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"Wenigstens scheine ich in irgendeiner kleinen Sache weiser als dieser, dass
ich, was ich nicht weil3, auch nicht zu wissen meine."
Sokrates (469-399 v. Chr.)

~Wenn Du ein Schiff bauen willst, dann trommle nicht deine Manner zusammen,
um Holz zu beschaffen und um die Arbeit zu verteilen, sondern lehre sie die
Sehnsucht nach dem weiten endlosen Meer.*
Antoine de Saint-Exupery (1900-1944)



A

EINLEITUNG ..ottt ettt ettt st s e bt ese bt ne et 1
Al AV 0]V ] 2 USSP PT PRSPPI 1
A2 DER SCHWEFELKREISLAUF ......ccutiutittteattateateaseeseates i st sbe st esseseebe st snesbesbeebeeseesbennesnesnesnesnesseans 3
A3 DIE DISSIMILATORISCHE SULFATREDUKTION ....cutiutitiitintisteesieiete st srestesiessesseeseesnesnesnesnesnessens 4
A4 DIE SULFATREDUZIERENDEN PROKARYOTEN ....tviitiiieisieesieesreereesressresseesseesneesnessnesnnesnessneesneennes 5
A5 HABITATE SULFATREDUZIERENDER PROKARYOTEN ......coiiiirierierennresieesreesreesnee e s sneesneennas 7
A6 ENZYME ALS PHYLOGENETISCHE MARKER ......cutittiiiiiieeiieesteente et siresieesbeesteesbessaesnesieeseessaeennas 8
AT DIE DISSIMILATORISCHE (BI)SULFITREDUKTASE .....cttitiiterieateeeeiesteseestessessesseeseessesseseessessessenns 9
A8 ZIELE DIESER ARBEIT ...utittittattauteastesteesttesteesteasesssessessaeesseaaseanbeassesssesbeasbeesbeasbesssesseesbeesseannas 11

MATERIAL UND METHODEN ..ottt 12
B.1 ALLGEMEINE MATERIALIEN UND TECHNIKEN ....cveuiitiiterieiinieietesteeeteseesesteseesesseseesessesnesesseneas 12

B.1.1  Offentlich zugéngliche Software 12

B.1.2  Technische Gerate 13

B.1.3  DNS-Aufreinigungs- und Klonierungskits 14

B.1.4  Puffer, Nahrmedien und allgemeine Lésungen 14
B.2 PROBENNAHME ......ccttttttestte sttt ettt te e s be e sttt esbesb s e ebeesbe e ke e s beeseeshe e sheesbe e bt ambeasbesbbesbeesbeebeannens 20
B.3 DNS ISOLIERUNG AUS SEDIMENT ....cutietietesitesieesieesteesteasseassesisasseesseessesssessssssssssesssesnsesssesseees 20
B.4 QUALITATIVE UNTERSUCHUNG VON DNS MITTELS AGAROSE-GELELEKTROPHORESE............. 22
B.5 POLYMERASE KETTENREAKTION: ... .cttiittaattesttautesttesteesteesteassesseessessseesseansesssesssesssessesssesssessnens 23

B.5.1  Amplifikation von 16S rRNS-Genen 23

B.5.2  Amplifikation von dsrAB-Genen 25

B.5.3  Amplifikation von DNS-Fragmenten mit M13-Primern 25

B.5.4  Entwurfvon Primern 26
B.6 DINS-MIKROARRAY .....ouvitiitirietiiteietesteseetestesessesseseesesseseesestessesessessesesbestesesbessesesbessesesbensesessenes 27

B.6.1  SRP-PhyloChip Herstellung 27

B.6.2  Aufreinigung von PCR Produkten mit dem QIlAquick PCR Purification Kit 28

B.6.3  Fluoreszenzmarkierung der DNS 28

B.6.4  SRP-PhyloChip Hybridisierung 30

B.6.5  Analyse mit dem Mikroarray SRP-PhyloChip 30
B.7 ERSTELLUNG EINER DSRAB-GENBANK ......eiuttiitirieiirteietisiesiesesteseeiessessesessessesessessesessessesessenes 31

B.7.1  Gelaufreinigung der PCR-Produkte 32

B.7.2  Klonierung von Gen-Amplifikaten 32

B.7.3  Anzucht rekombinanter E. coli-Stamme und Stammhaltung 37

B.7.4  Plasmid Isolierung 38
B.8 ANALYSE DER SEQUENZDATEN ...ieiiiiiitttiiieeeeesiitbtteeasssssisbbesessssssssbbssssssssssssbbssssseesssssssssssssesns 39

B.8.1  Sequenzierung von DNS-Molekiilen 39

B.8.2  Schnellanalyse der Sequenzen 40

B.8.3  Vergleichende Sequenzanalyse mit dem ARB Software-Paket 40

B.8.4  Alignment der Proteinsequenzen mittels ARB 41

B.8.5  Erstellung phylogenetischer Baume mittels ARB 41
B.9 STATISTISCHE METHODEN FUR DIE AUSWERTUNG DER DSRAB-GENBANK .....ccccvvvrierirririreanns 44

B.9.1  Gruppierung der DsrAB-Sequenzen 44

B.9.2  Coverage Berechnung 44

B.9.3  Rarefaction-Methode 45

B.9.4  Chaol Estimator 46

B.9.5 Parsimony-Test 46



B.10 T I I 1= O R 47

B.10.1 Gradienten-PCR 48
B.10.2 Bestimmung der idealen Primerkonzentrationen fiir die PCR 49
B.10.3 Erstellung von quantitativen DNS-Standards flr die Real-Time-PCR 50
B.10.4 Durchfiihrung der Real-Time-PCR 51
B.10.5 Schmelzkurvenanalyse 53

B.11  QUANTIFIZIERUNG DER NUKLEINSAUREN AUS DER DNS EXTRAKTION MIT PICOGREEN® ..... 54

C ERGEBNISSE ......oo oottt ettt s e s b s s sh e s e be s s bt s s b e e e bt e e sbe e s sbeesbesssbassbasssbesabessares 55
C.1 MIKROARRAY ANALYSE VON STATION J.ueiiiitiiiiiiitii e eiieee ettt sette s s satee e s sbve e s sesteesssnreeesssvaeeean 55
C.2 ANALYSE DER DSRAB-GENBANK VON STATION J...uviiiiiiiiiieirieeseeesrie st s sste s seessseesssnesssee e 56
C.2.1  Phylogenetische Analyse 57
C.2.2  Statistische Analyse 59
C.2.3  Coverage Bestimmung 59
C.2.4  Rarefaction-Analyse und Chaol Estimator 60

C.3 ANALYSE VON UNTERSCHIEDLICHEN DSRAB-GENBANKEN VON MARINEN SEDIMENTEN........ 61
C.3.1  Vergleich von unterschiedlichen dsrAB-Genbanken mit TreeClimber 65

Cc4 QUANTIFIZIERUNGEN IN STATION J .uiiitiiiiieiiee st s ste et este s a st s st e st st s staesnbassnneesnns 67

D (D] 5] LU S35] 10 ]\ 71
D.1 DIVERSITAT DER SRP IN SVALBARD STATION J SEDIMENT ...cccuviiivieireesteeevessteesseessvessneee e 71
D.1.1 Betrachtung der einzelnen OTUs der dsrAB-Genbank von Station J 72
D.1.2  Analyse mit dem SRP-PhyloChip 76
D.1.3  Quantifizierung von OTU 12 im marinen Sediment 78

D.2 ANALYSE DER DSRAB-GENBANKEN VON MARINEN SEDIMENTEN......uuviiiiieiiiiiiiieee e siivvnnenss 81
D.2.1  Betrachtung der ausschlie3lich aus marinen Sedimenten isolierten OTUs 81
D.2.2  Analyse der marinen dsrAB-Genbanken mit Treeclimber 86

E ZUSAMMENRFASSUNG ... oottt ettt ettt st et e e st e e et e e s bt e e sat e e sbaessateesseessresssrasssrenas 90
F LITERATURVERZEICHNIS ...ttt sttt sttt ettt s ta e s tte s saae e st e e satnesaae s 91
LT N (N A N R 102
G.1 ROHDATEN DER QUANTIFIZIERUNG VON OTU 12 ....uiiiiiiiieciecectee e 102

H  ABKURZUNGSVERZEICHNIS ..o eeoeeeeeeeeeeeeee et et et et s e eeearateeareneesananssananessanesenenns 111
I (D YA N LSS X 101\ 114

J CURRICULUM VITAE ...ttt 115






A Einleitung

A Einleitung

A.1 Vorwort

Im Jahre 1955 publizierte der Geochemiker Clair Cameron Patterson eine
bahnbrechende Arbeit, in der er mithilfe von Bleiisotopen das Alter der Erde auf ca.
4,55 Milliarden Jahre schétzen konnte (Patterson 1955; Patterson 1956). Bis heute hat
dieser Wert Bestand, da auch aktuelle Studien das Alter der Erde auf ca. 4,55 Milliarden
Jahre schéatzen (McCulloch 1996).

Die extremen Bedingungen in der damaligen Atmosphédre mit hohen Temperaturen,
starkem UV-Licht und elektrischen Entladungen setzten chemische Reaktionen auf der
Erde in Gang, welche den Ozean mit organischen Molekilen wie Aminosauren,
Zuckern, Fettsauren, Purinen und Pyrimidinen, also den ,,Bausteinen des Lebens®,
anreicherten (Miller 1998).

Bezuglich der Frage, wie sich die ersten Lebewesen auf der Erde ernéhrt haben, gibt es
zwei gegensétzliche Meinungen. Die Einen vertreten die Ansicht, dass das
urspriingliche Leben auf der Erde autotroph war. Bei ihren Uberlegungen nimmt das
Element Schwefel eine zentrale Rolle im Metabolismus der von ihnen hypothetisierten
Mikroben ein (Wéchterhduser 1998). Das andere Lager glaubt, dass sich die ersten
Organismen auf der Erde heterotroph erndhrt haben sollen. Sie sehen ihre Theorie durch
in silico Experimente der Bedingungen, wie sie auf der jungen Erde vorherrschten,
bestétigt. In den Reaktionsgemischen ihrer Experimente kénnen Zucker, Aminosauren,
Oligopeptide, Nukleinsduren und andere organische Verbindungen abiotisch
synthetisiert werden (Duve 1998).

Im Moment ist nicht absehbar, welche dieser zwei Gruppen Recht behalten wird, da die
Informationen dariiber, wie die Bedingungen auf der Erde vor ca. vier Milliarden Jahren
waren, sehr ungenau sind. Erst vor kurzem wurde verdffentlicht, dass es viel friher als
urspriinglich angenommen auf der Erde kihl gewesen sein muss, da die in diesen
Studien gewonnen Daten Ozeane von fliissigem Wasser suggerieren (Wilde et al. 2001;
Valley et al. 2006). Trotzdem ist noch eine Vielzahl an Daten notwendig, um sich ein
genaues Bild von der jungen Erde machen zu kdnnen und um abzuschétzen, mit

welchen Bedingungen das erste Leben auf der Erde konfrontiert wurde.
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Unabhéngig von der Frage, wie das erste Leben beschaffen war, wird auch untersucht,
wann es entstanden sein soll. Bestimmungen von Kohlenstoffisotopen in Gesteinen
haben ergeben, dass es seit mindestens 3,7 Milliarden Jahren biologische
Kohlenstofffixierung gibt (Rosing 1999). Messungen von Schwefelisotopen in
Gipskristallen haben ergeben, dass biologische Schwefeldisproportionierung bereits vor
3,47 Milliarden Jahren stattgefunden hat (Philippot et al. 2007). Die Suche nach
friheren Hinweisen auf mdgliches Leben gestaltet sich schwierig, da kaum Gesteine
vorhanden sind, die &lter als vier Milliarden Jahre sind. Die Antwort auf die Frage,
wann denn das Leben auf der Erde ,,angefangen® habe, soll aber nicht allein unsere
Neugier befriedigen, sondern uns eine Hilfe bei gegenwartigen Fragestellungen sein.
Fur das tiefere Verstdndnis der Evolution ist es wichtig, Uber zeitliche Daten zu

verfligen, damit wir einen Einblick in die Dynamik der Evolution erlangen kénnen.

Die Dynamik, der die Evolution unterliegt, kann an der Gruppe der sulfatreduzierenden
Prokaryoten (SRP) sehr gut untersucht werden, da biologische Umwandlungen von
Schwefel bereits vor 3,47 Milliarden Jahren stattgefunden haben und damit die altesten,
bekannten Hinweise fiir einen mikrobiellen Metabolismus darstellen. Da SRP sowohl
im Reich der Archaea als auch im Reich der Bacteria vertreten sind, kdnnte ein
gemeinsamer Vorfahre bereits zur Sulfatreduktion befahigt gewesen sein (Wagner et al.
1998). Weiters sind die SRP innerhalb der bakteriellen und archaeellen Doménen des
Lebens weit verbreitet, mit Vertretern in vielen Phyla. Diese hohe Biodiversitét ist nicht
nur das Resultat des zeitlichen Einflusses, sondern auch wvon den vielen
Umweltverdnderungen, die in den letzten 3,5 Milliarden stattgefunden haben und an die
sich die SRP anpassen mussten (Berner 2004; Catling 2005). So gibt es psychrophile,
mesophile, thermophile und hyperthermophile SRP. Sie sind unter anderem fir bis zu
50% am Kohlenstoffumsatz in marinen Sedimenten verantwortlich (Jgrgensen 1977;
Jargensen 1982), kdnnen in Symbiosen mit Eukaryoten leben (Dubilier et al. 2001;
Blazejak et al. 2005) und sind auch in terrestrischen Bdden in hoher Anzahl vorhanden
(Stubner 2004). Aufgrund dieser Abundanz und Biodiversitat sind die SRP ein
geeignetes  Studienobjekt, um globale Materialkreislaufe und evolutionére

Mechanismen zu erforschen.
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A.2 Der Schwefelkreislauf

Unsere Umwelt setzt sich aus vielen, in ihren Eigenschaften unterschiedlichen
Elementen zusammen. Die Biomasse besteht zum groRten Teil aus den Elementen
Wasserstoff, Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff, Phosphor und Schwefel. Dadurch
haben biologische Systeme einen grofRen Einfluss auf die Materialflisse dieser
Elemente auf der Erde.

Der Masseanteil von Schwefel in Erdkruste, Ozeanen und Atmosphére betragt 0,05%,
der von Kohlenstoff 0,09%. Schwefel kann in neun verschiedenen Oxidationsstufen
vorliegen; z.B.: Sulfid (S'), Cystin (S'), elementarer Schwefel (S°), Thioschwefelige
Saure (S'), Thioschwefelsaure (S'*), Dithionige Saure (S"™), Sulfit (S'V"), Tetrathionat
(S¥*) und Sulfat (SV"). Aus diesem Grund kdénnen Organismen Schwefel fiir eine
Vielzahl von Reaktionen nitzen (Abbildung A.1).

Chemolithotrope Schwefeloxidation

So
SH-Gruppen
—"| von Proteinen \
Assimilatorische .
Sulfatreduktion Desulfurylierung
anaerob
2- Dissimilatorische Sulfatreduktion
SO, H,S
aerob /
anaerob Assimilatorische .
Sulfatreduktion Desulfurylierung
\\' SH-Gruppen /
Disproportionierung von Proteinen Disproportionierung
Dissimilatorische
Schwefelreduktion
SO

Phototrophe Schwefeloxidation

Abbildung A.1 Der biochemische Schwefelkreislauf (Madigan et al. 2000)

! http://chemie.fo2.fh-frankfurt.de/ACH-Vorlesung/13Elemente.htm
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Pflanzen und Mikroorganismen konnen durch die assimilatorische Sulfatreduktion
Schwefel in die Aminosauren Methionin und Cystein integrieren. Der in den
Aminosduren gebundene Schwefel kann durch den Prozess der Desulfurylation in
Mikroorganismen und Pilzen weiter zu Sulfid reduziert werden. Das Sulfid kann von
Prokaryoten aerob oder anaerob Uber andere Schwefelverbindungen zu Sulfat oxidiert
werden. Weiters gibt es Prokaryoten, die mit der dissimilatorischen Sulfatreduktion den
Schwefelkreislauf wieder schliefen. Manche Prokaryoten, wie zum Beispiel
Desulfocapsa sulfexigens, sind in der Lage Schwefel, sowohl zu oxidieren als auch zu
reduzieren (Frederiksen and Finster 2004). Bei der Disproportionierung wird unter
anaeroben Bedingungen z.B. elementarer Schwefel in Sulfid und Sulfat umgewandelt
(Fuseler and Cypionka 1995).

A.3 Die dissimilatorische Sulfatreduktion

Das Schwefelatom und die vier Sauerstoffatome sind im Sulfation Uber vier pp-dp-
Bindungen verbunden. Alle Bindungsléangen betragen 149 pm. Durch diese Bindungen
erhélt das Sulfatmolekdl eine tetraedrische Form. Das lon ist zweifach negativ geladen.
Da es sich um delokalisierte Ladung handelt, ist die Ladung zu gleichen Teilen auf alle
vier Sauerstoffatome verteilt. Das Sulfation ist kaum reaktiv und muss daher zundchst
fur die biologische Reduktion unter Energieverbrauch aktiviert werden. Adenosin-5’-
Triphosphat (ATP) reagiert mit Sulfat unter der Bildung von Pyrophospat zu Adenosin-
5’-Phosphosulfat (APS).

Das Enzym APS-Reduktase katalysiert den Schritt, bei dem APS zu Sulfit reduziert
wird. Dabei werden zwei Elektronen auf das Schwefelatom Ubertragen; die
Oxidationszahl des Schwefels reduziert sich auf +IVV und Adenosin-5’-Monophosphat
wird frei (AMP). AnschlieBend werden von der dissimilatorischen (Bi)Sulfitreduktase
(DSR) sechs Elektronen auf das Schwefelatom im Sulfit Gbertragen, wodurch Sulfid
entsteht.

Diese Elektronentbertragung ist an die Elektronentransportkette einer Membran
gekoppelt, was zur Ausbildung eines Protonengradienten fuhrt. Der entstandene

Protonengradient wird flr die Synthese von ATP mittels ATPasen genutzt (Madigan et
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al. 2000). Die Elektronendonoren fiir diese Reaktion sind unter anderen Wasserstoff,
Karbonséuren, aromatische und andere organische Verbindungen (Widdel and Pfennig
1981; Widdel 1992; Madigan et al. 2000). Somit sind SRP durch Oxidation von
organischen Molekilen an anaeroben Abbauprozessen im Kohlenstoffkreislauf
beteiligt.

Dsr Proteinkomplex

H” S“H o\\g,o'
Wasserstoffsulfid ]
Sulfit

ATP Sulfurylase

000

O-w=0

W

Sulfat

OHOH
Adenosin-5'-Phosphosulfat

Abbildung A.2 Die dissimilatorische Reduktion von Sulfat zu Sulfit. Die ATP-Sulfurylase katalysiert die
Bindung des Sulfat-Anions an eine Phosphatgruppe des ATP, wodurch Adenosin-5’-Phosphosulfat (APS)
gebildet wird. Dieses wird durch die APS-Reduktase in Sulfit umgewandelt.

A.4 Die sulfatreduzierenden Prokaryoten

Die SRP sind eine phylogenetisch heterogene Gruppe von Bacteria und Archaea, die
die Sulfatreduktion zur Energiegewinnung nutzen. Innerhalb der vier bakteriellen Phyla
Nitrospirae, Thermodesulfobacteria, Firmicutes und Proteobacteria und der zwei
archaealen Phyla Crenarchaeota und Euryarchaeota wurden Organismen beschrieben,
die Sulfat reduzieren kénnen.
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Die meisten sulfatreduzierenden Bakterien, die Kultiviert werden konnten, sind
mesophile Vertreter der Deltaproteobacteria. Die Gattungen Desulfotomaculum und
Desulfosporosinus werden dem Phylum Firmicutes zugeordnet (Stackebrandt et al.
1997; Hattori et al. 2000). Sie sind gram-positive Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt,
leben in mesophilen und thermophilen Habitaten und kénnen Sporen ausbilden. Die
meisten Kkultivierten SRP, die eine thermophile Lebensweise zeigen, lassen sich den
bakteriellen Phyla Thermodesulfobacteria und Nitrospira (Gattung
Thermodesulfovibrio) und den archaealen Phyla Crenarchaeota (Gattung Caldivirga)
und Euryarchaeota (Gattung Archaeoglobus) zuordnen (Stetter et al. 1987; Burggraf et
al. 1990; Huber et al. 1997; Itoh et al. 1999).

Archaeoglobus spp. "
Thermodesulfovibrio spp. Thermodesulfobacteria

Thermodesulfobium narugense

Caldivirga maquilingensis

Firmicutes

0.10

Deltaproteobacteria

Abbildung A.3 16S-rRNS Neighbor-Joining Baum der kultivierten SRP. Der Langenbalken reprasentiert
einen Sequenzunterschied von 10%.

2003 wurde ein SRP, Thermodesulfobium narugense, beschrieben, der keinem bis dahin
bekannten Phylum zugeordnet werden konnte (Mori et al. 2003). Der am né&chsten
verwandte Vertreter auf 16S rRNS-Ebene war ein unkultivierter Organismus aus der

provisorischen Abstammungslinie ,,OP9* (Hugenholtz et al. 1998).
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A.5 Habitate sulfatreduzierender Prokaryoten

SRP sind ubiquitar verbreitet, halten sich aber vornehmlich in anoxischen Habitaten
bzw. Habitaten mit niedriger Sauerstoffkonzentration auf. Es wurden Vertreter der
Gattung Desulfovibrio in oxischen Habitaten gefunden, die den Sauerstoff im
Periplasma unter Bildung von ATP reduzieren (Cypionka 2000). Der Prozess scheint
aber nur der ,Entgiftung von Sauerstoff zu dienen und kann nicht zum Wacgstum
genutzt werden. Es sind innerhalb der Gilde der SRP noch andere Mechanismen
entstanden, um mit Sauerstoffstress umzugehen. So kénnen manche in anoxische Zonen
migrieren (Krekeler et al. 1998), Zellaggregate bilden (Eschemann et al. 1999) oder
sporulieren.

Es konnten SRP aus Habitaten isoliert werden, deren Temperaturen zwischen minus
zwei Grad Celsius bis 100°C liegen. Viele in Kultur gehaltene sulfatreduzierende
Stdmme wachsen optimal bei einem neutralen pH (Widdel 1988). Obwohl saure pH-
Werte zu einer Inhibierung des Wachstums fiihren kdnnen, wurde in Sedimentproben
eines Vulkansees mit pH 2,6 Sulfatreduktion nachgewiesen (Koschorreck et al. 2003).
Marine Sedimente sind die von SRP am meisten dominierten Habitate. Aufgrund der
hohen Sulfatkonzentration (28 mM) in Meerwasser und den anoxischen Bedingungen
sind Meeresbdden der ideale Lebensraum fur SRP. In StiBwassersedimenten spielen bei
der Kohlenstoffmineralisierung SRP eine eher untergeordnete Rolle, da dort die
Sulfatkonzentrationen nur zwischen zehn puM und 200 uM liegen (Sass et al. 1997). Sie
lassen sich auch im Grundwasser und Kldranlagen nachweisen (Manz et al. 1998;
Schramm et al. 1999; Lehman et al. 2001). Weiters kénnen SRP in Darmen von
Eukaryoten, in Symbiose mit marinen Oligochaeten (Dubilier et al. 2001) und
Polychaeten (Cottrell and Cary 1999), in Erdélreservoirs (Magot et al. 1992) und
cyanobakteriellen Matten (Habicht and Canfield 1997; Teske et al. 1998; Nakagawa et
al. 2002) leben.

Eine wichtige Bedeutung haben sie auch in terrestrischen Okosystemen, die haufig
uberschwemmt werden. An Mooren und Reisfeldern wurden bereits einige Studien tber
die Diversitat und Verbreitung von SRP durchgefuhrt (Wind and Conrad 1995; Alewell
and Giesemann 1996; Ouattara et al. 1999; Wind et al. 1999; Stubner and Meuser 2000;
Alewell and Novak 2001; Scheid and Stubner 2001; Loy et al. 2004).
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Fur biotechnologische Anwendung sind die SRP ebenfalls interessant geworden, da sie
Xenobiotika (Krumholz et al. 1999; Sung et al. 2003) und Erdol-Derivate (Hansen
1994; Phelps et al. 1998; Kniemeyer et al. 2003), die als 6kologisch problematisch
anzusehen sind, abbauen konnen. Weiters sind einige in der Lage Metalle zu
methylieren bzw. demethylieren und konnen so Entgiftungsreaktionen durchfiihren
(Muller et al. 1999).

A.6 Enzyme als phylogenetische Marker

Die mikrobielle Diversitat ist viel groBer als urspringlich angenommen. Mit
kultivierungsunabh&ngigen Methoden zur Analyse von Lebensgemeinschaften wurde
geschétzt, dass bisher weniger als ein Prozent der bakteriellen Arten kultiviert und
beschrieben werden konnten (Amann et al. 1995; Hugenholtz et al. 1998). Das 16S-
rRNS Gen, das fur Ribonukleinsduren der kleinen Untereinheit des Ribosoms kodiert,
ist wichtiger Bestandteil dieser kultivierungsunabhéngigen Methoden. Die
Sequenzanalysen der 16S-RNS Gene haben uns ein tieferes Verstdndnis Uber die
mikrobielle Biodiversitdt gegeben. Im rRNS-Molekil gibt es Sequenzabschnitte mit
unterschiedlichem Konserviertheitsgrad. So ist es mdglich Oligonukleotidsonden
unterschiedlich breiter Spezifitdt zu entwerfen, die an Zielorganismen binden kénnen.
Die Primer kdnnen zum Beispiel fiir die Erstellung einer 16S-rRNS-Genbank mittels
Polymerase Kettenreaktion (PCR) genutzt werden. Dabei wird Umwelt-DNS isoliert,
16S-rRNS-Gene in einer PCR amplifiziert und durch Klonieren in E.Coli werden die
PCR-Produkte wieder vereinzelt. Nun ist es mdglich einzelne rRNS-Gene zu
sequenzieren und mit dem Computer vergleichende Sequenzanalysen durchzufiihren.
Diese Daten werden flr die Identifizierung und phylogenetische Einordnung von
Prokaryoten in Umweltproben verwendet. Auller fir die Erstellung von 16S-rRNS-
Genbanken kann das transkribierte 16S-rRNS-Gen noch fir die Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) verwendet werden. Dabei kdnnen fixierte Prokaryoten mittels
fluoreszenzmarkierter Oligonukleotidsduresonden direkt in der Probe visualisiert
werden (DeLong et al. 1989; Amann et al. 1990; Wagner et al. 2003).
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Ein Nachteil reiner 16S-rRNS-Analysen ist, dass sie keine direkte Auskunft Gber die
Physiologie der untersuchten Mikroorganismen geben kénnen, da es sich bei 16S-rRNS
nur um ein Element des Proteinsyntheseapparates handelt. Phylogenetische Studien
haben gezeigt, dass es unterschiedliche bakterielle Arten gibt, die nicht durch deren
16S-rRNS-Sequenzen unterschieden werden kénnen (Fukushima et al. 2002). Aus
diesem Grund werden Enzyme, die in funktionellen Gilden wichtige Schritte in der
Energiegewinnung katalysieren, als funktionelle Markergene hergenommen. Wichtige
Merkmale, die ein funktionelles Markergen aufweisen muss, sind funktionelle
Konstanz, ein hoher Konserviertheitsgrad, selten beobachteter lateraler Gentransfer und
hohere Varianz mit abnehmendem Verwandtschaftsgrad (Ludwig et al. 1998). Damit ist
nicht nur eine physiologische sondern auch eine phylogenetische Einordnung von neuen
Sequenzen mdoglich. In der Gilde der SRP wurden bereits Studien an der a- und b-
Untereinheit der dissimilatorischen (Bi)Sulfitreduktase (Wagner et al. 1998; Klein et al.
2001; Nakagawa et al. 2004) und an der groReren Untereinheit der Adenosin-5’-
Phosphosulfat-Reduktase durchgefiihrt (Friedrich 2002). Bis jetzt sind diese zwei
Enzyme in allen bislang untersuchten SRP vorhanden.

A.7 Die dissimilatorische (Bi)Sulfitreduktase

Die dissimilatorische (Bi)Sulfitreduktase (Dsr) katalysiert die Reduktion von Sulfit in
SRP. Sulfat dient in dieser Reaktion als terminaler Elektronenakzeptor (LeGall 1988;
Dahl et al. 1993; Odom 1993). Das Enzym ist auch in einigen Bacteria und Archaea
vorhanden, die zwar nicht Sulfat dafiir aber Sulfit, Thiosulfat oder Trithionat
reduzierenden konnen (Molitor et al. 1998). Weiters konnte es auch in
schwefeloxidierenden Bakterien (SOB) identifiziert werden, wo es die reverse Reaktion
katalysiert (Schedel 1979; Widdel 1992; Pott and Dahl 1998). Das Enzym ist ein
Tetramer, das sich aus zwei a und zwei b Untereinheiten von ca. 40 bis 50 kDa
zusammensetzt und wurde aufgrund der spektroskopischen Eigenschaften in vier
Gruppen eingeteilt (Widdel 1992a). Die zwei Untereinheiten sind vermutlich durch
Genduplikation entstanden (Wagner et al. 1998). Die meisten Dsr haben zwei Sirohdm-
[4Fe-4S]-Kofaktoren, die am Schwefelmolekil von Cysteinen gebunden sind (Wolfe et
al. 1994; Crane and Getzoff 1996). Die Sirohdm-[4Fe-4S]-Bindungstellen der Dsr
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haben groRe Ahnlichkeit mit denen der assimilatorischen Sulfit-Reduktasen (Asr) von
Bakterien, Pilzen und Pflanzen, die die Asr brauchen, um Schwefel fur ihren
Metabolismus verfligbar zu machen (Crane and Getzoff 1996). Dahl et al. haben ein
hochkonserviertes  cysteinhaltiges Motif (C-Xs5-C)-X,-(C-X3-C) gefunden, der
vermutlich fiir die Sirohdm-[4Fe-4S]-Bindung verantwortlich ist (Dahl et al. 1993).

An das Tetramer koénnen noch andere Untereinheiten der Dsr binden. Einige
Desulfovibrio Spezies und Pyrobaculum aerophilum enthalten eine ca. zwolf kDa grol3e
v Untereinheit, die zweifach an das Tetramer bindet und so ein Hexamer (aybzy,) bildet
(Pierik et al. 1992; Arendsen et al. 1993; Wolfe et al. 1994). Anderen Bacteria und
Archaea, die zwar das dsrC-Gen haben, fehlt die y Untereinheit (Dahl et al. 1993;
Molitor et al. 1998; Dahl et al. 2001).
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Abbildung A.4 Schematisches Model der dissimilatorischen Sulfatreduktion. In der Grafik sind statt den
Proteinnamen die Bezeichnungen der Gene angefiihrt von denen angenommen wird, dass sie fur die
abgebildeten Proteine kodieren. (Grafik ibernommen und modifiziert von Mussmann et al., 2005)

Es konnte auch gezeigt werden, dass noch ein viertes Protein am Proteinkomplex der
Dsr aller bis jetzt untersuchten SRP assoziiert ist. Die ca. neun kDa grofle d

Untereinheit wird vom dsrD-Gen kodiert und enthalt ein B- und Z-DNS-Bindemotiv
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(Mizuno et al. 2003). Die Bindung der DsrD an das Tetramer (azb,) der Dsr ist

vermutlich nur schwach ausgepragt (Hittel and VVoordouw 2000).

A.8 Ziele dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Diversitat und Verteilung von SRP in einem marinen
Sediment an der Kiiste von Spitzbergen zu untersuchen. Dieses arktische Habitat war
bereits Gegenstand von einigen mikrobiologischen Untersuchungen, die sich mit der
Aktivitét, Diversitat, Abundanz und Physiologie von SRP beschaftigt haben (Knoblauch
and Jgrgensen 1999; Knoblauch et al. 1999; Knoblauch et al. 1999; Ravenschlag et al.
1999; Sahm et al. 1999; Ravenschlag et al. 2000; Ravenschlag et al. 2001; Finke et al.
2006; Vandieken et al. 2006; Vandieken et al. 2006; Vandieken et al. 2006) und eignet
sich deshalb hervorragend um erganzende Informationen zu sammeln.

Eine dsrAB-Genbank sollte aus den obersten 15 Zentimeter des marinen Sediments
erstellt werden und Auskunft tber die Diversitat der SRP geben. Das Sediment stammte
aus einer Tiefe von 214 Metern aus dem Smeerenburgfjord Spitzbergens und hatte eine
Temperatur von 0,4°C. Im Vergleich zu Habitaten mit Temperaturen tber 15°C ist das
Wissen Uber SRP in Habitaten mit Temperaturen unter 15°C gering, obwohl die
Bedeutung dieser Habitate sehr hoch ist. Ein Grofteil des Meeresbodens weist
Temperaturen unter vier Grad Celsius auf.

Weiters wurden Proben von jedem Zentimeter der ersten zehn Zentimeter des
Sediments genommen, um die vertikale Verbreitung der SRP zu untersuchen. Hierfir
sollten Primer entworfen werden die ausgewahlte Sequenzen erfassen und mittels einer
Real-Time-PCR die Anzahl bestimmter SRP in den Sedimentschichten bestimmt
werden. Eine Analyse des Sediments mit einem Mikroarray sollte die gewonnenen
Daten vervollstandigen.

Ein groRes Interesse bestand noch darin alle bis jetzt vorhandenen dsrAB-Genbanknen,
die aus marinen Sedimenten erstellt wurden, mit statistischen Werkzeugen zu

vergleichen, um Hinweise Uber die globale Verbreitung der SRP zu gewinnen.
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B Material und Methoden

B.1 Allgemeine Materialien und Techniken

Alle, im Rahmen dieser Arbeit, verwendeten Ldsungen wurden mit Uber eine
Reinstwasseranlage zweifach entsalzenem und filtriertem Wasser (im folgenden
ddH,0) hergestellt. Die Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in p.a.
NaOH-
Normalitaten dienten zur Einstellung des pH-Wertes. Alle Puffer und Lésungen wurden

Qualitdt bezogen wund verwendet. und HCI-Losungen entsprechender
in einem Wasserdampf-Hochdruckautoklaven fir 20 Minuten bei 121°C und einer
Atmosphare (1,013 x 10° Pa) Uberdruck sterilisiert. Hitzelabile Substanzen und
Losungen wie Antibiotika wurden sterilfiltriert (Sterilfilter, 0,22 pum PorengroRe,
Qualilab®, Merk Labor und Vertrieb GmbH, Bruchsal, Deutschland) und
gegebenenfalls nach dem Autoklavieren zugegeben. Alle Zentrifugationsschritte
erfolgten, soweit nicht anders vermerkt, in einer Tischzentrifuge bei Raumtemperatur
(RT).

B.1.1 Offentlich zugangliche Software

Tabelle B.1: Verwendete 6ffentlich zugadngliche Software

Name

Adresse

Anwendung

Referenz

BLAST (basic loca
alignment search

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Datensatze verschiedener
Datenbanken werden nach
ahnlichen Sequenzen durchsucht;

(Altschul et al. 1990)

tool) Sortierung dieser entsprechend
ihrer Relevanz
Alignment von zwei oder mehr (Thompson et al
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ Sequenzen Berechnung von . P ’
Clustalw . P . A 1994; Schloss and
index.html Ahnlichkeiten und evolutionéren
Handelsman 2006)
Verwandtschaften
DNA/RNA/Protein/ berechnet die Molmasse fur
Chemical http://www.changbioscience.com/ o Chang Bioscience,
. : Nukleinséuren (DNS oder RNS),
Molecular Weight genetics/mw.html . ; P Inc.
Proteine/Peptide und Chemikalien
Calculator
Treeclimber http://www.plantpath.wisc.edu/fac/joh/tree Programm zur Durchfiihrung des (Schloss and
climber.html P-Tests Handelsman 2006)
Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/cgi- Primer-Design fir Real-Time-PCR  (Rozen and Skaletsky
bin/primer3/primer3_www.cgi Applikationen 2000)
NetPrimer http://www.premierbiosoft.com/netprimer/ Untersucht mogliche Premier Biosoft
netprlaunch/netprlaunch.html Sekundarstrukturen von Primern International
EstimateS http://viceroy.eeb.uconn.edu/EstimateS . Beregr]nung von Colwell, 2005
Biodiversitatsparametern
GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ Sequenzdatenbank offentlich (Benson et al. 2002)

verfugbaren DNS-Sequenzen
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B.1.2 Technische Gerate

Tabelle B.2: Verwendete technische Gerate

Gerat

Hersteller

Beadbeater
DNA Sequencer Licor Long Readir 4200
Gelschlitten:
Typ H3 (11 x 14cm)

Sub-Cell GT UV-Transparent Gel Tray (15 x 15cm)
VWR digital Heatblock
Magnetrihrer:

RCT basic
Variomag® Maxi
Mikrowelle MD6460
Transilluminator UST-30M-8E (312nm)

pH-Meter, WTW inoLab Level 1

Gel-Dokumentationssystem MediaSystem FlexiLine
4040

NanoDrop ND-1000
NanoDrop ND-3300 Fluorospektrometer
PCR-Thermocycler:
iCycler iQ Real-Time PCR Detection System
Mastercycler gradient
Rundschuttler Innova 2300
Reinstwasseranlage
Spektrofluorophotometer RF-1501
Spektralphotometer SmartSpecTM 3000
Vortex-Genie 2
Wasserbader:

DC10

GFL Typ 1004

BIO 101, Carlsbad, CA, USA

MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland

Gibco-BRL, Eggenstein, Deutschland
Biorad, Minchen, Deutschland

VWR international, West Chester, PA, USA

IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland
Variomag®, Daytona Beach, FL, USA
Microstar

Biostep GmbH, Jahnsdorf, Deutschland

Wissenschattlich-Technische Werkstatten GmbH, Weilheim,
Deutschland

Biostep, Jahnsdorf, Deutschland
NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA

NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA

Biorad, Miinchen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
New Brunswick Scientific Co., Inc., Madison NJ, USA
Ultra Clear TM, Barsbiittel, Deutschland
Shimadzu, Duisburg, Deutschland
Biorad, Munchen, Deutschland

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA

Thermo Haake, Karlsruhe, Deutschland

Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland
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Gerat

Hersteller

Wasserdampf-Hochdruckautoklaven:

Varioclav 135S
Varioclav 25T
Zentrifugen:

Mikro 22 R

Mikroarray Spotter GMS 417 Arrayer

Mikroarray Scanner GenePix Personal 4100A

Sterilbank Safe 2010 Modell 1.2

H+P, Minchen, Deutschland

H+P, Minchen, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland
MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland
Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, USA

Holten, Jouan Nordic, Allergd, Danemark

B.1.3 DNS-Aufreinigungs- und Klonierungskits

Tabelle B.3: Verwendete Kits fur die DNS-Aufreinigung , -Klonierung und -Quantifizierung

Name des Kits

Hersteller

QIAquick® PCR Purification Kit
QIAquick Nucleotide Removal Kit
QlAprep® Spin miniprep Kit
TOPO XL Cloning®
TOPO TA Cloning®
PowerSoil DNA Kit
UltraClean DNA Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA
MO Bio Labs, CA, USA
MO Bio Labs, CA, USA

B.1.4 Puffer, Ndhrmedien u

nd allgemeine Losungen

B.1.4.1 Allgemeine Puffer und L6sungen

B.1.41.1 TE-Puffer

Tris 10 mM
EDTA 1mM
pH 8,0 mit HCI einstellen.
B.14.1.2 PBS
PBS-Stammldsung (Na,POy,)
NaH,PO, 200 mM 35,6 g/l
Na,HPO, 200 mM 27,6 g/l

den pH-Wert der NaH,PO,-Ldsung mit der Na,HPO,-Ldsung auf 7,2 - 7,4 einstellen.
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1x PBS

3xPBS

NaCl 130 mM
PBS-Stammlésung 10 mM
ddH,0O

pH7,2-74

NaCl 390 mM
PBS-Stammldsung 30 mM
ddH,O

pH7,2-74

7,6 g/l
50 ml/l
ad 1000 ml

22,8 g/l
150 ml/l
ad 1000 ml

B.1.4.2 Losungen und Standards fur die Agarose-Gelelektrophorese

B.14.2.1

50 x TAE

1 X TAE

B.14.2.2

50 x TAE,

TAE - Puffer
Tris 2M
Natriumacetat 500 mM
EDTA 50 mM

pH 8,0 mit Eisessig einstellen

50 x TAE 20 mi/l
ddH,O ad 1000 ml

TAE-Puffer, modifiziert (Millipore)

modifiziert
Tris 2M
EDTA 5mM

pH 8,0 mit Eisessig einstellen

1 x TAE, modifiziert

B.1.4.2.3

10 x TBE

1x TBE

50 x TAE, modifiziert 20 ml/l

ddH,0 ad 1000 ml
TBE — Puffer

Tris 890 mM

Borsaure 890 mM

EDTA 20 mM

ddH,O

pH 8,3-8,7 (45°C)

10 x TBE
ddH,O

162,0 g/l
27,5 g/l
9,39/l

ad 1000 ml

100 ml/l
ad 1000 ml
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B.1.4.2.4  Auftragspuffer

Ficoll 25% (w/v)
Bromphenolblau 0,5% (wi/v)
Xylencyanol 0,5% (w/v)
EDTA 50 mM

B.1.4.25 Ethidiumbromid-L&sungen

Ethidiumbromid-Stammlésung
10 mg/ml Ethidiumbromid in ddH,O

Ethidiumbromid-Farbeldsung
EtBr-Stammldsung 1:10000 in ddH,0 verdiinnen

B.1.4.2.6  SYBR® Green I-Lésungen

SYBR® Green I-Stammlésung
SYBR® Green | 10000 x Konzentrat in DMSO

SYBR® Green I-Farbeldsung
SYBR® Green I-Stammlésung 1:10000 in ddH,0 verdiinnen

B.1.4.2.7 DNS-Langenstandards (KbL)

75 bp — 12,2 kb DNS Leiter (DNA Molecular Weight Marker X, Roche Applied Science,
Penzberg, Deutschland)
50bp DNS Leiter (O’GeneRuler 50bp DNA Ladder, Fermentas, Vilnius, Litauen)

B.1.4.3 Ndahrmedien zur Anzucht von E. coli-Stdmmen

Fur feste Nahrmedien wurden den Losungen 15 g/l Agar nach Einstellen des pH-Wertes

und vor dem Autoklavieren zugegeben.

B.1.4.3.1 Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)

Trypton 10,0 g/l
Hefeextrakt 5,0 g/l
NaCl 5,09/l
ddH,0 ad 1000 ml

pH-Wert auf 7,0 - 7,5 einstellen

B.1.43.2 SOC-Medium

Trypton 2 % wiv
Hefeextrakt 0,5 % wiv
NaCl 10 mM
KCI 2,5 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
Glukose 20 mM
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B.1.4.4 Antibiotika-L6sungen

Stammldsungen verwendeter Antibiotika wurden wie im folgenden Abschnitt
beschrieben hergestellt, sterilfiltriert (Sterilfilter, 0,22 pum Porengrof3e, Merck) und bei
-20°C gelagert. Zur Einstellung der angegebenen Antibiotika-Endkonzentration von
Festmedien wurde die Stammlésung dem autoklavierten Medium bei einer
Medientemperatur von <60°C zugegeben. Antibiotikahaltige Medien wurden bei vier
Grad Celsius gelagert und bis zu drei Wochen nach der Medienbereitung verwendet.
Flissigmedien wurden unmittelbar vor Verwendung mit dem entsprechenden

Antibiotikum versetzt.

B.1.4.4.1 Kanamycin-Stammlésung

Kanamycin 100 mg/ml
in ddH,0 lbsen

mit einer Endkonzentration von 100 pg/ml dem Medium zugeben.

B.1.4.4.2  Chloramphenicol-Stammldsung

Chloramphenicol 170 mg/ml
in EtOH,,s. 16sen
mit einer Endkonzentration von 170 pg/ml dem Medium zugeben.

B.1.4.5 Losungen fur die Plasmid-Miniprep

B.1.45.1 Puffer P1

Tris-HCI, pH 8,0 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 100 pg/ml

B.1.45.2 NaOH/SDS-Ldsung

ddH,O 8 ml
NaOH (2 N) 1ml
10% SDS 1ml

B.1.45.3 Kaliumacetat/Acetat-Losung

Kaliumacetat (5 M) 6 ml
ddH,O 2,85 ml
Eisessig 1,15 ml
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B.1.4.6 LOsungen fur die SRP-PhyloChip Herstellung

B.1.4.6.1 NaBH4 Lésung (immer frisch zubereiten)

NaBH4 19
1x PBS 300 ml
96 % EtOH 100 ml

B.1.4.6.2 0,2% (w/v) SDS - Lésung

10% (w/v) SDS 20 ml
ddH,0 980 ml

B.1.4.7 Lésungen fur die DNS-Extraktion nach Griffith

B.1.4.7.1 CTAB (Cetyl-trimethyl-ammonium-bromid) Extraktionspuffer:

10% (w/v) CTAB in 0.7 M NaCl 500 mi
240 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 8.0 500 ml

B.1.4.7.2 Phenol/Chloroform/lIsoamylalkohol (PCI)

Phenol 50 ml
Chloroform 48 ml
Isoamlyalkohol 2ml

B.1.4.7.3 Chloroform/Isoamylalkohol (CHISAM)
Chloroform 96 ml

Isoamylalkohol 4 ml
B.1.4.7.4 96% Ethanol

B.1.4.7.5 70% (v/v) Ethanol

B.1.4.8 Losungen fur die Agarose-Gelelektrophorese

B.1.4.8.1 1 x TBE-Puffer
B.1.4.8.2 Auftragspuffer
B.1.4.8.3 DNS Léngenstandard (KbL)

B.1.4.8.4 Ethidiumbromid-Féarbeldsung

Ethidiumbromid 1mg
ddH,0 1000 ml

B.1.4.85 1% (w/v) Agarosegel

Agarose 1,29
1xTBE 120 ml
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B.1.4.9 Losungen fur die SRP-PhyloChip Hybridisierungen

B.1.49.1

B.1.4.9.2

B.1.49.3

Hybridsierungspuffer
20 x SSC 500 pl
10% (w/v) N-Laurylsarkosin 20 pl
10% (w/v) SDS 4 ul
Formamid 100 pl

10% (wi/v) Blockingreagenz- 200 pl
Stammlésung
ddH,O 1176 pl

Hybridisierungslésung
Gelabbeltes PCR-Amplifikat X ul
Hybridisierungspuffer 20 ul

TMAC - Waschlésung

1 M Tris/HCI 2,5ml
500 mM EDTA 200 pl
10% (w/v) SDS 500 pl
5M TMAC 30ml
ddH,O ad 50 ml
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B.2 Probennahme

Die Proben wurden wahrend einer Spitzbergen Expedition, die zwischen dem 27. Juni
und 7. Juli 2005 stattgefunden hat, vom Meeresboden in einem Fjord an der Nord-West
Kiste der Insel gesammelt. Der Ort von dem die Proben stammen, wurde Station J
bezeichnet und lag an der Position 79° 42,815 N; 11° 5,189’ E. Das untersuchte
Sediment stammte aus einer Meerestiefe von ca. 214 m und wies eine Temperatur von
0,4°C auf. Es wurden drei Sedimentkerne (Durchmesser 36 Millimeter) aus Tiefen von
0-15 Zentimeter genommen. Die ersten zehn Zentimeter der Sedimentkerne wurden in
Proben mit einer Dicke von einem Zentimeter unterteilt und in zwei-Milliliter-R6hrchen
gegeben. Die Sedimente aus den Tiefen 10-15 Zentimeter wurden gemischt und in je
ein zwei-Milliliter-R6hrchen gegeben. Weiters wurden zwei 50-Milliliter-Réhrchen mit
durchmischtem Sediment aufgefillt. Die Proben wurden vor dem Transport eingefroren

und auf Eis transportiert. Im Labor wurden sie bei -80°C gelagert.

B.3 DNS Isolierung aus Sediment

Die DNS-Konzentration der mit den unten beschriebenen Methoden erhaltenen DNS-
Extrakte wurde mit dem Nanodrop-Spektrometer vermessen. Die Qualitdt der DNS-
Extraktionen fir ,,down stream“-Applikationen wurde mit einem einprozentigen
Agarosegel (B.4) und einer 16S rRNS-Gen-PCR (B.5.1) untersucht.

B.3.1.1 DNS - Isolierung mit dem UltraClean™ Soil DNA Isolation Kit

Der vorliegende Kit ist speziell fiir die DNS-Isolierung aus Bdden und Sedimenten mit
organischer Materie abgestimmt, da er Additiva enthalt, die PCR-inhibierende Molekiile
wie Huminsduren entfernen konnen. Der Puffer, in dem sich auch die Perlen fir den
Zellaufschluss  befinden, kann laut Hersteller Huminsduren zersetzen. Der
Zellaufschluss wird mit einem Vortexer und der Perlen-Matrix erreicht und erfolgt
mechanisch.

Fur die DNS-Isolation wurden 0,25 - 1 Gramm Sediment pro Réhrchen eingesetzt. Die

DNS wurde nach Anleitung des Herstellers extrahiert. Die aufgereinigte DNS wurde in
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zwei mal 25 Mikroliter ddH,O aufgenommen und auf Aliquots von zehn Mikroliter bis
25 Mikroliter verteilt.

B.3.1.2 DNS - Isolierung mit dem PowerSoil™ DNA lIsolation Kit

Dieser DNS Isolationskit beruht auf mechanischer und chemischer Zelllyse. Fir den
mechanischen Zellaufschluss wurde ein mit einer Perlen-Matrix, Aufschluss-Puffer und
der Probe gefilltes Schraubgefall auf einem Vortexer montiert. Die chemische Lyse
wurde durch Zusétze im Aufschluss-Puffer bewirkt.

Um die DNS zu isolieren, wurde den Anleitungen des Herstellers Folge geleistet. Pro
Extraktion wurden 0,25 g Sediment verwendet. Die aufgereinigte DNS wurde in zwei
mal 30 Mikroliter ddH,O aufgenommen und auf Aliquots von zehn bis 25 Mikroliter

verteilt.

B.3.1.3DNS - Isolierung modifiziert nach Griffiths

Das Protokoll nach Griffith basiert auf einem mechanischen Aufschlussverfahren und
ermoglicht die schnelle Isolierung von genomischer DNS aus Umweltproben (Griffiths
et al. 2000). Das in meiner Arbeit verwendete Protokoll wurde leicht modifiziert, da es
nicht notwendig war DNS mit Salzen zu fallen, weil in marinen Proben ausreichend

Salz vorhanden ist.

Es wurden 0,7 Gramm Sediment in Bio-101 Lysematrix A (Bio-101, Vista, CA, USA)
Rohrchen mit 500 Mikroliter CTAB-Extraktionspuffer gegeben und 30 Sekunden bei
5,5 m/s im Beadbeater geschuttelt. Das Ganze wurde eine Minute bei 10.000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues verschraubbares GefaR transferiert. Der
Uberstand wurde mit einem Volumen PCI versetzt, in der Hand 30 Sekunden
geschdittelt und zehn Minuten bei 6.000 rpm zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in
ein neues verschraubbares Rohrchen transferiert, mit einem VVolumen CHISAM versetzt
und vorsichtig mit der Hand geschittelt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt von zehn
Minuten bei 6.000 rpm. Der Uberstand wurde in ein neues Rohrchen tibergefiihrt, mit
ein bis zwei Volumen 96%igem Ethanol versetzt und Uber Nacht bei -20°C stehen

gelassen, damit die Nukleinsduren ausfallen konnten.
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Am néchsten Tag wurde die Losung 45 Minuten bei vier Grad Celsius und 14.000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand weggeschlittet und das Pellet vorsichtig mit 400 Mikroliter
kaltem Ethanol (70%) gewaschen. Anschlielend wurde die DNS acht Minuten bei vier
Grad Celsius und 14.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die DNS bei
Raumtemperatur zehn Minuten lang getrocknet.

Die DNS wurde in 100 Mikroliter ddH,O resuspendiert und auf Aliquots von zehn bis
25 Mikroliter verteilt.

B.4 Qualitative Untersuchung von DNS mittels Agarose-
Gelelektrophorese

Die DNS wird mittels einer eindimensionalen Agarose-Gelelektrophorese analysiert.
Bei dieser Technik wird ausgenutzt, dass Nukleinsduren aufgrund ihrer durch das
Phosphatriickgrad bedingten negativen Ladung im elektrischen Feld in Richtung der
Anode wandern. Diese Eigenschaft ermdglicht eine groRenabhdngige Auftrennung von
DNS-Molekilen in einer Agarosematrix und erlaubt die Abschitzung von Menge,

Reinheit und Fragmentierungsgrad der DNS.

Die gewunschte Menge Agarose wird eingewogen, mit 1 x TBE-Puffer gemischt und in
einem Mikrowellenherd aufgel6st. Wéhrend die Agaroseldsung etwas abkihlt, wird ein
Gelschlitten mit eingesetztem Kamm vorbereitet, in den die Agaroselésung gegossen
wird. Nach dem Auspolymerisieren der Agarose, wird der Kamm entfernt und der
Gelschlitten in die Gelelektrophorese-Apparatur mit 1 x TBE-Puffer eingelegt. Die zu
analysierende DNS wird eins zu eins mit Auftragspuffer versetzt und in die Taschen des
Agarosegels pipettiert. Die Auftrennung der DNS-Molekile erfolgt je nach GroRe des
DNS-Fragments zwischen 30 und 90 Minuten bei ca. 120 Volt. Die Nukleinséuren
werden ca. 45 Minuten in einer abgedunkelten Férbewanne (ein Liter ddH,O + 100
Mikroliter Ethidiumbromid-Stammldsung) gefarbt. Anschlielend wird das Gel fir bis
zu 20 Minuten gewassert, um ungebundenes Ethidiumbromid aus dem Gel zu waschen.
Die DNS im Gel wird mit UV-Licht (A = 312 nm) auf einem Transilluminator sichtbar
gemacht. Die Bandenmuster werden mit einem Gel-Dokumentationssystem erfasst und
digitalisiert. Die Abschédtzung der Konzentration von DNS-Ldsungen sowie der Grolie
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von linearisierten DNS-Fragmenten erfolgt durch den Vergleich mit den Banden des

mitgeflihrten L&ngenstandards.

B.5 Polymerase Kettenreaktion:

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, mit der es innerhalb von
kirzester Zeit moglich ist sehr viele Kopien von DNS-Fragmenten mit einer L&nge von
mehreren duzenden bis tausenden Basenpaaren herzustellen. Kurze Oligonukleotide
(Primer), die den zu amplifizierenden DNS-Bereich auf beiden Seiten flankieren,
binden an einstrdngige Ziel-DNS. Die 3’-Enden der Primer werden von DNS-
Polymerasen verléangert und lassen so eine komplementare Kopie des DNS-Stranges
entstehen. Um die Bindung der Primer (Annealing) zu ermdglichen, muss vorher durch
Erhitzen auf tiber 90°C die doppelstrangige DNS denaturiert werden. Die Amplifikation
der DNS wird mit Temperatur-Zeitzyklen gesteuert, da nach dem Annealing eine
Elongationphase, in der die Primer durch die DNS-Polymerasen verlangert werden,
erfolgt. Die Prozesse Denaturierung, Annealing und Elongation werden so oft
wiederholt, bis die gewiinschte Anzahl von DNS-Kopien vorhanden ist. Thermostabile
DNS-Polymerasen ermdglichen es die DNS-Amplifizierung zu steuern und die

Amplifikation bei einer héheren Temperatur laufen zu lassen.

B.5.1 Amplifikation von 16S rRNS-Genen

Standardansatz fur die Durchfiihrung der 16S rRNS-Gen-PCR

Das Reaktionsgemisch wird nach dem in Tabelle B.1 ersichtlichen Schema pipettiert.
Die Primer, die fur die 16S rRNS-Gen-PCR verwendet wurden sind in Tabelle B.2
abgebildet. Bei jeder PCR wurde als Positivkontrolle ein Plasmid mit dem 16S rRNS-
Gen von Desulfovibrio halophilus amplifiziert. Weiters wurde immer eine
Negativkontrolle durchgefuhrt, bei der der PCR keine DNS-Matrize hinzugefihrt
wurde. Die Programmierung des PCR-Cyclers ist in Tabelle B.3 angefihrt. Cl,
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Tabelle B.1 Reaktionsmischung fiir einen 50 Mikroliter PCR-Ansatz:

Lésungen Menge in pl Hersteller

Fermentas Inc.
(Hanover, MD, USA)

Fermentas Inc.

10 x MgCl, [25 mM] 4 ul

10 x Ex Taq Polymerase-Puffer 5ul

(Hanover, MD, USA)

. . Fermentas Inc.

Nucleotid-Mix [2 mM/dNTP] 5pl

(Hanover, MD, USA)

. Thermo Electron GmbH

Vorwartsprimer [50 pmol/pl] 0,5

(UIm, Deutschland)

) Thermo Electron GmbH

Ruckwartsprimer  [50 pmol/ul] 0,5l

(UIm, Deutschland)

) ) New England BioLabs Inc.

Bovine Serum Albumine (BSA) [20 mg/ml] 0,25 pl

(Beverly, MA, USA)
Taq DNA-Polymerase [5 units/pl] 0,25 pl Fermentas Inc. (Hanover, MD, USA)

) ) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinhausen,
Tetramethylammoniumchlorid (TMAC) [0,5 M] 2ul
Deutschland)

DNS-Matrize 1l
ddH.O 31,5l

Tabelle B.2 Verwendete 16S rRNS-Gen-Primer

Primer’ Sequenz® Spezifitat Ta® Bindeposition® Referenz
630R 5' CAK AAA GGA GGT GATCC 3 meisten Bakterien 52°C 1528-1542 (Juretschko et al. 1998)
616V 5'AGA GTTTGATYM TGG CTC 3" meisten Bakterien 52°C 8-27 (Juretschko et al. 1998)

meisten Bakterien o . -
und Archaea 52°C 1390-1406 Duller (nicht publiziert)

meisten Bakterien o modifiziert aus
und Archaea 52°C 1492-1511 (Kane et al. 1993)

1389Vvs 5" TGTACACACCGCCCGTZ

1492R 5'GGY TACCTTACGACT T3

1 V: Vorwartsprimer bindet an den zur 16S-rRNS komplementaren Strang
R: Rickwaértsprimer bindet an mit der 16S-rRNS identischen Strang

® Abkiirzungen nach [UPAC-Nomenklatur

° Verwendete Annealing-Temperatur des Primers

¢ Entsprechende Position in der E. coli 165-rRNS (Brosius et al. 1981)

Tabelle B.3 Programm fiir die Durchfihrung der 16S rRNS-Gen-PCR

PCR-Schritt Temperatur Zeit ZyKlenzahl
Denaturierung 94°C 3 min 1
Denaturierung 94°C 40 sec

Annealing 52°C 40 sec 30 x
Elongation 72°C 90 sec

finale Elongation 72°C 10 min 1
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B.5.2 Amplifikation von dsrAB-Genen

Die Durchfuhrung der dsrAB-PCR verlief analog zur 16S rRNS-Gen-PCR (B.5.1), mit
dem Unterschied, dass die Annealingtemperatur 48°C betrug und die in Tabelle B.4
angefuhrten dsrAB-Primer verwendet wurden. Die Positivkontrolle wurde mit einem

Plasmid, welches das dsrAB-Gen von Desulfovibrio halophilus enthielt, durchgefuhrt.

Tabelle B.4 Verwendete dsrAB-Primer

Primer Sequenz® Mol/Reaktion Ta*® Referenz
DSR1F 5" ACS CACTGG AAGCACG 3 10 pmol 48°C (Wagner et al. 1998)
DSR1Fa 5" ACC CAY TGG AAACACG 3 10 pmol 48°C (Loy et al. 2004)
DSR1Fb 5'GGC CACTGG AAGCACG 3 10 pmol 48°C (Loy et al. 2004)
DSR1Fc 5" ACC CAT TGG AAACAT G 3 10 pmol 48°C (Zverlov et al. 2005)
DSR1Fd 5 ACT CACTGG AAGCACG 3Z 10 pmol 48°C (Zverlov et al. 2005)
DSR1Fe 5 GTT CACTGG AAACACG 3 10 pmol 48°C Loy (nicht publiziert)
DSR1Ff 5' AGC CAC TGG AAA CAC G 3' 10 pmol 48°C Loy (nicht publiziert)
DSR1Fg 5 GGC CACTGG AAACATG 3 10 pmol 48°C Loy (nicht publiziert)
DSR1Fh 5' GGC TAT TGG AAG CAC G 3' 10 pmol 48°C Loy (nicht publiziert)
DSR4R 5 GTG TAG CAG TTACCGCAZ 10 pmol 48°C (Wagner et al. 1998)
DSR4Ra 5"GTG TAACAGTTTCCACAZ 10 pmol 48°C (Loy et al. 2004)
DSR4Rb 5 GTGTAACAGTTACCGCA 3 10 pmol 48°C (Loy et al. 2004)
DSR4Rc 5 GTG TAG CAG TTTCCGCA 3 10 pmol 48°C (Loy et al. 2004)
DSR4Rd 5 GTG TAG CAGTTACCACAZ 10 pmol 48°C (Zverlov et al. 2005)
DSR4Re 5 GTGTAACAGTTACCACAZ 10 pmol 48°C (Zverlov et al. 2005)
DSRA4Rf 5 GTATAGCARTTIGCCGCA3J 10 pmol 48°C Loy (nicht publiziert)
DSR4Rg 5 GTGAAG CAGTTGCCGCAZ3 10 pmol 48°C Loy (nicht publiziert)

® Abkiirzungen nach [UPAC-Nomenklatur
¢ Verwendete Annealing-Temperatur des Primers

B.5.3 Amplifikation von DNS-Fragmenten mit M13-Primern
Die Inserts der Plasmide pCR®2.1-TOPO und pCR®-XL-TOPO werden von Regionen

flankiert, die mit M13-Primern (Tabelle B.5) amplifiziert werden kénnen.

Tabelle B.5 M13-Primer

Primer Sequenz Annealing-Temperatur
M13-F 5 GTAAAACGACGGCCAG Y 60°C
M13-R 5" CAG GAAACAGCT ATGAC3Z 60°C

Aufgrund der Notwendigkeit die Inserts fiir unterschiedliche Analysen zu amplifizieren,
wird die M13-PCR héufig durchgefuhrt. So wurde zum Beispiel mit ihr getestet, ob die
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Ligation von DNS-Fragmenten und Transformation von E. coli funktioniert hat oder, ob
DNS-Extrakte mit Plasmid-DNS kontaminiert waren. Weiters wurden DNS-Standards
fiir die Real-Time-PCR mit der M13-PCR amplifiziert.

Der Reaktionsansatz wurde analog zu dem der 16S rRNS-Gen-PCR hergestellt. Die
Programmierung des PCR-Cylers war ebenfalls fast identisch mit jener der 16S rRNS-
Gen-PCR. Der einzige Unterschied bestand darin, dass eine Annealing-Temperatur von

60°C verwendet wurde.

B.5.4 Entwurf von Primern

Primer wurden mithilfe der Programmeinheiten ,,Probe design® und ,,Probe match®, die
in das Software Paket ARB (Ludwig et al. 2004) integriert sind, entworfen. Das ,,Probe
Design“-Tool durchsucht eine Sequenzdatenbank auf einem Server nach spezifischen,
kurzen Sequenzen, deren Eigenschaften vorher in einer Suchmaske festgelegt wurden.
AnschlieBend werden die erhaltenen Sequenzen mit dem ,,Probe Match“-Tool evaluiert,
indem das Tool die Sequenzdatenbank nach gleichen und &hnlichen Sequenzen
durchsucht.

Beim Primerdesign sollte darauf geachtet werden, dass sich Basenfehlpaarungen zu
Nicht-Zielorganismen am 3’-Ende des Primers befinden, da die DNS-Polymerase vom
3’-Ende weg die DNS synthetisiert und auftretende Basenfehlpaarungen am 3’-Ende
das Anlagern der DNS-Polymerase an die DNS-Matrize erschweren.

Beim Design von Primern fur die quantitative Real-Time-PCR wurde zudem darauf
geachtet, dass die PCR-Produkte eine Lange von 200 bis 400 Basenpaaren aufweisen,
damit eine effiziente Amplifizierung gewdhrleistet war. Die Primer wurden
anschlieRend mit NetPrimer? auf Sekundarstrukturen und Dimerbildung untersucht. Um
die Affinitat der Primer auch zu anderen DNS-Sequenzen, die sich nicht in der ARB-
Datenbank befinden, zu untersuchen, wurden die Oligonukleotidesequenzen mit dem
Nukleotid-Datensatz des NCBI-Datensuchprogramm ,,BLAST* (basic local alignment
search tool)® verglichen (Altschul et al. 1990; Madden et al. 1996; Ma et al. 2002).

Alle Primer, die in dieser Studie verwendet wurden, wurden bei Thermo Electron
GmbH (Ulm, Deutschland) bestellt.

2 http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html
% http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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B.6 DNS-Mikroarray

Die DNS-Mikroarray-Technolgie stellt eine wichtige methodische Erweiterung in der
Biotechnolgie dar, da es mit dieser Methode mdglich ist groBe Mengen an Genen
gleichzeitig zu untersuchen. Mikroarray bzw. Microchip wird ein Objekttrager
(normalerweise aus Glas) genannt, der auf seiner Oberflache bis zu mehrere tausend
diagnostische Nukleinsduren (Sonden) mit unterschiedlicher DNS-Sequenz gebunden
hat. Die unterschiedlichen Nukleinsduren sind in einem Raster aus mikroskopisch
kleinen Punkten angeordnet. Bei den Sonden kann es sich um synthetisch hergestellte
Oligonukleotide oder PCR-Amplifikate handeln.

Die Sonden auf dem Objekttrdger werden in einem Experiment mit
fluoreszenzmarkierter DNS hybridisiert. AnschlieBend wird der Objekttrager
gewaschen und nur an die Sonden gebundene fluoreszenzmarkierte DNS bleibt auf dem
Objekttrager hybridisiert. Die an Sonden gebundene fluoreszenzmarkierte DNS wird
mit einem Scanner visualisiert.

Das Sediment aus Spitzbergen (Station J) wurde mit einem SRP-PhyloChip untersucht,
der die 16S rRNS-Gene einer Vielzahl von SRP erfasst (Loy et al. 2002).

Hierfiir mussten zuerst die 16S rRNS-Gene aus der zu untersuchenden Umweltprobe in
einer 16S rRNS-Gen-PCR mit den Primerpaaren 630R/616V und 1492R/616V
amplifiziert werden (B.5.1). Die PCR-Amplifikate wurden anschliefend mit dem PCR-
Purification-Kit aufgereinigt (B.6.2) und fluoreszenzmarkiert. Die fluoreszenzmarkierte
DNS wurde mit dem Nucleotide Removal Kit aufgereinigt und in der Speed Vac
einrotiert (B.6.3). Es folgte das Resuspendieren der DNS in Hybridisierungpuffer und
das Auftragen auf den SRP-PhyloChip. Nach der Hybridisierung wurde der SRP-
PhyloChip stringent gewaschen und mit dem GenePix Personal 4100A Mikroarray

Scanner gescannt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte in Microsoft Excel.

B.6.1 SRP-PhyloChip Herstellung
Auf mit Aldehydgruppen beschichteten Glasobjekttragern (CSS-Silylated Slides;

TeleChem, Sunnyvale, USA) wurden die am 5’-Ende aminomodifizierten
Oligonukleotidsonden mit dem MicroGrid GMS 417 Arrayer nach Anleitung des

Herstellers aufgetragen. Jede Sonde wurde in Triplikaten auf den Objekttrager
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gespottet. Anschlielend wurden die Slides fur mindestens 24 Stunden in einer Box bei
100% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Die Slides wurden unter kréftigem Schitteln zweimal fir zwei Minuten in 0,2%iger
SDS-Lésung gewaschen und unter kraftigem Schitteln zweimal fur zwei Minuten in
ddH,O gewaschen. Die Objekttrager wurden fur funf Minuten bei Raumtemperatur
getrocknet.

Es folgte die Reduktion der freien Aldehyde auf der Oberflache der Objekttrager durch
funfmindtiges Trénken in eine Natrium-Borhydridlésung. Die Reduktion wurde durch
kurzes Eintauchen der Slides in eiskaltes 100%iges Ethanol gestoppt und erneut unter
kraftigem Schitteln zweimal fir eine Minute in 0,2%iger SDS-L6sung und zweimal fir
eine Minute in ddH,O gewaschen.

Mit einem Luftstrahl wurden die Objekttradger getrocknet und im Dunkeln bei

Raumtemperatur gelagert.

B.6.2 Aufreinigung von PCR Produkten mit dem QIAquick PCR
Purification Kit

Nach einer PCR sind im Reaktionsgemisch unter anderem noch dNTPs, Primer,
Proteine, Salze und DNS enthalten. Fiir manche Anwendungen ist es notwendig, die
DNS von den anderen Komponenten einer PCR zu trennen. Hierfur wurde das
QIAquick PCR Purification Kit von Qiagen verwendet.

Die PCR-Produkte wurden nach den Anweisungen des Herstellers (Qiagen, Hilden,
Deutschland) aufgereinigt. AnschlieBend wurde die DNS in zwei mal 30 Mikroliter
ddH,0 aufgenommen. Die DNS-Konzentration wurde mit dem Nanodrop-Spektrometer

vermessen.

B.6.3 Fluoreszenzmarkierung der DNS

Um die DNS zu markieren, wurde das DecLabel DNA Labelling Kit #K0622 (MBI

Fermentas, Lithuania) verwendet.
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Losungen:
Klenow-Fragment [5 U/ul]

MixC: dGTP, dATP, dTTP zu je 0,33 mM

dNTP Mix [jedes Nukleotid liegt 0,25 M vor]
Dekanucleotid-Mix in funffach Reaktionspuffer
Cy5-dCTP [1 mM]; (Amersham Pharmacia Biotech)

Die Qualitat des PCR-Produktes wurde auf einem Agarosegel tberprift. AnschlieRend
wurde das PCR-Produkt mit dem QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt und im
Eppendorf Concentrator 5301 auf ein Volumen von ca. 15-20 Mikroliter
aufkonzentriert. Danach wurde DNS-Konzentration im Nanodrop-Spektrometer
vermessen.

Pro Fluoreszenzmarkierungsreaktion wurden 300 Nanogramm PCR-Produkt verwendet.
Das PCR-Produkt wurde mit ddH,O auf ein Gesamtvolumen von 35 Mikroliter
verdunnt. Dem PCR-Produkt wurden zehn Mikroliter Dekanukleotide, die in
fiinffachem Reaktionspuffer geldst waren, hinzugegeben.

Das Gemisch wurde bei 95°C flir zehn Minuten inkubiert und anschlieBend sofort auf
Eis gestellt. Dann wurden pro Reaktion drei Mikroliter Mix C, 0,5 Mikroliter dCTPs
[1 mM], 0,5 Mikroliter Cy5-dCTPs und ein Mikroliter Klenow-Fragment hinzugegeben.
Die Losung wurde bei 37°C fur 45 Minuten inkubiert, auf 95°C fiir zehn Minuten
erhitzt und auf Eis gestellt.

Es wurde erneut ein Mikroliter Klenow-Fragment hinzupipettiert und fir 45 Minuten
bei 37°C inkubiert. Anschliellend wurden vier Mikroliter dNTPs hinzugegeben und fir
60 Minuten bei 37°C inkubiert.

Die fluoreszenzmarkierte DNS wurde mit dem QIAquick Nucelotide Removal Kit nach
Anleitung des Herstellers aufgereinigt und in zweimal 30 Mikroliter ddH,O eluiert. Der
DNS-L6sung wurden funf Mikroliter von der Cy3-markierten PolyA-Probe und zehn
Mikroliter einer Cy5-markierten Kontrolloligonukleotidprobe [0,05 M] hinzugegeben,
um sie letztlich im Eppendorf Concentrator 5301 einzutrocknen und bei -20°C im

Dunklen zu lagern.
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B.6.4 SRP-PhyloChip Hybridisierung

Bevor man mit der Hybridisierung begann, wurden die Deckgldaschen 40 Minuten
vorher in 96%igem Ethanol gewaschen.

Dann wurden 20 Mikroliter des Hybridisierungspuffers auf die eingetrocknete,
fluoreszenzmarkierte DNS pipettiert, zehn Minuten bei 94°C inkubiert und sofort auf
Eis gestellt. Die Mikroarray-Slides wurden in Hybridisierungskammern gelegt, die
getrockneten Deckglaschen uber die gespotteten Sonden auf den Slides gelegt und 25
Mikroliter Hybridisierungspuffer in jede Ecke pipettiert.

20 Mikroliter der in Hyrbidisierungspuffer aufgenommenen DNS wurden zwischen
Deckglaschen  und  Objekttrdger  pipettiert. ~ AnschlieBend  wurden  die
Hybridisierungskammern verschlossen und 18 Stunden bei 42°C inkubiert.

Am néchsten Tag wurde das Deckgldschen vom Objekttrager entfernt, und der
Objekttrager wurde funf Minuten in 50 Milliliter einer 55°C warmen TMAC
Waschlosung unter gelegentlichem Schitteln gewaschen. Das Slide wurde zweimal in
50 Milliliter eiskaltem ddH,O gewaschen und mit einem Luftstrom getrocknet. Die

Lagerung der Slides erfolgte im Dunklen bei Raumtemperatur.

B.6.5 Analyse mit dem Mikroarray SRP-PhyloChip

Die Evaluierung der Hybridisierung mit dem SRP Phylo-Chip erfolgte mit dem
GenePix Personal 4100A Mikroarray Scanner. Die Fluoreszenzsignale wurden mit der
Genepix Pro 5.1 Software quantifiziert. Daflir wurde ein Raster von Kreisen verwendet,
das jeden gespotteten Punkt auf dem Objekttrager einer Sonde zuordnete. Die Software
berechnete unter anderem den Median der Signalintensitaten innerhalb und aufRerhalb
der einzelnen Kreise und gab die berechneten Daten in Form von Tabellen aus, die in
Microsoft Excel weiter bearbeitet werden konnten.

Von jeder auf dem SRP-PhyloChip vorhandenen Sonde wurde nach der unten stehenden

Formel das ,,Signal zu Hintergrund“-Verhéltnis (SNR) berechnet.

E _ (FNonl + I:Non2 _ BNonl + BNonZ)
Med

SNR = 2 2
BMed
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SNR = ,,Signal zu Hintergrund“ — Verhéltnis

Fumed = Median aller Pixel innerhalb des Rasterkreises

Bued = Median aller Pixel auBerhalb des Rasterkreises

Front = Median aller Pixel der Nonsense-Sonde 1 innerhalb des Messkreises
Fron2 = Median aller Pixel der Nonsense-Sonde 2 innerhalb des Messkreises
Bront = Median aller Pixel der Nonsense-Sonde 1 auBerhalb des Messkreises
Bron2 = Median aller Pixel der Nonsense-Sonde 2 auBerhalb des Messkreises

Da jede Sonde dreimal auf dem SRP-PhyloChip gespottet wurde, wurde der Mittelwert
der einzelnen SNR-Werte berechnet. Wenn der Mittelwert einen hoéheren ,,threshold*-
Wert als drei aufwies, wurde das Signal einer Sonde als positiv bewertet. Bei dem

,.threshold“-Wert drei handelt es sich um einen willkirlichen Wert.

B.7 Erstellung einer dsrAB-Genbank

Als erstes wurde das dsrAB-Gen mittels PCR aus der Umweltprobe amplifiziert. Mit
jedem der drei unterschiedlichen DNS-Extrakte wurde eine eigene PCR durchgefiihrt.
Die drei unterschiedlichen PCR-Reaktionen wurden nach der Amplifikation
zusammengefuhrt und in einem Gel aufgereinigt. Die Fragmente mit einer Gréf3e von
ca. 1900 Basenpaaren wurden aus dem Gel herausgeschnitten, in das pCR®-XL-TOPO-
Plasmid ligiert und in E. coli kloniert. Die transformierten E. coli wurden auf
kanamycin-haltigen LB-Platten selektioniert. Klone, bei denen die M13-Screening-PCR
auf ein Insert mit einer GroRe von 1900 Basenpaaren schlieBen lies, wurden in
Kanamycin haltigen flissigem LB-Medium (ber Nacht wachsen gelassen. Die Klone
wurden geerntet und deren Plasmide isoliert. Fir die langfristige Stammhaltung der
Klone mit richtigem Insert wurden Glycerinstocks angelegt. Die Inserts der Plasmide
wurden sequenziert, die Sequenzdaten in ARB importiert und fur weitere Analysen

hergenommen.
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B.7.1 Gelaufreinigung der PCR-Produkte

Um die Gen-Amplifikate nach der PCR fur die Klonierung vorzubereiten, wurden sie
mittels Gelaufreinigung in einer ,,low-melting-point“-Agarose-Gelelektrophorese von

Verunreinigungen, wie unspezifischen DNS-Fragmenten und Primern, gereinigt.

LoOsungen:
1 x TAE-Puffer

TE-Puffer

Auftragspuffer

DNS Léngenstandard (KbL)
SYBR® Green I-Farbelésung

Fir die ,,low-melting-point“-Agarose-Gelelektrophorese wurde zundchst ein 1,5%iges
Agarosegel vorbereitet. Es wurden ca. 1,5 g NuSieve® 3:1 Agarose eingewogen und in
100 Milliliter 1 x TAE-Puffer langsam eingeriihrt. Das Verfahren ist analog zu dem in
B.4 beschriebenen. Die DNS im Gel wurde nach Beendigung des Gellaufs fiir ca. eine
Stunde in 100 Milliliter SYBR® Green I-Farbelésung gefarbt. Die gefarbten DNS-
Banden wurden auf einem Transilluminator sichtbar gemacht und mit Glaskapillaren
aus dem Gel ausgestochen. Mit einer Pipette wurde das Gelstlickchen in ein steriles 1,5
Milliliter ERG mit 50 Mikroliter TE-Puffer herausgeblasen und fir zehn Minuten bei
80°C aufgeschmolzen. Die aufgeschmolzene DNS wurde wie in B.7.2.3.2 beschrieben

flr die Ligation eingesetzt.

B.7.2 Klonierung von Gen-Amplifikaten

B.7.2.1 Verwendete Mikroorganismen und Plasmide

Die bei der Klonierung von Gen-Amplifikaten verwendeten kompetenten Zellstamme
sind in Tabelle B.12, die Plasmide in Tabelle B.13 aufgefiihrt.

32



B Material und Methoden

Tabelle B.6 Transformationskompetente Organismen

Transformations- o .
Art Stamm system Genotyp Topt. [°C] Medium

) F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
Chemische
E.coli TOP10 ) AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK 37 LB
' Transformation
rpsL (StrR) endAl nupG

Tabelle B.7 Verwendete Plasmide und deren relevante Eigenschaften

Vektorbezeichnung GroRe Eigenschaften Bezugsquelle
® Ampicillin-, Kanamycinresistenz, Invitrogen Corporation,
pCR®2.1-TOPO 3931 bp
LacZa Fragment, T7 Promotor Carlsbad, CA, USA
® Kanamycin-, Zeocinresistenz, Invitrogen Corporation,
pCR®-XL-TOPO 3519 bp :
ccdB Killer Gen, T7 Promotor Carlsbad, CA, USA

B.7.2.2 Klonierung mit dem TOPO TA Cloning® Kit

B.7.2.2.1 Klonierung
Der Vorteil der TOPO Kilonierungs-Kits liegt darin, dass die Ligation von PCR-

Produkten nicht von spezifischen, durch Restriktionsendonukleasen generierten
einzelstrangigen Uberhangen des DNS-Fragments abhédngig ist. Das System basiert
vielmehr auf der matrizenunabhangigen terminalen Transferaseaktivitit der Taq-DNS-
Polymerase, welche bei der PCR unspezifisch einzelne Desoxy-Adenosinnukleotide an
die 3’-Enden der PCR-Amplifikate anhangt. Die als Vektor verwendeten TOPO-
Plasmide besitzen ihrerseits einzelne 3’-Desoxy-Thymidin-Uberhéange, lber die das
amplifizierte Gen in den Vektor ligiert werden kann. Diese Insertion wird durch eine
Topoisomerase katalysiert, welche auf dem linearisierten Vektor die Insertionsstelle
flankierend gebunden vorliegt. Das 3,9 kb groRe Plasmid pCR®2.1-TOPO tragt ferner,
neben den Resistenzgenen gegen die Antibiotika Ampicillin und Kanamycin, das o-
Fragment des LacZ-Gens, welches durch die Insertionsstelle unterbrochen wird. Auf
diese Weise kann durch ein Blau-Wei3-Screening unter Verwendung von X-Gal auf das
Vorhandensein des Inserts getestet werden, da nur ein selbst-ligierter Vektor das intakte
LacZ-Gen tragt und somit X-Gal in ein blaues Produkt umsetzen kann. In Zellen mit
Insert ist das Gen unterbrochen und somit nicht funktionstichtig, diese erscheinen auf
der Platte weil3. Die Transformation geschah in chemisch-kompetenten E. coli TOP10-

33



B Material und Methoden

Zellen. Die Selektion und Detektion der rekombinanten E. coli-Zellen erfolgte durch die

plasmidkodierte Antibiotikum-Resistenz und Blau-Weif3-Screening.

B.7.2.2.2 Ligation

Reaktionsansatz 11 pl
PCR-Produkt 8 ul
Salzlésung 1,5l
Vektor (pCR®2.1/ pCR®II) 1,5 pl

Der Ligationsansatz wurde kurz zentrifugiert, fir zehn Minuten bei RT inkubiert und

anschlieRend sofort transformiert.

B.7.2.2.3 Transformation

Die LB-Agarplatten mit einer Endkonzentration von 100 pug/ml Kanamycin wurden bei
37°C etwa eine Stunde getrocknet, ein Wasserbad auf 42°C vorgeheizt, das im Kit
enthaltene SOC-Medium auf RT erwarmt und die One Shot® chemisch-kompetenten E.
coli TOP10-Zellen auf Eis aufgetaut. Zu jedem Schraubdeckel-Gefal? mit den chemisch
kompetenten Zellen wurden die gesamten elf Mikroliter aus dem Ligationsansatz
zugegeben und durch vorsichtiges Rihren mit der Pipettenspitze gemischt. Der Ansatz
wurde fir 30 Minuten auf Eis inkubiert, im Anschluss fiir genau 30 Sekunden bei 42°C
im Wasserbad einem Hitzeschock ausgesetzt und nochmals flr zwei Minuten auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 250 Mikroliter SOC-Medium wurde das Reaktionsgefal
fur eine Stunde bei 37°C auf einem Rundschittler bei 200 rpm inkubiert. Wahrend
dessen wurden je 40 Mikroliter X-Gal-Stammlésung auf den vorgewérmten Agarplatten
verteilt. Nach der Inkubation wurden pro Klonierungsansatz je 100 Mikroliter und 150
Mikroliter der SOC-Vorkultur ausplattiert und bei 37°C tber Nacht inkubiert.
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B.7.2.2.4 Identifizierung rekombinanter Klone

Im Anschluss an die Transformation erfolgte die Selektion auf Vorhandensein des
Vektors mittels der plasmidkodierten Antibiotikum-Resistenzgene durch Antibiotikum-
haltige Medien. Die Kontrolle, ob das Gen inseriert wurde, erfolgte tiber ein Blau-WeiR-
Screening mittels X-Gal. Nach Inkubation der Platten bei 37°C Uber Nacht und
Verstarkung von eventuellen Blaufarbungen der Kolonien bei vier Grad Celsius fur
mindestens eine Stunde wurden die weil’en Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher
gepickt und auf eine Masterplatte (LB-Festmedium mit 100 pg/ml Kanamycin)
ubertragen. Nach Inkubation dieser Masterplatte bei 37°C wurden von ihr sowohl M13-
InsertgroBentest-PCRs  durchgefiihrt (B.5.3), als auch Ubernachtkulturen in funf
Milliliter Kanamycin-haltigen LB-Flissigmedium zur Herstellung von Glycerin-

Kulturen (B.7.3.2) und fir die Plasmidisolierung (B.7.4) angeimpft.

B.7.2.3 Klonierung von dsrAB-Gen-Amplifikaten mit dem TOPO® XL
PCR Cloning Kit

B.7.2.3.1 Klonierung

Die Klonierung von PCR-Amplifikaten in den im TOPO® XL PCR Cloning Kit
enthaltenen Vektor pCR®-XL-TOPO funktioniert (iber ungepaarte 3’-Adenin-
Nukleotide an den PCR-Produkten, welche mit den 3’-Thymidin-Nukleotiden des
linearisierten Plasmids verknlpft werden. Die Selektion auf Insert-positive Klone
geschieht durch eine Unterbrechung des fur E. coli letalen ccdB-Gens, welches an den
C-Terminus des lacZ-Fragments fusioniert ist. Wird kein DNS-Fragment in den Vektor
ligiert, bleibt das lacZ-ccdB-Fusionsprotein intakt und totet die transformierte Zelle ab.
Zellen, bei denen das Gen durch ein Insert unterbrochen ist, konnen tberleben. Zellen,
die kein Plasmid aufgenommen haben, konnen uber das im Medium enthaltene
Antibiotikum  selektioniert werden. Das pCR®-XL-TOPO Plasmid kodiert
Resistenzgene fir Kanamycin und Zeocin. Fir die Transformation werden chemisch-
kompetente E. coli TOP10-Zellen verwendet. Die Selektion der transformierten Zellen
erfolgte mit Kanamycin, das in einer Konzentration von 100 pg/ml im LB-Medium

enthalten war.
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B.7.2.3.2 Ligation

Fur die Ligation wird nur frisches PCR-Produkt verwendet, da beim Einfrieren der
PCR-Produkte die dATP-Uberhinge abfallen. Es werden vier Mikroliter des PCR-
Produktes und ein Mikroliter des Vektors (pCR®-XL-TOPO) bei 37°C fir fiinf Minuten
inkubiert. AnschlieBend wird zum Beenden der Reaktion ein Mikroliter der 6 x TOPO®
Cloning Stop Solution zugegeben, gevortext, abzentrifugiert und die sechs Mikroliter

sofort fiir die Transformation verwendet.

B.7.2.3.3 Transformation

Zwei LB-Platten (Kanamycin 50 pg/ml) wurden bei 37°C vorgewéarmt und getrocknet.
Chemisch kompetente E. Coli wurden auf Eis aufgetaut. Den Zellen wurde der gesamte
Reaktionsansatz von sechs Mikroliter zugegeben. Es folgte eine dreilligminitige
Inkubation auf Eis. Die Zellen wurden anschlie3end fur 30 Sekunden auf 42°C erwarmt
und wieder fur zwei Minuten auf Eis gestellt. Dann wurden 250 Mikroliter SOC-
Medium hinzupipettiert und flr eine Stunde bei 37°C inkubiert. Ca. je 100 Mikroliter
der SOC-Vorkultur wurden auf die vorgewarmten LB-Platten ausplattiert und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert.

B.7.2.3.4 Identifizierung rekombinanter Klone

Die Einzelkolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher gepickt, auf eine LB-
Masterplatte (Kanamycin 50ug/ml) tberimpft und bei 37°C angezogen. Von der
Masterplatte wurden die Klone zum einen fir das Animpfen der M13-Insertgrof3entest-
PCR (B.5.3) und zum anderen zur Inokulation von funf Milliliter-Ubernachtkulturen
verwendet. Die fiinf Milliliter-Ubernachtkulturen wurden fiir die Erstellung von
Glycerinkulturen fiir die Stammbhaltung (B.7.3.2) und zur Plasmid-Isolierung (B.7.4)

verwendet.
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B.7.3 Anzucht rekombinanter E. coli-Stamme und Stammhaltung

B.7.3.1 Anzucht und Zellernte

Die Anzucht rekombinanter Zellen wurde sowohl auf Platte als auch in Flissigkultur
durchgefuhrt. Das LB-Medium war in beiden Fallen mit 100 pg/ml Kanamycin
(B.1.4.3.1) versetzt, um das Wachstum von Zellen ohne Plasmid zu unterbinden. Die
Inkubation erfolgte stets bei 37°C.

Fir die Anzucht der Zellen in Flussigkultur wurde ein LB-Rohrchen (Reagenzglas mit
funf Milliliter LB-Medium) unter sterilen Bedingungen mit einer Einzelkolonie von der
Platte angeimpft und unter Selektionsdruck bei 37°C U(ber Nacht auf einem
Rundschdittler bei 200 rpm inkubiert. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation (14000
rpm, eine Minute) von zwei mal zwei Milliliter Kultur in einem sterilen zwei-Milliliter-
ERG.

Fir die Anzucht in groReren Kulturvolumina wurden 200 Milliliter-Erlenmayer-Kolben
mit 100 Milliliter LB-Medium verwendet. Die Kultur wurde mit einem Muilliliter einer
finf Milliliter-Ubernachtkultur angeimpft und auf einem Rundschttler bei 200 rpm und
37°C bis zur gewilnschten Zelldichte angezogen. Die optische Dichte (ODggo) wurde
dabei in Kunststoffkiivetten in einem Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von
600 nm bestimmt. Als Blindwert diente steriles LB-Medium.

B.7.3.2 Stammhaltung

Fir die kurzfristige Stammhaltung wurde der jeweilige Klon auf Kanamycin-haltige
LB-Masterplatten ausgestrichen, tber Nacht bei 37°C angezogen, bei vier Grad Celsius
gelagert.

Fur die langfristige Stammhaltung wurden Glycerinkulturen angelegt. Dafur wurden
700 Mikroliter einer Ubernachtkultur in einem sterilen 1,5 Milliliter-Schraubdeckel-
Gefal} vorgelegt, unter sterilen Bedingungen mit 300 Mikroliter Glycerol-Ldsung (50%)
versetzt, 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und bei -80°C gelagert.
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B.7.4 Plasmid Isolierung

Die Plasmid-Aufreinigung aus rekombinanten E. coli Zellen erfolgte nach dem Prinzip
der alkalischen Lyse, gefolgt von organischer Prazipitierung der Proteine und Féllung
der Plasmid-DNS mittels Isopropanol. Die so aufgereinigte Plasmid-DNS kann direkt

fiir weitere Experimente, z. B. zur Sequenzanalyse, verwendet werden.

Losungen:
Puffer P1
Tris-HCI, pH 8,0 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 100 pg/ml

NaOH/SDS—-L6sung

ddeO 8 ml

NaOH (2N) 1ml

10% SDS 1ml
Kaliumacetat/Acetat-Ldsung

Kaliumacetat (5M) 6 ml

ddH,0 2,85 ml

Eisessig 1,15 ml

Die geernteten Zellen wurden in 100 Mikroliter P1-Puffer resuspendiert und finf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die Zellen zu lysieren, wurden 200
Mikroliter NaOH/SDS-L6sung (0,2 N NaOH, 1% SDS) zugegeben, die Suspension
zehn Sekunden gevortext und fiir funf Minuten auf Eis gestellt. Zum Fallen der Proteine
wurden 150 Mikroliter Kaliumacetat/Acetat-Losung beigegeben. Es wurde erneut
gevortext und fiinf Minuten auf Eis inkubiert. Die geféallten Proteine wurden durch
Zentrifugation (14000 rpm, eine Minute) abgetrennt und der Uberstand in ein frisches
ERG Uberfiihrt, wo er mit einem Volumen Isopropanol versetzt und die DNS fir zehn
Minuten bei RT ausgeféllt wurde. Die DNS wurde abzentrifugiert (14000 rpm, eine
Minute), der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal in 500 Mikroliter eiskaltem
70% Ethanol gewaschen und jeweils wieder pelletiert (14000 rpm, eine Minute). Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet im Anschluss an den letzten
Zentrifugationsschritt kurz getrocknet. Die Plasmid-DNS wurde in 50 Mikroliter ddH,0
resuspendiert und bei -20°C gelagert.
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B.8 Analyse der Sequenzdaten

B.8.1 Sequenzierung von DNS-Molekilen

Die Sequenzierung der Kklonierten PCR-Produkten erfolgte nach dem ,.cycle-
sequencing® Prinzip. Dieses stellt eine Kombination aus der enzymatischen Didesoxy-
Ketten-Abbruchmethode (Sanger et al. 1977) und der Polymerase-Kettenreaktion mit
einer thermostabilen DNS-Polymerase dar.

Die Sequenzierreaktion wurde mit dem The BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems, USA) nach den Anleitungen des Herstellers in einem
Thermocycler durchgefihrt. Fir die Reaktion wurden neben 2’-Desoxy-Nukleotid-
Triphosphaten (ANTPs) auch 2’,3’-Didesoxy-Nukleotid-Triphosphate (ddNTPs) und nur
ein einziger Primer verwendet. Die in den unterschiedlichen Sequenzierreaktionen
eingesetzten Primer sind in Tabelle B.8 angefiihrt und wurden von Thermo Electron
GmbH (Ulm, Deutschland) bezogen. Die Primer TopoSeqg-F, TopoSeg-R, UniV und
UniR sind komplementar zu Zielsequenzen auf den TOPO-Klonierungsvektoren. Die
mit ,,DSR* bezeichneten Primer sind komplementdr zu Zielsequenzen auf dem dsrAB
Gen.

Tabelle B.8 Primer fur die Sequenzierreaktionen

Primer Sequenz b Spezifitat Ta® Referenz
DsrStJ-F 5 TGC CCS AACKRC TGY GT 3 dsrA
DSR-Seq500F 5" CAG GAY GAR CTB CAC CG 3’ dsrA
DSR-Seq1500R 5 CCC TGN GTR TGN AYR AT 3' dsrB 50°C Barf:géﬁ;ese
TopoSeq-F 5 AGCTTG GTACCGAGCTZJ TOPO-Klonierungsvektoren
TopoSeqg-R 5 TCT AGATGC ATG CTCGA 3’ TOPO-Klonierungsvektoren
univ 5" GTA AAACGA CGG CCAGT 3 TOPO-Klonierungsvektoren )
UniR 5" GAA ACA GCT ATG ACCATG 3 TOPO-Klonierungsvektoren e0%c Invitrogen

® Abkiirzungen nach IUPAC-Nomenklatur
¢ Verwendete Annealing-Temperatur des Primers

Jedes der vier ddNTPs ist mit einem individuellen Farbstoff markiert. Es findet eine
lineare Amplifikation der DNS statt. Die Verlangerung des Nukleinsdurestrangs bricht
wahrend der Reaktion ab, sobald die AmpliTag DNS-Polymerase FS ein markiertes
ddNTP in den DNS-Strang einbaut, da ihr an dieser Stelle keine 3’-OH-Gruppe zur
Kettenverlangerung mehr zur Verfligung steht. Dies resultiert in unterschiedlich langen

Kopien des Zielgens.
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Die Reaktion wurde anschlieBend in den 3130xI Genetic Analyzer pipettiert. In diesem
Gerat wurden die unterschiedlich groRen Sequenzier-Produkte Uber eine mit einem
Polymer gefullte Kapillare aufgetrennt. Durch die Markierung der Sequenzier-Produkte
an ihren Enden mit den Fluoreszenzfarbstoffen V3 Dye 1 (ddGTP), V3 Dye 2 (ddATP),
V3 Dye 3 (ddTTP) und V3 Dye 4 (ddCTP) konnten die Sequenzierungsfragmente nach
Laseranregung anhand ihrer Fluoreszenz von einer Photodiode detektiert und
elektronisch aufgezeichnet werden.

Die beim 3130xI Genetic Analyzer mitgelieferte  Software gibt die
Sequenzinformationen als Fasta- und abl-Datei aus. Die Dateien wurden mit dem
Programm ChromasPro* geoffnet und die DNS-Sequenzen in ChromasPro

korrekturgelesen.

B.8.2 Schnellanalyse der Sequenzen

Zur groben taxonomischen Einordnung der erhaltenen Sequenzen wurde das
Datensuchprogramm ,,BLAST“ (basic local alignment search tool)® des National
Institute of Health (USA) verwendet (Altschul et al. 1990; Madden et al. 1996; Ma et al.
2002). Dieser Suchalgorithmus durchsucht die Datensatze verschiedener Datenbanken

nach &hnlichen Sequenzen und sortiert diese entsprechend ihrer Relevanz.

B.8.3 Vergleichende Sequenzanalyse mit dem ARB Software-Paket

Die Bearbeitung der Sequenzdaten erfolgte mit dem ARB Software Paket (Ludwig et al.
2004). ARB ist eine komplexe Sammlung an verschiedensten Programmen und
Werkzeugen zur Erstellung und Verwaltung von Sequenz-Datenbanken, zur
vergleichenden Analyse dieser Daten, sowie zur Konstruktion phylogenetischer
Stammbdume. Bei Proteinen kdnnen die Phylogeniebdume sowohl anhand der DNS- als
auch ihrer abgeleiteten Aminosauresequenzen berechnet werden.

Eine dsrAB-Datenbank, die im Rahmen von mehreren Publikationen errichtet wurde
(Loy et al. 2004; Leloup et al. 2006), enthélt bereits alignte dsrAB-Sequenzen, welche
das Gerust fur weitere Daten bilden. Zunachst missen die Sequenzen so zueinander

* http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html
> http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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ausgerichtet werden, dass homologe Bereiche untereinander liegen (Alignment). Zur
anschlieBenden Berechnung des so genannten evolutiondren Abstandes (,,estimated
evolutionary distance®), welcher schliellich in Stammbdumen graphisch dargestellt
werden kann, stehen in ARB unterschiedliche Methoden zur Verfugung. Ferner enthalt
das Software-Paket Programme, welche anhand der in der Datenbank enthaltenen
Sequenzen die Entwicklung von spezifischen PCR-Primern und Oligonukleotidsonden

ermaoglichen.

B.8.4 Alignment der Proteinsequenzen mittels ARB

Die dsrAB-Genfragmentsequenzen wurden mittels der ARB Import-Funktion in die
komplette dsrAB-ARB-Datenbank importiert. Die Sequenzen wurden mittels der
Funktion ,,Fast Aligner” des ARB-Sequenzeditors (ARB_EDIT 4.1) automatisch alignt.
Der ,,Fast Aligner* vergleicht die neuen Daten mit dem bereits bestehenden Datensatz
und richtet dementsprechend die Sequenzen so zueinander aus, dass homologe Bereiche
untereinander liegen. Nach einer weiteren manuellen Optimierung des Alignments
wurden die Verwandtschaftsverhaltnisse der neuen Sequenzen zu anderen SRP
ermittelt. Die dsrAB-Gensequenzen wurden nach dem Alignen der DNS in den GDE
(,Genetic Data Environment*) 2.2 Sequenzeditor geladen und dort in ihre
Aminoséuresequenzen Ubersetzt, um das Aminosaure-Alignmet sowie die Korrektur der

DNS-Sequenzen nochmals durchzufthren.

B.8.5 Erstellung phylogenetischer Baume mittels ARB

Vor der Berechnung phylogenetischer Stammbdume wurden so genannte
Konservierungsfilter erstellt. Diese Filter schliefen hochvariable Sequenzpositionen
aus, um ihren Einfluss auf die Sequenzanalysen zu minimieren. Auf DsrAB-
Aminosauresequenzen basierende Baumberechnungen wurden unter Verwendung eines
»indel“-Filters durchgefuhrt. Dieser schlieft Alignmentregionen, welche Insertionen
oder Deletionen in den Sequenzen aufweisen, von der Sequenzanalyse aus. Die
Berechnung von phylogenetischen Baumen erfolgte mit den entsprechenden Funktionen
der ARB Software. Dabei wurden verschiedene implementierte Kalkulationsmethoden

(Neighbor-Joining, Fitch, Maximum-Parsimony, Maximum-Likelihood) verwendet.
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Fur die eigentlich ungewurzelten Baume wurde eine so genannte Aufengruppe als
Wurzel manuell bestimmt. Bei der Erstellung des DsrAB basierenden Bdumen wurden

die zu den SRP gehorenden Thermodesulfovibrio spp. als Aulengruppe verwendet.

B.8.5.1 Distanzmatrixmethoden: Neighbor-Joining und Fitch

Die Distanzmatrixverfahren Neighbor-Joining (Saitou and Nei 1987) und Fitch (Fitch
and Margoliash 1967) berechnen phylogenetische Baume anhand von Distanzmatrizen,
die sich aus der Sequenzinformation ableiten lassen und stellen die einfachste Methode
einer Abschadtzung von phylogenetischen Beziehungen aus genetischen Distanzen dar.
Neighbor-Joining wird bevorzugt fir Nukleinsduresequenzen hergenommen, Fitch fur
Aminoséuresequenzen. Nach Berechnung der Distanzmatrix werden die &hnlichsten
Sequenzen zu einer Gruppe zusammengefasst. Nun wird eine Distanzmatrix berechnet,
aber die zwei zu einer Gruppe zusammengefassten Sequenzen werden als eine Sequenz
betrachtet. Erneut werden die zwei &hnlichsten Sequenzen zu einer Gruppe
zusammengefasst. Diese Schritte werden so oft wiederholt, bis alle Sequenzen zu einer
Gruppe zusammengefasst wurden. Die Astlangen des berechneten Baumes korrelieren
mit den Abstdnden der Distanz-Werte. Die Distanz-Werte werden nachfolgend in
phylogenetische Abstande umgerechnet. Der Vorteil von Distanzmatrix-Verfahren ist
der geringe Rechen- und Zeitaufwand. Ein Nachteil ist die Tatsache, dass nicht die
originalen Sequenzdaten fiir die Baumberechnung verwendet werden, sondern die aus

den Sequenzdaten abgeleiteten Distanzwerte.

B.8.5.2 Maximum-Parsimony

Der Maximum-Parsimony-Algorithmus beruht auf der Annahme, dass in der
Evolutionsgeschichte die Erhaltung eines Merkmals wahrscheinlicher ist als dessen
Verdanderung. Weiters wird angenommen, dass die Geschwindigkeit, mit der sich
Merkmale &ndern, immer gleich bleibt. Dadurch wird der kirzeste Stammbaum
berechnet, d.h. jener, der die wenigsten evolutiven Schritte bendtigt (Felsenstein 1995).
Um die Berechnung durchzufiihren, wird jede vertikale Spalte von alignten Sequenzen
einzeln ausgewertet. Basierend auf der Anzahl von evolutiondren Anderungen, die

bendtigt werden, um die beobachteten Daten zu erkldren, wird jeder Baum bewertet.
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Zum Schluss wird der Baum mit der minimalen Gesamt-Baumlange und der geringsten
mdoglichen Anzahl an Mutationen ausgewahilt.

Da es oft mehrere Baume gibt, die alle die geringste mogliche Anzahl an Mutationen
aufweisen, wird zusétzlich ein ,,bootstrap“-Verfahren durchgefuhrt. ,,Bootstrapping* ist
eine Methode, die durch vielfaches zufalliges Umgestalten der Daten eine Abschétzung
des statistischen Fehlers des Baumberechnungsverfahrens ermdéglicht. Dabei wird eine
vorher definierte Anzahl an B&umen (in dieser Arbeit wurden 100 B&ume fur die
Analyse verwendet) berechnet und miteinander verglichen. Daraus ergeben sich fiir die
Verzweigungen im Baum die sogenannten ,bootstrap“-Werte, die die Stabiltat der
Verzweigungen widerspiegeln. Ein ,bootstrap“-Wert von zum Beispiel 60% deutet
darauf hin, dass in 60% dieser Pseudostichproben-Baume eine bestimmte Verzweigung
auftritt. Ein ,,bootstrap“-Wert, grofler als 90%, wird als eine stabile Verzweigung
betrachtet.

B.8.5.3 Maximum-Likelihood

Wie beim Maximum-Parsimony-Verfahren wird auch bei der Maximum-Likelihood-
Methode der Sequenzdatensatz direkt zur Analyse benutzt. Die Maximum-Likelihood-
Methode arbeitet mit den statistischen Methoden der Wahrscheinlichkeitsberechnung
und zieht im Gegensatz zu den anderen beschriebenen Methoden mehrere Aspekte in
Betracht; zum Beispiel den Konservierungsgrad an bestimmten Positionen, die
Wahrscheinlichkeit der Konservierung im Gegensatz zu einer Mutation oder das
Verhéltnis Transversion zu Transition.

Das Verfahren berechnet zuerst Zufallsbdume. Dann wird durch Verschieben der
Verzweigungen versucht, einen Baum zu finden, der dem Sequenzdatensatz am ehesten
entspricht. Da das Berechnen und Bearbeiten der Zufallsbaume und der Vergleich mit
dem Originaldatensatz sehr rechenintensiv ist, handelt es sich beim Maximum-
Likelihood-Verfahren um das Zeitaufwendigste von den Beschriebenen.

B.8.5.4 Erstellung eines Konsensusbaumes

Da sich mit jedem verschiedenen Rechenverfahren unterschiedliche Baumtopologien

ergaben, wurden die B&dume entsprechend etablierter Richtlinien zu einem
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Konsensusbaum (Ludwig et al. 1998) zusammengefasst. Der Konsenusbaum enthélt nur
Zweifach-Verzweigungen, wenn sie in allen verwendeten Verfahren reproduzierbar
waren. Ansonsten sind die Verzweigungen als Busch dargestellt. Die Astlangen des
Baums, und somit der phylogenetische Abstand der Arten zueinander, wurden der
,Distanz-Matrix“-Analyse entnommen. Die Astlangen spiegeln aber die Werte der
Distanz-Matrix nicht wider, da es beim Erstellen des Konsensusbaumes zu Fehlern in
der Darstellung des phylogenetischen Abstandes zwischen den Sequenzen kommit.

Um eine korrekte Topologie der Baume zu gewahrleisten, wurden zundchst nur
Vollsequenzen (>1500 Basenpaare) eingerechnet. Teilsequenzen wurden spater zu

Vollsequenzbdumen mit der ,,Parsimony Interactive“-Funktion hinzugefugt.

B.9 Statistische Methoden fir die Auswertung der dsrAB-
Genbank

B.9.1 Gruppierung der DsrAB-Sequenzen

Fur die statistischen Analysen wurden die Gensequenzen zu OTUs (Operational
taxonomic  units) zusammengefasst. Dazu wurden jeweils alle DsrAB-
Aminosduresequenzen einer Datenbank untereinander verglichen. Nach einem
Vergleich der maximalen Sequenzunterschiede innerhalb einer Gattung wurde ein Wert
von 90% Aminosduren-Sequenzidentitdt festgesetzt, um die Klone in Gruppen
einzuteilen. Die Einteilung erfolgte mit dem von Holger Daims entwickelten Programm
»WhatistheMatrix“ Version 1.0.

B.9.2 Coverage Berechnung

Die Coverage-Berechnung (Good 1953) gibt Auskunft dartiber, wie sehr die
Gensequenzen einer Genbank die gesamte Population der untersuchten Probe
reprasentieren. Ein Coverage-Wert von 90% deutet darauf hin, dass ungeféahr 90% aller

OTUs in einer Probe erfasst wurden.
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Ccoverage = [1 - (nl > N )]XlOO%
nl = Anzahl der OTUs, welche nur eine Sequenz enthalten
N = Anzahl aller Sequenzen in der Genbank

B.9.3 Rarefaction-Methode

Als weitere Methode zur Abschédtzung der Sammelgiite wurde die Rarefaction-Analyse
herangezogen. Diese Methode diente urspriinglich dazu, Proben miteinander zu
vergleichen, die sich im Erfassungsaufwand unterscheiden (Shinozaki 1963). Es wurden
die erwarteten Artenzahlen bei einer bestimmten Anzahl von Erfassungseinheiten
berechnet. Die Berechnung der individuum-basierenden Rarefaction-Kurve wurde nach
einer modifizierten Methode (Coleman 1981; Colwell et al. 2004) mit EstimateS
durchgefihrt®. Drei unterschiedliche OTU-Definitionen (88%, 90% und 92%

Sequenzidentitat) wurden verwendet.

Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

8 h.;
t(h) =S -as;1-7)’
j=1 H

t(h) = zu erwartende Artenzahl firh=1,2,3...H
Sobs = festgestellte Gesamtartenzahl

h = Erfassungseinheit

H = Gesamtzahl Erfassungseinheiten

Anzahl an Spezies, die in j Erfassungseinheiten vorkommen

N
1

Kann die Rarefaction-Kurve durch eine Gerade der Steigung Null beschrieben werden,
sind in der Genbank kaum neue OTUs zu erwarten (Achtziger 1992). Eine
Extrapolation auf eine zu erwartende Gesamtartenzahl in der Umweltprobe ist nicht

moglich.

® Version 8.0.0; R. K. Colwell, http://viceroy.eeb.uconn.edu/EstimateS
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B.9.4 Chaol Estimator

Der Chaol Richness Estimator (Chao 1984) gehort zu den nicht parametrischen
Methoden der Statistik. Diese Verfahren beriicksichtigen das Verhéltnis von OTUs die
Ofters bzw. nur einmal beobachtet wurden. Basierend auf dem MRR-Modell (Mark
release recapture Modell) wird zur Berechnung die Anzahl von OTUs, welche nur durch
einen Klon (Singletons) bzw. durch zwei Klone (Doubletons) repréasentiert werden,
herangezogen. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine OTU in einer sehr diversen
Gemeinschaft ofters als einmal beobachtet wird, ist gering und somit ist die Anzahl an

nur einmal beobachteten OTUs in sehr diversen Gemeinschaften relativ hoch.

Diese Uberlegungen bildeten die Grundlage fir die mit dem Programm EstimateS nach

der unten angegebenen Formel durchgefiihrten Berechnungen’:

2
Schaot = Sops t 2F Il:Z

Schaol = Anzahl an zu erwartenden OTUs

Sobs = Anzahl der beobachteten OTUs

F; = Singletons

F, = Doubletons

B.9.5 Parsimony-Test

Der von Maddison und Slatkin entwickelte Parsimony-Test (P-Test) wurde erstmals von
Martin fir den Vergleich der mikrobiellen Diversitdt zweier unterschiedlicher
Genbanken hergenommen (Slatkin and Maddison 1989; Slatkin and Maddison 1990;
Maddison and Slatkin 1991; Martin 2002). Schloss und Handelsmann entwickelten
2006 das Programm TreeClimber, mit dem es leicht mdglich war mit phylogenetischen
Baumen den P-Test durchzufiihren (Schloss and Handelsman 2006). Um den P-Test
durchzuftihren, musste zuerst ein Baum im Newick-Format aus ARB exportiert werden.

Aufgrund der fehlenden Uberlappung einiger der verwendeten Sequenzen konnten

" Version 8.0.0, R. K. Colwell, http://viceroy.eeb.uconn.edu/EstimateS
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keine auf Distanzmatrizen basierenden B&ume berechnet werden, weshalb in dieser
Arbeit fir die P-Tests ausschlielflich Parsimony-Baume verwendet. Jeder im Baum
vertretenen Sequenz wurde in einer separaten Datei ein Merkmal zugeordnet. Allen
Sequenzen, die aus derselben Genbank stammten, wurde dasselbe Merkmal
zugewiesen. Der Baum und die Datei mit den Informationen tUber die Merkmale der
Sequenzen wurden anschlieBend in TreeClimber importiert. Weiters wurde die Anzahl
der zu berechnenden Zufallsbdume auf 10000 festgelegt.

TreeClimber berechnete dann wieviele Anderungen der Merkmale (Parsimony Score)
notwendig waren, um die Verteilung der beobachteten Merkmale im importierten Baum
zu erklaren. Hierfur wurde der Fitch-Algorithmus verwendet (Fitch 1971). Wenn der
Parsimony Score des importierten Baumes niedriger war als der von 95% der
Zufallsbdume, wurde davon ausgegangen, dass die Genbanken aus unterschiedlichen
OTUs ohne gemeinsame Vorfahren (bzw. einem sehr alten gemeinsamen Vorfahren)
zusammengesetzt waren. Wenn der Parsimony Score hoher war als der von 95% der
Zufallsbdume haben die OTUs wahrscheinlich gemeinsame Vorfahren. Die

Wahrscheinlichkeit, dass sie ahnliche Habitate besiedeln ist ebenfalls hoch.

B.10 Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR ermdglicht die Bestimmung der Kopienzahl einer Gensequenz in
einer Probe. Dem Reaktionsgemisch wird der DNS-Farbstoff SYBR® Green |
beigegeben, der in die groRe Furche doppelstrangiger DNS interkaliert und dabei
fluoresziert. Der in die DNS integrierte Farbstoff absorbiert Licht mit einer Wellenlange
von 490 nm und gibt die aufgenommene Energie in Form von Licht mit einer
Wellenl&dnge von 530 nm wieder ab. Wenn der Farbstoff nicht in DNS interkaliert, ist
laut Hersteller die Fluoreszenzintensitat um den Faktor 10000 niedriger.

Bei der Real-Time-PCR macht man sich den Umstand zu nutze, dass bei einer PCR-
Effizienz von 100% es nach jedem Schritt (Denaturierung, Annealing, Elongation) zu
einer Verdoppelung des PCR-Produktes kommt und dies durch eine Steigerung der
Fluoreszenz um den Faktor zwei messbar ist. Nach jedem PCR-Zyklus wird die
Fluoreszenz gemessen und wenn die Fluoreszenzintensitit einen gewissen

Schwellenwert (threshold) tberschritten hat, wird die Anzahl von PCR-Schritten
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registriert, die dafur nétig war. Der Begriff, der die Anzahl der PCR-Zyklen, bis zum
Erreichen des Schwellenwertes beschreibt, wird in der Literatur auch ,,threshold cycle®
genannt.

So ist es moglich DNS-Standards mit bekannter Konzentration herzustellen, diese in der
Real-Time-PCR zu amplifizieren und eine Eichgerade zu zeichnen. Parallel dazu lasst
man Gene von Proben mit unbekannter Genkonzentration amplifizieren, misst nach
jedem PCR-Schritt die Fluoreszenz und kann dann mit der Steigung der Eichgerade die
Genkonzentration in der Probe berechnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die quantitative Real-Time-PCR mit dem iCycler 1Q

Thermocycler durchgefihrt.

B.10.1 Gradienten-PCR

Wahrend der Real-Time-PCR ist es notwendig eine hochspezifische
Produktamplifikation zu erhalten. Die Spezifitat einer PCR kann unter anderem durch
die Annealing-Temperatur beeinflusst werden. Um die Spezifitat der PCR einzustellen,
wurden ein Klon aus der Zielgruppe und mehrere Klone, die von der PCR nicht erfasst
werden sollten, ausgesucht und deren Plasmid-DNS in PCRs bei unterschiedlichen

Annealing-Temperaturen amplifiziert.

AnschlieBend wurde fur die weiteren Real-Time-PCRs die Annealing-Temperatur
verwendet, bei der sich das PCR-Produkt der Zielorganismen gut und das der Nicht-

Zielorganismen nicht mehr amplifizieren liesen.

Tabelle B.9 Reaktionsmischung fur 25 Mikroliter PCR-Ansatz. Die Reagenzien sind mit denen in
Tabelle B.1 Angefiihrten ident.

Reagenz pl pro PCR-Ansatz
10x Puffer 2,5u
dNTP-Mix [2,5 mM je dNTP] 2,5l
MgCl [25 mM] 3l
TMAC [0,5 M] 1pl
Primer F [50 pmol/ul] 0,25 pl
Primer R (50 pmol/pl] 0,25 pl
Tag-Polymerase [5 U/ul] 0,125 pl
ddH.O 17,875 pl
DNS-Matrize 0,5u
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Das Reaktionsgemisch wurde nach dem in Tabelle B.9 angefiihrten Schema pipettiert.

In Tabelle B.10 sind die Primer, die fir die Quantifizierungen entworfen wurden,

abgebildet. Wie der Thermocyclers zu programmieren ist, ist in Tabelle B.11
ersichtlich. Mit der Gradienten-PCR wurde fir das Primerpaar DsrA-OTU12-F/ DsrA-
OTU12-R eine Annealing-Temperatur von 60,4°C ermittelt. Fur das Primerpaar DsrB-

1317-F/DsrB-1578-R konnten keine Bedingungen gefunden werden, bei denen in der

PCR keine Nicht-Zielorganismen amplifiziert wurden.

Tabelle B.10 Fir die Real-Time-PCR eingesetzte Primer

Primer Sequenz Spezifitat Ta‘ Dimere Hairpins Referenz
DsrA-OTU12-F  5' CAC CGT GTC AAC CAACCT T 3' dsg?a(t?;%lz 60,4°C 0 0
DSrA-OTU12-R 5 GCA AAC AGC GGC TCAATC 3  USTAOTULZ g6 400 g 0 Barisic

StationJ (diese
DstB-1317-F 5 GCC GCA ACA ACG TCG AGT 3' Nicht 2 0 Arbeit)
spezifisch
DsrB-1578-R 5' GCG CCG CAC ATG TTG AG 3' Nicht 2 0
spezifisch
¢ Verwendete Annealing-Temperatur des Primers
Tabelle B.11 Programm fiir die Gradienten-PCR
PCR-Schritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Denaturierung 94°C 3 min 1
Denaturierung 94°C 30 sek
Annealing 50-70°C 40 sek 30 x
Elongation 72°C 30 sek
finale Elongation 72°C 10 min 1

B.10.2 Bestimmung der idealen Primerkonzentrationen fir die PCR

Es wurde eine Real-Time-PCR angesetzt, um die idealen Primerkonzentrationen flr das
Primerpaar DsrA-OTU12-F/DsrA-OTU12-R in einer PCR zu bestimmen. Dabei wurde
jeder Primer in finf verschiedenen Konzentration eingesetzt (100 nM, 250 nM, 500 nM,
750 nM und 1000 nM). Somit ergaben sich 25 mdgliche Reaktionen, die alle

unterschiedliche Primerkonzentrationen aufwiesen.
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Tabelle B.12 Primer-Pipettierschema der 25 unterschiedlichen Reaktionsgemische

Primer 100nM Vorwarts 250nM Vorwarts 500nM Vorwarts 750nM Vorwarts 1000nM Vorwarts
Rickwarts 0,1ulVv 0,25 pl vV 05ulVv 0,75 pul vV lulv
100nM 0,1plR 01plR 01plR 01plR 01plR
Rickwarts 0,1pulV 0,25 pl vV 05ulV 0,75 ul v 1ulv
250nM 0,25 IR 0,25 ulR 0,25 pul R 0,25 uIR 0,25 pul R
Rickwarts 0,1pulV 0,25 pl vV 05ulV 0,75 ul v 1ulv
500nM 05l R 05pulR 0,5ulIR 05pulR 0,5ulIR
Ruckwarts 0,1V 0,25 ulv 05ulv 0,75 ul'v 1ulv
750nM 0,75 IR 0,75 uIR 0,75 uIR 0,75 IR 0,75 uIR
Ruckwarts 0,1V 0,25 ulv 05ulv 0,75 ul v 1ulv
1000nM 1ulR 1ulR 1plR 1ulR 1plR

Die 25 verschiedenen Reaktionsgemische wurden analog zu dem in Tabelle B.9
angefuhrten Schema hergestellt. Der iCycler 1Q Thermocycler (Biorad Laboratories
GmbH, Minchen) wurde wie in Tabelle B.11 programmiert, mit dem Unterschied, dass
die Annealing-Temperatur bereits bekannt war. Die Reaktionskinetik der PCR-
Gemische wurde, wie in B.10.4 beschrieben, analysiert. Die Primerkonzentrationen in
dem Reaktionsgemisch, das als erstes den Schwellenwert (threshold) erreichte, wurden
fir die weiteren Real-Time-PCRs verwendet. Fir den Primer DsrA-OTU12-R wurde
eine ideale Konzentration von 1000 nM pro PCR-Ansatz bestimmt, die ideale
Konzentration fr den Primer DsrA-OTU12-F lag bei 750 nM pro PCR-Ansatz.

B.10.3
Time-PCR

Erstellung von quantitativen DNS-Standards fur die Real-

Die Quantifizierung eines bestimmten Gens in einer Umweltprobe mittels Real-Time-
PCR erfolgte tber den Vergleich der ,,threshold cycle**-Werte von Proben mit bekannter
und unbekannter Genkonzentration. Aus diesem Grund war es notwendig, DNS-
Standards mit genau bekannter Genkonzentration herzustellen.

Beim Erstellen der DNS-Standards aus Plasmiden ist darauf zu achten, dass ,,coiled*
und ,,supercoiled* DNS-Strukturen der Plasmide zu einer reduzierten PCR Effizienz
fiihren kénnen (Suzuki et al. 2000). Um dieses Problem zu umgehen, wurden als DNS-
Standards PCR-Produkte der zu amplifizierenden Gene verwendet. Zum Herstellen der
DNS-Standards wurden die Vektorinserts des Klons J1-30 (dsrAB) mit dem in den
flankierenden Sequenzregionen bindenden Primerpaar M13-F und M13-R (B.5.3)
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amplifiziert und mit dem ,,QIAquick PCR Purifikation Kit* (B.6.2) nach dem Protokoll

des Herstellers aufgereinigt.

Die DNS-Konzentrationen der Eichstandards [ng/ul] wurden photometrisch bei einer
Wellenlédnge von A = 260nm mit einem NanoDrop ND-1000 bestimmt. Mit dem DNA
Molecular Weight Calculator® wurde aus den bekannten Sequenzen der PCR-Produkte
ihre Molmasse [g/mol] bestimmt und anschlieBend mit unten beschriebenen Formel die
Konzentration der DNS-Losung in  Molekule/ul umgerechnet. Von dieser
Standardlésung wurde anschliefend eine Verdunnungsreihe von jeweils 1:10

Verdunnungen in ddH,0 hergestellt und bei —20°C gelagert.

C
C, = MW XN
C, = Kopienzahl der DNS-Matrizen pro pl
C, = DNS-Konzentration [g pl™]
N, = Avogardozahl [6,022 x 10 mol™]
M = Molmasse des PCR Produkts [g mol™]

B.10.4 Durchfihrung der Real-Time-PCR

Mit den in Abschnitt B.10 beschriebenen Methoden konnten die idealen Annealing-
Temperatur und Konzentrationen der Reagenzien fir die Real-Time-PCR ermittelt
werden. Da mehrere Quantifizierungsreaktionen notwendig waren, wurde neben einem
ready-to-use Real-Time-PCR-Kit aus Kostengriinden auch ein aus den fur die normale
PCR verfligbaren Reagenzien selbst hergestelltes Reaktionsgemisch verwendet. Dem
zweifach konzentrierten ready-to-use Reaktionscocktail ,,Platinum® SYBR® Green |
gPCR SuperMix-UDG* (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) mussten nur die
Primer, ddH,0 und die DNS-Extrakte hinzugegeben werden.

® http://www.changbioscience.com/genetics/mw.html
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Tabelle B.13 Reaktionsmischung fiir einen 50 Mikroliter PCR-Ansatz mit dem Reaktionscocktail

»Platinum® SYBR® Green | gPCR SuperMix-UDG*

Reagenzien

pl pro 50 pl PCR-Ansatz

2 x Platinum® SYBR® Green | qPCR SuperMix-UDG
DsrA-OTU12-F (50pmol/pl)

DsrA-OTU12-R (50pmol/pl)

ddH,O

Matrizen-DNS

25 pl

0,75 ul

1l

ad 45 pl

5ul

Das zweite Reaktionsgemisch wurde nach dem in Tabelle B.14 ersichtlichen Schema
pipettiert.

Tabelle B.14 Reaktionsmischung fiir einen 50 Mikroliter selbst bereiteten Real-Time-PCR-Ansatz.

Reagenzien pl pro 50 pl PCR-Ansatz
10x Puffer 5l
dNTP-Mix [2,5 mM je dNTP] 5ul
MgCI2 [25 mM] 6 pl
TMAC [0,5 M] 2ul
DsrA-OTU12-F [50pmol/ul] 0,75 ul
DsrA-OTU12-R [50pmol/ul] 1yl
SybrGreen (1:500) 0,5 pl
Tag-Polymerase [5 U/pl] 0,25 pl
ddH,0 ad 45 pl
Matrizen-DNS 5l

Die Quantifizierung der DNS-Standards und DNS-Extrakte wurde in Triplikaten
durchgefuihrt. Das Reaktionsgemisch wurde in einer 96-well Microtiterplatte (MJ
Research, Waltham, MA, USA) pipettiert und mit selbstklebenden optischen Folien
(Biorad) verschlossen. Der ThermoCycler wurde, wie in Tabelle B.15 gezeigt,
programmiert.

Eine im ThermoCycler integrierte Digitalkamera hat die Anderungen in der
Fluoreszenzintensitat wéhrend der PCR dokumentiert und die Daten an einen Computer

weitergeleitet.

Tabelle B.15 Programmierung des iCycler 1Q Thermocycler fir die Quantifizierung von OTU 12

PCR-Schritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Denaturierung 94°C 2 min 1
Denaturierung 94°C 30 sec

Annealing 60,4 °C 40 sec 40 x
Elongation 72°C 30 sec
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Nach dem Ende des letzten PCR-Zyklus wurde eine Schmelzkurvenanalyse gestartet
(B.10.5).

Die Daten, die wéhrend der Real-Time-PCR an den Computer weitergegeben wurden,
wurden von der iCycler 1Q Optical System Software V 3.0a (Biorad Laboratories
GmbH, Munchen) erfasst und weiterverarbeitet. Das Programm kann den ,,threshold
cycle* (Ct) bestimmen, der definiert ist als Zyklenzahl, bei der die Fluoreszenzintensitat
der Reaktion eine definierte Hintergrundfluoreszenz (bersteigt. Da ein linearer
Zusammenhang zwischen dem Ct einer Reaktion und dem Logarithmus der Menge an
anfanglich eingesetzten Matrizen-DNS-Molekiilen besteht, kénnen die Ct-Werte der
DNS-Standards dafur verwendet werden, eine Geradengleichung aufzustellen. Der Ct-
Wert einer Probe mit unbekannter Genkonzentration und der Wert der Steigung der
Eichgerade ermoglichen das Berechnen der Zielmolekilzahl in der Probe.

Aus der Steigung der Geraden wurde mit der erwéhnten Software auch die Effizienz der
PCR errechnet. Weiters gibt die Software auch den R-Wert der Eichgerade an. Die

Daten wurden in das Programm Excel V7.0 exportiert und weiter bearbeitet.

B.10.5 Schmelzkurvenanalyse

Die Real-Time-PCR-Produkte wurden mit einer Schmelzkurvenanalyse auf dem iCycler
begutachtet. Das Standard-Temperaturprofil zur Schmelzkurvenanalyse begann mit der
Einstellung der Temperatur auf 55°C. Anschlielend wurde die Temperatur mit einem
Gradienten von 0.5°C/Zyklus auf 95°C erhoht. Dabei wurde die Abnahme der
Fluoreszenzintensitdt gemessen, die aus der Dissoziation des SybrGreen/DNS-
Komplexes resultiert. Die aufgezeichneten Daten wurden mit der iCycler Data Analysis
Software ausgewertet. Die erste Ableitung der Abnahme der Fluoreszenzintensitét pro
Temperaturschritt (dI/dT) ergibt die Schmelzkurve, in der das spezifische Produkt als
einheitlicher Peak erscheinen sollte. Anhand der Schmelzkurve kann die
Messtemperatur optimiert werden. Sollten Nebenpeaks durch Primerdimere auftreten,
so muss die Messtemperatur héher gewéhlt werden, bzw. die Primerkonzentrationen

justiert werden.
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B.11 Quantifizierung der Nukleinsduren aus der DNS Extraktion
mittels PicoGreen®

Die DNS-Konzentrationen der Extraktionen wurden mit dem Quant-iT PicoGreen
dsDNA Quantitation Kit (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) nach
Herstelleranweisung im  Nanodrop ND-3300 Fluorospektrometer (NanoDrop
Technologies Inc., USA) vermessen. PicoGreen® ist ein sensitiver Farbstoff, der in
doppelstrangige DNS (dsDNS) interkaliert und in dieser Form uber stark erhohte
Fluoreszenz bei einer Anregungswelleldnge von 480 nm und einem Emissionsmaximum
bei 520 nm verfiigt.

Die erhaltenen Fluoreszenzwerte eines im Kit mitgelieferten A-Phagen-DNS-
Mengenstandards in verschiedenen Konzentrationen wurden dann mit Hilfe des
Programms Excel V7.0 gegen ihre Menge [ng] aufgetragen und durch lineare
Regression interpoliert. Mittels der erhaltenen Geradengleichung konnten aus den
Fluoreszenzwerten der extrahierten DNS-LOsungen die Konzentrationen [ng/ul]

bestimmt werden.
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C Ergebnisse

C.1 Mikroarray Analyse von Station J

Aus dem Sediment von Station J wurde aus Core C DNS extrahiert (B.2) und die 16S-
rRNS-Gene mit den universellen Primerpaaren 1492R/616V und 630R/616V
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden ,,gepoolt®, fluoreszenzmarkiert (B.6.3) und auf
dem SRP-PhyloChip hybridisiert (B.6.4). Der SRP-PhyloChip wurde gescannt und die
Daten in Microsoft-Excel analysiert (B.6.5).
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Abbildung C.1 Flussdiagramm, das die Anwesenheit von verschiedenen Gruppen der SRP im marinen
Sediment an der Kuste Spitzbergens, resultierend aus den positiven Signalen der Sonden, illustriert.

Die Ergebnisse der Mikroarray-Analyse deuten darauf hin, dass im marinen Sediment
bei Station J Organismen der Familien der Desulfobulbaceae und der
Desulfobacteraceae vorhanden sind. Innerhalb der Familie der Desulfobulbaceae
lieferte der SRP-PhyloChip positive Signale fur Desulfobulbus spp. In der Familie der
Desulfobacteraceae gaben die Sonden bei Desulfobacter spp. ein positives Signal. Die
Ergebnisse lassen auch auf das Vorhandensein von Desulfovibrio senezii aus der

Familie der Desulfovibrionaceae schlieRRen.
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Alle mit dem SRP-PhyloChip identifizierte Organismen in Station J gehdren der Klasse
der Deltaproteobakterien an.

C.2 Analyse der dsrAB-Genbank von Station J

Mit drei verschiedenen DNS-Extraktionsprotokollen (B.2) wurde DNS aus den
Sedimentproben von Station J (Core C) isoliert und die dsrAB-Gene in einer PCR mit
dsrAB-Primern amplifiziert (B.5.2). Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der
PCR-Produkte auf einem Agarosegel (B.4) war eine Bande bei ca. 1,9 kbp sichtbar.

Abbildung C.2 Gelelektrophoretische Auftrennung einer PCR von Umweltproben aus Station J mit den
dsrAB-Primern. Bei vier Proben sind schwache Banden erkennbar. EJ Julie wurde mit der DNS-
Extraktion nach dem modifizierten Griffith Protokoll durchgefiihrt (B.3.1.3).

Die PCR-Produkte wurden Kloniert (B.7.2.3) und die Klone mit der richtigen

InsertgroRe sequenziert (B.5.3, B.8.1). Die Sequenzdaten wurden in das Softwarepaket
ARB importiert und analysiert (B.8).
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C.2.1 Phylogenetische Analyse

Die aus Station J erhaltenen dsrAB-Sequenzen wurden einer phylogenetischen Analyse
unterzogen. Aus den alignten Aminosduresequenzen der DsrAB und verdffentlichten
dsrAB-Sequenzen (GenBank) wurden phylogenetische Bdume mit Maximum-
Likelihood, Maximum-Parsimony und dem Distanz-Modell Fitch berechnet und zu
einem Konsensusbaum zusammengefasst. Hochvariable Sequenzabschnitte, die
Insertionen und Deletionen enthielten, wurden mittels Filter aus den Berechnungen
ausgeschlossen. Die dsrAB-Sequenzen wurden in OTUs (operational taxonomic units)
eingeteilt, wobei eine OTU durch 90%ige Sequenzidentitdt (mit Filter) auf
Aminosdureebene definiert wurde. In der im Zuge dieser Arbeit erstellten dsrAB-
Genbank konnten 28 verschiedene OTUs bestimmt werden.

16 monophyletische OTUs sind im dsrAB-Baum tiefzweigend und ohne bekannte,
kultivierte Verwandte. Andere Diversitatsstudien konnten dsrAB-Sequenzen isolieren,
die auf einen gemeinsamen, bislang unbekannten Vorfahren dieser tiefzweigenden
Gruppe schlielRen lassen (Chang et al. 2001; Castro et al. 2002; Fukuba et al. 2003; Liu
et al. 2003; Loy et al. 2004; Mussmann et al. 2005; Bagwell et al. 2006; Leloup et al.
2006; Lloyd et al. 2006; Schmalenberger 2007).

Der Familie der Desulfobacteraceae sind sieben OTUs zuordenbar. Die OTU 8 bis
OTU 11 gehoren ebenfalls zu der Klasse der Deltaproteobakterien. OTU13 kann
keinem Phylum eindeutig zugeordnet werden.

Es gab nur einen Hinweis auf eine Chimére, deren Sequenz daraufhin aus der Genbank

gel6scht wurde.
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OTU 1 (1/94)
OTU 3 (4/94)
[————————nDesulfosarcina variabilis (AF191907)
Desulfonema limicola (AY626031)
Desulfococcus multivorans (U58127)
Desulfobacterium oleovorans (AF482464)
OTU 4 (4/94)
_!:OTU 5 (3/94)
OTU 6 (1/94)
OTU 7 (1/94)
—.: Desulfotignum balticum (AF420287)
Desulfobacter vibrioformis (AJ250472)
Desulfatibacillum aliphaticivorans (AY504426)
Desulfobotulus sapovorans (U58121)

OTU 8 (4/94)
Desulfomicrobium norvegicum (AB061532)
o Desulfovibrio simplex (AB061541)
Desulfovibrio fructosivorans (AF418187)
{Desulfotomaculum kuznetsovii (AJ310431)
Desulfobacterium anilini (AF482455)
OTU 9 (1/94)
Thermodesulfobacterium thermophilum (AF334598)
Syntrophobacter fumaroxidans (AF418193)
Desulforhabdus amnigena (AF337901)
Desulfacinum infernum (AF418194)
Thermodesulforhabdus norvegica (AF334597)
hydrothermal vent sediment clone BO1P021 (AY197431)
OTU 10 (2/94)
OTU 11 (6/94)
Mariager Fjord clone MAF36G (AY865327)
Desulfarculus baarsii (AF334600)

OTU 13 (1/94)
Desulfobacca acetoxidans (AY167463)

Pelotomaculum sp. MGP (AB154391)
Desulfitobacterium dehalogenans (AF337903)
4|_1_l:Desulfotomaculum alkaliphilum (AF418195)
Desulfotomaculum putei (AF273032)

—— Archaeoglobus veneficus (AF482452)
L Archaeoglobus fulgidus (M95624)

OTU 14 (2/94)
__10% _.lEOTU 15 (1/94)
OTU 16 (3/94)
_.:OTU 17 (1/94)
OTU 18 (1/94)
n _:hydrothermal vent sediment clone BO4P026 (AY197455)
OTU 19 (6/94)

OTU 20 (1/94)
hydrothermal vent sediment clone BO4P036 (AY197457)
OTU 21 (6/94)
OTU 12 (18/94)
OTU 22 (9/94)
OTU 23 (2/94)
sulfide-rich spring mat clone ZDSR3 (AY327243)
OTU 24 (2/94)
OTU 25 (1/94)
OTU 26 (2/94)
Wadden Sea sediment fosmid hr42c9 (CT025835)
OTU 27 (3/94)
OTU 28 (5/94)

thermodesulfovibrio islandicus (AF334599)
Thermodesulfovibrio yellowstonii (U58123)

Abbildung C.3 Phylogenetischer Konsensusbaum der DsrAB-Aminosduresequenzen (hergeleitet von
den dsrAB-Sequenzen grofer als 1700 bp) basierend auf dem FITCH-Distanzmatrix-Verfahren. Die
Berechnungen wurden mit einem ,indel“-Filter und den Baumberechnungsverfahren Maximum-
Parsimony, Maximum-Likelihood und Fitch durchgefiihrt. Die dargestellten OTUs umfassen Klone dieser
Arbeit mit maximal 10 % Nukleotidsequenzunterschied. In Klammer ist die Anzahl der Klone, die der
nebenstehenden OTU zugeordnet werden konnten, im Vergleich zur Gesamtanzahl der Klone angegeben.
Der Léangenbalken reprasentiert einen Sequenzunterschied von 10%. Bootstrap-Werte wurden beim
Maximum-Parsimony Verfahren ermittelt. Das Symbol m steht fiir einen Bootstrap-Wert tber 90%, das
Symbol e fiir iiber 75%.
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C.2.2 Statistische Analyse

Fur die statistische Analyse wurden nur Gensequenzen mit mehr als 700 Basen
ausgewahlt. Insgesamt wurden 94 Klone sequenziert. Von 18 Klonsequenzen wurde nur
die dsrA teilweise sequenziert, vom Klon J1-25 nur Teile der dsrB. Bei 58 Klonen
konnte die Sequenz zwischen den dsrAB-Primern vollstandig bestimmt werden. Von 17
Klonen wurden sowohl Teile der dsrA als auch Teile der dsrB sequenziert, aber deren

klonierte dsrAB-Fragmente konnten nicht vollstandig sequenziert werden.

20 1
18P
16 -
14 -
12 -
10 -

Anzahl der Klone pro OTU

o N N )] 03]
I I 1 1

| ,,HU,UUUH,Hﬂﬂﬂﬂﬂ,nnnnn,nﬂnnin,

12 22111921 28 3 16 271014232426 1 6 7 9 13151718 20 25

Bezeichnung der OTU
Abbildung C.4 ,rank abundance“-Kurve der mikrobiellen Diversitét in der dsrAB-Genbank. Die OTU-

Definition wurde mit 90% Sequenzidentitét festgelegt.

Die Sequenzen wurden zu OTUs zusammengefasst. Fir die OTU-Definition wurde,
wenn nicht anders angegeben, eine Sequenzidentitdit von 90% hergenommen. Die
dsrAB-Genbank von Station J enthdlt 28 OTUs, 10 davon sind mit nur einem Klon

vertreten.

C.2.3 Coverage Bestimmung

Die Coverageberechnung nach Good (Good 1953) ergab, dass fir die OTU-
Definitionen 88% und 90% Sequenzidentitdt 89,4% der Diversitat in der Genbank
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erfasst wurden. Der Erfassungsgrad bei einer OTU-Definitionen von 92% lag bei
85,1%.

C.2.4 Rarefaction-Analyse und Chaol Estimator

Mittels der Rarefaction-Analyse kann abgeschatzt werden, ob eine ausreichende Anzahl
an Klonen in der dsrAB-Genbank untersucht wurde, um die Diversitét innerhalb der
Genbank zu erfassen. Nahert sich die Kurve asymptotisch einer Geraden mit der
Steigung Null an, kann davon ausgegangen werden, dass keine neuen OTUs in der

Genbank gefunden werden kénnen.

35 -

Anzahl beobachteter OTUs

92%
90%
88%

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Anzahl der Klone

Abbildung C.5 Rarefactionanalyse der sequenzierten dsrAB-Fragmente der dsrAB-Genbank berechnet
mit drei verschiedenen OTU-Definitionen. Zu jedem berechneten Punkt ist die Standardabweichung
aufgetragen.

Rarefaction-Analysen wurden mit drei OTU-Definitionen (88%, 90% und 92%
Sequenzidentitat) vollzogen. Alle drei Kurven flachen zwar ab, aber die Steigung der
Tangenten nahert sich nicht an Null an. Dies bedeutet, dass nicht ausreichend Klone
sequenziert wurden, um die vollstandige Diversitét in der dsrAB-Genbank zu erfassen.
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Um die Anzahl an OTUs in der Genbank abzuschatzen zu kénnen, wurden auch Chaol-
Werte berechnet. In Abbildung C.5 wurden die Chaol-Schatzungen gegen die Anzahl
der beobachteten Klone aufgetragen. Mit dieser Methode wurde die Anzahl der OTUs
(90% Sequenzidentitét) in der Genbank auf 36 geschétzt.

50 -

40 A

30 A

20

Geschatzte Anzahl an OTUs

10 ~ C

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Anzahl der Klone

Abbildung C.6 Chaol-Analyse der Sedimentproben von Station J. Zu jedem Punkt wurde die
Standardabweichung aufgetragen

C.3 Analyse von unterschiedlichen dsrAB-Genbanken von
marinen Sedimenten

Bis November 2006 sind zehn Publikationen erschienen, in denen dsrAB Genbanken
von marinen Sedimenten erstellt wurden (Tabelle C.1). Die in den Publikationen
ermittelten dsrAB-Sequenzen wurden von der NCBI-Homepage heruntergeladen, in

ARB importiert und alignt.
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: Berechnung der OTUs (90%, AS) innerhalb jeder
1 rt und Al t aller dsrAB
Ger?gzzkelrj\nvon :g:rrir::::‘ ge?i:m:;ten & > einzelnen Publikation und Reduktion des
ARB Sequenzdatensatzes auf eine Sequenz pro OTU
innerhalb jeder Publikation

|

Uberprifung ob die berechneten OTUs

ausschlieBlich in marinen Sedimenten Berechnung einer Distanzmatrix mit dem
vertreten sind anhand einer neuen <+  reduzierten Sequenzdatensatz und Einteilung
Distanzmatrix, die alle bekannten DsrAB- in OTUs (90%, AS)

Sequenzen enthielt

!

Berechnung eines NJ-Baumes mit den ds*AB-

Einteilung der OTUs, die ausschlieilich Vollsequenzen des reduzierten
Sequenzen aus marinen Habitaten enthalten,  ——p Sequenzdatensatzes und anderen
zuden OTUs A -N stellvertretenden dsrdB-Vollsequenzen von

hauptséachlich kultivierten SRP

!

Nachtragliches Einrechnen der dsrAB-
— Teilsequenzen aus dem reduzierten
Sequenzdatensatzes in den NJ-Baum

Grafische Umwandlung des NJ-Baumes zu einer
Kreisform und farbiges markieren der OTUs A-N

Abbildung C.7 Schematische Darstellung des Arbeitsvorganges bei der Erstellung des circulédren Baumes
in Abbildung C.8

AnschlieBend wurden die DNS-Sequenzen in Aminosaure-Sequenzen umgeschrieben.
Um fur die spéteren statistischen Analsysen weniger Datenmaterial zu haben, wurde bei
jeder einzelnen Publikationen deren Genbank auf eine dsrAB-Sequenz pro OTU (90%,
AS) reduziert. Da die DNS-Sequenzen innerhalb der einzelnen Genbanken
unterschiedliche Langen aufwiesen, war es nétig Filter, die von Genbank zu Genbank
unterschiedlich waren, bei der Berechnung der OTUs einzusetzen. AulRerdem enthielten
einigen Publikationen Sequenzen minderer Qualitat, weshalb es notwendig war,
nachtréglich zu Uberprufen ob einige OTUs aufgrund von Sequenzierungenauigkeiten
oder anderen Fehlern angezeigt wurden. OTUs, die durch Sequenzierungenauigkeiten
entstanden waren, wurden flr die weiteren Analysen nicht herangezogen. Mit den
reduzierten Sequenzdaten aller zehn Publikationen und der dieser Arbeit wurde erneut
eine Distanzmatrix auf Aminosaurebasis berechnet. DsrAB-Sequenzen mit einer
Anhnlichkeit von mindestens 90% wurden zu OTUs eingeteilt. Um zu Uberpriifen, ob
diese OTUs bis jetzt ausschlieBlich in marinen Sedimenten gefunden wurden, wurden
deren DsrAB-Sequenzen und alle anderen publizierten DsrAB-Sequenzen in eine neue

Distanzmatrix eingerechnet. Die OTUs, die nur DsrAB-Sequenzen aus marinen
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Sedimenten enthielten, wurden zu den OTUs A — N eingeteilt. AnschlieRend wurde ein

Neighbour-Joining-Baum mit dem reduzierten Sequenzdatensatz berechnet (Abbildung
C.8) und die OTUs A - N mit Farbe umrandet.

Tabelle C.1 Liste mit allen bis November 2006 publizierten dsrAB-Genbanken von marinen Sedimenten.
Jeder dsrAB-Genbank wurde im Rahmen dieser Arbeit eine ID zugeordnet.

Anzahl an Sequenziertes  Bezeichnun
ID Autor OTUs/Sequenzen q 9 Tiefe Temperatur
: Gen der Proben
in der Genbank
0-5cm des
. Sediments 3-16°C
1 (Dhillon et al. 2003) 5/40 dsrAB 5-23cm des 2013 m 16-140°C
Sediments
2 (Fukuba et al. 2003) 9/14 dsrA Sag;rr:l(;”Sea 134 m <4°C
3 (Joulian et al. 2001) 5/26 dsrAB Kysing Flachwasser 4°C
4 (Leloup et al. 2006) 21/25 dsrAB P824-GC 1024 m <4°C
M300 387 m
M306 340 m
5 (Liu et al. 2003) 34/174 dsrAB W301 119 m ~5°C
W306 630 m
W307 997 m
C 1384 m NB
6  (Nakagawa et al. 2004) 2/2 dsrA F 1380 m 4°C
H 1383 m 3-50°C
INDO 2421 m max. 250°C
7  (Nakagawa et al. 2004) 16/18 dsrAB NBC 975m max. 311°C
SUIYO 1385 m max. 310°C
AM ~2600 m ~50-100°C
8  (Nercessian et al. 2005) 13/32 dsrAB hydrothermal
IR3 ~2300 m vent
9 (Thomsen et al. 2001) 19/46 dsrAB Station 6 16 m 5,4°C
10 (Lloyd et al. 2006) 16/30 dsrAB Core 5 ~876 m ~6°C
11 Barisic (diese Arbeit) 28/94 dsrAB Station J 214 m 0,4°C

63



C Ergebnisse

sulfovibri

Thermode:

_reducind v

nt clone (AF388239)

21
fate
cuttured SWHE
o athus Bay sedime
oTU 18

7
Zg:’Tlln:I'l s]éep sediment clone (AB039915)
20

OTU |

OTU 8

Desulfovibrio piger (AF482462)
jibrio simplex (AB061541
DeSuIfo"nb'rIOIESI"m?ﬂdis((AF418185
DESUWO_V\bHO ffurical AJ289157

Desulfovibrio desu u

jibri cLosiVO!
sulfovibrio fru o

°e Desu\tovmm_) halop! N

2&7

EE]

}7

Thermodesulforhabdus norvegica (AF334597)

895
(AF334598]
o1uAS
NS

eqoyd:

lone (AB124
01

Bluwe snpde

ium ther,
(P6T8TY=y) WNWIBJUL LINUID}
) eual

ydrothermal vent clo,
hydrothermal vent clone (AB12492.

h
Tp-4y) SuepxosRwIN 13¥
(o683,

(€618’

Theri

Abbildung C.8 Neighbor-Joining-Baum mit den dsrAB-Sequenzen des reduzierten Sequenzdatensatzes
der Genbanken ID 1 bis ID 11. Es wurde zuerst ein Baum mit dsrAB-Sequenzen grofer als 1500 bp und
~indel“-Filter gerechnet. dsrAB-Sequenzen, die kleiner als 1500 bp waren, wurden mit der ,,Parsimony
Interactive“-Funktion hinzugefiigt. Die dsrAB-Sequenzen aus den Genbanken ID 1 bis ID 11 mit mehr als
90% Sequenzidentitat wurden zu einer OTU (OTU A bis OTU N) zusammengefasst und in einer Farbe

umrandet.
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Weiters wurde gezédhlt, wie viele gemeinsame OTUs in den unterschiedlichen
Genbanken vorhanden sind (Tabelle C.2).

Tabelle C.2 Tabelle mit der Anzahl an gemeinsamen OTUs, die in den einzelnen dsrAB-Genbanken
teilen zu finden ist. Jede dsrAB-Genbank hat eine ID zugewiesen bekommen.

1D 1 2 3 4 5 6 Il 8 9 10 11
1 1 0 0 2 0 0 0 1 2 2
2 1 0 0 2 0 0 0 0 1 1
3 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 3 1 1
5 2 2 1 0 0 1 0 0 1 3
6 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
7 0 0 1 0 1 1 4 0 0 0
8 0 0 0 0 0 1 4 0 0 0
9 1 0 0 3 0 0 0 0 1 1
10 2 1 0 1 1 0 0 0 1 6
11 2 1 0 1 3 0 0 0 1 6

C.3.1 Vergleich von unterschiedlichen dsrAB-Genbanken mit

TreeClimber

Auf Grundlage der Tabelle C.2 wurden P-Tests durchgefuhrt (Martin 2002). Analysiert
wurden Genbanken, die drei oder mehr gemeinsame OTUs hatten oder deren
Umweltproben, aus denen die Genbanken erstellt wurden, nah voneinander enthnommen
wurden (ID 9 und ID 3). Weiters wurde die in dieser Arbeit erstellte Genbank mit den
dsrAB-Genbanken ID 1-5, ID 9 und ID 10 verglichen. Nur die dsrAB-Genbanken ID 6
(zu geringe Anzahl an OTUs fur statistische Analysen), ID 7 und ID 8 (aufgrund der
heillen Habitate) wurden nicht mit der in dieser Arbeit erstellten Genbank verglichen.
Zusétzlich wurde eine Analyse gemacht in der der gesamte Sequenzdatensatz der
Genbanken ID 1-11 verglichen wurde, eine andere Analyse mit Sequenzen, die nur den
Deltaproteobakterien zugeordnet werden kdnnen bzw. eine Analyse, die alle Sequenzen
aufler denen der Deltaproteobakterien beinhaltet hat.

Der Sequenzdatensatz jeder Genbank wurde auf eine Sequenz pro OTU reduziert. Mit
den zu vergleichenden Sequenzdaten wurden in ARB Parsimony-Baume gerechnet. Die
Parsimony-Baume wurden mit dem Programm , Treeclimber* analysiert, um zu
bestimmen, wie sehr sich die Genbanken voneinander unterscheiden und, ob die

beobachtete Verteilung einzelner Sequenzen zwischen den unterschiedlichen
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Genbanken mit der Phylogenie korreliert. Fir die Bestimmung des P-Wertes
(Wahrscheinlichkeit, dass die beobachteten Merkmale zuféllig verteilt sind) wurden
10000 Zufallsbaume gerechnet. Ein P-Wert wurde als signifikant eingestuft, wenn 95%
der Zufallsbdume einen hoheren P-Wert (kumulative P-Wert kleiner als 0,05) als der zu

analysierende Baum aufwiesen.

Tabelle C.3 Ergebnisse der Analysen mit dem Programm TreeClimber.

P-Wert Kumulativer P-Wert  Signifikanz
Genbanken ID 1 bis ID 11 0,0002 0,0151 +
o e 1y 00002 00068 :
ohne Dollaproteobalderien 00004 00074 :
Genbank 1 Genbank #2
(Anzahl der OTUs) (Anzahl der OTUSs)
ID 11 (28) ID 1 (5) 0,7896 0,9998 -
ID 11 (28) ID 2 (9) 0,1628 0,2055 -
ID 11 (28) ID 3 (5) 0,0018 0,0028 +
ID 11 (28) ID 4 (21) 0,0008 0,0027 +
ID 11 (28) ID 5 (34) 0,0168 0,0333 +/-
ID 11 (28) ID 9 (19) 0,0007 0,004 +
ID 11 (28) ID 10 (16) 0,0285 0,0421 +-
ID 7 (16) ID 8 (13) 0,1405 0,2105 -
ID 3 (5) ID 9 (19) 0,2508 0,2883 -
ID 4 (21) ID 9 (19) 0,0085 0,0137 +
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Abbildung C.9 Weltkarte mit den Orten von denen die Proben fiir die dsrAB-Genbanken ID 1 bis ID 11
gesammelt wurden. Die Ziffern geben die in dieser Arbeit zugeordneten ID an. Die Genbanken ID 6 und
ID 7 wurden mit Sedimenten desselben Habitats erstellt. Die Sedimente der Genbanken ID 3 und ID 9
waren wenige Kilometer voneinander entfernt, die Auflésung der Karte erlaubt aber keine genauere
Markierung.

C.4 Quantifizierungen in Station J

Die quantitative Verteilung von SRP innerhalb der obersten elf Zentimeter des
Sediments von Station J sollte mittels Real-Time-PCR untersucht werden. Hierfir
wurden zwei Primerpaare (B.5.4) entworfen, welche die OTU 12 bzw. eine
Uibergeordnete monophyletische Gruppe (OTU 12, OTU 14-OTU 25) erfassen sollten
(Tabelle B.10). Mit dem Primerpaar, das fir die Quantifizierung der monophyletischen
Gruppe eingesetzt wurde, konnte keine spezifische Amplifikation erreicht werden
(Daten nicht gezeigt). Fir das OTU 12-spezifische Primerpaar konnten spezifische
Bedingungen ermittelt werden (B.10). Nach der Primerevaluierung wurde mit dem
Ultra Clean Soil Kit (B.3.1.1) DNS aus dem Sediment (Core C, Core B und Core A)

extrahiert.
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Die DNS-Konzentrationen der DNS-Extraktionen wurden mit dem Nanodrop
Fluorometer vermessen (B.11). Mittels Real-Time-PCR wurde die Kopienzahl der 16S
rRNS-Gene von Bacteria und Archaea und die dsrA-Gene von OTU 12 in den 1:100-
Verdinnungen der DNS-Extraktionen bestimmt (B.11). Fir die Quantifizierung der
16S-rRNS-Gene wurde das Primerpaar 1389Vs/1492R verwendet. Die PCR-
Bedingungen waren mit denen der OTU 12 Real-Time-PCR ident mit dem Unterschied,
dass eine Annealing-Temperatur von 52°C verwendet wurde.

Die Kopienzahl der dsrA-Gene von OTU 12 wurde pro ein Nanogramm DNS, pro ein g
Sediment und relativ zur Gesamtanzahl der erfassbaren Mikroorganismen berechnet.
Die Werte der DNS-Konzentrationsbestimmungen von den einzelnen Extrakten wichen
bei unterschiedlichen Messungen stark voneinander ab, weshalb die Berechnung der
Kopienzahl der dsrA-Gene von OTU 12 pro ein Nanogramm DNS als nicht zuverlassig
angesehen wurde. Die Kopienzahlen der dsrA-Gene von OTU 12 pro ein Gramm
Sediment weisen zwischen Berechnungen fiir Core B und Core C ebenfalls groRe
Schwankungsbreiten auf (Daten im Anhang). Aus diesem Grund wurden nur Werte
uber die relative Haufigkeit der dsrA-Gene von OTU 12 in die Ergebnisse tibernommen.
Fur die Berechnung wurde angenommen, dass eine prokaryotische Zelle im
Durchschnitt 3,6 Kopien des 16S-rRNS-Gens (Klappenbach et al. 2001) und meistens
nur eine Kopie der dsrAB (Klein et al. 2001; Klein 2004) enthélt.

Die relative Haufigkeit von OTU 12 (1,5-2,9%) war in einer Tiefe von acht bis neun
Zentimeter am groBten. Ein zweiter Peak ist bei einer Tiefe von flinf bis sechs

Zentimeter zu beobachten gewesen. Hier betrug die relative Haufigkeit 1,4-2,2%.

Tabelle C.4 Tabelle mit den relativen Haufigkeiten von OTU 12 im Sediment bei Station J.

Tiefe [cm] Relative Haufigkeit in Rel_ative Haufigkeit Mitte!yve_rt d(_ar relativen
Core B [%] in Core C [%] Haufigkeiten [%]

lcm 0,50% 0,36% 0,43%
2cm 0,73% 0,71% 0,72%
3cm 0,67% 0,41% 0,54%
4cm 1,23% 0,68% 0,95%
5cm 2,11% 1,09% 1,60%
6 cm 1,70% 1,43% 1,57%
7cm 0,79% 1,01% 0,90%
8cm 1,30% 1,55% 1,42%
9cm 2,86% 1,04% 1,95%
10cm 1,13% 1,12% 1,12%

11-15cm 0,99% 0,86% 0,93%
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Abbildung C.10 Verteilung der OTU 12 im marinen Sediment an der Kiste Spitzbergens bei Station J.
Es wurden bei Station J zwei Proben genommen und analysiert (Core B und Core C). Die Kurven zeigen
die relative Anzahl der dsrA-Fragmente von OTU 12 in den zwei Cores im Vergleich zu 3,6 16S-rRNS-
Genen. Der Mittelwert, der aus den Daten der einzelnen Quantifizierungen berechnet wurde, ist als
gestrichelte Linie eingezeichnet.

Die mit der Real-Time-PCR erhaltenen Amplifikate wurden in einer
Schmelzkurvenanalyse untersucht (B.10.5). Da keine Peaks bei Temperaturen unter
72°C zu verzeichnen waren, konnte davon ausgegangen werden, dass keine
Primerdimere gebildet wurden. Die Produkte der Real-Time-PCR wurden anschlieRend
mit dem Topo TA Cloning Kit kloniert und sequenziert, um zu tberprufen, ob die Real-
Time-PCR spezifisch das dsrA-Genfragment von OTU 12 amplifiziert hat. Die
Sequenzanalyse ergab, dass die amplifzierten Real-Time-PCR-Produkte mehr als 90%

Sequenzidentitat zum dsrA-Fragment von OTU 12 hatten.
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Abbildung C.11 Schmelzkurvendiagramm der Real-Time-PCR-Amplifikate mit den Standard-Matrizen

und Umwelt-DNS. Die Signalabnahme des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green (-d(RFU)/dT) ist
abhéangig von der Temperatur (°C).
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D Diskussion

D.1 Diversitat der SRP in Svalbard Station J Sediment

Die in dieser Arbeit gewonnenen Informationen Uber die Diversitdit von SRP im
arktischen, marinen Sediment an der Kiste von Spitzbergen erganzen die bereits in
anderen Publikationen gewonnenen Daten um eine dsrAB-Genbank (Knoblauch and
Jargensen 1999; Knoblauch et al. 1999; Knoblauch et al. 1999; Ravenschlag et al. 1999;
Sahm et al. 1999; Ravenschlag et al. 2000; Ravenschlag et al. 2001; Finke et al. 2006;
Vandieken et al. 2006; Vandieken et al. 2006; Vandieken et al. 2006). Die dsrAB-
Genbank wurde von den ersten zehn Zentimetern des Sediments gewonnen und
beinhaltet wahrscheinlich nicht alle dsrAB-Sequenzen von SRP in dem Sediment von
Station J, da Sulfatreduktionsraten in anderen Sedimenten rund um die Kiste
Spitzbergens bis in eine Tiefe von 30 Zentimetern gemessen werden konnten
(Knoblauch et al. 1999). Die Schatzung des Chaol-Estimator, dass in der
Klonbibliothek neben den beobachteten 28 OTUs noch sieben zusatzliche zu erwarten
gewesen waren, deckt sich ndherungsweise mit der Coverageberechnung, die bei einer
OTU-Definition von 90% Aminoséuredhnlichkeit eine Coverage von 89,4% aufweist.
Die Rarefaction-Analyse lasst ebenfalls darauf schliel3en, dass nicht alle OTUs in der
Klonbibliothek erfasst wurden und dass mit weiterem Sequenzieraufwand nur wenige
neue OTUs gefunden werden konnten. Die in dieser Studie erstellte dsrAB-Genbank
weist im Vergleich zu anderen marinen Sediment-dsrAB-Genbanken die hochste Anzahl
an OTUs auf. Eine dsrAB-Genbank, die von Sedimenten am Rand von zwei
Kontinentalplatten erstellt wurde (Liu et al. 2003), weist zwar 34 OTUs auf, wurde
allerdings aus DNS-Extraktionen von funf Sedimentproben von unterschiedlichen Orten
gewonnen. Somit steht flir das Habitat bei Station J die bislang groRte Menge an
unterschiedlichen dsrAB-Sequenzinformationen zur Verfligung. In wieweit die Genbank
allerdings die tatsachliche mikrobielle Diversitat in dem Sediment erfasst, ist nicht
abzuschéatzen, da die statistischen Berechnungen nicht die ,,Evenness” in Betracht

ziehen.
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Habitate mit Temperaturen unter vier Grad Celsius werden als extreme Habitate
eingestuft. Da die Temperatur des Sediments von dem die dsrAB-Genbank gewonnen
wurde 0,4°C aufweist und somit nur geringfugig Uber dem Gefrierpunkt von Wasser
liegt, ist aus einem anthropozentrischen Gesichtspunkt die Bezeichnung als extremes
Habitat gerechtfertigt. Friihere Studien an anderen extremen Habitaten mit einem hohen
Salzgehalt (Martinez-Murcia 1995) bzw. niedrigen pH-Wert bei hoher Temperatur
(Moyer et al. 1994) zeigten, dass diese extremen Habitate nur eine geringe bakterielle
Diversitat aufzuweisen hatten. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde erwartet, dass in
marinen Sedimenten mit Temperaturen unter vier Grad Celsius ebenfalls nur eine
geringe bakterielle Diversitat zu erwarten war. Ravenschlag zeigte allerdings, dass die
Diversitdt im arktischen, marinen Sediment viel hoher war als ursprunglich
angenommen (Ravenschlag et al. 1999). Eine 16S-rRNS-Genbank, die von marinem
Sediment an der Kiste Spitzbergens erstellt wurde, enthielt tGber 40% an Sequenzen,
welche den 16S-rRNS-Genen von kultivierten SRP &hnelten. Weiters konnte in slot-blot
bzw. dot-blot-Hybridisierungen und mit FISH gezeigt werden, dass die Gruppe der
Deltaproteobakterien im Sediment um die Kiste Spitzbergens sehr abundant ist
(Ravenschlag et al. 1999; Sahm et al. 1999; Sahm et al. 1999; Ravenschlag et al. 2001)
und dass bis zu 70% der Sulfat Reduzierenden Bakterien (SRB) groRe Ahnlichkeit zu
der Gruppe von Desulfosarcina-Desulfococcus haben.

D.1.1 Betrachtung der einzelnen OTUs der dsrAB-Genbank von
Station J
Die dsrAB-Genbank von Station J weist sieben OTUs (OTU 1 bis OTU 7; 25% der

OTUs) auf, die gemeinsam mit den dsrAB-Sequenzen von Desulfosarcina spp.,
Desulfococcus spp., Desulfonema spp., Desulfobacterium spp. Desulfotignum spp.
Desulfobacter spp. und Desulfobacillum spp. in eine Gruppe fallen. Diese der Familie
der  Desulfobacteraceae  zugehtrigen  Bakterien  sind  strikt  anaerobe,
chemoorganotrophe oder chemolithotrophe Organismen.

Die Desulfobacteraceae koénnen eine Vielzahl von organischen Verbindungen als
Elektronendonoren verwenden und vollstdndig oxidieren, was in Sedimenten, in denen

eine diverse mikrobielle Gemeinschaft eine weite Palette an Kohlenstoffverbindungen
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produziert, einen Vorteil im Vergleich zu auf ein Substrat beschrankte Organismen
darstellt (Widdel 1980; Widdel 1988; Finster et al. 1997; Brandt et al. 1999; Galushko
et al. 1999; Knoblauch et al. 1999; Widdel and Rabus 2001).

OTU 8 und OTU 9 sind aufgrund der geringen Sequenzidentitat der dsrAB zu der dsrAB
von kultivierten SRP phylogenetisch nicht naher zuordenbar. Die dsrAB-Sequenzen der
OTU 8 gehort zu den Deltaproteobakterien, die der OTU 9 sind zu Vertretern der Phyla
Thermodesulfobacteria,  Firmicutes  (manche  Desulfotomaculum  spp. und
Thermodesulfobacterium spp. haben die dsrAB durch lateralen Gentransfer erhalten;
(Klein et al. 2001)) und zu Vertretern der Ordnung der Deltaproteobakterien verwandt.
Wegen des grollen Sequenzunterschiedes der dsrAB ist nicht abschatzbar, ob es sich bei
OTU 9 um ein Proteobakterium handelt oder um einen Vertreter aus einem anderen

Phylum, der die dsrAB durch lateralen Gentransfer erhalten hat.

OTU 10 fallt gemeinsam mit der Familie der Syntrophobacteraceae in eine Gruppe. Bis
jetzt  wurden nur mesophile und thermophile Vertreter der Familie der
Syntrophobacteraceae  aus  anoxischen, aquatischen  Habitaten  kultiviert.
Desulforhabdus amnigena wurde aus dem Kléarschlamm einer Abwasseranlage isoliert
und kann sowohl H; als auch kurze Fettséduren wie z.B.: Acetat als Elektronendonor
verwenden (Kuever et al. 2005). Thermodesulforhabdus norvegica wurde aus einem
70°C heiRen Wassertank einer Olplattform isoliert und kann unterschiedliche
organische S&uren als Elektronendonoren verwenden. Wachstum mit Propionat, Format
Butanol oder Propanol als Elektronendonoren konnte nicht beobachtet werden (Beeder
et al. 1995). Desulfacinum infernum wurde aus dem OIl/Wasser-Gemisch der
Gewinnungsanlage eines heiBen Erdolfeldes isoliert, ist in der Lage autotroph zu
wachsen, bildet keine Endosporen aus und ist unbeweglich. Als Elektronendonoren
kann eine breite Palette von organischen Sdauren und Alkoholen verwendet werden
(Sievert and Kuever 2000; Rozanova et al. 2001). Es ist moglich, dass OTU 10 eine
dormante Form innerhalb der thermo- und mesophilen Syntrophobacteraceae ist oder
dass es Vertreter innerhalb dieser Familie gibt, die sich an kalte Habitate angepasst
haben .
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OTU 11 durfte einen gemeinsamen Vorfahren mit den Syntrophobacteraceae gehabt
haben, aber aufgrund des Fehlens von nah verwandten dsrAB-Sequenzen Kkultivierter
Syntrophobacteraceae ist nicht ersichtlich, ob die OTU 11 zu dieser Familie gehort.
Bahr hat dsrAB-Sequenzen aus einem  Salzsumpf (AY741563; 89%
Nukleinsauredhnlichkeit), Madrid (AY753126; 77% Nukleinsauredhnlichkeit), Tiquia
(DQY966805; 89%  Nukleinsduredhnlichkeit) und Klein (AY865327; 78%
Nukleinsduredhnlichkeit) aus marinen Sedimenten erhalten, die die hdchsten
Anhnlichkeiten auf DNS-Ebene innerhalb der dsrAB-Genbank zur dsrAB-Sequenz von
OTU 11 aufweisen, was darauf hindeutet, dass OTU 11 in aquatischen Lebensrdumen

zu finden ist.

OTU 13 ist phylogenetisch nicht einzuordnen, da weder verwandte dsrAB-Sequenzen
von kultivierten noch von unkultivierten SRP zur Verfligung stehen. Falls die dsrAB
nicht durch lateralen Gentransfer erhalten wurde, handelt es sich um ein

Proteobakterium.

Die in dieser Arbeit erstellte Genbank wird von 16 OTUs (OTU 12, OTU 14 - OTU 28)
dominiert, deren dsrAB nur eine geringe Ahnlichkeit zu der dsrAB von kultivierten SRP
hat. Diese OTUs bilden eine monophyletisch Gruppe, obwohl die Diversitéat innerhalb
dieser Gruppe sehr hoch ist. Aufgrund der hohen Diversitét ist nicht vorherzusagen, ob
diese 16 OTUs alle demselben Phylum zugeordnet werden kdnnen, da lateraler
Gentransfer innerhalb dieser Gruppe moglich sein kdnnte. Die dsrAB-Gene kdnnten von
noch unbekannten Phyla oder Phyla von denen noch nicht bekannt ist, dass sie zur
Sulfatreduktion befahigt sind, stammen. Es wére auch moglich, dass die dsrAB-
Sequenzen einem Phylum zugeordnet werden kdnnen von dem zwar bekannt ist, dass es
Vertreter enthdlt, die Sulfat reduzieren konnen, aber die dsrAB-Sequenzen von
Vertretern aus einer anderen Klasse stammen. Weitere Mdglichkeiten wéren, dass es
sich um nicht mehr funktionelle Gene von ehemaligen SRP handelt, was aber aufgrund
des intakten Leserahmens ungewohnlich ware, oder dass manche bekannte SRP mehr
als eine Version der dsrAB besitzen. Bis zu diesem Zeitpunkt konnte aber nur in
Chlorobium tepidum und Pyrobaculum aerophilum mehr als ein dsrAB-Gen pro Genom
gefunden werden (Eisen et al. 2002; Fitz-Gibbon et al. 2002).
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Die Erstellung einer Genbank mittels PCR und Klonierung ist systematischen Fehlern
unterworfen (von Wintzingerode et al. 1997; Polz and Cavanaugh 1998). Trotzdem
ahneln oft Werte Uber die relative Haufigkeit von OTUs in einer Genbank, die mit
vielen Klonen vertreten sind, denen von FISH (Juretschko et al. 2002; Acinas et al.
2005). Aus diesem Grund ist es zuléssig darlber zu spekulieren, dass OTU 12, OTU 14

bis OTU 28 auch quantitativ eine dominante Rolle in dem Habitat von Station J spielen.
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Abbildung D.1 Nachweis und Quantifizierung von der Desulfosarcina-Desulfococcus-Gruppe an
verschieden Stellen entlang der Kiiste Svalbards (Grafik entnommen aus Ravenschlag et al., 2000)

Ravenschlag hat bei Hornsund an der Kiiste von Spitzbergen eine 16S-rRNS-Genbank
von marinem Sediment erstellt. Aufgrund der kurzen Distanz und der &dhnlichen
Umweltbedingungen der Habitate bei Station J und Hornsund, ist es méglich, dass die
mikrobiellen Gemeinschaften ahnlich zusammengesetzt sind. In der 16S rRNS-Genbank
waren 50% der 16S-rRNS-Klonsequenzen Vertretern der Deltaproteobakterien
zugehorig, 40% konnten Vertretern von Gammaproteobakterien zugeordnet werden, die
meisten davon fielen in die Nahe von SOB. Andere 16S-rRNS-Gen-Studien haben
ebenfalls die hohe Abundanz von Gammaproteobakterien, deren Sequenzen ahnlichen
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denen von SOB sind, in marinen Sedimenten bestatigt (Bowman et al. 2000; Asami et
al. 2005).

Die quantitative Dominanz von Klonen, die Vertreter der Deltaproteobakterien sind, ist
sowohl in marinen 16S-rRNS- als auch dsrAB-Genbanken zu beobachten.

In den Arbeiten von Dhillon und Lloyd wurden 16S-rRNS- und dsrAB-Genbanken
erstellt, die eine hohe Bedeutung von Vertretern mit tiefzweigenden dsrAB-Sequenzen
und der Deltaproteobakterien im marinen Sediment suggerieren. (Dhillon et al. 2003;
Lloyd et al. 2006) Deren 16S-rRNS-Genbanken enthielten allerdings nur wenige Klone

von Vertretern der Gammaproteobakterien.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass Proteobakterien und die Linie mit den
tiefzweigenden dsrAB-Sequenzen eine wichtige Rolle im Sediment bei Station J spielen
konnten. Wahrscheinlich werden in Zukunft die 16S-rRNS-Gene der Organismen mit
diesen tiefzweigenden dsrAB-Sequenzen bestimmt werden kénnen. Mdglichkeiten, um
dies zu erreichen, wéren Genomsequenzierungen von unkultivierten Organismen, die
Kultivierung von einem dieser SRP, ,,recognition of individual genes“-FISH (RING-
FISH) in Verbindung mit einer Sequenzierung der 16S-rRNS-Gene oder BAC-
Klonbanken mit DNS-Fragmenten, die sowohl dsrAB-Gene als auch 16S-rRNS-Gene

enthalten.

D.1.2 Analyse mit dem SRP-PhyloChip
Die Ergebnisse der SRP-PhyloChip-Analyse bestatigen zum Teil die in der dsrAB-

Genbank gewonnenen Daten. Das Vorkommen von Desulfobacteraceae im Sediment
wurde sowohl durch die Genbank als auch durch die SRP-PhyloChip-Analyse
suggeriert. Die 16S-rRNS-Gene der Familie der Desulfobulbaceae konnten mit dem
SRP-PhyloChip identifiziert werden, in der Genbank waren aber keine dsrAB-
Sequenzen enthalten, die Desulfobulbaceae zugeordnet werden konnten.

Zusatzlich wurden 16S-rRNS-Gene von Desulfovibrio senezii gefunden. In der
Genbank waren keine dsrAB-Gene von Vertretern der Desulfovibrionaceae vorhanden.
Alle mit dem SRP-PhyloChip identifizierten Organismen gehdren der Klasse der

Deltaproteobakterien an.
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Positive Signale wurden auch mit anderen auf dem Chip gespotteten Sonden erhalten,
aber aufgrund des hierarchischen Sondenkonzeptes kdnnen Sonden nur dann als
verlasslich positiv angesehen werden, wenn, sowohl alle untergeordneten als auch
Ubergeordneten Sonden, ein positives Signal geben. Der Grund fir ,falsche* positive
Signale kann unter anderem Kreuzhybridisierungen sein (Wu et al. 2005). Weiters kann
es auch zu unspezifischen Hybridisierungen kommen, bei denen die Basenfehlpaarung
zum Nicht-Zielorganismus am Rand der Sonde auftritt und deshalb ein ,,falsches*
positives Signal erscheint. Aufgrund der Tatsache, dass ,,falsche* positive Signale bei
Hybridisierungen mdoglich sind, konnen (bergeordnete Sonden nicht als positiv
betrachtet werden, wenn die untergeordneten Sonden nicht positiv sind, obwohl die
Maoglichkeit besteht, dass es sich um ,,echte” positive Signale handelt.
Kultivierungsunabhangige Studien (ber die mikrobielle Diversitdt in marinen
Sedimenten haben ergeben, dass viele Organismen in den Sedimenten vorhanden sind,
die nur wenig verwandt mit bekannten, kultivierten Organismen sind (Rochelle et al.
1992; Devereux and Mundfrom 1994; Gray et al. 1999; Gray et al. 2000; Kato and
Takai 2000). Da der SRP-PhyloChip hauptsdachlich Sonden enthélt, die kultivierte
Organismen erfassen, und mit der Genbank gezeigt wurde, dass nur wenige dsrAB-
Sequenzen in die Nahe von dsrAB-Sequenzen kultivierter SRP fallen, ist zu erwarten,
dass mit dem SRP-PhyloChip nur ein kleiner Bruchteil der tatsachlichen mikrobiellen
Diversitét erfasst werden kann.

Die Mdglichkeiten, die 16S-rRNS-PhyloChips bieten, sind viel versprechend, da mit
einem einzigen Experiment innerhalb kurzer Zeit eine grofe Menge an Daten
gesammelt werden kann. Allerdings stort die Tatsache, dass nur ein Bruchteil der aus
Umweltproben isolierten 16S-rRNS-Genen groRe Ahnlichkeit mit den 16S-rRNS-
Sequenzen von kultivierten Organismen hat und deshalb bei Analysen mit 16S-rRNS-
PhyloChips ein groBer Teil der Information Uber die mikrobiellen Diversitat nicht
erfasst wird. Ein weiterer problematischer Punkt beim SRP-PhyloChip besteht darin,
dass mit dem Chip SRP erfasst werden sollen. Da es sich aber beim 16S-rRNS-Gen um
kein funktionelles Markergen handelt, kann anhand der 16S-rRNS nicht abgeschéatzt
werden, ob der Organismus auch tatsachlich zur Sulfatreduktion beféhigt ist. Deshalb ist
es nur moglich, die 16S-rRNS-Gene von kultivierten SRP auf den Chip aufzutragen, um

Informationen Uber SRP in einem Habitat zu erhalten.
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D.1.3 Quantifizierung von OTU 12 im marinen Sediment

Bei der Real-Time-PCR handelt es sich zurzeit um die sensitivste Methode zur
Quantifizierung von DNS. Neben ihrer universellen Einsetzbarkeit ist dies nur einer der
Grinde weshalb diese Methode fur eine Vielzahl von mikrobiologischen Studien
hergenommen wurde (Hristova et al. 2000; Nogva et al. 2000; Suzuki et al. 2000; Takai
et al. 2000; Gruntzig et al. 2001; Hermansson and Lindgren 2001; Hristova et al. 2001;
Stults et al. 2001; Becker et al. 2002; Dionisi et al. 2002; Campbell and Wright 2003;
Hristova et al. 2003; Kolb et al. 2003; Nogva et al. 2003; Panicker et al. 2004; Seurinck
et al. 2005; Leloup et al. 2006).

Ein grolRer Nachteil im Vergleich zu anderen Quantifizierungsverfahren (zum Beispiel
FISH) liegt darin, dass die ermittelten Zielmolekiilzahlen keine absoluten Werte tber
die Haufigkeit der Zellen mit dem Zielmolekdl liefern kdnnen, da erstens nur der
relative Wert an Zielsequenzen anhand von Fluoreszenzeinheiten gemessen wird und
zweitens wahrend der PCR-Reaktion eine 100%ige Effizienz von N6ten ware, was aber
in der Praxis nicht moglich ist (Tichopad et al. 2003). Somit ist es nur maéglich, in einer
zweiten Real-Time-PCR die Anzahl der 16S-rRNS-Gene desselben DNS-Extrakts zu
bestimmen, um dann auf die Zielmolekile pro 16S-rRNS-Gene riickzurechnen. Da aber
mikrobielle Genome zwischen einer und 15 Genkopien des 16S-rRNS-Gens aufweisen
kdnnen, kann der in dieser Arbeit verwendete Wert von 3,6 16S-rRNS-Genen pro
Genom zu einer nicht vernachlassigbaren Abweichung bei der Berechnung der relativen
Haufigkeit von OTU 12 im Vergleich zu den realen Abundanzen fiihren®.

Falls die zu OTU 12 zuordenbaren Organismen mehr als 3,6 16S-rRNS-Gene pro
Genom haben, ist die relative Haufigkeit dieser OTU im Sediment hoher, bei weniger
16S-rRNS-Gene pro Zelle ist der in dieser Arbeit angegebene Wert zu hoch.

Die Moglichkeit, dass OTU 12 mehr als ein dsrAB-Gen enthélt, kann ebenfalls nicht
ausgeschlossen werden. In diesem Fall ware die Abundanz der OTU 12 in dieser Arbeit
Uberschétzt worden, da davon ausgegangen wurde, dass im Genom nur eine dsrAB-
Kopie enthalten ist. Bis zu diesem Zeitpunkt konnte aber nur in Chlorobium tepidum
und Pyrobaculum aerophilum mehr als ein dsrAB-Gen gefunden werden (Eisen et al.
2002; Fitz-Gibbon et al. 2002).

® http://ribosome.mmg.msu.edu/rrndb/index.php
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Ravenschlag hat gezeigt, dass im Sediment bei Station J die Gruppe Desulfosarcina-
Desulfococcus eine groRe Rolle spielt. Interessanterweise ist die mit FISH und rRNS
slot blot Hybridisierungen gemessene Abundanz (acht bis zwolf Prozent der mit DAPI
gezéhlten Zellen) dieser Gruppe in einer Tiefe zwischen zwei bis vier Zentimeter am
hdchsten (Ravenschlag et al. 2000). Da die hdchste Sulfatreduktionsraten (SRR) aber in
einer Tiefe von sieben Zentimeter gemessen wurde, scheint anderen SRP eine grofiere
Bedeutung bei der Reduktion von Sulfat zuzukommen.

In einer anderen Arbeit hat Ravenschlag ebenfalls die vertikale Verbreitung von
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Abbildung D.2 Das vertikale Profil mit den absoluten Zellanzahlen der detektieren Bakterien. Es ist der
Mittelwert von zwei parallelen Sedimentkernen gezeigt. (Grafik aus Ravenschlag 2001 ibernommen)

Bakterien im Sediment bei Station J untersucht (Ravenschlag et al. 2001). Ihre Arbeit
bestétigte die hohe Abundanz der Deltaproteobakterien in marinen Sedimenten. Weiters
zeigte sie, dass die Abundanz der bekannten Bakterien mit groRerer Tiefe abnimmt.
Eine Ausnahme stellen die Gammaproteobakterien und Planctomycetales dar, deren
Héaufigkeit in einer Tiefe zwischen funf bis acht Zentimeter wieder zunimmt (Abbildung

D.2). Aus den Ergebnissen der Arbeiten von Ravenschlag lasst sich schlie3en, dass uber
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die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft in den marinen Sedimenten bei

Station J mit Gber funf Zentimeter Tiefe relativ wenig bekannt ist.
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Abbildung D.3 Verteilung der OTU 12 im marinen Sediment an der Kiste Spitzbergens bei Station J.
Die Sulfatreduktionsrate im Sediment bei Station J wurde ebenfalls gemessen (Robador, nicht publiziert).
Die Kurve zeigt den Mittelwert der relativen Anzahl der dsrA-Fragmente von OTU 12 im Vergleich zu
3,6 16S-rRNS-Genen.

Die Verteilung von OTU 12 im marinen Sediment scheint ungewdéhnlich, da die relative
H&ufigkeit in zwei unterschiedlichen Tiefen besonders hoch zu sein scheint. Da diese
Verteilung sowohl in Core B als auch Core C zu beobachten war, wird davon
ausgegangen, dass es sich bei den zwei Peaks um kein experimentell verursachtes
Phédnomen handelt. Die Organismen, die sich OTU 12 zuordnen lassen, kdnnten
aufgrund ihrer signifikanten Abundanz (bis zu zwei Prozent) eine wichtige Rolle in dem
Habitat bei Station J spielen. Wieso die relative Haufigkeit von OTU 12 gerade in der
Tiefe (sieben Zentimeter) bei der die hochsten SRR gemessen wurden, stark zurick
geht, ist mit den vorhandenen Daten nicht zu erklaren und stellt eine Fragestellung fur
zukiinftige Studien dar. Eine Erklarung dirfte sein, dass in sieben Zentimeter Tiefe

besser angepasste Organismen OTU12 verdrangen. Eine andere Moglichkeit wére, dass
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um die Tiefe von sieben Zentimetern Organismen mit einer relativ hohen Kopienzahl
von 16S-rRNS-Genen leben. Dies wirde den Wert fur die relative Haufigkeit von OTU
12 stark beeinflussen, da dieser Uber die Quantifizierung der 16S-rRNS-Gene in den
einzelnen Sedimentschichten bestimmt wurde. Die Nischenbildung und Spezialisierung
von OTU 12 auf bestimmte Sulfatkonzentrationen ware eine weitere Option, die die

gewonnen Daten erklaren kdnnten.

D.2 Analyse der dsrAB-Genbanken von marinen Sedimenten

D.2.1 Betrachtung der ausschlief3lich aus marinen Sedimenten

isolierten OTUs

Der NJ-Baum in Abbildung C.8 zeigt, dass alle dsrAB-Genbanken aufBer ID 6 (nur zwei
OTUs, Hydrothermalquelle, Nakagawa et al. 2004a) und ID 8 (Hydrothermalquelle, Nercessian et al.
2005) dsrAB-Sequenzen enthalten, die Vertretern der Desulfobacteraceae zugeordnet
werden konnen. Drei OTUs, die alle in der N&he von Desulfosarcina spp. fallen,
konnten in mehr als einer dsrAB-Genbank gefunden werden. OTU A und OTU C
enthalten jeweils drei Klone aus unterschiedlichen Genbanken, OTU B nur zwei. Jede
dieser drei OTUs enthdlt Klone aus Genbanken, die von Sedimenten aus
unterschiedlichen Tiefen erstellt wurden. Gemeinsamkeiten sind bis auf eine Ausnahme
(ID 7; Hydrothermalquelle, Nakagawa et al. 2004b) die Temperatur (weniger als vier Grad
Celsius), welche die Habitate hatten. Fir die Genbank ID 7 wurde Sediment entlang
eines Temperaturgradienten von 250°C bis 311°C genommen.

Die bereits weiter oben diskutierten metabolischen Féhigkeiten der Desulfobacteraceae
in marinen Sedimenten, durften die Erklarung dafur sein, wieso in allen dsrAB-
Genbanken, die von marinen Sedimenten mit Temperaturen unter 50°C gewonnen
wurden, dsrAB-Sequenzen gefunden wurden konnten, die sich der Familie der
Desulfobacteraceae zuordnen lassen (ID 1 - ID 5, ID 9 - ID 11). 16S-rRNS-Genbanken
bestétigen das VVorhandensein von Desulfobacteraceae in marinen Habitaten (Rooney-
Varga et al. 1998; Edgcomb et al. 1999; Sahm et al. 1999; Urakawa et al. 1999; Asami

et al. 2005; Mussmann et al. 2005). Uber den Genus Desulfosarcina lasst sich sagen,
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dass bis jetzt keine thermophilen Spezies beschrieben wurden. Hohe
Salzkonzentrationen (10 g/l NacCl, 2 g/l MgCl,x6H,0) und anoxische Bedingungen
sind fur das Wachstum in Kultur notwendig. Sporenbildung konnte nicht beobachtet
werden. Der Stoffwechsel der Bakterien ist sehr variabel, da Sulfat und andere oxidierte
Schwefelverbindungen als Elektronenakzeptor verwendet werden konnen, bei deren
Fehlen aber Laktat, Pyruvat, Acetat, und Propionat fermentiert werden kénnen. Den
Bakterien steht auch eine breite Palette an Elektronendonoren zur Verfugung: Format,
Acetat, Propionat, Fett- und andere organische S&duren, Alkohole, aromatische
Verbindungen und H, (Widdel 1980; Widdel 1988; Finster et al. 1997; Brandt et al.
1999; Galushko et al. 1999; Knoblauch et al. 1999; Widdel and Rabus 2001).

Vertreter der Ordnung der Desulfovibrionales sind in den marinen dsrAB-Genbanken
nur mit einer OTU (AF360671) in einer Genbank (ID 3; 4°C, Joulian et al. 2001) Vertreten,
obwohl die Desulfovibrionales aus fast allen aquatischen inklusive marinen Habitaten
isoliert werden konnten. Bis 2004 waren nur strikt anaerobe kultivierte Vertreter in
Habitaten mit Temperaturen ber 15°C bekannt (Kuever et al. 2005). 2006 konnte
Vandieken zwei psychrotolerante Bakterien der Gattung Desulfovibrio aus den
permanent kalten Sedimenten an der Kiiste Spitzbergens beschreiben die noch bei
Temperaturen von minus zwei Grad Celsius wachsen kénnen (Vandieken et al. 2006).
Zwei Grunde wieso nur in einer dsrAB-Genbank Desulfovibrionales zu finden sind,
konnten sein, dass entweder die verwendeten dsrAB-Primer die dsrAB-Gene der in den
Sedimenten vorhandenen Desulfovibrionales nicht erfassen oder die Abundanz von

Vertretern dieser Ordnung in den Sedimenten nur sehr gering ist.

Um die dsrAB-Sequenz von Desulfobacterium anilini dirfte es einen weiteren marinen
Sediment-Cluster von dsrAB-Sequenzen geben. Alle kultivierten Vertreter, die
Ahnlichkeiten zu Desulfobacterium anilini haben, wurden aus marinen Sedimenten
isoliert und konnen ein breites Spektrum an organischen Verbindungen als
Elektronendonor verwenden. Die Einteilung von Desulfobacterium anilini innerhalb des
Genus Desulfobacterium misste Uberdacht werden, da 16S-rRNS- und dsrAB-

Sequenzanalysen darauf hindeuten, dass es sich bei dem Bakterium um eine neue
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Familie oder neuen Genus innerhalb der Deltaproteobakterien handeln kénnte (Loy et
al. 2003; Zverlov et al. 2005). Drei dsrAB-Genbanken (ID 3; 4°C, Joulian et al. 2001; ID 4;
<4°C, Leloup et al. 2006; 1D 10; ~6°C, Lloyd et al. 2001) enthalten Sequenzen, die in die N&he

von Desulfobacterium anilini fallen.

Eine dsrAB-Sequenz (AY197448) von nur einer Genbank (ID 1; 3°C-140°C, Dhillon et al.
2003) fallt in den Cluster der Firmicutes Desulfotomaculum spp. und Moorella spp.,
welche die dsrAB durch lateralen Gentransfer erhalten haben. Es wird vermutet, dass
der Donor dieses lateral vererbten dsrAB-Gens entweder eine unbekannte Linie der SRP
ist oder dass es sich um einen Vorfahren von Desulfobacterium anilini handeln konnte.
In dsrAB-Bdumen haben diese grampositiven Bakterien und Desulfobacterium anilini
einen monophyletischen Ursprung (Zverlov et al. 2005). Desulfotomaculum Spezies
konnen viele organische Molekule als Substrat wahrend der Sulfatreduktion hernehmen.
Bei der Abwesenheit von Sulfat konnen sie auch durch Fermentation Energie gewinnen.
Vandieken konnte Desulfotomaculum arcticum aus permanent kalten Sedimenten an der
Kste von Spitzbergen isolieren, obwohl kein Wachstum bei Temperaturen von unter
26°C beobachtet werden konnte (Vandieken et al. 2006). Da Desulfotomaculum Spezies
Sporen ausbilden konnen, dirften sie in kalten Habitaten nur (berleben. Bis jetzt
konnten namlich nur meso- und thermophile Spezies isoliert werden, was der Grund
daflir sein durfte, dass bis jetzt nur eine dsrAB-Sequenz in Genbanken von kalten,

marinen Sedimenten gefunden werden konnte.

Die Familie der Desulfobulbaceae ist eine was ihren Stoffwechsel betrifft sehr diverse
Gruppe, die chemoorganotrophe, chemolithoheterotrophe oder chemolithoautotrophe
Vertreter enthalten kann. Als Elektronenakzeptor wird meistens Sulfat (Ausnahme
Desulfocapsa sulfexigens), Sulfit oder Thiosulfat (Ausnahme Desulfofustis spp.)
verwendet (Kuever et al. 2005). Manche Vertreter dieser Familie konnen auch
elementaren Schwefel reduzieren. Einfache organische Verbindungen wie langkettige
Fettsduren und Alkohole werden als Elektronendonoren verwendet. Wachstum mittels
Disproportionierung von Schwefel kann ebenfalls vorkommen (Finster et al. 1998). Bis
jetzt konnten nur meso- und psychrophile Desulfobulbaceae isoliert werden. Die Isolate

stammen aus Salz-, Brack- und SiiRwasser-Habitaten (Kuever et al. 2005).

83



D Diskussion

dsrAB-Sequenzen, die dieser Familie zugeordnet werden konnen, konnten in vier
Genbanken identifiziert werden. Interessanterweise stammen die meisten dsrAB-
Sequenzen aus Genbanken, die von marinen Hydrothermalquellen gemacht wurden,
was bedeuten konnte, dass auch hyperthermophile Vertreter vorhanden sein kénnten.
OTU D konnte in zwei unterschiedlichen Genbanken (ID 7; Hydrothermalquelle, Nakagawa
el al. 2004b; 1D 8; Hydrothermalquelle, Nercessian et al. 2005) beobachtet werden. Trotz meso-
und psychrophiler Isolate, aber fehlender Thermophiler, scheint aufgrund der
Datenbank-Analyse die Familie der Desulfobulbaceae nur eine untergeordnete Rolle in
kalten, marinen Sedimenten zu spielen. Ob dies an ungeeigneten Primern zur Detektion
dieser Familie liegt, oder ob diese Familie tatsachlich nur spérlich in kalten, marinen

Sedimenten vorhanden ist, ist mit den vorhanden Daten nicht zu klaren.

Die  dsrAB-Sequenzen des  Phylums  Thermodesulfobacteria  und  der
Deltaproteobakterien weisen eine hohere Ahnlichkeit als deren rRNS-Gene auf. Dies
deutet darauf hin, dass die Thermodesulfobacteria das dsrAB-Gen durch lateralen
Gentransfer erhalten haben (Klein et al. 2001). Thermodesulfobacterium spp. wurden
aus Habitaten mit hohen Temperaturen isoliert und sind chemoorganotrophe oder
chemolithoautotrophe ~ Organismen.  Drei  marine  dsrAB-Genbanken  (alle
Hydrothermalquellen; ID 6, ID 7, ID 8) enthalten Sequenzen, die gemeinsam mit den
dsrAB-Sequenzen von Thermodesulfobacterium spp. in eine Gruppe fallen. OTU E
konnte in allen drei Genbanken beobachtet werden. Es scheint, dass diese Vertreter sich
uber groRe Entfernungen ausbreiten konnten, was in weiterer Folge bedeuten konnte,
dass einige Spezies in vielen, weit voneinander entfernten Hydrothermalquellen

weltweit anzutreffen waren.

Vertreter der Ordnung Syntrophobacterales lassen sich in funf marinen dsrAB-
Genbanken finden (ID 1; 13°C-140°C, Dhillon et al. 2003; ID 4; <4°C, Leloup et al. 2006; ID 7;
ID 10; ~6°C, Lloyd et al. 2001; ID 11; 0,4°C, Barisic, diese Arbeit). OTU F konnte in drei
Genbanken (ID 1, ID 10, ID 11) beobachtet werden, die Temperaturen unter 6°C
aufweisen, allerdings aus unterschiedlichen Tiefen stammen. Viele Vertreter der
Syntrophobacterales sind neben der Sulfatreduktion auch zur Fermentation beféhigt.

Einfache organische Molekile werden als Elektronendonoren verwendet (Kuever et al.

84



D Diskussion

2005). Auch hier scheint es sich um eine sehr wichtige Ordnung von Bakterien in

marinen Sedimenten zu handeln.

Die bereits weiter oben diskutierte tiefzweigende dsrAB-Linie, der keine kultivierten
Organismen zugeordnet werden konnen, ist in marinen dsrAB-Genbanken sehr
abundant. Abgesehen von den dsrAB-Genbanken von Hydrothermalquellen (ID 6, ID 7,
ID 8) und den Genbanken ID 3 (4°C, Joulian et al. 2001) und ID 4 (<4°C, Leloup et al. 2006),
enthalten alle anderen dsrAB-Genbanken von marinen Sedimenten Sequenzen, die in
diese Linie fallen. Wenn man die dsrAB-Sequenzen der OTUs der Hydrothermalquellen
weglasst, enthalt diese Linie 58 der 126 OTUs, die im Rahmen von dsrAB-Genbanken
definiert wurden. Finf OTUs, die in mehr als einer dsrAB-Genbank gefunden wurden,
lassen sich innerhalb dieser tiefzweigenden Gruppe definieren. OTU G enthélt dsrAB-
Sequenzen aus vier unterschiedlichen Genbanken (ID 1; 13°C-140°C, Dhillon et al. 2003; 1D
5; ~5°C, Liu et al. 2003; 1D 10; ~6°C, Lloyd et al. 2001; ID 11; 0,4°C, Barisic, diese Arbeit), OTU
H wurde in drei Genbanken gefunden (ID 1; 13°C-140°C, Dhillon et al. 2003; ID 2; <4°C,
Fukuba el al. 2003; ID 5; ~5°C, Liu et al. 2003) und OTU | (ID 10; ~6°C, Lloyd et al. 2001, 1D
11; 0,4°C, Barisic, diese Arbeit), OTU J (ID 2, ID 10) und OTU K (ID 10, ID 11) in jeweils
ZWei.

Insgesamt betrachtet dirfte diese Linie eine wichtige Rolle in marinen Sedimenten
spielen, da sie in so vielen Studien nachgewiesen werden konnte. In zukinftigen
Arbeiten sollte es ein Ziel sein, diese Gruppe phylogenetisch einzuordnen und falls

mdoglich zu kultivieren.

Eine zweite tiefzweigende Linie von dsrAB-Sequenzen, der keine dsrAB-Gene von
kultivierten Organismen zugeordnet werden kénnen, kann in drei Genbanken (ID 4;
<4°C, Leloup et al. 2006; ID 5, ID 9; 5,4°C, Thomsen et al. 2001) gefunden werden. Dieser
tiefzweigende Cluster fallt in die N&he von grampositiven, sporenbildenden Bacteria,
wie Desulfotomaculum spp., Desulfosporosinus spp., Pelotomaculum spp. und
Carboxydothermus spp. und enthdlt OTU L, die in zwei dsrAB-Genbanken gefunden

werden konnte.
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In der Ndhe von Archaeoglobus spp. lassen sich OTU M und OTU N finden, die
ebenfalls nur in marinen Sedimenten zu finden sind. Beide enthalten jeweils zwei
dsrAB-Sequenzen von den Genbanken der Hydrothermalquellen ID 7 (Nakagawa el al.
2004b) und 1D 8 (Nercessian et al. 2005). Frihere Studien haben ergeben, dass die Gattung
Archaeoglobus die dsrAB-Gene durch lateralen Gentransfer erhalten haben (Klein et al.
2001). Die dem Phylum der Euryarchaeota zugeordneten hyperthermophilen Archaea
wurden aus geothermalen marinen Sedimenten isoliert und sind strikt anaerob.

Chemolithoautotrophes und chemoorganotrophes Wachstum sind moglich.

D.2.2 Analyse der marinen dsrAB-Genbanken mit Treeclimber

Um mikrobielle Gemeinschaften zu beschreiben, hat Martin vorgeschlagen einen
Parsimony-Test (P-Test) durchzufiihren, der die mikrobielle Diversitat zweier
Genbanken bewerten kann (Martin 2002). Dazu adaptierte er die Nullhypothese einer
von Maddison und Slatkin entwickelten statistischen Methode. Die modifizierte
Nullhypothese besagt, dass die beobachteten phylogenetischen Unterschiede durch die
Anhdufung von zufalligen Variationen zustande gekommen sind und dass die
analysierten Gemeinschaften aus einer gemeinsamen Vorlaufergemeinschaft evolviert
sind.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten P-Tests sind einigen systematischen Fehlern
unterworfen. Zum einen wurden die dsrAB-Genbanken mit funf unterschiedlichen
Primersets entworfen, die auch eine unterschiedliche Diversitét erfassen. Genbank ID 1
(13°C-140°C, Dhillon et al. 2003) ID 3 (4°C, Joulian et al. 2001) ID 6 (Hydrothermalquelle,
Nakagawa et al. 2004a) 1D 8 (Hydrothermalquelle, Nercessian et al. 2005) und 1D 9 (5,4°C, Thomsen
et al. 2001) wurden mit den von Wagner publizierten Primern erstellt (Wagner et al.
1998). Fir die Genbanken ID 4 (<4°C, Leloup et al. 2006) und ID 7 (Hydrothermalquelle,
Nakagawa el al. 2004b) wurden degenerierte Varianten der von Wagner erstellten Primer
verwendet (Klein et al. 2001). Karkhoff-Schweizer hat die Primer flr die Genbanken 1D
2 (<4°C, Fukuba el al. 2003) und ID 5 (~5°C, Liu et al. 2003) entworfen (Karkhoff-Schweizer
et al. 1995). Die Genbanken ID 10 (~6°C, Lloyd et al. 2001) und ID 11 (Tabelle B.4)

wurden ebenfalls mit zwei jeweils unterschiedlichen Primersets erstellt.
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Die Verwendung von unterschiedlichen Primern fuhrte aber nicht nur zur Erfassung von
unterschiedlichen Organismen, sondern auch zu unterschiedlich langen PCR-
Amplifikaten, die sich aus diesem Grund bei fehlender Uberlappung nicht untereinander
vergleichen lassen. So lassen sich keine auf Distanzmatrizes basierenden
Baumrechnungsverfahren durchfilhren, da bei geringer bzw. fehlender Uberlappung
keine zuverlassigen Distanzwerte berechnet werden kénnen. Deshalb wurden mit den
langen dsrAB-Sequenzen Parsimony-Baume auf Nukleinséurebasis berechnet und die
kurzen Sequenzen mit dem ,,Parsimony Interactive“-Tool eingerechnet (B.8.5). Die
resultierenden Parsimony-Béume wurden ausschlieRlich fir die P-Tests hergenommen,
obwohl unterschiedliche Baumberechnungsverfahren zu untereinander abweichenden P-
Werten fuhren kénnen (Schloss and Handelsman 2006).

Ein weiteres Problem beim Vergleich der Genbanken lag darin, dass in manchen
Genbanken die dsrAB-Sequenzen nach der Sequenzierung nicht korrekturgelesen
wurden, sondern gleich fir die Analyse herangezogen wurde. Dadurch kann eine durch
Sequenzierfehler bedingte hohere Diversitat suggeriert werden, die sich auf die

nachfolgende statistische Auswertung auswirkt.

Mit dem P-Test kann auch der Einfluss einzelner Umweltparameter auf die mikrobielle
Diversitdt untersucht werden. Martin hat die Auswirkungen von Dinger auf die
mikrobielle Gemeinschaft eines Bodens analysiert (Martin 2002). Ein Grund die P-Tests
in meiner Arbeit durchzufiihren war um die Frage zu klaren ob Druck und Temperatur
die Gemeinschaft der SRP in marinen Sedimenten beeinflussen. Die Menge der in den
dsrAB-Genbanken abgelegten Sequenzen dirfte aber nicht ausreichen, um statistisch
signifikante Aussagen beziiglich des Einflusses von Temperatur und Druck zu erhalten.
Genbanken aus Habitaten, bei denen aufgrund ihrer Geographie oder Anzahl an
gemeinsamen OTUs zu erwarten war, dass der P-Test insignifikant sein konnte, wurden
analysiert. Diese Auswertungen ergaben, dass sich die Genbanken auch von Habitaten
mit &hnlichen Tiefen und Temperaturen voneinander unterscheiden. Ob dies durch
experimentell verursachte Variationen, wie zum Beispiel unterschiedliche Primersets,
Coverage-Werte, Zeitpunkt der Probenahme, etc., bedingt ist oder ob sich die
mikrobiellen Gemeinschaften tatsachlich unterscheiden, konnte nicht geklart werden.
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Weiters wurde untersucht, wie grof? die Unterschiede aller bis jetzt publizierten marinen
dsrAB-Genbanken (ID 1 bis ID 11) zueinander sind und ob die, in den marinen
Sedimenten erfassbare Gemeinschaft der SRP, sich aus einer gemeinsamen
Vorlaufergemeinschaft entwickelt hat. Der P-Test dieser Analyse war signifikant, was
bedeutet, dass sich die Sequenzen in den Genbanken stark voneinander unterscheiden.
Da es maoglich ist auch Untergruppen innerhalb von Genbanken mit dem P-Test zu
analysieren, wurden auch die dsrAB-Sequenzen der Deltaproteobakterien bzw. alle
dsrAB-Sequenzen exklusive der Deltaproteobakterien untersucht. Beide Analysen
ergaben signifikante P-Werte. Aufgrund der geringen Anzahl an OTUs (acht
Genbanken beinhalten weniger als 20 OTUs), die in den dsrAB-Genbanken vertreten
sind, ist die statistische Aussagekraft dieser Meta-Analysen nicht besonders hoch.
Trotzdem deuten die Daten darauf hin, dass sich die mikrobiellen Gemeinschaften der

SRP in den einzelnen Habitaten stark voneinander unterschieden.

Die in dieser Arbeit erstellte Genbank (ID 11) wurde mit jeder bis jetzt publizierten
marinen dsrAB-Genbank (exklusive Genbanken von Hydrothermalquellen) verglichen.
Die Analyse mit den Genbanken ID 1 (fiinf OTUs; 13°C-140°C, Dhillon et al. 2003) und 1D 2
(neun OTUs; <4°C, Fukuba el al. 2003) flihrte zu einem insignifikanten P-Wert. Hier muss
aber erwahnt werden, dass es aufgrund der geringen Anzahl an OTUs nicht mdglich ist,
zu sagen, dass die Genbanken homogen sind. Der P-Wert in den Analysen mit allen
anderen Genbanken ID 3 (4°C, Joulian et al. 2001) bis ID 10 (~6°C, Lloyd et al. 2001) war
signifikant, obwohl die P-Werte bei der Analyse mit den Genbanken ID 5 (~5°C, Liu et al.
2003) und ID 10 (~6°C, Lloyd et al. 2001) die Grenzwerte zwischen
Signifikanz/Insignifikanz darstellen. Dies bedeutet, dass sich die in dieser Arbeit
erstellte dsrAB-Genbank von fast allen marinen dsrAB-Genbanken stark unterscheidet.
Da die Orte, von denen die Proben genommen wurden, nicht ausreichend untersucht
und dokumentiert wurden, kann der Einfluss der Standortunterschiede, wie
Salzkonzentration, = Bodeneintrag,  Entfernung  zum  Festland,  chemische
Zusammensetzung des Bodens, Wasserstromungen, etc. neben den experimentellen

Unterschieden fiir die Heterogenitéat der Genbanken verantwortlich sein.
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Die Analyse der Genbanken ID 7 (Hydrothermalquelle, Nakagawa el al. 2004b) und ID 8
(Hydrothermalquelle, Nercessian et al. 2005) weist einen insignifikanten P-Wert auf. Da die
Anzahl an OTUs in beiden Genbanken etwa gleich groR ist, sind die Genbanken
statistisch gut miteinander vergleichbar. Da in beiden Genbanken zusatzlich vier
gemeinsame OTUs zu finden sind (OTU D, OTU E, OTU M und OTU N) kann der
Nullhypothese widersprochen und festgestellt werden, dass die Habitate der Genbanken

ID 7 und ID 8 eine gemeinsame mikrobielle VVorlaufergemeinschaft hatten.

Die Genbanken ID 3 und ID 9 (5,4°C, Thomsen et al. 2001) wurden ebenfalls mit dem P-
Test verglichen. Aufgrund der groRen Nahe der Habitate, aus denen die Sedimente fir
die Genbanken entnommen wurden, scheint die Insignifikanz des P-Wertes nicht
Uberraschend. Leider sind statistische Analysen mit der Genbank ID 3 aufgrund der
geringen Anzahl an OTUs (funf OTUs) nur wenig aussagekraftig. Trotzdem wird an
dieser Stelle spekuliert, dass die mikrobiellen Gemeinschaften in den Habitaten dieser

Genbanken aus einer gemeinsamen Vorlaufergemeinschaft evolviert sind.

Die Genbanken ID 4 (<4°C, Leloup et al. 2006) und ID 9, die drei gemeinsame OTUs
aufweisen, wurden ebenfalls mit dem P-Test analysiert. Der P-Wert war signifikant,
was bedeutet, dass ein Grof3teil der in den Genbanken vertretenen dsrAB-Sequenzen
keine gemeinsamen Vorlaufer hatte, bzw. in Anbetracht der Theorie, dass alle dsrAB-
Sequenzen monophlyetisch sind (Wagner et al. 1998; Klein et al. 2001; Klein 2004), der

gemeinsame Vorldufer sehr alt ist.
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Die dissimilatorische Sulfatreduktion ist eine der wichtigsten biologisch durchgefiihrten
Stoffwechselreaktionen auf der Erde. Dies liegt unter anderem daran, dass bis zu 50%
des organischen Kohlenstoffs in marinen Sedimenten im Rahmen der an die
Sulfatreduktion gekoppelten Redoxreaktionen remineralisiert werden. 71% der
Planetenoberflache sind von Meerwasser bedeckt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die
Diversitat der dsrAB-Gene im marinen Sediment an der Kiste Spitzbergens durch die
Erstellung einer dsrAB-Genbank untersucht werden. So konnten neben SRP von denen
bekannt ist, dass sie in marinen Sedimenten zu finden sind, neue Entwicklungslinien
gefunden werden, denen bislang keine kultivierten SRP zuordenbar sind. Diese neuen
Entwicklungslinien aber auch Proteobakterien dirften eine wichtige Rolle im Sediment
bei Station J spielen. Mit dem SRP-PhyloChip konnten ebenfalls Hinweise auf das
Vorhandensein von Vertretern der Desulfovibrionaceae, Desulfobacteraceae und
Desulfobulbaceae in den Sedimenten, die alle in die Klasse der Deltaproteobakterien
fallen, gesammelt werden.

Mit Real-Time-PCR wurde die Abundanz einer OTU (OTU 12), die in diese neue
Entwicklungslinie fallt und mit den meisten Klonen in der dsrAB-Genbank vertreten
war, gemessen. Mit einer relativen Haufigkeit von bis zu 2% ist OTU 12 in dem
untersuchten Habitat zahlenmalRig auBergewohnlich dominant. Aufféllig ist, dass bei der
Tiefe von sieben Zentimetern bei der die hoéchsten Sulfatreduktionsraten gemessen
wurden, die Abundanz von OTU 12 abnimmt, wéhrend die Abundanz bei den Tiefen
von finf, sechs und neun Zentimetern am hochsten ist.

Zusétzlich wurden alle bis zum November 2006 publizierten dsrAB-Genbanken von
marinen Sedimenten statistischen Analysen unterzogen. Vierzehn OTUs sind nur in
marinen Habitaten zu finden sind. Die Daten suggerieren, dass Desulfobacteraceae und
die neue, tiefzweigende Entwicklungslinie in allen kalten, marinen Sedimenten
vorhanden sind. Weiters wurden statistische Tests durchgefuihrt, die zeigten, dass sich
die publizierten dsrAB-Genbanken in ihrer Zusammensetzung stark voneinander
unterscheiden. Aufgrund der geringen vorhanden Datenmenge bleibt unklar ob die

Unterschiede durch biogeographische oder experimentelle Faktoren verursacht wurden.
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G.1 Rohdaten der Quantifizierung von OTU 12

Quantifizierung von OTU 12 in Core B

Tiefe Thresrzglg Cycle Lo(guztnatgiyng Qu:rt]%rtt)in(%Q) SQ Mean | SQ Std. Dev. | Ct Mean Cé:\td
lcm 28,27 1,572 3,73E+01 6,71E+01 3,46E+01 27,53 7,79E-01
2cm 30,14 1,032 1,08E+01 1,72E+01 6,11E+00 29,51 5,78E-01
3cm 27,9 1,68 4,78E+01 6,20E+01 2,01E+01 27,55 4,95E-01
4cm 28,05 1,637 4,33E+01 6,33E+01 2,18E+01 27,54 5,20E-01
5cm 25,81 2,285 1,93E+02 4,65E+02 2,58E+02 24,68 1,01E+00
6cm 26,29 2,146 1,40E+02 2,04E+02 8,56E+01 25,8 5,97E-01
7cm 27,05 1,925 8,42E+01 8,61E+01 3,73E+01 27,12 6,89E-01
8cm 26,55 2,069 1,17E+02 1,60E+02 4,50E+01 26,13 4,26E-01
9cm 26,25 2,156 1,43E+02 2,38E+02 8,57E+01 25,57 6,09E-01
10cm 26,75 2,011 1,03E+02 1,25E+02 2,65E+01 26,48 3,11E-01
11 cm 27,41 1,823 6,65E+01 9,19E+01 2,66E+01 26,96 4,41E-01
lcm 27,58 1,771 5,90E+01 6,71E+01 3,46E+01 27,53 7,79E-01
2cm 29,39 1,25 1,78E+01 1,72E+01 6,11E+00 29,51 5,78E-01
3cm ND ND ND ND ND ND ND
4cm 27,56 1,778 6,00E+01 6,33E+01 2,18E+01 27,54 5,20E-01
5cm 24,38 2,698 4,99E+02 4,65E+02 2,58E+02 24,68 1,01E+00
6 cm 25,98 2,235 1,72E+02 2,04E+02 8,56E+01 25,8 5,97E-01
7cm 27,84 1,698 4,98E+01 8,61E+01 3,73E+01 27,12 6,89E-01
8cm 26,14 2,19 1,55E+02 1,60E+02 4,50E+01 26,13 4,26E-01
9cm 25,09 2,492 3,10E+02 2,38E+02 8,57E+01 25,57 6,09E-01
10 cm 26,55 2,07 1,17E+02 1,25E+02 2,65E+01 26,48 3,11E-01
11 cm 26,96 1,953 8,97E+01 9,19E+01 2,66E+01 26,96 4,41E-01
lcm 26,72 2,021 1,05E+02 6,71E+01 3,46E+01 27,53 7,79E-01
2cm 29 1,361 2,29E+01 1,72E+01 6,11E+00 29,51 5,78E-01
3cm 27,2 1,882 7,62E+01 6,20E+01 2,01E+01 27,55 4,95E-01
4cm 27,01 1,937 8,65E+01 6,33E+01 2,18E+01 27,54 5,20E-01
5cm 23,86 2,848 7,05E+02 4,65E+02 2,58E+02 24,68 1,01E+00
6cm 25,13 2,479 3,02E+02 2,04E+02 8,56E+01 25,8 5,97E-01
7cm 26,47 2,094 1,24E+02 8,61E+01 3,73E+01 27,12 6,89E-01
8cm 25,7 2,316 2,07E+02 1,60E+02 4,50E+01 26,13 4,26E-01
9cm 25,36 2,414 2,59E+02 2,38E+02 8,57E+01 25,57 6,09E-01
10 cm 26,14 2,188 1,54E+02 1,25E+02 2,65E+01 26,48 3,11E-01
11cm 26,52 2,078 1,20E+02 9,19E+01 2,66E+01 26,96 4,41E-01

Standardreihe

Eingesetzte

Kopien

100 26,84 1,00E+02 1,00E+02 0,00E+00 26,25 5,14E-01

1000 24,78 1,00E+03 1,00E+03 0,00E+00 24,17 5,95E-01
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10000 19,79 4 1,00E+04 | 1,00E+04 | 0,00E+00 19,83 | 511E-02
100000 16,31 5 1,00E+05 | 1,00E+05 | 0,00E+00 16,03 | 3,90E-01
100 25,91 2 1,00E+02 | 1,00E+02 | 0,00E+00 26,25 | 514E-01
1000 24,15 3 1,00E+03 | 1,00E+03 | 0,00E+00 2417 | 595E-01
10000 19,86 4 1,00E+04 | 1,00E+04 | 0,00E+00 19,83 | 511E-02
100000 15,76 5 1,00E+05 | 1,00E+05 | 0,00E+00 16,03 | 3,90E-01
100 25,99 2 1,00E+02 | 1,00E+02 | 0,00E+00 26,25 | 514E-01
1000 23,59 3 1,00E+03 | 1,00E+03 | 000E+00 | 24,17 | 5,95E-01
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Quantifizierung von 16s-rRNS Genen in 12 Core B

e | Tesgncyde | Log g | string | squean | 993 | conean | G4
lcm 18,87 4,676 4,74E+04 4,87E+04 3,10E+03 18,83 1,02E-01
2cm 22,03 3,835 6,84E+03 8,46E+03 2,30E+03 21,72 4,22E-01
3cm 19,67 4,464 2,91E+04 3,32E+04 4,36E+03 19,46 2,13E-01
4cm 20,67 4,197 1,58E+04 1,86E+04 2,60E+03 20,4 2,35E-01
5cm 18,2 4,853 7,13E+04 7,94E+04 1,67E+04 18,05 3,27E-01
6cm 19,51 4,505 3,20E+04 4,31E+04 1,01E+04 19,06 4,07E-01
7cm 19,55 4,494 3,12E+04 3,91E+04 8,37E+03 19,21 3,49E-01
8cm 19,17 4,595 3,94E+04 4,44E+04 5,00E+03 18,98 1,85E-01
9cm 19,48 4,514 3,26E+04 3,00E+04 2,33E+03 19,62 1,24E-01
10cm 19,61 4,479 3,01E+04 3,98E+04 8,70E+03 19,19 3,79E-01
11cm 19,59 4,484 3,05E+04 3,34E+04 2,56E+03 19,45 1,28E-01
lcm 18,9 4,668 4,65E+04 4,87E+04 3,10E+03 18,83 1,02E-01
2cm 21,89 3,871 7,43E+03 8,46E+03 2,30E+03 21,72 4,22E-01
3cm 19,24 4,577 3,78E+04 3,32E+04 4,36E+03 19,46 2,13E-01
4cm 20,33 4,286 1,93E+04 1,86E+04 2,60E+03 20,4 2,35E-01
5cm 18,27 4,834 6,83E+04 7,94E+04 1,67E+04 18,05 3,27E-01
6cm 18,93 4,66 4,57E+04 4,31E+04 1,01E+04 19,06 4,07E-01
7cm 19,23 4,581 3,81E+04 3,91E+04 8,37E+03 19,21 3,49E-01
8cm 18,97 4,649 4,45E+04 4,44E+04 5,00E+03 18,98 1,85E-01
9cm 19,72 4,451 2,83E+04 3,00E+04 2,33E+03 19,62 1,24E-01
10cm 18,88 4,672 4,70E+04 3,98E+04 8,70E+03 19,19 3,79E-01
11cm 19,35 4,547 3,52E+04 3,34E+04 2,56E+03 19,45 1,28E-01
lcm 18,71 4,718 5,23E+04 4,87E+04 3,10E+03 18,83 1,02E-01
2cm 21,24 4,045 1,11E+04 8,46E+03 2,30E+03 21,72 4,22E-01
3cm 19,48 4,514 3,27E+04 3,32E+04 4,36E+03 19,46 2,13E-01
4cm 20,21 4,318 2,08E+04 1,86E+04 2,60E+03 20,4 2,35E-01
5cm 17,68 4,994 9,86E+04 7,94E+04 1,67E+04 18,05 3,27E-01
6cm 18,73 4,713 5,17E+04 4,31E+04 1,01E+04 19,06 4,07E-01
7cm 18,86 4,68 4,79E+04 3,91E+04 8,37E+03 19,21 3,49E-01
8cm 18,8 4,694 4,94E+04 4,44E+04 5,00E+03 18,98 1,85E-01
9cm 19,67 4,464 2,91E+04 3,00E+04 2,33E+03 19,62 1,24E-01
10cm 19,06 4,625 4,21E+04 3,98E+04 8,70E+03 19,19 3,79E-01
11 cm 19,39 4,538 3,45E+04 3,34E+04 2,56E+03 19,45 1,28E-01

Standardreihe

Eingesetzte

Kopien
2000 23,39 3,301 2,00E+03 2,00E+03 0,00E+00 24,09 8,56E-01

20000 20,09 4,301 2,00E+04 2,00E+04 0,00E+00 20,11 4,14E-01
200000 16,86 5,301 2,00E+05 2,00E+05 0,00E+00 16,79 9,70E-02
2000000 12,62 6,301 2,00E+06 2,00E+06 0,00E+00 12,7 8,86E-02
2000 23,83 3,301 2,00E+03 2,00E+03 0,00E+00 24,09 8,56E-01
20000 20,53 4,301 2,00E+04 2,00E+04 0,00E+00 20,11 4,14E-01
200000 16,72 5,301 2,00E+05 2,00E+05 0,00E+00 16,79 9,70E-02
2000000 12,7 6,301 2,00E+06 2,00E+06 0,00E+00 12,7 8,86E-02
2000 25,04 3,301 2,00E+03 2,00E+03 0,00E+00 24,09 8,56E-01
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20000 19,71 4,301 2,00E+04 2,00E+04 0,00E+00 20,11 4,14E-01
200000 ND ND ND ND ND ND ND
2000000 12,8 6,301 2,00E+06 2,00E+06 0,00E+00 12,7 8,86E-02
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Quantifizierung von OTU 12 in Core C

Tiefe gﬁzr}oclg LOquztr?tEiyng Quzrﬁrtt;n(%Q) SQ Mean SQ Std. Dev. | Ct Mean Cég\sd
lcm 29,87 1,204 1,60E+01 2,29E+01 1,30E+01 29,43 8,97E-01
2cm 28,95 1,437 2,74E+01 4,02E+01 1,23E+01 28,35 5,56E-01
3cm 30,13 1,138 1,37E+01 1,83E+01 4,82E+00 29,68 4,54E-01
4 cm 27,71 1,754 5,67E+01 6,24E+01 6,19E+00 27,55 1,69E-01
5cm 27,82 1,724 5,30E+01 6,40E+01 1,37E+01 27,52 3,56E-01
6 cm 27,11 1,905 8,04E+01 1,00E+02 2,79E+01 26,77 4,83E-01
7cm 26,62 2,03 1,07E+02 1,19E+02 2,35E+01 26,46 3,25E-01
8 cm 25,29 2,367 2,33E+02 2,23E+02 5,81E+01 25,4 4,71E-01
9cm 26,12 2,156 1,43E+02 1,72E+02 6,29E+01 25,87 5,86E-01
10 cm 27,01 1,93 8,51E+01 1,03E+02 1,57E+01 26,7 2,73E-01
11 cm 27,09 1,909 8,11E+01 8,69E+01 1,99E+01 27,01 3,82E-01
lcm 30,02 1,167 1,47E+01 2,29E+01 1,30E+01 29,43 8,97E-01
2cm 28,26 1,614 4,12E+01 4,02E+01 1,23E+01 28,35 5,56E-01
3cm 29,69 1,25 1,78E+01 1,83E+01 4,82E+00 29,68 4,54E-01
4 cm 27,37 1,839 6,90E+01 6,24E+01 6,19E+00 27,55 1,69E-01
5cm 27,62 1,777 5,98E+01 6,40E+01 1,37E+01 27,52 3,56E-01
6 cm ND ND ND ND ND ND ND
7cm 26,68 2,013 1,03E+02 1,19E+02 2,35E+01 26,46 3,25E-01
8cm 25,92 2,207 1,61E+02 2,23E+02 5,81E+01 25,4 4,71E-01
9cm 26,3 2,111 1,29E+02 1,72E+02 6,29E+01 25,87 5,86E-01
10 cm 26,59 2,037 1,09E+02 1,03E+02 1,57E+01 26,7 2,73E-01
11lcm 27,34 1,848 7,05E+01 8,69E+01 1,99E+01 27,01 3,82E-01
1cm 28,4 1,579 3,79E+01 2,29E+01 1,30E+01 29,43 8,97E-01
2cm 27,86 1,716 5,20E+01 4,02E+01 1,23E+01 28,35 5,56E-01
3cm 29,22 1,368 2,34E+01 1,83E+01 4,82E+00 29,68 4,54E-01
4 cm 27,57 1,789 6,15E+01 6,24E+01 6,19E+00 27,55 1,69E-01
5cm 27,13 1,9 7,94E+01 6,40E+01 1,37E+01 27,52 3,56E-01
6 cm 26,42 2,079 1,20E+02 1,00E+02 2,79E+01 26,77 4,83E-01
7cm 26,09 2,163 1,46E+02 1,19E+02 2,35E+01 26,46 3,25E-01
8cm 25 2,441 2,76E+02 2,23E+02 5,81E+01 25,4 4,71E-01
9cm 25,21 2,388 2,45E+02 1,72E+02 6,29E+01 25,87 5,86E-01
10 cm 26,5 2,06 1,15E+02 1,03E+02 1,57E+01 26,7 2,73E-01
11cm 26,59 2,038 1,09E+02 8,69E+01 1,99E+01 27,01 3,82E-01
Standardreihe
Eingesetzte Kopien
10000 19,53 4 1,00E+04 1,00E+04 0,00E+00 18,85 7,89E-01
100000 15 5 1,00E+05 1,00E+05 0,00E+00 14,93 9,97E-02
1000000 10,98 6 1,00E+06 1,00E+06 0,00E+00 10,97 4,04E-01
10000 19,02 4 1,00E+04 1,00E+04 0,00E+00 18,85 7,89E-01
100000 ND ND ND ND ND ND ND
1000000 10,56 6 1,00E+06 1,00E+06 0,00E+00 10,97 4,04E-01
10000 17,99 4 1,00E+04 1,00E+04 0,00E+00 18,85 7,89E-01
100000 14,86 5 1,00E+05 1,00E+05 0,00E+00 14,93 9,97E-02
1000000 11,36 6 1,00E+06 1,00E+06 0,00E+00 10,97 4,04E-01
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Quantifizierung von 16s-rRNS Genen in 12 Core C (1. Lauf)
. Threshold Log Starting Starting
Tiefe Cycle (Ct) Quantity Quantity (SQ) SQ Mean | SQ Std. Dev. | CtMean | Ct Std. Dev.
lcm 22,72 4,194 1,56E+04 2,22E+04 9,27E+03 22,14 8,18E-01
2cm 22,68 4,202 1,59E+04 1,97E+04 5,36E+03 22,32 5,22E-01
3cm 22,98 4,135 1,37E+04 1,72E+04 4,97E+03 22,58 5,57E-01
4cm 22,06 4,346 2,22E+04 2,74E+04 7,43E+03 21,69 5,21E-01
5cm 22,54 4,236 1,72E+04 2,08E+04 5,12E+03 22,2 4,71E-01
6 cm 22,21 4,31 2,04E+04 1,66E+04 5,41E+03 22,66 6,29E-01
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7cm 20,94 4,601 3,99E+04 4,60E+04 8,63E+03 20,69 3,58E-01
8cm 21,8 4,405 2,54E+04 3,55E+04 1,42E+04 21,25 7,82E-01
9cm 21,24 4,534 3,42E+04 4,09E+04 9,46E+03 20,92 4,43E-01
10cm 22,04 4,35 2,24E+04 3,14E+04 1,27E+04 21,48 7,88E-01
11l cm 22,17 4,321 2,09E+04 3,25E+04 1,63E+04 21,46 9,95E-01
lcm 21,57 4,458 2,87E+04 2,22E+04 9,27E+03 22,14 8,18E-01
2cm 21,95 4,371 2,35E+04 1,97E+04 5,36E+03 22,32 5,22E-01
3cm 22,19 4,316 2,07E+04 1,72E+04 4,97E+03 22,58 5,57E-01
4cm 21,32 4,514 3,27E+04 2,74E+04 7,43E+03 21,69 5,21E-01
5cm 21,87 4,389 2,45E+04 2,08E+04 5,12E+03 22,2 4,71E-01
6 cm 23,1 4,106 1,28E+04 1,66E+04 5,41E+03 22,66 6,29E-01
7cm 20,43 4,717 5,21E+04 4,60E+04 8,63E+03 20,69 3,58E-01
8cm 20,69 4,658 4,55E+04 3,55E+04 1,42E+04 21,25 7,82E-01
9cm 20,61 4,677 4,76E+04 4,09E+04 9,46E+03 20,92 4,43E-01
10 cm 20,92 4,605 4,03E+04 3,14E+04 1,27E+04 21,48 7,88E-01
11 cm 20,76 4,643 4,40E+04 3,25E+04 1,63E+04 21,46 9,95E-01

Standardreihe

Eingesetzte Kopien

2000 26,98 3,301 2,00E+03 | 2,00E+03 | 0,00E+00 | 2711 | 1,46E-01
20000 20,91 4,301 2,00E+04 | 2,00E+04 | 0,00E+00 | 21,16 | 3,55E-01
200000 17,7 5,301 2,00E+05 | 2,00E+05 | 0,00E+00 | 17,89 | 3,97E-01
2000000 14,03 6,301 2,00E+06 | 2,00E+06 N/A 14,03 N/A
2000 27,07 3,301 2,00E+03 | 2,00E+03 | 0,00E+00 | 2711 | 1,46E-01
20000 21,41 4,301 2,00E+04 | 2,00E+04 | 0,00E+00 | 21,16 | 3,55E-01
200000 18,34 5,301 2,00E+05 | 2,00E+05 | 0,00E+00 | 17,89 | 3,97E-01
2000000 13,41 6,301 2,00E+06 | 2,00E+06 N/A 13,41 N/A
2000 27,27 3,301 2,00E+03 | 2,00E+03 | 0,00E+00 | 2711 | 1,46E-01
20000 ND ND ND ND ND ND ND
200000 17,63 5,301 2,00E+05 | 2,00E+05 | 0,00E+00 | 17,89 | 3,97E-01
2000000 13,83 6,301 2,00E+06 | 2,00E+06 N/A 13,83 N/A
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Correlation Cosfficient: 0,993 Slope: -4,369 Intercept: 41,044 ¥ =-4,369 X + 41,044 o Unknowns
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Quantifizierung von 16s-rRNS Genen in 12 Core C (2. Lauf)

Tiefe ECL?;'}OC'S Lo(gu?atr?t:g]g Quasaat‘iit)i/r}%Q) SQ Mean SQ Std. Dev. | Ct Mean Ct Std. Dev.
1cm 16,7 5,351 2,24E+05 2,40E+05 2,27E+04 16,59 1,53E-01
2cm 17,81 5,052 1,13E+05 2,12E+05 1,40E+05 16,99 1,16E+00
3cm 17,67 5,091 1,23E+05 1,48E+05 3,52E+04 17,39 3,88E-01
4 cm 16,02 5,634 3,42E+05 3,83E+05 5,85E+04 15,84 2,47E-01
5cm 16,76 5,333 2,15E+05 2,14E+05 2,53E+03 16,78 1,91E-02
6 cm 16,23 5,478 3,01E+05 3,38E+05 5,22E+04 16,05 2,51E-01
7cm 15,89 5,567 3,69E+05 3,88E+05 2,62E+04 15,82 1,09E-01
8cm 14,95 5,823 6,65E+05 6,81E+05 2,32E+04 14,91 5,50E-02
9cm 14,68 5,894 7,84E+05 7,79E+05 5,94E+03 14,69 1,23E-02
10 cm 16,75 5,337 2,17E+05 3,51E+05 1,89E+05 16,1 9,14E-01
11 cm 16,38 5,437 2,74E+05 3,99E+05 1,78E+05 15,85 7,43E-01
lcm 16,48 5,409 2,56E+05 2,40E+05 2,27E+04 16,59 1,53E-01
2cm 16,17 5,492 3,11E+05 2,12E+05 1,40E+05 16,99 1,16E+00
3cm 17,12 5,238 1,73E+05 1,48E+05 3,52E+04 17,39 3,88E-01
4 cm 15,67 5,628 4,25E+05 3,83E+05 5,85E+04 15,84 2,47E-01
5cm 16,79 5,326 2,12E+05 2,14E+05 2,53E+03 16,78 1,91E-02
6 cm 15,87 5,574 3,75E+05 3,38E+05 5,22E+04 16,05 2,51E-01
7cm 15,74 5,609 4,06E+05 3,88E+05 2,62E+04 15,82 1,09E-01
8cm 14,87 5,844 6,97E+05 6,81E+05 2,32E+04 14,91 5,50E-02
9cm 14,7 5,889 7,75E+05 7,79E+05 5,94E+03 14,69 1,23E-02
10 cm 15,46 5,685 4,84E+05 3,51E+05 1,89E+05 16,1 9,14E-01
11cm 15,33 5,72 5,25E+05 3,99E+05 1,78E+05 15,85 7,43E-01
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Standardreihe

Eingesetzte Kopien

2000 24,29 3,301 2,00E+03 2,00E+03 0,00E+00 24,34 6,62E-02
20000 20,69 4,301 2,00E+04 2,00E+04 0,00E+00 20,67 3,15E-02
200000 17,1 5,301 2,00E+05 2,00E+05 0,00E+00 16,69 5,71E-01
2000000 13,38 6,301 2,00E+06 2,00E+06 N/A 13,38 N/A
2000 24,38 3,301 2,00E+03 2,00E+03 0,00E+00 24,34 6,62E-02
20000 20,64 4,301 2,00E+04 2,00E+04 0,00E+00 20,67 3,15E-02
200000 16,29 5,301 2,00E+05 2,00E+05 0,00E+00 16,69 5,71E-01
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H Abkirzungsverzeichnis

H Abkilrzungsverzeichnis

°C

M

Q

A
abs.
ADP
AMP
APS
ApsA
ARB

ATP

b
bidest.
bp
BSA
bzw.

C

ca.
CaCl,
CaSOq,
CHISAM
Cy3

Cy5

dNTP
dest.
DNS
ds
DSR
dsrAB
EDTA
ERG

Grad Celsius

mikro (10°)

Ohm

Adenin, Ampere

absolut

Adenosin-Diphosphat
Adenosin-Monophosphat
Adenosin-5’-Phosphosulfat

grolere Unterheit der APS-Reduktase
Softwarepacket fiir phylogenetische Datenanalyse (von arbor, lat. ,,der
Baum®)

Adenosin-Triphosphat

Basen

bidestilliert

Basenpaare

Bovine Serum Albumin
beziehungsweise

Cytosin, Kohlenstoff

circa

Kalziumchlorid

Kalziumsulfat, Gips
Chloroform/Isoamylalkohol
5,5’-Disulfo-1,1’di(X-carbopentynyl)-3,3,3’,3’-tetramethylindol-Cy3.18-
Derivat N-Hydroxysuccimidester
5,5’-Disulfo-1,1’di(X-carbopentynyl)-3,3,3’,3’-tetramethylindol-Cy5.18-
Derivat N-Hydroxysuccimidester
Desoxynukleotid-Triphosphat

destilliert

Desoxyribonukleinsdure

doppelstrangig

dissimilatorische (Bi-)Sulfit-Reduktase
Gene der a- und - Untereinheit der DSR
Ethylen-Diamin-Tetraacetat
Eppendorf-Reaktionsgefal
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et al.
EtBr
EtOH
FISH
g

G
GC

h
H.O
H,S

Kan
kb
KbL
LacZ
LB

MgCl,
min

NaCl,
Pa
PBS
PCI
PCR
RNS
rpm
rRNS
RT

s=
SDS
sec
SO5%
S0,%

et alteri (lat. ,,und andere*)

Ethidium Bromid

Ethanol

Fluoreszenz in situ Hybridisierung
Gramm, Gravitationskraft (Erdbeschleunigung)
Guanin

Mol % Guanin + Cytosin

Stunde(n)

Wasser

Schwefelwasserstoff

Kilo (10°%)

Kanamycin

Kilobasen

»Kilobasen-Leiter”, DNS Langenstandard
B-Galaktosidase

Luria Bertani

milli (10°%), Meter

molar

Magnesiumchlorid

Minute(n)

nano (10°°)

Normal

Natriumchlorid

Pascal

Phosphat-gepufferte Saline-Lésung
Phenol/Chloroform/Isoamlyalkohol
»Polymerase Chain Reaktion®“, Polymerase Kettenreaktion
Ribonukleinsdure

»rounds per minute“, Umdrehungen pro Minute
ribosomale Ribonukleinséure
Raumtemperatur

elementarer Schwefel

Sulfid

Natrium-Dodecylsulfat

Sekunden

Sulfit

Sulfat
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S;03% Thiosulfat

S406> Tetrathionat

SOB schwefeloxidierende Bakterien

sp. Art

spp. Arten

SRP sulfatreduzierende/r Prokaryot/en

SS »single stranded”, einzelstrangig

T Thymin

TAE Tris-Acetat-EDTA

Taq thermostabile DNS-abh&ngige DNS-Polymerase aus Thermus aquaticus
TBE Tris-Borsdure-EDTA

TE Tris-EDTA

TMAC Tetramethyl-Ammoniumchlorid
Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
U Units (Enzymeinheit), Uracil

UN iiber Nacht

\Y/ Volt

viv Volumen/Volumen

Vol. Volumenanteile

wiv Gewicht/VVolumen

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indol-B-D-Galactosid
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