Proteinen erfol'derlich
waren, variierte maximal etwa um den Faktor 2 (siehe Abbildung 3.17)

Weiterh in W lIt·de untersucht, ob Desulfovibrio spp. unter verschiedenen Wachst umsbe
dingungen, bei deneu Sulfatreduktion stattfindet, das [NiFe] Hydrogenase-Gen expri
mieren. Die I,ulturen wurden in Grundmediulll flir slilfatreduzierende Bakterien mit
20 mM Laktat angezogen und in Grundmedium, das als Elektrouendonator Wasserstofr
und als I~ohlenstoflquelle 2 mM Acetat enthielt. Exponentiell wachsellde Zellen wur
den geerlltet und die [ ire] Hycirogenase-mRNA mit Hilfe der RT-PCR nachgewiesen.
1 ~lg Gesamt-RNA wllrclen in einem Voilimen von 20 ~t1 iu cDNA umgeschrieben und
5 ~t1 dieses Ansatzes iu der PCR mit Primerpaar Hydlf-I-1ycl5r amplifiziert. Die PCR
Produkte wurden in einem Agarosegel analysiert. Die 8rgebnisse dieser Experimente
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Abbildung 3.18: Analyse der PCR-Produkte aus .50 ng (Balm 1), 10 ng (Balm 2), 5 ng
(Balm 3), Ing (Bahn 4) und a ng (Bahn 5) genomischer DNA von Desulfovibrio vulgaris
DSM 644 (oben). Analyse der PCR-Produkte aus 50 ng (Balm 1), 10 ng (Balm 2),5 ng
(Balm 3), 1 ng (Balm 4), a ng (Balm 5) genomiseher DNA VOll Desulfovibrio vulgaris
DSM 644, der 1 ~lg anderer DNA beigemengt worden war (unten). BalmM zeigt einen
DNA-Grol3enmarker mit 2000, 1500, 1000, 700, 500,400,300,200,100 und 50 bp langen
Fragmenten (Bio-Rad). (Negatives Bild eines Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegels)

sind in Tabelle 3.3 zusammengefaJ3t.

Aile untersuchten Desulfovibrio-Stamme exprimierten das [NiFe] Hydrogenase-Gen,
wenn Laktat als Elektronendonator verwendet wurde. Desulfovibrio baculatus, Desul
fovibrio gigas, Desulfovibrio vulgaris DSM 644 und DSIVr 1744 exprimierten das [NiFe]
Hydrogenase-Gen a,ueh, wenn Wasserstoff die einzige Energiequelle war. Der Stamm
Desulfovibrio desulfu.l'icans DSM 1926 hingegen war nicht in der Lage war, auf die
sem Medium zu wachsen. Devereux et al. [41] konnten ebenfalls kein 'vVachstulll dieses
Stammes mit Wasserstofr erzielen.

3.2.2 SensitivWit del' Amplifikation von [NiFe] Hydrogenase
Sequenzen

Die Sensitivitat des Nachweises von [NiFe] Hydrogenase-Genfragmenten bzw. von [NiFeJ
Hydrogenase-mRNA-Sequenzen iiber die PCR wurde anhand von Desulfovibrio-Rein
kulturen untersueht.

Verschiedene Konzentrationen an genomischer DNA von Desulfovibrio vulgaris DSM
644 wLLrden in einer 50 pl-PCR mit Primerpaar Hydlf-Hyd5r amplifiziert. In einem
zweiten Ansatz wurden die gleichen DNA-Mengen mit insgesamt 1 ~lg DNA von sulfat
reduzierenden Bakterien der Stamme Desulfobacter curvatus, Desulfobacterium vacuo
latum., Desulfobotulus sapovomns und Desulfobulbus sp., die keine nachweisbaren [NiFe]
Hydrogenase-Gene enthalten, vermischt. 5 ~d dieser PCR-Ansatze wurden in einem
Agarosegel aufgetrennt (Abbildullg 3.18).
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Es konnte kein Unterschied in der Effizienz del' Amplifikation des [NiFe] Hydrogenase
Gens von PI'oben mit reiner Desalfovibrio-DNA und Proben, denen 1 ~tg anderer DNA
beigemengt wOI·den wal', beobachtet werden. PCR-Produkte wurden aus 50 ng, 10 ng,
5 ng uud 1 ng genomischer DNA gewonnen. Das [NiFe] I-Iydrogenase-Gen kann demnach
aus 1 I-Jg genomischer DNA amplifiziert werden, auch wenn der Anteil an DNA von
Desulfovibrio spp. nur 0,1 % betragt.

Allllliche Experimente mit dem Stamm Desulfovibrio desulfuricans DSM 1926 bestatig
ten das mit Desulfovibrio vulgaris DSM 644 erhaltene Ergebnis. Eine anschlieBende Hy
bridisierung del' PCR-Produkte von Desulfovibrio vulgaris DSM 644 und Desulfovibrio
desulful'icans DSM 1926 im Southern Blot mit del' DIG-markierten Olignukleotidsonde
I-Iyd4f erhohte die Nachweisgrenze (Ergebnisse nicht gezeigt).

Um die Sensitivitat del' RT-PCR zu bestill11l1en, wurde Gesamt-RNA aus exponentiell
wachsenden Zellen von Desulfovibrio vulgaris DSM 644 isoliert., die mit 20 mM Lakt.at
angezogen worden waren. In einer 20 I-JI-Reaktion wurden 1 pg, 100 ng und 10 ng dieser
RNA in eDNA umgeschrieben. Je 2,5 pi diesel' Ansatze wurden in einer 50 ~tl-PCH. mit.
Primerpaar Hycllf-Hycl5r amplifiziert. In allen Ansatzen waren PCR-Produkte naeh
Auft.rennung von 5 It! PCR-Ansat.z in einem Agarosegel siehtbar (Ergebnisse nicht
gezeigt.). Das bedeutet., nur 1,25 ng Gesamt-RNA, die in eDNA umgesehrieben wurde,
1St ausrelehend, 1Il11 [NiFe] Hydrogenase-mRNA unter den oben genannten Bedingungen
naehzuweisen.

3.2.3 Expression des [NiFe] Hydrogenase-Gens III Umwelt
proben

[m naehsten Schritt lVurden natiirliche Bakterienpopulationen ausgewahlt, um die Di
vel'sitat und Aktivitat von Desalfovibrio-Stammen unter Verwendung des entwiekelten
Naehweissystems zu bestillllllen. Es wUI'de also sowohl die DNA, d. h. die vorhandenen
Stamme, als aueh die RNA und somit die Stalllme, die das [NiFe] I-Iydrogenase-Gen
exprimieren, also aktiv sind, untersueht. Hierzu wurden Proben von zwei versehiedellen
experimentellen Bioreaktoren (TU Delft, Holland) verwendet.

3.2.3.1 Denitrifizierender Bioreaktor

Es wurde eine Bakteriengemeinschaft aus einem anaeroben, denitrifizierenden Biore
aktor untersucht, der von IVlulder et al. [130] besehrieben worden ist. Hybridisierun
gen mit 16S rRNA-geriehteten Oligonukleotidsonden hat.t.en das Vorbandensein sulfat
reduzierender Bakterien gezeigt (Muyzer und Hottent.rager, personliehe Mitteilung).
Aueh konnte in Vorversllehen das [NiFe] Hydrogenase-Gen von DesulfovibTio spp. aus
DNA amplifiziert werden, die aus Proben des Bioreaktors isoliert worden war.

Ais Ausgangsmaterial dienten Schlammproben, die direkt aus dem Bioreaktor ent
]]ommen wurden, unci Sehlammproben, die naeh cler Entnahme iiber Naeht mit ver-
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Abbildung 319: Gelelektrophoretische Analyse von Nukleiusaureu, isoliert aus
Schlammpmbeu vou einem denitrifizierenden, experimentellen Bioreaktor (Bahn 2) so
wie Pmben nach Inkubation mit Wasserstofl' (Bahn 3), ohne Substrat (Balm 4) und mit
Sauerstoff (Balm 5) in einem 2% (w/v) MOPS-Agarosegel. (A) Je 2,5 pi del' 500 pl-Nu
kleinsaureprapal'ationeu aus etwa 10 g Probe wurden aufgetragen (etwa 5 pg). Balm 1
enthielt 1 ,tg Gesamt-RNA von Desulfovibrio baculatus. (B) RNA- (oben) und DNA
Praparationen (unten) nach dem enzymatischen Abbau mit DNase bzw. RNase. Balm 1
(oben) enthielt 500 ng Gesamt-RNA von Desu.lfovibrio bacll.latus, Bahn 6 (oben) ent
hielt 1,1 ,tg DNA/RNA des Eukaryoten Physarum polycephaillm. Balm 1und6 (unten)
zeigen den DNA-GrofJenmarker /\ HindITI/EcoRI (21226, ,5148/4973, 4268, 2027, 1904,
1584, 1375, 947 und 831 bp). (Negative Bilder von Ethicliumbromid-gefarbten Gelen)

schiedenen Substraten bzw. ohne Substrat als I(ontrolle inkubiert wurden. Wasserstoff
warde verwendet, um das Wachstum von Desu.lfovibrio-Stammen zu fordern, Sauer
stoff, um das Wachstum sulfatreduzierender Bakterien moglicherweise zu hemmen. Die
Nukleinsaureu wurden extrahiert und durch den enzymatischen Abbau mit RNase bzw.
DNase wurde daraus DNA bzw. RNA gewonnen. Hochmolekulare DNA sowie proka
ryotisehe RNA, identifizierbar anhand del' ribosomalen RNA-Banden, wurde isoliert
(Abbildung 3.19).

Das [NiFe] Hydmgenase-Gen wurde mit Primerpaar HydlfGC-Hyd5r aus DNA-Prapa
rationen direkt amplifiziert; RNA-Praparationen wurden VOl' del' PCR in eDNA 111l1ge
schrieben. Abbildung 320A zeigt die gelelektrophoretische Analyse del' PCR-Prodllkte,
die aus den versehiedenen Ansatzen amplifiziert wllrden, in einem Agarosegel. In allen
DNA-Praparationen konnten [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente nachgewiesen werden.
[NiFe] Hydmgenase-mRNA-Sequenzen wurden jedoeh nur in del' Pmbe amplifiziert,
die mit Wasserstoff inkubiert worden war.

AnsehliefJend wurden die PCR-Produkte in einem denaturierenden Gradientengel allf
getrennt. Das Elektrophoresemuster ist in Abbildllng :3.20B dargestellt. In allen DNA
Praparationen waren mehrere Banden erkennbar. Es wurden demnach PCR-Produkte
mit unterschiedlichen Sequenzen amplifiziert, d. h. hier waren wahrscheinlieh verschie-
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Abbildung 3.20: (A) Analyse del' [NiFe] Hydrogenase-PCR-Produkt.e aus DNA (D)
und RNA (R), die zuvor in eDNA umgesehriebeu wurde, del' Bakteriengemeinsehaft
eines denitrifizierenden, experimentellen Bioreaktors (ori) und naeh lnkubat.ion mit
versehiedenen Substraten in einem 2% (w/v) TBE-Agarosegel. Bahn IVI zeigt einen

DNA-GroBenmarker (2000, 1500, 1000, 700, 500, 400, 300, 200, 100 und 50 bp). (B)
DGGE Analyse del' PCR-Produkte. (Negat.ive Bilder von Ethidinmbromid-gefarbten
Gelen)

dene Sta.mme vorhanden. Das Elektrophoresemuster veranderte sieh dureh die Inku
bation del' Proben mit den versehiedenen Substraten nieht; es war in allen Ansat.zen
ideutiseh.

Die 11 A-Prube, die aus dem Ansatz stal1ll1lte, del' mit Wasserstofl' inkubiert WUl'
de, enthiplt. allerdings nUl' PCR-Produkt.e mit identischer Sequenz. Nul' eine Bande
war im Gel erkennbar, die die gleiehe Position im Gel einnahm, wie eine Bande im
Elektrophoresemllster del' DNA-Amplifikat.e. Dies dentet an, daB ZULU Zeitpunkt. del'
Probennahl1le nul' einer del' vorhandenen St.amme das [NiFe] Hydrogenase-Gen ex
primiert.e. Die Expression wllrde dabei dUI'eh das Substrat induziert, denn in allen
anderel1 Ansat.zen war keine Genexpression naehweisbar. lVIoglichel'weise kunnte diesel'
Bakterienstamm schneller auf die verandelten I\ulturbedingungen reagieren, als die
anderen nacl'l;ewiesenell Stamme. Ware die Probennabme nach langerer Inkllbation
erfolgt, ha.tt.e man eventuell keine Untersehiede im Elektrophoresemuster von DNA
und RNA-Amplifikaten gefunden. In Proben, die zu einem anderen Zeitpunkt aus dem
Bioreaktor genommen uud analysiert. wurden, wurde naehgewiesen, daB aile vorhande
nen Stamme das [NiFe] Hydrogenase-Gen exprimierteu (Ergebnisse nieht. gezeigt).

Die weitergehende Analyse del' Sequenzen del' PCH-Produkte ist in Absehnitt 3.3.3
beschrieben.
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Eine Bakteriengemeinschaft aus einem metha.nogenen Bioreaktor wurde untersucht. Tn
solchen Bioreaktoren bilden methanogene und sulfatredllzierende Bakterien typische
Populationen [148]

Schlamm dieses Bioreaktors diente als Inokulum fiir Anreicherungen mit verschiedenen
Substraten, die von sulfatreduzierenden Bakterien verwertet werden konnen (Propio
nat, FormiatjAcetat, Acetal., Laktat, Wasserstoffj Acetat). Das Vorhandensein und die
Aktivitat sulfatreduzierender Bakterien wnrde in den Anreicherungen durch den qual i
tativen Nachweis von Sullid aufgezeigt. Die Anreicherungen mit Propionat, Laktat und
WasserstoffjAcetat zeigten nach 2 Tagen Inkubation eine deutliche Zunahme an Sullid,
verglichen mit einer negativen Kontrolle, in del' Medium ohne Sllbstrat mit Schlamrn
beimpft worden war. Nach 4 Tagen Tnkubation unterschied sich die Anreicherung mit
FormiatjAcetat im Sullidgehalt ebenfalls deutlich von del' negativen Kontrolle; die
Anreichernng mit Acetat zeigte zu diesem Zeitpunkt noch keine Sllifidbildllng. Nach
3 Tagen wurden 10% (vjv) del' Kulturen mit Laktat und WasserstoffjAcetat, Sub
strate die von Desuljovibl'io-Stammen verwertet werden konnen, in frisches Medium
iiberfiihrt. Die genetische Diversitat von Desulfollibl'io spp. und die Expression des
[NiFe] Hydrogenase-Gens wurden in Proben, die direkt aus dem Reaktor entnommen
wurden, und in den Anreicheruugen mit Laktat und WasserstofljAcetat bestimmt.

Abbildung 3.21 zeigt die DGGE Analyse von PCR-Fragmenten, die aus DNA und RNA
del' Originalprobe, del' Kultur ohne Substrat (negative Kontrolle) sowie den Anreiche
rungen mit Laktat und Wasserstofl"j Acetat ampliliziert wurden. Die Bakterienkulturen
wllrden nach einem Tag Tnkllbation geerntet (ohne, Lak, H2 ). Sulfidproduktion war
zu diesem Zeitpunkt noch nicht nachweisbar (verglichen mit del' negativen Kontrolle).
Weiterhin wurden Zellen einer Bakterienkllitur mit Laktat nach dem ersten Transfer
in frisches Medium ebenfalls nach einem Tag Tnkubation geerntet (Laid). Diese K ultur
wies eine deutliche Zunahme an Sullid auf. Tn allen untersuchten Proben konnten so
wohl [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente als auch -mRNA-Sequenzen von Desuljollibrio
spp. nachgewiesen werden.

Die PCR-Produkte aus del' DNA del' Originalbioreaktorprobe (Abbildung 3.21, Balm 1)
ergaben drei Banden im denaturierenden Gradientengel (Pfeile links markieren deren
Positionen, Abbildnng 3.21). Dies weist daraufhin, daB drei verschiedene Desu.lfovibl'io
Stamme zum Zeitpunkt del' Probennahme vorhanden waren. Die PCR-Produkte aus
del' RNA (Balm 2) zeigten dasselbe Muster im Gel, wobei die obere Bande nur schwach
mit Ethidiumbromid angefa.rbt und kaum zu erkennen war. Dieses Expressionsmnster
deutet an, daB zumindest zwei del' vorhandenen Stamme das [NiFe] Hydrogenase-Gen
zum Zeitpunkt del' Probennahme exprimierten. Die negative Kontrolle (Bahn 3) un
terschied sich in del' Population nicht von del' Originalprobe; die Analyse del' DNA
Amplifikate zeigte ein identisches Muster. Das Expressionsmuster, die Auftrennung
del' RNA-Amplifikate, unterschied sich bei diesel' Probe nicht und zeigte ebenfalls drei
Bandeu (Bahn 4). Moglicherweise regte die Zugabe von Medium auch ohne zusatzli
ches Substrat die Expression des [NiFe] Hydrogenase-Gens in den vorhandenen Desv.l-
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Abbildung 3.21: DGGE Analyse del' [NiFeJ Hydl'Ogenase-PCR-Produkte aus DNA (D)
und RNA (R), die zuvor in cDNA ulDgeschrieben wurde, del' Bakteriengemeinschat't.
eines methanogenen Bioreaktors (ori) und Anreicherungskultut-en von sulfatreduzieren
den Bakterien ohne Substrat (ohne), mit Laktat (Lak, Lakl) und Wasserstotfj Acetal.
(H2 l Ais Standard wurden die PCR-Prodnkte von Desulfovibrio gigas und Desulfovi
brio uulgaris DSM 644 einzeln und als Gemisch anfgetragen. Dureh hreise markterte
Banden wmdeu aus dem Gel ausgeschnitten, die DNA eluiert, reamplinziert und se
quenziert. (Negatives Bild eines Etbidiumbl'OlDid-gefarbten Gels)
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fovibrio-Stammen an. Die Analyse der PCR-Produkte aus DNA der Anreieherungen
mit Laktat (Balm 5) zeigte dasselbe Elektrophoresemuster \Vie die Originalprobe, aber
die Auftrennung der amplifizierteu mRNA-Sequenzen (Balm 6) zeigte ein veralldertes
Muster. Zusatzliehe Banden traten auf. Balm 7 und 8 enthielten DNA- uno RNA
Amplifikate aus Kulturen naeh dem ersten Transfer in frisehes Laktat-Sulfat-Medium
Die DNA-Amplifikate spiegelten ein Elektrophoresemuster wider, das sieh in der Analy
se der amplifizierten mRNA-Sequenzen der Anreieherung mit Laktat schon angekiindigt
hatte. Die RN A-Amplifikate bildeten das gleiche Muster. Wahrend der Anreieherung
auf Laktat-Sulfat-Medium haUe sieh die Zusammensetzung der Desu.lfovibrio-Popula
tion verandert. Mit diesem Medium wurden ofTensiehtlich nicht die Organismen, die
in der Originalpopulation vorhanden waren, angereichert, sondern andere Organismen,
die in der Originalprobe nieht naehweisbar waren (Pfeile reehts markieren die Positio
nen dieser PCR-Produkte im Gel, Abbildung 3.21). Anreicherungen mit Wasserstoff
(Bahn 9 und 10) zeigten keine Untersehiede in der Population und dem Expressions
muster verglichen mit der Originalprobe.

Anhand der untersuehten Populationen wurde die Frage iiberpriift, ob die Banden im
DGGE-Muster tatsachlich zu einzelnen Bakterienstammen gehoren oder ob ein Stamm
moglieherweise versehiedene Sequenzen des [NiFeJ Hydrogenase-Gens besilzt. Die Au
reieherungen mit Laktat und Wasserstoff wurden bis zum 4. Transfer der I<ulturen
fortgefiihrt. Mit der 4. Passage wurden dann Agarverdiinnungsreihell zur lsolierung der
Bakterien angelegt. Nach 8 Tagen lnkubation zeigten die Verdiinnungsreiheu mit Was
serstoff/ Acetal. heterogene, sehr kleine Kolonien, die zu dieM gewaehsen waren, um eiue
lsolierung einzelner Kolonien zu erlauben. Die Verdiinnungsreihe des Laktat-Ansatzes
zeigte groBere, wei Be I<olonien. Der domin ante Kolonietyp war scheibenformig; ver
einzelt traten dreieekige Kolonien und Kolonien mit ausgefransten Randern auf. Eine
Isolierung vou Reinkulturen wurde versueht. Insgesamt wurden 14 seheibenrormige ](0

lonien in frisehes Medium iiberriihrt. Naeh 3 Tagen zeigten aile Kulturen eine Zunahme
der Zellzahl, erkeunbar an der Triibung des Mediums. Die Betraehtung der I<ulturen im
Phasenkontrastmikroskop bei 400-facher VergroBerung zeigte bewegliche, gekriimmte
Bakterien. Sieben der Isolate wurden weiter analysiert. Das [NiFeJ Hydrogenase-Gen
konnte aus den DNA-Praparationen der gewahlten Kult.uren amplifiziert werden. Die
anschlieBende DGGE Analyse der PCR-Produkte ist in Abbildung 3.22 gezeigt.

Das Gel zeigte eine DN A-Bande fUr jedes Isolat Vermutlich wurden zwei unterschied
liche Stalllllle isoliert, Typ A (A bbildllng 3.22, Bahnen 3, 4 und 6) und Typ B (Bahnell
2, 5, 7 und 8), do. man davon allsgehen kann, daB die PCR-ProclLlkte, die die gleiche
elektrophoretische Mobilitat im deuaturienden Gradientengel allfweisen, eine (nahezu)
identische Sequenz haben [20, 212, 213] (siehe auch Abschnitt 3.3.4). Der Vergleich der
Bandenlllllster der Isolate mit dem Bandenmuster der vierten Passage der Anreiche
rung (Abbildung 3.22, Bahn 1), aus der die Verdiinnungsreihen angesetzt wurden, zeigt,
daB die zwei Banden, die in der Anreicherung vorhanden waren, durch unterschiedli
che Isolate reprasentiert werden. Banden mit der gleichen Position waren auch in der
vierten Passage der Anreicherung auf Wasserstoff/ Acetat. erkennbar (A bbildung 3.22,
Balm 9) Die weitergehende Analyse der Sequenzen der PCR-Produkte ist in Abschnitt
3.3.4 beschriebell.
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Abbildung 3.22: OGGE Analyse del' [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente von Isolaten
(Balm 2-8) und A.ueicherungen einer Bakteriengemeinschaft aus einem methanoge
nell Bioreaktor mit Laktat (Balm 1) und WasserstoJTjAcetat (Bahn 9). Ais Standard
wurden die PCR-Produkte von Desu.ljovibrio vulgaris OSM 644 und Desuljollibrio gigas
aufgetragen. (Negatives Bild eines Ethidiumbromid-gefarbten Gels)

Anhand von Westernblots mit Anti-Desuljovibrio gigas [NiFe] Hydrogenase konnte
zlisatzlich gezeigt werden, daB sowohl in del' 4. Passage del' Anreicherungen mit Lak
tat und Wasserstoffj Acetal. als allch in den lsolaten die groBe und kleine Untereinheit
einer [NiFeJ Hydrogenase vorhanden waren, die mit dem Alltikiirper kreLLzreagierten
(Ergebnisse niehl: gezeigt).

Oa die Isolate nichl: weitergehencl auf ihre Reinbeit iiberpriift wllrden) nnd das Naeh
weissysl:em fiir Desuljovibrio spp. spezifisch isl:, kann nicht ausgeschlossen werden, dafJ
es sich bei den Isolaten Ll1ll Mischkulturen mit anderen sulfatreduzierellden und Laktat
vergarenden Bakl:eL'ien handelte. Eine Unl:ersuchung cler ribosomalen 16S rRNA-Se
quenzen wurde nieht dUl·chgefiihrt. Die OGC:E Analyse solcher Seqllenzen kiinnte iiber
die tatsachliehe Reinheit del' I(ultmen Aufsehluss geben [20, 213]

3.3 Identifizierung von Desulfovibrio spp.

Bisher wnrde in del' vorliegenden Arbeit ansgefiihrt, wie in Umweltproben die geneti

sehe Diversitat von Desuljovibrio spp. anhand des [NiFe] Hydrogenase-Gens mit Hilfe
del' PCR nnd ansehlieBender Analyse del' PCR-Prodnkte in denatnrieL'enden Gracli
entengelen visualisiert werden kann. Die Identitat del' amplifizierten ONA-Fragmente
wurde zusatzbeh clurch die Hybriclisierung mit einer spezifischen Oligonukleotidsonde
(Hyd4f) anfgezeigt. Eine weitergehende [dentifizlerung del' naehgewiesenen Desuljoui
brio-Sl:amme kann c1urch die Bestimmung del' Nukleotidsequenz del' [NiFe] Hydrogena-
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se-Genfragment.e und den Vergleieh dieser Sequenzen mit. bereit.s bekannt.en Sequenzen
erfolgen. Ulll die Grundlage fiir eine solche vergleichende Sequenzanalyse von Desuljo
vibrio-St.iilllmen zu sehaffen, wurden zunaehst. die Sequenzen der [NiFeJ Hydrogenase
Genfragmente von Reinkulturen erlllit.teit.

3.3.1 Sequenziel'ung del' [NiFe] Hydl'ogenase-Genfl'agmente

[NiFe] Hydrogenase-Genfragment.e von verschiedenen Reinkult.uren wurden mit. Hilfe
der PCR mit. Prilllerpaar Hydlf-Hyd5r alllplifiziert. und ansehliel3end "lllanuell" di
reId, d. h ohne vorherige I<lonierung, seqnenziert.. Die Sequenzierung erfolgt.e dabei
in beide Rieht.ungen mit. den Prilllern Hydlf und Hyd5f. Nach gelelekt.rophoret.ischer
Anft.rennung der Produkt.e aus den Sequenzierungsreaktionen waren in der Regel et.wa
250 Nukleot.ide des insgesamt etwa 440 bp langen Genfragments lesbar. Die so er
mittelten Sequenzen wurden durch zyklisehe Sequenzierungen del' PCR-Produkte mit
Hilfe eines automatisehen Sequenzanalysat.ors iiberpriift. und verbessert. Auf diese Wei
se konnt.en nun im Durehsehnit.t. mehr als 360 bp gelesen werden. Ais Sequenzierprimer
fiir diese Reaktionen wurden neben Hydlf und Hyd5r aueh dereu Kurzformen Hydl-19
und Hyd5-18 verwendet. Es stellt.e sieh heraus, dal3 besonders der relat.iv lange Primer
f-1yd5r (36 Nukleotide) bei der zyklisehen Sequenzierung Probleme bereitet.e, die dureh
die Verwendung der Kurzform dieses Primers, Hyd5-18, weit.gehend gelost werden konn
ten. Es wurden keine Uutersehiede in der Effizienz der Sequenzierung bei Verwendung
der Primer Hydlf (27 ukleotide) und Hydl-19 fest.gestellt.. Wie in Absehnit.t 3.12
bereit.s besehrieben, wurde mit. Primerpaar Hydlf-Hyd5r nur eine geringe Ausbeut.e an
PCR-Produkt.en mit den Stammen Desuljovibr'io vulgar'is DSM 1/44 und Desuljovibrio
longus erzielt. Eine grol3ere Menge an PCR-Produkten konnt.e dureh die Verwendung
des Primerpaares Hydl-19-Hyd5-18 aus der DNA dieser St.amme hergest.ellt. werden;
ansehliel3ende Sequenzierungsreaktionen wurden daher mit diesen PCR-Produkten und
den Primern Hydl-19 und Hyd5-18 durehgefiihrt.

Weiterhin wurde versueht, aueh die Regionen des [NiFe] Hydrogenase-Gens, wo die
PCR-Primer Hydlf und Hyd5r lokalisiert sind, zu sequenzieren. Diese Pt'imer waren
dureh den Vergleieh del' [NiFe] Hydrogenase-Gene von nur drei versehiedenen Desuljovi
brio spp. ermit.telt worden, und es war bereits bekannt, dal3 sie nieht zur Amplifikat.ion
des [NiFe] Hydrogenase-Gens von allen untersuehten Desuljovibrio-St.ammen taugen
(siehe Tabelle 3.2). Daher sollt.en die Primersequenzen iiberpriift. und opt.imiert. werden.
I-lierzu wurden [NiFe] Hyc1rogenase-Genfragmente mit dem Primerpaar Hyd2f-Hyd7r
amplifiziert. Diese PCR-Produkt.e waren etwa 2000 bp lang und umfal3ten fast das ge
samte Gen fiir die groBe Unt.ereinheit und einen Teil der kleinen Unt.ereinheit der [NiFe]
Hydrogenase. Die Sequenzierung erfolgt.e mit dpn Primern Hydlf und Hyd5-18, die in
nerhalb clieses Fragments liegen (siehe Abbildung 3.1). Mit dem Primer Hydlf sollte
die Sequenz bis zur Position des Primers Hyd5r gelesen werden, mit. Primer Hyd5-18
bis zur Position des Primers Hyd1r. Leider war eine Analyse der Primersequenzen nieht
llloglieh, da sieh der lesbare Teil der Sequenzierungsgele nie bis zu den Primerpositionen
erstreekt.e.
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Wie in den vorhergehenden Abschnitten beschrieben, wurden [NiFe] Hydrogenase
PCR-Produkte, die aus den extrahierten Nnkleinsauren diverser Umweltproben ampli
fiziert wurden, in denaturierenden GI'adientengelen analysiert. Dadurch wurden PCR
Produkte unterschiedlicher Nukleotidsequenz vereiuzelt und einer anschlieBenden Se
qllenzierung zuganglich. DNA-Fragmente, die als Banden im Elektrophoresellluster er
schienen, wurden aus dem Gel ausgeschnitten, eluiert, in einer PCR mit Primerpaar
Hydlf-Hyd5r reamplifiziert und die entstandenen PCR-Produkte wie oben beschrieben
mit Hilfe eines automa.tischen Sequenzanalysators sequenziert.

3.3.2 Analyse del' [NiFe] Hydl'ogenase-Sequenzen

Aile ermittelten [NiFe] Hydrogenase-Seqnenzen befinden sich im Anhang. Del' Ver
gleich del' Sequenzeu mit den Sequenzen del' ENlBL Datenbank unter Verwendung des
FASTA Suchprogl'alllllls [151, 152] el'gab, daB aile Sequenzen die groBte Ahnlichkeit zu
den publizlerten [NiFe] Hydmgenase-Gensequenzen von Desu.lfovibrio spp. aufweisen.

Mit I-lilfe verschiedener Computerpmgramme wurden die Sequenzen anschlieBend aus
gewertet (siehe Abschnitt 28), d. h. sie wurden miteinander und auch mit den [NiFe]
Hydrogenase-Sequenzen anderer Bakterien verglichen. Zunachst wurden aus den Nu
kleotidsequenzen die Aminosauresequenzen abgeleitet und in ein "alignment" gebracht,
d. h. homologe Aminosauren wurden untereineinander geschrieben, um die homologen
Positionen in den Sequenzen miteinander vergleichen zu konnen. Das "alignment" del'
Nukleotidsequenzen erfolgte dann unter Beriicksichtigung del' Tripletts, die fiir Ami
nosauren cod ieren.

Es stellte sich heraus, daB die Lange del' amplifizierten PCR-Produkte verschiedener
Desulfovibrio-Stamme variierte. Del' sequenzierte Bereich del' [NiFe] Hydrogenase-Gene
VOIl Desulfovibrio desulfuriwlls DSM 19213 war 3 bp, VOIl Desulfovibrio bacula/us und
Desulfovibrio sulfodis17wtallS 6 bp, von Desulfovib7'io longus 9 bp langer als del' entspre
chende Bereich del' andel'en Desulfovibrio-Stiimme. Die Genfragmente von Desulfovi
brio vulgatis DSM 1744 und PIB2 enthielten sogar 27 bzw. 33 bp mehr. Anhand del' gel
elektrophoretischen Analyse del' PCR-Prodllkte waren leichte Variationen in del' GroBe
schon erkennbar (vergleiche Abbildung 3.10A). Auch die Hydlf-Hyd5r-Genfragmente
del' publizierten [NiFe] Hydl'Ogenase-Gensequenzen sind unterschiedlich lang: Desulfo
vibrio ftUetoBovomns mit 445 bp, Desulfovibtio vulgatis und Desulfovibtio gigas mit
439 bp.

Obwohl die Sequenzen del' verwendeten PCR-Primer nicht iiberpriift werden konnten,
so gelang doch Zllm Teil die Sequenzierung des Genbel'eiches, wo das Oligonukleotid
Hyd4f lokalisiert ist (siehe AbbJidung 3.1). Die [NiFe] Hydrogenase-Gene del' Stalllme
P1B2, Desulfovibrio longus, Desulfovibrio desulluticans DSrVl1926, Desulfovibtio vulga
ris DSM 1744 und Desulfovibrio bacula/us zeigten Sequenzunterschiede (Tabelle 34)
Del' St.allllll PIB2 enthielt. in diesem Bereich 6 zusatzliche Basen, die in del' Hyd4f
Sequenz llicht enthalten sind, sowie zwei rehlpaarullgen. PCR-Produkte dieses Stam
mes bybridisierten nieht mit del' DIG-mal'kierten Sonde Hyd4f (siehe AbbJidung 3.8)
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Tabelle 3.4: Vergleich del' Sequenz Hyd4f (Position 1786-1815 im [ iFeJ Hydrogenase
Gen von Desuljovibl·io vulgaris Miyazaki [38]) mit den Zielsequenzen in verschiedenen
Desuljovibrio spp.

Bakterienstamm

Hyd4f

Desuljovibrio jmetosovomns [180]
Desuljovibrio glgos [110J
Desuljovibrio vulgal·is Miyazaki [38]
Desuljovibrio desu.ljuricans DSM 1924
Desuljovlbrlo desuljuricans DSM1926
Desv./jovlbrlo vulgaris DSM 1744
Desuljovibrio ba.eulalus
Desuljovibrlo longu<,
PlB2

Sequenz

TTCACCAAyGCCTACTTCCTS------GGCGGCCAC

TTCACCAACGCCTACTTCCTC------GGCGGCCAC
TTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGCCAC
TTCACCAATGCCTACTTCCTG------GGCGGCCAC
TTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGCCAC
TTTACCAATACCTACTTCCTT------GGCGGCCCC
TTCACCAACGCTTATTTCCTC------GGCGGCCAC
TTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGACAC
TTCACCAACGCCTACTTCCTGCGTGAAGGCGGCCAC
TTCAACAACGCCTACTTCCTGAAGCCCGGCGGACAC

Wurde Hyd4f als Primer in del' PCR eingesetzt, entstand eine geringere Ansbeute an
PCR-Produkten im Vergleich zu anderen Primerpaaren. DeSllljovibrio longus zeigte ei
ne identische Sequenz zu Hyd4f, die abel' ebenfalls 6 bp zusatzlich enthielt. Dies wirkte
sich in del' PCR nicht aus. Desuljovibrio desuljurieans DSM 1926 hatte vier Fehlpaa
rungen in del' Hyd4f-Sequenz. Sie befanden sich am 5'-Ende, am 3'-Ende und in del'
"wobble" -Position von Hyd4f. Diese Sequenzunterschiede wirkten sich wedel' auf die
Hybridisierung noeh auf die Amplifikation mit Hyd4f als Primer aus. Das gleiche galt
fiir die Stamme Desuljovibrlo vulgaris DSIVI 1744, del' zwei F'ehlpaarungen aufwies, und
Desuljovibrio baeu1atvs, del' eine Fehlpaarung am 3'-Ende zeigte.

Basierend auf den "alignments" del' Nukleotid- und del' Aminosauresequenzen wur
den die Ahnlichkeitswerte del' [NiPeJ Hydrogenase-Genfragmente von Desvljouibrio
Reinkulturen paarweise in einer Distanzmatrix berechnet, die iu Tabelle 3.5 gezeigt ist.
Pehlende Nukleotide bzw. Aminosauren und Liicken im "alignment" wurden bei del'
Berech nung ignoriert. Die [NiFe] Hydrogenase-GenfragmentF' verschiedener Dewljovi
bl'io-Staml1le wiesen iiber den sequenziertell Bereich Sequenzhol1lologien von etwa 70
75% auf. Hohere Sequenzhomologien von 87,5% auf DNA-Ebene und 95,5% auf Ami
nosaure-Ebene wurden fiir zwei Stamme del' Spezies Desv./jovlbrlo vulgaris gefunden.
Diese sind Desuljovibrio vulgaris Miyazaki [38] und Desuljovibrio vulga,·is DSM 644.
Die [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente verschieclener Stall1111e, die als Spezies Desuljo
vib,·io desuljurieans klassifiziert sind, zeigten keine groBere Ahnlichkeit untereinander
verglichen mit ancleren Spezies. Die groBte Almlichkeit in del' N II kleotidsequenz zweier
unterschiedlicher Spezies lag bei 85,9%; die abgeleiteten Aminosallresequenzen wiesen
jedoch mit 84,8% eine geringere Ahnlichkeit auf. Diese Spezies sind Desuljovlb";o suljo
dismutans und Desuljovibrlo fructosovomns. Die Ahnlichkeiten zu [NiFe] Hydrogenase
Gensequenzen von nicht-sulfatreduzierenden Bakterien fiir den sequenzierten Bereich
lagen bei ca. 60% (Ergebnisse nicht gezeigt).



Tabelle 3.5: Paarweiser Vergleich der [NiFe] Hydrogenase-Sequenzen von Desuljovibrio-Reinkulturen. Oberhalb der Diagonalen
wllrden Ahnlichkeiten in % angegeben, unterhalb der Diagonalen Unterschiede in absoluten Zahlen Die obere Zeile giht jeweils
die Werte fiir die Nukleotidsequenzen an, die llntere Zeile die kursiv gedruckten Werte fiir die abgeleiteten Arninosauresequenzen.
Angaben in l":larnmern gehen die Lange der DNA-SequeLlz an, die sequenziert wurde.

2 3 4 5 6 7 8 ~I 10 11 12

D baculalus (362 hp) ,2,1 77,6 73,6 72,8 6~J,H 72,1 6,,6 76,1 75,0 72,8 78,1
63.3 74,4 79,8 68,1 66,9 71,9 72.2 74,3 72,9 70,3 78,0

2 P182 (397 bp) 101 72,4 70,.5 ,6,4 65,8 65,2 57,4 6H,1 66,8 69,2 72,0

44 - 66,7 61,6 75,6 56,:1 60.3 51.1 56,2 56,9 62,0 62.0
3 D. longus (370 hp) 7H 100 - 73 ,2 69,4 69,6 6~J,4 62,5 76,1 72,5 72,9 ,4,0

:10 40 - 72,2 65.8 66,4 70.2 61. 1 67.0 65,3 71,7 70.8
4 D. vulgaris DSM 644 (336 hp) 87 9H 87 - 6~J,l 73,3 6,,6 fi6,1 72 ,6 71,7 75,3 87,5

22 43 30 - 64,5 73,4 74,5 74,4 77,:1 74,1 73,2 95,5
5 D. vulgaris DSM 1744 (382 hp) 98 90 108 102 - 64,5 66,1 58,5 69,8 6H,8 67,9 71,0

38 31 40 :19 - 57,6 62,9 57.8 60.7 60.8 64,4 64,4
6 D. desulju.ricans DSM 1924 (3,4 bp) 10, 123 109 88 126 64,6 68,4 ,1,6 'lI,T ,0.9 ,7,6

39 52 40 :29 50 64.0 69,7 67.0 66,7 65,0 74,0, D. desu.lju.ricans DSM 1926 (348 hp) 96 121 105 107 118 121 66,~ 68,4 68,1 6,,5 69,3
2 46 34 28 43 41 64,4 73,0 73,3 69,6 73.0

8 D. de.lulju.ricans Vosjan (2,2 hp) 88 116 102 92 113 8G HO 60" 61,4 66,9 66,2
~- 44 35 23 38 27 32 64,4 65,6 72,2 72,2_D

9 D. .luljodism.utans (340 hp) 79 105 79 91 102 94 106 10, 85,9 74,0 76,3
28 49 36 25 44 36 :10 :12 84,8 71,8 77,3

10 D. Fuclosouorans (445 hp) 89 123 100 95 109 105 111 105 48 74,3 78,4
32 53 42 29 47 41 31 :11 17 74,7 78,1

11 D gigas (439 bp) 97 112 98 83 114 108 112 90 87 113 80,4
35 46 34 30 42 4:1 35 25 31 37 - 74,7

12 D. vulgaris Miyazaki (439 bp) ,6 102 94 42 103 83 106 92 nJ 95 86
26 46 35 5 42 32 31 ~- ~- 32 37_D _D
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Tabelle 3.6: Paarweiser Vergleich del' [ iFe] Hydrogenase-Sequenzen amplifiziert aus
Nukleinsauren eines denitrifizierenden Bioreaktors. Oberhalb del' Diagonalen wurden
Ahnlichkeiten in % angegeben, nnterhalb del' Diagonalen Unterschiede in absoluten
Zahlen. Die obere Zeile gibt jeweils die Werte fiir die Nukleotidsequenzen an, die untere
Zeile die kursiv gedruckten Welte fur die abgeleiteten Aminosauresequenzen. Angaben
in Klammern geben die Lange del' DNA-Sequenz an, die sequenziert wurde.

1234567

[(6S1 (371 bp) 91,6 96,5 90,5 97,6 95,5 84,9
98,4 96,7 9·,],4 96,7 96,4 83,7

2 1(6S2 (384 bp) 9 97,9 89,7 94,8 93,2 83,6
2 98,4 93,4 96,1 96,4 82,8

3 [(6S4 (375 bp) 13 8 88,0 93,9 92,2 83,7

4 2 91,8 95,2 94,6 81,6
4 1<6S8 (368 bp) 35 38 44 91,6 90,1 85,6

8 8 10 95,9 95,5 86,9
5 J(6S6 (384 bp) 9 20 23 31 97,9 85,7

4 5 6 5 99,1 85,9
6 D sulfodis771ulans (340 bp) 15 23 26 33 7 85,9

4 4 6 5 1 84,8
7 D. fructosovomns (445 bp) 56 63 61 53 55 48

20 22 23 16 18 17

3.3.3 [NiFe] Hydrogenase-Sequenzen elnes deni trifizierenden
BioreaktOl's

[n Abbildung 3.20 wurde die DGGE Analyse del' amplifizierten [NiFeJ Hydrogenase
Genfragmente del' Bakteriengemeinschaft eines denitrifizierenden Bioreaktors darge
stellt. Die Auftrennnng del' DNA-Amplifikate aus einer Probe, die direkt dem Bioreak
tor entnolllIllen wmde, und Proben, die mit verschiedenen Substraten inkubiert worden
waren, zeigten identische Elektrophoresemuster, die aus funf unterscheidbaren Ban
den bestanden. 1m folgellden werden diese Banden als ](6S1, 1<6S2, 1<6S4, [(6S8 und
[(6S6 bezeichnet (Abbildung 3.20, Banden in Elektrophoresericht ung von oben nach
unten). Die Auftrennung del' mRNA-Ampliflkate, die aus del' mit Wasserstojf inkubier
ten Probe stammten, zeigte eine Bande iIll Gel, deren Position mit del' Position einer
Bande im Muster del' DNA-Amplifikate iibereinstillllllte ([(6S8). Die aufgetrennten
PCR-Produkte wurden sequenziert, und wie zu erwarten. hatten die PCR-Produkte,
die die gleiche Position im Gel einnahmen, eine identische Nukleotidsequenz.

Die ermittelten DNA- nnd die abgeleiteten Aminosauresequenzen wurden miteinander
verglicllen. Das Ergebnis ist in Tabelle 3.6 dargestellt. Die Sequenzen wiesen zwar
eine groBe Ahnlichkeit untereinander auf, waren abel' nicht identisch. Del' Vergleich
del' Sequenzen zeigte eine Identitat anf DNA-Ebene von 88-97,6%. Die Identitat del'
abgeleiteten Aminosauresequenzen betrug lllehr als 90%. Die griiBte Ahnlichkeit wiesen
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diese Sequenzen mit der Sequenz des Stammes Desuljovibrio suljodismulr/.1ls auf. Die
Sequenz 1\liS6 zeigte sogar ~~,1% Sequenzidentitat in der Aminosauresequenz mit dem
entsprechendell Bereich des [NiFe] Hydrogenase-Gens von Desuljouibrio sllljodismulans,
das entspricht einer veranderten Aminosaure.

Die Sequenz 1\6S8 gehort zu eiuem Bakterienstallllll, der durch die Inkubation mit
Wasserstoff das [ iFe] Hydrogenase-Gen exprimierte. Diese Eigenschaft unterschied ihn
von den anderen Bakterienstalllmen, die das [NiECe] Hydrogenase-Gen zum Zeitpunkt
der Probennahme nicht exprimierten. Die Sequenz des [NiFe] Hydrogenase-Gens dieses
Bakterienstammes wies zwar eine hohe Ahnlichkeit mit den anderen Sequenzen auf,
unterschied sich abel' am starksten von den ander'en Sequenzen. Die Ahnlichkeitswerte
variierten auf DNA-Ebene von 88% zu 1(6S4 bis zu 91,6% zu 1(6S6. Die geringste
Ahnlichkeit del' anderen Sequenzen untereinander betr'ug 93,6% (1(6S4 und 1<6S6).

Aufgrund des DGG E-Musters wurde eine groBe Diversitat del' nachgewiesenen Desai·
jovibrio-Stamll1e angenommen, da in den DNA-Proben 5 unterscheidbare Banden vor
handen waren, die sequenziert werden konnten. Der Vergleich diesel' Sequenzen zeigte
jedoch, daB die genetische Diversitat, gemessen an Unterschieden in der Sequenz des
[Nil;e] Hydrogenase-Gens, nul' relativ gering war (88-97,6%).

3.3.4 [NiFe] Hydrogenase-Sequenzen eiues methanogenen Bio
reaktors

Auch die amplifizierten [NiFe] Hydrogenase-Genfr'agmente der Bakteriengemeinschaft
eines methanogenen Bioreaktors wurden sequenziert. Die DGGE Analyse del' PCR·
Produkte diesel' Ull1weltprobe ist in Abbildung 3.21 dargestellt. Die sequenzierten
Banden sind markiert und werden im folgenden als 1\5S18 (Bahn 2), 1(5S14 (Bahn 4),
1(5S 12 (Balm 5) und 1\5S5 (Balm 8) bezeichnet. Sequenzen wurden von PCR-Prod ukten
aus del' Originalbioreaktorprobe und aus den Anreicherungen mit Laktal ermittell.

Die Banden 1\5S14 und 1\5S12 nahmen im denaturierenden Gradientengel die gleiche
Position ein. Die anschlieBende Sequenzienlllg dieser PCR-Produkle bestatigte, daB sie
eine identische Nukleotidsequenz hatten. Die Sequenz wird im folgenden als 1(5S12/H
bezeichnet. Tabelle 37 zeigt die Ahulichkeiten del' DNA- und Aminosaur'esequenzen
der [NiFe] Hydrogenase-Fragmente del' Bakteriengemeinschaft des methanogenen Bio
reaktors berechnet in einer Distanzmatrix. Zum Vergleich wurden die [NiFe] Hydro
genase-Sequenzen del' Reinkulturen, die die hochste Ahnlichkeit zu diesen Sequenzen
zeigten, aufgefiihrt sowie Sequenzen aus der Bakteriengemeinschaft des denitrifizieren
den Bioreaktors.

Die Ahnlichkeiten der ukleotidsequenzen untereinander variierten von 76,6-91,/%
liber den sequenzierten Bereich. Die Sequenzen 1\5S12 und 1\5S18 zeigten die hochste
Ahnlichkeit mit Sequenzen von Desaljollibrio suljodismlllans (98,2 und 92,4%) und
Desuljovibrio jr-uciosooorans (85,5 und 82,2%). Die Sequenz 1\5S5 hingegen zeigt.e nur
76,5% Ident.itat Zli der Sequenz von Desaljovibrio saljodismalalts lind 78,7% ldent.it.at.



Tabelle 3.7: Paarweiser Vergleich del' [NiFe] Hydrogenase-Sequenzen amplifiziert aus Nukleinsauren eines methanogenen Biore-
aktors. Oberhalb del' Diagonalen wurden Ahnlichkeiten in % angegeben, unterhalb del' Diagonalen Unterschiede in absoluten
Zahlen. Die obere Zeile gibt jeweils die Werte fiir die Nukleotidsequenzen an, die untere Zeile die kursiv gedruckten Werte fiir
die abgeleiteten Aminosauresequenzen. Angaben in Klammern geben die Lange del' DNA-Sequenz an, die sequenziert wurde.

2 3 4 5 6 , 8 9 10 11

1(5S18 (382 bp) - 91,7 78,2 77,6 77,8 92,4 82,2 77,0 91,6 87,0 96,0
96,8 74.6 75,2 74,2 97,3 82,7 75,4 9ti,1 94,3 96,8

2 1(5S12/14 (373 bp) 31 - 76,6 77
1
7 7,,4 98,2 85,5 75,9 99,7 91,3 93,6

4 74,6 74,6 73,8 99,1 85,5 74.4 100,0 95,9 95,2
3 I<5S5 (376 bp) 80 86 - 91,7 92,2 ,6,5 78,7 87,7 76,3 75,3 79,0

31 31 - 94.4 94,4 73,1 74,6 93,3 74,6 73,9 75,4
4 I~5TypA (393 bp) 84 82 31 - 98,7 77,8 77,1 89,8 77,6 76,8 78,0

31 31 7 - 98,4 74,5 72,0 95,0 74,4 74,2 75,6
5 I<5TypB (401 bp) 83 83 29 5 ,7,5 ,7,3 89,8 77,5 76,5 78,3

32 32 7 2 73,6 71,8 94,2 74,2 73,3 74,8
6 D. sulfodismutans (340 bp) 26 6 77 74 75 - 85,9 ,6,1 97,9 90,1 92,2

3 1 29 28 29 - 84,8 74,3 99,1 95,5 94,6
7 D. fructosovomns (445 bp) 68 54 ,8 86 85 48 - ,5,0 85,7 85,6 83,7

22 18 31 35 35 17 72,9 85,9 86,9 81,6

8 D. baculatu.s (362 bp) 82 85 44 3, 37 79 89 75,8 ,4,9 76,6
29 30 8 ti 7 28 32 74,6 74.6 75,4

9 1\:6S6 (384 bp) 32 1 87 84 84 7 55 86 - 91,6 93.9

5 a .11 32 32 1 18 30 - 95.9 95.2

10 K6S8 (368 bp) 48 32 89 84 85 33 53 89 31 88,0
7 5 31 31 32 5 16 30 5 91,8

11 I<6S4 (375 bp) 15 24 77 81 80 26 61 83 23 44
4 6 30 30 31 6 23 29 6 10
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zu del' Sequenz von Desulfovibrio fruc/osovomns, abel' 87,7% zu Desulfovibrio bacula/us.
Nahezu identisch war die Sequenz 1<5S12/!4 auf DNA-Ebene zu del' Seqnenz [(6S6
aus clem denitrifizierenden Bioreaktor ([19,7% Identitat); die abgeleiteten Aminosauren
ergaben sagar identische Sequenzen. Die Sequenz l(5S18 wies mit 96% Identitat die
hiichste Ahnliehkeit zm Sequenz !\6S4 des denitrifizierenden Bioreaktors auf.

Aus Anreieherungen sulfatreduzierender Bakterien auf Laktat, die mit Proben des me
thanogenen Bioreaktars beimpft worden waren, konnten 14 Bakterienstamme isolielt
werden. Die amplifizierten [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente aus 7 Bakterienisolaten
wurden in denaturierenden Gradientengelen analysiert (Abbildung 3.22). Die Ergebnis
se deuteten an, daB die Sequenzen zweier Bakterientypen vorlagen. Dies wurde dureh
die Sequenzierung del' [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente bestatigt. Die erhaltenen Se
quenzen werden als !\5TypA nnd ](5TypB bezeiehnet (siehe Tabelle 3.7) Sie zeigten
98,7% Identibit untereinander. Die hiiehste Ahnliehkeit wiesen sie zu der Seqnenz l(5S5
anI' ([11,7% und 92,2%). Diese Sequenz tanehte in den Anreieherungen mit Laktat auf
und war in del' Probe, die direkt aus dem Bioreaktor entnommen wllrde, nieht naeh
weisbar.

3.3.5 [NiFe] Hydl'ogenase-Sequenzen einel' mikl'obiellen Matte

Amplifizierte [NiF'e] Hydrogenase-Genfragmente aus einer mikrobiellen Matte (Texe/,
Holland), deren DGGE Analyse in Abbildung 3.8 gezeigt ist, wurden ebenfalls se
quenziert. Dabei ergaben sich groBe Sehwierigkeiten: Die PCR-Produkte wurden nul'
in eine Riehtung sequenziert, da die Sequenzierung mit Hyd5-18 nieht funktionierte.
Daher enthalten die Sequenzen Unsieherheiten. Vermutlieh sind diese Sehwierigkeiten
auf eine schlechte Auftrennung der PCR-Pl'Odukte im denaturierendel1 Gradienteugel
zuriickzufiihren. Das Muster war sehr komplex, und moglieherweise iiberlappten sieh
unterschied liehe Seq lIenzel1 innerhal b des Gels. Solche Seqnenzgemisehe kiinnen nieht
sequenzielt werden. Die zyklisehe Sequenzierung reagiert besouders empfindlieh auf
nntel'sehieclliehe SeCjllenzen in einer Probe, nnd mit diesel' Methode kiinnen kontami
nierende Sequenzen, die nul' einen geringen Teil in del' Probe ausmachen, nicht von del'
vorherrschenden Sequenz unterschieden werden.

Um einen ersten Eindruck iiber die genetische Diversitat del' Desulfovibrio spp. in diesel'
Umweltprobe zu gewinnen, wurden die drei besten Sequenzen ausgewahlt uncl analy
siert (Tabelle 3.8). Sie weisen auf eine groBe genetische Diversitat del' Desulfovibrio
Population hin uncl zeigten 77,6~87,8% Idel1titat in del' DNA-Sequenz untereil1al1der.
Die Sequenz MM10 wies e!Ie hoehste Ahl1lichkeit zu Desulfovibrio sulfodismutcl1ls auf
Die Sequenzen MM5 uucl MM8 zeigten etwa 80% Identitat zu verschiedenen [NiFe]
Hyclrogellase-Gel1sequenzel1 anderer Desulfouibrio-Stam me.
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Tabelle 3.8: Paarweiser Vergleich del' [NiFe] Hydrogenase-Gensequenzen amplifiziert
aus 0 A einer Illikrobiellen Matte (Texel, Holland). Oberhalb der Diagonalen wur
den Ahnlichkeiten in der Nukleot.idsequenz in % angegeben, unterhalb del' Diagonalen
Unterschiede in absolnten Zahlen. Angaben in l<lallllllern geben die Lange der 0 A
Sequenz an, die sequenziert wurde.

2 3 4 5 6 7

1 MM5 (250 bp) 7(,6 87,8 81,0 79,9 81,7 83,1
2 MM8 (340 bp) 55 77,7 73,7 68,6 73,7 72,7
3 MMI0 (300 bp) 30 67 80,1 79,4 91,5 80,2
4 D. baculatus (362 bp) 46 ,8 66 ,7,6 76,1 78,7
5 D. longus (370 bp) 48 92 68 79 76,1 74,0
6 D. suljodisnw.tans (340 bp) 45 79 29 7tl nl 76,3
7 D. vulgaris Miyazaki (438 bp) 42 82 66 ,6 94 79

3.4 Untersuchung kOl11plexer natiirlicher Bakterien
populationen

Neben den in den Abschnitt.en 3.1, 3.2 und 3.3 bereits vorgest.ellt.en Ulllwelt.proben
wurden auch komplexere Okosysteme untersucht. Dabei wurden umfassendere Studien
un tel' Einbeziehung der chemischen Paramet.er, mikrobiologischer Beobachtungen und
lllolekularbiologischer Untersuchungen der 16S rRNA-Gene durchgefiihrt. 1m folgenden
sind die Ergebnisse del' Experimente, die im Rahmen diesel' Arbeit durchgefiihrt wur
den, vergleichend mit den Ergebnissen del' begleit.enden Untersuchungen dargestellt.

3.4.1 Mariager Fjord, Danemark

lariager Fjord ist ein danischer Fjord, del' ein teilweise anoxisches Meeresbecken dar
stell I. [50]. Solehe Meeresbecken zeigen eine charakteristische chemische Zonierung [48].
Del' Redoxgradient del' Wassersaule spiegelt verschiedenene Arten del' Bakterienatmung
wider: Er verlauft iiber Sauerstofl'atmung, Denitrifikation, Mangan- und Eisenredukti
on, Sllifatredllktion zur Methanogenese [87]. Bisher wird angellommen, daB oxidative
Prozesse im oxischen Wassel' und redllktive Prozesse, wie z. B. Sulfatreduktion, im
anoxischen Wasser stattfinden. Diese Annahllle wird jedoch durch neuere Untersu
chnngen in Frage gestellt. So konnten sowohl methanogene als auch sulfatreduzierende
Bakterien ans oxischem Oberflachenwasser der Chesapeake Bay [196] angereichert wer
den und Sulfatreduktion wurde in Gegenwart. von Sauerstofl' in der Wassersaule von
Cariaco Trench [71] nachgewiesen.

1m August 1993 fand eine Ausfahrt zum Mariager Fjord statt. Die mogliche Uberlap
pung von aeroben und anaeroben Populationeu sulfatreduzierender Bakterien in einer
stratifizierten, d. h. in einen oxischen und anoxischen Teil gegliederten Wassersaule,
sollte untersucht werden. Die Prasenz und Aktivitat von Desuljouibl'io spp. sollte mit
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Abbildung 3.23: I~ollzentrationen von Sauerstoff und Schwefelwasserstoff in del' Was
sersaule vom Mariager Fjord, Danemark (aus Ralllsing et al. [167]' Illodifiziert)

den entwickelten molekulargenetischen Verfahren nachgewiesen werden. Die auf die
sel' Ausfahrt gesamllleiten Daten wurden unter den Titeln "Distribution of bacterial
populations in a stratified fjord (Mariager Fjord, Denmark) quantified by in situ hybri
dization and related to chemical gradients in the water column" [16T] und "Distribution
of sulfate-reducing bacteria iu a strat.ified fjord ( lariager Fjord, Denmark) as evalua
ted by most-probable-number counts and denaturing gradient gel electrophoresis of
PCR-amplified ribosomal D fA fragments" [212] publiziert.

Mariager Fjord ist mit del' Ostsee iiber einen lallgen (> 20 km), engen (> 2 kill) Zugang
von weniger als 10 m Tiefe verbunden. Del' zentrale Teil des Fjords ist ein Becken mit
eiuer Wassertiefe von etwa 26 111. Del' enge, flache Zugang limitiert den Austausch von
oxygeniertem Wasser, sodaB clas innere Becken ab 14 111 Wassertiefe fast permanent
anoxisch ist [128]. Proben wurden an del' tiefsten Stelle des Fjords, et.wa 1 kill nordlich
cles Hafens Mariager, genom men.

Konzentrat.ionsprofile von Sauerstoff und Sulfid (Abbildung 323) zeigten, daB del' Sau
erstoffgehalt ab etwa 14,5 ill Wassertiefe abrupt abnahlll. Nul' Spuren von Sauerstoff
(3-10 I'M) wurden bis zu einer Tiefe von 16,5 IU gefunden. Geringe Mengen an Sulfid
(5-35 I'M) konnten zwischen 15,5 III und 17,5 m Wassertiefe nachgewiesen werden. Del'
Sulfidgehalt stieg mit zunehmender Wassertiefe drastisch an auf ca. 400 I'M in 23 ill

Tiefe. Ais Chemokline wurde del' Bereich del' Wassersaule definiert, in dem Sauerstofr
und Sulfid gleichzeitig in ,tmolaren Mengen auftraten (14-17,5 111 Tiefe). Sulfatreduk
tionsraten konnten in del' Wassersaule nicht bestil1l111t werden, cia sie unterhalb del'
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Nachweisgrenze lagen [167J.

3.4.1.1 Ext.rakt.ion von NlIkleinsallren

200 illl Wasserproben wurden oberhalb del' Chemokline in 8 l1l und 13 m, innerhalb del'
Chemokline in 14,5 lU nud 16 m und unterhalb del' Chemokline in 20 m Wassertiefe
genoillmen. Zusatzlich wurde eine Sedimentprobe ans 26 l1l Tiefe nntersucht. Die Bio
masse wurde durch Filtration konzentriert. Nukleinsauren wurden vou diesen Filtern
direkt nach einem modifizierten Protokoll von Oelmiiller et al. [143] isolielt. Diese Me
thode, die urspriinglich fiir die Isolation von RNA aus Bakterienkulturen beschrieben
wurde, lieferte im Gegensatz zu anderen Methoden [56]' die speziell fiir die Extraktion
von Nukleinsauren aus Umweltproben entwickelt wurden, eine aquivalente Ausbeute
an D A und als einzige Methode auch RNA.

Abbildung 3.24 zeigt die Auftrennung del' ukleinsauren in einem AgarosegeL 1/10
Volumen des Gesamt-Extraktes aus 200 ml Seewasser bzw. 20 ml Sediment wurde
aufgetragen. 1m oberen Bereich des Gels war die hochmolekulare genomische DNA zu
sehen. Die folgenden Doppelbanden stellten die ribosomale RN A dar. Dabei bestand die
obere Doppelbande aus del' rRNA del' groBen Untereinheit (LSU), del' eukaryotischen
285 rRNA und del' prokaryotischen 235 rRNA, die untere Doppelbande aus del' rRNA
del' kleinen Untereinheit (SSU), del' eukaryotischen 185 rRNA und del' prokaryotischen
165 rRNA. Eukaryotische rRNA wurde nur aus oxygeniertem Wasserschichten oberhalb
und in del' Chemokline bis 14,5 m Tiefe isoliert. Prokaryotische rR A hingegen wurde
sowohl in oxischen als auch anoxisch en Wasserschichten gefuuden.

Del' Vergleich del' Intensitaten del' angefal'bten 165 rRNA-Banden zeigt ein Maximum
an 165 rRNA in del' Chemokline bei 14,5 111 Wassertiefe. Dies wurde durch die gel
elektrophoretische Analyse von weiteren Nukleinsaul'epraparationen aus Wasserpl'oben
vom Mariager Fjord bestat,igt. Eine Zunahme des 165 rRNA-Gehaltes del' Zellen in
del' Chemokline war auch anhand del' in situ Hybridisierungsintensitaten mit einer all
gemeinen eubaktel'iellen 165 rRNA-Sonde erkennbar [167]. Die D A-honzentrationen
waren in allen Wasserschichten etwa konstant bis auf einen leichten Anstieg in del' Che
mokline. Dies steht in Einklang mit del' bestilllmten Gesamt-Zellzahl (> 106 ZeBen/ml),
die in allen Wasserschichten ebenfalls nahezu gleich war [167].

3.4.1.2 Cha,>akt.el>isierllng von sllifatt'edllzie,>enden Bakt.erien

DGGE Analyse von ellbakteriellen 16S rRNA-Sequenzen. Fiir weitergehende
Untersuchungen wurde die DNA in einem Teil del' Nukleinsaurepraparationen enzy
matisch abgebaut und die daraus resllitierellde RNA in cDNA umgeschrieben. Aus del'
DNA sowie del' cDNA VOIl Mariager Fjord Proben wurdell DNA-Fragmente (ca. 590 bp
plus 40 bp GC-Klammer) mit PCR-Primern, die spezifisch fiir eubaktel'ielJe 16S rRNA
Sequenzen sind, amplifiziert unci in einem clenaturiel'enden Gl'adientengeJ analysiert.
Das komplexe Elektrophol'esemuster del' daraus resultiel'enden Banden ist in Abbil-
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Abbildung 3.24: Analyse del' Nukleinsauren extrahiert von Mariager Fjord Wasser

proben aus 8 111 (Bahn 1), 1:3 m (Bahn 2), 14,5 ill (Balm 3), 16 m (Bahn 4) und
20 ill (Oahn 5) Wassertiefe und einer Sedimentprobe (Bahn 6) in einem 1,5% (w/v)
MOPS-AgarosegeL Je 5 III del' 50 Ill-Praparationen wurden aufgetragen. In Bahn Ml
wurde 1 fig Gesamt-RNA von De$u1jouibrio baculatu$ aufgetrennt, in Bahn M2
1,1 fig DNA/RNA des Eukaryoten Physarum polycephalum. ( egatives Bild eines
Ethidiumbromid-gefarbten Gels)

dung 3.25A gezeigt. Unterschiedliche Banden eines soJchen DGGE Profils entsprechen
amplifizierten D A-Fragmenten unterschiedlicher Nnkleotidsequenz, die in del' Regel

von unterschiedlichen Bakterienstaillmen stammen [133, 135] Die genetische Diversitat
von Euhakterien basierend auf den 16S rRNA-Genen (I'D TA-Amplifikate) und del' 16S
rRNA (rRNA-Amplifikate) del' Umweltprobe wurde so visualisiert.

Die DGGE-Muster lassen erkennen, daB bestimmte Banden in verschiedenen Wasser
schichten auftauchten und verschwanden. Einige Banden traten in allen Wasserschich
ten auf (Bande 1), andere nul' in oxischen Wasserschichten (Bande 2), in anoxischen
Wasserschichten (Bande 3) odeI' in del' Chernokline (Bande 4). Das Auftauchen und

Verscbwinden von Banden kann semiquantitativ als Zunahme und Abnahme del' zu die
sen DNA-Fragmenten gehorenden bakteriellen Poplliationen iuterpretierL werden [133].
Diese wicbtige VOl'aussetzung znr Deutung del' DGGE-Muster wird im folgenden naher
erlautert.

Da del' peR-Tech nik, auf del' eine DGGE Analyse basiert, eine exponentielle All1plifika
tion von DNA-Fragll1enten zllgrundeliegt, und verschiedene Sequenzen ll10glicberweise
IJ] it u nterschiedlicber Effizienz am plifiziert werden [171, 208], lassen die Intensita,ten
von verschiedenen DNA-Banden keine quantitaLiven Riickschliisse anf die Abundanz
del' zugehorigen Bakterienstamme zu. Betracbtet man eine Bande, die in allen Proben
vorkommt, jedoch als sogenannten internen Standard, und geht Illan davon aus, daB

del' "PCR-Fehler" unter denselben experimentellen Bedingungen konstant ist, konnen
die sich verandernden Intensitaten von Banden relativ zu dieseill internen Standard als
Zll- und Aunahme del' zu diesen Banden gehorenden Populationen aufgefaBt werden.
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Abbildung 3.25: Mariager Fjord. (A) DGGE Analyse del' 1GS rRNA-Sequenzen aus
Nukleinsaul'en extrahiert von Proben aus 8 III (Bahn 1), 13 ill (Bahn 2), 14,5 m (Bahn
3), 16 m (Balm 4) und 20 111 (Bahn 5) Wassert.iefe und einer Sedimentprobe (Bahn 6).
rRNA: PCR-Produkte nach Amplifikation von RNA, die zuvor in cDI A ull1geschrieben
wurde, mit Prilllerpaar GM5fGC-DS907r; I'D A: PCR-Prodllkte nach Aillplifikation
von DNA mit GM5fGC-DS907r. (Negatives Bdd eines Ethidiull1bromid-gefarbten Gels)
(B) Southern Blot des Gels hybridisiert mit del' Sonde SRB385. (C) Southern Blot des
Gels hybl'idisiert mit del' Sonde Db804. ([(I'eise mal'kieren die Positionen von Banden
des Eth icl iumbrom id-gefarbten Elektrophol'eseillustel's.)
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Vergleicht man die DGGE-Muster der PCR-Produkte, die ausgehend von 0 A ent
standen sind, mit denen, die ansgehend von RNA entstanden sind, sieht man deutliche
Unterschiede. Einige Banden waren ausschlieBlich entweder in dem rR A-Muster (Ban
de 4) oder dem rDNA- luster (Bande 2) sichtbar oder unterschieden sich betrachtlich
in der Intensitat. Die Banden a und b, die in Wasserproben aus del' Chemokline auftra
ten, erschienen dominant in dem DG G E-M uster der amplifizierten rRN A, waren aber
uur schwach sichtbar in dem DGGE-Muster der amplifizierten rRNA-Genfragmente
(rDNA).

Da metabolisch aktive Zellen einen hoheren rRNA-Gehalt haben als inaktive, ruhende
Zellen [109, 159, 17(1], konnten die rRNA-DGGE-Banden metabolisch aktive Bakteri
enpopulationen des Mariager Fjord dal·stellen, wahrend die rDNA-DGGE-Banden die
vorhandenen eventuell weniger aktiven oder ruhenden, aber abundanten Populationen
reprasentieren. Ei n Vel·gleich der DG G E- Banden mit identischer gelelektrophoretischer
Mobilitat, die ausgehend Vvll DN A bzw. HN A entstanden sind, setzt verschiedene A 11

nahmen voraus: 1. Die Ausbeute an eDNA spiegelt den rHNA-Gehalt wider. 2. Die
PCR-Amplilikation genolllischer DNA-Sequenzen und der korrespondierenden RNA
Sequenzen, die in eDNA uillgeschrieben wurden, erfolgt annahernd mit del' gleicheu
Effizienz. 3. Die Amplifikat.ion bestimmter D A-Sequenzen sollte nicht durch andere
vorhandene Sequenzen beeinfluBt werden.

Analyse del· DGGE-Mllstel' dlll'ch Hybr·idisierung. Urn die Banden del' DGGE
Muster zu identifizieren, die von DNA-Fragmenten sulfatreduzierender Bakterien stam
men, lVurden die gelelektrophol'etisch aufgetrennten 0 A-Fragmente auf eine ylon
lllembran iibertragen und mit spezifischen [5S rHNA-gerichteten Oligonukleotidsonden
hybridisiert. Die Sonde SRB385 wurde urspriinglich fiir Gram-negative sulfatreduzie
rende Bakterien del' o-Prateobakterien entworfen [4] und deckt diese Bakteriengruppe
trotz einer Fehlpaarung in Position 395 del' 16S rHNA-Sequenz, z. B. bei Mitgliederu
del' Genera Desulfobacter nnd Desulfobactel'ium, unter den gewahlten Bedingungen
vermutlich komplett ab. Die Sonde Db804 ist spezifisch fiir die vollstaudig oxidieren
den sulfatred uzierenden Bakterien del' Genera Desulfobaeter, Desulfobacterium und
Desulfosareina v(I1'iabilis und die Stamme Desulfococcus multivontns ulld Desulfobotu
I'lls sUl'ouomns; die Sonde 01'687 ist spezifisch fiil· die Gattllng Desu.lfovibrio [42]. Die
I-Iybridisierungell mit den SOllden SHB385 und Db804 sind in Abbildung 3.25B und
Abbiklung 3.25C gezeigt; Hybridillolekiile wurden ubereine Chemilumineszensreaktion
auf Rontgennlmen detektiert.

Die Sonde SR8385 zeigte nul' schwache I-Iybl·idisierungssignale mit rRNA-Amplifikaten
(Abbildung 3.25B) aus oxischen Wasserschichten iu 8 ill und 13 III Wassertiefe, abel'
starke Hybridisiel'llngssignale mit Banden in del' Chemokline, aus 14,5 III lind 16 III

Wassertiefe. Zwei dieser Banden sind mit a lind b gekennzeichnet. Sie wiesen die glei
che Position im Gradientengel auf. Die anoxischen Wasserschichten in 20 m Tiefe und
die Sedilllentprobe zeigten intensive, aber diffuse I-Iybridisierungssignale. Dies ist ent
wedel' auf eine graBe Anzahl verschiedener Organisrnen, deren PCR-Produkte nicht

optimal im Gradientengel aufgetrennt wllrden, zuriickzufiihren odeI' auf Organismen,
deren PCR-Produkte trotz GC-Klalllll1er kein stabiles Schmelzverllalten zeigten, so-
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daB einzelstrangige DNA, die vermutlich iiber die gesamte Balm verteilt ist, mit del'
Sonde hybridisierte. Ein ahnliches Muster zeigten die Hybridisierungssignale del' rDNA
Amplifikate (Abbildung 325B) Die Banden a und b waren jedoch nul' schwach sichtbar
(vergleiche Abbi!dung 3.25A). Das konnte bedeuten, daB die zu diesen Banden gehoren
den Organismen del' Chemokline sehr aktiv, abel' nicht zahlreich vertreten waren.

Hy bridisierungssignale mit del' Sonde D b804 wurden lllU in Wasserproben, clie un
terhalb del' Chemokline genommen wurden, gefunden (Abbildung 3.25C) Da es sich
um eine spezifischere Sonde handelt, hybridisierte erwartungsgemiiB weniger DNA mit
diesel' Soncle verglichen mit cler allgemeinen Soncle SRB385. Die Banden a und b hybri
disierten nieM mit clieser Sonde. Hybridisierungen mit cler Sonde Dv687 zeigten sehr
sehwache Hybridisierungssignale in Proben aus 16 m unci 20 m Wassertiefe. [n wiecler
holten Experimenten wurden ungewohnlich sehwacbe HylHidisierungssignale zum Tei!
aueh mit den positiven Kontrollen erhalten. Daher wurde auf eine weitere Verwenclung
diesel' Sonde verzichtet.

Generell war eine Zunahme cler Hybriclisierungsintensitaten mit zunehmender Wasser
tiefe zu beobachten. Dieses Ergebnis konllte durch in situ Hybriclisierungen mit del'
Soncle SRB385 bestatigt werden; innerhalb del' Chemokline wurden 5 x 10" Zellen pro
ml gezahlt, llnterhalb del' Chemokline bis zu 2 x 105 Zellen pro ml (167]. Leider konnte
die Sonde Db804 nicht fiir in situ Hybridisierungen verwendet werden, da Referenzzel
len nieht effizient angefarbt wurden [167].

Die Anzahl kultivierbarer sulfatrecluzierencler Bakterien cler Vhssersaule cles Mariager
Fjords wurde iiber Most-Probable-Number (MPN)-Vercliinnungsreihen bestimmt [212].
Laktat, Acetat und Wasserstoff plus Aeetat wurclen als Substrate verwenclet. Die Er
gebnisse spiegeln ebenfalls die Ergebnisse del' Hybriclisierungen wicler. Die Zellzahlen
nahlllen unterhalb del' Chemokline in anoxiscben Wasserscbichten zu. MPN-Zahlungen
mit Laktat ergaben etwa 25 Zellen pro ml in oxischen Wasserschiehten, etwa 250 Zellen
pro ml in anoxischen Wasserschiebten unterhalb del' Chemokline Hnd 105-106 Zellen pro
ml im Sediment. Eine ahnliche Verteilung wurcle fiir MPN-Zahlungen mit WasserstofI
plus Acetat gefunden. Nul' 10-30 Zellen pro ml Acetat-verwertender Bakterien wut'den
jedoch in 16 m und 20 m Wassertiefe gefnnden, 103-10" Zellen pro ml im Sediment.

Seqllenziel'llng von 16S l'RN A-Seqllenzen. Znr weiteren Identifizierung clel' am
pldizierten 16S rRNA-Sequenzen wurclen clistinkte Banclen, clie nach Auftrennung in
denaturierenden Gradientengelen mit Ethidiumbromid angefarbt waren, aus clem Gel
ausgeschnitten, und die DNA eluiert. Da nur die Banden, die positiv mit den verwen
deten Sonclen hybridisierten, von Interesse waren, wurden nur die aufIalligen Banclen a
unci b des DGGE-Musters del' rRNA-Amplifikate (A bbildung 3.25B) von Dr. Andreas
Teske reamplifiziert und sequenziert. Die Sequenzen del' beiclen Banden waren identiseh
[212], was aufgruncl cler gleichen elektrophoretischen Mobilitat im denaturiel'enden Gra
dientengel bereits vermutet wurde.

Die Sequenz wurde mit ancleren 16S rRNA-Sequenzen verglichen und phylogenetisch
eingeorclnet [212]. Sie wmcle als (5-Proteobakteriensequenz iclentifiziert, lieS sich al
lerclings keiner cler bekannten phylogenetischen Zweige cler o-Proteobakterien zuorcl-
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Abbildung 326: IVlat'iager Fjord Analyse del' [NiFeJ Hydrogenase-Genfragmente von
Desulfovibrio spp. aus 8 m (Bahn 1),13 ll1 (Bahn 2), 14,5 m (Balm 3),16 ll1 (Bahn 4)
und 20 m (Bahn 5) Wassertiefe und einer Sedilllentprobe (Bahn 6) in einell1 2%
(w/v) Agarosegel. Bahn M zeigt. einen DNA-Gral3enstandard. (Negat.ives Bild eines
Et.hidiumbromid-gefat·bt.en Gels)

nen und ent.hielt. Fehlpaarungen zu allen bekannt.en Genus-spezifisehen Oligonukleo
tidsequenzen flir sulfatreduzierende Balterien. 16S rRN A-Seq uenzen, die aus MP N
I(Ldturen gewonnen wurden, waren nieht. mit del' Sequenz alb verwandt; hier wurden
nur Sequenzen ermittelt, die in die bekanl1ten Gat.t.ungen sulfatreduzierender Bakterien
wie Desulfobulbu.s und Desulfovibrio fielen [212J

3.4.1.3 Chat·akt.el'isiel'lIllg VOIl Desulfovib1'io spp.

N ukleinsaurepraparationen del' PL'Oben vom Mariager Fjord wllt·den verwendet, um
die genetische Diversitat von Desulfovibrio spp. dureh den Nachweis und die Analyse
von [NiFe] Hydrogenase-Genfragmenten zn beschreiben und die Expression des Gens
in diesen Umweltproben aufznzeigen.

Abbildung 3.26 zeigt die Analyse von [NiFe] Hydrogenase-Genfraglllent.en, die aus del'
DNA von Mariager Fjord Proben mit Prilllerpaar J-Iydlf-Hyd5r amplifiziert wurden.
F\ir die PCR. (Endvolul11en 50 IJI) wurden 1 IJI del' Nukleinsaurepraparat.ionen ein
gesetzt. PCR.-Produkte, mit eiuer Gral3e von et.wa 440 bp, waren nul' in Proben aus
20111 Wassertiefe naehweisbar. Wurde die eingeset.zte Menge an DNA auf 10 Id del' Nu
kleinsaurepraparationen erhaht, wnrde ebenfalls nul' in Proben aus 20 m Wassertiefe
ein PCR-Produkt amplifiziet't.. Darans konnen folgende Schliisse gezogen werden: Ent
wedel' unterschieden sieh die anderen Wassersehicht.en in del' Anzahl del' Bakt.erien del'
Gattung Desu.lfovibrio ll1l1 mehr als eine Chol3enordnung, del1l! die Gesalllt-Zelizahl war
in allen Wasset'schichten etwa gleich grol3 [167], und/oder es existiert.en unt.erschied
liche Population en an Desulfovibrio-St.ammen in den versehiedenen Wasserschichten,
die moglicherweise nieht. mit dem verwendet.en Primerpaar amplifiziert. werden konn
ten. Aus DNA von zwei MPN-Kult.uren, die aufgrund ihrer 16S rRNA-Sequenzen als
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PCR-Produkte al11plifiziert werden. Die 16S rRNA-Sequenzen diesel' Kulturen zeigten
groBe Verwandtsehaft zu Desulfovibrio salel'igens [2] 2], ein Stamm von dem bekannt
war, daB dessen [NiFeJ Hydrogenase-Gen mit diesel11 Primerpaar uicht amplifizierl. wer
den kann (vergleiche Tabelle 32) Andererseits lagen in MPN-Zahlungen sulfatreduzie
render Bakterien mit Laktal., einem eharakterisl.isehen Subsl.ral. flir Desulfovibrio spp.,
die hochsten Zellzahlen mit mehr a.Is 102 Zellen pro ml ebenfalls in 20 m Wassertiefe; in
dariiberliegenden Wassersehiehten waren die Zellzahlen lllll bis zu eine GoBenordnung
geringer [212]

Das [NiFe] Hydrogenase-Gen konnte niehl. aus DNA einer Sedimentprobe gewonnen
werden. Aueh hier fiihrte eine Erhohung del' eingesetzten DNA-Menge nieht zur Ampli
fikation von PCR-Produkten. Da die eingesetzte DNA nieht aufgereinigt wurde, fiihrte
del' Einsatz von 11.d del' unverdiinnten Nukleinsaurepraparationen sogar zur Hel11mung
del' PCR. Dies wurde anhand des Primerpaares fiir die Amplifikation eubakterieller
16S rRNA-Genfragmente ermit.t.elt. Niehtsdestotrotz ist das Ergebnis erstaunlieh, da
die Zellzahlen fiir sulfatreduzierende Bakterien, bestimmt dureh MPN-Zahlungen, i111
Sediment drastiseh ansl.iegen [212J.

Leider ergab die Oligonukleotidsonde Dv687, die spezifiseh mit 16S rRNA-Sequenzen
von Desulfovibrio spp. hybridisieren sollte, sowohl in Hybridisierungen von Southern
Blots (siehe Abschnitt 34.12) als aueh in in situ Hybridisierungen [167] keine zu
verlassigen Ergebnisse. Versueht man allerdings die sparliehen Resultate, die mit die
sel' Sonde erzielt werden konnten, zu deuten, stehen sie sehr wahl in Einklang mit den
Resultal.en del' spezifisehen [NiFe] Hydrogenase-PCR. In Southern Blol.s hybridisierten
nur 16S rRNA-Sequenzen aus 16 und 20 III Wassertiefe mit del' Sonde, nieht die Secli
mentprobe. In in situ Hybridisierungen konnten vereinzelt Zellen ab 18 m Wassertiefe
mit del' Sonde angefarbt werden; Sedimenl.proben wurden hier nicht untersueht [167]

Zur Charakl.erisierung del' Des1l1fovibrio-Populationen wllrde eine Verdiinnungsreihe
del' PCR-Produkte del' [NiFe] Hydrogenase-Gene aus 20 m Wasserl.iefe in einem dena
turierenden Gradientengel aufgetrennt. Das Gel ist in Abbildung 3.27 gezeigt. 1m Ge
gensatz zu allen bisher gezeigten Bildern von denaturierenden Gradientengelen konnten
die [NiFe] Hydrogenase-PCR-Produkte nieht als distinkte Banden im Gel separiert wer
den. Die Anfarbung del' DNA-Fragmente mit Ethidiumbrolllid zeigte eine difruse Ban
de, wenn 100 bzw. 200 1'1 del' PCR-Produkte aufgetragen wurden (Abbildung 3.27A,
Bahn 3 und 4). Die Intensitat del' Farbung war extrelll gering, bedenkt mau, daB
bereits 5 It! del' PCR-Produkl.e in einem Agarosegel eine gut siehtbare DNA-Bande
ergaben (vergleiehe Abbildung 3.26). Diese Tatsa.ehe sprieht dafiir, daB die amplifi
zierten DNA-Fragmente trotz GC-Klammer kein stabiles Sehmelzverhalten unter den
denaturierenden Bedingungen im Gel hatten und vollstandig denaturierten. Del' Farb
stofr Ethidiumbromid interealiert hauptsachlieh in doppelstrangige DNA-Moleklile und
maehl. daher nul' diese siehtbar. Eine Anfarbung des Gels mit Silbernitrat zeigte, daB
DN A iiber die gesamte Bahn verteill. war (Abbildung 3.27B). Eine Untersuchung des
Sehmelzverhaltens diesel' PCR-Produkl.e in perpendikularen denaturierenden Gradi
entengelen ware sinuvoll, da es sich offensiehtlieh vou alleu bisher uul.ersuehten [NiFe]
Hydrogenase-Genfra,gmenten uul.erseheidet. Eine Interpretation des Elektrophoresemu-
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Abbildung 3.27: Mariager Fjord. DGGE Analyse del' [NiFe] Hydmgenase-Genfragmente
von Desulfovibl'io spp. aus 20 III Wassertiefe. Es wllrden 25 III (Bahn 1),50 III (Bahn 2),
100 J.d (8ahn 3) und 200 J.d (Bahn 4) del' PCR-Produkte, die zuvor auf 1/10 des
Volnlllens reduziert wurden, aufgetragen. Ais Standard wllrden PCR-Produkte von
Desulfooib7'io vulgaris DSM 6.J.J aufgetragen. ((A) Negatives Bild des Ethidiumbrolllid
gefarbten Gels, (8) Bild des Silber-gefarbten Gels)

Hydrogenase-Gf'nfraglllenten unterseheidet. Eine Interpretation des Elektrophoresemu
sters im Hinbliek auf die Diversitat del' Desulfovibrio-Population war nieht moglieh.

Weiterhin wurde RNA, die aus den Proben vom Mariager Fjord isoliert und in eDNA
umgesehrieben wurde, in einer PCR mit dem spezifisehen Primerpaar fiir Desulfovi
brio-Stamme, Hyd If-Hyd5r, eingesetzt. In keinelll Ansatz konnten naeh gelelektropho
retischer Auftrennllng [NiFe] Hydrogenase-mRNA-Sequenzen nachgewiesen werden.

3.4.2 Golfo Dulce, Costa Rica

Znm Vergleieh zu einer stratifizierten Wassersaule in del' gemaBigten Zone wurde eine
Wassersaule illl tropischem I~lima untersueht. Bisher wurden fiinf tropisehe, anoxisehe
Meeresbeeken besehrieben, von denen eines del' Golfo Dulce, Costa Rica ist. Die anderen
sind Cariaeu Trench und Golfo de Car'iaeu, Venezuela, I~au Bay, lndonesien und Darwin
Bay, Galapagos-Inseln [215].

1m Januar 1994 fand eine Ausfahrt del' RV Viktor Hensen zum Golfo Dnlce, Costa Rica
statt, n. a. sollte die Verteilung slilfatreduzierender Bakterien in del' Wassersaule mit
mikrobiologischen und molekularbiologisehen Methoden besehrieben werden. Es wurde
angenolllIllen, daB die hohe Temperatur und del' hohe Eiutrag organiseher Stotfe in den
Golfo Dulce die mikrobiellen Prozesse stimulieren.

Golfo Dulce ist eine kleine, tropische Bucht an del' Pazifikkiiste von Costa Rica. Die
Bueht ist ca. 20 kill breit und 50 km lang. An ihrer Miindung Iiegt in etwa 60 ill

Wassertiefe eine "SchlVelle". Dahinter nimmt die Wassertiefe bis auf ca. 200 m zu. 1m
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tersucht. Die Beobachtungen von damals stimmen im wesentlichen liberein mit denen,
die Thamdrup et al. [215] im Januar 199~ machten.

Die Pycllokline, die Zone del' groBten Oichteanderung, lag bei 40 m Wassertiefe. Die
photische, d. h. Iichtdurchlassige Zone, erstreckte sich bis auf 30-40 m Wassertiefe. Sau
erstoff war ab einer Wassert.iefe VOll ca. 100 m nicht mehr uachweisbar « 3 fJ I) und
Sulfid wurde niemals libel' 180 m Wassertiefe detektiert « 0,5 ,1M). Am6. Januar 1994
wurden Sulfidkonzentrationen von 1, 5 und 7 fJM in 180, 200 und 203 m Tiefe auf Sta
tion GDl, dem tiefsten Teil del' Bucht, gemessen. 6 Tage spat.er hingegen wurde a.ll del'
gleichen St.elle ein Maximum von nul' 0,7 pM Sullid in 203 m Tiefe bestimmt. Richards
et. al. [173] fanclen niedrige, aber signifikante [(onzentrat.ionen an Sulficl (> 1 fJM) un
terhalb von 180 m im gesamten Becken. Eine Chemokline, wo gegenlaufige Graclienten
von Sauerstoff unci Sulfid aufeinanclertretren, exist.iert.e nicht. Sulfat.redukt.ionsrat.en la
gell in anoxischell Wasserschichten und auch im teilweise sulfidischem Tiefenwasser
unt.erhalb del' Nachweisgrenze. Jm Sediment war Sulfatreduktion del' dominante Pro
zeB, riber (len bis zu 100% des Kohlellstoffs mineralisiert. wurden, z. B. auf St.ation GDI
[215]. Die Lage del' Pycnokline oberhalb der Schwelle und die schwache Stratifizierung
del' \~Iassersaule ullterhalb der Pycnokline erleichtert den Wasseraustausch zwischen
dem Meeresbecken und dem Pazifik. Die schwache Stratifizierung der Wasserschichten
unterhalb del' Schwelle ist in anderen bekannt.en tropischen anoxischen Becken ahnlich
[215]

3.4.2.1 Extl'aktion von Nukleinsaul'en

Nukleinsauren wurden aus 500 ml Wasserproben, die in 20 m-Intervallen auf Station
GDI genom men wurden, und aus 0,5 g der oberen 5 mm eines Sedimentkernes isoliert.
1/10 Volnmen del' Nukleinsaurepraparationen verschiedeller Wasserschichten und des
Sediments wurden in eillem Agarosegel analysiert. Genomische ON A war nnr in den
Proben des Oberfiacbenwassers und ans 20 m Wassertiefe als schwache Bande « 50 ng)
sichtbar; R A war in keiner del' untersuchten Proben nacbweisbar (Ergebnisse nicht
gezeigt). Eine Untersnchullg cler RNA war daher llicht Sillilvoli.

Die Gesamt-Zellzahlell waren iiber clie gesamte Wassersaule kOllstallt mit Ausnah
me des Oberfiachenwassers (Dr. Niels B. Ramsing, mlindliche Mitteilung). Die Werte
hierflir betrugen allerclings nul' etwa 5-20% del' Zellzahlen im Mariager Fjord uncl la
gen bei mehr als 106 Zellen pro ml im Oberfiachenwa.sser und mehr als 105 Zellen
pro ml in tieferen Wasserschichten. Diese Ergebnisse kOllnen die geringe Ausbeute an
Nukleinsauren erklaren.

3.4.2.2 Chal'aktel'isiel'ung von sulfatl'eduziel'enden Baklet'ien

DGGE Analyse von eubaktel'iellen 168 t·RNA-Sequenzen. Die Nukleinsau
repraparationen wurden verwendet., um eubakterielle 16S rRNA-Gellfragmente in del'
peR mit Primerpaar GM5fGC-DS907r zu amplifizieren. Trotz del' gerillgell, nicht
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quantifizierbaren Menge an DNA war die Amplifikation in allen untersuchten Proben
erfolgreich. Die anschlieBeude DGGE Analyse del' PCR-Produkte zeigte ein Muster,
das die Di versitat del' 16S rRN A-Genfragmen te und del' zugehorigen Bakterienstamme
in del' Wassersaule reprasentiert (Abbildung 328A). Die Anzahl del' Banden nahm mit
zunehmender Wassertiefe ab, was auf eine Abnahme del' genetischen Diversitat del'
Eubakterien hinweisen konnte.

Analyse del' DGGE-J\illistel' dlll'ch Hybl'idisierung, Die Hybridisierung del' am
plifizierten DNA-Fragmente des DGGE-Musters mit del' allgemeinen Sonde SRB385 fiir
sulfatreduzierende Bakterien del' o-Proteobakterien zeigte positive Hybridisierungssi
gnale in allen Wasserschichten, mit sehr starken Signalen in oxisehen Schiehten bei
60 m und 80 111 Wassertiefe und in del' Sedimentoberfliiche (Abbildung 3.28B).

1m Gegensatz dazu ergab die HybridisierLlng mil del' spezifischeren Sonde Db804 (haupt
sachlich fiir vollstandig oxidierende sulfatreduzierende Bakterien) keine positiven By
bl'idisierungssignale in Proben aus del' Wassersiiule und nul' ein ext rem sehwaehes
Signal mit del' Sedimentprobe (Abbildung 328C) Kontrollen bestehend aus ampli
fizierten 16S rRNA-Genfragmenten von Desulfobacterium vacuolMum, die mit beiden
Sonden reagieren sollten, waren positiv; I<ontrollen mit 16S IBNA-Genfragmenten del'
nicht-sulfatreduzierenden Bakterien Escherichia coli und Alcaligenes eutrophus waren
negati v.

Zur Ziihlung von kultivierbaren sulfatreduzierenden Bakterien wurden von Dr. Rolf LiI
lebaok MPN-Verdiinnungsreihen angelegt: Proben aus dem Oberfliichenwasser, 100 m
und 200 III Wassertiefe sowie del' oberen 8 em (0-3 cm und 5-8 cm) des Sediments
wurden untersucht [103]. MPN-Ziihlungen Laktat-oxidierender Bakterien ergaben etwa
7 Zellen pro ml im Oberfl~ichenwasser sowie in 200 m Wassertiefe und mehr als 103 Zel
len pro ml im Sediment.. MPN-Ziihlungen mit Acetat als Substrat zeigten l,5 Zellen pro
ml im Oberfliichenwasser, 3,8 Zelleu pro ml in 200 m Wassertiefe undmehr als 102 Zel
len pro ml im Sediment. Auf Wasserstofl ohne zusiitzlicher I(ohlenstoffquelle konnte
kein Wachstum sulfatred uzierender Bakterien aus Proben del' Wassersiiule beobachtet
werden; im Sediment wurden mehr als 102 Zellen pro ml bestimmt. In Proben aus 100 III

Wassertiefe wurde mit allen Substraten kein Wachstum sulfatreduzierender Bakterien
gefunden. Dies ist Illoglicherweise alII' die starke f'::lnmpung von Zellen in diesel' Was
sel,tiefe zuriickzufiihren (Dr Niels B. Ramsing, miindliche Mitteilung). Ebenso wie in
oxischen Wasserschichten des Mariager Fjords waren auch im Golfo Dulce sulfatredu
zierel1de Bakterien im oxygenierten Wasser in geringer Anzahl vorhanden. fm Sediment
nahm die Anzahl del' SRB drastisch Zit, lag abel' unterhalb del' fur ein tropisches Sy
stem mit terrestrischem Eintrag erwarteten Werte [103] und auch weit unterhalb del'
Welte, die fiir Sedimentproben vom Mariager Fjord ermittelt wurden [212].

Die geringe Anzahl sulfatred uZlerender Bakterien in del' Wassersiiule, die vermutlich
unterhalb del' Nachweisgrenze durch die gewiihlte molekularbiologische Herangehens
weise lagen, sowie die starken Hybridisierungssignale mit del' Sonde SRB385 mit DNA
Fragmenten aus oxischen \,yasserschichten lassen verllluten, daB die Sonde mit nlcht
sulfatrecluzierenden Bakterien hybridisierte. Es ist bekannt, daB die Sequenz del' Sonde
SRB385 auch in 16S IBNA-Sequenzen von nicht-sulfatreduzierenden Bakl.erien del'
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Abbildung 3.28: GolfoDulce. (A) DGGE Analyse del' amplifizierten 16S rRNA-Gen
fragmente aus DNA extrahiert von Proben aus 20 III (Bahn 1), 60 D1 (Bahn 2), 80 m
(Balm 3), 120 III (Balm 4), 160 III (Balm 5) Wassertiefe, clem Tiefenwasser (Balm 6)
und einer Seclimentprobe (Bahn 7) Als I\:ontrollen dienten PCR-Prodllkte von Alca
ligenes eutrophu3, Escherichia coli unci Desulfobacter'ium vacuolatmn. (Negatives Bild
eines Ethidiumbromid-gefiirbten Gels). (B) Southern Blot des Gels hybridisiert mit del'
Sonde SRB385. (C) Southern Blot cles Gels hybriclisiert mit del' Sonde Db804. (I<reise
markieren die Positiouen von Banden des Ethidiumbromicl-gefiirbten DGGE-Musters.)
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o-Proteobakterien vorkommt. Diese sind abel' zum groBten Teil typisehe Boclenorga
nismen [167J. Bedenklich ist allerdings, daB bei den gewahlten Hybridisierungsbedin
gungen eine Fehlpaal'llng in del' SondenseCjuenz nicht untersehieclen werden kann und
ein positives Hylxidisierungssignal ergibt (wie z. B. mit 16S rRNA-Genfragmenten von
Desulfobacterium vacuolatum). Es maeht keinen Sinn, an diesel' Stelle all die Baktel'i
enstamme aufzuzahlen, die eine Fehlpaarnng in einer beliebigen Position mit del' Son
densequenz haben, da diese sehr zahlreieh sind. Hinweisen mochte ich nul' auf verschie
deue fakultativ aerobe Stamme del' Gattung Campylobaeter und phototrophe Baktel'ien
del' Gattung Chlombium [164]' die man in aCjuatischen Habitatell vol'flndet. Anhand
del' Hybridisierungsergebnisse del' Proben des Golfo Dulce wird deutlich, daB eine ein
deutige Identifizierung von amplifizierten 16S rRNA-Sequenzen aus Umweltproben erst
durcll eine anschlieBende SeCjllenzierling moglich wird.

3.4.2.3 Charakterisierung von Desulfo'Uib7"io spp.

2ur Charakterisierung von Desulfovibrio-Populationen wnrden Nukleinsa.ureprapara
tionen von Proben des Golfo Dulce mit Primerpaar Hydlf-Hyd5r in einer PCR ver
wendet. PCR-Prodllkte des [NiFe] Hydrogenase-Gens, mit einer GroBe von etwa 440 bp,
waren in Proben des Tiefenwassers naehweisbar und iibelTasehend alleh in Proben des
Oberflachenwassers Eine Variation del' eingesetzten Menge an DNA fiihrte nieht zu
PCR-Produkten in Proben aus anderen Wasserschichten odeI' Sedimentproben.

Die anschlieBende DGGE Analyse del' PCR-Produkte sollte AufschluS iiber die Diver
sitat del' naehgewiesenen Poplilationen geben. Sie ist in Abbildung :329 dargestellt.
Wie bereits fiir die [NiFe] Hydrogenase-PCR-Pl'Odukte vom Mariager Fjord ausfiihr
lieb besehrieben (Abschnitt 3.4.1.3), zeigten aueb diese PCR-Produkte verlllutlieh kein
stabiles Schmelzverhalten, sodaS eine kla,l'e Allftrennung von DNA-Banden im denatu
rierenden Gel nieht moglieh war. Besonders deutlich wal· dies bei del' Auftrennung
del' PCR-Pmdukte aus DNA des Oberfla.ebenwassers zu erkennen (Bahn 1-4). PCR
Produkte aus DNA des Tiefenwassers (Bahn 5) ergaben mehrere, diJTuse Banden im
oberen Bereich des Gels sowie vier eng beieinanderliegende Banden wei tel' unten illl Gel
(pfeile markieren deren Positionen, Abbildung 3.29). Eine Interpretation des Elektro
pboreselllusters illl Hinbliek auf die genetisehe Diversitat del' Desulfovibrio-Population
erscheint daher sehwierig. Eine Identifiziel'ung einzelner Banden des Gels dureh Se
quenzierung wurde aufgrund del' relativ schlechten Auflosung del' Banden nieht dureh
gefii hrt.

Allerdings wurde versucht, das interessante PCR-Produkt aus DNA des Oberfliiehen
wassel's direkt Zll sequenzieren, obwohl nicht klar war, ob das PCR-P['odukt nul' aus
einer Sequenz besteht. Die Qualitat del' daraus resultierenden Sequenz war nieht gut.
Sie enthielt viele unbestimmbare Basen, was vermutlich auf iiberlappende Bereiehe mit
weiteren SeCJuenzen zu['iiekzufiihren ist. Eine eindeutige Identifizierung del' Sequenz war
daher nieht moglich.
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Abbildung 3.29 Golfo Dulce. DGGE Analyse del' [NiFeJ Hydrogel1ase-Genfragmente
von Desulfollibrio spp. aus dem Oberfhichenwasser (Balm 1-4) und dem Tiefenwas
ser (Balm 5) Es wurden 100 it! (Balm 1), 50 it! (Balm 2), 25 1'1 (Bahn 3), 12,5 it!
(Bahn 4) und 50 it! (Balm 5) del' PCR.-Produkte aufgetragen. Ais Standard wurden
PCR.-Prodllkte von Desulfovibrio vulgaris DSM 644 und Desvlfovibrio gigas aufge
tragen. ((A) Negatives Bild des Ethidiumbromid-gefarbten Gels, (B) Bild des Silber
gefarbten Gels)

3.4.3 Solar Lake, Sinai

Solar Lake ist ein hypersaliner Wiistensee am Hoten Meer im Sinai, del' benthische mi
krobielle 1\1atten ausbildet. Ais mikrobielle Matten bezeichnet man geschichtete Mikro
bengemeinschaften, die gewohnlich in del' obersten Schicht Cyanobakterien enthalten,
phototrophe Bakterien in darunterliegenden Schichten und organotrophe, besonders
sl1lfatreduzierencle Bakterien in unteren Schichten [15, 203] Die filamentosen Cyano
bakterien sind eng mit Sedimentpartikeln sowie den anderen Mikrool'ganismen assozi
iert und bilden eine zusammenhangende widerstandsfahige Matrix aus. Die vertikale
Zonierung von Elektronendonatoren und Elektronenakzeptoren und die damit verbun
dene Zonierung mikrobieller Prozesse ahlleln in solchen mikrobiellen lVlatten del' Zonie
rung in stratifizierten Wassersaulen. 1m Gegensatz zu stratitizierten Wassersaulen, in
denen sich das Redoxgradientensystem tiber mehrere Meter erstreckt, finden Verande
rnngen del' mikrobiellen Prozesse in mikrobiellen Matten inllerhalb von wenigen Mil
limetern statt, nnd die Hedoxgradienten wechseln im Tag-Nacht-Rhythmus von hoher
Sauerstoffsattigung zu Auoxia [203].

In marinen Cyanobakterienmatten wurden sowohl die bisher hochsten Sulfatreduktions
raten , in del' GroBenordnung von 500-15000 nnlOl Sulfat pro cm3 pro Tag, als auch die
hochsten bekallllten Zelldichten sulfatreduzierender Bakterien, ca. 106-108 Zellen pro
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em 3 in den oberen 5-10 mm del' Matte gefunden [22, 23, 55, 83, 227] Bemerkenswert
bohe Sulfatrednktionsraten wurden auch in den oxischen Schichten del' Cyanobakteri
enmatten gell1essen.

1m Juni und November 1994 fanden Exkursionen ZUI1l Solar Lake statt, deren Ziel
u. a. die Charakterisierung del' sulfatreduzierenden Bakterien in den oberen, am Tage
Sauerstoff-gesattigten Sehiehten del' Cyanobakterienll1atten mit mikrobiologischen und
ll1olekularbiologisehen IvIethoden war [214] Dr Andreas Teske stellte mil' freundlicher
weise Sedimentkerne diesel' Matten zur Verfiigung, die im November 1994 genom men
worden waren. Mit diesem Material sollte die genetische Diversitat von Desulfouibrio
spp. anhand des [NiFe] Hydrogenase-Gens sowie die metabolisehe Aktivitat iiber die
Expression des Gens bestimmt werden. Aufgnlnd del' llOhen Sulfatreduktionsraten lag
die Vermntung nahe, daB sulfatreduzierende Bakterien extrem aktiv sein ll1iissen.

3.4.3.1 Extraktion von Nukleinsauren

Del' erste und grundlegende Schritt del' Analyse von Umweltproben mit ll1olekularbio
logischen Methoden ist die Extraktion von Nukleinsauren. Dies erwies sich bei Proben
del' Cyanobakterienmatten vom Solar Lake als relativ schwierig. [n Abbildung 3.30 ist
die gelelektropboretiscbe Analyse von Nukleinsaurepraparationen, die mit verschiede
nen Methoden3 extrailiert wurden, dargestellt.

Mit del' bis dahin fiir Umweltproben erfolgreich verwendeten Methode, ein 1l1odifi
ziertes Protokoll nacb Oelmiiller et al. [143]' konnten aus frischem Mattenmaterial
keine Nukleinsauren gewonnen werden. Wurde das Mattenmaterial zunachst in fiiissi
gem StiekstoA' eingefroren und pulverisiert, konnte DNA isoliert werden (Bahn 2) Die
Ausbeute war abel' illl Hinbliek auf die Biomasse extrem gering. Bei einer anderen
klassischen Extrakbollsmethode fiir RNA, wurde das stark denaturierend wirkende,
Ribonukleasen-inhibierende G uanidinium-lsoth iocyanat verwendet [25, 80, 154] Ein
zusatzlicher mechaniscber AufschluB del' Zellen erfolgte in einem "bead beater". Die An
wendung diesel' Methode anf frisches Mattenmaterial fiibrte zu einem braunen, schwer
in Wasser losbaren Pellet, das keine Nukleinsauren enthielt (Bahn 4). Eine Extrak
bon von Nukleinsauren mit herkommlichen Methoden blieb 1l10glicherweise erfolglos,
da die mikrobielle Matte einen llOhen Anteil an Polysacchariden und weiteren Stol'l'en
entbielt. Daher wurde eine lV[ethode basierend auf dem Detergens CTAB benutzt, das
Polysaccharide komplexiert. Diese Methode hat sich fiir die Extraktion von DNA aus
Pflanzenmaterial, welches oft storende Bestandteile enthalt, bewahrt [47]. Das Matten
material wurde vorher Iyophilisiert lind lag dann als Pulver VOl'. Auf diese Weise konnte
zwar die Ausbeute an Nukleinsauren erhoht werden, deren Qualitat entsprach jedoch
nicht den gewiinschten Vorstellungen, da sie zum Teil abgebaut waren (Bahn 7).

Dann wurden Nukleinsaurel1 entsprechend einem Protokoll fiir Sedimentproben [162],
in del1en die Bakterien wie in del' Matte an Partikel gebunden sind, ausprobiert. Del'
ZellaufsehlliB von gefrorenem Mattenmaterial erfolgte dabei mit einem "bead beater"

3Die verwendeten Methoden sind ausflihrlich in Abschnitt 2.7.4.2 beschrieben.
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Abbildung 3.30: Gelelektrophoretische Analyse von Nukleinsaurepraparationen, die
mit verschiedenen Methoden aus Mattenmaterial vom Solar Lake erhalten wurden,
in 1,5% (w/v) MOPS-Agarosegelen. Extraktion nach Oelmiillel' et al. [143], modifiziel't
(Bahu 2); Extraktion mit Guaniclinium-Isothiocyanat [25,80, 154J (Bahn 4); Extrak
tion mit CTAB [47] (Bahn 7); Extraktion nach Purdy et. al. [162J (Bahn 8); Extrak
tion nach Purdy et al. [162], modifiziert (Bahn 13), nach Abbau del' DNA (Bahn 14).
Die aufgetragenen Volumen del' Nukleinsaurepraparationen entsprechen del' Ausbeu
te aus etwa 100 ,tg Mattenmaterial. Foigencle Standards wurden aufgetragen: 1 /Jg
(Bahnen 1,3, 9), 500 ng (Bahn 11), 100 ng (Bahn 5, 12) G,osamt-RNA und 200 ng
(Balm 5), 500 ng (Bahn 10) DNA aus Des1IZfovibrio baculatus. (Negative Bilder von
Ethidi umbromid-gefarbten Gelen)
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in einer Phenollosung. Die anschlieBende Fallung del' Nukleinsauren wurde mit Etha
nol durchgefiihrt nnd I'esultierte in einem dicken, weiflen Pellet, das I'elativ leieht in
Wasser zu losen war. Mit diesel' Methode konnte DNA und erstmals auch RNA isoliert
werden (Bahn 8). Die Ausbeute war sehr gut. Dureh den weiBen Niederschlag, del' bei
del' Ethanolfallung entstanden war, waren die N ukleinsauren jedoch stark verulHeinigt
und fiir anseblieBende enzymatische Behandlungen unbrauchbar. Bei del' Aufreinigung
del' Nukleinsaurepraparationen mit Hydl'Oxylapatit gingen die Nukleinsauren allerdings
vel'ioren.

Weitere Versuche zeigten, daB (lie Entstehung des weiBen Niedersehlags dureh eine
Fallung del' Nukleinsauren mit lsopl'Opanol anstelle von Ethanol verhindert werden
kallll. 1m folgenden wurde die oben genannte Methode dementsprechend modifiziert.

Auf die Verwendung des "bead beaters" wurde aus praktischen Griinden verzichtet,

da damit maximal drei Proben parallel bearbeitet werden konnen. Stattdesseu wur
de Iyophilisieltes Matteumaterial mit Glasperlen und ExtraktionsputTer versetzt und
gl'iindlich gevortext. So konnte eine zufriedenstellende Ausbeute an hochmolekularer
DNA und weitgehencl intakter RNA erzielt werden (Bahu 13); pro g Mattenmaterial
(NaBgwieht) wllrden > 30 PI'. Nukleinsa.l1ren isoliert. RNA wurde aus diesen Prapara
tionen durch den Verdau mit DNase gewonnen (Bahn 14).

3.4,3.2 Charakterisierllllg von Des·ulfovib1'io spp.

Das [NiFe] Hydl'Ogenase-Gen konnte mit Primerpaar Hydlf-Hyd5r aus etwa 100 ng
DNA, isoliert aus Mattenmaterial del' oberen 3 elll del' Cyanobakterienmatte, ampli
fiziert werden. Abbildung 331 zeigt die Al1ftrennung del' [NiFe] Hydrogenase-PCR
Proc1ukte in einem 2% (wjv) Agal'Osegel. Wurde aller'dings 1 pg DNA diesel' Um
weltpl'Obe eingesetzt, konnten keine PCR-Produkte amplifiziert werden. Dies weist,
auf Verunreinigungen in del' Nukleinsaurepraparation hin, clie die PCR inhibierten
[74, 188, 204, 205]. [NiFeJ Hydrogenase-mHNA-Sequenzen konnteu nicht naehgewiesen
werden. Die Ursache dafiir konnte in del' Nukleinsaurepraparation liegen, die mogli
eherweise nieht rein gellllg war, um eine effiziente cDNA-Synthese zu gewahrleisten.

Anderer'seits war del' enzymatische Abbau del' DNA problemlos, und die Probe wur
de c1urch diesen zusatzlichen Sehritt nochmals gewasehen. Al1ch clie Tatsache, daB die
Mattenproben nach del' Probennahme wahrend des Transports gekiihlt wurden, also
fiir etwa 3 Tage nicht unter optimalen in situ Bedingllngen gehalten wllrden, konnte
Zll einer verringerten AktiviUit sulfatreduzierender BakterieJl gefiihrt haben.

Um einen Eindruck iiber die genetische Diversitat del' DesulfovibTio-Stamme, die in
del' Cyanobakterienmatte vorkommen, zu erhalten, wurden [NiFe] Hydrogenase-PCR
Produkte aus DNA, die nul' mit einer geringen Ausbeute 111lt Pl'lmerpaar HydlfGC
Hyd5r amplifiziert werden konnten, in einem denaturierenden Gradientengel aufge
trennt. Nach anschliellender Ethidiumbromidfarbllng waren keine DNA-Fragmente
sichtbar, sodaB eille sensitivere Anfarbung des Gels mit Silbernitrat dllrchgefi.ihrt Wllr

de. In Abbildllng 3.32 1St das Ergebnis dargestellt.

Die [NiFe] Hydrogenase-Gellfragmente gliederten sieb in vier delltlich voneinander ge-
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Abbildung 3.31: Gelelektrophoretische Analyse von PCR-Produkten, amplifiziert mit
Primerpaar Hydlf-Hyd5r, aus etwa I tlg (Bahn I) und 100 ng DNA (Bahn 2) einer
Cyanobakterienmatte vom Solar Lake, Sinai in einern 2% (w/ v) AgarosegeL Bahn NI
zeigt einen D A-GroBenlllarker, Bahn 3 PCR-Produkte aus 100 ng DNA del' Cya
nobakteriellmatte plus 20 ng DNA aus Desu.lfovibrio gigas und Bahn 4 die negative
I<ontrolle del' PCR ohne DNA. (Negatives Bild eines Ethidiumbromid-gefarbtell Gels)

2 3 4

Abbildung 3.32: DGGE Analyse von [ iFe] Hydrogenase-Genfragmenten aus einer Cya
nobakterienmatte vom Solar Lake, Sinai (Bahn 3). Als Standard wurden die [ iFe]
Hydrogenase-Genfragmellte von Desu.lfovibrio gigas (Bah 11 I) Desu1fovibrio vulgaris
DSNI 644 (Balm 2) und PIB2 (Bahn 4) aufgetrennt. (Bild eines Silber-gefarbtell Gels).
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trennte Banden (pfede markieren eleren Positionen im Gd), elie erfahrungsgemiil3 zu
vier verschiedenen Desllljovibrio-Stammen gehoren. Bemerkenswert ist, dal3 eine del'
Banden die gleiche Position im Gel einnahm wie das [NiFe] Hydrogenase-Genfragment
von PTB2, einem Desaljouibrio-Stamrn del' aus den oberen Mattenschichten vom So
lar Lake isoliert wurde [100]. Ob es sich tatsachlich, um identische DNA-Fragmente
handelt, miil3te dnrch eine anschliel3ende Seqnenzierung geklart werden. Die RealJl

plifikation des DNA-Ft'agments nnd anschliel3ende Auftrennung im Agarosegel konnte
zuvor jedoch zeigen, ob die Grol3e mit del' Grol3e des HydH-Hyd5t'-Fragments von
PIB2 iibereinstimmt, das mit etwa. 470 bp etwas grol3er ist als die [NiFeJ Hydrogenase
Genfragmente von anderen Desuljovibrio-Stammen,
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Diskussion

Natlirliche Bakteriengemeinschaften werden zunehmend iiber die Analyse del' DNA, die
aus einer Umweltprobe extrahiert wurde, charakterisiert. Bakterien konnen durch die
Hybridisiemng mit spezifischen Gensonden odeI' die Amplifikation charakteristischer
D A-Regionen nachgewiesen werden. Dabei bestimmt die Auswahl del' untersuchten
DNA-Region, welche Gruppe von Bakterien detektiert wird. Gewinnt man zusiitzliche
lnformationen libel' clie Nukleoticlsequenz cler nachgewiesenen DNA-Fragmente, konnen
Riickschliisse auf clie Identitiit einzelner Bakterienstiimme unci clie genetische Diversitiit
innerhalb del' Bakterienpopulation gezogen werden.

Del' Nachweis und clie Iclentifizierung von Bakterien wird auf die molekulare Ebene
reduziert und ist claclurch nicht mehr von einer vorherigen l(ultivierung unci Isolierllng
cler Bakterien abhiingig. Gruppen von Bakterien und allch einzelne Bakterienstamme
konnen in einem Gemisch von verschiedenen Bakterien, clas natiirliche Bakterienge
meinschaften kennzeichnet, llntersucht werden. Man hofft., auf diese Weise die Struktur
mikrobieller Lebensgemeinschaften bessel' und auch schneller beschreiben zu konnen.
"Verden die Untersuchungen auf die Analyse del' RNA ausgedehnt, konllen Aussagen
libel' die metabolische Aktivitiit inclividueller Bakterienpopulationen in ihrer natlirli
chen Umgebung gemacht werden, denn metabolisch aktive Zellen haben einen hoheren
rRNA-Gehalt und die Expression von Genen wird vorwiegencl auf Transkriptionsebene
reguliert. Man hofft, auf diese Weise die F'unktioll verschieclener Bakterienpoplliationen
in mikrobiellen Lebensgemeinschaften klarell zu konnen.

In cler vorliegenclen Arbeit warcle clie genetische Diversitat sulfatreduzierencler Bakte
rien del' Gattung Desulfovibr'io in Umweltproben anhand des [NiFe] Hydrogenase-Gens
bestimmt. Die Untersuchungen beschrankten sich dabei nicht nul' auf clie DNA-8bene.
Metabolisch aktive Desulfovibrio spp. warden clurch den Nachweis unci die Analyse cler
[NiFe] Hyclrogenase-mRNA aufgezeigt. In komplexen mikrobiellen Lebensgemeinschaf
ten wurde zusatzlich ein grof3eres Spektrlllll sulfatreduzierender Bakterien anhalld von
16S rRN A-Sequenzen charakterisiert.

119
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4.1 N achweissystem fUr sulfatreduzierende Bakte
riel1 der Gattung Desulfovibrio

Ais taxonomisches I\lerkmal fiir die Gattung Destlljovibrio del' sulfatreduzierenden
Bakterien wurde das [NiFe] Hydrogenase-Gen verwendet, cia aile bisher untersuch
ten Stamme diesel' Gruppe c1ieses Gen aufwiesen [232]. Zuclem batten Voorclouw et al.
[211, 23:!] bereits gezeigt, claflmittels einer [NiFe] I-1ydrogenase-Gensonde del' Nachweis
von Desuljovibrio spp. in Anreicherungen VOll sulfatrednzierenclen Bakterien moglich
ist, und [NiFe] Hydrogenase-Gene von Desuljouibrio gigas, Desuljouibrio vulgaris und
Desuljovibrio jruclosouorans waren sequenziel't wOl'den [38, 110, 180, 231] Ein PCR
Test, mit dem spezifisch die Genfl'agmente diesel' Bakteriengruppe ampliliziert werclen

konnen, wurde in cler vorliegenden Al'beit zum Nachweis cler Bakterien in Umweltpro
ben entwickelt. Die Amplifikation charakteristischer Gellsequenzen ist eine sehr sensi
tive Methode, um Bakteriell nachzuweisen und ermoglicht zuclem eine anschlieflende
Analyse cler Nukleotidsequenzen del' amplifizierten DNA-Fragmente, um die zugehori
gen Bakterien zu iclentifizieren.

Ais Ergiinzung wurde auch del' Nachweis von Desuljovibrio spp. libel' die Hybriclisierullg
mit [NiFe] Hyclrogenase-Gensonden und die I\reuzreaktion mit [NiFe] Hydrogenase
Antikorpern untersucht. Die geringe Spezifitat del' Hybriclisierungen (Abschnitt 3.1.3)
und del' !\reuzreaktionen (A bschnitt 314, [97]) beschranken allerdings die Anwendung
diesel' Methoden Zllm Nachweis von Desuljovibr'io spp.: !nterspezifische !(reuzreaktio
nen unci Hybriclisierungen kommen VOl', und eine Unterscheiclung und !dentifizierung
verschieclener Bakterienstamme anhanel del' angefarbten Banelen ist nicht mogtich.

In cler PCR konnten [NiFe] Hyelrogenase-Genfragmente von allen untersuchten Desul
jovihrio-Stammen mit verschieelenen Primerpaaren, eleren Sequenzen auf fiinf Consen
susregionen in drei Desuljouibrio spp. basiertell, amplifiziert werclen (Abschllitt 3.1.1).
Die meisten Desuljouibrio-Stamme zeigten mit allen Primerpaaren positive Ergebnisse.
Dies galt auch fiir einen neuen sulfatrecluzierenden Bakterienstamm, PIB2. Die Vermu
tung, claB diesel' Stamm del' Gattung Desulfouiurio angehort, wurde clurch die spat.ere
1(lassifizierung elieses Isolats als Desuljovibrio ol'yclini bestatigt [100]. Hydrogena~en

sulfatrecluziereneler Bakterien aus anderen Gattungen wurden d urch die Primer nicht
erfaflt, mit Ausnahme von Desuljosarcina var'iabilis und Desuljoarcalus baarsii. Ein

weiterer neuer sulfatredllzierenclel' Bakterienstamm, LTK4, del' als Spezies einer neu

en Gatt-ung, DesuljorhoJ!alus uacuolat-us, klassifiziert wurde [78], zeigte eben falls keine
PCR-Produkte.

Die verwendeten Primerpaare llnterscbieden sich in ihrer Spezifitat bei del' Amplifikati
on des [NiFe] Hydrogenase-Gens (A bschnitt 3.1.2). Aus DNA cles 'tammes Desuljoui
brio salexigens konnte beispielsweise ansschliefllich mit Primerpaar Hyd2f-Hycl7r ein
PCR-Proclukt al1lplifiziert werden. Dieses Primerpaar ergab auch PCR-Proclukte mit
ancleren Bakterien, wie Desuljosrlrcina variabilis, Desaijoarcllius baal'sii, Escherichia
coli, Xrl1llhouader aatotrophiclts nnel Paracoccus dellitl-ijicalls, die mit Allsnahme von
Desuljoarcu.lus baal'si; H! met.abolisieren konnen. Die Zielsequenzen fiir eliese Primer
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sind offensicht.lich in st.arker konserviert.en Bereichen des Gens lokalisiert. als die del'
anderen Primer. Wu et al [255] vergliehen die Sequenzen von 30 mikrobiellen Hydro
genasen und fanden mehrere konservierte Sequenzmotive bzw. Signaturen von Amino
saurerest.en. Del' Vergleieh del' Primerpositionen mit den Posit.ionen diesel' Signaturen
ergab, daB die Sequenz des Primers Hyd2f, die innerhalb des Gens fiir die kleine U nter
einheit del' [NiFe] Hydrogenase lokalisiert ist, eine Signat.ursequenz codiert., die in allen
bakteriellen [NiFe] Hydrogenasen vorhanden ist.. Aueh die Sequenz des Primers Hyd7r,
die sieh innerhalb del' groBen Unt.ereinheit del' [NiFe] Hydrogenase befindet, eodiert
eine solehe Signat.ursequenz. 1m Gegensat.z dazu befinden sieh aile anderen P rimerse
quenzen in Regionen des Gens fiir die groBe Untereinheit del' [NiFe] Hydrogenasen,
die keine allgemein konservierten Sequenzregionen eodieren. Wu et al. [255J ermit.tel
t.en auch zwei Signatursequenzen, die man ausehliel3lieh in den [NiFe] Hydrogenasen
von sulfatreduzierenden Bakterien findet. Die sieben Consensusregionen, die durch den
Vergleieh del' publiziert.en [NiFe] Hydrogenase-Gensequenzen von De.mlfovibrio spp.
ermitt.elt. und von denen fiinf als PCR-Primer verwendet. wurden, codieren allerdings
nieht diese Regionen des Prot.eins.

Die Primerpaare Hyd4f-Hyd7r und Hyd2f-Hyd5r amplifiziert.en unter den gewii.hlten
PCR-Bediugungen auch unspezifisehe PCR-Produkte aus DNA von Bakterienstammen,
die nieht zur Gattung Desu.lfovibrio gehoren. Ais unspezifische PCR-Produkte bezeieh
net man mehrere PCR-Produkte unterschiedlieher GroBe und/oder PCR-Produkte, die
sich in del' GroBe von del' erwart.eten GroBe des DNA-Fragments signifikant unterschei
den. Das Primerpaar Hydlf-Hyd7r amplifiziert.e mit einer Ausnahme aussehlief31ich
[NiFe] Hydrogenase-Genfragment.e von Desulfovibrio spp. Diese Ausnahme war del'
St.amm Desulfoarcu.lus baarsii, c1er friiher zur Gat.tung Desulfavibrio gezahlt wurcle [40].
Voorclouw et al. [232] konnt.en ebenso fiir Desu.lfoarculus baarsii ein sehwaches, abel'
reprocluzierbares Signal nacb I-Iybridisierung mit einer [NiFe] 1-1ydrogenase-Gensoncle
naehweisen. Das spezifisehste Primerpaar war Hycllf-Hyd5r: Unter st.ringenten PCR
Bedingnngen wurden mit diesem Primerpaar aussehlief31ieh [NiFe] Hydrogenase-Gen
fragment.e von Desulfovibrio spp. amplifiziert. Die St.amme Desu.lfovibrio vulgar·is unci
Desulfovibrio longus bildet.en allerclings nur unter weniger st.ringenten Bedingungen eine
gute Ausbente bzw. iiberhaupt PCR-Produkt.e mit diesem Primerpaar. Solehe Bedin
gungen fiihrten allerdings auch zu unspezifischen PCR-Prodnkten von anderen Balderi
en. Die unt.ersehiedliehe Effizienz in del' Ausbeut.e an PCR-Produkten weist daraunlin,
daB die Zielsequenzen del' PCR-Primer in verschieclenen Desulfovibrio-Stammen nieht
komplett identiseh sind. Die Primersequenzen von Hydlf und Hyd5r wurden iiberar
beit.et hin zu kiirzeren Oligonukleotiden (Hydl-19 und Hyd5-18). Mit diesem Primer
paar konnt.e die Ausbeute an PCR-Produkten del' beiden oben genannten Stamme
zwar deut.lieh verbessert. werden, die [NiFeJ Hydrogenase-Gene einiger anderer Desu.lfo
vibrio-Stamme wurden jedoeh nieht. mit. diesem Prill1erpaar amplifiziert.. Die langen
Sequenzen cler Primer mit. 27 bp (Hydlf) und 36 bp (H.vd5r) gewahrleisten demnach
erst. den erfolgreiehen Nachweis eines GroBteils von Desulfovibrio-Stall1men iiber die
Amplifikation des [NiFe] Hydrogenase-Genfragments.

Keines del' verwendet.en Primerpaare konnt.e das [NiFe] H.vclrogenase-Gen von allen
nntersuehten Desu.lfovibrio-Stammen all1plifizieren. Aufgrund del' hohen Spezifitat Ull-
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ter stringenten Bedillgungen ("touchdown" -PCR von 70-60°C) sowie der optimalen
GroBe des PCH-Prodllktes (ca. 440 bp) fiir anschlieBende DGGE Analysen konzentrier
ten sich die Untersuchungen von Umweltproben auf die Verwendung des Primerpaar
I-Iydll~Hyd5r.Da in Umweltpl'Oben vielfaltige Nllkleinsiiuresequenzen aufgrund der he
terogenen Bakterien populationen zu erwarten sind, muB fiir ein solches N achweissystem
ein I<ompromiB eingegangen werden zwischen der Spezifitiit des Nachweises und dem
Spektrum del' nachweisbaren Bakterien. Hier wurde der Spezifitat des PCR-Testes
groBe Beachtung geschenkt, was zu Lasten der nachweisbaren Desuljovibrio-Stiimme
ging, wie die Versuche mit Reinkulturen bereits zeigten (siehe Tabelle 3.2). Dadurch
wird diese Bakteriengruppe in Umweltproben moglicherweise unterschiitzt.

Die gute Qualitiit des entwickelten Nachweissystems basierend auf der Amplifikation
des [NiFe] Hydrogenase-Gens mit Primerpaar HydH-Hyd5r wurde durch die Analyse
von DNA, die aus verschiedenen Umweltproben extrahiert wurde, aufgezeigt. Bakte
rien der Gattung Desllljouibrio wurden in verschiedenen anaeroben Bioreaktoren, in
mihobiellen Matten und marinen Wassersaulen nachgewiesen. Die Sequenzen aller un
tersuchten PCR-Produkte aus Uillweltproben zeigten die hochste Homologie zn den
Sequenzen der [NiFe] Hydrogenase-Gene von Desuljovibrio spp. Dies ullterstreicht die
hohe Spezifitat des entwickelten Nachweissystems. Die Untersuchnngen von Uillwelt
proben werden in den Abschnitten 43 und 44 detaitliert diskutiert.

4.1.1 Unterscheidung verschiedener Desulfovibrio-Stamme

In Abschnitt 1.34 wurde bereits auf andere Nachweissysteme fiir sulfatreduzierende
Bakterien auf molekularel' Ebene eingegangen: Hydrogenase-Gensonden wnrden ver
wendet, urn Desuljo(libl'io spp, in Anreicherungen nachzuweisen und auch zu identi
fizieren [211, 232J Diese Sonden wurden jedoch nie zur Untersuchung von DNA, die
direkt aus Ulllweltproben extrahiert wurde, verwendet. Eigene Versuche durch Hy
bridisierungen mit [NiFe] Hydrogenase-Genfragmenten spezifisch Desvljovibrio spp. zu
detektieren, weisen darauf hin, daB diese Sonden verlllutlich nicht speziflsch sind und
auch mit [NiFeJ Hydrogenase-Genen anderer Bakterien, z. B. Rhodobacter capsulatus,
hybridisieren (Abschnitt 3,1.3). 16S rRNA-gerichtete Oligonukleotidsonden wurden er
folgreich eingesetzt, lllll sulfatreduzierellde Bakterien in Umweltproben nachzuweisen
[5,42,159,166,175]. Diese Sonden wmden elltwickelt, tllll aile [4J oder bestilllll1te Grup
pen [42J von snlfatreduzierenden Bakterien zu erfassen. Spezies- oder Stallll1l-spezifische
Sonden fiir Mitgliecler der sulfatrednzierenden Bakterien wurden bisher jedoch nicht
entwickelt.

In del' vorliegenden Arbeit wnrde die spezifische Amplifikation von [NiFeJ Hydrogenase
Genfragmentell mit der denaturierenden Gradientengelelektrophorese (DGGE) kombi
niert [245J, Abscltnitt 3.1.6 zeigt, daB mit Hilfe der DGGE Analyse die HydlfGC
Hyd5r-PCR-Produkte verschiedener Desaljovibtio-Stamll1e getrennt dargestellt wer
den konnen, Die in der Nnkleotidsequenz variierenden DNA-Fraglllente verschiedener
Desulfovibtio-Stamll1e nahillen unterschieclliche Positionen illl denaturierenden Gradi
entengel ein und waren als gut untersclteidbare Banden sichtbar. Die sequellzabhangige
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gelelektrophoretische Analyse von [NiFe] Hydrogenase-Genfragmenten erlaubt also eine
Unterscheidung von versehiedenen Desulfovibrio-Stammell aufgrund del' unterschied
lichen gelelektrophoretisehen Mobilitat ihrer PCR-Produkte. Die DGGE Analyse von
[NiFe] Hydrogenase-Genfragmenten, die aus Umweltproben gewonnen wurden, zeigte
dementsprechend die verschiedenen Mitglieder einer Desulfovibrio-Population auf und
spiegelt die genetische Diversitat diesel' Population wider.

Die Untersuchungen von Voordouw et aL [232] weisen daraufhin, daB nul' ein [NiFe]
Hydrogenase-Gen pro Sakterienstamm vorhanden ist. Die PCR-Produkte einer Desul
fovibrio-Reinkultur soli ten daher eine identische Sequenz aufweisen und theoretiseh
nul' eine Sande im denatmiet·enden Gradientengel aufweisen. Die Betrachtung von Ab
bildung 3.8, in del' die [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente verschiedener Reinkulturen
dargestellt sind, maeht jedoeh deutlieh, daB dies in del' Praxis andel's aussehen kann.
Einige Desulfovibrio-Stamme zeigten in diesem Gel mehrere eng beieinanderliegende
Sanden, z. B. Desulfovibrio gigas nnd Desnlfovibrio baculaluol. Dieses Phanomen war
jedoch nieht reproduzierbar, wie die Auftrennung del' PCR-Produkte von Desulfovibrio
gigas und Desulfovibrio baculalus in einem ancl<;ren Gel zeigtp (A bbilclung 3.9). Daher
scheint es unwahrseheinlich, daB diese Mehrfachbanden tatsachlich in del' Sequenz va
riierende [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente einer Reinkultur reprasentieren. Dies wird
aueh dureh die Tatsaehe unterstiitzt, daB die Sequenzierung del' PCR-Fragmente del'
Reinkulturen ohne Ausnahme eine eindeutige Sequenz ergab. Bei del' zyklischen Se
quenzierung von PCR-Produkten, die aus mehreren SeCjuenzen bestehen, ware dies
anderenfaJls dnrch iiberlappende, nieht lesbatOe Sequenzbereiche deutlich geworden.

Maglicherweise werden die manchmal zu beobachtenden Mehrfachbanden fiir eille Rein
kultur dureh die GC-Klammer des "forward" -Primers verursaeht. Diese Modifikation
des PeR-Primers ist fiir eine ansehlieBende DGGE Analyse von PCR-Prodnkten not
welldig, nm den Molekiilen ein stabiles Sehmelzverhalten zu geben (Abschnitt 3.1.6,
[195]). Fehler bei der Synthese von Primern mit dieser GC-reiehen Sequenz odeI' Sekun
darstrukturen, die sich innerhalb diesel' Sequenz in del' PCR formieren, kannten zu
unterschiedliehell PCR-Prodnkten fiihren. Diese Beobachtung mnB bei del' Interpre
tation del' DGGE-Muster von Umweltproben beriieksichtigt werden, da nicht ausge
sehlossen werden kann, daB ein Bakterienstamm im Sandenmuster dureh mehrere San
den vertreten ist und die genetische Diversitat del' Population dadureh maglieherweise
iibersehatzt wird. Die ansehlieBende Sequenzierung von [NiFe] Hydrogenase-Genfrag
menten, die als Banden im DGGE-Muster erseheinen, kann zur Lasung dieses Problems
beitragen: Stiml1lt die These, daB die GC-Klammer fiir Mehrfachbanden del' PCR
Produkte eines Desu./fovibrio-Stammes verantwortlich ist, sollte die Nnkleotidsequenz
des [NiFe] Hydrogenase-Gens nicht von einer Anderung betrofren sein. Das bedeutet,
daB unterschiedliehe Sequenzen, die aus Banden des DGGE-M nsters einer Umweltprobe
ermittelt wurden, auch tatsaehlich zu versehiedenen Desulfovibrio-Stammen gehoren.

Versehiedene andere Methoden wurden beschrieben, um gleichlange, abel' in der u
kleotidsequenz variierende DNA-Fragmente gelelektrophoretiseh aufzutrennen, u. a.
die Temperatnrgradientengelelektrophorese (TGGE) [118] nnd die Untersuchung des
Einzelstrang-Konformationspolyrnorphismus (SSCP) [147] Ebenso wie bei del' DGGE
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Analyse erfolgt die Aulhennung in Polyacrylamidgelen unci erfordert eine spezielle
Ausriistung sowie aufwenclige Vorversuche, urn clie optimalen Elektrophoresebeclin
gungen zu ermitteln. Eine Beschrankung clieser Methoclen, einschlieBlich cler DGGE
Analyse, liegt clarin, daB nul' relativ kleine DNA-Fragmente (bis zu 500 bpj optimal
aufgetrennt werclen konnen.

1m Rahmen cler vorliegenclen Arbeit wurcle in Zusammenarbeit mit Dr. Hermann
Ruggeberg unci Dr. Georg Meyer (Hanse Analytik GmbH) eine einfache unci schnel
le Elektrophoresemethode eingefuhrt, um Sequenzvariationen in gleichlangen DNA
Pragmenten zu cletektieren Bereits VOl' 15 Jahren wurcle gezeigt, claB man DNA
Fragmente sequenzabhangig in Agarosegelen trennen kann, die einen basensequenz
spezifischen DNA-Liganclen enthalten, cler mit langen Polyethylenglykollketten (PEG)
verestert ist [132]. Dieses Pt'inzip wurde aufgegrillen, auf die Analyse VOIl gleichlangen
PCR-Fragmenten ausgedehnt unci beispielhaft flir die Charaktet'isierung von De3ulfo
vibrio-Populationen anhancl del' [NiPe] Hyclrogenase-Genfragmente angewendet [246]
Ais DNA-Ligand wurde cler Parbstofr Bisbenzimid venvendet, del' bevorzngt an A+T
'equenzmotive in doppelstrangiger 0 fA bindet [131]. Auch mit diesel' Methode war

es moglich, die 440 bp langen [ iPe] Hydrogenase-Genfragmente verschieclener De3ul-
fovibrio-Reinkulturen, clie mit dem spezifischen Primerpaar Hycllf-Hyd5r amplifiziert
wlIl'clen, gelelektrophoretisch als einzelne Banclen aufzutrennen (A bbilclung 3.10). Zu
satzlich wurde gezeigt, daB auch die 1'140 bp langen Hydlf-Hyd7r-PCR-Pragmente von
De3ulfovibrio spp. im Gel getrennt dargestellt werden konnen (Abbildung 3.13).

Die Auftrennung von langeren DNA-Pragmenten ist ein groBer Vorteil, den die Aga
rosegelelektrophorese mit basensequenzspezifischen DNA-Ligancl8n gegenuber ancleren
beschriebenen lVlethoden bietet, cia so mehr Sequenzinformationen fiir eine anschlie
Bende Identifizierung del' DNA-Fragmente clurch Hybridisierung oder Sequenzierung
vorliegen. Oflensichtlich ist abel' die Auflosung del' trennbaren PCR-Pragmente gerin
ger. Wahrend die DGGE Analyse del' Hydlf-Hyd5r-PCR-Pragmente eine klare Treu
nung aller untersuchten [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente von Reinkulturen zeigte
(Abbildung 3.8)' lagen die Banden cler in einem Agarosegel mit dem 0 A-Liganden
Bisbenzimid-PEG aufgetrennten PCR-Produkte engel' beieinancler. Die [ iFe] Hydro
genase-Genfragmpnte von De3ulfouibrio JulfodiJl1lU.t(t7l3 und P1B2 waren unter den
gewahlten Bedillgungen nul' als eine Bande im Gel erkennbar unci nicht voneinander
zu unterscheiden (Abbilclung 3.12). Eine Optimierung del' Elektrophoresebedingungen,
z. B. clie Ausdeh nllng del' Elektrophoresezeit in la.ngeren Gelen, kon nte ei ne bessere Au 1'
trennung del' PCR-PragOlente ermoglichen (siehe Abbildung 3.11) Da die Auflosung
derverschiedenen iVlethocien von del' Lange del' untersuchten ON A-Pragmente und auch
von del' Position del' Basenaustausche innerhalb del' Pragmente abhangt, kann sie nul'
empirisch bestimmt werclen. Piir clenaturierende Graclientengele ist clie Allflosung gnt
clokllmentiert: Unter optimalen Bedingungen konnen DNA-Fragmente, die sich in einem

ukleotid llnterscheiden, get.rennt dargestellt werden [195]. Buchholz-Cleven et al. [20]
zeigten, daB unter Bedingungen, wie sie anch in clieser Arbeit fiir die DGGE Analyse
verwenclet wurclen, eine Trennllng von gleichlangen PCR-Fragmenten, clie Unterschiecle
von bis zu cll'ei NlIkleoticien allfwiesen, nicht moglich war. Fur die Bisbenzimicl-PEG
Agarosegelelektrophorese wllrclen elllpirische Untersuchungen hinsicht.lich cler poten-
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Tabelle 4.1: Gegeniibersteliling del' denatllrierenden Gradientengelelektrophorese
(DGGE) und del' Agarosegelektrophorese mit DNA-Liganden (Bisbenzimid-PEG) zur
Auftrennung gleiehlanger, in del' Nukleotidsequenz variierender D A-Fragmente

DGGE Bisbenzimid-PEG

PI'inzip verringerte gelelektophoretisehe
lVIobilitat von partiell denatll
rierten DNA- Fragmenten

Gelsystem Aerylamid

Allsdistllng speziell

FragmenWillge optimal bis Zll 500 bp

Allflosllng hoeh, im Idealfall ein Nukleotid
austallseh

Optimierllng Variation del' Elektrophorese
dauer, Lange des Gels, denatu
rierenden Bedingungen (G radi
ent., Tern perat. ur)

Probleme lVIehrfaehbanden, difl'use San
den, GC-I(lammer erforderlieh,
einzelst.rangige DNA entst.eht.

Ret.ardat.iou VOIl D A-Fragmen
t.en dllreh die sequenzspezifi
sehe Anlagerung eines DNA
Liganden

Agarose

Standard

aueh Fragmente mit> 500bp

noch nieht bestimmt, venuutlieh
geringer

Variation del' Elektrophorese
dauer, Lange des Gels

ddlllse Sanden

tiellen Auflosung noeh nieht durehgefiihrt. Miiller et al. [132] postuliert.en, daB del'
Nachweis einer Punkt.mut.at.ion in 200-300 bp langen D A-Fragment.en moglieh sein
sollt.e. Da fiir die meist.en del' verwendet.en [NiFe] Hydrogenase-Gensequenzen nul' par
tielle Seqllenzinformationen vorliegen (Absehnitt 3.3), kann die Anfiosung diesel' Me
thode vorerst nul' gesehat.zt werden. Die Sequenzdaten deuten an, daB Untersehiede von
< 30% aufgetrennt werden konnten. Da del' DNA-Ligand Bisbenzimid-PEG bevorzugt
an A+T-Sequenzmot.ive bindet. [131]' basiert. die 'I\'enllung von DNA-Fragmenten u. a.
auf dem AT-Gehalt. del' unt.ersucht.en Sequenzen. AT-reiehe Sequenzen werden im Gel
zuriiekgehalten relativ zu Sequenzen, die einen geringen AT-Gehalt aufweisen. Fiir die
untersuehten DNA-Fragmente, die mit. del' Sisbenzimid-PEG-Agarosegelelektl'Ophorese
aufgetrennt werden konnten, konnen weniger als 1% Unterschied im AT-Gehalt ange
uommen werden. Eine Gegeniiberstellung del' lVIethoden, DGGE und Agarosegelelek
tl'Ophorese mit basensequenzspezifisehen DNA-Liganden, ist in Tabelle 4.1 gezeigt.

Da mit del' Bisbenzimid-PEG-Agarosegelelektrophorese eine andere Methode Zllr Un
tersuehung von PCR-Pl'Odukten aus Umweltpl'Oben zur Verriiguug stand, konute die
Zuverlassigkeit del' DGGE Analyse iiberpriirt werden. Wie oben besehrieben basieren
diese Methoden auf untersehiedliehen Prinzipien Wahrend bei del' DGGE Analyse
eine Trennung von PCR-Fragmenten auf del' verringerten gelelektrophoretischen Mo
bilitat partiell denaturierter DNA-Fragmente beruht, basiert eine 'I\'ennung mit del'
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Bisbenzimid-PEG-Agarosegelelektrophorese auf der Retardation von DNA-Fragmen
ten durcll die sequenzspezifische Anlagerung eines DNA-Liganden. Fur diese Art del'
Gelektrophorese miissen die PCR-Produkte nicht mit einer GC-I(lammer amplifiziert
werden, walll'end dies fiil' die DGGE Analyse eine Voraussetznng ist.

Die amplifizierten [NiFe] Hydrogenase-Genfraglllente von drei verschiedenen Ulllwelt
proben wurden mit belden Methoden nntersncht (AbbJidngen 3.8 und 3.12). Die Desul
fovibrio-Populationen in Bakteriengemeinschaften aus zwei verschiedenen anaeroben
Bioreaktol'en zeigten mit beiden Methoden eine Bande bzw. 2 Banden im Elektro
phoresel11nster. Daher kann man davon ausgehen, daB hier in der jeweiligen Umwelt
probe ein bzw. zwei verschiedene nachweisbare Desulfovibrio-Stamme vorhanden wa
ren. Die DGGE Analyse der PCR.-Prodnkte aus DNA einer mikrobiellen Matte zeigte
im Gegensatz zn den Biol'eaktorproben ein recht komplexes Muster, das aus minde
stens fiinf verschiedenen Banden bestand. Eine eindelltige Zahiling der Banden war
nicht llloglich. Die Analyse del' entsprechenden PCR-Prodllkte in Bisbenzimid-PEG
Agarosegelen zeigte fiinf eindentig unterscheiclbare Banden. Ruft man sieh die Grenzen
der beiden Methoden ins Gedachtnis - Die DGG E Analyse iiberschiitzt, moglicberweise
die Anzahl der nachweisbaren Desulfovibrio-Stamme, wahrencl bei cler Bisbenzimid
PEG-Agarosegelelektrophorese anfgrnnd einer geringeren Anflosung die genetische Di
versitat del' nachweisbaren Population unterschatzt wel'den kann - kann man den
SchluB ziehen, daB die Desulfovibrio-Populatiou in cler n ntersuchten mikrobielleu Matte
ans lllindestens fiinf verschiedenen nachweisbaren Bakterienstammen bestand, mogli
cherweise sogar mehr. Die genetische Diversitat von Desvlfovibrio spp. ist anscheinencl
in experimentellen Bioreaktoren nnter definierten Bedingungen geringer als die genet.i
sche Diversitat dieser Bakteriengruppe in einer mikrobiellen Matte, die wechselnden
Umweltfaktoren (z. B. Licht, Temperatur) in der Natur ausgesetzt ist. und eine kom
plexe lllikrobielle Gemeinschaft clarstellt.

Die sequenzabhiingige gelelektrophoretische Auftl'ennung von ampliJizierten [NiFe] Hy
clrogenase-Genfragrnenten, die aus UIllweltproben gewonnen wurclen, visualisiert die
verschiedenen Bakt.enenstalllme eiller Desv.lfovibrio-PoIJulation unci spiegelt so deren
genetische Diversitat wider. Mit unterschiedlichen Methoclen wurden dabei vergleich
bare Resliitat.e erzielt. Die Tatsache, daB die DGGE Analyse von [NiFe] Hydrogenase
Genfragmenten fiir die Unterscheicl ung von Desulfovib1'io spp. bereit.s optimiert wor
den war, gab dieser Met.hode bei den folgenden Untersuchungen von Umweltpl'Oben
den Vorzug. Die Bisbenzimicl-PEG-Agarosegelelektrophorese ist eine vielversprechen
cle Methode, Ulll Sequenzvariationen in gleichlangen DNA-Fragmenten aufzuzeigen. Sie
beclarf allerclings noch cler Optimierung sowohl fiir die Analyse von [Nil"e] Hyclrogenase
Genfragmenten als auch fiir die Analyse anclerer DNA-Fragmente. Es ist jecloch alnll
sehen, daB diese Methode sowohl fiir die Grundlagenforschung als auch fiir die ange
wanclte Forschung iIll Bereich der Molekularbiologie von groBer Tragweit.e seill kann.
Ein groBes Potential liegt in der Charakterisierullg von Mikroorganislllen: Werden ge
eignet.e Primersyst.ellle gewahlt, konnen Bakterienkulturen sowie Umweltproben auf
I(ontaminanten oder neue Stamme rasch durchgesehen und die lllikrobielle Diversitii,t
kann allfgezeigt werden. Auch der Nachweis von llllitiooiten Genen ist denkbar.
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Bisher wurde die genetisehe Diversitiit von Desulfovibrio spp. in Umweltproben iiber die
Anzahl unterseheidbarer Banden naeh del' sequenzabhiingigen Separation spezifiseher
PCR-Produkte besehrieben. Anhand del' erhaltenen Elektrophoresell1uster kannen 301
lerdings keine Aussagen dariiber getroffen werden, ob die naehgewiesenen Desvlfovi
brio-Stiimme eng miteinander verwandt sind odeI' nieht, Die Spezifitiit des Naehweissy
stems stellt nul' sichel', daB sie del' gleiehen Gattung angeharen. Prinzipiell ist die [den
tifizierung von Bakterienstiimmen libel' eine DGGE Analyse maglieh, wenn geeignete
Referenzstii.mme zur Verfiiguug stehen, del1Il identische DNA-Fragmente nehmen die
gleiche Position im denaturierenden Gradientengel ein. Da jedoch nicht ausgeschlossen
werden kann, daB in del' Nukleotidsequenz variierende DNA-Fragmente ein iihnliehes
Schmelzverhalten aufweisen und aufgrunddessen die gleiche Position illl Gel einnehmen,
soli ten die DNA-Fragmente zusatzlich sequenziert werden.

Die Identifizierung von Bakterieustiimmen iiber die Nukleotidsequenzen bestimmter
Gene setzt voraus, daB Sequenzdaten von l1laglichst vielen Bakterienstamll1eu flir einen
Vergleich del' Sequenzen vorliegen. Da fiir die [ iFe] Hydrogenase nul' Sequenzen von
drei verschiedenen Desulfovibrio spp. bekannt waren, wurde zuniichst die Nukleotid
sequenz del' Hydlf-Hyd5r-PCR-Produkte, die zum Nachweis uud fiir die Aualyse von
Desvlfovibrio-Stiimmeu in Umweltproben amplifiziert wnrden, von einer Reihe cha
rakterisierter Desulfovibrio-Reinkulturen ermittelt. 1m Durehsehnitt wurden mehr als
360 bp des insgesamt etwa 440 bp langen [NiFe] Hydrogenase-Genfragments bestimmt.

Del' Vergleieh del' Sequenzen mit del' EMBL Datenbank zeigte, daB die ermittelten
Sequenzen, wie zu erwarten, die graBte Ahnliehkeit zu den drei bekannten Desulfovi
brio [NiFe] Hydrogenasen zeigten. Del' Vergleieh del' Sequenzen untereinander ergab
Sequenzhomologien von durehsehnittlieh etwa 70% (Tabelle 3.5). Fiir Destl,lfotlibrio gi
gas, Desulfovibrio vulga.ris 1iyazaki und Desulfovibrio frvcLosotJomns sind die Sequen
zen des kompletten [NiFe] Hydrogenase-Gens bekanl1t [38, 110, 180,230]. Dadureh ist
ein Vergleieh del' A..hnliehkeit des gesamten Proteins (eodiert durch ca. 2500 bp) mit
del' Region, die dureh die PCR-Primer Hydlf und Hyd5r defini"rt wird (ca. 440 bpJ,
maglieh. Del' V"rgl"ieh del' abgeleiteten Aminosiiuresequenzen des Hydlf-Hyd5r-[NiFe]
Hydrogenase-Genfragmel1ts, welches fiir einen Teil del' groBen Untereinheit del' [NiFe]
Hydrogenase codiert, von Desulfovibrio gigas llnd Desulfovibrio vulgaris Miyazaki zeig
te 74,7% Idel1titiit. Die Analyse des kompletten Gens ergab 61% Homologie fiir die
kleine Untereinheit und 68% Homologie fiir die groBe Untereinheit des Proteins [238].
Ahnliehe Werte ergeben sieh bei dem Vergleieh del' [ iFe] Hydrogenase von Destl.lfovi
b1,io gigas und Desulfovibrio frveLosovomns: 74,7% Identitiit hir das Teilstiiek del' [NiFe]
Hydrogenase nnd 65% und 63% Sequenzhomologie fiir die kleine und groBe Unterein
heit des Enzyms [238]. Die Ahnliehkeiten del' partiellen Sequenzen sind vergliehen mit
del' gesamten Sequenz haher. Das ist darauf zurliekzufiihren. daB diesel' Genabsehnitt
Bereiehe mit hoehkonservierten Aminosiiureresten enthiilt: RxCGVCTxJL'l::H (in Posi
tion 1465-1493 des [ iFe] Hydrogenase-Gens von Desulfouibrio vulgaris Miyazaki [38])
und HDHxxHxxxxxxxD (in Position 1594-1635) [255].
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Die partiellell DNA-Fragmente von Desulfovibl'io spp. wiesen zum Teil eine graBere
Identitat auf DNA-Ebene anf als auf Aminosaure-Ebene (Tabelle 3.5). Dies ist er
staunlich, da angenommell wird, daB del' Selektionsdruck auf del' Aminosaure-Ebene
ansetzt, um die Funktion des Proteins aufrechtzuerbalten, und nicht auf del' 0 A
Ebene. Eine weitergehende, vergleichende Analyse del' [ iFe] Hydrogenase-Sequellzen
besonders im Hinblick auf die Positionen del' Nukleotidaustausche in synonymen (stil
len) und nicht-synonymen Positionen sowie del' venvendeteten Codonen ware daher
sehr interessant.

Die graBte Ahnlichkeit in del' Nukleotidsequenz zweier unterschiedlicher Spezies, Desul
fovibl'io sulfodismuta71s und Desulfovibrio fruclosoVClrlt71S, lag bei etwa 85,9%. Interes
sant war die Frage, ob [NiFe] Hydmgenase-Genfragmente von Desulfovibrio-Stammen,
die del' gleichen Spezies zugeordnet werden, eine groBere Ahnlichlicbkeit aufweisen.
Zwei Stamme del' Spezies Desulfovibl'io vulgaris, Miyazaki [38] und Hildenborough
(DSM 644), wnrden nntersucht. Uber den sequenzierten Bereich wiesen die DNA
Sequenzen 87,5% Identitat auf. Wu et al [255] standen die kompletten Sequenzen del'
[ iFe] Hydrogenasen diesel' beiden Stamme zur Verfiigung, und die phylogenetische
Analyse del' abgeleiteten Aminosa.uresequenz best.atigt die nahe Verwandtschaft del'
Proteine. Del' marine Stamm Desulfovibrio vulgaris DSI"I 1744 zeichnete sich hingegen
durch eine geringe Ahnlichkeit df:r [ iFe] Hydmgenase zu diesen beiden Stammen aus.
Genfragment.e verschiedener Stamme, die als Spezies Desulfouibrio desulful'ica71s klassi
fiziert wurden, zeigt.en keine graBere Ahnlichkeit untereinander verglichen mit anderen
Spezies. Dies steht iill Einklang mit der phylogenetischen Verwandtschaft verschie
dener Stamme von Desulfovibl'io desulful'icans basierend auf dem Vergleich von 16S
rRNA-Sequenzen [41] Devereux et al [41] vermuteten daher, daB einige Desulfovibl'io
desulful'icans Stamme falsch klassifiziert sind.

Vergleichende Untersuchungen del' intra- und interspezifischell genetischen Diversitat
wurdell bisher all hand verschiedener Protein-codierender Gene nur weniger Bakterien
gruppen durchgefiihrt. Gene von natiirlichen Isolaten del' Spezies Escherichia coli un
terschieden sich typischerweise um 1-2% in ihrer ukleotidsequenz [68]. Gene der Spezi
es Bacillus subtilis wiesen im Durchschnitt 5,6% Unterschiede in der ukleotidsequenz
auf; die Werte variierlen von 1,6-7,5% zwischen verschiedenen Geuen [193, 194]. Ge
ne von Bakterienstamlllen del' Gattung Bacillus, die verschiedenen Spezies angeharen,
zeigten illl Durchschnitt mehr als 20% Unterschiede in del' DNA-Sequenz [194]. Dabei
variiertell die Welte fiir verschiedene Gene del' Stamme Bacillus subtilis und Bacil
lus liche71ofonnis beispielsweise von 10-35%. Del' Vergleich einer groBen Allzahl von
Gellen von Escherichia coli und clem nahe verwandten Enterobakterienstamm Salmo
nella typhinwl'iurn ergab im Durchschnitt 15,6% Unterschiede auf DNA-Ebene [192].
Auch hier variierten die Werte einzelner Gene betrachtlich von 1-27,5%. Dementspre
chend zeigten die Aminosauresequenzen der Genprodukte Unterschiede von 0-24,7%.
Die Werte fiir das [NiFe] Hydrogenase-Genfragment von Desulfovibrio spp. liegen mit
durcl1schnittlich 30% nterschieden auf DNA-Ebene zwischen verscbiedenen Spezies
(abel' auch Stammen, die del' gleichen Spezies zugeordllet werden) und 15,5% Un
terschieden zwischen zwei Stammen del' Spezies Desulfovibrio lIu./gol'iJ vergleichsweise
hoch. Dies wircl bestatigt, wenn man die Diversitat bekallut.er [NiFe]l-Iydrogenase-Gene
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Tabelle 4.2: Paarweiser Vergleich der [ iFe] Hydrogenase-Sequenzen von nicht-
sulfatreduzierenden Bakterienstammen der a-, {3-, "1- und E-Gruppe der Proteobakteri-
en sowie De3ulfovibl·io giga3 (o-Gruppe). Oberhalb der Diagonalen wurden Ahnlichkei-
ten in % angegeben, unterhalb der Diagonalen Unterschiede in absoluteu Zahlen. Die
obere Zeile gibt jeweils die Werte fiir die ukleotidsequenzen an, die untere Zeile die
kursiv gedruckten Werte fiir die abgeleiteten Aminosauresequenzen. Verglichell wurde
der hOillologe Genbereich zu dem durch die Primer Hydlf nnd Hyd5r definierten Frag-
ment in De3ulfovibrio spp. Die Sequenzen wurden der EMBL Datenbank entnomrnen.

2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 De3ulfovibrio <5 59,7 66,7 61,6 58,4 60,2 60,9 63,7 63,5 50,7
giga3 52,8 55,9 47,9 53,8 57,0 55,6 55,9 52,8 46,8

2 E3cherichia "I 172 66,1 60,3 63,8 66,3 67,2 67,0 64,9 49,5
coli 67 67,6 56,6 67,6 70,3 70,3 68,3 66,9 44,7

3 Az%baeter "I 143 148 85,3 71,5 76,1 74,1 80,9 80,2 54,1
vinelandii 63 47 82,1 80,1 77,9 79,3 84,9 80,1 45,1

4 Azatobac/er "I 164 173 64 62,4 67,4 66,3 71,3 70,6 51,2
chroocoecm7l 74 63 26 64,1 65,5 66,9 70,3 66,9 40,4

5 Alcaligene.• {3 179 158 125 164 71,6 69,7 71,5 78,6 50,6
eutrophu3 66 47 29 52 77,9 77,2 76,0 89,7 47,9

6 Bradyrhizobium a 170 147 104 142 124 84,6 80,5 75,9 54,7
japonicum 61 43 32 50 32 94,5 81,4 78,6 49,6

7 Rhizobium a 167 143 113 147 132 61 77,5 71,8 53,5
legumino3arum 63 43 30 48 33 8 82,8 77,2 48,2

8 Rhodobacter a 156 144 84 125 125 85 98 74,7 50,1
cap3ulatu3 63 46 22 43 35 27 25 77,4 44,4

9 Rhodocyclu3 {3 158 153 87 128 94 105 123 111 54,6
gelati7103u3 68 48 29 48 15 31 33 3.'1 46,5

10 Wollin ella 206 214 196 207 211 192 197 213 194
3uccinogene.l 74 78 78 84 74 71 73 79 76

nicht-s ulfatred uzierender Bakteriengnlppen betrachtet.

Tabelle 4.2 zeigt das Ergebnis des Sequenzvergleichs der [NiFe] Hydmgenase-Genbe
reiche, die homolog zu dem untersllchteu De31llfovibrio [NiFe] Hydrogenase-Fragment
sind, einer Reihe unterschiedlicher nicht-sllifatreduzierender Bakterienstamme der Pro
teobakterien. Die DNA-Sequenzen von Bakterien der a-, 13- und 1'- Grllppe der Pro
teobakterieu zeigten dnrchschnittlich etwa 70% Identitii.t. auf DNA-Ebene. Dieser Wert
entspricht der genetischen Diversitat der partiellen [NiFe] Hydrogenase-Gene inner
halb der Gattung De3ulfovibrio. Fiir zwei Spezies unterschiedlicher Gattungen der
a-Proteobakterien, Rhizobium und Bmdyrhi2obivm, wurde eine Identitat von 84,6%
in der Nukleotidsequenz ermit.t.elt und 94,5% in der abgeleiteten Aminosauresequenz.
Diese Welte sind vergleichbar mit den Ahnlichkeiten, die fiir zwei Bakterienst.amme
derselben Spezies sulfatreduzierender Bakterien (Dewlfovibrio vulgari3) gefunden wur
den. Die Daten weisen auf eine groBe Diversitat innerhalb der Gattung De3ulfovibrio
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hin. Die DiversiLal des [Nife] Hydrogenase-Gens nicht-sulfatreduzierender Bakt.erien
innerhalb einer Gatlnng kann nul' anhand von zwei Azotobacter' Spezies belrachtet
werden. Azotobacter vinelnndii und Azotobaeter' ehroococeurn zeigt.en 85,3% IdentiUit.
in del' Nukleotidseqnenz und 82,1 % in del' A minosauresequeuz. So hohe Werte wurdell
bei dem Vergleich von 12 Desuljovibrio-St.ammen nul' zweimal gefunden: fiir die Spe
zies Desuljovibrio jructosovorans und Desuljovibrio suljodisrnutnns sowie zwei St.amme
del' Spezies Desuljovibrio vulgaris.

16S rRNA-Seqnenzen sind als phylogenet.ische Marker fiir Bakterien et.abliert. Es stellt
sicb die ['j'age, ob del' Vergleich del' [Nife] Hydrogenase-Sequenzen ahnliche Verwandt
schaftsbeziehungen widerspiegelt. wie del' Vergleich del' 16S rRNA-SeqllenZell. Tabelle
4.3 zeigt die Ahnlichkeitswerte del' 16S rRNA-Sequellzen und cler [NiFe] Hyclrogenase
Genseqllenzen fiir einige Desuljovibrio spp. unci Escherichia coli. Erkennbar ist, dafl die
Hiiufigkeit von Basenaust.anschen in 16S rHNA-Sec[UeIlZen geringer war als in [Nife]
Hycirogenase-Gensequenzen. Basellaustansche inn nerhalb del' 16S rHN A-codieretlden
Gene werden beschrankt durch die Tatsache, clafl ein Groflt.eil del' primaren und se
kllndaren Struktur del' 16S rRNA becleut.sam riir deren funkt.ion ist.. Prot.eill-codierende
Gene konnen allrgrund des degenerierten genetischen Codes starker variieren, oline dafl
clie Funklion des Proteins daclurch beeintrachtigt. wird. Die Werte fiir die Ahnlichkeit.en
del' l6S rRNA- nnd [NiFe] Hyclrogenase-Gensequenzen verschiedeller Desu.ljovibrio spp.
sind vergleichbar mit. Ausllahme del' "Velte fiir Des'uljouibr'io desuljur'icans DSM 1926.
Die [ iFe] Hydrogenase-Gensequenz von Desuljovibrio desuljuricuns DSM 1926 wies
grofle Unt.erschiede zu den allderen Desuljo'lIibrio [NiFe] Hydrogellasell auf (> 30%).
Diese Unterschiede linden sich iill Vergleich del' 16S rRI A-Sequenzen nicht wieder:
Del' Stamm zeigte im Vergleich zu den anderen Desvljovibrio-Stammen mit mehr als
90% die hochste Ahnlichkeit zu Desuljouibrio longus.

Auch wenn die Verwandtschaftsbeziehllngen basierend auf 16S rRNA- und [ iFe] Hydro
genase-Gensequenzen im Einzelfall divergieren, zeigell sie doch insgesamt eine gut.e
Ubereinstimmung. Devereux et al. [41] zeiglen, clafl Desuljouibr'io spp. einen Zweig in
nerbalb del' o-Proteobakterien bildeten. Diesel' Zweig, die Familie Desuljovibrionaceae,
enthielt fiinf t.iefe Liniell, die durch Desuljovibrio und die physiologisch sehr ahnlichen
Desuljornicmbium spp. reprasent.iert wurden. Die Sequenzen del' Desuljovibrio [NiFe]

Tabelle 4.3: Ahnlichkeit.en (%) del' 16S rRNA unci [NiFe] Hyclrogenase-Gensequenzen

Ahnlichkeit 16S rRNA"/[NiFeJ Hydrogenase mit:
Stamm

1 D. vu.lgar·is DSM 644
2 D. gigas
3 D. desllljur'icans DSM 1926
4 D. longus
5 Escherichia coli

'Ergebnisse aus Redburn und Patel [lG8]

2 3

88,9/75,3 88,3/67,6
88,3/67,5

89,8/73,2
88,8/72,9
90,3/69,4

5

80,3/57,0
79,6/59,7
80,3/56,2
79,9/56,5
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Hydrogenasen bildeten ebenfalls eine Gruppe und unterschieden sich von den [NiFe]
Hydrogenasen anderer Bakterien [255] Die in del' vorliegenden Arbeit dargestellten
[ iFe] Hydrogenase-Sequenzvergleiche von Desuljovib"io spp. weisen innerhalb der Gat
tung auf eine groBe Diversit.at hin, wie sie auch durch die tiefen Abzweigungen in 16S
rRNA-Stammbaumen reflektiert wmde. Die aus Umweltproben gewonnenen Sequen
zen werden in Abschnitt 4.3 im Zusammenhang mit del' Untersuchung del' jeweiligen
Standorte interpretiert.

4.2 Expression des [NiFeJ Hydrogenase-Gens 111

Desulfovibrio spp.

Sulfatreduzierende Bakterien findet man in allen anaeroben Biotopen, wo sie eine wich
tige Rolle bei del' Mineralisierung von organischem Material, dem Schwefelkreislauf und
del' anaeroben Korrosion von Metallen spielen [250]. Die okologische Bedeutung diesel'
Bakterien basiert auf metabolischen Eigenschafteu, bei denen Wasserstoff eine entschei
dende R.olle spielt [122, 140]. Hydrogenasen sind daher die Schliisselenzyme in solchen
Prozessen. Das Hydrogenase-System einzelner Desuljovibrio spp. kann dabei aus einer
odeI' mehreren verschiedenen Enzymen bestehen [49, 232] Nul' die [NiFe] Hydrogenase
ist in Stammen del' Gattung Desuljovibrio universell verbreitet [232] Dies weist darauf
hin, daB das Enzym maBgeblich an del' Energiekonservierung beteiligt ist. Del' Nachweis
del' Expression dieses Gens sollte daher ein excellenter Marker fiir die Bestimlllung del'
metabolischen Aktivitat von Desu.ljovibrio spp. sein.

Man nimillt an, daB die [NiFe] Hydrogenase hauptsachlich als Aufnahlllehydrogenase
fungiert und die Oxidation von molekularem Wasserstoff, del' auch aus del' Oxida
tion von organischen Substraten stammen kann, katalysiert [138, 153]. Das AusmaB
del' [ iFe] Hydrogenase-Aktivitat variiert allerdings in verschiedenen Desvljovib"io
Stammen und hangt moglicherweise von del' Prasenz anderer Hydrogenasen abo Fiir
Desv.ljouibrio vulgaris, wurde gezeigt, daB 95% del' gesamten Hydrogenase-Aktivitat
auf del' Aktivitat del' periplasmatischen [Fe] Hydrogenase beruhten und nul' 5% del'
Aktivitat auf die [NiFe] und [NiFeSe] Hydrugenase zuriickzufiihren waren, wenn die
sel' Stamm mit Laktat und Sulfat wuchs [223]. Die Autoren postulierten, daB die [Fe]
Hydrogenase hauptsiichlich fiir die Prodnktion von Wasserstoff zustiindig ist. fm Gegen
satz dazu stehen Untersnchnngen von Rousset. et al. [181] an Desu.ljovib,·io jructosovo
mns. Sie zeigten, daB in diesem Stamm 90% del' gesamten Hydrogenase-Aktivitat dnrch
die Aktivitiit del' [NiFe] Hydrogenase hervorgerufen wnrde. Die Experimente wurden
mit einer Mutante von Desuljovibrio jructosovomns durchgefiihrt, in del' das [NiFe]
Hydrogenase-Gen eliminiert worden war. Del' Stamm besitzt abel' eine weitere Hy
drogenase. Voordouw et al. [232] hatten illl Wildtyp durch die Hybridisierung mit
Hydrogenase-Gensonden neben dem [NiFe] auch ein [Fe] Hydrogenase-Gen nachgewie
sen. Die Mutante konnte auf organischen Substraten angezogen werden, obwohl sie
nul' noch 10% del' Hyclrogenase-Aktivitat aufwies verglichen mit clem Wildtyp. Uber
raschend war, daB die Mutante ebenso gut mit Wasserstoff- 'Ill fat-Medium wllchs wie
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der Wildlyp. Dieses Ergebnis linters! iitzt die These einiger Autoren, daB die Punkli
on del' [Fe] Hydrugenase die Wasserstofraufnahme ist und daB fiir die Produklion von
Wasserstoff eine andere cytoplasmatische Hydrogenase verantwortlich ist [238]. Die fiir
eine [pe] Hydrogenase codierenden Gellbereiche von Desuljovibrio j7"uctosovorans hy
bridisieren zwar mil dem [Fe] Hydrogenase-Gen von Desuljovibrio vulgaris, das Enzym
nuterscheidet sich alb·dings stark von der Hydrogenase in Desuljovib7·io vulgaris: Es
ist vermutlich im Cytoplasma lokalisiert, zeigt eine H2-abhangige NADP-Reduktase
Aktivital und wird durch ein Operon codiert, daB aus wenigstens 4 Genell besteht
[123].

Die oben angefiihrten Beispiele (siehe auch Abschnitt 1.4) zeigen deutlich, daB del'
WasserstoA"rnetabolislllUS von Desuljovibrio spp. und die physiologische Funktion der
daran beleiligten Hydrogenasen noch nicht vollstandig ver·standen ist. Modelle, die die
se Phii,nomene eddaren 8011en, werden konl.rovers diskntiert, und es ist fraglich, ob trotz
derl\omplexital. des Hydrogenase-Systems allgemeingiiltige Modelle postuliert werden
konnen. In del' vorliegenden Arbeit wurde untersllcht, ob undllnter· we!chen Bedingun
gen die Besti mm 1I ng der Expression des [Ni Pe] Hydrogenase-Gens von Desuljouibrio
spp. auf mRNA-Ebene llloglich ist lind ob die Geuexpression mit del' StoA·wechsel
aktivitat von Desuljooibrio spp. korreliert. Zunachst wnrden Wachstumsversuche mit
Reinkulturen durchgefiihrt.

Die Expression des [NiPe] Hydrogenase-Gens wurde in marinen und SiiBwasserstammen
von Desuljovibrio iiber den achweis del' mRNA bestimmt. Die untersuchten Stamme
unterscheiden sich in der I\omplexitat ihres Hydrogenase-Systems: Del' Stamm Desul
jovibrio gigas besitzt wahrscheinlich nur eine [ iFe] Hydrogenase, wah rend der Stamm
Desuljovibrio vulgaris DSM 644 sowohl eine [Fe], eine [ iFe] und eine [ iFeSe] Hy
drogenase besitzt [4fl, 232]. Fur die anderen verwendeteten Stamme sind keine Da
ten beziiglich der vorhandenen Hydrogenasen bekannt. Voordouw et al. [232] unter
such ten die Verteilung del' Hydrogenase-Gene zwar in 22 verschiedenen Desuljouibrio
Stammen, darunter befanden sich jedoch nicht die fill' die Expressionsstudien verwen
deten Stamme DeslIljol'ibrio desllljuricans DSM 1924 und DSM 1926, Desu.ljovibrio
vu.lgaris DSM 1744 und Desuljovibrio baculatus DSM 2555. Die in der zitierten Studie
gezeigten Ergebnisse weisen daraufhin, daB die Vert.eilung der [Fe] und [NiFeSe] Hy
drogenasen in Stammen dergleichen Spezies variieren. Daher erlauben Ergebnisse, die
fiir andere, 'tamme del' verwelldetel.en Spezies beschrieben wlnden, keine Riickschliisse
auf das Hydrogenase-System dieser Stamme.

Aile untersl1chten Desuljovibrio-Stamme exprimiert.en unabhangig von del' l\omple
xitat ihr-es Hydrogenase-Syst.ems das [NiFe] Hydl"Ogenase-Gen, wenn Laktat odeI' Was
serstoA· als Energiequelle in Gegenwart von Sull"at verwertet wurde (Abschnitl 3.2.1,
Tabelle 3.3). Erstaunliche Ergebnisse zeigte allerdings die Unt.ersuchung des St.allllJ1eS
Desuljovibrio desu.ljurica71s DSM 1926. Dieser Stamm besitzt ofl·ensichtlich wie aile
anderen Desuljovibrio spp. eine [NiFe] Hydrogenase (Tabelle 3.2). Wuchs del' Stamm
in Lakt.at-Sulfat.-Medil1111, konnte auch die Expression des [NiFe] Hydrogenase-Gens
aufgezeigt werden. Dieser St.amm war allerdings nicht in del' Lage, mit Wasserstofr
als einziger Energiequelle nnd Acetat als l\ohlenstoA-quelle in Gegenwart von Sulfat
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zu wachsen. Dies ist. merkwiirdig, da t.heoretisch fiir die Oxidation von molekularem
Wasserstoff als Energiequelle nul' eine periplasmatische Hydrogenase erforderlich ist.,
wiihrend man fiir die Oxidation von organischen Substraten zwei ullt.erschiedliche im
Periplasma und im Cytoplasma lokalisiert.e Hydrogenasen postuliert [122, 140]. Ange
nommen, diesel' Stamm besitzt auschlieBlich eine [ iFe] Hydrogenase, sollte er doch
ebenso wie del' Stamm Desulfovibrio gigas, in dem die periplasmat.ische [NiF'e] Hy
drogenase vermutlich fiir aile Aspekte des Wasserstoffmetabolismus verant.wortlich ist
[138], zur Oxidation von molekularem Wasserstoff als einziger Energiequelle fiihig sein.
Da dies nicht del' Fall war, liegt. die Vermutung nahe, daB sich die [NiFe] Hydroge
nase d ieses Stammes von del' [NiFeJ Hyd I'Ogenase anderer Desulfovibrio-Stiimme un
terscheidet. 348 bp des Gens, das fiir die groBe Unt.ereinheit. del' [NiFe] Hydrogenase
codiert, wurden sequenziert. Del' Vergleich del' Sequenz von Desv.lfovibrio desu.lfuri
cans DSM 1926 mit den Seqllenzen anderer Desulfovibrio spp. zeigt.e Ahnlichkeitswerte
von durchschnittlich 68% (Tabelle 3.5). Diesel' Wert ist. vergleichbar mit del' Homo
logie, die zwischen anderen Desulfollibrio spp., z. B. Desulfovibrio vulgaris DSM 1744
und Desulfovibrio gigas, fiir diesen Bereich des Gens, del' etwa 1/4 des gesamten Gens
fiir die groBe Untereinheit umfaBt, gefunden wurde. Andererseits ergabeu immunolo
gische Untersuchungen del' Proteinextrakte von Desulfovibrio desulfurican.l DSM 1926
keine spezifische Kreuzreaktion mit Antikiirpern, die gegen die [ iFe] Hydrogenase
von Desulfovibl'io gigas bzw. Desu.lfovibrio vulgaris Groningen gerichtet waren (Ab
schnitt 3.1.4). Diesel' Unterschied in den immunologischen Eigenschaften des Enzyllls,
ist ein Hinweis darauf, daB das Enzym miiglicherweise auch andere katalytische Ei
genschaften allfweist als die [NiFe] Hydrogenase von Desulfollibrio gigas, wodurch die
Unfiihigkeit des Wachstllllls mit Wasserstoff erklii,rt werden kiinnte. Eine andere These
ist, daB am Wasserstoffmet.abolismus von Desulfovibrio gigas weitere bisher nicht cha,
rakterisierte Hydrogenasen beteiligt sind, die dem Stamm Desulfovibl'io desulfuricans
DSM 1926 fehlen. Dahir spricht, daB auch sulfatreduzierende Bakterien anderer Gat
tungen die F'iibigkeit besitzen, Wasserst.off als einzige Energiequelle zu nutzen. Deren
Hydrogenase-Gene sind abel' offensichtlich nicht homolog zu den bisher von Desulfovi
brio spp. charakterisierten Genen [232].

Die Tatsacbe, daB eine [NiFe] Hydrogenase in allen bisher untersuchten Desu.lfovibrio
spp. vorhanden ist und daB dieses Enzym unter sulfatreduzierenden Bedingungen expri
miert wird, bildet eine Voraussetzung, um die Expression dieses Gens auch in Umwelt.
proben als Kriterium fiir metabolisch aktive Desulfovibrio spp. zu untersuchen. Eine
weitere Voraussetzung dafiir ist, daB die Genexpression auf trauskriptioualer Ebene mit.
del' Aktivitiit del' Zellen korreliert. ist. Dies wurde an drei verschiedenen Desulfovibrio
spp. gezeigt. (Abschnitt 321)

Desulfollibrio baculatlls, Desulfovibrio vulgaris DSM 644 und Desulfovibrio desulfuri
ca.ns DSM 1926 wurden in Laktat-Sulfat-Medium angezogen. Das Wacbstum wurde
iiber die Zunahme del' Biomasse bestimmt, die Stoffwechselaktivitat iiber die Produkti
on von Sulfid. Es wurde gezeigt, daB del' [NiFe] Hydrogenase-mRNA-Spiegel in exponell
tiell wachsenden Zellen hoch war. Erreichten die I-i:ulturen die stationare Phase, in del'
die Zellzahl und die Sulfidprodukt.ion konstant ist, war die [ iFe] Hydrogenase-mRNA
nicht mehr nachweisbar. Direkte Messungen del' Hydrogenase-Aktivitat im Verlauf des
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Wachstums wurden nicht durchgefuhrt, da diese Messungen keine Unterscheidung zwi
schen den Aktivitiiten verschiedener Hydrogenasen erlanben. Fur den Stamm Dewl
fovibrio vulgaris DSM 644 war gezeigt worden, daB unter iihnlichen Wachstulllsbedin
gungen 95% der Hydrogenase-Aktivitiit auf die Aktivitiit der [Fe] Hydrogenase zuriick
zufiihren waren, sodaB Anderungen in der Gesamt-Hydrogenase-Aktivitiit als Anderun
gen der Aktivitiit der [Fe] Hydrogenase betrachtet werden konnten [223]. Messungen der
Hydrogenase-Aktivitiit iIll Verlauf des Wachstums von Desulfovibria gigas auf Lahat
Sulfat-M dium zeigten, daB die Aktivitiit der [NiFe] Hydrogenase in der exponelltiellen
Wachstumsphase anstieg und abnahm, als die 1\ ultur die stationiire Wachstu mspha
se erreichte [138] Desalfovibrio gigas besitzt soweit bekannt ausschlief31ich eine [NiFe]
Hydrogenase [138]. Daher sollten Anderungen der gemessenen Hydrogenase-Aktivitiit
Anderungen der [NiFeJ Hydrogenase reflektierell. Waluscheinlich geht clie Abnahme
der· [NiFe] f-1yclrogenase-mRNA iill Verlauf des Wachstuills auch in den untersuehten
I\ulturen mit einer Abnahme cler [NiFe] Hydrogenase-Aktivitiit einher.

Van den Berg et al. [224] bestimmten die Hydrogenase-Aktivitiit unci die [Fe] Hydro
genase-mRNA-Spiegel im Verlauf cles Waehstums von Desulfouibrio uulgllris DSM 644
mit organischen Elektronendonatoren. Die Menge an III RNA war am hoehslen in Zellen
zu Beginn des Waehstullls. Wiihrend die '[enge an mR A leieht abnahm bis ZUlll Ende
der exponentiellen VVachstumsphase, stieg die Hydrogenase-Aktivitat bis zu einem IVla
ximalwert am Ende des exponelltiellen Waehstullls. Dann sank der mRNA-Spiegel ab
rupt ab, was dureh einen Abfall der Hydrogenase-Aktivitiit begleitet wurde. Dies weist
auf eine Regulation der Hydrogenase-Expression auf transkriptionaler Ebene abhiingig
von der Waehstumsphase hin [224J. Die Expressionsmnster cler [ iFe] Hydrogenasen
versehiedener Desulfooibrio spp. zeigten einen iihnlieheu Verlauf (Abschnitt 3.2.1). Die
Experimente zeigten clentlieh, daB die [ iFe] Hydrogenase-mRNA in exponentiell waeh
senclen Baklerienpopulationen exprimiert wurde und in Populationen, die sieh in der
stationiiren Waehstumsphase befanden, nieht mehr naehweisbar war.

I\iirzlieh wurde die Transkriptionseinheit fiir das [NiFe] Hydrogenase-Gen von Desul
fo-uibl·io jTuclosouomns untersueht [182]. Drei untersehiedliehe Transkripte wurden fiir
das [Ni[;e] Hydrogenase-Operon gefunclell. Neben einem Hallpttranskript von 2,9 kb,
dessen Lange clarauf hinweist, daB es die Strukturgene fiir die kleine und groBe Unterein
heit cler [NiFe] Hydrogenase enthalt, wurden zwei groBere Transkripte (4,4 und 5,8 kb)
in ger·ingen Mellgell gefunden. Dies weist clar'aufhin, daB die [NiFeJ Hydrogenase dureh
ein komplexes Operon eodiert wird, das weitere (regulatorisehe) Gene enthii.lt. Zusatz
lid wurde in dieser Stuclie der Promotor des Hydrogenase-Operons strolllaufwarts des
[NiFe] Hydmgenase-Gens iclentifiziert. Die Daten sprechen dafiir, daB es sieh lim einen
starken Promoter handelt, der vermutlieh zur Escherichia coli (T70-Gruppe gehiirt.

In WaehstulUsversllehen mit Des-alfovibrio baculalus nnd Desu.lfovibrio vulgrlris DSM
644 wurde zusatzlich zum Nachweis der IllRNA des [NiFeJ Hydrogenase-Gens, aueh der
RNA- lInci Proteingehalt der Zellen im Verlauf des Wachstums verfolgt und der Anteil
cler [NiFe] Hydrogenase in Gesamt-Proteinextrakten betraehtet (Absehnitt 3.2.1). Der
[NiFe] Hydrogenase-mRNA-Spiegel wurde im Verhiiltnis zum Gesamt-RNA-Gehalt un
tersueht und nahm im Verlauf des Waehstull1s abo Parallel dazu sank der Gesamt-RNA-
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Gehalt pro Zelle in del' stationaren Wachstumsphase (Abbildung 317). Da Gesamt
RNA zu 80% aus ribosomaler RNA besteht und del' Anteil an lllRNA nur etwa 3%
betragt [:3)' ist eine Abnahme des RNA-Gehaltes pro Zelle auf die Verringerung del' An
zahl del' Ribosomen in del' spaten Waehstumsphase zuriickzufiihren. Diese Beziehung
des rRNA-Gehaltes zum metabolischen Zustand del' Zellen ist seit langem bekannt
[179] und wurde dureh neuere Untersuchungen mit Hilfe del' in situ Hybridisierung
bestatigt [109, 159, 184]' Mit Hilfe diesel' Technik wurde auch gezeigt, daB Imngernde
Zellen die Anzahl del' Ribosolllen pro Zelle reduzierten [5~IJ Bezieht man die Tatsa
che, daB del' rRNA-Gehalt pro Zelle im Verlauf des Wachstums Uln etwa 50% abnahm,
bei del' Interpretation des Nachweises del' mRNA mit ein, konnen folgende Aussagen
gemacht werden: Die konstante Menge an Gesalllt-RNA, die fiir diese Experimente
eingesetzt wurde, resultierte aus unterschiedlich vielen Zellen. Zum Ende des Wachs
tums waren mehr Zellen erforderlich, um diese konstante Menge von Gesamt-RNA zu
erbringen. Trotzdem und trotz del' sensitiven RT-PCR, die zum Nachweis des [NiFe]
Hydrogenase-Transkript angewendet wurde, war es in del' stationaren Phase nicht mehr
nachweisbar.

Del' Gesamt-Proteingehalt pro Zelle verhielt sich im Verlauf des Wachstums genau um
gekehrt wie del' Gesamt-RNA-Gehalt. Er war in exponentiell wachsenden Zellen gering
und stieg im Verlauf des Wachstums um etwa 50% an (Abbildung 3.17). Del' Anteil del'
[NiFe] Hydrogenase wurde im Verhaltnis zum Gesamt-Protein betrachtet und durch
die spezifische Kreuzreaktion mit einem Antikorper nachgewiesen. Es wurden keine
Unterschiede in del' Konzentration des [NiFe] Hydrogenase im Verlauf des Wachstums
beobachtet Aneh hier resultierte die konstante Menge an Gesalllt-Protein, die fiir die
se Experimente eingesetzt wurden, aus unterschiedlich vielen Zellen. Zum Ellde des
Wachstullls waren weniger Zellen erforderlich, um diese konstante Menge von Gesamt
Protein zu erbringen. Daher kann man spekulieren, daB del' [NiFe] Hydrogenase-Gehalt
pro Zelle im Verlauf des Wachstullls leicht sank und auf die Abnahllle del' mRNA
zurtickgefiihrt werden kann. Dies ging verlllutlich mit del' Abnahme del' Hydrogenase
Aktivitat einher. Leider erlaubt die gewahlte Versuchsanordnung keinen direkten Hin
weis darauf 1m Gegensatz zu del' [NiFe] Hydrogenase-mRNA ist das Protein offensicht
lich sehr stabil. Untersuchungen an Desulfovibrio vulgaris zeigten, daB sogar in alten
Kulturen, die nicht lebensfa.hige Bakterienzellen enthielten, die Hydrogenasen durcll
Zugabe des Reduktionsmittels Dithionit aktiviert werden konnten [24]. Del' Nachweis
des Proteins erlaubt daher keine R.iickschliisse dartiber, ob die [NiFe] Hydrogenase auch
aldiv ist und aus lebensfahlgen, aktiven Zellen stammt.

Zusalllmenfassend zeigen die Ergebnisse, daB ZUJ11 einen del' Nachweis von [NiFe] Hydro
genase-mRNA unter sulfatreduzierenden Bedingungen prinzipiell llloglich ist unci daB
das Transkript in del' stationaren Wachstumsphase nicht mehr nachweisbar ist. Dies
el'offnet die Miiglichkeit, metabolisch aktive Desulfovibrio spp. in Umweltproben clurch
die Bestimnlilug del' [NiFe] Hydrogenase-Genexpression auf mRNA-Ebene nachzuwei
sell. Die mit Ullweltproben durchgefiihrten Versuche werden detailliert in Abschnitt
4.3 diskutiert.



136 I\APITEL 4. DISI\USSION

4.3 DiversiUit und Aktivitat von Desulfovibrio spp.
in Urnweltproben

4.3.1 Desulfovibrio spp. Il1 eineul denitrifizierenden Bioreak
tor

Die Desulfovibrio-Populatioll eines experimentellen denitrifizierenden Bioreaktors wur
de untersucht. Die Bakteriengemeinschaft dieses Bioreaktors ist gekennzeichnet durch
die Fiihigkeit, unter anaeroben Bedingungen Ammonium mit Nitrat als Elektronen
akzeptor zu oxidieren [130, 222] Ais Endprodukt dieses Prozesses entsteht molekula
rer Stickst.off. Die Oxidation von Ammonium war bisher nul' als aerober ProzeB be
kannt, der mit Sauerstoff als Elektroneuakzept.or durchgefiihrt wird uud dessen End
produkt Nitrat. ist (Nitrifikation). In Abwesenheit von Sauerstoff wird dann effizient
Nitrat als Elektronenakzeptor zu molekularem Stickstoll reduziert (Denitrifikation).
Die Bakteriengemeinschaft. des unt.ersuchten Bioreaktors ist offensichtlich in der Lage,
die vollstiindige Oxiclatcion von Ammonium zu N2 in Abhangigkeit von Nitrat. unter
anaeroben Beclingungen durchzufiihren [130, 222]. Dieser ProzeB kannte eine wichtige
Rolle bei der Behandlung von Abwasser spielen, urn Verunreinigungen durch Stick
stollverbindungen zu t·eduzieren. Bisher ist eine Isolierullg der dafiir verantwortlichen
Bakt.erienstalllm€ nicht. gelungen. Sulfatreduzierende Bakt.erien bilden eitlen Teil der
Bakteriengemeinschaft dieses Bioreaktors. Es wurde gezeigt., daB innerhalb der Bakte
riengemeinschaft Sulfat.reduktion stattfand, wenn der Elektronenakzeptor Nitrat ver
braucht war; sobald frisches Nitrat zugefiigt. wurde, stoppt.e die Sulfatreduktion [130]

Das illl Rahmen dieser Arbeit entwickelte Nachweissystem fiir sulfatreduzierende Bak
terien der Gattung Desulfovibrio wurde angewendet, um die genetische Diversitiit diesel'
Gruppe der Bakteriengemeinschaft zu untersuchen (Abschllitt 32.31). Es wurde ge
zeigt, daB die Zusammensetzung der nachweisbaren Desulfovib"io-Population nach In
kubation mit. vet'schiedenen Substrat.en iiber 20 Sunden konstant blieb (Abbildung 3.20).
Fiinf verschiedene Sequenzen des [NiFe] Hydrogenase-Gens wurden aus der Bakteri
engemeinschaft gewonnen. Der Vergleicb diesel' Sequenzen untereinander (Tabelle 3.1))
zeigt.e eine Identit.iit auf DNA-Ebene von 88-97,1)%. Die Identitiit del' abgeleiteten Ami
nosauresequenzen bet.ntg mehr als 90%. Solche geringen Unterschiede in den Sequen
zen von [NiFeJ Hydrogenase-Genfragmenten wurden ansonsten nul' fiir zwei Stiimme
der gleichen Spezies gefunden (Desulfovibrio vu.lgaris Miyazaki und DSM 644). Die
graBt.e Ahnlichkeit wiesen diese Sequenzen mit del' Sequenz des Stammes Desulfovi
brio sldfodism.utans auf. Die Sequenz K6SI) zeigte sogar 99,1 % Sequenzidentitat in der
Aminosiiureseqnenz mit dem entsprechenden Bereich des [NiFe] Hydrogenase-Gens von
Desulfovibrio sulfodismutans; das entspricht einer verandert.en Aminosaure. Anfgrund
del' geringen Sequenzunt.erschiede kann man verllluten, daB es sich bei den nachgewiese
nen Desulfovibrio-Populationen um Stiimme von Desulfovibrio sulfodis1Jwtalls handelt.

Del' St.amm Desu.lfouibrio sulfodismutans wurde von Bak und Pfennig aus Schlamm
eines SiiBwassergrabens in del' Nahe vou [(ol1stanz isoliert und beschrieben [11] Diesel'
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Sulfatreduzierer kann chemolithotroph durch die Disproportionierung von Thiosulfat
oder Sulfit zn Sulfat lllld Sulfid wachseu. Ais KohlenstofIquelie wird Acetal. fiir diesen
ProzeB benotigt. 1m Gegensatz zu anderen sulfatreduzierenden Bakterien wachst dieser
Stamm schneller durch die Disproportionierung von anorganischen Schwefelvet'bindun
gen als durch Sulfatreduktion. Er unterscheidet sich von den klassischen Desulfovibrio
spp. auch dadurch, daB er sehr langsam mit VVasserstoi'r als Energiequelle wachst und
Pyruvat nicht verwerten kann. Einige metabolische Eigenschaften von Desulfovibrio
sulfodis1lluta.ns sind in Tabelle 4.4 anfgefiihrt.

Zum Zeitpunkt der Probennahme exprimierte vermutlich keiner der nacbgewiesenen
Desllifovibrio-Stamme in dem Bioreaktor das [NiFe] Hydrogenase-Gen. In eillem der
vorhanclenen Sta.mme der Bakleriengemeinschaft fiihrte die Inknbation mit WasserstofI
zur Expression des Gens. Dieser Stamm unterschied sich offensichtlich in seinen phy
siologischen Fab igkeiten von den anderen Desulfovibrio-Stammen, obwohl die Sequenz
des [NiFe] Hydrogenase-Genfragments eine sebr hohe Ahnlichkeit zu diesen aufwies.
Aucb zeigte sie eine hohe Ahnlichkeit in der Aminosauresequenz zu der [NiFe] Hy
drogenase von Desllifovibl'io sll.lfodismutans (95,5% Identitat). Diese Sequenz, 1(6S8,
wies jedoch mit 86,9% eine groBere Ahnlichkeit zu Desll.lfovibrio frllctosovorans auf als
die anderen Sequenzen, die aus den PCR-Produkten des denitrifizierenden Bioreaktors
gewonnen wurden (Tabelle 3.6). Die [NiFe] Hydrogenase-Gensequenzen von Desulfo
vibrio sulfodismuta.n.l und Desulfovibrio fructosovomns wiesen auf Aminosaure-Ebene
eine Identitat von 84,8% auf Moglicherweise ist der zur Sequenz 1(6S8 gehorende Bak
terienstamm uaher mit Desulfovibrio fl'vclosovomns verwandt als mit Desulfovib"io
sulfodismutalls. 1m Gegensatz zu Desulfovibrio sllifodismllta.ns ist Deslllfovibl'io frueto
sovomns ein typischer Wasserstoffoxidierer. Del' Stamm ist auBerdem gekennzeichnet
durch die herausragende Fabigkeit, Fructose unter sulfatreduzierenden und sogar fer
mentativen Bedingungen als Energiequelle zu nutzen [145J. Er wurde aus dem Sediment
eines Astuars isoliert [82]. Einige metabolische Eigenschaften von Desllifovibrio fl'ucto
sovomns sind in Tabelle 4.4 aufgefiihrt.

Der HauptprozeB in dem untersuchten Bioreaktor betrifrt den Stickstoffin'eislauf Sul
fatreduktion fand innerhalb der Bakteriengemeinschaft des Bioreaktors nur statt, wenn
del' Elektronenakzeptor Nitrat verbraucht war [130]. Dieser inhibitorische Effekt von
Nitrat auf die Sulfatreduktion, wurde auch in 1~larschlammproben [81] uud in Reinkul
turen sulfat.reduzierender Bakt.erien [191] beobachtet. So stellt. sich die Frage, welche
Rolle spielt. die Populat.ion sulfat.rec!uzierenc!er Bakterien in einem denitrifizierenc!en
Bioreaktor? Und wie konkurriert. sie mit. den anc!eren Bakt.erien? St.ellen sulfatreduzie
rende Ba.kterien moglicherlVeise Substrate fiir die Ammoniumoxidat.iou zur Verfiigung?
Sind sie maBgeblich an diesem ProzeB bet.eiligt. oder sind sie nur Randeffekte?

Sulfatredllzierende Bakterien siud auch in den Stickstoffiueislauf involviert: Einige
Desulfovibrio spp. reduzieren Nitrat oder Nitrit als Elektronenakzeptor zu Ammo
nium [35, 99, 191]. Untersuchungen eines Isolats aus Bodenproben eines Reisfeldes,
Desulfovibrio desulfurica.ns C4S, zeigten, daB dieser Stamm eine sehr bohe Affinitat zu
Nitrat hat. und in hohen Zellzahlen in Bodenproben eines Reisfeldes vorhanden war
[35]. Daher wurde vermntet, daB diesel' Stamm eine wichtige Rolle als Nitratreduzierer
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an diesell1 Standort spielen kannte. Die lelentifizierung del' Desulfovibrio-Stiimll1e in
del' Bakteriellgemeinschaft des denitrif1zierenelen Bioreaktors basierend auf dem [NiFe]
Hydrogenase-Gen zeigte, daB die lla.chsten Verwandten Desulfovibrio su.lfodismutans
unel Desu.lfovibrio fr'uctosovorans waren, Beiele Bakterienstiimme sind nicht in del' Lage
Nitrat zu reduzieren [11, 145] IVlaglicherweise wurde diese Fiihigkeit allerdings falsch
eingeschiitzt. Dalsgaard und Bak [35] zeigten, daB die Fiihigkeit sulfatreduzierender
Bakterien, Nitrat zu reduzieren wahrscheinlich unterschiitzt wurde, da die verwende
teten Medien Sulfld enthielten Snlfid hell1mt in einer !(onzentration von 0,1 mM die

Nitratreduktion in slilfatreduzierenden Bakterien [35], In dem zufliel3enden Abwassser
des nntersnchten Bioreaktors wnrde Sulfid ill I<onzentrationen von mehr als 2 mM
nachgewiesen [1:30], Unter diesen Bedingungen erscheint es unwahrscheinlich, daB die
uachgewiesenen Desu.lfovibrio-Stiimme in dem Bioreaktor Nitrat reduzieren und an
dem StickstoJhnetabolisll1us direkt beteiligt sind.

Es ist bekannt, c1al3 betriichtliche Poplilationen slilfatreduzierender Bakterien ill anaero
ben Habitaten wie Abwasseralliagen auch unter nicht-sulfatreduzierenclen Bedingungen
aufrechterhalten werden [142]. Dies geschieht d urcll Fermentationsprozesse und erkliirt
wahrscheinlich auch das Uberleben von Desulfovibrio spp, in clem c1enitrifizierenden

Bioreaktor: Desulfovibrio fructosovorans kann beispielsweise eine R.eihe von organischen
I<ohlenstoffverbilldullgen fermentieren [145] Zuclem kann diesel' Bakterienstamm ak
tivam "interspecies hydrogen transfer" teilnehmen, sowobl als Wasserstotfoxidierer mit
syntrophen Bakterien als auch als Wasserstoffproduzierer mit ll1ethanogenen Bakteri
en [31,82]. Desulfovibrio su.lfodismutans kann sogar clie anorganischen Substrate Sulfit
odeI' Thiosulfat zu SlIlfat und Sulfid ferll1entieren [11] Die Tatsache, daB ZUlll Zeit
pnnkt del' Probennahme keiner del' naebgewiesenen Desulfovib,.io-Stiimme das [NiECe]
Hydogenase-Gen exprimlerte, liil3t clarauf schliel3en, clal3 die Populationen Zll diesem
Zeitpunkt wedel' durch Snlfat- und vermlltlich aueh nieht dureh Nitrat- odeI' Nitritre
duktion wuchsen, deun diese Prozel3e erfordern die Aktivitiit del' [NiFe] Hydrogenase.

Meiues Wissens wurde bisher nicht untersucbt, ob das [NiFe] Hydrogenase-Gen expri
llliert wircl, wenn Desulfovibrio spp, ferlllentativ leben. Daher kann nieht ausgesehlossen
werden, daB die nachgewiesellen Stamme zum Zeitpunkt cler Probennahme durch Fer
mentationsreaktionen llletaboliseh akt.iv waren. Kriimer llnd Cypionka [98] zeigt.en, daB
das Wachstum sulfat.recluzierender Bakt.erieu mit Thiosllifat odeI' Sllifit zu elner 3-10

fachen Zunahme cler Hydrogenase-Aktivitiit fiihrt. lnwieweit die [NiFe] Hydrogenase
dabei involviert ist, ist nieht. bekannt. Angenomlllen die Desulfovibrio-Poplllat.ion war
zum Zeitpunkt del' Probenllahme t.atsiiehlieh nicht aktiv, so zeigte doeh die !ndukt.ion
del' Expression des [NiFe] Hydrogenase-Gens d ureh Wasserst.ofl', daB diese Bakt.erien
populationen rasch auf weehselnde Umweltbeclingungen t'eagieren kannen und Elektro
nendonatoren nutzen, sobald diese zur Verfiigung stehen. Daher ist anzunehlllen, daB
die Desulfovibrio spp. in dem denitrifizierenden Bioreaktor zu ancleren Zeitpunkten
aktiv sind.

Del' denitrifizlerende Bioreaktor ist vennutlieh ein "ext.remer" Standort fiil' sulfatredu
zierende Bakterien, in clem sie mit. anderen Bakterien zwar nieht Ulll Sulfat, abel' lllll

Elektronendonatol'en konkUlTieren miissen. Trotz del' geringen Diversitiit. des [NiFe]
Hydrogenase-Gens del' nachweisbaren Poplllat.ionen det' Gat.tung Desu.lfovibl'io besit-
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zen diese vermutlich unterschiedliche physiologische Fahigkeiten.
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4.3.2 Desulfovibrio spp. in einel1l l1lethanogenen Bioreaktor

In anaeroben Biotopen leben sulfatreduzierende Bakterien in enger Assoziation mit
methanogenen Bakterien und ferlllentativen Bakterien [199]. Eine solche Bakterienge
meinschaft findet man anch in methanogenen Bioreaktoren, die zur Behandlung von
Abwassern verwendet werden [148]. Die Methanbildung erfolgt prinzipipiell in drei
Schritten: Fermentation organischer Su bstrate, Acetogenese (Bildllng von Acetal.) und
Methanogenese. Desulfovib7'io spp. konnen in anaeroben Bioreaktoren als sulfatredu
zierende Bakterien fungieren, wenn die Sulfatkonzentration hoch ist. Sie bauen Fer
mentationsprodukte wie Laktat zu Acetal. und CO2 ab und stell en so Substrate fur
die methanogenen Bakterien zur Verfiigung. Andererseits konkurrieren sie mit diesen
Bakterien um den Elektronendonator Wasserstoff. 1st die Sulfatkonzentration gering,
sind sie fahig, fermentativ oder in syntropher Assoziation mit methanogenen Bakterien
zu wachsen.

Die Desulfouibrio-Population eines experimentellen methanogenen Biol'eaktors wul'de
untersucht (Abschnitt 3.2.3.2). Diesel' Reaktor wird mit Abwasser aus einer Backerhefe
pl'oduktionsanlage gespeist, das eine hohe Sulfatkonzentration aufweist [130]. Besonders
intel'essant ist diesel' Reaktor, da das abflieBende Abwasser in den oben beschriebe
nen denitrifizierenden Bioreakt.or flieBt. Beide Bioreaktoren unterscheiden sich in den
stattfindenden lllikrobiellen Prozessen: Anaerobe Ammoniullloxidation bzw. l\Ilethan
bildung. Wie wird dadurch die Desulfovibrio-Population beeinfluBt?

Physiologisch unterschiedliche Typen sulfatreduziel'ender Bakterien konnten in SiiBwas
sermedium fiir sulfatreduzierende Bakterien, das mit SchlamllJ aus dem methanogenen
Bioreaktor beimpft wurde, leicht angereichel't werden (Abschnitt 3.2.3.2). Dem Me
dium wurden verschiedene organische Energiequellen bzw. Wassel'stofl' zugesetzt. Die
Vel'wertung von Pl'opionat wies auf das Vorhandeusein von Desulfobulbus spp. hin,
wahrend c1ie Verwertung von Laktat uud Wasserstoff c1ie selektive Alll'eicherung von
Desulfovibrio spp. anzeigte [251]. Desulfovibrio spp. wllrden in den Anreicherungen
mit Laktat und Wasserstoff zllsatzlich ii ber die spezifische Amplifikation des [NiFeJ
Hydrogenase-Gens nachgewiesen (Abbilcillng 3.21). Anreicherungskllituren mit Acetal.
zeigten auch nacll 9 Tagen lnkubation keine Sulfidprocluktion. Dies kann c1arauf hin
weisen, daB Acetat-oxidierende Sulfatr'ed uzierer keine groBe R.olle in dem untersuchten
Bioreaktor spielen. Diese Sulfatreduzierer konkurrieren mit methanogenen Baktel'ien
tltll das Substl'at Acetat. Eine hohel'e Affinitat zu Acetal. favorisiert moglicherweise das
Wachstum methanogener Bakterien in dem Biol'eaktol' [148] Denkbar ist. auch, daB
das fiir die Anreicherungen verwendete Medium fiir Acetat-oxidierende Sulfatreduzie
rer nicht geeignet war. Acetal. kaun von sulfatreduzierenden Bakterien del' Gattung
Desulfobacter und Desulfobacterium komplett oxidiert werden. Diese Bakterienstamme
sind jedoch typische Brack- und Salzwasserstamme, die hohe I(onzentl'ationen an NaCl
(> 150 mM) und Mg (> 5 ml\ll) fiir ein optimales Wachstum benobgen. Solche hohen
Salzkonzentrationen waren in dem verwendeteten Medium nicht gegeben.
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Die Desuljo'Uibl'io-Populatioueu in dem Bioreaktor uud in den Anreicheruugen mit
Laktat wurdeu weitergehend uutersucht. Aus DNA- und RNA-Praparationen diesel'
Proben wurden [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente amplifiziert und in denaturierenden
Gradieuteugelen analysiert (Abbildung 3.21). Del' Vergleich del' Elektrophoresemnster
del' PCR-Produkte ausgehend von ON A-Sequenzen zeigte gravierende Unterschiede in
Proben, die direkt aus dem Bioreaktor gewonnen wurden, und Proben, aus den An
reicherungskulturen mit Laktat. In den Laktatanreicherungen tauchten PCR-Produkte
von Desu.ljovibrio spp. auf, die in del' Original probe nicht nachweisbar waren. Dies weist
auf ei ne Veranderung del' Zusammensetzung del' Lebensgemeinsch aft d ul'ch den 1\ u1
tivierungsprozeB und die damit verbundene Veranderuug del' Wachstumsbedingungen
hiu Die angefuhrten Ergebnisse zeigen ein weiteres Beispiel dafiir, daB die Struktur
einer mihobiellen Lebensgemeinschaft mit knlt.ivieruugsabhangigen Techuikeu mogli
cherweise nicht adaquat aufgezeigt werden kann, da durch die verwenclet.eten Meclien
bestimmte Bakterieugmppen selektiv angereichert werden. Die Untersuchung del' Po
pulationszusammensetzung mit lllolekularbiologischen Methoclen bietet die Moglieh
keit diese Vel'schiebungen wahrend del' Anreieherung und Isolierung von Bakterien zu
verfolgen. Dies wurde ebenfalls elegant mit Hilfe del' in situ Hybriclisierung ganzer
Zellen demonst.riert: Wagner et al. [241] nntersuchten beispielsweise Belebtschlamm
proben unci zeigten clurch den Einsatz 16S rRN A-geriehteter Oligonukleotidsonden die
Unzulanglichkeit von kultivierungsabhangigen Methoden auf, die Strnktur diesel' mi
krobiellen Gemeinschaft zu erfassen.

1m Gegensatz zu dem deuitnfizierenden Bioreaktor wurde das [NiFe] Hydrogenase
Gen del' nacbgewiesenen DesuJjovibr'io spp. zum Zeitpllnkt del' Probennahme in dem
methanogenen Bioreaktor exprimiert. Die zugehorigen Bakterienstamme waren dem
naeh metabolisch aktiv. [NiFe] Hyciogel1ase-mRNA-Seqllenzen wurdeu aueh in den An
reieheruugen nacbgewiesen llnd gelelektrophoretisch analysiert. Die Verauclerung del'
Desuljollibrio-Population im Verlanf des Anreieherungsprozesses zeigte sich auch in
Unterscbieden im Elektrophoresemnster del' amplifizierten RNA-Sequenzen. Auf del'
lllRNA-Ebene war (lie Reaktion del' Desuljollibrio-Population auf die Anderung del'
Wachstumsbeciingnngen allerclings schou erkennbar, bevor clie Andernngen del' Po
pulationszllsamlllensetzung auf DNA-Ebene sichtbar wurclen (Abbildnng 3.21). Unter
schiecle in den Elekt.rophoresemllstern von DNA-Amplifikaten unci mRNA-Amplifikat.en
einer Umweltprobe, die zum gleiehen Zeitpnnkt genommen wurde, konnen elemnach auf
eine Andernng del' Umweltbeelingungen an einem Standort hinweisen.

Die ermittelteu Sequenzen von PCR-Produkten des denitrifizierenden Bioreaktors und
von Bakterienisolat.en des methanogenen Bioreaktors ergaben, dall Sequenzen, elie elie
gleiche Position in denaturierenden Gradientengelen einnahmen, auch eine identisehe
Nukleotidsequenz aufwiesen. Ans dem DGGE-Muster von amplifizierten [NiFe] Hyclro
genase-Sequenzen des methanogenen Bioreaktors wnrden die Sequenzen von vier Ban
den ermit.telt (Abschnitt 3.3.4). Zwei del' sequenzierten PCR-Produkte nahmen die glei
ehe Position im denaturierenden Gradientengel ein und zeigten ebenso eine identische
Sequenz ([--:5S12 und 1\5S14). Daher wurde davon ausgegangen, dall gleich positionierte
Banden des metbanogenen Biorea.ktors, die im DGGE-Muster eine identische Sequenz
allfwiesen, den gleiehen Bakterienstamm reprasentierten. Die Sequenz ](5S12/14 fand
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sich in del' Originalprobe und in den friihen Anreicherungen auf Laktat (Abbildung
3.21). In del' 4. Passage del' Anreicherung trat sie irn DGGE-Muster nicht mehr auf
(Abbildung 3.22). Eine weitere Sequenz, K5S18, wurde ausschlieBlich in del' Original
probe und nicht in den Anreicherungen gefunden. Die Sequenzen K5S12/14 und 1<:5S18
wiesen nntereinander eine hohe Identitat auf (91,7% auf DNA-Ebene) und zeigten die
hochste Ahnlichkeit mit Seqllenzen von Desulfovibrio sulfodismutans (98,2 und 92,4%)
und Desulfovibrio fnlctosovomns (85,5 und82,2%). Die abgeleitete Aminosanresequenz
von 1<5S12/14 war identisch mit del' Sequenz 1(6S6 aus dem denitrifizierenden Bioreak
tor, auf DNA Ebene unterschieden sich die beiden Sequenzen nul' in einem Nukleotid
(99,7% Identitat). Die Sequenz [(5S18 zeigte mit 96% Identitat die groBte Ahnlichkeit
zu del' Sequenz 1(6S-l des denitrifizierenden Bioreaktors. Nahezu identische Desulfovi
brio-Populationen wurden demnach sowohl in dem c!enitrifizierenden als auch in dem
methanogenen Bioreaktor nacbgewiesen.

Desweiteren wurde eine Bande des DGGE-Musters sequenziert., clie in den Laktatanrei
cherungen auftauchte und in del' Originalprobe nicht nachweis bar war. Diese Sequenz,
K5S5, zeigte eine wesentlich geringere Ahnlichkeit zu den anderen Sequenzen des me
thanogenen Bioreaktors und nul' 76,5% ldentitat zu del' Sequenz von Desulfovibrio
sttlfodismutans unci 78,7% ldentitat zu del' Sequenz von Desulfovibrio fructosovomns.
Sie war am ahnlichsten zu del' [NiFe] Hydrogenase-Sequenz von Desulfovibrio baculatus
DSM 2555 (87,7% Identitat auf DNA-Ebene und 93,3% Identitat fiir die abgeleitete
Aminosauresequenz). Aufgrund del' hohen Ahnlichkeitswerte konnten diese Sequenzen
zur Spezies Desulfovibrio baculatuJ gehoren. Del' Stamm DeJulfovibrio ba.culatus DSM
2555 ist ein marines Isolat aus Sedimentproben des Ems-Dollard-Astuars [104, 105]. Ei
nige physiologische Fahigkeiten von DeJulfovibrio baculatus, Desu.lfovibrio sttlfodisrllu
tans und Desulfovibrio fructosovomns sind in Tabelle 4.4 aufgefiihrt. Betrachtet man
die Fahigkeiten von Desulfovibl"io baculatus und Desulfovibrio Julfodismutans, kann
man spekulieren, daB Stalllme ahnlich zu Desulfovibrio baculatus schneller auf Laktat
Sulfat-Mediulll wachsen konnen, denn Stiimme ahnlich zu Desulfovibrio su.lfodismutans
konservieren Energie bevorzugt aus del' Disproportionierung von Thiosulfat und Sulfid
und wachsen langsamer durch Sulfatreduktion verglichen mit klassischen Sllifatredu
zierern [11]' So kann man erklaren, daB mit dem verwencleten Laktat-Sllifat-Medium
selektiv Desulfovibrio baculo.tus-~.hnliche Stamme kultiviert wurclen. Dies ist ein Hin
weis darauf, claB Desulfovibrio-Stamme, die ahnliche [NiFe] Hydrogenase-Sequenzen
allfweisen, auch ahnliche physiologische EigenschaJten besitzen.

Die Tatsache, daB Desulfovibrio baculatus-ahnliche Bal,terienstamme in Proben, die
direkt aus clem methanogenen Bioreaktor entnommen wurclen, wedel' aktiv noch nach
weisbar waren, laBt darauf schlieBen, claB die Umweltbeclingungen fiir diese Bakteri
ensta1l1me zum Zeitpunkt del' Probennahme nicht optimal wareu. Desulfovibl-io bo.
cula.tus-ahnliche Bakterienstarnme wuchsen abel' relativ schnell nach Veranderung del'
Umweltbedingungen. Moglicherweise haben sie eine besonclere Uberlebellsstrategie ent
wickelt. Man nimmt an, claB sulfatreduzierende Bakterien im allgemeinen nicht sehr
fest an Schlammpartikel binden und so durch Auswascbung iu relativ geringen Dich
ten in lllethanogenen Bioreaktol'en gehalten werden [250]. 1m Gegellsatz zu anderen
sulfatreduzierenden Bakterien zeichnet sich Desu.lfouibl"io baculatus DSM 2555 durch
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Tabelle 4.4: Physiologische Eigenschaften von Deslllfovibrio sulfodisnwtans, De.wlfo
vibrio frllctosovorans und Desulfovibrio baculatus DSM 2555. Diese Bakterienstamme
wiesen [NiFe] Hydrogeuase-Sequenzen auf, die sehr ahnlich zu den Sequenzen waren, die
aus einem e1enitrifizierenden bzw. einem methanogenen Biorea.ktor ermittelt wurelen.

Substrata D. sulfodismutans b D. frllctosovorans' D. baculatus"

In Gegenwart von Sulfat
H 2 , CO2 und Acetat
Formiat und Aceta.t
Acetat
Propionat
Butyrat
Pyru va.t
Laktat
Succinat
Fumarat
Malat
Ethanol
Glycerol
Cholin
Fructose

In Abwesenheit von Sulfat:
Pyru vat
Laktat

Als Elektronenakzeptor:
Elementarer Schwefel

Nitrat

(1+, V\!achstum; (+), langsames, gerillges 'A'acllstum;~) kein "Vachsium; nb, nicht berichtet
'Ergebnisse aus Bak Lind Pfenning [ll]
'Ergebnisse aLis Ollivi,r e\. al. [1-15]
dErgebnisse aLis Laanbroek und Pfennig [104]

die Fahigkeit aLIS, daB sich hungernde Zellen an Partikel anheften [105] Moglicherweise
wird so das Uberleben eI ieser Bakterienpopulation (und auch del' anderen Desulfovibrio
Populationen) gesichert. Untersuchungen an Desulfouibrio deslllfuricans [58] zeigten,
daB unter optimalen I(onzentrat,ionen an Laktat und Sulfat eine Adhasion del' Bakte
rienzellen an Partikel zu einer geringeren Aktivitat (Sulfatrednktion) del' Bakterienpo
pulation fiihrte im Vergleich zu freilebenden Bakterienzellen Unter laktatreichen und
sulfatarmen Beclingungen war e1ie Aktivitat Partikel-assoziierter Bakterienzellen hoher
als die del' freilebenden Zellen und unter sulfatreichen und laktatarmen Bedingungen
zeigten sich keine Unterschiede in del' bakteriellen Aktivitat. Diese Ergebnisse demon
strieren, c1aB Partikel-assoziierte sulfatreduzierencle Bakterien gegeniiber freilebenden
Bakterien unter limitierenden Sulfatkonzentrationen eillen Vorteil habell. Solche Bedin
gungen herrschten moglicherweise auch in dem untersuchten methanogenen Bioreaktor
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Das [NiFe] Hydrogenase-Genfragment von sieben Bakterienisolaten aus Anreicherun
gen mit Laktat wurde ebenfalls sequenziert. Es wurne gezeigt, daB zwei verschiedene
Bakterientypen (K5TypA und K5TypB) isoliert wurden, cleren [NiFe] Hyclrogenase
Genfragmente 98,7% Iclentitat aufwiesen. Erstaunlieherweise war keine cler ermittelten
Sequenzen identiseh zu cler Sequenz K5S5; 31 bzw. 29 Nukleoticle waren untersehied
Iieh. Damus kann man sehlieBen, daB eine natiirliehe Desuljovibrio-Population aus vie
len sehr ahnliehen Bakterienstammen besteht, die an die Umweltbedingungen speziell
angepaBt sind und unter giinstigen Bedingungen waehsen. Denkbar ist aueh, daB sieh
die Bakterienstamme kontinuierlich durch wechselnde Umweltbedingungen andel'll unci
an cliese anpassen, bis cler genetisehe Pool verarmt ist unci clie Evolutionsgeschwinclig
keit claclurch herabgesetzt wircl. Dies wiircle eine hohe Evolutionsgesehwincligkeit zu
Beginn cler Diversifizierung voraussetzen, die bisher nicht gefunclen wurde. Fiir Protein
codierencle Gene wircl derzeit eine clurehsehnittliche Substitutionsrate von 0,7-0,8% pro
1 Million Jahre postuliert [139]

Die [NiFe] Hydrogenase-Sequenzen, clie aus cler Originalprobe des methanogenen Bio
[·eaktors gewonnen wurden, waren ebenso wie die Sequenzen des denitrifizierenden Bio
reaktors clureh eine geringe Diversitat gekennzeiehnet. Sie zeigten untereinander eine
hahere lclentitat als del' hachste Wert, cler fiir zwei Desulfovibrio-Stamme cler glei
chen Spezies gefunclen wurcle. Es ist unwahseheinlich, claB Felder unci Artefakte cler
PCR fiir diese geringen Sequenzuntersehiecle verantwortlieh sincl, da die hachste Feh
lerrate, die fiir clie Taq Polymerase berichtet wurcle (1 in 400 nach :30 PCR-Zyklen)
[185], clafiir nieht ausreicht. Unwahrscheinlich ist auch clie Annahme, daB clie Sequenz
unterschiecle die genetische Variabilitat verschiedener [NiFe] Hyclrogenase-Operone ei
ner Spezies wiclerspiegeln, cia zum einen fiir aile untersuehten Reinkulturen eincleutige
Sequenzen des [NiFe] Hydrogenase-Gens bestimmt werden konuten und zum ande
ren Bakterienstamme aus dem methanogenen Bioreaktor isoliert wurden, deren [NiFe]
Hydrogenase-Genfragmente ebenfalls eine sehr hohe ldentitat (99%) aufwiesen. In einer
vergleichbaren Stuclie wurden Nz-fixierende Bakterienstamme, die man in phylogene
tisch unterschiedlichen Bakteriengruppen finclet, in del' Reisrhizosphare clurch clie spe
zifisehe Amplifikation eines nifD (Nitrogenase)-Genfragments nachgewiesen und iiber
die Sequenzierung del' PCR-Produkte identifiziert [220J Die Autoren clieser Stuclie fan
den verschieclene Cluster von Sequenzen. Innerhalb cler Cluster befanclen sieh Sequen
zen, die clurch sehr geringe Unterschiecle gekennzeichnet waren. Die Autoren schlossen
claraus, ciaO die genetische Variabilitat innerhalb del' Cluster, die Coexistenz vieleI'
eng verwandter Bakterienlinien innerhalb del' diazotrophen Bakteriengemeinschaft cler
Reiswurzeln anzeigt. Cluster von sehr ahnlichen Sequenzen (> 99% Sequenziclentitat)
wurden auch in Untersuchungen von 16S rRNA-Sequenzen in Umweltproben gefunclen
[51, 65]. Do, die ribosomale RNA clurch mehrere Operone in einem Bakterienstamm
cocliert werden kann und diese genetisehe Variabilitat zeigen [26, 27], kann nieht allsge
sehlossen werden, claB cliese nahezu identischen 16S rRNA-Sequenzen von clem gleichen
Organismentyp stammen.

Fiir die Bakteriengemeinschaft des methanogenen Bioreaktors wurcle gezeigt, daB das
genetische Potential cler Desu1fovibl'io-Population graOer ist, als clllreh die in cler Origi
nalprobe nachweisbaren Bakterienstamme zllnachst ersichtlich war. Die Anreicherung
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und Isolierung von Bakterien ergaben, daB neben den nachweisbaren Desulfovibrio
Stammen noch eine Reihe anclerer, vermutlich eng verwandter Desulfovibrio-Stamme
in dem Bioreakt.or vorhanden waren. Das Vorhandensein diesel' Stiimme weist. auf ei
ne graBere genet.ische (16,6-98,7%) unci wahrscheinlich auch physiologlsche Diversitat
del' Desulfovibrio-Population an diesem Standort hin. Die Reaktion von Desulfovibrio
St.ammen in mikrobiellen Gemeinschaften auf veranderte Umweltbeclingungen kann
mit del' beschriebenen 1l10leknlarbiologischen Herangehensweise anfgezeigt werden. So
fiihrte die Inkubation von Schlammproben des denit.rifizierenden Bioreaktors mit Was
serst.oR" zur Expression des [NiFe] Hydrogenase-Gens eines Desu.lfovibrio-Stammes, nud
die lnkubation von Scblammproben des methanogenen Bioreaktors in Laktat-Sllifat.
Medium resultierte sogar in einer A.nderung del' Zusammensetzung del' Desulfovibrio
Population. Untersuchungen del' Expressionsl1lust.er des [NiFe] Hydrogenase-Gens lie
Ben dabei die strukturelle A.nderung del' Population bereits erkennen, bevor diese sich
auf DNA-Ebene wieclerl"and.

IVlolekulal'biologische Chal'akterisierung sulfatreduziel'ender Bakte
den del' Gattung Desulfovib7'io

• Die spezifische Amplifikation von [NiFe] Hydrogenase-Genfragmenten mit
tels PCR zeigt das Vol'llandensein von Desulfovibrio spp. in Umweltproben
auf.

• Die sequenzabhiingige gelelektropboretische A uftrennllng del' PCR
Produkte, z. B. iiber DGGE, erlaubt die Unterscheidung verscbiedener Bak
terienstiimme.

• Del' Nachweis VOIl [NiFe] Hydrogenase-Genexpression in Umweltproben ist.
mit.tels RT-PCR. maglich.

• Die DGGE Analyse del' RT-PCR.-amplifizierten mRNA zeigt met.abolisch
aktive Desulfovibrio spp. in Umweltproben auf.

• Die vergleichencle Seqnenzanalyse von [NiFe] Hydrogenase-Sequenzen ver
hilft zur ldentifizierung del' nachgewiesenen Desulfovibrio spp.



44 !-:OIVlPLEXE NATURLlCHE J\lIII-:ROBENGEIlfEINSCHAFTEN 145

4.4 Komplexe natiirliche Mikrobengemeinschaften

Sulfatreduzierende Bakterien wurden in kOlllplexen natiirliehen Illikrobiellen Lebens
gemeinsehaften Illolekulargenetiseh eharakterisiert. Neben Desulfovibl'io spp. wurden
aueh andere Bakterienpopulationen erfaSt. Die Analyse del' Umweltproben erstreekte
sieh auf eubakterielle 16S rRNA-Sequenzen, und 16S rRNA-geriehtete Oligonukleotid
son den fiir Bakterien del' o-Proteobakterien unci del' vollstanclig oxidierenclen Sulfat
reduzierer wurden verwendet. Ungliicklicherweise konnten mit einer spezifischen 16S
rR.N A-geriehteten Sonde fur die Gattung Desu.lfovibl'io keine zuverlassigen Ergebnisse
erzielt werden. Dies ist bedauerlieh, da so ein Vergleieh naehweisbarer De.w.lfovibrio
Populationen basierend auf 16S rRN A-Sequenzen und [NiFe] Hydrogenase-Gensequen
zen nicht moglieh war. Die Resultate del' durehgefuhrten Untersuchungen wurden teil
weise bereits illl Kapitel Ergebnisse unter Absehnitt. 3.4 diskubert. In den folgenden
Abschnitten werden die Ergebnisse zusammenfassend und vergleichend erlautert und
neue Aspekte, die bisher nieht angesproehen wurden, aufgegriJlen.

4.4.1 Marine Wassersaulen

Die vertikale Verteilung von sulfatrecluzierenden Bakterien und speziell Desulfovibl'io
Stammen wurde in zwei Meeresbecken untersueht: Mariager Fjord, Danemark, eine
stratifizierte Wassersaule im gemaSigten Klima und Golfo Dulce, Costa Rica, ein teil
weise anoxisches Meeresbeeken in den Tropen. Diese Standorte unterseheiden sieh nieht
nul' aufgrund des Klimas, sondei'll aueh ill del' vertikalen ehemisehen Zonierung. Ma
riager Fjorcl ist fast permaneut in einen oxisehen und einen anoxischen \'Vasserkorper
geteilt und bildet eine Chemokline, in del' gleiehzeitig geringe Mengen an Sauerstoff
unci Schwefelwasserstoff auftreten [128, 167]' Del' Golfo Dulce hingegen zeigt keine
Chemokline. Die Wassertiefen, in denen Sauerstoff versehwinclet unci Sulfid auftaueht,
sind uber mehr als 100 m voneinander getrennt [173, 215]. Del' Austausch von tieferen
Wasserschiehten ist im Golfo Dulce vermutlieh haufig, da die Pyenokline oberhalb einer
Sehwelle Iiegt, clie den Wasserkorper del' Bucllt yom offenen Meer trennt [215].

Unterschiede zeigten sieh dementspl'echencl in del' vertikalen Verteilung del' Bakteri
enpopulabonen. Die Gesamt-Zellzahlen waren im Mariager Fjord innerhalb del' Was
sersaule nahezu konstant (10 6 Zelleu/ml) [167]. 1m Golfo Dulce hingegen enthielt das
Oberflaehenwasser mehr Zellen (lOG Zellen/ml) als die tieferliegeuden Wassersehichten
(105 Zellen/ml). Insgesamt waren die Zellzahlen im Golfo Dulce geringer als im Maria
gel' Fjord (Dr N. B. Ramsing, mlindliche Mitteilung). Diese Untersehiede spiegel ten
sieh in del' Ausbeute an Nukleinsauren aus Wasserproben wider

Sulfatreduzierende Bakterienpopulationen in del' Wassersaule des Mariager Fjords wur
clen iiber die DGGE Analyse von amplifizierten 16S rRNA- unci I'D A-Sequenzeu uud
ansehlieBende Hy bridisierungen mit spezifisehen 16S rRN A-geriehteten Oligonukleo
tidsonclen (Absehnitt 3.4.1, [212]), durcll in situ Hybridisierungen ganzer Zellen [167)'
sowie MPN-Zahlungen [212] eharakterisiert. Zusammenfassencl ergab sich folgendes,
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einheitliehes Bild Sulfatreduzierende Bakterien del' o-Proteobakterien wurden haupt
saehlich in den Wasserschichten innerhalb und unterhalb del' Chemokline gefunden.
Vollstandig-oxidierende (Acetat-verwertende) sulfatreduzierende Bakterien bildeten ei
nen Teil del' gesamten sulfatreduzierenden Bakterienpopnlation in del' Wassersaule, wa

ren jedoch auf die anoxischen Wasserschichten beschrankt. Laut Ramsing et al. [167]
konnte dies da,rauf zuriickgefiihrt werden, daB die meisten diesel' Bakterien nicht be
weglich sind, Quantitative MPN-Bestimmungen kultivierbarer Bakterien [212] sowie
Zellzahlungen nach in situ Hybridisierung mit 16S rRNA-gerichteten Oligonukleotid

sonden [167J zeigten eine Zunahme del' snlfatreduzierenden Bakterien mit zunehmen
del' Wassertiefe an. Diese vertikale Verteilnng sulfatred uzierender Bakterien war auch
anhand del' Southem Blots amplifizierter lGS I-RNA-Sequellzell, die mit den Sonden
SRB385 und Db804 hybridisiert wllrdell, ablesbar: Eine Zunahme del' Hybridisierungs
intensitiiten, d. h. del' 113S rRNA-Sequenzeu sulfatreduzierender Bakterien, wlll'de in
den Proben mit Zll nehmender Wassertiefe beobachtet nnd zeigte die ZUllahme del' zu
gehorigen Bakterienpclpulationen an.

Die kontinuierlichen Gradienten del' rhemischen Bedingungen in del' Wassersaule vom
Mariager Pjord [113/] spiegelten sich iu den 11l1terschiedlichen Bakterienpopulationen,
wie sie durch die DGGE Analyse aufgezeigt wlll'den, wider (Abbildung 325) In del'
Cheillokline standen eine Vielzahl von Elektronenakzeptoren nnd -donatOl'en zur Ver

fiignng, wie 0", Sulfid, elementarer Schwefel, Sulfat, Nitrat, Ammonium sowie oxidierte
und reduzierte Pormen von Mangan und Eisen [167J, Dies steht in Einklang mit del'
hohen rRNA-Ausbeute aus Proben del' Chemokline und weist auf eille hohe bakterielle
Aktivitiit hin, Del' Vergleich del' DGGE Analyse von 16S rRNA-Sequenzen, die aus
DNA und RNA gewonnen wurden, zeigte in del' Chemokline eine interessante rRNA
reiche und daher wahrscbeinlich hochaktive Population eines o-Proteobakteriums an.
Die Analyse del' Nukleotidsequenz erlaubte keine Znordnung zu einer del' bekannten
Gattungen von sulfatreduzierenden Bakterien [212]. Auch wurden keine ahnlichen Bak

terienstamme in IVIPN-Kulturen gefllndE'1l [212] Die Physiologie diesel' neuen, nnter den
gewahlten Bedingullgell Ilieht kultivierharen Bakterienpopulation ist llnbekannt und
kann nut' durch die Isolierung des Bakterienstalllmes ermittelt werden, Die cbemische
Zonierung illnerhalb del' Chemokline [167] sowie die physiologischen Eigenschaften del'
Mitglieder del' 6-Proteobakterien [37,45, 118, 120, J91] weisen auf eine Vielzahl von
IVloghchkeiten hin: Die Bakterienpoplliation konnte an cler Umsetzung von Metallen,
StickstoiT odeI' tatsachlich Schwefelverbindllngen beteiligt sein [212].

Sulfatrecluzierende Bakterien del' Gattung Desulfovibrio wUl'den anhand del' [NiFe]
Hydrogenase-Genfragmente ausschlieBlich illl Tiefenwasser des Mariager Fjords detek
tiert (Abscbnitt 34.1.3). Fiir diese Wasserschicht wurden die hocbsten Zellzahlen kul
tivierbarer sulfatreduzierellder Bakterien iiber MPN-Bestimmungen ermittelt (102 Zel
len/ml) [212]. Die Bakterien wllrden mit Laktat-Sulfat-Mediulll allgezogen, das selektiv
ZitI' Anreicherllng von Desulfovibrio spp, verwenclet wird [251]. Die genetiscbe Diversitat
del' Desulfovibrio-Poplliation kOllnte iiber die DGGE Analyse del' amplifizierten [NiFe]
Hydrogenase-Genfragmente nicht bestimmt werden, da das resllitierende Elektropho
resemuster keine distinkten Banden zeigte. Moglicherweise waren die denaturierenden
Bedingungen im Gel nicht optimal auf das Schmelzverhalten diesel' DNA-Fraglllente
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abgestinllnt. Offensichtlieh kamen hier andere Desu.lfol1ibrio-Stamme Val' als in den
bisher untersnchten Umweltproben und Reinkulturen.

Eine Expression des [NiFe] Hydrogenase-Gens konnte fiir diese Desulfol1ibr'io-Population
zum Zeitpunkt del' Probennahme nieht anfgezeigt werden. Ob die Population tatsachlieh
nieht aktiv war, kann nieht eindeutig geklart werden. Denkbar ist, daB die [NiFe]
Hydrogenase-mRNA wahreud del' Probennahme bzw. del' Extraktion del' Nukleinsau
ren abgebaut wurde odeI' daB del' spezifisehe mRNA-Gehalt im Verhaltnis zur gesam
ten lllRNA in diesel' komplexen LebensgemeinsehaJt sehr gering war und dadureh un
terhalb del' Naehweisgrenze lag. Andererseits lagen die Sulfatreduktionsraten im Tie
fenwasser ebenfalls unterbalb del' Naehweisgrenze [167]. Um das Potential del' [NiFe]
Hydrogenase-Genexpression diesel' Bakterienpopulationen aufzuzeigen, ware eine Inku
bat,ion del' Umweltproben mit verschiedenen Substraten sinnvoll, wie sie fiir die Bakte
riengemeinsehaft del' Bioreaktoren durchgefiihrt wurde. Aneh das genetische Potential
del' Desulfovibrio-Populationen wiirde so vermutlicb zn Tage treten.

Sowohl im Mariager Fjord als and im Golfo Dulce wurden kultivierbare sulfatredu
zierende Bakterien in geringen Anzahlen im oxygenierten Wasser iiber MPN-Bestim
mungen gefunden [103, 212J Wahrend die Zellzahlen sulfatreduzierender Bakterien
im Mariager Fjord mit zunehmender Wassertiefe kontinuierlich zunahmen [212], war
die gesalllte Wassersaule illl Golfo Dulce durch eine sehr geringe Anzahl sulfatredu
zierender Bakterien gekennzeichnet [103] 1m Gegensatz zum Mariager Fjord zeigten
die DGGE Analyse von amplifizierten 16S rDNA-Sequenzen aus dem Golfo Dulce und
anschlieBende Hybridisierullgen mit spezifischen 16S rRNA-gerichteten Oligonukleo
tidsonden allerdings keine schliissigen Ergebuisse. In allen Wassersehiehten wurden
PCR-Fragmente gefunden, die mit del' Sonde SRB385 [4] hybridisierten, welche fiir den
Nachweis sulfatreduzierender Balderien del' o-Proteobakteriengruppe verwendet wurde
(Abschnit.t. 3.4.2). Besonders intensive Hybridisierungssignale zeigten dabei Proben aus
den oxischen Wassersehichten. Andererseits zeigte die spezifisehe Sonde Db804 [42] fiir
die vollstandig oxidierenden sulfatreduzierenden Bakterien, u. a. del' Gat.t.ungen Desul
fobacter und De,wlfobacterium, keine positiven Hybridisierungssignale. Zweifel an del'
Spezifitat del' Sonde SRB385 wnrden bereits in Abschnitt 3.4.2.2 diskutiert. Die ge
ringe Anzahl kultivierbarer sulfatreduzierender Bakterien in del' gesamten Wassersaule
des Golfo Dulce [103] weist daraufhin, daB sulfatreduzierende Bakterien im Gegensatz
ZUIll Mariager Fjord an diesem Standort wahrscheinlich keine groBe Rolle spielten. Dies
kiinnte auf die schwache Stratifizierung del' Wassersaule und den vermutlich haufig auf
tretenden Austausch del' tieferliegenden Wasserschichten zuriiekgefiihrt werden [215]

[NiFe] J-Iydrogenase-Genfragmellte von Desulfovibrio spp. konnten aus dem Oberfla
chen wasser sowie dem Tiefenwasser des Golfo Dulce amplifiziert werden (Absehnitt
3.4.2.3). Die Existenz diesel' spezifischen Genfragmente im Oberflachenwasser ist eben
so ratselhaft wie die starken positiven Hybridisierungssignale mit del' 16S rRNA-gerich
teten Oligollukleotidsonde SRB385 in oxygenierten Wasserschichten. 1m Gegensatz zu
del' 16S rRNA-Sonde weisen aile bisher iiber die Amplifikation von [NiFe] Hydrogenase
Genfragl11enten erzielt.en Ergebnisse auf eine sehr hohe Spezifitat des PCR-Testes fiir
Desl1lfovibrio spp. hin Die Frage, welche Bakterienpopulationen durch die Sonde
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SRB385 nachgewiesen wurden bzw. zur Amplifikation von Hydlf-Hyd5r-Genfragmenten
flihrten, kiinnte durch die Sequenzierung del' PCR-Produkte beantwortet werden. Dann
wurden mehr Seqlleuzdateu fiir eine vergleichende Sequeuzanalyse zur Verfligung ste
hen.

Das Beispiel Golfo Dulce zeigt deutlich, daB del' erfolgreiche und zuverlassige Nachweis
von definierten Bakteriengruppen in Umweltproben mit molekulargenetischen Metho
den von den zur Verfligung stehenden DNA-Sonden bzw. Primer-Systemen abhangt.
Die Entwicklung geeigneter Nachweissysteme wird bestimmt durch die derzeit vor
handenen Sequenzdaten von charakterisierten Bakterienstammen. Da angenommen
wird, daB ein GroBteil del' in del' Natur vorkoll1menden Bakterien bisher nicht kul
tiviet·t [14, 79, 243, 247]' geschweige denn sequenziert wurde, sind diese Nachweissyste
me miiglicherweise unzut·eichend Verstarkt tritt dieses Problem bei del' Untersuchnng
von komplexen mikrobiellen Gemeiuschaften auf, da hier unzahlige, unbekannte Nu
Idemsauresequenzen vorkommen kiiunen. Devereux et al. [44] verwendeten beispiels
weise die Seqnenz SRB385 als Primer zur Amplifkation vou DNA-Fragmenten aus
Sediment proben. Nul' 13 von 20 ennittelten SequetlZen fielen in die Gruppe del' 15
Proteobakterien; dt·ei diesel' Sequenzen enthielten die identische Zielsequenz flir eine
spezifische 113S rRNA-gerichtete Oligonukleotidsonde, die anhand von Reinkulturen
sulfatreduzierender Bakterien entwickelt wurde. Vorsicht ist daher bei del' Interpre
t.ation von molekulargenetischen Unt.ersuchungen komplexer natiirlicher Mikrobenge
meinschaften angebracht, im besonderen wenn keine Sequenzdat.en ermit.t.elt wmden,
und zusatzliche Informationen libel' die vorkommenden Organismen nnd biologischen
ProzeBe sind hilfreich

4.4.2 Marine Sedimellte

Die Bakterienpopulationen in Sediment.proben del' im vorherigen Abschnitt beschriebe
nen Meeresbecken wurden eben falls mit. molekularbiologischen Methoden unt.ersucht.
Die Sedimente unterschieden sich gravierend in ihrer I\onsist.enz Das Sediment des Ma
riager Fjord war ext.rem weich und wassrig, wahrend das Sediment. des Golfo Dulce ei
ne feste Matrix bildet.ete. MPN-Ziihlungen zeigt.en, daB die Anzahl sulfatreduzierender
Bakterien im Sediment verglichen mit den darilberliegenden Wasserschichten drastisch
anst.ieg, auf ca. 106 Zellen pro ml im Mariager Fjord [212] und ca. 103 Zellen pro III I im
Golfo Dulce [103]' Die hiichsten Werte wurden dabei iu Zahlungen Lakt.at.-oxidierender
Sulfatreduzierer ermittelt. Die Hybridisierung amplifizierter 16S rRNA-Sequenzen mit
16S rRNA-gericht.et.en Oligonukleot.idsonden zeigte sowohl in Proben yom Mariager
Fjord als auch in Proben vom Golfo Dulce eine Zunahme in del' Intensitat del' Hybridi
sierungssignale. Die allgemeine Sonde flit· sulfat.reduzierende Bakt.erien (SRB385) zeigte
in del' Regel st.arkere Hybridisierungssignale als eine spezifische Sonde fiir vollst.andig
oxidierende Sulfatreduzierer (Db804). Dies weist auf die Exist.enz weit.erer Populat.ionen
sulfat.reduziereuder Bakt.erien hin, z. B. del' Gat.t.nng Desulfovibrio.

Obwohl sowohl im Tiefenwasser des Mat·iager Fjords als anch im Tiefenwasser des Gol
fo Dulce DesulfoviiJr-io spp. nachgewiesen wurden, konnt.en aus DNA del' angrenzenden
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Sedimentschichten keine [NiFe] Hydrogenase-Gellfragmente amplifiziert werden. Ver
schiedene methodische Schwierigkeiten konnten daflir verantwortlich sein: Del' erste,
kritische Schritt del' Analyse einer Umweltprobe ist die Extraktion del' Nukleillsallren.
Dabei ist es zunachst wichtig, daB aile Bakterienzellen Iysiert werden. Aufgrund del'
unterschiedlichen Eigenschaften del' Zellwande Iysieren beispielsweise Gram-positive
Bakterien schlechter als Gram-negative Bakterien. 1m Faile del' Sedimentprobell ist del'
negative Nachweis von Desulfovibrio spp. jedoch nicht. dllrch eine preferentielle Lyse
von Bakterienzellen dnrch die verwendete Extraktionsmethode zu erklaren, denn Desul
fovib60 spp. sind leicht Iysierbare Gram-negative Zellen. Oft enthalten DNA-Prapa
rationen, die aus Sediment- odeI' Bodenproben extrahiert werden, PCR-Inhibitoren,
wie z. B. Huminsauren [74, 188, 204, 205]. Diese konnen dllrch eine Aufreinigung del'
DNA-Praparationen rednziert werden, z. B. durch die Behandlung mit PVPP [74] oder
Hydroxylapatit [162]. Auf eine ausreichende Reinheit del' verwendeten DNA-Piipara
tionen wies allerdings hin, daB mit eubakteriellen 16S rRNA-Primern PCR-Prodllkte
amplifiziert werden konnten. Lechner [108] isolierte DNA aus Gartenboden und konnte
ebenso mit universellen 16S rRNA-Primern PCR-Produkte erzeugen, nicht abel' mit
Hydrogenase-spezifi.schen Primern flir Bakterien del' Gattung Alca.ligenes. Moglicher
weise war del' Anteil del' Desulfovibrio-DNA an del' Gesamt-DNA Zll gering, sodaB
sie trotz del' 110hen Sensitivitat des PCR-Nachweissystems (Abschnitt 3.2.2) nicht de
tektierbar waren. In anderen marinen Sedim€nten wurde gezeigt, daB die Populationen
sulfatreduzierender Bakterien nul' einen geringen Anteil an del' Gesamt-Population allS
machen (ca. 1-10%) [Ill J Desu.lfovibrio-Populationen konnen zwar den Hauptanteil
del' sulfatreduzierenden Bakterien im Sediment stellen, dies hangt jedoch von den zur
Verfligung stehenden Substraten ab und variiert in verschiedenen Sedimenttypen [150].
Denkbar ist auch, daB vorhandene Deslllfovibrio spp. durch das verwendete Nachweis
system nicht erfaBt wurden.

4.4.3 Mikrobielle Matten

Zwei mikrobielle Matten wurden im Rahmen del' vodiegenden Arbeit nntersucht. Die
eine stammte von einem Sediment im Wattenmeer VOl' del' hollandischen Insel Texel
(Abschnitt 3.16, 3.17 und 3.3.5), die andere von einem hypersalinen Standort, clem
Solar Lake im Sinai (Abschnitt 3.4.3). "Mikrobielle Matten stellen verfestigte Verflech
tungen zwischen mikrobiellen Gemeinschaften uncl dem Sllbstrat dar" [203] Dominant.e
Organismen in diesen Okosystemen sind Cyanobakterien, die das Sediment mit orga
nischem Material anreichern, und so den Lebensraum flir eine Reihe weiterer Mikroor
ganismen, wie Schwefelbakterien und sulfatreduzierende Bakterien, schaffen. An diesen
Standorten sind eine groBe Biomasse, eiue hohe mikrobielle Aktivitat. und verschiedene
Organismen auf engstem Raum konzentriert. Gepragt werden die mikrobiellell Akti
vitaten durch den Tag-Nacht-Rhythmus del' Photosynthese-betreibenden Cyanobakte
rien unci die damit einhergehenden Anderungen des Redoxgradienten. In mikrobiellen
Matten wurden hohe Sulfatreduktionsrat.en in den tagsliber oxischen Mattenschichten
gemessen [22, 23, 55, 91, 227]. Dies weist auf speziell angepaBte Sauerstofl'-tolerante
Sulfatreduzierer hin oder auf Mechanismen del' bekanuten Sulfatrecluzierer, in solchen
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Gemeinschaften, dem EintluB des fiir anaerobe Bakterien toxischen Sauerstofrs zu ent
gehen. Bisher ist nicht bekannt, wie die hohen Sulfatreduktionsraten in Gegenwart von
Sauerstoff zustande kOl11meu. Neuere Unt.ersuchungen weisen auf eine Bet.eiligung fila
ment.aser, gleitender sulfat.reduzierender Bakt.erien del' Gat.t.uug Desalfonema an diesen
Prozessen hin [214].

Aus DNA del' mikrobiellen Matte von Texel konnt.en [ iFe] Hydrogenase-Genfragmente
von Desulfovibrio spp. arnplifiziert werden. Die anschlieBende DGGE Analyse diesel'
PCR-Produkt.e zeigte ein komplexes Must.er, daB auf eiue groBe genetische Diversitat
diesel' Bakterienpopulation schlieflen lieB. Versuche die entsprechenden DNA-Banden
des Elektrophoresemusters zu sequenzierell, fiihrten graBtenteils Zll recht schlechten
DNA-Sequenzen. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, daB eine vollstandige Ver
einzelung del' [NiFe] Hydrogenase-Sequenzen in denaturierenden Gradientengelen nicht
maglich war, sodaB die realllplifiziel'ten PCR-Produkt.e aus ullterschiedlichen Sequenzen
best.anden und einer Sequenzierung nicllt zuganglich waren. Drei ermittelte Sequenzen,
die zum Tei! unbestimmbare Nukleotide enthielten, wurden llliteinander verglichen. So
wllrde allerdings nul' ein erst.er Einblick in die genetische Diversitat del' Desullollibrio
spp. gewahrt. Eine .. berpriifung del' reamplifizierten PCR-Produkte in denaturieren
den Gl'adientengelen sollte zukiinftig zeigen, welche Banden des Elektrophoresemusters
reamplifiziel't wurden, uud ob die PCR-Prodllkte aus einer ident.ischen Sequenz beste
hen. Dies sollte Zll besseren Seljllenzdat.en fiihren. Del' Sequenzvergleich del' dl'ei alls
gewahlten Sequenzeu laBt llUter Vorbehalt auf eine groBe Diversitat del' nachweisbaren
Desullovibrio spp. schlieBen, illl Bereich von 77,6-87,8% (Tabelle 3.8). Die giinstigen
Umweltbedingungen (hohe Sulfatkonzentration, Sediment reich an OI'ganischen Sub
straten dUl'eh die Akt.ivitat del' Cyanobakterien) ermaglichen wahrscheinlich die Coexi
stenz vielfaltiger Desullouibrio spp. an dieselll Standort, wahrend die eher ungiinstigen
Umweltbedingungen (verlllutlich limitierende Sulfatkonzentration und geringeres Sub
stratspektrulll) fii I' sulfatred uzierende Bakterien in den untersuchten anaeroben Biore
aktoren vermutlieh fiil' eine geringe genetische Diversitat del' Desullouibl'io-Population
vel'antwortlich sind (Abschnitt 4.3).

Zwei Sequenzen aus del' !TIikrobiellen Matte von Texel waren keiner del' bekannten
[NiFe] Hydrogenase-Gensequenzen zuzuordnen. Dies mull nieht bedeuten, daB es sich
hier 11111 neue Desullouibrio spp. handelt Sie kannten zu bereits kultivierten Spezies
gehoren, deren [NiFe] Hydrogenase-Gene bisher nicht sequenziert wurden. Bemerkens
wel't ist, dall die dritt.e Sequenz eine sehl' groBe Ahnliehkeit. zu Desullovibrio sullodisnw
tans zeigte (91,5% Identit.at auf DNA-Ebene). Stamme, del'eu [NiFe] Hydrogenase-Gen
eben falls eine sehl' hohe Ahnlichkeit zu diesel' Spezies sowie zu del' Sequenz aus del'
mikrobiellen Matte aufwiesen, bildeteten die in anaeroben Bioreakt.orell nachweisba
ren Desullouibrio-Populationen (Abschnitt 43). Dies laBt. verllluten, daB Desullouibrio
sulfodis7nulalls-ahnliche Stamme eine groBe Verbreitung haben. Desullovibrio sullo
disl1Wlalls ist kein typischer Sulfatreduzierer; er konserviert Energie bevorzugt aus del'
Disproportionierung von Thiosulfat (odeI' Sulfit) zu Sulfat und Sulfid [11]. Diese Eigen
schaft wurde auch in anderen sulfatreduzierendell Bakterien beobachtet, geht abel' nicht
il11l11er mit dem Wachstulll del' Bakterien einher [98]. Thiosulfat spielt in SiiBwasser
und marinen Sedimenten sowie in l11ikrobiellen Matten eine groBe Rolle im Schwefel-
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kreislauf, und die Disproportionieruug vou Thiosulfat ist dabei ein wichtiger Stoffwech
selweg [88, 89,90,91]. Bak uud Pfennig [11] konnten Thiosulfat-disproportionierende
Bakterien ahnlich zu Desulfovibrio sulfodismvtans aus SiiBwasser-, Brackwasser- und
marinen Sedimentproben anreichern [11]. J0rgensen und Bak [90] zeigten hingegen,
daB aus einem marinen Sediment im Kattegat keine spezialisierten disproportionie
renden Bakterien, wie Desulfovibrio svlfodis71lutons, isoliert werden konnten, obwohl
die Disproportionierung von Thiosulfat der dominante StoffwechselprozeB in diesem
Sediment war. Thiosulfatdisproportionierllng erfolgte hier nur als Cometabolismus in
Acetat-oxidierenden Sulfatreduzierern, die durch diesen ProzeB allein nicht geniigend
Engergie ftir das Wachstum konservieren konnten. Untersuchungen an Reinkulturen
zeigten, daB einige Desulfovibrio spp. dureh die Disproportionierung von Thiosulfat
waehsen konuen, Aeetat-oxidierende Desulfabaeter spp. hingegen disproportionierten
zwar Thiosllifat, wuehsen dadurch aber nicht: [98].

Mitglieder del' Gattung Desvlfovibrio wurden anch in einer mikrobiellen Matte yom
Solar Lake naehgewiesen. Die Analyse del' [NiFe] Hydrogenase-Genfragmente zeigte im
DGGE-Muster vier klar voneinander getrennte Banden, die wahrscheinlich zu vier un
tersehiedlichen Desulfovibrio-Stamrnen gehoren (Abbildung 3.32). Eine weitergehende
Analyse del' Sequenzen der PCR-Produkte fand bisher nicht statt. Interessant ist die
Beobachtung, daB eine del' Banden im Elektrophoresemuster eine identische Positi
on im Gel einnahm wie das [NiFe] Hydrogenase-Genfragment des Bakterienstammes
PIB2. Diesel' Bakterienstamm, der als Desulfovibrio a.ryelim klassifiziert wurde [100],
wurde von diesem Standort isolier!:. Die Identibit des PCR-Produktes aus del' mikrobi
ellen Matte, kann jedoeh erst dureh die ansehlieBende Sequenzierung des Genfragments
bestatigt werden.

[NiFe] Hydrogenase-mRNA-Sequenzen konnten in den bisher untersuehten Proben del'
mikrobiellen Matte vom Solar Lake nieht naehgewiesen werden. Eine einfache Erklal'llng
hierfiir ist, daB die sulfatreduzierenden Bakterien tatsaehlieh nieht mehr aktiv waren,
da die Sedimentkerne mehret'e Tage gekiihlt gelagert wurden. Maglicherweise wurde die
mRNA auch wahrend der Extraktion der RNA abgebaut. Ais I(riterium fiir eine gute
RNA-Praparation wurden die intakten rRNA-Banden in Agarosegelen herangezogen
Ogram et al. [144] zeigten allerdings, daB trotz einer klaren, gelelektrophoretischen
Auftrennung del' rRNA die mRNA in del' entsprechenden Probe mehr oder weniger
abgebaut sein kann Eine weitere Optimierung del' Extraktionsmethode konnte zu ei
ner besseren Ausbeute an mRNA fiihren. Andererseits ist auch denkbar, daB die [NiFe]
Hydrogenase-mRNA im Verhaltnis zur Gesamt-RNA so gering war, daB sie nicht mehr
nachweisbar war. Gesamt-RNA besteht hauptsii.chlich aus rRNA und deren Anted ist in
aktiven Bakterienzellen, wie sie in der mikrobiellen rVlatte anzutreJ1'en sind, vermutlich
sehr hoch. Eine Anreicherung del' mRN A-Sequenzen oder eine anschlieBende Southern
Blot Analyse konnte dieses Problem lasen und die Sensitivitat des Nachweises erhahen
Nach Beseitigung der oben angefiihl'ten technischen Probleme konnte die Aktivitat del'
nachweisbaren Desulfovibrio spp. elegant in del' mikrobiellen Matte aurgezeigt werden.
Weiterfiihrende Untersuchungen c1er genetischen Diversitat del' Desulfollibrio spp., del'
vertikalen Vertedung diesel' Bakterienstamme in del' mikrobiellen Matte und c1er Ex
pression des [NiFe] Hydrogenase-Gens im Verlallf del' Zeit. sollten sich an diese ersten
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vielversprechenden Experimente ansehlieBen. Moglicherweise konnte so el·stmals direkt
gezeigt werden, daB die vorhandenen Desulfovibrio spp. auch in den oxischen MaUen
schichten aktiv sind.

JVlolekulal"lJiologische Chal'aktel'isiel'ung komplexel' mikl'obiobiellel'
Lebellsgemeinschaften

• Die OGGE Analyse von amplifizierten ellbakteriellen 16S rRNA-SeCjl1enzen
visualisiert einen groBell Bereich del' genetischen Oiversitat in lllikrobiellen
Gemeinschaften. Dabei reprasentieren die PCR-Produkte aus extrahierter
DNA wahrschelllheh die vorhandenen, l1loglicherweise abel' nicht aktiven,
die PCR-Prodllkte aus RNA die rRNA-reiehen, dahel' vermutlich metabo
lisch aktiven Populationen.

• AnschlieBende Hybridisientngen mit 16S rRNA-gerichteten Oligonukleotid
sonden konnen definierte Bakteriengruppen in del' Gesamt-Poplliation, wie
z B. Mitglieder del' o-Proteobakterien (SRB385) odeI' vollstandig oxidieren
de Sltlfatrednzierer (Ob804), allfzeigen. Die Zuverlassigkeit des Nachweises
hangt II a. von del' G iite del' verwendeten Sonden und Hybridisierllngsbe

dingungen ab

• Bestimmte Bakteriengrllppen del' Gesamt-Population konnen aLleh in kom
plexen mikrobiellen Gemelllsehaften durch die Am plifikation Protein
codierender Genfragmente, z. B. des [NiFe] Hydrogenase-Gens von Desulfo
vibrio spp, detektiert werden. Del' Nachweis del' spezifischen lllRNA lllitteis
RT-PCI1 war in Umweltproben kOlllplexer Populationen allerdings nieht
moglieh. Dies kann bedellten, daB die naehgewiesenen Organismen das Gen
nicht exprimierten odeI' abel' daB die Menge bzw. Qnahtiit del' mRNA in
den llntersuchten Proben nieht allsreiehend war.
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In del' vorliegenden Arbeit wurden Aspekte del' Diversitat und Aktivitat von sul
fatredllziereudeu Bakterieu, im besonderen Desu.lfouibtio spp., in verschiedenen Um
weltproben untersncht. Es wnrde gezeigt, daB del' Nachweis und die Unterscheidllng
von sulfatredllzierenden Bakterienstammen del' Gattung Desu.lfovibrio in Umweltpro
ben ohne vorherige J(ultivlernng del' Organismen moglich ist. Dies wurde durch die
Kombination eines Gattnngs-spezifischen PCR-Testes basierend auf del' Amplifikation
von [NiFe] Hydrogenase-Genfragmenten und del' anschlieBenden sequenzabhangigen
Auftrennung del' PCR-Produkte mittels denaturierender Gradientengelelektrophore
se (DGGE), abel' aneh mit einer wiederentdeekten Technik, del' Bisbenzimid-PEG
Agarosegelelektrophor·ese erzielt Die genetische Di versitat del' Desulfovibtio- Popula
bonen konnte durch DGGE Analysen visualisiert und ihr AnsmaB durch die Sequen
zierung del' amplifizierten [NiFe] Hydrogenase-Fragmente bestimmt werden. Die ver
gleichende Sequenzanalyse erlaubte eine Identiflzierung del' nachgewiesenen Bakteri
enstamme. Auch del' Nachweis von Genexpression war in natiirlichen Populationen
moglich tiber die Verkniipfung von cDNA-Synthese und PCR (RT-PCR) Die an
schlieBende DGGE Analyse del' RT-PCR-amplifizierten [NiFe] Hydrogenase-mRNA
Sequenzen zeigte metabolisch aktive Bakterienstamme auf.

Die Komplexitat des Hydrogenase-Systems und des Wasserstoffmetabolismus innerhalb
del' Gattung Desu.lfovibtio erschwert allerdings Aussagen iiber die Art del' bakteriellen
Aktivitat in Umweltproben, wenn das [NiFe] Hydrogenase-Gen untersucht wird, deml
dieses Enzym ist in vielerlei Stoffwechselwegen von Desulfovibrio spp. involviert. Bisher
wurde gezeigt, daB unter sulfatreduzierenden Bedingungen das [NiFe] Hydrogenase
Geu in Reinkulturen exprimiert wird, andere Bedingungen wurden jedoch noch nicht
untersucht. Um speziell Sulfatreduktion in mikrobiellen Lebensgemeiuschaften aufzu
zeigen, konnte man die Expression del' Enzyme, die direkt an diesem ProzeB beteiligt
sind, untersuchen. Kiirzlich wurde das Desulfoviridin-Gen von Desulfovibtio vulgar·is se
quenziert, das eine dissimilatorische Sulfitreduktase codiert [93]. Del' Vergleich mit dem
homologen Gen des thermophilen Sulfatreduzierers A tclweoglob1l.s fu.lgid1l.s erlaubte das
Design von PCR-Primern, deren Anwendung PCR-Produkte aus sulfatreduzierenden
Bakterien verschiedener Gattungen sowie Umweltproben ergab [93] Parallele Untersu
chungen del' Expression des Desulfoviridin-Gens und des [NiFe] Hydrogenase-Gens mit
del' in del' vorliegenden Arbeit beschriebenen Herangehensweise konnten zum Nachweis
del' Aktivitat sulfatrednzierender Bakterien in Umweltproben dienen und zu einem bes
seren Verstandnis del' Aktivitaten sulfatreduzierender Bakterien in del' Natur unci del'
Rolle del' [NiFe] Hydrogenase beitragen.

Einen interessanten Gesichtspunkt del' vorliegenden Arbeit stellen die ermittelten parti
ellen [NiFe] Hydrogenase-Sequenzen dar, denn sie weisen innerhalb cler Gattung De.lul
fovibrio und innerhalb verschiedener Spezies (mit Ausnahme del' Sequenzen aus UIl1
weltproben) eine sehr grol3e Variabilitat auf, verglichen mit del' durchschnittlichen
intra- unci interspezifischen genetischen Variabilitat Protein-codierender Gene in an
derell Bakteriengruppen, wie Escherichia coli nncl Bacillus [138, 192, 193, 194]. Ebenso
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wie die Sequenzdaten del' 16S rRNA weist dies auf eine groBe Diversital innerhalb del'

Gattllng Desuljovibrio hin. Zudem waren die [NiFe] Hydrogenase-Seqnenzen teilweise
auf DNA-Ebene konservierter als auf Aminosaure-Ebene. Hier miiBte geklart werden,
was das fiir die Bestillmung del' Phylogenie del' Gattung Desltljovib"io basierend auf
[ iFe] Hydrogenase-Sequenzen bedeutet. Dies soli in Zusammenarbeit mit Dr. Paul
Sharp zukiinftig erarbeitet werden. 1m Hinblick auf die Physiologie del' nachgewiesenen
Bakterienstamme stellt sich die Frage, was die Unterschiede in del' Sequenz del' [NiFe]

Hydrogenase bedeuten. Die vorliegende Arbeil hat gezeigt, daB Bakterienstamme in
Umweltproben, deren [NiFe] Hydrogenase-Genfragll1ente eine sehr hohe Ahnlichkeit zu
Desltljovib"io suljodis77wtans aufwiesen, ll10glicherweise auch ahnliche physiologische
Eigenschaften aufweisen, da diese Bakterieustamme unter sllifatredllzierenden Bedin
gllngen nieht angereichert werden konnten. Andererseits wurde auch gezeigt, daB Bak
lerienstall1l11e, die sich durch geringe Unterschiede in del' [NiFe] Hydrogenase-Sequenz
nnterscheiden, unterschiedliche physiologische Eigenschaften haben konnen. So wurde
die Expression des Gens durcll Inkubation mit WasserstofI in einell1 del' nachweisbaren

Bakt.erienstal11ll1e einer Ul11weltprobe induziert, nicht abel' in den coexistierenden, in
del' [NiFe] Hydrogenase-Sequenz sehr ahnlichen Bakterienstall1ll1en. Baktenen, die auf
molekularer Ebene nachgewiesen wurden, sollten daher zusatzlich isoliert und auf ihre
biochemischen und physiologischen Eigenschaften getestet werden. Stehen mehr Daten
zur Verfiigung, konnen spateI' lI10glicherweise Riickschliisse auf die Pbysiologie anhand
del' Sequenzen gezogen werden.

Ein wichtiger Aspekt del' Diversitat und Aktivitat von Organisll1en in Umweltproben
wurde in del' vodiegenden Arbeit bisber ausgespart: die Quantifizierung. Es wurde fast
ausschhel3hch die Struktur einer Lebensgel11einschaft bescht'ieben, d. h. die verschiede
nen DesuljollibTio spp., die in einer Umweltprobe vorhallden waren, wurden aufgezeigt.
Zukiinftig sollte auch die Abundanz (Haufigkeit) del' verschiedeneu Desllijouibl'io spp. in
einer Umweltprobe, d. h. die Zusammensetzung del' Lebensgemeinschaft beriicksichtigt
werden. Allfgrund uer exponentiellen Natur del' PCR, die dem achweis zugrunde liegt,
kann die Menge all amplifizierten PCR-Produkten allerdings nul' als semiquantitative
Abschatzung del' zugehorigen Populationen betrachtet werden, denn unterschiedliche
Ziel-DNA-Sequenzen werden vermutlieh nieht mit derselben Eflizienz amplifiziert Dies
ist offensiehtlich fiir Ziel-DNA-Sequenzen, die Fehlpaaruugen zu den Primersequenzen
aufweisen und daher mit einer geringeren Effizienz amplifiziert werden, Diesel' Feh
IeI' kann nie ausgeschlossen werden, da man DNA-Fragmente aus einem unbekannten
heterogenen Nukleinsanregemisch, das eine Ul11weltprobe kennzeiehnet, amplifiziert.
l\iirzlieb wurden abel' sogar unterschiedliche Amplifikationsraten beobachtet, wenn
die Primer zu 100% identisch mit den Zielsequenzen sind [171,208]. Eine absolute
Quantifizierung del' nachgewiesenen DNA-Fragmente scheint daher unl11oglich. Rela
tive Veranderuugen del' Abundanz del' nacbgewiesenen Bakterienpopulationen, z. B.
eine Zunahme odeI' Abnahme del' Ziel-D A-Sequenzen in Proben, die zu verschiedellen
Zeiten genol11men wurden, soli ten abel' prinzipiell Illoglicb sein. Wird bei del' peR bei
spielsweise eill interner Standard coarnplifiziert, konnen die Mengen an PCR-Produkten

nacb del' sequenzabhangigen Allftn·nnung relativ Zll diesem Standard berechnet werden
[64]. Ais interner Standard konnen den Umweltproben definierte Mengen au Bakterien-
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zellen, DNA odeI' RNA VOl' del' Nukleinsaurepraparation odeI' Val' del' PCR zugegeben
werden Das quantitative Potential del' PCR in del' mikrobiellen Okologie bedarf al
lerdings weiterer Untersuchungen, da die preferentielle All1plifikation von homologen
Sequenzen mit identischen Primersequenzen in komplexen DNA-Gemischen bisher nul'
unzureichend verstanclen wird [208]

Generell eignen sich fiir eine Quantifizierung von Bakterien in Umweltpl'Oben Hybridi
sierungen del' Nukleinsauren, die aus einer Umweltprobe isoiIert wurden, mit spezifi
schen Sonclen besser, da dem Nachweis del' Sequenzen keine exponentielle AmpiIfikation
vorausgeht. Allerdings muB auch hierbei beriicksichtigt werden, claB ein schwaches Hy
briclisierungssignal sowohl durch eine groBe IVIenge an Ziel-DNA, die Fehlpaarungen
zu del' Sonde aufweist, hervol'gerufen werden kann odeI' cI urch wenige Zielsequenzen,
clie optimal zu del' Sonde passen. Ein Nachteil diesel' Herangehensweise ist, claB eine
Unterscheidullg verschiedeller SUimme einer Gruppe VOll Bakterien nul' l110glich ist,
wenn Spezies- odeI' Stamm-spezifische Sanden entwickelt werden konnen. Als spezifi
sche Sonde fur Desu.ljovibrio spp. konnte neben Hyd4f moglicherweise das OiIgonukleo
tid Hydlf eingesetzt werden, denn diese Sequenz erwies sich in del' PCR als spezifisch
fiir diese Gattung. Die Hybridisierungsbedingungen ll1iiBten allerdings zunachst empi
risch bestimlllt werden. Eine elegante Losung zur Quantifizierung von Bakterienzellen
in Ulllweltproben ist die in situ Hybridisierung ganzer Zellen. Bisher wurde clabei als
Zielsequenz fiir DNA-Sonden fast ausschlieBlich die ribosomale RNA verwendet. Die
rRNA ist Best.andt.eil del' Ribosomen und bietet daher eine groBe Anzahl von Zielmo
lekiilen pro Zelle. Protein-codierende Gene konnen auf diese Weise wahrscheinlich nicht
nachgewiesen werden, da sie Illeist nur in einer odeI' wenigen Kopien pro Zelle vorlie
gen, und die Sensitivitat des Nachweises dahir nicht. ausreicht. Die mRNA hingegen
findet man in einer hoheren Anzahl pro Zelle. 1m Vergleich zu den Ribosomen kommt.
sie jedoch in I(onzentrationen Val', die Illehrere GroBenordnuugen geringer siud. Einige
Studien belegen, daB prinzipiell del' Nachweis spezifischer ll1RNA-Sequenzen iiber die
in situ Hybridisierung moglich ist [67, 77, 160]. Die Untersuchungen wurden an Gram
positiven Bakterien in Reinkulturen, Bodenproben unci inl1erhalb von Pftanzengewebe
durchgefiihrt. Die Autoren diesel' Untersuchungen wiesen jedoch daraufhin, daB derzeit
zwar del' qualitative Nachweis von IllRNA "in situ" moglich ist, quantitative Aussagen
sind allerdings noch nieht machbar. Bis jetzt wurde kein Protokoll ftir kleine, Gram
negative Zellel1 beschrieben. Wahrscheinlich ist es nul' eine Frage del' Zeit bis die in
situ Hybridisierung ganzer Zellen auch fiir mRNA-Sequenzen zuverla.ssig anwendbar
ist. Mit diesel' Herangehensweise ware es moglich die Desulfovibrio-Zellen zu zahlen,
die das [NiFe] Hydrogenase-Gen exprimieren, und die Stoffwechselaktivitat einzelner
Zellen konnte in Umweltproben beobachtet werden.

In del' vorliegenden Arbeit. erfolgte die Darst.ellung del' Desuljovibrio-Populationen III

einer Umwelt.probe durch die direkte, parallele Visualisierung del' vorhanclenen und del'
aktiven Bakterienstamme mittels denaturierender Gradientengelelektrophorese ampli
fiziert.er [NiFe] Hydrogenase-Sequenzen. Diese direkte Gegeniiberst.ellung del' vorhan
denen und akt.iven Bakterienstamme ist ein groBer Vorteil, den keine andere molekular
biologische Herangehensweise derzeit leisten kann. PichaI'd und Paul [155J schlugen Val',
die mRNA-Hybriclisierungssignale in Umweltproben zu normalisieren, inclem parallel
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die Abundanz des Gens dllrcll Hybridiserungen gemessen wircl: Dies ist notwendig,

da Vera.nderungen der Menge an mRNA in einer Ull1weltprobe dureh Variationen der
Transkriptionsrate, der Anzahl der Gene, der Poplilationsgrol3e oder einer Eombination
dleser Faktoren hervorgerufen werden kallll. Anderungen des Verhaltnisses der [NiFeJ
Hydrogenase-mRNA zur -DNA kiinnen mit der in der vorliegenden Arbeit besehriebe
nen Herangehensweise aufgezeigt werden, denn die Amplifikationsrate der PCR. sollte
fiir identisehe Seqllenzen konstant sein, unabha,ngig, ob diese Sequenzen aus DNA oder
eDNA stammen. Ein interner Standard wa,re allerdiugs notwendig, um die Intensitaten

cler PCR.-Signale zu quantifizieren. Eine weitere Voraussetzung ist die quantitative
Praparation sowobl von DNA als auch von RNA aus Umweltproben. DaJiir Illiissen die
Extraktionsmethodell vermutlieh speziell an die zu untersuchendeu Standorte angepal3t
werden.

Ein weiterer Aspekt natiirlicher Bakteriengemeinschaften, der bisher uicht beriicksich
tigt wurde, sollte zuklinftig untersucht werden: Die Veranderllng der Populationen im
Verlauf der Zeit. Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dal3 Desulfovibrio-Populationen
rasch auf eine VerandenJng der Umweltberlingllngen reagieren und clal3 diese Vera,nde
rungen der Zusammensetzung unci Aktivita,t der Populationen mit Hilfe molekularge
netischer Methoclen verfolgt werden kiinnen. Die Dynamik natiirlichel· Bakterienpopu
lationen und die Reaktionen allf veranderte Lebensbedingungen sollten in Verbindung

mit anderen Methoden untersucht werden, um ein umfassendes Bild der Bakterienpo

plilationen erhalten Mikroelektroden und chemische Mel3methoden sind beispielsweise
erforderlieh, lim die aul3eren Parameter lind die mikrobielle Aktivitat Zll messsen. So
konnten moglieherweise Parameter erfal3t werden, die die Diversitat nnd aueh Aktivitat
der Bakterienpopulationen bestimmen. Die in der vorliegenden Arbeit besehriebene
Herangehensweise konnte dazu beitragen, die Rolle spezifischer Gene und damit die
Funktion der zugehorigen Bakterienpopulationen in komplexen biologisehen Lebensge

meinsehaften Zll definieren.
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Anhang A

A.I

A
A.
AA
APS
ATP
b
BAC
bp
BSA
bzw.
C
°C
ca.
eDNA
CSPD

CTAB
D.
DAP!
dATP
dCTP
c!c!NTP
DEPC
DGGE
dGTP
c!. h.
DIG
DNA
DNase
dNTP

Abkiirzungen

Aclenin
Alcaligenes
Acrylamicl
Ammoniumpersulfat
Aclenosintri phosphat
Basen
N ,N '- bis-Acrylylcystamin
Basenpaare
Rinclerserumal bumin
beziehungsweise
Cytosin
Grad Celsius
Clrca

komplementarejcopy DNA
disocl ium3- (4- methoxyspirol {1, 2-clioxetane-3, 2'-
(5'-chloro )tricyclo[3.3.1.1 3,i]clecan}-4-yl)phenyl phosphate
Hexaclecyltrimethylammoniumbromid
Desu.lfovibrio bzw. Desu.lfobacterium
4,6-d iamidino- 2-pheny lindole
Desoxyaclenosintri phos phat
Desoxycyt idintri phospilat
Didesoxyn ukleosid tri phosph ate
Diethylpyrocarbonat
Denat urierencle G radientengelelektrophorese
Desoxyguanosintriphosphat
clas heiSt
Digoxigenin
Desoxyri bonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxynukl eosicl t ri phosph ate

17,1
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DSM

dTTP
DTT
dUTP
E.
ed.
eds.

EDTA
EMBL
f
et aL
g
g
c:
19G
kbp
kb
kDa
,\
I
log
LSU

P
III

M
mA
M-MLV W RT

MOPS
MPN

mRNA
n

NAD
NBT
OD

p
PAGE

PBS
peR
PEG
PFLA
pp.
PVPP
tDNA

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zeillmituren GmbH
Desoxythym idintri phosphat
Dithiothreitol
Desoxy uridint ri phos phat
Escherichia
editor (Herausgeber)
editors
(Dinatriull1salz del') Ethylendiamintetraessigsaure
European molecular biology laboratory

femto-
et alii
Gramm
Fall besch leunigung
Guanin
Immunglobulin G
Kilobasen paat'e
Kilobasen
Kilodalton

Bakteriophage Lambda
Liter
Logat'hit hmlls
large subunit

mikro-
milli; Meter
Molar
Milliampere
Moloney Murine Leukemia Vinls RNase H
Reverse Transkt-iptase
Morpholinopropansulfonsa,ure

most-probable-numbel'

messenger RNA
nano-

Nikot inam idadenind inukleot id
Nitroblau-Tetrazolillmsalz
optische Dichte

PICO-

Po Iyacry lamidgele lekt rophorese
phosphate-buffered sa,line
polymerase chain t'eaction
Polyethylengly koll
P hos phoi ip idfettsau ren an al yse
Seiten
PolyvinylpolYPYITolidon
rRNA-codierende Gene

ANHANG
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RNA
RNase
rpm
rRNA
RT
S
SDS
spp.
SSC
SSCP
SSU
STE
T
TAE
Taq
TBE
TBS
TE
Temed
TGGE
Tm

Tris
U
u. a.

UV
V
Vol.
(v/v)
(w/v)
X-Phosphat
z. B.

Ri bonuklei nsall re
Ri bOlluklease
Umdrehungen pro Minute
ribosomale R A
Reverse Transkription/Transkriptase
Sedimentationskonstante
Natriumdodecylsulfat
species
salt-sodi umcitrate (Natri ulllchiorid-Natriumcitrat)
single-strand conformation polymorphism
small subunit
salt-Tris-EDTA
Thymin
Tris- Acetat- EDTA
Themw.s aquatiells
Tris-buffered EDTA
Tris-buffered saline
Tris-EDTA
N ,N ,N' ,N'-Tetramethylend iamill
temperature gradient gel electrophoresis
mittlere Seh melztemperatu I· doppelstrangiger DN A
Trishyd roxymethy Iam inoet han
unit (Einheit)
unter anderem
Ultraviolettlicht
Volt
Volumen
Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen
5-Brom-4-Chlor-3- Indolyl phosphat
zum Beispiel
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A.2 Aminosaureco de

A Alanin (Ala)
R Arginin (Arg)
N Asparagin (Asn)
D Asparaginsanre (Asp)
C Cystein (Cys)
Q Glutamill (GIn)
E Glutamillsaure (Glu)
G Glycin (Gly)
H Histidin (His)
I [soleucin (IIe)

L Leucin (Leu)
J< Lysin (Lys)
M Methionin (Met)
F Phenylalanin (Phe)
P Pralin (Pro)
S Serin (Ser)
T Threonin (Thr)
VV Tryptophan (Trp)
Y Tyrosin (Tyr)
V Valin (Val)
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A.3 Nukleinsaurecode

Base Code l';Olll plement Code Base Code Base

Aden ill A T R A,G H A,T,C
Cytosin C G Y C,T B G,T, C
Guallin G C M A,C V G,A,T
Thymin T A h G,T D G,A,T
Uracil U A S G,C N G,A,T,C

W A,T

ANl-IANG

A.4 Sequenzdaten

1m folgend8ll sind die in del' vorliegenden Arbeit ermittelten N lIkleotid- und die abge
leiteten Aminosallresequenzen des [NiFe] Hydrogenase-Genfragments allfgefiihrt. Die
"alignments" enthalten zllsatzlich die Seqnenzen von Desulfovibrio gigas, Desulfovibrio
vulgaris Miyaza.ki, Desulfovibrio fl'Uclosovorans und Escherichia coli, die del' EMBL Da
tenbank entnommen wurden. Die Gattnngsnamen wnrden folgendermaBen abgekiirzt:
D., Desulfovibrio; E., Escherichia. Sequenzbezeichnungell beginnend mit h6, I<5 odeI'

MM stehen fiir DNA-Fragmente, die a.ns Nukleillsanrell eines experimelltellell metha
llogellell Bioreakors (1(5), eines denitrifizierenden Bioreaktors ([(6) sowie ans eiller
mikrobiellen Matte (Texel, Holland) amplifiziert. wllrclen.

A.4.1 Nukleotidsequenzen des [NiFe] Hydl'ogenase-Genfl'ag
Uleuts

I<6S1 •................................... GTGTGCACCTACGTGcA TGCCCTGG
K6S3 .•........•.......... CGCTGCGGtGTGTGCACCTACGTGcATGCCCTGG
1I:6S4 . . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . ... GTGTGCACCTACGTGcACGCCCTGG

K6S8 ..................•............... GTGTGCACCTACGTccATGCCCTGG
I<6S6 ........•.......... GCCTGCGGcGTGTGCACCTACGTGcATGCCCTGG

](5S18 TGGCGGcGTCTGCACCTACGTGcACGCCCTGG

K5S13/14 .......•...•........•................. GTGCACCTACGTGcATGCCCTGG

I<5S5 .......•...•........•................. GTGCACCTACACccACGCCCTGG

K5TypA .......•...•........•......... GGCGGcGTCTGCACGTACACccATGCTCTGG
K5Ty pB . • . . . • . . . . . . . . . . . .. . .... GCGGc GTCTGCGCG TACA Cc c ATGCCCTGG
MM5 ••.•••••...•....••.••...... GCTTGCGGcGTGTGCACCTACGTGcACGCCCTGG

MM8 • • • • • • • • . • • • • • • • • • . • • • . . .... GCGGcGTGTGCACCTATGTccACGCCCTGG

MMIO •..•.•.•...••.••....•.......... GCGGYGTSTGCACCTACGTGcWCGCCCTGG
PlB3 . . . • . . • • . . • • . . ...• TCCTGCGGcGTCTGCACCTACGTGcACGCTCTGG

D.baculatus . . . . • . . . • . . . . • . . . . . . . . . . . GtGTCTGCACCTACACccATGCCCTGG
D.desulj1/.nwns DSM 1934 ...............•............... GCGGcGTCTGCACATACACGcACGCCCTTG
D.des1/./j1/.nwIJs DSM 1936 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . GGtGTGTGCACAAACGTccACGCTTTGG

D.Jes'u/jUrt,Cal1S Vosjan . . .
D.lonyus .... TTGCACCTACACccACGCCCTGG
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D.sulfodlsmutons
D.uulgans DSM 644
D.ulIlgons DSM 1744
D.uulgans Miyazaki
D·fnlctosovom.ns
D.g,gos
E.eol,

l83

..•.................•.......... GCGGcGTGTGCACCTACGTGcATGCCCTGG

........................... ACCTGCGGcGTGTGCACCTACACGcATGCGCTGG
............................... GGtGTCTGCACCTACGTGcATGCCCTGG

CGCGACGCCCAGCACTTCACCCAGCGCACCTGCGGcGTGTGCACCTATACccATGCGCTGG
CGCGACGCCCAGCACTTCACCCAGCGCGCCTGCGGcGTGTGCACGTACGTccACGCCCTGG
CGCGACGCCCAGCACTTCACCCAGCGCGCCTGCGGcGTGTGCACCTATGTGcATGCCCTGG
CGCGATGCGCGGGCGTTCGTTGAACGTATCTGCGGcGTCTGTACTGGCGTAcACGCCCTGG

K651 CCTCcACCCGgTGCGTGGACAACGCCGTCAAGGTc------AACATCCCGGCCAACGCCCG
1(652 CCTCcACCCGgTGCGTGGACAACGCCGTCAAGGTG------AACATCCCGGCCAACGCCCG
K6S4 CCTCcACCCGgTGCGTGGACAACGCCGTCAAGGTG------AACATCCCGGTCAACGCCCG
K6S8 CCTCcACCCGgTGCGTGGATAACGCCGTCAAGGTc------AACATCCCGGCCAACGCCCG
K656 CCTCcACCCGgTGCGTGGACAACGCCGTCAAGGTc------AACATCCCGGCCAACGCCCG
K5S18 CCTCcACCCGgTGCGTGGACAACGCCGTCAAGGTG------AACATCCCGGCCAACGCCCG
K5S12/12 CCTCcACCCGCTGCGTGGACAACGCCGTCAAGGTc------AACATCCCGGCCAACGCCCG
K5S5 CCTCGACCCGCTGCGTGGACAACGCCGTCGGCGTGGACAAGAACCTGCCCGACAACGCGCG
1(5TypA CCTCcACGCGCTGCGTGGACAACGCCGTCGGCGTGGACAAGAACCTGCCCGACAACGCCCG
1(5TypB CCTCcACGCGCTGCGTGGACAACGCCGTCGGCGTGGACAAGAACCTGCCCGACAACGCCCG
~~15 CTTCcACCCGCTGCGTGGACAACGCCGTCGGCGTG------AAGATCCCCAACAACGCCAC
~1M8 CCTCcACCCGCTGCGTCGACGACGCCGTCGGCGTc------AAGGTCCCGcGCCTGGGCGA
~1M10 CCTCcACCCGgTGCGTGGACAACGCCGTCAAGGTG------AACATCCCGGAYAACGCCCG
PIB2 GTTCAATCCGCTGCGTGGACAACACCGTGGGCGTGGACAAGGTCCTGCCCcACAACGCCAC
D. bacula tus CCTCcACCCGTTGCGTGG ACAA TGCCGTCGGCG TGGA TGCG AACCTGCCCGACAACG CGCG
D. deslilfuncons DSM 1924 CTTCcACCCGCGCACTTGAAGACGCCATCAAC- ---- - AAGCCCA TTCCGGCCAACGCCAC
D. deslllfllneons DSM 1926 CCTCTGTTCGTTGCGTGG ATGACGCGGTAGGCGTT - - - - - - TCCA TTCCCGAAAACGCCAC
D.desulfllncans Vosjan AGTT------ACTA TTCCGGAAAACGCCAC
D.long",s CCTCcACCCGTTGCGTGGACAACGCCGTCGGCGTG- - ---- AAGA TCCCCAAGAACGCCAC
D. sulfod!S1nll.tans CCTCcACCCGCTGCGTGGACAACGCCGTCAAGGTc- - ---- AACA TCCCGGCCAACGCCCG
D. ulIlgo....s DSM 644 CTTCcACGCGCTGCGTCGACAACGCGGTGGGCGTG- - - ---CATA TCCCCAAGAATGCCAC
D.ulI./gons DSM 1744 CTTCcGTCCGTTCCGTCGACAACGCCGTCGGGGTTGACAAGGTCCTGCCCcACAACGCCAC
D. ulilgans Miyazak i CCTCc ACCCGCTGCGTGGACAA CGCCGTGGGCGTG- - - - - - CACA TTCCCAAG AACGCCAC
D.fmctosollomns CCTCcAGCCGCTGCGTCG ATGACGCCGTCAAGGTc- - - - -- AGCA TCCCGGCCAACGCCCG
D.g~os CCTCcGTCCGCGCCGTGGACAACTGCGTGGGCGTG------AAGATTCCCGAAAACGCCAC
E.coh CTTCGGTTTACGCCATCGAAGATGCTATCGGTATT------AAAGTGCCGGACAACGCCAA

K6S1 GATGATGCGCAACCTGGTCATGGGCGCCCAGTATCTGCATGACCACATCGTGCATTTCTAT
1(6S2 GATGATGCGCAACCTGGTCATGGGCGCCCAGTATCTGCATGACCACATCGTGCATTTCTAT
1(6S4 GTTGATGCGCAACCTGGTCATGGGCGCCCAGTACCTGCATGACCACATCGTGCATTTCTAC
1(6S8 GATGATGCGCAACCTGGTCATGGCCTCCCAGTATCTCCATGACCACATCGTCCACTTCTAT
K6S6 GATGATGCGCAACCTGGTCATGGCCGCCCAGTATCTGCATGACCACATCGTGCATTTCTAT
K5S18 GATGATGCGCAACCTGGTCATGGCCGCCCAATACCTGCATGACCACATCGTGCATTTCTAC
K5512/l4 GATGATGCGCAACCTGGTCATGGCCGCCCAGTATCTGCATGACCACATCGTGCATTTCTAT
K5S5 CCTCATCCGCAACCTcGTCCTGGCCGCGCAGTTCCTGCATGACCACATCGTGCACTTCTAC
K5TypA CCTCATCCGCAACCTcGTCCTGGCCGCGCAGTTCCTGCATGACCACATCGTGCATTTCTAT
J(5TypB CCTCATCCGCAACCTcGTCCTGGCCGCGCAGTTCCTGCATGACCACATCGTGCATTTCTAT
M~15 CCTGATCCGCAACCTGGTGCTGGCTcCCCAGTACATGCAcGACCACATCGTGCACTTCTAT
~1~18 GCTGGAACGCCAGCTcTGCATCGCCTCCCAGTACATGCAcGACCACATCGTGCACTTCTAT
~nM10 GCTGATGCGCAACYTGGTCATGGSCGCCCAGTACHTGCATGACCACATCGTGCATTTCTAC
PIB2 CATCATCCGCAATCTcGTGCTGGCATCCCAGTTCATGCAcGACCACATCGTGCACTTCTAT
D. b"Clilo tllS CCTCATCCGCAACCTGGTGCTGGCCGCCCAGTTCCTGCA TG ACCA CATCGTGCATTTCTAT
D.desulfllneons DSM 1924 CTATATCCGCAACCTcGTTATGGCCA TGCAGTTCATGCATGACCACGTGGTGCATTTCTAT
D. deslllfllneons DSM 1926 CATCTTCCGTAACTTGGTTTTGGCTc AGCAGTTCCTGCATG ACCACATCGTGCATTTTTAT
D. deslllfuncans Vosjan CCTTATCCGTAACCTcGTTATGGGTTGTCAGTACATGCAcGATCATCTGGTGCATTTTTAT
D.longlls CCTGATCCGCAACCTGGTTCTGGCCGCGCAGTTCA TGCA TG ACCA CATCGTGCATTTCTAT
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D.su.ljodlslnuldt1s
D.vulgans D5M 644
D.vulY<lrlS D5~1 1iH
D.vulgans Miyazaki
D·frv.ctosovoralls
D.glglIS
E.coll
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CATGATGCGCAACCTGGTCATGGCCGCCCAGTATCTGCATGACCACATCGTGCATTTCTAT
ATACATCCGCAACCTcGTTCTGGGTGCGCAGTATCTGCAcGACCACATCGTGCACTTCTAC
CATCATCCGTAACCTGGTGATGGCCGCGCAGTTCATGCATGACCACATCGTGCACTTCTAT
CTACATCCGCAACCTGGTGCTGGGCGCGCAGTACCTGCAcGACCACATCGTGCACTTCTAC
CATGATGCGCAACCTGGTCATGGCCTCCCAGTATCTCCATGACCACCTCGTCCACTTCTAT
TCTCATGCGCAACCTcACCATGGGCGCGCAATACATGCAcGACCACTTGGTGCACTTCTAC
TATCATCCGCAACATTATGCTGGCAACGCTCTGGTGCCAcGATCATCTGGTGCACTTCTAT

1<651 CACCTGCACGCCCTGGACTGGGTCGACGTGACCAACGCCCTCAAGGCCGACCCCCAGAAGG
1<652 CACCTGCACGCCCTGGACTGGGTCGACGTGACCAACGCGCTCAAGGCCGACCCGCAGAAGG
1<654 CACCTGCACGCCCTGGACTGGGTCGACGTGACCAACGCCCTCAAGGCCGACCCGCAGAAGG
K658 CACCTCCATGCCCTGGACTGGGTGGACGTGACCAATGCGCTGAAAGCCGATCCGGACAAAG
1<656 CACCTGCACGCCCTGGACTGGGTCGACGTCACCAACGCGCTCAAGGCCGACCCCCAGAAGG
K5518 CACCTGCACGCCCTGGACTGGGTCGATGTGACCAATGCGCTCAAGGCCGACCCGCAGAAGG
K5513/14 CACCTGCACGCCCTGGACTGGG TCGACGTCACC AACGCGCTCAAG GCCG ACCCCCAG AAGG
K555 CACCTGCACGCCCTGGACTGGGTCGACGTGACCGCCGCCCTGACCGCGGACCCGAAGAAGG
I<5TypA CATCTGCACGCCCTGGACTGGGTCGACGTGACCGGCGCCCTGACCGCCGACCCGGTCAAGG
K5TypB CATCTGCACGCCCTGGACTGGGTCGACGTGACCGGCGCCCTGACCGCCGACCCGGTCAAGG
~1M5 CACCTGCACGCCCTGGACTGCGTGGACGTCGCCAGCGCGCTCAAGGCTGATCCGCAGAAGG
~1NI~ CATCTCCATGCCCTGGACTGGGTGGACGTGACCAGCGCGCTTGCCGCCGACCCCAACAAGG
~1~110 CACCTGCACGCCCTGGACTGGGTCGACGTGACCAACGCSCTCAAGGCCGAYCCGSAGAAGG
P1B2 CACCTGCACGCTCTGGACTTCGTCAACGTCGCCAACGTCCTGAACGCCGACGTGAACACCG
D. baculllllls CATCTGCACGCCCTGGACTGGGTGGA TGTCACCGGCGCGCTGACCGCCG ACCCCAAA AAGG
D. deslllfunc"/ls D5M 1n4 CACCTGCACGCCCTCGACTTTGTGGACGTGGCC AA TGCCCTGCAGGCCG ACCCGGCCAAGG
D. deslI.lfllnClllls DS '1 1936 CATCTGCACGCTCTGGACTGGGTCGATGTGGTCAGCGGCCTTTCCGCTGATCCCAAAAAGG
D. deslllfunClllls Vosjall CATCTCTGTGGATTGGATTGGATCGACGT AGCCGGTGCACTTAAAGCAGACCCTAAAAAAG
D.lollgus CACCTGCACGCCCTGGACTGGG TCAACGTCGCCAACG TCCTCAATGCCG ACCCGAAG AAGG
D. SIIlfod.smuIIIIlS CACCTGCACGCCCTGG ACTGGG TCGATGTCACC AACG CGCT CA AG GCCG ACCC CCAG AAGG
D. VUlgMtS D5M 6H CACCTGCACGCGCTCGACTTCGTCGACGTGACCAACGCCCTCAAGGCCGACCCGGCCAAGG
D. vlligans D5~1 1iH CACCTGCACGCTCTCGACTTCGTCGATGTCGCCGGTTGCCTGAGCGCCGACGTCAAGAAAA
D. vlIlg(ms Miyazaki CACCTGCACGCCCTGGACTTCGTGGACGTGACCGCCGCGCTGAAGGCCGACCCGGCCAAGG
D.fmctosooorillls CACCTGCACGCCCTCGACTGGGTCGACGTGACCGCCGCCCTCAAGGCCGATCCCAACAAGG
D. g'gas CACCTGCATGCCCTTGACTGGG TGAA CGTGGCCAACGCCCTGAACGCCGATCCGGCC AAGG
E.. coil CAGCTTGCCGGGATGGACTGGATCGATGTGTTAGATGCGCTGAAAGCCGACCCGCGGAAAA

K6S1 CCGCCAAACTGGCCGCCAACATC---------------GCCCCGGCCCGTCCGGAgAACAC
1<652 CCGCCAAACTGGCCGCCAACATC---------------GCCCCGGCCCGTCCCGAgAACAG
K6S4 CCGCCAAACTGGCCGCCAACATC---------------GCCCCGGCCCGTCCCGAgAACAG
1<658 CCGCCAAACTGGCCGACACCATC---------------GCCCCGGCCCGTCCCGGgAACTC
K6S6 CCGCCAAACTGGCCGCCAACATC---------------GCCCCGGCCCGTCCGGGCAACTC
K5518 CCGCCAAACTGGCCGCCA ACATC- - - - - - - - - - - - - - -GCCCCGGCCCGCCCCGAgAACAG
](.5513/14 CCGCCAAACTGGCCGCCAACATC------ - --- ---- -GCCCCGGCCCGTCCGGGCAACTC
1<555 CCGCGTCCATCGCCAACTCCATC---------------TCCACCCGCCAGACC------AA
K5TypA CCGCCTCCATCGCCAACTCCATC---------------TCCGCCCGCCAGACC------AA
K5TypB CCGCCTCCATCGCCAACTCCATC- - - - - - - - - - - - - - -TCCGCCCGCCAG ACC - - - - - - AA
Nl~15 CCGCCAAGATCGCCAACAACATC---------------TCCCCCCGCAAGACCA .
MM8 CGGCCAAGATCGCGGACAGCATT---------------TCGCCCCGCGGCGCC------AA
N1M10 CCGCCAARHTSGCCRHCARCATC---------------KCSCCGGGCCSKCCCRAgAACAG
PU32 CAGCGGAGATGGCCAACGCCAACTACAAGATGGTGAACAAGGACTCCTCCCGAGTCAGCAC
D.b"CUlil.tuS CCGCATCCATCGCCAACTCCATC- -- -- - ---- -----TCGTCCCGCGTGACC---- --AA
D.deslI/func(lIls D5M 1934 CAGCCAAGCTGGCCCAGTCCATT-- - - - - ---- ---- -TCGCCGCGTCCGGCC---- --AA
D.desu/func(lIls DSM 1936CTGCTCAGCTTGCCAATGAGATC---------------TCGCCCAACCGTAAGACT---AC
D.desu/furlCllIlS Vosjan CTGCTGCCATTGCT AATTCAATC-- - - -- ---- ---- -TCACCACGCAAGACC---- -- AA
D./OIlYIlS CTGCCTCCCTGTCG AACAGCCTG - - - - - - - - - - - - - - - AACGAGA ACCGCAAGGAA - - - AG
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D.suljodlsmutans
D.uulga.ns DSM 644
D.uulga.ns DSM 1744
D.uulguns Miyazaki
D.jr·uctosouomlls
D.g'ga.s
gcor..
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CCGCCAAACTGGCCGCCAACATC---------------GCCCCGTCCCGCCCGGGCAACTC
CTGCGAAGATCGCGTCATCCATA---------------TCGCCCCGCAAGACA------AC
CCGCTGAAATCGCCGCCGCCGTCGCCAAGACCGTGCGTCCGAATCCGAAGATCGTCTCCTC
CCGCCAAGGTGGCCTCGTCCATC---------------TCGCCCCGCAAGACC------AC
CCGCCAAACTGGCAGCCTCCATC---------------GACACGGCTCGGACCGGCAACTC
CTGCCCGCCTGGCCAACGATCTC---------------TCCCCCCGCAAAACC------AC
CCTCCGAACTGGCGCAAAGTCTC---------------TCC---TCTTGGCCGAAATCATC

K6S1 CGCCGAATCCTTGAAG---GCCGTCCAGGATCGCCTGAAAGCCTTCGTGGAGACCGGcCAG
](6S2 CGCCGAATCCCTCAAG---GCCGTCCAGGATCGTCTGAAAGCCTTCGTGGACACCGGcCAG
K6S4 CGCCGAATCCCTCAAG---GCCGTCCAGGACCGCCTGAAAGCCTTCGTGGACACCGGcCAG
1(6S8 TGCCGAATCGTTGAAG---GCCGTGCAGGATCGCCTCAAAGCCTTCGTCGAGACCGGACAG
K6S6 CGCCGAATCCTTGAAG---GCCGTGCAGGATCGCCTGAAAGCCTTCGTGGAGACCGGACAG
](5S18 CGCCGAGTCCCTCAAG---GCCGTCCAGGACCGTCTGAAGGCCTTCGTGGACACCGGcCAG
](5S12/14 CGCCGAATCCTTGAAG---GCCGTGCAGGATCGCCTGAAAGCCTTCGTGGAGACCGGACAG
](555 GGTCGAGGACCTCAAG---GCCGTGCAGGACAAGGTCAAGAGCCTGGTGGACTCCGGcCAG
K5TypA GGCCGAAGACCTGAAA---GCCGTTCAGGACAAGGTCAAGGGCCTGGTGGATTCCGGACAG
](5Ty pB GGCCGAAGACCTGA AA - - -GCCGTTCAGG ACAAGGTCAAGGGCCTGGTGGATTCCGG cCAG
M~ .
MM8 GGCAGACGACCTCAAG GCCGTGCAGGACAAACTCAAGGCCTTTGTGGAGGCCG .
M~110 SGGCGWGTCSCTCAAS---GASGWCMAGGACCGCCTGAWRGYSWTCGKGGRCWCCGKcCAG
PIB2 TCCCGCAGATCTGCAG---AAGGTCAAGGACACCATCAAGGGAATCATCGATTCCGGcCGC
D.baculatus GGCCGAAGACCTCAAA---GCAGTACAGGACAAGGTCAAGGGTCTGGTCGATTCCGGcCAG
D. desuljuncalls DSM 1924 GGCAGAAGACTTTG tC- - -GCCGTGCAGG cCAAACTG AAGA CCTTTATCGAAAGCGG cCAG
D. desuljunealls DSM 1926 TGCTGCCCAGCTCAAA- - -GCAGTTCAGGACAAACTGAAGGCTTTCGTTGAATCTGGTCAG
D.desuljuncalls Vosjan AGCTGAAGACCTCAAG---GCTGTTCAGGcCACACTTAAGAAGTTTGTAGATAGCGGTCAG
D./ongus CGCCGCCGACTTCGCG- - -GCCGTCA AGG ACACCGTCAAGGCGCTCATCGAGTCCGG cCAG
D. suljodlS1l1uta.ns CGCCGAATCCTTGAAG - - -GCCGTGCAGGACCGCCTG AAAGCCTTCGTGGAGA CCGG ACAG
D. uu./gans DSM 6-14 GGCGGCCGACCTCAAG-- -GCCGTACAGGACAAGCTCAAGGCGTTCGTGGCCAGCGGGCAA
D. uu./ga.ris DSM 1744 CGAGGCCGACCTTCAG-- -AAGACCAAGGACACCGTCAAGGGCATCGTGGACTCCGGcCGt
D. uulgans ~ liyazak i GGCGGCGGACCTGAAG- - -GCGGTGCAGG ACAAGCTG AAGA CCTTCGTGGAAA CCGGGCAG
D. jrurtoso uomllS GG AAAAGGCCCTC AAG - - -GCA GTCC AGG ACAA GCTG AAAG CCTT CGTCG AGTCCGG ACAG
D. g'gas CACGGAAAGCCTCAAG - - -GCCGTGCAGGcCAAGGTCAAGGCCCTGGTGGAAAGCGG cCAG
E. colt CCCTGGCTATTTC- - - TTCGACGTAC AAA ACCGCCTG AAAAAATTTGTTGAAGGCGGGCAG

K6S1 CTCGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGACATcCGGCCTACTACCTGC
K6S2 CTCGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGACATcCGGCCTACTACCTGC
1(6S4 CTCGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGACATcCGGCCTACTACCTGC
K6S8 CTtGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGtGGACACAAGGCCTACTACCTGC
](6S6 CTCGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGACATGCGGCCTACTACCTGC
K5518 CTCGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGACATcCGGCCTACTACCTGC
](5S12/14 CTCGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGACATGCGGCCTACTACCTGC
](555 CTCGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTC------GGCGGCCACGACGCGTACTACCTGC
K5TypA CTCGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGGCACGAGGCCTACTACCTGC
](5TypB CTCGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGGCACGATGCCTACTACCTGC
MM5 . .
MM8 . .
MMl0 ATCKGCATCTTCACCAACKYCTASTTCCT .
PIB2 CTCGGCATCTTCAACAACGCCTACTTCCTGAAGCCCGGCGGACACcCCGCATACAAGCTGA
D. bacu.llllu.s CTCGGCATTTTCACCAACGCCT ACTTCCTG- - - - - -GGCGG ACACAAGGgCTACTA TCTG .
D. desllljunca.lls DSM 1924 CTtGATCCCTTCACCAACGCCTACTTCCTG--- -- -GGCGGCCACcCGAgCTACTACCTGG
D.desll/jllncalls DSI\1 1926 CTtGGCATCTTTACCAATACCTACTTCCTT------GGCGGCCCCGAT .
D.deSllljunca.Ils Vosjan CTtGGTCCATTCACCAACGCCTACTCTC .
D.lollgus CTGGGCCCGTTCACCAACGCCT ACTTCCTGCGTGAAGGCGGCCACGACGCCTACTACCTGC
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D.sulfod.smutalls
D. l/lIlyans DSM 6~4

D.l/lIlyans D'I'v1 I,H
D.l/lIlg"ns Miyazaki
D.jrllclosouoralls
D.g.gas
E.coil

ANHANG

CTGGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCT.. . .
CTCGGCCCCTTCACCAACGCCTACTTC .
CTCGGCATCTTCACCAACGCTTATTTCCTC------GGCGGCCACcCGGCTTACGTCC .
CTCGGCCCGTTCACCAATGCCTACTTCCTG------GGCGGCCACcCCGCCTACTACCTGG
CTCGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTC------GGCGGCCACAAAGCCTACTACCTGC
CTGGGCATCTTCACCAACGCCTACTTCCTG------GGCGGCCACcCCGCCTATGTGCTGC
TTGGGGATCTTCCGCAATGGCTACTGG------------GGGCACcCGCAGTACAAACTGC

K6S 1 CGCCCGAGGT .........•........•...............
K6S2 CGCCCGAGGTGGAC ...................•...••.........
K6S4 CGCCCGAGGTGGAC .....•........•.........•........•
[(6S8 CGCCCGA ..........................•..............
K6S6 CGCCCGAGGTCGAC ...................•..............
K55 l8 CGCCCCGAGTGGAC .
[(55 l2/14 CGCCCGAGGTCGAC.... . . ..•...•..
K5S5 CGCCCGAAGTCAAA ....•........•........••...•......
K5TypA CGGCTGAAGTCAAA ..................•......
K5TypB CGGCCGAAGTCAAA ...........................•....•.
MM5 .
MM8 ......•......••...•....•...•........••......
MM10 ..................•........•.............•......
PlB2 .
D.bacuhltus .............•........••........•.
D.desulfunwlIs DS~I 192~ AGCCGGAAGCCAAC .............•........••...•...•..
D.deslilfunwllS DS~I 1926 ..................•......................•......
D. deslllflincalls Vosjan .............•....•........•........••...•....•.
D.lolIg"s CCGCCGAG ............................•........•..
D. sulfodlS1ltutans ........••............•....•...••....•.
D.l/ulgans DSM 644 .
D.l/·lIlgans DSM 17H .
D. l/lIlgans Miyazaki ATCCGGAAACCAACCTCA TCGCcac cGCcCACTACCTGGAAGCCCTGC
D.j,."ctosol/ora liS CGCCCGAGGTCAACCTCA TCGCcac cGCcCACT ACCTGGAAGCCCTGC
D. 9'ya s CGGCGGAAGTGGACCTCA TCGCcaccGCcCACT ACCTGGAAGCCCTGC
E.coh CGCCAGAAGCT AACCTGATGGGcTTTGCcCACT ATCTCGAAGCTCTCG

AA.2

K6S1
1<6S2
K6S4
KG58
K6S6
K5S18
1<5512/14
K5S5
K5TypA
1<5TypB
MM5
M1\18
PIB2

Abgeleitete Aminosauresequenzen des [NiFe] Hydroge
nase- Gellfi'agments

...... VCTYVHALASTRCVDNAVKV--NIPANARHMRNLVMGAQYLHDHIVHFY
..•...... RCGVCTYVHALASTRCVDNAVKV--NIPANARMMRNLVMGAQYLHDHIVHFY
............ VCTYVHALASTRCVDNAVKV--NIPVNARLMRNLVMGAQYLHDHIVHFY
............ VCTYVHALASTRCVDNAVKV--NIPANARMMRNLVMASQYLHDHIVHFY
......... ACGVCTYVHALASTRCVDNAVKV--NIPANARMMRNLVMAAQYLHDHIVHFY
.......... GGVCTYVHALASTRCVDNAVKV--NIPANARMMRNLVMAAQYLHDHIVHFY

..... CTYVHALASTRCVDNAVKV--NIPANARMMRNLVMAAQYLHDHIVHFY
.....•....... CTYTHALASTRCVDNAVGVDKNLPDNARLIRNLVLAAQFLHDHIVHFY
.......... GGVCTYTHALASTRCVDNAVGVDKNLPDNARLIRNLVLAAQFLHDHIVHFY
........... GVCAYTHALASTRCVDNAVGVDKNLPDNARLIRNLVLAAQFLHDHIVHFY
.•..•.... ACGVCTYVHALASTRCVDNAVGV--KIPNNATLIRNLVLAPQYMHDHIVHFY

..... GVCTYVHALASTRCVDDAVGV--KVPRLGELERQLCIASQYMHDHIVHFY
.•.... SCGVCTYVHALGSIRCVDNTVGVDKVLPHNATIIRNLVLASQFMHDHIVHFY
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D. baculatus VCTYTHALASTRCVDNA VGVDANLPDNARLI RNLVLAAQFLHDHI VHFY
D.desu,lfuncans DSM 1924 GVCTYTHALASTRALEDA IN--KPIPANATYIRNLVMAMQFMHDHVVHFY
D. desulfuncans DSM 1926 GVCTNVHALASVRCVDDA VGV- -SI PENAT I FRNLVLA QQFLHDH I VHFY
D. desulfunca.1ls Vosjan . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .... V- -TI PENA TLI RNLVMGCQYMHDHLVHFY
D.longus ..•.......... CTYTHALASTRCVDNA VGV- -KI PKNATLI RNLVLAAQFMHDHI VHFY
D. sulfodism:u./,a.ns GVCTYVHALASTRCVDNAVKV- -NI PANAR~mRNLVMAAQYLHDHIVHFY
D.vulgaris DSM 644 TCGVCTYTHALASTRCVDNAVGV- -HIPKNATYIRNLVLGAQYLHDHIVHFY
D. uulgans DSM 1744 GVCTYVHALASVRSVDNAVGVDKVLPHNATI IRNLVMAAQFMHDHI VHFY
D. vulgal'is Miyazaki RDAQHFTQRTCGVCTYTHALASTRCVDNA VGV- -HI PKNATYIRNLVLGAQYLHDH I VHFY
D.jructosouora.1lS RDAQHFTQRACGVCTYVHALASSRCVDDA VKV- -SI PANARHHRNLVMASQYLHDHL VHFY
D.giga, RDAQHFTQRACGVCTYVHALASVRAVDNCVGV- -KI PENATLllRNL THGAQYMHDHLVHFY
E.coh RDARAFVERICGVCTGVHALASVYAIEDAIGI--KVPDNANIIRNIMLATLWCHDHLVHFY

1(6S1 HLHALDWVDVTNALKADPQKAAKLAANI-----APARPENTAESLK-AVQDRLKAFVETGQ
K6S2 HLHALDWVDVTNALKADPQKAAKLAANI-----APARPENSAESLK-AVQDRLKAFVDTGQ
K6S4 HLHALDWVDVTNALKADPQKAAKLAANI-----APARPENSAESLK-AVQDRLKAFVDTGQ
K6S8 HLHALDWVDVTNALKADPDKAAKLADTI-----APARPGNSAESLK-AVQDRLKAFVETGQ
K6S6 HLHALDWVDVTNALKADPQKAAKLAANI-----APARPGNSAESLK-AVQDRLKAFVETGQ

K5S18 HLHALDWVDVTNALKADPQKAAKLAANI-----APARPENSAESLK-AVQDRLKAFVDTGQ
K5S12/l4 HLHALDWVDVTNALKADPQKAAKLAANI-----APARPGNSAESLK-AVQDRLKAFVETGQ
K5S5 HLHALDWVDVTAALTADPKKAASIANSI-----STRQT--KVEDLK-AVQDKVKSLVDSGQ
K5TypA HLHALDWVDVTGALTADPVKAASIANSI-----SARQT--KAEDLK-AVQDKVKGLVDSGQ
K5TypB HLHALDWVDVTGALTADPVKAASIANSI-----SARQT--KAEDLK-AVQDKVKGLVDSGQ
MM.5 HLHALDCVDVASALKADPQKAAKIANNI -----SPRKT .
~1~18 HLHALDWVDVTSALAADPNKAAKIADSI-----SPRGA--KADDLK-AVQDKLKAFVEA ..

PIB2 HLHALDFVNVANVLNADVNTAAEHANANYKMVNKDSSRVSTPADLQ-KVKDTIKGIIDSGR
D. ban/.latus HLHALDWVDVTGALTADPKKAASI ANSI - ----SSRVT--KAEDLK-AVQDKVKGLVDSGQ
D.desulfuncans DSM 1924 HLHALDFVDVANALQADPAKAAKLAQSI - ----SPRPA--KAEDFV-AVQAKLKTFI ESGQ
D. desulfuricans DSM 1926 HLHALDWVDVVSGLSADPKKAAQLANEI - ----SPNRKT-T AAQLK -AVQDKLKAFVESGQ

D. des".lf"./'icans Vosjan HLCGLDW I DVAGALKADPKKAAA I ANSI - - ---SPRKT--KAEDLK-AVQATLKKFVDSGQ
D./ong", HLHALDWVNVANVLNADPKKAASLSNSL- ---- NENRKE-SAADFA-AVKDTVKALI ESGQ
D. sulfodism"tans HLHALDWVDVTNALKADP QKAAKLAA NI - - - - - APSRPGNSA ESL K- AVQDRLKA FV ETGQ
D. vulgaris DSM 644 HLHALDFVDVTNALKADPAKAAKIASSI - ----SPRKT--T AADLK- AVQDKLKAFV ASGQ
D. vu.lgans DSM 1744 HLHALDFVDVAGCLSADVKKTA EI AAAVAKTVRPNPK IVSSEADLQ-KTKDTVKGI VDSGR
D. uulgaris Miyazaki HLHALDFVDVTAALKADPAKAAKVASSI - - -- -SPRKT- -T AADLK -AVQDKLKTFV ETGQ
D.fructosouorans HLHALDWVDVTAAL KADPNKAA KLAASI - - - -- DT ARTGNS EKALK- AVQDKLKAFV ESGQ
D. gigas HLHALDWVNVAN ALNADP AKAA RLANDL- - - - - SPRKT- - TTESLK - AVQAKVKALVESGQ
E. coli QLAGMDW I DVLDALKADPRKTS ELAQ SL- - - - - S-SW PKSS PGY F- FDVQNRLKKFV EGGQ

K6S1 LGIFTNAYFL--GGHPAYYLPPE ......•....•.
K6S2 LGIFTNAYFL--GGHPAYYLPPEVD ,.
K6S4 LGI FTNAYFL--GGHPA YYLPP EVD .......••..
K6S8 LGIFTNAYFL--GGHKAYYLPP .
K6S6 LG I FTNA YFL--GGHAAYYLPPEVD .......••..
1(.5S18 LG I FTNAYFL--GGHPAYYLPPRVD ......•••..

K5S12!14 LGI FTNAYFL--GGHAA YYLPPEVD .
1(.5S5 LGI FTNAYFL--GGHDA YYLPPEVK .
K5TypA LGIFTNAYFL--GGHEAYYLPAEVK ......•....
K5TypB LGIFTNAYFL--GGHDAYYLPAEVK.
MM5 .
MM8 .
PIB2 LGIFNNAYFLKPGGHPAYKL .
D. baculat", LGI FTNA YFL--GGHKGYYL ...........•...
D.desu/furica.ns DSM 1924 LDPFTNAYFL--GGHPSYYLEPEAN .....•..
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D.desulJ1ineans DSM 19~6 LGI FTNTYFL--GGPD. . . . . . . ...•• 0 • 0 •••

D.desulJ1incans Vosjan LGPFTNAYSo 0 .00 •• 0 00 •• 0 0

D.lonyus LGPFTNAYFLREGGHDAYYLPAE 000 0 o. 0 0 0 0 • 0 0

D.stt.lJodlS1ll1ita>lS LGIFTNAYF 00 ••• 0 0 0 0 o. .000.0.000 ••••

D. v{I.Igans DSM 644 LGPFTNA YF. 0 •••• 0 • 0 0 •••••• 0 ••••

D.vulgans DSM 1744 LGIFTNAYFL--GGHPAYV 0 ••••

D.{lulgans Miya.zaki LGPFTNAYFL--GGHPAYYLDPETNLIATAHYLEAL
D.fructosovomns LG I FTNAYFL--GGHKAYYLPPEVNL IAT AHYLEAL
Dog/,gas LGI FTNAYFL--GGHPAYVLPAEVDL IATAHYLEAL
E.coll LG I FRNGYW----GHPQYKLPPEANLMGF AHYLEAL

ANHANG
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Hiermit versiehere ieh, daB ieh die vorliegellde Arbeit ohne unerlaubte fremde Hilfe
augefertigt habe, keine andel'en, als die von mil' augegebenen Quellen und Hilfsmittel
benutzt habe und die den benutzten Wel'ken wortlieh odeI' iuhaltlieh entnOlllll1enen
Stellell als solche kenntlieh gemaeht habe.

Bremen, im August 1996
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