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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Stamm FAcl2 und verwandte Mikroorganismen mit
molekularbiologischen  und  mikrobiologischen  Arbeitamethoden  charakterisert.  Stamm
FAc12 wurde aus anoxischen Anreicherungskulturen von Resfeldboden mit Acetat und
Ferrihydrit isoliert. Die phylogenetische Andyse senes kompletten 16SrRNA-Gens zeigte,
dal3 Stamm FAc12 der Ordnung der Myxococcales zuzuordnen ist. Vertreter dieser Ordnung
waren bis vor kurzem as drikt aerob charakterisert worden. Stamm FAc12 wéchst aerob in
Komplexmedium oder in Minerdmedium mit den Subdraten Acetat, Citrat oder Glucose.
Anaerob wachst Stamm FAcl2 mit Acetat und den Elektronenakzeptoren Eisen(lll) oder
Nitrat. Aus Anrecherungskulturen von Reiswurzen mit Acetat und Ferrihydrit wurden df
Stamme isoliert, die 16SrRNA-Gensequenzunterschiede zu Stamm FAcl2 von 04 — 1,0%
alfweisen. Zusammen mit zehn, von 45 und 90 Tage dten Reswurzen, gewonnen
Umwetsequenzen, ,, Anaeromyxobacter dehalogenans® und Stamm KC bilden Stamm FAc12
und die df Isolae, e@nen neuen, vieten Entwicklungsast innerhadb der Myxococcales.
Obwohl ,, A. dehalogenans® (16S rRNA-Gensequenzéhnlichkeit zu Stamm FAcl12 betrégt
99,5%) und Stamm KC (16SrRNA-Gensequenzéhnlichkeit zu Stamm FAc12 betrégt 97,2%)
phylogeretisch zu Stamm FAc12 eng verwandt sind, unterscheiden se sich physiologisch von
diesem. So wachsen z.B. Stamm FAc12 und ,, A. dehalogenans® anaerob mit Eisenreduktion,
Stamm K C aber nicht.

Baserend auf den berdts bekannten 16S rRNA-Gensequenzen von Stamm FAcl2 und
Vewandten wurde ein spezifisches PCR-System entwickelt. Mit Hilfe dieses PCR-Systems
wurden Stamm FAcl12 und Vewandte an der oxischen Reiswurzd und im anoxischen
Reisddboden nachgewiesen. Dabeinwiesen Stamm  FAc12 und Vewandte die gleiche
Populationsstruktur  auf wie im Resddboden. Durch verschiedene molekularbiologische
Arbeitsmethoden (ARDRA, T-RFLP-Andyse, Klonierung und vergleichende Sequenzierung)
wurde gezeigt, dass der hochste 16S rRNA-Gensequenzunterschied zwischen Stamm FAC12
und von Reiswurzen und Resfddboden ezidten Umwetsequenzen 4,4% betrégt. Wahrend
enes Mikrokosmosversuches wurden Stamm  FAcl2 und Vewandte im anoxischen
Reisddboden unabhdngig von der dissmilatorischen Eisenreduktion mit dem  spezifischen
PCR-System nachgewiesen. Dies deutet darauf hin, dass die physiologische Rolle von Stamm
FAc12 und Verwandten im Reisfeldboden noch nicht vollstandig geklart it.



Zusammenfassung

Stamm FAcl12 und Verwandte wurden mit dem PCR-System FAc12 auch in anderen Boden
nachgewiesen. Die Redriktiondragmentmuster, die durch T-RFLP-Andyse der ezidten

spezifischen PCR-Produkte erhdten wurden, wichen deutlich von denen der von Reiswurzeln
und Reisfeldboden bestimmten Muster ab.



Einletung

A. Einleitung

1. Eisenmineralien

Eisen ig das viethaufigte Element der Erdkruste (Schwertmann und Corndl, 1991). Das
Element Eisen ig sehr resktionsfreudig und kommt auf der Erde natlrlich nicht dementar
vor. Es bildet Minerde, zB. mit Slikaten, Sufiden, Karbonaten und Sauerstoff. In den
Slikaten (zB. Olivin; (MgFe);S04), den Sulfiden (z.B. Pyrit; FeS;) und in den Karbonaten
(FeCO3) liegt Eisen ds Fe(ll) gebunden vor. In den Eisenoxiden und Eisenhydroxiden liegt
das Eisen hingegen Uberwiegend as Fe(l11) vor.

Die drukturelle Einheit der Eisenoxide und Eisenhydroxide ist der Oktaeder. In diesem it
jedes Eisenatom von sechs Sauerstoffionen oder Sauerstoff- und Hyxdroxidionen umgeben.
Die verschiedenen Eisenoxide unterscheiden dch  hauptsichlich in der Anordnung  der
Oktaeder. Die Sauerstoff- und Hydroxidionen bilden Schichten, die entweder hexagona dicht
gepackt (& Phase) oder kubisch dicht gepackt (& Phase) vorliegen. Das Eisenatom selbst kann
durch verschiedene Metdlionen esetzt werden. So findet man zB. im Goethit  haufig
Aluminiumkationen (Schwertmann und Tayler, 1989) und im Ferrihydrit bis zu 9% Silizium
(Childs, 1992). Durch die dstérkere Bindung des z.B. Sliziumions zum Eisen, im Verglech zu
Sauerdstoff- und Hydroxidionen, wird die Ausbildung ener geordneten Krigalstruktur

verringert.

Von den 16 bekannten Eisenoxiden kommen Ferrihydrit, Lepidokrokit, Hamatit und Goethit
in der Natur am haufigsten vor. In den meisen Boden findet sch das gelbe Eisenoxid Goethit.
Das rote Hamatit findet d9ch eher in Bdden mit hoheren Bodentemperaturen und niedrigerem
Wassergehdt. In hydromorphen Boden (z.B. Reisfelder) findet sich Uberwiegend das orange
Lepidokrokit, well diesss Oxid bevorzugt be niedrigen Sauerstoffkonzentrationen gebildet
wird. Das rostbraune Ferihydrit i vor dlem dort zu finden, wo Fe(ll) schndl durch
Sauerstoff oxidiert wird (Schwertmann und Tayler, 1989).

Das Lodichkeitsorodukt dieser vier Eisenoxide (Ferrihydrit (5 Fe;O3 x 9 H»0), Lepidokrokit
(& FeOOH), Hamatit (4Fe;03) und Goethit (& FeOOH)) liegt in Wasser zwischen 1038 und
10*%. Die Konzentration der in Lésung fre vorliegenden Fe**-lonen liegt somit im
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attomolarem Bereich und ist fur Bakterien in der Natur en limitierender Faktor. Da bel
neutrdem pH-Wert Fe?*-lonen schndl mit Sauerstoff zu Eisenoxiden oxidiert werden, liegt
Eisen in viden Habitatlen auschliedich as gebundenes Fe(lll) vor. Eisenreduzierende
Bakterien konnen dlerdings das Fe(lll) der Eisenoxide ds Elektronenakzeptor nutzen. Die
Krigdlinitét des jeweligen Eisenoxids (Ferihydrit < Lepidokrokit < Hamatit < Goethit)
siet be der mikrobidlen Reduzierbarkeit dlerdings ene groe Role Sowohl die
PartikelgroRe (Weber, 1979) wie auch die damit verbundene Oberfliche (Rhoden und
Zachara, 1996) ig hierbei von Bedeutung. Ein Eisenoxid mit einer groen Oberfléache (z.B.
Ferrihydrit) wird mikrobidl schndler reduziet ds en krigadlines mit kleiner Oberfléche (z.B.
Goethit).

2. Mikrobidle Eisenreduktion

Die Reduktion von Fe(lll) zu Fe(ll) kann im mikrobidlen Stoffwechsd grundsdizlich auf
zwei verschiedenen Wegen datfinden. Im  assimilatorischen Stoffwechsd  wird  Fe?”
Uberwiegend bendtigt, um Enzyme, wie z.B. Katadasen, Peroxidasen, Cytochrome und Eisen
Schwefd-Proteine aufzubauen. Fe** wird aber auch z.B. fir den Transport von Sauerstoff im
Organismus bendtigt (H&moglobin, Myoglobin) (Drechse und Winckedmann, 1997). Um das
Fe’* fir den Aufbau dieser Molekile zu gewinnen, muR zunichst das Fe(lll) aus den
Eisenoxiden gelést werden. Bakterien, die ausschlieldich eine assmilatorische Eisenreduktion
betreiben, haben fir diesen Zweck Siderophoren entwickdt. Grundsdtzlich werden dre
Formen von Siderophoren unterschieden: die Catechol-Siderophore, wie z.B. Enterobaktin,
die Hydroxamat-Siderophore, zu denen die Ferioxamine gehdren und die Di- oder
Tricarbonsauren-Siderophore wie beispidsveise Citrat. Die Sderophoren werden von den
Bakterien ausgeschieden und komplexieren das Fe(lll) aus den Eisenoxiden. Die so beladenen
Siderophoren werden anschlieliend durch energieverbrauchende Transportsysteme in die
Bakterienzelle wieder aufgenommen. In der Zele wird das Fe** dann entweder durch den
enzymatischen Abbau der Siderophore (Enterobaktin) oder durch die Reduktion von Fe™ zu
Fe’*  (Ferrichrome) freigesetzt. Fe**, das mit Citrat komplexiert wurde, wird ohne diese
Tricarbonséure aufgenommen. Da die assimilatorische Eisenreduktion en
energieverbrauchender Stoffwechselweg i, wird er streng reguliert (Fuchs, 1999).

Im dissmilatorischen Stoffwechsd dient die Eisenreduktion prim& der Energiegewinnung.
Be de dissmilaorischen Eisereduktion werden grundsdtzlich zwel  Mechanismen
bechricben. Der direkte Kontakt der Mikroorganismen mit  den  wasserunlédichen
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Eisenoxiden scheint eine wesentliche Voraussetizung  fir  die  dissmilaorische  Fe(l11)-
Reduktion zu sen (Munch und Ottow, 1982, Tugd et al., 1986). Allerdings konnen
extrazdlulé&re Molekile das Fe(lll) aus den Eisenoxiden komplexieren. Diese Cheatoren
werden entweder von den esenreduzierenden Mikroorganismen sdbst  synthetisert  (z.B.
Chinone) (Newmann und Kolter, 2000; Sedliger et al., 1998) oder sind in den entsprechenden
Habitaten zu finden (zB. Huminsduren) (Loviey et al., 1996). Ein direkter mikrobieler
Kontakt zu den Eisenoxiden wird durch diese Chelatoren unndtig, da diese wassarlédich sind.
Dabel snd die meigen Mikroorganismen, die das in den Cheaoren komplexiete Fe(lll)
reduzieren konnen, auch in der Lage, Elektronen auf das in den Eisenoxiden gebundene
Fe(l11) zu Ubertragen (Lovley, 2000).

Uber die Enyme der dissmilatorischen Eisenreduktion it bisher noch wenig bekannt. So
konnten z.B. Magnuson et al. (2000) bel Geobacter sulfurreducens eine NADH-abhéngige
Eisenreduktase in der Membran nachweisen, die ein Cytochrom ¢ bestzt. Kaufmann et al.
(2001) wiesen im Cytoplasma desselben Organismus ene |6diche Eisenreduktase nach, die
NADPH abhangig it und kein Cytochrom besitzt.

3. Phylogenetische Stellung der Eisenreduzierer

Phylogenetisch  bilden die dissmilatorischen Eisereduzierer  keine  enhatliche  Gruppe.
Vertreter dieser physologischen Gruppe wurden in der Doméane Archaea und in der Doméne
Bacteria gefunden. In der Doméne Bacteria finden de dch Uberwiegend be  den
Proteobacteria. In dieser Entwicklungdinie gehtren die mesen bekannten dissmilatorischen
Eisenreduzierer zu den & und & Proteobacteria. Die Mitglieder dieser zwel Subklassen der
Proteobacteria unterscheiden sch nicht nur phylogenetisch, sondern auch physiologisch. In
der &Subklasse der Proteobacteria konnen die megen esenreduzierenden Bakterien
(Shewanella, Aeromonas und Thiobacillus) neben Fe(lll), Nitrat oder Fumarat auch
Sauergtoff nutzen. Somit sind de fakultativ anaerobe Bakterien. Einzige Ausnahme it hier
der gtrikt anaerobe Ferrimonas balearica (Rosdlo-Moraet al., 1995).

In der &Subklasse der Proteobacteria hingegen finden sch ausschliefdich drikt anaerobe
dissmilatorische  Eisaveduzierer.  Alle  zur  dissmilatorischen  Eisenreduktion  fahigen
Bakterien in  diessr phylogendtischen  Entwicklungdinie gehdren  zur  Familie  der
Geobacteraceae. Diese Familie enthdlt zwei, Uber ihre 16S rRNA-Gensequenz definierte
Entwicklungdinien, Geobacter (Geobacter spp .und Pelobacter propionicus) und
Desulfomonas (Desulfuromonas spp. und Pelobacter spp.). Mitglieder der Familie
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Geobacteraceae konnen neben Fe(lll) auch z.B. Nitrat, Mangan(lV) oder Schwefd as
terminalen Elektronenakzeptor nutzen (Lovley et al., 1997).

Dissmilatorische Eisereduzierer snd vereinzdt auch den & Proteobacteria (Ferribacterium
limneticum; Cummings et al., 1999), den &Proteobacteria (Geospirillum barnesii; Laverman
et al., 1995), dem Phylum Holophaga/Acidobacterium (Geothrix fermentens; Lonergan et al.,
1996, Ludwig et al., 1997) und den gram-positiven Bakterien Bacillus infernus, Boone et al.,
1995) zugeordnet.

4. Okosystem Reisfeld

Reis ig fir nahezu die Hdfte dler Menschen Hauptnahrungsmittd (Wassmannet al., 2000).
Die Verdopplung der Wethevolkerung in den letzten dreilig Jahren erforderte eine deutliche
Steigerung der globden Resproduktion. Dies wurde dlerdings nicht nur  durch ene
VergroRerung der Reisanbauflache erreicht, sondern auch durch den Einsatz  geeigneter
Dingemitte, der Zichtung und Vewendung neuer Hochertragssorten, sowie veranderte
Kulturbedingungen  (Statistische  Datenbank der  FAO;  http://apps.fao.org/limS500/nph-
wrap.pl ?Production.Crops.Primery& Domain=SUA). Je nach Wasserverfligbarkeit
unterscheildet man  vier verschiedene Methoden im  Resanbau: 1) Hochland-, 2)
regenbewssserter-,  3) unkontrollieten  Uberflutungen  ausgesetzter- und  4)  kontrolliert
gefluteter Relsanbau (Neue, 1993). Dabel tr8gt der Reisanbau in kontrolliert gefluteten
Feldern mit Uber 66% zu der globaen Reisproduktion bei (Sass et al., 1994). Im kontrolliert
gefluteten Relsanbau werden die Felder einige Tage vor dem Auspflanzen der Reissimlinge
geflutet und ungefahr 20 bis 30 Tage vor der Ernte des Reises wieder trockengelegt (Schiitz et
al., 1989; Krlger et al., 2001). Nach der Hutung des Reisfeldes wird der Sauerstoff im Boden
innerthab von 1 bis 2 Tagen durch chemische Oxidationsresktionen und durch aerobe
Mikroorganismen verbraucht. Der Sauerstoffverbrauch durch aerobe Mikroorganismen ist
dabe zetlich abhéngig vom organischem Gehdt des Bodens und der im Boden
vorherrschenden  Temperatur  (Lindau et al., 1990). So wird der grofde Tel des
Rasddbodens anoxisch. Durch Diffuson von Sauerdtoff aus dem Hutwasser blebt
dlerdings die oberste Bodenschicht oxisch (Frenzel et al., 1992). Auch ene dinne Zone um
die Reiswurzd blebt, durch Sauergoffdiffuson aus dem Aerenchym der Regpflanze, oxisch
(Lee et al., 1981). In Abwesenheit von Sauerstoff efolgt der mikrobiele Abbau von
organischen Verbindungen durch verschiedene anaerobe Prozesse. Von den komplexen
organischen Subgtanzen des Resfddbodens (organischer Dinger, Reisstroh, Reiswurzeln,

Wurzdexsudate, Algen und Wassarpflanzen aus dem Hutwasser) werden die Polymere, wie
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zB. Cdlulose, Hemicdlulosen, Stérke, Pectin, Lignine, Fette und Proteine, unter den nun im
Boden vorherrschenden anoxischen Bedingungen, zunéchst durch hydrolytische Bakterien in
die entsprechenden Monomere gespdten (Chin et al., 1998, Liders et al., 2001). Diese, wie
zB. Monosaccharide, Aminosauren und FettsBuren werden von  fermertierenden  und
respiratorischen Bakterien as Subdrat verwendet. Dabel engeht im Resfdd Uberwiegend
Acetat, H, und CO, neben hoheren Fettsiuren und Alkoholen (Chin und Conrad, 1995;
Krylova et al., 1997). Letztere werden durch syntrophe anaerobe Bakterien in Acetat und
CO2/H, umgewanddt. Da diese Resktionen nur be geringen Wasserstoffkonzentrationen
moglich  dnd, eforden sSe die Anwesenhdt von  wassarstoffverbrauchenden
Mikroorganismen (syntrophe Assoziation). Acetat kann dlerdings auch durch acetogene
Bakterien aus entweder H, und CO, oder aus anderen organischen Verbindungen gebildet
werden.

Die anaeroben respiratorischen Prozese finden im Reddd und in anderen Habitaten nur
dait, wenn bel Abwesenheit von Sauerdtoff aternative Elektronenakzeptoren wie Nitrat,
Eisen(lll), Sulfat und/oder CO, vorhanden snd. Der Kohlengtoff wird dabe letztendlich
vollstdndig oxidiet zu CO, oder reduziert zu CHs. Unter subdratlimitierenden Bedingungen
dominieren dabel die Mikroorganismen, die den Elektronenakzeptor mit dem pogtivsten
Redoxpotentiad nutzen konnen (Nitrat > Eisen(lll) > Sulfat > CO,) und zwar, solange der
entsprechende Elektronenakzeptor in ausreichender Konzentration vorhanden ist.

Bel der Trockenlegung des Reisfeldes bei der Ernte des Reises werden die wéahrend der
Uberflutung reduzierten Elektronenakzeptoren, wie NH4*, Eisen(ll), S und/oder CH; wieder
durch Sauerdtoff oxidiert. Neben dieser saisonden, kommt es auch zu einer Reoxidation der
dternativen Elektronenakzeptoren an der Bodenoberfléche und an der Wurzdl, wo auch unter
anoxischen Bedingungen im Reisfeldboden Sauerstoff vorkommt (s. oben).

5. Der Eisenzyklusim Reisfeld

Die Reduktion von Eisen(lll) zu Eisen(ll) ist von quantitativer Bedeutung bei dem Abbau von
organischen Vebindungen im Reddd. In Expeimenten mit anoxischen Aufschidmmungen
von Reidddboden wurde gezeigt, da? die Kohlenstoffoxidation bis zu 50% an die
Eisenreduktion gekoppelt ist (Jeeckd und Schndl, 1999). In unbepflanzten Uberfluteten
Mikrokosmen wurde nach ener sechswochigen Inkubation be  25°C die hochste
Eisenreduktionsaktivitét in einer Bodentiefe von 4-8 mm lokdidert (Ratering und Schndl,
2000). Ferrihydrit-reduzierende Bakterien weisen im Resfddboden eine Zdlzahl pro Gramm
Trockengewicht Boden auf (10 Zdlen g TG Boden), die mindestens zehnfach héher igt, ds
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die der Methanogen. Eisen(lll)-reduzierende Bakterien, die aus Reisfeldboden isoliert wurde,
gehdren phylogentiscch sowohl dera -, & und &Gruppe der Proteobakterien an. Diese
Bakterien wurden mit H,, Acetat oder Lactat as Elektronendonator und Ferrihydrit oder
Lepidokrokit as Elektronenakzeptor isoliert (Schndl, persinliche Mittellung).

In  Vesuchen mit unbepflanzten, anoxischen Mikrokosmen wurde die hochge
Eisen(l1l)konzentration (Reoxidetion von Fe(Il) im Restddboden) in einer Bodentiefe von 2-
4 mm gefunden. Dies ist begrindet durch die Oxidation von nach oben diffundierendem
Eisen(ll) mit Sauergtoff (chemisciVmikrobidl) und Nitrat (mikrobiel) (Ratering und Schnell,
2000). In Experimenten mit anoxisch aufgeschldmmten Reidddboden nahm  die
Fe(lll)konzentration nach Zugabe von NOs oder NoO zu (KlUber et al., 1998). Im
Uberfluteten Reisfeldboden gilt aber die chemische Oxidation von Feg(ll) ds unwahrscheinlich
(Buersh und Morghan, 1976). Nitratreduzierende Bakterien konnen aber die Reduktion von
Nitrat zu N, mit der Oxidation von Eisen(ll) zu Eisen(lll) koppeln (Straub et al., 1996). Im
Reisfeldboden wurden Eisen(l1)-oxidierende Nitratreduzierer mit einer Zelzahl von 10° pro g
Trockengewicht Boden nachgewiesen (Ratering und Schnell, 2001).

Auch durch den von der Reiswurze abgegebenen Sauerdtoff wird Eisen(ll) zu Eisen(lll)
reoxidiert. Dadurch bilden sich an der Reiswurzel oberflache (Rhizoplane) Eisen(l11)- Plagues.

Die Zdlzah dea Esenrreduzierenden Bakterien im Boden, der die Wurzd umgibt
(Rhizosphére), it ca. 10-fach hoher ds die in den obersten 5 mm der Bodenoberflache
(Schndll,  personliche  Mitteilung). Im  Boden der  Rhizosphd&e konnten Uber ene
molekularbiologische Arbeitsmethode (, T-RFLP*-Andysen = ,termind redriction fragment
length polymorphism®; Liu et al., 1997) Mitglieder der Geobacteraceae identifiziert werden
(LUdemann, 1999).

6. Stamm FAc12

Stamm FAcl12 wurde aus Resfddboden unter srikt anoxischen Bedingungen angereichert
und isoliet. Die Anreicherungskulturen enthidten Acetat ds Kohlengoffqudle  und
Elektronendonator und Ferrihydrit as Elektronenakzeptor. Neben Fe(lll) kann Stamm FAc12
auch Nitrat unter anoxischen Bedingungen reduzieren. Aerob wéchst Stamm FAcC12 mit den
Elektronendonatoren Acetat, Citrat und Glucose. Auch wurde Wachstum von Stamm FAc12
auf Agaplatten und in flussgem Komplexmedium beobachtet. Somit i Stamm FAc12
fakultativ anaerob. Die vergleichende phylogenetische Andyse des 16SrRNA-Gens ordnete

6
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Stamm FACc12 in die Ordnung der Myxococcales innerhdb der & Proteobacteria ein. Dabe
wies zunéchst Stigmatella aurantiaca, ein Myxobakterium, die hdchge Sequenzéhnlichkeit
auf (89,8%).

Mitglieder der Myxococcales snd Gram-negative 0,6-1,2 um breite und 3,0-15,0 um lange
Stébchen. Se snd Bodenbakterien und konnen zerfdlendes Pflanzenmaterid, verrottetes
Holz, Baumrinden und Kotbalen von Pflanzenfressarn besedeln. In diesen Habitaten fdlen
se durch die von ihnen gebildeten 10-100 pm grofRen Fruchtkorper auf. Unter
Nahrstoffmangd  schwérmen  10°-10° Myxobekterien einer Art zusammen und hbilden ein
Zdlaggregat (Schlegd, 1992). Dabel wird das vegetative Wachstum der einzdnen Zdlen
eingestelt und ca 6590% der Zdlen autolyseren. Anschliellend erfolgt ene Differenzierung
des Zdlagregats in Stid, Bass, Sporangiolen und Myxosporen. Die austrocknungsresistenten
Myxosporen dchern  enen neuen  Lebenszyklus ener Makromolekll — auflésungsféhigen
Population (Dawid, 2000). Dieses Verhdten der Myxobakterien it durch ihre Erndhrung
begrindet. Physologisch lassen sch die Myxobakterien ndmlich in zwa Gruppen entelen,
die bekteriolytische und die cdlulolytische. Die Bakterien der bakteriolytischen Gruppe
vermigen andere Mikroorganismen mit Hilfe von Exoenzymen aufzuldsen. Zdlulose konnen
dlerdings nur Bakterien der Gettung Polyangium verwerten (celulolytische Gruppe). Dieser
Makromolekllabbau kann nur dattfinden, wenn eine gentigend hohe Exoenzymkonzentration
vorliegt und diese i wiederum von der Zdldichte abhéngig (Reichenbach, 1999). Bis vor
kurzem waren Myxobakterien als drikt aerob charakterisert worden. Vor kurzem beschrieben
Sanford et al.,2002 dlerdings ein fakultativ anaerobes Myxobakterium (,, Anaeromyxobacter
dehalogenans*), das unter anoxischen Bedingungen mit Acetat und 2-Chlorphenal isoliert
wurde. Auch Stamm KC ig en Mitglied der Myxococcales und wurde mit reduzietem 2,6-
Anthrachinon, enem Huminsaureandogon, und Nitrat as Elektronenakzeptor aus enem mit
Perchlorat verunreinigten Sediment isoliert (Coates et al., 2002). Dieser Mikroorganismus
kann ausschlieldich Nitrat ds Elekironenakzeptor nutzen und ist somit strikt anaerob. Stamm
FAc12 weig ene hohe Sequenzdhnlichkeit zu ,, Anaeromyxobacter dehalogenans’ Stamm
2CP-1 (99,5%) und Stamm K C (97,2%) auf.

Kultivierungsunabhangig wurden Umweltssquenzen mit molekularbiologischen
Arbeitsmethoden von 45 und 90 Tage dten Reiswurzeln gewonnen (Rosencrantz, 1998), die
mit der 16SrRNA-Gensequenz von Stamm FAc12, ,, Anaeromyxobacter dehalogenans® und
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Stamm KC enen unabhangigen Entwicklungsast innerhdb der Myxococcales bilden (s. Abb.
C.2).
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7. Zidede Arbait

In diesr Arbeit sollten Stamm FAcl2 und Vewandie mit molekularbiologischen und
mikrobiologischen Arbeitamethoden charakterisert werden. Die folgenden Aspekte sollten
dabel bearbeitet werden:

1. Die Diverstd von Stamm FAcl12 und Verwandten auf der Reiswvurze sollte mit ARDRA
(,amplified ribosoma DNA redriction anadyds'; Vaneechoutte et al., 1992) erfald werden.
Damit sollte Uberprift werden, ob die von Rosencrantz (1998) von 45 und 90 Tage dten
Reiswurzeln  gewonnenen Umweltsequenzen bereits die Diverstd von Stamm FAcl2 und

Verwandten auf der Reiswurzel vollsténdig widerspiegeln.

2. Um festzugdlen, ob Stamm FAc12 und Verwandte im anoxischen Reisfeldboden die sdbe
srukturdle Zusammensetzung und Diversté aufweisen, wie an der oxischen Reiswurzd,
wurden T-RFLP-Andysen mit aus Redddboden und aus Reswurzd extrahierter DNA
durchgefiihrt. Die aus diesen zwe Habitaten extrahierte DNA wurde hierfir zundchst mit
gnem fir Stamm FAcl12 und Vewandte spezifischen PCR-Sygem amplifiziet. Die fir
Samm FAcl2 und Vewandte spezifischen Amplifikete wurden dann mit der T-RFLP-
Methode andysert.

3. In enem mit Res bepflanzten Mikrokosmen sollten Stamm FAcl2 und Vewandte in
Abhdngigkeit zum Regpflanzenwachsum an da Reswurzd und im  Redddboden
nachgewiesen und quantifiziert werden. Dabel <ollte sowohl der Nachwels wie auch die
Quantifizierung mit dem bereits entwickdten, fir Stamm FAc12 und Vewandte spezifischen,
PCR-System durchgeftihrt werden. Da Stamm FAc12 mit dem Elektronenakzeptor Ferrihydrit
und dem Elektronendonator Acetat angereichet und isoliet wurde, sollten auch die
Konzentrationen von Fe(11), Fe(111) und Acetat in beiden Habitaten pardld bestimmt werden.

4. Anreicherungen von Ferihydrit-reduzierenden Bakterien sollten mit  Elektronendonatoren
durchgefiihrt werden, die an der Reiswurzd und im Reisfeldboden vorkommen. Damit sollte
Uberprift werden, ob die mit molekularbiologischen Methoden ermittelten Ergebnisse sch

mit denen durch diese Anreicherungen gewonnenen Daten vergleichen lassen.
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5. Die vor kurzem Dbesxhriebenen phylogenetiscch nah  verwandten  Bakterien,
»,Anaeromyxobacter dehalogenans’ und Sigmatella aurantiaca, ollten auf die

phys ologische Fahigkeit dissmilatorisch Eisen reduzieren zu kénnen, Gberprift werden.

6. Mit dem fir Stamm FAcl12 und Vewandte spezifischen PCR-Sysem sollten weltere,
Reisfeld unabhéngige, Habitate auf das Vorkommen dieser Gruppe Uberprift werden. Wurde
in enem der getesteten Habitate Stamm FAc12 und Verwandte nachgewiesen, folgte mit dem
0 ehdtenen spezifiscchen Amplifikat eine T-RFLP-Andyse. Somit konnte auch in diesen
Habitaten die Diverstd und drukturdle Zusammensstizung von Stamm  FAcl2 und
Verwandten festgestel It werden.

10
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B. Material und Methoden

1. Verwendete Materialien

1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikdien besa¥en den Renhdtsgrad ,,zur Andyse® und wurden von den
folgenden Firmen bezogen:

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Applied Biosystems, Weiterstadit

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, U.SA.
BioRad Laboratories, Miinchen

Biozym Diagnostik, Oldendorf

Fluka, Buchs, Schweiz

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

MWG Biotech, Ebersberg

Promega, Mannheim

Sgma-Aldrich, Taufkirchen

1.2 Gase

Alle verwendeten Gase wurden von der Firma Messer-Grieshem AG, Frankfut a M.

bezogen.

1.3 Boden und Reispflanzen

a Redddboden aus Arborio (Oberitdien, Poebene), Probenahme April 2000

(Mikrokosmosexperiment (B.5)).

b) Resfeldboden | aus Arborio (Oberitalien, Poebene), Probenahme November 1995

(Detektion von Stamm FAc12 und Verwandten (B.4.2b) und T-RFLP-Andysen (B.4.7)).

) 90 Tage dte Reiswurzeln (Oryza sativa Variante Roma)

d) 112 Tage dte Reiswurzeln (Oryza sativa Vaianten Kord, Lido und Roma) wurden

freundlichewase von P. Frenzd (MPl flr teresrische Mikrobiologie, Marburg) zur
11
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Vefigung gesdlt (Anreicherungen (B.2.3), Detektion von Stamm FAcl2 und Verwandten
(B.4.2b) und T-RFLP-Analysen (B.4.7)).

Die verwendeten Boden wurden nach der Entnahme getrocknet. Um ene glechmédige
Vertellung der Bodeninhdtsstoffe zu erreichen, wurden die Boden nach der Trocknung mit
einem Backenbrecher zerkleinert und mit einem Sieb auf eine Korngrofie von [0 2 mm gesiebt.
Daba wurden auch Steine und Wurzeln entfernt.

1.4 Mikroorganismen

» Anaeromyxobacter dehalogenans® (Stamm 2CP-1 und Stamm 2CP-C) wurde von der
American Type Culture Collection (Promochem, Wesdl) bezogen.

Stigmatella aurantiaca wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zdlkulturen (Braunschweig) bezogen.

2. Mikrobiologische M ethoden

2.1 Medien

2.1.1 Grundmedium (Sif3wasser medium)

Zur Anreicherung, Isolierung von dissmilatorischen Eisenreduzierern wurde  ein  leicht
modifiziertes SiRwassermedium nach Widde und Bak (1992) hergestdlt. Dieses Medium
wurde auch zur Kultivieeung von Stamm  FAcl12 engesetzt.  Aullerdem wurden
» Anaeromyxobacter dehalogenans® und Stigmatella aurantiaca in diessm Medium auf ihre
Fahigkat Uberprift, dissmilatorisch Eisen reduzieren zu konnen. Die Mingrdsadze des
Mediums (Tab. B.1) wurden in dedtillietem Wasser gt und in einem spezidlen Kolben
(Widdel und Bak, 1992) autoklaviert. Um ein emneutes Losen von Luftsauerstoff nach dem
Abkihlen zu verhindern, wurde das Medium unter ener No/CO»2-Atmosphdre abgekihit.
Nicht hitzebesténdige Komponenten wurden ers nach Erkaten des Mediums aus derilen
Stammldsungen zugegeben. Der pH-Wert wurde mit geriler 1 M HCI, bzw. 1 M N&COs-
Losung auf pH 6,8 eingestellt. AnschlieRend wurde das Medium unter Uberdruck in sterile 50
ml bzw. 100 ml Schraubverschlul¥laschen abgefillt.

12
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Dieses Grundmedium wurde fir die einzenen Versuche entweder mit ener Sulfidésung (1
mM Endkonzentration) reduziert oder es wurden 40 mM Eisen(lll)citrat oder 30 mM
Ferihydrit zugegeben. Eisen(lll)citrat wurde zundchst durch Erwamen gddst und
anchliellend die anderen Sdze des Grundmediums zugegeben. Ferrihydrit wurden in ener
wassigen Stammlosung unter No/CO»-Atmosphére autoklaviert und anschlief3end in das noch
heil2e Grundmedium gegeben.

13
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Tab. B.1: SiiRwassermedium

Miner alsalze Spurenelementlésung
NaCl 1,009 FeCl 00 4 H,0O 1,0009g
MgCL O 6H,O 040¢g ZnCh 0,070 g
CaChL O02H,O 0,159 MnCkL 00 2 H,0O 0,080 g
KCI 0,509 H3BO3 0,006 g
KH2PO4 0,209 CoCl, 0 6 H,0O 0,130g
NH4CI 0,259 CuCk O 2 H,O 0,002 g
NiCl, 00 6 H,O 0,024 g
ad 1000 ml dedtillietem H,O NaMoO4[12H,O 0,0369g
Zusitze ad 1000 ml 50 mM HCI

Spurendementl6sung 1,0 ml 1000 m'*

1M NaHCOs-Ldsung 30,0 ml 1000 mi*t Vitamin 8-L 6sung

Vitamin Byo-Lésung® 1,0 ml 2000 mi™?

Vitamin 8-Losung 1,0 ml 1000 mi* D(+)-Biatin 1mg

0,5M Cysteinlésung? 1,2 ml 2000 mi? 4- Aminobenzoesiure 4mg

Riboflavinlosung® 1,0 ml 1000 mi* Nicotinsiure 10 mg
Ca- D-(+)-Pantothenat 5Smg
Pyridoxamindihydrochlorid ~ 15mg
DL-& Liponsaure 1mg
Folséure 3mg
Thiaminiumdichlorid 10 mg

ad 100 ml dedtilliertem H,O

% Fir die Vitamin By,-Lésung wurden 0,005 mg Cyanocobalamin in 100 ml destilliertem BO geldst und
autoklaviert.

® Die 05 M L-Cysteinlosung wurde unter Stickstoff mit anoxischem, destilliertem HO angesetzt und steril
gefiltert.

°Fiir die Riboflavinlésung wurden 0,005 mg Riboflavin in 100 ml 20 mM Essigsiure gelést und autoklaviert.
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2.1.1.1 Elektronendonator en (Stfdwasser medium)

Monocar bonséuren
Fur die StammlGsungen der Fettsiuren wurden die Sdze der jewelligen Sauren verwendet.
Anschlief?end wurden die Ldsungen in fest verschlossenen Flaschen autoklaviert.

1M Acetat Endkonzentration im Medium : 10 mM

1 M Propionat Endkonzentration im Medium: 10 mM
Woasser stoff

H,/CO» 80% Wassarstoff und 20% Kohlendioxid

2.1.1.2 Elektronenakzeptor en (SifRwasser medium)
Eisen(l11)oxide
Alle Eisen(l11)oxide wurden nach Anleitung von Schwertmann und Corndll (1991) hergestelit.

Ferrihydrit:

1000 ml einer 0,25 M FeCl-LGsung wurden in ein grof3es Becherglas (5 Liter) gefullt. Zu der
FeCls-Losung wurden dann unter kréftigem RUhren zigig ca 740 ml ener 1 M NaOH-
Lésung gegeben, so dal? die Suspenson nicht zum Stocken kam. Der pH-Wert wurde unter
7,0 gehdten. Es bildete sch en rosbrauner Eisenhydroxidschlamm. Der pH-Wert wurde
anchliellend durch langsame Zugabe von 1 M NaOH auf 7,6 eingestelt und Uber enen
Zeitraum von 60 Minuten nachreguliert. Zum Entfernen der Chlorid- und Natriumionen
wurde die Ferihydritsuspenson auf Zentrifugenbecher vertelt und be 9700 © g (Sorvd
SLA-3000, DuPont, Bad Homburg) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Pdlet wurde in deminerdisetem Wasser resuspendiert und erneut aozentrifugiert. Dieser
Waschprozef3 wurde solange wiederholt bis im Uberstand kein Chlorid (O 14 mM) mittels
Chloridteststdbchen (Merck, Darmgtadt) mehr nachgewiesen werden konnte. Nach dem
letzten Waschgang wurde das Ferihydrit in dedillietem Wasser resuspendiert. Um  die
Ausbeute zu bestimmen, wurde das Trockengewicht von 5 ml dieser Sugpengion bestimmt.
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2.1.2 Komplexmedium # 7

Stamm FAcl12 wurde fir agrobe Wachstumsversuche sowohl auf Fest-, wie auch in
FlUiss gkomplexmedium Ubertragen (Tab. B.2).

Tab. B.1: Komplexmedium # 7

K omponente Menge[g| H20™]
Glucose 1

Pepton 1

Hefeextrakt 1

Agar 15

2.1.3 CY-Agar (nach Reichenbach und Dworkin, 1993)

Fir die Stammhdtung von Stigmatella aurantiaca und physologische Tests mit Stamm
FAc12 wurden CY-Agarplatten eingesetzt (Tab. B.3).

Tab. B.3: CY-Agar

K omponente Menge [g 1 H,0™]
Cadton (Difco, Detroit, Michigan, U.SA.) 3

Hefeextrakt  (Difco,  Detroit,  Michigan, 1

U.SA)

CaCl, - 2H,0 1

Agar 15

Der pH-Wert wird vor dem Autoklavieren mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCl auf 7,2 eingestellt.
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2.1.4 VY/2-Agar (nach Reichenach und Dworkin, 1993)

Stamm FAcl12 wurde auf VY/2-Agaplatten auf bakteriolytische Fahigketen (Lyse von
Hefezdlen mit von Stamm  FAcl2 synthetiserten und ausgeschiedenen  Exoenzymen)
Uberprift (Tab. B.4)

Tab. B.4: VY/2Agar

K omponente Menge[g| H,0?
Béckerhefe 5

CaCl, - 2 H,O (Bassmedium) 1

Cyanocobdamin (Bassmedium) 0,0005

Agar (Basasmedium) 15

Mit der Béckerhefe wird eine Stammiésung mit H,O hergestellt. Diese wird dem noch
warmen Bassmedium zugefigt und mit diesem vermischt. Das Bassmedium wird vor dem
Autoklavieren mit deriler IM NaOH bzw. deiler 1M HCl auf einen pH-Wert von 7,2
engeddlt.

215 WAT-Agar (nach Reichenbach und Dworkin, 1993)

WAT-Agaplaten wurden eingesetzt, um Stamm FAcl2 auf die physologische Fahigket zu
Uberpriifen, unter Substratmangel bedingungen Fruchtkorper bilden zu kénnen (Tab. B.5).

Tab. B.5: WAT-Agar

K omponente Menge[g | H20™]
CaC|2 - H,O 1
Agar 15

Der pH-Wert wird vor dem Autoklavieren mit seriler 1 M NaOH, bzw. geriler 1 M HCl auf
7,2 eingestdlt.
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2.1.6 R2A-Agar mit 10 mM Fumarat (nach Sanford et al., 2002)

For die Stammhdtung von , Anaeromyxobacter dehalogenans’ wurden R2A-Agarplaiten
oder R2A-Hissgmedium (Difco, Detroit, Michigan, U.SA. anoxisch hergestdlt. Ein
Aliquot der zuvor unter anoxischen Bedingungen hergedtdlten, derilen Fumaratstammlosung
wurde dem noch warmen R2A-Medium zugefiigt. Das R2A-Hissgmedium wurde in 200 ml
Serumflaschen unter No/CO»-Atmosphére mit einer Gasphase von No/CO» abgeftllt und mit
einem Butygumigtopfen verschlossen.

2.1.7 CT-Medium mit 5 mM Glucose und 0,5 pg ml™ Vitamin By, (nach Reichenbach
und Dworkin, 1993)

Sigmatella aurantiaca wurde auf die physologische Fahigkeit dissmilatorisch Eisen(lll)

reduzieren zu konnen Uberprift. Dafir mufde dieser Mikroorganismus zunéchst von Fedt-

(zB. VY/2-Agar oder CY-Aga) auf oxisches Hissgmedium (CT-Medium) bertragen

werden (Tab.B.6).

Tab. B.6: CT-Medium

Komponente Menge
Casiton 2%
MgSO, - 7 HoO (seperat autoklaviert) 8mM
Kaiumphosphatpuffer, pH-Wert 7,2 10 mM

5 mM Glucose und 05 pug mi™ Vitamin By, werden dem erkdteten Medium nach dem
Autoklavieren aus serilen StammlGsungen zugegeben.

2.2 Kultivierungstechnik

Stammkulturen und Kulturen fir Experimente von Stamm FAc12 wurden dets in 50 ml
Schraubdeckelflaschen ohne Gasraum gezogen. War eine Gasphase bel der Kultivierung
notwendig, wurde das Medium ebenfals in 50 ml Schraubdeckeflaschen engeflllt, aber die
Flaschen wurden nur zu 2/3 unter Nb/CO,-Gasstrom gefiillt. Anschlief3end wurde die No/CO»-
Atmosphére in der Schraubdeckelflasche durch die entsprechenden Gase ersetzt und die
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Flasche be enem lechten Gaslberdruck mit einem Butylsopfen verschlossen. Anoxische
Inkubation von Agarplatten erfolgte in Exsikatoren unter einer N/ CO,- Atmosphére.
Alle Inkubation erfolgten, wenn nicht anders erwahnt, bel 30°C.

2.3 Anreicherung und I solierung

Die Anreicherung esenreduzierender Bakterien wurde in 50 ml  Schraubdeckeflaschen
angesetzt. Die Anreicherungsmedien enthidten entweder 10 mM  Acetat, 10 mM Propionat,
H/CO, (80/20) oder keinen Elektronendonator und 30 mM Ferrihydrit.

112 Tage dte Reiswurzeln der Art Oryza sativa Variante Kord, Lido oder Roma wurden as
Inokulum eingesetzt. Die Reswurzen wurden vorher auf zwel  unterschiedliche Methoden
prépariert: A) 5 g Reiswurzen (gereinigt mit Letungswasser) wurden 30 Minuten lang in 45
ml 100 mM Kaiumphosphatpuffer (pH-Wert 6,8) mit 50 ml 0,2 mm () Glasperlen bel 190
rom auf einem Rotationsschitttler inkubiert. B) Die Reiswurzdn werden nach der Reinigung
mit Leitungswasser b —20°C eingefroren und anschlieRend mit e@nem ebenfals —20°C
kdten Morsr mit Pidill zerrieben. 5 g diessr Reswurzdsuspenson werden in 45 ml
Kdiumphosphatpuffer (pH-Wert 6,8) gegeben. Die Anreicherungsmedien werden mit jewells
5 ml von A) oder B) angempft und anschlief?end im Dunkeln be 30°C inkubiert. Insgesamt
wurden 18 Anreicherungskulturen angesetzt (1. Oryza sativa Vaiante Kord (Glasperlen) mit
Acetat, 2. Oryza sativa Variante Lido (Glagperlen) mit Acetat, 3. Oryza sativa Variante Roma
(Glagperlen) mit Acetat, 4. Oryza sativa Variante Kord (Morser) mit Acetat, 5. Oryza sativa
Variante Lido (MOrser) mit Acetat, 6. Oryzy sativa Vaiante Roma (Mérser) mit Acetat, ...,
16. Oryza sativa Vaiante Kora (Morser) mit Ho/CO,, 17. Oryza sativa Vaiante Lido
(M0rser) mit H,/CO», Oryza sativa Variante Roma (Morser) mit Hy/CO..

Das Wachdum der esenreduzierenden Bakterien wurde durch  Eisen(ll)zunahme  (mit
Teststdbchen von Merck, Darmgtadt) und Farbverdnderung des Mediums (von braun nach
schwarz) durch Magnetitbildung (Mischoxid aus Fe(lll) und Fe(ll)) im Vergleich zu den
subgtratfreien Kontrollen verfolgt. Vor der Fe(ll)bestimmung mit den Teststéchen wurde ene
einsttindige Extraktion der Probe (150 pl) mit 150 pl 1 M HCI durchgefihrt.
Sobad en deutliches Wachdum angezeigt war, wurden 10% der Anreicherungskultur in
frisches Medium Ubertragen. Nach mehreren Ubertragungen wurden Isolierungsversuche mit
der Tiefagar-Verdinnungsrethenmethode (Widdd und Bak, 1992) unternommen. Um die
Kolonien besser erkennen zu konnen, wurde hierbel Fe(lll)citrat und nicht Ferrihydrit as
Elektronenakzeptor eingesetzt. Nach dem Ausverdinnen des Inokulums (eingesetzt 100 pl)
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wurden die 6-8 Agarohrchen mit Butylstopfen verschlossen und mit N2/CO, oder H,/CO»
begast. Die Tiefagar-Verdinnungsreihen wurden bel 30°C inkubiert.

Reinhatskontrollen:

Reinkulturen wurden in 40 mM Fe(ll)citraimedium Uberimpft, welches 10 mM Acetat, 5 mM
Pyruvat, 2 mM Glucose und 0,04% Hefeextrakt enthiet, so dal} eventuell vorhandene
anaerobe Kontaminanten gute Wachstumsbedingungen vorfanden. Die Renheitskontrolle von
Kulturen unter oxischen Bedingungen wurde in flissgem Komplexmedium durchgefiinrt. Be
weterfihrenden Versuchen (z.B. Subdrattests) wurde stets die Reinheit der Kultur durch
mikroskopische Kontrolle Gberpriift.

2.4 Methoden zur Charakterisierung eisenreduzierender Bakterien

24.1 Physologische Tests

Wachsumsexperimente mit  Acetat ds Subdrat (Energie- und Kohlengoffqudle) und
verschiedenen  Elektronenakzeptoren  (Fe(lll)citret, Ferihydrit)  wurden  in 50 ml
Schraubdeckeflaschen mit (80% H,/ 20% CO,) oder ohne Gasatmosphére angesetzt. Alle
Flaschen wurden 4-8 Wochen be 30°C inkubiet und im Vergleich zur subdratfreien
Kontrolle auf Tribung Uberpriift.

Wurde Stamm FAcl2 auf myxobekteridle physologische Eigenschaften wie zB. die
Fruchtkorperbildung tberpriift, mulde stets gewahrleitet sein, da3 genligend Zellen (10°-10°)
(Reichenbach, 1999) fir die Morphogenese zur Verfligung standen. Dafir wurde entweder
aus dng Agaplate en dak bewachsenes Stick deril  ausgeschnitten oder  ene
Zdlsuspension mit 10'° Zdlen m™* hergestellt und z.B. auf Wasseragarplatten (ibertragen.

2.4.2 Phylogenetische M ethoden
Die Mehoden, die zur vergleichenden phylogenetiscchen Andyse der  16SrRNA-

Gensequenzen von einzelnen Mikroorganismen angewandt wurden, werden ausfihrlich unter
B. 4 beschrieben.
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2.5 Wachstumsver such mit Stamm FAc12
Um das Weachdum von Samm FAcl2 durch dissmilaorische Eisareduktion zu

dokumentieren, wurde dieser Mikroorganismus in Slwassermedium (B.2.1.1) mit 5 mM
Acgat und 40 mM Fe(lll)ctrat kultiviert. Zu diessm Zweck wurden gleichzetig 30
Schraubdeckeflaschen mit je 50 ml Medium gefillt und mit 10% Stamm FAcl12-Vorkultur
inokuliert und anschlielend be 30°C inkubiert. Die Fe(ll)-, Acetat- und Proteinkonzentration
wurde zu jedem Me3punkt wahrend des Wachsumsversuchs in drei Kulturflaschen bestimmt.
Hierfir wurden aus jeder Kulturflasche 3 ml Kulturfliissgket enthommen, durch einen 0,2
um Filter aus regenerierter Zdlulose (Sartorius, Gaottingen) gefiltert und bis zur Besimmung
der Acetatkonzentration (B.3.1) bel —20°C engefroren. Zur Extraktion des Eisens in den
Kulturen wurde wie unter B.3.2 beschrieben weter verfahren. Die Proteinkonzentration
wurde in 40 ml Kultur mit der Biorad-Microassay-Methode (Biorad-Laboratories, MUnchen)
bestimmt (B.3.3).

3. Analytische Methoden

3.1 Nachweis von organischen Sauren (Krumbéck und Conrad, 1991)

Zur Bestimmung wurde das Vefahren der lonenausschiul3chromatographie mittels eines
HPLC-Systems (Sykam, Gilching) verwendet. Das System bestand aus einer Pumpe (S 1000)
und enem temperiercbaren Sdulenofen ($4110). Die Proben wurden durch einen
automatischen Probenaufgeber Jasco 851-AS (Jasco, Japan) aufgegeben, durch eine Saule der
Frma Biorad (Richmond, U.SA.) aufgetrennt und mit enem Brechungsindex-Detektor (RI-
Detektor Typ Erc-7512, Firma Erma, Tokio) detektiert.

M el3edingungen:
Slle Materid: Eddgahisiule
Lange: 30 cm, Innendurchmesser: 7,8 mm
Trennmaterid: Aminex HPX 87 H
Ofentemperatur 65°C
Hiel3mittel 1 mM Schwefdsaure mit éinem Hul3 von 0,8 mi/min
Detektor Temperatur: 40°C, Mefzdlvolumen: 7
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Zur Auswertung diente das Computerprogramm Pesk Simple (SRI-Instruments, Torrence,
U.SA). Die Eichung efolgte mit enem Sandard, der folgende Verbindungen in ener
Konzentration von jewells 100 uM enthidt: Lactat, Formiat, Acetat, Butyrat, Vderat und
Propionat. Zusdtzlich wurde en Eichstandard mit ener Acetatkonzentration von 50 uM
eingesatzt. Zur ldentifikation der Pesks wurden die Retentionszeiten der Proben mit denen der
Eichstandards verglichen.

3.2 Nachweis von Eisen(l1) und Gesamteisen (modifiziert nach Lovley und Phillips, 1987
und Chao und Zhou, 1983)

Zur Besimmung der Fe(ll)konzentration wurde das Reagenz Ferrozin (3-[2-Pyridyl]-5,6-
bis(4- phenylsulfonséure- 1,2, 3- triazin- Dinatriumsal z)) verwendet. Dre Ferrozinmolekiile
reegieren mit einem Fe&?*-lon zu enem farbigen Komplex (Stookey, 1970). Ferrozin reagiert
nicht mit Fe**. Das Ferrozin-Reagenz wurde 0,1%ig (v/v) in 200 mM HEPES-Puffer (N-2-
Hydroxyl-ethylpiperazin-N - 2-ethansulfonsiure) geloést und mit NaOH auf enen pH-Wert
von 7,0 eingestdlt. Zur Extraktion des Eisens wurden die Proben 1 h (Bakterienkulturen) oder
24 h (Boden oder Reiswurzeproben) in 05 M HCl (Endkonzentration) bel Raumtemperatur
inkubiert. Nach dieser Extraktion wurden 100 pl Probe mit 1 ml Ferrozinreagenz gemischt
und die Extinktion diessr Mischung bei 562 nm an enem Photometer (UVIKON
Spektrophotometer 930, Kontror+Instruments GmbH, Stuttgart) bestimmt. Be Umweltproben
(100 pl) wurden vor der photometrischen Messung mit 1 ml Ferrozinreagenz in einem 1,5 ml-
Reektionsgefdd gemischt und 5 min be 680 °~ g zentrifugiet (Hettich Micro 12-24,
Tuttlingen). Von jeder Probe wurde eine Doppebestimmung durchgefihrt. Als Blindwert
wurde die Extinktion von 100 pl 05 M HCl mit 1 ml Ferozinreagenz genutzt. Die
Eichgerade wurde in Doppebestimmung aus Verdinnungen ener 2 mM  FeCh-Losung
(gdost in 05 M HC) emittdt. Durch die Steigung der Eichgeraden wurde die
Fe(l1)konzentration der Proben errechnet.

Ba der Gesamteisenbestimmung wurde das Eisen mit 05 M HCl extrahiert. Eine 0,25 M
HCI-Losung des extrahieten Eisens (100 pl) wurde mit 2 ml ener 025 M
Hydroxylaminhydrochloridiésung (gelést in 05 M HCl) 2 h ba 60°C inkubiert. Dadurch
wurde das Fe(lll) der Probe zu Fe(ll) reduziert. Die Bestimmung des Gesamteisens, das sich
nach dieser Reduktion aus dem in der Probe vorhandenen Fe(ll) und dem zu Fe(ll)
reduzierten Fe(l11) zusammensetzte, erfolgte mit dem Ferroznreagenz wie oben beschrieben.
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3.2.1 Berechnungder Eisenkonzentrationen in Umweltproben

3.2.1.1 Wurzd

Die mit Hilfe der Eichgeraden ermittelte Mikromolaritét [uM] der ProbenHCI-LGsung wurde
mit der folgenden Forme in Mikromol pro Gramm Trockensubstanz Wurzd umgerechnet.

M Vextr
- X— M
1000 Gwu

W: Mikromol pro Gramm Trockengewicht Wurzel [umol g Trockengewicht Wurzel™]
M: mit Hilfe der Eichgeraden ermittelte Mikromolarité im Wurzelextrakt

Vextr: Volumen der 0,5 M HCI-L6sung, in der das Eisen der Wurzeln extrahiert wurde
Gwu:  Trockengewicht der Wurzelprobe in Gramm

n evtl. Verdinnungsfaktor der Wurzel probe

3.2.1.2 Reisfeldboden

Die mit Hilfe der Eichgeraden emittdte Mikromolaitée wurde mit folgender Forme in
Mikromoal pro Gramm Trockengewicht Reisfeldboden umgerechnet

M afVextr +Vpo)o
1000& (S- Gpo) o

K: Mikromol pro Gramm Trockengewicht Resfddboden [umol g Trockengewicht

Reisfeldboderi']

M: mit Hilfe der Eichgeraden ermittelte Mikromolaritét im Rel sfeldbodenextrakt

Vextr: Volumen der 0,5M HCI, in der das Eisen des Reisfeldbodens extrahiert wurde

Vpo: Volumen des Porenwassars in ml (gravimetrisch in ener Referenzprobe bestimmt und
anschliel3end berechnet)

S Gewicht der Reisfeldboden- Porenwasserprobe

Gpo: Gewicht des Porenwassers der Probe in Gramm

n evtl. Verdinnungsfaktor der Reisfeldbodenprobe
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3.3 Nachweisvon Protan

Die Proteinkonzentration wurde mit dem Biorad-Microassay (Biorad-Laboratories, 1990)
nach der Methode von Bradford (1976) bestimmt. Das Tedtprinzip beruht hierbe auf einer
pH-Verschiebung des Absorptionsmaximums (von 465 nm zu 595 nm) von Coomasse
Brilliantblau R250 in saurer Losung, wenn das Molekll an Protein bindet. Hierflr wurden
zunéchst 40 ml Zdlkultur bei 4000 ~ g (Sorval, DuPont, Bad Homburg) 20 Minuten
zentrifugiert. Das Zdlpdlet wurde anschlielend in 4 ml 0,1 M HEPES-Puffer (pH-Wert 6,8)
resuspendiert. Ein Aliquot (200 pl) dieser Zdlsuspenson wurde dann mit 50 pl 10 M NaOH
versgtzt und 15 Minuten lang bel 100°C inkubiert. Nach einer Zentrifugetion be 13000 = g
fir 5 Minuten wurden 100 pl des Ubergandes mit 0,2 ml Biorad-Proteinfarbstoffreagenz
versetzt und die Absorption diessr Losung nach 20 min Inkubation be Raumtemperatur bel
505 nm an enem Photometer (UVIKON Spektrophotometer 930, KontronInstruments
GmbH, Stuttgart) bestimmt. Als Eichgandard wurde Rinderserumabumin (0-8 pg pro 100 ul
0,1 M HEPES-Puffer, pH-Wert 6,8) benutzt. Blindwert (0,1 M HEPES-Puffer, pH-Wert 6,8),
Eichgeradenproben und Proben wurden doppelt bestimmt.

4. Molekularbiologische M ethoden

4.1 Extraktion von DNA

4.1.1 Extraktion von genomischer DNA

Die Zdlen dler in diessr Arbet vewendeter Renkulturen wurden durch Hitze
aufgeschlossen. Dafir wurde entweder eine Kolonie des betreffenden Mikroorganismus mit
enem Zahngtocher von der Agarplaite gepickt und in 60 pl derilem Wasser resuspendiert
oder es wurden 60-150 pl einer Hiussigkultur direkt in en geriles Resktionsgefd’ Uberfiihrt.
Die jeweligen Zdlsuspensonen wurden dann fir 10 Minuten aufgekocht und anschlie?end
bei 4°C und 20800 ~ g fur 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlief3end in ein
neues steriles Reaktionsgefal’ tberfihrt. Ein 1 pl-Aliquot des Uberstands wurde routineméldig
in die PCR eingesstzt.
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412 Extraktion von Umwedt-DNA

5 mg Frischmaterid wurden mit 1 ml Extraktionspuffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM
EDTA, pH 8,0; 500 mM NaCl; 1 mM DTT) in enem derilen Glashomogenisator (Braun,
Melsungen) homogenisiert. Das S0, gepotterte®  Frischmaterid wurde in en 2 ml-
Reaktionsgefdld Uberfihrt. Danach wurde das Materid dremd ener |, Gefrier-Tau” -Prozedur
()e 2 min —70°C und 65°C) unterworfen. Nach Zugabe von 2 mg Lysozym wurde die Probe 1
h bei 37°C inkubiert. Danach wurden 0,1 mg Proteinase K und 50 pl einer 10%igen SDS-
Losung zugegeben und erneut unter regemadgem Mischen bel 37°C inkubiert. Anschlief?end
wurden 150 pl einer 10%igen SDS-LGsung zugegeben, der Ansatiz fir 10 min be 65°C
inkubiert, mit 400 pl ener 5 M Kaiumacetat-L6sung gemischt und 20 min auf Eis gesdlt.
Nach 15-minltiger Zentrifugation bel 13000 ~ g und 4°C wurde der wassrige, DNA-hdtige
Uberstand abgehoben und in ein neues Reaktionsgefalk tberfiihrt.

Zur weteren Aufreinigung wurde die wéassige Phase je @nmd mit gleichen Volumina
Chloroform und Chloroform/lsoamylakohol (24:1) ausgeschittdt. Die Umwelt-DNA  wurde
durch Zugabe von 1 Val. Isopropanol fir 30 min be Raumtemperatur gefdlt, fir 15 min be
13000 ~ g abzentrifugiert, das DNA-Pdlet mit 500 pl 70%igem Ethanol gewaschen (10 min
bei 13000 ~ g und 4°C zentrifugiert), getrocknet und schliefdich in 100 pl TE-Puffer (10 mM
TrissHCl und 1 mM EDTA, pH 8,0 (Sambrook et al., 1989)) aufgenommen.

4.2 DNA-Amplifikation mittels PCR (nach Mulliset al., 1987)

Zur Amplifikation bekteridler 16SrRNA-Gene wurden in dieser Arbeit PCR-Systeme mit
unterschiedlichen  Spezifitdten genutzt. Die daflr jewels genutzten Oligonukleotid-Primer
snd in Tabele B.7 aufgdiget. Samtliche PCR-Ansdtze wurden in einem Gesamtvolumen von
100 pl durchgefiihrt. Die Resktionsmischung enthielt 0,5-2,0 ul der jeweiligen DNA, 10 pl 10
x PCR-Puffer (GeneAmp®, PE Applied Biosysems (Waeterstadt)), 150 nmol MgCh
(GeneAmp®, PE Applied Biosysems (Weterdadt)), 20 nmol je Desoxynukleotid
(NucleicPlus, Amerham Pharmacia Biotech (Braunschweig)), je 30 pmol pro Primer, 25 U
Tag-Polymerase (AmpliTag® DNA-Polymerase, PE Applied Biosystems (Waelterdtadt)) und
72 u H,O det. Als Negativkontrolle diente be jeder Amplifikation der jewelige
Resaktionsansatz mit Zugabe von H,O angtelle von DNA.

Zur Uberprifung einer efolgreichen PCR-Amplifikation wurden ein 10 pl-Aliquot auf einem
1,5%igen Agarosegd [wi/v] kontrolliert.
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Tab. B.7: Primer fur die PCR-Amplifikation von 16S rRNA-Genen

Primer-Bezeichnung Primersequenz5 0 3 Literaturquele
EUB of GAG TTT GAT CMT GGC TCA G Lane, 1991

EUB 1492r ACG GYTACCTTG TTA CGA CTT Weishurg et al.,1991
FAC12 66f CGA GAA AGC CCG CAA GGG diese Arbeit

FAC12 432r CGT CCC TCG CGA CAG TGC diese Arbeit

M 13f GTT TTC CCA GTC ACG AC TOPO™Clonning®
M 13r CAG GAA ACA GCT ATGAC TOPO™Clonning®
M = (A/C)

Die Primer-Bezeichnungen entsprechen den korrespondierenden Positionen der 16SrRNA-Gensequenz von
Escherichia coli (Brosiuset al., 1978)

Tab. B.8: Temperaturprofil fir die Amplifikation der bakteriellen 16S rRNA -Gene

Nr. Temperatur Dauer Funktion

1 94°C 5min anfangliche Denaturierung
2a 48°C 1min Primer-Anlagerung

2b 72°C 2min DNA-Synthese

2c 94°C 05 min Denaturierung

Schritt 2 wurde 25-45 mal wieder holt (variabel)

3a 48°C 1min Primer-Anlagerung
3b 72°C 7min DNA-Synthese
4 4°C U Kdhlprogramm

a) Amplifikation bakteriellen 16S rRNA-Gene

Zur  Amplifikation der bakteridlen 16SrRNA-Gene wurden  Oligonukleotid-Primer
eingesatzt, die an hochkonsarvierte Sequenzabschnitte des 16SrRNA-Gens binden (EUB 9f
und EUB 1492r). Diese Primerkombination ermoglicht die PCR-Amplifikation der
16S rRNA-Gene eines phylogenetisch breiten Spektrum der Doméane Bacteria (Lane, 1991,
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und Weisburg et al., 1991). Das Temperaturprofil dieses PCR-Sysems is in Tabdle B.8
dargestelt.

b) Amplifikation der 16S rRNA-Gene von Stamm FAc12 und Verwandten

Zur PCR-Amplifiketion der 16SrRNA-Gene von Stamm FAcl12 und Vewandten wurde en
spezifisches PCR-System entwickdt. Die spezifischen Primer FAc12 66f und FAcl2 432r
binden an enen Bereich des 16SrRNA-Gens mit Nukleotidsgnaturen fur diese Gruppe. Die
Spezifitdt dieses PCR-Systems wurde mit Escherichia coli (drei Basenfehlpaarungen zu der
Primersequenz von FAcl12 432r) as Negativkontrolle und ener Pogtivkontrolle (genomische
DNA von Stamm Facl?2 und die 16SrRNA-Gene von DRc-90tw-25, DRc-90tw-47, DRc-
90tw-58, DRc-90twl18, DRc-90tw-12, DRc-45tw-51 und DRc-90tw-55) verifiziet. E. coli
konnte dabel nicht durch einen Mikroorganismus ersetzt werden, der in seinem 16SrRNA-
Gen ene oder zwel Basenfehlpaarungen zu den Primersequenzen von FAcl12 66f und FAc12
432r aufweid, da en solche Mikroorganismus zur Zet noch nicht veflgbar ig. Mit
Ausndhme der Primer-Anlagerungstemperatur, die fir dieses PCR-System 65°C  betrug,
wurde das PCR-Program genutzt, was fur die Amplifikation der bakteriedlen 16SrRNA-Gene
beschrieben (Tab. B.8) wurde.

c) Amplifikation der 16S rRNA-Gene von Stamm FAc12 und Verwandten I

Zur PCR-Amplifikation der 16SrRNA-Gene von Stamm FAc12 und Vewandten wurde en
zweites spezifisches PCR-Sysem entwickdt. Die Amplifikation von 16SrRNA-Genen von
Stamm FAcl2 und Vewandten wurde mit den Primen EUB 9f und FAcl2 432r
durchgefihrt. Die Spezifitét dieses PCR-Systems wurde mit Methylosinus sporium (dre
Basenfehlpaarungen zu der Primersequenz von  FAcl2 432r) ds Negativkontrolle,
genomischer DNA von Stamm FAc12 und Umwelt-DNA verifiziet. M. sporium konnte dabel
nicht durch einen Mikroorganismus ersetzt werden, der ene oder zwe Basenfehlpaarungen
zur Primersequenz von FAc12 432r aufwes, da en solcher Mikroorganismus zur Zeit noch
nicht verflgbar ig. Mit Ausnehme der Primer-Anlagerungstemperatur, die fur dieses PCR-
System 61°C betrug, wurde das PCR-Programm genutzt, was fur die Amplifikation der
bakteriellen 16S rRNA-Gene beschrieben (Tab. B.8) wurde.
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d) Amplifikation klonierter 16S rRNA-Gene aus V ektoren

Das Temperaurprofil unterscheidet sch von dem unter Tab. B.8 beschriebenen nur durch
ene Primer- Anlagerungstemperatur von 55°C und ener maximalen
Amplifikationszyklenanzahl von 25.

4.3 Agar ose-Gelelektrophorese

Aliquots (10 ul) dler PCR-Produkte wurden zur Abschétzung der DNA-Kozentrationen auf
en 15 %iges [w/v] Agarosege aufgetragen. Als Langen und Konzentrationsstandard wurde
padld ,Smatladder* (Eurogentec, Seraing, Belgien) aufgetragen. Nach der  Auftrennung
wurde das Gd in ener 0001 % [viv] Ethidiumbromidlosung gefabt und mit ener
Videokamera (Gel Print 2000i, BioPhotonics Corporation, Ann Arbor, U.S.A.) aufgenommen.

4.4 Ergtellung von 16SrRNA-Gen-K lonbibliotheken

Das Amplifikat bakteridler 16SrRNA-Gene aus der Umwet-DNA wurde mit Hilfe von dem
,TOPO"™MTA Cloning Kit°®* (Invitrogen, de Schelp, Niederlande) nach Herstdleranweisung
kloniert. Dieses Klonierungssystem erlaubt eine direkte Ligation der PCR-Produkte in die
mitgelieferten  Vektor pCR™II ohne eine Vorbehandlung mit modifizierenden Enzymen.
Dabel wird die Eigenschaft der Tag-Polymerase ausgenutzt, wahrend der DNA-Synthese
Adenin-Uberhdange am 3'-Ende der PCR-Produkte zu erzeugen. Diese Uberhdnge an den
PCR-Produkten konnen dann mit den Thymidin-Uberhdangen an dem mitgdlieferten Vektor
ligiet werden. Die Tranformation des Vektors efolgte in ebenfdls mitgdieferte kompetente
Zdlen des Escherichia coli Stammes INV &F .

Der vewendete Vektor wes ene Kanamyzinressenz auf und ermdglicht so  nur
transformierten E. coli-Zdlen Wachsum in Gegenwart dieses Antibiotikums. Der Einbau von
Fremd-DNA in den Vektor wird durch das Reporter-Gen lac Z sichtbar. Dessen Genprodukt,
die R-Gaaktosdase, wird dadurch inaktiviert. Das inaktivierte Enzym kann das chromogene
Substrat X-Ga  (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-3-D-Gaactopyranosd) nicht mehr umsstzen und
macht somit ene Farbsdektion moglich. Blaue Bakterienkolonien weisen auf ene aktive,
well®e Kolonien auf ene inektive [3-Gaaktosddase hin. Die E. coli-Zdlen wurden nach der
Trandformation auf Luria-Bertani (LB)-Agarplatten (10 g I'* NaCl, 10g I'* Trypton, 5 g I'*
Hefeextrakt und 15 g I'* Agar) mit Kanamyzin (50 pg mi™%) ausplattiert.
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Die LB-Agaplaten mit Kanamyzin wurden dafir zunéchs mit 25 pl ener 25mg mi?
Dimethylformamid X-Ga-Losung versshen. Die 0 behanddten Agarplaten wurden dann
Uber Nacht be 37°C inkubiert. Anschlielend wurden die weilfen Kolonen mit derilen
Zahngtochern ,,gepickt® und sowohl auf ene LB-Kanamyzin-X-Ga-Master-, wie auch auf
eine Arbeatsplatte Ubertragen. Auch diese Platten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert und
anschlief¥end bel 4°C aufbewahrt.

4.4.1 Analyseder 16SrRNA-Gensequenzen

Um die klonierte 16S rRNA-Gensequenz aus den Klonen zu préparieren, wurde Zdlmaterid
weil}r E. coli-Kolonien direkt in eine PCR-Amplifikation eingesstzt. Dabe wurden die
klonierten 16S rRNA-Gensequenz-Fragmente entweder mit Primern (M13f und M13b) fir die
flankierenden Regionen des Vektors oder direkt mit Primern, wie z.B. FAc12 66f und FAc12
324r oder EUB 9f und EUB 1492r, amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden mit QIAquick™ M-
Slen (Qiagen GmbH, Hilden) nach Heddleranwesung aufgereinigt. Ein Aliquot dieser
aufgereinigten Amplifikate wurde in die Sequenzierungsresktion eingeseizt.

4.5 Sequenzierung der 16SrRNA-Gensequenzen

Die DNA wurde nach der Kettenabbruchmethode von Sanger (1977) mit Hilfe des ,,ABI
PRISM™ Dye Terminator Cyde Sequencing Ready Reection Kit* (PE Applied Biosystems,
Weiterstadt) sequenziert. Be  dieser  zyklischen Sequenzierungs-Methode werden  mit
Fluoreszenzfarbstoffen markierte Didesoxynukleotide (= Terminatoren) verwendet, die im
Gemisch mit unmarkierten Desoxynukleotiden in der PCR-Ldsung vorliegen. Wahrend der
DNA-Synthese bricht jewells be den Didesoxy-Terminatoren die PCR-Resktion ab. Es
entstehen 0 verschieden lange Fragmente, die am 3'-Ende ein markiertes Nukleotid besitzen.
In enem Ansaiz kdnnen so dle vier markierten Didesoxynukleotide eingesetzt werden, da die
vier verwendelen HuorezenZfarbdoffe Emissonsmaxima in  unterschiedlichen Welenlangen
bereichen (535-605 nm) besitzen.
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Tab. B.9: Oligonukleotid-Primer zur Sequenzierung von 16S rRNA -Genen

Primer-Bezeichnung Primersequenz5 00 3 Literaturquele
9-27f GAG TTT GAT CMT GGC TCA G Lane, 1991
343-357f TAC GGG ASG CAG CAG Lane, 1991
343-357r CTG CTG CCT CCCGTA Lane, 1991
519-536f CAG CMG CCG CGG TAA TWC Lane, 1991
519-536r GWA TTA CCG CGG CKG CTG Lane, 1991
1100-1115f CAA CGA GCG AAC CCT Lane, 1991
1100-1115r AGG GTT GCG CTCGTT G Lane, 1991
1492-1512r ACG GYT ACCTTG TTA CGA CTT Waeishurg et al.,1991
M 13f GTT TTC CCA GTCACG AC TOPO™Clonning®
M 13r CAG GAA ACA GCT ATGAC TOPO™Clonning®

M = (A/C); S=(CIG); W = (AIT); Y =(CIT)
Die Primer-Bezeichnungen entsprechen den korrespondierenden Positionen der 16SrRNA-Gensegquenz von
Escherichia coli (Brosiuset al., 1978)

Die Resktion wurde in enem Gesamtvolumen von 20 pl (6 pl ,, Terminator Ready Reection
Mix“ (thermostabile Pyrophosphatase und AmpliTag® DNA Polymerase, FS, Puffer,
Desoxynukleotide und Didesoxynukleotide), 3 pmol des jeweligen Sequenzierungsprimers
(Tab. B.9) und entsprechende Menge an PCR-Produkt und Wasser) angesetzt. Die
Sequerzierunggresktion wurde in eénem GeneAmp PCR Sysem 9600 (PE Applied
Biosysems, Waeiterdtadt) durchgefUhrt (Tab. B.10). Die Sequenzierungsprodukte wurden mit
»Microgoin G-50"Saulen (Pharmacia Biotech, Frelburg) aufgereinigt. Die zu sequenzierenden
Proben wurden auf en 5%iges Polyacrylamidgd mit 8 M Handoff aufgetragen. Die
Fragmentanalyse efolgte durch ene kombinierte Elektrophorese- und Detektionseinheit (ABI
Sequencer Modell 373) bel 16 h Elektrophoresedauer mit 27 W, 2500 V und 40 mA.
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Tab. B.10: Temperaturprofil der Sequenzierungs-PCR

Nr. Temperatur Dauer Funktion

la 96°C 10 sec Denaturierung der DNA
1b 50°C 5sec Primer- Anlagerung

1c 60°C 4min DNA-Synthese

Schritt 1 wurde 25x wieder holt

2 4°C O K Uhlprogramm

45.1 Phylogenetische Einordnung der 16SrRNA-Gensequenzen

Eine erde phylogenetische Einordnung der 16S rRNA-Gensequenzen wurde mit Hilfe der
Datenbank des ,, Ribosomal Database Project” (RDP, Maidak et al., 1996) vorgenommen. Das
Progranm emittdt die nachddhnliche Sequenz zur  Zidssquenz und  gibt  enen
Ahnlichkeitsvert  (Sag-Wert) an. Die phylogenetische Verrechnung  (,Sequence  Match*
verson 2.7) berunt hiecbe auf einem Vergleich von Heptameren und it daher deutlich von
der prozentuden Ahnlichkeit zu unterscheiden. Eine genauere phylogenetische Einordnung
der 16S rRNA-Genseguenzen und deen Daddlung in Stammbaumen  wurde
computerunterstiizt (SUN Ultra 1, Sun Microsystems, Grasbrunn) mit Hilfe der ARB-
Software (Strunk und Ludwig, 1996) durchgefihrt. Dafir wurden zunéchst die Primé&- und
Sekundarstrukturen der 16S rRNA-Gensequenzen mit denen der néchgtdhnlichen verglichen
(Ludwig, 1995; Maidek et al., 1996; Van de Peer et al.,1996), indem die jewels homologen
Nukleotidpostionen in  Spaten angeordnet wurden (= ,Alignment”). Die Sequenzdaten
wurden anschlief?end in einen bereits bestehenden Stammbaum, der einen Grof¥ell der derzeit
verfligbaren 16S rRNA-Gensequenzen enthdt, integriert. Dies efolgte unter Anwendung der
,Maximum Padmony“-Kriterien (Fitch, 1971). Das bedeutet, dal} die zu andyserende
Sequenz derjenigen Sequenz in der Datenbank zugeordnet wurde, zu der die geringste Anzahl
an Nukleotidsubgtitutionen berechnet wurde. Fir eine genauere phylogenetische Einordnung
wurden wetere Sammbaume ergdlt, um nur das néhere phylogenetiscche Umfeld  der
Klonsequenzen wiederzugeben. Diese Stammbdume wurden mit dem ,,Neighbor-Joining*-
Algorithmus oder dem ,Maximum-Likdihood*-Verfahren (Fesenstein, 1981) konstruiert.
Das ,Maximum-Likdihood*-Vefahren berunt auf dem Vegech de enzdnen
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Nukleotidpositionen und berechnet die Wahrscheinlichkeiten verschiedener phylogenetischer
Vewandtscheftsverhdlitnisse auf der Bass vorgegebener Evolutionsmodelle. Diese Methode
ig rechnerisch sehr aufwendig, hat sch aber fir den Vergleich eng verwandter Sequenzen
bewahrt (Grof¥kopf, 1998b). Dagegen liegt der ,,Neighbor-Joining‘-Methode (Saitou und Nei,
1987) en mathematischer Algorithmus zugrunde, welcher die Phylogenie der Sequenzen im
paarweisen Verglech berechnet. In diese Berechnungen (,Neighbor-Joining*) geht, um
eventudl aufgetretene multiple  Basensubgtitutionen  zu  berlicksichtigen, en  evolutiondrer
Korrekturfaktor (Jukes und Cantor, 1969) ein. Die Knotenpunkte der ,Neighbor-Joining*-
Sammbéaume wurden  zusdizlich mit  Hilfe ener ,bootsrap“-Andyse (Efron, 1979;
Felsengtein, 1985) Uberprift. Hierbel werden von einem vorgegebenen Sequenzdatensatz
beliebig vide (hie: 100-1000) Stammbaume (Replikate) kongtruiert, wobel fir jeden
berechneten Stammbaum die  Sequenzdaten zufdlsmddg leicht verdndert  werden.
Prozentangaben dricken die datistische Haufigkeit aus, mit der die Knotenpunkte bem
Vergleich dler erechneten Stammbaume an der entsprechenden Stelle rekonstruiert worden
snd. Fir die phylogenetische Verechnung wurden weterhin auf Bads der néchgtdhnlichen
Sequenzen Filter kongruiert. Diese delen dcher, dad in der Verechnung hochvarigble
Bereche ausgeschlossen werden. Die Berechnung solcher  Filter  efolgte mit  einem
Invarianzkriterium von 50%, d.h. durch die Wahl der entsprechenden Filter wurden nur
digenigen Nukleotidpositionen zwischen besetzten homologen Podtionen berticksichtigt, die
bei 50% adler Sequenzen, auf denen die Filterberechnung beruht, das gleiche Nukleotid
besitzen. Durch getrennte Verrechnungen der 5- und 3'- Patiadsequenzen wurden ale 16S
rRNA-Gensequenzen  auf mogliche Chim&en, dh. Sequenzen, die sch aus zwe
verschiedenen Sequenztypen zusammensetzen (Liesack et al., 1991; Kopczynski et al., 1994;
Wang und Wang, 1996), getestet.

4.6 ARDRA-Analysen

~ARDRA" (,amplified ribosomad DNA redriction andyss’, Vaneechoutte et al., 1992) ist
eine DNA- Fingerabdruckmethode, die es ermoglicht, bakteridle Gattungen und Arten ohne
Sequenzierung  zu identifizieren. Hiefir werden zundchst entweder die 16S rRNA-Gene,
23S-rRNA Gene oder der gesamte rRNA- Genort mittds PCR amplifiziert. Die amplifizierten
ribosomalen Gene (rDNA) werden dann mit einer Redtriktionsendonuklesse (mit tetramerer
Erkennungsstelle) verdaut und auf enem Agarosege aufgetrennt. Die dadurch erhdtenen
Redtriktionsmuster koénnen dann a's Fingerabdruck zur Identifizierung benutzt werden.
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Zunéchst wurden zwel Klonbibliotheken mit DNA, die aus 90 Tage dten Wurzeln zweler
unterschiedlicher Reispflanzen extrahiet wurde, ergdlt. Die hiefir genutzte DNA wurde
unter Standardbedingungen mit universdllen bakteridlen Primern (EUB 9f und EUB 1492r
(Tab. B.7)) amplifiziert. Die entstandenen Umwadtklone wurden nach abgeschlossener Blauw
Wel3sdektion mit M13-Primern (Tab. B.7) reamplifiziet. Die entstandenen PCR-Produkte
wurden auf en 0,7%iges Agarosegd aufgetragen. In den Redriktionsverdau wurden nur
DNA-Fragmente von 1500 Bp-Léange eingesetzt. Waren die Fragmente nur 200-600 Bp lang,
wurden se aufgrund einer nicht korrekt verlaufenden Transformation verworfen. Auch DNA-
Fragmente von 1700 Bp wurden verworfen. Hierbel handelte es sch um mitochondridle DNA
der Reispflanze. Die 1500 Bp langen 16S rRNA-Gensegquenz-Fragmente wurden dann mit
dem Redtriktionsenzym Hpa Il verdaut. Dieses Enzym wurde vorher durch den Verdau von
acht Referenzklonen, die der FAc12-Gruppe zugehdren (DR 90-25, DR 90-47, DR 90-58, DR
90-18, DR 90-12, DR 45’51, DR 90-55 und FAc12 (geklont)), ausgewahlt. Aul¥erdem wurden
die Redriktionsendonukleasen Hae 11l und Hinf | auf ihr Auflosungsvermgen getestet. In
den dreistindigen Restriktionsverdau bel 37°C wurden 14 pl PCR-Produkt, 2 ul Puffer B, 2
Ml Wasser und 2 pl Hpa Il eingesatzt. Dies entspricht eéinem Gesamtvolumen von 20 pl. Die
gesamten 20 pl der geschnittenen DNA wurden anschliellend auf ein 3,8%iges ,Nusieve'-
Agarosegd (Biozym Diagnostik, Oldendorf) aufgetragen und fir 25 h ba 90 mV aufgetrennt.
Als Langenr und Konzentrationsstandard wurde pardld ene ,20 Bp ladder” (Promega,
Mannheim) aufgetragen Auf jedem diesr Agarosegele befanden dch jewels zwe Spuren
mit dem ,20 Bp ladder“-Grolzenmarker, vier Spuren mit den verdauten Referenzklonen aus
der FAcl12-Gruppe und acht Spuren mit den verdauten 16S rRNA-Gensequenz- Fragmenten
der zu prifenden Umwetklone. Nach ener Fabung in ener Ethidiumbromidigsung (4.3)
wurden die erhdtenen Redriktionsfragmentmuster andydert. Dies geschah Uber direkten
Vergleich der Redriktionsmuster der Umweltklone mit denen der Referenzen. Als der FAcl2-
Gruppe zugehdrig wurden die Umwetklone gewertet, die dre fir diese Gruppe typische

Banden aufwiesen, die dlen Referenzen gemein waren.

4.7 T-RFLP-Analysen

Die ,T-RFLP*-Andyse (,termind redriction fragment length polymorphism*, Liu et al.,
1997)) ermoglicht enen Vegleich komplexer mikrobidler Gemenschaften Uber ene
Redriktionsfragmentandyse von PCR-vermittelten 16S rRNA-GenrAmplifikaten. Fir die T-
RFLP-Andyse wurde der FAcl2 66f Primer mit Carboxyfluorescein (FAM) markiert. Das
durch die spezifische Amplifikation mit diessm FAM-makieten und dem FAcl2 432r
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Primer erhdtene Produkt wurde mit einer oder mehreren Redtriktionsendonuklessen  mit
tetramerer  Erkennungsstelle  verdaut. Zunéachst mulen aber  Redriktionsendonukleasen
gesucht werden, die die FAcl2-Gruppe in miglichs vide unterschiedliche terminde
Fragmente (=T-RFs) auftrennen konnen. Getestet wurden hiefir 9 verschiedene
Redtriktionsenzyme (Alu I, Cfo I, Haelll, Hpa ll, Hsp92 1, Mbo |, Rsal, Taq | und Tru9 [) in
einem theoretischen Verdau von 8 berats andyserten FAc12-Sequenzen (DR 90-25, DR 90-
47, DR 90-58, DR 90-18, DR 90-12, DR 45'51, DR 90-55 und FAc12 (geklont)).

Um die Vetdlung der FAcl2-Gruppe in den Umwetproben zu untersuchen, wurden die
FAM-markierten spezifischen Produkte mit den vorher theoretisch ermittdten Enzymen Alu |
und Rsa | verdaut. Dazu wurde zunéchst die extrahiete DNA aus den verschiedenen
Umweltproben (wurden freundlicherweise von verschiedenen Mitarbatern zur  Verfigung
gestdlt, Tab. B.11) mit den spezifischen Primern FAc12 66f und FAc12 432b in 28 Zyklen
unter PCR-Sandardbedingungen amplifiziet. Nach Aufreinigung der spezifischen PCR-
Produkte mit QIAquick'™-Sallen nach Herstelleranweisung, wurde in drei Zyklen mit dem
FAM-markierten FAc12 66f und dem FAcl2 432b Primer amplifiziert. Anschlief3end wurden
wiederum die PCR-Produkt aufgereinigt (s. oben) und in den Redriktionsverdau eingesetzt.
HierfUr wurden ca. 200 ng des jeweiligen PCR-Produktes mit jewells5 U Alul und5U Rsal
(Promega, Mannheim), 1 ul Puffer B (Promega, Mannheim) und der entsprechenden Menge
H.O in enem Gesamtvolumen von 10 ul fir drei h ba 37°C inkubiert. Nach dem Verdau
wurden 25 pl der geschnittenen 16SrRNA-Gene mit 0,63 pl enes internen Langenstandards
(Genescan-1000"Rox, Pe Applied Biosysems, Weiterstadt) und 1,87 pl  Formamid
gemischt, fir 3 min be 100°C denaturiet und auf Eis gestellt. Anschlielend wurden 5 pl
dieser Mischung auf ein 6%iges Polyacrylamidgd mit 83 M Hangoff aufgetragen. Die
Redriktionsfragmente wurden auf einem DNA-Sequenziergerdt (373A DNA-Sequenzer, PE
Applied Biosystems, Weterstadt) fiur 6 h be 2500 V und 40 mA aufgetrennt. Das
Fragmentmuster wurde mit der GenescanSoftware (Verson 2.1, PE Applied Biosystems,
Weiterstadt) ausgewertet.
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Tab. B.11: Mit T-RFLP-Analyse untersuchte DNA -Extrakte und

ihre Quelle

DNA-Extrakt Quelle

Reisfeldboden | diese Arbeit
Reisfdldboden I1; 1.5 mm Thilo Henckel ?
Reisfeldboden I1; 7,5 mm Thilo Henckel ?
Wiesenboden | Manigee Derakshani @ |
Wiesenboden 11 Peter Dunfield ?
Wiesenboden 111 Manigee Derakshani @ |
Kartoffelackerboden #6 Manigee Derakshani 7 |
Kartoffelackerboden #3 Manigee Derakshani 7 |

Waldboden; 0 cm

Manigee Derakshani ?

Waldboden; 0-5 cm

Manigee Derakshani ?

Wadboden; 510 cm

Manigee Derakshani ?

90 Tage dte Reiswurzeln diese Arbeit
(Oryza sativa Variante Roma)

112 Tage dte Reiswurzeln diese Arbeit
(Oryza sativa Variante Koral)

112 Tage dte Reiswurzeln diese Arbeit
(Oryza sativa Variante Lido)

112 Tage dte Reiswurzeln diese Arbeit

(Oryza sativa Variante Roma)

@ MPI fiir terrestrische Mikrobiologie, Marburg

5. Reismikrokosmosversuch

5.1 Experimenteller Aufbau

Um den Einflud des Regflanzenwachstums auf die Populaion von Stamm FAcl2 und
Veawandte im Redddboden und an der Reswurzd zu untersuchen, wurden 15
kompartimentierte  Mikrokosmen (3 Padlden pro Probenahme) angesetzt. Dazu wurden
zunéchst Reiskorner (Oryza sativa Vaiante Kord) zum Vorkemen auf feuchtes Hiel3papier
gdegt und fir 8-10 Tage im Dunkdn be 25°C inkubiet. Die wetere Anzucht der
Reigpflanzen efolgte in PE-Plastikgefélien (Lange 30 cm, Breite 15 cm und Hohe 15 cm). In
diese wurden 4 kg trockener Reisfddboden eingefiillt, und dieser wurde anschlief?end mit
deonigerten Wasser bis zur Sétigung gemischt. Die so prgparierten Mikrokosmen wurden
vor der Auspflanzung der Reskeimlinge 7 Tage in der Phytokammer unter gefluteten
Bedingungen (Wasserstand 2-5 cm Uber dem Boden) vorinkubiert. Dre  Reiskemlinge
wurden in eine bodenfreie NylonGazetite (25 um Maschengrol¥), die in der Mitte der
Plastikgefd3e angebracht war, gepflanzt. Fir die Angabe des Pflanzendters wurden die Tage
ab diesr Pflanzung der Reiskemlinge in die Gazettite (d = Q) gezéhlt. Es wurden am 28,
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45.,75. und 95. Tag Proben genommen (3 Mikrokosmen pro Probenahme). Wéahrend des
gesamten Experimentes wurde das verdungstete deioniserte Wasser ersetzt und |, Unkraut”
entfernt. In der Phytokammer wurde die Temperatur und die Lichtintenstdt auf enen
dternierenden Tag- (6-20 Uhr) und Nachtrhythmus (20-6 Uhr) eingestdit. Die Temperatur
betrug in der Tagphase 25°C (mit Lichtintensititen von 0,22-055 mmol m? s') und in der
Nachtphase 20°C. Die Bedeuchtung erfolgte Uber Leuchtstoffrohren (Sylvania, Cool White,
215 W). Die Luftfeuchtigkeit betrug 70 %.

5.2 Biomassebestimmung der Reispflanzen

Fur die Biomasssbestimmung wurde die Anzahl der Sprosse und Bléiter pro Reispflanze
bestimmt.

5.3 Porenwasser proben (Acetatbestimmung)

Zur Gewinnung von Porenwasser von der Reiswurze wurden vor der Augpflanzung der
Reskemlinge Sammlerdemente in die Gazetlten gelegt. Die Sammlerdemte bestanden aus
Membranréhrchen (Porengrof3e 0,2 pm, X-FHow; Holland), die Uber Stahlkapillaren und |, 1s0
Vergnic'-Schlauch mit einer Kanlle Uber der Wasseroberflache verbunden waren (Kruger,
2000). Fir die Entnahme der Porenwasserproben wurden evekuierte Vakuumrohrchen
verwendet. Noch in der Phytokammer wurde mit einem Rohrchen das noch im Sammler
vebliebene Porenwasser entfernt und dann e mit e@nem weteren Rohrchen das
Porenwasser fur die Acetatbestimmung gesammet. Das sO gesammete Porenwasser wurde
durch enen 0,2 um Filter aus regenerierter Zdlulose (Sartorius, Gottingen) gegeben und bis
zur Acetatbestimmung be —20°C eingefroren.

Fir die Aceabestimmung im Bodenporenwassr wurden zunéchst die Respflanzen und
Reisvurzeln aus den Mikrokosmen entfernt. Anschlieffend wurde das Uber dem Boden
sehende Wasser vorsichtig dekantiert und eine Gesamtbodenprobe entnommen. Diese wurde
vorschtig gemischt. Ein Aliquot wurde in en 15 ml Padtikresktionsgefdd gegeben und in
ene Tischzentrifuge (Type 5415, Eppendorf, Hamburg) bei 680 ~ g fir 5 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde durch enen 0,2 pum Filter aus regenerierter Zelulose
(Sartorius, Gottingen) gegeben und bis zur Acetatbestimmung bel —20°C eingefroren.
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5.4 Eisenbestimmung

Fur die Gesamt- und Eisen(ll)bestimmung wurden ca. 2 g Reiswurzeln oder 2 g schwere
Reisfeldboden (Gesamtboden gemischt) aus den Mikrokosmen entnommen. Sofort nach der
Entnahme wurden ca 05 g diessr Proben in eén mit 45 m 05 M HCl gefllltes
verschlielares Pladtikreagenzrohrchen  gegeben. Das  Gewicht diessr mit HCl  gefillten
Rohrchen wurde vor und nach der Zugabe der Probe bestimmt. Somit konnte errechnet
werden, wievid feuchte Reswurzen oder feuchter Reifddboden in die HCI-Losung
Uberfihrt wurde. Gleichzeitig wurden ca 15 g der jeweligen Probe in Aluschden zur
Trockengewichtsbestimmung Uberfihrt. Nach der Trocknung der Proben bei 80°C konnte
somit der Antell an Porenwasser in der jewelligen in 0,5 M HCI befindlichen Probe bestimmt
werden.

Um das in 05 M HCl lédiche Gesamt- und Eisen(ll) vollsténdig zu extrahieren, wurden die
Padtikreagenzrohrchen be Raumtemperatur 24 h lang inkubiert. Ein Aliquot (0,1 ml) der
HCI-Porenwasser-Reisvurze-oder  Reisfeldbodenproben wurde bei 6450 °~ g (Zentrifuge
Hettich) fir 5 min abzentrifugiet. Der Ubersand wurde in en neues Resktionsgefald
UberfUhrt und Gesamteiser und Eisen(ll) wurden mit der Ferrozinmethode bestimmt. Die
gemessenen Werte (UM) wurden anschlief3end in pumol pro Gramm trockene Reiswurzel oder
trockener Relsfeldboden umgerechnet (3.2.1).

5.5 Quantifizierung von Stamm FAc12 und Verwandten

Die Anzahl der 16SrRNA-Genseguenzen von Stamm FAcl12 und Vewandten pro Gramm
Trockengewicht Reisfeldboden oder Reiswurzeln  wurde Uber  Verdinnungsreihen-PCR
besimmt. Dazu wurde die extrahierte DNA in Zehnerschritten mit Wasser verdinnt und je 1
pl der verdinnten DNA-LOsungen in die PCR-Reaktion eingesetzt. ES wurde die Anzahl der
16S rRNA-Gensequenzen in den enzenen Proben sowohl mit dem PCR-System FAc12 I
(4.2 @), wie auch mit dem PCR-System fur Mitglieder der Doméne Bacteria (4.2 b) bestimmt.
Fur eine efolgreiche PCR-Amplifikation mit 45 Amplifikaionszyklen wird ene minimae
Anzahl von 50 16SrRNA-Ziegenen benttigt (Innis und Gelfand, 1990), deswegen kann von
50 16SrRNA-Zielgenen in 1 pl ds Detektionsgrenze fur die PCR-Resktionen ausgegangen
werden. Die Anzahl der 16SrRNA-Gensequenzen pro  Gramm  Trockengewicht
Reisfeldboden oder Reiswurzeln wurde fol gendermal3en bestimmt:
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AX(5046S rRNA - Genzielsequenzen) ¥/
T

Volumen der Pufferlésung, in die DNA nach der Extrektion aus x g Trockengewicht
Reisddboden oder Reiswurzeln aufgenommen wurde angegeben in [l]

Verdinnungsfaktor bel dem dle Paralelen positiv getestet wurden
Trockengewicht der Reisfeldboden oder Reiswurzelprobe, aus der die DNA extrahiert

wurde [g]
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C. Ergebnisse

1. Bakteriologische Experimente

1.1 Charakteriserung von Stamm FAc12
Die phylogenetische Andyse der kompletten 16SrRNA-Gensequenz von Stamm FAc12

zeigte, dal3 dieser der Ordnung Myxoccocales zugeordnet werden muf3. Myxobakterien waren
bisher ds drikt aerobe Bakterien charakterisert worden (Reichenbach, 1999). Die
physologische Féhigkeit von Stamm FAc12, anaerob durch Eisen(lll)reduktion wachsen zu
konnen, stand im Widerspruch zu sainer phylogenetischen Charakteriserung. Aus diesem
Grund wurde die phydologische Fahigket von StammFAcl2 dissmilatorisch  Eisen
reduzieeen zu konnen, bewiesen. Aulrdem wurde Uberprift, ob  Stamm FAcl12
charakterigtische physiol ogische Eigenschaften der Myxobakterien besitzt.

1.1.1 Wachstumsversuch

SanmFAcl2 wurde fir diese Untesuchung in  SiBwassermedium  mit 40 mM
Eisen(lil)citrat und 5mM Acetat ds Elektronendonator kultiviert. Dieses Medium wurde
gewdhlt, um Wachsum von Stamm FAc12, ermoglicht durch Reduktion von Eisen(lll) zu
Eisen(ll), zu beobachten. Hierfir wurde sowohl der Verbrauch von Acetat, wie auch die
gleichzetige Zunahme von Eisen(ll) bestimmt. Zusdtzlich wurde auch die Zunshme von
Zdlprotein in den Kulturflaschen gemessen.

Nach ener lagPhase von 6 Stunden reduzierte Stamm FAc12 innerhadb von 50 Stunden
2224 mM = 0,22 Eisen(lll). Gleichzeitig nehm die Acetatkonzentration um 3,24 mM + 0,07
ab und die Proteinkonzentration um 16,27 ug mi™ + 1,48 zu (Abb. C.1).

Wurde Stamm FAc12 ohne Acetat mit 40 mM Eisen(lll)citrat kultiviert, konnte weder eine
Zundme der Eisen(ll)konzentration, noch ene Zunehme der Zdlproteinkonzentration
beobachtet werden.
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Abb. C.1: Wachstumsversuch mit Stamm FAcl2. Die Zellen wuchsen in Sufwassermedium mit 40 mM
Eisen(lIl)citrat und 5 mM Acetat as Elektronendonator. Gemessen wurde die Abnahme der Acetatkonzentration
(O), bel gleichzeitiger Zunahme der Eisen(ll)konzentration (O). Zusétzlich wurde auch bel jeder Probenahme
die Konzentration von Zellprotein (O0) bestimmt. Die Inkubation erfolgte bei 30°C. Es wurden Mittelwerte (n=3)
* SE aufgetragen.

1.1.2  Uberpriifung von Stamm FAc12 auf char akteristische myxobakterielle
Eigenschaften

Sanm FAc12 i en fakultativ anaerobes Bakterium. Daher wurde er fur dle unter 1.1.2

ewahnten physologischen Tests aerob kultiviet. Stigmatella aurantiaca i unter den

.Klassschen® Myxobakterien der ndchst Verwandte (Sequenzéhnlichkeit von 89,8%) von

SanmFAcl2. Daher wurden dle Untersuchungen auch mit diesem Mikroorganismus ds

Referenz durchgefhrt. Es wurden aul3erdem stets Doppel ansétze untersucht.

1.1.2.1 Fruchtkdr perbildung

Da die Fruchtkorperbildung durch Substramangd ausgelést wird (Reichenbach, 1999,
Dawid, 2000) wurde Stamm FAcl12 zundchst von Eisen(lll)citrat-, CY- und Komplexmedium
#7 auf Wasseragarplatten (WAT-Medium) Ubertragen. Nach 9 Tagen konnten auf den

Wasseragarplatten, die mit Kulturen von Stamm FAc12 von Komplexmedium #7 beimpft
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worden waren, gelblich-orange globulae Strukturen mit bloRem Auge festgestellt werden.
Das mikroskopische Bild dieser Strukturen zeigte dinne St&bchen (35 — 4,5 um x 0,5 um)
und Sphédroblasten. Um dcher zu sein, dald3 es sch be den globuldren Strukturen nicht um
Fruchtkorper handelt, wurden enige diessr Strukturen in gerilem Kaiumphosphatpuffer (pH
6,8) resuspendiert und 10, 20 oder 30 Minuten lang be 58°C erhitzt. Wahrend dle
vegetativen Zedlen durch diese Hitzebehandlung abgettet werden, hdten die Myxosporen
diese aus. Anschlielend wurden die jewaligen Suspensonen wieder auf CY- und
Komplexmedium  #7-Agarplatten  Uberimpft.  Aulerdem wurden die resuspendierten
Strukturen auch auf Komplexmedium #7-Agarschichten in feuchten Kammern gebracht. Dies
wurde durchgefiihrt, um zu sehen ob Teile der Strukturen, wie Myxosporen wenn se wieder
auf Komplexmedien gebracht werden, auskeimen wrden. Sowonhl die
Komplexmediumagarplatten, wie auch die feuchten Kammern wurden be 30°C inkubiert. Die
feuchten Kammern wurden dle zwe Tage mikroskopisch untersucht. Ein Auskeimen von
vermeintlichen Myxosporen konnte nach ener Inkubationszeit von 2 Wochen weder auf den
getesteten Agarplatten, noch in den feuchten Kammern beobachtet werden.

S. aurantiaca wurde von CY-, und VY/2-Medium auf Wassergarplatten Uberimpft. Dabel
zeigte sich, dald auch dieser Mikroorganismus innerhab der 2 Wochen keine Fruchtkorper auf
den Wasseragarpl atten bilden konnte.

1.1.2.2 Gleiten

SanmFAcl2 zegte niemds ene Schwambildung auf Komplexmedium #7-, und CY-
Agarplatten. Auch auf VY /2- Agarplatten konnte kein Schwarm beobachtet werden.

. aurantiaca hingegen zeigte eine deutliche Schwarmbildung be Wachstum auf CY- und
VY /2-Agarplatten.

1.1.2.3 Bakteriolytische Eigenschaften

Stamm FAcl12 wuchs nicht auf VY/2-Agaplatten (mit Hefezdlen). St. aurantiaca hingegen
zeigte nicht nur deutliche Schwarmbildung, sondern auch Lysehtfeim VY /2-Agar.

1.2 Uberpriifung von Stigmatella aurantiaca auf dissimilatorische Eisenreduktion

Um herauszufinden, ob auch andere, bereits beschricbene Myxobakterien die Fahigkeit

bedtzen unter anoxischen Bedingungen Eisen zu  reduzieren, wurde beispidhaft

Sigmatella aurantiaca untersucht. Hierflr mul¥e der Mikroorganismus zundchst von festem
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(VY/2-Agar) auf flissges (CT-Medium mit 5 mM Glucose und 05 pg mi™ Vitamin By, )
Medium Ubertragen werden. Die Inkubation erfolgte hierbel oxisch. Innerhdb von vier Tagen
wuchs St. aurantiaca in dem flissgen Medium zu ener dichten Kultur heran. 10% dieser
Kultur wurden dann in Si3wassarmedium mit 5 mM Acetat und 40 mM Eisen(lll)citrat
Ubertragen und anoxisch inkubiert. Diese Kulturen zeigten auch nach 8 Wochen ken
Wachdum und keine Entférbung des gringefarbten SiRwassermediums mit  Eisen(lll)citrat
und Acetat. Somit konnte festgestellt werden, das St. aurantiaca mit dem Elektronendontator
Acega Eisen nicht dissmilatorisch reduzieren kann. Wéhrend der gesamten Experimente
diente das mikroskopische Bild ds Reinhetskontrolle. Aul3erdem wurden stets Doppeanséitze
durchgefihrt.

1.3 Uber priifung von ,, Anaeromyxobacter dehalogenans' auf dissimilatorische

Eisenreduktion

Der phylogenetisch néchst Verwandte von Stamm FAc12 igt, mit einer Sequenzamilarité von
99,5%, das fakulativ anaerobe Bakterium ,Anaeromyxobacter dehalogenans'. Auf die
physologische  Féhigkeit, dissmilatorisch  Eisen  reduzieeen  zu  konnen,  wurde
»Anaeromyxobacter dehalogenans® bisher noch nicht untersucht. Zwe St&mme von
»Anaeromyxobacter dehalogenans® (2CP-1 und 2CP-2) wurden hierfir zunéchst von dem
empfohlenen Stammhdtungsmedium (R2A mit 5 mM Fumaa) in Sil3wassermedium  mit
1mM Acetat und 5 mM Fumarat Ubertragen. Dies sollte zeigen, ob die zwe Stémme in dem
von uns sandardmddg verwendteten SiRwassermedium wachsen konnen. Nach 5 Tagen
konnte ene deutliche Tribung in den Kulturflaschen festgestdlt werden. Dann  wurde
SiRwvassermedium mit 5 mM Acetat und 40 mM  Eisen(lil)citrat mit den auf Acetat und
Fumarat gewachsenen Kulturen von beden S&mmen von , Anaeromyxobacter
dehalogenans® 10%ig angeimpft. Nach 5 Tagen war das gringefarbte Eisen(lIl)citratmedium
bereits vollgdndig entfarbt. Sowohl Stamm CP-1, wie auch Stamm CP-2 wuchsen sehr gut
mit 40 mM Eisen(l11) d's Elektronenakzeptor.

Wéahrend der gesamten Experimente diente das mikroskopische Bild as Renheitskontrolle.
Dabe wurde ene morphologische Veranderung der beiden ,, Anaeromyxobacter
dehalogenans’ -Stamme bemerkt. Zdlen, die in Stammhdtungsmedium wuchsen, waren 0,25
um breit und 4-8 pm lang. Nach der Ubertragung in Eisen(lll)citramedium wurde eine
Verbreterung (0,4 pm) und Verkirzung (2-5 pm) der Zdlen festgestelt. Zurlickgeimpft auf
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Stammhatungsmedium war jedoch die urspringliche Morphologie zu erkennen. Es wurden
be alen Versuchen Doppeansitze durchgefihrt.

1.4 Anreicherung und I solation eisenreduzierender Bakterien von Reiswur zeln

SanmFAcl2 wurde aus Redddboden isoliet. Die Umwetsequenzen, die mit
Samm FAc12 eng vewandt snd, wurden hingegen aus Klonbibliotheken gewonnen, die mit
aus Reisvurzeln extrahierter DNA generiet wurden. Um zu untersuchen, ob Stamm FAc12
und verwandte Bakterien auch von Reswurzdn isoliet werden konnen, wurden
Anreicherungen mit 112 Tege dten Wurzdn von Oryza sativa (Varianten Kora, Lido, und
Roma) durchgefihrt. Die Reswurzen wurden, bevor de ds Inokulum dienten, auf zwe
unterschiedliche  Arten  vorbehanddt. Entweder wurden die Wurzdn mit  Glasperlen
abgericben oder mit dem Morser zermahlen. Ferihydrit wurde bel dlen  angesetzten
Anreicherungskulturen ds dleniger Elektronenakzeptor eingesetzt. Acetat, Propionat und
H/CO, wurden jewells d's Elektronendonator verwendet.

Um das Wachsdum von eisenreduzierenden Bakterien in den Kulturen zu Uberprifen, wurden
diese auf Magnetitbildung untersucht.

1.4.1 Anrecherungund Isolierung

Die Anreicherungen mit Ferihydrit und Acetat ds Elekironendonator zeigten nach drei bis
vir Wochen ene deutliche Magnetitbildung. Dies war durch die Schwazfabung der
Kulturflaschen durch das sch gebildete Magnetit schtbar. In den Anreicherungskulturen, die
mit Wurzeln der Vaianten Lido und Roma der Regpflanzen inokuliet wurden, war ene
nahezu vollsdndige Ferrihydrit Reduktion bereits nach finf bis sechs Wochen schtbar. Dabel
konnte kein zatlicher Unterschied zwischen den Kulturen festgestedlt werden, die mit
unterschiedlich  vorbehanddten Reswurzen  (Morsr  oder  Glasperlen) ener Vaiante
angempft wurden. Wa das Ferihydrit ener  Anrecherung  weitestgehend  durch
esenreduzierende  Bakterien reduziert, wurden 10% diessr Kultur in frisches Medium
Ubertragen. In den folgenden Passagen wuchsen die vier Anreicherungskulturen mit Acetat ds
Elektronendonator und Reiswurzeln der Varianten Lido (Mérser und Glasperlen) und Roma
(Morser und Glasperlen) as Inokulum innerhab einer Woche. Nach mehreren Ubertragungen
waren die esenreduzierenden Bakterien aus dem jeweligen Inokulum dark angereichert.
Daraufhin - wurden Tiefagar-Verdinnungsrethen mit  Acetat  ads  Elektronendonator  zur
Isolierung von Renkulturen angelegt. In den Agarohrchen wuchsen nach en bis zwe

Wochen well3e, klar begrenzte Kolonien. Diese verfabten dch nach ener weteren Woche
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Wachgum von weil3 nach dunkdrot. Insgesamt wurden aus den vier verschiedenen Tiefagar-
Verdinnungsreihen 11  dunkerote Kolonien jeweils Uber wetere Verdinnungsreihen
vereinzet. Aus diesen Verdinnungsrehen wurden 11 esenreduzierende Bakterien isoliert
(SammLGA, Stamam LGAIll, Stamm LMA, Samm LMAII, Stamm LMAIII, Stamm RGA,
Sanm RGAII, Samm RGAIll, SammRMA, StammRMAIl, StammRMAIIl). Das
mikroskopische Bild zeigte bel dlen 11 Isolalen Stébchen, die morphologisch an Stamm
FAC12 erinnerten.

Eine Isolierung esenreduzierender Bakterien aus den Anreicherungen mit Ferrihydrit und
Propionat oder H,/CO, konnte bisher nicht abgeschlossen werden.

1.4.2 Charakteriserung der |solate

1.4.2.1 Morphologie
Die ZdIimorphologie dler 11 Stdmme war identisch. Es waren dinne bewegliche Stéochen
von 3,0-5,0 um Lange und 0,5 um Breite.

1.4.2.2 Physiologie

Alle 11 neuisolieten S@mme reduzieten dissmilatorisch neben  Ferihydrit  auch
Eisen(li)citrat mit Acetat ds Elektronendonator. Aufjerdem zeigten dle 11 Isolate auch gutes
aerobes Wachstum. Dies wurde in fllissgem Komplexmedium #7 Uberpriift.

Bea diesen physologischen Wachsumstests wurden stets Doppelansiize  durchgefihrt.  Eine
Verbindung gdt nur dann ds vewertbar, wenn im Vergleich mit dem Kontrollansatz ohne
Subgtrat ein schtbares Wachstum festgestellt werden konnte. Stete mikroskopische Kontrolle
diente ds Reinheitstest. Kontaminanten wurden hierbei niemals festigestdl|t.

1.4.2.3 Phylogenetische Verwandtschaft

Fur die phylogenetische Charakteriserung der 11 neu isolieten Stdmme wurde deren
jewellige komplette 16S rRNA-Gensequenz  andysert. Nach  Sequenzierung  und
phylogenetischer Verrechnung der ca. 1500 Bp langen 16S rRNA-Gensequenzen, konnten
dle Isolate der Ordnung der Myxococcales innerhadb der & Proteobakterien zugeordnet
werden (Abb. C.2). Innerhab dieser Ordnung zeigte sich ene enge Verwandtschaft zwischen
den neu isolierten Bakterien, Stamm FAcl2, ,Anaeromyxobacter dehalogenans® und
SanmKC. Die 16S rRNA-Gensequenz der drel Isolate Stamm RGA, Stamm RGAII, und
Stamm RGAIII war identisch mit der 16S rRNA-Gensequenz von Stamm FAc12.
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Die Unterschiede zwischen den 16S rRNA-Gensequenzen der Ubrigen 8 Stdmme (LGA,
LGAIIl, LMA, LMAII, LMAIII, RMA, RMAII, RMAIII) und der 16S rRNA-Gensequenz
von Stamm FAc12 lagen zwischen 04 % und 1,0 %. Die dlgemeine Sequenzidentitét
zwischen der 16S rRNA-Gensequenz der 11 Isolate und der 16S rRNA-Gensequenz von
»Anaeromyxobacter dehalogenans® (Stamm 2CP-1) betrug 98,7 % (Stamm LMA) bis 99,4 %
(Stamm RGA, Stamm RGAII, und Stamm RGAIII). Keine der 16S rRNA-Gensequenzen der
Isolate war dlerdings identisch mit der von ,, A. dehalogenans® (Stamm 2CP-1). Auch zu
Stamm KC fand sch innerhab der 11 Isolate keine identische 16S rRNA-Gensequenz.
Innerhab der isolierten Bakterien wies Stamm RMA die hochste dlgemeine Sequenzidentitét
(97,5%) zu Stamm KC auf.
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Abb. C.22 Dendrogramm, das die phylogenetische
Verwandtschaft basierend auf 16S  rRNA-Gen-
Sequenzanalyse zwischen den 11 neu isolierten zur
dissimilatorischen  Eisenreduktion  féhigen  Stdmmen
(fett gedruckt), , Anaeromyxobacter dehalogenans®, Stamm
FAcl2 und Stamm KC, Umweltsequenzen, die von
Reiswurzeln gewonnen wurden (DRo), und
Referenzorganismen aus der Ordnung der Myxococcal es und
der delta-Proteobakterien zeigt. Die phylogenetische Analyse
erfolgte Uber einen Konsensusfilter fir delta-Proteobacteria
mit einem Invarianzkriterium von 50%. Die Topologie des
evolutiondren Entfernungsdiagramms basiert auf einer
Distanz-Matrix (berechnet nach Jukes und Cantor, 1969) und
wurde nach dem , Neighbor-Joining”-Algorithmus (Saitou
und Nei, 1987) berechnet. Das Verzweigungsmuster
innerhalb des Dendrogrammes wurde in Ubereinstimmung
mit  ,MaximumLiklihood*-Berechnungen  (Felsenstein,
1981) korrigiert. Um die Wurzel des phylogenetischen
Baumes zu bestimmen, wurde in die Analyse die 16S rRNA -
Gensequenz von Escherichia coli miteinbezogen. Der
MaRstab entspricht 10% Nukleotidaustausch.
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2. Molekularbiologische Unter suchungen

21 ARDRA-Analyse

Die Umwdtsequenzen, die von Reswurzen gewonnen wurden und mit Stamm FAcl12-
verwandt waren, sollten ergénzt werden. Zunéchst wurden dafir zwei Klonbibliotheken mit
DNA, die aus zwe verschiedenen 90 Tage dten Reswurzeln extrahiert wurden, hergestellt.
Die hiefir ndtige vorausgehende Amplifikation der DNA wurde mit Primern durchgefihrt,
die dle Mikroorganismen der Doméne Bacteria efassen soliten. In der ARDRA-Andyse
wurden insgesamt 160 Umwel tklone untersucht.

Die trandformieten Umwetsequenzen wurden mit M13-Primern reamplifiziert. Aliquots der
s0 entstandenen PCR-Produkte wurden dann zur Kontrolle der Lange der Fragmente auf
Agarosegele aufgetragen. Nur 95 der 160 Klonsequenzen wiesen die erwartete Lange von ca
1500 Bp auf. Die Ubrigen 65 Fragmente besal3en Langen von 200-600 oder 1700 Bp (Abb.
C.3) und wurden vom Redriktionsverdau mit dem Enzym Hpa |l ausgeschlossen. Die gleiche
Lange dler Fragmente mulde vor dem Redriktionsverdau gewdhrleistet sein, da ansongten
eine korrekte Identifikation von Stamm FAc12 und Vewandten nicht moglich gewesen wére.
Als Pogtivkontrolle wurden die bereits bekannte und auch verflgbaren FAcC12-verwandten
Sequenzen (DRc-90tw-25, DRc-90tw-47, DRc-90tw-58, DRc-90tw-18, DRc-90tw-12, DRc-
45tw-51, DRc-90tw-55, und Stamm FAC12) eingesetzt. Die Postivkontrollen wie die 95 1500
Bp langen Umwedtsequenzen von den Reswurzeln, wurden mit Hpall verdaut (Abb. C.4).
Nach emneutem Auftragen auf Agaosegele zeigten vier der untersuchten Klone dre
unterschiedlich lange Fragmente nach dem Redriktionsverdau. Diese vier Klone wurden
sequenziert und phylogenetisch andysert. Die Verechnung ergab, dad nur eine, der vier
Umwedtsequenzen mit Stamm FAc12 verwandt war. Diese eine 16S rRNA-Gensequenz war
identisch mit der Sequenz des Umweltklons DRc-90tw-25.

47



Ergebnise

1 2 3 456 7 8 910 111213 1415 16

Abb. C.3: ARDRA-Anayse: PCR-vermittelte Amplifikation der 16SrRNA-Genen verschiedener Umweltklone
mit dem M13-Primerset. Die DNA wurde zuvor aus 90 Tage aten Reiswurzeln extrahiert. Diese Umwelt- DNA
wurde dann mit einem universellen Primerset fir Bacteria mittels PCR amplifiziert und anschlief3end kloniert.

Spur 215: verschiedene Umweltklone (Klon 54-58 und 60, 66, 67, 68, 70, 71, und 72 aus Klonbibliothek I1) und
Spur 1 und 16: DNA -L angenstandard (, Smart Ladder”; Eurogentec).

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14

100 Bp

Abb. C.4: ARDRA-Anayse: Mit dem Restriktionsenzym Hpa |l verdaute DNA verschiedener Umweltklone.
Die DNA wurde zuvor aus 90 Tage aten Reiswurzeln extrahiert. Diese Umwelt-DNA wurde dann mit einem
universellen Primerset fir Bacteria mittels PCR amplifiziert und anschlief3end kloniert. Vor dem enzymatischen
Verdau der 1500 Bp langen 16SrRNA-Gensequenzen wurden diese mit dem M13-Primerset reamplifiziert. Spur
2-5: Poditivkontrolle (Stamm FAc12, DRc-90tw-55, DRc-90tw-47, und DRc-90tw-18), Spur 613: verschiedene
Umweltklone (Klon 25-34 aus Klonbibliothek 11), und Spur 1 und 14: DNA-Langenstandard (,, 20 bp-Ladder”;
Promega).
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2.2  Entwicklung eines spezifischen PCR-Systems zur Amplifikation von 16S rRNA-

Genen von Stamm FAc12 und Verwandten

Um spezifisch das 16S rRNA-Gen von Stamm FAcl12 und Verwandten aus Umweltproben
amplifizieren zu konnen, wurde sowohl ein spezifischer 5-Primer (FAc12 66f), ds auch en
spezifischer 3'-Primer (FAc12 432b) mit dem ,ARB Software Paket” (Strunk und Ludwig,
1996) entwickelt. Grundlage hierfir waren die bereits bekannten 16S rRNA-Gensegquenzen
von Stamm FAcl12 und Vewandten. Eine Basenfehlpaarung zu der korrespondierenden
Sequenz der beiden Primer (FAc12 66f und FAc12 432b) wurde bel keiner dieser spezifischen
16S rRNA-Gensequenzen  festgestellt. Alle anderen in der ,ARB"-Datenbank vorhandenen
16S rRNA-Gensequenzen wiesen mindestens zwe  Basenfehlpsarungen zu  den  hier
entwickelten spezifischen Primern auf.

Zur Optimierung des fur Stamm FAcl2 und Vewandte spezifischen Nachwessystems
mulden auch dringende PCR-Bedingungen emittdt  werden. Hiefir  wurde bel
verchiedenen  Primeranlagerungstemperaturen, sowohl  eine  Pogtiv-, ads auch  dne
Negetivkontrolle mit den beiden gpezifischen Primern (FAc1l2 66f und FAcl2 432b)
amplifiziert. Die Pogtivkontrolle bestand aus genomischer DNA von Stamm FAc12 und der
DNA der verwandten Umweltklone (DRc-90tw-25, DRc-90tw-47, DRc-90tw-58, DRc-90tw-
18, DRc-90tw-12, DRc-45tw-51, und DRc-90tw-55). Die Negativkontrolle war hingegen
genomische DNA von E. coli. Die Primeranlagerungstemperatur wurde schrittweise von 65°C
auf 75°C erhoht. Eine Primeranlagerungstemperatur von 70°C fihrte zu einem PCR-Produkt
von ca. 400 Bp. Diese Lange kam der errechneten Grofe von 366 Bp nahe. 16S rRNA-Gene
von E. coli wurden mit dem spezifischen PCR-Nachweissysem bei keiner der gewéhlten
Primeranlagerungstemperaturen amplifiziert.  Zukdnftig  wird das  entwickdte PCR-
Nachweissystem in dieser Arbeit als PCR-System FAC12 bezeichnet.

Um die Spezifitée des PCR-Systems FAc12 zu Uberprifen, wurde zunachst DNA aus 3
verschiedenen 112 Tage dten Reiswurzen Variante Koral, Variante Lido und Vaiante Roma
extrahiert. Die jewelige DNA wurde mit dem PCR-Sysem FAcl2 amplifiziet und
anschlieffend kloniert. Insgesamt 28 Umweltklone wurden phylogenetisch andlysert. Alle 366
Bp-langen 16S rRNA-Gensequenzen der 28 Klone konnten as Verwandte von Stamm FAc12
identifiziert werden (Abb. C.5).
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Abb. C.5: Dendrogramm, das die phylogenetische
Verwandtschaft basierend auf 16S rRNA-Gen-
Sequenzanalyse zwischen den 28 von 112 Tage aten
Reiswurzeln gewonnenen Umweltsequenzen
(fett gedruckt), , Anaeromyxobacter dehalogenans®,
Stamm FAcl2, Stamm KC, und Referenzorganismen
aus der Ordnung der Myxococcales und der delta-
Proteobakterien zeigt. Die phylogenetische Analyse
erfolgte Uber einen Konsensusfilter fir delta
Proteobacteria mit einem Invarianzkriterium von 50%.
Die Topologie des evolutionaren Entfernungsdiagramms
basiert auf einer DistanzMatrix (berechnet nach Jukes
und Cantor, 1969) und wurde nach dem ,Neighbor-
Joining“-Algorithmus (Saitou und Nei, 1987) berechnet.
Das Verzweigungsmuster innerhalb des Dendrogrammes
wurde in Ubereingtimmung mit ,, Maximum-Liklihood"-
Berechnungen (Felsenstein, 1981) korrigiert. Die
Umweltsequenzen wurden nachtraglich tber Parsimony-
Optionen in den Baum integriert. Um die Wurzel des
phylogenetischen Baumes zu bestimmen, wurde in de
Anayse die 16S rRNA-Gensequenz von Escherichia
coli miteinbezogen. Der Malstab entspricht 10%
Nukleotidaustausch.
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2.3  Uberprifung der Ergebnisse der ARDRA-Analyse mit Hilfe des PCR-Systems
FAc12

Die fur die ARDRA-Andyse erzeugten 160 Umweltklone wurden zunéchst in Gruppen von je
20-30 Klone engetelt. Die 16S rRNA-Gensequenz aler Klone einer Gruppe wurde dann mit
dem gpezifischen PCR-Sysgem FAcl2 amplifiziet. Wurde nach der anschlief3enden
Agarosegelelektrophorese ein PCR-Produkt mit ener Grof3e von ca 400 Bp festgestdlt,
wurde die entsprechende Klongruppe genauer untersucht. Dafir wurde jede 16S rRNA-
Gensequenz der einzelnen Klone dieser Gruppe mit dem PCR-System FAc12 amplifiziert, um
herauszufinden welcher/welche Klone Stamm FAc12 und Vewandten phylogenetisch
zugeordnet werden mul¥missen. Insgesamt wurden 10 Klongruppen auf diese Weise
untersucht. Von zwe diessr zehn Gruppen lie3 dch en spezifisches Produkt amplifizieren
(Abb. C.6). Nur die 16SrRNA-Gensequenz von zwel der 44 Umweltklone, die in den zwe
Klongruppen enthdten waren, lielen sch mit dem PCR-Sysem FAcl12 amplifizieren. Einer
der beiden Klone wurde bereits bei der ARDRA-Andyse pogtiv getestet (Umwedtklon DRc-
90tw-25). Der andere war Klon19 (Abb. C.7). Dieser Klon konnte bel der ARDRA-Andyse
nicht erfasst werden, well die transformierten 16S rRNA-Gensequenz keine 1500 Bp aufwies
und somit nicht in den Redriktionsverdau mit dem Enzym Hpa |l eingesetzt wurde (s. 2.1).

Klonbibliothek | Klonbibliothek I1

1 2 3 4 5 6 7 8 1 23 456 7 8 9 10

Abb. C.6: ARDRA-Analyse Uberpriifung: PCR-vermittelte Amplifikation der 16SrRNA-Gene aler bereits in
der ARDRA-Analyse untersuchten Umweltklone mit dem PCR-System FAcl12. Dafur wurden die Umweltklone
vor der Amplifikation in Gruppen von je 20-30 Klone eingeteilt. Klonbiliothek |: Spur 2: Positivkontrolle, Spur
3: O, Spur 4: Klone 1-28, Spur 5: Klone 128, Spur 6: Klone 29-51, Spur 7: Klone 52 und 53, und Spur 1 und
8. DNA-Langenstandard (,Smart Ladder; Eurogentec). Klonbibliothek Il: Spur 2: Positivkontrolle, Spur 3:
H>0O, Spur 4: Klone 1-22, Spur 5: Klone 23-58 (ohne Klon 27), Spur 6: Klone 23-58 (mit Klon 27), Spur 7: Klon
59-80, Spur 8: Klon 81-102, Spur 9: Klon 103-107, und Spur 1 und 10: DNA-Langenstandard (,, Smart Ladder”;
Eurogentec).
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Klonbibliothek |
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Abb. C.7. ARDRA-Anadyse Uberprifung: PCR-vermittelte Amplifikation der 16SrRNA-Gene der
Umweltklone 128, aus der bereits mit dem PCR-System FAc12 positiv getesteten Gruppe (s. Abb. C.6), mit
dem PCR-System FAcl12. Spur 2: Positivkontrolle, Spur 3: H,O, Spur 415: Klon 1-4 und Klon 6, 7, 10, 11, 12,
13, 15, und 16, Spur 18-29: Klon 17-28, Spur 1, 16, 17, und 30: DNA-Langenstandard (,Smart Ladder”;
Eurogentec) und Spur 3: H,O0.

24 Nachweis von Stamm FAc12 und Verwandten in ver schiedenen Habitaten

Mit dem PCR-Sysem FAcl2 wurde die 16S rRNA-Gensequenz von folgenden
Umwedtproben amplifiziet: 90 und 112 Tage dten Reswurzen von vier verschiedenen
Pflanzen, zwe unterschiedlichen Resfeldbdden, drel unterschiedlichen WiesenbGden, einem
Waldboden, oder einem Kartoffelackerboden. Der Aufschlu? der Bakterienzdlen, sowie die
Extraktion der jeweiligegn DNA wurde nach unterschiedlichen Protokollen von verschiedene
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Mitarbeitern durchgefiihrt (s. Materid und Methoden, Tab. B.11). Vor der spezifischen
Amplifikation mit dem PCR-Sysem FAcl2 wurde zunéchst dchergestelt, dald die
bakteridlen 16SrRNA-Zidgene aus den verschiedenen Umwedtproben amplifiziertbar sind.
Daswar be alen getesteten Proben der Fll.

Ein spezifisches PCR-Produkt von ca. 400 Bp wurde nach der Amplifikation mit den Primern
FAcl12 66f und FAcl2 432b von der DNA, die aus drel unterschiedlichen Reisfeldbdden
extrahiert wurde, erzidt. Dabel war kein Unterschied zwischen den zwel untersuchten Tiefen

(1,5 mm und 75 mm) des einen Reidddbodens feststdlbar. Auch die Reswurzeproben
wurden podtiv getestet. Ein spezifische PCR-Produkt war auch aus der DNA, die entweder
aus zwel verschiedenen Bereichen (# 6 und # 8) eines Kartoffdackers oder zwei der dre
Wiesenboden extrahiet wurde, amplifizierbar. Kene spezifische Amplifikation geang mit
der 16SDNA der Wadbodenproben (ale getesteten drei Tiefen von O mm, 5 mm, und 10
mm) und der dritten Wiesenbodenprobe (Abb. C.8).

1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314 15 16 17 18 19 20

400 Bp

21 22 232425 26

Abb. C.8: PCR-vermittelte Amplifikation der 16SrRNA-Gene mit
dem PCR-System FAc12 aus verschiedener Umwelt-DNA. Spur 4:
112 Tage ate Reiswurzel Oryza sativa, Variante Koral), Spur 5: 112
Tage alte Reiswurzel (Oryza sativa, Variante Lido), Spur 6: 112 Tage
alte Reiswurzel Oryza sativa, Variante Roma), Spur 7: 90 Tage dte
Reiswurzel Qryza sativa, Variante Roma), Spur 8: Reisfeldboden I,
Spur 9: Reisfeldboden 11;1,5 mm (1:10), Spur 10: Reisfeldboden Il;
15 mm (1:100), Spur 11: Reisfeldboden Il; 7,5 mm (1:10), Spur 12:
Reisfeldboden I1; 7,5 mm (1:100), Spur 13: Kartoffelackerboden | #6,
Spur 14: Kartoffelackerboden | # 8, Spur 15: Wiesenboden I, Spur 18:
Wiesenboden 1, Spur 19: Wiesenboden Il1, Spur 21: Waldboden I;
Ocm, Spur 22: Waldboden I; 05 cm, Spur 23: Waldboden |; 5-10 cm,
Spur 24: Kartoffelackerboden | # 6, Spur 25: Kartoffelackerboden | #
8, und Spur 1, 16, 17, 20, und 26: DNA-Langenstandard (,, Smart
Ladder”; Eurogentec).
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25  T-RFLP-Analysevon Stamm FAcl12 und Verwandten

Die 16S rRNA-Gensequenz der bereits mit dem PCR-Sysem FAcl2 postiv getesteten
Umwdtproben (s 1.4und24) wurde fir die T-RFLP-Andyse eneut mit den Primern
FAcl266f und FAcl2432b amplifiziet. Der Primer FAcl266f war be diesen
Amplifikationen dlerdings Caboxyfluorescein  (FAM) makiet. Die markierten PCR-
Produkte wurden nach Aufreinigung mit den Redriktionsenzymen Alu | und Rsa | verdaut.
Alle nach diessm enzymatischen Verdau entdandenen gleichlangen FAM-markierte
Fragmente werden in den hier gezeigten Elektropherogrammen (Abb. C.9 und C.10) as en
Peek (identisches termindes Redriktiondragment (T-RF)) dargestellt. Die Hohe der
jewelligen Pesks zeigt dessen berechnete relative Huoreszenzagndintensitét. Die identischen
T-RFs eines bestimmten Peaks kdnnen einem oder mehreren Bakterien zugeordnet werden.

In dner theoretischen Uberprifung mit  Hilfe des ARB  Programm  Pakets
(Strunk und Ludwig, 1996) konnte die Gruppe von Stamm FAcl12 und Verwandten durch die
Redriktionsenzyme Alu | und Rsa | in maximd drd T-RFs aufgetrennt werden. Die T-RFs
besal3en entweder eine Lénge von 118, 150, oder 157 Bp. Die Fragmentldnge wurde dabel
von der ersen Postion des markierten Primers FAc12 66f bis zur theoretischen Schnittstelle
berechnet.

Be praktischen Versuchen mit Stamm FAcl2 und verschiedenen Umwedtklonen wurden
diese theoretischen Erwartungen bestétigt. Stamm FAC12 zeigte dabel einen FRF bel 118 Bp,
wahrend Umwedtklon DRc-90tw-25 ein T-RF be 150 Bp und Umwetklon 7-Lido ein RF
be 157 Bp zegte.

Das durch T-RFLP-Andyse entstandene Elektropherogamm, der aus ener 90 Tage dten
Reiswurzed (s 24) extrahierten DNA-Probe, zeigte dle drei FRFs (118, 150, und 157 Bp),
wobel das T-RF mit 150 Bp sowohl das TRF mit 118 Bp wie auch das FRF mit 157 Bp
Lange Uberragte (Abb. C.9). Auch die DNA, die entweder aus drel verschiedenen 112 Tage
dten Reiswurzeln (s 1.4), oder dral verschiedenen Reisfedbdden extrahiert wurde, lief3 sch
durch die Enzyme Alu | und Rsa | in diese dre unterschiedlich langen FAM-markierten
Fragmente verdauen. Die entsprechenden Elektropherogramme glichen dem bereits oben
erwahnten (Abb. C.9). Das Redtriktionsfragmentmuster der Probe, dessen DNA aus einem der
zZwe getesteten Wiesenboden extrahiert wurde, zeigte ebenfdls diese dre FAM-markierten
Fragmente (Abb. C.10). Allerdings Uberragte in dem entsprechenden Elektropherogramm das
T-RF mit 118 Bp Lange sowohl das T-RF mit 150 Bp Lange, wie auch das T-RF mit 157 Bp
Lange (Abb. C.10). Das Redriktionsfragmentmuster der Probe, deren DNA aus dem zweiten

hier untersuchten Wiesenboden extrahiet wurde, wich von dem bereits oben erwahnten
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deutlich ab. Es zeigte von den drel erwarteten Fragmenten nur das T-RF mit 118 Bp Lénge
und das T-RF mit 150 Bp Lange und en unewatetes 86 Bp langes terminaes
Redtriktionsfragment (Abb. C.10). Im Elektropherogramm Uberragte hierbel das T-RF mit 86
Bp Lange sowohl das FRF mit 150 Bp Lénge wie auch das T-RF mit 118 Bp Lange. Die T-
RFLP-Andyse der zwel aus verschiedenen Bereichen eines Kartoffdackers (# 6 und # 8)
extrahierten DNA-Probe fihrte ebenfalls zu unewarteten Elektropherogrammen. In der
Kartoffelackerprobe # 6 fehlte von den drel erwarteten das FRF mit 150 Bp Lange. Das TF
RF mit 118 Bp Lange besald dabel ene hohere Sgndintenstét ds das T-RF mit 157 Bp
Lange (Abb. C.10). Das Elektropherogramm der Kartoffelackerprobe # 8 zeigte neben den
drei erwarteten T-RFs noch zusétzlich T-RFs mit 86 Bp und bel 132 Bp Lange (Abb. C.10).
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Abb. C9 Durch T-RFLP-Andyse der mit dem PCR-System FAcl2 amplifizieten 16S rRNA-Gene
verschiedener Umweltproben erhaltene Restriktionsfragmentmuster. Die mit dem PCR-System FAcl12
amplifizieten PCR-Produkte wurden mit den Enzymen Alu | und Rsa | verdaut. Die X-Achse in den
Elektropherogrammen gibt die Fragmentlange in Bp und die Y-Achse die Signalintensitét der jeweiligen
Fragmente an. Zur Orientierung wurden einzelne Peaks (terminale Restriktionsfragmente) mit ihrer
entsprechenden Lange beschriftet. A) 112 Tage alte Reiswurzel (Oryza sativa Variante Kordl), B) 112 Tage ate
Reiswurzel Qryza sativa Variante Lido), C) 112 Tege ate Reiswurzel QOryza sativa Variante Roma), D) 90
Tage ate Reiswurzel (Oryza sativa Variante Roma), E) Reisfeldboden I, F) Reisfeldboden Il (1,5 mm Tiefe), G)
Reisfeldboden 11 (7,5 mm Tiefe).
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Abb. C.10: Durch T-RFLP-Analyse der mit dem PCR-System FAcl2 amplifizierten 16S rRNA-Gene
verschiedener Umweltproben erhaltene Restriktionsfragmentmuster. Die mit dem PCR-System FAcl12
amolifizieten PCR-Produkte wurden mit den Enzymen Alu | und Rsa | verdaut. Die X-Achse in den
Elektropherogrammen gibt die Fragmentlange in Bp und die Y-Achse die Signalintensitét der jeweiligen

Fragmente an. Zur

Orientierung wurden einzelne Peaks (terminale Restriktionsfragmente) mit

ihrer

entsprechenden Lange beschriftet. A) Kartoffelackerboden # 6, B) Kartoffelackerboden # 8, C) Wiesenboden |;

D) Wiesenboden I11
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3. Reismikrokosmosexperiment

SanmFAc12 und Vewandte konnten sowohl aus Reisfeddboden wie auch von der
Reswvurzen isoliet werden. In Mikrokosmosexperimenten sollten nun diese fakultativ
anaeroben  Myxobakterien in Abhdngigket zum Wachsdum der Regpflanzen in  beiden
Kompartimenten mit dem PCR-Sysem FAcl12 Il nachgewiesen werden. Erganzend wurden
im Redddboden und an der Reswurzd die Konzentrationen von Aceta, Fe(ll), und
Gesamteisen bestimmt, um deren mdglichen Einflul auf Stamm FAcl2 und Vewandte zu
Uberprufen.

3.1 Wachstum der Reispflanzen
Um das Wachsum der Regpflanzen in den Mikrokosmen wéhrend des Experimentes zu

dokumentieren, wurde die Anzahl der Bléiter pro Reispflanze und die Anzahl der Sprosse pro
Regflanze bestimmt (Abb. C.11). Die Blédteranzahl pro Pflanze nahm vom 29. Tag
(5+ 0,2 Bléter Pflanze™?) bis zum 95. Tag (11+ 1 Bléter Pflanze™) kontinuierlich zu. Tag 0
entgoricht dabe dem Tag, an dem die Regflanzenkemlinge in die Mikrokosmen gesetzt
wurden.

Auch die Anzahl der Sprosse pro Pflanze nahm vom 29, Tag an kontinuierlich zu. Der
Maximawert wurde hier dlerdings mit 7+ 0,5 Sprosse Pflanze™ berdits am 75. Tag erreicht.
An diesem Tag begannen auch einige der Reipflanzen zu bltihen.
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Abb. C.11: Anzahl der Bétter pro Reispflanze () und der Sprosse pro Reispflanze (O0) in Abhangigkeit zur

V egetationsperiode der Reisplanzen in den Mikrokosmen. Es wurden Mittelwerte (n=3) + SE aufgetragen.

58



Ergebnise

3.2 Acetatkonzentration

Porenwasserproben wurden am 29., 45., 75., und 95. Tag aus dem Reisfeldboden und aus der,
die Reswurzedn eng umgebenden Gazetite, gewonnen. Anschlielend wurde die
Acetatkonzentration in diesen Proben mit dem |onenchromatographen bestimmt.

Vom 29. Tag bis zum 45. Tag erechte die Konzentration von Acetat im Boden und an der
Wurzd Werte von 42+ 5uM, bzw. 24+ 2uM (Abb. C.12). Im Boden erreichte se im
Porenwasser am 75. Tag ihren Maximawert von 53+ 12 uM Acetat und sank dann am
95.Tag wieder unter die Nachweisgrenze ab. An der Wurzd hingegen wurden am 75. Tag
bereits 102+ 20 uM Acetat nachgewiesen. Am 95, Tag wurde immer noch ene
Acetatkonzentration von 113+ 8puM im die Wurzd direkt umgebendem Porenwasser
festgestdlt.
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Abb. C.12: Acetatkonzentration im Porenwasser, das aus Reisfeldboden (D) oder von der Reiswurzel (0O) zu
verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der Vegetationsperiode der Reispflanzen in den Mikrokosmen gewonnen
wurde. Eswurden Mittelwerte (n=3) + SE aufgetragen.

3.3 Eisenkonzentration

Zur Bedimmung der Konzentration von Gesamteisen und Eisen(ll) im Boden und an der
Reisvurzd wurde die Ferrozin-Methode (Stookey, 1970) angewandt. Im Boden lag das mit
05 M HCl extrahiete Gesamtesen zu dlen Mezeitpunkten fast vollsténdig reduziert vor
(Abb. C.13).

59



Ergebnise

An der Wurzd lagen die Werte der Gesamteisenkonzentrationen bei 145 + 32 umol am 29.
Tag und 164 + 15 pmol g Wurze™! am 95. Tag (Abb. C.14). Am 75.Tag wurden alerdings
nur 78 pmol g Wurzd? fesigestdlt. Die Eisen(ll)konzentrationen stiegen von 35 pmol + 4
pmol g Wurze™? am 29. Tag bis 52 + 7 umol g Wurzel'? am 45.Tag an. Am 95.Tag konnte
@ne Eisen(ll)konzentration von 51 + 7 pmol g Wurzd? gemessen werden. Auch die
Eisen(l1)konzentration war am 75. Tag an der Wurzdl geringer (41 pmol = 5 g Wurze?) ds
an den Verglechsagen. Der Antell von Fe(ll) am Gesamteisen war an der Reiswvurze zu
alen Probenahmeterminen deutlich geringer dsim Reisfeldboden.
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Abb. C.13: Gesamteisenkonzentration (graue Balken) und Eisen(ll)konzentration (schwarze Baken) im
Reisfeldboden (A) und an der Reiswurzel (B) in Abhéngigkeit air Vegetationsphase der Reispflanzen in den
Mikrokosmen. Eswurden Mittelwerte (n=3) + SE aufgetragen.
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Tab. C.1: Die Anzahl der 16S rRNA-Gene g Trockengewicht® von Stamm FAc12 und Verwandten im
Reisfeldboden und an der Reiswurzel wahrend der Vegetationsperiode von Reis. Alle angegebenen Werte
wurden Uber PCR-abhangige Verdunnungsreihen ermittelt. Wenn nicht anders erwéhnt, wurden Mittelwerte
(n=3 Mikrokosmen) + SE aufgetragen.

Stamm FAc12 undVerwandte Bacteria Prozent
FAc12und
[Anzahl 16S5rRNA-Geneg Tg™']  [Anzahl 16SrRNA-Geneg Tg™'] Verwandte/Bacteria
(%]

Reisfeldboden
29. Tag nicht detektiert 0,15+ 0,00x 10’ 0
45. Tag 06+059x 10° 0,7+053x 10 09
75.Tag 25+002x 10° 02+002x 10 13
95. Tag 38x10° (n=1) 1,47 +x10" (n=1) 26
Reiswurzeln
29. Tag 0,34x 10° (n=1) 0,13x 1¢% (n=1) 26
45. Tag 165+ 032 x 10° 164+032x 10 1
75. Tag 1,33+0,24x 10° 1,33+024x 1¢° 7
95.Tag 147 +045x 10° 147 x 10° (n=1) 1

3.4 Regpflanzenwachstums abhéngige Quantifizierung von Stamm FAcl2 und

Verwandten mit PCR-abhangigen Verdinnungsreihen

Um die Abundanz von Stamm FAcl2 und Vewandten in  Abhdnigket zum
Reisgpflanzenwachstum zu bestimmen, wurde DNA aus beiden Kompartimenten am 29., 45,
75. und 95. Tag nach Augflanzung extrahiert. Die jeweligen DNA-Losungen wurden mit
Sgma-Wassr (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in 1:10-Schritten verdinnt und mit dem PCR-
Sysem FAcl12 |l amplifiziert. Es wurden 45 Zyklen durchgefihrt, da 50 Zidgenen est be
dieser Zyklenanzahl zu einem schtbaren PCR-Produkt fihren (Innis und Gefand, 1990).
Padld wurden dle Umwdtproben auch mit enem fir Bacteria universdlen PCR-System
(Lane, 1991 und Weishurg, 1991) unter den gleichen Bedingungen amplifiziert.

Stamm FAc12 und Verwandte wurden in beiden Kompartimenten zu jedem Probezeitpunkt
mit dem gpezifischen PCR-System nachgewiesen (Tab. C.1 und Abb. C.14). In enigen
Mikrokosmen konnten die 16S rRNA-Gene dlerdings nur mit Premix F (MasterAmp 2 X
PCR PreMixes, Biozym) amplifiziert werden (Abb. C.14). Diese Proben wurden be der
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Quantifizierung ds nicht nachweisbar (=0) mit enbezogen. An der Reiswurzd dieg die
Anzahl der 16S rRNA-Gene von Stamm FAc12 und Verwandten stieg vom 29. Tag (0,34 x
10°) bis zum 45. Tag an und blieb dann relativ stabil (ca 1,5 x 10° 16S rRNA-Gene g TGY).
Der prozentude Antell von Stamm FAc12 und Vewandten an den 16S rRNA-Genen der
Bacteria sank vom 29. Tag (2,6%) bis zum 45. Tag (1%) und blieb dann kostant.

Im Reisfedboden war Stamm FAc12 und Verwandte am 29. Tag und am 45. Tag (2 von dre
Mikrokosmen) mit dem fir die Quantifizierung benutzten PCR-System nicht oder nur
schwach nachweisbar. Am 75. Und 95. Tag blieb die detektierbare Anzahl der 16S rRNA-
Gene stahil und wies ca 10° auf. Der prozentuale Anteil von Stamm FAc12 und Verwandten
an den 16S rRNA-Genen der Bacteria nahm vom 29. Tag (0%) bis zum 75. Tag (13%) zu.
Am 95, Tag konnten nur noch 2,6% dler Bacteria as Mitglieder von Stamm FAc12 und

Vewandten identifiziert werden.

29. Tag Reisfeldboden 45, Tag Reisfeldboden
I [l 1l | [l 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Abb. C.14: PCR-vermittelte Amplifikation der 16SrRNA-Gene aus Umwelt-DNA mit dem modifizierten PCR-
System FAc12. Die Umwelt-DNA wurde zu verschiedenen Zeitpunkten der Vegetationsphase der Reispflanzen
in den Mikrokosmen aus Reisfeldboden extrahiert. Spur 1. Langenstandard (, Smart Ladder"; Eurogentec), Spur
2: Positivkontrolle, Spur 3: HO, Spur 49: Reisfeldboden; Probe am 29. Tag nach Auspflanzung enthommen,
Spur 4: Mikrokosmos I; unverdinnt, Spur 5: Mikrokosmos I, 1:10 verdunnt, Spur 6: Mikrokosmos II;
unverdunnt, Spur 7: Mikrokosmos Il, 1:10 verdinnt, Spur 8: Mikrokosmos III; unverdinnt, Spur 9:
Mikrokosmos 111, 1:10 verdinnt, Spur 10-15: Reisfeldboden, Probe am 45.Tag nach Auspflanzung entnommen,
Spur 10: Mikrokosmos |; unverdunnt, Spur 11: Mikrokosmos I, 1:10 verdinnt, Spur 12: Mikrokosmos II;
unverdinnt, Spur 13: Mikrokosmos II, 1:10 verdinnt, Spur 14: Mikrokosmos IlI; unverdinnt und Spur 15:

Mikrokosmos 11, 1:10 verdinnt.
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D. Diskussion

1. Vergleich von Stamm FAc12 mit ,, Anaeromyxobacter dehalogenans’, Stamm KC und

den Myxobakterien

Stamm FAcl12 wurde aus Reisfeldboden mit Acetat und Ferrihydrit unter strikt anoxischen
Bedingungen angereichet und isoliet. Anagrob wéchs Stamm FAcl2 auch mit den
Elektronenakzeptoren Nitrat und Fumarat. Aerobes Wachsum wurde in Minerdsazmedium
mit entweder Acetat, Citrat oder Glucose oder in  Komplexmedium beobachtet.
Phylogenetisch gehtrt Stamm FAc12 zur Ordnung der Myxococcales. Die drikt aeroben
Vetreter dieser Ordnung sind durch die Fahigket charakterisert, unter Na&hrstoffmange
Fruchtkorper mit Myxosporen bilden zu kénnen (Schlegd, 1992 und Dawid, 2000). Auf Bass
vergleichender 16SrRNA-Genssquenzandysen  bildeten  die  Myxobakterien  bisher  dre
Entwicklungdinien. Vertreter der Gattungen Chondromyces und Polyangium bilden ene
Entwicklungdinie, wahrend Vertreter der Gattungen Myxococcus, Stigmatella, Melittangium
und Cystobacter ene wetere Entwicklungdinie dargtdlen. In der dritten Entwicklungdinie
findet dch ausschliedich das Bakterium Nannocystis exedens. Stamm FAcl12 bildet mit
» Anaeromyxobacter dehalogenans® (Sanford et al., 2002), Stamm KC (Coates et al., 2002)
und den von D. Rosencrantz (1998) von 45 und 90 Tage dten Reiswurzeln gewonnenen
Umwetsequenzen (mindestens 1000 Bp lang) enen egenen, vieten Entwicklungsast
innerhdb  der  Ordnung der  Myxococcales. Dabel  betrégt der  16SrRNA-
Gensgquenzunterschied  zwischen Stamm FAc12 und , A. dehalogenans® maximd 0,5%,
wahrend Stamm KC ene 16SrRNA-Gensequenzéhnlichkeit von 97,2% mit Stamm FAc12
tellt. Die 16SrRNA-Gensequenzunterschiede zwischen den von Reswurzen gewonnenen
Umweltsequenzen und Stamm FACc12 betragen 3,3 - 4,4%.

Funf Stdmme von ,, A. dehalogenans® (2CP-1, 2CP-2, 2CP-3, 2CP-5 und 2CP-C) (Sanford et
al., 2002) wurden unabhdngig vonenander aus enem Hullsediment, einem Techsediment,
enem Regenwddboden und einem Gatenkompost unter drikt anoxischen Bedingungen
angereichet und isoliet. Das Anreicherungsmedium (Minerdsdzmedium) enthidt Aceta
und 2-Chlorophenol. , A. dehalogenans® i Gramnegaiv. Die Zdlen von A
dehalogenans® snd 0,25 pm breite und 4-8 pum lange, bewegliche Stabchen. Neben
verschiedenen Chlorverbindungen kann  , A.  dehalogenans® auch Nitrat, Fumarat und
Sauerdtoff as Elektronenakzeptoren nutzen. Aerobes Wachsum konnte dlerdings nur  unter
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mikroaerophilen Bedingungen (< 1 mM) festgestelt werden. ,, A. dehalogenans® bildet unter
anoxischen Bedingungen auf Agaplatten  Fruchtkbrper und  bewegt dch  auf  der
Agaroberflache gleitend.

Stamm KC wurde aus einem mit Perchlorat verunreinigtem Sediment isoliert (Coates et al.,
2002). Das Anreicherungsmedium (Minerdsdzmedium) enthidt as Elektronendonator 2,6-
Anthrachinon, Acetat ds Kohlenstoffquelle und Nitrat als Elektronenakzeptor. Die Zdlen von
Stamm KC snd Gramnegative, unbewegliche 0,3 um breite und 53 pm lange Stdbchen.
Samm KC kann ausschliefdich Nitrat as Elektronenakzeptor nutzen und ist somit  strikt
anaerob. Neben Acetat werden von Stamm KC auch Wasserstoff, Fumarat und andere
Kohlengtoffquellen und Elektronendonatoren genutzt.

Trotz der engen phylogenetischen Verwandtschaft unterscheiden sch Stamm FAc12, | A.
dehalogenans® und Stamm KC physologisch deutlich voneinander. Zwar besitzen dle bisher
iolieten Bakterien des vieten Entwicklungsastes diesdbe Zdlmorpholgie, unterscheiden
sch aber hindchtlich der Beweglichkeit (Tab. D.1). Stamm KC nutzt, wie Stamm FAc12 und
»A. dehalogenans’ Nitrat as Elektronenakzeptor. Wahrend Stamm FAcl2 und , A.
dehalogenans® auch Fumarat reduzieren konnen, blebt Stanéim KC auf den
Elektronenakzeptor Nitrat beschrénkt. Auch konnte nur bei Stamm FAcl2 und , A
dehalogenans® (nur unter mikroaerophilen Bedingungen) aerobes Wachsum festgestdlt
werden. Der Befund, dal3 , A. dehalogenans® unter anoxischen Bedingungen Fruchtkorper
bildt und Stamm FAcl2 und Stamm KC nicht, ist durch die unterschiedlichen
Anreicherungswege erklarbar. ,, A. dehalogenans’ wurde bereits nach wenigen Passagen in
Hissgmedium zur Isolation in ene Tiefagarverdinnungsrethe gebracht und anschlief?end auf
Agarplaten kultiviert, wahrend Stamm FAc12 und Stamm KC zur Anreicherung mehrfach in
Flissgmedium Uberimpft, und auch nach der Isolation in Fissgmedium Kultiviet wurden.
Diese unterschiedlichen Vorgehensweisen mogen der Grund fir eine Degenerdion jener
myxobakteridlen Eigenschaften gewesen s@n, da fir ene Fruchtkdrperbildung eine
Oberflache notwendig ist. Anaerobes Wachsum mit dem Elektronenakzeptor Fe(lll) wurde
zunachs nur bel Stamm FAC12 beobachtet. In einem Wachstumsexperiment reduzierte
Stamm FAcl2 2224 + 0,22 mM Fe(lll)citrat und oxidierte gleichzeitig 3,24 + 0,07 mM
Acetat. Pardld sieg die Zdlproteinkonzentration um 16,27 + 1,48 pg mi™t an (Abb. C.1).
Somit betrug das Verhditnis zwischen entsandenen Mol Fe(ll) zu verbrauchten Mol Acetat
6,86. Wenn davon ausgegangen wird, das Acetat zum Tell fir den Baustoffwechsd bendtigt
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wird, erfolgt die Oxidation von Acetat mit dem Elektronenakzeptor Fe(lll) in Stamm FAc12
nach folgender Reektionggleichung:

CHsCOO +8Fe** +4H,0 0 2HCO 3 + 8F&* + 9 H*

Stanm KC zeigte dagegen kein Wachstum mit dem Elektronenakzeptor Fe(II)NTA (Coates
et al., 2002). , A. dehalogenans® wurde bisher noch nicht von Sanford et al. (2002) auf die
Fahigkeit, dissmilatorisch Eisen reduzieren zu konnen Uberprift. In dieser Arbet konnte aber
gezeigt werden, dald dieses fakultativ anaerobe Myxobakterium sehr gut in anoxischem
Minimamedium mit 5 mM Acetat und 40 mM Fe(lll)citrat wachs.

Auch Sass et al. (1998) beschrieben, dad3 phylogenetisch eng vewandte Bakterien
physologisch deutlich voneinander abweichen konnen und voneinander unterscheidbare
St&mme ener Art snd. Obwohl die 16SrRNA-Gensequenzen der isolierten Sulfatreduzierern
identisch waren, wichen ihre physologischen Eigenschaften und die Muger ihrer jewelligen
ERIC-PCR deutlich voneinander ab. Stamm FAcl2 wes ene 16SrRNA-
Genseguenzéhnlichkeit von 97,2 % zu Stamm KC auf und i somit en eigener Stamm. Durch
ein DNA-DNA-Rehybridiserungsexperiment  konnte eindeutig gezeigt werden, ob Stamm
FAcl2 und ,A. dehalogenans* trotiz ihrer hohen 16SrRNA-Gensequenzahnlichkelt
unterschiedliche Stémme einer Art sind.
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Tab. D.1: Vergleich der physiologischen Fahigigkeiten von Stamm FAcl12 mit denen von , A. dehal ogenans"
und Stamm KC

Physiologische Charakteristika » A. dehalogenans® Stamm KC Stamm FAc12

Charakteristika der Myxobakterien:

Gleitende Bewegung auf festen + - -

Oberflachen

Bildung von Fruchtkorpern mit + - -

Sporen

Morphologie lange Stébchen lange Stabchen  lange Stébchen
0,25 x 4-8 pm 0,3x 53 um 04x21-5um

Beweglichkeit + - -

Elektronenakzeptoren:

Sauergoff mikroaerophil - +

Nitrat + + +

Eisen(lIl) + - +

Chlorverbindungen + n. b. n. b.

Elektronendonatoren:

Acetat + + +

Wasserstoff + + -

n. b. nicht bestimmt

2. Anrecherungund I solation von eisenreduzierenden Bakterien

In Experimenten mit unbepflanzten Mikrokosmen wurde gezeigt, da? im Resfedboden
Uberwiegend die Eisenoxide Ferihydrit und Lepidokrokit mikrobiel reduziert werden
(Retering, 1999). Ferrihydrit wird mikrobidl schneller reduziert ds Lepidokrokit, well es en
Eisenoxid mit einer relativ grofen Oberflache ist (200-300 g’ gegeniber 70-80 n? gl)
(Schwertmann und Cornell, 1991; Weber et al., 1979 und Roden und Zachara, 1996). Aus
diesen Grinden wurde fir die Anreicherung von dissmilatorischen Eisenreduzierern von
Reiswurzeln, Ferihydrit as Elektronenakzeptor eingesetzt. Als Elektronendonator wurde
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entweder Acetat, Propionat oder H, verwendet. Diese Elektronendonatoren sind wichtige
Intermediate des anaeroben Abbaus im Resfedboden (Achtnich et al., 1995; Chin und
Conrad, 1995). Acetat, Propionat, Lactaa und H, dnd auch bekannte
Substrate/Elektronendonatoren der bereits beschriebenen  dissmilatorischen  Eisenreduzierer
der & und & Subklasse der Proteobacteria (Lovliey et al., 1997). Lactat wurde in den hier
beschrieben Anreicherungskulturen nicht as Subdtrat eingesetzt, weil es auch von gérenden
Bakterien zusammen mit methanogenen Archaea verwertet werden kann, wodurch Formiét,
Acetat und Propionat gebildet wird. Propionat kann dann z.B. syntroph durch
Synthrophobacter wolinii  verwertet werden (Schink et al., 1991). Die Produkte der
syntrophen Subdtratvergarung snd Wasserstoff und Acetat, die durch hydrogenotrophe und
acetoclagtische  Methanogene verwertet  werden.  Aullerdem  wurde in unbepflanzten
Mikrokosmen gezeigt, dal’ Lactat in der Zone der aktiven Eisenreduktion (Bodentiefe von 48
mm) akkumuliert (Ratering, 2000). Dies konnte darauf hindeuten, da3 Lactat von
gsenreduzierende Bakterien  im Redddboden nicht  ds  Kohlendoffquele  und
Elektronendonator genutzt wird.

Aus den Anreicherungskulturen mit 112 Tage dten Reiswurzdn und Ferihydrit und H»
wurde dissmilatorische Eisenreduzierer angereichert, aber bisher noch nicht in Reinkultur
gebracht. Dies gilt auch fir die Anreicherungskulturen von Reswvurzen mit Ferrihydrit und
Propionat. Mit Acetat und Ferihydrit wurden df Stamme von  dissmilatorischen
Eisenreduzierern von Reiswurzeln isoliet (Samm LGA, Stamm LGAIll, Stamim LMA,
Samm 1l, Samnm LMAIIl, Stanm RGA, Stamm RGAIl, Stamm RGAIll, Samm RMA,
Santm RMAIl und Samm RMAIII). Diese df Stdmme wurden in vier verschiedenen
Anrecherungskulturen  angereichert.  Diese Anrecherungskulturen  unterschieden  dch
lediglich im Inokulum (112 Tage dte Reiswurzen der Vaianten Lido oder Roma) und der
Bearbeitung des Inokulums (mit dem Morser zerrieben oder mit Glasperlen abgerieben). Das
aus den Anrecherungkulturen mit 112 Tage dten Reiswurzen der Vaiante Kora und
Farihydrit und Aceat bisher noch kein dissmilatorischer Eisenreduzierer in - Reinkultur
gebracht werden konnte, mag durch die von den einzelnen Varianten abgegebenen Exsudaten
(zB. Zucker, Aminosiuren oder organische Sauren) begrindet sein. Die Quantitét und Art
diessr Vebindungen variiet nicht nur zwischen verschiedenen Pflanzenarten, sondern auch
zwichen verschiedenen Alterstufen und Bereichen von Reswurzdn  (Whipps, 1990,
Rosencrantz, 1998). Somit it es auch moglich, dad die Inokulation verschiedener
Re swurzelbereiche zu unterschiedlichen Anreicherungen gefiihrt haben kdnnte.
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Die df isieten St@mme gehdren phylogenetisch dle zu der  neuen, vierten
Entwicklungdinie der Myxococcales. Se snd eng verwandt mit , A. dehalogenans®, Stamm
KC und Stamm FAcl2 (16SrRNA-Gensequenzunterschiedlichkeit zwischen Stamm FAcC12
und den df S&mmen liegt zwischen 04 — 1,0%). Die Charakteriserung zeigte, dald diese df
Isolate, Stamm FAc12 nicht nur phylogenetisch, sondern auch morphologisch  und
physologisch gleichen. Alle df S@mme snd 05 pum brete und 3-5 pm lange dinne,
bewegliche Stdbchen. Sie wachsen anarob mit Ferrihydrit oder Eisen(lll)citrat und Acetat,
sowie aerob in flissgem Komplexmedium. Ein  DNA-DNA-Rehybridiserungsexperiment
und weltere physiologische Tests konnten zeigen, ob die enzenen Isolaten abweichende

St&mme einer Art Sind.

Weitere Vertreter der &Proteobacteria wurden bisher noch nicht von 112 Tage dten
Reisvurzen in Reinkultur gebracht, obwohl die drikt anaeroben Mitglieder der Familie der
Geobacteraceae, wie z.B. Geobacter metallireducens (Loviey und Phillips, 1998) Acetat,
Propionat und H, as Elektronendonator wahrend der dissmilatorischen Eisenreduktion
verwerten konnen und bereits mit diesen Subsraten bereits von viden verschiedenen
Standorten angereichert und isoliet wurden (Lovley et al., 1997). Auch die fakultativ
anaroben Eisenreduzierer der & Proteobacteria, wie zB. Shewanella putrefaciens (Meyers
und Nealson, 1988) wurden bisher noch nicht aus den Anreicherungskulturen mit 112 Tage
dten Reisvurzeln und entweder Acetat, Propionat oder H in Reinkultur gebracht. Das mag
darin begrindet sein, dal3 dissmilatorische Eisenreduzierer der & -Proteobacteria Uberwiegend
Lactat als Subgrat verwerten (Lovley et al., 1997). Aus Redddboden wurden hingegen
andere Eisereduzierer der &, & und &Proteobacteria isoliet (Schnel, personliche

Mittalung).

3. Stamm FAc12 und Verwandte im Resfeldboden und an der Reiswurzd

3.1 Divergtat von Stamm FAc12 und Verwandten an der Reiswur zdl

D. Rosencrantz (1998) generierte mit Umwet-DNA, die von 45 und 90 Tage dten
Reiswurzelin extrahiet wurde, zwe Klonbibliotheken. Die Umweltsequenzen wurde vor der
Klonierung mit den Primen EUB 9f und EUB 1492r amplifiziet. Die 56 in den zwe
Klonbibliotheken  enthdtenen  Umwedtsequenzen  wurden  vergleichend  phylogenetisch
charekterisert. Die Uberwiegende Anzahl der Umweltsequenzen wurden hierbei den & und &
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Proteobacteria zugeordnet. Zehn der Umwetsequenzen gehdrten dlerdings zu dem neuen,
vierten Entwicklungsest der Ordnung Myxococcales. Die Sequenzunterschiede zwischen den
zehn von Resvurzeln gewonnenen Umweltsequenzen betragen bis zu 4,4%. Die 16SrRNA-
Gensgquenzunterschiede zwischen Stamm FAc12 und den zehn Umwetsequenzen betragen
zwischen 3,3 — 4,4%.

In diesr Arbet sollten wetere Umwedtsequenzen von Reiswurzeln gewonnen werden, die
dem neuen, vierten Entwicklungsast der Myxococcales zugeordnet sind. Hierfir wurde DNA
aus 90- und 95 Tage dten Reiswurzen extrahiert und mit den Primern EUB 9f und EUB
1492r amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden anschlie?end kloniert. Die so erzidten 160
Klone wurden mit ARDRA (,Amplified ribosoma DNA redriction andyss‘) untersucht.
ARDRA ig eine DNA-Fingerabdruckmethode, die es ermdglicht bakteridle Gattungen und
sogar Spezies ohne Sequenzierung zu identifizieren (Vaneechoutte et al., 1992). Durch
ARDRA und anschlielfende Sequenzierung, der mit ARDRA  podtiv - getesteten
Umweltsequenzen, wurde keine 16SrRNA-Gensequenz von Stamm FAc12 und Verwandten
gefunden, die nicht schon von D. Rosencrantz ermittedt wurde. Somit wurde auch keine
16S rRNA-Gensequenz  gefunden, die enen hohere Sequenzunterschied zu Stamm FAC12
aufweig ds 4,4%. Untersucht wurden insgesamt 216 (56 Umweltsequenzen erzidt von D.
Rosencrantz und 160 Umweltsequenzen erzidt in diessr Arbet), von drel unterschiedlichen

Reiswurzeln erzidten, Umwetsequenzen.

3.2Sruktur von Stamm FAcl2 und Vewandten an de Reswurzd und im
Reisfeldboden

Mit T-RFLP-Andysen (Liu et al., 1997) wurde die 16S rRNA-Gensequenzheterogenitdt von
Samm FAcl2 und Vewandten an der Reiswurzd und im Resfddboden untersucht. Be
diesr Methode gibt die Anzahl der fluoreszenzmarkierten terminden Redtriktionsfragmente
Hinwese auf die Komplexitdi der mit dem PCRSysem FAcl2 efaden
Mikroorganismusgruppe.  Im  Idedfdl entoricht ein termindes  Redriktionsfragment  ener
bestimmten L&nge @nem Mikroorganismus (Liu et al., 1997). Die Auflosung ist jedoch in der
Praxis immer geringer (Pheps et al., 1998). Allerdings ist die Wahrschenlichket, dal3
phylogenetisch nahe Vewandte die sdbe terminde Fragmentlénge aufweisen, aufgrund ihrer
16S rRNA-Gensequenzdhnlichkeit hoher ds be weniger nahe verwandten Bakterien. In
diesr Arbeit wurde die aus Resfddboden und von Reiswurzeln extrahiete DNA  zunéchst
mit dem PCR-Sysem FAcl2 amplifiziet. Mit den Redriktionsenzymen Rsa | und Alu |
konnte das ca. 400 Bp lange spezifische PCR-Produkt in maxima drel terminde Fragmente

7
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unterschiedlicher Lange verdaut werden. Die drel terminden Fragmente besal3en die Langen
118 Bp, 150 Bp und 157 Bp. Das Elektropherogramm dler untersuchten Reisfeldbodent und
Reiswurzelproben zeigte diese drei Peaks. Wobel stets das T-RF mit einer Lange von 150 Bp
die hochge rdaive Sgndintenstét aufwies.

Die von D. Rosencrantz von 45 und 90 Tage dten Reiswurzen erzidten Umweltsequenzen
(D. 3.1), die dem neuen, vieten Entwicklungsast der Myxococcales zugehdren, wurden auf
ihre theoretische Redriktionsschnittstellen von Rsa | und Alu | untersucht. Dabae wurde die
theoretische Amplifikation der Umweltsequenzen mit den Primern FAc12 66f und FACcC12
432r vorausgesetzt. Diese theoretische Uberprifung ergab, dal? die zehn untersuchten
Umweltsequenzen dle entweder ein termindes Fragment von 118 Bp, 150 Bp oder 157Bp
aufweisen. Hierbe wies die Mehrzahl der Umwetsequenzen (DRc 90tw-12, DRc 45twx-27,
DRc 45twx-26, DRc 90tw-25 und DRc 45twx-51) en 150 Bp langes T-RF auf. D.
Rosencrantz amplifizierte die von 45- und 90 Tagen dten Reswurzen extrahiete DNA mit
den Primen EUB 9f und EUB 1492r. Die in dieser Arbeit mit T-RFLP andyserte, von
Reisddboden und Reiswurzedn erzidte Umwelt-DNA, wurde zuvor mit den Primern FAC12
66f und FAcl12 432r amplifiziert. Somit wurde (baserend auf zwe unterschiedlichen PCR-
Systemen) an der Reiswurzd und im Reideldboden keine 16SrRNA-Gensequenz oder kein
T-RF ezidt, die/der einen hoheren Sequerzunterschied zu dem 16SrRNA-Gen von Stamm
FAc12 aufweist as 4,4%.

Alle berdts in Renkultur vorliegenden Bakterien (Stamm FAc12, , Anaeromyxobacter
dehalogenans’, Stamm KC und dle in dieser Arbeit von der Reiswurzd isolierten Bakterien
(D.2)), die dem neuen, vieten Entwicklungsast der Myxococcales angehdren, wurden
ebenfals theoretisch auf Schnittstdlen der Enzyme Rsa | und Alu | Uberprift. Auch hier
wurde die theoretische Amplifikation der jeweligen 16SrRNA-Gensequenz mit den Primern
FAc12 66f und FAcl2 432r vorausgeseizt. Dieser Test ergab, dald dle untersuchten
Reinkulturen nach einer T-RFLP-Andyse, ein T-RF von 118 Bp Lange aufweisen wirden.
Dieses Ergebnis zeigt, dald bisher noch nicht Bakterien des neuen, vierten Entwicklungsastes
der Myxococcales isoliert wurden, die nach ener T-RFLP-Andyse (der mit dem spezifischen
PCR-System FAcl2 ezidten PCR-Produkte) ein TR-F von 150 Bp oder 157Bp Léange
aufweisen wirden. Der maximade 16SrRNA-Gensequenzunterschied zwischen Stamm
FAc12, ,A. dehalogenans‘, Stamm KC und den in diessr Arbet erzidten |solaten betragt
2,8%. Trotz dieser nahen Verwandtschaft unterscheiden sch diese Bakterien physologisch
deutlich voneinander (D. 1). So snd Stamm FAc12 und , A. dehalogenans® z.B. fakultativ
anaerob und wachsen unter anoxischen Bedingungen mit Eisen(lll) ads Elektronenakzeptor,
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wéahrend Stamm KC drikt anaerob ist und nicht dissmilatorisch Eisen reduzieren kann. Der
16S rRNA-Gensequenzunterschied  zwischen dlen berdts ezidten Umweltsequenzen  betrégt
maxima 4,4%. Da schon bel enem 16SrRNA-Gensequenzunterschied von 2,8% deutliche
physologische Unterschiede 2zwischen 2zwe  Mikroorganismen des neuen, vierten
Entwicklungsastes der Myxococcales bestehen konnen, mul3 die physologische Beschreibung
dieser Gruppe ds noch nicht abgeschlossen betrachtet werden.

3.3Vorkommen von Stamm FAcl2 und Vewandten in Abhangigkeit der
Vegetationsphase von Reispflanzen
Da Stanm FAcl2 und verwandte Mikroorganismen wiederholt aus Reisfeldboden und von
Reswvurzen  isoliet  wurden, <ollte die Abundanz diesr Bakterien Uber die
Wachsumsperiode von Respflanzen untersucht werden. Dazu wurde das spezifische PCR-
Sysem FAc12 Il verwendet. Mit diesem spezifischen PCR-System wurden Stamm FAc12
und Verwandte am 29, 45, 75. und 95 Tag nech Sezung der Regpflanzen in
kompartimentierte  Mikrokosmen sowohl im Reidedboden, wie auch an der Reswurzd
nachgewiesen und quantifiziet. Da Stamm FAc12 fakultativ anaerob igt, konnte er in beiden
Kompartimenten vorkommen. Die Aceat-, Gesamteisenr und Eisen(ll)konzentration wurde
zu jedem Probenahmezetpunkt bestimmt, um evtl. Zusammenhénge zwischen der Anzahl der
FAc12-spezifischen 16SrRNA-Gensequenzen und diesen fir Stamm  FAcC12 relevanten
Subgrate und Produkte herauszufinden. Die hier  angewandte Quantifizierungsmethode
(VerdinnungsrehenrPCR - mit  PCR-System FAc12 11) ig nur fir ene Abschdtzung der
Populationsgrof}e von Stamm FAc12 und Verwandte geeignet. Die hier erzielten Ergebnisse

kodnnen somit nur eénen ersen Eindruck vermitteln.

An dea Reiswurzd wurde Stamm FAcl2 und Vewandte am 29, 45, 75. und 95. Tag
nachgewiesen. Die Anzahl der 16SrRNA-Gensequenzen von Stamm FAc12 und Verwandten
stieg vom 29. Bis zum 45. Tag an und blieb dann konstant bei ca 1,5 x 10° 16S rRNA-
Gensequenzen g TG!. De maximde Antdl der FAcl2-spezifischen 16STrRNA-
Genseguenzen an der Anzahl der dlg. bakteridlen 16SrRNA-Gensequenzen betrug 2,6%. An
der Reisvurzd dieg die Acetatkonzentration vom 29. — 95. Tag an. Durch die Diffuson von
Sauerstoff aus dem Aerenchym kommt es an der Reiswurzd zu einer Reoxidation von Fe(ll)
zu Fe(lll) (Green und Etherington, 1977; Ando et al., 1983; Trolldenier, 1988; Begg et al.,
1994; Kirk und Bgita, 1995). Sauerdtoff tritt Uberwiegend direkt hinter der Wurzelspitze der
Resvurzd aus dem Aerenchym, dtere Wurzelabschnitte (Trolldenier, 1988; Gilbert und
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Frenzel, 1998) bieten somit anoxische Mikrohabitate, die Wachsum von srikt anaeroben
Mikroorganismen wie z.B. Methanogenen ermoglichen (Grof¥kopf, 1998). Stamm FAcl2
wichst agrob wie anaerob  (durch dissmilatorische  Eisenreduktion) gut mit  dem
Elektronendonator Acetat. Stamm FAc12 kann an der Relswurzd aso aerob mit Acetat
wachsen oder anaerob in den anoxischen Mikrohabitaten mit Eisen(lll) und Acetat. Die
Reduktion von Sauerstoff (O./H.O: Eo = 810 mV) filhrt alerdings zu einem vergleichsweise
besserem Wachstum, as die Reduktion von Eisen(lll) (Fe(OH)s + HCOs/FeCOs: E o = 200
mV). Dies konnte eine Begrindung dafir sein, dal3 Stamm FAc12 an der oxischen Reiswurzel
zahlreicher (ca. 10° 16S rRNA-Gensequenzen g TG?) ds im anoxischen Boden war (ca 10°
16S rRNA-Gensequenzen g TG L),

Im Rededboden war Stamm FAc12 und Verwandte am 29. Tag in dlen dre Mikrokosmen
nicht und am 45. Tag nur in zwe von drei Mikrokosmen mit dem PCR-System FAc12 I
nachweisbar. Am 75. und 95. Tag blieb die ermittdte Anzahl der FAc12-spezifischen
16S rRNA-Zielgene konstant bei ca. 3 x 10° 16S rRNA-Gensequenzen g TG, Der maximae
Antell der FAcl2-gezifischen 16SrRNA-Gensequenzen an der gesamten Anzahl der
16S rRNA-Gensequenzen dler detektierbarer Bacteria betrug dabel im Boden 13%. Die
Acetatkonzentration schwankte zwischen 34 M - 42 uM (Tag 45. und Tag 75) und der
Nachweisgrenze (Tag 29. und Tag 95) Die ermittdten Gesamtesenr und
Eisen(l)konzentrationen im Reisfeldboden zeigen, dal3 Eisen(lll) nur bis zum 29. Tag im
Gesamtboden zu Eisen(ll) reduziert wurde. Das wird auch von Untersuchungen von Ratering
et al. (2000) besdtigt. In unbepflanzten Mikrokosmen konnte nach sechs Wochen ene
Eiserreduktion nur noch in ener Bodentiefe von 4-8 mm fedgedtelt werden. Die Zunahme
der Anzahl der FAc12-spezifischen 16SrRNA-Gensequenzen g TG kann somit nicht durch
Weachgdum von Stamm FAcl2 und verwandten Mikroorganismen durch dissmilatorische
Eisenreduktion erklat werden. Da nach der thermodynamischen Theorie Nitrat vor Eisen
reduziert wird (Ponnamperuma, 1972, Zehnder und Stumm, 1988) ist der Anstieg der Anzahl
der FAcl2-spezifischen 16SrRNA-Gensequenzen auch nicht durch Wachstum von Stamm
FAcl2 und verwandten Mikroorganismen durch Nitraireduktion erkl&rbar. Auch die
Sulfaireduktion kann ds Erklérung fir den Andieg der Anzahl der FAcl12-spezifischen
16SrRNA-Gensequenzen  ausgeschlossen werden, da in Experimenten mit  anoxisch
inkubiertem Reisfeldboden bewiesen wurde, dal3 dieser anagrobe Stoffwechsdweg eine
untergeordnete Rolle am anaeroben Abbau spiet (Jckd Schnell, 2000). Im anoxischen
Reisfeldboden wird sechs Wochen nach Hutung CO, zu CHy (durch Methanogene) oder
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Acetat (Acetogene) reduziert (Rothfuss und Conrad, 1993). Stamm FAcl12 und verwandte
Mikroorganismen snd somit moglicheweise acetogen. Acetogene Bakterien  konnen
chemoorganotroph  (Fermentation von  verschiedenen Zuckern) oder  chemolithotroph
(Reduktion von CO, mit Hy) wachsen. CO, wird dabel Uber den Acetyl-CoA Weg fixier.
Acetogene Bakterien sind drikt anaerob und Grampostiv oder Gram-negativ. Vertreter
dieser physiologischen Gruppe snd vide Clogridien wie zB. Clostridium aceticum oder
Clostridium thermoaceticum, aber auch Eubacterium limosum oder Treponema sp. (Maidak,
2003). Im Redddboden und in anderen anoxischen Habitaten mit einem niedrigen
Redoxpotential  nutzen neben acetogenen Bakterien auch chemolithotrophe Methanogene Ha
und CO», (Brock, 2003, Fritsche, 1999 und Conrad, 1989). Aus Reisfeldboden wurden z.B. H
und/oder Formiat verwertende Methanogene der Gattungen Methanobacterium (Raagopd et
al., 1988, Conrad et al., 1989 und Fetzer et al., 1993) und Methanobrevibacter (Asakawa et
al., 1993) isoliet. Im Resfdd wurden dagegen bisher lediglich chemoalithotrophe acetogene
Bakterien der Gattung Sporomusa an der Reiswurzd mit einer Zellzahl von 10° detektiert
(Rosencrantz, 1998).

Stamm FAc12, , Anaeromyxobacter dehalogenans® und der srikt anaerobe Stamm KC
wurden bisher noch nicht auf acetogenes Wachstum Uberprift. Auch wenn diese Vertreter des
vieten Entwicklungsastes der Myxococcales nicht quantitativ abundant (T-RFLP-Andysen:
150 Bp-Pesk) sgnd, konnte die Fahigkeit zum acetogenem Wachsum die physiologischen
Eigenschaften dieser Gruppe erweitern.

4. Vorkommen von Stamm FAc12 und Verwandten in anderen Boden

Um enen erden Eindruck Uber die Verbretung von Stamm FAc12 und Vewandten zu
erhdten, wurden verschiedene DNA-Uwetproben mit dem PCR-Sysem FAcl12 amplifiziert.
Wurden Proben positiv getestet, folgte eine FRFLP-Andyse mit den Enzymen Rsa | und Alu
I. Dies sollte Einblicke in die Diversté und Struktur von Stamm FAc12 und Verwandten in
anderen Habitaten vermitteln. Insgesamt wurden acht Proben untersucht: drel verschiedene
Wiesenbdden (Wiese I-111), zwei Bereiche eines Kartoffdackers und drei Waldbodenproben
aus verschiedenen Tiefen (0 cm, 35 cm und 510 cm). Mit dem PCR-System FAc12 wurde
positiv gestestet: Wiese |, Wiese Il und die zwel Kartoffelackerproben. Der Waldboden wurde
in der Ndhe von Marburg gesammdt. Der pH-Wert lag bel 3,8. Myxobakterien snd ubiquitér
in Boden zu finden. Die Verbretung ig dlerdings pH-Wert abhéngig ((zwischen pH 5,0 und
8,0) Dawid, 2000).
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Diskussion

Die terminden Redriktiondfragmentmuster der enzdnen mit dem PCR-System FAcl2
postiv getesteten Habitate unterschieden dch  deutlich von den T-RFLP-Mugern von
Reiswurzeln oder Reisfeldboden. Neben den dreéi schon aus den T-RFLP-Mustern von
Reisfeldboden und der Reiswvurzd bekannten T-RFs (118, 150 und 157 Bp) wurden weitere
mit 86 Bp und mit 132 Bp detektiert. Das bedeutet, dal3 die Diverstét des vierten
Entwicklungsastes der Myxococcales zwar im Reisfeld, aber noch nicht ubiquitér vollstdndig
efad wurde. Aulerdem unterschieden sich die Sgndintenstéen der enzenen T-RFs in den
verschieden Umwdtproben deutlich von denen im Reisfeldboden und an der Reiswurze
festgestellten. So waren in der Wiesenbodenprobe 111 zwar, wie in den Reisfeldbodenproben,
die drei T-RFs mit 118, 150 und 157 Bp detektierbar, aber hier war das T-RF mit 118 Bp das
mit der hochsen Sgandintenstd und nict das T-RF mit 150 Bp. In ener
Kartoffelackerprobe fehlte das T-RF mit 150 Bp vollsténdig. Dies bedtétigt die Vermutung,
dad die enzdnen T-RFs unterschiedliche physologische Gruppen représentieren. Die
phylogenetische und physologische Charakteriserung der Vetreter des  vierten
Entwicklungsastes der Myxococcales it somit noch nicht abgeschlossen.
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