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| EINLEITUNG

Die Anforderungen an die Wasserqualitat, besonders des Trinkwassers, sind in den letzten Jahren
stark angestiegen (WHO-Richtlinie). Die Verfugbarkeit von hygienisch einwandfreiem Trinkwasser ist
jedoch fur den Grof3teil der Erdbevdlkerung nicht gegeben.

Bereits die Qualitat von Rohwasser, welches fir die Trinkwassergewinnung genutzt wird, sollte
weitestgehend Trinkwasserbeschaffenheit aufweisen. In Sachsen wird Trinkwasser vorrangig aus
Oberflachenwasser gewonnen, welches in Talsperren gesammelt wird (auer Nordsachsen
einschliellich Riesa und Leipzig). Nach der EU-Wasserrahmenrichtlinie besteht fur die Aufbereitung
von Oberflachenwasser das Ziel, mindestens mesotrophe, besser oligotrophe Verhaltnisse zu
erreichen. Das Ziel der Sanierung der Einzugsgebiete besteht daher in der Eliminierung von Eisen und
Mangan, Algen, Krankheitserregern und chlorzehrenden Substanzen. Die Verringerung der
Laststofffracht in den Wasserkreislauf ist von herausragender Bedeutung. Phosphate kdnnen das
Wachstum und die Vermehrung der im Wasser vorhandenen Organismen stark férdern und somit zu
unerwiinschten Massenentwicklungen fihren. Durch weitergehende Abwasserbehandlung konnte die
Belastung von Talsperren und Seen mit Phosphor- und Stickstoffverbindungen aus punktférmigen
Quellen in den letzen Jahren deutlich reduziert werden (ROSKE 2000).

Das Sediment spielt eine bedeutende Rolle in den biogeochemischen Stoffkreislaufen von
Standgewassern. Die Konzentrationen an Nahrstoffen, organischem Material und Mikroorganismen ist
im Sediment wesentlich hoher als im Wasserkorper. Aufgrund der engen und vielseitigen
Wechselwirkung mit dem Freiwasser stellen Sedimente eine wesentliche Einflul3gré3e auf die Qualitat
des Freiwassers dar. Die Freisetzung geldster Nahrstoffe aus dem Sediment und der Eintrag bzw. die
Resuspension von Krankheitserregern spielen eine grof3e Rolle fur die Qualitat des Wassers fir die
Trinkwasser- und Badegewassernutzung. Eine wichtige Voraussetzung um den im Wasser
enthaltenen potentiell pathogenen Organismen entgegenzuwirken, ist daher eine hinreichende Analyse
der mikrobiellen Gemeinschaft im Gewassersediment. Jedoch gestalten sich molekularbiologische
Untersuchungen von Sedimenten aufgrund der aufwendigen Optimierung und Anwendung von
mikrobiellen Nachweismethoden oft problematisch und die Anwendung von Kultivierungsmethoden
erreicht nur einen geringen Teil der tatséchlich vorkommenden Mikroorganismen und begriinden somit

die bisher spéarlichen Erkenntnisse in diesem Bereich.

I. 1 Talsperrensedimente als Untersuchungsobjekte

Sachsen verflgt Gber 25 Trinkwassertalsperren, wovon die Halfte nicht die gewiinschte Wasserqualitat
aufweisen. Funf dieser Talsperren sind eu- bis hocheutroph, acht Talsperren sind versauert (ULRICH
1998). In dieser Arbeit wurde das Sediment von vier Talsperren unterschiedlicher Trophie untersucht,
um vergleichende Analysen durchzufiihren (Charakterisierung der Talsperren im Teil Material und
Methoden). Die Talsperren unterscheiden sich vor allem in der Nutzung ihrer Einzugsgebiete und
damit im pH-Wert, Phosphatgehalt, Sichttiefe und der Geologie. Eine hohe Besiedlungsdichte, eine
landwirtschaftliche Nutzung der Einzugsgebiete sowie die Erosion durch starke Regenfélle und
Zuflisse kdnnen die Wassergite beeinflussen. Die Versickerung und die Sedimentation, besonders im
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Stauwurzelbereich, sollte gefordert werden. Neben der Struktur des Einzugsgebietes besitzt auch die
Morphometrie des Gewassers einen Einflul? auf die Wassergite. Die Wasserbeschaffenheit stehender
Gewasser ist gekennzeichnet durch eine Vielzahl physikalischer (u.a. Temperatur, Wind,
Niederschlag), chemischer (u.a. pH-Wert, Redoxpotential, Phosphat, Nitrat, Metallionenkonzentration)
und biologischer Komponenten.

Bei der Tiefenwasserentnahme wird im Wasserkdrper der Talsperre eine Senkung des
Hypolimnionvolumens bewirkt, wodurch das Sediment mit warmeren Wassermassen aus dem
Epilimnion in Wechselwirkung tritt. Aufgrund der Volumenverkleinerung des Hypolimnions wird das
Sediment von internen stehenden Wellen sowie anderen Turbulenzen beeinflu3t und die mikrobiellen
Abbauprozesse wie auch die Rickldsung aus dem Sediment werden intensiviert (ULRICH 1998).

Der Stoffaustausch erfolgt zwischen Sediment und Wasserkorper tber die gelste Phase (Sonderfall:
Sediment-Resuspension). Die Mobilisierung der partikularen Stoffe geschieht durch hydrodynamische
Prozesse. Die eigentliche Freisetzung aus dem Porenwasser wird durch physikalische (Diffusion,
Turbulenz) und biologische Transportmechanismen hervorgerufen (ULRICH 1998).

Hervorgerufen durch die Dichteanomalie des Wassers kommt es im Verlauf eines Jahres in den
meisten Talsperren abwechselnd zu Stagnations- und Zirkulationsphasen. Fir die Stagnationsphasen
sind vertikale Konzentrationsgradienten typisch. In den Zirkulationsphasen erfolgt dagegen eine
gleichmafige Verteilung der geldsten Stoffe. In der Sommerstagnationsperiode findet in den oberen
Gewasserschichten die photosynthetische Produktion von Biomasse aus anorganischen Stoffen wie
Wasser, Kohlendioxid, Nitrat und Phosphat statt. Dies flihrt zu einer O,-Anreicherung in den oberen
Wasserschichten. Infolge der ausgeprégten Temperatursprungschicht gelangt der Sauerstoff aber
nicht in die tiefer gelegenen Wasserschichten. In diesen Uberwiegen Mineralisierungsprozesse, bei
denen unter Sauerstoffverbrauch ein Abbau organischer Stoffe erfolgt. Durch die stark behinderte O,-
Zufuhr kommt es im Sediment zur Ausbildung eines steilen Redoxgradienten und es lassen sich
verstarkt reduzierende Verbindungen wie Ammonium, Schwefelwasserstoff oder Methan nachweisen.
Die mikrobielle Aktivitat ist im Sediment um ein Vielfaches hoher als im Freiwasser. Daher kommt dem
Sediment eine besondere Bedeutung im Mineralisationsprozel3 zu. Die Bakterienzahl, auch anaerober
Bakterien, nimmt mit zunehmender Tiefe im Sediment rasch ab. Bei hohem Gehalt organischen
Materials ist Sauerstoff nur an der Sedimentoberflache verfigbar, nach unten schichten sich
sequentiell Nitratreduktion, Eisenreduktion, Sulfatreduktion und Methanbildung. Viele Verbindungen
(Lignin, Karotinoide, aliphatische und polyzyklische Kohlenwasserstoffe) werden unter
Sauerstoffausschluss nur noch unvollstandig oder gar nicht abgebaut (HOCH 1999).

Wahrend eine verfeinerte chemische Analytik in den vergangenen Jahren eine Vielzahl neuer
Erkenntnisse Uber Stofffluxe ermdglicht hat, ist die Zuordnung der Stoffwechselleistungen zu den
vorhandenen Bakterienpopulationen in Sedimenten bislang in einem Anfangsstadium, gibt es kaum
Kenntnisse der physiologischen Eigenschaften von Vertretern phylogenetischer Gruppen. Viele
Bakterien aus Sedimenten wurden erst in den letzten Jahren kultiviert und damit einer Untersuchung
zuganglich gemacht, jedoch besteht noch ein enormer Kultivierungsbedarf. Uber ihre
Wechselwirkungen mit anderen Mikroorganismen und unbelebten Sedimentstrukturen (Oberflachen,

kolloide Polymere etc.) sind nahezu keine Kenntnisse vorhanden (HOCH 1999).
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Die Bedeutung der im Sediment vorkommenden Mikroorganismen beschrénkt sich aber nicht nur auf
ihre Beteiligung am Stoffhaushalt der Gewasser. Das Vorkommen obligat oder fakultativ pathogener
Bakterien oder Protozoen im Sediment stellt aufgrund des Risikos einer Resuspension eine potentielle
Gesundheitsgefahrdung dar. Vor allem fur immungeschwachte Personen kann der Konsum von
kontaminiertem Trinkwasser oder die Nutzung von Badegewdassern, die mit fakultativ pathogenen
Erregern kontaminiert sind, ein Gesundheitsrisiko darstellen. Aus diesen Griinden ist die Untersuchung
des Einflusses der Sedimente auf die mikrobielle Wasserbeschaffenheit fur die Trinkwasser- und
Badegewassernutzung von groer Bedeutung. Als mdogliche in Sedimenten vorkommende
Krankheitserreger spielen Enterobakterien, Legionellen und Mykobakterien sowie pathogene
Protozoen wie Giardien, Cryptosporidien, Microsporidien oder Toxoplasmen eine grof3e Rolle. Um das
Infektionsrisiko fur pradisponierte Risikogruppen abschatzen zu kdénnen, stellen Untersuchungen des
Sedimentes im Hinblick auf das Vorkommen dieser pathogenen Mikroorganismen eine wichtige
Voraussetzung dar.

Neben den autochthonen Gewasserbakterien werden viele im Sediment vorhandene Bakterien aus
den entsprechenden Einzugsgebieten z.B. durch Zuflisse oder durch Abspilung der umliegenden
Flachen in die Talsperre eingetragen. Bakterien und Protozoen kénnen absinken und sich im Sediment
anreichern.

Das Talsperrensediment besitzt als ,Sedimentationsfalle” und Reservoir fir zugeflihrte organische
Substanzen groRte Umweltrelevanz. Das Sediment stellt das ,Gedéchtnis” des Gewéssers dar, sodass
noch Jahre nach Beendigung einer Einleitung von Schadstoffen das Risiko einer plétzlichen Belastung
durch freigesetzte Schwebstoffe existiert, zum Beispiel bei Hochwasserereignissen.

Die Untersuchung der aeroben Sedimentoberfliche wie auch anaerober Bereiche ist
umweltbiotechnologisch von gréRtem Interesse. Als Habitat fir Organismen mit verschiedensten
Degradationsfahigkeiten bietet das Sediment ein umfangreiches Depot fir Isolate zur Anwendung im
Bioreaktor oder bei in situ MaRnahmen der Altlastensanierung. Die Strukturanalyse des Sedimentes ist
von allgemeinem Interesse, da es als ,natiirliches Modell* eines offenen degradierenden Okosystems

einschlieBlich seinen Lebensgemeinschaften und Populationen angesehen werden kann.

I. 2 Die mikrobiologische Diversitat

Derzeit sind nur ca. 5000 prokaryotische Spezies charakterisiert (SCHLEIFER 2000). Diese geringe
Anzahl an Spezies wird dadurch begriindet, dass die Beschreibung neuer Spezies fast ausschlief3lich
auf Reinkulturen beruht, welche mit klassischen Kultivierungsverfahren isoliert wurden. Mit Hilfe der
Isolierungsverfahren la3t sich aber nur ein Bruchteil der in der Natur vorhandenen Prokaryoten
anzuchten, da Kultivierungsbedingungen selektiv bestimmte Gruppen bevorzugen oder diskriminieren.
Aktuelle Schatzungen gehen davon aus, dass bis heute nur ca. 1 bis 10% der tatsachlich in der Natur
vorkommenden Bakterien durch Kultivierung erfasst wurden.

In den letzten achtzehn Jahren wurden molekularbiologische Methoden entwickelt, die eine
kultivierungsunabhéngige Identifizierung der Mikroorganismen erlauben (AMANN 1995). Durch die
vergleichende Sequenzanalyse informativer Makromolekiile, hier vor allem des Gens der 16S rRNA
kénnen Stammbaume der Lebewesen rekonstruiert werden (LUDWIG und SCHLEIFER 1999).
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Basierend auf den konservierten und variablen Sequenzabschnitten innerhalb des rRNA-Molekils
kénnen Primersysteme und Gensonden unterschiedlicher Spezifitat zielgerecht entworfen werden.
Untersuchungen in komplexen Umweltproben zeigten, dass der grof3te Teil der analysierten 16S
rDNA-Sequenzen ausschlieBlich auf Sequenzen von bisher unkultivierten Bakterien basiert
(HUGENHOLTZ 1998). Mit molekularbiologischen Methoden ist es mdoglich, die tatsachliche
mikrobielle Vielfalt aufzuklaren. Aussagen Uber die Funktion der nachgewiesenen Organismen im
Okosystem konnen allerdings nicht getroffen werden, da die phylogenetische Verwandtschaft nur
selten einen Hinweis auf gemeinsame physiologische Eigenschaften zuldsst (SCHLEIFER 2000). Die
Isolierung, Klonierung und anschlieBende Sequenzierung sowie Expression grof3erer DNA-Bereiche
oder gesamter Genome von heute noch nicht kultivierten Bakterien werden zukinftig die Kenntnisse

Uber deren Funktion und physiologische Fahigkeiten erheblich erweitern.

Zur Analyse der mikrobiellen Diversitdt kdnnen verschiedene molekularbiologische Techniken
eingesetzt werden. Die heute am haufigsten verwendeten Methoden sind die Fluoreszenz-In-Situ-
Hybridisierung (FISH), die Erstellung von 16S rRNA Gen-Bibliotheken sowie Fingerprinttechniken, z.B.
die Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE), der Terminale Restriktions-
Fragmentlangen-Polymorphismus (T-RFLP) oder die Automatisierte Ribosomale Intergene Spacer
Analyse (ARISA). Zur Untersuchung der Talsperrensedimente wurden diese Techniken und weiterhin

klassische mikrobiologische Verfahren angewendet.

I. 3 Molekulare ldentifikation von Mikroorganismen durch vergleichende 16S
rDNA Analyse

Es ist bekannt, dass Bakterien unter subletalem Stress, z.B. bei Anderung des osmotischen Milieus,
niedrigen Temperaturen oder Nahrstoffmangel, in einen Zustand lUbergehen kdnnen, in welchem sie
zwar lebensféahig, aber nicht mehr vermehrungsféahig sind (McKAY 1992). Dieser VBNC-Zustand
(viable but non culturable) stellt eine Uberlebensstrategie dar und ist die Antwort auf Stressfaktoren
oder verédnderte Umweltbedingungen. Der primére Faktor scheint dabei die N&hrstofflimitierung zu
sein. Bekannt ist diese Anpassung z.B. fiir Legionella pneumophila, Campylobacter spp., Vibrio spp.,
E. coli, Salmonella enteritidis und Shigella spp. Der Wechsel von einem Zustand in den anderen ist oft
mit Veranderungen in Morphologie und Genexpression verbunden (McKAY 1992). Die Diskussion
besteht dartiber, ob es sich bei den unkultivierten Organismen um die im VBNC-Zustand vorliegenden
Bakterien handelt. Das Wissen um diese Uberlebensstrategien der Bakterien unterstreicht die
Wichtigkeit von kulturunabhéngigen Techniken zur mikrobiellen Analyse komplexer Okosysteme.

Mit Hilfe der Analyse der ribosomalen RNA lassen sich Organismen auf molekularer Ebene
identifizieren und phylogenetisch charakterisieren. Die ribosomale RNA bildet zusammen mit
ribosomalen Proteinen die Ribosomen. Laut OLLAR (1999) reprasentiert die rRNA mehr als 98% der
Gesamt-RNA. Die kleine Untereinheit der Ribosomen enthélt die 16S rRNA, wahrend die 23S rRNA
und die 5S rRNA Bestandteile der groRen Untereinheit in Prokaryoten darstellen. Die meisten
phylogenetischen Untersuchungen konzentrieren sich auf die 16S rRNA (ca. 1540 Nukleotide) bzw.

ihre kodierenden Gene, da die relativ kurze 5S rRNA zu wenig Informationen enthélt und die 23S rRNA
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experimentell schwerer zuganglich ist. Die ribosomale RNA ist ein phylogenetisch altes Molekul und in
allen Zellen enthalten. Als Bestandteil der Ribosomen, die eine Schlisselfunktion im Stoffwechsel
einnehmen, besitzt die rRNA eine hohe evolutionére Stabilitat durch funktionelle Konservierung und
eine hohe Kopienzahl (FRANZEN 1999). Die Eigenschaften der ribosomalen RNA erlauben die
phylogenetische Analyse eines breiten Spektrums von Mikroorganismen von den grof3en
Hauptdomanen bis zur Speziesebene. Die verschiedenen Sequenzbereiche der ribosomalen RNA
erlauben die Ableitung von Amplifikationsprimern und Sonden unterschiedlichster phylogenetischer
Spezifitat, mit denen sich definierte Organismengruppen erfassen lassen. Uber die in allen Eubacteria
identischen, konservierten Sequenzbereiche lassen sich beispielsweise die 16S rRNA-Gene aller
Bakterien amplifizieren, auch solche bisher unbekannter, nicht kultivierter Bakterienspezies
(BOTTGER 1995). Die Sequenzanalyse der variablen, speziesspezifischen Sequenzbereiche, welche
zwischen den konservierten Bereichen lokalisiert sind, erméglicht die Identifizierung und
phylogenetische Charakterisierung von Spezies (NEEFS 1993).

Zunehmend wird die vergleichende 16S rDNA Analyse zur Untersuchung der Diversitat und der
phylogenetischen Zusammenhinge innerhalb komplexer mikrobieller Okosysteme verwendet
(KUHLMANN 2000, MARCHESI 1998). Vermittelt durch die phylogenetische Spezifitit der
verwendeten Amplifikationsprimer wird in diesem Ansatz die 16S rDNA der entsprechenden
phylogenetischen Gruppen amplifiziert und kloniert. Die so erhaltenen 16S rDNA-Bibliotheken
reprasentieren das durch die Primer vorgegebene Spektrum an Bakterien im untersuchten Okosystem.
Die Methode der vergleichenden 16S rDNA Analyse ermdglicht damit eine sichere Identifizierung und
phylogenetische Einordnung von Organismen und die taxonomische Charakterisierung neuer, bisher

unbekannter Spezies.

I. 4 Analyse der mikrobiellen Gemeinschaft mittels Fingerprinttechniken

Molekulare Fingerprinttechniken erlauben einen Einblick in die mikrobielle Diversitat und sind
hervorragend geeignet zum Vergleich von verschiedenen Proben (z.B. Vergleich von Gewassern,
Vergleich von Vertikalserien, Zeitreihen).

Fingerprinttechniken stellen Methoden zur Charakterisierung von Nukleinsduren oder anderen
Biomolekilen dar, bei denen chemische Hydrolysate oder enzymatische Restriktionsprodukte
elektrophoretisch oder chromatographisch aufgetrennt werden. Daraus resultieren spezifische Muster,
welche indikativ fur die untersuchte Probe stehen.

Insbesondere bei der Untersuchung einer hohen Probenanzahl bietet sich die Analyse der mikrobiellen
Lebensgemeinschaften Uber genetische Fingerabdriicke an. Das Screening vieler verschiedener
Proben auf eine gleiche oder unterschiedliche strukturelle Zusammensetzung der Lebensgemeinschaft
kann durch Anwendung solcher Fingerprinttechniken erfolgen.
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I. 4. 1 Die Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE)

Die Technik der DGGE beruht auf der elektrophoretischen Auftrennung von PCR-Produkten gleicher
Lange aber unterschiedlicher Sequenz in einem denaturierenden Polyacrylamidgel mit linearem
Formamid/Harnstoff- Gradienten (HEUER 1997). Das unterschiedliche Schmelzverhalten
doppelstrangiger DNA-Fragmente basiert auf differierenden GC-Gehalten, es ist direkt
sequenzabhangig. Dadurch besitzen die Sequenzen in einem Gradienten eine unterschiedliche
elektrophoretische Beweglichkeit. Durch die Auftrennung kénnen auch Fragmente sehr nahe
verwandter Organismen, welche sich nur in einigen Basen unterscheiden, differenziert werden
(MUYZER 1993). Mit der DGGE werden Fingerprint-Muster erzeugt, bei denen je nach Komplexitat der
Proben eine Vielzahl von Banden zu erkennen sind. Im Idealfall steht jede Bande fiir eine Spezies. Bei
Verwendung von universellen 16S rDNA Primersystemen sollte es mdglich sein, durch den Vergleich
der entstehenden Bandenmuster im DGGE direkte Ruckschlisse auf die mikrobielle Diversitéat in
Abhangigkeit von raumlichen und zeitlichen Varianzen zu ziehen (MUYZER 1999). Die Identifizierung
der Organismen, welche sich hinter den Banden verbergen, erfordert in weiterfiihrenden Analysen die
Extraktion der Nukleinsauren aus dem Gel, die Reamplifikation und Sequenzierung, moglicherweise
auch die Klonierung.

Fur eine funktionelle Charakterisierung der mikrobiellen Gemeinschaft ist es mdglich, die Gene
katalysierender Schlusselenzyme fir Stoffwechselleistungen (Nitrifikation, Denitrifikation oder
Sulfatreduktion) zu amplifizieren und in der DGGE aufzutrennen (WAWER 1995). In Verbindung mit
ermittelten Stoffumsatzen kénnen detaillierte Informationen zu den Stoffkreislaufen im Sediment erzielt
werden.

Mit der DGGE wurden die Sedimente in dieser Arbeit neben der 16S rDNA Analyse vorwiegend auf
sulfatreduzierende Mikroorganismen untersucht. Die Sulfatreduktion ist innerhalb verschiedener
phylogenetischer Gruppen weit verbreitet und im Sediment von grol3er Bedeutung bei der
Mineralisation organischer Materialien. Die Sulfatreduktion verlauft unter obligat anaeroben
Bedingungen ausgehend von Sulfat, Uber aktiviertes Sulfat und Sulfit zu Schwefelwasserstoff als
Endprodukt. An der Reduktion von Sulfat sind mehrere Enzyme beteiligt: die ATP Sulfurylase, APS
Reduktase und Sulfit Reduktase. Entsprechend der Verbreitung der Sulfatreduktion im Reich der
Bakterien ist zu vermuten, dass sowohl durch Gentransfer als auch durch Mutationen die
Konservierung der Gene unterschiedlich ausgeprégt ist, bzw. sich viele Isoenzyme entwickelt haben
kénnten. Aufgrund der starken Konservierung ist die dissimilatorische Sulfitreduktase das am besten
geeignete Gen zum Nachweis sulfatreduzierender Mikroorganismen (KLEIN 2001).

In einer umfassenden Charakterisierung von Sedimenten ist die Analyse von funktionellen Genen
besonders wichtig und gleichzeitig Voraussetzung fur Aussagen Uber die Struktur der mikrobiellen

Gemeinschaft.
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I. 4. 2 Der Terminale Restriktions-Fragmentlangen-Polymorphismus (T-RFLP)

Eine weitere Methode zur Analyse der mikrobiellen Diversitat komplexer Okosysteme stellt die T-RFLP
dar (DUNBAR 2000). Nach universeller 16S rDNA-PCR (in dieser Arbeit), bei der ein Primer eine
Fluoreszenzmarkierung tragt, werden in der T-RFLP durch das Einwirken héaufig schneidender
tetramerer Restriktionsenzyme Fragmente unterschiedlicher Lange erzeugt. Die Restriktionsenzyme
schneiden selektiv, indem eine definierte Sequenz (meist ein Palindrom) im DNA-Doppelstrang
erkannt wird. Die im Ansatz vorhandenen Sequenzen besitzen Schnittstellen an unterschiedlichen
Positionen, demnach entstehen unterschiedlich lange Fragmente. Die Restriktionsfragmente werden in
einer Polyacrylamidgelelektrophorese nach ihrer Laénge separiert. Bei der Verwendung eines
automatischen Sequenziergerates werden ausschlie3lich die fluoreszenzmarkierten terminalen
Restriktionsfragmente (T-RF’s) detektiert. Eine Basenpaar-genaue Bestimmung der Fragmentlange
wird durch einen internen Langenstandard erreicht. Damit wird eine hohe Reproduzierbarkeit erzielt
und zahlreiche Proben kdnnen parallel bearbeitet und verglichen werden (MARSH 1999).

Die Auswertung der Fragmentmuster und Identifizierung der Mikroorganismen erfolgt durch
kombinatorische Suche der ermittelten Fragmentlangen. Die Lange eines T-RF ist spezifisch fir die
Sequenz und somit fur einzelne Spezies oder Gattungen. Allerdings ist es aufgrund der konservierten
Bereiche der 16S rDNA meist nicht mdglich, bei Anwendung von nur einem Restriktionsenzym
einzelne Bakterienspezies zu unterscheiden. Meist weisen die Vertreter innerhalb phylogenetischer
Gruppen fir ein bestimmtes Restriktionsenzym eine identische Fragmentlange auf, was die Auflésung
dieser Methode stark limitiert. Durch Verwendung verschiedener Restriktionsenzyme ist es maglich,
auch von ahnlichen 16S rDNA Sequenzen unterschiedlich lange Fragmente zu erhalten und die
Organismen zu identifizieren. Bei sehr eng verwandten Bakterienspezies, welche nahezu identische
16S rDNA Sequenzen aufweisen, ist jedoch auch beim Einsatz von mehreren Restriktionsenzymen
eine Differenzierung der Spezies nicht in jedem Fall mdglich (DUNBAR 2000, MARSH 1999).

Die T-RFLP Analyse kann neben der Aufklarung komplexer Lebensgemeinschaften in natirlichen
Okosystemen auch fir zahlreiche weitere Fragestellungen angewendet werden. Insbesondere bei der
Bearbeitung und dem Vergleich einer hohen Probenanzahl in Routineprozessen erweist sich die
Methode als schnell und zuverldssig. Beispielsweise liegen weitere Anwendungsgebiete in der
Produktkontrolle von Starterkulturen in der Lebensmittelindustrie, im Monitoring des Abbaus bzw. der
Oxidation ~ von  Abwéssern, in der biologischen Bodensanierung oder in  der

Kontaminationsiiberwachung verschiedenster Bioreaktoren (LUDEMANN 2000).
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I. 4. 3 Die Automatisierte Ribosomale Intergene Spacer Analyse (ARISA)

Die intergene Spacer-Region zwischen der 16S und 23S rRNA zeigt signifikante Heterogenitéaten in
Lange und Sequenz bei verschiedenen Spezies. Diese Eigenschaften werden genutzt, um auch sehr
nahe verwandte Spezies zu differenzieren. Die Variationen beruhen auf dem Vorhandensein von
verschiedenen funktionellen Einheiten innerhalb der Spacer-Region, z.B. tRNA Gene, welche in den
meisten Organismen mit einer Anzahl von ein bis zwei pro Spacer vorkommen (GURTLER 1996).
Andere funktionelle Einheiten in der Spacer-Region beinhalten Erkennungsstellen fir Enzyme, z.B.
Ribonuklease Il (BRAM 1980), welche in die Prozessierung zum reifen Ribosom involviert ist.
Aufgrund der geringeren evolutionaren Stabilitdt der Spacer-Region wird mit dieser Methode eine
Differenzierung auch sehr nahe verwandter Organismen erwartet.

Die ARISA erlaubt eine Abschéatzung der mikrobiellen Diversitat. Es ist eine automatisierte Methode,
abgeleitet von der RISA (Ribosomale Intergene Spacer Analyse). Die RISA stellt eine Methode der
kulturunabhangigen, mikrobiellen Gemeinschaftsanalyse dar und wurde urspriinglich zum Vergleich
der Diversitét in Boden (Rhizosphére) und zur Darstellung der Diversitat in marinen Habitaten genutzt
(FISHER 1999). Basierend auf der extrahierten Gesamt-DNA erfolgt in der RISA die Amplifikation der
intergenen Region zwischen der 16S und der 23S rRNA mittels Oligonukleotiden, welche an
konservierte Bereiche der 16S bzw. der 23S rRNA binden. Durch die Langenheterogenitaten entstehen
in der PCR verschieden lange Fragmente, welche elektrophoretisch aufgetrennt und angefarbt
werden. Das Resultat ist ein komplexes Bandenmuster, welches ein spezifisches Profil der bakteriellen
Gemeinschaft darstellt. Obwohl die RISA eine relativ schnelle Methode zur Abschatzung der
mikrobiellen Gemeinschaft darstellt, ist die Anwendung von Polyacrylamidgelen mit anschlieRender
Silberfarbung sehr zeitintensiv, weiterhin werden gro3e Mengen an PCR-Produkt benétigt, um Banden
im Gel zu erhalten. Diese Limitierungen bewirkten die Weiterentwicklung der Methode zu einer
automatisierten, verbesserten Version, der ARISA. Im automatisierten Ansatz wird ein
fluoreszenzmarkierter Primer (Reverse-Primer) eingesetzt, wodurch die erzeugten Fragmente am 3’-
Ende eine Fluoreszenzmarkierung erhalten. Die Elektrophorese wird mit einem automatisierten
System durchgefiihrt, wobei ein Laser die Fluoreszenzmarkierung der Fragmente detektiert und die
Fragmentlédngen eindeutig determiniert werden kdnnen (FISHER 1999).

In der vorliegenden Arbeit sollte die ARISA durch Differenzierung von Reinkulturen angepasst und
optimiert werden und zur Analyse der mikrobiellen Diversitdt der Talsperrensedimente eingesetzt

werden.
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I. 5 Pathogene Mikroorganismen und Protozoen

Die geringe Versickerung, mogliche Siedlungsabwésser, das Vorhandensein von Stallanlagen und
Viehweiden deuten stark auf das Vorkommen von Parasiten und anderen pathogenen Erregern in den
Talsperren hin. Weiterhin spielt der Oberflachenabfluss in den Einzugsgebieten der Talsperren eine
beherrschende Rolle. Das Sediment stellt ein Sammelbecken von Keimen und Parasiten dar und Iaf3t
Ruckschlisse auf Einleitungen der letzten Jahre zu. Aus diesen Grinden wurden die
Talsperrensedimente auf das Vorkommen von potentiell pathogenen Erregern (Mykobakterien,
Legionellen, Enterobakterien, Giardien, Cryptosporidien, Microsporidien und Toxoplasmen) untersucht.
Mykobakterien und Legionellen sind an wassrige Habitate angepasst. Enterobakterien gelangen durch
féakale Verunreinigungen in die Gewasser. Diese Bakteriengruppen enthalten sowohl obligat als auch
fakultativ pathogene Vertreter. Darliber hinaus stellen pathogene Protozoen wie Giardien,
Cryptosporidien, Microsporidien oder Toxoplasmen im Wasser ein Gesundheitsrisiko besonders fur

abwehrgeschwachte Personen dar.

[. 5. 1 Mykobakterien

Die Familie der Mycobacteriaceae umfasst gram-positive, aerobe bis mikroaerophile, Katalase
positive, saurefeste, unbewegliche Bakterien. Mykobakterien sind ubiquitéar verbreitete und lange
lebensfahige Stabchen mit einer GréRe von 0,2-0,6 um ~ 1,0-10 um (WEBER 1997). Aufgrund der
komplexen Zellwandstruktur lassen sich die Organismen nur schwer lysieren (BODDINGHAUS 1990).
Das Genom der Mykobakterien hat eine GréRe von 2,2 ~ 10° Da bis 4,5 ~ 10° Da, bzw. 4 ~ 10° bp
(OLLAR 1999). Der GC-Gehalt betragt zwischen 64% und 70%. Mykobakterien werden in die Gruppe
der gram-positiven Bakterien mit hohem GC-Gehalt eingeordnet.

Die Gattung Mycobacterium umfasst den Mycobacterium tuberculosis-Komplex, Lepra-Bakterien und
atypische Mykobakterien. Den grofiten Anteil der bekannten Mykobakterien stellen atypische, ubiquitar
vorkommende, saprophytdare Umweltkeime dar (KAYSER 1998). Diese saprophytaren Mykobakterien
sind nattrlicherweise in Mooren, feuchten Béden und im Wasser nachweisbar (JENKINS 1992). Als
Teil der mikrobiellen Normalflora des Menschen sind Mykobakterien im oberen Respirationstrakt, dem
Genitaltrakt und auf der Haut nachweisbar.

Klassische Nachweismethoden zur Identifikation von Mykobakterien sind Kulturmerkmale,
Pigmentproduktion, O,-Anspriiche, biochemische Tests (Sulfatase-, Katalase-Aktivitat, Tellurit-
Reduktion, Tween 80-Hydrolyse) und Resistenztestung gegeniber verschiedenen Antibiotika
(Pyrazinamide, Cycloserine) (JENKINS 1992). Weiterhin erfolgt die Identifikation vieler
umweltrelevanter Mykobakterien mittels Dunnschichtchromatographie aufgrund ihres Lipidgehalts
(JENKINS 1992). In jungerer Zeit finden moderne molekularbiologische Techniken wie die 16S rDNA
Analyse, Gensonden, RFLP sowie die gaschromatographische Gesamtzellfettsaureanalyse mehr und

mehr Anwendung.



| Einleitung

I.5. 1.1 Atypische oder nicht-tuberkulése Mykobakterien (NTM)

In die Gruppe der nicht-tuberkulésen oder atypischen Mykobakterien werden beispielsweise
Mycobacterium avium oder M. intracellulare eingeordnet (MAIC = M. avium-intracellulare Komplex
oder MAIS = M. avium-intracellulare-scrofulaceum Komplex). Die meisten atypischen Mykobakterien
sind apathogen. Fakultativ pathogene Spezies kénnen chronische Mykobakteriosen beim Menschen
verursachen, diese sind allerdings selten.

Die Ubertragung atypischer Mykobakterien aus der Umwelt auf den Menschen kann durch
verschiedene Quellen erfolgen: Wasser als natirliches Habitat vieler ubiquitdr vorkommender
Mykobakterien, Aerosole infizierter Patienten oder Tiere, Boden und Staubpartikel, Nahrungsmittel
oder ungeniigend sterilisierte Gegenstande. Die herkdbmmliche Desinfektion von Trinkwasser mit Chlor
wahrend des Aufbereitungsprozesses reduziert atypische Mykobakterien nur gering, so dass sie ein
potentielles Gesundheitsrisiko darstellen (COVERT 1999). Durch UV-Bestrahlung kdnnen
Mykobakterien wirkungsvoll eliminiert werden.

Das Krankheitshild einer Mykobakteriose ist sehr variabel, abhéngig von dem Erreger und dem
Immunstatus des Wirtes. Menschen mit einem guten Immunstatus sind fakultativ pathogenen
Umweltkeimen téglich ausgesetzt, ohne zu erkranken. Die Immunantwort jedes einzelnen Individuum
variiert in Qualitdt und Quantitdit (GANGADHARAM 1997). Eine herabgesetzte Immunitat des
Menschen begiinstigt das Entstehen einer opportunistischen Infektion. Mit dem Beginn der AIDS-
Problematik hauften sich die klinischen Félle von nicht-tuberkuldsen Mykobakteriosen bei
pradisponierten Patienten, die sich Uberwiegend aus ihrer Umwelt und nicht durch menschlichen
Kontakt infizierten (BOTTGER 1995, KIRSCHNER 1993, MENDUM 2000, ROTH 2000). Als Erreger
wurden in Uber 80% der Félle M. avium/ intrazellulare isoliert (KAYSER 1998).

Fir eine eindeutige Diagnose wird die Kultivierung (auf Selektivndhrboden wie in KAMALA 1994
beschrieben) sowie die anschlielende exakte Identifizierung angestrebt. Diese Nachweise nehmen in
der Regel mehrere Wochen in Anspruch. Viele Mykobakterien sind nur schwer oder nicht kultivierbar
und bis auf wenige Informationen Uber regionale Unterschiede in der Verteilung von Mykobakterien
(MENDUM 2000) gibt es bisher wenige Aussagen zu ihrer Verbreitung in der Umwelt. Um
Kultivierungsprobleme zu umgehen, werden zunehmend molekularbiologische Techniken eingesetzt
(ROGALL 1990, ROTH 2000). Zur Amplifikation mykobakterieller 16S rRNA-Gene werden genus-
spezifische Oligonukleotidprimer verwendet (MENDUM 2000).

. 5. 2 Enterobakterien

Die Familie der Enterobacteriaceae umfasst tber 100 Spezies und wird gekennzeichnet durch gram-
negative, meist bewegliche (peritrich begeielte), fakultativ anaerobe Stabchen mit einer GréRe von
0,5-1,5 um ~ 2-4 um. Sie bilden keine Sporen und sind Oxidase negativ. Die Systematik beruht vor
allem auf den unterschiedlichen Stoffwechselleistungen der einzelnen Gattungen. Laktose abbauende
Bakterien werden zu den coliformen Bakterien gezahlt, wahrend die meisten pathogenen Vertreter, wie

Salmonellen und Shigellen, Laktose negativ sind.
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Das naturliche Habitat der Enterobakterien ist der menschliche und tierische Darmtrakt sowie Bdden
und Sedimente. Neben der fakal-oralen Schmierinfektion stellt Wasser das wichtigste
Ubertragungsmedium dar. E. coli und coliforme Bakterien sind neben Enterokokken Indikatoren fiir
fakale Verunreinigungen und werden fir die Uberwachung der Wasserqualitit genutzt
(Trinkwasserverordnung 2001).

Zu den Enterobakterien gehdren sowohl klinisch relevante Keime als auch viele Opportunisten, die oft
nosokomiale Infektionen hervorrufen kénnen (KAYSER 1998). Dabei handelt es sich vor allem um
Harnwegsinfekte, Pneumonien, Wundinfekte und Sepsis. Intestinale Infektionen durch Enterobakterien
sind weltweit die haufigsten Erkrankungen Uberhaupt. Besonders in Landern der Dritten Welt sind
Enterobakterien-Infektionen die haufigste Todesursache bei Kindern unter 5 Jahren. Die geschatzte
Mortalitat betragt 50 Tote/1000/Jahr (KAYSER 1998).

Da die meisten Enterobakterien kurze Generationszeiten besitzen und sich gut auf einfachen
Nahrbdden oder Selektivmedien kultivieren lassen, beruht der klassische Nachweis dieser Bakterien
auf der Kultivierung. Ein wichtiges Selektiv-Indikator-Medium ist der Endoagar. Auf diesem Né&hrboden
wachsen ausschlie3lich gram-negative Stdbchen. Die Fahigkeit des Laktose-Abbaus wird durch die
Rotfarbung der gewachsenen Kolonien deutlich.

Weitere Moglichkeiten zur Differenzierung von Enterobakterien beruhen auf dem immunologischen
Nachweis der O-Antigene oder biochemisch mittels der sogenannten ,Bunten Reihe* (HOLMES 1992,
LIN 1996, SABAT 2000). Die Differenzierung der einzelnen Spezies kann weiterhin mittels kommerziell
erhéltlicher Teststreifen, wie z.B. API 20E, durchgefihrt werden. Neue molekularbiologische Verfahren
(PCR) erlauben einen kultivierungsunabhéngigen Nachweis und ermdéglichen eine Einordnung und

Identifizierung von vielen neuen Spezies oder biochemischen Varianten (TSAI 1993).

I. 5. 3 Legionellen

Legionella ist die einzige Gattung innerhalb der Familie der Legionellaceae mit 42 Spezies mit 64
Serotypen. Charakteristisch sind aerobe, Oxidase negative und Katalase positive, gram-negative,
keine Zucker verwertende Stabchen. Legionellen bendétigen Aminosauren und sind nur auf
Spezialndhrbdden (z.B. Aktivkohle-Hefeextrakt-Agar) anzichtbar (WEBER 1997, SCHLEGEL 1992).
Die Legionellaceae bilden ein Endotoxin sowie verschiedene Hamolysine, Proteasen und
Phosphatasen. Legionellen sind in der Umwelt nachweisbar, in Biofilmen oder als fakultativ
intrazellulare Bakterien, welche von Amdben oder nicht aktivierten Makrophagen phagocytiert werden.
Die Legionellen vermehren sich innerhalb dieser Organismen und sind dadurch zu einem gewissen
Grad gegen Chlorung, Erhitzung oder Umwelteinfliissen geschitzt (KAYSER 1998, PALMER 1993).
Eine Infektion erfolgt durch Inhalation erregerhaltiger Aerosole aus Warmwasserbereitern und
Klimaanlagen, besonders haufig in Krankenhdusern und Hotels (WEBER 1997).

Ein GroR3teil der Legionellen stellt Krankheitserreger dar (CLOUD 2000). Drei bis acht Prozent aller
herkdmmlichen Pneumonien in der Bevoélkerung werden von Legionella spp. verursacht. Die
durchschnittliche Mortalitat betrégt 5-30% (CLOUD 2000), wobei sich eine Infektion bei alteren oder

immungeschwéachten Personen schneller manifestiert.
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Klinisch wird zwischen dem Pontiac-Fieber und der Legionarskrankheit unterschieden, einer
multifokalen, nekrotisierenden atypischen Pneumonie, hervorgerufen durch L. pneumophila, L.
bozemanii, L. micdadei, L. dumoffii. An einer Legionarskrankheit erkranken vor allem Personen mit
kardiopulmonalem Grundleiden oder Immungeschwachte (KAYSER 1998). Bei immunsuppressiven
Patienten liegt die Letalitat dieser Krankheit bei Gber zwanzig Prozent.

Der Nachweis von Legionellen erfolgt herkdmmlich {ber Kultivierung auf Spezialndhrbéden,
biochemische Tests oder Latex-Agglutination sowie mikroskopisch mittels der direkten
Immunfluoreszenz  (DFA), immunologisch mit ELISA’s oder (ber Harn-Antigen-Tests.
Molekularbiologisch kénnen Legionellen tiber rRNA-Gensonden identifiziert oder mit Hilfe der PCR
nachgewiesen werden (JONAS 1995, KAYSER 1998).

I. 5. 4 Toxoplasmen

Toxoplasma gondii ist der einzige bekannte Vertreter der Gattung Toxoplasma, die zur Familie der
Eimeriida gehoért (WEBER 1997). Der Erreger ist mit hoher Pravalenz in der Bevdlkerung verbreitet.
Die vom Erreger hervorgerufene Toxoplasmose ist eine Zoonose und kann zwischen Wirbeltieren und
Menschen Ubertragen werden (WEBER 1997). Laut KAYSER (1998) ist etwa ein Drittel der
Weltbevolkerung mit T. gondii infiziert. Das weltweite Vorkommen und die geringe Wirtsspezifitat
sorgen fir ein breites Infektionsspektrum.

Eine Infektion des Menschen erfolgt meist durch die orale Aufnahme von Oozysten, die vom Endwirt
Katze ausgeschieden werden, oder durch den Verzehr von zystenhaltigem Fleisch (KAYSER 1998). In
Europa sind 1-6% der Katzen, 10-30% der Schafe und Schweine, seltener Pferde, Rinder und Hihner
Ausscheider von Oozysten.

Die Pathogenese ist sehr vielgestaltig. Klinisch wird zwischen einer pré- und postnatalen Infektion
unterschieden. Eine Infektion wahrend der Schwangerschaft wirkt sich besonders auf den Foétus aus
(Missbildungen, Gehirn- und Augenschéaden) (KAYSER 1998). Im Rahmen der prénatalen Diagnostik
kann das Fruchtwasser zum direkten Erregernachweis mittels PCR untersucht werden. Bei einer
akuten Erstinfektion in der Schwangerschaft kann durch eine sofort eingeleitete Chemotherapie das
Infektionsrisiko fur das Kind unterbunden werden.

Bei der postnatalen Infektion werden aufgrund der verschiedenen Toxoplasma-Antigene humorale und
zellulare Immunantworten ausgeldst (je nach Antigen-Art), die zur Antikdrper-Bildung und limitierten
Vermehrung der Endozoiten fuhren (KAYSER 1998). Mit der Bildung von Zysten entziehen sie sich der
Immunabwehr und kénnen in immunkompetenten Personen jahrelang im Koérper persistieren. Der
durch die Prasentation von Antigenen aufrechterhaltene Immunitatsstatus schitzt vor einer erneuten
Infektion. Bei immundefizienten Personen, vor allem AIDS-Patienten mit niedriger Anzahl von T-Zellen,
zeigt sich eine zerebrale oder generalisierte symptomatische Toxoplasmose bis hin zur Letalitat.

Die Diagnostik erfolgt  Ublicherweise Uber indirekte Immunfluoreszenz, ELISA-Test,

Antikdrpernachweis, verschiedene serologische Tests oder mittels PCR (KAYSER 1998).
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I. 5. 5 Microsporidien

Microsporidien umfassen parasitische Protozoen wie Enterocytozoon sp., Encephalitozoon sp.,
Nosema sp., Microsporidium sp. oder Vittaforma sp. Sie sind einzellige Sporenbildner (im Gegensatz
zu Giardien handelt es sich um Sporozoen) und obligat intrazellular parasitisch bei Wirbellosen (vor
allem bei Insekten), aber auch bei Vertebraten (Fische) (FRANZEN 1999, WEBER 1997). In der
Evolution entwickelten sich die Microsporidien in einer frihen Phase von den Pro- zu den Eukaryoten
und gingen als eigener Zweig hervor. Dadurch besitzen sie typische Merkmale von Pro- und
Eukaryoten: 70S Ribosomen, keine Mitochondrien, Peroxisomen oder Golgi-Apparat aber einen
Zellkern mit mitotischer Teilung (FRANZEN 1999, MEHLHORN 1998, KAYSER 1998, WEBER 1994).
Das Genom der Microsporidien ist extrem klein und umfasst im haploiden Zustand zwischen 2,9 Mb
(E. cuniculi) und 19,5 Mb (Glugea atherinae) (FRANZEN 1999). Zu den Mikrospora zéhlen heute rund
100 Gattungen und 1000 Arten, von denen sechs Spezies fiir Menschen pathogen sind (FRANZEN
1999).

Die Sporen haben eine GréfRe von 1-4 um und sind sehr umweltresistent. Sie kdnnen in feuchter
Umgebung bzw. im Wasser bis zu zehn Jahre lebensféhig bleiben (WEBER 1994).

1857 wurde der Parasit Nosema bomycis in Seidenwirmern entdeckt. Der erste Fall menschlicher
Microsporidiose wurde 1959 beschrieben (FRANZEN 1999), heute sind Uber 400 Krankheitsfalle
bekannt (MULLER 1999). Die Epidemiologie hangt wesentlich vom Immunstatus des Wirtes und der
Microsporidienart ab, als HIV-assoziierte Infektion erlangt die Krankheit zunehmende Bedeutung. Mehr
als 40% der an einer Diarrhoe erkrankten HIV-Patienten scheiden Microsporidien aus, wobei
Enterocytozoon bieneusi am haufigsten nachgewiesen wurde (DOWD 1998). Neben Diarrhoe
verursacht der Parasit Pneumonien, Augeninfektionen, Hirnabszesse oder systemische Infektionen.
Bei immunkompetenten Menschen wurden bisher nur wenige Falle einer Infektion beschrieben,
verlaufend mit akuter intestinaler, selbst-limitierender Diarrhoe, oder manifestiert in einer Kornea-
Infektion (FRANZEN 1999, WEBER 1994).

Die Entwicklung der Sporen findet im Wirt statt und dauert vier bis sieben Tage (MEHLHORN 1998).
Die Ubertragung von Sporen kann von Mensch zu Mensch durch fakal-orale Schmierinfektion
stattfinden. Die Mdglichkeit der Inhalation von Aerosolen und eine mdgliche sexuelle Ubertragung
muissen ebenfalls in Betracht gezogen werden (WEBER 1994). Die epidemiologische Bedeutung von
Tierreservoiren ist bis heute nicht ganz geklart, doch gibt es Hinweise auf tierische Wirte (FRANZEN
1999, KAYSER 1998). Grundwasser, zur Trinkwassergewinnung genutztes Oberflachenwasser und
unbehandeltes Abwasser sind weitere potentielle Infektionsquellen (DOWD 1998, FRANZEN 1999).
Zur Diagnostik bedient man sich traditionell der Mikroskopie nach modifizierter Trichromfarbung. Die
Sensitivitat dieser Verfahren ist jedoch gering (MULLER 1999, WEBER 1994). Ein serologischer

Antikdrpernachweis wird fur routinemafige Untersuchungen evaluiert.
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I.5. 6 Giardien

Giardia lamblia (Syn. Lamblia intestinalis) gehort innerhalb der Protozoa zur Klasse der Zooflagellaten
und Ordnung Diplomonadida. Giardien zeichnen sich dadurch aus, dass sie aufgrund einer
unterbliebenen Zellteilung nach der Reduplikation alle Organelltypen mindestens zweifach besitzen.
Giardien sind weltweit verbreitete, bewegliche Diinndarmparasiten des Menschen, die Enteritis
verursachen kénnen (KAYSER 1998). Die Parasiten sind aerotolerante Anaerobier und besitzen keine
Mitochondrien oder Peroxisomen.

Zur Gattung Giardia zahlen mehrere Arten, die sich morphologisch, molekularbiologisch und aufgrund
ihrer Wirtsspezifitdt unterscheiden lassen. Der Wirt fir G. lamblia ist der Mensch, G. duodenalis
infiziert Kaninchen, G. bovis das Rind, G. caprae Ziegen und Schafe und Wirt fur G. canis ist der Hund
(MEHLHORN 1998). Einige Stamme sind von Wirbeltieren auf Menschen Ubertragbar (KAYSER
1998). Morphologisch werden begeil3elte vegetative Formen (Trophozoiten) und Zysten unterschieden
(KAYSER 1998, WEBER 1997). Die Zysten enthalten stabilisierende chitindse, filamentdse Elemente
und erklaren eine hohe Umweltresistenz (MEHLHORN 1998).

Durch die orale Aufnahme von Zysten kann es zu Infektionen kommen, die oft zu
Entziindungserscheinungen im Dinndarm sowie Resorptionsstérungen fuhren, aber auch symptomlos
bleiben kdnnen (KAYSER 1998). Auch Infektionen der Gallenblase sind mdglich. Entweder wird der
Erreger spontan vom Wirtsimmunsystem eliminiert oder er persistiert jahrelang. Besonders bei
immunsupprimierten Patienten kann es zu einer starken Vermehrung des Parasiten kommen, die eine
Chemotherapie notwendig macht. Prophylaktisch sollte fur gefahrdete Gruppen (Kinder,
Immungeschwéchte) bei Reisen in endemische Gebiete das Trinkwasser abgekocht oder filtriert
werden. Es sollten keine Salate und nur geschéltes Obst gegessen werden.

In der Diagnostik werden die Giardien mittels SAF-Technik fixiert, mit LUGOLscher Lésung gefarbt
und mikroskopiert. Mittels indirekter Immunfluoreszenz (IFA) oder enzymatisch mit ELISA’s kénnen
spezifische Antigene nachgewiesen werden (KAYSER 1998). Weitere Techniken zur Verbesserung
des Nachweises befinden sich in der Erprobung (DurchfluBzytometrie, UV-Spektroskopie,
immunomagnetische Separation, PCR) (KAUCNER 1998, ROCHELLE 1997).

I. 5. 7 Cryptosporidien

Cryptosporidien gehéren zu den Sporozoa der Protozoa. Ihr Generationswechsel besteht aus
geschlechtlicher und ungeschlechtlicher Fortpflanzung. Cryptosporidien sind nicht kultivierbar, hoch
infektids, kommen weltweit vor und sind sehr umweltresistent (LABERGE 1996, LENG 1996). Als
Dunndarmparasiten infizieren sie Menschen (einzige humanpathogene Spezies ist Cryptosporidium
parvum) und zahlreiche Arten von Saugern (C. parvum, C. felis, C. muris, C. wrairi), Vogeln (C. baileyi,
C. melaegridis), Reptilien (C. serpentis) und Fischen (C. nasorum) (BORNAY-LLINARES 1999). Die
am haufigsten vorkommende Spezies ist C. parvum, mit den Genotypen human und bovin
(KUHLMANN 2000). Cryptosporidien werden nach ihrer Lokalisation im Wirt in zwei Gruppen
eingeteilt. Die im Magen lokalisierten Spezies C. muris und C. serpensis bilden die eine Gruppe,
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wahrend C. parvum, C. baileyi, C. felis, C. wrairi und C. meleagridis die zweite Gruppe bilden (XIAO
1999).

Eine Ubertragung der Oozysten geschieht fakal-oral von Mensch zu Mensch, Tier zu Mensch, tber
kontaminierte Nahrungsmittel oder Trinkwasser (CHAMPLIAUD 1998). Die Prévalenz des Erregers
betragt in Europa bei immunkompetenten Personen zwei bis vier Prozent, bei HIV-Infizierten bis zu
20% (KAYSER 1998).

Das Krankheitshild einer Cryptosporidiose ist je nach Immunstatus des Patienten sehr unterschiedlich.
Bei immunkompetenten Personen &uRert sich eine Infektion als selbst-limitierende
Durchfallerkrankung mit verschiedenen Allgemeinsymptomen (z.B. Appetitlosigkeit, leichtes Fieber),
die nach drei bis vier Wochen abklingen (LENG 1996, SRETER 2000). Bei immungeschwachten
Personen fihrt ein Befall mit Cryptosporidien zu langanhaltenden, choleradhnlichen, wassrigen,
lebensbedrohlichen Diarrhoen (CHAMPLIAUD 1998, LABERGE 1996). Besonders bei AIDS-Patienten
werden die Erreger auch in anderen Organen und Geweben gefunden (KAYSER 1998). Die
Infektionsdosis fur Menschen ist sehr gering (30-100 Oozysten) (KAYSER 1998, MAYER 1996),
jedoch genigt im ungunstigsten Fall bereits eine Oozyste (KUHLMANN 2000).

Der herkdmmliche diagnostische Nachweis erfolgt mittels modifizierter ZIEHL-NEELSEN-F&arbung,
Immunfluoreszenz, Durchflu3zytometrie oder im ELISA (LENG 1996). Trotz der Entwicklung neuer
Methoden zur Detektion von Oozysten aus Umweltproben sind die Wiederfindungsraten nicht optimal
(BLACK 1996). Neue molekularbiologische Verfahren ersetzen mehr und mehr die Lichtmikroskopie.
Es gibt in der Literatur verschiedene PCR-Protokolle fir einen sensitiven und relativ spezifischen
Nachweis dieser Parasiten (SRETER 2000, XIAO 1999).
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I ZIELSETZUNG

Im Sediment von Talsperren und Seen spielen mikrobielle Prozesse eine wichtige Rolle.
Demgegeniiber stehen nur unzureichende Erkenntnisse Uber die Zusammensetzung mikrobieller
Biozénosen in Sedimenten sowie deren Aktivitat zur Verfiigung. Uber der Funktion einiger Talsperren
als Trinkwasserreservoire stellen sie Okosysteme dar, welche in enger Wechselwirkung mit den
Prozessen und Milieueigenschaften im Sediment und im Freiwasserbereich stehen. Die Struktur und
Diversitat der Lebensgemeinschaften und ihre Aktivitat im Sediment sind nach den Erkenntnissen der
letzten Jahre wesentliche GréRen, die den trophischen Zustand, die Redoxreaktionen und das
Verhalten von organischen Spurenstoffen bestimmen (KUHLMANN 1998).

In den Untersuchungen wurden die Sedimente der Talsperren Saidenbach, Quitzdorf, Muldenberg und
Neunzehnhain analysiert mit dem Ziel einer umfassenden Charakterisierung und dem Vergleich der
mikrobiellen Lebensgemeinschaften von Sedimenten aus Talsperren unterschiedlicher Trophie.
Molekularbiologische Methoden sollten an das Sediment angepasst und optimiert werden. Ein
besonderer Schwerpunkt lag auf  der molekularbiologischen Identifizierung von
Sedimentmikroorganismen zur Aufkldrung der Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften und
zur Abschatzung der mikrobiellen Diversitat. Auf der Grundlage der 16S rDNA wurden vergleichende
Sequenzanalysen durchgefiihrt, phylogenetische Studien betrieben und die Artenvielfalt aufgedeckt.
Weiterhin wurde die mikrobielle Gemeinschaft mit molekularbiologischen Fingerprinttechniken
analysiert. Dazu wurden die Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE), der Terminale
Restriktions-Fragmentlangen-Polymorphismus (T-RFLP) und die Automatisierte Ribosomale Intergene
Spacer Analyse (ARISA) etabliert und evaluiert. Diese Methoden sollten ein Screening der mikrobiellen
Zusammensetzung erlauben und eine Abschatzung ermdglichen, welche Proben mit aufwendigeren
Methoden (z.B. Klonierung und Sequenzierung) weiterbearbeitet werden sollten. Fur die T-RFLP war
es noétig, besonders die Mdglichkeiten der Auswertung zu optimieren.

In den Talsperrensedimenten waren Existenzmdglichkeiten von pathogenen Organismen in einem
extrem bakterienreichen Umfeld zu erwarten und Risiken bei der Trinkwassergewinnung aus
Oberflachengewéassern konnen nicht ausgeschlossen werden. Das Sediment stellt ein Reservoir fur
Keime dar, welche gelegentlich einer Resuspension unterliegen und durch den tief gelegenen Ablauf
ins Rohwasser gelangen kénnen. Die Elimination pathogener Organismen wird nur durch aufwendige
Desinfektionsmainahmen gewahrleistet. Daher spielte der Nachweis und die Identifizierung
pathogener Bakterien (Mykobakterien, Enterobakterien, Legionellen) und Protozoen (Microsporidien,
Cryptosporidien, Giardien, Toxoplasmen) in den Talsperrensedimenten eine wesentliche Rolle. In
diesem Ansatz wurden molekularbiologische Nachweismethoden durch Kulturmethoden, Mikroskopie
und ELISA ergéanzt. Vor allem zum Nachweis der Protozoen wurden neue PCR-Systeme entwickelt. Es
sollten Verteilungsmuster pathogener Organismen in den Sedimentschichten und Gewa&ssertypen
untersucht werden, um Aussagen Uber eine mdgliche Resuspension von im Sediment befindlichen
Krankheitserregern treffen zu kénnen.

Zur Analyse von Stoffwechselleistungen wurden die funktionellen Gruppen der sulfatreduzierenden
Bakterien, Denitrifikanten und Nitrifikanten auf der Basis von Genen, welche fur Schlisselenzyme

kodieren, spezifisch amplifiziert und identifiziert.
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I MATERIAL UND METHODEN

I1l. 1 Die Charakteristika der untersuchten Talsperren

Die geographische Lage der untersuchten Talsperren Neunzehnhain, Muldenberg, Saidenbach und

Quitzdorf ist in Abbildung 1 dargestellt.

Deutschland

Frankreich

Osterreich

Muldenberg

Abbildung 1: Geographische Lage der Talsperren

Es wurden 4 sachsische Talsperren untersucht: Quitzdorf, Saidenbach, Neunzehnhain und

Muldenberg. Die Charakteristika der Talsperren sind in Tabelle 1 dargestellt (MAAREN 2003).

Tabelle 1: Charakteristika der untersuchten Talsperren

Talsperre Neunzehnhain || Muldenberg Saidenbach Quitzdorf
Einzugsgebietsflache | 10,8 km? 20,3 km? 60,7 km? 174,5 km®
Anteil Landwirtschaft | 18% 0% 64% 73%
Anteil Forstwirtschaft | 80% 98% 28% 20%
Besiedlungsdichte 0 EW/km? 12 EW/km® 86 EW/km® 80 EW/km®
Maximale Tiefe 16,5m 230m 48,0 m 9,3m
Oberflache 8,5 ha 92,0 ha 146,0 ha 750,0 ha
Stauraum 0,5 Mio. m*® 5,8 Mio. m*® 22,4 Mio. m® 24,0 Mio. m®
SRP-Belastung/a 0,01-0,05 g P/m*| 0,22 g P/m? 0,45-1,20 g P/m{ 0,28 g P/m?
Sichttiefe 5,8-10,0 m um 2,5 m (braun) 2,5-5,5m 0,7-29m
pH-Werte 6,6-7,3 4,7-5,5 6,7-8,2 7,3-9,8
Trophiegrad oligotroph oligotroph mesotroph eutroph
Hauptnutzung Trinkwasser Trinkwasser Trinkwasser Brauchwasser
Gestautes Gewasser Lautenbach Rote und Weil3e| Saidenbach Schwarzer
Mulde, Saubach Schops
Inbetriebnahme 1911 1925 1933 1974
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lll. 1. 1 Die Talsperre Neunzehnhain |

Die Talsperre Neunzehnhain | befindet sich in einem unbesiedelten, Uberwiegend forstwirtschaftlich
genutzten Wassereinzugsgebiet und steht mit den Talsperren Neunzehnhain I, Saidenbach und
Einsiedel im Verbund. Die Talsperre liegt im mittleren Erzgebirge, hat oligotrophen Charakter
(Trophiestufe 1) und zeichnet sich durch geringe Phosphoreintrége aus. In den Sommermonaten kann
es jedoch zur kurzzeitigen aber starken Entwicklung von Nano- und Ultraplankton kommen.
Episodische Versauerungserscheinungen der Zuflisse Lautenbach und Gé&nsebach konnten die
Talsperren bis heute gut abpuffern (ULRICH 1998). Allerdings deutet sich eine Versauerung des
Wasserkorpers an. Die Nitratkonzentration stieg zwischen 1976 und 1990 kontinuierlich an, bis heute
sank die Konzentration auf Werte zwischen 5-10 mg/l. Zwei Kilometer unterhalb der Talsperre

Neunzehnhain Il befindet sich Neunzehnhain I.

lll. 1. 2 Die Talsperre Muldenberg

Die Talsperre Muldenberg liegt im Vogtland. Das Einzugsgebiet wird vorwiegend forstwirtschaftlich
genutzt und ist relativ gering besiedelt. Das Gebiet besteht zum gré3ten Teil aus Hochmoor. Die
Talsperre hat oligotrophen Charakter mit dystropher Beeinflussung. Die niedrigen pH-Werte (pH 4-5)
sind grof3tenteils nattrlichen Ursprungs (SIEBER 1992). Seit Anfang der 70er Jahre ist jedoch eine
Zunahme der Versauerung des Wasserkorpers zu beobachten (pH 4,2 in den 60er Jahren, pH 3,7 in
den 80er Jahren), welche auf die atmospharische Belastung der Region zurlickzufiihren ist (SIEBER
1992). Diese Versauerung ist nun ricklaufig, der pH-Wert steigt langsam wieder an (1990: pH 3,5;
2000: pH 5). Der Trend zu hoheren pH-Werten kdnnte zu einer starkeren Fallung von
Aluminiumhydroxiden und damit zu einer Mitféllung von ortho-Phosphat fihren. Dies wirde eine
geringere Trophie bedingen. Es besteht jedoch die Gefahr, dass eine anschlieRende
Wiederversauerung zu einer Freisetzung von Nahr- und Laststoffen aus dem Sediment fiihrt. Die
Nitratwerte der Talsperre sind sehr gering, nehmen aber langsam zu. Sie lagen in den 60er und 70er
Jahren bei 1-2 mg/l, in den 80er Jahren bei ca. 4-5 mg/l und sanken 1990 auf 2,6 mg/l Nitrat. Die
Flachenbelastung durch Phosphat ist ebenfalls gering (ca. 0,2 g ortho-Phosphat m? pro Jahr). Der
geringe Phosphoreintrag tber die Zuflisse und die bremsende Wirkung des sauren Stauseewassers
fihren nur zu einer geringen bis mafigen Planktonentwicklung (SIEBER 1992). Am Ende der
Sommerstagnation werden jéhrlich Sauerstoffkonzentrationen im Tiefenwasser von unter 4 mgl/l
gemessen, dabei findet man auch Mangankonzentrationen von 0,8 mg/l und Eisenkonzentrationen von
0,7 mg/l (SIEBER 1992). Die Talsperre Muldenberg besitzt keine Vorsperren. Die in der Talsperre
gestauten und somit vereinigten Bache bilden unterhalb der Sperrstelle die Zwickauer Mulde (SIEBER
1992).
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lll. 1. 3 Die Talsperre Saidenbach

Die Talsperre Saidenbach liegt im mittleren Erzgebirge. Das Einzugsgebiet der Talsperre wird
hauptsachlich landwirtschaftlich genutzt und ist durch Tierhaltung gekennzeichnet. Einen geringen
Anteil nimmt die Forstwirtschaft ein. Aufgrund der relativ hohen Besiedlungsdichte und der intensiven
Flachennutzung besitzt die Talsperre einen mesotrophen Charakter (Trophiestufe 2) mit einer Tendenz
zum eutrophen Zustand. Die Folgen der in den 70er und 80er Jahren verwendeten phosphathaltigen
Waschmittel zeigten sich in einem Anstieg der ortho-Phosphat-Flachenbelastung bis auf 1,20 g/m2 pro
Jahr. Verstarkt auftretende Algenentwicklungen waren die Folge. Seit 1990 sind die Werte durch die
Einflhrung phosphatfreier Waschmittel wieder riicklaufig (0,88 g/m2 pro Jahr). Die massive
Tierhaltung fuhrte zu einem Nitratanstieg bis auf Werte von 25,8 mg/l (1975-1990). Danach sanken die
Werte wieder, da die Viehhaltung eingeschrankt wurde. Der pH-Wert schwankt,
Versauerungserscheinungen werden jedoch nicht beobachtet, da die Béden im Einzugsgebiet gut
gepuffert sind und durch landwirtschaftliche Betriebe gekalkt werden (ULRICH 1998). Die Talsperre
Saidenbach verfugt Uber eine eutrophe, oftmals stabil geschichtete Unterwasservorsperre Haselbach,
die im Stauwurzel-Bereich liegt. Die tbrigen Zuflisse besitzen weitere sechs kleinere Vorbecken. Laut
ULRICH (1998) gilt die Talsperre Saidenbach aufgrund kontinuierlicher Datenreihen als eine der am

intensivsten untersuchten Talsperren Europas.

[ll. 1. 4 Die Talsperre Quitzdorf

Das Einzugsgebiet der Talsperre Quitzdorf liegt in der Oberlausitz und ist durch intensive
Landwirtschaft mit GroRRviehhaltung sowie eine dichte Besiedlung und industrielle Nutzung
charakterisiert. Die Talsperre wird als eutroph eingestuft (Trophiestufe 4). Der jahrelang
gleichbleibende Phosphateintrag in die Talsperre fuhrte zu einem hohen Phosphatgehalt (ca. 0,5 g
ortho—Phosphat/m2 pro Jahr in den 80er Jahren) und damit zu einer starken Eutrophierung des
Flachspeichers (SIEBER 1992). Von Juni/Juli bis Oktober dominieren jahrlich Cyanobakterien, die die
Nutzung als Badegewasser sowie die Fischzucht unterhalb gelegener Teiche stark beeintrachtigen
(SIEBER 1992). Die Nitratgehalte schwanken wéhrend des Jahres (0,8 mg/l bis 36 mg/l). Im Frihjahr
werden aus den Zuflissen grof3e Mengen Nitrat aus der Landwirtschaft in die Talsperre eingespiilt.
Davon wird im Laufe des Sommers durch Phytoplankter ein erheblicher Teil verbraucht und durch
Nitratreduktion umgebaut (SIEBER 1992). Der Nitratgehalt sank von 12 mg/l Ende der 70er Jahre auf
4,8 mg/l Anfang der 90er Jahre. Die pH-Werte schwanken. Die Sperre Quitzdorf besitzt keine
Vorsperren, aber ein Vorbecken Reichendorf.
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Ill. 2 Probenahmedaten, Probenahme und Transport

Genaue Probenahmedaten sind in der Tabelle 2 aufgefiihrt. Die taxonomischen Studien beziehen sich

auf die vergleichenden Klonierungen aus dem Jahr 2000.

Tabelle 2: Daten der Probenahmen

Muldenberg

Neunzehnhain |

Quitzdorf

Saidenbach

M1 14.06.2000

N1 26.04.2000

Q1 23.03.2000

S1 08.03.2000

M2 22.08.2000

N2 27.06.2000

Q2 30.05.2000

S2 09.05.2000

M3 17.10.2000

N3 08.08.2000

Q3 25.07.2000

S3 05.07.2000

M4 12.12.2000

N4 24.10.2000

Q4 05.10.2000

S4 27.09.2000

M5 29.05.2001

N5 12.06.2001

Q5 13.02.2001

S5 29.11.2000

M6 01.08.2001

N6 07.08.2001

Q6 18.04.2001

S6 09.05.2001

M7 25.09.2001

N7 10.10.2001

Q7 19.06.2001

S7 03.07.2001

M8 27.11.2001

Q8 28.08.2001

S8 05.09.2001

Q9 23.10.2001

S9 14.11.2001

Die Sedimentkerne wurden mittels eines Kajak Sampler entnommen und in Horizonte aufgetrennt:
0-0,5cm, 0,5-1cm, 1-1,5cm, 1,5-2 cm, 2-3 cm, 3-4 cm, 4-5cm

0-5 cm (Mischung aus den Einzelhorizonten)

Horizonte:

Gesamthorizont:

Die Entnahmen wurden Uber einen Zeitraum von 2 Jahren (2000 und 2001) in Abstanden von 2
Monaten fiur jede Talsperre durchgefihrt. Die Proben wurden in einer Kihlbox transportiert und die
DNA noch am Tag der Probenahme extrahiert. Die biochemischen Untersuchungen wurden von

Sebastian Maal3en durchgefihrt.

Ill. 3 Versuchsschema

Die Analyse der Sedimente sollte durch eine Kombination molekularbiologischer Methoden erfolgen.
Innerhalb der vergleichenden 16S rDNA Analyse sollten die vorkommenden Spezies identifiziert und
phylogenetische eingeordnet werden. Mittels Fingerprinttechniken (T-RFLP, ARISA und DGGE) wurde
die mikrobielle Zusammensetzung der Talsperren und deren Horizonte verglichen und saisonale
Schwankungen untersucht. Die spezifische PCR zielte insbesondere auf funktionelle Gruppen ab
(Denitrifikanten, Nitrifikanten und Sulfatreduzierer), wie auch auf potentiell pathogene Organismen
(Mykoplasmen, Legionellen, Enterobakterien und Protozoen). Klassische Nachweisverfahren (z.B.
Mikroskopie) sollten den Nachweis ergénzen.

Das folgende Schema (Abbildung 2) verdeutlicht die Vorgehensweise in der Arbeit.
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Vergleichende 16S rDNA-Analyse |

Sedimentprobe

Extraktion der Nukleinsauren
Gesamt- DNA

[\

Universelle 16S rDNA Amplifikation
Klonierung der PCR-Produkte

16S rDNA Bibliotheken
Analyse der 16S rDNA Bibliotheken 1

Sequenzierung rekombinanter Klone
16S rDNA Sequenzen
Vergleichende Sequenzanalyse

Datenbankvergleich

=

| Fluoreszenz T-RFLP

::E mm MM AM b

328 :32b18m /
0 a0 w0

Sedimentprobe
Extraktion der Nukleinsaurenl

Gesamt-DNA

!

Terminal markierte
16S rDNA-Fragmente

Terminal markierte -

16S rDNA —-Fragmente
verschiedener Langen

16S rDNA Amplifikation
ein Primer tragt eine
Fluoreszenz-Markierung

w4

32R:32eb18m /
40 50 e 700 800

Automatisierte
Fluoreszenz-Analyse

Restriktionsverdau
(Mspl, Rsal, Hhal)

Spezifische PCR
fur Mykoplasmen, Legionellen, Enterobakterien,
Toxoplasmen, Kryptosporidien und Giardien

ARISA
Automatisierte Ribosomale Intergene Spacer Analyse

Atmosphare
Stickstqfffixierung
PO :
Amplifikation Stickstoff
funktioneller Gene spezifischer
MIKFOOFgarismeRttuppen:

DOEtfassung von Denitrifikanten, Denitrifikation
Nitrifikanten und sulfatreduzierenden

ik anismen
AmmbHKKSRSS Nitratammonifikation

* Nitrifikation

Nitrifikation

Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese

I

s

Sedlmentprobe

I jﬁl'"

T

Extraktion der Nukleinsauren

Gesamt-DNA

!

16S rDNA-Fragmente
mit GC-Klammer

=)

HESDE

Illlhm il"‘ll

16S rDNA Amplifikation ‘ii
ein Primer tragt eine

GC-Klammer

Fingerprintmuster

Gleichlange Fragmente
unterschiedlicher,

Auftrennung im artspezifischer

Erfassung hygienisch relevanter Bakterien

Ammonium Nitrit Nitra Polyacrylamidgel Basenzusammensetzung
mit denaturierendem werden aufgetrennt
Gradienten
Kultivierung

Nachweis von Protozoen
Mikroskopie und ELISA

Abbildung 2 Angewandte Methoden zur Analyse der Talsperrensedimente
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Ill. 4 Verwendete Gerate, Kitsysteme, Losungen, Puffer und Nahrmedien

ll. 4. 1 Gerate

Brutschrank
DGGE

DNA-Aufschluss

Elektrophorese-

Systeme

Netzgeréat

Photometer

Pipetten

Probenahmegerat

Thermocycler

Thermomixer
Tischzentrifuge
Transilluminator
UV/VIS-Photometer

Vakuumzentrifuge

Vortex

Waage

lll. 4. 2 Verwendete Kitsysteme und Fertigldsungen

Biochemische Identifikation

DNA-Extraktion

dNTP Mix

Laborbrutschrank B12

DCode Universal Mutation Detection System

Gradient Delivery System Model 475
Schwingmuihle MM 2000
FastPrep®-System

ComPhor Midi

ABI PRISM? 377 Genetic Analyzer

Ready-To-Run Separation unit™

Power Pac 200
Anthos reader 2001

Eppendorf Referenz
Pipetman

Kajak Sampler

GeneAmp PCR System 9600
GeneAmp PCR System 2400
GeneAmp PCR System 9700
Robocycler Gradient 96 mit Hot Top
Thermomixer 5437
Centrifuge 5415 C

Gel Doc 2000

Ultrospec 3000

Maxi dry lyo

MS1 Mini Shaker
Typ FA 3100-2i

Sartorius Basic

API 20E

FastDNA? Spin Kit for soil
QlAamp? Tissue Kit
200 pM
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Heraeus, Deutschland
BioRad, Deutschland

Kurt Retsch, Deutschland
Qbiogene, USA

BIOzym, Deutschland

PE Biosystems, Deutschland
Amersham Pharmacia
Biotech AB, USA

BioRad, Deutschland

anthos Microsysteme GmbH,
Deutschland

Eppendorf, Deutschland
Gilson, USA

Uwitec, Osterreich

PE Applied Biosystems,
Deutschland

Stratagene, Niederlande
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
BioRad, Deutschland
Pharmacia Biotech,
Schweden

Heto Lab Equipment,
Déanemark
IKA-Labortechnik, Staufen
Faust Laborbedarf, Schweiz

Sartorius AG, Deutschland

bioMérieux,
Frankreich
Qbiogene, USA
Qiagen GmbH
Hybaid GmbH
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ELISA ProSpecT Giardia Microplate Assay Genzyme Virotech,
ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay  Deutschland
Eukitt Histomount Life Sciences Int.,
Deutschland

Klonierung TOPO TA Cloningél Kit Invitrogen,
TOP10F One Shot? Competent Cells Niederlande
Mastermix-Aufreinigung Microcon® Centrifugal FilterDevices YM-100 Millipore, Amicon
PCR-Produkt-Aufreinigung QIAquick& PCR Purification Kit Qiagen GmbH,
Deutschland
PCR-Puffer (107) PE Biosystems Deutschland
Polymerase AmpliTagGold®DNA-Polymerase PE Biosystems,
Deutschland
Sequenzierung BigDye® RR Terminator Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems,
Deutschland
Silberfarbung Biorad Silver Stain BioRad, Deutschland
Xylol Histoclear National Diagnostics,
USA

[ll. 4. 3 Losungen fur die Mikroskopie von Protozoen

SAF-Stammlésung

Natriumacetat 15,00 g

Eisessig 20,00 ml
Formalin (40%) 40,00 ml
Wasser 925,00 ml

Trichromlésung

Chromotrope 2R (Sigma C1343) 6,00 g
Anilin Blau (Riedel-de Haen 32703) 0,50 ¢g
Wolframatophosphorsaure-Hydrat (Merck 583) 0,25¢g

Zutaten in 3 ml Eisessig lI6sen, bei Raumtemperatur fiir 30 min inkubieren, danach mit 100 ml A. dest.

versetzen und mit 1 M HCI auf pH 2,5 einstellen. Farbelésung vor Gebrauch auf 37 °C erwarmen.
Séaure-Alkohol

Eisessig 4,5 ml
Ethanol 95% 995,5 ml
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lll. 4. 4 Puffer und sonstige Losungen

Agarosegel-Elektrophoresepuffer (TBE 10”7, pH 8,3)

Tris Base 1,00 M
Borsaure 8,30 M
EDTA 0,01 M

Agarosegel-Ladepuffer (67)

Ficoll 15,00% (w/v)
Bromphenolblau 0,25% (wiv)
Xylencyanol-FF 0,25% (wWiv)

Ethidiumbromid-Stammldsung (1%)
Ethidiumbromid 0,01¢g
A. dest. 10,00 ml

Gebrauchsfertige Farbelosung: 0,5 ml Ethidiumbromid-Stammlésung in 500 ml A. dest. I6sen

TAE-Puffer (50x) (DGGE)

Tris Base 242,00 g
Essigsaure, 100% 57,10 ml

EDTA 18,61 ¢

A. dest. auf 1000 ml auffullen

Ladepuffer (DGGE)

2% Bromphenolblau 0,25 ml
2% Xylencyanol 0,25 ml
100% Glycerin 7,00 ml
A. dest. 2,50 ml

Den pH-Wert mit HCI vor dem Auffullen mit A. dest. auf einen Wert von 8,0 einstellen, danach

autoklavieren.

Farbstofflosung fur das Gel (DGGE)

Bromphenolblau 0,059
Xylencyanol 0,059
1x TAE Puffer 10,00 ml
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I1l. 4. 5 Nahrmedien

Folgende Nahrmedien wurden nach Herstellerangaben zubereitet:

Blut-Agar (Columbia Agar), Nahragar  Oxoid, Hampshire, England

Blutagar und Nahragar sind universell einsetzbare Medien zur Anzucht von Bakterien.

Endo-Agar Difco, Detroit, USA

Endoagar ist ein lichtempfindliches kombiniertes Selektiv-/Indikatormedium, das Fuchsin und Na,SO;

(Leukofuchsin) enthalt. Es wachsen nur Enterobakterien, Pseudomonaden und andere gram-negative
Stabchen, wahrend gram-positive Bakterien durch das vorhandene Leukofuchsin im Wachstum
gehemmt werden. Die Fuchsinbildung (rot) wird durch die Aldehydproduktion Laktose-positiver
Bakterien bewirkt. E. coli bildet auf diesem Agar dunkelrote Kolonien mit typischem Fuchsinglanz
(KAYSER 1998).

LB-Agar (Luria Bertani-Agar) Oxoid, Hampshire, England

Diesem Agar wurden zur Selektion von Ampicillin-resistenten E. coli 50,0 pg/ml Ampicillin zugeftgt.

Leifson-Agar Oxoid, Hampshire, England

Auf diesem Agar wird das Wachstum gram-positiver Bakterien durch das enthaltene Na-desoxycholat
unterdriickt. Nicht darmpathogene, Laktose positive Enterobakterien erscheinen als rosa-rétliche
Kolonien. Durch die Saurebildung infolge des Laktose-Abbaus kommt es zum Farbumschlag des im
Agar enthaltenen Neutralrot. Salmonellen erscheinen als zarte Kolonien mit einer schwarzen Farbung

aufgrund der FeS-Bildung.

Selenitbouillon Oxoid, Hampshire, England

Die Selenitbouillon dient der Anreicherung von Salmonellen, da das Wachstum apathogener Keime
gehemmt wird. Das Vorhandensein von Salmonellen wird durch eine Trilbung der Bouillon deutlich.
Sie wird nach 24-stiindiger Bebritung bei 37 °C mit einem Glasstab auf Winkle- und Leifson-Platten
ausgestrichen. Danach verbleibt die Bouillon 4 Tage zur Kalteanreicherung im Kihlschrank (4 °C),

bevor sie mit einem Glasstab auf Yersinien-Agar ausgestrichen und bebriitet wird.

Winkle-Agar Oxoid, Hampshire, England

Nicht darmpathogene Enterobakterien erscheinen weil3-gelblich auf dem Agar, Salmonellen

erscheinen glasig in Farbe des Nahrbodens, eventuell mit zentraler Schwérzung.

Yersinien-Agar Oxoid, Hampshire, England

Verdachtige Kolonien erscheinen als durchsichtige, glattrandige, stecknadelkopfgroR3e Kolonien mit

himbeerfarbenem Zentrum (,Kuhaugen®).
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I1l. 5 Nachweismethoden

[ll. 5. 1 Kultivierung und Identifikation von Enterobakterien

Die Anzucht der Enterobakterien erfolgte auf Selektivndhrbdden (Endo-, Winkle-, Leifson-, Yersinien-
Agar) und in einer Anreicherungsbouillon (Selenitbouillon). Von den Sedimenten wurden jeweils 100 pl
einer 1:10 und 1:100 Verdunnung des Gesamthorizontes ausplattiert bzw. eine Impfése aus den
Verdinnungen in die Bouillon gegeben. Zur Gewinnung von Reinkulturen wurden Kolonien auf
Blutplatten (berimpft. Diese Reinkulturen wurden anschlielend in das API 20E-System nach
Herstellerangaben eingesetzt. Zusatzlich wurde die Oxidase-Reaktion mit Kulturmaterial der
Blutplatten durchgefihrt.

Die Anwendung des speziell fir Enterobakterien entwickelten, kommerziellen APl 20E-Testsystems
ermoglicht eine sichere Identifikation wvon kultivierten, gram-negativen Enterobakterien. Die
Identifikation beruht auf chemischen Reaktionen (,bunte Reihe*), welche die physiologischen
Leistungen der Bakterien widerspiegeln. Die Identifizierung erfolgt Gber einen 7-Ziffern-Code mittels

der API-Software bzw. API-Katalog.

lll. 5. 2 Lichtmikroskopischer Nachweis von Cryptosporidien, Giardien und

Microsporidien

Von jeder Talsperrenprobe wurden vier parallele Anséatze (jeweils 3-4 g Sediment) des
Gesamthorizontes (0-5 cm) mikroskopisch auf pathogene Parasiten untersucht.
Die Positivproben wurden freundlicherweise vom Institut fur klinische Prifung Ludwigsburg GmbH,

Veterinarmedizinisches Labor, bereitgestellt.

I1l. 5. 2. 1 SAF-Fixierung

Im ersten Schritt wurden die Sedimentproben mit SAF-L6ésung (Sodium acetate, Acetic acid,
Formaldehyde) fixiert. Diese Fixierung stellt eine sensitive Methode fiir pathogene Protozoen dar und
ermdglicht einen prazisen und empfindlichen Zystennachweis (MARTI 1990). Spezialfarbungen wie
Trichrom-Farbung oder modifizierte ZIEHL-NEELSEN-Farbung kénnen dann direkt mit dem fixierten
Material durchgefiihrt werden.

Die parallelen Ansatze wurden mit je 10 ml SAF-Ldsung gut vermischt und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden die Proben durch Rihren homogenisiert und durch eine Metallgaze
(Maschenweite 1 mm) in ein Zentrifugenréhrchen gegeben, um grobe Partikel abzufiltrieren. Nach
Zentrifugation (1 min, 500" g bei 4 °C) wurde der Uberstand abgegossen und dem Sediment 7 ml
physiologische NaCl-Lésung und 3 ml Ather hinzugefiigt. Der Ansatz wurde gemischt und zentrifugiert
(5 min, 500"g bei 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und die fixierten Proben in folgende

Farbungen eingesetzt.
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I1l. 5. 2. 2 Modifizierte Trichrom-Farbung nach Weber zum Nachweis von Microsporidien

Zum Nachweis von Sporen der Microsporidien wurde die modifizierte Trichromfarbung (oder
Chromotrop-Farbung) durchgefiihrt (FRANZEN 1999, WEBER 1994).

Aus den SAF-fixierten Ansatzen wurden diinne Suspensionen auf Objekttrdger ausgestrichen, an der
Luft getrocknet und 5 min in Methanol fixiert. Danach wurden die vier Objekttrager fir 30 min bei 37 °C
mit Trichromlésung gefarbt. AnschlieRend wurde 10 sec mit Saure-Alkohol gespiilt. Danach erfolgte
eine dehydrierende Behandlung (zweimal 5 min in 96%igem Ethanol und einmal 10 min in absolutem
Ethanol). Im letzten Schritt wurden die Objekttrdger 5 min mit Xylol inkubiert und danach in Eukitt
eingebettet.

Die 1-2,5 pm grof3en Sporen stellen sich bei 1000-facher Vergrof3erung als pinkfarbene bis rote ovale
Strukturen dar. Im Gegensatz dazu werden Bakterien blau-griin angefarbt. Da Microsporidiensporen
sehr klein sind, ist eine Interpretation des lichtmikroskopischen Bildes oft schwierig und erfordert ein

gewisses Mal3 an Erfahrung.

I1l. 5. 2. 3 Modifizierte ZIEHL-NEELSEN-Farbung zum Nachweis von Cryptosporidien

Oozysten der Cryptosporidien wurden mittels modifizierter ZIEHL-NEELSEN-Farbung nach
HENRIKSON und PAHLENZ (1981), weiter modifiziert nach PILZ (1989), lichtmikroskopisch
nachgewiesen (SOAVE 1996, BRETT 1986, SEITZ 2002, LENG 1996).

Es wurden diinne Suspensionen der SAF-fixierten Ansétze auf Objekttrager ausgestrichen, an der Luft
getrocknet und 5 min in Methanol fixiert. Nach Trocknung (an der Luft) wurde 20 min in Karbolfuchsin
gefarbt. Nach Spulen mit Leitungswasser wurden die Proben in 3% HCI-Ethanol entfarbt, bis keine
Farbwolken mehr sichtbar waren. Nach wiederholtem Spilen mit Leitungswasser wurden die
Objekttrager 1 min mit Lofflers Methylenblau gegengefarbt. Im letzten Schritt wurde mit
Leitungswasser abgespilt und an der Luft getrocknet.

Cryptosporidien geben den Farbstoff Karbolfuchsin bei der HCI-Alkohol-Behandlung nicht wieder ab.
Darin zeigt sich ihre Saurefestigkeit. Die 4-6 um grof3en ovalen Oozysten erscheinen bei 1000-facher
VergrofRerung betrachtet, als rot gefarbte Strukturen. Andere Strukturen und Bakterien werden blau

angefarbt.

I1l. 5. 2. 4 Farbung mit LUGOLscher L6sung zum Nachweis von Giardien

Dinne Suspensionen der SAF-fixierten Anséatze wurden mit einem Tropfen LUGOLscher Ldsung
angefarbt und bei einer 40 10-fachen Vergrof3erung mikroskopiert. Im gelblich-ockerfarben Praparat

sind die 8-14 pm grof3en ovalen Zysten gut erkennbar.
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lll. 5. 3 Nachweis von Giardien und Cryptosporidien mittels ELISA

Der ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ist ein weit verbreiteter Antigen-
/Antikorpernachweis. Nachweismethoden fiir Antigene und Antikbrper haben eine sehr hohe
Sensitivitdt und erfordern in der Durchfiihrung einen geringen Zeitaufwand (JANEWAY 1997, KLEIN
1991). Fir den serologischen Nachweis der Parasiten wurden 200 pl der 1:10 verdiinnten Proben aus
dem Gesamthorizont und je 200 pl von positiven und negativen Kontrollen (Institut fir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene) in Festphasenimmunoassays eingesetzt. Der qualitative Nachweis von
Cryptosporidium spezifischem Antigen (CSA) bzw. Giardia spezifischem Antigen (GSA 65) mittels
monoklonaler Antikorper erfolgte nach Herstellerangaben. GSA ist ein Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 65 kD. GSA und CSA werden bei der Vermehrung der Organismen gebildet und

zeigen keine Kreuzreaktivitdt mit anderen Darmparasiten.

I1l. 6 Molekularbiologische Analyse der Talsperrensedimente

I1l. 6. 1 Zellaufschluss und Extraktion von Nukleinsauren

I1l. 6. 1. 1 Mechanischer Zellaufschluss und Extraktion von Nukleinsduren

Fir den Aufschluss der Sedimentbakterien wurde ein speziell fir Boden- und Sedimentproben
entwickeltes System (FastDNA Spin Kit for Soil) nach Herstellerangaben verwendet. Es erlaubte die
schnelle Extraktion genomischer DNA aus dem Sediment mittels zugehorigem FastPrep-Gerét.

Das System beruht auf der mechanischen Zerstdrung der Zellen mittels Keramik- und Silikapartikeln in
verschiedenen GroRRen und Formen. Nach Homogenisierung und Proteindenaturierung wurden in
mehreren Zentrifugationsschritten Zelltrimmer und Sedimentpartikel entfernt. AnschlieRend erfolgte
die Ausféllung der Proteine und die Bindung der DNA an eine Kieselerdematrix. Durch nachfolgende
Waschschritte wurde die DNA aufgereinigt und danach die DNA von der Matrix eluiert. Das so
erhaltene DNA-Eluat wurde bei —20°C gelagert und in Verdiinnungen fur verschiedene PCR-Protokolle
eingesetzt. Von jeder Sedimentprobe wurde die DNA aus den sieben Horizonten extrahiert, und durch
Mischen der extrahierten DNA eine Mischprobe des gesamten Sedimenthorizonts (0-5 cm) erstellt.

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit dem Photometer Ultrospec 3000 nach

Herstellerangaben.

I1l. 6. 1. 2 DNA-Isolierung durch enzymatisch-mechanischen Aufschluss

Zum molekularbiologischen Nachweis von Protozoen wurde eine Kombination aus enzymatischem und
mechanischem Aufschluss gewahlt. Hierzu wurde eine Proteinase K - Beadbeater-Behandlung in
Kombination mit dem kommerziellen QIAamp? Tissue Kit und einer Phenolisierung durchgefiihrt.

Zunéachst wurden 300 pl Probenmaterial mit 180 pl Puffer ATL und 20 pl Proteinase K gemischt und
bei 55 °C im Schuttler Uber Nacht inkubiert. Danach wurden 500 pl Beads (Zirkonium, 0,1 mm

Durchmesser) und 500 pl Phenol mit 500 pl der so behandelten Probe gemischt und bei maximaler
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Frequenz 12 min in einer Schwingmihle geschittelt und anschlieBend 5 min bei 14.000"g
abzentrifugiert. Dieser mechanische Schritt ergénzt den enzymatischen Schritt des Zellaufschlusses.
Die wassrige Phase wurde abgenommen, mit 400 pl Puffer AL gemischt und fir 15 min bei 95 °C im
Thermomixer inkubiert. AnschlieRend wurden 420 ul 96%iger Ethanol zugegeben. Die Lésung wurde
auf dem Vortexer gemischt und auf QIA-Saulchen gebracht. Diese Saulen wurden bei 8.000" g fur 1
min zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Mit zwei verschiedenen Waschlésungen (500 pl AW 1, 500
pul AW 2) wurde die DNA von stérenden Substanzen gereinigt, abzentrifugiert (8.000"g 1 min, 8.000" g
3 min) und das jeweilige Filtrat verworfen. Durch Zugabe von 50 pl Puffer AE und Zentrifugation fur 1
min bei 8.000” g wurde die aufgereinigte DNA von der Saule eluiert. Die aufgereinigte DNA wurde bei —

20°C gelagert.

[ll. 6. 2 Amplifikation von Nukleinsauren mittels PCR

Die PCR (Polymerase-Kettenreaktion) ist eine Methode zur in vitro Vervielfaltigung von
Desoxyribonukleinsauren. Die Technik der PCR erlaubt die gezielte und spezifische Amplifikation von
DNA-Fragmenten mit hoher Effizienz (ALBERTS 1999, ATLAS 1993, BERTRAM 1991, GANTEN
1997).

Die Amplifizierung des gewitnschten DNA-Abschnittes beruht auf der Wiederholung von drei
Teilschritten, die einen Zyklus bilden. Der Schritt der Denaturierung trennt bei einer Temperatur von
Uber 90 °C den DNA-Doppelstrang in Einzelstrdnge auf. Im nachfolgenden Schritt, dem Annealing,
lagern sich die Startermolekiile (Oligonukleotide) durch Hybridisierung bei einer definierten Temperatur
an die komplementéaren DNA-Strange an und dienen damit der DNA-Polymerase als Startpunkte
(Primer) fur die Polymerisationsreaktion bei 72 °C. Bei jedem Zyklus verdoppelt sich die Anzahl an
DNA-Fragmenten aus dem vorhergehenden Zyklus, wobei theoretisch nach 20 Zyklen ein
Anreicherungsfaktor von 10° erreicht wird.

Zur Durchfuihrung einer PCR wird ein Mastermix erstellt, welcher alle fir die Amplifikation benétigten
Komponenten enthélt. Die eingesetzten Primer sind Oligonukleotide mit einer typischen Lange von 15-
25 bp, welche als Startermolekdile fur die DNA-Polymerase dienen. Sie werden aus den flankierenden
Bereichen des interessierenden DNA-Abschnittes abgeleitet, und in der PCR wird der zwischen den
Primern liegende DNA-Bereich vervielfaltigt. Die DNA-Polymerase flgt enzymatisch Nukleotide an das
3’-OH Ende einer vorhandenen DNA-Matrize (Primer) an. Die Tag-Polymerase aus dem
hyperthermophilen Bakterium Thermus aquaticus ist hitzestabil und Ubersteht die wahrend der
Denaturierungsphasen herrschenden Temperaturen von tber 90 °C ohne gréRere Aktivitatsverluste.
Weiterhin enthalt der Mastermix die vier verschiedenen Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), welche zur Extension der Primer (Verlangerung) bendtigt werden.

Bei der nested und semi-nested PCR wird das erhaltene PCR-Produkt in einer zweiten
Amplifikationsrunde unter Verwendung einer neuen, innerhalb des gebildeten PCR-Fragmentes
liegenden Primerkombination nochmals amplifiziert (GASSEN 1994). Durch die Wahl von mindestens
einem neuen (semi-nested PCR), intern gelegenen Primer wird gewahrleistet, dass Produkte der
ersten PCR-Reaktion als Matrize fur die zweite PCR dienen kdnnen. Dadurch wird eine hohe
Sensitivitat erreicht (VOLOSSIOUK 1995).
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Zum Nachweis der Mikroorganismen wurden Primersysteme mit unterschiedlichen Spezifitaten
eingesetzt (Tabelle 3, Tabelle 4). Bei jeder PCR-Reaktion wurden eine Positiv- (um Reproduzierbarkeit
und Sensitivitat zu Uberprifen) und eine Negativkontrolle (um evtl. Kontaminationen aufzudecken)
mitgefihrt. Die Positivkontrolle enthielt eine definierte Menge an Template-DNA. Die Negativkontrolle

bestand aus einem kompletten Reaktionsansatz (Mastermix), der keine DNA enthielt.

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes (Mastermix) (50 pl):

10" PCR-Puffer (enthalt 15 mM MgCl,) 5,00 pl
dNTP Mix 5,00 pl
Strang-Primer (Forward) (10 pmol/pl) 1,00 pl
Gegenstrang-Primer (Reverse) (10 pmolpl) 1,00 ul
AmpliTaqGold®DNA-Polymerase (5 Unit/ul) 0,25 pl
A. bidest. 31,75-36,75 pul
Template-DNA 1,00- 5,00 pl

Zur Analyse sulfatreduzierender Mikroorganismen wurden zusatzlich MgCl, (25mM) (2,0 pl) und
DMSO (100%) (2,0 pl) eingesetzt.

I1l. 6. 2. 1 Primerdesign

Die verwendeten Primer wurden entweder aus der Literatur Gbernommen oder mit Hilfe des
Bioinformatikprogrammes ARB erstellt. Die Sequenz wurde spezifisch zur Zielsequenz gewahlt und
sollte moglichst nicht mit einem G oder C enden. Weiterhin wurde darauf geachtet, dass die
verschiedenen Basen in einem ausgewogenen Verhéltnis stehen, die Sequenzen weder inter- noch
intramolekulare komplementare Bereiche aufweisen und eine mdglichst hohe Schmelztemperatur
besitzen. Die Schmelztemperatur (T,,) bestimmt die Annealing-Temperatur (T,). Schmelz- und
Annealingtemperatur wurden nach folgenden Formeln errechnet (SUGGS 1981):

Tm= [(Anzahl von A+T) x2 °C + (Anzahl von G+C) x4 °Clund T,= T, — 5 °C.

Die errechneten Werte dienten als Anhaltspunkte und wurden in Folgeexperimenten optimiert.

Il. 6. 2. 2 PCR-Protokolle

Soweit nicht anders beschrieben, wurden nachfolgende PCR-Reaktionen fir den Gesamthorizont und
die sieben Einzelhorizonte durchgefihrt. In die PCR wurden jeweils Verdinnungen von 1:10, 1:100
und 1:1000 des DNA-Eluates eingesetzt.

PCR Nr. 1a und 1b: Mykobakterien-PCR-Protokoll (semi-nested PCR)
In dieser semi-nested PCR wurden mit Hilfe der Primer TPU1/R264 (SCHUPPLER 1995/ KIRSCHNER
1993) (1. Amplifikation) bzw. TPU1/R259 (2. Amplifikation) (SCHUPPLER 1995/ KIRSCHNER 1993)
mykobakterielle 16S rRNA-Gensequenzen von ca. 240 bp amplifiziert.
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PCR Nr. 2: Sequenzier-PCR fir Mykobakterien
Zur Sequenzierreaktion wurde jeweils ein Primer der zweiten Amplifikation eingesetzt. Die
Sequenzierung erfolgte parallel mit dem Strang- und dem Gegenstrangprimer.

PCR Nr. 3: Enterobakterien-PCR-Protokoll
Durch Verwendung der Primer TPU4 (SANDER 1998) und Enterl432 (SGHIR 2000) erfolgte die
Amplifikation eines ca. 600 bp langen Fragments der 16S rDNA von Enterobakterien.

PCR Nr. 4a und 4b: Toxoplasmen-PCR-Protokoll (nested PCR)
Die in der nested PCR verwendeten Primer ToxB1694f/ToxB1887r (1. Amplifikation, Fragment von ca.
190 bp) bzw. ToxB1757f/ToxB1853r (STEUBER 1995) (2. Amplifikation, Fragment von ca. 130 bp)

wurden zum spezifischen Nachweis des B1 Gens von Toxoplasmen eingesetzt.

PCR Nr. 5a und 5b: Legionellen-PCR-Protokoll (semi-nested PCR)

Von jeder Sedimentprobe wurde der Gesamthorizont sowie die oberste Horizontschicht von 0-0,5 cm
auf das Vorhandensein von Legionellen getestet. Dabei wurden DNA-Verdiinnungen von 1:10 und
1:100 sowie unverdinnte DNA eingesetzt. Zum spezifischen Nachweis der 16S rRNA-Gene von
Legionellen wurden die Primer Leg-16S-858/Leg-16S-225 (1. Amplifikation, Fragment von ca. 650 bp)
bzw. Leg-16S-858/Leg-16S-448 (CALVO-BADO) (2. Amplifikation, Fragment von ca. 430 bp)
verwendet.

PCR Nr. 6: Cryptosporidien-PCR-Protokoll

Die Uberpriifung des Gesamthorizontes auf das Vorkommen von Cryptosporidien erfolgte mit
unverdinnter, 1:10 und 1:100 verdunnter DNA aus den Sedimentproben. Hierzu wurden die Primer
CPF und CPR (LABERGE 1996) verwendet, um spezifisch ein 358 bp langes Fragment des Gens

CpR1, welches fir ein Oozysten-Protein-Gen der Cryptosporidien kodiert, zu amplifizieren.

PCR Nr. 7: Giardien-PCR-Protokoll

Mit den Primersystem ABB 97F/ABB 220R (ROCHELLE 1997) wurde ein 163 bp langes Fragment des
Giardia-spezifischen Hitzeschockproteins amplifiziert. GIA 1F (entwickelt innerhalb dieser Arbeit)/GGR
(KAUCNER 1998) und GGL/GGR (KAUCNER 1998) amplifizieren Fragmente des Beta-Giardin Genes
mit einer Lange von 207 bp und 171 bp.

PCR Nr. 8 bis 11: Universelle 16S rDNA-PCR-Protokolle

Das Ziel der universellen 16S rDNA-PCR ist es, mdglichst alle in der Probe vorkommenden Bakterien
zu erfassen. Daher befinden sich die Zielsequenzen der Primer in konservierten Bereichen des 16S
rRNA-Gens.

8) TPU1/1387R (ca. 1360 bp langes Fragment) (SCHUPPLER 1995/MARCHESI 1998)

9) TPU1/1492R (ca. 1460 bp langes Fragment) (POLZ 1998)

10) TPU1/1525R (ca. 1500 bp langes Fragment) (COATES 1999)

11) TPU1/RTU4 (SANDER 1998)
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PCR Nr. 12: Sequenzier-PCR-Protokoll fiir 16S rDNA
Zur Sequenzierung der 16S rDNA wurde der Primer TPU1 verwendet.

PCR Nr. 13: Amplifikation der Plasmid-Inserts
Die Plasmid-Inserts wurden ausgehend vom Koloniematerial mit den Primern M13f24 und M13r22

amplifiziert. Die Primer binden nahe des lac-Promotors bzw. im lacZa-Fragment.

PCR Nr. 14: 16S rDNA-PCR fur die DGGE

Es wurde von der extrahierten DNA aus den Horizonten die Verdiunnung von 1:100 verwendet. Mit
dem Primerpaar TPU1-GC und 515R (ZOETENDAL 1998) wurde ein ca. 500 bp langes Fragment der
16S rDNA inklusive GC-Klammer synthetisiert. Pro Reaktionsansatz wurde 2 pl MgCl, als Zusatz

verwendet.

PCR Nr. 15: Nitrifikanten-PCR

Die spezifische PCR fur Ammoniak-oxidierende Bakterien basiert auf der Amplifikation eines 490 bp
Abschnittes des Ammoniak-Monooxygenase Gens (AmoA) mit dem Primersystem AmoA-1F und
AmoA-2R (ROTTHAUWE 1997). Als Positivkontrolle wurde DNA von Nitrosomonas europaea

eingesetzt.

PCR Nr. 16: Denitrifikanten-PCR

Das verwendete Primersystem NirS (NirS1F/NirS6R) (BRAKER 1998) erreicht die spezifische
Amplifikation von denitrifizierenden Bakterien. Das synthetisierte Fragment des Nitrit-Reduktase-
Genes besitzt eine Lange von ca. 800 bp. Als Positivkontrolle wurde DNA von Pseudomonas

aeruginosa verwendet.

PCR Nr. 17: Sulfatreduzierer-PCR

Fur die Untersuchung der Horizonte auf das Vorhandensein von sulfatreduzierenden Bakterien wurden
die Gene der alpha Untereinheit der Dissimilatorischen Sulfit Reduktase (DSR) amplifiziert. Es wurde
die 1:100 Verdiinnung der extrahierten DNA verwendet und als Positivkontrolle DNA von Desulfovibrio
desulfuricans eingesetzt. Es wurden die Primerpaare DSR1F/DSR4R (gesamtes Gen der alpha
Untereinheit der DSR) (WAGNER 1998) und DSR1F-GC/DSR FLR (DGGE-Analyse) (Primer DSR

FLR entwickelt innerhalb dieser Arbeit) verwendet. Die Fragmente besalien eine Lange von ca. 500

bp.

PCR Nr. 18: PCR fir die ARISA

Mit den Primersystemen 16S 1406F/23S 115RT und 16S 1492F/ 23S 115RT (FISHER 1999) wurde
die intergene Spacer-Region zwischen der 16S rDNA und der 23S rDNA amplifiziert. Die Spacer-
Regionen sind in Sequenz und Lange bei verschiedenen Gattungen und Spezies hoch variabel. Die
entstehenden Fragmentlangen kénnen 400-1200 bp betragen (AMANN 1995).
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I1l. 6. 2. 3 Primer

Tabelle 3: Sequenzen der verwendeten Primer

Primer

Sequenz

R264 (Mykobakterien)

5-TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA-3

R259 (Mykobakterien)

5-TTT CAC GAA CAA CGC GAC AA-3

Enter1432 (Enterobakterien)

5-TCT TTT GCA ACC CAT TCC-3’

ToxB1694f (Toxoplasma gondii)

5-GGA ACT GCA TCC GTT CAT GAG-3

ToxB1887r (Toxoplasma gondii)

5-TCT TTA AAG CGT TCG TGG TC-3’

ToxB1757f (Toxoplasma gondii)

5-TGC ATA GGT TGC CAG TCACTG-3

ToxB1853r (Toxoplasma gondii)

5-GGC GAC CAATCT GCG AAT ACACC-¥

Leg-16S-225 (Legionellen)

5°-AAG ATT AGC CTG CGT CCG AT-3

Leg-16S-858 (Legionellen)

5-GTC AACTTATCG CGT TTG CT-3

Leg-16S-448 (Legionellen)

5-GAG GGT TGA TAG GTT AAG AGC-3’

CPF (Cryptosporidium parvum)

5-GCC CAC CTG GAT ATACAC TTT C-3

CPR (Cryptosporidium parvum)

5-TCC CCC TCT CTA GTA CCA ACA GGA-3

ABB 97F (Giardien)

5-AGG GCT CCG GCATAACTT TCC-3

ABB 220R (Giardien)

5-GTATCT GTG ACC CGT CCG AG-3’

GGL (Giardien)

5-AAG TGC GTC AAC GAG CAG CT-3

GGR (Giardien)

5-TTAGTG CTT TGT GAC CAT CGA-3’

GIA 1F (Giardien)

5°-ACG ACA GAA GCG CTC ACA A-3

TPUL (universell)

5-AGA GTT TGA TC[C/A] TGG CTC AG-3’

TPU4 (universell)

5"-GGA TTA GAT ACC CTG GTAGTC C-3

968F (universell)

5°-AAC GCG AAG AAC CTT AC-3

RTU4 (universell)

5-TAC CAG GGT ATC TAATCC TGT T-3

1387R (universell)

5°-GGG CGG [AIT]GT GTA CAAGGC -3

1492R (universell)

5-TAC GG[C/T] TAC GTT GTT ACG ACT T-3

1525R (universell)

5-AAG GAG GTG TTC CA[G/T] CC[A/G] CC-3’

515r (universell)

5-GTATTA CCG CGG C[G/T]G CTG GCA C-3

M13f24 (Insert-Amplifikation)

5-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3’

M13r22 (Insert-Amplifikation)

5-AGC GGA TAA CAATTT CAC ACA GGA-3

GC-Klammer

5-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG

AmoA-1F (Nitrifikanten)

5-GGG GTT TCT ACT GGT GGT-3

AmoA-2R (Nitrifikanten)

5-CCC CTC [G/T]G[G/C] AAA GCC TTC TTC-3’

NirS1F (Denitrifikanten)

5°-CCT A[C/T]T GGC CGC CJA/G]C A[A/G]T-3’

NirS6R (Denitrifikanten)

5-CGT TGA ACT T[A/G]C CGG T-3

DSR1F (Sulfatreduzierer)

5"-AC[G/C] CA[C/T] TGG AA[A/G] CAC G-3°

DSRA4R (Sulfatreduzierer)

5-GTG TA[A/G] CAG TT[A/G/T] CC[A/G] CA-3’

DSR FLR (Sulfatreduzierer)

5-A[A/G]C CGT C[A/G][A/G] ACT TGA A-3’

16S 1406F (ARISA)

5 -TG[C/T] ACA CAC CGC CCG T-3'

16S 1492F (ARISA)

5-AAG TCG TAA CAA GGT AJA/GIC CG-3’

23S 115RTET (ARISA)

5 -GGG TT[C/G/T] CCC CAT TCIA/G] G-3

Die Primer TPU1, 968F und DSR1F wurden parallel mit 5"-GC-Klammer fur die DGGE-Analyse

benutzt.
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Il. 6. 2. 4 PCR Programme

Tabelle 4: Verwendete PCR-Programme

PCR| Denaturierung Zyklen Extension (final)
Nr. (initial) Denaturierung Annealing Extension Anzahl
Temp. [°C] | min| Temp. [°C] | min | Temp. [°C] | min | Temp. [°C] | min Temp. [°C] | min
la 95 10 95 1 64 1 72 1 35 72 10
1b 95 10 95 1 55 1 72 15| 35 72 10
95 0,16 60 0,08 60 4 25
95 10 95 1 57 1 72 1 35 72 10
4a 95 10 95 1 55 1 72 15| 40 72 10
4b 95 10 95 1 55 1 72 15| 40 72 10
5a 95 95 0,16 64 1 72 1 30 72 5
5b 95 95 0,5 66 1 72 1 20 72 5
6 95 10 95 1 45 1 72 1 40 72 2
7 94 10 94 2 50 2 72 2 40 72 5
8 95 10 95 15 50 15 72 2 35 72 10
9 95 10 95 1 50 1 72 15| 35 72 10
10 94 9 94 2 55 72 2 35 72 7
11 95 10 95 1 50 72 15| 35 72 10
12 96 0,16 60 0,08 60 4 25
13 95 9 95 1 55 1 72 2 30 72 10
14 95 95 1 55 15 72 15| 27 72 10
15 94 94 1 60 15 72 15| 35 72 10
16 95 10 95 1 47 15 72 15| 37 72 10
17 95 10 94 1 54 15 72 15| 35 72 10
18 94 10 94 1 55 1 72 15| 35 72 10

11l. 6. 2. 5 Aufreinigen des PCR-Mastermixes

PCR-Reagenzien, z.B. die verwendeten DNA-Polymerasen, koénnen geringe Mengen an DNA

aufweisen. Oft enthalten sie DNA des E. coli Stammes, in dem sie exprimiert wurden oder DNA von
die Dbei

Pseudomonaden,

der Aufreinigung des Proteins Uber kontaminierte Sé&ulen

in die

Praparationen gelangen. Bei der anschlieRenden Aufreinigung des Enzyms wird kontaminierende DNA

nicht vollstdndig entfernt, so dass die Tag-Polymerase noch Spuren von E. coli DNA enthalten kann.

Vorrangig bei der universellen Amplifikation der 16S rDNA und bei der Enterobakterien-PCR wurde der

Mastermix zur Entfernung von DNA-Kontaminationen durch Filtration aufgereinigt. Fur die Filtration

wurden Microcon YM-100 Saulen nach Herstellerangaben verwendet.
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I1l. 6. 2. 6 Nachweis der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese

Nach der PCR wurden die Amplifikationsprodukte in einem 1,5%igen Agarosegel mittels
Gelelektrophorese analysiert. Es wurde ein Aliquot von 9 ul jeder PCR-Reaktion mit 2 pl Agarosegel-
Ladepuffer gemischt und auf das Agarosegel aufgetragen. Spannung und Laufzeit richteten sich nach
der Fragmentlange. DNA ist ein Polyanion, daher wandern die Fragmente zur Kathode. Durch die
Vernetzung der Agarose bedingt, werden lange Fragmente starker in der Wanderung durch das Gel
zuriickgehalten als kiirzere Fragmente (ALBERTS 1999). Als interner Langenstandard wurde je nach
erwarteter Lange des PCR-Produktes ein geeigneter DNA-Molekulargewichtsmarker (Smart Ladder,
0,2-10 kb oder Smart Ladder SF, 0,1-1 kb; Eurogentec Bel s.a., Belgien) mitgefihrt. Nach Beendigung
der Elektrophorese wurde das Gel in eine wassrige Ethidiumbromidldsung (1 pg/ml) Uberfihrt und fur
mindestens 20 min inkubiert.

Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen des DNA-Doppelstranges. Der Nachweis der DNA
erfolgt durch Anregung mit UV-Licht (1=254 nm) (BERTRAM 1991). Die Dokumentation erfolgte mit

einem digitalen Gel Dokumentations- System.

[ll. 6. 3 Klonierung von PCR-Produkten

I1l. 6. 3. 1 Aufreinigung der PCR-Produkte

Um die amplifizierte DNA von den Uberschiissigen Komponenten der PCR-Reaktion (Nukleotide,
Primer, DNA-Polymerase, Salze etc.) zu reinigen, wurde ein kommerziell erhaltliches Kit auf
Kieselerdebasis nach Herstellerangaben verwendet (QIAquick). Damit kédnnen DNA-Fragmente in
einer GroRenordnung von 100 bp bis 10 kb aufgereinigt werden. Bei der Aufreinigung handelt es sich
um eine Kombination von Mikrozentrifugationstechnologie und selektiver Bindungseigenschaft einer
speziellen Silikamembran. In Gegenwart von hohen Konzentrationen an chaotropen Salzen, welche
die Struktur von Wasser verandern, binden Nukleinsauren an Silikageloberflachen. Nach einem
Waschschritt wurde die gereinigte DNA eluiert. Das Eluat wurde bei —20 °C gelagert, bzw. in

anschlieBende Klonierungen oder Sequenzierreaktionen eingesetzt.

I1l. 6. 3. 2 Klonierung von PCR-Fragmenten

Die extrahierte DNA aus den Sedimenten enthélt eine Vielzahl von Sequenzen. Die Sequenzierung ist
erst nach dem Vereinzeln der Sequenzen durch Klonierung moglich. Fur die Klonierung wurde das
TOPO TA Cloning® Kit nach Herstellerangaben verwendet. Durch kovalent an den linearisierten Vektor
gebundene Topoisomerase ermdglicht dieses Kit eine schnelle und effiziente Klonierung von PCR-
Produkten, die mit Tag-Polymerase amplifiziert wurden. Aufgrund der terminalen Transferase-Aktivitat
der Tag-Polymerase werden einzelne Desoxyadenosin-Nukleotide (dA) an das 3"-OH Ende aller DNA-
Strange wahrend der PCR angefiigt. Der im Kit enthaltene Plasmidvektor pCR& 2.1. bietet die dazu
kompatiblen 3’-lberhdngenden Enden (dT) an. Die Transformation erfolgt auf chemischem Wege

unter Verwendung der im Kit enthaltenen kompetenten E. coli Zellen (TOP10F One Shot).
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Das PCR-Produkt (Insert) wird in die Multiple Cloning Site (MCS) im lacZ-Gen integriert. Die Selektion
auf positive Transformanden erfolgte auf IPTG und X-Gal supplementierten LB-Ampicillin-Platten. Auf
diesem Medium kdnnen nur E. coli wachsen, welche den Vektor enthalten und damit das Ampicillin-
Resistenzgen tragen. Klone mit einem Insert bilden wei3e Kolonien, wahrend sich die tibrigen Kolonien
blau anfarben. Diese Farbreaktion wird durch folgenden Mechanismus hervorgerufen: IPTG (Isopropyl-
3-D-Thiogalactosid) bindet an den lac-Repressor, ein zelluldres Protein, und aktiviert das lac-Operon.
Dieser Vorgang aktiviert die enthaltenen Strukturgene lacZ (B-Galaktosidase), lacY (B3-
Galaktosidpermease) und lacA (Transacetylase) fur die Lactose-Verwertung. Bei Rezirkularisierung
des Vektors wird eine intakte B-Galaktosidase gebildet, welche X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3-
D-Galactosid), ein farbloses Substrat, unter Mithilfe des Luftsauerstoffs zum blauen 5,5-Dibrom-4,4-
Dichlorindigo umsetzt. Somit farben sich E. coli Kolonien ohne Insert blau.

Positive Transformanden wurden mittels sterilem Zahnstocher gepickt und vereinzelt. Ausgehend vom

Koloniematerial wurden die Plasmid-Inserts mit den Primern M13 amplifiziert.

lll. 6. 4 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode nach SANGER (1977). Das Prinzip
beruht auf der gezielten, statistisch verteilten Unterbrechung der Komplementéarstrang-Synthese
(KNIPPERS 1997) durch den Einbau von Didesoxynukleotiden (ddNTP’s). Didesoxynukleotide
besitzen keine 3"-OH-Gruppe. Dadurch kann der betreffende Strang nicht mehr verlangert werden und
es kommt zum Kettenabbruch. Entscheidend fir die Automatisierung der Methode ist die Markierung
der ddNTP’s durch Fluoreszenzfarbstoffe. Im verwendeten System sind die vier Didesoxynukleotide
mit unterschiedlich fluoreszierenden Farbstoffen markiert (,dye-labeled terminator). Die
Sequenzierung resultiert in einem Gemisch von DNA-Fragmenten, die sich in ihrer Ldnge um jeweils
eine Base unterscheiden. Dieses Gemisch wird elektrophoretisch aufgetrennt, die einzelnen
Fragmente detektiert und daraus die Basenabfolge ermittelt.

Der Erfolg der Sequenzierung héngt wesentlich von der Reinheit der eingesetzten DNA ab. Die
enzymatische Reaktion wird schon durch geringe Verunreinigungen empfindlich gestdrt (BERTRAM
1991). Die M13-PCR-Produkte wurden daher mit dem QIlAquick& PCR Purification Kit nach
Herstellerangaben aufgereinigt und in die Sequenzierung eingesetzt. Zur Durchfiihrung der
Sequenzierung wurde das BigDye® RR Terminator Cycle Sequencing Kit verwendet. Als
Sequenzierprimer dienten jeweils die Forward-Primer.

Die Sequenzierreaktion, die Aufreinigung der Sequenzierprodukte, Gelelektrophorese (ABI PRISM)
und Auswertung erfolgte nach Herstellerangaben.

I1l. 6. 4. 1 Datenbankvergleich der Sequenzen

Die vergleichende Analyse der 16S rRNA-Genbibliotheken erfolgte mit dem Computerprogramm
HUSAR 3.0 (Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources, DKFZ Heidelberg), basierend auf GCG-
Programmen (Genetic Computer Group, DEVEREUX 1984). Die phylogenetische Einordnung der 16S
rDNA-Sequenzen erfolgte unter Verwendung des Bioinformatikprogrammes ARB der TU Miinchen und
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des MPI Bremen. Datenbankvergleiche wurden weiterhin mit EMBL- (European Molecular Biology
Laboratory, Heidelberg) und RIDOM- (Ribosomal Differentiation of Medical Microorganisms,
Wirzburg) Datenbanken durchgefuhrt (HARMSEN 1999). Die Analyse der DSR-Sequenzen erfolgte
mit dem BLAST Algorithmus der NCBI Datenbank [http://www.nchi.nim.nih.gov/].

I1l. 6. 4. 2 Analyse der Sequenzhomologien

Zur Analyse der Sequenzhomologien wurden die Programmpakete MacMolly® Tetra, Version 3.10,
2000, Soft Gene GmbH als Freeware Edition und BioNumerics™, Version 2.00, Applied Maths,
Kortrijk, Belgien, genutzt.

lll. 6. 5 Analyse mittels Denaturierender Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE)

Mittels der DGGE-Technik kdnnen DNA-Molekile gleicher Lange aber unterschiedlicher Sequenz
aufgetrennt werden. Die Technik basiert auf dem unterschiedlichen Laufverhalten der DNA-Molekiile in
einem denaturierenden Gradienten. Eine Voraussetzung fur die Analyse von DNA-Fragmenten mit der
DGGE ist das Vorhandensein einer GC-reichen Sequenz von mindestens 40 Basenpaaren (GC-
Klammer), welche wéhrend der PCR eingefiihrt wird. Diese GC-Klammer wird durch einen Primer
eingebracht, welcher an seinem 5-Ende die GC-reiche Region tragt. Diese Modifizierung der DNA
verhindert im Gradientengel die vollstandige Trennung der PCR-Produkte zu Einzelstrangen.

Die Konzentration an Acrylamid richtet sich nach der Lange der zu untersuchenden DNA-Molekile.
Der denaturierende Gradient wird durch Mischen von Gelldsungen gleicher Konzentration an
Acrylamid aber mit unterschiedlichen Konzentrationen von Harnstoff und Formamid erreicht. In der
Anleitung des Herstellers sind die Mengen an Harnstoff und Formamid entsprechend der vollstandigen
Denaturierung in Prozent angegeben. Nach Einwanderung in das Gel wird der DNA-Doppelstrang
durch die ansteigende Konzentration von Harnstoff und Formamid bis auf die GC-Klammer
aufgeschmolzen. Basierend auf der unterschiedlichen Zahl an Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Adenin/Thymin und Guanin/Cytosin ist das Aufschmelzen der DNA direkt von der Sequenz
abhangig. Dadurch wird der Doppelstrang in AT-reichen Bereichen friher aufgeschmolzen als in GC-
reichen Regionen. Durch das partielle Offnen der Doppelstrange verringert sich die
Laufgeschwindigkeit des PCR-Produktes und das DNA-Fragment wird sterisch an der Wanderung im
Gradientengel gehindert. Durch diesen Effekt entstehen bei optimaler Auftrennung des PCR-Produktes
fuir verschiedene Sequenzen unterschiedliche Banden.

Fur die DGGE wurde eine Ethanolfallung der PCR-Produkte durchgefiihrt und in 10 pl A. bidest.
resuspendiert. AnschlieBend wurde 2,8 pl Ladepuffer zugegeben, gemischt und tber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Die Durchfuhrung der DGGE erfolgte nach den Angaben des Herstellers (DCode System
und Gradientenmischer). Es wurden DGGE-Gele mit einer Acrylamidkonzentration von 7% und einem
linearen Gradientenverlauf zwischen 43% und 60% Denaturierung verwendet. Die Elektrophorese

erfolgte in 16 h bei einer konstanten Spannung von 75 V.
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I1l. 6. 5. 1 Silberfarbung des Polyacrylamidgeles

Um auch geringe Mengen von DNA nachweisen zu kénnen, wurde eine sensitive Silberfarbung
durchgefiihrt. Diese Farbung arbeitet je nach verwendetem Protokoll mit der chemischen Umwandlung
(Oxidierung) der DNA nach der elektrophoretischen Auftrennung unter Ausnutzung der Beschichtung
und des Materials der Polybond-Folie, auf der das Gel gegossen wurde. Die aus der Oxidation der
DNA hervorgehende OH-Gruppe kann selektiv Silberionen oxidieren und binden, womit bei Zugabe
von Natriumkarbonat eine Braunfarbung der DNA-Banden ausgeldst wird. Eine wichtige Rolle spielt
Natriumthiosulfat, es reduziert Silber und bringt das bei der Farbung unspezifisch ausgefallene Silber
wieder in Lésung. Mit dieser Methode lassen sich noch 0,01 ng ds DNA/mm? Gel nachweisen.

Die Farbung erfolgte nach dem Silberfarbeprotokoll von BioRad nach Herstellerangaben. Die
Dokumentation des gefarbten Gels erfolgte mittels eine digitalen Geldokumentationssytems (BioRad).
Zur ldentifizierung einzelner Banden wurde direkt im Anschluss an die Dokumentation des Gels
entsprechende Banden mit einem sterilen Skalpell aus dem Polyacrylamidgel ausgeschnitten und in
ein Eppendorf-Reaktionsgefal tberfuhrt. Zu diesem wurden 100 pl A. dest. gegeben, fur 20 min bei 95
°C und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Mit dem Uberstand wurde am néachsten Tag eine Ethanolféllung
durchgefiihrt und das DNA-Pellet in 35 pl A. dest. resuspendiert. Fur anschlielende Reamplifikationen

wurden 3 pl Template verwendet.

[ll. 6. 6 Analyse mittels Terminalem Restriktions-Fragmentlangen-
Polymorphismus (T-RFLP)

Die T-RFLP erlaubt eine schnelle und effiziente Untersuchung von vielen Proben und stellt eine
zuverlassige Methode zur Abschatzung der mikrobiellen Diversitat dar. Mit dieser Technik werden
molekulare Fingerprints erstellt, die Methode ist daher besonders geeignet fur vergleichende Analysen
(MARSH 1999). Im ersten Schritt wird das entsprechende Gen amplifiziert, wobei ein Primer eine 5" -
Fluoreszenzmarkierung (FAM) tragt (TPU1-FAM/ 1387R). Die generierten Fragmente erhalten somit
eine terminale Fluoreszenzmarkierung. AnschlieRend erfolgte die Uberpriifung der Amplifikate im
Agarosegel und eine Aufreinigung (QIAquick). Der Restriktionsverdau mit den tetrameren Enzymen
Mspl und Rsal (New England BioLabs Inc., USA) wurde laut Herstellerangaben durchgefiihrt. Danach
wurden 3,5 ul des Reaktionsansatzes mit 2,5 pl Formamid und 0,5 pl eines internen Langenstandards
(GenScan 1000 Rox) gemischt, 3 min bei 94 °C denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Die
resultierenden einzelstrangigen Fragmente wurden anschlieend im automatischen Sequenziergerat
ABI PRISM? 377 Genetic Analyzer aufgetrennt und detektiert. Die Analyse der T-RFLP Profile erfolgte

unter Verwendung der GeneScan® Analysis Software.
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I1l. 6. 6. 1 Auswertung und graphische Darstellung der T-RFELP Ergebnisse

Zur Auswertung der T-RFLP Fingerprints wurde das T-RFLP Operation Analysis Software Tool
(TOAST) innerhalb dieser Arbeit in der Diplomarbeit von F. LUDWIG entwickelt. Dieses Programm
wurde mit dem HyperCard System fur Macintosh (Version 2.3.5) erstellt. Die graphische Darstellung
erfolgte mittels der Plymouth Routines In Multivariate Ecological Research (PRIMER) v5 Software und

Multi-Dimensionalem Scaling (MDS).

lll. 6. 7 Analyse mittels Automatisierter Ribosomaler Intergener Spacer Analyse
(ARISA)

Die Fingerprinttechnik ARISA beruht auf der Amplifikation der intergenen Spacer-Region zwischen der
16S und 23S rDNA. Die PCR wurde mit zwei Primerpaaren durchgefihrt, wobei der Gegenstrang-
Primer eine Fluoreszenzmarkierung (TET) trug (16S 1406F/23S 115RTET und 16S 1492F/23S
115RTET). Die Fluoreszenzmarkierung besteht aus dem Fluoreszenz-Amidit TET. Die
Fragmentlangenbestimmung der 3"-markierten PCR-Produkte erfolgte nach Gelelektrophorese und
Aufreinigung (QIAquick) mit dem automatischen Sequenziergeréat ABI PRISM? 377 Genetic Analyzer
und GeneScan® Analysis Software. Somit konnte eine Automatisierung der Methode erzielt werden.
Der Vorteil der ARISA liegt in einer schnellen Abschatzung der mikrobiellen Diversitat und in einer
Differenzierung sehr nahe verwandter Organismen. In der Spacer-Region (400-1200 bp L&nge)
(FISHER 1999) werden signifikante Sequenz-Heterogenitaten zwischen verschiedenen Spezies aber
auch zwischen sehr nahe verwandten Spezies erwartet. Der Nachteil der ARISA besteht in einer
moglichen Unterschatzung der vorhandenen Diversitat, da verschiedene Organismen die gleichen
Spacerlangen aufweisen kdnnen und in der ARISA somit nur als ein Peak reprasentiert werden
(FISHER 1999).
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IV ERGEBNISSE UND DISKUSSION

IV. 1 Die vergleichende 16S rDNA Analyse

Der groRe Vorteil molekularbiologischer Techniken gegenlber klassischen Analysen besteht in der
Kultivierungsunabhéngigkeit. Aber auch die vergleichende Sequenzanalyse unterliegt methodisch
bedingten Limitierungen.

Die Lyse der Zellen und die Extraktion der Nukleinsauren stellen erste kritische Schritte im PCR-
vermittelten Ansatz zur Analyse des bakteriellen Spektrums einer Untersuchungsprobe dar. Ein
selektiver bzw. unzureichender Zellaufschluss beeinflul3t wesentlich das PCR-Ergebnis und verfalscht
die Zusammensetzung einer Genbibliothek. Um einen realen Einblick in das Organismen-Spektrum in
Umweltproben zu erhalten, ist es besonders wichtig, eine effiziente Extraktionsmethode anzuwenden.
In der Literatur werden verschiedene Methoden fir die Lyse von Bakterien beschrieben, z.B.
mechanisch mit Ultraschall oder Bead-Beater, enzymatisch mit Enzymen, Hitzebehandlung,
Detergenzien oder Kombinationen (LEFF 1995, MORE 1994, SMALLA 1993, YEATES 1997). Die
Extraktionsmethode héangt ab vom Zellwandaufbau der Bakterien (die Unterschiede im Zellwandaufbau
bewirken eine unterschiedliche Lysierbarkeit der Mikroorganismen) (AMANN 1995) und vom
Probenmaterial. Viele organische Verbindungen (z.B. Huminsduren, bestehend aus komplexen
Polyphenolen) aus Sedimenten oder Boden werden bei der Extraktion von DNA aufgrund ahnlicher
Eigenschaften koextrahiert und wirken inhibierend auf die PCR (TSAI 1992). Die Inhibierung hat eine
negative Beeinflussung der Polymeraseaktivitdt oder der Primerbindung zur Folge und fihrt so zu
falsch-negativen Ergebnissen (TSAI 1992, ZHOU 1996). Aber auch verschiedene andere Substanzen
wie Hamoglobin, Detergenzien, organische und phenolische Verbindungen, Fette, Polysaccharide,
Proteine, Schwermetalle, Cellulose, Enzyme, Handschuhpuder oder zu hohe DNA-Konzentrationen im
PCR-Ansatz kénnen zu einer Inhibierung der PCR fiihren (WILSON 1997). Zur Entfernung der
Kontaminationen sind meist zusétzliche Aufreinigungsschritte notwendig. Eine weitere Mdglichkeit
besteht im Verdunnen der in die PCR eingesetzten DNA, um eventuell inhibierende Substanzen
auszuverdinnen (MANGIAPAN 1996). Durch die gleichzeitige Verringerung der DNA-Konzentration
wird jedoch auch die Sensitivitat der PCR herabgesetzt (CULLEN 1998, JACKSON 1997).

Neben falsch-negativen PCR-Signalen durch Inhibitoren kénnen auch falsch-positive Ergebnisse durch
die hohe Sensitivitdt der PCR das Resultat verfélschen. Bereits geringste Mengen kontaminierender
DNA aus Luftaerosolen, verunreinigten GeféaRen oder Pipetten-Totvolumina kénnen zu falsch-positiven
Ergebnissen filhren (BOTTGER 1991). Eine weitere Problematik ergibt sich bei der Untersuchung von
Umweltproben, die eine Vielzahl verschiedener Bakterienspezies enthalten. Dann besteht die Gefahr
einer bevorzugten, selektiven Vervielfaltigung von rRNA-Genen bestimmter Bakterien (KUHLMANN
2000). Einen direkten Einfluss auf die Amplifikation haben die Genomgrof3e und Kopienzahl der rRNA-
Gene, die Auswahl der Primer und Amplifikationszyklen, sowie der GC-Gehalt der 16S rDNA (AMANN
1995, SUZUKI 1996).
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IV. 1. 1 Untersuchung des DNA-Gehaltes in den Sedimenten

Um den mdglichen Einfluss der Sedimenttiefe auf den DNA-Gehalt zu bestimmen, wurde nach der
DNA-Extraktion der DNA-Gehalt der Sedimenthorizonte bestimmt.

Die Extraktion von Nukleinsduren aus Boden oder Sedimenten birgt viele Problempunkte. Die
Bodenstrukturen ermdéglichen einen Schutz der Bakterienzellen vor Lyse (FROSTEGARD 1999).
Weiterhin adsorbiert DNA an Bodenkolloide (z.B. Tonpartikel) was zu einer verminderten Ausbeute
und damit Effizienz der Extraktion fihren kann. Durch die in vorliegender Arbeit angewendete Methode
zur DNA-Extraktion konnten diese Fehlerquellen weitestgehend ausgeschaltet und eine effiziente
Abtrennung der Partikel wie auch Lyse der Zellen erreicht werden.

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes verschiedener Sedimenthorizonte ergab eine Abnahme der
Menge an DNA mit zunehmender Tiefe (Abbildung 3).
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Abbildung 3 DNA-Gehalt in den Sedimenthorizonten der Talsperren
In der Abbildung 3 sind die DNA-Gehalte in pg DNA/g Trockenmasse des Sedimentes
exemplarisch von drei ausgewahlten Probenahmen der Talsperren dargestellt. Die Abnahme
des DNA-Gehaltes in tieferen Horizonten konnte in allen Probenahmen festgestellt werden.
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Diese Beobachtung Kkorreliert mit Ergebnissen der Bestimmung der Gesamtzellzahlen in den
untersuchten Sedimenthorizonten. In allen untersuchten Sedimenten wurde eine Abnahme der
Gesamtzellzahlen in tieferen Sedimenthorizonten festgestellt (MAAREN 2003). Die aus den
Untersuchungen resultierende Abnahme der Gesamtzellzahl in der Tiefe spiegelt sich auch im DNA-
Gehalt der Sedimenthorizonte wider (Abbildung 3).

Die Gesamtzellzahlen im Sediment der Talsperre Neunzehnhain betrugen 1,3-4,5 x 10’ Bakt./mg TM
und in den eutrophen Talsperren Saidenbach und Quitzdorf 6-17 x 10" Bakt./mg TM (MAAREN 2003).
In den Sedimenten von Saidenbach und Quitzdorf wurden DNA-Gehalte von 200 ug/g TM und 450
pg/g TM ermittelt und im Sediment der Talsperre Neunzehnhain 50-200 pg/g TM. In Muldenberg
wurden DNA-Gehalte von 150-250 pg/g TM nachgewiesen (Abbildung 3). Ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Trophie und der bakteriellen Gesamtzellzahl konnte jedoch nicht gezeigt
werden (MAAREN 2003).

Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtungen liegt in der geringeren Verfligbarkeit an
organischem Substrat in tieferen Sedimentschichten (RAVENSCHLAG 2000).

IV. 1. 2 Einfluss verschiedener Primersets auf die 16S rDNA-Amplifikation

Um den potentiellen Einfluss verschiedener Primersysteme auf die Zusammensetzung der
resultierenden 16S rDNA Bibliotheken (Amplifikation) zu testen, wurden die 16S rRNA-Gene der
extrahierten Sediment-DNA mit den universellen Primerpaaren 27F/1387R und 27F/1525R unter
Standardbedingungen amplifiziert. Die resultierenden PCR-Produkte wurden anschlieRend in E. coli
kloniert und die Zusammensetzung der Genbibliotheken durch Sequenzierung analysiert. Diese
Untersuchung ergab keine signifikanten Verschiebungen in der Zusammensetzung der analysierten
16S rDNA Bibliotheken. Bei der Amplifikation der 16S rDNA von Quitzdorf wurden mit den
verwendeten Primersets 27F/1387R und 27F/1525R in 73% Ubereinstimmende Sequenztypen in den
Genbibliotheken gefunden (kalkuliert nach MARTIN 2002). In weiteren Untersuchungen wurde das
Primerpaar 27F/1387R eingesetzt.

IV. 1. 3 Reproduzierbarkeit der Methode, Vergleichende Sequenzanalysen

Um die Reproduzierbarkeit der in dieser Arbeit eingesetzten Technik zur Erstellung von 16S rDNA-
Bibliotheken zu untersuchen, wurde die extrahierte DNA des Gesamthorizontes (0-5 cm) von zwei
Probenahmen aller untersuchten Talsperrensedimente unabhangig voneinander mit dem gleichen
Primersystem (27F/1387R) amplifiziert und unter gleichen Bedingungen kloniert. Die Analyse der
resultierenden 16S rDNA Bibliotheken erfolgte durch Sequenzierung zuféllig ausgewahlter
rekombinanter Klone.

In Abbildung 4 sind die Ergebnisse der Analysen von Quitzdorf (Probenahmen 2 und 4) und
Saidenbach (Probenahmen 2 und 4) dargestellt. Die mittels der 16S rDNA Analyse untersuchten
Bibliotheken reflektierten reproduzierbar die mikrobielle Struktur der Sedimente. Spezielle
Veranderungen in der mikrobiellen Gemeinschaft wurden in den erstellten Genbibliotheken auch

quantitativ erkennbar, so z.B. die in den Sommermonaten beobachtete Cyanobakterienbliite. Diese
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flhrte in der 16S rDNA Bibliothek der eutrophen Talsperre Quitzdorf zu einem Anstieg entsprechender
16S rDNA-Sequenzen.
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Abbildung 4 Vergleich der Resultate zweier unabhéngiger 16S rDNA Bibliotheken
Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu prifen, wurde die extrahierte DNA aus zwei
Probenahmen amplifiziert, kloniert und sequenziert. Es konnte eine stabile mikrobielle

Zusammensetzung je Talsperrensediment festgestellt werden.

Die unabhangig voneinander erstellten Genbibliotheken eines Talsperrensedimentes wiesen
insgesamt eine hohe Ahnlichkeit in ihrer mikrobiellen Zusammensetzung auf. Die mikrobiellen
Biozonosen erwiesen sich als temporar weitgehend konstant in einem Sediment-Okosystem. Dieses
Resultat bekraftigt die Reproduzierbarkeit der hier angewendeten 16S rDNA Analyse. Die
Untersuchung zweier Probenahmen eines Sedimentes verdeutlicht, dass die vorkommenden
phylogenetischen Gruppen reproduzierbar dargestellt werden kdnnen. Die Konstanz der mikrobiellen

Gemeinschaft ergibt sich aus der stabilen Schichtung des Sedimentes.
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IV. 1. 4 Verteilung der phylogenetischen Hauptgruppen von Prokaryoten in den

Sedimenten

Die untersuchten Talsperren unterscheiden sich in den chemischen Profilen wie auch in der Quantitat
und Qualitdt des sedimentierenden organischen Materials. Demzufolge waren Unterschiede in der
mikrobiellen Zusammensetzung zu erwarten, verdeutlicht durch die Prasenz oder Absenz
verschiedener bakterieller Spezies oder phylogenetischer Gruppen. Das Ziel dieser Untersuchung war
zunachst die Analyse der vorkommenden Bakterienspezies (Sequenztypen) und ihre Zuordnung zu
den groRen phylogenetische Hauptgruppen von Prokaryoten, um so Unterschiede oder
Gemeinsamkeiten zwischen den Talsperrensedimenten darstellen zu kénnen. Von der Talsperre
Saidenbach wurden insgesamt 4 Proben Kloniert, welche den Gesamthorizont reprasentierten. Von
Quitzdorf, Neunzehnhain und Muldenberg wurden jeweils zwei Probenahmen untersucht. Weiterhin
wurden 16S rDNA Analysen des obersten und untersten Horizontes der Talsperren Quitzdorf und
Neunzehnhain durchgefihrt.

Insgesamt wurden 2541 rekombinante Klone der erstellten 16S rDNA Bibliotheken sequenziert und
unter Verwendung des Programmpacketes HUSAR 3.0 und FASTA Algorithmus analysiert.

Um herauszufinden, ob es sich um &hnliche oder identische Sequenzen handelt, wurden diese
Sequenzen aus der Klonierung der Gesamthorizonte in das Programm BioNumerics eingerechnet und
ein Alignment erstellt. Mit Hilfe dieses Programmes konnten Ahnlichkeiten und Distanzen zwischen
den einzelnen Sequenzen sicher festgestellt werden. Die Sequenzen wurden anschlieBend zu
individuellen OTUs (operational taxonomic units) zusammengefal3t. Ein OTU wurde basierend auf der
phylogenetischen Einordnung und dem 97% Ahnlichkeitskriterium als Einheit definiert, fir die sich eine
Distanz oder Ahnlichkeit zu einer anderen Einheit messen laRt und beruht in dieser Untersuchung auf
Sequenzen, die mehr als 97% an gemeinsamen Basen aufweisen. Da groRRes Interesse an der
phylogenetischen Einordnung der Sequenzen bestand, wurden Vertreter dieser OTUs anschlie3end in
bestehende phylogenetische Dendrogramme eingerechnet. Die phylogenetische Einordnung der OTUs
erfolgte unter Verwendung des Bioinformatikprogrammes ARB ([http://www.mikro.biologie.tu-
muenchen.de]) der TU Minchen und des MPI Bremen.

Die 16S rDNA Bibliotheken der untersuchten Talsperrensedimente reprasentierten eine enorme
mikrobielle Diversitat (Abbildung 5). 1515 Sequenzen, d.h. iiber 60% aller Klone, wiesen Ahnlichkeiten
von mehr als 97% zu 16S rDNA-Sequenzen kultivierter Organismen oder zu Sequenzen auf, welche in
verschiedenen Diversitats-Studien zur natirlichen bakteriellen Diversitdt gefunden wurden. Diese
Sequenzen konnten in 14 bekannte phylogenetische Gruppen eingeordnet werden (einschlie3lich der

alpha, beta, gamma und delta Protecobacteria).
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Alle anderen Klone (und nicht in Abbildung 5 aufgefihrte Gruppe) zeigten eine hohe
Sequenzhomologie zu unidentifizierten, phylogenetisch bisher nicht eingeordneten Bakterien. Diese
Sequenzen werden in Datenbanken unter dem Begriff ,unidentified bacteria“ gefuihrt. In den 16S rDNA
Bibliotheken waren diese Bakterien mit Anteilen zwischen 19,8% (Sediment von Muldenberg) und
54,6% (Sediment von Saidenbach) représentiert.

Bei diesen Sequenzen handelt es sich vermutlich um neue, bisher nicht beschriebene
Mikroorganismen. In den weiteren Ausfiihrungen der vorliegenden Arbeit wird diese Gruppe als

unidentifizierte Organismen bezeichnet.

Mikrobielle Diversitat der Talsperrensedimente
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Abbildung 5 Mikrobielle Diversitét in den Sedimenten, 0-5 cm
Dargestellt sind die detektierten phylogenetischen Hauptgruppen in den einzelnen Talsperren
mit ihren Anteilen in den Genbibliotheken. Die Proteobacteria wurden in die alpha, beta, gamma

und delta Proteobacteria unterteilt.

Bis auf Unterschiede innerhalb der Gruppen Spirochaetales, Nitrospira-Gruppe, Grine
Schwefelbakterien und Cyanobakterien waren in allen 16S rDNA-Bibliotheken Sequenzen der in
Abbildung 5 aufgefuhrten phylogenetischen Hauptgruppen der Prokaryoten enthalten. Erst bei
Betrachtung auf Spezies- und Gattungsebene wurden gréRere Unterschiede im Vergleich der
einzelnen Talsperren deutlich. Deshalb wurde ein Vergleich der bakteriellen Zusammensetzung auf

Spezies- und Gattungsebene durchgefihrt.
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IV. 1. 4.1 Planctomycetales

Die Planctomycetales bilden ein eigenes Phylum innerhalb der Doméane Bacteria. Bisher sind nur
wenige Informationen Uber dieses Phylum verfligbar. Die Ordnung der Planctomycetales mit der
einzigen Familie der Planctomycetaceae umfasst die vier Gattungen Planctomyces, Pirellula,
Gemmata und Isosphaera. Planctomyces stellt die am besten untersuchte Gattung dar.

Physiologisch sind Planctomyces-Spezies typische fakultativ aerobe Chemoorganotrophe, die vor
allem in aquatischen Habitaten vorkommen. Die Gattung Isosphaera ist ein filamentdses, gleitendes
Bakterium, welches aus heil3en Quellen isoliert wurde (MADIGAN 2001).

Der in dieser Arbeit bestimmte Anteil an Planctomyceten war bei allen untersuchten Talsperren im
Vergleich zu anderen phylogenetischen Gruppen mit unter 2% eher gering (Abbildung 5). Dabei
handelte es sich ausschlieRRlich um unidentifizierte Bakterien, eindeutig phylogenetisch einzuordnende
Vertreter wurden nicht gefunden (Abbildung 6).
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Abbildung 6 Sequenzen innerhalb der Planctomycetales in den Genbibliotheken
In der Abbildung sind die detektierten Sequenzen und ihre Anteile innerhalb der Planctomyceten

dargestellt. Dabei konnten deutliche Unterschiede zwischen den Talsperren festgestellt werden.

Die Sequenz ,Uncultured planctomycete clone22“ und ,Uncultured planctomycete clone26“ wurden
erstmals von CHATZINOTAS im Waldboden gefunden. Die beiden Sequenzen ,Uncultured
planctomycete” besitzen die Accession-Nr. AJ290172 (Saidenbach, Quitzdorf) und AJ290180
(Saidenbach) und konnten von FELSKE dem Phylum der Planctomycetales zugeordnet werden.
Innerhalb der detektierten Sequenzen wurden drei Sequenzen Ubereinstimmend in zwei Talsperren
gefunden, alle anderen Sequenzen kamen nur in jeweils einer der Talsperren vor. Die Sequenzen von

Uncultured bacterium #0319-7F4, und Uncultured planctomycete (Accession-Nr. AJ290172) wurden in
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Quitzdorf und Saidenbach gefunden, wahrend die Sequenz von Uncultured bacterium mlel-41 in
Quitzdorf und Neunzehnhain vorkam. Dieses Bakterium wurde von LaPARA (2000) auch bei der
Untersuchung der mikrobiellen Besiedlung von Bioreaktoren mit pharmazeutischem Abwasser
gefunden und als ein dem Genus Pirellula-verwandtem Bakterium zugeordnet.

Signifikante Zellzahlen von Vertretern der Planctomycetales konnten von LLOBET-BROSSA im
Wadden Sea Sediment (1998) in anoxischen Zonen nachgewiesen werden. RAVENSCHLAG (2000)
beschrieb ein quantitativ bedeutendes Vorkommen von Planctomyceten im Smeerenburgfjorden
Sediment in einer GréRenordnung von 1,5 bis 3,7% an der GZZ.

Hochstwahrscheinlich handelt es sich um ubiquitdr vorkommende Spezies, fir die noch viel

Forschungsbedarf besteht.

IV. 1. 4. 2 Spirochaetales

Die morphologisch einzigartigen Spirochaeten bilden eine weitere phylogenetische Hauptlinie der
Bacteria. Sie sind in aquatischen Habitaten und bei Tieren weit verbreitet, leben saprophytisch oder als
harmlose Schmarotzer. Einige Vertreter rufen Krankheiten hervor, darunter die bedeutende
Geschlechtskrankheit Syphilis. Spirochaeten werden auf der Grundlage von Habitat, Pathogenitat,
rRNA-Sequenzen und morphologischen und physiologischen Merkmalen in acht Gattungen
(Cristispira, Spirochaeta, Treponema, Borrelia, Leptospira, Leptonema, Brachyspira und Brevinema)
eingeteilt. Die Lebensweise ist chemoorganotroph, anaerob bis aerob und es werden keine Sporen
und nur selten Pigmente gebildet. Spirochaeten sind natirlicherweise resistent gegen Rifampicin
(offenbar besitzen diese Organismen andere RNA-Polymerasen) und unter Laborbedingungen nur
sehr schwer zu kultivieren (z. T. nur in Versuchstieren maglich).

Vertreter der Spirochaetales wurden nur in den 16S rDNA Bibliotheken der Sedimente Quitzdorf und
Saidenbach gefunden. Innerhalb dieser Genbibliotheken wiesen die entsprechenden Sequenzen eine
Abundanz von 1,5 bis 1,6% (Abbildung 5) und ein véllig verschiedenes Muster auf Speziesebene auf
(Abbildung 7).

In der Genbibliothek von Saidenbach konnten vier verschiedene Vertreter nachgewiesen werden: mit
einem Anteil von 57,1% an der Population der Spirochaeta das Uncultured eubacterium WCHB1-40
(Accession-Nr. AF050549) und mit jeweils 14,3% das Uncultured eubacterium WCHB1-30 (Accession-
Nr. AF050551), Olavius loisae endosymbiont 4 (Accession-Nr. AF104475) und Spirochaeta aurantia
(Accession-Nr. M57740). Die Sequenzen der Uncultured eubacteria WCHB1-40 und WCHB1-30
wurden von DOJKA (1998) in einer 16S rDNA Bibliothek einer methanogenen Zone
kohlenwasserstoffbelasteter Béden von Grundwasserleitungen gefunden und den Spirochaetales
zugeordnet. Spirochaeta aurantia zeichnet sich durch eine orange Pigmentierung aus und stellt einen
fakultativen Aerobier dar, welcher Zucker tber die Glykolyse unter anaeroben Bedingungen vergart
und aerob zu Kohlendioxid und Acetat oxidiert (MADIGAN 2001).

In Quitzdorf wurden drei Vertreter der Spirochaetales gefunden: mit 16,7% Anteil an den
Spirochaetales das Bakterium Uncultured Treponema clone HsDiSp319 (Accession-Nr. AB032009)
und Spirochaeta alkalica (Accession-Nr. X93927) sowie mit 66,6% Anteil Spirochaeta sp. (Accession-

Nr. X97096). Das Bakterium mit der Sequenz ,Uncultured Treponema clone HsDiSp319“ stellt einen
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metabolisch ungewdhnlichen Spirochaeten dar. Die Sequenz wurde erstmals von LIDA (2000) im
Darm von Termiten nachgewiesen. Dieser Mikroorganismus kann mdoglicherweise das bei der
Vergarung von Glukose freiwerdende H, und CO, zu Acetat umwandeln und ist somit homoacetogen.
Diese Form des Energiestoffwechsels wurde bisher nur bei Clostridien beschrieben (MADIGAN 2001).
Das Vorkommen von Spirochaetales ausschlie3lich in Saidenbach und Quitzdorf deutet auf Parallelen
zwischen diesen Talsperren hin. Um Rickschlisse auf die Funktion dieser gefundenen Organismen
im Okosystem zu ziehen, miissten diese Vertreter im Labor kultiviert und charakterisiert werden.
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Abbildung 7 Sequenzen innerhalb der Spirochaetales in den Genbibliotheken
Die Spirochaetales konnten nur in Saidenbach und Quitzdorf nachgewiesen werden. Dabei

ergab sich ein vollig unterschiedliches Muster auf Speziesebene.

IV. 1. 4. 3 Firmicutes

Die Gattungen Bacillus und Clostridium beinhaltenden Firmicutes zeichnen sich durch die Fahigkeit der
Endosporenbildung aus und sind in der Regel gram-positive Bakterien. Innerhalb der
Endosporenbildner besteht eine betrachtliche Heterogenitat, der GC-Gehalt von Bacillus-Spezies
variiert tiber einen Bereich von 40%. Okologisch sind die Firmicutes sehr nahe verwandt, sie kommen
in der Natur vornehmlich im Boden vor. Die Sporen stellen eine hitze- und austrocknungsresistente
Struktur dar, welche lange Zeit im Ruhezustand verbringen kann und in der Natur von betréchtlichem
Wert fir das Uberleben ist. Innerhalb der aerob lebenden Bacilli produzieren viele Spezies
extrazellulare hydrolytische Enzyme, die komplexe Polymere (Polysaccharide, Nukleinsduren und
Lipide) abbauen, und es so den Mikroorganismen erméglichen, diese Produkte als Kohlenstoffquellen
und Elektronendonatoren zu verwenden. Viele Bacillus spp. produzieren Antibiotika, z.B. Bacitracin,

Polymyxin, Tyrocidin oder Circulin.
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Vertreter der Firmicutes wurden in allen untersuchten Talsperren mit einer hohen Diversitat detektiert.
Hohe Anzahlen von Sequenzen der Firmicutes wurden in den Genbibliotheken von Neunzehnhain und
Quitzdorf gefunden, in Neunzehnhain betrug der Anteil der Firmicutes an der gesamten Genbibliothek
ca. 10%, die geringsten Anteile wurden in Saidenbach mit ca. 4% ermittelt (Abbildung 5). Spezies der
Gattung Bacillus und Clostridium konnten in allen Talsperren nachgewiesen werden, wobei die
meisten verschiedenen Sequenzen in der Genbibliothek der Talsperre Saidenbach gefunden wurden
(Abbildung 8).
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Abbildung 8 Sequenzen innerhalb der Firmicutes in den Genbibliotheken
Sequenzen von Vertretern der Firmicutes konnten in allen Talsperren detektiert werden,

darunter Spezies der Gattung Clostridium und Bacillus.

Sulfatreduzierende Mikroorganismen innerhalb der Firmicutes wurden im Muldenberg-Sediment
detektiert: Desulfosporosinus sp. S8 (Accession-Nr. AF076247) und Desulfosporosinus sp 5apy
(Accession-Nr. AF159120). Desulfotomakulum kuznetsovii (Accession-Nr. Y11569) war in der
Genbibliothek von Quitzdorf enthalten. AusschlieBlich in Saidenbach konnten Propionibacteriaceae
(KoProp1) (Accession-Nr. X82875) gefunden werden.

Unidentifizierte Bakterien innerhalb der Firmicutes erwiesen sich hauptsachlich als die von
LUDEMANN (2000) beschriebenen Uncultured bacteria ARFS-2, ARFS-13, ARFS-21 und ARFS-32
und die Unknown Actinomycetes (MC 9), (MC 13), (MC 22), (MC 26), (MC 58) und (MC 64), welche in
der Arbeit von STACKEBRANDT (1993) in australischen Sedimentproben nachgewiesen und
phylogenetisch eingeordnet wurden. Da diese Sequenzen auch in der vorliegenden Studie
nachgewiesen werden konnten, handelt es sich hier hochstwahrscheinlich um ubiquitar vorkommende
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Sequenzen. Die Talsperrensedimente stellen demnach potentielle Reservoire fir sporenbildende
Mikroorganismen dar.

IV. 1. 4. 4 Nitrospira

Nitrifizierende Bakterien sind chemolithotrophe Organismen und werden aufgrund ihrer Morphologie
und Umsetzung von Oxidationsreaktionen in verschiedene Gattungen unterteilt. Die Klasse der
Nitrospira umfasst neben kultivierten Organismen (Nitrospira, Leptospirillum, Thermodesulfovibrio)
auch viele Sequenzen unidentifizierter Bakterien. In allen Talsperrensedimenten konnten Vertreter der
Gattung Nitrospira mit einer Abundanz von 1% bis 2,5% nachgewiesen werden (Abbildung 5). Dabei
konnten in den Genbibliotheken von Saidenbach und Neunzehnhain vier verschiedene Sequenzen
gefunden werden, in Quitzdorf zwei und eine in Muldenberg (Abbildung 9). Bei der Sequenz von
Muldenberg handelte es sich um das Uncultured Green Bay ferromanganous micronodule bacterium
MNF8 (Accession-Nr. AF293012), welches auch in Saidenbach und Neunzehnhain detektiert wurde.
Diese Sequenz wurde von STEIN (2001) bei der Untersuchung von Bacteria- und Archaea-
Populationen gefunden und phylogenetisch als Nitrospira moscoviensis eingeordnet. Alle anderen
Sequenztypen kamen spezifisch in einer Talsperre vor. Dies deutet auf eine mdgliche Relevanz als
Indikatororganismen in den Talsperren hin. Um diese Aussage zu bestdtigen, mussten weitere

Talsperren untersucht werden.
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Abbildung 9 Sequenzen innerhalb der Nitrospira in den Genbibliotheken
Sequenzen von Vertretern der Nitrospira wurden in allen Talsperrensedimenten nachgewiesen.
In Muldenberg wurde mit einem hohen Anteil an der Genbibliothek nur eine einzige Sequenz
detektiert.
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IV. 1. 4.5 Griine Nicht-Schwefelbakterien (Chloroflexi)

Dieses Phylum der Bacteria ist phylogenetisch eigenstandig und enthalt wenige Gattungen, von denen
die am besten bekannte der anoxyphototrophe Chloroflexus ist. Alle bisher kultivierten Vertreter sind
thermophil. Thermomicrobium ist ein chemotrophes Mitglied dieser Gruppe, das als strikt aerobes,
gram negatives Stabchen optimal in komplexen Medien bei 75 °C wachst. Die meisten Griinen Nicht-
Schwefelbakterien sind filamentdse Prokaryoten, die in neutralen bis alkalischen heil3en Quellen dicke
mikrobielle Teppiche bilden. Chloroflexus-ahnliche Organismen wurden auch in nichtthermalen
marinen mikrobiellen Teppichen gefunden. Die Grinen Nicht-Schwefelbakterien spielen eine
bedeutende Rolle im Kohlenstoff- und Schwefelkreislauf der Erde, da sie an der Oxidation von Sulfid
zu Schwefel und Sulfat in aquatischen Okosystemen beteiligt sind, welche eine wichtige
biogeochemische Aktivitat in geschichteten Gewassern darstellt (ACHENBACH 2001).

Grine Nicht-Schwefelbakterien
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Uncultured hydrocarbon seep bacterium

unidentified green non-sulfur bacterium
OPB65
Unidentified green non-sulfur bacterium

Abbildung 10 Sequenzen innerhalb der Grinen Nicht-Schwefelbakterien in den Genbibliotheken

Es wurden in allen Talsperrensedimenten ausschlie3lich unidentifizierte Vertreter detektiert.

In dieser Arbeit wurden in allen Talsperren ausschlieRlich bisher unidentifizierte Vertreter der Griinen
Nicht-Schwefelbakterien mit einer Abundanz von 2% bis 5,5% nachgewiesen (Abbildung 5). In allen
Talsperren konnten Sequenzen des Uncultured bacterium SJA (Accession-Nr. AJ009468, AJ009475,
AJ009480 und AJ009487) und des Uncultured bacterium PHOS-HE (Accession-Nr. AF314435 und
AF314439) detektiert werden (Abbildung 10). Das Vorkommen dieser Organismen in allen Talsperren
deutet auf eine potentielle ©kologische Relevanz hin. Die Organismen sind in den Talsperren
hdchstwahrscheinlich an den mikrobiellen Stoffumsetzungen beteiligt. Die nicht in Muldenberg
gefundenen Uncultured eubacteria H1.4.f, H1.43.f und H3.93 wurden erstmals von CHANDLER (1998)
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bei der Untersuchung der mikrobiellen Diversitat im Paleosol beschrieben und in die Chloroflexaceae
eingeordnet. Das Unidentified green non-sulfur bacterium (Accession-Nr. AF027031, AF027036)
wurde ausschlieBlich in Quitzdorf gefunden, das Uncultured eubacterium t0.6.f (Accession-Nr.
AF005745) nur in Saidenbach und die Sequenz des Metal-contaminated soil clone K20-90 (Accession-
Nr. AF145874) wurde nur im Sediment von Neunzehnhain detektiert. Das unterschiedliche

Vorkommen dieser Sequenzen weist auf potentielle Indikatoren fir Umweltbedingungen hin.

IV. 1. 4.6 Griine Schwefelbakterien (Chlorobiaceae)

Grune Schwefelbakterien sind unbewegliche, strikt phototrophe Organismen, welche anaerobe
Wachstumsbedingungen benétigen (anoxygene Photosynthese) und nur wenige organische
Verbindungen assimilieren kdnnen. Bei der Entstehung anoxischer Bedingungen spielt H,S, welches
von sulfat- und schwefelreduzierenden Organismen produziert wird, eine zentrale Rolle. Im Gegensatz
zu den phototrophen Purpurbakterien lagern Grine Schwefelbakterien den wéahrend der
Photosynthese entstehenden elementaren Schwefel extrazelluldar ab. Sulfatreduzierende Bakterien
sind in der Lage, mehr als 50% der organischen Stoffe zu oxidieren (JORGENSEN 1974). In Seen, in
denen die H,S-enthaltenden anoxischen Schichten meist nur in Tiefen vorkommen, in die wenig Licht
vordringt, haben die Chlorobiaceae gegentber den phototrophen Purpurbakterien einen deutlichen
Vorteil. Dieser Vorteil ergibt sich aus der Fahigkeit, bei geringen Lichtintensitaten wachsen zu kénnen
(Besitz von Chlorosomen). Erst durch die Einfiihrung molekularbiologischer Untersuchungstechniken
wurde erkannt, dass phototrophe Bakterien nicht einem einzigen Phylum angehéren sondern in
mehreren phylogenetischen Hauptlinien ihren Ursprung besitzen. Einige Spezies erschienen plétzlich
isoliert von anderen Arten und bildeten eigene Gruppen (z.B. Chlorobiaceae), andere befinden sich
unter den nicht-phototrophen Arten (z.B. innerhalb der Proteobacteria). Erst allm&hlich wurde Klar,
dass innerhalb der Hauptgruppen phototropher Bakterien (auf Gattungs- und Speziesebene) starke
Diskrepanzen zwischen der taxonomischen Einordnung und der phylogenetischen Verwandtschaft
bestehen (KAWASAKI 1993, IMHOFF 1998). Erste Erkenntnisse der Phylogenie innerhalb der Familie
der Griinen Schwefelbakterien wurden auf der Basis von 16S rDNA-Sequenzen erlangt (OVERMANN
und TUSCHAK 1997).

In der vorliegenden Untersuchung wurden Unterschiede zwischen den Talsperren innerhalb der
Grunen Schwefelbakterien deutlich. Vertreter der Griinen Schwefelbakterien waren ausschlieflich in
den 16S rDNA Bibliotheken der Talsperren Quitzdorf (Abundanz von 3%) und Neunzehnhain
(Abundanz von 1% an der gesamten Genbibliothek) reprasentiert (Abbildung 5). Die im Sediment von
Quitzdorf und Neunzehnhain gefundenen Sequenzen des Uncultured bacterium PHOS-HE36 mit der
Accession-Nr. AF314435 (Abbildung 11) wurden erstmals von DABERT (2001) bei der Untersuchung
der mikrobiellen Gemeinschaft eines konventionellen anaerob-aeroben Sequencing Batch Reaktor
beschrieben. Dabei wurde vermutet, dass die vorkommenden Bakterien sowohl Sauerstoff wie auch
Nitrat zu veratmen vermdégen. Im Gegensatz zu Quitzdorf reprasentierte die 16S rDNA Bibliothek von
Neunzehnhain weitere Griine Schwefelbakterien-ahnliche Sequenzen. Die Sequenz Uncultured
bacterium PHOS-HC15 (Accession-Nr. AF314426) wurde ebenfalls von DABERT beschrieben. Dieses

Bakterium ist ein potentieller Indikator fur das Vorkommen von Sulfiden in der oligotrophen Talsperre
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Neunzehnhain. Das Uncultured green sulfur bacterium GR-296.11.73 (Accession-Nr. AJ301570) wurde
bereits in Wasserproben aus dem Uranbergbau durch SELENSKA-POBELL (2002) nachgewiesen und
in die Ordnung Chlorobi eingeordnet.

Eine mdgliche Erklarung fur das Vorkommen von Grinen Schwefelbakterien in der oligotrophen
Talsperre Neunzehnhain kénnte die enorme Sichttiefe sein. Licht kann bis zur Sedimentoberflache
gelangen und organisches Material in situ durch benthische Mikroalgen produziert werden und fir
Grune Schwefelbakterien verfiigbar werden. Weiterhin konnte allochthones organisches Material aus

den umliegenden Waldern den Mikroorganismen in der Talsperre als organische Kohlenstoffquelle

dienen.
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Abbildung 11 Sequenzen innerhalb der Grinen Schwefelbakterien in den Genbibliotheken
Die Griinen Schwefelbakterien kamen nur in Neunzehnhain und Quitzdorf vor, wobei es sich

ausschliefllich um unidentifizierte Vertreter handelt.

IV. 1. 4.7 Fibrobacter/Acidobacteria

Sequenzen von Vertretern der Doméane Fibrobacter/Acidobacteria konnten nach Literaturangaben
bisher aus 16S rDNA Bibliotheken aller Habitate auf der Welt nachgewiesen werden. Das Verhaltnis
von Kkultivierten Organismen zu lediglich als Sequenzen reprasentierten Vertretern ist in diesem
Phylum besonders extrem: es sind bisher nur drei in Reinkultur vorliegende Arten vorhanden:
Holophaga foetida (BAK 1992, LIESACK 1994), Acidobacterium capsulatum (HIRAISHI 1995,
KISHIMOTO 1991) und Geothrix fermentans (COATES 1999, LONERGAN 1996). Demgegeniiber
stehen Hunderte von 16S rDNA-Sequenzen dieser phylogenetischen Gruppe (BARNS 1999,
HUGENHOLTZ 1998, KUSKE 1997). Insgesamt zeigte die Hauptgruppe der Fibrobacter/Acidobacteria
in den Genbibliotheken eine Abundanz von 3,5% bis 8,5% (Abbildung 5).

Die Prasenz von Sequenzen l|aRt allerdings keine unmittelbaren Rickschlisse auf die wirkliche
Haufigkeit und Bedeutung dieser Organismen in ihren Okosystemen zu: es kann freie DNA vorliegen,
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Zellen bestimmter Gruppen konnen in DNA-Extraktions- und Amplifikationsverfahren bevorzugt
werden oder besonders viele rrn-Operone pro Genom enthalten. RT-PCR-gestitzte Quantifikationen
aktiver Ribosomen von Acidobacteria in Umweltproben deuten allerdings auf eine grof3e Zahl und hohe
metabolische Aktivitdt von Organismen dieser Gruppe hin, zumindest im untersuchten Lebensraum,
z.B. im Grasland der Landwirtschaftlichen Forschungsstation Drentse A in den Niederlanden (FELSKE
2000, LUDWIG 1997). H. foetida verflgt Uber den Phloroglucinol-Abbauweg zur Demethylierung
aromatischer Verbindungen (KREFT und SCHINK 1993) und Geothrix fermentans leistet mit der
dissimilatorischen Reduktion von Eisen(lll) einen elementaren Beitrag zum bedeutenden Prozess der
anaeroben Oxidation organischer Stoffe zu CO, (COATES 1999). Geothrix fermentans gehdrte in
vorliegender Untersuchung neben zwei anderen Sequenztypen zu den in allen Talsperren
vorkommenden Organismen. Bei den zwei weiteren Sequenztypen handelt es sich um den Metal-
contaminated soil clone K20 OTU und den uncultured bacterium SJA OTU (Abbildung 12)

Die OTUs stellen eine Zusammenfassung folgender Sequenzen dar: Metal-contaminated soil clone
K20 OTU: AF145822, AF145826, AF145833, AF145841, AF145843, AF145875, AF145877 und
uncultured bacterium SJA OTU: AJ009461, AJ009478, AJ009495.
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Abbildung 12 Sequenzen innerhalb der Fibrobacter/Acidobacteria in den Genbibliotheken
In allen Talsperren konnten Sequenzen der Fibrobacter/Acidobacteria nachgewiesen werden.
Neben Sequenzen von G. fermentans und H. foetida wurden gréRtenteils unidentifizierte

Organismen detektiert.
Obwohl Fibrobacter/Acidobacteria ubiquitér verbreitet zu sein scheinen, sind Kultivierungserfolge fur

diese Organismen selten. Durch sondengestiitzte Anreicherung konnten Vertreter der Unterklasse a

zumindest in Gesellschaft von Organismen aus der Bejerinckia-Gruppe der alpha Proteobacteria
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kultiviert werden (SPRING 2000). Die Isolierung zweier Isolate gelang von landwirtschaftlich genutzten
Bdden in Victoria, welche zur Subdivision 1 des Phylum gehdren (JANSSEN 2002).

Die Sequenzen des Metal-contaminated soil clone K20 wurden erstmals von MARSH bei der
Untersuchung der Diversitat der mikrobiellen Gemeinschaft von Metall-belasteten Boden beschrieben
und das uncultured bacterium SJA konnte von von WINTZINGERODE (1999) innerhalb der
phylogenetischen Analyse eines anaeroben, Trichlorbenzen umwandelnden mikrobiellen Konsortium in
die Doméne Acidobacteria eingeordnet werden. Dabei représentierte die Klonfamilie SJA-36
(AJ009461) neben zwei anderen Klonfamilien mehr als ein Viertel aller SJA-Klone. Somit konnte
gezeigt werden, dass dieser Organismus einen wesentlichen Anteil an der Umsetzung von
Trichlorbenzen ausmacht oder diesen Abbauweg durchfuihrt, um auf verédnderte Umweltbedingungen
Zu reagieren. Sequenzen des uncultured bacterium DA OTU (Accession-Nr. Y12597, Y07586 und
Y07646) wurden in vorliegenden Untersuchungen in den Talsperrensedimenten von Neunzehnhain,
Muldenberg und Saidenbach gefunden.

Weiterhin wurde durch von WINTZINGERODE (1999) gezeigt, dass keiner der SJA-Klone identisch
mit bereits kultivierten Organismen ist. Ahnlich zu SJA-87 (AJ009478) erwies sich im phylogenetischen
Stammbaum Geothrix fermentans.

In den untersuchten Sedimenten dieser Arbeit gibt es keine Hinweise auf das Vorkommen von
Trichlorbenzen. Allerdings ist von degradativen Bakterien bekannt, dass das Abbauvermdgen oftmals
nicht nur auf einen Stoff beschrankt ist. Moglicherweise erscheinen in den Talsperren Spezies SJA wie

auch K20 als Beteiligte am Stoffumsatz des Gewassers und beim Abbau von Belastungen.

IV.1.4.8 CFB

Das Phylum Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides enthalt verschiedene physiologische Typen: von
obligaten Anaerobiern bis hin zu obligaten Aerobiern, welche eine gemeinsame phylogenetische
Verwandtschaft aufweisen und verschiedenste Lebensrdume besiedeln. Die in allen Talsperren
detektierten Cytophaga sind im Boden und Wasser weit verbreitete Organismen und viele Vertreter
vermogen es, Polysaccharide (Zellulose, Chitin) abzubauen. Cytophaga- und Sporocytophaga-Spezies
sind obligat aerob und machen wahrscheinlich einen groRen Teil des natirlichen Zelluloseabbaus
durch Prokaryoten in oxischen Umgebungen aus. Einige Cytophaga-Arten sind aul3erdem
Fischpathogene und kdnnen in der Zuchtfischindustrie erhebliche Probleme bereiten.

Anaerobe Spezies des Cytophaga-Flavobacterium Cluster wurden von RAVENSCHLAG (2000) in
anoxischen Zonen eines marinen arktischen Sedimentes (Svalbard) nachgewiesen. Die Zufuhr von
komplexen organischen Substraten in anaerobe Sedimentschichten resultiert in einem starken Anstieg
von Vertretern des CFB-Cluster. Diese Ergebnisse kennzeichnen die potentielle 6kologische Relevanz
dieser Bakterien als hydrolytisch fermentative Organismen in einem hauptsachlich anaeroben Habitat.

Zwischen den Talsperrensedimenten konnten Unterschiede innerhalb der Vertreter des Cytophaga-
Flexibacter-Bacteroides (CFB) Cluster festgestellt werden. Nach den Proteobacteria und Firmicutes
beinhaltete das CFB Cluster die meisten Sequenzen (81 Klone) und in der gesamten Genbibliothek
Abundanzen von 2% bis 8% (Abbildung 5). Im Gegensatz zu den anderen Sedimenten wies die

Genbibliothek von Neunzehnhain nur wenige Sequenzen des CFB Clusters auf (Abbildung 5). OTU 10,
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ahnlich dem uncultured bacterium PHOS-HEG62 wurde in jeder Genbibliothek gefunden (Abbildung 13).
Die Sequenz des uncultured bacterium PHOS-HE62 wurde erstmals von DABERT (2001) in der
Analyse der mikrobiellen Besiedlung eines konventionellen Sequencing Batch Reaktor beschrieben.
Mdglicherweise besitzt dieser bisher unkultivierte Mikroorganismus die Fahigkeit, sowohl aerob mit
Sauerstoff als auch anaerob mit Nitrat zu wachsen und Phosphat zu akkumulieren. OTU 13,
nachstahnlich dem uncultured eubacterium WCHB1-53 wurde in Quitzdorf, Saidenbach und
Neunzehnhain nachgewiesen. Diese Sequenz wurde durch DOJKA (1998) in durch
Kohlenwasserstoffe und Chlorverbindungen verschmutztem Grundwasser unter biologischer

Sanierung nachgewiesen.
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Abbildung 13 Sequenzen innerhalb der CFB in den Genbibliotheken
Mit differierenden Anteilen an der Genbibliothek wiesen alle Talsperrensedimente Sequenzen

von Vertretern der CFB auf.

Die OTUs 2 und 3 (&hnlich zu Sequenzen, welche aus einem Benzen-mineralisierenden Konsortium
isoliert wurden [PHELPS 1998] und Cytophaga sp.) wurden in der Genbibliothek von Neunzehnhain
nicht detektiert. Die vier OTUs beinhalteten tiber 70% aller Klone des CFB Cluster. Die Ahnlichkeit
zwischen den Genbibliotheken von Muldenberg, Saidenbach und Quitzdorf in Bezug auf das CFB
Cluster wurde mittels Fsr-Test berechnet und zeigte innerhalb der Gruppe keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Genbibliotheken. Das Dendrogramm (Abbildung 13.1) demonstriert die

phylogenetischen Beziehungen zwischen den detektierten Sequenzen.
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209 Bacteroides et al.

—=a OTUL, Sai (1), AJ518683
Bacteroides sp. 2
Bacteroides sp. 3
Bacteroides splanchnicus
unidentified rumen bacterium JW30
unidentified rumen bacterium RF14
uncultured eubacterium WCHB1-29
a OTU12, Qui(1), AJ518550
OTUS, Sai(1) Neu(1), AJ518710
Unknown
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Cytophaga xylanolytica
Cytophaga xylanolytica
uncultured eubacterium WCHB1-53
OTU11, Sai(1), AJ518636
OTU13, Mul(3) Qui(8) Sai(7) Neu(1), AJ518549
OTU3, Mul(5) Qui(3) Sai(7), AJ518681
OTU14, Mul(1), AJ518228
——a OTU2, Mul(1) Qui(7) Sai(3), AJ518593
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"Anaeroflexus maritimus"
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benzene mineralizing consortium clone SB-5
Bacteroides putredinis
Flexibacter aurantiacus

Flavobacterium johnsoniae
Flavobacterium flevense
"Sporocytophaga cauliformis"
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Cytophaga columnaris
Cytophaga columnaris
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unidentified cytophagales

Thermonema rossianum

Thermonema lapsum
8 OTU7, Sai(3), AJ518726

unidentified Cytophagales/green sulfur bacterium OPB56
Rhodothermus

Abbildung 13.1 Graphische Darstellung der phylogenetischen Beziehungen
Dargestellt sind die bekannten Vertreter der CFB Hauptgruppe und den in dieser Arbeit
bestimmten 16S rDNA-Sequenzen. Die Lénge des Balkens reprasentiert 10%
Sequenzunterschied. Der Unterschied zwischen zwei Sequenzen im Dendrogramm ist durch

die Summe ihres horizontalen Abstandes definiert.
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IV. 1. 4.9 Verrucomicrobia

LIESACK und STACKEBRANDT berichteten 1992 von einer Gruppe klonierter bakterieller 16S rDNA-
Fragmente, die bei der Untersuchung eines australischen Waldbodens gefunden wurden. Diese
konnten damals keiner bekannten phylogenetischen Linie kultivierter Bakterien zugeordnet werden.
Spater zeigte RAINEY, dass die 16S rDNA des aeroben, aquatisch lebenden Bakteriums
Verrucomicrobium spinosum eine grof3e Homologie zu den Sequenzen dieser nicht-kultivierten
Bodenbakterien aufweist. Weitere Kulturisolate konnten dieser bakteriellen Gruppe nach und nach
zugeordnet werden, einschlieBlich vier Vertretern des Genus Prosthecobacter sowie viele noch
unbenannte Stamme fermentativer Ultramicrobacteria, welche aus dem Boden von Reisfeldern isoliert
wurden. Dieser Gruppe wurde die Bezeichnung Verrucomicrobia und der Status einer eigenen
phylogenetischen Linie gegeben. Die Kulturisolate reprasentieren nur einen kleinen Anteil innerhalb
dieser Gruppe. Basierend auf 16S rDNA Analysen und RT-PCR wurden Vertreter der Verrucomicrobia
in vielen Habitaten detektiert und reprasentieren hdchstwahrscheinlich einen bedeutenden Teil der
Mikroflora des Sedimentes (JANSSEN 1999).

Alle in dieser Arbeit untersuchten Talsperren wiesen 16S rDNA Sequenzen des Phylum
Verrucomicrobia auf (Abbildung 14) mit Abundanzen in der gesamten Genbibliothek von 3% bis 4,5%
(Abbildung 5).
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Abbildung 14 Sequenzen innerhalb der Verrucomicrobia in den Genbibliotheken
Nur eine Sequenz konnte in allen Talsperren nachgewiesen werden: das Uncultured
Verrucomicrobium DEVO020.
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Mehr als 50% der Sequenzen reprasentierten einen einzigen OTU, welcher in allen vier
Genbibliotheken vorkam. Es handelt sich dabei um ubiquitédr vorkommende Sequenzen, nachstéhnlich
zu dem uncultured verrucomicrobium DEV020 (AJ401128). Diese Sequenz wurde von FELSKE in der
Elbe detektiert. Das Ultramicrobacterium str. VeCbh1 (Accession-Nr. X99391) konnte ausschlief3lich in
den oligotrophen Talsperren Muldenberg und Neunzehnhain gefunden wurde. Das Uncultured
Verrucomicrobia bacterium clone 12-30 (Accession-Nr. AF351215) und das Uncultured eubacterium
WCHB1-41 (Accession-Nr. AF050560) wurden von den Genbibliotheken von Quitzdorf und
Neunzehnhain reprasentiert. Die Talsperren Quitzdorf und Saidenbach beinhalteten Sequenzen des
Uncultured eubacterium WCHB1-25 (Accession-Nr. AF050559) und des Ultramicrobacterium str.
VeSm13 (Accession-Nr. X99392). Die in den Talsperren gefundenen Sequenzen VeCbl, VeGlc2,
VeSm13, WCHB1-25, WCHB1-41, LD29, RB 01 und OPB35 wurden von O'FARRELL (1999) bei einer
16S rDNA Analyse von Bodenproben von australischem Weideland detektiert und phylogenetisch den
Verrucomicrobia zugeordnet. Somit konnten Literaturangaben bestatigt (JANSSEN 1999) und ein
deutlicher Hinweis auf ein ubiquitdres Vorkommen dieser Mikroorganismen in der Umwelt gegeben
werden. Die Sequenzen in den Talsperrensedimenten deuten weiterhin auf Organismen des
Einzugsgebietes hin, da sie vom umgebenden Weideland oder Wald eingespult und in der Talsperre

sedimentiert sein kdnnten.

IV. 1. 4. 10 Proteobacteria

Die Vertreter der Proteobacteria sind gram negativ, zeigen eine extreme Stoffwechselvielfalt und
stellen die Mehrzahl der bekannten gram negativen Bakterien von medizinischer, industrieller und
landwirtschaftlicher Bedeutung dar. In den untersuchten Talsperren konnten viele verschiedene
Vertreter der Proteobacteria gefunden werden. Die untersuchten Talsperren zeigten dabei deutliche
Unterschiede (Abbildung 15.I-1V). In der gesamten Genbibliothek wurden Abundanzen der
Proteobacteria von 3,5% bis 15% festgestellt (Abbildung 5).

In den Talsperren wurden insgesamt folgende Anzahlen an verschiedenen Sequenzen gefunden:
alpha Proteobacteria: 55 verschiedene Sequenzen, beta: 52, gamma: 47 und delta: 54 Sequenzen.
Dabei konnten nur wenige gemeinsame Gattungen in allen Talsperren nachgewiesen werden:
innerhalb der alpha Proteobacteria kamen Sphingomonas spp, sowie Metal-contaminated soil clone
spp und Mesorhizobium loti in allen Talsperren vor, innerhalb der beta Proteobacteria konnten keine
gemeinsame Sequenz gefunden werden, Pseudomonas aeruginosa war der einzige gemeinsame
Organismus innerhalb der gamma Proteobacteria und das Uncultured bacterium spp, Syntrophus spp

und Geobacter spp konnten unter den delta Proteobacteria in allen Talsperren gefunden werden.
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alpha Proteobacteria
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Abbildung 15 Sequenzen innerhalb der Proteobacteria in der Genbibliothek

15.1 Sequenzen der detektierten Vertreter der alpha Proteobacteria.
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Abbildung 15 Sequenzen innerhalb der Proteobacteria in der Genbibliothek

15.11 Sequenzen der detektierten Vertreter der beta Proteobacteria.
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gamma Proteobacteria
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Abbildung 15 Sequenzen innerhalb der Proteobacteria in der Genbibliothek

15.1Il Sequenzen der detektierten Vertreter der gamma Proteobacteria.
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Abbildung 15 Sequenzen innerhalb der Proteobacteria in der Genbibliothek
15.1V Sequenzen der detektierten Vertreter der delta Proteobacteria.
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Innerhalb der alpha Proteobacteria wurde deutlich, dass in Saidenbach besonders das Uncultured

Green Bay ferromanganous micronodule bacterium (AF292996) und das Metal-contaminated soil
clone K20-01 (AF145805) detektiert wurde (Abbildung 15.1). In Quitzdorf und Neunzehnhain wurde
Mesorhizobium loti mit Abundanzen von 42 % (Qui) und 31% (Neu) nachgewiesen.

In den beta Proteobacteria (Abbildung 15.11) traten besonders in Saidenbach Abundanzen von
Leptothrix sp. (AB015048), Burkholderia sp. (AY005039), Uncultured beta proteobacterium
(AF204250) und Uncultured Green Bay ferromanganous micronodule bacterium (AF293007) auf.

Ausschlief3lich in Quitzdorf wurde das Beta proteobacterium (AB022678) detektiert. Sequenzen von
Ralstonia sp. (AF239160 und AJ011503) wurden besonders haufig in Neunzehnhain nachgewiesen.

Innerhalb der gamma Proteobacteria (Abbildung 15.111) wurden in Muldenberg besonders Sequenzen
des Uncultured gamma proteobacterium SUR-ATT-21 (AF114621) gefunden. Methylobacter

psychrophilus (AF152597) kam besonders haufig in der Genbibliothek von Saidenbach vor und E. coli
(AP002567; BA0O00007) kam in hoheren Abundanzen in den Sedimenten von Quitzdorf und
Neunzehnhain vor.

Die Sequenzen der delta Proteobacteria (Abbildung 15.1V) zeigten Abundanzen des Desulfobacterium
(AJ237607) besonders in Quitzdorf, Geobacter sp. (AF019929) in Muldenberg und Uncultured
bacterium (AF234131) in Neunzehnhain.

Diese Organismen traten besonders haufig in den Proteobacteria auf und konnen

hdchstwahrscheinlich als typische Spezies fiir die Talsperre betrachtet werden.

Vertreter der epsilon Proteobacteria wurden nur vereinzelt in den Talsperren gefunden: in Quitzdorf
und Saidenbach konnten Sequenzen von Campylobacter jejuni NCTC11168 (Accession-Nr.
AL139076; AL111168) mit <85% Sequenzhomologie detektiert werden. Die geringe Ubereinstimmung
weist darauf hin, dass es sich nicht um die angegebene Spezies sondern um eine verwandte, evtl.
noch nicht naher charakterisierte Campylobacter sp. handelt. In Muldenberg und Saidenbach wurde
das Uncultured epsilon proteobacterium 1016 (Accession-Nr. AB030614) gefunden.

Innerhalb der delta Proteobacteria konnten verschiedene Sulfatreduzierer nachgewiesen werden,
darunter Desulfoacinum infernum, Desulfobacca acetoxidans, Desulfobacterium spp, Desulfobulbus
sp. BG25, Desulfococcus biacutus, Desulfofaba gelida strain PSv29, Desulfomonile spp, Desulfonema
magnum, Desulfostipes sapovorans, Desulfovibrio sp. strain VelLac3, Desulfuromonas palmitatis,

Olavius algarvensis sulfate-red. endosymbiont, Sulfate-reducing bact. R-PropAl und Geobacter spp.

IV. 1. 4. 10. 1 Vergleich zwischen 16S rDNA Analyse und FISH

Parallel zur 16S rDNA Analyse wurden die entsprechenden Sedimente innerhalb der Dissertation von
MAAREN (2003) mit Hilfe der Fluoreszenz in situ Hybridisierung untersucht. Die Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) ermdglicht den Nachweis und die quantitative Analyse von Mikroorganismen
direkt in ihrem natlrlichen Habitat (in situ), ohne vorhergehende Kultur. Damit stellt die in situ
Hybridisierung mit spezifischen rRNA-gerichteten, fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden eine
geeignete Methode zur quantitativen Analyse komplexer Mikrofloren dar (AMANN 1995, GIOVANNONI
1988).
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Die mittels 16S rDNA Analyse und FISH bestimmte quantitative bakterielle Zusammensetzung der
Proteobacteria wies gro3e Unterschiede auf (Abbildung 16). Die ermittelten unterschiedlichen
Prozentwerte fur spezifische Bakterienpopulationen in den 16S rDNA-Bibliotheken, verglichen mit den
durch FISH bestimmten Zahlen, verdeutlichen das bekannte Problem, dass die 16S rDNA Analyse zur
Quantifizierung von Bakterienpopulationen nicht geeignet ist. Beispielsweise dominierten in der 16S
rDNA der Talsperre Saidenbach delta Proteobacteria, wahrend in der FISH Analyse die beta

Proteobacteria die dominierende Gruppe darstellte.

Proteobacteria, 16S rDNA Analyse

x16 @ alpha mbeta [

ol4 Ogamma Odelta |—

S 8- ]

Anteil [%]
|

Neu Mul Sai Qui

Proteobacteria, in situ Hybridisierung

O alpha | beta

w
|
|
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=
1

Anteil [%] von Sytox blue
N

Mul Sai Qui

Abbildung 16 Vergleich der Proteobacteria (16S rDNA Analyse versus in situ Hybridisierung)
Die Quantifizierung von mikrobiellen Gemeinschaften unterscheidet sich stark zwischen der 16S

rDNA Analyse und der Fluoreszenz in situ Hybridisierung.

IV. 1. 4. 11 Cyanobacteria

Cyanobakterien représentierten eine bedeutende Fraktion der mikrobiellen Gemeinschaft in den
Sedimenten der Talsperren Quitzdorf (9%) und Saidenbach (4%) (Abbildung 5). Der Vergleich zweier
verschiedener Probenahmedaten (Fruhling und Sommer) zeigte, bedingt durch die beobachtete

Spatsommer-Algenblite von Cyanobakterien in Quitzdorf, einen Anstieg des Anteils an
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cyanobakteriellen Sequenzen in der 16S rDNA Bibliothek von 2,8% auf 7,2% (Abbildung 4). Von
Microcystis sp. ist bekannt, dass sie im Sediment der Talsperre Quitzdorf Uberwintern und aufgrund
der geringen Tiefe der Talsperre in den Sommermonaten zu Massenentwicklungen fiihren. Ein
ahnliches Verhalten anderer Vertreter der Cyanobacteria konnte die Abundanz dieser
Mikroorganismen im Sediment von Saidenbach erkléaren. In der 16S rDNA Bibliothek der Talsperre
Saidenbach waren neben Synechocystis spp. und Oscillatoria spp. Sequenzen von Synechococcus

spp. (Saidenbach OTUS8) vertreten, welche ausschlieBlich in der Genbibliothek von dieser Talsperre

auftraten (Abbildung 17).

101 Alpha proetobacteria

_Eaidenbach oTH1

Chlorella saccharophila
Saidenbach OTU2 (>20)
Saidenbach OTU3 (>20)
Quitzdorf OTU4 (9)
sdpl—22 t1 K1Y

str clone aggregate aggds
Skeletonema costatum
sdpl—70 {1 KL}
Saidenbach OTU4 (>20)

unidentified marine eubacterium
sdp2_B5 {1 Kl

Saidenbach OTUS
Neunzehnhain OTH 1 (>20)
Odontella sinensis Pla.
unidentified marine eubacterium
Olisthodiscus luteus Pla.
Pylaiella littoralis

Unidentified eukaryote
Saidenbach OTU6
Unidentified eukaryote
Saidenbach OTU7

Cchromonas danica Pla.

"Microcystis viridis"

Quitzdorf OTU1

"Microcystis wesenbergii”

"Microcystis aeruginosa”

Ouitzdorf OTU2 (14)

Microcystis sp.

Quitzdorf OTL3

Syne

Merismopedia glauca
"Gloeothece membranacea”
Saidenbach OTUS

Synechococcus sp.

Synechococcus WHE101

"Cyanobacterium sp. OS-VI-L13 (P.}"

"Gloeobacter violaceus"

s4p3-52 {1 K1}

s4pa—19 1 K1y

75 Holophaga

R I I s I
Abbildung 17 Dendrogramm mit Vertretern der Cyanobacteria und eingefligte Sequenzen aus der 16S

rDNA Bibliothek
Die Lange des Balkens reprasentiert 10% Sequenzunterschied. Der Unterschied zwischen zwei

Sequenzen im Dendrogramm ist durch die Summe ihres horizontalen Abstandes definiert.
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In der Talsperre Neunzehnhain wurde mit 22 Sequenzen nur ein einziger cyanobakterieller Sequenztyp
festgestellt. Dieser Sequenztyp wurde mit 97-100% Sequenzibereinstimmung Uncultured marine
eubacterium HstpL29 (Accession-Nr. AF159634) zugeordnet und im Dendrogramm zu OTU1
zusammengefaft (Abbildung 17). Diese Sequenz wurde von WEIDNER (1996) bei der Untersuchung
der mit Blattern des Seegrases Halophila sp. assoziierten bakteriellen Gemeinschaften beschrieben.
Die Sequenzen des Saidenbach OTU2 sind néchst verwandt zum Uncultured marine eubacterium
HstpL35 (Accession-Nr. AF159636), welches ebenfalls von WEIDNER erstmalig beschrieben wurde.
Bereits aus dem Dendrogramm in Abbildung 17 wird die hohe Diversitat an Cyanobakterien in der
Talsperre Quitzdorf ersichtlich.

Exklusiv in der 16S rDNA Bibliothek von Quitzdorf wurden Sequenzen von Microcystis spp. gefunden.
Die analysierten Sequenzen zeigten eine Sequenzhomologie von 98-100% zu Datenbanksequenzen
bekannter Spezies (Abbildung 18). Diese Talsperre zeigt bereits seit einigen Jahren ein

Massenwachstum von Microcystis, welches sich in der Genbibliothek widerspiegelt.

Das Vorkommen von Vertretern der Gattung Microcystis ausschlielich in der eutrophen Talsperre

Quitzdorf deutet auf eine indikative Bedeutung dieser Organismen als Anzeiger fur die Trophie hin.

Haufigkeit von Microcystis sp. @ Microcystis aeruginosa
(AB012333)
10% B Microcystis aeruginosa strain PCC

7806 (AF139299)
O Microcystis AWT139 (U40331)
O Microcystis ichthyoblabe
(AB012338)

m Microcystis novacekii (AB012337)

20%
& Microcystis sp 'UWOCC CBS'
(AF139307)

O Microcystis sp. 'UWOCC Q'
(AF139311)

| Microcystis viridis (AB012328)

10% 10% @ Microcystis wesenbergii
(AB012334)

Abbildung 18 Haufigkeit von Microcystis sp. in der 16S rDNA Bibliothek der Talsperre Quitzdorf
In der Abbildung sind die detektierten Sequenzen dargestellt und ihre Haufigkeit. Sequenzen
von Microcystis konnten ausschlief3lich in der Talsperre Quitzdorf gefunden werden.
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IV. 1. 4. 12 Unidentifizierte Bakterien

Mikroorganismen sind aufgrund ihrer unvergleichlichen physiologischen Vielfalt und ihrer potentiellen
industriellen Nutzbarkeit von besonderer Bedeutung in der Diskussion zur Biodiversitdt (HUNTER-
CEVERA 1998). Im Gegensatz zu ihrem Stellenwert besteht jedoch der Nachteil, dass nur ein
Bruchteil der Mikroorganismen mit klassischen mikrobiologischen Methoden kultiviert werden kann
(FRY 2000), auch wenn in letzter Zeit durch die Simulation natirlicher Lebensbedingungen
bemerkenswerte Fortschritte erzielt werden konnten (KAEBERLEIN 2002).

Uber die Ursachen des Phanomens der unidentifizierten bzw. unkultivierten Mikroorganismen herrscht
noch weitgehend Unklarheit. Mégliche Erklarungen reichen von der Annahme, dass es sich bei der
grofRen Zahl nicht kultivierbarer Organismen letztendlich um Verwandte kultivierbarer Spezies handelt,
die lediglich in einem Zustand der Nichtkultivierbarkeit Gibergegangen sind, bis hin zu der Mdglichkeit,
dass diese nichtkultivierbaren Mikroorganismen groR3tenteils vollig unbekannte Entwicklungslinien
reprasentieren. Diese Linien kdnnen der phylogenetisch vergleichsweise kleinen Zahl bisher
beschriebener mikrobieller Spezies nicht zugeordnet werden (RONDON 1999). Bereits 1987, einige
Jahre bevor die vergleichende rRNA-Sequenzanalyse zur Verfligung stand, mutmafte CARL WOESE
.that many eubacterial phyla remain to be described, representing species yet to be discovered”. Fur
das Zutreffen letzterer Theorie spricht das mit hoher Geschwindigkeit wachsende Wissen Uber
bakterielle Taxa, welche erst durch die Anwendung molekularer Techniken gefunden wurden. Von
besonderer Bedeutung sind dabei 16S rDNA-Bibliotheken, die die Analyse mikrobieller Okosysteme
unter  besonderer  Berlcksichtigung  nichtkultivierbarer ~ Mikroorganismen  revolutionierten
(GIOVANNONI 1990). Auch wenn methodische Einfliisse die Ergebnisse drastisch verzerren kdénnen,
stellt diese Technik die am besten geeignete Methode zur Erfassung und Ildentifizierung auch bisher
nichtkultivierbarer Bakterienspezies dar (STACKEBRANDT 1999, von WINTZINGERODE 1997).
Organismen, von denen lediglich rRNA-Sequenzen bekannt sind, werden auch als Riboclones
bezeichnet (HOLMES 2000). In vorliegender Studie werden diese Sequenzen als unidentifizierte
Organismen bezeichnet.

Wie viel Bedarf an Untersuchungen zur bakteriellen Diversitdt noch besteht, zeigen Analysen der
mikrobiellen Gesellschaften in thermalen Quellen des Yellowstone National Park. Sie forderten eine
Vielzahl neuer, in ihrem phylogenetischen Status erst vorlaufig charakterisierte bakterielle Gruppen zu
Tage. Diese Gruppen wurden nach ihrem systematischen Rang als Phyla angesehen oder in diese
eingeordnet. Organismen aus Phyla ohne bisher kultivierte Vertreter wurden als candidate divisions
(HUGENHOLTZ 1998a) bezeichnet und aufRer in heiRen Quellen auch in anderen Okosystemen wie
verseuchtem Grundwasser und Klaranlagen gefunden (DOJKA 1998, HUGENHOLTZ 1998). Ein
Vergleich jeweils aktueller auf 16S rRNA-Sequenzinformationen basierender phylogenetischer
Dendrogramme der Bacteria aus den Jahren 1987 und 2000 zeigt ein Anwachsen der Zahl bekannter
Hauptlinien auf das Dreifache, von 12 auf 36 (DeLONG und PACE 2001).
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Abbildung 19 Unidentifizierte Bakterien in den Genbibliotheken
Der Anteil der unidentifizierten Bakterien betrug in den Genbibliotheken 20% bis tber 50% der

Sequenzen.

Auch in der vorliegenden Dissertation reprasentierte ein enormer Anteil der 16S rDNA Sequenzen
(Anteile von 20% bis Uber 50%) bisher unidentifizierte Organismen, was deren grof3e Bedeutung
verdeutlicht. In Abbildung 19 sind die Anteile von unidentifizierten Bakterien an den erstellten
Genbibliotheken dargestellt. Unter den unidentifizierten Bakterien in dieser Studie befinden sich
ausschlie8lich Sequenzen, die keine Zugehorigkeit zu bestehenden Phyla aufweisen. Insgesamt
wurden 136 unterschiedliche Sequenzen (25,8% der gesamten Sequenzen) der Gruppe der
unidentifizierten Bakterien zugeordnet, einschlie8lich 108 Sequenzen, welche nur in einer Talsperre
detektiert wurden.

Dieses Ergebnis bestatigt die Literaturangaben und weist auf die enorme Bedeutung von Studien im
Umweltbereich hin. Der grof3te Teil der in Umweltproben vorkommenden Mikroorganismen ist heute
noch nicht identifiziert. Umso wichtiger sind zukiinftige Untersuchungen zur Aufklarung mikrobieller

Zusammensetzungen und deren funktionelle Bedeutung.

IV. 1. 5 Vergleich der Horizonte von Neunzehnhain und Quitzdorf

Um potentielle Unterschiede oder Gemeinsamkeiten zwischen den einzelnen Horizonten eines
Sediments festzustellen, wurden die Horizonte 0-1 cm und 4-5 cm der Talsperren Neunzehnhain
(Probenahme 5) und Quitzdorf (Probenahme 4) parallel analysiert (Abbildung 20). Dabei wurden nur
geringe Schwankungen der vorkommenden phylogenetischen Gruppen sichtbar. In Neunzehnhain und
Quitzdorf konnten innerhalb der Firmicutes Clostridien nur im Horizont von 4-5 cm nachgewiesen
werden. Da in diesem Horizont anaerobe Verhéltnisse herrschen, waren anaerobe Sporenbildner zu

erwarten.
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Abbildung 20 Phylogenetische Gruppen in den Horizonten
Die Sedimenthorizonte 0-1 cm und 4-5 cm der Talsperren Quitzdorf und Neunzehnhain wurden
parallel analysiert. Es konnten kaum Unterschiede im Vorkommen der phylogenetischen

Hauptlinien detektiert werden.

Im Gegensatz zu Neunzehnhain wurden Planctomycetes und Fibrobacter/Acidobacteria in Quitzdorf
ausschlief3lich im unteren Horizont nachgewiesen (Abbildung 20). Méglicherweise deuten die Vertreter
dieser phylogenetischen Gruppen auf wechselnde Umweltbedingungen oder Umwelteinfliisse hin.
Neben den unidentifizierten Organismen, die auch in diesen Genbibliotheken die starksten Gruppen
bildeten, waren Vertreter der Proteobacteria die am HAaufigsten représentierte phylogenetische

Gruppe.
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IV. 1. 6 Trophie der Talsperren und vorkommende Spezies

Trophie ist als Intensitat der photoautotrophen Primarproduktion im Gewasser definiert. Eutrophierung
ist die quantitative Zunahme und qualitative Verlagerung dieser Priméarproduktion. Erstere zeigt sich in
Seen vor allem im Wachstum (Biomassezunahme) von Phytoplankton, Phytobenthos und
Makrophyten, letztere in einer Verschiebung des Artenspektrums dieser Produzenten.
Oligotrophierung ist der umgekehrte Prozess. Man kann Trophie auch als Summe der Aufbauprozesse
im Gewasser bezeichnen. In Seen oder Talsperren werden diese Aufbauprozesse besonders deutlich
wirksam, da durch die langen Wasseraufenthaltszeiten eine enge Kopplung zwischen Nahrstoffgehalt
und Produktion besteht.
Um die Trophie zu ermitteln, ist eine hinreichend sichere d.h. haufige Untersuchung der Kriterien,
welche die Trophie anzeigen notwendig (Phytoplankton, Phytobenthos, Makrophyten, Chlorophyll a,
weitere Pigmente, Sichttiefe) sowie ferner der die Trophie bewirkenden Faktoren (v.a. Nahrstoffe
Phosphor, Stickstoff). Phosphor spielt dabei als limitierender Nahrstoff fir das Pflanzenwachstum eine
besondere Rolle.
Der in Deutschland gebrauchlichste Ansatz zur Trophieklassifikation basiert auf der Grundlage der
Kriterien Chlorophyll a, Sichttiefe, Phosphor-gesamt und Stickstoff-gesamt. Es werden folgende
Trophiestufen unterschieden:
oligotroph: geringe Nahrstoffbelastung, geringe Algenproduktion, hohe Sichttiefe, ganzjahrig
hoher Sauerstoff-Sattigungsgrad bis zum Seegrund
mesotroph: mafige Nahrstoffbelastung, méRige Algenproduktion, zeitweise Algenbliiten moglich,
mittlere  Sichttiefe, geringe Sauerstoffzehrung im Tiefenwasser und in der
Sprungschicht
eutroph: starke Nahrstoffbelastung, hohe Algenproduktion, regelmafRige Algenbliiten, geringe
Sichttiefe, zeitweise anaerobe Zustande (totaler Sauerstoffschwund) im Tiefenwasser
polytroph: UbermaRig hohe Nahrstoffbelastung, massive Algenentwicklung oft mit
Blaualgendominanz, Sichttiefe nur noch im Zentimeterbereich, Uberm&Rig hohe
Sauerstoffzehrung, die den gro3ten Teil des Wasserkorpers erfaflt.
In umfangreichen Untersuchungen der Makrophyten in Gewassern (Bayrisches Landesamt fir
Wasserwirtschaft) wurde deutlich, dass fir die submersen Makrophyten keine ausreichenden
Erkenntnisse zu indikativen Eigenschaften vorliegen. Durch weitere Entwicklungsvorhaben wird derzeit
versucht, diese Liicke zu schlief3en.
Uber den Zusammenhang von spezifischen Indikatorbakterien und der Trophie gibt es in der Literatur
keine Angaben. In den vorliegenden Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die
Gesamtzellzahlen der Bakterien keine Ruckschlisse auf die Trophie zulassen.
Am Vorkommen von phylogenetischen Hauptgruppen wurde deutlich, dass
- Spirochaetales nur in Saidenbach (mesotroph) und Quitzdorf (eutroph) vorkamen,
- Nitrospira in den oligotrophen Talsperren Neunzehnhain und Muldenberg und der
mesotrophen Talsperre Saidenbach detektiert wurden,
- Grune Schwefelbakterien nur in Neunzehnhain und Quitzdorf und

- Cyanobacteria ausschliel3lich in Quitzdorf und Saidenbach reprasentiert waren.
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Alle anderen phylogenetischen Gruppen kamen in allen Talsperren vor. So konnte anhand der
Hauptlinien kein Muster festgestellt werden, welches auf die Trophie der Talsperren schliel3en IaRt.

Bei der Untersuchung der Spezies innerhalb der Hauptgruppen wurden Unterschiede zwischen den
Talsperren deutlich, die auf die Trophie zuriickzufiihren sein kénnten, aber auch ihren Ursprung im
Einzugsgebiet haben kénnen.

Ein sehr deutlicher Anzeiger fir die Trophie stellte eine Organismengruppe dar: innerhalb der
Cyanobacteria Vertreter der Gattung Microcystis. Diese Mikroorganismen kamen ausschlie3lich in der
eutrophen Talsperre Quitzdorf vor und erschienen auch makroskopisch sichtbar in Form von
Algenbliiten. In der Dissertation von MAAREN konnte gezeigt werden, dass das Massenaufkommen
von Microcystis stark beeinflusst wird von dem Stickstoff:Phosphor-Quotienten im Wasserkérper.
Somit ist die biochemische Charakterisierung von Gewassern derzeit noch die Methode der Wahl, um
die Trophie zu bewerten. Um aus den identifizierten Spezies aus dieser Arbeit auf den trophischen
Charakter zu schlieBen und sichere mikrobielle Indikatoren zu detektieren, sind weitere umfangreiche
Untersuchungen der mikrobiellen Zusammensetzung von Gewassersedimenten noétig. Es sollten in
nachfolgenden Studien mehrere trophisch eingeordnete Gewasser parallel untersucht und die

bakteriellen Gemeinschaften aufgeklart werden.

IV. 1. 7 Korrelation zwischen den Talsperren

Die Sedimente von Talsperren beherbergen eine komplexe und diverse mikrobielle Gemeinschaft. Die
vergleichende 16S rDNA Analyse offenbarte 528 verschiedene Sequenztypen, welche zu 293 OTUs
zusammengefalt werden konnten. Uber 59% dieser OTUs wurden in nur einer Talsperre gefunden.
Die Anzahl der in mehreren Talsperren vorkommenden OTUs war in den vier Genbibliotheken der
Sedimente &hnlich und bewegte sich zwischen 31,4% (Neunzehnhain) und 36,8% (Quitzdorf) an der
Gesamtanzahl der OTUs. Nur 32 OTUs (Uber 11% aller OTUs) wurden in allen vier Sedimenten
gefunden.

Die Ahnlichkeitsindices, die durch den paarweisen Vergleich der OTUs in den verschiedenen
Genbibliotheken ermittelt wurden (nach DUNBAR 1999), differierten nicht signifikant zwischen den
einzelnen Talsperren. Alle Kombinationen zweier Talsperren betrugen zwischen 54 und 64 OTUs,
resultierend in Ahnlichkeitsindices zwischen 43,6% und 48,4%.

Die Anzahl der Sequenztypen erwies sich als unterschiedlich innerhalb der phylogenetischen Gruppen
(Abbildung 21). In allen Talsperren wurde eine Haufung von Sequenzen der Proteobacteria und
Firmicutes gefunden. Vertreter der Proteobacteria zeigten einen Anteil von 25,4% der Klone von
Neunzehnhain, 46,0% der Klone von Muldenberg, 18,7% der Klone von Saidenbach und 28,0% der
Klone von Quitzdorf. Innerhalb der Proteobacteria waren die Klone relativ gleichm&Rig Uber die alpha-,
beta-, gamma- und delta-Subgruppe verteilt. Im Gegensatz zu Muldenberg, Quitzdorf und
Neunzehnhain, in denen die alpha-Subgruppe dominierte, wurde die hochste Anzahl der
Proteobacteria-Sequenzen in der Genbibliothek von Saidenbach der delta-Subgruppe zugeordnet. Die
131 Sequenzen der alpha-Subgruppe wurden in 31 OTUs zusammengefaldt, wobei nur 3 OTUs in

allen Sedimenten vorkamen und 18 OTUs spezifisch nur in einer Talsperre gefunden wurden (sog.
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uniqgue OTUs). Um die Divergenz in den vier Talsperren festzustellen, wurde der Fsr-Test fur
ausgewabhlte phylogenetische Hauptlinien angewendet (hach MARTIN 2002).

Innerhalb der alpha Proteobacteria wurde ein signifikanter genetischer Unterschied (p<0,05) zwischen
den Sediment-Gemeinschaften (ausgenommen Neunzehnhain und Saidenbach) deutlich. Diese zwei
Genbibliotheken unterschieden sich nicht signifikant, z.B. bei den alpha Proteobacteria betrug p=0,207.
Beim Vergleich der gesamten 16S rDNA Bibliotheken der vier Talsperrensedimente wurde nur ein
geringer Unterschied im Speziesreichtum der OTUs wie auch in der Gleichmafigkeit der Verteilung
der detektierten Sequenztypen innerhalb der phylogenetischen Gruppen ersichtlich. Jedoch weisen
diese Unterschiede und speziell die Unterschiede auf Speziesebene darauf hin, dass jedes Sediment
eine eigene, charakteristische mikrobielle Gemeinschaft besitzt.

Diversitat der Spezies in den Talsperren
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Abbildung 21 Zusammenfassung aller detektierter Spezies in den Talsperrensedimenten
Die Balken stellen die Zusammenfassung aller Talsperren fir die entsprechende

phylogenetische Hauptgruppe dar, die Linien verdeutlichen die Anteile der einzelnen Talsperren.

Die Unidentifizierten Bakterien reprasentieren Sequenzen in der Datenbank, die keiner bekannten
phylogenetischen Gruppe zugeordnet wurden, sie bilden keine eigene phylogenetische Gruppe.
Mdglicherweise stellen Fraktionen dieser Organismen neue, bisher unbekannte phylogenetische
Gruppen dar. Diese Sequenzen zeigten keine Sequenzhomologie, weder untereinander noch zu
bekannten phylogenetischen Gruppen, daher suggerieren sie in der Abbildung 21 die hochste
mikrobielle Diversitat.
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Abbildung 22 Abschétzung der Biodiversitat der Talsperrensedimente
Die auf der Grundlage der 16S rDNA Bibliotheken gefundene Diversitat konnte fiir die einzelnen

Talsperrensediment anhand einer Séttigungskurve dargestellt werden.

Die Anwendbarkeit und der Nutzen der vergleichenden 16S rDNA Analyse zur Untersuchung der
phylogenetischen Diversitat komplexer mikrobieller Gemeinschaften wurde bereits in vielen Studien
gezeigt (DUNBAR 1999, GLOCKNER 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden 528 verschiedene
Sequenztypen in den Talsperrensedimenten detektiert. Die hohe Anzahl verschiedener Sequenzen,
welche in den Genbibliotheken gefunden wurde, bestéatigt die Resultate in der Literatur. DUNBAR
detektierte 498 verschiedene Sequenztypen bei der Untersuchung von trockenen Bdden. Das
Speziesspektrum in der hier vorliegenden Arbeit représentiert einen grof3en Teil der bekannten
phylogenetischen Hauptlinien. Untersuchungen anderer mikrobieller Habitate, wie z.B. die bakterielle
Gemeinschaft in Béden von Weizenfeldern durch SMIT (2001) zeigte eine gleichmafige Verteilung auf
finf phylogenetische Gruppen: Acidobacterium, Proteobacteria, Nitrospira, Cyanobacteria und Grine
Schwefelbakterien.

In vorliegender Arbeit reprasentierten anndhernd 60% der Sequenzen bekannte Bakterienspezies.
Dieses Ergebnis korreliert gut mit Resultaten anderer molekularbiologischer Studien im Umweltbereich
(DUNBAR 1999, HIORNS 1997). Seit der Einfuhrung der vergleichenden rDNA Analyse in der
mikrobiellen Okologie wurden viele bisher unbekannte Sequenztypen gefunden. Die Haufung von
Sequenzen spiegelt die Sicherheit der Ergebnisse wider. Literaturangaben beziehen sich oft auf das
Vorkommen von nur einer Sequenz. In vorliegender Studie traten 80% aller Sequenzen mehr als
einmal in der Genbibliothek auf.

Nach DUNBAR (1999) wird der generelle Diversitatsindex (Shannon Index) beeinflusst von den
Parametern Richness (Reichtum) und Evenness (GleichmaRigkeit der Verteilung). Vergleiche von
bakteriellen Gemeinschaften aus verschiedenen Okosystemen beziehen sich auf mehrere Elemente
der Diversitdt: welche Bakterien sind vorhanden (Zusammensetzung), die Anzahl der Spezies
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(Reichtum), die relative Verteilung der Spezies (Struktur) und die GleichméaRigkeit in der Verteilung
(DUNBAR 1999, HILL 2003).

Anhand der vorliegenden Daten konnte auch die Coverage, d.h. der Anteil der in der Arbeit
detektierten Sequenztypen an der gesamten Artenvielfalt in den Sedimenten berechnet werden
(JURETSCHKO 2002). Durch die Berechnung der Coverage nach McCAIG (1999) und JURETSCHKO
konnte gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit detektierten Sequenztypen zwischen 75%
(Muldenberg) und 85% (Neunzehnhain) der geschatzten Diversitdt abdecken. Dieses Ergebnis
verdeutlicht zusammen mit den in Abbildung 22 dargestellten Daten die enorme Bedeutung von
Untersuchungen zur mikrobiellen Diversitéat in Sedimenten. Die minimale Anzahl der bakteriellen
Spezies in den Sedimentgemeinschaften (abgeschatzt aus der Coverage und der Anzahl der
detektierten verschiedenen OTUSs) betrug zwischen 146 (Saidenbach) und 161 (Neunzehnhain und
Quitzdorf). Dass die Sedimente real einen hoheren OTU-Reichtum aufweisen wird durch die Chao-1
Schatzfunktion deutlich (Tabelle 5). Der geschéatzte OTU-Reichtum fur alle standardisierten
Genbibliotheken mit einem Umfang von 248 Klonen (kalkuliert durch Rarefaction) legt nahe, dass die
Genbibliothek von Saidenbach die geringste Zahl an OTUs und Muldenberg den hoéchsten OTU-
Reichtum aufweist. Der kalkulierte OTU-Reichtum entspricht der Anzahl der OTUs einer Studie eines
Zink-kontaminiertes Sedimentes (N=236) von HILL (2003). Auch der berechnete Shannon Index (H")
der Sedimentgemeinschaften bewegte sich im gleichen Bereich wie in der vorgenannten Studie.
Uberraschenderweise war die durch den Shannon Index beschriebene Diversitat in der mesotrophen
Talsperre Saidenbach am niedrigsten. Obwohl die Diversitat durch eine unvollstandige Coverage (HILL
2003) unterschatzt werden kann, ist aus dem Vergleich von H" zu vermuten, dass die
Sedimentgemeinschaften in Muldenberg und Quitzdorf eine héhere Diversitat als in Neunzehnhain und
Saidenbach besitzen.

Der Vergleich der Diversitat der Genbibliotheken wird eingeschrankt durch die unsichere Definition der
bakteriellen Spezies (ROSELLO-MORA 2001). Das derzeit von Systematikern genutzte Spezies-
Konzept basiert auf einer Kombination von genomischen, phanotypischen und phylogenetischen
Charakteristika. Die alleinige Analyse der 16S rDNA Sequenz ist fir eine Beschreibung von Spezies
nicht ausreichend (ROSELLO-MORA 2001). Allerdings erméglicht die Sequenzinformation von einem
oder von mehreren Genen, beispielsweise der 16S rDNA eine phylogenetische Klassifikation von
Organismen (PACE 1996). Das Kriterium der 97% Sequenzhomologie wird genutzt zur Zuordnung von
16S rDNA Sequenzen zu individuellen Sequenztypen (Phylotypen) und zu bekannten Spezies. Dieses
Kriterium basiert auf der empirischen Beobachtung, dass Bakterien mit weniger als 97%
Sequenzéahnlichkeit im phylogenetischen Spezieskonzept als verschiedene Spezies identifiziert werden
kénnen (STACKEBRANDT 1994). Nach ROSELLO-MORA (2001) miisste die Speziesdiversitat hdher
sein, wenn Sequenzen mit einer genetischen Ahnlichkeit von 297% verschiedenen bakteriellen
Spezies angehdren.

Die Verwendung molekularbiologischer Techniken wie die Extraktion der Gesamt-DNA aus dem
Sediment, Amplifikation in der PCR und Klonierungsversuche resultieren in Genbibliotheken, welche
keine quantitativen Aussagen Uber die mikrobielle Zusammensetzung zulassen. Dieses Vorgehen
kann zu einer Fehleinschatzung der mikrobiellen Diversitat fihren (CHANDLER 1997, FARRELLY
1995, REYSENBACH 1992, SUZUKI 1996). Aus diesem Grund wurden in der Arbeit zwei universelle
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16S rDNA Primersysteme getestet. Das Resultat unabhéangig voneinander generierter 16S rDNA
Bibliotheken mit den Primerpaaren zeigte keine signifikanten Abweichungen im Spektrum der
Sequenztypen. Somit konnten die Untersuchungen reproduzierbar gestaltet werden.

Im Gegensatz zu Genbibliotheken aus der Literatur, welche von Sequenzen der alpha-Proteobacteria
(McCAIG 1999) oder Acidobacterium Sequenzen (DUNBAR 1999) dominiert werden, zeigten die
Genbibliotheken der untersuchten Talsperrensedimente die meisten Sequenztypen innerhalb der
Firmicutes und der alpha-, beta-, gamma-, und delta Proteobacteria. Dieses Ergebnis korreliert mit der
16S rDNA Analyse des Bakterioplanktons (GLOCKNER 2000, HIORNS 1997). In diesen Studien
wurden die meisten Sequenzen innerhalb der Proteobacteria (alpha-, beta- und gamma-Subgruppe),
der CFB Gruppe und den grampositiven Organismen mit einem hohen GC-Gehalt gefunden.

Obwohl die Gemeinschaften der verschiedenen Talsperren nur schwach auf der Ebene der
phylogenetischen Gruppen differieren, konnte durch die Verwendung von Ahnlichkeitsindices zwischen
44% und 48% gezeigt werden, dass jede Talsperre eine spezifische mikrobielle Sedimentgemeinschaft
aufweist. Das wird auch deutlich an dem hohen Anteil an OTUs (Uber 59%), welche nur in einer
Talsperre gefunden wurden. Wie es anhand der alpha Proteobacteria gezeigt werden konnte, ist es
moglich, die genetische Unterschiedlichkeit zwischen den Sedimentgemeinschaften mit dem Fsr-Test
zu beschreiben (nach MARTIN 2002). Die OTUs, welche durch die 16S rDNA Analyse detektiert
wurden, beinhalten hohe Anteile von Sequenzen vieler verschiedener unidentifizierter Bakterien mit
unbekannter phylogenetischer Zuordnung. Weiterhin spielen Verzerrungen der mikrobiellen
Gemeinschaft, basierend auf der Nukleinsdureextraktion, PCR und Klonierungsstrategien eine grol3e
Rolle und resultieren in Genbibliotheken, welche keine quantitative Aussage Uber Haufigkeiten
bestimmter Spezies zulassen (CHANDLER 1997, FARRELLY 1995, REYSENBACH 1992, MARTIN-
LAURENT 2001).

Aus diesem Grund sollte die Analyse bakterieller Gemeinschaften nicht nur auf der Amplifikation von
16S rRNA-Genen erfolgen, sondern mit der Kultivierung von Organismen oder der Abschéatzung der

dominierenden Strukturen mittels FISH kombiniert werden.
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Tabelle 5 Anzahl der Sequenztypen und Diversitatsindices basierend auf den 16S rDNA-Bibliotheken

von vier verschiedenen Talsperrensedimenten

Genbibliotheken

Parameter

Neu Mul Sai Qui
Anzahl der 457 248 424 386
Sequenztypen
Anzahl der OTUs 137 119 124 133
Anzahl der “unique” 43 38 43 49
OTUs
Anzahl der nur einmal 67 62 67 68
vorkomm. OTUs
Coverage [%] 85.3 75.4 84.7 82.6
OTU Reichtum * 98.8 (4.1) 119.0 (n.a.) 90.7 (3.9) 105.6 (3.7)
Chao-1 Reichtum* 220.1 (21.4) 192.9 (19.8) 210.3(22.2) 239.9 (27.3)
Shannon index (H) 4.098 4,539 3.625 4.444
Shannon evenness 0.833 0.950 0.752 0.909
index (E)

* OTU-Reichtum wurde kalkuliert durch Rarefaction (HILL 2003) mittels RAREFACT.FOR
program (University of British Columbia [www2.biology.ualberta.ca/jbrzusto/rarefact.php]) fur
einen standardisierten Umfang von 248 Klonen. Das gleiche Programm wurde genutzt, um die

Chao-1 Abschatzung vorzunehmen. Die Werte in Klammern sind die Standardabweichungen.

Die Schlussfolgerung aus dieser Untersuchung legt nahe, dass der trophische Charakter und die
Unterschiede zwischen den Talsperren die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft
beeinflussen. Dies wurde besonders deutlich in der Speziesdiversitat. Die bakterielle Dichte der
mikrobiellen Gemeinschaft hingegen wird nicht, oder nur zu einem geringen Teil, von der Trophie
beeinflusst.

Die Detektion von Schliissel-Spezies eines Sedimenttypes oder bakterielle Cluster, welche fur
bestimmte Funktionen eine wichtige Rolle spielen, sollte in weiteren Untersuchungen geklart werden.
Der Einfluss allochthoner und autochthoner Bedingungen auf die mikrobielle Zusammensetzung ist
heute noch weitgehend ungeklart. Mdglicherweise spiegelt die mit Hilfe der 16S rDNA Analyse
aufgedeckte mikrobielle Struktur spezifische Umweltparameter wider, welche typisch fir den
trophischen Charakter der untersuchten Talsperren sind. Die Resultate deuten darauf hin, dass
bestimmte Indikatoren, welche die Unterschiede in der mikrobiellen Struktur darstellen, den
trophischen Charakter der Talsperren reflektieren. Um diese Frage weiter aufzuklaren, missten
weitere Talsperren mit &hnlichem Charakter untersucht werden. Damit kdnnte das bestehende Wissen
um die Struktur und Funktion der komplexen mikrobiellen Gemeinschaft in Talsperren wesentlich
erweitert werden. Die grof3e Anzahl der Sequenzen mit geringen Homologien zu bekannten Spezies

weist auf die Bedeutung von Studien der mikrobiellen Gemeinschaft in Umweltproben hin. Vorliegende
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Ergebnisse unterstitzen Literaturangaben und verdeutlichen, dass die mikrobielle Diversitat in
Sedimenten wesentlich héher ist als bisher angenommen (TIEDJE 1999).

Die in situ Detektion von Organismen durch spezifische Oligonukleotidsonden, mdglicherweise in
Kombination mit Mikroaudiographie (LEE 1999), erscheint ein vielversprechender Ansatz zur
Quantifizierung und Ildentifizierung von Vertretern der mikrobiellen Gemeinschaften, die fir bestimmte
Stoffumsétze verantwortlich sind. Weiterhin halten PCR-basierende Fingerprinttechniken, wie DGGE
oder T-RFLP, immer mehr Einzug in die molekularbiologische Untersuchung von komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften und ermdéglichen die Analyse von zeitlichen Veradnderungen oder
raumlichen Variationen.

IV. 2 Analyse mikrobieller Gemeinschaften mittels Fingerprinttechniken

Zur Analyse der mikrobiellen Diversitdt der Talsperrensedimente wurden verschiedene
Fingerprinttechniken zur Erzeugung komplexer Muster eingesetzt. Die auf diese Weise erhaltenen
Muster basierten auf amplifizierten Bereichen der 16S rDNA (DGGE, T-RFLP), der Spacer-Region
zwischen der 16S und der 23S rDNA (ARISA) oder auf spezifischen Genen fiir Schlisselenzyme
(sulfatreduzierende Bakterien in der DGGE). Ein besonderes Interesse bestand im Monitoring von
jahreszeitlichen Schwankungen der mikrobiellen Populationen innerhalb einer Talsperre. Dartber
hinaus sollte durch den Vergleich von Talsperrenhorizonten und die Detektion spezifischer
Organismengruppen Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede zwischen den verschiedenen Talsperren

deutlicher hervortreten.

IV. 2. 1 Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE)

Auf der Grundlage der bakteriellen 16S rDNA sollte eine umfassende Analyse des mikrobiellen
Spektrums mittels DGGE erfolgen. Dartiber hinaus sollte auch das Vorkommen von
sulfatreduzierenden Organismen durch die Amplifikation der Gene fiir das Schlisselenzym DSR
dargestellt werden. Die Technik der DGGE wurde im Rahmen dieser Dissertation erstmals zur
Untersuchung von Talsperrensedimenten im Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
eingesetzt, so dass zur Untersuchung von Sedimentproben umfangreiche Vorversuche und

Optimierungsexperimente notwendig waren.

IV.2.1.1 Anpassung und Optimierung der DGGE

Den ersten Schritt zur Analyse mittels DGGE stellte die effiziente Amplifikation der Zielnukleinséuren
dar. Weiterhin war es fir eine effektive und deutliche Darstellung von Fragmenten im Gel wichtig, die
jeweils geeigneten DNA-Konzentration zu ermitteln. Die Auftrennung von DNA-Fragmenten in
Polyacrylamidgelen ist von mehreren Faktoren abhangig. Entscheidende Parameter stellen die
Konzentration an Acrylamid und denaturierendem Reagenz, die Lange der amplifizierten Fragmente
sowie die Laufzeit dar.
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IV.2.1.1. 1 Amplifikation von Nukleins&uren

Im Gegensatz zu den Talsperren Quitzdorf, Neunzehnhain und Saidenbach gestaltete sich die
Amplifikation von DNA-Fragmenten aus Sedimentproben der Talsperre Muldenberg aufgrund hoher
Konzentration an Huminstoffen sehr problematisch. Um eine erfolgreiche Vervielfaltigung der DSR-
Gene zu gewahrleisten, musste die extrahierte DNA zusatzlich tber eine Ethanolféallung aufgereinigt
werden. Dadurch konnte die Konzentration der inhibitorisch wirkenden Huminsduren erheblich gesenkt

werden.

IV. 2. 1. 1. 2 Aufreinigung der PCR-Produkte zur Analyse mittels DGGE

Nach der Durchfihrung der PCR war es notwendig, Puffersalze sowie Uberschiissige PCR-
Komponenten (Primer etc.) aus dem Ansatz zu entfernen und ggf. die Konzentration der DNA zu
erhéhen. Die Aufreinigung erfolgte mittels Affinitats-Saule oder durch Ethanolfallung. Im Gegensatz zur
Séaulenaufreinigung werden bei der Ethanolféllung die Primer nicht abgetrennt. Daher wurde der
Einfluss von enthaltenen Primern auf das DGGE-Ergebnis untersucht. Hierzu wurden 2 PCR-Produkte
parallel mittels Affinitdtssdulen und Ethanolféllung aufgereinigt und in der DGGE eingesetzt. Die
resultierenden Bandenmuster lieBen keine Unterschiede zwischen den parallel aufgereinigten
Produkten erkennen. Nachfolgend wurden daher die PCR-Produkte mittels Ethanolféllung fir die

DGGE-Analyse vorbereitet.

IV. 2. 1. 1. 3 Optimierung der aufzutragenden DNA-Konzentration

Der Nachweis des Bandenmusters ist maRRgeblich von der eingesetzten DNA-Menge abhéngig. Bei zu
hohen DNA-Konzentrationen kénnen dunkelgelbe Banden entstehen. Die Sensitivitat wird dadurch
nicht beeinflusst, jedoch wirkt sich bei der Farbung die Verwendung von stark unterschiedlichen DNA-
Konzentrationen in nebeneinander liegenden Laufspuren negativ aus. Die Entwicklungszeit korreliert
mit der Menge an DNA und bei differierenden Konzentrationen kommt es zu einer ungleichmaRigen
Farbung. Es erwies sich als geeignet, Fragmente des gleichen Gens oder Amplifikate aus einem
Untersuchungsobjekt in einem Gel zu analysieren. Diese Vorgehensweise empfiehlt sich aufgrund
unterschiedlicher Bandenmuster und Amplifikationseffizienzen zwischen verschiedenen Proben.

Zur Bestimmung der optimalen DNA-Konzentration wurden verschiedene Konzentrationen (120 ug,
210 pg, 300 pg, 390 pg und 480 pg) der amplifizierten 16S rDNA Fragmente des Horizontes 0-0,5 cm
der Talsperre Neunzehnhain (Probenahme 7) auf das DGGE-Gel aufgetragen, aufgetrennt und
anschlieRend geféarbt (Abbildung 23). Aufgrund der hohen Sensitivitat der Silberfarbung erwies es sich

als optimal, 150-200 ug PCR-Produkt auf das Polyacrylamidgel aufzutragen.

79



IV Ergebnisse und Diskussion

12345

NLLLL

& |

ai['

i

Abbildung 23 Silbergefarbtes DGGE-Gel
In diesem Gel sind unterschiedliche Mengen an PCR-Fragmenten dargestellt (Spur 1- 120 pg;
Spur 2- 210 pg, Spur 3- 300 pg, Spur 4- 390 pg, Spur 5- 480 pg DNA) (LUDWIG 2002)

IV.2.1. 1. 4 Optimierung der Acrylamidkonzentration

Die Konzentration an Acrylamid im Gel ist direkt von der Lange der aufzutrennenden Fragmente
abhangig. Je hoher die Konzentration an Acrylamid, desto kiirzere Fragmente kénnen separiert
werden. Diese Korrelation geht aus dem Vernetzungsgrad hervor, welcher proportional mit der
Konzentration an Acrylamid steigt. Beim Vergleich der optimalen Bedingungen zur Analyse der
Talsperrensedimente mit Literaturangaben sind starke Variationen feststellbar. Die verwendeten
Acrylamid- und denaturierenden Konzentrationen einzelner Arbeitsgruppen im Uberblick: DEPLANCKE
(2000) linearer Gradient von 30-60% und 8% Acrylamid (AA); McCAIG (2001) 40-60% und 8% AA,;
TESKE (1996) 20-70% und 6% AA; VETRIANI (1999) 20-60% und 6% AA; FAVIER (2001) 40-50%
und 8% AA. Der Auftrennungsbereich kann optimal an die zu analysierende Probe angepasst werden,
indem der Verlauf des denaturierenden Gradienten variiert wird. Zur Auftrennung der ca. 500 bp
langen PCR-Produkte wurde zunéchst die vom Hersteller empfohlene Acrylamidkonzentration von 8%
eingesetzt. Bei dieser Konzentration betrug jedoch die Laufstrecke der DNA-Fragmente nur etwa 8 cm
der gesamten zur Verfigung stehenden Trennstrecke von 16 cm. Zur Verlangerung der Laufstrecke
wurde deshalb die Acrylamidkonzentration auf 7% reduziert, wodurch die Laufweite auf die gesamte

Lange des Gels ausgedehnt wurde.

IV.2.1. 1.5 Ermittlung der optimalen Konzentration an denaturierendem Reagenz

Bei der Optimierung stellte der GC-Gehalt der DNA-Fragmente eine wesentliche Einflussgrof3e dar.
Die Auftrennung der DNA-Fragmente im DGGE-Gel ist direkt abhangig von der Konzentration an

denaturierend wirkenden Reagenzien wie Harnstoff und Formamid. Eine vollstindige Denaturierung
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(100% Denaturierung) der PCR-Produkte wird bei Konzentrationen von 7 M Harnstoff und 40%
Formamid erreicht. Im DGGE-Gel wird durch Mischen einer Gelldsung mit niederer und einer
Gellésung mit hoher Konzentration an denaturierenden Reagenzien ein Gradient erzeugt, der durch
eine Zunahme denaturierender Bedingungen charakterisiert ist. Zur Herstellung des Gradienten wurde
anhand der experimentell bestimmten Laufstrecken der PCR-Produkte eine Konzentration von 43%
der vollstandigen Denaturierung als optimal fur die niedere Konzentration bestimmt. Die hohe
Konzentration wurde entsprechend des GC-Gehaltes der zu trennenden PCR-Produkte angepasst und
optimiert. Fir die Analyse der 16S rDNA wurde experimentell eine Konzentration von 58% der
vollstandigen Denaturierung ermittelt und fur die a-Untereinheit der Dissimilatorischen Sulfit Reduktase
eine Konzentration von 60% der vollstdndigen Denaturierung. Aufgrund der oben durchgefiihrten
Analyse wurde die beste Auftrennung der Fragmente bei Verwendung eines Gels mit flachem
Gradienten, d.h. geringem Unterschied zwischen niederer und hoher Konzentration an

denaturierendem Reagenz erzielt.

IV.2.1. 1.5 Anpassung der Laufzeit

Weitere Parameter mit starkem Einfluss auf die Auftrennung sind die Zeitdauer und die angelegte
Spannung wahrend der Elektrophorese. Die Spannung korreliert mit der Wanderungsgeschwindigkeit
der Fragmente. Es wurden verschiedene Zeitintervalle als Laufzeit erprobt (3,5 h bei 200 V, 6 h bei 130
V, 14 h bei 60 V, 16 h bei 75 V und 18 h bei 60 V). Eine Laufzeit von 16 h bei einer Spannung von 75 V
(35 mA) erwies sich als optimal zur Auftrennung der PCR-Produkte (McCAIG 2001).

IV. 2. 1. 1. 6 Wahl der geeigneten Silberfarbemethode

Die Silberfarbung ist eine sehr sensitive Methode zum Nachweis von DNA in Polyacrylamidgelen. Es
existieren verschiedene Protokolle, mit denen DNA oder RNA direkt im Gel angeféarbt oder in einem
auf einer Polybondfolie immobilisierten Gel sichtbar gemacht werden kann (BLUM 1987). Zunachst
wurde die Silberfarbung nach BLUM eingesetzt. Diese Farbetechnik fuhrte allerdings zu schwer
interpretierbaren Ergebnissen. Die teilweise oder vollstandige Ablésung des Gels vom Trager
(Polybondfolie) fiihrte zu einer sehr ungleichmafRigen Farbung. Darlber hinaus hatte die Verwendung
der Polybondfolie den Nachteil, dass die wasserldsliche Beschichtung je nach Laufzeit die
Anfarbbarkeit der DNA verschlechterte. Aufgrund der méRigen Ergebnisse wurde eine Silberfarbung
nach dem Protokoll der Fa. BioRad getestet. Diese Methode beruht auf der chemischen Umwandlung
der DNA zu RNA und fiihrte zu wesentlich besseren Resultate und wurde somit fur die weiteren
Untersuchungen eingesetzt.

Die Optimierungsarbeiten verdeutlichen, dass die Einstellung der Parameter individuell auf das zu
untersuchende Fragment und abhangig vom Untersuchungsmaterial erfolgen muss. Nur ein
Zusammenwirken  aller  optimal  eingestellten Bedingungen sichert ein  optimales
Auftrennungsverhalten. Die Optimierung der einzelnen Schritte ist sehr zeitaufwendig, da die

Komplexitat der miteinander verbundenen Faktoren der DGGE sehr grof} ist.
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IV.2.1.2 16S rDNA Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften mittels DGGE

Ausgehend von einer hohen mikrobiellen Diversitdt in den Talsperrensedimenten sollte sich die
mikrobielle Zusammensetzung in der DGGE-Analyse in einem komplexen Bandenmuster auf3ern.
Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen den Talsperren, in den Horizonten einer Talsperre wie
auch der evtl. Einfluss von Umweltbedingungen und Jahreszeiten auf die Zusammensetzung

mikrobieller Gemeinschaften sollten mit dieser Technik deutlich werden.

IV. 2. 1. 2. 1 Herstellung eines Standards fir die DGGE-Analyse

Zur Kontrolle der Laufbedingungen wie auch zum Vergleich der Bandenmuster war es notwendig,
einen Standard mitzufihren. Dieser Standard sollte ein definiertes Bandenmuster liefern und
Aussagen Uber die Vergleichbarkeit verschiedener Gele zulassen. Dazu wurden PCR-Produkte der
16S rDNA verschiedener Bakterienspezies mittels DGGE analysiert. Aufgrund des aus
Sequenzunterschieden resultierenden unterschiedlichen Laufverhaltens wurde ein Standard aus
Porphyromonas endodonatis, Moraxella osloensis, Legionella sainthelensis, Dehydroabietic acid-
degrading  bacterium,  Stenotrophomonas  maltrophila und  Corynebacterium  asperum
zusammengestellt. Diese Reihenfolge entspricht der Abfolge der Banden im denaturierenden
Polyacrylamidgel (von oben nach unten) wie es in Abbildung 24 dargestellt ist. Aufgrund mehrerer
rRNA-Operons in Organismen steht oftmals nicht nur eine Bande fur einen Mikroorganismus und
daher ist eine einzelne Beschriftung der Banden nicht méglich. Die Reihenfolge der dargestellten
Organismen ergab sich aus Vorversuchen, in denen die 16S rDNA-Fragmente der Mikroorganismen in

getrennten Laufspuren aufgetragen und analysiert wurden.

Abbildung 24 Standard aus 16S rDNA-Fragmenten (7%iges Polyacrylamidgel, Gradient 43% bis 60%).
Der Standard besteht aus Amplifikaten von Porphyromonas endodonatis, Moraxella osloensis,
Legionella sainthelensis, Dehydroabietic acid-degrading bacterium, Stenotrophomonas

maltrophila und Corynebacterium asperum (LUDWIG 2002)
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IV.2.1. 2.2 Vergleichende Untersuchungen der Talsperrensedimente

Nach der 16S rDNA-Amplifikation und Analyse im DGGE-Gel zeigten die erhaltenen Bandenmuster
deutliche Unterschiede zwischen den Talsperren Neunzehnhain, Quitzdorf und Saidenbach. Das
Amplifikat der Sedimente aus Muldenberg lieferte kein charakteristisches Bandenmuster. In der
Abbildung 25 sind reprasentative Bandenmuster der untersuchten Talsperren abgebildet.
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Abbildung 25 DGGE-Bandenmuster (Probenauftrag in Tabelle 6)
In dem DGGE-Gel wurden neben dem Standard die amplifizierte 16S rDNA der Talsperren

aufgetragen. Gradient 43% bis 65% (LUDWIG 2002)
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Tabelle 6 Probenauftrag in dem Polyacrylamidgel in Abbildung 25 25

Spur | Talsperre Probenahme | Horizont | Niedere denat. Hohe denat.
incm Konzentration in % Konzentration in %
1 Standard - - 43 65
2 Neunzehnhain |1 4 bis 5 43 65
3 Neunzehnhain |1 Obis0,5 (43 65
4 Quitzdorf 7 Obis0,5 (43 65
5 Quitzdorf 7 0,5bis1 (43 65
6 Quitzdorf 7 1lbisl1l5 |43 65
7 Standard - - 43 65
8 Quitzdorf 7 15bis2 |43 65
9 Quitzdorf 7 2 bis 3 43 65
10 Quitzdorf 7 3 bis 4 43 65
11 Quitzdorf 7 4 bis 5 43 65
12 Saidenbach 8 O bis0,5 (43 65
13 Saidenbach 8 0,5hbis1 (43 65
14 Saidenbach 8 1bis1,5 |43 65
15 Saidenbach 8 1,5-2 43 65
16 Standard - - 43 65
17 Saidenbach 8 2 bis 3 43 65
18 Saidenbach 8 3 bis 4 43 65
19 Saidenbach 8 4 bis 5 43 65

Durch die Resultate der vergleichenden 16S rDNA Analyse waren Unterschiede im DGGE-
Bandenmuster der Talsperren zu erwarten. Diese Erwartung konnte bestatigt werden. Zwischen den
einzelnen Probenahmen der Talsperrensedimente waren nur geringe Variationen der
Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft zu vermuten, da das Sediment eine stabile
Schichtung aufwies. Die Analyse mehrerer Probenahmen von verschiedenen Jahreszeiten einer
Talsperre lieferte identische oder nur wenig abweichende Muster. Diese geringen Unterschiede
zeigen, dass die mikrobielle Zusammensetzung des Sedimentes kaum saisonalen Schwankungen
unterliegt. Wenn es Veranderungen gibt, so sollten sich diese vor allem an der Sedimentoberflache
bemerkbar machen, da der Wasserkorper Veranderungen im Jahresverlauf unterlegen ist.

Im Sediment nehmen mit zunehmender Tiefe organisches Material und Sauerstoff ab. In Abh&ngigkeit
des verfugbaren Sauerstoffs sowie auch der Nahrstoffe waren Unterschiede in der bakteriellen
Zusammensetzung in den Horizonten zu erwarten. Entgegen dieser Annahme zeigte die Analyse der
unterschiedlichen Horizonte einer Probenahme stabile Muster. Diese Stabilitdt ist jedoch bei der
Betrachtung aktiver Mikroorganismen nicht sehr wahrscheinlich, da unterschiedliche Nahrstoff- und
Sauerstoffbedingungen die Spezieszusammensetzung bestimmen. Dieser Einfluss wurde ebenfalls
durch eine Abnahme der Zellzahlen mit der zunehmenden Tiefe offensichtlich. Aus der Abnahme der

Zellzahlen wird deutlich, dass ein gewisser Anteil der DNA entweder extrazelluldar an das Sediment
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gebunden vorliegen muss oder in den abgestorbenen Bakterien im Sediment noch vorhanden ist, um
mittels der DGGE die gleichen Muster wie im oberen Horizont verursachen zu kénnen (LUNA 2002).
Eine starke Beeinflussung der Bandenmuster kénnte von der DGGE selbst ausgehen. Zur Analyse
muss eine GC-reiche Sequenz (GC-Klammer) an das zu untersuchende DNA-Fragment angefiigt
werden. Durch Verwendung eines modifizierten Primers, der diese Sequenz 5 -seitig besitzt, wird die
Verlangerung des Fragmentes erreicht. Diese GC-reiche Sequenz verlangert den Primer um etwa 40
Nukleotide, was zu einer verénderten Kinetik fuhrt.

Die Grundlage fir den Vergleich verschiedener Proben bildet das resultierende Bandenmuster. Jedoch
ist die Separation der Banden schwierig, da der GC-Gehalt der 16S rDNA bei verschiedenen Spezies
ahnlich ist. Die Ausbildung von unterschiedlichen Schmelzdoméanen in den jeweiligen Sequenzen ist
fur die Trennung entscheidend. Diese Auftrennung ist im Hinblick auf die zu erwartende Vielfalt an
unterschiedlichen Sequenzen (Mikroorganismen im Sediment) nicht vollstéandig zu erreichen. Dies wird
daran verdeutlicht, dass der Unterschied zwischen der niedrigen und hohen denaturierenden
Konzentration nur 15% betragt.

Somit erschienen im Bandenmuster sehr eng zusammenliegende Banden als sog. Schmier. Diese
Banden konnten nicht spezifischer separiert werden und somit ist die statistische Auswertung nicht
maoglich.

In der Literatur wurden bis jetzt mit der DGGE (beispielsweise bei McCAIG 2001 und TESKE 1996) nur
Bandenmuster zu einem Zeitpunkt gezeigt. Untersuchungen der Dynamik, des Wechsels des
Vorhandenseins von Mikroorganismen an einem Ort zu unterschiedlichen Zeiten wurden bisher mit
dieser Technik noch nicht durchgefiihrt. Eine entscheidende Beeinflussung der Methode resultiert aus
der notwendigen Verwendung der GC-reichen Sequenz, des verwendeten Primerpaares
(entscheidend fur die Charakteristika des Fragmentes) und aus dem generierbaren Bandenmuster aus

dem genutzten denaturierenden Gradienten.

IV. 2. 1. 3 Analyse der sulfatreduzierenden Bakterien auf Grundlage der DSR-Amplifikate

IV. 2. 1. 3. 1 Entwicklung eines spezifischen Primersystems

Zur DGGE-Analyse der Diversitat sulfatreduzierender Bakterien wurde ein Primersystem auf der
Grundlage der von WAGNER (1998) beschriebenen Primer DSR1F und DSR4R entwickelt. Die
urspringlichen Primer amplifizieren ein Fragment, welches die a- und b- Untereinheit der
Dissimilatorischen Sulfit Reduktase (DSR) umfasst und eine Lange von 1,9 kb aufweist. Die
Entwicklung eines neuen Primer war notwendig, da die Amplifikationseffizienz mit zunehmender
Fragmentlange sinkt und eine optimale Auftrennung der Fragmente im DGGE nur bei kirzeren
Fragmenten (bis ca. 500 bp) gewéhrleistet ist. Basierend auf der Erstellung und Analyse von Sequenz-
Alignments von DSR-Sequenzen (NCBI-Datenbank) wurde ein Sequenzbereich ermittelt, welcher eine
hohe Spezifitat fur sulfatreduzierende Organismen aufweist (Abbildung 26). Dieser Bereich wurde fir

die Desulfovibrio-Gruppe angepasst und als Zielsequenz des Primers DSR-FLR gewabhlt.
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¥ *

Desuffowibrio desulfuricans 289 CTACARGTTCRAGTTCARGT TTOGACGECTECCCCARTGETTGCGT_TGCTTE_CATCGCA

Desulfovibrio spec. 29 CTACAARGTTCARGTTCARGTCCGRCGECTRCCCCARCGECTGCET CGCCTE_CATCGCC
Desulfovibrio vulgaris oxamicus 47 CTACAAGT TCARGT TCAAGT TCGACGGC T FCCCCAACGGCTEOGT GGCCTC _CATCGED
Desuifovibrio fermifidis 47 CTACAARGTTCAAGTTCAAGT TCGACGECTRCCCCARCGGCTGCGT _CGCCTE_CATCGCC
Desuffornonas pigra 47 CTACAARGTTCARGTTCARGT TCGRCGECTRCCCCARCGECTGOGT GTECGE_CATGGCC
Cesuffowibrio africanus 47 CTACAAGTTCRAGTTCAAGT TCGRCGGETRCCCCATGLECTGCGT GTGTTE_CATCGCC
Desuffowibrio longus 47 GTACAAGTTCAAGTTCAAGT TCGACGGCTBCCCGRAACGECTGCGT GGCCTC_CATCGCC

Oesuffowbrio infestinalis 47 CTACAATTTCRAGTTCARGT TCOACGGECT
Desulfococcus multivorans 29 CTATRAGTTCARAATTCARGTTCGACGGET
Cesuffowibrio fructosovorans 47 CTACAAGTTCAAGTTCAAGT TCGRCGGCT
Deswifomicrobium escamblense 47 CTRACARGTTCAAGTTCARGTTTGATGGETT
Desufosarcing variabilis 44 GTACAAGTTTRAATTCARGT TTGRACGECT
Desuffamicrobivm baculatum 47 CTACAAGTTCAARATTCAAGT TTGATGGTT
Desuffornicrobivrm apsheronum 47 CTACAAGTTCARATTCAAGTTTGATGGETT
Desulfovibrio cuneafus 47 CTACAAGTTCAHA]

CCCCARCGOTTGCGT GTGCGE _CATGGCG
CCCCARCGGTTGTGT _TGCCTE_CATCGCC
TCCGAACGGCTGCGT _GGCCTC_CATCGCC
TCCGAATGOTTGCET GGCCTC _CATCGCC
CCCCARCTGCTGCGT GGCCTE_CATCGCC
CCCGAATGOT TGTGT GGCTTE_CRTTGCC
CCCGAATGGT TGCGT _GGCTTC_CATCGET
CCCCARCGETTGCGT AGCTGE_CATTGCA

Abbildung 26 Partielles Alignment von DSR-Sequenzen.
Die Zielsequenz des Primers DSR-FLR ist eingerahmt (* degenerierte Basen) (LUDWIG 2002)

Die Spezifitait des Primersystems DSR-FLR in Kombination mit DSR1F wurde mittels PCR und
Agarose-Gelelektrophorese sowie durch Klonierung und anschlieRender Sequenzierung des PCR-
Produktes Uberprift. Desulfovibrio desulfuricans als Positiv-Kontrolle lieferte ein PCR-Produkt der
erwarteten Lénge (450 bp), wahrend die DNA von E. coli zu keinem Amplifikat fuhrte. Die extrahierte
DNA aus den Sedimentproben (Gesamthorizonte) wurde ebenfalls mit diesem Primersystem und
parallel mit DSR1F/DSR4R amplifiziert. Dabei wurde mit den Primern DSR1F/DSR-FLR in der
Talsperre Quitzdorf eine hohe Amplifikationseffizienz erreicht, hingegen mit DSR1F/DSR4R
(Amplifikation des gesamten DSR-Gens) nur eine geringe Amplifikationseffizienz. Zur qualitativen
Kontrolle der mittels des neuen Primersystems erhaltenen PCR-Fragmente wurden diese in E. coli
kloniert und anschlie3end zuféllig ausgewahlte rekombinante Klone sequenziert und mit Datenbanken
verglichen.

Bei allen analysierten Sequenzen handelte es sich um DSR-Sequenzen (Tabelle 7). Dabei zeigten die
Sequenzen groRte Ahnlichkeit zu Sequenzen von Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SP-
16 (Accession-Nr. AY096042) und Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SU-29 (Accession-
Nr. AY096057).

Diese Sequenzen wurden in der vergleichenden 16S rDNA Analyse nicht gefunden. Das ist darauf
zuriickzufiihren, dass mittels universeller Primer eine Vielzahl von Sequenzen amplifiziert werden und
es dabei zu einer Begunstigung von bestimmten Sequenzen kommen kann. Andererseits kann die
Amplifikation von Sequenzen, deren Zielregion nicht ideal auf die Primersequenz abgestimmt ist,
unterdriickt werden. Moglicherweise spielt neben diesem Fakt auch die Anzahl der entsprechenden
.benachteiligten Sequenzen eine Rolle. Hochstwahrscheinlich sind die im DGGE detektierten
Sequenzen F1SP-16 und F1SU-29 nur in geringen Abundanzen in den Sedimenten vorhanden,

sodass sie in den Genbibliotheken der vergleichenden 16S rDNA Analyse nicht nachgewiesen wurden.
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Tabelle 7 Ergebnis des Datenbankvergleichs

Klon- Sequenz- Identifizierung mit % und e™ Wert

Nr. Homologien

1 100% Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SP-16 dissimilatory sulfite
reductase subunit A (dsrA) gene, partial cds mit 90%, e**

2 98,4% Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SP-16 dissimilatory sulfite
reductase subunit A (dsrA) gene, partial cds mit 90%, e™**

15 97,8% Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SP-16 dissimilatory sulfite
reductase subunit A (dsrA) gene, partial cds mit 90%, e

5 95,3% Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SP-16 dissimilatory sulfite
reductase subunit A (dsrA) gene, partial cds mit 91%, e?

7 93,3% Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SP-16 dissimilatory sulfite
reductase subunit A (dsrA) gene, partial cds mit 91%, e

9 92,1% Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SP-16 dissimilatory sulfite
reductase subunit A (dsrA) gene, partial cds mit 90%, e

8 88% Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SP-16 dissimilatory sulfite
reductase subunit A (dsrA) gene, partial cds mit 90%, e

12 71% Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SU-29 dissimilatory sulfite
reductase subunit A (dsrA) gene, partial cds mit 88%, e™

10 70% Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SU-29 dissimilatory sulfite
reductase subunit A (dsrA) gene, partial cds mit 85%, e®

4 69% Uncultured sulfate reducing bacterium clone F1SU-29 dissimilatory sulfite
reductase subunit A (dsrA) gene, partial cds mit 85%, e™

Der e-Value berechnet sich aus dem Score und aus der Lange der Sequenz. Der e-Value gibt

die Wahrscheinlichkeit an, dass die gefundenen Sequenz nur zuféllig mit der vorgegebenen

Sequenz Ubereinstimmt. Je kleiner der e-Value, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass

zwei Sequenzen miteinander verwandt sind. (LUDWIG 2002)

In Abbildung 27 und Abbildung 28 sind die Alignments zwischen der Sequenz des Klon Nr. 15 (die

Benennung ,Klon Nr. 15" entspricht dem 15. analysierten Klon) und der Sequenz F1SP-16 auf Ebene

der DNA und der Aminosauresequenz dargestellt. Aufgrund des hohen e-Value Wertes von e ist

eine enge phylogenetische Verwandtschaft zwischen den entsprechenden Organismen sehr

wahrscheinlich.
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F1:P-16 W GGCETCATCGG MoGE TR M CCGATCTCC CRCTTCCAC
Elon 15 (GGG TCATOGE BOGGTARTCCGATCTCO CACTTCCAC
F15P-16 AR CCATGCETGET TAAMA! GEAAGCTATTT GAKTATCTCAGARCCC
Klon 15 S C.CATGOGTGT TRARC AGCCGEGARGCTATTT GRETATCTCAGHA
F15P-16 121

Elon 15 121

F15P-16 (EERATCATTTT,

Elon 15 [EAATCATTTT]

F13P-16 241

Elon 15 241

F1:P-16 281

Elon 15 381

F1zP-16 361

Elon 15 361

F15P-16 421

Elon 15 421

Abbildung 27 Alignment der Sequenzen von Klon Nr. 15 und F1SP-16
(homologe Bereiche sind schwarz unterlegt) (LUDWIG 2002)

F1:P-16
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Elon 15 | |FLGTFTEQLEF | FFELTHYLOOOLI MLF ; : OTODMCYENT

F1zP-16 121
Elon 15 121

Abbildung 28 Alignment der Aminosauresequenzen des Klon Nr. 15 und F1SP-16
(Einbuchstabencode, schwarz unterlegt entspricht homologen Bereichen) (LUDWIG 2002)

Die Abbildungen veranschaulichen die hohe Ubereinstimmung der DNA-Sequenzen aus Klon 15 mit
F1SP-16. Aufgrund des degenerierten Codes ergibt sich in Abbildung 28 auf Aminosdureebene eine
bedeutend hohere Ubereinstimmung. Der Austausch von nur 4 Aminosauren deutet auf eine enge
phylogenetische Verwandtschaft der beiden Sequenzen bzw. Mikroorganismen an.

CASTRO (2002) beschaftigte sich mit der Erforschung der genetischen Diversitdt von
sulfatreduzierenden Bakterien entlang eines N&ahrstoffgradienten in den Everglades. Im Rahmen der
Erforschung des Gebietes wurden mehrere Klonierungen durchgefiihrt, Genbibliotheken erstellt sowie
eine phylogenetische Analyse der gefundenen DSR-Sequenzen durchgefiihrt (Abbildung 29). Die
Sulfatkonzentrationen der Everglades und der Talsperren sind nicht vergleichbar, da die Einheit der
angegebenen Konzentration nicht ineinander umrechenbar sind. CASTRO gibt die Konzentration als
Sulfat in 0,44 mg/g Boden an. Die Untersuchung der Talsperre Quitzdorf ergab je nach Probenahme
zwischen 30 mg und 75 mg Sulfat/l. Aufgrund der geographischen Entfernung der untersuchten

Okosysteme miisste es sich bei Sequenzen, die in der Studie von CASTRO und gleichermaRen in den
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Talsperren vorkommen, zumindest von der Verbreitung her um eine ubiquitar vorkommende Spezies
handeln. Die Auswertung der DSR-Bibliothek von CASTRO zeigt eine verbliiffende Ubereinstimmung
zur durchgefuhrten DSR-Klonierung der untersuchten Talsperren. Die Einordnung der klonierten
Sequenzen in das Dendrogramm von CASTRO ergibt, dass die klonierten Sequenzen in die DSR-
Cluster 8 und 9 einzuordnen sind. CASTRO stellte fest, dass sich zwischen Frihling und Sommer die
Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft im Sulfat-belasteten Boden andert, aber der Anteil
des DSR-Clusters 8 an den gesamten Sequenzen relativ gleich bleibt. Das DSR-Cluster 9 konnte
CASTRO nur im Sommer nachweisen. Die Anwendung der DGGE zeigte, dass sich das
Bandenmuster zwischen verschiedenen Jahreszeiten kaum oder nicht verandert. Dies ware vielleicht
mit bekannten Unterschieden zwischen den Mikroorganismen der DSR-Cluster 8 und DSR-Cluster 9
moglich. CASTRO zeigt, dass in Abhé&ngigkeit der Sulfat-Belastung der Bdden die Struktur bzw.
Zusammensetzung der sulfatreduzierenden Bakterien in belasteten Bdden stabiler ist.

In Abbildung 29 ist das Dendrogramm von CASTRO (2002) dargestellt, welches die phylogenetischen
Verwandtschaftsverhaltnisse der in seiner Studie erhaltenen DSR-Sequenzen beschreibt.

Diese Resultate unterstreichen die Spezifitdét des Primersystems DSR1F und DSR FLR fir die
Amplifikation der Gene der a-Untereinheit der Dissimilatorischen Sulfit Reduktase. In weiterfihrenden
Untersuchungen wurde dieses Primersystem verwendet.

Zur Steigerung der Amplifikationseffizienz wurde der Zusatz von DMSO getestet. DMSO ist als Additiv
in der PCR-Reaktion vor allem bei GC-reichen Sequenzen wirksam. Es unterbindet bzw. vermindert
die Bildung von Sekundarstrukturen und verbessert somit die Amplifikation der betreffenden
Zielsequenz.

In diesem Ansatz wurde extrahierte DNA aus dem Gesamthorizont der Talsperre Quitzdorf amplifiziert.
Gegeniber einer Reaktion ohne DMSO stieg bei dem Zusatz von DMSO die Konzentration des PCR-
Produktes im PCR-Ansatz erheblich an. Analoge Ergebnisse konnten auch in allen anderen getesteten
Sedimentproben der Talsperren Neunzehnhain, Quitzdorf und Saidenbach erzielt werden. Die
Spezifitat sollte durch DMSO nicht beeinflusst werden, da es nicht zu einer unspezifischeren Bindung
der Primer kommt, sondern DMSO besonders die Ausbildung von Sekundarstrukturen vermindert.

Weitere Amplifikationen wurden standardisiert unter Zusatz von DMSO zum Mastermix durchgefuhrt.
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Abbildung 29 Phylogenetische Verwandtschaftsverhaltnisse der gefundenen DSR-Sequenzen
(CASTRO 2002) Die hohe Ahnlichkeit der in vorliegender Studie detektierten Sequenz (Klon Nr.
15) mit F1SP-16 erlaubt den Riickschluss auf einen ubiquitar vorkommenden Organismus.
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IV. 2. 1. 3. 2 Identifikation sulfatreduzierender Bakterien durch Sequenzanalyse

Um die Organismen ausgehend von den im DGGE-Gel dargestellten Banden zu identifizieren, wurden
aus Gelen ausgeschnittene Banden (DNA) erfolgreich reamplifiziert. Die anschlieRende
Sequenzierung zeigte, dass es sich zumeist um Mischsequenzen handelte, d.h. eine Bande
reprasentierte mehrere Mikroorganismen. Die Datenbankrecherche mit Einzelsequenzen (Banden,
welche ausschlielich eine Sequenz reprasentierten) bestétigte die Ergebnisse der durchgefiihrten
Klonierung zur qualitativen Kontrolle des neuen Primersystems. Zusatzlich wurde festgestellt, dass der
GC-Gehalt der Sequenzen nicht mit der rAumlichen Trennung der Banden korrelierte, d.h. nahezu
identische Sequenzen konnten aus den oberen und unteren Teil des Geles isoliert werden. Diese
Tatsache ist entweder auf die enorme Bedeutung der Schmelzdoménen (Punktmutationen) oder auf
eine unzureichende Auftrennung zurtickzufihren.

In allen Talsperren konnten mittels der spezifischen PCR die Gene der a-Untereinheit der
Dissimilatorischen Sulfit Reduktase amplifiziert werden. Diese wurden im DGGE-Gel aufgetrennt und
anschlieBend die erhaltenen Bandenmuster verglichen. Ein reprasentatives Gel der untersuchten
Talsperren ist in Abbildung 30 dargestelit.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

.h_.ql,v;._._r_,—_...._.._,u___k—,l—r,us-

P

,”,
il e
8

Abbildung 30 PCR-Produkte der a-Untereinheit im DGGE (Probenauftrag siehe Tabelle 8)
Unterschiede im Bandenmuster der Talsperren werden verdeutlicht, Spuren 1 und 2:
Muldenberg, Spuren 4-7: Neunzehnhain, Spuren 13-15: Quitzdorf und Spuren 16-19:
Saidenbach. (LUDWIG 2002)
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Tabelle 8 Probenauftrag im DGGE

Spur | Talsperre Probe- | Horizont Niedere denaturierende | Hohe denaturierende
nahme |incm Konzentration [%] Konzentration [%]
1 Muldenberg 5 0 bis 0,5 43 65
2 Muldenberg 4 2 bis 3 43 65
3 Standard - - 43 65
4 Neunzehnhain |1 0 bis 0,5 43 65
5 Neunzehnhain |1 4 bis 5 43 65
6 Neunzehnhain |4 0 bis 0,5 43 65
7 Neunzehnhain |5 0 bis 0,5 43 65
8 Standard - - 43 65
9 Neunzehnhain |7 2 bis 3 43 65
10 Neunzehnhain |7 4 bis 5 43 65
11 Neunzehnhain |7 0 bis 0,5 43 65
12 Standard - - 43 65
13 Quitzdorf 9 0 bis 0,5 43 65
14 Quitzdorf 4 2 bis 3 43 65
15 Quitzdorf 1 4 bis 5 43 65
16 Saidenbach 8 0 bis 0,5 43 65
17 Saidenbach 8 0,5his 1 43 65
18 Saidenbach 8 1bis 1,5 43 65
19 Saidenbach 8 1bis 1,5 43 65
20 Standard - - 43 65

In Abbildung 30 sind signifikante Unterschiede im Bandenmuster zwischen den einzelnen Talsperren
erkennbar, was auf das Vorkommen unterschiedlicher sulfatreduzierender Mikroorganismen hinweist.
Neunzehnhain, Quitzdorf und Saidenbach zeigten &hnliche Anzahlen an Banden, wahrend Proben von
Muldenberg zu deutlich weniger Banden fuhrten. Jeweils innerhalb einer Talsperre konnten kaum
Unterschiede im Bandenspektrum festgestellt werden, weder im Vergleich der Horizonte noch
zwischen verschiedenen Probenahmen.

Die Analyse der Talsperrensedimente auf der Grundlage der Dissimilatorischen Sulfit Reduktase
mittels DGGE flhrte zu charakteristischen Bandenmustern fiir die Talsperren Muldenberg,
Neunzehnhain, Quitzdorf und Saidenbach. Die DGGE-Muster wiesen Ahnlichkeiten im unteren Bereich
der Auftrennungsstrecke auf, im Ubrigen Auftrennungsbereich konnten deutliche Unterschiede
festgestellt werden. Unterschiedliche Muster waren aufgrund der Trophie der Talsperren zu erwarten.
Die Ahnlichkeit zweier DGGE-Muster (Probe A und B) auf einem Gel wurde mittels Sorenson Index
ermittelt.

Der Sorenson Index wird berechnet durch: Cs = 2j/(a+b), wobei j die Anzahl der gemeinsamen Banden
zwischen zwei Proben darstellt, a ist die Gesamtzahl an Banden der Probe A und b ist die Gesamtzahl
an Banden der Probe B.

Durch diese Berechnung ergeben sich Werte zwischen 0 (Proben sind vollkommen unterschiedlich)

und 1 (Proben sind identisch). Zwischen den Talsperren wurden im Vergleich des Horizontes 0-0,5 cm
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Sorenson Indices von 0,14 (Vergleich Mul-Sai), 0,15 (Vergleich Qui-Mul, Neu-Mul), 0,18 (Vergleich
Sai-Neu) und 0,3 (Vergleich Qui-Sai und Neu-Qui) errechnet. Somit sind die Talsperrensedimente
nahezu vollkommen unterschiedlich.

Besonders bei der Analyse der sulfatreduzierenden Mikroorganismen zwischen den Horizonten war
eine Anderung der Zusammensetzung zu vermuten, konnte aber in der Analyse nicht bestatigt werden.
Der Vergleich der Horizonte mittels Sorenson Index lieferte Werte um 0,8, die Horizonte sind daher
nahezu identisch. Die Sulfatreduktion ist ein heterotropher und meist unter anaeroben Bedingungen
ablaufender Prozess, es missen Reduktionsaquivalente (Kohlenstoffverbindungen) vorhanden sein.
Durch die Jahreszeiten und die Dichteanomalie des Wassers bedingt, ergeben sich Unterschiede im
Redoxpotential an der Oberflache des Sedimentes und auch im Sediment selbst. Die Untersuchungen
der unterschiedlichen Horizonte einer Probenahme ergab jeweils ein sehr &hnliches Muster.
Hoéchstwahrscheinlich wurde hier extrazellular vorliegende DNA oder DNA in abgestorbenen
Bakterienzellen amplifiziert und aufgetrennt (LUNA 2002). Ein &hnliches Muster, welches auf aktive
Sulfatreduzierer zurlickzufiihren ist, war zwischen den Horizonten nicht zu erwarten, da in tieferen
Sedimenthorizonten verstarkt Sulfatreduzierer nachweisbar sein mussten. SASS (1998) beschrieb,
dass die lIsolation sulfatreduzierender Bakterien aus oxischen Sedimentschichten mdoglich ware,
jedoch das Wachstum dieser Organismen stark durch Sauerstoff inhibiert wird.

Die Verwirbelung des Sedimentkernes bei der Absenkung der Plastikrohre in das Sediment wahrend
der Probenahme kann nicht als Einflussfaktor gewertet werden, da anhand chemischer Parameter die
einzelnen Sedimentschichten klar definiert werden konnten (MAARBEN 2003).

Mit der Auftrennung der amplifizierten 16S rDNA-Fragmente wie auch der Gene der a-Untereinheit der
Dissimilatorischen Sulfit Reduktase in der DGGE konnte die genotypische Diversitat der
Mikroorganismen in den Talsperrensedimenten verdeutlicht werden. Das Bandenmuster der 16S
rDNA-Fragmente zeigte deutliche Unterschiede zwischen den Sedimenten. Weiterhin konnten
Sequenzen von Sulfatreduzierern detektiert, anschlieBend kloniert und identifiziert werden. In der
Klonierung wurden die Unterschiede aus dem Bandenmuster bestatigt. Die Klonierung von
ausgeschnittenen Banden ist jedoch nicht die unbedingte Konsequenz bei der Analyse mittels DGGE.
Vielmehr liegt das Ziel der DGGE in der Darstellung von rédumlichen und zeitlichen Varianzen der
mikrobiellen Zusammensetzung anhand von Fingerprintmustern. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
enorme mikrobielle Sequenzdiversitdt im Bandenmuster festgestellt. Dieses Resultat bestétigt die

Ergebnisse der vergleichenden 16S rDNA Analyse.

IV. 2. 2 Der Terminale Restriktions-Fragmentlangen-Polymorphismus (T-RFLP)

Die Methode der T-RFLP sollte fir eine rasche, kulturunabhéangige Analyse von mikrobiellen
Gemeinschaften eingesetzt werden. Die Grundlage fir diese Analyse bildete die universelle
Amplifikation der 16S rDNA zur Erfassung nahezu aller im Sediment enthaltenen Mikroorganismen.
Aus den resultierenden Peakmustern sollten Aussagen Uber die Zusammensetzung und Diversitat der
mikrobiellen Gemeinschaft getroffen werden. Die einzelnen Peaks, d.h. die Fragmentlangen, sollten

die ldentifikation von Mikroorganismen in den Sedimenten erlauben. Neben der Analyse aller im
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Sediment vorkommender Bakterien sollten die Sedimente auf das Vorkommen von
sulfatreduzierenden Organismen untersucht werden.

Fir die Talsperrensedimente aller Probenahmen wurde die T-RFLP Analyse durchgefiihrt. Das
Sediment von Muldenberg wies eine hohe Konzentration an Huminstoffen auf, welche die PCR oft
negativ beeinflusste oder inhibierte. Positive Ergebnisse konnten durch den Einsatz von MgCl, oder
durch Verdunnen erreicht werden. Somit verlief die universelle Amplifikation der 16S rDNA Fragmente
von allen Talsperrensedimenten erfolgreich. Die Amplifikate wurden anschlieend mit den Enzymen

Mspl und Rsal in Parallelansatzen geschnitten.

IV. 2. 2.1 Entwicklung einer Software zur Auswertung von T-RFLP Daten (TOAST)

Die Auswertung von T-RFLP- Daten zur Identifizierung von Mikroorganismen erfolgt computergestitzt.
Dazu ist eine Software mit Datenbank notwendig, welche die ermittelten Fragmentlangen mit virtuell
geschnittenen Datenbanksequenzen vergleicht. Die im Internet verfiigbare Datenbank zur Auswertung
von T-RF’s, das Ribosomal Database Project I (RDP-2) der Michigan State University, beinhaltet ca.
16.000 virtuell verdaute Sequenzen. Darunter befindet sich nur ein verschwindender Anteil an
,<Unidentifizierten Bakterien“. Ein wesentlicher Nachteil von RDP-2 besteht im Fehlen aktueller 16S
rDNA Sequenzen, da das Programm nur in unregelméaRigen Zeitabstanden aktualisiert wird. Weiterhin
sind die Suchfunktionen sowie die Benutzerfreundlichkeit nicht optimal konfiguriert. Die Funktion von
RDP-2 beschrankt sich lediglich auf einem Abgleich von Fragmentlangen und dazugehérigen
Organismen, es ist nicht mdglich, Unterverzeichnisse mit eigenen Sequenzen anzulegen. Daher war
es mit der zur Verfigung stehenden Datenbank nicht uneingeschrankt maglich, den erhaltenen
Fragmentlangen Mikroorganismen zuzuordnen.

Um die Analyse von T-RFLP- Daten zu erweitern und zu verbessern, wurde das T-RFLP Operation
Analysis Software Tool (TOAST) entwickelt (LUDWIG 2002). Dieses Programm wird lokal auf einem
Macintosh installiert und erlaubt die individuelle Analyse von T-RFLP- Daten. Durch eine integrierte,
vollstéandig indizierte Datenbank wurden schnelle und umfangreiche Analysen méglich.

TOAST wurde mit den im Internet verfugbaren bakteriellen 16S rDNA Sequenzen der NCBI-
Datenbank erstellt und ist jederzeit aktualisierbar. Zum jetzigen Zeitpunkt sind tiber 41.000 Sequenzen
mit Giber 460.000 berechneten Fragmentléangen in der Software enthalten. Durch die Verwendung von
bis zu 7 verschiedenen Primern (4 universelle, 3 spezifische) und 5 Restriktionsenzymen (Alul, Haelll,
Hhal, Mspl und Rsal) sind mit TOAST vielfaltige Mdoglichkeiten der Auswertungen gegeben. Des
weiteren bietet das Programm die Mdglichkeit, eine auf eigenen Sequenzen (z.B. aus Klonierungen)
basierende Datenbank zu erstellen. Die hauptsachliche Anwendung von TOAST besteht in der Suche
von Datenbankeintragen zu ermittelten Fragmentlangen. Es ist weiterhin méglich, durch Eingabe einer
Fragmentlange oder Text gezielt nach Datenbankeintragen zu suchen. Diese Suche ermdéglicht es,
schnell die Fragmentlangen eines einzelnen Mikroorganismus oder einer Gruppe von
Mikroorganismen zu ermitteln. Weiterhin stehen eine Vielzahl von Such- und Vergleichsfunktionen zur
Analyse von Fragmentlangen und der damit verbundenen potentiell vorhanden Mikroorganismen zur

Verfigung.
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Fluoreszenzintensitat

IV.2.2.1.1Vergleich von RDP-2 und TOAST

Entscheidend fur eine Datenbank ist die Aktualitat der Sequenzen. Da T-RFLP universell zur Analyse
von bakteriellen Gemeinschaften verwendet werden kann, ist die Aktualitdt der Datenbank v.a. im
Hinblick auf Sequenzen von noch nicht kultivierbaren Mikroorganismen besonders wichtig. Genau
diese Aktualitat ist bei RDP-2 nicht gegeben. TOAST bietet eine Datenbank auf Grundlage der frei im
Internet verfigbaren Sequenzen und ist jederzeit aktualisierbar. In RDP-2 ist es nicht mdglich, eine auf
eigenen Sequenzen basierende Datenbank zu erstellen. Die neu entwickelte Software ermdglicht die
Erstellung und Auswertung der eigenen Datenbank analog zu den enthaltenen Sequenzen. Mit dieser
Mdglichkeit ist die Aktualitdét der Datenbank und der Vergleich von T-RFLP mit der Klonierung
gewahrleistet. Weiterhin bietet TOAST den direkten Vergleich von identifizierten Datenbankeintrégen
zwischen verschiedenen Proben an, RDP-2 dagegen analysiert nur die Ahnlichkeit der
Chromatogramme und keine unterschiedlichen Mikroorganismen. Die Besonderheit von TOAST ist die

Mdglichkeit von vergleichenden Analysen und speziellen Suchen.

IV. 2. 2. 2 Analyse der Talsperrensedimente mit der T-RFLP

In Abbildung 31 sind ausgewahlte T-RFLP Chromatogramme der Sedimente dargestellit.
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Abbildung 31 Chromatogramme der T-RFLP Analyse, Restriktion mit Mspl (rot: Standard)
Dargestellt ist jeweils der Gesamthorizont 0-5 cm der Talsperren. Einzelnen Peaks konnten die
zugrunde liegenden Organismen zugeordnet werden. Die Zuordnung erfolgt durch
Fragmentlangenbestimmung anhand eines mitgefihrten Standards und ist abhangig vom

verwendetem Enzym.
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Die Abbildung 31 zeigt exemplarisch Chromatogramme der Talsperrensedimente. Berechnet durch die
Genescan-Software wurden die Datenreihen zum jeweiligen Chromatogramm angezeigt und basierend
auf den ermittelten Fragmentlingen konnten die entsprechenden Organismen durch
Datenbankvergleiche identifiziert werden.

In der Abbildung 31 wurden anhand einiger Beispiele den generierten Mspl-Fragmentlangen
Organismen zugeordnet. Aus der Abbildung geht hervor, dass die Peakmuster im Vergleich der
Talsperren signifikante Unterschiede aufweisen. Die Unterschiede werden in mehreren Bereichen
deutlich: von 50-100 bp, 120-230 bp, bei 400 bp, 420-550 bp und bei 650 bp. Beispielsweise konnte in
Muldenberg und Neunzehnhain der Uncultured eubacterium clone T18 (in der Abbildung Clone T18
genannt) (Accession-Nr. AF495453) nachgewiesen werden (bei 650 bp), welcher in Quitzdorf nicht
vorkam. Diese Sequenz wurde ebenso in der vergleichenden 16S rDNA Analyse in den
Genbibliotheken fur Muldenberg und Neunzehnhain innerhalb der unidentifizierten Mikroorganismen
gefunden, aber nicht in Quitzdorf oder Saidenbach. In vielen weiteren Parallelen konnten die
Ergebnisse der 16S rDNA Analyse durch die Resultate der T-RFLP bestétigt werden. So wurden in der
T-RFLP und Ubereinstimmend mit der 16S rDNA Analyse Vertreter der Doméne Nitrospira nur in
Neunzehnhain, Muldenberg und Saidenbach nachgewiesen, Spirochaetales nur in Quitzdorf und
Saidenbach und Vertreter der Planctomycetales in allen Talsperren detektiert. Bei einem néheren
Vergleich der Ergebnisse aus der 16S rDNA Analyse mit der T-RFLP konnten samtliche in den
Genbibliotheken enthaltenen phylogenetischen Hauptgruppen in den Resultaten der T-RFLP
wiedergefunden werden. Auch im Vorkommen von Spezies innerhalb der phylogenetischen Gruppen
gab es Ubereinstimmungen, so wurde in der T-RFLP, wie auch in den Genbibliotheken Geobacter sp.
unter den delta Proteobacteria in allen Talsperren gefunden. In den nachgewiesenen T-RF’s von
Neunzehnhain konnten wu.a. Ralstonia sp., Gordonia sp., Gram-positive bacteria SOGA31,
Heliobacterium sp., Metal-contaminated soil clone K20-80, Metal-contaminated soil clone K20-51,
Mesorhizobium loti, Bacillus halodurans, Bradyrhizobium sp., Agricultural soil bacterium clone SC-1-17,
Agricultural soil bacterium clone SC-I-2, Agricultural soil bacterium clone SC-I-17, Agricultural soll
bacterium clone SC-1-2, Alcaligenes faecalis, Azoarcus sp., Hyphomicrobium sp. und Actinomyces sp.
aus den Genbibliotheken detektiert werden. Die Wiederfindung von Sequenzen aus den
Genbibliotheken in den T-RF's der T-RFLP betrug in Neunzehnhain 70%, in Quitzdorf 85%, in
Muldenberg 78% und in Saidenbach 76%.
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Abbildung 32 Chromatogramm der T-RFLP Analyse, Restriktion mit Rsal (grau: Standard)
Dargestellt ist jeweils der Horizont 0-0,5 cm aller Talsperren. Blau: Neunzehnhain (Probenahme
5), Grun: Saidenbach (6), Schwarz: Muldenberg (7), Rot: Quitzdorf (7), der interne Standard

wurde grau dargestellt, um visuell in den Hintergrund zu riicken.

Abbildung 32 veranschaulicht Unterschiede zwischen den Talsperren, zusammengefal3t in einem
Chromatogramm. Aufgrund der eingeschréankten Mdglichkeit der Streckung der Abszisse wird auch die
Darstellung der Unterschiede beeintréchtigt. Diese Abbildung zeigt nur die Restriktion mit Rsal, durch
Kombination mit der Mspl-Restriktion wurden mittels computergestitzter Analyse die potentiell

enthaltenen Organismen identifiziert.
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Abbildung 33 Chromatogramm der T-RFLP Analyse, Restriktion mit Rsal (grau: Standard)
Dargestellt ist jeweils der Horizont 0-0,5 cm der Talsperre Muldenberg. Blau: 5. Probenahme,
Grin: 7. Probenahme, Schwarz: 8. Probenahme, der interne Standard wurde grau dargestellt,
um visuell in den Hintergrund zu rticken.
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Die Abbildung 33 zeigt die Analyse des obersten Horizontes der Talsperre Muldenberg in
verschiedenen Probenahmen bzw. zu verschiedenen Jahreszeiten. Es sind deutliche Unterschiede in
den Mustern zu erkennen, einzelne Peaks variieren erheblich in der Intensitét, so dass jahreszeitliche

Veranderungen in der Zusammensetzung der mikrobiellen Biozénose offensichtlich werden.

IV. 2. 2. 3 Vergleich der Mikroorganismen in den Sedimenten

TOAST erstellt fiir die eingegebenen Fragmentlangen eine Liste an identifizierten Mikroorganismen. In

Tabelle 9 bis 11 sind Ausschnitte aus Listen abgebildet.

Tabelle 9 Ausschnitt einer Liste aus insgesamt 3311 identifizierten Organismen (Mul 7; 0,5-1 cm)

Fragmentlange in bp
Alul Haelll Hhal Mspl Rsal Datenbankeintrag

210 75 353 138 870 Amoebohacter roseus strain DEM 2365

210 75 358 138 870 T.roseopersicina

224 75 355 138 &70 A.pedioformis

236 228 360 163 870 Saccharopolyspora hirsuta strain aTCC 27875
69 247 557 a2 871 C.zalexigens

226 185 557 137 871 Phototrophic bacterium (BN 3201)

211 T4 359 137 a7l Chromatium tepidum

212 75 3Fa0 138 &§71 Chromatium sp. RW

193 245 558 1353 &§71 Phototrophic bacteria clone 359

601 39 1085 g9 872 Microscilla furvescens

227 193 360 133 872 FPhototrophic bacteria clone 345

227 193 380 138 872 Phototrophic bacteria clone 261

227  1lse 380 138 872 Phototrophic bacteria clone 136

227 193 380 138 872 Lamprocystis roseopersicina strain DSM 229
227 193 380 133 872 Amoehobacter purpureus strain DSM 4137

159 39 g2 181 &72 Nannocystis exedens (strain Na =571)

1e9 39 g2 151 g&7z2 Wannocystis aggredgans (strain Na al)

79 204 139 206 &72 Uncultured bacterium clone p-1977-3962-5
231 316 78 138 873 Thiorhodospira sibirica

10 197 563 207 873 C.polysaccharolyticum

Tabelle 10 Ausschnitt einer Liste aus insgesamt 4807 identifizierten Organismen (Neu 5; 0,5-1 cm)

Fragmentlange in bp
Alul Haelll Hhal Mspl Rsal Datenbankeintrag

141 191 339 148 420 Uncultured bacterium clone UP4

128 39 511 148 420 Methylocapsa acidiphila type strain strain B2
249 226 g2 150 420 Uncultured alpha protechacterium clone BIriil3
143 39 340 150 420 Methylosinus sp. LWd

208 33 511 437 420 Uncultured sludge hacterium A27h

245 39 61 437 420 Marine bacterium ATAM407_ 55

248 39 61 437 420 Uncultured alpha protechacterium clone CD1D3
248 39 8l 437 420 Uncultured bacterium clone CDSAS

206 291 G0 437 420 Uncultured alpha protechacterium clone BISii9
243 191 511 437 420 Methyloarcula marina

248 39 61 437 420 Sulfitobacter pontiacus

141 225 339 437 420 Bhizosphere soil bacterium clone RSC-II-92, (partial)
141 191 61 437 420 Rlpha proteckhacterium ADE3E

248 39 61 437 420 Sulfitobacter sp. DS5-2

250 193 340 437 420 Roseiviwvax halotolerans

206 225 339 437 420 Zoogloea sp.

125 191 511 437 420 Unidentified eubacterium MHF17

142 191 339 437 420 Methylocystis echinoides

206 39 511 437 420 Uncultured sludge bacterium A27h

120 290 €67 4839 420 Unknown marine hacterioplankton clone SARE
249 39 512 129 421 Paracoccus kondratievae

205 128 226 129 421 Microcystis elabens

205 128 226 129 421 Microcystis holsatica

205 123 663 129 421 Synechococcus-like =str. P21Z

205 12§ 22 129 421 Synechococcus-like str. P211

205 128 668 129 421 Synechococcus PCCE307
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Tabelle 11 Ausschnitt einer Liste aus insgesamt 3937 identifizierten Organismen (Sai 6; 0,5-1 cm)

Fragmentlange in bp
Alul Haelll Hhal Mspl Rsal Datenbankeintrag

71 EE] oz g7 303 Unidentified subacterium {clone LBSZ4)
71 &le 92 87 308 Uncultured bacterium MEODS
200 3a az 87 308 Capnocytophaga sputigena
71 39 92 87 308 Coenonia anatina
71 a2 27 308 Cytophaga =p.
71 39 92 87 308 Unidentified bacterium isolate 3552
71 61l6 92 87 308 Flavobacterium sp. IC0O01
39 92 87 308 Marine bacterium R2A103
zZ00 39 92 7 303 C.sputigena
71 39 1085 87 308 Flawvobacterium odoratum
200 39 a2 27 308 Capnocytophaga sputigena
1743 3a 94 g9 305 HMarine bacterium ATAM173a_3
72 280 o4 g9 308 Colwellia sp. KAT2
72 280 94 29 308 Marine psychrophile SW17
s00 3a 22 535 303 Gelidibacter algens ACAM 551
00 39 92 538 308 delidibacter algens ACAM 550
&00 39 92 G538 308 Gelidibacter algens ACAM S36T
600 3a 22 533 303 Gelidibacter algens
236 a&l7? 369 85 309 Agricultural soil bacterium clone SC-I-41, {(partial}
a2 27 309 Cytophagales str. MEDZ
139 39 93 g8 309 Uncultured bacterium clone CDDS
236 255 94 g3 309 Uncultured Bacteroidetes bacterium clons BIui3s
72 281 95 90 309 Unidentified eubacterium SCE49
236 406 93 141 309 Rhizosphere soil khacterium isolate RSI-32, (partial})
140 1003 94 204 309 Eubostrichus dianas epibacterium 1_60
209 298 373 293 309 Uncultured sponge symbiont PAWSS3E

In den Tabellen sind die virtuell generierten Fragmentlangen von Organismen durch die

Verwendung verschiedener Enzyme dargestellt.

Die umfangreichen Ergebnisse wurden mittels Multi-Dimensional Scalings (MDS) ausgewertet. MDS
stellt das Resultat eines Vergleiches in einer zweidimensionalen Flache dar. Die berechneten
Ahnlichkeiten der Proben werden in einem graphisch darstellbaren Abstand der Proben zueinander
veranschaulicht (SOMERFIELD 1995, CLARKE 1997). Der Abstand stellt ein Mal3 fur die
Unterschiedlichkeit dar. Die Berechnung des Abstandes der Proben erfolgt mittels diverser Parameter.
Daraus ergibt sich eine sehr gute Eignung von MDS fur die Darstellung von Ergebnissen von
komplexen mikrobiellen Gemeinschaften.

Zur Auswertung der Ahnlichkeiten der Talsperren wurden die gesamten Listen der potentiell in den
Sedimenten vorhandenen Mikroorganismen speziell gefiltert. Diese Filterung generiert eine Auflistung
von enthaltenen mikrobiellen Gattungen mit einer zugehérigen Anzahl an gefundenen
Datenbankeintragen (Spezies) dieser Gattung. In der Abbildung 34 ist das Ergebnis des Vergleiches
der vorkommenden Gattungen aller untersuchten Probenahmen der Talsperren Muldenberg,
Neunzehnhain, Quitzdorf und Neunzehnhain zu sehen. Mittels MDS werden deutliche Unterschiede im
mikrobiellen Spektrum zu den einzelnen Probenahmedaten, wie auch zwischen den Talsperren
deutlich. Auch Probenahmedaten in einem vergleichbaren Zeitraum (S6, Q7, N5 und M5) sind

vollkommen unterschiedlich.
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Vergleich der analysierten Probenahmen aller Talsperren

Stress: 0,07
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Abbildung 34 Graphische Darstellung der Ahnlichkeiten der mikrobiellen Zusammensetzung
Dargestellt sind die Ahnlichkeiten zwischen den Probenahmen, die Buchstaben entsprechen
den Talsperren und die Zahl der Probenahme (Q7: Quitzdorf, 7. Probenahme)

In den folgenden Abbildungen sind exemplarisch die Ahnlichkeiten der analysierten Probenahmen in
Bezug auf die Anzahl der vorkommenden Mspl und Rsal- Fragmentlangen dargestellt. Dabei wurde

die Anzahl der identifizierten Datenbankeintrdge pro Fragmentlange als Zusatzinformation verwendet.
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Abbildung 35 Vergleich der Probenahmen, Horizont 0,5-1 cm

Dargestellt sind die Ahnlichkeiten in der Anzahl der Mspl Fragmentlangen
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Abbildung 36 Vergleich der Probenahmen, Horizont 0,5-1 cm

Dargestellt sind die Ahnlichkeiten in der Anzahl der Rsal Fragmentlangen

Diese Abbildungen verdeutlichen die Unterschiede der analysierten Probenahmen hinsichtlich der
potentiell enthaltenen Mikroorganismen in den Talsperren Muldenberg, Neunzehnhain, Quitzdorf und
Saidenbach. Aus den Abbildungen geht hervor, dass die einzelnen Proben der Talsperre Muldenberg
naher zusammen liegen als die Proben der anderen Talsperren. Die Proben einer Talsperre zeigten
meist eine geringere Ahnlichkeit als die Proben aus unterschiedlichen Talsperren. Anhand der Mspl
und Rsal —Fragmentlangen wird auch ein Unterschied zwischen S6 und Q7 deutlich.

Die Auswertung zeigte Unterschiede im mikrobiellen Spektrum zwischen den Talsperren. Da die
Talsperren eine unterschiedliche Trophie besitzen, war dieses Resultat zu vermuten. Diese
Unterschiedlichkeit der mikrobiellen Zusammensetzung wurde bereits durch die Chromatogramme
deutlich. Entscheidend war die Zusammenfassung der ermittelten Spezies zu Gattungen. Durch die
Zusammenfassung der zahlreich gefundenen Datenbankeintrdge wurden die Analysen in ihrer

Aussagekraft verstarkt.

IV. 2. 2. 4 Die Analyse der sulfatreduzierenden Bakterien mittels T-RFLP

Die mittels TOAST identifizierten Mikroorganismen wurden hinsichtlich des Vorkommens
sulfatreduzierender Mikroorganismen geprift. Es konnten in allen Talsperren zu jeder Probenahme
Sulfatreduzierer nachgewiesen werden. Die ermittelten Spezies wurden den entsprechenden
Gattungen zugeordnet und mittels MDS analysiert. Dabei konnten Unterschiede zwischen den
Talsperren festgestellt werden. Beispielsweise wurden bestimmte Gattungen in allen untersuchten
Talsperrensedimenten gefunden: Alicyclobacillus, Chromatium, Desulfobacterium, Desulfonema,
Desulfotomaculum, Desulfovibrio, Microbacterium, Olavius, Sulfobacillus und
Thermodesulfobacterium. Andere Gattungen waren nur in bestimmten Talsperren zu finden:
ausschlieflich in Saidenbach Desulforegula, in Muldenberg, Saidenbach und Quitzdorf Desufococcus.
Fur die Darstellung mittels MDS wurden zuséatzlich zur Gattung auch die einzelnen Sedimenthorizonte
zusammengefallt, um Aussagen Uber das Vorkommen spezieller Gattungen treffen zu kénnen. Diese
Untersuchung erfolgte auch mit den sulfatreduzierenden Bakterien. Auch hier waren deutliche
Unterschiede zwischen den verschiedenen Zeitpunkten der Beprobung einer Talsperre als auch

zwischen den Talsperren festzustellen. Weitere Unterschiede waren in der Haufigkeit einer Gattung in
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den einzelnen Sedimenthorizonten zu erkennen. Bei der Gegenuberstellung aller identifizierten
sulfatreduzierenden Gattungen aus einer Probenahme einer Talsperre, waren die Horizonte klar
unterschiedlich. So wurden innerhalb der sulfatreduzierenden Mikroorganismen Acidithiobacillus
ausschlieflich in einem Horizont von Quitzdorf (Probenahme 6) gefunden. Alicyclobacillus wurde in 4
Horizonten von Neu (Probenahme 4) und 6 Horizonten von Neu (Probenahme 7) detektiert und
weiterhin in 5 Horizonten Mul (5), in 2 Horizonten Mul (7) und in 3 Horizonten Mul (8). Aufschluss tber

weitere Vorkommen von Sulfatreduzierern gibt Tabelle 12.

Tabelle 12 Sulfatreduzierende Mikroorganismen in den Sedimenthorizonten

Thermodesulfobacterium

Sulfatreduzierende Neu5|Neu7 | Mul5 | Mul7 | Mul8 | Sai6 | Sai8 | Qui6 | Qui7
Organismen
Chromatium 6 3 1 1 2 3 1 3 6
Desulfitobacterium 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Desulfoarculus 6 1 4 0 0 0 0 0 0
Desulfobacca 0 0 0 0 0 0 3 0 0
Desulfobacter 7 0 4 1 1 3 0 5 4
Desulfobacterium 7 3 4 3 4 7 4 6 7
Desulfobacula 1 0 1 3 3 0 0 0 0
Desulfobulbus 7 0 5 2 1 5 2 5 7
Desulfocella 7 2 4 1 0 1 1 0 0
Desulfococcus 2 0 3 1 1 3 1 6 7
Desulfofrigus 7 0 5 1 1 7 4 0 0
Desulfohalobium 7 1 2 0 2 0 0 0 1
Desulfomicrobium 5 1 0 0 1 0 3 0 0
Desulfomonas 0 0 0 0 0 0 5 0 0
Desulfomusa 2 0 1 0 0 0 1 0 0
Desulfonatronum 0 0 0 0 0 0 3 0 0
Desulfonema 6 2 4 4 3 7 3 4 7
Desulforegula 0 0 0 0 0 0 5 0 0
Desulforhopalus 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Desulfotignum 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Desulfotomaculum 7 3 4 2 4 7 5 6 7
Desulfovibrio 7 6 6 5 3 7 5 6 7
Desulfuromonas 0 0 6 2 1 7 6 4 4
Dethiosulfovibrio 6 0 3 0 3 0 0 0 0
Olavius 3 2 3 1 1 6 1 5 5
Sulfobacillus 7 5 4 3 3 5 2 6 7
7 1 4 4 4 7 2 1 7
6 7 0 0 2

Thiomicrospira 0 0 2 1

Vorkommen von sulfatreduzierenden  Mikroorganismen bzw. Gattungen in den
Sedimenthorizonten der untersuchten Talsperren (die Zahl nach der Talsperre gibt die
Probenahme an). Die angegebene Zahl entspricht der Anzahl der Horizonte, in dem die Gattung

nachgewiesen wurde und betragt maximal 7 (7 Einzelhorizonte).

Deutlich sind in Tabelle 12 Unterschiede im Vorkommen sulfatreduzierender Bakterien zwischen den
Horizonten und an verschiedenen Probenahmedaten zu erkennen.

Auch in dieser Untersuchung wurden Parallelen zur vergleichenden 16S rDNA Analyse deutlich, auch,
wenn sich die Untersuchung in der 16S rDNA Analyse gréRtenteils auf den Gesamthorizont bezieht.
So konnte Desulfobacca in der Genbibliothek des Sedimentes von Saidenbach und Desulfobacterium

102



IV Ergebnisse und Diskussion

in den Genbibliotheken aller Talsperren detektiert werden. Desulfobulbus konnte in Quitzdorf,
Desulfococcus in Neunzehnhain und Desulfomicrobium in Saidenbach bestétigt werden. Desulfonema
wurde auch in den Genbibliotheken von Neunzehnhain, Saidenbach und Quitzdorf und

Desulfotomaculum in Saidenbach und Quitzdorf nachgewiesen.

IV. 2. 2. 5 Uberschatzung der T-RFLP Ergebnisse

Mit der T-RFLP ist eine Uberschatzung der mikrobiellen Diversitat moglich, da die Fragmentlangen
abhangig von der kombinatorischen Suche und technischen Schwankungen (z.B. Gellauf) Variationen
unterlegen sind. Der Anstieg der durch die kombinatorische Suche bedingten Uberschatzung ist in
Abbildung 37 dargestellt. Fir diese Abbildung wurden Fragmentlangen zufallig ausgewahlter
Mikroorganismen zur Datenbanksuche verwendet und mit den Organismen aus der T-RFLP-Analyse
verglichen. Es wurde deutlich, dass eine Korrelation zwischen der Reduktion der Uberschiatzung und

der Anzahl verwendeter Restriktionsenzyme besteht.

s

. 2 Restriktionsenzyme
. 3 Restriktionsenzyrme
|:| 4 Reztriktionsenzyrme

o - TS S = 3

= 10 20 0 100
#inzahl an Mikroorganisren

Abbildung 37 Anstieg der ermittelten mikrobiellen Diversitat
Dargestellt ist die Verwendung von 2 bis 4 Restriktionsenzymen bei steigender
Populationsdichte (LUDWIG 2002). Mit der Anzahl der Fragmentlangen innerhalb der Analyse
im TOAST steigt die Uberschatzung an. Werden beispielsweise die Fragmentlangen von 100
zuféllig ausgewahlten Mikroorganismen zur Identifikation verwendet, steigt bei der Verwendung
von 2 Restriktionsenzymen die Diversitat auf das Vierfache an. Werden jedoch 4 Enzyme
benutzt, wird die Uberschatzung unter gleichen Voraussetzungen reduziert. Dieses Ergebnis

spiegelt die Zunahme der Genauigkeit bei der Verwendung mehrerer Enzyme wider.

Die Ergebnisse der T-RFLP zeigen, dass die mikrobielle Zusammensetzung in Talsperren mit dieser
Technik sehr gut abschatzbar und vergleichbar ist. Es lassen sich die vorkommenden
Mikroorganismen bestimmen und verschiedene Auswertungen durchfiihren. Innerhalb der Auswertung
ermoglicht TOAST viele neue Wege der Interpretation und bietet noch Raum fir weitere

Auswertungen.
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IV. 2. 3 Die Automatisierte Ribosomale Intergene Spacer Analyse (ARISA)

Abgeleitet von der RISA stellt die ARISA eine automatisierte Methode zur Abschatzung der
mikrobiellen Diversitat dar. Basierend auf den Langenheterogenitéaten in der Spacer-Region sollten mit
dieser Technik auch nahe verwandte Spezies unterschieden werden. Die ARISA-PCR Fragmente
kénnen Langen zwischen 400 bp und 1200 bp, teilweise bis 1400 bp aufweisen (FISHER 1999,
BORNEMAN 1997). Die rRNA wird durch eine Familie tandemartig angeordneter Gene kodiert
(Abbildung 38).

Spacer
165 tRNA —— 235 rRNA 55 rRNA

F_;HNA-!IE!, Ala ader Glu,
{
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Abbildung 38 Darstellung der 16S-23S rRNA Spacer-Region
In der Spacer-Region befinden sich verschiedene Gene mit Langenheterogenitaten zwischen
Spezies und Gattungen

Zur Abdeckung des Bedarfs an ribosomaler RNA fur die Ribosomen missen mehrere Kopien der
Gene vorhanden sein. Die Anzahl der 16S rDNA-Operons ist eine speziesspezifische Charakteristik.
Eukaryotische Genome weisen einige Hundert ribosomale RNA-Gene auf (Saccharomyces cerevisiae:
140 rRNA-Gene, Vicia faba: 9500 rRNA-Gene). Bei Prokaryoten betréagt die Anzahl zwischen 1 und 15
(KLAPPENBACH 2000). Das E. coli Genom tragt sieben Gene fir rRNA, welche verteilt auf der
Genkarte vorkommen. Die sieben rRNA Gene besitzen sehr dhnliche Strukturen. Jedes Gen beinhaltet
Bereiche fiir die 16S rRNA, 23S rRNA und 5S rRNA und den dazwischenliegenden Spacern. In der
Spacer-Region zwischen der 16S und der 23S rRNA sind Gene fir tRNAs lokalisiert. Das E. coli
Genom enthalt 80 tRNA-Gene, wovon 14 in den Transkriptionsabschnitten der rRNA Gene
vorkommen. In der Region zwischen der 16S und 23S rRNA befinden sich davon ein oder zwei Gene.
Das pathogene Bakterium Rickettsia prowazekii und Mycoplasma pneumoniae besitzen ein rRNA-
Operon, Salmonella enterica serovar Typhimurium weist wie E. coli sieben Kopien im Genom auf. Die
groRte Anzahl rRNA-Operons wurde in sporenbildenden Bodenbakterien nachgewiesen: Bacillus
subtilis und Clostridium paradoxum enthalten 10 und 15 Kopien. Die Anzahl und Lage der rDNA-
Kopien variiert demzufolge in verschiedenen Organismen betrachtlich. Verschiedene Hypothesen
wurden vorgeschlagen, um die Variationen in der Kopienzahl zu begriinden. Generell wird vermutet,
dass multiple Kopien des rRNA-Operons fir hohe Wachstumsraten verantwortlich sind.
KLAPPENBACH (2000) stellte fest, dass die rRNA-Operon Kopienzahlen von Prokaryoten im direkten

Zusammenhang damit stehen, wie schnell Bakterien auf komplexen Nahrmedien zu wachsen
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vermogen. Bodenbakterien, welche auf einem néhrstoffreichen Medium mit hoher Wachstumsrate
wuchsen, wiesen durchschnittlich 5,5 Kopien der rRNA-Gene fur die kleine Untereinheit auf, hingegen
Bakterien, welche nur langsam Kolonien bildeten, enthielten im Mittel 1,4 Kopien.

SANSILA (1998) konnte Isolate von Mycobacterium tuberculosis und M. avium unter Verwendung von
spezifischen Primern fur die Spacer-Region sicher identifizieren und voneinander abgrenzen. Die
verwendeten Methoden basierten auf PCR und Restriktionsverdau, wie auch auf Hybridisierungen. Es
konnte festgestellt werden, dass schnell wachsende Mykobakterien ein oder zwei amplifizierte
Fragmente aufwiesen wéhrend langsam wachsende Mykobakterien jeweils nur ein Fragment lieferten.
Diese Tatsache stimmt mit der Vermutung von KLAPPENBACH (2000) tberein. In Abbildung 39 aus
KLAPPENBACH ist die Korrelation zwischen der Koloniebildung und der Kopienzahl der rRNA
Operons dargestellt. Die Berechnung basiert dabei auf Isolaten aus Reisfeldern (Japan) (schwarze
Graphen) und Bodenisolaten (Michigan) (wei3e Graphen). Deutlich zu erkennen ist eine hthere rRNA-

Operon Kopienzahl in schnell wachsenden Isolaten.

g 5

Mean rRNA Operon Copy Number

Early Colonies I Late Colonies

Abbildung 39 Anzahl an Operon-Kopien
Die Anzahl ist abhéngig von der Wachstumsgeschwindigkeit (aus KLAPPENBACH 2000)

IV. 2. 3. 1 ARISA mit Reinkulturen

Um reproduzierbare Aussagen zu gewahrleisten, wurde die Methode in Vorversuchen an 33
verschiedenen Reinkulturen erprobt (Tabelle 13).

Dazu wurden Stamme der Stammsammlung des Institutes fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
und Stamme aus Kultivierungsversuchen aus den Sedimenten verwendet, welche zunéachst

angeziichtet und einer DNA-Extraktion unterzogen wurden.
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Tabelle 13 Die verwendeten Reinkulturen

Bacillus licheniformis

Legionella sainthelens

Proteus mirabilis

Bacillus cereus

Mycoplasma pneumoniae

Citrobacter freundii

Bacillus subtilis

Porphyromonas endotontalis

Enterobacter aerogenes

Streptococcus equi

Aeromonas caviae

Enterobacter cancerogenus

Streptococcus pyogenes

Aeromonas salmonicida

Hafnia alvei

Streptococcus pneumoniae

Pseudomonas veronii

Klebsiella pneumoniae

Streptococcus anginosus

Pseudomonas aeruginosa

Shigella sonnei

Streptococcus bovis

Pseudomonas stutzeri

Shigella flexneri

Pasteurella canis

Corynebacterium asperum

Salmonella typhimurium

Enterococcus faecalis

Nocardia otitdiscaviarum

Salmonella paratyphi

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Salmonella enteritidis

Fir die Analyse im Sedimentbereich wurden zwei universelle Primersysteme getestet: 16S 1406F/ 23S
115R und 16S 1492F/ 23S 115R. Durch die 5 -seitige Fluoreszenzmarkierung (TET) des Reverse-
Primer erhielten die PCR-Produkte eine terminale Markierung. Beide Primersysteme ermdglichten eine
sehr effiziente Amplifikation und erwiesen sich somit als geeignet fir die Analyse. Fir weitere
Untersuchungen wurde das Primerpaar 16S 1406F/ 23S 115R verwendet, da es basierend auf der
Bindungsstelle, langere Fragmentbereiche lieferte. Die Produkte wurden im automatischen
Sequenziersystem aufgetrennt und die Analyse der ARISA-Profile erfolgte unter Verwendung der
Software. Da sich die

Fluoreszenzfarbstoffe berlagern, muss fir die Auswertung fir jeden Farbstoff eine entsprechende

GeneScan® Analysis Emissionsspektren der verwendbaren
Matrix generiert werden. Daher wurde fiir den Farbstoff TET eine neue Matrix zur Berechnung der
Fragmentlédngen in der GeneScan-Analyse erstellt.

Fur alle Reinkulturen wurden die 16S-23S rDNA Spacer-Regionen in der PCR detektiert und im
Agarosegel eine erste Langenabschatzung vorgenommen. Dabei konnte festgestellt werden, dass
viele Organismen mehrere Spacerlangen aufwiesen, welche sich oftmals in einem sehr engen Bereich
befanden. Aufgrund der geringen Laufweite Auf3erte sich dieses Resultat im Agarosegel als sog.
Schmier. Die Produkte wurden anschlieRend in die automatisierte Analyse eingesetzt. Fir jeden
Mikroorganismus konnten spezifische Peakmuster generiert werden. Fur E. coli konnten drei
Spacerlangen festgestellt werden: 648, 718 und 739 bp. In Wiederholungsversuchen konnte dieses
Resultat bestétigt werden. Die Methode ist demnach geeignet, reproduzierbare und speziesspezifische
Aussagen zu treffen.

Alle Spezies der Familie Enterobacteriaceae wiesen Peaks innerhalb von drei Clustern auf: Cluster 1:
480-550 bp; Cluster 2: 620-660 bp und Cluster 3: 710-820 bp (Anhang; Abbildung Al und Anhang;
Abbildung A2).

Die Clusterbildung konnte innerhalb der Bacilli nicht beobachtet werden. In der Abbildung A3 (Anhang)
sind die Peakmuster von B. licheniformis, B. cereus und B. subtilis dargestellt und in Abbildung 40

weitere Spezies.
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Abbildung 40 Die Spacerlangen weiterer ausgewahlter Spezies (griin), Standard (rot)
Es sind deutliche Unterschiede in den Spacerlangen der Organismen zu erkennen. Die
Abbildung zeigt aber auch Gemeinsamkeiten, so weisen S. pyogenes und P. canis gleiche
Spacerlangen im Bereich von 700-750 bp auf. Die Fragmentlangen wurden anhand eines
mitgefihrten Standards ermittelt.

In der Tabelle Al (Anhang) sind, soweit aus den Untersuchungen und in der Datenbank
(http://rdp.cme.msu.edu/rrn) vorhanden, die Anzahl der detektierten Spacer und die RNA-Operons von
einigen Spezies dargestellt.

Beim Vergleich der Datenbankangaben mit der gefundenen Anzahl an Spacerlangen waren
Unterschiede feststellbar. Hochstwahrscheinlich weisen einige Spacer der Operons innerhalb eines
Organismus die gleiche Lange auf und fiihren somit nur zu einem Peak in der Elektrophorese.
FROTHINGHAM (1994) stellte fest, dass zwischen verschiedenen Vertretern des M. tuberculosis
Komplex nicht unterschieden werden konnte, da alle Vertreter dieses Komplexes eine identische 16S-
23S rDNA Spacersequenz und Spacerlange aufweisen.

Die Reinkulturen lieferten nach Amplifikation der Spacer-Region spezifische, reproduzierbare
Peakmuster. Es konnte festgestellt werden, dass die Muster Spezies-spezifisch dargestellt werden, es
aber nur bei den Enterobakterien einen Hinweis auf Familien-spezifische Muster durch Clusterbildung
gibt.

Die Verteilung der rDNA Kopien innerhalb phylogenetischer Gruppen von Bakterien zeigte keinen
evolutiondre Zusammenhang zwischen der Kopienzahl und der phylogenetischen Zuordnung
(KLAPPENBACH 2000). Beispielsweise weisen Vertreter der gamma Proteobacteria sehr

verschiedene Kopienzahlen auf: E. coli: 7, Haemopilus influenzae: 6, Vibrio cholerae: 9, Pseudomonas
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stutzeri: 4 und P. putida: 6. Auch innerhalb der alpha Proteobacteria sind keine Ahnlichkeiten zwischen
den Kopien feststellbar: Agrobacterium tumefaciens besitzt 4 Operon-Kopien, Sinorhizobium meliloti: 3,
Caulobacter crescentus: 2, Rhodobacter sphaeroides: 3 und Sphingomonas sp. RB2256 eine Kopie
(KLAPPENBACH 2000).

In der Abbildung 41 sind die Genomgrd3e verschiedener Organismen und die zugehdrige Operon
Kopienzahl dargestellt. Folgende phylogenetische Gruppen werden darin reprasentiert: Proteobacteria:
alpha (n=8), beta (n=3), gamma (n=9), epsilon (n=4), CFB (n=7), Cyanobakterien (n=4), Spirochaeten
(n=4), HGC gram positive Bakterien (n=7), Thermophile (n=3). Darin wird deutlich, dass kein direkter
Zusammenhang zwischen der Genomgrée und der Kopienzahl besteht. Die verwendeten Daten sind
online unter http://rdp.cme.msu.edu/rrn verfugbar (KLAPPENBACH 2000).
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Abbildung 41 Korrelation zwischen GenomgréRe und rRNA-Operon Kopien
Eine lineare Regression fur alle Datenpunkte wurden nach der Methode der kleinsten Quadrate
erstellt (aus KLAPPENBACH 2000)

V. 2. 3. 2 ARISA mit Sedimentproben

Die ARISA wurde mit Talsperrensedimenten (Gesamthorizont und alle Einzelhorizonte) von Quitzdorf
(Probenahmen 1 bis 8) und Saidenbach (Probenahmen 6 bis 8) durchgefiihrt. Dabei konnte im
Agarosegel keine Langenabschatzung vorgenommen werden, da sich die Amplifikate in einem
Schmier auflerten. Damit war ein erster Hinweis auf eine enorm hohe Anzahl von Spacerlangen
gegeben. Bei der anschlielenden Analyse im Polyacrylamidgel zeigte sich ein diverses Peakmuster
(Abbildung 42 und Anhang; Abbildung A4).
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Abbildung 42 Spaceranalyse von Sedimentproben aus der Talsperre Quitzdorf (griin), Standard (rot)

Dargestellt sind alle analysierten Horizonte, Restriktionsverdau mit Mspl

In der Talsperre Quitzdorf konnten in der ARISA kaum Unterschiede im Peakmuster zwischen den
Horizonten festgestellt werden (Abbildung 42). Die Talsperre Saidenbach weist hingegen einige
Variationen auf (Anhang; Abbildung A4): in den Horizonten 1-1,5 cm; 1,5-2 cm und 4-5 cm wurde die

Spacerlange von 397 bp nachgewiesen, welche in den anderen Horizonten nicht vorkam. Ab dem
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Horizont 1,5-2 cm wurde ein Peak bei 702 bp detektiert, welcher in den obersten Schichten nicht
vorhanden war. Hochstwahrscheinlich handelt es sich hier um eine Spezies oder Gattung, welche
durch vergangene, temporére Eintrége in die Talsperre eingespllt wurde.

Eine signifikante Veranderung in der mikrobiellen Gemeinschaft konnte in der ARISA zwischen den
Horizonten nicht festgestellt werden. Das wird dadurch begriindet, dass viele Organismen mehrere
Fragmentlangen aufweisen und somit eine Verschleierung des Fehlens oder Hinzukommens von
Spezies erfolgt. Durch das Vorhandensein von mehreren Spacerlangen wird auch die Identifizierung
von einzelnen Spezies in komplexen Proben unmdglich.

Auch beim Vergleich der Sedimente von Quitzdorf und Saidenbach ergaben sich nur schwache
Unterschiede. In Quitzdorf fehlen beispielsweise die Spacerlangen 397 bp und 565 bp, welche in
Saidenbach vorhanden waren. Im Bereich von 450-500 bp und 750-850 bp lieferten beide
Talsperrensedimente Spacerlangen mit sehr hohen Fluoreszenzintensitaten. Das kdnnte darauf
hindeuten, dass sich sehr hohe Anzahlen der entsprechenden Spezies im Sediment befanden und es
sich um ubiquitéare Bakterien handelt. Die Gesamtanzahl der detektierten Peaks lag bei Saidenbach
und Quitzdorf in einem &hnlichen Bereich: Quitzdorf wies 72 Peaks auf und Saidenbach 75 Peaks.
Genaue Aussagen Uber die Diversitat in den Sedimenten kénnen allerdings nicht getroffen werden, da
in dieser Analyse nicht ein Peak fur eine Spezies steht, sondern bis zu 15 Peaks eine Spezies
definieren kénnen. Somit kann es leicht zu einer Uberschitzung der mikrobiellen Diversitat kommen.
Aber auch eine Unterschatzung der Diversitat ist mdglich, da viele Mikroorganismen Spacer-Regionen
mit der gleichen Lange aufweisen. Datenbanken und Literaturangaben sind bei dieser Analyse leider
keine erschdpfliche Hilfe, es gibt nur sehr wenige Angaben zu Anzahlen von rDNA-Kopien im Genom,
Spacerlangen oder Spacersequenzen.

Fir die Ildentifizierung von Reinkulturen hat sich die ARISA als sehr geeignet herausgestellt. Zur

Analyse von komplexen mikrobiellen Gemeinschaften ist sie hingegen nur begrenzt einsetzbar.

IV. 2. 4 Vergleich von DGGE, T-RFLP UND ARISA

Es wurden die molekularbiologischen Fingerprinttechniken DGGE, T-RFLP und ARISA zur Analyse der
mikrobiellen Gemeinschaften in den Sedimenten eingesetzt. Die DGGE Analyse der 16S rDNA und
der a-Untereinheit der DSR zeigte deutliche Unterschiede im Bandenmuster zwischen den Talsperren.
Allerdings konnten kaum oder keine Unterschiede zwischen den einzelnen Probenahmen sowie den
verschiedenen Sedimenthorizonten nachgewiesen werden.

Die Auswertung der T-RFLP Daten zeigte dagegen, dass die Mikroorganismen zu verschiedenen
Zeiten in einer Talsperre sowie zwischen den Talsperren variieren. Es konnten signifikante
Unterschiede zwischen Probenahmen sowie zwischen den Horizonten einer Talsperre gezeigt werden.
Die ARISA erwies sich als geeignet zur Generierung speziesspezifischer Fingerabdriicke beim Einsatz
von Reinkulturen. In Proben, welche mehrere Organismen enthalten, kann die Methode nur begrenzt
herangezogen werden, begrindet auf der Tatsache, dass viele Organismen mehr als eine
Spacerlange aufweisen.

Der resultierende Unterschied zwischen T-RFLP und DGGE, welche beide das gleiche Target

amplifizieren, sollte somit mit der DGGE in Zusammenhang stehen. Beide Verfahren nutzen
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amplifizierte DNA und analysieren das erhaltene PCR-Produkt. Unterschiede bestehen in den
Annealingtemperaturen sowie in den verwendeten Primern.

Die Amplifikation der 16S rDNA wurde fur die T-RFLP bei 50 °C (wie auch bei der ARISA fir die
Spacer-Region), im Gegensatz zu 55 °C fiir die 16S rDNA Analyse in der DGGE durchgefihrt. Dieser
Unterschied war nicht gravierend, da keine Veré&nderungen im Bandenmuster bei der niedrigeren
Annealingtemperatur im DGGE gezeigt werden konnten. Der bedeutendere Unterschied besteht in der
notwendigen Verwendung der GC-Klammer. Da die Kinetik des Primers durch die GC-Klammer stark
beeinflusst wird, werden héchstwahrscheinlich nur bestimmte Zielsequenzen zur Amplifikation genutzt,
was in einem typischen Bandenmuster resultiert.

Somit konnte mit gro3er Sicherheit bewiesen werden, dass die DGGE, im Gegensatz zur T-RFLP nicht
in der Lage ist, vorhandene unterschiedliche 16S rDNA Sequenzen darzustellen. Die ARISA ist in der
Lage, zwischen Reinkulturen sicher zu diskriminieren, aber nicht in Proben mit hoher mikrobieller
Diversitat. Als am besten geeignete Methode zur Analyse der mikrobiellen Diversitéat in Sedimenten
erwies sich die T-RFLP.

IV. 3 Funktionelle Gruppen in den Sedimenten

IV. 3. 1 Spezifische PCR zum Nachweis von Denitrifikanten und Nitrifikanten

Denitrifizierende Bakterien sind phylogenetisch sehr heterogen verteilt und daher auf der Basis der

16S rDNA Analyse nur schwer erfassbar. Daher werden bedeutende metabolische Eigenschaften zur
Detektion und Analyse dieser physiologischen Gruppe genutzt. Denitrifikanten besitzen die Fahigkeit,
unter anaeroben Bedingungen Nitrat Gber Nitrit und Distickstoffoxid zu molekularem Stickstoff zu
reduzieren. Die Schlusselenzyme der Nitratatmung stellen die Nitrit Reduktasen (Nir) dar. Die
Reduktion von Nitrit zu Stickstoffmonoxid wird hauptséachlich durch zwei Reduktasen katalysiert,
welche durch zwei verschiedene Nitrit Reduktase-Gene kodiert werden. Ein Enzym enthalt Kupfer
(NirK), das zweite Enzym Cytochrom cd; (NirS). Die Enzyme weisen strukturelle Unterschiede auf,
sind aber funktionell und physiologisch &quivalent. Zur molekularbiologischen Detektion von
denitrifizierenden Bakterien etablierte und evaluierte BRAKER (2000) zwei Primersysteme zur
Amplifikation der Gene NirK und NirS. Im Gegensatz zur weiten Verbreitung von NirS wurde NirK
bisher nur in 30% aller Denitrifikanten nachgewiesen. Beim Nachweis von Denitrifikanten (Isolaten) im
marinen Sediment (Washington, USA) wurde von BRAKER (2000) festgestellt, dass alle Isolate
ausschlieBlich mit den NirS-spezifischen Primern erfolgreich amplifiziert werden konnten. Das NirK-
Primersystem lieferte nur PCR-Produkte in einigen Anreicherungskulturen. Die NirK-Primer
amplifizieren hdchstwahrscheinlich nur die Gene der Spezies, fur die die Primer urspringlich kreiert
wurden (Alcaligenes faecalis S-6, Achromobacter cycloclastes, Pseudomonas aureofaciens,
Pseudomona sp. strain G-179, Rhodobacter sphaeroides, Rhizobium sp.). Die NirS-Gene erwiesen
sich somit als wesentlich héher konserviert als die NirK-Gene. In der vorliegenden Arbeit wurde daher
die Zielregion der NirS-Primer zum Nachweis von Denitrifikanten gewahlt. Als Positivkontrolle wurde

extrahierte DNA von Pseudomonas aeruginosa und als Negativkontrolle DNA von E. coli eingesetzt.

111



IV Ergebnisse und Diskussion

Die extrahierte DNA aus P. aeruginosa wurde im ersten Ansatz mit den Primern NirS 1f/NirS 6r
amplifiziert und sequenziert, um die Kontrolle eindeutig zu bestimmen. Die Sequenzierung lieferte
100% Sequenzibereinstimmung zu Pseudomonas aeruginosa gene for nitrite reductase (Accession-
Nr. X16452).

Die PCR-Bedingungen mussten in Vorversuchen an die Verwendung im Sedimentbereich angepasst
werden. Dazu war es notig, die Temperatur fir die Anlagerung der Primer in mehreren Ansétzen zu
optimieren und die Zyklenzahlen schrittweise zu erhéhen. Bei einer Annealing-Temperatur von 47 °C
und einer Zyklenzahl von 37 konnte eine effiziente Amplifikation der NirS-Gene erzielt werden. In die
Untersuchungen zum Nachweis von Denitrifikanten in den Talsperrensedimenten wurden alle
Einzelhorizonte, wie auch der Gesamthorizont der Probenahmen 4, 6 und 8 von Saidenbach,
Probenahmen 5, 6 und 7 von Quitzdorf, Probenahmen 4, 5 und 6 von Neunzehnhain und
Probenahmen 5, 6 und 7 von Muldenberg einbezogen.

Eutrophe Gewasser wie die Talsperre Quitzdorf und Saidenbach sind sehr reich an geldsten
Nahrstoffen wie Nitrat und Phosphat. Ausgehend von extrahierter DNA aus den Sedimentproben
waren in jeder Probenahme und in jedem Horizont dieser Talsperren Denitrifikanten mittels der
spezifischen PCR nachweisbar. Die oligotrophe Talsperre Neunzehnhain wies ebenfalls zu allen
Probenahmedaten und Horizonten Denitrifikanten im Sediment auf. In der Talsperre Muldenberg
konnten keine denitrifizierenden Organismen nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis wurde durch
Wiederholungsversuche bestatigt.

Von Anreicherungskulturen aus Neunzehnhain und Saidenbach wurde ebenfalls die spezifische PCR
durchgefiihrt. Dabei konnten in allen Horizonten der Talsperrensedimente Denitrifikanten detektiert
werden. Im Anschluss an diese Ergebnisse wurden mit der spezifischen PCR fir Denitrifikanten alle
bisher stattgefundenen Probenahmen und Einzelhorizonte untersucht. So konnten die gewonnenen
Ergebnisse bestétigt und reproduzierbar gestaltet werden.

Die spezifisch amplifizierten Fragmente aus den Talsperren Quitzdorf 7, Saidenbach 4 und
Neunzehnhain 4 konnten in einer anschlieRenden Klonierung und Analyse von jeweils 100 Klonen
sicher als denitrifizierende Organismen bestatigt werden. In Neunzehnhain wurde vorwiegend
Ralstonia eutropha (Accession-Nr. AF114789) und Pseudomonas fluorescens (Accession-Nr.
AF114792) mit Sequenzéhnlichkeiten von Uber 96% identifiziert und in der Genbibliothek von
Saidenbach dominierte P. fluorescens mit mehr als 95% Ubereinstimmung. Quitzdorf wies eine
gleichmafige Verteilung von Rhizobien (Rhizobium sp. JEYF11 mit der Accession-Nr. AB069652,
Bradyrhizobium sp. mit Accession-Nr. AB069654), P. aeruginosa und einem Unidentified bacteria
denitrifying isolate IFAM 3698 (Accession-Nr. AJ224910) auf. Bei der Einordnung der identifizierten
Spezies in phylogenetische Gruppen konnte festgestellt werden, dass alle drei Talsperren Vorkommen
von Denitrifikanten innerhalb der alpha und gamma Proteobacteria zeigten (Abbildung 43).
Denitrifikanten unter den beta Proteobacteria konnten nur in der Talsperre Neunzehnhain
nachgewiesen werden. Weiterhin wurden in Neunzehnhain, Saidenbach und Quitzdorf die NirS-Gene

innerhalb der unidentifizierten Mikroorganismen detektiert.
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Nachweis von Denitrifikanten in den Talsperrensedimenten

100
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Abbildung 43 Denitrifikanten anhand phylogenetischer Gruppen in den Sedimenten
In den Talsperren Saidenbach und Quitzdorf konnten keine Denitrifikanten innerhalb der beta

Proteobacteria nachgewiesen werden.

Die Nitrifikation ist die mikrobielle Oxidation von Ammonium tber Nitrit zu Nitrat. Die Nitrifizierer nutzen
hierbei die durch die Bildung von Nitrit (272 kJ) und Nitrat (79 kJ) freigesetzte Energie zur
Lebenserhaltung. Die Oxidation von Ammonium zu Nitrit durch autotrophe Nitrifizierer spielt eine
zentrale Rolle im globalen Stickstoff-Zyklus und in landwirtschaftlich genutzten Béden dominiert die
Ammoniumoxidation. Der erste Reaktionsschritt, die Oxidation von Ammonium zu Nitrit, wird hierbei
von obligat aeroben Bakterien der Gattung Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrospira und Nitrosolobus
vollzogen. Dabei wird die Oxidation von Ammonium zu Hydroxylamin durch die Ammonium
Monooxygenase katalysiert. Die zweite Reaktion, die Oxidation von Nitrit zu Nitrat, erfolgt durch die
Bakterien der Gattung Nitrobacter. Diese Reaktion lauft schneller ab als die erste, daher findet sich
Nitrit im Boden nur in Spuren. Die Nitrifikation wird durch zahlreiche Einflussfaktoren, z. B. die
Konzentration an Ammonium im Boden, den Sauerstoffpartialdruck und den pH-Wert des Bodens
beeinflusst.

Die spezifische PCR fir nitrifizierende Bakterien zielt auf die Gene der Ammonium Monooxygenase
(Amo) ab (JURETSCHKO 1998). In die Untersuchung wurden folgende Probenahmen der Talsperren
einbezogen: Saidenbach 2, 4, 6 bis 9, Quitzdorf 2, 4, 7, 9, Neunzehnhain 2, 4, 7 und Muldenberg 1, 2,
7. Als Positivkontrolle wurde in jeder PCR die DNA von Nitrosomonas sp amplifiziert, als
Negativkontrolle diente DNA von E. coli. Analog zur Vorgehensweise zum spezifischen Nachweis von
Denitrifikanten mussten auch fir die Amplifikation der Nitrifikanten-DNA optimale Bedingungen
(Anpassung der Temperaturen und Zyklenzahlen) geschaffen werden.

Die Amo-Gene nitrifizierender Mikroorganismen konnten ausschlie3lich in der Talsperre Saidenbach
nachgewiesen werden. Im Anschluss an dieses Ergebnis wurden alle Probenahmen und
Einzelhorizonte der Talsperren untersucht und die Ergebnisse konnten bestatigt werden.

Das positive Resultat im Sediment von Saidenbach wurde anschlieRend durch Klonierung und

Sequenzierung von 100 rekombinanten Klonen Uberprift. Dabei konnte das Unidentified bacterium-
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DNA for ammonia monooxygenase (Accession-Nr. Z97850) mit einem Anteil an der Genbibliothek von
30% und Nitrosospira sp. NpAV ammonia monooxygenase operon copy 3 (Accession-Nr. U92432;
U38251; U72981) mit 25% Anteil identifiziert werden. Die Sequenzen wiesen dabei
Ubereinstimmungen von 94-99,7% auf. Mit Anteilen von 8% und mit Ahnlichkeiten von 98,4% und
98,7% zu Datenbanksequenzen wurden Nitrosolobus multiformis ammonia monooxygenase subunit
AmoC1 (Accession-Nr. U91603), das Unknown Proteobacterium amoA gene (Accession-Nr.
AJ388571) und das Unidentified bacterium Poll-8 ammonia monoxygenase (amoA) gene (Accession-
Nr. AF272475) detektiert. Diverse weitere unidentifizierte Bakterien kamen in geringen Anteilen in der
Genbibliothek vor. Dabei handelte es sich in jeder Sequenz um die Gene der Ammonium
Monooxygenase. Demzufolge wurde mit dem verwendeten Primersystem sehr spezifisch das Zielgen
amplifiziert. Ein weiterer Nachweis fur die spezifische Amplifikation zeigte sich darin, dass keine
Spezies der Gattung Nitrobacter, welche am Schritt der Oxidation von Nitrit zu Nitrat beteiligt sind, in
der Genbibliothek detektiert wurden.

Die Sequenz des Unidentified bacterium-DNA for ammonia monooxygenase wurde von ROTTHAUWE
(1997) beschrieben bei der Untersuchung der Eignung des amoA-Systems fir die
molekularbiologische Detektion und Charakterisierung Ammonium-oxidierender Populationen in
Umweltproben. Bei einem Vergleich von Standorten wird eine individuelle, habitatspezifische
Besiedlung durch nitrifizierende Bakterien deutlich. In der Talsperre Saidenbach dominierte das
Unidentified bacterium (Accession-Nr. Z97850) neben Nitrosospira sp. NpAV. Nitrosospira spp. stellte
auch den Hauptvertreter an der Reiswurzel und in Anreicherungsproben aus der Ostsee dar, in Teich-
und Klarwerksproben dominierten Nitrosomonas eurapaea-verwandte Spezies (HORZ 2000). AmoA-
Sequenzen, welche aus Proben von drei verschiedenen Seen in Holland (ljsselmeer, Gooimeer und
Drontermeer) erzielt worden waren, bestanden zum (berwiegenden Teil aus Nitrosomonas urea-
verwandten Sequenzen (SPEKSNIJDER 1998, HORZ 2000). Dies laR3t eine starke Verbreitung von

Nitrosomonas- und Nitrosospira-verwandten Nitrifizierern in Stif3wasser-Habitaten vermuten.
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IV. 4 Potentiell pathogene Mikroorganismen und Protozoen

IV. 4. 1 Der molekularbiologische Nachweis von Mykobakterien

Das Ziel der vergleichenden 16S rDNA Analyse der Mykobakterien bestand in der Identifizierung und
phylogenetischen Klassifizierung. Klassische Verfahren zur Identifizierung von Mykobakterien
beanspruchen einen hohen Zeit- und Arbeitsaufwand, Mykobakterien sind schwer kultivierbar und
wachsen sehr langsam. Weiterhin gestaltet sich die Interpretation der Ergebnisse schwierig und eine
Identifizierung der Spezies ist mit klassischen Methoden oftmals nicht mdglich. Besonders bei
Mykobakterien stellt die PCR, verbunden mit einer Sequenzanalyse, die Methode der Wahl dar. Sie
erlaubt die rasche und sichere Identifikation der meisten Mykobakterienspezies (KIRSCHNER 1993,
SPRINGER 1995).

Mykobakterien sind sehr widerstandsfahig und lassen sich nur schwer lysieren (BODDINGHAUS
1990). Zur effektiven Lyse von Mykobakterien wurde daher ein mechanischer Aufschluss mittels Bead-
Beater gewahlt. Die anschlieRende Nukleinséure-Extraktion erfolgte mit dem System ,Spin Kit for Soil*“.
Die Amplifikation eines ca. 600 bp langen Bereiches der mykobakteriellen 16S rDNA erfolgte mittels
eines genus-spezifischen Primersystems (semi-nested PCR) (KIRSCHNER 1993). Von allen
Probenahmen aus 2000 wurde der Gesamthorizont sowie die Einzelhorizonte auf das Vorkommen von
Mykobakterien untersucht.

Nach der ersten Amplifikationsrunde waren meist nur vereinzelt schwache Banden der erwarteten
Lange erkennbar. Erst die zweite Amplifikationsrunde fuhrte zur einer ausreichenden Amplifikation
mykobakterieller 16S rDNA-Fragmente. Mittels der semi-nested PCR wurden in allen untersuchten
Talsperren und in jedem Horizont mykobakterielle 16S rRNA-Gene amplifiziert. Die Notwendigkeit der
semi-nested PCR laf3t erkennen, dass nur geringe Kopienzahlen mykobakterieller 16S rDNA im
Sediment enthalten waren. Daher ist zu vermuten, dass Mykobakterien nur einen geringen Anteil der
im Sediment vorkommenden Bakterien reprasentieren.

Ein positives PCR-Ergebnis 1aRt keine Aussagen uber die Vitalitat der Organismen zu, die amplifizierte
DNA kann von lebenden oder toten Organismen stammen oder als freie DNA in der Probe vorliegen
(McKAY 1992). Stammt die amplifizierte 16S rDNA von lebenden, vermehrungsfahigen Mykobakterien,
ware eine Abnahme bzw. ein Verschwinden der Organismen in tieferen Sedimentschichten
anzunehmen, da sie aerob bis mikroaerophil leben. Diese Vermutung konnte nicht bestatigt werden,
es wurden in jedem Horizont Mykobakterien nachgewiesen. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass es
sich um freie DNA oder um DNA toter Organismen handelt.

Zur Identifizierung der in den Sedimenten vorkommenden Mykobakterienspezies wurden die aus dem
Gesamthorizont der Probenahmen 1 aller Talsperren amplifizierten mykobakteriellen 16S rDNA-
Fragmente in E. coli kloniert und Genbibliotheken erstellt. Aus jeder Genbibliothek wurden ca. 100
zuféllig ausgewahlte, rekombinante Klone durch Sequenzierung der Inserts analysiert. Die Sequenzen
wurden mit Nukleinsaure-Datenbanken (EMBL- bzw. GenBank-Datenbank und RIDOM-Datenbank)
verglichen, um &hnliche oder identische Sequenzen festzustellen. Die EMBL-Datenbank enthélt eine
groRe Anzahl umweltrelevanter mykobakterieller 16S rDNA-Sequenzen, wie auch von klinischen

Isolaten. Die Qualitat der Sequenzen ist jedoch oft schlecht, da viele dieser Sequenzen schon vor

115



IV Ergebnisse und Diskussion

einigen Jahren in die Datenbank aufgenommen wurden und aufgrund der damals noch mit einer
hohen Fehlerrate behafteten Sequenzierungstechniken viele Ungenauigkeiten aufweisen. Die RIDOM-
Datenbank enthalt gut abgesicherte Eintrége von mykobakteriellen Typstdmmen und die Sequenzen
weisen eine hohe Qualitat auf. Diese Datenbank wurde zur Identifikation von klinischen
Mykobakterienisolaten erstellt, das Spektrum an ubiquitdren Mykobakterien aus Umweltproben ist
gering. Zur Absicherung der Resultate wurden die Sequenzen aus den Talsperrensedimenten mit

beiden Datenbanken verglichen.
In den folgenden Abschnitten werden die Identifikationen der mykobakteriellen 16S rDNA-Sequenzen
mit den hochsten Ahnlichkeiten zu Datenbanksequenzen dargestellt. Sequenzen mit weniger als 95%

Ubereinstimmung wurden in der weiteren vergleichenden Analyse nicht beriicksichtigt.

IV. 4. 1.1 Mykobakterien in der Talsperre Saidenbach

In 108 sequenzierten rekombinanten Klonen wurden 12 verschiedene Mykobakteriensequenzen
identifiziert. 62 Sequenzen und damit der iberwiegende Anteil zeigte Ahnlichkeit zu Mycobacterium
IWGMT 90093 (EMBL-Identifizierung) bzw. M. wolinsky (RIDOM-Identifizierung) (Anhang; Tabelle
A2). Bis zu einer Sequenzibereinstimmung von 97% ist eine Spezieszuordnung mdglich
(STACKEBRANDT 1994). Aufgrund der Ahnlichkeit von 97,5% handelt es sich daher bei dieser
Sequenz um Mycobacterium IWGMT 90093. Der grofdte Teil der im Sediment gefundenen Sequenzen
zeigte ca. 97% Ubereinstimmung zu den in den Datenbanken abgelegten Mykobakteriensequenzen.
Bei geringeren Sequenziibereinstimmungen muss davon ausgegangen werden, dass es sich nicht um
die gefundenen Spezies handelt, sondern um nahe verwandte Mykobakterienspezies. Besonders im
Umweltbereich ist ein groRer Anteil der vorkommenden Organismen noch nicht identifiziert.
Sequenzen mit geringeren Ahnlichkeiten liefern einen deutlichen Hinweis auf neue, noch nicht

charakterisierte Spezies.

Im Sediment der mesotrophen Talsperre Saidenbach konnte ein breites Spektrum an mykobakteriellen

Sequenzen ermittelt werden. Das dominierende Mycobacterium sp. IWGMT 900093 ist ein

skotochromogenes, langsam-wachsendes Bakterium und eng mit M. interjectum verwandt (WAYNE
1996). Weitere Sequenzen wurden in geringen Anteilen nachgewiesen. Diese Mykobakterien
reprasentieren fakultativ pathogene oder ubiquitar im Boden oder Wasser vorkommende Spezies.

Der grof3te Teil der mykobakteriellen Sequenzen aus den Talsperrensedimenten wurde erstmals aus
Umweltproben, besonders aus Wasser und Boden isoliert. Einige detektierte Spezies der Talsperren
wurden aus Patientenmaterialien gewonnen. Das verdeutlicht, dass es sich bei vielen in der Umwelt

vorkommenden Mykobakterienspezies um fakultativ pathogene Mikroorganismen handelt.

116



IV Ergebnisse und Diskussion

IV. 4. 1.2 Mykobakterien in der Talsperre Muldenberg

Bei der Untersuchung der oligotrophen, stark versauerten Talsperre Muldenberg wurde in 82
rekombinanten Klonen ausschlie3lich Mycobacterium malmoense und Mycobacterium conspicuum
identifiziert. Alle Sequenzen zeigten mit EMBL und RIDOM Uubereinstimmende Ergebnisse mit sehr
hohen Ahnlichkeiten (99%) zu Datenbanksequenzen. 76 Sequenzen wurden als M. malmoense
(Accession-Nr. AF152560) mit Homologien von 96,2-98,8% und weitere 6 Sequenzen mit
Ahnlichkeiten von 97,6-99,5% als M. conspicuum (Accession-Nr. X88922) identifiziert.

Die Ubereinstimmung der Ergebnisse von RIDOM und EMBL, wie auch die hohe Sequenzhomologie
legen nahe, dass es sich eindeutig um die Spezies M. malmoense und M. conspicuum handelt.

Mycobacterium malmoense wurde 1977 erstmalig in Malm6 (Schweden) aus Sputum von einem

lungenkranken Patienten isoliert und ist ein nicht pigmentiertes, langsam wachsendes Mykobakterium
(FALKINHAM 1996, SCHRODER 1977, SNEATH 1986). M. malmoense wurde spéter auch in Nord-
und Westeuropa sowie in den USA nachgewiesen. Besonders bei immungeschwachten Patienten sind
M. malmoense Infektionen (neben M. avium Infektionen) weit verbreitet (FALKINHAM 1996). Auch bei

Kindern mit Gebarmutter-Lymphadentitis und Erwachsenen mit chronischer Lungenerkrankung wurde

M. malmoense isoliert. Mycobacterium conspicuum reprasentiert ebenfalls eine fakultativ pathogene
Spezies. Als langsam wachsendes, nicht photochromogenes Bakteriumen bildet M. conspicuum gelbe
Kolonien. Die Erstisolierung erfolgte aus Untersuchungsmaterial von zwei HIV-positiven Patienten aus
Deutschland (SPRINGER 1995). M. conspicuum wurde bisher nicht aus Umweltproben isoliert. Das
Vorkommen der beiden fakultativ pathogenen Spezies in der Talsperre Muldenberg deutet auf ein
maogliches Infektionsrisiko bei der Resuspension der Erreger aus dem Sediment in den Wasserkorper
hin. Die identifizierten Sequenzen kdnnten aber auch von abgestorbenen Organismen stammen und
demnach kein Risiko darstellen. An dieser Stelle ware in Folgeuntersuchungen die hygienische

Relevanz durch die Kultur der Spezies zu prifen.

IV. 4. 1. 3 Mykobakterien in der Talsperre Quitzdorf

Das Sediment der eutrophen Talsperre Quitzdorf enthielt nahezu ausschlie3lich Sequenzen, welche
als Mycobacterium sp. strain MCRO 7 (Accession-Nr. X93033) mit Ahnlichkeiten von 96,4-99,2%
identifiziert wurden (76 Sequenzen von 82 analysierten rekombinanten Klonen). Diese Sequenz besitzt
eine hohe Ahnlichkeit zu M. nonchromogenicum und konnte auch in der Talsperre Neunzehnhain
nachgewiesen werden. Zwei Sequenzen erwiesen sich als Mycobacterium sp. TAS5 (Accession-Nr.
AB028483) mit 97,0-98,1%. Weitere Sequenzen wurden nur vereinzelt gefunden: Mycobacterium
austroafricanum (Accession-Nr. AF190800) mit 98,1% Homologie, M. moriokaense (Accession-Nr.
AJ429044) mit 99,2% und M. fallax (Accession-Nr. M29562) mit 96%. Aufgrund der geringeren
Sequenzhomologie von M. fallax ist in diesem Fall nicht gesichert, dass es sich tatséchlich um die
Spezies handelt. Hochstwahrscheinlich verbirgt sich hinter dieser Sequenz eine bisher noch nicht
identifizierte Mykobakterien-Spezies. M. fallax als schnell wachsendes, nicht pigmentiertes und M.

tuberculosis in der Koloniemorphologie und einigen biochemischen Eigenschaften ahnliches Bakterium
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und konnte bereits aus verschiedenen Umwelthabitaten isoliert werden (LEVY-FREBAULT 1983). Ein
maogliches Pathogenitatspotential konnte bisher nicht nachgewiesen werden (SNEATH 1986).

Einige Mykobakterien werden aufgrund &hnlicher Eigenschaften zum M. parafortuitum Komplex
zusammengefaldt: M. parafortuitum, M. aurum, M. neoaurum, M. diernhoferi und M. austroafricanum.
M. austroafricanum ist ein schnell wachsendes, skotochromogenes Mykobakterium, welches nicht mit
Erkrankungen assoziiert ist (SNEATH 1986, TSUKAMURA 1983). Isolieren konnte man es bisher aus
Wasser in Sidafrika. Auch von M. neoaurum konnte bisher keine Pathogenitat festgestellt werden und
das Vorkommen beschrankt sich auf Béden (SNEATH 1986).

Bei den in der Talsperre Quitzdorf vorkommenden Mykobakterien handelt es sich demnach

hauptsachlich um Umweltkeime, welche keine Krankheiten verursachen und demnach keine

potentielle Gefahr darstellen.

IV. 4. 1. 4 Mykobakterien in der Talsperre Neunzehnhain

Die 82 analysierten Klone der oligotrophen Talsperre Neunzehnhain reprasentierten vier verschiedene
Sequenzen. Mit Homologien von 96,0-98% wurden 65 der Sequenzen als Mycobacterium sp. TAS
(EMBL) bzw. M. moriokaense (RIDOM) identifiziert (Abbildung 44). Bei Mycobacterium sp. TA5 handelt

es sich um ein Bodenisolat, mit der Fahigkeit, die fluchtige aliphatische Chlorverbindung 1,1,1-

Trichlorethan (TCA) zu 2,2,2-Trichlorethanol abzubauen. TCA kommt oft in verschmutzten Béden und
Grundwasser vor und steht im Verdacht der karzinogenen und leberschadigenden Wirkung (YAGI
1999). Das TCA-abbauende Enzym wurde noch nicht weiter charakterisiert, wird jedoch in grof3en
Mengen durch Mycobacterium sp. TA5 produziert. Das Bakterium kann weiterhin Ethan, Ethanol und
andere Kohlenstoffquellen assimilieren. Aufgrund der 16S rRNA-Sequenz wird die nahe
Verwandtschaft zu Mycobacterium duvalii deutlich, welches ebenfalls im Sediment nachgewiesen

werden konnte. Das in der RIDOM-Datenbank identifizierte Mycobacterium moriokaense ist ein nicht

pigmentiertes, schnell wachsendes Mykobakterium, welches aus Bodenproben in Morioka (Japan)
isoliert wurde (TSUKAMURA 1986). Die gleichzeitige Isolierung dieser Spezies aus dem Sputum eines
Tuberkulose-Patienten zeigt das pathogene Potential dieses Bakteriums. M. moriokaense ist M.
fortuitum und M. chelonae &hnlich, unterscheidet sich jedoch in manchen physiologischen
Eigenschaften von diesen Spezies.

Weiterhin lieferte der Datenbankvergleich bei 15 Sequenzen Ahnlichkeiten von 96,3-97,4% zu

Mycobacterium sp. strain MCRO 7. Mycobacterium sp. MCRQOY ist eng verwandt mit Mycobacterium

nonchromogenicum, welches aus Mausen isoliert wurde, denen Erde injiziert wurde (SNEATH 1986).
Bei dieser Spezies handelt es sich um schnell wachsende, thermotolerante Mykobakterien
(SPRINGER 1995).

Zwei weitere Sequenzen wiesen Homologien unter der Speziesgrenze von 97% auf: M. smegmatis
(Accession-Nr. Y08453) und Mycobacterium sp. strain MCRO 17 (Accession-Nr. X93028). Die
Ahnlichkeit dieser Sequenzen |aRt jedoch vermuten, dass es sich um bisher nicht bekannte, verwandte
Spezies handelt. M. smegmatis als nicht pigmentiertes, schnell wachsendes Bakterium, kann sich auf
Nahragar gleitend fortbewegen und ist M. fortuitum biochemisch sehr @hnlich (RECHT 2000, SNEATH

1986). Isoliert wurde M. smegmatis haufig aus Béden und Wasser. Vor einigen Jahren noch als
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saprophytares Bakterium eingestuft, erlangt die Spezies heute klinische Bedeutung bei Wund- und
Gewebeinfektionen sowie Osteomyelitis. Mycobacterium sp. MCRO 17 ist ein schnell wachsendes,

thermotolerantes Bakterium und wurde anfangs biochemisch als M. scrofulaceum identifiziert. Erst mit
der 16S rDNA Analyse konnte eine hohere Ahnlichkeit zu M. flavescens aufgeklart werden
(SPRINGER 1995).

Mykobakterien im Sediment der Talsperre Neunzehnhain
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Abbildung 44 Zusammensetzung der Mykobakterien-16S rDNA-Bibliothek von Neunzehnhain

IV. 4. 1.5 Mykobakterien im Vergleich der Talsperren

In den Talsperrensedimenten konnten verschiedene mykobakterielle Sequenzen detektiert werden,
wobei Unterschiede und Gemeinsamkeiten im Sequenzspektrum zwischen den Talsperren sichtbar
wurden.

Wiederholt nachgewiesene Sequenzen waren Mycobacterium sp. strain MCRO 7 und Mycobacterium
moriokaense in Neunzehnhain, Quitzdorf und Saidenbach. Mycobacterium sp. TA5 wurde in Quitzdorf
und Neunzehnhain identifiziert. Die dominierenden Sequenzen in den Talsperren stellten
Mycobacterium IWGMT 90093 in Saidenbach, Mycobacterium malmoense in Muldenberg,
Mycobacterium sp. strain MCRO 7 in Quitzdorf und Mycobacterium sp. TA5 in Neunzehnhain dar. Die
groRte Anzahl (12) unterschiedlicher Sequenzen wurde in Saidenbach gefunden, in Quitzdorf betrug
die Zahl der verschiedenen Sequenzen 5, 4 in Neunzehnhain und Muldenberg wies das geringste
Sequenzspektrum auf.

Die in den Talsperren gefundenen Sequenzen zeigten Homologien von 96% bis Uber 99%.
Sequenzhomologien unter 97% weisen auf weitere, bisher nicht charakterisierte aber eng verwandte
Spezies hin. Diese Beobachtung unterstreicht die Tatsache, dass die mit molekularen Techniken aus
natirlichen Okosystemen erhaltenen 16S rDNA-Sequenzen nur selten mit Sequenzen bekannter,
kultivierbarer Bakteriespezies Ubereinstimmen (SCHUPPLER 1995).

Aus dem Vergleich mykobakterieller 16S rDNA-Sequenzen aus den Talsperren lassen sich keine

Zusammenhange zwischen dem Auftreten bestimmter Mykobakterienspezies und dem Trophiegrad

119



IV Ergebnisse und Diskussion

der untersuchten Gewasser ableiten. Die in den 16S rDNA-Bibliotheken représentierten Sequenzen
belegen das ubiquitare Vorkommen vieler Mykobakterien. Das in dieser Untersuchung gefundene
Spektrum an Mykobakterien zeigt, dass auch Gewassersedimente ein Reservoir fur fakultativ
pathogene Mykobakterien darstellen und damit im Falle einer Resuspension der Sedimente und der
enthaltenen Mikroorganismen ein Gefahrdungspotential bergen.

Mykobakterien kdnnen aufgrund ihres Pathogenitatspotentials in drei Risikogruppen eingeteilt werden:

Risikogruppe I: ubiquitare, saprophytare Mykobakterien
Risikogruppe II: fakultativ pathogene Mykobakterien
Risikogruppe 111 obligat pathogene Mykobakterien.

Der Nachweis von obligat pathogenen Mykobakterien bedeutet immer eine Erkrankung, fakultativ
pathogene Mykobakterien spielen besonders bei Infektionen von immungeschwéchten Personen eine
grof3e Rolle. Die in den 16S rDNA-Genbibliotheken der untersuchten Talsperren identifizierten Spezies
beinhalten Mykobakterien der Risikogruppen | und Il, es handelt sich um saprophytdre oder fakultativ
pathogene Vertreter. Die Tabelle 14 verdeutlicht die Einordnung der Spezies in die Risikogruppen.
Diese Tabelle ist jedoch nicht vollstandig, da die Identifizierung und Einordnung vieler Umweltbakterien

in Hinblick auf ihre Pathogenitat bisher noch nicht erfolgt ist.

Tabelle 14 Einteilung der Mykobakterien in Risikogruppen (BOTTGER 1991)

Risikogruppe | Risikogruppe Il Risikogruppe llI
M. fallax, M. flavescens, M. avium, M. chelonei, M. xenopi, M. bovis, M. leprae,
M. nonchromogenicum, M. haemophilum, M. asiaticum, M. tuberculosis, M. ulcerans
M. gastri, M. gordonae, M. kansasii, M. intracellulare,
M. phlei, M. smegmatis, M. fortuitum, M. malmoense,
M. terrae, M. triviale M. marinum, M. scrofulaceum,
M. shimoidei, M. simiae, M. szulgai

Viele ubiquitare oder nicht-tuberkulése Mykobakterien (NTM) sind freilebende Saprophyten, welche in
verschiedenen Umwelthabitaten wie Wasser, Staub, Boden oder Luft nachgewiesen werden kénnen
(FALKINHAM 1996, MENDUM 2000). Sie besitzen die Fahigkeit der Persistenz und Vermehrung im
Wasser und kénnen aus Wasseraufbereitungsanlagen in der ganzen Welt isoliert werden (COVERT
1999). Ihre Resistenz gegenuber Desinfektionstechniken im Trinkwasserbereich oder Schwermetallen
ist bekannt, wie auch die Toleranz gegeniiber einem weiten Temperaturbereich, pH-Schwankungen,
Salz- und Sauerstoffkonzentrationen (FALKINHAM 1996). Demnach ist die Physiologie der
Mykobakterien entscheidend fir inre Okologie und weite geographische Verbreitung. Besonders die
schnell wachsenden NTM besitzen die Féhigkeit, weit in der Umwelt verbreitete Substanzen (Alkane,
Benzene, Huminsauren, PAK, Pyren, Trichlorethylen, Propan, Vinylchloride) abzubauen (FALKINHAM
1996).

In den letzten Jahren war eine Haufigkeitsverschiebung und ein Anstieg der mykobakteriellen
Erkrankungen auslosenden Spezies von den obligat zu den fakultativ pathogenen Mykobakterien zu
beobachten (FALKINHAM 1996, KIRSCHNER 1993, MENDUM 2000). Die durch NTM (M. avium und

M. intracellulare) verursachten Infektionen waren urspriinglich Lungenerkrankungen. Mit dem Beginn
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der AIDS-Pandemie und der Zunahme abwehrgeschwéchter Personen erkrankten 25-50% der
Patienten in Europa und den USA an weiteren nicht-tuberkulésen Mykobakterien (FALKINHAM 1996).
Die Umwelt (Wasser, Boden) spielt dabei als hauptsachliche Infektionsquelle eine grof3e Rolle
(BOTTGER 1995, COVERT 1999, MENDUM 2000). Die Krankheitsbilder beschranken sich nicht mehr
auf die Lunge sondern es findet ein Befall unterschiedlichster Organe (Lymphknoten, Haut, Gewebe,
Knochen, Gelenke) statt. Die Chemotherapie in der Behandlung dieser Erkrankungen ist wenig
effektiv, da viele NTM resistent sind gegeniiber zahlreichen Antibiotika (FALKINHAM 1996). Die
Resistenz basiert bei langsam wachsenden Mykobakterien auf der Produktion von Proteinen,
Pigmenten oder Polysacchariden, welche die Aktivitat der eingesetzten Antibiotika beeintrachtigen
(FALKINHAM 1996). Weiterhin stellen die meisten Mykobakterien intrazellulare Pathogene dar und
sind somit schwer angreifbar fir Antibiotika. Dariiber hinaus sind immungeschwéachte Personen oft mit
mehr als einer Mykobakterienspezies infiziert (FALKINHAM 1996).

Aufgrund des vermehrten Auftretens von NTM-Infektionen sind Nachweismethoden gefragt, welche
einen schnellen Nachweis und Identifikation sowie eine hohe Wiederfindungsrate garantieren. Obwohl
Selektivmedien zur Kultivierung von Mykobakterien zur Verfugung stehen, sind sie kaum fur die
Anzucht von NTM geeignet (KAMALA 1994, FALKINHAM 1996). Molekularbiologische Techniken wie
die PCR stellen daher fir den schnellen, sensitiven und spezifischen Nachweis nicht-tuberkuldser

Mykobakterien ein wichtiges diagnostisches Werkzeug dar.

IV. 4. 2 Der Nachweis von Enterobakterien

Die Familie der Enterobacteriaceae stellt die wichtigste Bakterienfamilie in der Humanmedizin dar. Sie
umfaft Gattungen und Spezies, welche definierte, mit typischer klinischer Symptomatik einhergehende
Krankheiten verursachen (Typhus, Ruhr, Pest), sowie viele Opportunisten, die vor allem nosokomiale
Infekte (Harnwegs- und Wundinfekte, Pneumonien) hervorrufen. Das natirliche Habitat von
Enterobakterien ist der Darmtrakt von Mensch und Tier. Neben der fékal-oralen Schmierinfektion stellt
kontaminiertes Wasser das wichtigste Ubertragungsmedium fiir bakterielle Krankheitserreger dar
(KAYSER 1998). Die Beurteilung der Trinkwasserqualitat basiert auf dem Nachweis von E. coli,
coliformen Bakterien und Enterokokken (F&kalstreptokokken) als Indikatorkeime fir eine féakale
Verunreinigung (FRICKER 1994, KUHLMANN 2000, SCHLEGEL 1992).

IV. 4. 2. 1 Der molekularbiologische Nachweis von Enterobakterien

Bei der Untersuchung der Sedimente auf das Vorkommen von Enterobakterien wurde jeweils der
Gesamthorizont jeder Talsperre analysiert.

Nach mechanischem Zellaufschluss und der Extraktion der Gesamt-Nukleinsduren aus den
Sedimenten erfolgte eine Enterobacteriaceae-spezifische Amplifikation auf der Grundlage der 16S
rDNA. Aus dem Ergebnis der Gelelektrophorese wurde auf das Vorkommen von Enterobakterien
geschlossen. In allen untersuchten Sedimenten konnten Enterobakterien nachgewiesen werden.
Allerdings ermdglicht die PCR nur eine pauschale Aussage Uber das Vorkommen von Enterobakterien.

Eine genauere Einordnung der vorliegenden Arten wurde im molekularbiologischen Ansatz nicht
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durchgefihrt, da die Identifizierung von enterobakteriellen Spezies auf der Basis der 16S rDNA wenig
Erfolg verspricht. Die Mitglieder der Enterobacteriaceae weisen in der Sequenz ihrer 16S rDNA sehr
groRe Ahnlichkeiten auf, sie sind partiell sogar identisch. Beispielsweise sind E. coli und Shigella sp. in
ihrer 16S rDNA-Sequenz nahezu nicht unterscheidbar.

Anhand des PCR-Ergebnisses konnte daher nicht bestimmt werden, ob es sich um Indikatoren fur
fakale Verunreinigungen handelt oder um evtl. ubiquitar in Gewassern vorkommende Vertreter der
Enterobakterien. Um die entsprechenden Spezies molekularbiologisch zu identifizieren, waren
weitergehende Untersuchungen erforderlich gewesen, beispielsweise auf der Grundlage von weniger
konservierten Bereichen der DNA (z.B. die intergene Spacer Region zwischen der 16S und der 23S
rDNA) oder Hybridisierungen mit Spezies-spezifischen Primern. Da mit der PCR keine Aussagen lber
die hygienische Relevanz der Organismen getroffen werden konnten, erfolgte eine weitergehende
Charakterisierung der vorkommenden Arten der Enterobacteriaceae mittels Kultivierung und

biochemischer Identifizierung.

IV. 4. 2. 2 Die Kultivierung und Identifikation von Enterobakterien im Talsperrenvergleich

Die mikrobiologische Untersuchung von Gewassern oder Talsperren beschrankte sich bisher auf die
Analyse des Wasserkorpers, es liegen keine Daten Uber das Vorkommen von Enterobakterien in
Sedimenten vor. Nach den positiven Ergebnissen in der PCR bestand daher die Frage, ob aus dem
Sediment vitale, vermehrungsfahige Enterobakterien durch Kultur nachgewiesen werden kdnnen und
welche Spezies dominieren.

Vertreter der Enterobacteriaceae waren sehr gut auf spezifischen Selektivhahrbéden (Endo-, Leifson-
Agar, Winkle-Platten etc.) kultivierbar. Die Kolonie-bildenden Einheiten (KbE) verschiedener Kolonien
konnten aufgrund unterschiedlicher Morphologie ermittelt werden und zur Identifizierung wurde eine
biochemische Differenzierung mittels APl 20E-System (Biomerieux) durchgefiihrt. Zur Analyse wurde
jeweils der Gesamthorizont folgender Probenahmen eingesetzt: Saidenbach 4, Quitzdorf 4,
Muldenberg 3 und Neunzehnhain 4.

Aeromonas hydrophila und Spezies der Gattung Enterobacter konnten in allen Talsperren identifiziert
werden, in Quitzdorf, Saidenbach und Neunzehnhain wies A. hydrophila die héchsten Keimzahlen auf.
Dieses Bakterium wird in die Familie der Vibrionaceae eingeordnet und ist ein Oxidase positives,
bewegliches Stabchen. A. hydrophila wird haufig in Oberflachengewassern, Abwasser, Boden oder
Lebensmitteln nachgewiesen, ist aber auch als Besiedler von Feuchtbereichen medizinischer
Apparaturen bekannt (HANDFIELD 1996, KAYSER 1998, KROVACEK 1994, KUHN 1997,
WOHLFARTH 2001). Als fakultativ pathogener Organismus kann A. hydrophila ein potentielles
Infektionsrisiko darstellen, da es die Standard-Chlorung bei der Wasseraufbereitung zu tberstehen
vermag und daher oft im Trinkwasser vorkommt (HANDFIELD 1996, CASCON 1996). Die aus
Umweltproben leicht zu isolierenden Bakterien besitzen verschiedene Virulenzfaktoren wie Hamolysin-,
Zytotoxin- und Enterotoxinaktivitéat, welche die Ursachen fir Krankheitsbilder wie Gastroenteritis,
Endokarditis, Meningitis, Pneumonie oder Wundinfektionen insbesondere bei abwehrgeschwéachten
Patienten, Kindern und alteren Menschen darstellen (HANDFIELD 1996, KROVACEK 1994).
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Vertreter der Gattung Enterobacter wie E. cloacae, E. agglomerans und E. aerogenes kommen im
Wasser, Abwasser, Boden, Pflanzen und im Intestinaltrakt von Mensch und Tier vor. Sie sind
beweglich und zeigen haufig Resistenzen gegenidber Antibiotika (KRIEG 1984). Bei
immungeschwéchten oder hospitalisierten Patienten kann eine Infektion, z.B. ausgelést durch
kontaminiertes Wasser oder Lebensmittel, zu Harnwegs-, Atemwegs- oder Hauterkrankungen fiihren
(KAYSER 1998).

Serratia liquefaciens konnte ausschlieBlich in Neunzehnhain in hohen Keimdichten nachgewiesen
werden. Dieses Bakterium kommt ubiquitar in der Umwelt vor und kann besonders bei
abwehrgeschwachten Personen opportunistische und nosokomiale Infektionen hervorrufen (KRIEG
1984). Das Sediment von Quitzdorf wies im Gegensatz zu den anderen Talsperren hohe Anzahlen an
Leclercia adecarboxylata auf. L. adecarboxylata ist eine neue Spezies innerhalb der
Enterobacteriaceae. Das Bakterium wurde erstmals 1962 von Leclerc als bewegliches, gram-negatives
Stabchen beschrieben und als Escherichia adecarboxylata bezeichnet (KRIEG 1984, TEMESGEN
1997). Lecleria wurde bisher hauptséachlich von Patienten mit Wundinfektionen und Pneumonien
isoliert, konnte aber auch in Umweltproben nachgewiesen werden.

Vibrio fluvialis wurde nur in Saidenbach und Neunzehnhain detektiert. Dieser zur Familie der
Vibrionaceae gehérende Organismus ist ein typisch gebogenes, Oxidase positives, bewegliches
Stabchen. Es ist weit verbreitet und wird haufig in Assoziation mit Wassertieren gefunden
(CHAKRABORTY 1997). Als fakultativ pathogenes Bakterium kann es bei Menschen Diarrhoe
verursachen (AHSAN 1988, BRENNER 1983, RAHMAN 1992). Weitere in geringen Anteilen
identifizierte Spezies waren Citrobacter freundii in Quitzdorf, Hafnia alvei in Muldenberg und E. coli in
Neunzehnhain. C. freundii und H. alvei kommen im Darm von Mensch und Tier vor, sind aber auch im
Wasser, Abwasser und Boden weit verbreitet (KRIEG 1984). C. freundii ist unbeweglich, kann Citrat
als einzige C-Quelle verwenden und ist in der Lage, opportunistische, nosokomiale Infekte zu
verursachen (KAYSER 1998). H. alvei kann Atemwegs- und Harnwegsinfektionen bei
immunsupprimierten und hospitalisierten Patienten auslésen. Der natirliche Lebensraum von E. coli ist
der Darmtrakt von Mensch und Tier, daher gilt E. coli als Indikatorkeim fiir fakale Verunreinigungen
von Gewassern. Das Bakterium ist Oxidase negativ, beweglich und der haufigste Erreger bakterieller
Infekte des Menschen. Sein Pathogenitatspotential entfaltet sich besonders bei abwehrgeschwéachten
Personen. E. coli kann extraintestinale (Harnwegsinfekte, Sepsis) und intestinale Infekte verursachen,
die durch enteropathogene (EPEC), enterotoxische (ETEC), enteroinvasive (EIEC) und
enterohdmorrhagische (EHEC) Pathovare hervorgerufen werden (KAYSER 1998).

Neben den Enterobakterien dominierte in den lIsolaten Pseudomonas fluorescens/ P. putida in
Muldenberg. Pseudomonaden wurden ebenfalls aus dem Sediment von Neunzehnhain angeziichtet.
Diese ubiquitdr verbreiteten Bakterien stellen keine eigene taxonomische Kategorie dar, sie beinhalten
physiologisch hochspezialisierte Bakterien. Pseudomonaden sind sehr resistent gegenuber
Umwelteinflissen und kénnen bei abwehrgeschwéchten Personen nosokomiale Infekte wie
Pneumonien, Hautinfektionen, Endokarditiden oder Sepsis verursachen (KAYSER 1998). Fir die
Pathogenese spielen Exo- und Zytotoxine als Virulenzfaktoren eine wichtige Rolle.

Die mit Hilfe des Computerprogrammes zur API-ldentifizierung ermittelten Spezieszuordnungen und

prozentualen Wahrscheinlichkeiten zeigten zum grof3ten Teil sehr sichere Resultate. In einigen Fallen
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wurden Spezies mit geringer prozentualer Ubereinstimmung eingeordnet. Das beruht auf teilweise
untypischen biochemischen Reaktionen im APl und damit schwer ablesbaren und auswertbaren
Streifen. Urspringlich wurde das API-System zur Identifizierung von medizinisch relevanten Bakterien
entwickelt, welche typische Reaktionen im APl zeigen. Die Bestimmung von Bakterien aus
Umweltproben ist mit dem APl 20E-System problematischer, da mdgliche in der Umwelt
vorkommende, fakultativ oder nicht pathogene Organismen nicht im Auswertungsschema
bertcksichtigt werden (HOLMES 1992). Eine alternative Mdglichkeit zur Identifizierung und Typisierung
von Enterobakterien ware die Technik der eindimensionalen SDS-PAGE (Polyacrylamid-
Gelelektrophorese), welche Spezies-spezifische Proteinmuster liefert (HOLMES 1992). Jedoch wurde
auch mit dieser Methode das mikrobielle Spektrum in Umweltproben noch nicht aufgeklart und
demnach steht nur ein kleiner Anteil der vorkommenden Mikroorganismen als Proteinmuster fir
vergleichende Studien zur Verfligung.

Im Sediment der Talsperre Quitzdorf wéaren Vorkommen von E. coli oder Enterobacter sp. als Anzeiger
fur eine fakale Verunreinigung zu erwarten gewesen, da es sich um ein eutrophes Gewasser handelt,
dessen Einzugsgebiet durch intensive landwirtschaftliche Nutzung gekennzeichnet ist. E. coli wurde
aber nur in Neunzehnhain gefunden. Enterobacter sp. wurde hingegen in allen untersuchten
Sedimenten nachgewiesen. Der Nachweis von Enterobacter in oligotrophen Talsperren wie auch die
Abwesenheit von E. coli im Sediment von Quitzdorf weisen darauf hin, dass kein Zusammenhang
zwischen dem Trophiegrad und dem Spektrum identifizierter Enterobakterien besteht. Neben
Enterobacter sp. wurde auch Aeromonas hydrophila in allen untersuchten Sedimenten gefunden, was

die ubiquitare Verbreitung dieses fakultativ pathogenen Bakteriums demonstriert.

Die ermittelten Keimzahlen an Enterobakterien lassen eine Beziehung zum Trophiegrad der
Talsperren vermuten (WOHLFARTH 2001). Fir die oligotrophe Talsperre Neunzehnhain wurden KbE-
Werte zwischen 100 KbE/ml und 3300 KbE/ml ermittelt. Die oligotrophe, jedoch versauerte und gering
besiedelte Talsperre Muldenberg zeigte dhnliche Werte zwischen 100 KbE/ml und 2800 KbE/ml. Etwas
hohere Koloniezahlen (100-10600 KbE/ml) wurden fur die mesotrophe Talsperre Saidenbach
festgestellt, deren Einzugsgebiet von Landwirtschaft und Tierhaltung gepragt ist. Die hdchsten
Keimzahlen wurden im Sediment der eutrophen Talsperre Quitzdorf gefunden. Die Werte fur diese
Talsperre, deren Umgebung durch intensive Landwirtschaft, GroRviehhaltung und dichte Besiedlung
charakterisiert ist, schwankten zwischen 300 KbE/ml und 28000 KbE/ml. Die Werte fur die oligo- bzw.

mesotrophen Talsperren lagen damit um einen Faktor von 107 unter den Keimzahlen von Quitzdorf.

Die Ergebnisse des mikrobiologischen wie auch molekularbiologischen Enterobacteriaceae-
Nachweises verdeutlichen ein ubiquitares Vorkommen dieser Bakterien in den Talsperrensedimenten.
Das ermittelte Keimspektrum zeigte eine unterschiedliche Zusammensetzung in Abhangigkeit von der
Talsperre und es handelte sich bei den meisten Enterobakterien um fakultativ pathogene Spezies.
Wahrend kein Zusammenhang zwischen den identifizierten Bakterienspezies und dem Trophiegrad
der Talsperren ersichtlich war, konnte zwischen den KbE-Werten und der Trophie eine Korrelation

festgestellt werden.
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IV. 4. 3 Der molekularbiologische Nachweis von Legionellen

Legionellen sind ubiquitdr in feuchten Biotopen, besonders in Warmwasserbereichen, wie
Abwasserbehandlungsanlagen, Warmwassersystemen, Kihltirmen, Klimaanlagen und Sprudelbadern
nachweisbar (KAYSER 1998). Als fakultativ intrazellulare Bakterien in Amoben sind sie zu einem
gewissen Grad gegen Chlorung oder Erhitzung in Wassersystemen geschiitzt. Durch Inhalation
erregerhaltiger Wassertropfchen kdnnen Legionellen verschiedene Krankheitsbilder verursachen, vor
allem bei dlteren und immungeschwéachten Personen.

Neben einer aufwendigen und langwierigen Kultivierung auf Spezialndhrmedien gewinnt heute der
sensitive und spezifische Nachweis mittels PCR eine immer groRere Bedeutung (CLOUD 2000,
JONAS 1995, PALMER 1993, VESEY 1992). In dieser Arbeit wurde ein semi-nested PCR-System zum
molekularbiologischen Nachweis von Legionellen in den Talsperrensedimenten eingesetzt. In allen
untersuchten Sedimenten konnten keine Legionellen nachgewiesen werden.

Es war vorstellbar, dass Legionellen in die Talsperren eingespilt werden und sich in den Sedimenten
ablagern. Aufgrund der dort herrschenden, fiir die Legionellen ungeniigenden Umweltbedingungen
und der geringeren Zahl an Amoében erfolgt aber vermutlich keine Vermehrung, so dass die Anzahl an
Legionellen im Sediment der Talsperren zu niedrig ist, um einen Nachweis zu ermdglichen. Der starke
Verdinnungseffekt der in die Talsperren eingetragenen Legionellen, sowie die Untersuchung relativ
kleiner Probenvolumina erschweren zuséatzlich einen Nachweis. Den Verdinnungseffekt verdeutlichen
Studien, in denen nur durch Filtration gréRerer Wassermengen (1-10 |) und anschlielender PCR

Legionellen in Umweltproben detektiert werden konnten (VESEY 1992).

IV. 4. 4 Nachweis von Protozoen

In den letzten Jahren sind Parasiten als neue Gruppe von Krankheitserregern, welche durch Wasser
Ubertragen werden kdnnen, in den Blickpunkt des Interesses gelangt. Mit dem Giardien-Ausbruch
Mitte der 70er Jahre in Roma NY wurde die Rolle von pathogenen Protozoen in den USA erkannt.
Heute gelten Giardien und Cryptosporidien in den USA als die wichtigsten mit dem Wasser
Ubertragbaren Krankheitserreger. Besonders in Entwicklungsléndern ist die Giardiose weit verbreitet
(KAUCNER 1998, MAYER 1996, ROCHELLE 1997). Seit Ende der 80er Jahre wird auch Uber
Zwischenfalle aus England und einigen anderen européischen Staaten berichtet. 1982 wurde erstmals
Uber einen Toxoplasmen-Ausbruch berichtet, bei dem 39 von 98 Soldaten einer Einheit nhach dem
Genuss von Oberflaichenwasser bei einer Feldiibung erkrankten. Ein Ausbruch durch Toxoplasmen,
bei dem die Erreger mit dem Wasser einer offentlichen Wasserversorgung Ubertragen wurden,
ereignete sich 1994/95 in Kanada. Erst seit dem Cryptosporidien-Ausbruch in Milwaukee 1993 haben
die Parasiten auch in Deutschland eine groRere Aufmerksamkeit gewonnen.

Die Kontamination der Gewasser beruht meist auf einer direkten fékalen Verunreinigung durch
Einleitung behandelter und unbehandelter Abwésser oder dem Abspulen landwirtschaftlicher
Nutzflachen (FRANZEN 1999, MEDEMA 1998). Bei jedem Ausbruch, bei dem ein Hinweis auf die
Quelle der Kontamination vorliegt, wird ein direkter Bezug zum Eintragsschwerpunkt gesucht (Tabelle

15). Darlber hinaus wird im Zusammenhang mit den Ausbrichen immer wieder auf besondere
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Ereignisse wie starke Regenfélle, Hochwasser, Eintrag von Oberflachen- oder Abwasser in Brunnen
hingewiesen. Eine weitere Gefahr besteht in der Ablagerung von eingetragenen Parasiten im
Gewassersediment und der Freisetzung in den Wasserkérper durch Resuspensionsprozesse
(WOHLFARTH 2001).

Tabelle 15 Ursachen fur die trinkwasserbedingten Ausbriiche durch Giardia lamblia, Cryptosporidium

parvum und Toxoplasma gondii mit 200 und mehr Betroffenen bis 1999 (Bundesgesundheitsblatt)

Ursachen flr die Ausbriiche Anzahl der Ausbriiche
G. lamblia C. parvum T. gondii
(nach 1954) (nach 1984) (1994)
GESAMT 29 37 1
Kontamination von Trinkwasser 3
Fehler in der Aufbereitung 16 13 1

bzw.unzureichende Aufbereitung

Verwendung von desinfiziertem aber nicht |6

filtriertem Wasser

Kontamination von Grundwasser (Brunnen) |1 4
unzureichende Desinfektion 1

Ruckflhrung von Filterriickspilwasser ins 1
Rohwasser

ohne Angabe 7 19

Microsporidien wurden Mitte des 19. Jahrhunderts entdeckt und kénnen ein breites Spektrum an
Vertebraten und Invertebraten infizieren. Bis 1985 wurden nur acht Félle einer Microsporidieninfektion
beim Menschen beschrieben. Seit Beginn der HIV-Pandemie werden diese Parasiten als
opportunistische Erreger bei HIV-infizierten Patienten, immunsupprimierten Patienten sowie Reisenden
aus tropischen und subtropischen Gebieten beobachtet.

Auch in Deutschland z&hlen Microsporidien zu den haufigsten Durchfallkeimen. Sie kdnnen in rund
einem Drittel aller Patienten und in zwei Drittel aller HIV-Patienten mit chronischen Diarrhoen
nachgewiesen werden (SOBOTTKA 1998). Auch Cryptosporidien-Infektionen sind in den vergangenen
Jahren durch das Aufkommen von AIDS und der erhdhten Anzahl von HIV-Patienten drastisch
angestiegen (DOWD 1998, MARSHALL 1997, MULLER 1999, KAYSER 1998, PIENIAZEK 1999). Ein
weiteres Infektionsrisiko abwehrgeschwachter Patienten stellen Toxoplasmen dar (KAYSER 1998).
Diese Protozoen zeichnen sich aus durch ein ubiquitéres, weltweites Vorkommen und eine geringe
Wirtsspezifitat. Die Ubertragung erfolgt durch kontaminiertes Wasser oder Lebensmittel (CHOI 1997,
KAYSER 1998).

Um Risiken durch pathogene Protozoen in den Talsperren abzuschatzen und um zu priifen, ob sich
die Organismen im Sediment absetzen und akkumulieren kénnen, wurden alle Sedimentproben aus
2000 (alle Horizonte) auf das Vorhandensein von Parasiten untersucht. Der Nachweis erfolgte mit
einem umfangreichen Methodenspektrum.
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IV. 4. 4.1 Die Rolle der Protozoen bei der Abwasser- und Trinkwasseraufbereitung

Grundwasser, Oberflachenwasser und unbehandeltes Abwasser stellen potentielle Infektionsquellen
fir Microsporidien dar (DOWD 1998, MARSHALL 1997). Microsporidien besitzen die GréRe von
Bakterien und werden von herkdmmlichen Filtern zur Trinkwasseraufbereitung nicht zuriickgehalten.
Langsamsandfilter und kinstliche Infiltration kénnen Alternativen der Wasseraufbereitung darstellen
(DOWD 1998). Daher sind sensitive Nachweismethoden fur Microsporidien in Zukunft von groRRer
Bedeutung.

Die Zysten von Giardien haften wahrend der Abwasserbehandlung und in Oberflachenwéssern mit
Abwassereinleitung an organisch-biologischen Partikeln (MEDEMA 1998). Aufgrund vieler
beschriebener Epidemien ist die Beseitigung der Zysten wahrend der Trinkwasseraufbereitung mit
speziellen Filtern, durch Bodenpassage und Desinfektion von auf3erster Wichtigkeit. Doch gegen die
Ublichen Desinfektionsverfahren wie Chlorung, Ozonung oder UV-Verfahren sind die Zysten wesentlich
resistenter als Bakterien. Andere Aufbereitungsverfahren wie Flockung und Filtrationstechniken
entfernen die Zysten sehr gut.

Wahrend der Abwasserbehandlung haften Cryptosporidien-Oozysten an organischen Partikeln
(MEDEMA 1998). Da die Oozysten sehr klein sind, kénnen sie herkdmmliche Filtersysteme in
Aufbereitungsanlagen passieren. Sie sind gegen die Desinfektionsmittel Chlor, Chlordioxid und Ozon
resistent, was ihre vollstdndige Beseitigung wéhrend der Trinkwasseraufbereitung verhindert
(JOHNSON 1995, SISCHO 2000). Flockung und Langsamsandfiltration sind sehr gut geeignet zur
Eliminierung der Protozoen. Durch Erhitzen tber 65 °C fur 5-10 min, Gefrieren oder Trocknung sind
die Oozysten von C. parvum vollstandig inaktivierbar.

Um sicherzustellen, dass sich keine Toxoplasmen im Trinkwasser befinden, darf das Wasser wahrend
der Aufbereitung nicht nur desinfiziert werden, sondern es missen zusatzlich Filter mit einer

Porengré3e unter 10 um eingesetzt werden.

IV. 4. 4. 2 Nachweismethoden fir Protozoen

Zum Nachweis von Microsporidien werden in der Klinik Stuhlproben traditionell mit verschiedenen
Farbemethoden (GRAM-Farbung, GIEMSA-Farbung, modifizierte Trichrom-Farbung) gefarbt
(MARSHALL 1997). Mehr und mehr finden jedoch der Western Blot oder molekularbiologische
Methoden wie PCR oder Gensonden Anwendung zum Nachweis von Microsporidien (DOWD 1998,
MARSHALL 1997, MULLER 1999). Die PCR bietet neben ihrer Sensitivitat und Spezifitat vor allem die
Mdglichkeit einer Spezies-ldentifizierung.

Der Nachweis von Giardien ist fur die Kontrolle von Trinkwasser und Badeseen von grof3er Bedeutung,
doch es herrscht ein Mangel an effektiven, schnellen und prazisen Nachweismethoden (MAYER
1996). Um die geringe Anzahl von Zysten in Wasserproben nachweisen zu kdnnen, missen oft grofRe
Mengen an Wasser (100-1000 1) filtriert werden, um eine Konzentrierung zu erreichen (KAUCNER
1998). Moderne Nachweisverfahren wie die Flowzytometrie, immunomagnetische Separation,

Enzymimmunoassays, direkte Fluoreszenzfarbung und PCR sollen die Detektion verbessern
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(MARSHALL 1997, ROCHELLE 1997). Fur die Untersuchung von Sedimenten steht kaum Literatur zur
Verflgung.

Um die Risiken von Cryptosporidien-Infektionen abzuschéatzen, muss eine mdgliche Resuspension der
Cryptosporidien aus dem Sediment kalkulierbar oder auszuschlief3en sein. Dazu sind Untersuchungen
des Sedimentes notwendig. Um Wasserproben auf das Vorkommen von Cryptosporidien zu
untersuchen, ist auch hier die Filtration grolRer Wassermengen erforderlich (KAUCNER 1998).
Herkédmmliche Nachweismethoden wie die Mikroskopie und Immunfluoreszenz sind wenig sensitiv und
zeitintensiv (JOHNSON 1995). Neben Western Blot und RAPD bieten alternative Methoden wie die
PCR die Vorteile der Spezifitdt, Sensitivitat und Effektivitat, deshalb wurde sie -neben dem
Immunoassay- als Nachweisverfahren der Cryptosporidien in Sedimenten gewahlt (MARSHALL 1997,
PIENIAZEK 1999, ROCHELLE 1997).

Um die Risiken einer durch Trinkwasser ausgelosten Toxoplasmose abzuschéatzen, ist die
Untersuchung nicht nur des Wassers, sondern auch des Sedimentes erforderlich, um mdgliche
Resuspensionen und damit Trinkwasserkontaminationen abschéatzen zu kénnen. Die Filtration von
700-1000 | Wasser mit anschlieBender Oozysten-Detektion (Latex-Agglutination, ELISA) ist ein
bewahrter, klassischer Nachweis der Toxoplasmen in der Wasseranalyse (ISAAC-RENTON 1998,
CHOI 1997).

IV.4.4.2.1Lichtmikroskopischer Nachweis

Zum lichtmikroskopischen Nachweis von Cryptosporidien, Microsporidien und Giardien wurden vier
Parallelproben jeder Sedimentprobe SAF-fixiert und gefarbt. Die Untersuchung der Sedimentproben
der einzelnen Talsperren mit Hilfe der Mikroskopie war stets negativ, es konnten mittels dieser Technik
keine Cryptosporidien, Microsporidien oder Giardien in den Talsperrensedimenten nachgewiesen
werden. Die Kontrollmaterialien (Positivproben) wurden parallel dazu behandelt. Weiterhin wurden die
Konzentrationen an Zysten/Oozysten im Positivmaterial bestimmt, um anschlieBend in der PCR
Nachweisgrenzen zu ermitteln.

Im Kontrollmaterial C1 und C2 fiir Cryptosporidien waren die 4-6 um grofRen, ovalen, mittels ZIEHL-
NEELSEN-Farbung rot gefarbten Oozysten im mikroskopischen Bild deutlich zu erkennen und von
anderen Strukturen und Partikeln gut zu unterscheiden. In 1 ul des Kontrolimateriales C1 wurden 15
Oozysten und in 1 pl C2 1 Oozyste detektiert. Die Mikroskopie ist demnach geeignet zum Nachweis
von Protozoen. Die negativen Ergebnisse im Sediment kénnen auf zu geringe Konzentrationen an

Erregern zurtickgefiihrt werden.
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IV. 4. 4. 2.2 Der Nachweis von Cryptosporidien und Giardien mittels ELISA

Der Nachweis von Giardien und Cryptosporidien im Gesamthorizont erfolgte durch die Detektion der
spezifischen Antigene GSA 65 (Giardien) und CSA (Cryptosporidien) in Enzymimmunoassays. Mit dem
ELISA konnten keine Cryptosporidien oder Giardien in den Sedimentproben nachgewiesen werden.
Fur beide Parasiten wurden mit Kontrollmaterialien positive Ergebnisse im ELISA erzielt, was

verdeutlicht, dass ein Nachweis dieser Organismen mittels Enzymimmunoassay maoglich ist.
IV. 4. 4.2. 3 Der molekularbiologische Nachweis von Protozoen

Untersuchungsmaterialien enthalten meist nur geringe Anzahlen an Zysten oder Oozysten. Klassische
Methoden zum Nachweis erweisen sich haufig als wenig sensitiv. Auf der Grundlage der spezifischen
Amplifikation von Genen der Protozoen wird es maglich, eine Nachweismethode mit hoher Effizienz

und Sensitivitdt anzuwenden.

Der molekularbiologische Nachweis von Cryptosporidien basiert auf der spezifischen Amplifikation des
Genabschnittes des Oozystenprotein CpR1. Zur Anwendung im Sedimentbereich wurde ein
publiziertes PCR-System (CPF/CPR) etabliert und evaluiert (LABERGE 1996). Besonderes Interesse
bestand in der Ermittlung der Nachweisgrenze als Mal} fur die Sensitivitat. LABERGE beschreibt die
Detektion von 1-10 Oozysten in Rohmilch (WOHLFARTH 2001).

Aus den Kontrollmaterialien C1 und C2 wurde die DNA extrahiert und in die PCR eingesetzt. Aus der
Mikroskopie waren die Anzahlen der Oozysten bekannt und fir den PCR-Ansatz wurden die
einzusetzenden Genomaquivalente berechnet. Begonnen bei Genomaquivalenten von 15 Oozysten
wurde bis eine Oozyste in die PCR eingesetzt. Dabei konnte eine ca. zehnfach héhere Anzahl
Oozysten in C1 gegenuber C2 bestétigt werden. Eine Oozyste, bzw. ein Genonméquivalent entsprach
der 10° Verdinnung des DNA-Eluates aus C1 und der 107 Verdiinnung des Eluates C2. Weiterhin
wurde eine Nachweisgrenze von 1 Oozyste ermittelt.

Dieses Ergebnis belegt eine sehr hohe Sensitivitat fur den Cryptosporidien-Nachweis mittels PCR bei
dem verwendeten PCR-System, es kann bis zu einer einzigen Oozyste erfaldt werden.

Die Untersuchung der Talsperren fiihrte trotz der hohen Sensitivitat in allen untersuchten
Sedimentproben zu negativen Ergebnissen, korrelierend mit den mikroskopischen und serologischen
Resultaten. Diese Beobachtung verdeutlicht, dass Oozysten von Cryptosporidien in den untersuchten

Talsperrensedimenten nicht bzw. in verschwindend geringen Konzentrationen vorhanden waren.

Der Nachweis von Giardien erfolgte mit drei verschiedenen Primersystemen. Der Giardia-spezifische
Primer GIA 1F wurde in dieser Arbeit entwickelt.

Analog zur Vorgehensweise im Cryptosporidien-Nachweis wurde in der Mikroskopie die Anzahl der
Zysten in 1 yl Kontrollmaterial bestimmt und die Genomaquivalente nach DNA-Extraktion errechnet. In
die PCR wurden Genomégquivalente von 100 Zysten, gestaffelt in Zehnerschritten bis 10 Zysten und 9

bis eine Zyste eingesetzt.
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Dabei erwiesen sich die Primersysteme ABB 97F/ABB 220R und GGL/GGR mit geringer Sensitivitat,
nur geeignet zum Nachweis von hohen Zystenkonzentrationen bis 200 Genomaquivalente im PCR-
Ansatz. Die Primerkombination GIA 1F/GGR zeigte eine hohe Spezifitdt und Selektivitat. Es konnte im
Positivmaterial bis zur Konzentration von 10 Genomaquivalenten ein positives Ergebnis festgestellt
werden. Um die Giardien-spezifische Amplifikation nachzuweisen, wurde eine Klonierung des PCR-
Produktes angeschlossen. Die Analyse durch Sequenzierung zeigte ein eindeutiges Ergebnis: im
Ansatz war ausschlie3lich Giardia lamblia nachzuweisen. Damit konnte die Spezifitdt des entwickelten

Primers sichergestellt werden.

Das Toxoplasma gondii-spezifische Gen B1 wurde mittels einer nested PCR amplifiziert. Das aus der
ersten Amplifikationsrunde resultierende 220 bp lange Fragment wurde mit innerhalb dieser Sequenz
bindenden Primern reamplifiziert und lieferte ein ca. 190 bp langes Fragment (STEUBER 1995). Die
verwendeten Primer besitzen nach STEUBER eine hohe Sensitivitat zum Nachweis von 1 bis 10
Genomagquivalenten in einer Probe.

Von den Talsperrensedimenten wurde jeweils der Gesamthorizont auf das Vorkommen von
Toxoplasmen untersucht. Trotz der hohen Sensitivitdt des PCR-Systems konnten keine Toxoplasmen

in den untersuchten Talsperrensedimenten nachgewiesen werden.

IV. 4. 4. 3 Talsperrensedimente als relevante Protozoen-Reservoire

Aufgrund der humanpathogenen Relevanz und der Ubertragbarkeit mittels Trinkwasser wurden die
Talsperrensedimente auf das Vorkommen von Giardien, Cryptosporidien, Microsporidien und
Toxoplasmen untersucht. Die Untersuchung erfolgte mit einem vielseitigen Methodenspektrum. Trotz
mikroskopischer, enzymatischer und molekularbiologischer Nachweismethoden mit einer
Nachweisgrenze bis zu einer Oozyste in der Probe konnten die Protozoen in den untersuchten

Sedimenten nicht nachgewiesen werden.

Ein Vorkommen von Protozoen in den Talsperrensedimenten ware durchaus denkbar gewesen.
Beispielsweise koénnen Microsporidiensporen bei 4 °C Wassertemperatur langer als ein Jahr
Uberdauern (MARSHALL 1997). Den Nachteil bei der Untersuchung von Wasserproben auf Protozoen
stellt die aufwendige Konzentration grof3er Wassermengen durch Filtration dar (DOWD 1998,
FRANZEN 1999). Die Sedimente als ,Sedimentationsfalle” kénnten demgegeniber eine wesentlich

hdhere Konzentration an Sporen enthalten.

Das Einzugsgebiet der Talsperre Quitzdorf besteht zum groR3ten Teil aus intensiver Landwirtschaft mit
GroRviehhaltung und dichter Besiedlung. Daher wéare es wahrscheinlich, im Sediment dieser Talsperre
Protozoen zu detektieren. Eine intensive Flachennutzung und landwirtschaftliche Tierhaltung
dominieren auch das Einzugsgebiet der Talsperre Saidenbach. Durch das Abspilen
landwirtschaftlicher Nutzflachen und fakale Verunreinigungen von Zuflissen wurde eine Kontamination
des Wasserkorpers und der Sedimente vermutet. Die Vermutungen konnten aber auch mit einem

umfangreichen Methodenspektrum nicht bestétigt werden.
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Im Gegensatz zu Quitzdorf und Saidenbach stellen die Einzugsgebiete der Talsperren Neunzehnhain
und Muldenberg unbesiedelte Nadelwaldflachen bzw. kaum besiedelte, forstwirtschaftlich genutzte
Flachen dar. Hier waren Vorkommen von Parasiten nur mit geringer Wahrscheinlichkeit zu erwarten.
Diese Erwartung wurde bestétigt, es konnten keine Parasiten nachgewiesen werden.

Die negativen Ergebnisse kdnnen wie folgt interpretiert werden:

In der Mikroskopie wird der Nachweis von Protozoen deutlich erschwert durch schlechte
Wiederfindungsraten in den Umweltproben, verursacht durch geringe Anzahlen von Parasiten.
Weiterhin kénnten die Zysten, Oozysten oder Sporen aufgrund ihrer geringen GréRe, bzw. durch
mangelhafte Kontraste zwischen den Strukturen und anderen gefarbten Partikeln Gbersehen werden.
Die Interferenz mit Algen (laut RODGERS 1995: besonders Navicula minima, eine Kieselalge und
Synechococcus elongatus, ein Cyanobakterium) erschweren die Auswertung. Diese Mdoglichkeiten
bestehen besonders fur den Nachweis von Microsporidien. Fir Cryptosporidien und Giardien stand
Positivmaterial zur Verfigung, in welchem die Protozoen eindeutig nachgewiesen und somit die
genannten Fehlerquellen ausgeschlossen werden konnten. Ein wichtiger Punkt ist jedoch, dass den
Sedimenten nur kleine Stichproben entnommen wurden und trotz vierfachen Ansatzes nur geringe
Volumina untersucht werden konnten.

Aufgrund der hohen Sensitivitét von ELISA und PCR weisen die negativen Ergebnisse dieser Analysen
darauf hin, dass in den Talsperrensedimenten tatsachlich keine Parasiten-Vorkommen bestehen.
Ware auch nur eine Zyste oder Oozyste in der Sedimentprobe enthalten, hétte man sie mit diesen
Methoden nachweisen kénnen.

Daraus schlussfolgernd weisen die Talsperrensedimente hdchstwahrscheinlich keine oder nur
geringste Konzentrationen der untersuchten Protozoen auf. Demzufolge besteht keine Gefahr fir die
Trinkwassernutzung bzw. fir Badegaste. Moglicherweise findet eine Ablagerung der Parasiten nach
Absplilung von Feldern und landwirtschaftlichen Nutzflachen bereits in Zuflissen der Talsperren oder
Béachen statt. Eine Untersuchung der Zuflisse kdnnte zeigen, ob die nachweisbare Zahl an Parasiten
mit zunehmender Entfernung vom Ursprungsort bis hin zur Talsperre abnimmt. Weiterhin findet eine
zusétzliche Verdunnung der Protozoen im Freiwasserkorper statt und erschwert den Nachweis der
Parasiten. Diese Aussage wird unterstitzt durch die Vorgehensweise beim klassischen Nachweis der
Protozoen im Freiwasser (DOWD 1998, ISAAC-RENTON 1998, WOHLFARTH 2001). Das Sediment
fungiert als Speicherkorper im Gewasser. Wenn eine Einspilung von Parasiten stattgefunden hatte,
waren die Zysten, Oozysten oder Sporen u(ber einen gewissen Zeitraum sedimentiert. Die
Untersuchung des Sedimentes ist daher eine effektive und aussagekraftige Analyse. Es k&nnen
Schlussfolgerungen Uber zuriickliegende Ereignisse und Prognosen fir zukinftige Geschehen

getroffen werden.
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IV. 5 Abschlussdiskussion: Die molekularbiologische Analyse von

Talsperrensedimenten

Die Charakterisierung von Sedimenten und Identifikation von Bakterien ist ein Punkt allgemeiner
Diskussion. Im Vordergrund steht auch hierbei die Anwendung molekularbiologischer Techniken. Fur
die taxonomische Zuordnung gilt die Bestimmung der Nukleinsdauresequenzen inzwischen vielfach als
Lultimatives* Maf} der Charakterisierung. Die Sequenzierung der rRNA Gene ermdglicht einen
kulturunabhangigen Vergleich der verschiedensten, phylogenetisch weit entfernten Organismen.

Es bleibt festzustellen, dass die bakterielle Systematik auch mittels der Nukleinsauretechniken bislang
kein stabiles, phylogenetisch-basiertes Klassifikationssystem erreicht hat. Das Ziel der Klassifikation ist
ein praktisches Schema, anhand dem unbekannte Organismen identifiziert werden kénnen. Sie soll so
akkurat und praxisrelevant wie méglich die Affinitat zwischen Organismen wiedergeben. Die hierfir
erhobenen Daten kénnen mittels statistischer Methoden objektiv analysiert werden und die daraus
entwickelten Klassifikationen kénnen unabhangig getestet werden. Wenn neue Daten belegen, dass
die bisherige Klassifikation nicht korrekt ist, wird mittels der neuen Information eine bessere
Klassifikation konstruiert. Dies geschieht zur Zeit mit Hilfe der Sequenzdaten. Zur Entwicklung eines
anwendbaren Klassifikationssystems der Bakterien sind die verschiedenen ldentifikationsmethoden in
einem vielschichtigen (polyphasischen) Ansatz anzuwenden (HOCH 1999).

Die Kombination der unterschiedlichsten Methoden in der vorliegenden Arbeit, die vergleichende 16S
rDNA Analyse, Fingerprinttechniken und die spezifische Detektion von Organismen, ist grundsatzlich
fur die Analyse von Umweltproben als optimal anzusehen.

Dabei konnten in der 16S rDNA Analyse die Organismen sicher identifiziert werden und diese Methode
bot die Moglichkeit der Zuordnung im phylogenetischen Kontext, auch wenn es sich bei einem grof3en
Teil der gefundenen Sequenzen um unidentifizierte Organismen handelte. Die verwendeten
Fingerprinttechniken erlauben Aussagen Uber saisonale oder vertikale Unterschiede in der
mikrobiellen Zusammensetzung des Sedimentes und durch die spezifische Detektion konnten
Organismen mit einem speziellen Metabolismus oder potentiell pathogene Organismen nachgewiesen
werden.

Die Analyse nur mit einer dieser Techniken wirde niemals eine umfassende Charakterisierung
erlauben. Da die phylogenetische Einordnung der Organismen in den untersuchten Sedimenten nun
bekannt ist, musste in weiteren Studien besonderer Wert auf die kulturelle phanotypische
Beschreibung gelegt werden, da bislang sehr viele Bakterien nur aufgrund ihrer Sequenz benannt sind
und aus dem Namen einer Sequenz kaum oder gar nichts tber die Féhigkeiten und Lebensweise des
Organismus ausgesagt werden kann.

Somit bietet die Analysen-Kombination einschlieRlich Kultur eine zuverlassige taxonomische
Bestimmung und kann gleichzeitig eine weitergehende physiologische Beschreibung des Phanotyps

erzielen.
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V ZUSAMMENFASSUNG

Durch die Kombination der in dieser Arbeit verwendeten Methoden konnte eine Charakterisierung der
mikrobiellen Zusammensetzung der obersten 5 cm von den Talsperrensedimenten Neunzehnhain,
Muldenberg, Quitzdorf und Saidenbach erzielt werden.

Die untersuchten Talsperren unterscheiden sich in den chemischen Profilen wie auch in der Quantitat
und Qualitdt des sedimentierenden organischen Materials. Demzufolge waren Unterschiede in der
mikrobiellen Zusammensetzung zu erwarten, verdeutlicht durch die Prasenz oder Absenz
verschiedener bakterieller Spezies oder phylogenetischer Gruppen.

Die Sedimente von Talsperren beherbergen eine komplexe und diverse mikrobielle Gemeinschaft. Die
vergleichende 16S rDNA Analyse offenbarte in 2541 analysierten rekombinanten Klonen 528
verschiedene Sequenztypen, welche zu 293 OTUs zusammengefal3t werden konnten. Obwohl die
Gemeinschaften der verschiedenen Talsperren nur schwach auf der Ebene der phylogenetischen
Gruppen differierten (Unterschiede im Vorkommen der Spirochaetales- nur in Saidenbach und
Quitzdorf;  Nitrospira-Gruppe- in  Neunzehnhain, Muldenberg und Saidenbach; Grine
Schwefelbakterien- nur in Neunzehnhain und Quitzdorf; Cyanobakterien- nur in Quitzdorf und
Saidenbach), konnte durch die Verwendung von Ahnlichkeitsindices gezeigt werden, dass jede
Talsperre eine spezifische mikrobielle Sedimentgemeinschaft aufweist. Das wird auch deutlich an dem
hohen Anteil an OTUs (Uber 59%), welche nur in einer Talsperre gefunden wurden.

Uber 60% aller Klone wiesen Ahnlichkeiten von mehr als 97% zu 16S rDNA-Sequenzen Kultivierter
Organismen oder zu Sequenzen auf, welche in verschiedenen Diversitats-Studien zur naturlichen
bakteriellen Diversitat gefunden wurden. Diese Sequenzen konnten in 14 bekannte phylogenetische
Gruppen eingeordnet werden. Alle anderen Klone zeigten hohe Sequenzhomologien zu
unidentifizierten, phylogenetisch bisher nicht eingeordneten Bakterien. Diese Bakterien waren mit
Anteilen zwischen 19,8% (Muldenberg) und 54,6% (Saidenbach) in den 16S rDNA Bibliotheken
reprasentiert. Diese Ergebnisse betonen die Wichtigkeit von Studien der mikrobiellen Struktur der
Sedimente. Die Untersuchungen bestétigen neueste Ergebnisse aus der Literatur und zeigen, dass die
mikrobielle Diversitat in Sedimenten weit héher ist, als bisher angenommen.

Ein sehr deutlicher Anzeiger fur einen eutrophen Charakter stellte innerhalb der Cyanobacteria die
Gattung Microcystis dar. In allen Talsperren wurde eine Haufung von Sequenzen der Proteobacteria
und Firmicutes gefunden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit detektierten
Sequenztypen zwischen 75% (Muldenberg) und 85% (Neunzehnhain) der geschatzten Diversitét
abdecken.

Die Schlussfolgerung aus dieser Untersuchung legt nahe, dass der trophische Charakter und die
Unterschiede zwischen den Talsperren die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft
beeinflussen. Dies wurde besonders deutlich in der Speziesdiversitdt. Die bakterielle Dichte der
mikrobiellen Gemeinschaft hingegen wird nicht, oder nur zu einem geringen Teil, von der Trophie
beeinflusst.

Die mittels 16S rDNA Analyse und FISH bestimmte quantitative bakterielle Zusammensetzung der
Talsperrensedimente wies grofRe Unterschiede auf. Somit konnte das bekannte Problem bestétigt

werden, dass die 16S rDNA Analyse zur Quantifizierung von Bakterienpopulationen nicht geeignet ist.
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Mittels Fingerprinttechniken (DGGE, T-RFLP, ARISA) konnten komplexe Muster der mikrobiellen
Diversitat erzeugt werden. Besonderes Interesse bestand im Monitoring von jahreszeitlichen
Schwankungen der mikrobiellen Population innerhalb einer Talsperre, an dem Vergleich der
Talsperren und einzelner Talsperrenhorizonte und in der Detektion spezifischer Organismengruppen.

Die Analyse mit DGGE, ARISA und T-RFLP beinhalteten im ersten Schritt Optimierungsarbeiten,

Herstellung von Standards, Generierung einer neuen Matrix und Primerdesign.

Im DGGE-Bandenmuster der 16S rDNA-Fragmente konnten deutliche Unterschiede zwischen den
Talsperren festgestellt werden. Saisonale Unterschiede innerhalb einer Talsperre konnten nicht
nachgewiesen werden, hinweisend auf eine stabile mikrobielle Zusammensetzung des Sedimentes.
Auch zwischen den Horizonten konnten kaum Unterschiede festgestellt werden. Diese Stabilitat weist
auf die Amplifikation von DNA hin, die entweder extrazellular an das Sediment gebunden vorliegt oder
in den abgestorbenen Bakterien im Sediment noch vorhanden ist.

Untersuchungen der Dynamik, des Wechsels des Vorhandenseins von Mikroorganismen an einem Ort
zu unterschiedlichen Zeiten sind mit dieser Technik in der Literatur noch nicht belegt. Die Auftrennung
von Fragmenten in der DGGE birgt viele Problempunkte, entscheidend bei der Analyse komplexer
Gemeinschaften.

Bei der Untersuchung der Diversitat sulfatreduzierender Bakterien auf der Grundlage der
Dissimilatorischen Sulfit Reduktase im DGGE wurden signifikante Unterschiede im Bandenmuster
zwischen den einzelnen Talsperren erkennbar, was auf das Vorkommen unterschiedlicher
sulfatreduzierender Mikroorganismen hinweist. Sequenzen von Sulfatreduzierern konnten detektiert,
kloniert und identifiziert werden und bestatigten, wie auch eine statistische Auswertung, die
Unterschiedlichkeit der Talsperren. Zwischen den Horizonten einer Talsperre und zwischen
Probenahmedaten konnten kaum Unterschiede im Bandenspektrum festgestellt werden, was die
Ergebnisse der vergleichenden 16S rDNA Analyse bestétigt und hdchstwahrscheinlich auf extrazelluléar
vorliegende DNA zurtickzufthren ist. Auch in der DGGE konnte eine enorme mikrobielle
Sequenzdiversitat im Bandenmuster festgestellt werden und die Ergebnisse der vergleichenden 16S

rDNA Analyse untermauern.

In der T-RFLP konnten ebenfalls signifikante Unterschiede im Peakmuster im Vergleich der Talsperren
nachgewiesen werden. Jahreszeitliche Veranderungen der Zusammensetzung der mikrobiellen
Biozonose wurden durch die Variation der Intensitat bestimmter Peaks offensichtlich. Basierend auf
den ermittelten Fragmentlangen konnten die entsprechenden Organismen durch Datenbankvergleiche
identifiziert werden. Zur Identifizierung der Organismen wurde die Software TOAST (LUDWIG 2002,
innerhalb dieser Arbeit) entwickelt. Die statistische Auswertung der gefundenen Mikroorganismen
deckte Unterschiede im mikrobiellen Spektrum der Talsperren auf und bestétigte somit die bisherigen
Analysen.

In vielen Parallelen konnten die Ergebnisse der 16S rDNA Analyse durch die Resultate der T-RFLP
bestatigt werden, auf der Ebene der phylogenetischen Gruppen wie auch auf Speziesebene. Die
Wiederfindung von Sequenzen aus den Genbibliotheken in den T-RF's der T-RFLP betrug in
Neunzehnhain 70%, in Quitzdorf 85%, in Muldenberg 78% und in Saidenbach 76%. Auch innerhalb der
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sulfatreduzierenden Bakterien waren deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Zeitpunkten
der Beprobung einer Talsperre als auch zwischen den Talsperren festzustellen. Weitere Unterschiede
waren in der Haufigkeit einer Gattung in den einzelnen Sedimenthorizonten zu erkennen. Parallelen

zur vergleichenden 16S rDNA Analyse wurden auch hier deutlich.

In der ARISA konnte fiir jede Reinkultur ein spezifisches Peakmuster generiert werden. Es wurde
festgestellt, dass viele Organismen mehrere Spacerlangen aufweisen, welche sich oftmals in einem
sehr engen Bereich befinden. Innerhalb der Enterobacteriaceae wurde eine Clusterbildung der Peaks
beobachtet. Weiterhin konnten Literaturangaben bestatigt werden, dass einige Spacer innerhalb eines
Organismus die gleiche Lange aufweisen und somit nur zu einem Peak in der Elektrophorese fuhren.
Ebenso wurde bestétigt, dass die Verteilung der rDNA Kopien innerhalb phylogenetischer Gruppen von
Bakterien keinen evolutiondren Zusammenhang zwischen der Kopienzahl und der phylogenetischen
Zuordnung zeigt.

Bei der Analyse der Talsperrensedimente mittels ARISA konnten keine signifikanten Unterschiede in
der mikrobiellen Gemeinschaft zwischen den Horizonten, selbst im Talsperrenvergleich festgestellt
werden. Das wird dadurch begriindet, dass viele Organismen mehrere Fragmentlangen aufweisen und
somit eine Verschleierung des Fehlens oder Hinzukommens von Spezies erfolgt. Durch das
Vorhandensein von mehreren Spacerlangen wird auch die Identifizierung von einzelnen Spezies in
komplexen Proben unmdglich. Daher kénnen keine genauen Aussagen (ber die Diversitat in den
Sedimenten getroffen werden, da in dieser Analyse nicht ein Peak fiir eine Spezies steht, sondern bis
zu 15 Peaks eine Spezies definieren kénnen. Somit kann es leicht zu einer Uberschatzung der
mikrobiellen Diversitat kommen.

Fur die Analyse mittels ARISA steht bis jetzt keine umfangreiche Datenbank oder Literatur zur
Verfligung, es gibt nur sehr wenige Angaben zu Anzahlen von rDNA Kopien im Genom, Spacerlangen
oder Spacersequenzen. Fur die Identifizierung von Reinkulturen hat sich die ARISA als sehr geeignet
herausgestellt. Zur Analyse von komplexen mikrobiellen Gemeinschaften ist sie hingegen nur begrenzt

einsetzbar.

Durch die Verwendung der molekularbiologischen Fingerprinttechniken DGGE, T-RFLP und ARISA
zur Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften in den Sedimenten konnten viele Parallelen in den
Ergebnissen gezogen, aber auch Schwachstellen der Analysenmethoden aufgedeckt werden.
Ausschlie3lich mittels T-RFLP konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Talsperren ein
unterschiedliches mikrobielles Spektrum aufweisen, sondern auch, dass die Mikroorganismen saisonal
und zwischen den Horizonten einer Talsperre variieren. Somit konnte mit grof3er Sicherheit bewiesen
werden, dass die DGGE, im Gegensatz zur T-RFLP nicht ausreichend in der Lage ist, vorhandene

unterschiedliche 16S rDNA Sequenzen in einer komplexen mikrobiellen Gemeinschaft darzustellen.
In der spezifischen PCR zum Nachweis von Denitrifikanten und Nitrifikanten wurde festgestellt, dass in

den eutrophen Talsperren Quitzdorf und Saidenbach, wie auch in der oligotrophen Talsperre
Neunzehnhain in jeder Probenahme und in jedem Horizont Denitrifikanten nachweisbar waren. In der
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Talsperre Muldenberg konnten keine denitrifizierenden Organismen detektiert werden. Nitrifizierende

Bakterien wurden ausschlieBlich in der Talsperre Saidenbach nachgewiesen.

In allen untersuchten Talsperren und in jedem Horizont wurden mykobakterielle 16S rRNA-Gene
erfolgreich amplifiziert. Jedoch war eine semi-nested PCR notwendig, was auf geringe Kopienzahlen
mykobakterieller 16S rDNA und somit auf einen geringen Anteil an Mykobakterien in den Sedimenten
hindeutet. Im Sequenzspektrum der Mykobakterien wurden Unterschiede und Gemeinsamkeiten im
Talsperrenvergleich sichtbar. Die dominierenden Sequenzen in den Talsperren stellten Mycobacterium
IWGMT 90093 in Saidenbach, Mycobacterium malmoense in Muldenberg, Mycobacterium sp. strain
MCRO 7 in Quitzdorf und Mycobacterium sp. TA5 in Neunzehnhain dar. Die grof3te Anzahl
unterschiedlicher Sequenzen wurde in Saidenbach gefunden, gefolgt von Quitzdorf. Die
reprasentierten Sequenzen belegen das ubiquitdre Vorkommen von Mykobakterien und es wurde
gezeigt, dass auch Gewassersedimente ein Reservoir flr saprophytdre oder fakultativ pathogene
Mycobakterien darstellen und damit im Falle einer Resuspension der enthaltenen Mikroorganismen ein

Gefahrdungspotential bergen.

In allen untersuchten Sedimenten konnten Enterobakterien mittels PCR nachgewiesen werden. Eine
genauere Einordnung der vorliegenden Arten wurde im molekularbiologischen Ansatz nicht
durchgefiihrt, da die Identifizierung von enterobakteriellen Spezies auf der Basis der 16S rDNA wenig
Erfolg verspricht. Die Mitglieder der Enterobacteriaceae weisen in der Sequenz ihrer 16S rDNA sehr
groRe Ahnlichkeiten auf. In der weitergehenden Charakterisierung der Spezies mittels Kultivierung und
biochemischer Identifizierung wurden Aeromonas hydrophila und Spezies der Gattung Enterobacter in
allen Talsperren identifiziert. Serratia liquefaciens konnte ausschlie3lich in Neunzehnhain in hohen
Keimdichten nachgewiesen werden. Das Sediment von Quitzdorf wies im Gegensatz zu den anderen
Talsperren hohe Anzahlen an Leclercia adecarboxylata auf. Vibrio fluvialis wurde nur in Saidenbach
und Neunzehnhain detektiert. Das Computerprogramm zur API-Auswertung wurde urspriinglich zur
Identifizierung von medizinisch relevanten Bakterien entwickelt. Die Bestimmung von Bakterien aus
Umweltproben ist mit dem API-System problematischer, da mogliche in der Umwelt vorkommende,
fakultativ oder nicht pathogene Organismen nicht im Auswertungsschema beriicksichtigt werden. In
dieser Untersuchung wurde deutlich, dass mdglicherweise die Keimzahlen der Enterobakterien aber
nicht das Spektrum identifizierter Enterobakterien einen Zusammenhang mit der Trophie vermuten
lassen.

Aufgrund der humanpathogenen Relevanz und der Ubertragbarkeit mittels Trinkwasser wurden die
Talsperrensedimente auf das Vorkommen von Giardien, Cryptosporidien, Microsporidien,
Toxoplasmen und Legionellen untersucht. Die Untersuchung der Talsperren fihrte trotz der hohen
Sensitivitdt in allen untersuchten Sedimentproben zu negativen Ergebnissen. Diese Beobachtung
verdeutlicht, dass durch diese Organismen keine Gefahr fir die Trinkwassernutzung bzw. fir

Badegaste besteht.
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V Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde ein breites Methodenspektrum angewendet. Aus den Ergebnissen
schlussfolgernd konnten Literaturangaben bestétigt und Resultate der Analysen untermauert werden.
Fingerprinttechniken sind besonders geeignet, um eine Vielzahl von Proben zu untersuchen und
daraus Unterschiede oder Gemeinsamkeiten herauszufinden. Der grof3e Vorteil der vergleichenden
16S rDNA Analyse liegt in der genauen und zuverlassigen Identifizierung. Besonders die Ergebnisse
der T-RFLP konnten in dieser Arbeit die Resultate der 16S rDNA Analyse bestatigen.

In vorliegender Arbeit wurde eine hohe Komplexitat und enorme Diversitat der mikrobiellen Biozonosen
in den untersuchten Sedimenten deutlich.

Die untersuchten Talsperrensedimente sind gekennzeichnet durch Unterschiede in der
Bodenbeschaffenheit und in ihrem trophischen Status. Es ist zu vermuten, dass sich derartige
Umweltbedingungen in der mikrobiellen Zusammensetzung und Struktur wiederspiegeln. Die Analyse
der Sedimente offenbarte Unterschiede in der Diversitat und mikrobiellen Spezieszusammensetzung
der verschiedenen Talsperrensedimente. Dieses Ergebnis bekraftigt die Aussage, dass die mikrobielle
Struktur moglicherweise die Unterschiede im trophischen Charakter und die Beschaffenheiten der
Talsperre reflektieren kénnen.

Inwieweit allochthone oder autochthone Bedingungen die mikrobielle Zusammensetzung beeinflussen,
ist noch weitestgehend unbekannt. Mit den bisherigen Ergebnissen ist eine Abschatzung der
mikrobiellen Diversitat in den Talsperren mdglich. Um aus diesen Resultaten auf spezifische
Umweltparameter, welche fur den jeweiligen trophischen Status der untersuchten Talsperren gelten,
schlieBen zu kdnnen, sind weitere Untersuchungen nétig, um unser Verstandnis der Struktur und

Funktion des komplexen Sedimentdkosystem zu erweitern.
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Anhang; Abbildung Al Spacerlangen von Vertretern der Enterobacteriaceae (grtin), Standard (rot)

Die Fragmentlangen wurden anhand eines mitgefiihrten Standards ermittelt.
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Anhang; Abbildung A2 Cluster 1 bis 3 innerhalb der Familie der Enterobakterien (griin), Standard (rot)
Es sind drei Cluster zu erkennen: Cluster 1: 480-550 bp; Cluster 2: 620-660 bp und Cluster 3:

710-820 bp. Die Fragmentlangen wurden anhand eines mitgefiihrten Standards ermittelt.
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Anhang; Abbildung A3 Spacerlangenbestimmung von Bacillus-Spezies (griin), Standard (rot)
Innerhalb der untersuchten Bacilli konnte keine Clusterbildung beobachtet werden. Dargestellt
sind die Peakmuster von B. licheniformis, B. cereus und B. subtilis. Die Fragmentlangen wurden
anhand eines mitgefiihrten Standards ermittelt.
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Anhang; Tabelle A1 Anzahl detektierter Spacerlangen und Anzahl rRNA-Operons

Spezies

Anzahl verschiedener

Spacerléangen

Anzahl der rRNA-Operons
(Datenbank)

Bacillus licheniformis 3 nicht bekannt
Bacillus cereus 4 9

Bacillus subtilis 2 10
Streptococcus equi 1 1
Streptococcus pyogenes 1 6
Streptococcus pneumoniae 6 4
Streptococcus anginosus 1 6
Streptococcus bovis 4 nicht bekannt
Pasteurella canis 2 5
Enterococcus faecalis 2 4
Staphylococcus aureus 12 6

Legionella sainthelens nicht bekannt
Mycoplasma pneumoniae 1

Porphyromonas endotontalis

nicht bekannt

Aeromonas caviae

10

Aeromonas salmonicida

nicht bekannt

Pseudomonas veronii

nicht bekannt

Pseudomonas aeruginosa

4

Pseudomonas stutzeri

4

Corynebacterium asperum

nicht bekannt

Norcardia otitdiscaviarum

nicht bekannt

Escherichia coli 7
Proteus mirabilis 7
Citrobacter freundii 7

Enterobacter aerogenes

nicht bekannt

Enterobacter cancerogenes

nicht bekannt

Hafnia alvei

nicht bekannt

Klebsiella pneumoniae

nicht bekannt

B BN W W O O Of M N O W O | N| P P P B B P DN

Shigella sonnei 7
Shigella flexneri 7
Salmonella typhimurium 7
Salmonella paratyphi 7
Salmonella enteritidis 7

Die Anzahl der Spacer ist speziesspezifisch. Jedoch weisen einige Spacer verschiedener

Organismen gleiche Langen auf, sodass in der Elektrophorese nur ein Peak erscheint.
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Anhang; Abbildung A4 Spaceranalyse von Sedimentproben aus der Talsperre Saidenbach (grun),
Standard (rot)
Dargestellt sind alle analysierten Horizonte, Restriktionsverdau mit Mspl. Im Gegensatz zu den
tieferen Horizonten trat in den Horizonten 1-1,5 cm; 1,5-2 cm und 4-5 cm die Spacerlange von
397 bp auf. Unterhalb 1,5 cm wurde ein Peak bei 702 bp detektiert. Das weist auf Spezies oder
Gattungen hin, welche durch temporare Eintrage in die Talsperre eingespllt wurde.
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VII Anhang

Anhang; Tabelle A2 Sequenzen der Talsperre Saidenbach

Sequenz Anzahl |Accession- Prozentuale
Number Homologie
EMBL: Mycobacterium IWGMT 90093 62 X88910 95,7-97,5%
RIDOM: Mycobacterium wolinsky 95,5-96,8%
EMBL: Mycobacterium sp. 'MCRO 33' 9 AF152559 96,2-97,0%
RIDOM: Mycobacterium wolinsky 96,7%
EMBL: Mycobacterium sp. (strain MCRO 7) 9 X93033 96,2-98,5%
RIDOM: Mycobacterium moriokaense / M. confluentis 96,8-98,7%
EMBL: Mycobacterium elephantis 9 AJ010747 96,0-98,2%
RIDOM: Mycobacterium moriokaense 96,3-97,9%
EMBL, RIDOM: Mycobacterium komossense X55591 95,1-96,9%
EMBL: Mycobacterium ratisbonense 4 AF055331 96,2-96,8%
RIDOM: Mycobacterium komossense 96,5%
EMBL, RIDOM: M. wolinsky strain ATCC 700010 3 Y12873 96,5-96,8%
EMBL: Mycobacterium sp. RJGII-135 1 U30661 96,9%
RIDOM: Mycobacterium rhodesiae 96,6%
EMBL, RIDOM: Mycobacterium confluentis 1 X63608 97,8%
EMBL: Mycobacterium shimoidei 1 X82459 96,1%
RIDOM: Mycobacterium cookii 95,0%
EMBL: Mycobacterium sp. (strain MCRO 17) 1 X93028 97,3%
RIDOM: Mycobacterium moriokaense 97,6%
EMBL: Mycobacterium sp. (strain 89-446) 1 X93995 95,5%
RIDOM: Mycobacterium wolinsky 95,6%

12 verschiedene Mykobakteriensequenzen wurden in 108 sequenzierten rekombinanten Klonen
IWGMT 90093 (EMBL-

detektiert.

Dabei wurde der grote Teil durch Mycobacterium

Identifizierung) bzw. M. wolinsky (RIDOM-Identifizierung) reprasentiert.
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