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1. Einleitung

Schon seit Gber 3,5 Milliarden Jahren besiedeln Mikroorganismen die 6kologischen Nischen der
Erde. Seitdem hat sich eine immense, mikroskopisch kleine, biologische Diversitat entwickelt, die
aber dem menschlichen Auge bis dato nahezu verborgen blieb. Die Bedeutung der Prokaryonten
jenseits der Krankheits- und Faulniserreger wird nach wie vor unterschatzt und erfahrt durch die
breite Bevolkerung nur geringe Beachtung. In der modernen Wissenschaft hingegen erlaubte der
kombinierte Einsatz molekularbiologischer und mikroskopischer Techniken eine Visualisierung
und Erfassung, und damit ein langsames Begreifen der enormen Diversitat und Ubiquitdt der
mikrobiellen Doménen (Bacteria und Archaea). Sie sind ein grundlegender Bestandteil unserer
Biosphére und die Motoren der biogeochemischen Zyklen (Torsvik et al., 2002).

Insgesamt existieren auf der Erde 10° mal mehr Prokaryonten als Sterne im Universum; man geht
von einer Gesamtzellzahl von mehr als 10* Mikroorganismen aus (Curtis und Sloan, 2004). Selbst
der menschliche Korper tragt 10- 100 mal mehr (endosymbiontische) Prokaryonten (10%- 10%) als
eigene Zellen (10%) mit sich (Schleifer, 2004). Doch sind die Prokaryonten den Eukaryonten nicht
nur zahlenmaRig Uberlegen - sie sind dartiber hinaus sogar die Hauptbiomasseproduzenten auf der
Erde (Whitman et al., 1998; Pedersen, 2000): Die allein von Mikroorganismen in terrestrischen und
marinen Sedimenten gebundene Kohlenstoffmenge entspricht der der gesamten Pflanzenpopulation
der Erde (350- 550 Pg; Pg= 10%g).

Biotope Anzahl Prokaryonten
Meer- und StiBwasser 1,2 x10%
Boden 2,6 x10%
Marine Sedimente 3,55 x10*
Terrestrische Sedimente 0,25 - 2,50 x10*
Summe 4,15- 6,40 x10%

Tabelle 1: Anzahl der Prokaryonten in den entsprechenden Biotopen (Whitman et al., 1998)

Wie neueste Untersuchungen zeigen, sitzt die Mehrzahl der Prokaryonten in der Kruste der Erde
(Tab. 1; Whitman et al., 1998). In Bboden und Sedimenten ist gleichzeitig auch die grofte
mikrobielle Artenvielfalt anzutreffen. In einem Milliliter Meerwasser (ca. 10° Mikroorganismen)

findet man ca. 160 verschiedene Arten von Mikroben, in einem Gramm Erde (ca. 10°

»Prokaryotes: The unseen majority”
(Whitman et al., 1998)
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Mikroorganismen) dagegen bereits ca. 7000 Arten (Curtis und Sloan, 2004). Man vermutet in den
Ozeanen der Erde insgesamt mehr als zwei Millionen und in einer Tonne Erde bis zu drei Millionen
prokaryontische Arten (Curtis und Sloan, 2004). Im Vergleich dazu sei erwahnt, dass bisher
insgesamt etwa 1,5 Millionen Tierarten und 400.000 Pflanzenspezies entdeckt und beschrieben
wurden (Baron et al., 1992)

Die Zahl der charakterisierten prokaryontischen Arten liegt nur bei ca. 6000 (Fox, 2003), womit
deutlich wird, dass sich die Uberwéltigende Mehrheit der mikrobiellen Diversitat natirlicher
Habitate immer noch der Kultivierung im Labor und damit dem genauen Studium entzieht.
Momentan ist schatzungsweise erst etwa 0,1% - 1% des mikrobiellen Lebens in Kultursammlungen
hinterlegt (Amann et al., 1995; Colwell, 1997), weshalb immer noch 20 der 44 beschriebenen
prokaryontischen Phyla ohne kultivierten Vertreter sind (Fox, 2003).

Mit ihrer Fahigkeit zur Energiegewinnung aus anorganischen Substanzen, schufen die mikrobiellen
Erstbewohner der Erde die Grundlage fur die heutige, an Sauerstoff und organischen Verbindungen
reiche Biosphare (Pace, 1997). Die groRe biochemische und physiologische Flexibilitat der
Mikroorganismen erlaubte eine Besiedlung verschiedenster, sogar 'extremer' Biotope (Torsvik et
al., 2002; Schleifer, 2004). Wahrend Eukaryonten eher moderate Habitate bevorzugen, besitzen
viele Mikroorganismen die Fahigkeit auch bei hohen Temperaturen, hoher Salinitat, niedrigen und
hohen pH- Werten, zu leben (Rothschild und Mancinelli, 2001). An solche Bedingungen schien
besonders eine Linie des mikrobiellen Lebens, die Doméne der Archaea, ausgezeichnet angepasst
und in ihrer Verbreitung auf diese extremen 6kologischen Nischen beschrankt zu sein. Noch 15
Jahre nach der Entdeckung und Beschreibung der drei Doménen (Bacteria, Archaea und Eukarya)
durch Woese und Fox (1977) wurde die 6kologische Signifikanz der Archaea (mit den Reichen:
Crenarchaeota, Euryarchaeota, Nanoarchaeota und Korarchaeota) als vergleichsweise gering
eingeschétzt, da sie bis dato nur in extremeren und damit selteneren Biotopen (z.B. terrestrische
Solfatarenfelder und marine Hydrothermalgebiete) nachgewiesen bzw. daraus isoliert worden
waren (Woese und Fox, 1977; Olsen, 1994; Barns et al., 1994; DeLong und Pace, 2001; Huber et
al., 2002).

,»A phylogenetic analysis based upon ribosomal RNA sequence characterization reveals that
living systems represent one of three aboriginal lines of descent: (i) the eubacteria, comprising
all typical bacteria; (ii) the archaebacteria, containing methanogenic bacteria; and (iii) the
urkaryotes, now represented in the cytoplasmic component of eukaryotic cells.”
(Woese und Fox, 1977)
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Die Vorstellung bezilglich der 'extremophilen' und 0kologisch eingeschrénkten Archaea anderte
sich abrupt, als es durch 16S rRNA- Genanalysen und quantitative Hybridisierungen gelang,
Archaea in groBer Zahl (bis zu 30% der Gesamtzellzahlen) in Meerwasser nachzuweisen (Fuhrman
et al., 1992; DeLong, 1992). Diesen Entdeckungen schlossen sich bald schon weitere Berichte tber
den Nachweis von Archaea in Niedertemperatur- und gemaRigten Biotopen an (DelLong et al.,
1994; Ueda et al., 1995; Hershberger et al., 1996; Kudo et al., 1997). Nicht nur auf genomischer
bzw. ribosomaler Ebene, sondern auch durch die Analyse von Lipiden in Plankton und Sedimenten
konnten Archaea in Kaltwassergebieten nachgewiesen werden (Schouten et al., 2000). Bis heute
wurden viele verschiedene geméRigte Biotope untersucht, und das Vorkommen von Eury- und
Crenarchaeota z.B. in Ozeanen (z.B. Massana et al., 1997; Vetriani et al., 1998), Seen (z.B.
MacGregor et al., 1997; Jurgens et al., 2000), Boden (z.B. Bintrim et al., 1997), Reisfeldern (z.B.
GroRkopf et al., 1998) und in Gemeinschaften mit Eukaryonten (Mclnerney et al., 1995; Preston et
al., 1996) gezeigt.

Es wird immer deutlicher, dass die Okologische Signifikanz und der ubiquitdre Charakter der
Archaea nicht mehr von der Hand zu weisen sind. Es ist vielmehr sogar wahrscheinlich, dass die
Doméne der Archaea eine der am haufigsten vorkommenden Gruppen von Organismen auf der
Erde ist (DeLong et al., 1994; Ovreas et al., 1997; Béja et al., 2000; DeLong, 2003). In tieferen
ozeanischen Schichten (unter der euphotischen Zone) kénnen z.B. Crenarchaeota bis zu 90% der
Gesamtzellzahlen ausmachen. Insgesamt vermutet man, dass den in globalen Ozeanen
vorkommenden ca. 3,1 x10%® Bacteria eine Zahl von ca. 1,3 x10?® Archaea gegentibersteht (Karner et
al., 2003).

Die Uberwdltigende Mehrzahl der archaeellen Isolate gehért immer noch dem ‘extremen’ Teil der
Archaea an. Lediglich in drei Einzelfallen konnten Reinkulturen von psychrophilen bzw.
psychrotoleranten methanogenen Vertretern erhalten werden (Franzmann et al., 1992; Franzmann et
al., 1997; Simankova et al., 2001).

Aus diesem Grund bleibt die Charakterisierung dieser kryptischen und nahezu unstudierten, aber
ubiquitaren Mikroorganismen ein wichtiges Ziel, um tiefer greifende Einsichten in die mikrobielle
Evolution, Physiologie und Okologie zu gewinnen. Eine Kombination von bio- und geochemischen
in situ- Analysen (Boschker et al., 1998; Hinrichs et al., 1999; Radajewski et al., 2000) sowie
innovativen und alternativen Kultivierungsstrategien (Huber et al., 1995; Huber, 1999) kénnte hier

eine gute Mdoglichkeit bieten, Rickschlisse auf die Lebensweise dieser ungewohnlichen Archaea zu

»Archaea here, there, and everywhere*
(Forterre, 1997)
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ziehen. In Anlehnung an die Untersuchungen von Sergei Winogradsky (1887, 1888), welcher die
Bedeutung und Funktion von Mikroben in ihrem natlrlichen Biotop allein durch genaue
Beobachtung erforschte, wurden in den letzten Jahren mit modernen Methoden einige grofRe
Fortschritte auf diesem Gebiet erzielt.

So wurden in kalten, marinen Sedimenten und Meerwasserproben grofle Mengen an Tetraether-
Lipiden (Glycerol Dialkyl Glycerol Tetraether, GDGT) nachgewiesen, welche Membran-
bestandteile planktonischer Archaea darstellen (Schouten et al., 2000). Vergleicht man die
gefundenen Lipide mit denen von hyperthermophilen Archaea (z.B. Sulfolobus solfataricus), so
findet man deutliche strukturelle Unterschiede. Eines der dabei erhaltenen, neuen Etherlipide, das
sogenannte Crenarchaeol erlaubt wahrscheinlich eine erhdhte Fluiditdt der Membranen bei
niedrigeren Temperaturen (Sinninghe Damsté et al., 2002). Es wird vermutet, dass sich diese
Lipidstrukturen im Zug der evolutiondren Anpassung der Organismen von (hyper-)thermalen
Gebieten auf geméaRigte Niedertemperaturbiotope gebildet haben. Interessanterweise kann der
chemische Aufbau mancher GDGTs bisher nur durch die Koexistenz typischer archaeeller und
bakterieller Biosynthesewege in einem einzelnen Organismus erklart werden (Schouten et al.,
2000), was wiederum Fragen bezlglich der dkologischen Bedeutsamkeit und der phylogenetischen
Position dieser Organismen aufwirft.

Die Untersuchung des A™C- Werts spezifischer Lipidbiomarker (Etherlipide) im Santa Barbara und
Santa Monica Bassin zeigte, dass Tiefsee- Archaea vermutlich kein organisches Material, sondern
CO:; als Haupt- C- Quelle benutzen. Das konnte bedeuten, dass diese marinen Archaea eine bisher
unbekannte Quelle der Primérproduktion in der Tiefsee darstellen; allerdings bleibt die Frage nach

ihrer Energiequelle weiterhin offen (Pearson et al., 2001).

Im Gegensatz zum erfolgreichen Nachweis der Archaea in Niedertemperaturbiotopen tber 16S
rRNA- Gen- und Lipidanalysen ist die direkte Visualisierung und damit Quantifizierung und
Identifizierung von Archaea nur in wenigen Fallen gelungen. Man behilft sich hier der Methode der
Fluoreszenz- in situ- Hybridisierung (FISH), bei der gewiinschte Organismen mittels spezifischer

Gensonden angefarbt und sichtbar gemacht werden kdnnen.

Auf diese Weise konnte die einzigartige Symbiose zwischen einem marinen Schwamm (Axinella
mexikana) und einem Crenarchaeon beschrieben werden (Preston et al., 1996). Dieses

Zusammenleben konnte in freilebenden Schwammen, aber auch bei im Aquarium gehaltenen

»Archaea, archaea everywhere!*
(Olsen, 1994)
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Organismen nachgewiesen werden. Sich aktiv teilende Zellen lieRen darauf schlielen, dass die
Wachstumstemperatur des Archaeons der des Wirts entsprach (8-18°C). Obwohl der Symbiont
nicht in Kultur gebracht werden konnte, wurde der Name "Cenarchaeum symbiosum"
vorgeschlagen. Genetische Analysen machten allerdings deutlich, dass dieses Crenarchaeon in

Form zweier nah verwandter Varianten im Wirt vorliegt (Schleper et al., 1998).

Einblicke in die Physiologie und Lebensweise unkultivierter, nicht extremer Euryarchaeota wurden
durch die intensive Untersuchung der anaeroben Methanoxidation gewonnen. Diese wurde in vielen
anoxigenen, marinen Sedimenten nachgewiesen und ist biogeochemisch von groRer Bedeutung, da
sie das Treibhausgas Methan dem Kreislauf entzieht. Da es sich aber um eine thermodynamisch

unglnstige Reaktion handelt, gab diese Methanoxidation einige Ratsel auf (Valentine, 2002).

Durch in situ- und Labor- Analysen konnte dieser ungewdhnliche Stoffwechselweg einem
Konsortium aus methanogenen Archaeen und sulfatreduzierenden Bakterien zugeordnet werden
(Hoehler et al., 1994). Dabei wurde angenommen, dass die Archaeen fahig sind Methan zu
oxidieren und der hierbei entstehende Wasserstoff durch die Sulfatreduzierer effizient entzogen und
verstoffwechselt wird (Hoehler et al., 1994). In spateren Studien wurden in Sedimenten (Eel River
Basin, vor Kalifornien, USA), in welchen anaerobe Methanoxidation nachgewiesen wurde,
archaeelle Lipid- Biomarker entdeckt, die so wenig **C enthielten, dass Methan die Kohlenstoff-

Quelle darstellen musste (Hinrichs et al., 1999).

Parallel durchgefiihrte phylogenetische Analysen von Proben aus Gebieten mit starker
Methanoxidationsaktivitdt zeigten die Vorherrschaft von archaeellen Vertretern der
Methanomicrobiales und Methanosarcinales (Cluster ANME-1: Hinrichs et al., 1999; Cluster
ANME-2: Boetius et al. 2000, Orphan et al. 2002).

Durch FISH mit spezifischen Sonden konnte eine enge mikrobielle Partnerschaft von bakteriellen
Sulfatreduzierern (Desulfosarcina/ Desulfococcus) und Archaeen (Methanosarcinales, ANME-2)
visualisiert werden (Boetius et al., 2000). In diesen Konsortien ist eine kleine Kolonie von
Archaeen (ca. 100 Zellen) eng von den sulfatreduzierenden Bakterien umschlossen (Boetius et al.,
2000). Neuere Studien zeigen, dass die Diversitat dieser Konsortien wohl groRer ist als zunéchst
angenommen (Orphan et al., 2002). So ist auch die archaeelle Gruppe ANME- 1 an der anaeroben
Methanoxidation beteiligt, ohne jedoch in ein festes Konsortium eingebunden zu sein. Ebenso ist

vermutlich bei den Bakterien eine hohere Variabilitdt zu erwarten (Valentine, 2002). Durch

,JArchaes now!
(Reeve, 1999)
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kultivierungs- unabhéngige Studien im Labor wurde eine fur die Methanoxidation optimale
Durchschnittstemperatur bestimmt, die zwischen 4 und 16°C lag (Nauhaus et al. 2002, Valentine,
2002).

Ein weiterer, groRer Schritt im Studium der mikrobiellen Evolution und Okologie wurde durch die
im groReren MaRstab durchgefiihrte DNA- Sequenzierung und Genomanalyse ermdéglicht. Bis dato
dienten ausschlielich Reinkulturen als Hauptquelle fur Gesamtgenomdaten. Mit der Metagenomik
richtete sich das Augenmerk auf unkultivierte Mikroorganismen. Die Klonierung von konservierten
Genen und Genomfragmenten direkt aus der Natur erlaubte deren Verwendung fiir
wissenschaftliche und sogar industrielle Untersuchungen und Anwendungen (Béja et al., 2000;
Rondon et al., 2000; Gupta et al., 2002).

Inzwischen ist die Technik der 'Shotgun'- Sequenzierung als Highthroughput- Methode anwendbar.
Sie ermoglichte erst kiurzlich die Sequenzierung von Genomfragmenten aus 1500 Liter Meerwasser
(Venter et al., 2004). Insgesamt wurden 1,045 Milliarden Basenpaare sequenziert, 1800
Mikrobenarten identifiziert (148 davon bisher unbekannt) und Gber 1,2 Millionen unbekannter
Gene entdeckt (Venter et al., 2004).

Die lickenlose Sequenzierung des Gesamtgenoms unkultivierter Mikroorganismen gestaltet sich
aber schwierig, da die Uberwdltigende Mehrheit von Bakterien und Archaeen in der Natur in
Symbiosen, Konsortien und Gemeinschaften eingebunden ist ( Stickler, 1999; O'Toole et al., 2000).
Meist sind hunderte oder sogar tausende Arten am Aufbau solcher Strukturen beteiligt (Torsvik et
al., 2002). Gesamtgenomdaten von Unkultivierten waren jedoch aufschlussreich, um Einblicke in

deren naturliche Organisation und prinzipielle (physiologische) Fahigkeiten zu gewinnen.

Tyson et al. (2004) wahlten fiir ihre Gesamtgenomanalysen eine relativ einfach aufgebaute
natlrliche mikrobielle Gemeinschaft aus, welche im Wassersystem einer verlassenen Mine (Sierra
Nevada, Kalifornien) entdeckt wurde. Die dortigen Mikroorganismen produzieren aus Pyrit grofie
Mengen an Schwefelsdure, was einen Umgebungs- pH- Wert von 0,5 verursacht. Die Temperatur
des Biotops liegt bei 40°C. Die sauren Bedingungen verbunden mit der eher restriktiven
Energiequelle sind der Grund fur den einfachen Aufbau und die Artenarmut der untersuchten
Gemeinschaft. Dies ermdglichte die nahezu komplette Sequenzierung eines bakteriellen
(Leptospirillum sp.) und eines archaeellen (Ferroplasma sp.) Genoms, sowie partieller Genome von
drei weiteren Mikroorganismen. Es konnte gezeigt werden, dass das Genom der identifizierten
Ferroplasma- Spezies mosaikartig aus Genen nah verwandter Spezies zusammengesetzt ist. Fir
jeden Organismus konnten zudem Stoffwechselwege fir Kohlenstoff- und Stickstofffixierung sowie

Energiegewinnung nachgewiesen werden. Diese Genomanalysen ermdéglichten erste Einblicke in
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die Uberlebensstrategien in einem extremen Biotop (Tyson et al., 2004; DeLong, 2004).

Die Untersuchung unkultivierter Archaea nicht extremer Gebiete gestaltet sich jedoch ungleich
schwieriger. In den meisten Fallen erweist sich neben dem komplizierten Nachweis die durch die
Diversitat bedingte geringe Konzentration des zu untersuchenden Biomaterials als limitierend fur

detailliertere und tiefgreifendere Untersuchungen.

Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Robert Huber (Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Universitat
Regensburg) wéhlte fir das Studium neuartiger, kalteliebender Archaea das Naturschutz- und FFH-
Gebiet 'Sippenauer Moor' aus. Dieses etwa 20 km sudlich von Regensburg gelegene Moor
reprasentiert das einzige, von schwefelhaltigem Wasser gepragte Quell- und Durchstrémungsmoor
Bayerns. Seine Feuchtigkeit verdankt das Moor den zahlreichen, ca. 10°C Kkalten
Karstwasserquellen, welche entlang einer Stoérungslinie innerhalb des Malmkalks (sudlicher
Steilhang) entspringen. Ostliche Teile des Moors sind durch L6Reinwehungen gepragt, wahrend
andere Bereiche (Altflache) einen eher kiesartigen, wasserdurchldssigen Untergrund aufweisen. Auf
allen Flachen hat sich jedoch seit der letzten Eiszeit (vor ca. 13.000 Jahren) bis zu drei Meter dicker
Niedermoortorf gebildet (Bresinsky, 1991; Warneke, 1992; Bresinsky, 1999; Bresinsky, 2001,

www.regensburgische-botanische-gesellschaft.de).

Das Moor liegt im Landkreis Kelheim (Regierungsbezirk Niederbayern) am Feckinger Bach
zwischen Sippenau und Mitterfecking oberhalb der Einmiindung des Esperbaches und erstreckt sich
Uber eine GroRe von insgesamt 8,271 ha (Bresinsky, 1991; Warneke, 1993). Seit 1911 befinden sich
Teile des Moors, seit 1990 das ganze heutige Naturschutzgebiet im Besitz der Regensburgischen
Botanischen Gesellschaft. Das Interesse der Gesellschaft fir dieses Gebiet kommt nicht von
ungefahr: Es beherbergt viele, inzwischen gefédhrdete Pflanzengesellschaften und ist gerade deshalb
besonders schutz- und erhaltungswirdig (Bresinsky, 1991; Bresinsky, 1999; Bresinsky, 2001,
Warneke, 1993).

Doch wie viele weitere vergleichbare Naturschatze ist auch das Sippenauer Moor bedroht. Ein
Abpumpen von Karstwasser, verursacht durch das Kalkwerk Saal, bedingt eine Depression des
Karstwasserstands, verringert die Feuchtigkeit der Moorflachen und wirkt sich dadurch negativ auf
deren Flora aus (Bresinsky, 1999; Bresinsky, 2001). Durch Stitzungsmafnahmen (z.B. Berieselung
der Altflache mit gefordertem Karstwasser) soll dieser Entwicklung entgegengewirkt werden; erste

positive Erfolge sind bereits zu verzeichnen (Bresinsky, 2001; Bresinsky, pers. Mitt.).

Die sulfidhaltige Hauptquelle des Moors miindet in einen Quelltopf (7x 4 m), der wiederum einen
kleinen Quellbach (Mineralbach) speist. Dieses Wassersystem ist ein Ort grofiter Bioaktivitét, was
sich im Auftreten unterschiedlichster mikrobieller Matten duf3ert. Die Dominanz weiRer Matten ist
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v.a. in gut durchlifteten Bereichen zu erkennen (z.B. an kleinen Wasserfallen oder an der
sprudelnden Hauptquelle), wahrend an anaeroben, schlecht durchlifteten Stellen dunkle, braune
oder schwarze Mikrobenbeldge vorherrschen.

Die genaue Herkunft des Sulfids des Quellwassers ist bisher ungeklart. Es wird jedoch
angenommen, dass es biogen, d.h. durch eine Umsetzung von Mikroorganismen, entsteht. Im
Allgemeinen stammen Schwefelwésser aus Sedimenten, welche gleichzeitig Sulfat und Organik
enthalten, so dass sulfatreduzierende Mikroorganismen Schwefelwasserstoff erzeugen kodnnten
(Wallh&user und Puchelt, 1966; Puchelt, 1967).

Das Karstwasser des Sippenauer Moors nimmt einen langen Weg aus Suden und durchstréomt dabei
vermutlich Braunkohle fiihrende, pyritreiche Schichten des Tertiars im Alpenvorland und/oder
Pyritknollen tragende Schichten des anstehenden Malmkalks (www.regensburgische-botanische-
gesellschaft.de). Durch die Oxidation von Pyrit in oberflachennahen Schichten kdnnte Sulfat und
daraus in tieferen Schichten durch Reduktion wiederum Sulfid entstehen; dhnliche Mechanismen

werden fir die Entstehung des Schwefelwassers von Bad Gogging angenommen (Nielsen, 1981).

In der Hauptquelle des Sippenauer

Moors  wurde eine  interessante
mikrobielle Gemeinschaft entdeckt. Sie
wachst im 10°C Kkalten, sulfidischen
Wasser und  erinnert in ihrer
makroskopischen Wuchsform an eine
Perlenkette (Abb. 1): Bis zu 15 kleine G -

weiRe perlenartige Verbinde mit einem "1: Photographische
. bakteriellen Gemeinschaften in einzigartiger Perlenketten-
Durchmesser von 0,5- 3 mm sind durch  |orphologie, flottierend im  sulfidischen Quellwasser des

: " : . Sippenauer Moors. Die Pfeile zeigen auf einzelne 'Perlen'.
einen  dunnen mikrobiell - aufgebauten Malstab: 3 cm. Aus: Rudolph et al., 2001.

Faden miteinander verbunden. Diese
Perlenketten sind an einem Ende an festen Materialien befestigt (Steine, Bléatter...) und flottieren
frei im stromenden, sulfidhaltigen Quellwasser.

,»Die Lage des Ortes ist romantisch schon,

und die Gegend ungemein gesund.*
(Beschreibung des Sippenauer Moors durch Graf, 1805)
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Vorausgegangene Untersuchungen mittels FISH haben gezeigt, dass die &uf3ere Hille der Perlen
von filamentdsen Bakterien, das Innere von bis zu etwa 107 kokkoiden Archaeen dominiert wird,
welche in Form einer Mikrokolonie wachsen (Rudolph et al, 2001, Rudolph 2003). Auffallig
hierbei ist die regelméaRige dreidimensionale Anordnung der Archaeen zueinander, was auf die
Einbettung der Einzelzellen in eine Matrix schliefen lasst, deren chemische Zusammensetzung
bisher noch ungeklart ist (Abb. 2).

Das  AuBere  der  mikrobiellen
Perlenkettengemeinschaften wird von
filamentésen Mikroorganismen domi-
niert, die in einer Rosettenform wachsen
und lichtbrechende Granula einlagern. Es
handelt sich dabei vermutlich um einen
Vertreter der Gattung Thiothrix, welcher
bereits in bakteriell- phylogenetischen
Analysen nachgewiesen wurde (Rudolph,
1998; Moissl, 2000).

Phylogenetische  Untersuchungen von
periodisch gesammelten Perlen haben
gezeigt, dass die  kontinuierlich
nachweisbaren Archaeen einen neuen
euryarchaeellen Phylotyp reprasentieren,

] . Abbildung 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer
der innerhalb der Euryarchaeota im 16S  |einzelnen Perle aus dem Sippenauer Moor.

A: Ubersicht iber den inneren Teil einer Perle. Viele kleine

rRNA- Baum tief abzweigt. Dieses Kokken sind erkennbar.

sogenannte SM1 Euryarchaeon zeigt nur |B: Detailausschnitt aus A. Die Kokken sind in eine fibrillare
Matrix eingebettet. Aus: Rudolph et al., 2001.

geringe Verwandtschaftsgrade zu bereits
kultivierten und unkultivierten Vertretern (Rudolph et al, 2001; Rudolph, 2003).

Die SM1- Sequenz clustert zusammen mit anderen euryarchaeellen Sequenzen (SM1- Gruppe),
welche aus umfassenden phylogenetischen Analysen bayerischer Schwefelquellen gewonnen
wurden (Rudolph et al., 2004). Interessanterweise fallen in diese phylogenetische Gruppe weitere,
bereits hinterlegte Sequenzen, die aus weltweit verbreiteten Biotopen stammen. Diese Tatsache
lasst auf eine grofRe, Okologische Bedeutung der SM1- Gruppe in terrestrischen und marinen
Gebieten schlielen (Abb. 3; Rudolph et al., 2004).
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Halococcus morrhuae, X00682
Halobacterium salinarum, M38280
barkeri, M59144

SM1- group

GOEGK140 (Bad Gogging/ Germany), AJ631237
GOEGK143 (Bad Gogging/ Germany), AJ631240
SITK125 (Sittling/ Germany), AJ631242
HOEHK13 (Bad Hohenstadt/ Germany), AJ631248
$30-7 (rice field, Italy), AJ236515
GOEGK142 (Bad Gogging/ Germany), AJ631239
GOEGK141 (Bad Gogging/ Germany), AJ631238
DALK16 (Dalyan/ Turkey), AJ631253
SITK131 (Sittling/ Germany), AJ631241
HOEHK17 (Bad Hohenstadt/ Germany), AJ631250
DALK40 (Dalyan/Turkey), AJ631255
DALK39 (Dalyan/ Turkey), AJ631254
DALK13 (Dalyan/ Turkey), AJ631252
HSWK30 (Eschenlohe/ Germany), AJ631246
ABSS3 (rice roots), AJ227951
CIARC-3 lake, Spain), UEU239990
VIARC-1 (sulfi lake, Spain), UEU240004
HOEHK22 (Bad Hohenstadt/ Germany), AJ631249
ABS12 (rice roots), AJ227955
DALK4 (Dalyan, Turkey), AJ631251
WCHD3-30 i aquifer, USA), AF050612
PISA35 (deep: vent system, Japan), AB019748
SM1 euryarchaeon (IM and SM sites*), AJ296315
SAGMA-17 (gold mine fissure water, South Africa), AB050247
PILK13 (Pilzweg/ Germany), AJ631256
IMK19 (Islinger Miihlbach/ Germany), AJ631244
IMK14 (Islinger Miihlbach/ Germany), AJ631243
SMKS5 (Sippenauer Moor/ Germany), AJ631236
KTK 18A (Kebrit Deep/ Red Sea), AJ133623

KTK 28A (Kebrit Deep/ Red Sea), AJ133524
HSWK20 (Eschenlohe/ Germany), AJ631245

HSWKS6 (Eschenlohe/ Germany), AJ631247

SB95-72 (plankion/ Pacific Ocean), U76206
Picrophilus oshimae, X84901
7 M20822

|: TA1e6 (marine sediment/ Pacific Ocean), AF134389
CRA12-27cm (deep- sea sediment/ atlantic ocean), AF119123
formicicum, M36508

_|— Methanothermus fervidus, M59145
‘=—————————— Pyrococcus furiosus, U20163
AJ277124
Thermofilum pendens, X14835
0.10

Abbildung 3: Phylogenetischer Maximum- Parsimony Baum, basierend auf 16S rRNA-
Gensequenzen. Es werden euryarchaeelle Sequenzen gezeigt, welche aus mikrobiellen Proben
kalter, sulfidischer Quellen geographisch getrennter Orte in Slddeutschland und Dalyan
(Tirkei) gewonnen wurden (GOEG: Bad Gogging, SIT: Sittling, HOEH: Bad Hohenstadt,
DAL: Dalyan, SM: Sippenauer Moor, IM: Islinger Miihlbach). Aus: Rudolph et al., 2004.

In dieser Dissertation sollte die auflergewdhnliche mikrobielle Perlenkettengemeinschaft
hinsichtlich mehrerer Gesichtspunkte detailliert untersucht werden. Zundchst sollte die Analyse des
bakteriellen Partners des SM1 Euryarchaeons in den Perlenketten des Sippenauer Moors, spater
auch in einem anderen Biotop (Islinger Muhlbach), im Vordergrund stehen. Da die Kultivierung
des SM1 Euryarchaeons im Labor bisher ohne Erfolg geblieben war, sollte zudem ein System
geschaffen werden, welches die regelmaRige und zuverldssige Probenahme von mikrobiellen
Perlenkettengemeinschaften und damit die molekularbiologische und strukturelle Charakterisierung

dieses neuartigen, kélteliebenden Archaeons erlaubt.
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I11. Material und Methoden

1. Bezugsquellen

1.1 Chemikalien und Biochemikalien

Substanz Bezugsquelle

Acrylamid (2x kristallisiert)

Agar bacteriological (Agar No. 1)
Agarose 1000, High Resolution
Agarose NEEO Ultra- Qualitat
Agarose, Low Melting Point
Ampicillin, Na- Salz

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Aguaphenol™ und pH- Maker™
Avidin

Bind- Silan

Bisacrylamid (N,N'- Methylenbisacrylamid)
Bromphenolblau

BSA, Rinderserumalbumin
Casamino acids

Chloramphenicol

Citifluor AF-1

Coomassie Brilliant Blue R 250
DAPI (4,6 Diamidino-2-Phenylindol)
EDTA, Na.- Salz (Ethylendiamintetraessigsaure)
Epon 812 Resin- Mix

EtBr (Ethidiumbromid)

Ethanol,

Fibronektin

Ficoll

Glykogen

HCIO,, Natriumhypochlorid- Ldsung (Chlorbleichlauge)

Hefeextrakt

Hepes

IPTG (Isopropyl- B-D- Thiogalactosid)
Kanamycin, Monosulfat

Lambda DNA

Laminin

MES

MOPS

Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Osmiumtetroxid (kristallin), OsO,
Ovalbumin

Percoll Colloidal PVP

PET28a- Vektor

Polyglutamat

Polylysin

Ponceau S

RbCI

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Serdolit MB-1 (20- 50 mesh)
Saccharose (Sucrose)

TEMED (N,N,N',N'- Tetramethylethylendiamin)
Triethylamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Trockenmilchpulver

Trypton

Trypton- Pepton

Tween 20

Uranylacetat

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-Indolyl-B-D-Galactosid)

Serva, Heidelberg

Oxoid LTD., Basingstoke (UK)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Appligene, Heidelberg

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
LKB- Produkter AB, Brommer (S)

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Difco Laboratories, Detroit (USA)

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
UKC, Chem. Lab., Canterbury (GB)

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Fluka, Buchs (CH)

Serva, Heidelberg

J. T. Baker, Deventer (NL)

BD GmbH, Heidelberg

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
MBI Fermentas, St. Leon- Roth

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Difco Laboratories, Detroit (USA)

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
ICN, Biochemicals GmbH, Eschwege
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
MBI Fermentas GmbH, St. Leon- Roth

BD GmbH, Heidelberg

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Plano, Wetzlar

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Novagen, Madison (USA)

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Serva, Heidelberg

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
USB, Cleveland (USA)

Domspitz, Regensburg

Difco Laboratories, Detroit (USA)

Difco Laboratories, Detroit (USA)

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Tabelle 2: Bezugsquellen der Chemikalien und Biochemikalien

Alle sonstigen verwendeten Chemikalien wurden von VWR, Darmstadt bezogen. Der Reinheitsgrad der

Substanzen war, sofern nicht anders angegeben, p.a..
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1.2 Molekularmassenstandards

Standard
25 bp- DNA Leiter
DIG- Standard, Lambda DNA Standard/ EcoRI+ HindlIl
Lambda DNA Standard/ EcoRI+ HindlII
Protein Leiter, 10- 200 kDa
Protein Leiter; 10- 180 kDa (prestained)

Bezugsquelle
Life Technologies, Gaithersburg (USA)
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
MBI Fermentas GmbH, St. Leon- Roth
MBI Fermentas GmbH, St. Leon- Roth
MBI Fermentas GmbH, St. Leon- Roth

Tabelle 3: Bezugsquellen der Molekularmassenstandards

1.3 Sekundare Antikorper

Antikorper Label
anti- DIG (Fab fragments) Alkalische Phosphatase (AP)
anti- His- Tag -
anti- Huhn IgY (H+L) CY3

12 nm Gold
Merrettich- Peroxidase

anti- Huhn IgY (H+L)
anti- Huhn IgY (H+L)

anti- Huhn IgY (H+L) FITC
Alkalische Phosphatase (AP)
Alkalische Phosphatase (AP)

anti- Kaninchen 19G (H+L)
anti- Maus 1gG

produziert in Bezugsquelle

Schaf Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Maus Novagen, EMD Biosciences Inc., Madison (USA)
Kaninchen Dianova, Hamburg

Esel Dianova, Hamburg

Kaninchen Dianova, Hamburg

Kaninchen Dianova, Hamburg

Ziege Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Ziege Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Tabelle 4: Bezugsquellen der markierten Antikdrper

1.4 Reaktionskits
Kit

BCA Protein Assay Reagent
Original TA Cloning® Kit
Qiagen DNeasy Tissue Kit
Qiagen PCR Cloning Kit
Qiaprep Spin Miniprep Kit
Qiaquick Gel Extraction Kit (50)
RNeasy Mini Kit

Bezugsquelle

Pierce, Rockford (USA)
Invitrogen BV, Groningen (NL)
Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Tabelle 5: Bezugsquellen der Reaktionskits

1.5 Enzyme

Enzyme incl. Reaktionspuffer
Alul, Hhal, Hinfl, Rsal
AmpliTag DNA- Polymerase (LD)
GL-Taq DNA Polymerase
Pronase
Protease (Subtilisin A)
Proteinase K
Transferase
Trypsin

Bezugsquelle
MBI Fermentas GmbH, St. Leon Roth
Perkin Elmer Biosystems- Roche, Branchburg (USA)
GL Bio Tech, Bremen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
VWR, Darmstadt
MBI Fermentas GmbH, St. Leon Roth
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Tabelle 6: Bezugsquellen der Enzyme

Alle weiteren verwendeten Enzyme wurden von der Firma New England Biolabs, Frankfurt bezogen.
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1.6 PCR- Primer und Oligonukleotidsonden

Alle verwendeten Primer und Oligonukleotidsonden wurden von der Firma Qiagen GmbH, Hilden bzw.
der Firma Metabion GmbH, Martinsried synthetisiert.

1.7 Gase
Alle Gase wurden von Firma Linde Technische Gase GmbH, Hollriegelskreuth bezogen.

1.8 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial
Cellulose- Filter, Nr. 595
Centricon YM-30 centrifugal filter devices

Deckgléser fir Mikroskopie, 20x 20 mm
24x50mm

Dialyseschlduche (Visking, 16mm, MWCO 12-14000)
DIG Easy Hyb (Hybridisierungspuffer)
Eppendorf- ReaktionsgefaRe (1,5 und 2,0 ml)
Filterpapier Whatman 3MM

Glasperlen, 0,17- 0,18 mm

Kanlen

Kontaminationsfreie Aerosolfilter- Pipettenspitzen
Kupfergrids G400/ G600

Microcon 100- Filter

NBT/BCIP stock solution

Nylon- Membran Biodyne B

Objekttréger, Epoxidharz beschichtet
Objekttrager, Glas

Parafilm "M"® Laboratory Film

Pasteurpipetten

pH- Indikatorstdbchen

Phase Lock Gel Light

Pipettenspitzen

Plastikpetrischalen

PVDF- Membran Imobilon P

Reaktionsgefale (PCR- Cups) 0,2 und 0,6 ml
SchraubdeckelreaktionsgefaR (Falcon Tubes™), 50 und 15 ml
Spritzen, steril, 1 ml

Sterilfilter (0,1 um und 0,22 um Porenweite)
Zahnstocher

Bezugsquelle
Schleicher& Schuell, Dassel
Millipore, Schwalbach

P. Marienfeld KG, Lauda- Konigshofen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Eppendorf, Hamburg; Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Biometra GmbH, Géttingen

Braun Biotech International GmbH, Melsungen
Henke Sass Wolf GmbH, Tuttlingen

Gilson, Inc., Middleton (USA)

Plano, Wetzlar

Amicon, Witten

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Pall Gelman Laboratory, Ann Arbor (USA)

P. Marienfeld KG, Lauda- Konigshofen

P. Marienfeld KG, Lauda- Konigshofen
American National Can™, Chicago (USA)
Brand GmbH, Wertheim

VWR, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg

Abimed Analysentechnik GmbH, Langenfeld
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Millipore, Schwalbach

BIOzym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf
BD GmbH, Heidelberg

Ersta, Maersk (DK)

Pall Gelman Laboratory, Ann Arbor (USA)
Fackelmann, Hersbruck

Tabelle 7: Bezugsquellen des Verbrauchsmaterials

1.9 Sonstiges
Sonstiges

Aluminiumringe

Glasgerate (wenn nicht anders angegeben)
Glaszentrifugenroéhrchen

Gummistopfen

Live/ Dead®BacLight™

Polyamid- Féaden

Polyethylen- Netze und F&den
RollrandgeféaRe, 5 ml

Stahlhaken

UZ- Zentrifugenbecher

Bezugsquelle
Bellco Glass, New Jersey (USA)
Schott Glas, Mainz
DuPont Instruments, Wilmington (DK)
Deutsch & Neumann GmbH, Berlin
Molecular Probes Inc. Europe BV, Leiden (NL)
Conacord, Lippstadt
Helac, Kassel
Macherey & Nagel, Duren
Mech. Werkstatt, Uni Regensburg
Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Tabelle 8: Sonstige Bezugsquellen
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2. Sterilisation

Puffer, Medien, Stammldsungen und original Moorwasser wurden in einem Autoklaven (SANOclav, Wolf,
Geislingen) fur 20 min bei 121°C und 200 kPa Druck sterilisiert. Glasgerdte, Reaktionsgefafe,
Pipettenspitzen usw. wurden unter gleichen Bedingungen 40 min autoklaviert. Hitzeempfindliche Ldsungen
wurden mittels Sterilfilter (Porengrofe 0,22 pm) sterilisiert.

3. Probenahmen und Messungen an sulfidischen Quellen

3.1 Probenahmen

Die Entnahme mikrobieller Perlenketten (Perlendurchmesser: 0,5- 3,0 mm) oder verschiedenartiger
Mikrobenmatten aus den sulfidhaltigen Quellen und deren Bachldufen erfolgte, wenn nicht anders
angegeben, mittels einer sterilen Pinzette. Gallertartige Strukturen wurden mittels einer sterilen 1 ml
Spritze abgesaugt. Die Proben wurden sofort in sterile Eppendorf- ReaktionsgefdRe Oberfihrt, in die
bereits 1 ml Quellwasser vorgelegt worden war. Proben fir FISH wurden sofort mit Fixierungsldsung
versetzt (s. 11.13.4; Endkonzentration Formaldehyd: 3%; wi/v). Fiir die Entnahme von Proben fiir DNA-
Isolierungen und phylogenetische Untersuchungen wurden Pinzetten und Probenahmegefalle zuvor mit
Chlorbleichlauge (5% HCIO4; w/v) behandelt, um eventuelle Verunreinigungen durch Fremd- DNA zu
entfernen. Entnommene Proben wurden kihl (4°C) transportiert und gelagert.

3.2 Messungen

Fur die Temperaturmessung von Luft und Wasser wurde ein zu einem Stabthermometer umgebautes
Digitalthermometer (GTH1150, Greisinger electronic GmbH, Regenstauf) verwendet. Der Sulfidgehalt
des Quellwassers wurde mit einem kolorimetrischen Hydrogensulfidtest (VWR, Darmstadt) ermittelt. Die
Bestimmung des pH- Werts erfolgte mit einer pH- Einstabmesskette des Multifunktionsmessgeréts
MultiLine P4 (WTW, Weilheim). Die Leitfahigkeitsmessung wurde mit der TetraCon® 325 Sonde, die
Sauerstoffmessung mit der CellOx 325 Sonde des Multifunktionsmessgerats MultiLine P4 durchgefiihrt.

4. Ziuchtung und selektive Gewinnung des SM1 Euryarchaeons

Bei allen im Labor durchgefiihrten Schritten wurde auf ausreichende Kihlung der mikrobiellen Proben
geachtet. Die Zellsuspensionen wurden entweder auf Eis oder im Kuhlraum (10°C) gelagert.

4.1 In situ- Kultivierung mikrobieller Perlenkettengemeinschaften

Alle Netze und Faden wurden, bevor sie in der Umwelt verwendet wurden, mit 70% Ethanol (v/v)
behandelt. Netze und F&den wurden mittels Stahlhaken in der Strémung befestigt. Faden wurden nur an
einem Ende befestigt, so dass sie frei flotierend im Wasserlauf hingen.

Fur den Erhalt groerer Mengen an Biomasse wurden Polyethylen- Netze mit einer GesamtgréRe von
10 m2 verwendet. Die Netze wurden mehrere Male gefaltet und im sulfidhaltigen Quellwasser quer zum
Bachlauf mit Stahlhaken befestigt.
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4.2 Ernte und selektive Gewinnung des SM1 Euryarchaeons (*Aufreinigung®)

Nach sechs Tagen Inkubation wurde das nun mit mikrobiellen Perlen und Verdickungen iberzogene Netz
herausgenommen und durch Schiitteln mit 1 | sterilem Moorwasser in einer 2 I- Glasflasche abgewaschen
und anschlieRend fiir 16 h bei 10°C stehend gelagert. Der resultierende Uberstand wurde zentrifugiert
(Sorvall RC-5C+, SS34- Rotor, 17000 Upm, 15 min, 10°C) und das Pellet in 10 ml sterilem Moorwasser
resuspendiert. 1 ml dieser Zellsuspension wurde vorsichtig auf einen Percoll- Gradienten (s. 11.4.3)
aufgetragen und zentrifugiert (6000 Upm, 15 min). AnschlieRend wurde der Gradient in 0,5 ml- Portionen
fraktioniert und davon jeweils 15 pl fir die Analyse der mikrobiellen Zusammensetzung durch FISH

verwendet.

4.3 Herstellung eines Percoll- Gradienten

Percoll wurde mit sterilem Moorwasser gemischt (15% Percoll, v/v) und zu je 10 ml in 15 ml-
Glaszentrifugenrohrchen gefiillt. Der Gradient wurde durch Zentrifugation (Sorvall RC-5C+, SS34-
Rotor, 12000 Upm, 60 min) etabliert und war - wenn stehend ohne Erschitterung gelagert - fiir einige
Tage im Kihlschrank haltbar.

4.4 Selektive Gewinnung des SM1 Euryarchaeons ohne Percoll

Fur die selektive Gewinnung des SM1 Euryarchaeons ohne Verwendung eines Percoll- Gradienten
wurden die bewachsenen Polyethylennetze in moglichst geringen Mengen sterilen Moorwassers (ca. 200
ml) ausgewaschen. Die erhaltene Zellsuspension wurde fur 16 h bei 10°C gelagert. Der resultierende
Uberstand wurde in 1,5 ml Eppendorf- ReaktionsgefaBe uberfilhrt und zentrifugiert (Eppendorf-
Kihlzentrifuge 5810R, F45-30-11 Rotor, 14000 Upm, 10 min, 10°C). Dabei entstand tber dem braunen
Pellet eine weille 'Wolke', welche mehr als 95% SM1 Euryarchaeon enthielt. Diese Wolke wurde
vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und, falls notig, mit sterilem Moorwasser verdiinnt und erneut
zentrifugiert.

4.5 SM1 Biofilme

Neben der SM1- Aufreinigung aus Polyethylennetz- Populationen wurden flr vergleichende Analysen die
erst kdrzlich entdeckten, euryarchaeellen SM1 Biofilme herangezogen. Dabei handelt es sich um
gallertartige Ansammlungen von SM1 Euryarchaeen, welche besonders im Bereich des Islinger
Mihlbachs durch das Aufspannen von Netzen in tieferen Quellbereichen gewonnen werden konnten
(Henneberger, 2002; vgl. 111.4.3). Die Reinheit der Archaeen betragt dabei bereits ca. 90%, konnte aber
durch Resuspendieren in sterilem Originalwasser und Zentrifugation (Eppendorf- Kihlzentrifuge 5810R,
F45-30-11 Rotor, 14000 Upm, 10 min, 10°C) auf bis zu 95% erhoht werden.
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5. Biologische Untersuchungen des SM1 Euryarchaeons

5.1 Lebend-/Tot- Farbung

Die Farbung mit dem Live/ Dead®BacLight™- Farbstoff wurde gemaR Herstellerangaben durchgefiihrt,
jedoch statt bei Raumtemperatur auf Eis. Lebende Zellen konnten mittels Epifluoreszenzmikroskopie
durch ihre leuchtend grine Farbung identifiziert werden, tote Zellen waren rot gefarbt. Die
Differenzierung beruht auf der Aktivitdt des Membranpotentials und damit auf der Intaktheit der
Membran.

5.2 Temperatur und Sauerstoff

Diese Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Dipl. Biol. Marcus Koch! durchgefiihrt. Als Medium
wurde original Moorwasser verwendet. Fur die Herstellung anaerober Medien wurde das Wasser zundchst
mit N, durchgast und im Anaerobenzelt (Coy, Michigan, USA; Gasgemisch N./H,= 95:5, v/v) zu je 2 ml
in 5 ml RollrandgeféaRe abgefillt. Diese wurden anschliefend mit einem Gummistopfen verschlossen und
mit Aluminiumringen gesichert. Anschliefend erfolgte dreimalige Evakuierung und Begasung mit N,
(1 bar Uberdruck). Die RollrandgefaBe wurden nach dem Beimpfen mit ‘aufgereinigten’ SM1-
Zellfraktionen bei verschiedenen Temperaturen (-2 bis 60°C) bzw. Sauerstoffkonzentrationen (0 bzw.
21%) in Wasserbadern inkubiert. Durch regelméiige Probenahme und deren Analyse mittels Live/
Dead®BacLight™- Farbstoff konnten Aussagen (ber die Temperatur- und Sauerstoffvertraglichkeit der
SM1 Archaeen getroffen werden.

5.3 pH- Wert

Die Zellen wurden in Moorwasser mit unterschiedlichen pH- Werten (pH 3 bis pH 11, mit HCI bzw.
NaOH eingestellt) aufgenommen und bei 10°C UGN inkubiert. In gewissen Abstanden wurden Proben
entnommen und mit Live/Dead®BacLight™- Farbstoff betrachtet.

5.4 SDS
Nach Zugabe von 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1 bzw. 0,5% (w/v) SDS wurden die Zellen bei 10°C
inkubiert und nach gewissen Zeitabstanden mittels Live/Dead®BacLight™- Farbstoff analysiert.

5.5 Salz

Fur den Salzvertréglichkeitstest wurde synthetisches Meerwasser (Huber et al., 1990) verwendet, um den
Mangel verschiedener lonen bei der alleinigen Zugabe von NaCl zu verhindern. Die Zellen wurden
entweder in entionisiertem Wasser oder Meerwasser in verschiedenen Verdiinnungsstufen (0,02- 1x)
aufgenommen und mit Live/Dead®BacLight™ untersucht.

5.6 Proteinase K

Die Zellen wurden mit Proteinase K behandelt (0,5- 5 mg/ml) und bei 10°C UN inkubiert. Wiederum

1 Lehrstuhl far Mikrobiologie, Universitat Regensburg
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wurden die Zellen mittels Live/Dead®BacLight™ analysiert und zusatzlich einer Immuno- FISH (s.

11.15.3) unterzogen.

57 EDTA

Die Behandlung der Zellen mit Na, EDTA (1 bis 100 mM) wurde UN bei 10°C durchgefuhrt. Die
Auswirkung des Entzugs zweiwertiger lonen auf die Zelllebensfahigkeit wurde mittels
Live/Dead®BacLight™- Farbstoff festgestellt.

5.8 Gram- Farbung
Die Gram- Farbung wurde wie bei Rodina (1972) beschrieben durchgefihrt.

5.9 Katalase

Der Test auf Katalase wurde laut Stellmach (1988) durchgefiinrt. Als Vergleichsstimme wurden
Chromobacterium violaceum (positiv) und Aeropyrum Grill L3A (negativ) verwendet. Weiterhin wurde
eine Nullkontrolle (H.O) und eine Positivkontrolle (Enzym) eingesetzt.

1,0 ml der Untersuchungslosung wurde zunéchst in einem 100 ml- Erlenmeyerkolben auf 37°C temperiert
und anschliefend mit 5,0 ml H.O.- Ldsung (0,038%, wi/v; 37°C) versetzt. Nach 5 min wurde die Reaktion
mit 2 ml 1 N Schwefelsdure abgestoppt. Nach der Zugabe von 1 ml Kaliumiodidlésung (10%, wiv), 1
Tropfen Ammoniumheptamolybdatlésung (x 4 H.O, 1%, w/v) und 5 Tropfen Stérkel6sung (0,5%, w/v)
wurde mit Natriumthiosulfatldsung (0,005 N) bis zur Entférbung titriert.

6. Phasenkontrast- und Epifluoreszenzmikroskopie

Fur die Phasenkontrastmikroskopie wurde ein Standard 16 Mikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen) verwendet.
Die Epifluoreszenzmikroskopie wurde an einem Olympus BX60- Mikroskop (Olympus Optical Co. GmbH,
Hamburg) mit UV- Ausstattung durchgefihrt.

Folgende Filtersatze (AHF analysentechnik AG, Tibingen) standen fir die Epifluoreszenzmikroskopie zur

Verfligung:
Farbstoff Anregungsfilter Teilerspiegel Sperrfilter
CY3 HQ 546/12 Q560 LP HQ 585/40
DAPI BP 360-370 DM 400 BA 420
Rhodamin Green™, FITC HQ 480/40 Q505 LP HQ 527/30
Live/Dead®BacLight™ BP 470- 490 DM 500 BA 515

Tabelle 9: Fluoreszenz- Filtersatze des Olympus BX 60 Phasenkontrastmikroskops

Digitale Aufnahmen wurden mit einer Coolpix990 (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) erstellt, welche tber
einen passenden Adapter (Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg) am Mikroskop befestigt wurde.
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7. Transmissions- Elektronenmikroskopie (TEM), Cryo- Elektronen-

tomographie und konfokale Laserscanningmikroskopie (CLSM)

7.1 Transmissions- Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen (aufler Cryo- Elektronentomographie) wurden an einem
Philips CM12 Transmissions- Elektronenmikroskop (FEI Co., Eindhoven, NL) durchgefiihrt. Die
Beschleunigungsspannung fir die durch eine LaBs- Kathode erzeugten Elektronen betrug 120 kV. Zur
Dokumentation wurde eine Slow- Scan- CCD- Kamera (TVIPS- Tietz GmbH, Gauting) verwendet.

7.1.1 Herstellung eines Suspensionspraparats

Fur ein Suspensionspraparat wurden 5- 10 pl der jeweiligen Protein- oder Zellsuspension auf ein
kohlebeschichtetes, beglimmtes Kupfergrid (G400) pipettiert. Durch Beglimmen (Harrick Plasma
Cleaner/Sterilizer, PDC-3xG, Harrick Scientific Corporation, New York, USA) wurde die hydrophobe
Oberflache des Grids hydrophilisiert, so dass eine Benetzung mit wéssrigen Losungen moglich wurde.
Nach etwa 1 bis 2 min wurde die Flissigkeit von der Rickseite des Grids mittels eines Filterpapiers
abgezogen. Das Grid wurde anschlieRend 1-2 mal mit H.O bidest gewaschen.

7.1.2 Kontrastierung des Suspensionspraparats

Schwermetallbeschattung: Nach Lufttrocknung wurde das Praparat in der Hochvakuum-
Bedampfungsanlage (CFE 50, Cressington Ltd., Watford, UK) mit Platin bedampft (1 nm, Winkel:
15°).

Negativkontrastierung: Das Préparat wurde fiir etwa 20s mit Uranylacetat (3%, w/v) behandelt und

anschlieend an der Luft getrocknet.

7.1.3 Gefrieratzung

Die Zellsuspension wurde durch Zentrifugation (Sorvall RC-5C+, SS34- Rotor, 15000 Upm, 10 min,
10°C) sehr stark aufkonzentriert. 1 pl dieser Suspension wurde in einen Goldtrager (Bal-Tec, Witten/
Ruhr) Gberfiihrt und sofort in flissigem Stickstoff bei -196°C schockgefroren. Auf eine chemische
Vorfixierung der Zellen wurde verzichtet. Die gefrorene Probe wurde sofort in die auf -180°C
vorgekiihlte Hochvakuum- Bedampfungsanlage (CFE 50, Cressington Ltd., Watford, UK)
eingeschleust und auf -97°C erwdrmt. Die Probe wurde anschlieBend mit einem -180°C kalten Messer
gebrochen. Danach wurde das gefrorene Oberflachenwasser im Hochvakuum fiir 4 min sublimiert. Es
folgte eine Bedampfung mit 1 nm Platin/ Kohle (45°), zur Stabilisierung wurde eine weitere,
senkrechte Bedampfung (10 nm) durchgefuhrt. Das Metall- Kohle- Replika wurde auf H.SO, (70%,
wi/v) abflotiert und Uber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte noch zweimal eine Umsetzung des
Replikas auf quarzdestilliertes Wasser und wurde letztendlich auf ein beglimmtes, hexagonales
Kupfergrid (G600) aufgebracht.
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7.1.4 Einbettung von Zellen und Mikrotomie

Die Zellen wurden in Cellulosekapillaren aufgenommen und in Aceton und OsO. gefriersubstituiert.
AnschlieBend wurden die Kapillaren in Epon/ Araldite eingebettet. Die Ultradiinnschnitte wurden mit
Uranylacetat kontrastiert (Rieger et al., 1995).

7.1.5 Bildverarbeitung elektronenmikroskopischer Daten

Die Bildverarbeitung elektronenmikroskopischer Daten wurde von Dr. Reinhard Rachel?> und Dr.
Harald Engelhardt® durchgefiihrt.

Zur Rekonstruktion des S- Layer* Reliefs wurde eine Bildverarbeitung nach Engelhardt (1988)
durchgefiihrt. Fur die Periodizitatsanalyse der Hamistruktur® wurden elektronenmikroskopische Bilder
von negativkontrastierten Hami ausgewahlt und eine Rauschreduzierung durch Fourier- Filterung
durchgefiihrt (SEMPER image processing system, Saxton, 1996).

7.1.6 EDAX®- Analyse

Eine Perle wurde mit einer Pasteurpipette vorsichtig resuspendiert und einzelne sichtbare Thiothrix-
Flocken herausgepickt. Diese wurden auf beglimmte, kohlebeschichtete Grids aufgebracht und im
Transmissions- Elektronenmikroskop (Philips CM30) untersucht. Die Messungen wurden von Jorg
Raabe’ durchgefilhrt. Die Detektion der Rontgenstrahlung erfolgte hierbei durch einen Si(Li)-
Halbleiterdetektor mit Be- Fenster. Bei der EDAX- Analyse konnten nur Elemente mit Ordnungszahl
11 und héher detektiert werden.

7.2 Cryo- Elektronentomographie

Cryo- Elektronentomographie wurde in Zusammenarbeit mit Dipl. Biol. Ariane Briegel* am MPI fir
Biochemie in Martinsried durchgefihrt.

5 pl einer Zellsuspension in Original- Moorwasser wurden auf ein mit 5 nm kolloidalem Gold bedecktes
Lochgrid aufgetragen. Nach Absaugen (berschiissiger Flissigkeit (Blotten) wurde die Probe durch
Schockgefrieren in fliissigem Ethan vitrifiziert (Dubochet et al., 1988).

Die Probe wurde wahrend der Datengewinnung in einem speziellen Probentrdger durch flissigen
Stickstoff stdndig geklhlt. Die Daten wurden an einem Philips CM300 Transmissions-
Elektronenmikroskop aufgezeichnet. Dieses Mikroskop war mit einer Feldemissionskathode und einem
Energiefilter ausgestattet und arbeitete mit einer Beschleunigungsspannung von 300 kV. Die Kippserie
wurde in einem Bereich von -60° bis +67° und einem Winkelabstand von 1,5° aufgezeichnet. Die
Abbildungen wurden mit einer VergroRerung von 43975 und mit einem Defocus von -12 pum unter
Niederdosisbedingungen aufgezeichnet. Die Auswahl der Positionen, an denen Tomogramme

~owN

~N o O

Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Universitat Regensburg

Max- Planck- Institut fir Biochemie, Abt. Molekulare Strukturbiologie, Am Klopferspitz 18, 82152 Martinsried
Als S- Layer (Surface Layer) werden Oberflachenproteine von Mikroorganismen bezeichnet, die sich durch eine
regelméaBige, kristalline Struktur auszeichnen.

Als Hami werden die filamentartigen Oberflachenanhéngsel des SM1 Euryarchaeons bezeichnet. S. 111.3

EDAX: energy despersive analysis of x- rays

Lehrstuhl fir angewandte und experimentelle Physik, Universitat Regensburg
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aufgenommen wurden, musste allein durch den Abstand (ca. 2 um) von einer SM1- Zelle bestimmt
werden, da die Niederdosisbedingung kein unmittelbares Erkennen der Hami erlaubte.

Das Alignment der einzelnen Projektionen erfolgte mit Hilfe der kolloidalen Golpartikel als Marker. Fir
die Oberflachendarstellung der Hami wurde zunéchst der Datensatz mit Hilfe der nichtlinearen,
anisotropen Diffusion entrauscht (Frangakis und Hegerl, 2001). Die 3D- Visualisierung wurde mit der
AMIRA Software (Indeed- Visual Concepts GmbH, Zuse Institut, Berlin) durchgefihrt.

7.3 Konfokale Laserscanning- Mikroskopie (CLSM)

7.3.1 Proben und deren Vorbereitung

Alle mikrobiellen Proben wurden vor der Analyse fixiert und einer FISH in Suspension (s. 11.13.6)
unterzogen. Wéhrend der gesamten Vorbereitung der Proben wurde darauf geachtet, dass keine
strukturelle Veranderung auftrat; aus diesem Grund wurde auch keine Dehydratisierung durch Ethanol
wie bei herkémmlicher FISH durchgefihrt.

7.3.1.1 Mikrobielle Perlenkettengemeinschaft

Ausgewdhlte Perlen aus dem Sippenauer Moor wurden zunéchst mit Thiothrix- spezifischen
Sonden (TN1) und dem Archaeen- spezifischen ARCHMix (s. 11.13) hybridisiert. AnschlieRend
wurden die Perlen mit Einbettungsmedium vermischt (Tissue-Tek, Wiles Inc. Diagnostic Div.,
USA), auf einen Trager aufgebracht und in flissigem Stickstoff eingefroren. Mittels eines
Kryomikrotoms (Leica CM 3000, Leica Microsystems AG, Wetzlar)® wurden 60 pm dicke Schnitte
angefertigt. Diese wurden auf einen Objekttrager (SuperFrost- Objekttrager, Fa. Menzel- Gléser,
Ratingen) aufgebracht, in Citifluor eingebettet, mit einem Deckglas mit Abstandhaltern abgedeckt
und bis zur Analyse bei -20°C im Dunkeln gelagert.

7.3.1.2 SM1 Biofilme

SM1 Biofilme aus dem Sippenauer Moor und dem Islinger Muhlbach wurden zunédchst mit
Bacteria- (Eub338) und Archaea- (ARCHMIx) spezifischen Sonden (s. 11.13.5) hybridisiert. Die
Biofilme wurden im Flussigkeitsfilm auf Objekttrdger Ubertragen, mit einem Deckglas mit
Abstandshaltern bedeckt und sofort analysiert.

7.3.2 Aufzeichnung und Bearbeitung der Daten

Die abschliefende Bildverarbeitung und -auswertung wurde jeweils mit dem Zeiss LSM Image
Browser Version 3,1,0,97 (Carl Zeiss GmbH, 1997- 2001) durchgefiihrt.

8 freundlicherweise zur Verfligung gestellt vom Lehrstuhl fiir Zoologie (Prof. Schneuwly), Universitat Regensburg
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7.3.2.1 Analyse der Perlenkettengemeinschaft

Fur die dreidimensionale Analyse der Perlen wurde ein CLSM (LSM 510 Meta, Carl Zeiss,
Oberkochen) freundlicherweise von Fa. Zeiss zur Verfugung gestellt. Es wurden Bilderstapel von
bis zu 30 um Tiefe aufgenommen, der Abstand der einzelnen Bildschnitte lag dabei bei 0,4 pm.
Die verwendeten Fluoreszenzfilter waren LP 505 bzw. LP 560 und die Anregungswellenldnge
betrug 488 bzw. 543 nm.

7.3.2.2 Analyse der SM1 Biofilme

Die konfokale Laserscanning- Mikroskopie der Biofilme wurde an einem LSM5 Pascal (Carl Zeiss,
Oberkochen) in Zusammenarbeit mit Jan Malinski® durchgefiihrt. Je nach Probenbeschaffenheit
wurden Bilder- Stapel von bis zu 50 um Tiefe aufgenommen. Der Abstand der einzelnen
Bildschnitte lag dabei bei 0,5 pm. Als Objektiv wurde Plan- Apochromat 100x/ 1,4 Ol verwendet.
Die verwendeten Fluoreszenzfilter waren BP505-530 bzw. LP 585 und es wurde mit den
Wellenldngen 488 bzw. 543 nm angeregt.

8. DNA- Isolierung und Konzentrationsbestimmung
8.1 DNA- Isolierung

Die DNA- Isolierung wurde nach Barns et al., 1994 (modifiziert) durchgefiihrt.

8.1.1 Losungen
DNA- Isolierungspuffer A

NaCl 100 mM
Tris/HCI, pH 8,0 500 mM
NasCitrat 1 mM

Alle Bestandteile wurden in hochreinem Wasser (LiChrosolv) unter der
Sterilbank gel6st. Alle bendtigten Gerate wurden zuvor mit Chlorbleichlauge
(5% , w/v) behandelt.

DNA- Isolierungspuffer B

NaCl 100 mM
Tris/HCI, pH 8,0 200 mM
SDS 4% (wiv)

Alle Bestandteile wurden in hochreinem Wasser (LiChrosolv) unter der
Sterilbank geldst. Alle benétigten Gerdte wurden zuvor mit Chlorbleichlauge
(5% ; wiv) behandelt.

Phenol, puffergesattigt

Zur Neutralisation des sauren, wassergesattigten AquaPhenol™ wurden 5 ml pH
Maker™ Losung (pH 7,5) mit H.O bidest auf 50 ml aufgefiillt und mit dem
Phenol gut vermischt. Nach Trennung der beiden Phasen wurde der wéssrigen
Phase ein Aliquot zur Kontrolle entnommen, mit H,O bidest zweifach verdinnt
und mit einem pH- Meter kontrolliert. AnschlieBend wurde das Phenol mit
Argon Uberschichtet und das AquaPhenol™ abgedunkelt bei 4°C aufbewahrt.

9 Wissenschaftlicher Mitarbeiter an der Biologischen Fakultat, Universitat Regensburg
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8.1.2 Durchfihrung

Mikrobielle Umweltproben wurden zunéchst in einem Eppendorf- Reaktionsgefall bei 20.000 Upm
zentrifugiert (Sorvall- Kiihlzentrifuge RC5C+, SS34 Rotor, 15 min, 4°C) und der Uberstand
abgezogen. Das Pellet wurde anschlieBend in 50- 150 ul Puffer A resuspendiert und mit der gleichen
Menge Puffer B versetzt. Zur vollstdndigen Lyse der Zellen wurde die Probe bis zu dreimal bei -80°C
(Kelvinator Heraeus HFU 686 Top, Heraeus Instruments GmbH, Hanau) eingefroren und kurz bei
56°C im Heizblock (Eppendorf Thermostat 5320, Eppendorf, Hamburg) aufgetaut. Die Lyse der
Zellen wurde im Lichtmikroskop kontrolliert.

Zur besseren Phasentrennung wurde das Phase Lock Gel Light verwendet. Das Gel wurde direkt vor
Gebrauch ca. 20- 30 s bei 14.000 Upm (Eppendorf- Kiihlzentrifuge 5810R, F45-30-11 Rotor, 15°C)
pelletiert. Auf dieses so vorbereitete Gel wurde nun das Zell- Lysat gegeben und mit dem gleichen
Volumen Phenol versetzt. Nach vorsichtigem Mischen und Zentrifugation (5 min, 14.000 Upm, 15°C)
wurde der resultierende, Gber dem Gel liegende Uberstand mit 1 Volumen einer 1:1- Mischung von
Phenol und Chloroform/lsoamylalkohol (24:1, v/v) gemischt und erneut zentrifugiert (5 min, 14.000
Upm, 15°C). Anschliefend wurde die wéssrige Phase durch Zugabe von 1 Volumen Chloroform/
Isoamylalkohol (24:1) ausgeschdittelt. Nach einer weiteren Zentrifugation (5 min, 14.000 Upm, 15°C)
konnte die wassrige Phase abgenommen und in ein neues Eppendorf- Reaktionsgefdl uberfiihrt
werden. Zur Féllung wurde die Lésung entweder mit 0,6 Volumen Isopropanol (mind. 1 h, RT) bzw.
mit 2 Volumen Ethanol und 1 pl Glykogen (20 mg/ml) pro 1 ml wéssrige Phase (mind. 2 h, -20°C)
inkubiert. Durch eine Zentrifugation (Sorvall- Klhlzentrifuge RC5C+, SS34 Rotor, 20.000 Upm, 30
min, 4°C) wurde die DNA pelletiert, zweimal mit 1 VVolumen eiskaltem Ethanol (70%, v/v) gewaschen
und erneut abzentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde anschlielend im Exsikkator getrocknet. Die
DNA wurde in 10- 25 pl hochreinem Wasser (LiChrosolv) vorsichtig gelost.

8.2 DNA- Isolierung mit Reaktionskit
Die DNA- Isolierung mit dem Qiagen DNeasy Tissue Kit wurde nach Anleitung des Herstellers
durchgefihrt.

8.3 Nukleinsduren- Konzentrationsbestimmung

8.3.1 Photometrische Bestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinséureldsungen wurde mit einem Spektralphotometer
DU640 (Beckman Instruments, Fullerton, USA) in einer 100 pl Quarzkiivette (Hellma GmbH,
Millheim) die optische Dichte (OD) bei A= 260 bzw. 280 nm gemessen. Aus dem Verhéltnis
OD2s0/OD2s0 konnte die Reinheit der Nukleinséuren abgeschatzt werden (Maniatis et al., 1989;
Tab. 10). Die Konzentration der Losung lieB sich nach folgender Formel berechnen:
Konzentration= Verdunnungsfaktor x OD,e X Spez. Konzentration.
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Nukleinsdure Spezifische Konzentration
(OD2s0= 1)
Genomische DNA 50 pg/ mi
DNA- Oligonukleotide 20 pg/ mi
Plasmid- DNA 20 pg/ ml
RNA 33 pg/ mi

ODZGO/ODZSO

1,8
1,8
1,8-2,0
2,0

Tabelle 10: Konzentrationsbestimmung nach Maniatis et al., 1989

8.3.2 Bestimmung mittels Ethidiumbromid- Agaroseplatten

EtBr- Agaroseplatten

Agarose (NEEO)

Tris/HCI, 1M, pH 7,5
EDTA, 0,5M, pH 8,0
Ethidiumbromid (10 mg/ ml)
H-O bidest

5g

5mil

1ml

0,25 ml
ad 500 ml

Die Agarose wurde zunidchst durch Erwédrmen in H,O geldst. Nach dem
Abkiihlen erfolgte die Zugabe der restlichen Bestandteile. Die L&sung wurde so
dunn wie mdglich in Plastikpetrischalen gegossen und nach dem Erstarren bei
4°C im Dunkeln aufbewahrt.

Zur schnellen Abschatzung von DNA- Konzentrationen wurde 1 pl der zu untersuchenden Lésung
auf die EtBr- Agaroseplatte aufgetiipfelt und nach kurzer Einwirkdauer mit einem bereits vorher
aufgebrachten Standard (je 1 pl Lambda- DNA- Standard: 3, 6, 12, 25, 50, 100 ng/ pl) unter UV-
Licht (UV- Schirm, Herolab GmbH, Wiesloch) verglichen.

9. Polymerase- Kettenreaktion (PCR)

9.1 Losungen

Nukleotid- Mix

TAE- Puffer (1x)

Auftragspuffer

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (jeweils 100 mM) je 10pl
H.0, hochrein (LiChrosolv) 360 pl
Tris 40 mM
Natriumacetat 20 mM
EDTA (Séure) 2,5 mM

Mit Essigsaure wurde ein pH- Wert von 8,3 eingestellt.

Ficoll 25% (w/v)
Tris/HCI, pH 8,0 40 mM
EDTA (Séure) 20 mM

Bromphenolblau 0,05% (w/v)
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9.2 Primer
Primer Position*

8 aF 8

9 bF 9
109 aF 109
345aF 345
516uF 516
1119aR 1119
1406 uR 1406

M13F (-40) -

M13R -

oligoG -

Sequenz 5'—3' Spezifitat
TCYGGTTGATCCTGCC Archaea
GRGTTTGATCCTGGCTCAG Bacteria
ACKGCTCAGTAACACGT Archaea
CGGGGYGCASCAGGCGCGAA Archaea
TGBCAGCMGCCGCGGTAA universell
GGYRSGGGTCTCGCTCGTT Archaea
ACGGGCGGTGTGTRCAA universell
GTTTTCCCAGTCACGA Lac-Operon
GGAAACAGCTATGACCATG Lac-Operon
ATATGGGGGGGGGGGGGGG -

Referenzen
Burggraf et al., 1992
Burggraf et al., 1992
GroRkopf et al., 1998
Burggraf et al., 1997

Stetter und Burggraf:
unpubliziert

Burggraf et al., 1997
Lane, 1991

Tabelle 11: Verwendete Primer, Positionen, Sequenzen, Spezifitaten und Referenzen
* Positionen beziehen sich auf die 16S rRNA von E. coli (Brosius et al., 1978)

Weitere Primer werden im Anhang angegeben.

9.3 Durchfihrung der PCR und Gelelektrophorese
Die PCR nach Saiki et al. (1985 und 1988) wurde in 0,2 ml- Reaktionsgefden in einem Thermocycler
(GeneAmp® PCR- System 9700, Perkin- Elmer Cetus, Norfolk, USA) durchgefiihrt. Die Ansatze wurden
unter einer Sterilbank (Gelaire BSB4A, Flow Laboratories, Opera, Italien) mit kontaminationsfreien

Aerosolfilter- Pipettenspitzen nach folgendem Schema pipettiert:

PCR- Ansatz (25 pl)

H.0O, LiChrosolv

PCR- Puffer, incl. MgCl,
Nukleotid- Mix

F- Primer (25 ng/ul)

R- Primer (25 ng/pl)
(LD-) Taq

DNA (10 ng/ul)

18,8 pl
2,5 ul
0,5 ul
1,0 ul
1,0 pl

0,125 pl

1,0 pl

Fir die Amplifikation bakterieller 16S rDNA wurde LD (Low DNA)- Taq verwendet. Fir jede
Primerkombination wurde eine Nullkontrolle (ohne Zugabe von DNA) und eine Positivkontrolle
(Thermococcus celer bzw. Aquifex pyrophilus) angesetzt. Die PCR- Ansatze wurden erst nach dem

Erreichen einer Temperatur von ca. 90°C in den Thermocycler eingesetzt (Hotstart- PCR).
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Zyklenanzahl Zeit Temperatur
1 90s 96°C
30s 96°C
10 30s 60°C / 55°C / 50°C*
60s 72°C
20s 94°C
25- 30 30s 60°C / 55°C / 50°C*
60 s (+2 s pro Zyklus) 72°C
1 10 min 72°C
1 0 4°C

Tabelle 12: Inkubationstemperaturen, Dauer und Zyklen im Thermocycler
* Die Annealing- Temperatur wurde in Abhangigkeit des Primers bestimmt
(Richtwert: T= Tn- 5°C, T ist die Schmelztemperatur des Primers)

Zur Uberpriifung der PCR wurden 3-10 pl des PCR- Produkts mit 2 pl des Auftragspuffers (10x) versetzt
und Uber ein Agarosegel (1% NEEO- Agarose, w/v, in TAE- Puffer) incl. Ethidiumbromid (50 ug/100 ml
Gel) aufgetrennt. Als Léangenstandard wurden 3 pl von HindlllI/EcoRI verdauter Lambda- DNA
aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde bei 90 V 30 min in 1x TAE- Puffer durchgefihrt
(Gelelektrophorese- Apparatur: Desaga, Sarstedt- Gruppe, Frankreich; Gelelektrophoresekammer:
Biometra, Gottingen). Die Auswertung erfolgte auf einem UV- Schirm bei A= 312 nm und wurde mit dem
EasyStore Imaging System (Herolab GmbH, Wiesloch) dokumentiert.

9.4 Ganzzell- PCR
Fir die PCR wurden anstatt isolierter DNA Zellen direkt der PCR- Reaktionsldsung zugegeben (ca. 10°

bis 10* Zellen/ PCR). Durch den Hitzeschock bei der Hot-Start- PCR lysierten die Zellen und deren DNA
wurde freigesetzt.

10. Klonierung von PCR- Produkten

10.1 Lésungen und Puffer
LB Medium / Platten

Trypton 109
Hefeextrakt 5¢9
NaCl 5¢g
gof. Agar 15¢g
H.O bidest ad 1000 ml
X-Gal- Lésung
X-Gal 40 mg
Dimethylformamid 1ml

Enzym- Mastermix flr Restriktionsverdau

Alul, Hhal, Hinfl, Rsal (je 10 U/ul) je 0,25 pl
Puffer REact 1® 10x (50 mM Tris/HCI, pH 8,0 und 10 mM MgCl.) 1ul
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10.2 Durchfihrung
10.2.1 Reinigung des PCR- Produkts

10.2.1.1 Reinigung mittels Gelelektrophorese

Das zu reinigende PCR- Produkt wurde durch eine Gelelektrophorese (90 min, 70 V) (ber ein
Agarosegel (1% Low melting point Agarose, w/v, incl. 50 pg EtBr pro 100 ml Gel) gereinigt. Die
zu klonierende Bande wurde mit einer mit Chlorbleichlauge behandelten Rasierklinge knapp
ausgeschnitten. Das PCR- Produkt wurde mit Hilfe des Qiaquick Gel Extraction Kits nach
Angaben des Herstellers eluiert. Die Konzentration der gereinigten PCR- Produkte wurde mittels
einer Ethidiumbromidplatte abgeschatzt.

10.2.1.2 Reinigung mittels Microcon 100- Filtern

Die zu klonierenden PCR- Produkte wurden gemé&R den Herstellerangaben mit Hilfe von Microcon
100- Filtern von ungebundenen Primern und Nukleotiden gereinigt. Die Konzentration der
gereinigten PCR- Produkte wurde mittels Ethidiumbromidplatte abgeschatzt.

10.2.2 Klonierung
Die Klonierung erfolgte mittels Original TA Cloning® Kit nach Anleitung des Herstellers.
Ligationsansatz

PCR- Produkt (frisch, gereinigt) 1-2 pl
Ligationspuffer (10x) 1yl
pCR®2.1 Vektor (25 ng/ul) 2ul
T4 DNA Ligase 1l
LiChrosolv H,O ad 10 pul

10.2.3 Screening der Klone und Restriktionsverdau (ARDRA)

Die erhaltenen weiRen Kolonien wurden mit sterilen Zahnstochern von der LB- Platte abgetupft und in
PCR- Lésungen (berfihrt. Um die Klone zu sichern, wurden die Zahnstocher anschlieBend auf einer
LB- Platte (incl. Ampicillin, 200 ul einer 10 mg/ml Ldsung) ausgestrichen, welche dann bei 37°C UN
inkubiert wurde.

Die Einteilung der Klone anhand des Inserts erfolgte mittels Restriktionsmuster (ARDRA= amplified
rDNA restriction analysis, Vaneechoutte et al., 1992): Zu den PCR- Produkten eines Screenings
(Primer M13F (-40) und M13R) wurden je 2 pl eines Enzym- Mastermixes (s. 11.10.1) gegeben und
bei 37°C mind. 3 h inkubiert. Das Ergebnis des Restriktionsverdaus wurde auf einem Agarosegel
(3% High Resolution- Agarose 1000, w/v) incl. EtBr (50 pg pro 100 ml Gel) Uberprift
(Gelelektrophorese: 60 min, 85V). Als Langenstandard wurde eine 25 bp- DNA- Leiter verwendet.
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10.2.4 Sichern der Klone

Von jeder der Mustergruppen wurde mindestens ein Klon auf je 10 ml LB- Flissigmedium mit
Ampicillin (0,5 mg/10 ml) Gberimpft. Nach 15- stindiger Inkubation bei 37°C wurden jeweils 2 ml
der Zellkultur abzentrifugiert (13.000 Upm, 10 min, RT, Heraeus Picofuge MC-13), das Pellet mit
500 ul frischem LB- Medium resuspendiert und schlieflich mit 600 ul sterilem Glycerin versetzt. Die
Glycerinkulturen konnten so bei -80°C (Kelvinator, Heraeus HFU 686 Top, Heraeus Instruments

GmbH, Hanau) aufbewahrt werden.

10.2.5 Isolierung der Plasmid- DNA
Die Plasmid- DNA wurde gemal? Herstellerangaben mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit isoliert.

11. Sequenzierung

Die Sequenzierung von PCR- Produkten sowie der Plasmid- DNA wurde von der Firma Entelechon GmbH
(Regensburg) bzw. der Firma Geneart (Regensburg) durchgefihrt.

Sequenzieransatz

Plasmid- DNA 300- 500 ng
bzw.

PCR- Produkt, Microcon- 100 gereinigt 150- 200 ng
Primer (25 ng/ul) 1yl
H.O (LiChrosolv) ad 15 bzw. 8 pl

12. Sequenzdatenanalyse

12.1 16S rRNA- Gensequenzen

Zur Analyse der 16S rRNA- Gensequenzen wurde ein Alignment von ca. 11000 homologen Gesamt- und
Teilsequenzen, die in oOffentlichen Datenbanken zugénglich sind, verwendet (ARB- Projekt, Ludwig,
1995; Ludwig und Strunk, 1997). Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe des ARB Software- Pakets
in das bestehende Alignment eingepasst. Mittels Distance Matrix-, Maximum Parsimony- und Maximum
Likelihood (fastDNAmI)- Methoden erfolgte die Baumrekonstruktion. Dazu wurden Termini- Filter
sowie spezifische Filter fir Archaea und Bacteria verwendet. Flr die Baumdarstellung wurden
représentative Sequenzen ausgewéhlt. Alle Klonsequenzen wurden vor der phylogenetischen Einordnung
einer Analyse durch CHECK-CHIMERA (Ribosomal Database Project; Maidak et al., 2000) unterzogen,
um mogliche chimére Artefakte auszuschliel3en.

Bakterielle 16S rRNA Gensequenzen wurden bei der EMBL Nukleotid- Sequenzdatenbank hinterlegt. Im
Folgenden werden die Datenbankreferenznummern jeweils angegeben.

12.2 Sonstige Gensequenzen
Sonstige Gensequenzen wurden mit Hilfe des Programms BioEdit (Hall, 1999) einem Alignment

unterzogen und miteinander verglichen.
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13.Ganzzellhybridisierung mit farbstoffmarkierten Oligonukleotid-

sonden

13.1 Verwendete Oligonukleotidsonden und Fluoreszenzfarbstoffe

Oligonukleotid  Position* Sequenz 5'—3' Spezifitat Referenzen
EUB338/I 338 GGCTGCCTCCCGTAGGAGT Bacteria Amann et al., 1990b
ARCH345 345 TTCGCGCCTGSTGCRCCCCG Archaea Rudolph, 2003

SMARCH714 714 GCCTTCGCCCAGATGGTC  SM1- Euryarchaeon Rudolph, 2003
ARCH915 915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Archaea Stahl und Amann, 1991

ARCH1044 1044 GGCCATGCACCWCCTCTC Archaea Rudolph, 2003
IMB1-87 87 GCAAGCTTCCTCTCATCG IMB1/ sipK119 diese Arbeit
TN1 652 CTCCTCTCCCACATTCTA Thiothrix Wagner et al., 1994a

Tabelle 13: Verwendete Oligonukleotidsonden, Positionen, Sequenzen, Spezifitaten und Referenzen
* Positionen beziehen sich auf die 16S rRNA von E.coli (Brosius et al., 1978)

Die hier aufgefiihrten Sonden ARCH345, ARCH915, ARCH1060 konnten als ARCHMix eingesetzt
werden (s. 11.13.5). Die verwendeten Sonden wurden entweder mit CY3 oder Rhodamin Green™

markiert.
Fluoreszenzfarbstoff Absorption Emission
CY3 (Indocarbocyanin) 552 nm 565 nm
Rhodamin Green™ 502 nm 527 nm

Tabelle 14: Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe, Absorptions- und Emissionswellenlangen

13.2 Sondenkonstruktion

Zur Sondenkonstruktion wurden mit Hilfe des ARB Software- Pakets (s. 11.12.1) ca. 11000 16S rRNA-
Gensequenzen miteinander verglichen und geeignete Abschnitte bestimmt. Bei der Sondenauswahl wurde
die Zuganglichkeit des jeweiligen Sequenzabschnitts der 16S rRNA fiir Oligonukleotide anhand der
bekannten, zweidimensionalen 16S rRNA- Struktur von E. coli beriicksichtigt (Fuchs et al., 1998).
Weiterhin wurde darauf geachtet, dass sich die Sequenzabschnitte in mdglichst vielen Basen von allen
anderen bekannten 16S rRNA- Gensequenzen unterscheiden.

Die Spezifitit der gewdhlten Oligonukleotide wurden an den jeweiligen Mikroorganismen bzw.
Originalproben mit empirisch ermittelten SDS- und Formamidkonzentrationen im Hybridisierungspuffer

Uberpruft.



1l. Material und Methoden 29

13.3 Beschichtung der Objekttrager

Gelatine- Losung

Gelatine 0,1% (w/v)
KCr(S04): x 12 H,0 0,01% (w/v)

Die expoxidharzbeschichteten Objekttrager wurden zundchst mit einer Detergensldsung gereinigt und
nach grundlichem Spiilen mit H,O bidest getrocknet. AnschlieBend wurden sie durch Eintauchen in eine
auf 70°C erwdrmte Gelatinelésung beschichtet und an einem staubfreien Ort zum Trocknen aufgestellt.

13.4 Fixierung der Zellen

Phosphat- Puffer

Na,HPO./NaH,PO, 0,2M
Von beiden Substanzen wurde zunéchst eine 0,2 M- Ldsung hergestellt. Die
Na,HPO,- Lésung wurde anschlielend gegen die NaH,PO,- Ldsung bis zu
einem pH- Wert von 7,2 titriert.

3x PBS- Puffer

NaCl 390 mM
Phosphat- Puffer, pH 7,2 30 mM
Fixierungsldsung
Paraformaldehyd 159
H.O bidest 3,3ml
NaOH, 5M 15 pl
3x PBS- Puffer 1,65 ml
HCI, 2M 10-15 pl

Zunéchst wurde das Paraformaldehyd mit H,O und NaOH unter Rihren auf 60°
C erhitzt, bis eine klare Losung entstand. Nach dem Abkiihlen auf RT erfolgte
die Zugabe von 3x PBS- Puffer. Mit 2M HCI wurde ein pH- Wert von 7
eingestellt und die Ldsung durch einen Cellulosefilter filtriert. Die Ldsung
konnte bei 4°C etwa eine Woche aufbewahrt werden.

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Zellen mit 1/10 Volumen Fixierungslésung
(Endkonzentration: 3% Formaldehyd, w/v) versetzt und 1 h bei RT bzw. UN bei 4°C inkubiert. Um
tiberschissiges Formaldehyd zu entfernen, wurden die Zellen abzentrifugiert und zweimal durch
Resuspendierung in 1x PBS- Puffer gewaschen (Zentrifugation: Heraeus Picofuge MC-13, 13000 Upm,
10 min, RT).

13.5 Tréagergebundene Fluoreszenz- /n situ- Hybridisierung (F1SH)
FISH wurde nach Amann et al., 1990a durchgefiihrt.

Formamid, entionisiert

Formamid 50 mi
Serdolit MB-1 (20- 50 mesh) 59
Das Formamid wurde nach Zugabe von Serdolit (lonenaustauscher) 30 min bei
RT geriihrt und anschlieBend durch einen Cellulosefilter filtriert. Die Ldsung
wurde portioniert und in Eppendorf- ReaktionsgefaRen bei -20°C gelagert.
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Hybridisierungspuffer
NaCl 09M
Tris/HCI, pH 7,2 0,01 M
SDS 0,005- 0,5% (w/v)
Formamid, entionisiert 0- 30% (v/v)
Archaeeller Oligonukleotidsonden- Mix (ARCHMIix, Rudolph, 2003)
ARCH345, ARCH915, ARCH1044 (s. 11.13.1) jeweils 50 ng/ul
Waschpuffer
Tris/HCI, pH 7,2 0,01 M
SDS 0,005- 0,5% (w/v)
NaCl 0,11-09 M
Die NaCl- Konzentration des Waschpuffers wurde der Formamidkonzentration
des Hybridisierungspuffers wie folgt angepasst:
Formamid- Konzentration (Hybridisierungspuffer) 0 10 20  30%
NaCl- Konzentration (Waschpuffer) 09 045 0,23 0,11M
DAPI- Losung
EDTA, Dinatriumsalz (100 mM) 50 pl
Na- Acetat (2M), pH 4,7 30 ul
DAPI (1 mg/5 ml) 10 pl
Optional: SDS (10%, wi/v) 10 pl

Die Bedingungen der Ganzzellhybridisierung wurden fur jede Oligonukleotidsonde empirisch ermittelt,
da die Spezifitdit der Sondenbindung auch vom Salzgehalt des Woaschpuffers oder der
Formamidkonzentration im Hybridisierungspuffer beeinflusst wird. So wurde die nétige Formamid-
konzentration Uber eine N&herungsformel abgeschatzt:

Tn=281,5+ 16,6 log M + 0,4 (% G+C) — 820/n — 0,5 (% Formamid)

Dabei ist Tr, die Schmelztemperatur des Oligonukleotids (in °C), M die Konzentration an monovalenten
Kationen im Hybridisierungspuffer (in mol/l) und n die Basenanzahl des Oligonukleotids (Lathe, 1985;
Maniatis et al., 1989).

Zum Aufbringen der Zellen wurden in die Vertiefungen der gelatinebeschichteten Epoxid- Objekttrager
1- 10 pl einer Kontroll- bzw. zu untersuchenden Zellsuspension (fixierte und gewaschene Zellen)
aufgetragen und bei 42°C (Dri-Block® DB-2D, Techne, Cambridge, GroRbritannien) getrocknet. In
aufsteigender Ethanolreihe (50%, 80% (jeweils v/v), abs.) wurden die Zellen entwassert. Nach kurzem
Trocknen bei RT wurde pro Feld 10 ul Hybridisierungspuffer aufgetragen und der Objekttrager in einer
feuchten Kammer, bestehend aus einem mit einem feuchten Papiertuch ausgelegten, 50 ml-
Schraubdeckelreaktionsgefall (Falcon Tube™) fur 15 min bei 46°C inkubiert (Hybridisierungsofen OV 5,
Biometra, Gottingen). AnschlieBend wurde der Objekttrdger entnommen, auf einen 37°C Warmeblock
(Bachofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen) gelegt; pro Feld wurde 1 pl einer entsprechenden
Sondenverdinnung (50 ng/ul) moéglichst zlgig aufgetragen. Die Inkubation bei 46°C wurde nun 2 h
fortgesetzt. Zum Waschen des Objekttrédgers wurde dieser zundchst mit dem auf 48°C vorgewarmten
Waschpuffer kurz abgespult und dann senkrecht in ein Schraubdeckelreaktionsgefa? mit vorgewéarmtem
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Waschpuffer gestellt. Nach leichtem Schiitteln (15 min, 48°C) wurde der Objekttrager entnommen, sofort
mit kaltem, entionisiertem Wasser gespllt und mittels Druckluft getrocknet. Optional konnte nun eine
DAPI- Farbung angeschlossen werden: Auf jeden Spot wurden ca. 5 pul DAPI- Lésung (1:15 verdinnt in
Waschpuffer) aufgetragen und nach 4 min mit entionisiertem Wasser abgespult. Nach erneutem Trocknen
unter Druckluft wurden die Zellen zum Schutz der Fluoreszenzfarbstoffe vor Photooxidation in Citifluor
eingebettet und mit einem Deckglas (24x 50 mm) abgedeckt.

13.6 FISH in Suspension
SSC- Puffer (10x)

NaCl 0,15M

Nas- Citrat 15M
Hybridisierungspuffer

NaCl 09M

SsC 1x

SDS 0,001- 1% (w/v)

Formamid (entionisiert) 0- 50% (v/v)
Waschpuffer

NaCl 09M

SsC 1x

SDS 0,001- 1% (w/v)

Die SDS-  Konzentration des  Waschpuffers  wurde der  des

Hybridisierungspuffers angepasst.
Zur Ganzzellhybridisierung in Suspension wurde ein Heizblock (Dri-Block® DB-2D, Techne, Cambridge,
GB) verwendet. Der Reaktionsansatz (0,6 ml- Reaktionsgefdl) bestand aus Zellsuspension (bzw.
Zellaggregat) und 50 ul Hybridisierungspuffer. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei 46°C wurden
jeweils 200- 500 ng der gewiinschten Sonde(n) zugegeben. Die gesamte Inkubationsdauer betrug 3 h. Der
Hybridisierungsansatz wurde anschlieend mit 1 ml warmem Waschpuffer verdinnt und weitere 15 min
bei 46°C inkubiert. Im Fall der Hybridisierung von Zellaggregaten wurden diese mit einer sterilen
Pinzette oder einer Spritze der Hybridisierungslésung entnommen und in ein neues Cup mit
vorgewdrmten Waschpuffer tberfihrt.
Die Reaktion wurde auf Eiswasser abgestoppt. Nach Zentrifugation der Zellsuspension (13000 Upm,
Eppendorf- Kuhlzentrifuge) wurde das Pellet in Citifluor aufgenommen. Zellaggregate wurden ohne
Zentrifugation in Citifluor aufgenommen.
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14.

Proteinbiochemische Methoden

Fur praparative Analysen wurde ein physiologischer Puffer (KPH) fir die SM1 Euryarchaeen entwickelt.

Dabei wurde die Salinitdt und lonenzusammensetzung auf Basis der Quellwasseranalysen (Rudolph et al.,
2004) ausgewadhlt.

KPH
NaCl 0,7 mM
MgCl, 0,1 mM
CaSO, 1,6 mM
optional: Hepes 1,0 mM

Es wurde ein pH- Wert von 7,0 eingestellt.

Die physiologische Wirkung des Puffers auf die Zellen wurde sowohl durch Live/Dead®BacLight™-

Farbung als auch durch Mikroskopie Uberprift.

14.1 Proteingewinnung

14.1.1 Gewinnung von Ganzzellextrakten

2 ml einer Fraktion aufgereinigter SM1 Euryarchaeen wurden dem Aufschluss durch eine French Press
(French Pressure Cell Press, Aminco, Silver Spring, USA) unterzogen. Um die dabei entstandenen
Zelltrummer zu entfernen, wurde der Aufschluss 15 min bei 14000 Upm ( Eppendorf- Kihlzentrifuge
5810R, F45-30-11 Rotor, 4°C) zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend mit dem dreifachen
Volumen eiskalten Aceton versetzt. Nach der Fallung (2,5 h, -20°C) wurde die Lésung zentrifugiert
(14000 Upm, 4°C, 15 min) und damit die Proteine pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das

Pellet im Exsikkator UN getrocknet.

14.1.2 S- Layer- Praparation

MES- Puffer
MES 4,889
NaCl 13,85 g
MgSO,4 x 7 H.0 3,509
CaCl; x 2 H,0O 0,379
H,0 bidest ad 1000 ml

Der pH- Wert wurde mit 1M NaOH auf 5,5 eingestellt.
Die Versuche zur S- Layer- Praparation von SM1 euryarchaeellen Zellen wurden von Kerstin
Schuster’® durchgefiihrt. Die Zellen wurden in 5 ml MES- Puffer aufgenommen. Der Zellaufschluss
erfolgte mittels Ultraschall (Sonifier 250, Branson, Danbury, USA). Das Lysat wurde mit DNase Il
(20 pg/ml) versetzt und 30 min bei RT inkubiert. Nach drei Waschschritten (Sorvall RC-5C+, SS34-
Rotor, 14000 Upm, 15 min) wurde das Pellet zur Entfernung der Membranlipide mit Detergens (0,5%,
(w/v) Triton X-100 in MES- Puffer) behandelt (30- 45 min, RT). Die S- Layer- Fragmente wurden
durch Abzentrifugieren und 4- maliges Waschen mit MES- Puffer gewonnen (14000 Upm, 15 min).
Das resultierende Pellet wurde in Puffer aufgenommen und fur die Elektronenmikroskopie préapariert

(Negativkontrastierung mit Uranylacetat).

10 Diplomarbeit am Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Universitat Regensburg (2003)
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14.1.3 Gewinnung von Hamifraktionen

14.1.3.1 Mechanisches Abscheren der Hami

Fir die Isolierung der Hami standen mehrere Maglichkeiten zur Verfligung. Zum einen konnten die
Zellen mit einem Ultraturrax (Polytron PT1200, Kinematica AG, Littau, CH) behandelt werden
(4°C, 6 min). Weiterhin wurde eine Ultraschallbehandlung durchgefihrt (35 min, 4°C, 34 kHz;
Ultraschallgerat Sonorex super 10P, Bandelin electronic, Berlin). Die Abtrennung der Hami konnte
auch mittels Glasperlen durchgefiihrt werden; dazu wurde 1 Volumen Glasperlen zur
Zellsuspension gegeben und bei 4°C 18 h vorsichtig geschittelt. Die Suspensionen aller Hami-
Préparationen wurden zentrifugiert (Sorvall RC-5C+, SS34- Rotor, 17.000 Upm, 30 min, 4°C) und
die Zellpellets verworfen. Die Uberstande wurden anschlieRend einer Ultrazentrifugation
(Beckman OPTIMA LE 80 K, 70.1 Ti- Rotor, 30.000 Upm, 1 h, 15°C) unterzogen. Das Pellet
konnte in KPH- Puffer aufgenommen werden. Die Effizienz und die Qualitat der verschiedenen
Hami- Préparationsmethoden wurde per Elektronenmikroskop uberprift.

14.1.3.2 SDS- Behandlung

Eine weitere Moglichkeit zur Gewinnung von Hami war die Aufldsung der Zellwand der SM1
Euryarchaeen durch SDS. Die SM1- Zellsuspension (gut resuspendiert) wurde mit 0,1% SDS (w/v)
versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurde die Zellsuspension in
regelmaRigen Abstanden auf einem Vortex (Vibrofix VF1, Janke & Kunkel, Kika Labortechnik)
kurz aufgeschittelt. AnschlieRend wurde eine Zentrifugation durchgefihrt (Sorvall RC-5C+, SS34-
Rotor, 17.000 Upm, 30 min) und das erhaltene Pellet verworfen. Der Uberstand wurde in der
Ultrazentrifuge (Beckman OPTIMA LE 80 K, 70.1 Ti- Rotor, 30.000 Upm, 1h) abzentrifugiert.
Dieses Pellet wurde in KPH- Puffer aufgenommen und enthielt die Hami.

14.2 Proteinreinigung

14.2.1 Saccharose- Gradientenzentrifugation

Eine Reinigung der Hamifraktionen war durch Saccharose- Gradientenzentrifugation méglich. Hierzu
wurde ein Saccharosegradient (10- 70% Saccharose (w/v) in sterilem KPH) mit der Proteinldsung
tiberschichtet und bei 48.000 Upm (15h, Beckman OPTIMA LE 80 K, SW 60 Rotor) zentrifugiert.
Dabei bildete sich im unteren Drittel des Gradienten eine Bande, welche die gereinigten Hami enthielt.
Zum Entfernen der Saccharose konnte eine Dialyse angeschlossen werden (s. 11.14.2.3).
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14.2.2 Ammoniumsulfatfallung

Als alternative Reinigungsmethode wurde die Ammoniumsulfatfallung in Betracht gezogen. Dazu
wurde bei 4°C die Proteinlésung unter Rihren nach und nach in kleinen Portionen mit
Ammoniumsulfat versetzt, bis nach 1 h die gewinschte Endkonzentration erreicht wurde. Die
benétigte Menge war dabei aus folgender Tabelle abzulesen:

Endkonzentration

Ammoniumsulfat 10 20 30 35 40 45 50 55
(% Sattigung)
Zugegebenes 56 114 176 209 243 277 313 351

Ammoniumsulfat (g/l)

Tabelle 15: Nomogramm zur Bestimmung der Ammoniumsulfatmenge zur
Einstellung einer gewéhlten Konzentration (Schrimpf, 2002)

Danach wurde die Suspension noch 40 min geriihrt und anschlieBend 20 min bei 15.000 Upm (Sorvall
RC-5C+, SS34- Rotor, 4°C) zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in wenig Volumen H,O
bidest bzw. KPH geldst. Die erhaltene Proteinldsung konnte anschlieBend einer Dialyse unterzogen
werden (s. 11.14.2.3).

14.2.3 Dialyse

Vor Benutzung wurden die Dialyseschlduche mit einer ImM EDTA (Dinatriumsalz)- Losung incl. 0,1
M NaHCO; 15 min gekocht, anschliefend dreimal mit H.O bidest gespilt und schlieflich 10 min in
0,001 M EDTA ausgekocht. Nun konnten sie in H,O bidest autoklaviert und gelagert werden. Die
Dialyse erfolgte (N bei 4°C unter leichtem Ruhren des Dialysepuffers (KPH oder H,O bidest).

14.3 Analyse von Proteinldsungen

14.3.1 Proteinmengenbestimmung: Bicincholinsaure (BCA)- Test

Der BCA- Test wurde nach Smith et al., 1985 durchgeftihrt.

Reaktionslésung

BCA- Solution 50 ml
Kupfer(ll)sulfat- Losung 1ml

Jeweils 1 ml der Reaktionslosung wurde zu 50 pl Untersuchungslosung, Standard bzw.
Negativkontrolle (H.O bidest) pipettiert. Die Losung wurde gut durchmischt und 30 min bei 37°C
inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion auf Eis wurde die Extinktion bei 562 nm gemessen und zur

Konzentrationsbestimmung mit den entsprechenden Werten des Standards verglichen.
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14.3.2 SDS- PAGE (SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese)

14.3.2.1 Herstellung der Gele und Puffer

APS- Losung

Das fur die Polyacrylamidgele notwendige APS wurde in H.O bidest geldst
(30%, wi/v) und in kleinen Portionen bei -20°C gelagert. Nach einmaligen
Auftauen wurde die APS- Losung verworfen.

Trenngel (fir zwei Gele)

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 3ml
Acrylamid (60%, w/v) variabel
Bisacrylamid (2,5%, w/v) variabel
SDS- Lésung (10%, wiv) 80 ul
TEMED 4 ul
APS (30%, wiv) 13 ul
H-O bidest ad 8 ml

Alle Substanzen wurden unter Rihren in ein Becherglas pipettiert und nach
Zugabe von TEMED und APS sofort gegossen. Das Trenngel konnte feucht
gehalten im Kihlschrank etwa eine Woche gelagert werden.

Sammelgel (fiir zwei Gele)

2 M Tris/HCI, pH 6,8 156,25 pl
Acrylamid (60%, w/v) variabel
Bisacrylamid (2,5%, w/v) variabel
SDS- Losung (10%, wiv) 25 ul
TEMED 2,5ul
APS (30%, wiv) 17,5 ul
H.O bidest ad 2,5 ml
Das Sammelgel wurde jeweils vor der Gelelektrophorese frisch hergestellt.
Auftragspuffer (5x)
Tris/HCI pH 6,8 250 mM
SDS 10% (v/v)
- Mercaptoethanol 25% (viv)
Glycerin 50% (v/Vv)
Bromphenolblau 0,05% (w/v)
Laufpuffer (10x)
Tris 30,3 ¢
Glycin 144,09
SDS 10,09
H.O bidest ad 1000 ml

14.3.2.2 Durchfuhrung

Zur Auftrennung denaturierter Gele wurde eine diskontinuierliche Gelelektrophorese mit vertikalen
SDS- Polyacrylamidgelen durchgefihrt (Laemmli, 1970). Die Acrylamidkonzentration des
Trenngels lag im Normalfall bei 10%, die des Sammelgels bei 3%, wurde aber in Abhangigkeit von
der Probe variiert. Der Gellauf erfolgte fiir 40 min in einer Mini-PROTEAN® 3- Cell- Apparatur
(Bio-Rad, Miinchen) bei 200V. Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit einem
Funftelvolumen Auftragspuffer (5x) versetzt und 7 min im Wasserbad gekocht. Zusétzlich zu den
Proben wurde eine Protein- Leiter als Standard auf das Gel aufgebracht.
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14.3.2.3 Coomassie- Farbung und Trocknung von Proteingelen

Zur Farbung und Trocknung von Proteingelen wurde das Gel folgenden Schritten der Reihe nach
unterzogen:

Entfernen des Laufpuffers (10 min)

Methanol 50% (v/v)

Eisessig 10% (viv)
Coomassie- Farbung (15- 30 min)

Coomassie brilliant blue R250 0,2% (w/v)

Methanol 50% (v/Vv)

Eisessig 10% (v/v)
Waschen (5 sec)

Ethanol 70% (v/V)
Entfarben (UN)

Methanol 10% (v/v)

Eisessig 10% (v/v)

oder (opt.): Entfarben des Gels in der Mikrowelle: Dazu wurde das Gel nach
dem Ethanolwaschschritt in eine Kristallisierschale mit H,O bidest gegeben und
in der Mikrowelle (h6chste Stufe) ca. 10 min gekocht.

Trocknung

Das Gel wurde nach der Entfarbung gut gewdassert (mind. 15 min), auf
Whatman- Papier gelegt, mit Haushaltsfolie abgedeckt und in einer
Trocknerapparatur (Drygel Sr. Slab Gel Dryer Model SE 1160, Hoefer scientific
instruments, San Francisco, USA) getrocknet.

14.4 Western Blot

14.4.1 Transfer von Proteinen auf eine PVDF- Membran

Towbinpuffer

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20% (v/v)
H.O bidest ad 1000 ml

Fur den Transfer von Proteinen wurde das SDS- Gel zusétzlich mit einem Prestained- Proteinmarker
bestuckt. Der Transfer von Protein aus SDS- Polyacrylamidgelen auf eine PVDF- Membran erfolgte
mittels elektrischem Feld in einer Blot- Apparatur (Semi- Dry, Bio-Rad, Minchen) gemaR den
Angaben des Herstellers. Vor dem Blot musste die kurz in Methanol getauchte Membran gemeinsam
mit dem Gel und den bendtigten Whatman 3MM- Filterpapieren fur 15 min in einem frisch
hergestellten, vorgekihlten Towbinpuffer aquilibriert werden. Die Blot- Dauer betrug 45 min bei 15V.
Der erfolgreiche Transfer der Proteine wurde durch eine anschlieRende Coomassie- Farbung oder
Ponceau S- Farbung der Membran kontrolliert. Die Membranen konnten bis zum Gebrauch in
Plastikfolie verpackt bei -20°C gelagert werden.
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14.4.2 Ponceau S- Farbung

Um auf Membranen transferierte Proteinbanden reversibel zu farben, wurden diese eine Minute mit
einer Ponceau S- Ldsung (0,2%, w/v) in 3% TCA (v/v) gefarbt (Salinovich und Montelaro, 1986).
AnschlieBend wurde durch Waschen mit H,O bidest der Hintergrund entfarbt (3-20 min). Durch
weiteres Waschen konnte die Membran vollstandig entfarbt werden.

14.5 Nachweis einer Protein- Glykosilierung

14.5.1 Periodat- Schiff- Farbung

Die Periodat- Schiff- Farbung (PAS- Farbung) wurde wie bei Segrest und Jackson (1972) beschrieben
durchgefuhrt. Als Positivkontrolle wurde Avidin verwendet, das in der gleichen Konzentration wie die
zu untersuchende Proteinlésung eingesetzt wurde.

14.5.2 PNGase F- Behandlung

PNGase F (N-Glycosidase F) ist ein Enzym, welches nahezu alle Arten von N- Glykanen von
Glycoproteinen abspaltet (Maley et al., 1989; Plummer und Tarentino, 1991). Im Fall einer erfolgten
Abtrennung von Glykanen wirde ein Band- Shift auf dem SDS- PAGE Gel auftreten, da
unglykosilierte Proteine im allgemeinen schneller wandern. Die Behandlung der Proteinlésung mit
PNGase F wurde gemal Herstellerangaben durchgefuhrt; als Positivkontrolle wurde Ovalbumin

verwendet.

14.6 Sequenzierung von Proteinen durch Edman- Abbau

Die Sequenzierung der Hami- Proteinbande wurde durch die AG Prof. Dr. Deutzmann (Lehrstuhl fir
Biochemie, Universitdat Regensburg) durchgefuhrt. Eine direkte, N-terminale Ansequenzierung des
Hamiproteins, ausgehend von einer geblotteten Bande, war nicht erfolgreich. Aus diesem Grund musste
das Protein nach einem vorgegebenen Protokoll (Deutzmann, pers. Mitt.; modifiziert nach Stone et al.,
1989; Allen, 1989) aufgetrennt und tryptisch verdaut werden.

Die Proteine wurden zundchst in einem 10- prozentigen Polyacrylamidgel aufgetrennt und das Gel
anschliefend mit Coomassie gefarbt (s. 11.14.3.2.3). Die gewiinschten Proteinbanden wurden knapp
ausgeschnitten, das Volumen der Stlicke abgeschétzt und in Eppendorf- Reaktionsgefden gesammelt.
Anschlielend wurden die Gelstlicke aufeinanderfolgend mit den angegebenen Substanzen (jeweils 2 ml,
jeweils 30 min) unter Schitteln inkubiert: 2x NH,COs (0,2 M), NH,HCQO; (0,2 M)/Acetonitril (25%, wiv),
Acetonitril (25%, wi/v), Acetonitril (50%), Acetonitril (100%). Danach wurden die Gelstiicke bei
Raumtemperatur getrocknet und tber Nacht bei 37°C mit Trypsin in 0,2M NH/HCO; (1 pg Trypsin pro
100 pl Gel) inkubiert (Gesamtpuffermenge: 1,5 x Ursprungsvolumen der Gelstiicke). Die Zugabe dieses
Puffers erfolgte dabei in zwei gleich groRen Portionen (15 min Abstand), wobei der erste Teil das
gesamte eingesetzte Trypsin enthielt. Die Extraktion der entstandenen Spaltprodukte erfolgte durch
Zugabe von 500 pul TFA (5%, wiv) fur 1 h. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, beim zweiten Mal
wurde TFA (5%, w/v) mit Acetonitril (1:1) eingesetzt. Die drei Uberstande wurden vereint und
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lyophilisiert (Lyophylle Christ Lmc-1 Betal-16, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode). In einer folgenden HPLC wurden die Peptide aufgetrennt.

15. Immunologische Methoden

15.1 Produktion von spezifischen Antikdrpern

SM1 Euryarchaeon- spezifische, polyklonale Antikérper wurden durch die Fa. Davids Biotechnologie
(Regensburg) hergestellt. Fir die Produktion SM1- spezifischer Antikdrper wurde zunéchst eine
Aufreinigung einer Netzpopulation mittels Percoll- Gradienten durchgefiihrt (s. 11.4). Wie durch FISH
nachgeprift wurde, ergab sich eine Reinheit von 99% der SM1 Euryarchaeen, wobei mehr als 90% der
Zellen ein aktives Membranpotential aufwiesen. 2 x108 Zellen wurden in 3x 300 pl- Portionen aufgeteilt.
Eine Portion wurde sofort einem Huhn gespritzt, die Fraktionen 2 und 3 wurden mit 2% DMSO versetzt
und bis zum Gebrauchsdatum tiefgefroren. Die Antikdrper wurden mittels DabioPrepl aus 20
Immuneidottern gewonnen. Es konnte nach der Affinitatschromatographie (Iml Azalacton- EMD; VWR,
Darmstadt) ein Serum (anti- SM1- Serum) mit 0,7 mg/ml Protein bereitgestellt werden.

Um den Erfolg der Immunisierung zu Uberprifen, wurde ein Praiimmunserum fur dementsprechende Tests
zur Verfligung gestellt.

15.2 LOosungen

PBST
PBS- Puffer 1x
Tween20 0,05% (v/v)
TBST
Tris/HCI, pH 7,6 0,242% (wi/v)
NaCl 0,8% (w/v)
Tween20 0,1% (v/v)
TBSTB

TBST, incl. 5% Trockenmilchpulver (w/v)
4- Chlornaphtol- Lésung

Tris/HCI, 50 mM, pH 7,5 10 ml
H.0; (30% , wiv) 10 pl
4- Chlornaphtol (30 mg/ml Ethanol) 100 pl

Die Lésung wurde erst kurz vor Verwendung hergestellt. Die 4- Chlornaphtol
Stammldsung konnte bei -20°C gelagert werden.

15.3 Immuno- FISH

Im Gegensatz zur Durchfuhrung einer herkdbmmlichen FISH (s. 11.13.5) wurden die Zellen nur mit der
halben Menge an Fixierungslosung fixiert. Die Menge an eingesetzten Oligonukleotidsonden wurde
hingegen verdoppelt. Nach der Hybridisierung (Dauer: 35 min) wurde der Objekttradger mit den Proben
wie unter 11.13.5 beschrieben 15 min in Waschpuffer gewaschen, mit destilliertem Wasser gespilt und
mit Hilfe von Druckluft getrocknet. Die Immunmarkierung wurde bei 37°C in einem abgedunkelten
Raum durchgefiihrt, und alle notwendigen Ldsungen wurden vorgewarmt.
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Auf jedes Feld des Objekttragers wurden zundchst 16 pl PBST- Puffer (Blocking- Schritt) aufgetragen.
Nach 15 min wurde der Puffer mit Hilfe einer Pipette abgezogen und durch 16 pl einer
Primarantikérperverdinnung in PBST ersetzt. Die optimale Verdiinnungsstufe der Primarantikorper
wurde durch eine Verdiunnungsreihe (1:100 bis 1:20000) bestimmt. Nach einer Inkubationszeit von 1 h
wurde der Objekttrager in PBST gewaschen (15 min), mit destilliertem Wasser abgespiilt und getrocknet.
AnschlieRend erfolgte die Markierung mit einem sekundéren, fluoreszenzfarbstofftragenden Antikorper
(anti- Huhn IgY, CY3 oder FITC markiert). Auch in diesem Fall musste die optimale Antik6rper-
Verdinnung durch eine Reihe (1:500- 1:10000) bestimmt werden. 16 ul einer solchen Lésung wurden
wiederum fir 1 h zur Inkubation auf die Spots gegeben. Danach wurde der Objekttrager zweimal 15 min
in PBST gewaschen. Nach Abspilen und Trocknung wurde der Objekttrager mit Citifluor tberschichtet
und mikroskopiert.

Als Negativkontrolle wurden die Zellen ausschliellich mit sekundéren Antikdrpern inkubiert.

15.4 Immunmarkierung fir die Elektronenmikroskopie

Um Immunreaktionen an Zellen flr das Elektronenmikroskop sichtbar zu machen, wurden goldmarkierte
anti- Huhn- Antikorper verwendet. Die Zellen (in KPH) wurden mit der entsprechenden Verdinnung des
primaren Antikorpers versetzt und 2 h bei 4°C unter sanfter Rotation inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen durch Zentrifugation 1x gewaschen (Eppendorf- Kihlzentrifuge 5810R, F45-30-11 Rotor 14000
Upm, 10 min, 4°C). Es folgte eine Markierung mit den sekundéren Antikérpern (anti- Huhn IgY 12 nm
Gold, 2h, 4°C). Der anschlieBende Waschschritt wurde 2x durchgefiihrt. Die markierten Zellen wurden
nun fir die Elektronenmikroskopie prapariert (s. 11.7.1).

15.5 Immuno- Blot

Die zu untersuchenden Proteine wurden zundchst einem Western Blot unterzogen (s. 11.14.4). Fir den
Blocking- Schritt wurden die Membranen kurz in Methanol regeneriert und anschlieRend bei 4°C fir 14 h
in TBSTB inkubiert. Die Membran wurde danach dreimal in TBST (jeweils 10 min) gewaschen und
daraufhin in TBSTB (berflhrt, der die primédren Antikérper (Verdiunnung 1:10000) enthielt. Die
Inkubation erfolgte fiir 3 h bei 20°C. Nach wiederum drei Waschschritten mit TBST, wurde die Membran
fir 2 h (20°C) mit einer 1:10000 Verdunnung von sekundéren, mit Merrettich- Peroxidase markierten
Antikorpern (in TBSTB) behandelt. Die Membran wurde erneut dreimal in TBST gewaschen und die
proteingebundenen Antikorper wurden mittels einer 4- Chlornaphtol- L&ésung detektiert. Die
Einwirkdauer betrug zwischen 10 und 30 min und war abhdngig von der entwickelten Farbintensitét. Die
Farbung wurde durch Waschen in destilliertem Wasser gestoppt. Bei der Verwendung von sekundéren
Antikorpern mit alkalischer Phosphatase wurde die Farbentwicklung durch NBT/BCIP- Detektionspuffer
(s. 11.17.5.3) hervorgerufen.
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15.6 Antikorper- Affinitatsreinigung

Fur die Affinitatsreinigung wurde zunéchst Hami- Protein vom SDS- PAGE- Gel auf PVDF- Membranen
geblottet (s. 11.14.4). Das 120 kDa Hami- Protein wurde durch Farbung mit Ponceau S identifiziert und
prazise ausgeschnitten. Die erhaltenen Membranstiicke wurden in einem Eppendorf- Reaktionsgefal
gesammelt. Als Negativkontrolle diente ein leeres Membranstiick entsprechender GroRe. Fir das
Blocking wurden die Membranstiicke in TBSTB (14h, 4°C) inkubiert und anschlieBend mit anti- SM1-
Serum (1:1000 in TBSTB) behandelt (3 h, 20°C). Nach dreimaligem Waschen in TBST (je 10 min)
wurden die Membranstiicke zur Abldsung der Antikorper in ein Eppendorf- Reaktionsgefal lberfihrt,
welches 1 ml 100 mM Triethylamin (pH 11,5) enthielt. Nach 15 min wurde die Ldsung durch die Zugabe
von 0,1 ml 1M Tris/HCI (pH 8,0) neutralisiert. Eine Ablosung der Antikorper durch 3M MgCl; oder 100
mM Glycin/HCI (pH 2,5) brachte nicht den gewiinschten Erfolg.

Die affinitatsgereinigten Antikorper wurden durch die Verwendung von Centricon YM-30- Filtern geman
Herstellerangaben konzentriert und gewaschen.

16. Physikalisch- biochemische Untersuchungen zur Hamistabilitat

Adhésionskraftstudien einzelner Zellen wurden mittels eines computergestiitzten inversen Mikroskops
durchgefihrt, das mit einem Nd:YAG- Laser ausgestattet war. Die Emissionswellenldnge des Lasers lag bei
1064 nm und die maximale Ausgangsleistung bei 2,5 Watt (Huber et al., 1995; Huber und Stetter, 2001).
Durch ein Ol- Immersionsobjektiv kann der Laserstrahl auf eine GroRe von weniger als 1 pm fokussiert
werden. Dadurch ist es mdglich, Zellen im Lichtstrahl einzufangen und einzelne Zellen dreidimensional im
Raum zu manipulieren (‘optische Pinzette'; Ashkin und Dziedzic, 1987; Ashkin et al., 1987).

Bind- Silan- Losung

Bind- Silan 15 pl
Ethanol 12 ml
Essigsaure (10%, wi/v) 375 pl

Fir Zelladh&sionsstudien wurden Glasobjekttrager verwendet, welche mit Polylysin, Polyglutamat, Gelatine,
BSA, Laminin, Fibronektin (jeweils 0,1%, w/v Endkonzentration in KPH) oder einer Bind- Silan- Losung
beschichtet wurden. 10 pl einer SM1- Zellsuspension wurden auf jedes Oberflachenmaterial gespottet und
nach kurzer Sedimentationsdauer mit einem Deckglas bedeckt. Die Glasobjekttrdger wurden auf einer
speziellen Halterung des Lasermikroskops befestigt und einzelne, adhérierte Zellen im Laserstrahl gefangen.
Zur Analyse der Stabilitat isolierter Hami wurden diese zunédchst 1h bei verschiedenen Temperaturen
inkubiert. Der Einfluss hoher oder niedriger pH- Werte wurde bei RT untersucht; nach der Inkubationszeit
wurde der pH- Wert der Proben wieder auf 7,0 zurickgestellt. Der Effekt verschiedener Behandlungen
wurde elektronenmikroskopisch tberprift. Der Effekt von Proteinase K, Protease (Subtilisin A), Pronase und
Trypsin wurde mittels SDS-PAGE Uberpruft. Dazu wurden Hami- Prédparationen mit diesen Enzymen
inkubiert (1h bei 37°C fur Proteinase K, Protease und Pronase bzw. bei 25°C flir Trypsin); als
Positivkontrolle wurde BSA verwendet.
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17. Molekulargenetische Methoden

17.1 Primerkonstruktion

Die Analyse und Sequenzierung von Genen erfordert die Konstruktion stets neuer und spezifischer
Primer. Dafir wurden mittels Datenvergleich im Software- Programm BioEdit (Hall, 1999)
Sequenzabschnitte ausgewahlt, welche mindestens 18 Nukleotide lang waren und einen G+C- Gehalt von
40- 60% aufwiesen. Die Spezifitdt der Primer wurde durch die Bearbeitung sich uberlappender
Sequenzbereiche sichergestellt.

17.2 RAGE (Rapid Amplification of Genomic Ends, modifiziert)

Auf der Grundlage einer Methode, welche fir die Klonierung von Sequenzflanken beschrieben wurde
(Rudi et al., 1999; Cormack und Somssich, 1997), wurde ein Protokoll entwickelt, das unabhéngig von
Restriktionsverdau und Klonierung die Erfassung unbekannter up- und downstream- gelegener
Sequenzen erlaubt. Dabei werden, ausgehend von einer kurzen, bekannten genomischen Sequenz die
flankierenden Seiten durch ein Primerwalking ohne spezifischen Gegenprimer erfasst (Abb. 4).

Doppelstringige DNA mit dem gesuchten Genabschnitt ]
]
__<@mm bekannte Region |unbekannte Region -
5" [Prmer1 H 1 3'
1. Lineare 5" [Primer1 | |3
Amplifikation &' feame 13'
3' : | 5'
" 2. Anhingen
eines poly-C 5 : lcccceccccccceed 3
Sch\yanzes 5' : cccececccececcec) 3!
(Tailing) :
vt Temmirailer 5 : lccceeccccceceeed 3'
. Transferase
5" [Primer2 | [ccceccccccceecc] 3!
[ : [ oligo G Primer |
3. Nested- PCR 5" [rprmera] lcccoccoccecced 3
[ [ oligo G Primer
5" [rrimerz | lccceeccccecccc 3'
: oligo G Primer
‘ 4. Sequenzierung mit Primer 2
Abbildung 4: Ubersicht iiber die RAGE- Methode

17.2.1 Lineare Amplifikation

Fur diesen Vorgang wurde eine Standard- PCR (s. 11.9) mit 30 Zyklen durchgefiihrt, jedoch wurde nur
ein Primer eingesetzt. Das Ergebnis dieser PCR wurde auf einem Gel Gberprift und war als unscharfe
Bande darauf erkennbar. AnschlieBend wurde das PCR- Produkt mittels Microcon- Filtern gereinigt (s.
11.10.2.1.2).
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17.2.2 Transferase- Reaktion
Zur Addition eines Poly- C- Schwanzes an die Enden der PCR- Amplifikate wurde folgender Ansatz

pipettiert:
5x Transferase- Reaktionspuffer 1l
PCR- Produkt 2-5ul
dCTP (2,5 mM) 0,5 pl
Transferase 1,5 pl (30 V)
LiChrosolv H,O ad 15 pl

Der Ansatz wurde 15 min bei 37°C und anschliefend, zum Abstoppen der
Reaktion, 10 min bei 70°C inkubiert.

17.2.3 Nested PCR

Zur Amplifikation wurden nun ein polyG- (s. 11.9.2) und ein weiter innen liegender Primer (Nested
Primer) verwendet. Durch die Verwendung dieses zweiten Primers wurde eine spezifische Reaktion
gewahrleistet.

Es wurde eine Standard- PCR (s. 11.9) durchgefuhrt; fir die Amplifikation wurden 2,0 bis 5,0 pl des
Transferase- Produkts eingesetzt. Das Produkt wurde anschlieend gelelektrophoretisch Gberprift,
tber Microcon 100- Filter gereinigt (s. 11.10.2.1.2) und die Konzentration mittels Ethidium-
bromidplatte (s. 11.8.3.2) bestimmt. Zur Sequenzierung wurde der Nested Primer verwendet.

17.3 Restriktionsverdau der DNA

Die DNA- Isolierung erfolgte wie unter 11.8.2 beschrieben. Die hochmolekulare Struktur der DNA wurde
auf einem 1- prozentigen Agarosegel Uberprift (s. 11.9.3). Fur den Restriktionsverdau wurde die DNA flr
ca. 3 h bei 37°C mit folgenden Enzymen behandelt: Tspl, Narl, Avrll, Prull, SpHI, Bglll, BsaHI, BspEl,
BspDI, Ncol, Ndel, EcoRl, Sacl, Kpnl, BsrGl, Nhel, Xbal, Xhol, EcoRV, Hincll, Pstl, Pvul, BsaHl,
HaEll, SnaBl. Der Erfolg des Restriktionsverdaus wurde auf einem Agarosegel (1%, w/v) tiberprift.

17.4 Southern- Blot

17.4.1 Vorbehandlung des Gels

Denaturierungslésung

NaCl 15M

NaOH 05M
Neutralisierungslésung

NaCl 15M

Tris/HCI, pH 7,2 05M

EDTA, pH 8,0 1mM

Das Gel mit den aufgetrennten DNA- Fragmenten und einem DIG- markierten Standard wurde
zunédchst dokumentiert (EasyStore Imaging System, Herolab GmbH, Wiesloch). Zur Depurinierung
der DNA wurde das Gel zundchst 15 min in 0,25 M HCI unter leichtem Schitteln inkubiert (RT) und
anschlieRend 30 min mit Denaturierungsldsung geschiittelt. Danach wurde es mit
Neutralisierungsldsung 2x 15 min inkubiert.
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17.4.2 Kapillarblot
20x SSC- Puffer
NaCl 3M
Nas- Citrat, pH 7,0 0,3M
Fur den Southern- Blot wurden zunéchst zwei Lagen Filterpapier (Whatman 3MM) mit 20x SSC
befeuchtet und als 'Briicke' Uber eine Glasplatte gelegt; dabei tauchten beide Enden des Papiers in ein
mit 20x SSC gefulltes Pufferreservoir ein. Nun wurde das Gel auf das feuchte Filterpapier gelegt und
seine Rénder mit Parafilm abgedeckt. Es wurde ein zurecht- geschnittenes Stiick Nylonmembran auf
das Gel gelegt (luftblasenfrei), hierauf 2- 4 Filterpapiere, ein Stapel Papierhandtlicher, eine Glasplatte
und ein 1-2 kg schweres Gewicht. Der Transfer erfolgte dann ca. 16- 24 h bei RT. AnschlieRend
wurde die Membran bei RT getrocknet und zur Fixierung 5 min mit der DNA- Seite nach unten auf
einen UV- Schirm gelegt.

17.5 DNA- Hybridisierung mit DIG- markierten Sonden

17.5.1 Herstellung D1G- markierter Sonden

Waéhrend der PCR kann Digoxigenin-11-dUTP (DIG-dUTP) durch die Tag- Polymerase in das
entstehende PCR- Produkt eingebaut werden. Durch den Einsatz genspezifischer Primer kdnnen
Sonden produziert werden, welche eine qualitativ und quantitativ hochwertige Markierung erlauben.
Zur Herstellung einer gewiinschten DNA- Sonde wurde eine Standard- PCR pipettiert (s. 11.9) und
lediglich 0,5 pl einer DIG- dUTP- Lésung zugegeben.

Nach Durchfiihrung der Amplifikation wurde das Ergebnis auf einem 1- prozentigen Agarosegel (incl.
EtBr) uberpriift. Die Bande des PCR- Produkts mit eingebautem DIG- dUTP zeigte dabei einen
Bandshift: Sie lag htéher als die des PCR- Produkts ohne dUTP. Die DIG- markierten PCR- Produkte
wurden bei -20°C bis zum Gebrauch gelagert.

17.5.2 DNA- Hybridisierung

2x Waschldsung

SSC- Puffer 2X

SDS 0,1% (w/v)
0,5x Waschlésung

SSC- Puffer 0,5x

SDS 0,1% (w/v)

Fur die Prahybridisierung wurde die Membran in 20 ml DIG Easy Hyb- Hybridisierungspuffer gelegt
und for 1h bei 40°C in einem verschlossenen PlastikgefdR? unter Schutteln inkubiert. In der
Zwischenzeit wurde die DIG- markierte Sonde in einem kochenden Wasserbad 10 min denaturiert und
anschliefend auf Eis abgekiihlt. Nach Ablauf der Inkubationszeit (1 h) wurde der Prahybridisierungs-
puffer durch 10 ml eines vorgewarmten DIG Easy Hyb- Hybridisierungspuffers (incl. 50 ng DIG-
markierter Sonde) ersetzt. Die Hybridisierung wurde (N bei 40°C durchgefiihrt. Anschliefend wurde
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die Membran zweimal 5 min in 2x Waschlésung geschittelt (RT), um ungebundene Sonden
abzuspulen. AbschlieBend wurde die Membran zweimal fiir 15 min in 0,5x Waschlésung bei 68°C
geschuttelt.

17.5.3 Detektion mittels anti- DIG- AP- Antikdrpern
NBT/BCIP- Detektionspuffer

Tris, pH 9,5 0,1M
MgCl, 0,056 M
NaCl 0,1 M

10 ml dieser Lésung wurden frisch mit 75 pl NBT/BCIP Stammldsung versetzt.

Nach der Hybridisierung und den Waschschritten wurde die Membran in TBST- Puffer (s. 11.15.5)
kurz dquilibriert und anschlieBend in TBSTB- Puffer (s. 11.15.5) unter leichtem Schitteln N bei 4°C
geblockt. Nach einem kurzen Waschschritt (10 min, RT, TBST) wurde die Antikdrperreaktion in
TBSTB- Puffer (Antikorperverdiinnung 1:10000) 1h lang bei RT unter leichtem Schitteln
durchgefuhrt. Anschliefend wurde die Membran zweimal 15 min in TBST- Puffer (RT) geschdttelt,
um ungebundene oder unspezifisch gebundene Antikorper zu entfernen. Die Detektion erfolgte mittels
NBT/BCIP; dabei wurde die Membran mdéglichst ohne Schutteln bis zur vollstandigen Entwicklung
der Banden in NBT/BCIP- Detektionspuffer bei RT inkubiert (ca. 1-7 h).

17.6 Analyse des mRNA- Pools

17.6.1 Isolierung der RNA

Die Isolierung des RNA- Pools aus SM1 Euryarchaeon- Fraktionen wurde mittels RNeasy Mini Kit
durchgefiihrt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die mikrobielle Probe mdglichst frisch verarbeitet
wurde. Wéhrend der Isolierungsprozedur wurde ein DNA- Verdau mit DNasel durchgefiihrt, wodurch
sichergestellt werden konnte, dass keine DNA- Fragmente das Ergebnis beeintrachtigen.

17.6.2 Amplifikation von RNA (RT- PCR, Reverse Transkription)
Die cDNA- Erststrangsynthese wurde mit dem RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit nach
Anweisung des Herstellers durchgefiihrt:

RNA 4 ug
Random Hexamer Primer (0,2 pg/ul) 1yl
LiChrosolv H,O ad 12 pl

Der Ansatz wurde vorsichtig durchmischt, kurz anzentrifugiert, anschlieBend bei
70°C fir 5 min inkubiert und danach auf Eis abgekihlt.
Dem Ansatz wurden folgende Substanzen zupipettiert:

5x Reaktionspuffer 4 ul
Ribonclease Inhibitor (20U/ul) 1l
dNTP Mix (10 mM) 2ul

Wieder wurde gut durchmischt und kurz anzentrifugiert. Nach einer
Inkubationsdauer von 5 min bei 25°C, wurde

RevertAid™ M-MuLV Reverse Transkriptase (200U/ul) 1l
zugegeben. Die Mixtur wurde 10 min bei 25°C und anschlieRend fir 60 min bei
42°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Aufheizen auf 70°C (10 min)
abgestoppt. Diese cDNA konnte nun direkt fir eine Amplifikation durch PCR
eingesetzt werden.
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Als Primer wurden die im Kit enthaltenen Random Hexamer Primer verwendet, welche eine cDNA-

Synthese Uber die gesamte Lange der RNA ermdglichen.

17.6.3 PCR zur Detektion gesuchter RNA- Abschnitte

Die erhaltene cDNA wurde zur Amplifikation gesuchter Genabschnitte verwendet. Dazu wurde eine
Standard- PCR (s. 11.9) mit genspezifischen Primern durchgefiihrt. Das Ergebnis wurde auf einem
1-prozentigen Agarosegel (w/v) Uberprift und sequenziert.

18. Klonierung und Expression

18.1 Klonierung von DNA- Fragmenten fur die Expression

18.1.1 Herstellung kompetenter Zellen

TFB1
KAc 1,472 g
MnCl, x 4 H,0O 109
RbClI 6,046 g
CaCl, x 2 H,0 0,159
Glycerin 15,0 ml
H.O bidest ad 500 ml
Der pH- Wert wurde mit Essigsdure auf 5,8 eingestellt. Die Ldsung wurde
sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

TFB2
MOPS 1,075¢g
CaCl; x 2 H,O 554
RbCl 0,605 g
Glycerin 75 mi
H-O bidest ad 500 ml

Der pH- Wert wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt. Die Ldsung wurde
sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

Der gewiinschte E. coli- Stamm wurde in 100 ml LB- Medien bis zu einer ODsso von ungeféhr 0,5 bei
37°C gezogen. Die Zellen wurden auf Eis abgekuhlt und abzentrifugiert (Sorvall RC-5C+, SS34-
Rotor, 2500 Upm, 5 min, 4°C). Das resultierende Pellet wurde anschlieRend in 30 ml eiskaltem TFB1-
Puffer aufgenommen und 90- 120 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 2000 Upm (5
min) wurden die Zellen vorsichtig in 4 ml TFB2- Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 60 pl
DMSO in 100 pl Aliquots bei -80°C eingefroren.

18.1.2 Einfuhrung von Restriktionsschnittstellen

Zur Konstruktion von Expressionsklonen mussten die gewunschten DNA- Fragmente in einem
definierten Leseraster in entsprechende Expressionsvektoren eingebracht werden. Dazu wurden neue
Restriktionsschnittstellen am 5'- und 3'- Ende des proteinkodierenden DNA- Abschnitts eingefihrt. Zu
diesem Zweck wurden Primer konstruiert, die die gewiinschte Restriktionsschnittstelle (in diesem Fall
fir Ndel und EcoRI) im richtigen Raster enthielten (s. Anhang). Um Fehler durch Tag- Polymerase
erzeugte Basenaustausche auszuschlieen, wurden die in die Vektoren eingefiigten PCR- Produkte

sequenziert.
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18.1.3 Ligation und Klonierung

Zunachst wurde von genomischer SM1- DNA das Gen fir eine Amplifikation mit den
Restriktionsschnittstellen- tragenden Primern (khookrevlo und khookf, s. Anhang) abgegriffen. Das
erhaltene PCR- Produkt wurde mittels des Qiagen PCR- Cloning Kits gemé&R Herstellerangaben in den
Vektor pDrive kloniert. Durch ein Blau- Wei3- Screening wurden positive Klone identifiziert. Die
Lange deren Inserts wurde durch ein PCR- Screening uberpriift. Uber die Sequenzierung des
Plasmidinserts wurde ein Klon ausgewahlt, welcher die richtige und vollstandige Sequenz des Gens
trug. Ausgehend von der Plasmid- DNA dieses Klons wurde durch die Restriktionsenzyme Ndel und
EcoRI das Gen- Sequenzstiick ausgeschnitten, Uber ein Agarosegel (1%, w/v) gereinigt und mittels
Qiaquick Gel Extraction Kit eluiert.

Dieses Stiick wurde nun mit Hilfe des Quick- Ligations Kits nach Anweisungen des Herstellers in den
Expressionsvektor pET28a ligiert und dadurch mit einem C- und N- terminalen His- Tag fusioniert.
Fur die Transformation (s. 11.18.1.4) wurde E. coli- Stamm JM109 (Promega, Madison, USA)
verwendet. Flr die Plattierung und Anzucht der Klone in Flissigmedium wurde dem LB- Medium
0,1% Glucose (w/v, zur Unterdriickung einer geringen Expression) und Kanamycin (selektiver Faktor
fir pET28a, 30ug/ml) zugesetzt. Positive Klone wurden durch PCR- Screening identifiziert.
Gewonnene Plasmid- DNA einer ausgewahlten Klonkultur wurde fur die Transformation in die

Expressionsstdimme verwendet.

18.1.4 Transformation von E. coli

SOC- Medium
Trypton- Pepton 20g
Hefeextrakt 5¢9
NaCl 059
KCI 0,186 g
H.O ad 1000 ml

Das Medium wurde abgefillt und autoklaviert. Direkt vor Gebrauch wurden 10
mM MgCl, und 20 mM Glucose (Stammldsungen jeweils 1 M, sterilfiltriert)
zugegeben.

Die kompetenten Zellen (100ul) wurden auf Eis aufgetaut, mit 1-2 pl Ligationsansatz bzw. 1 pl
Plasmid- DNA versetzt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach anschliefendem Hitzeschock bei 42°C
(90s) wurden die Zellen erneut 5 min auf Eis inkubiert, dann mit 500 pl warmem SOC- Medium
versetzt und fiir 1h bei 37°C unter starkem Schutteln inkubiert. 100 pl der Suspension wurden nun auf
LB- Platten ausgespatelt, auf die vorher eine vektorentsprechende Antibiotikaldsung aufgebracht
worden war (Ampicillin fir Vektor pDrive bzw. Kanamycin fur Vektor pET28a), und GN bei 37°C
inkubiert. Positive Klone wurden durch PCR- Screening (s. 11.10.2.3) mit Insert- spezifischen Primern
erfasst. Plasmid- DNA wurde aus LB- Flussigkulturen wie unter 11.10.2.5 angegeben isoliert.
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18.2 Expression von Proteinen in £. coli

18.2.1 Verwendetes Expressionssystem

Zur Expression wurde das pET Vektor- System verwendet. Das zu exprimierende Gen wird hier unter
die transkriptionelle Kontrolle des T7- Promotors Kkloniert, der von T7- RNA- Polymerase erkannt
wird. Durch die Zugabe von IPTG ins Medium (Induktion) wird die Expression von T7- RNA-
Polymerase ausgeldst, was wiederum die Expression des eingeschleusten Fremdgens zur Folge hat.
Zur Transformation wurden die E. coli- Stimme BL21 (DE3) paCYC- RIL, C43 (DE3) paCYC- RIL
und C43 (DE3) WALKER verwendet. Diese Stamme wurden von Dr. Sonja Koning und Christina
Moulakakis™ zur Verfligung gestellt.

18.2.2 Durchfuhrung der Proteinexpression

NZA- Medium
Casamino acids 10g
Hefeextrakt 59
NaCl 759
H.0 ad 1000 ml

Zur Expression wurden 50 ml NZA- Medium mit Kanamycin (30 pg/ml) und Chloramphenicol
(34 pg/ml, bei paCYC- tragenden E. coli Stdimmen) mit 2 ml einer frischen Transformandenkultur
(O.D. 0,6) beimpft und bei 37° bzw. 23°C bis zu einer ODgy von 0,4 bis 0,6 unter Schiitteln inkubiert.
AnschlieBend wurde mit 1mM [IPTG (Endkonzentration) induziert und stundlich eine
Probenentnahme, zur Messung der OD und Mikroskopie, durchgefiihrt. Die erhaltenen
Zellsuspensionen wurden abzentrifugiert (8000 Upm, 5 min, 4°C, Sorvall RC-5C+, SS34- Rotor) und
bis zur Weiterverarbeitung bei -70°C gelagert.

11 Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Universitit Regensburg
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111. Ergebnisse

1. Zusammensetzung und Aufwuchsverhalten der mikrobiellen

Perlenkettengemeinschaft des Sippenauer Moors

1.1 Probenahmeort: Sippenauer Moor

Die Probenahme mikrobieller Perlenketten-
gemeinschaften und anderer Mikroben-
verbande wurde im Bereich der Hauptquelle
des Sippenauer Moors durchgefihrt (Abb. 5
und 6, Probenahmeort: Str.1). Die
Hauptquelle A (Abb. 7) bildet zusammen mit
den beiden Nebenquellen (B1 und B2,
Abb. 7, Rudolph, 2003) einen Kkleinen
Bachlauf, der nach ca. 5 m in den grol3en

aus TOP50 Sudbayern).

Quelltopf mindet. Sobald das sulfidische

Quellwasser  durch ~ Bodenunebenheiten
verwirbelt und damit mit Sauerstoff
angereichert  wird, entstehen sichtbare
mikrobielle Beldge an Steinen, Asten, dem
Bachbett und anderem festen Material. Diese
Matten und Biofilme erscheinen meistens
weil3, z.T. weil3- grin oder weil3- grau in
ihrer Farbe.

Oft flottieren Streamer (Buschel von fadigen

Mikroorganismen) von 0,5- 30 cm Ldnge |Abbildung 6: Ubersicht tiber das Sippenauer Moor
shnli h Warneke, 1992).
(Abb. 8) und perlenkettenahnliche Strukturen  Lgaan Wameke 1992)

(s. Einleitung) im gesamten Quellbereich. Trotz der relativ konstanten chemischen und

physikalischen Parameter des Quellwassers (Tab. 16) unterliegt die Bioaktivitat in diesem
Bereich groflen Schwankungen: Quantitat und Morphologie der mikrobiellen Matten sind

jahreszeitlichen und klimatischen Anderungen unterworfen (Moissl, 2000).
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Parameter Hauptquelle Sippenauer Moor
Temperatur 10- 11°C
pH ~73
S 0,5- 1,0 mg/I
0O, 1,4 mg/l*
Leitfahigkeit 536 puS/cm*

Tabelle 16: Parameter des Quellwassers,
* Daten aus Rudolph et al., 2004

Abbildung 7: Ubersicht tiber den Hauptquellbereich
des Sippenauer Moors. Roter Kreis: Quelle A, griiner
Kreis: Zusammenfluss von Quellen B1 und B2. Im
Gegensatz zu den Quellen A und B2 wird bei Quelle
B1 das sulfidhaltige Wasser ohne Verwirbelungen
aus dem Erdreich an die Oberflache gedriickt.

Abbildung 8: Flottierender Streamer im Haupt-
quellbereich des Sippenauer Moors. Lange ca. 25 cm.
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1.2 Molekularbiologische Untersuchungen der bakteriellen Partner des SMl

Euryarchaeons in der mikrobiellen Perlenkettengemeinschaft

In vorausgegangenen Untersuchungen wurden neben der SM1 Mikrokolonie bakterielle
Filamentbildner als Hauptbestandteil der mikrobiellen Perlenkettengemeinschaft nachgewiesen
(Rudolph et al.,, 2001). Um einen besseren Einblick in die mikrobielle Diversitt,
Zusammensetzung und Architektur einzelner Perlen und derer Verbindungsfaden zu erhalten,
wurden die bakteriellen Partner des SM1 Euryarchaeons mit einer Kombination aus
Phasenkontrastmikroskopie, EDAX, phylogenetischen 16S rRNA- Gensequenzanalysen und
FISH genauer untersucht.

1.2.1 Phasenkontrastmikroskopische Untersuchungen und EDAX- Analysen

Einzelne Perlen wurden aus ihrem Biotop
entnommen und im Phasenkontrastmikroskop
betrachtet.

Neben der archaeellen Mikrokolonie dominierten
immer stabchenférmige, unbewegliche, filament-
bildende Mikroorganismen, die einen Zelldurch-
messer von etwa 2 um aufwiesen. Typisch fur diese
Organismen waren eine rosettenartige Wuchsform
und die Einlagerung von grofRen Mengen
lichtbrechender Granula (Abb. 9). Mittels
Transmissions- Elektronenmikroskopie, kombiniert
mit EDAX- Analysen, konnte nachgewiesen
werden, dass es sich dabei um amorphen'? Abbildﬁng 3 Ph_asenkontrastaufpahme des
auBeren Teils einer Perle. Filamentdse,

Schwefel handelte (J. Raabe, pers. Mit.). Die |schwefeleinlagernde Mikroorganismen

. et L ) bilden eine Rosette. MaRstab: 20 pm.
gleiche Schwefelmodifikation konnte in den Zellen |aus: Moissl et al., 2002.

eines ebenfalls aus dem Sippenauer Moor

stammenden Thiothrix fructosivorans- Isolats detektiert werden.

Neben den  rosettenformig  angeordneten  Mikroorganismen  konnten  durch
Phasenkontrastmikroskopie — weitere, morphologisch unterschiedliche Mikroben als
Bestandteil einer Perle identifiziert werden. Jedoch machten diese nur einen geringen Anteil

aus.

12 amorph: regellos, nicht im Kristallzustand
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1.2.2 Klonierung und phylogenetische Analyse des bakteriellen 16S rRNA-

Genpools einer Perle

Bereits in Vorarbeiten wurde aus einer Perle die genomische DNA isoliert und einer
detaillierten archaeell- phylogenetischen Analyse unterzogen (Rudolph et al., 2001; Rudolph,
2003). Diese Phylogenie hatte die Existenz eines einzigen archaeellen Phylotyps (SM1)
gezeigt (Rudolph et al., 2001; vgl. Einleitung).

Zu Vergleichszwecken wurde dieselbe DNA fir die bakteriell- phylogenetischen Analysen
verwendet. Die Amplifikation der bakteriellen 16S rRNA- Gene erfolgte mittels der Primer
9bF und 1406uR. Die erhaltenen Amplifikate wurden kloniert und letztendlich einer ARDRA
unterzogen.

Insgesamt wurden 134 Klone analysiert, welche tber ARDRA und Sequenzierung 19
unterschiedlichen 16S rRNA- Gensequenzen zuzuordnen waren. Fir die Sequenzierung
wurden die Primer 9bF, 516uF und 1406uR verwendet.

Nach der Einordnung der erhaltenen Sequenzen in einen phylogenetischen Stammbaum zeigte

sich deren Zuordnung zu verschiedenen bakteriellen Phyla (Tab. 17).

Anteil an Gesamt- Phylogenetische Einordnung
Klonsequenzen
1,5% Grune Nicht- Schwefel- Bakterien (Chloroflexaceae)
2,2% Clostridium und Verwandte
3,0% - Proteobacteria
3,0% Gram- positive, High G+C
4,5% e- Proteobacteria
5,2% d- Proteobacteria
5,2% a- Proteobacteria
6,0% Planctomycetales
8,2% Bacteroides- Cytophaga- Flexibacter Gruppe /
griine Schwefel- Bakterien (Chlorobiaceae)
61,2% y- Proteobacteria

Tabelle 17: Phylogenetische Verteilung der bakteriellen Klonsequenzen

Diese phylogenetische Position aller Klonsequenzen wurde durch drei verschiedene
Baumrekonstruktionsmethoden verifiziert. Das Ergebnis der Maximum Parsimony- Analyse

wird in Abbildung 10 gezeigt.

13 Diese Vorarbeiten wurden bereits in der Diplomarbeit (Moissl, 2000) durchgefiihrt, die eigentliche Analyse und
Sequenzierung erfolgten jedoch erst in dieser Arbeit.
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| Leucothrix mucor, X87277, 1505 y/B-
Thiothrix unzii, L79961, 1307 Proteo-
sipK4, AJ307933, 1283 bacteria
Thiothrix nivea, L40993, 1421
Thiothrix eikelboomii, L79965, 1281

Zoogloea ramigera, D14256, 1447
sipK84, AJ307934, 1272
uncultured proteobacterium OCS7, AF001645, 1525
Thiobacillus thioparus, AF005628, 1439
sipK89, AJ307935, 1311
uncultured eubacterium TRA5-3, AF047645, 1430
sipK9, AJ307936, 1321
Beggiatoa alba, L40994, 1445
a-

Sphingomonas stygia, AB025013, 1444
sipK17, AJ307937, 1266 Proteo-
Sphingomonas pruni, Y09637, 1438 bacteria
sipKd8, AJ307938, 1273
Bradyrhizobium sp. DesT1, AF178435, 1412
|:| sipK8, AJ307939, 1272

Rhodopseudomonas palustris, X87279, 1480

uncultured epsilon protecbacterium 1054, AB030602, 1425 &
—L sipK119, AJ307940, 1270 t'::;‘;‘:i;
Alvinella pompejana epibiont, L35521, 1502
sipK94, AJ307941, 1273 1
[ Geobacter chapelleii, U41561, 1465 s
|| sipKa44, AJ307942, 1346 Proleo_-
Desulforhopalus singaporensis, AF118453, 1483 bacteria

sipK93, AJ307943, 1281
uncultured sulfate-reducing bacterium 141, AJ389624, 1406

Desulfocapsa thiozymogenes, X95181, 1462
sipK108, AJ307944, 1299

E Micrococcus luteus, M38242, 1492 ] high G+C

sipK5, AJ307945, 1310 gram
—— Brevibacterium casei, X76564, 1444 positives
Bacteroides fragilis, M61006, 1536 Bacteroides-

sipK57, AJ307946, 1309 Cytophaga-

uncultured eubacterium, U81722, 1452 Flexibacter
uncultured Cytophaga Sva1038, AJ240979, 1466 group/ i

sipK20, AJ307947, 1317 g;ecﬁgﬂsa“ ur

_|: Polaribacter filamentus, U73726, 1438
sipK12, AJ307948, 1277

‘———————————— Chlorobium limicola 6, Y10642, 1437 —

benzene min. consortium clone SB-34, AF029049, 1408 green non-
_‘_—|_— sipK52, AJ307949, 1266 :I sulfur bacteria

Chloroflexus aurantiacus, M34116, 1413
I Planctomyces limnophilus, X62911, 1527 :I Planctomycetales
sipK18, AJ307950, 1269
Clostridium halophilum, X77837, 1455 Clostridium

_:sipK7, AJ307951, 1298 and relatives
Thermotoga maritima, M21774, 1562

0.10

Abbildung 10: Phylogenetischer Baum der Bacteria, basierend auf der Sequenz des 16S rRNA- Gens.
Abkirzungen fir bakterielle Klonsequenzen aus der mikrobiellen Perlenkettengemeinschaft sind
hervorgehoben. Datenbankreferenznummern und Sequenzldngen (in bp) sind hinter den Namen und
Klonbezeichnungen angegeben. Aus: Moissl et al., 2002.

Die mit ca. 60% klar vorherrschende bakterielle Klonsequenz SipK4 konnte innerhalb der y-
Proteobacteria eingeordnet werden und wies groRe Verwandtschaft zu Thiothrix unzii auf.
Unabhangige phylogenetische Untersuchungen einer zweiten Perle (etwa ein Jahr spéter)
zeigten wiederum eine vergleichbare Dominanz dieser Thiothrix- Sequenz.

Da aus PCR- basierenden Daten keine Rickschlisse auf die reale Quantitdt von Thiothrix
SipK4 innerhalb der Perle gezogen werden konnen (Amann et al., 1995; von Wintzingerode et
al., 1997; Cottrell und Kirchmann, 2000), mussten diese Ergebnisse durch FISH mit
gattungsspezifischen Oligonukleotidsonden verifiziert werden.
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1.2.3 Analyse des Aufbaus der mikrobiellen Perlenkettenstruktur mittels FISH

Auf Grundlage der erhaltenen Thiothrix- Sequenz wurde eine passende, gattungsspezifische
Oligonukleotidsonde ausgewé&hlt (TN1; Wagner et al., 1994a). Mit dieser Sonde wurden
kleine Perlen (@ bis 3,0 mm) untersucht. In Ubereinstimmung mit den erhaltenen
mikroskopischen Beobachtungen und phylogenetischen Daten zeigte die Mehrzahl der
Bakterien mit dieser Sonde ein positives Hybridisierungssignal und gleichzeitig eine
Thiothrix- typische, filamentése Morphologie. Eine vergleichende DAPI- Farbung machte
deutlich, dass die meisten Bakterien, die sich in direkter Umgebung zur archaeellen
Mikrokolonie befanden, der Gattung Thiothrix zuzuordnen waren (Abb. 11). Ca. 30 einzelne
Perlen wurden ber den Zeitraum von etwa einem halben Jahr durch FISH untersucht und
zeigten immer die selbe charakteristische Zusammensetzung aus kokkoiden SM1
Euryarchaeen und Thiothrix SipK4 als dem vorherrschenden Bakterium. Auch an und in den
mikrobiellen Faden, welche die einzelnen Perlen miteinander verbanden, war Thiothrix
SipK4 haufig bestandsbildend.

Abbildung 11: FISH eines Teils einer Perle.
Links: Epifluoreszenzaufnahme einer Zweifach- Hybridisierung mit einer mit Rhodamin- Green markierten
archaeellen Oligonukleotidsonde (ARCH915) und einer CY3- markierten Thiothrix- spezifischen Sonde (TN1).

Die archaeellen Kokken farben griin, Thiothrix féarbt rot.

Rechts: Zugehérige DAPI- Farbung. Malistab: 10 um. Aus: Moissl et al., 2002.
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1.2.4 Analyse des dreidimensionalen Aufbaus einer Perle mittels CLSM

Fur die Analyse des dreidimensionalen Aufbaus einer Perle wurde die konfokale
Laserscanning- Mikroskopie herangezogen. Diese Methode eignet sich sehr gut fir die
Untersuchung biologischer Praparate, ohne deren Struktur und dreidimensionale Anordnung
zu beeintrachtigen. Bei dieser Art der Mikroskopie werden ‘'out of focus'- Schichten
ausgeblendet und dadurch optische Schnitte durch das Préparat angefertigt. Das Ergebnis sind
leuchtkraftstarke Abbildungen diinner Schichten innerhalb eines Praparats. Weiterhin ist es
mdoglich, durch die Anwendung von fluoreszenzfarbstofftragenden Sonden und Antikorpern
gesuchte Mikroorganismen zu lokalisieren und die dreidimensionale Verteilung spezifischer
Populationen zu untersuchen (Caldwell et al., 1993).

Fur die Untersuchung einer FISH-

gefarbten mikrobiellen Perle aus dem
Sippenauer Moor wurde diese schon
vorher  unter  strukturerhaltenden
Bedingungen in 60 pum dicke
Scheiben geschnitten, da eine Analyse
der gesamten, 2 mm grofen,
kompakten Perle aufgrund zu hoher
Lichtstreuung nicht méglich gewesen
ware.

Auch in diesem Fall konnte die
raumliche Néhe der SM1-

euryarchaeellen  Mikrokolonie und

; : : : Abbildung 12: Projektion von CLSM- Aufnahmen (39,8x
Thiothrix sp. innerhalb einer Perle 36,9x 21,4 um) aus dem inneren Bereich (ca. 200 um unter
nachgewiesen werden (Abb. 12). Das |der Oberflache) einer Perle. Thiothrix ist durch eine

spezifische Oligonukleotidsonde (TN1) rot gefarbt, die
filamentdse Bakterium umgab die |SM1 Euryarchaeen sind durch ARCHMix- Sonden griin
. . gefarbt. Deutlich zeigt sich die rdumlich nahe Beziehung
archaeelle Mikrokolonie, welche den |der strukturbildenden mikrobiellen Partner.

Kern der Perle bildete.
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1.2.5 Beteiligung weiterer Organismen an der Perlenkettengemeinschaft

Neben Thiothrix SipK4 konnten durch phylogenetische Analysen des 16S rRNA- Genpools
weitere Bakterien nachgewiesen werden (s. 111.1.2.2). Bis auf eine Ausnahme (s.u.) wurde
deren Rolle und Quantitat innerhalb einer Perle nicht weiter bestimmt; es ist auch ungeklart,
ob es sich bei diesen Organismen um Partner des SM1 Euryarchaeons bzw. von Thiothrix
SipK4 handelt oder ob sie selbst bzw. deren DNA bei der Probenahme lediglich der Perle
anhafteten.

Morphologisch auffallig waren jedoch sehr dunne, ebenfalls filamentbildende Bakterien
(Durchmesser etwa 0,5 um), welche mit der Thiothrix- Sonde nicht hybridisierten und keine
sichtbaren Zelleinschliisse aufwiesen. In kleinen Perlen war ihr Anteil gering (< 5%), er stieg
jedoch mit anwachsender Grofie (> 3,0 mm) und damit Alterung einer Perle, wahrend der
Anteil von Thiothrix sp. zurlickging.

Durch die erfolgreiche Hybridisierung mit der Oligonukleotidsonde IMB1-87 konnten diese
dinnen, leicht gewellten Bakterien der Klonsequenz sipK119 und damit den e- Proteobacteria
zugeordnet werden (vgl. auch 111.4.2). Uber die physiologischen Eigenschaften des
Organismus sipK119 kann nur spekuliert werden; jedoch wurde fir unkultivierte Verwandte
(s. 11.4.2; Engel et al., 2003) ein anaerober, sulfidoxidierender Stoffwechsel postuliert.
Weiterhin konnte in den Perlen und v.a. in deren Verbindungsfaden haufig eine eukaryotische
Alge mikroskopisch nachgewiesen werden (Moissl, 2000), bei der es sich vermutlich um
einen Vertreter der Ulotrichales (Ulothrix sp.) handelt. Sie kdnnte als Anheftungsoberflache

fur die mikrobielle Perlenkettengemeinschaft dienen.

1.3 Entwicklung eines in situ- Kultivierungssystems fir die mikrobielle

Perlenkettengemeinschaft

Die gesamte mikrobielle Biomassenproduktion im Quellbereich des Sippenauer Moors ist
Schwankungen unterworfen, welche auf verschiedene Umweltparameter zurlckzufiihren sind
(vgl. Moissl, 2000). Auch das mikrobielle System der Perlenkettengemeinschaft ist quantitativ
von diesen Anderungen abhingig, was eine regelmaRige und zuverlassige Probenahme
erschwert. Da die Kultivierung des SM1 Euryarchaeons und seiner Partner im Labor bisher ohne
Erfolg geblieben war, sollte ein (Kultivierungs-) System geschaffen werden, welches eine
zuverlassige Probenahme erlaubt und eine flir mikrobiologische Studien notwendige
Mindestmenge an Biomasse garantiert.

Es wurde vermutet, dass die nachgewiesene eukaryotische Alge (s. 111.1.2.5) als Anheftungs-

oberflache fur die Perlenkettengemeinschaft dient, da in aquatischen Umgebungen die
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Assoziation an Oberflachen die bevorzugte Lebensweise von mikrobiellen Gemeinschaften ist
(Brock, 1967; Watnick und Kolter, 2000). Aus diesem Grund wurden Untersuchungen zum
Aufwuchs solcher Gemeinschaften an verschiedenen eingebrachten Materialien durchgefihrt.

1.3.1 In situ- Kultivierung der Perlenkettengemeinschaft in ihrem Biotop

Zunéchst wurde das Wachstumsverhalten von mikrobiellen Perlenkettengemeinschaften an
natlrlichen (unbehandelte Wollfaden) und synthetischen Fasern (Polyamid oder Polyethylen)
untersucht. Dazu wurden entsprechende F&den in den Bachlauf direkt unterhalb der
Hauptquelle des Sippenauer Moors flottierend ausgebracht. Bereits nach einem Tag
Inkubation im 10°C kalten Quellwasser waren v.a. die synthetischen Faden mit einem weil3-

grauen Belag Uberzogen, was auf die Besiedlung mit filamentésen Bakterien zurtickzufuihren

war. Nach zwei bis drei Tagen hatten sich viele weiRe
Perlen und Verdickungen (Durchmesser bis zu 3 mm) an
den synthetischen Faden entwickelt (Abb. 13). Wie durch
FISH gezeigt werden konnte, enthielt jede Perle bzw.
Verdickung eine archaeelle Mikrokolonie, in der die
Organismen in regelméligen Abstdanden dreidimensional
angeordnet waren. Nach einer Woche Inkubation im
natlrlichen Biotop hatten sich die Perlen bis zu einem
Durchmesser von etwa 12 mm vergrof3ert. In Korrelation

dazu stieg auch der Anteil der Archaeen stetig an (bis ca. ‘

30% der Gesamtpopulation). Zu diesem Zeitpunkt waren |Abbildung 13:  Polyamidfaden
nach 1, 2, 3, 4, 5 Tagen

die Archaeen im Innern der Perle jedoch nicht mehr in ihre  |Inkubationsdauer (von oben nach
. . . . unten). Im linken Bereich der
Mikrokolonie eingeschlossen, sondern lagen frei und |Abbildungen erkennt man die
Entwicklung einer Perle. Malstab:
lcm.

zufallig verteilt vor und konnten dadurch aus dem

mikrobiellen Verband herausgeldst werden.
Die vergleichenden Studien hatten gezeigt, dass synthetische Fasern sehr viel besser als
natlrliche Faden als Anheftungs- und Aufwuchsmaterial fir mikrobielle Perlenketten-
gemeinschaften geeignet waren. Um grélRere Mengen dieser Populationen zu gewinnen
wurden Polyethylennetze, welche eine bedeutend grofiere Oberflache fir die Zelladhdsion zur
Verfligung stellten, im Quellwasser exponiert. Hier konnte ein vergleichbar gutes Wachstum
von Perlenkettengemeinschaften festgestellt werden: Wahrend einer eintdgigen Inkubation in
dem Quellbecken wurden die Netze durch den mikrobiellen Belag weilllich und nach vier bis

sechs Tagen hatten sich viele Perlen und Verdickungen mit einem Durchmesser bis zu 12 mm
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daran entwickelt (Abb. 14). Durch die
SM1-
Oligonukleotidsonde

Anwendung der
SMARCH714-
(Rudolph, 2003) konnten die Archaeen

der am Netz aufgewachsenen Perlen als

spezifischen

SM1 Euryarchaeen identifiziert werden.
Neben diesen Organismen wurden
Bakterien

vorwiegend  filamentose

beobachtet, welche Thiothrix- und
sipK119- Morphologien aufwiesen.

Es war also gelungen, mit Hilfe dieser
die

Perlenkettengemeinschaft

Polyethylennetze, mikrobielle

auf klnst-

Abbildung 14: Mikrobielle Perlenkettengemeinschaften,
gewachsen in ihrem Biotop an einem Polyethylennetz
nach 6 Tagen Inkubation (10°C). Die Pfeile zeigen auf
Verdickungen (rot) und Perlen (grin).

Aus: Moissl et al., 2003.

lichen Oberflachen im eigenen Biotop zu zuchten. Die Probenahme konnte nun regelméRig

(einmal pro Woche) und zuverléssig durchgefiihrt werden. Die erntbare Biomasse war stets

von gleicher Qualitat und Quantitdt und unabhangig von Schwankungen der natirlichen

Biomasse im Quellbereich.

Netze und Faden wurden an
verschiedenen Stellen des Bachlaufs
(bis zum Probenahmeort Str. 6, s.
Abb. 6) inkubiert und deren Aufwuchs
Wachstum SM1
hin Die

im Bereich des Fliel:-

auf das von

Euryarchaeen uberpruft.
Inkubation
wassers der Hauptquelle lieferte
jedoch stets die grofite mikrobielle
Biomasse. Um genligend Zellmaterial
fur die folgenden Untersuchungen zu

erhalten, wurden die mikrobiellen

Abbildung 15: Inkubation der Netze im FlieBwasser der
Hauptquelle. Die Netze wurden mittels Edelstahlhaken

quer zur Stromung aufgespannt.

Perlenkettengemeinschaften in gréferem Malstab an Netzen mit einer GesamtgroRe von etwa

10 m2 geziichtet. Die Netze wurden mehrfach gefaltet und mit Metallspiel3en im Bereich der

Hauptquelle befestigt (Abb. 15). Somit konnten pro Woche ca. 10.000 Perlen geerntet

werden.
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1.3.2 Selektive physikalische Abtrennung des SM1 Euryarchaeons

Nach sechs Tagen in situ- Inkubation eines Polyethylennetzes im sulfidischen Bachlauf wurde
die mikrobielle Netzpopulation durch Abschutteln und Auswringen des Netzes in sterilem
Moorwasser geerntet (s. 11.4). FISH- Analysen der erhaltenen Zellsuspension mit der
spezifischen SMARCH714- Oligonukleotidsonde zeigten, dass die Gesamtpopulation aus
etwa 30% SM1 Euryarchaeen bestand (Abb. 16). Durch vergleichende FISH- Analysen mit
dem archaeellen Sondenmix konnten neben den SM1 Euryarchaeen keine weiteren Archaeen
detektiert werden. Einen weiteren groRRen Bestandteil stellten morphologisch unterschiedliche,
aber vorwiegend filamentbildende Bakterien dar (Abb. 16), die nicht weiter charakterisiert
wurden.

Aus der vom Netz abgewaschenen Zellmischung (ca. 30% SM1 Euryarchaeon; Abb. 16),
konnten die Archaeen durch Sedimentation und Zentrifugation aufgereinigt werden (bis 50%
SML1 Euryarchaeen; Abb. 17). Mit Hilfe einer Percoll- Dichtegradientenzentrifugation konnte
der Gehalt an Archaeen nochmals stark erhoht werden. Die SM1 Euryarchaeen sammelten
sich stets in den obersten 2 ml des Percoll- Gradienten und lagen schlieBlich in einer Reinheit
von ca. 98% vor (2% Bakterien; Abb. 18).

Da ein negativer Einfluss des nur unvollstandig entfernbaren Percolls auf weiterfihrende
Versuche nicht auszuschlieBen war, wurde eine zweite Aufreinigungsmethode ohne Percoll
etabliert. Durch verschiedene aufeinander folgende Zentrifugationsschritte konnten die SM1
Euryarchaeen in vergleichbarer Reinheit gewonnen werden (s. 11.4.4).

Die SM1 Euryarchaeen zeigten nach der Aufreinigung sowohl mit als auch ohne Percoll eine
Lebensfahigkeit von ca. 90%, was auf die relativ sanfte Behandlung zurtckzufiihren ist.

Die Kombination aus Zichtung an Polyethylennetzen und physikalischer Abtrennung des
SM1 Euryarchaeons aus der Zellsuspension erlaubte nun das Studium eines im Labor
unkultivierten, kélteliebenden Archaeons. Aufgrund der hohen Reinheit, der hohen
Lebensfahigkeit und der ausreichend gewinnbaren Menge an Zellen (mind. 1 x10° Zellen pro
Reinigung) konnte die erhaltene, natiirlich gewachsene SM1- Fraktion wie eine Laborkultur
verschiedensten Untersuchungen unterzogen werden. Im Einzelnen wurden 16S rRNA-
Gensequenzanalysen sowie strukturelle, immunologische, biochemische und genetische
Untersuchungen zur Charakterisierung herangezogen.
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Mikrobielle Polyethylennetz-
population nach der Ernte durch
Waschen des Netzes in
Moorwasser.

Bakterien (rot gefarbt): ca. 70%
Archaeen (griin gefarbt): ca. 30%

Angereicherte SM1 Euryarchaeen
nach Sedimentation und
Zentrifugation.

Bakterien (rot geférbt): ca. 50%
Archaeen (grin gefarbt): ca. 50%

Stark angereicherte SM1
Euryarchaeen nach Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation.
Bakterien (rot gefarbt): ca. 2%
Archaeen (grin gefarbt): ca. 98%

Abbildung 18: Hochreine Fraktion. Aus: Moissl et al., 2003.
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1.3.3 Phylogenetische Untersuchungen der aufgereinigten SM1 Euryarchaeen-

Fraktion

Mit der aus I11.1.3.2 erhaltenen Fraktion der SM1 Euryarchaeen wurde zunéchst eine
phylogenetische Analyse des 16S rRNA- Genpools durchgefuhrt, um Hinweise auf die
archaeelle Reinheit zu erhalten.

Parallel zu einer Ganzzell- PCR mit den archaeellen Primern 344aF und 1119aR wurde die
bakterielle Primerkombination 9bF und 1406uR verwendet. Dabei konnte ein archaeelles,
jedoch aber kein bakterielles Signal erhalten werden, was auf eine sehr hohe archaeelle
Reinheit hindeutet. Mit den archaeellen Amplifikaten wurde eine Klonierung durchgefiihrt.
28 Klone wurden einer Restriktionsanalyse unterzogen und resultierten in einem identischen
Restriktionsmuster. Zwei Klone wurden reprasentativ sequenziert. Die Sequenzdatenanalyse
ergab eine vollige Ubereinstimmung der Sequenzen mit der bereits hinterlegten Sequenz des
16S rRNA- Gens des SM1 Euryarchaeons (Rudolph et al., 2001). Gleiche Ergebnisse wurden
erzielt, wenn statt ganzer Zellen, isolierte genomische DNA dieser SM1- Fraktion in die PCR

eingesetzt wurde (Henneberger, 2002).

2. Untersuchungen zur Biologie des SM1 Euryarchaeons

2.1 Allgemeine Untersuchungen zur Physiologie

Da die Zellen der aufgereinigten SM1- Fraktion eine hohe Lebensféhigkeit aufwiesen (ca. 90%,
s. 111.1.3.2), konnten physiologische Untersuchungen durchgefiihrt werden. Dazu wurden die
Zellen unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt und ihre Lebensféhigkeit bzw. Morphologie
regelmaRig uberprift. Wenn nicht anders angegeben, wurden die Zellen in sterilem original

Moorwasser bei 10°C inkubiert.

2.1.1 Einfluss von Temperatur und Sauerstoff

Die SM1 Euryarchaeen wurden bei verschiedenen Temperaturen (-2 bis +60°C) und
unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen inkubiert (0 bzw. 21% Sauerstoff). Unter
anaeroben und aeroben (21% Sauerstoff) Bedingungen wurden eine adhnliche Vitalitat
beobachtet (Abb. 19): Alle Zellen blieben nach vier Tagen Inkubation bei den Temperaturen
20, 10 und 0°C lebensfahig. Sogar bei -2°C konnte im gleichen Zeitraum keine Abnahme der
Lebensfahigkeit beobachtet werden. Im Gegensatz dazu nahm die Absterberate bei 30°C stark
zu; bei 40°C waren die Zellen nach 2 Tagen Inkubation bereits tot. Bei 50 und 60°C trat ein
sehr rascher Zelltod innerhalb von 30 bzw. 10 min ein (Abb. 19).
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Abbildung 19: Einfluss von Temperatur und Sauerstoff auf die Lebensfahigkeit des SM1
Euryarchaeons. Oben: Aerobe Inkubation unter 21% Sauerstoff. Unten: Anaerobe
Inkubation unter Stickstoff.

2.1.2 Einfluss des pH- Werts

Innerhalb eines pH- Bereichs von 5 bis 9 war keine negative Auswirkung auf die
Zelllebensfahigkeit zu beobachten. Bei pH- Werten von 4 und 10 ging die Lebensfahigkeit
der Zellen innerhalb von 24 Stunden langsam zurtick. Bei den pH- Werten 3 bzw. 11 wurden
die SM1 Euryarchaeen innerhalb von Minuten abgetotet.

2.1.3 Einfluss der lonenkonzentration

SM1 Euryarchaeen zeigten sich empfindlich gegeniiber héheren Salzkonzentrationen. Fiir die
Versuche wurde synthetisches Meerwasser verwendet. Im Bereich von 1:50 bis 1:2
verdunntem synthetischen Meerwasser (Huber et al., 1990) &nderte sich die Morphologie der
SM1 Euryarchaeen innerhalb von wenigen Minuten zu irregularen Kokken. Resuspendierung
in unverdiinntem synthetischen Meerwasser (2,7% NaCl, w/v; Huber et al., 1990) flhrte zu
sofortigem Zelltod. Im Gegensatz hierzu flihrte die Aufnahme der Zellen in entionisiertem
Wasser weder zu Anderungen in der Morphologie noch zur Beeintrachtigung des
Membranpotentials.
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2.1.4 Einfluss von Proteinase K

Die Zugabe von Proteinase K in héheren Konzentrationen (1- 5 mg/ml) fuhrte innerhalb von
Minuten zur Anderung der Zellmorphologie: Die Zellen wurden hyalin und ihr Volumen

nahm zu. Weiterhin wurde eine signifikante Abnahme der Lebensfahigkeit beobachtet.

2.1.5 Einfluss von Na, EDTA

Die Behandlung mit 1 mM Na, EDTA zeigte auch nach einem Tag Inkubation keinen Einfluss
auf die SM1 Euryarchaeen. Bei Konzentrationen zwischen 10 und 100 mM Na, EDTA zeigte

sich jedoch eine Deformation der Kokken und eine deutliche Abnahme der Lebensfahigkeit.

2.1.6 Einfluss von SDS

Ab einer Konzentration von 0,1% SDS trat bereits nach wenigen Minuten vollstdndige
Zelllyse der SM1 Euryarchaeen auf. Sogar niedrigere Konzentrationen (> 0,005%) zeigten

deutlich negative Auswirkungen auf die Zellstabilitat und Lebensfahigkeit.

2.1.7 Nachweis von Katalase

Es konnte keine Katalaseaktivitat festgestellt werden.

2.2 Untersuchungen zur Struktur der SM1 Euryarchaeen

2.2.1 Phasenkontrastmikroskopie

Bei der mikroskopischen Betrachtung der SM1 Euryarchaeen erschienen die Zellen als
einzelne, kleine Kokken. Viele von ihnen befanden sich in der Teilungsphase. Auffallig war
das flottierende Treiben der Zellen und ihre geringe Tendenz sich auf dem Glasobjekttrager

abzusetzen.

2.2.2 Gram- Farbung

Die SM1 Euryarchaeen zeigten eine positive Gram- Reaktion. Dies kann als Hinweis auf eine

rigide, dichte Zellwand gewertet werden.
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2.2.3 Transmissions- Elektronenmikroskopie und Cryo- Elektronentomographie

Um Einblicke in den strukturellen Aufbau des SM1 Euryarchaeons zu gewinnen, wurden
verschiedene Zell- Préparationsmethoden fiir die Transmissions- Elektronenmikroskopie
angewendet. Neben Suspensions- und Ultradiinnschnittpréparaten wurden Gefrieratzungen
und S-Layer- Préaparationen angefertigt. Eine gute Mdglichkeit zur genauen Darstellung
dreidimensionaler Strukturen ohne Beeinflussung der biologischen Praparate durch z.B.
Dehydratation oder der Verwendung von Kontrastmitteln stellt die Cryo-
Elektronentomographie dar (Baumeister, 2002). Die Ergebnisse aus beiden
elektronenmikroskopischen Methoden wurden verglichen und zur Interpretation ergénzend

herangezogen.

2.2.3.1 Allgemeine Beobachtungen

Transmissions- elektronenmikroskopische Untersuchungen von Platin/Kohle- bedampften
SM1 Euryarchaeen lielen kokkoide Zellen mit einer durchschnittlichen Grofle von etwa
0,6- 0,7 um erkennen. Jede Zelle war umgeben von etwa 50- 100 dinnen Zellanhangseln,
welche in der Zellwand verankert und gleichmé&Rig lber die Oberflache verteilt waren.
Diese Zellfortsatze hatten einen Durchmesser von etwa 7 nm und eine Lange von ca. 1- 3
pm. Sie waren auf der Oberflache von Zellen jedes Wachstumsstadiums erkennbar
(Abb. 20). Fir eine genauere strukturelle Aufklarung dieser ungewohnlichen Zellfortsatze

wurde eine Negativkontrastierung mit Uranyl- Acetat durchgefthrt (s. 111.3).

Abbildung 20: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von drei einzelnen SM1- Zellen in verschiedenen Stadien der
Zellteilung (A-C). Jede Zelle zeigt Zellfortsatze, welche Ober die gesamte &ufere Zelloberflache verteilt sind.
MaRstab: 1 um. Aus: Moissl et al., 2003.

Durch Cryo- Elektronentomographie konnten diese Beobachtungen bestétigt werden. Die

Zellanhéngsel des SM1 Euryarchaeons traten tber die ganze Oberflache aus der Zelle aus

und waren nicht in einem Schopf gebiindelt.
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Auch mit Hilfe der Gefrieratzung
konnten die Zellanhéngsel
Bei

Methode bleiben die Zellproteine

dargestellt  werden. dieser
durch eine kontrollierte Sublimation
des gefrorenen Wassers im Hoch-
vakuum teilweise im hydratisierten
Zustand erhalten. Aus diesem Grund
erschienen die  Zelloberflachen-
strukturen von SM1 mit dieser
Methode dicker und unstrukturierter

(Abb. 21).

2.2.3.2 Aufbau der Zellwand

2.2.3.2.1 Ultradinnschnitte

Bereits bei  der elektronenmikroskopischen
Betrachtung von Ultradiinnschnitten durch Zellen
des SM1 Euryarchaeons zeigte sich die Komplexitat
der Zellwand. Diese war zumindest aus zwei
Schichten aufgebaut: Das Cytoplasma der Zelle war
von einer Cytoplasmamembran umschlossen, auf
die eine dicke periplasmatische Schicht aufgelagert
war (Abb. 22). Eine kontrastreiche Schicht schloss
die Zellen nach auBen hin ab. Die Vermutung lag
nahe, dass es sich bei dieser Schicht um einen
sogenannten S-Layer (regelmaRiges Oberflachen-
gitter aus Proteinen) handelte. In seltenen Fallen
konnte unterhalb der Cytoplasmamembran eine
weitere, kontrastreiche Schicht identifiziert werden.
Die

Ultradiinnschnitte mit etwa 20 nm anzugeben.

Breite des Periplasmas war fur die

Abbildung 21:
einer Gefrieratzung einer SM1- Zelle. Gut erkennbar sind

die  Zelloberflachenanhangsel,
Hydrathalle hier dicker erscheinen. Mafstab: 1 pum.

Elektronenmikroskopische Aufnahme

welche mit ihrer

Abbildung  22:  Elektronenmikros-
kopische Aufnahme eines Ultradlnn-
schnitts durch eine Zelle des SM1
Euryarchaeons. Bei den dunkleren
Bereichen innerhalb der Zelle handelt
es sich vermutlich um Ribosomen. SL:
vermutlicher  S-Layer, PP: Peri-
plasmatischer Raum, CPM: Cyto-

plasmamembran. Mafistab: 100 nm.
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2.2.3.2.2 Gefrieratzung

Gefrierdtzungen von intakten

Zellen zeigten ebenfalls die
Existenz einer dicken Zellwand
(Abb. 23); jedoch konnte mit
dieser Prédparationsmethode kein
Hinweis bezuglich eines S-
Layers gewonnen werden, da auf
der  Oberflache der SM1
Euryarchaeen kein regelméaRiges
Proteingitter detektierbar war.

Die Dicke des periplasmatischen

Raums betrug auch in diesem |apphiidung 23: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer
: Gefrieratzung einer SM1- Zelle. Gut erkennbar ist der Bruch
Fall etwa 20 nm. Bei den durch die Cytoplasmamembran (schwarzer Pfeil) und durch

periplasmatische Raum im Allgemeinen eine Breite von bis zu 15 nm auf, liegt aber meist
zwischen 5 und 10 nm (Rachel, 2004).

2.2.3.2.3 Isolierung des Oberflachenpolymers

Durch eine Behandlung der Zellen mit
Triton X-100 konnten Teile der Zellwand
mit  regelméBiger  Anordnung der
molekularen Bausteine isoliert werden
(Abb. 24). Vermutlich handelt es sich um
einen S- Layer, der laut Fourierspektrum
(Abb. 25) eine p4- Symmetrie®, jedoch eine
Gitterkonstante'™ von nur 9 nm aufweist
(pers. Mitt. R. Rachel"").

1000 nm _

Abbildung 24: Isolierter SM1- S- Layer, Negativ-
kontrastierung. RegelmédRige Strukturen sind
bereits mit bloBem Auge erkennbar.

14 Eine Fourier- Analyse dient der Darstellung und Visualisierung periodischer Funktionen.
15 Anordnung von Proteinuntereinheiten beziglich der Symmetrieachsen

16 'center-to-center'- Abstand zweier (Protein-)Komplexe

17 Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Universitit Regensburg
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Archaeelle S- Layer mit p4-
Symmetrien wurden innerhalb der
Desulfurococcales, bei Ferroglobus
und Picrophilus identifiziert
(Rachel, 2004). Interessanterweise
wirde die Gitterkonstante des SM1-
S- Layers die niedrigste bisher
gemessene darstellen. In vergleich-

barer GrofRenordnung liegen nur die

Methanococcales mit einem

. . ol ys Abbildung 25:

Gitterabstand ihres sechszahligen S-  |open rechts: Fourierspektrum zu  Abbildung 24,
_ Erkennbar sind helle Reflexe (innerer Kreis), welche auf

Layers von 11- 12 nm (Rachel, eine p4- Symmetrie des S- Layers hinweisen.

2004). Unten links: Entsprechende Korrelationsmittelung.

2.2.3.2.4 Cryo- Elektronentomographie

Die Cryo- Elektronentomographie wurde in Zusammenarbeit mit Dipl. Biol. Ariane
Briegel'® durchgefiihrt.

Durch die Cryo- Elektronentomographie konnte im Wesentlichen der Aufbau der Zellwand
bestatigt werden. Die Breite des periplasmatischen Raums wurde wieder mit etwa 20 nm
angegeben. Interessant gestaltete sich jedoch die Untersuchung der deutlich
nachzuweisenden dritten Schicht unterhalb der Cytoplasmamembran. Sie war etwa 1,6 nm
dick und zog sich im Abstand von etwa 33 nm zur Membran wie ein Band um das Cyto-
plasma der Kokke (Abb. 26, 27). Diese identifizierte dritte Schicht der SM1- Zellwand
erinnerte stark an Chemorezeptor- Cluster, welche in Organismen wie Escherichia coli und
Thermotoga maritima vorwiegend an den Zellpolen gefunden wurden (pers. Mitt. Ariane
Briegel; Maddock und Shapiro, 1993). Diese beschriebenen Cluster aus MCPs (methylated
chemotactic proteins) liegen dabei wenige nm unterhalb der Cytoplasmamembran und
erscheinen im Transmissions- Elektronenmikroskop als diinne Schicht (Maddock und
Shapiro, 1993; Weis et al., 2003).

18 Max- Planck- Institut fiir Biochemie, Martinsried



I11. Ergebnisse

67

Abbildung 26: Tomogramm einer SM1- Zelle.
Unterhalb der Cytoplasmamembran liegt im Abstand
von 33 nm eine kontrastreiche Schicht.

Aus Immuno- Blot- Untersuchungen des SM1- Gesamtproteins

mit Trg™- spezifischen Antikorpern®

Hinweise auf die Existenz von Chemorezeptoren gewonnen
werden. Es wurde eine starke und spezifische Reaktion eines ca.
28 kDa Proteins gezeigt. Bei langerer Inkubationszeit in der
Farbelosung lie sich eine weitere Bande (ca. 65 kDa)

nachweisen (Abb. 28).

Abbildung 27: Volumengerenderte Darstellung
einer SM1- Zelle. Die dritte Schicht (vermutlich
Chemorezeptor- tragend) ist rot hervorgehoben.

konnten ebenfalls

Abbildung 28: Immuno-
Blot des SM1- Gesamt-
proteins, Reaktion mit
anti- Trg- Antikorpern.
Links:  Angabe  der
Proteinmasse in kDa.

19 Der Trg- Rezeptor ist ein haufiger Bestandteile bakterieller und archaeeller Chemorezeptorencluster. Vgl.

Diskussion.
20 freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von A. Briegel.



111. Ergebnisse 68

2.2.3.3 Weitere strukturelle Besonderheiten

Zusatzlich zu den dlnnen Zell-
oberflachenanhéngseln konnte bei
einigen  SM1- Zellen sowohl in
Suspensionspréparaten (nicht gezeigt)
als auch in Gefrierdtzungen ein
dickeres (ca. 22 nm), fadenférmiges
Zelloberflachenorgan  nachgewiesen
werden (Abb. 29). Dieses war héufig
als Verbindung zwischen zwei Zellen
anzutreffen oder, wie in Abb. 29, als
vermutlich abgerissenes Organ.

Abbildung 29: Elektronenmikroskopische Aufnahme
einer Gefrierdtzung einer SM1- Zelle mit dickem
Zelloberflachenorgan (Pfeil). MaBstab: 500 nm

2.3 Immunologische Untersuchungen

2.3.1 Immuno- FISH

Die Aktivitat und Spezifitat der gegen die SM1- Zellen produzierten Antikorper (anti- SM1
Serum) wurde mittels Immuno- FISH (nach ARmus et al., 1997, modifiziert) uberpruft. Diese
neue kombinierte Anwendung einer spezifischen Oligonukleotidsonde und der Antikorper
bestétigte deren Spezifitat und ermdglicht die Identitat eines Organismus gleichzeitig auf
genetischer und immunologischer Ebene festzustellen. Die gebundenen primaren Antikorper
wurden durch die Reaktion mit einem sekundaren, fluoreszenzfarbstofftragenden Antikérper
visualisiert. Nach der Immuno- FISH- Prozedur zeigten die FISH- gefarbten SM1
Euryarchaeen (SMARCH714- Sonde) eine leuchtende, immunfluoreszente, strahlenférmige
Korona (Abb. 30).

Dieses Phanomen war auf die Reaktion der priméren Antikorper mit den Zellanhéngseln des
SM1 Euryarchaeons (s. Abb. 20) zurtckzufiihren. Behandelte man die SM1 Euryarchaeen vor
Immuno- FISH mit Proteinase K in einer Konzentration von 0,5 mg/ml, fuhrte dies zum
Verlust der immunfluoreszenten Korona, was auf den Abverdau der SM1- Zellanhéngsel
zurlickzufuhren war. Durch die Kombination zweier unabhéngiger, hochspezifischer
molekularen Methoden (FISH und Antikérperfarbung, Immuno- FISH) konnte die
monophyletische Natur des SM1 Euryarchaeons bewiesen werden, da alle FISH- gefarbten
Zellen eine Reaktion mit den Antikorpern zeigten.
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Die Antikorpermarkierung konnte auch
an herausgeldsten SM1 euryarchaeellen
Zellen der naturlich vorkommenden
mikrobiellen Perlenkettengemein-
schaften  erfolgreich  durchgefihrt
werden. Zellen, welche noch in die
euryarchaeelle  Mikrokolonie  ein-
geschlossen waren, lieen sich nur
schwach mit den Antikorpern anfarben,
was auf eine dichte Packung der Zellen
bzw. eine zu hohe lokale Antigen-
konzentration hindeuten konnte (vgl.
111.4.4.4).

Abbildung 30: Epifluoreszenzaufnahme von Immuno-
FISH- gefarbten Zellen des SM1 Euryarchaeons. Die
Zellen sind durch die CY3- markierte SMARCH714-
Hybridisierungssonde rot gefarbt und zeigen eine griine,
immunfluoreszente Corona (FITC- markierte sekundéare
Antikdrper). Malistab: 5 um. Aus: Moissl et al., 2003.

2.3.2 Immunogold- Markierung

Durch die Markierung der priméaren
Antikdrper mit goldpartikeltragenden
sekunddren  AntikOrpern kann eine
erfolgreiche Bindung auch flr das
Elektronenmikroskop sichtbar gemacht
werden. Dabei zeigte sich, dass die
Antikdrper nahezu ausschlieBlich mit
den Zellanhéngseln der SM1
Euryarchaeen reagierten (Abb. 31).

2k grodas @
s

Abbildung 31: Elektronenmikroskopische Aufnahme
einer Antikdrpermarkierung des SM1 Euryarchaeons mit
anti- SM1- Serum. Die Zelloberflachenstrukturen der
Zelle zeigen eine starke und spezifische Reaktion, die
durch die sekundéren, goldmarkierten Antikdrper in
Form schwarzer Partikel visualisiert wurde.
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3. Untersuchungen zur Charakterisierung der neuartigen SM1-

Zelloberflachenstrukturen (*Hami*®)

3.1 Transmissions- Elektronenmikroskopie
3.1.1 Mikroskopische Untersuchungen zur Feinstruktur

3.1.1.1 Uranylacetat- Kontrastierung

Genauere strukturelle Untersuchungen der SM1- Zelloberflachenstrukturen wurden mittels
Transmissions- Elektronenmikroskopie durchgefuhrt. Dabei wurde eine Negativ-
kontrastierung durch Uranylacetat der Schwermetallbedampfung vorgezogen.

Eine nahere Betrachtung der Zellanhdngsel zeigte deren aulRergewoéhnliche und neuartige
Architektur. Jedes Filament ist exakt strukturiert und weist eine definierte Basis- Spitze-
Orientierung auf (Abb. 32- 34). Generell kann jedes Zellanh&ngselfilament (& 7-8 nm) in
zwei Abschnitte gegliedert werden:

a) den zentralen Teil, die sogenannte Stachelregion (‘Prickle- region’, Abb. 34), welcher
aus einem komplexen, stacheldrahtéhnlich aufgebautem Filament besteht: In regelméRigen
Abstanden von ca. 46 + 1,4 nm (n= 53) treten wiederkehrende Einheiten von drei Stacheln
aus dem Filament hervor; diese sind dinner als das Filament (etwa 4 nm) und
durchschnittlich 30 £ 3 nm (n= 48) lang. Ausgehend von der Zelloberflache bilden bis zu
60 dieser 46 nm- Einheiten ein Filament.

b) den 152 + 3 nm (n=55) langen, endstandigen Teil, die sogenannte Hakenregion ("Hook-
region’, Abb. 34), welcher aus einem nackten Filament mit einem dreiteiligen Ende besteht
und eine komplexe, einzigartige Struktur aufweist. Das Filament teilt sich in drei einzelne
Arme mit je 4 nm Durchmesser und 50 nm Ldange. Dabei formt jeder Arm einen
charakteristischen 180°- Bogen, so dass seine Spitze wieder in Richtung Zelle gewandt ist.
Am Ende jedes Arms sitzt eine hakenférmige Verdickung, weshalb die gesamte
endstandige Struktur einem mit Widerhaken besetzten Enterhaken ahnelt.

Die Zelloberflachenanhéngsel des SM1 Euryarchaeons unterscheiden sich deutlich von
allen bisher beschriebenen, prokaryotischen Zellanhdngseln. Sie reprasentieren eine neue
Klasse von Zelloberflachenstrukturen, die in ihrer Komplexitdt und ihrem Aufbau
einzigartig unter den Mikroorganismen ist. Um der neuartigen Struktur dieser molekularen
Enterhaken gerecht zu werden und sie von anderen Zelloberflachenanhéngseln
abzugrenzen, wurde die Bezeichnung 'Hamus' (Plural 'Hami’, lateinisch fur Haken,
Widerhaken oder Angel) eingefuhrt.
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Abbildung 32: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle des SM1 Euryarchaeons mit Hami, negativ
kontrastiert. Bei den kleinen erkennbaren Kiigelchen im Hintergrund handelt es sich um Percoll.
Links: Zelle mit Hami. Die Kreise deuten auf endstéandige Enterhaken.

Rechts: VergroRRerte Ausschnitte der Hami.

Abbildung 33: Ultrastruktur der Hami des SM1 Euryarchaeons,
Negativkontrastierung. MaRstab: 100 nm. Aus: Moissl et al., 2004.

A: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Enterhaken am distalen
Ende der Hami. Die Pfeile zeigen auf die Widerhaken.

B: Elektronenmikroskopische Aufnahme von hochstrukturierten SM1-

Hami. Die Pfeile zeigen auf Stacheln (schwarz) und Enterhaken (weil).
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3.1.1.2 Phosphorwolframsaure- Kontrastierung

Eine unabhangige, ultrastrukturelle Untersuchung der Hami wurde durch Prof. Dr. Gerhard
Wanner? durchgefithrt. In diesem Fall wurden die Zellen mit Phosphorwolframsaure
kontrastiert und anschlieRend im Elektronenmikroskop betrachtet.

Auch bei dieser Praparationsmethode zeigte sich der typische Aufbau der SM1- Hami und
deren strukturelle Differenzierung in Stachel- und Hakenregion (Abb. 35).

Abbildung 35: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Negativ-
Kontrastierung einer SM1- Zelle mit Phosphorwolframsdure. Die Hami sind
rund um die Zelle angeordnet; die Kreise zeigen auf endsténdige Enterhaken.

3.1.2 Periodizitatsanalysen

Als Grundlage fir die Periodizitatsanalysen, durchgefiihrt von Dr. Harald Engelhardt? und
Dr. Reinhard Rachel, dienten negativ- kontrastierte Hami- Filamente (Abb. 36A).

Aus den Fourier- Spektren konnten Hinweise auf eine helikale Architektur der Hamus-
Filamente gewonnen werden: Die aus der Filterung resultierenden Abbildungen (Abb. 36B,
36C) deuten auf einen Twist des Filaments hin und zeigen, dass die helikale Periodizitat mit

der regelmaRigen Anordnung der Stacheln am Filament korreliert.

21 Botanisches Institut, Ludwig-Maximilians-Universitat, 80638 Munchen
22 Max- Planck- Institut fur Biochemie, Martinsried
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Abbildung 34: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
negativkontrastierten Hamus in ganzer Lange. Der Hamus wurde
vom SM1 Euryarchaeon durch Zelllyse mit 0,01% SDS
(Endkonzentration) abgetrennt. Deutlich erkennbar sind Stachel-
und Hakenregion. Die drei vergroRerten Ausschnitte zeigen die
genau definierte Basis- Spitze- Architektur des Hamus.

Aus: Moissl et al., 2004.
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Das Fourier- Spektrum zeigt starke
Reflexe in regelmaligen Abstanden
zwischen 1/46 nm™ und 1/4,6 nm™ (Abb.
36D), was den Abstdnden der
repetitiven Stachelanheftungsstellen
(46 nm) und der GroRe der Kleinsten
sichtbaren  strukturellen  Einheiten
(4,6 nm) entspricht. Die Daten deuten
darauf hin, dass 10 aneinandergereihte
Einheiten ein Segment eines Proto-
filaments aufbauen und dass drei
verdrillte  Protofilamente den fila-
mentdsen Kern des Hamus bilden. 46

nm entsprechen damit der Ganghéhe der

Tripel- Helix.

. . . s Abbildung 36: Fourier- Filterung eines Hamus in der
Die  Filterung des endstandigen, |stachelregion. Aus: Moissl et al., 2004.

- " A: Originalabbildung einer  negativkontrastierten
stachelfreien  Stiicks des Hamus Praparation. Mafistab: 20 nm.

(Hakenregion) zeigte wiederum die |B: Rauschreduzierte, gefilterte Abbildung derselben
Hamus- Region.

helikale Anordnung von 4,6 nm groflen |C: Starker gefilterte Abbildung des zentralen Filaments;
. ] ] ] . die helikale Anordnung der strukturellen Einheiten ist gut
Untereinheiten im Filament, jedoch [erkennbar.

D: Innerer Bereich eines Fourier- Spektrums des Hamus
im Originalbild. Die Pfeile zeigen auf starke Reflexe bei
1/46 nm?, 2/46 nm?, 4/46 nm?, 6/46 nm?, 8/46 nm?,
9/46 nm*, 10/46 nm™ = 1/4,6 nm™ (in der Abbildung sind
die wirklichen Abstdnde in nm angegeben). Der Kreis
bezeichnet die Position von Daten bei 2 nm Auflésung.

keine weiteren strukturellen Details.

3.1.3 Untersuchungen zur Verankerung der Hami

Um Hinweise auf die Verankerung und damit auf den Syntheseort der Hami zu erhalten,
wurden die Hami durch die SDS- Lyse- Methode isoliert (s. 11.14.1.3.2). Wie durch
Elektronenmikroskopie nachgewiesen, wurde durch SDS die Zellwand und damit die Zellen
fast vollstandig zerstort, wahrend die Hami nicht beeintrachtigt wurden. Diese Methode sollte
ein mehr oder weniger sanftes Herauslosen der Hami ermdglichen und dabei die beteiligten
angebundenen Proteinstrukturen erhalten.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen der intrazellularen Enden der Hami zeigten, dass
sie in den meisten Féllen eine deutliche Verdickung aufwiesen (Abb. 37). Haufig waren diese

Strukturen umgeben von fibrillarem Material, das an die Protofilamente der Hami erinnerte.
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Aufnahmen von strukturell sehr stark beeintréchtigten
Zellen (nach SDS- Behandlung) zeigten, dass die Hami in
der Cytoplasmamembran verankert waren und durch den
periplasmatischen Raum nach auflen ragten (Daten nicht
gezeigt). Diese Beobachtung befindet sich im Einklang mit
Ergebnissen aus der Cryo- Elektronentomographie, welche
die Verankerung in der Cytoplasmamembran bestatigte und
sogar eine (kurze) Fortsetzung der Hami ins Cytoplasma
vermuten lasst (Ariane Briegel, pers. Mitt.). Bei dieser -
Verlangerung konnte es sich um die transmissions- |Abbildung 37:  Elektronen-
mikroskopische Aufnahme der

elektronenmikroskopisch ~ detektierten ~ Verankerungs- |vermutlichen Verankerungs-

. strukturen der Hami (Pfeile),
verdickungen (Abb. 37) handeln. Negativkontrastierung.

Mafstab: 100 nm.

3.2 Cryo- Elektronentomographie

Die Cryo- Elektronentomographie wurde in Zusammenarbeit mit Ariane Briegel (MPI fur
Biochemie, Martinsried) durchgefthrt.

Die frisch gewonnenen SM1 Zellen wurden form- und strukturerhaltend in original Moorwasser
fiir die Cryo- Elektronentomographie prapariert.

Zunachst wurde der rdumliche Aufbau der Hami und die Anordnung der Stacheln und Haken
genauer analysiert. Tomogramme der Stachelregionen einzelner Hami zeigten, dass jeweils drei
Stacheln aus dem zentralen Filament heraustreten; die Anzahl der Stacheln war in
negativkontrastierten Préparaten nicht eindeutig bestimmbar gewesen. Wie aus longitudinalen
und transversalen Schnitten des rekonstruierten Hamus ersichtlich wurde (Abb. 38), liegen die
Ansatzpunkte eines Stacheltripels nicht exakt auf der gleichen Hohe des Filaments, sondern
kénnen um etwa 2- 5 nm zueinander versetzt sein (Abb. 39). Bezlglich der Filamentachse
nehmen die Stacheln einen Winkel von ca. 45- 60° ein und zeigen in Richtung des endstandigen
Hakens. Die Stacheln beschreiben zueinander einen Winkel von 120°.

Die gleiche Anordnung wurde fur die drei Arme des Hakens beobachtet, was auf eine dreifache
reguldre Grundstruktur des zentralen Filaments schlieBen lasst. Auch durch Cryo- Elektronen-
tomographie konnte die Biegung der Hakenarme und deren verdickte Spitze gezeigt werden.
Ebenso bestatigen die Aufnahmen, dass die Stacheln diinner sind als das helikale Filament: Die
Dicke liegt zwischen 3,5 bis 4,5 nm, wéhrend das zentrale Filament einen Durchmesser von etwa
7 nm besitzt. Die Untereinheiten der Stacheln scheinen eine Grolke von 4,6 nm aufzuweisen,

welche entlang der Stachelachse aneinander gereiht sind. Dabei ist eine strukturelle Ahnlichkeit
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zu den Hamus- Protofilamenten offensichtlich. Jeder Stachel ist vermutlich aus 5 bis 7 solcher

Untereinheiten aufgebaut, was in einer Stachelldnge von etwa 30 nm resultiert.

Abbildung 38: Cryo- Elektronentomogramm eines SM1- Hamus. Aus: Moissl et al., 2004.

A, B: Longitudinale Schnitte durch die Haken- bzw. Stachelregion eines dreidimensional
rekonstruierten Hamus (A) vor und (B) nach Entrauschen der tomographischen Daten. Die
Breite jeder Abbildung entspricht 110 nm.

C: 3D- Darstellung der Hamus- Struktur, visualisiert durch Oberflachenrendering der
entrauschten Daten.

Abbildung 39: Tomographische Schnittserien durch einen Hamus. Aus: Moissl et al., 2004.
A: Serie von tomographischen Querschnitten durch die Hamus- Achse. Die Schnitte haben
einen Abstand von 1,36 nm und zeigen die Verankerung der Stacheln. Die Reihenfolge der
Bilder entspricht einer Bewegung vom unteren Ende einer Stachelanheftungsstelle bis zu
deren Spitzen, welche zum Haken orientiert sind (Bereich ist in Abb. 38A markiert).

B: Projektion der letzten drei Schnitte von A, in der die Position des Filaments und der
Stacheln deutlicher dargestellt wird.

C: Entsprechende Projektion von vier aufeinanderfolgenden Querschnitten innerhalb der
Hakenregion. Die BildgroRe der Querschnitte entspricht 67 nm.
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3.3 Entwicklung eines Modells

Die Hami aller, Uber einen langeren Zeitraum in verschiedensten Experimenten untersuchten

Zellen, zeigten die gleiche grundlegende Architektur, die

gleichen Abmessungen und Proportionen. Die einzige : 60 nm _
detektierbare Variation war die Gesamtlange der Hami, A — //(\Y/A? T\
welche von etwa 1 bis zu 3 um reichte und v \
durchschnittlich 2 um betrug. Alle Beobachtungen und N _
Daten wurden zur Erstellung eines Hamus- Modells Tom. N N
verwendet (Abb. 40, 41). AV 2

Abbildung  41:  Vergleich des Modells (rechts)  mitfy cell surface

elektronenmikroskopischer Aufnahme eines Hamus (links, Negativ-}|Abbildung 40: Vorschlag eines Hamus-
kontrastierung) und Cryo- elektronenmikroskopischer Rekonstruktion§|Strukturmodells unter  Angabe  der
(Mitte) im selben Malistab. GroRenverhéltnisse.

3.4 Untersuchungen zur Adhasion(skraft) der SM1- Hami

Aufgrund der strukturellen Beschaffenheit der SM1-
Hami kann eine adhasive Funktion vermutet werden.
Bereits in elektronenmikroskopischen ~Aufnahmen
wurde die Verknipfung zweier Zellen durch
Haken/Haken- oder Haken/Stachelregion- Kontakt
nachgewiesen (Abb. 42). Im Folgenden sollten
Funktionsstudien zur Adhdsionskraft und -fahigkeit

durchgefthrt werden. SR PG WA
g Abbildung 42: Haken/Haken- Kontakt

zweier SM1- Zellen. TEM- Aufnahme,
Negativkontrastierung. Mastab: 100 nm
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3.4.1 Experimente mit der optischen Laserpinzette

Fur die Adhésionsexperimente mit SM1 Hami wurde eine optische Laserpinzette (Ashkin et
al.,, 1987; Huber et al., 1995) verwendet, welche ohne Schadigung der Zelle deren
dreidimensionale Manipulation im Medium erlaubt.

Zunadchst wurden mit unterschiedlichen Chemikalien (Polylysin, Polyglutamat, Gelatine,
Rinderserumalbumin, Laminin, Fibronektin, Bind- Silan) beschichtete Oberflachen fir die
Adhésion bereitgestellt. Alle Beschichtungsmaterialien forderten die starke Adhésion der
Archaeen. Sobald sie sich einmal auf einer Oberflache festgesetzt hatten, waren sie - selbst
unter Verwendung der maximalen Ausgangsleistung der optischen Laserpinzette (Huber et
al., 1995; Huber und Stetter, 2001) - nicht mehr abldsbar.

In weiteren Adhasionsstudien wurden zundchst in Losung befindliche SM1- Zellen auf einer
Oberflache (Rinderserumalbumin beschichtet) fixiert. AnschlieRend wurden einzelne,
suspendierte archaeelle Zellen mittels Laserstrahl eingefangen und auf die bereits fixierten
Zellen gesetzt. Alle Versuche, die so entstandenen Zellpaare durch die Laserpinzette wieder
voneinander zu trennen, schlugen fehl. Diese Beobachtungen lassen auch zwischen den

Zellen grol3e Adhasionskréfte vermuten, welche durch die Hami vermittelt werden.

3.4.2 Inkubationsstudien zur Adhéasion

Wurde eine Suspension einzeln in Lésung
vorliegender SM1- Zellen Uber Nacht
unter einer leichten Drehbewegung
inkubiert, bildete sich ein flockenférmiger
‘Biofilm' (Abb. 43). Die Adhé&sion der
Zellen kann hierbei auf die Einwirkung
der physikalischen Drehung zurick-
gefiihrt werden: Die Hami der Zellen

verhaken sich ineinander und fihren zu

einer elektronenmikroskopisch nachge- ey 1'.,'-»,‘%. 'R »
. L Abbildung 43: Durch drehende Inkubation 'kiinstlich'
wiesenen festen, regelmaBig gestalteten |gebildeter 'Biofilm' aus zuvor einzeln vorliegenden
SM1 Euryarchaeen.

.54 ——

Verbindung  zwischen den  SM1
Euryarchaeen. Die raumliche Architektur des kinstlich gebildeten 'Biofilms' erinnerte stark
an den Aufbau der archaeellen Mikrokolonie im Inneren der mikrobiellen Perlen-
kettengemeinschaft, woraus sich eine strukturbildende Funktion der Hami ableiten l&sst.
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3.5 Proteinbiochemische und immunologische Untersuchungen

3.5.1 Abtrennung und Reinigung der SM1- Hami

Um die Hami biochemisch charakterisieren zu kénnen, mussten sie zundchst in moglichst
reiner Form gewonnen werden. Dazu wurden SM1 Zellen mit verschiedenen mechanischen
Methoden, wie Ultraturrax, Ultraschall oder Glasperlen, behandelt (s. 11.14.1.3).
Transmissions-Elektronenmikroskopie der unterschiedlichen Hami- Praparationen zeigte,
dass bei der Glasperlenextraktion die besten Resultate beziglich Quantitdt und Qualitét
erhalten wurden. Es konnten signifikante Mengen an Hami gewonnen werden (bis zu 40 g
Protein pro Hamipraparation), wahrend die Zellen nur minimal lysierten. Die Praparationen
bestanden fast ausschlieRlich aus Hami und wurden deshalb meist ohne weitere Reinigung fur
die Experimente verwendet. Alternativ konnten Hami durch eine sanfte Lyse der Zellen
(Zugabe von SDS, 0,01% (w/v) Endkonzentration) isoliert werden.

Eine weitere Reinigung der Hamifraktion (v.a. notwendig bei der Isolierung der Hami durch
SDS) konnte durch Dichtegradientenzentrifugation in einer Saccharoseldsung (s. 11.14.2.1)
erreicht werden. Die Hami bildeten dabei im unteren Drittel des Zentrifugenréhrchens eine
gut sichtbare Bande, die durch Anstechen mit einer Kanile gezapft werden konnte. Falls
notig, wurde die Saccharose durch eine anschlieBende Dialyse entfernt. Eine Féallung mittels
Ammoniumsulfat hingegen (10- 50% Sattigung) erbrachte nicht den gewinschten
Reinigungseffekt.

3.5.2 Biochemische Analysen

3.5.2.1 SDS- PAGE

In vorhergehenden Untersuchungen hatte sich gezeigt,
dass Proteinase K die Hami der SM1 Euryarchaeen
abspaltet (s. 111.2.3.2), diese also vorwiegend aus
Proteinen  aufgebaut sein  missen. Um ihre
Zusammensetzung dahingehend zu untersuchen, wurden
SDS- PAGE- Experimente durchgefuhrt.  Unter

reduzierenden Bedingungen dissoziierten die gereinigten

Hami zu einer Hauptuntereinheit mit einer apparenten

Masse von etwa 120kDa (Abb. 44). Diese dominierende  |appiigung 44: SDS- PAGE.
A: Proteinstandard (in kDa).
B: SM1-  Gesamtzellextrakt

deutlich erkennbar (Abb. 44B). C: Gereinigte Hami-Fraktion.
Aus: Moissl et al., 2004,

Bande war bereits im praparierten SM1-Zellextrakt
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3.5.2.2 Nachweis einer Glykosilierung

Geillel- und S-Layer- Proteine zeigen innerhalb der Archaea typischerweise eine
signifikante N- Glykosilierung (Jarrell et al., 2001; Upreti et al., 2003; Eichler, 2004). Aus
diesem Grund wurde das 120kDa Protein bezuglich eines moglichen Kohlehydratanteils
Uberpriift. Jedoch erbrachten beide angewendeten Methoden (PAS- Farbung und Verdau
mit PNGaseF) keine Hinweise auf eine Glykosilierung.

3.5.2.3 Immunologische Untersuchungen

Fur immunologische Experimente wurde das anti- SM1-

. 4
R —

Serum verwendet (s. 11.15.1). Um die Zielmolekile f | T | —
genauer spezifizieren zu konnen, wurden Immunoblot- :
Experimente  mit  Ganzzellextrakten und  Hami-
Préparationen durchgefiihrt. Die Analysen zeigten, dass in
beiden Féllen die Antikorper stark mit dem 120kDa

Protein reagierten (Abb. 45). Um zu verifizieren, dass das

identifizierte 120kDa Protein einen grundlegenden Teil

der Hami darstellt, wurden mehrere SDS- PAGE- Gele 17 -

Abbildung 45: Abbildung eines
Immunoblot- Experiments.
Proteinbanden ausgeschnitten und fir  eine [Links: Proteinstandard (in kDa)
. o o ) Mitte: SM1- Gesamtzellextrakt
Affinitatsreinigung der Antikdrper verwendet. Die |Rechts: Gereinigte Hami.

von Hami- Prédparationen geblottet, die 120kDa

erhaltenen Antikorper zeigten in [p
Immunoblots eine spezifische Reaktion
gegen das 120kDa Protein. Weiterhin
wurden die affinitatsgereinigten Antikorper
fir Immunogold- Markierungen verwendet.
Elektronenmikroskopisch  wurde  nach-
gewiesen, dass  diese  Antikorper
ausschlielich an die Hami der SM1
Euryarchaeen binden (Abb. 46). Die

3 -

Bindungsspezifitat wurde in unabhéngigen Abbildung 46: Immunogold- Markierung der

Immuno-FISH-  Studien bestatigt. Aus Hami einer SM1 euryarchaeellen Zelle mit
affinitatsgereinigten Antikorpern. Um

diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, |vollstandige Bedeckung der Hami zu verhindern,
. ] wurden die Immunogold- Antikorper stark
dass das  120kDa  Protein  eine |verdinnt. Elektronenmikroskopische Aufnahme,

.. Negativkontrastierung. Mafstab: 1pm.
Hauptkomponente der SM1- Hami ist. AUE: Moiss| et al., 20%4_ H
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3.5.2.4 Untersuchungen zur Stabilitat

Die Hami zeigten sich sehr resistent gegentiber physikalischer und chemischer
Behandlung. Wie durch Elektronenmikroskopie nachgewiesen wurde, blieb ihre
Ultrastruktur sogar nach einstiindiger Inkubation bei Temperaturen zwischen 0 und 70°C
und bei pH- Werten zwischen 0,5 und 11,5 stabil. Erst bei Temperaturen tiber 80°C oder
pH groler 12,5 konnten die Hami in elektronenmikroskopischen Préparaten nicht mehr in
ihrer urspriinglichen Form detektiert werden.

Als Folge ihrer auf Proteinen basierenden Struktur waren die Hami sehr sensitiv gegentber
enzymatischen Behandlungen mit Proteinase K, Protease, Pronase und Trypsin, was durch
ein Verschwinden der typischen 120kDa Proteinbande auf dem SDS-PAGE gezeigt

werden konnte.

3.5.3 Sequenzierung des Proteins

Zunachst wurde versucht, die N-terminale Sequenz des 120kDa Proteins durch Edman-
Abbau zu bestimmen. Dieses Experiment war nicht erfolgreich, was darauf hindeuten kénnte,
dass das Protein am N- Terminus modifiziert sein konnte (Frost et al., 1983; Levesque et al.,
2001). Deshalb war es notwendig, das Protein zunéchst tryptisch zu verdauen, die Peptide
mittels HPLC zu trennen und dadurch interne Teilsequenzen des Proteins mittels Edman-
Abbau zu gewinnen (Tab. 18).

Peptid 1 DFVXDANXNPNVHIVV
Peptid 2 LQISSAGAGTEPTL(P)Q
Peptid 3 MAYFHEGK

Peptid 4 LDEGAYELDE/GLF/GLIGN

Tabelle 18: Interne Proteinteilsequenzen des 120kDa Hami- Proteins

3.5.4 Konstruktion von Primern auf der Grundlage der Peptidsequenzen

Die Proteinteilsequenzen wurden als Grundlage fur die Konstruktion von Primern verwendet.
Da (ber den Codon- Gebrauch des SM1 Euryarchaeons bisher nichts bekannt war, mussten
sog. Wobble- Primer konstruiert werden (Tab. 19).

Peptid 1 wurde flr die Konstruktion von Primern vernachléssigt, da dessen Sequenz nicht
vollstdndig auswertbar war. Ausgehend von den Ubrigen drei Sequenzen wurde jeweils der
entsprechende Vorwarts- und RuUckwartsprimer konstruiert, da die Reihenfolge bzw.

Anordnung dieser Sequenzen innerhalb des Gens nicht bekannt war.
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Bezeichnung Sequenz Grundlegende Proteinsequenz
des Primers 5> 3"

hook I f CARATHAGYAGYGCNGGNGC LQISSAGAGTEPT, Peptid 2

hook I r GCNCCNGCRCTRCTDATYTG (revers komplementar)

hook 11 f ATGGCNTAYTTYCAYGARGG MAYFHEGK, Peptid 3

hook Il r CCYTCRTGRAARTANGCC (revers komplementér)

hook Il f | GAYGARGGNGCNTAYGARYTNGA LDEGAYELDEéGLF/GLIGN,
Peptid 4

hook Il r TCNARYTCRTANGCNCCYTCRTC (revers komplementar)

Tabelle 19: Primersequenzen, abgeleitet von den Peptidsequenzen.
Grau markiert: Teil der Peptidsequenz, der als Grundlage fur die Primerkonstruktion verwendet wurde.

3.5.5 PCR zur Amplifikation von Teilen des Hami- Gens

Um mit den Wobble- Primern PCR- Produkte erhalten zu konnen, mussten bei der
Standardamplifikation (s. 11.9) die Konzentrationen erhoéht werden (ca 1,5 pg pro PCR-
Ansatz). Dabei wurden sdmtliche Kombinationen von Vorwaérts- und Ruckwaértsprimern
permutiert (Abb. 47). Die bendtigte DNA wurde aus hochreinen Fraktionen der SM1
Netzpopulation gewonnen.

Abbildung 47: PCR- Ergebnis mit Hook- Primern

Primerkombination Produkt
1 [Lambda DNA Standard/EcoRI+ HindllI
2 | Primer hook I f und hook 11 r +
3 [ Primer hook I f und hook Il r +
4 | Primer hook Il f und hook I r
5 | Primer hook Il f und hook 111 r
6 | Primer hook Il f und hook I r
7 | Primer hook Il f und hook Il r +
8 | Primer 344af und 1406uR, Pk +
9

Primer 344af und 1406uR, Nk
Lambda DNA Standard/EcoRI+ HindllI

[uny
o

Aus der abgeschatzten Lange der jeweiligen Amplifikate ergab sich fir die Anordnung der
Primersequenzen im Gen folgendes Bild (Abb. 48):

— ca. 600 bp — - _ca. 300 bp :

Abbildung 48:Aus den GréRen der PCR- Amplifikate gefolgerte Anordnung der Primersequenzen hook I, hook
I1, hook I11 innerhalb des Gens
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Die erhaltenen PCR- Produkte wurden sequenziert und mit Hilfe von BioEdit (Hall, 1999)
einem Alignment unterzogen und ausgewertet (s. Anhang). Der Datenbankvergleich
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ergab keine signifikanten Ergebnisse bezuglich einer

Sequenzahnlichkeit zu bereits bekannten bzw. annotierten Genen.

3.5.6 Vorversuche und Sequenzierung des Hami- Gens

Ein weiteres Ziel war nun, das Hami- Gen in seiner Sequenz vollstandig zu erfassen. Dazu
wird die genomische DNA mittels geeigneter Restriktionsenzyme verdaut, das gentragende
Stiick durch Southern Blot identifiziert und in einen Vektor kloniert. In den Vektor
eingebunden kann durch klassisches 'Primer- Walking' nach und nach die vollstandige

Gensequenz gewonnen werden.

3.5.6.1 Restriktionsverdau genomischer SM1- DNA

Ausgehend von 25 verwendeten Restriktionsendonukleasen konnte lediglich durch die
Enzyme Hincll, ECORV und - wie erst spater festgestellt - Kpnl ein Verdau der DNA
erreicht werden. Hincll und EcoRV haben zudem die Eigenschaft, stumpfe Enden (‘blunt

ends’) zu schneiden, was eine erfolgreiche Klonierung erschwert.

3.5.6.2 Detektion des Hami- Gens durch Southern Blot

Fur die Southern- Blot- Analysen wurde Hincll verdaute O 4
SM1- DNA auf eine Nylonmembran geblottet und mit '

einer DIG- markierten, Hami- Gen- spezifischen Sonde

hybridisiert. - -
Diese Sonde (ca. 570 bp lang) wurde durch eine ; -
- e

Amplifikation (s. 11.17.5.1) mit den Primern pili 1 f und
pili 2 r (s. Anhang) aus genomischer DNA gewonnen.
Mit der Sonde reagierten 4 Banden (Spur 2, Abb. 49),
was auf die Existenz mehrerer Kopien des Hami- Gens
im SM1- Genom hindeutet.

] ) ) ] . Abbildung 49: Southern Blot mit
Der Versuch, ein auf diese Weise identifiziertes |Hami- Gen- spezifischer DIG-
Sonde.

1 und 3: DIG-Standard

2: Genomische, Hincll- verdaute
SM1- DNA,

4: unverdaute SM1- DNA

Fragment in einen Vektor zu klonieren, schlug fehl.
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3.5.6.3 "Primer- Walking® mittels RAGE und Erfassung der Gensequenz

Da die Ubertragung des Hami- Gens in einen Vektor nicht erfolgreich und aufgrund der
begrenzten Auswahl aktiver Restriktionsenzyme ein weiteres Vorgehen nach dieser
Methode nicht zielfilhrend war, musste eine Alternative entwickelt werden, welche die
Sequenzierung des Hami- Gens ermoglichte.

In der Literatur wurde bereits eine Methode (RAGE) beschrieben, welche die genomischen
Flanken eines bekannten Sequenzstiicks erfassen lasst, jedoch dessen Klonierung erfordert
(Cormack und Somssich, 1997; Rudi et al., 1999). Auf dieser Basis wurde nun eine
Methode zur schrittweisen, direkten Sequenzierung der flankierenden, gesuchten
Sequenzen entwickelt (s. 11.17.2).

Die aus der RAGE erhaltenen Sequenzen wurden in das bestehende Alignment
eingerechnet und als Grundlage fir die Konstruktion neuer Primer verwendet. Mit jedem
RAGE- Durchgang konnten bis zu 500 bp der unbekannten Gensequenz erhalten werden.
Alle Bereiche der Gensequenz wurden mindestens zweimal sequenziert, um Fehler
auszuschlielen.

Dadurch konnte das Hami- Gen vom putativen Start- Codon bis zum Stop- Codon

sequenziert werden (s. Anhang).

3.5.6.4 Theoretische Eigenschaften des Hami- Gens

Mit Hilfe einer Datenbankanalyse (www.expasy.com) konnten - ausgehend von der Hami-
Gensequenz - Informationen Uber die Eigenschaften des Hami- Gens und des daraus
resultierenden Proteins gewonnen werden.

Erneut konnten keine signifikanten Homologien zu bereits hinterlegten Gen- und
Proteinsequenzen detektiert werden.

Das theoretisch berechnete Molekulgewicht des zugehorigen Proteins betragt 40.158 Da,;
dieser Wert entspricht einem Drittel der MolekulgroRe des 120kDa Proteins, welches auf
dem SDS- PAGE detektiert wurde. Im nativen Zustand ist das Protein also vermutlich ein
Trimer oder ein heterogen zusammengesetztes Protein, welches durch die herkdmmliche
SDS- PAGE nicht in Untereinheiten zerkleinert werden konnte. Da das Protein laut
Datenbankrecherche hydrophilen Charakter besitzt, handelt es sich vermutlich um ein
extrazellul&res Protein. Es wurde keine Transmembrandoméne detektiert. Jedoch konnte

um Position 32 ein Signalpeptid zu erwarten sein.
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3.5.7 Klonierung des Hami- Gens und Expression

Das Hami- Gen konnte erfolgreich in den Expressionsvektor pET28a kloniert werden.

Nach Transformation des konstruierten Expressionsplasmids in die E. coli- Stimme BL21
(DE3) paCYC- RIL, C43 (DE3) paCYC- RIL und C43 (DE3) WALKER und Induktion mit
IPTG konnte sowohl bei 37°C als auch bei 23°C eine Expression des Hami- Gens durch SDS-
PAGE und Immuno- Blot mit anti- His- Tag- Antikdrpern nachgewiesen werden.

Bei den Stammen B21 und C43 kam es sowohl bei 37°C als auch bei 23°C zur Bildung von
'inclusion bodies'.

Die Expressionszellen wurden elektronenmikroskopisch untersucht und zeigten keine &ul3eren

morphologischen Veranderungen.

3.5.8 Detektion der mRNA des Hami- Gens in der natirlichen SM1 Population

Zunachst wurde RNA aus moglichst frischen Proben des SM1 Euryarchaeons gewonnen. Eine
DNA- Kontamination wurde durch einen DNase- Verdau wéhrend der Isolierung der RNA
ausgeschlossen. Die RNA wurde in cDNA transkribiert und mit sequenzspezifischen Primern
(pili 1 fund pili 2 r) in einer Standard- PCR amplifiziert. Das Amplifikat zeigte auf dem Gel
die gleiche GroRe wie das Amplifikat aus genomischer DNA und erwies sich nach
Sequenzierung als identisch.

Dadurch konnte die natrliche Expression des Hami- Gens nachgewiesen werden. Weiterhin
kann gefolgert werden, dass die RNA, zumindest in dem kurzen, untersuchten Bereich,
keinerlei Modifikationen unterzogen wird.
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4. Mikroskopische und phylogenetische Untersuchungen zur Biologie

des SM1 Euryarchaeons in einem weiteren Biotop: Islinger Mihlbach

4.1 Probenahmeort: Islinger Mihlbach

Die sulfidhaltige Quelle am Islinger Mihlbach befindet sich westlich des Regensburger
Stadtteils Burgweinting (Abb. 50). Zusammen mit einer anderen Quelle bildet sie zunéchst den
Graben in der Au, der nach etwa 400 m in den Islinger Mihlbach mindet. Die Quelle entspringt
einem metallgefassten Bohrloch und geht direkt an der Oberflédche in einen kleinen Bachlauf
uber (Abb. 51). Schon kurz nach der Austrittsstelle sind verschiedenste mikrobielle Matten
(vorwiegend grau- wei3 und grun) sichtbar. In einem Bereich von ca. 10 m entlang des
Bachlaufs sind mikrobielle Beldge und kleine Streamer mit perlenartigen Verdickungen zu
erkennen.

Abbildung 51: Ubersicht tiber die Quelle

. . . am Islinger Mihlbach. Der weie Pfeil
Abbildung 50: Topographische Lage des Probenahmeorts Islinger deutet auf das Bohrloch. MaRstab: 0.5 m.

Mihlbach (Ausschnitt aus TOP50 Siidbayern).

Aus: Henneberger, 2002.

Parameter Quelle Islinger Muhlbach
Temperatur 10°C
pH 7,2
S 0,5 mg/l
0, 0,13 mg/I*
Leitfahigkeit 685 puS/cm*

Tabelle 20: Parameter des Quellwassers,
* Daten aus Rudolph et al., 2004
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4.2 Allgemeine Untersuchungen zu den Perlenkettengemeinschaften im Islinger

Muhlbach

Im Rahmen umfassender archaeell- 06kologischer Untersuchungen von (bayerischen)
Schwefelquellen wurden in einer sulfidischen Quelle des Islinger Miihlbachs bei Regensburg
SM1 Euryarchaeen in perlenkettenartigen mikrobiellen Verbanden nachgewiesen (Rudolph et
al., 2004, Abb. 52). Phylogenetische Analysen bewiesen die vollstandige Sequenzidentitat der
SM1 Euryarchaeen aus Sippenauer Moor und Islinger Mihlbach beziiglich 16S rRNA- Gen- und
16- 23S- Interspacer- Sequenz (Rudolph et al., 2004). Dariiberhinaus wiesen die Archaeen aus

dem Islinger Mihlbach &hnliche
strukturelle Eigenschaften wie die
SM1  Euryarchaeen aus dem
Sippenauer  Moor  auf  (z.B.
Wachstum in  Mikrokolonie  mit
regelmagigen Abstanden der
Kokken). Sie konnten ebenfalls

erfolgreich mit der SM1- spezi-
. e Abbildung 52: Aufnahme einer im Biotop Islinger Mihlbach
fischen Sonde hybridisiert werden flottierenden Perlenkette. Die gelben Pfeile zeigen auf Perlen,

die grunen Pfeile auf die Verbindung zwischen den Perlen. Die
(Rudolph etal, 2004). roten Pfeile zeigen auf typische Mikrobenbiischel (Streamer).
MafRstab: 2 cm. Aus: Rudolph et al., 2004.

Wie jedoch mit dem bloRen Auge
erkennbar ist, unterscheiden sich die Perlen des Islinger Muhlbachs deutlich von den kompakten,
weillen Perlen aus dem Sippenauer Moor: Sie erscheinen in ihrer Farbe grauer und ihrer
Morphologie 'flauschiger' (Abb. 52, Abb. 53).

Abbildung 53: Detailaufnahme einer mikrobiellen Perlenkettengemeinschaft aus dem
Biotop. Gut erkennbar sind die unterschiedlich groRen Perlen in regelmaRigen Abstanden.
Malstab: 1cm.

Mikroskopische Untersuchungen von Perlen des Islinger Muhlbachs belegten - analog zum
Sippenauer Moor - das Vorkommen filamentoser Mikroben: Neben der SM1- Mikrokolonie
traten am haufigsten dinne, leicht gewellte Mikroorganismen auf, die keine sichtbaren
Einlagerungen in ihren Zellen besallen. Weiterhin wurden - wenn auch eher selten - Thiothrix-
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ahnliche, rosettenbildende, filamentose Organismen gefunden, welche viele lichtbrechende

Einschlisse aufwiesen.

4.2.1 Bakterielle Phylogenie

Fur die Untersuchung des 16S rRNA- Genpools wurde eine Perle im Biotop ausgewahlt. Eine
Hélfte der Perle wurde zunéchst einer FISH- Untersuchung mit bakteriellen und archaeellen
Sonden unterzogen, welche die Existenz einer archaeellen Mikrokolonie im Inneren zeigte.
Die genomische DNA der zweiten Halfte der Perle wurde einer archaeellen Phylogenie, in der
die Sequenz des SM1 Euryarchaeons nachgewiesen wurde (Rudolph et al, 2004), und einer
bakteriellen Phylogenie (Primer 9bF und 1406uR) unterzogen.

Insgesamt wurden 103 Klone analysiert, die iber ARDRA und Sequenzierung einer einzigen
bakteriellen 16S rRNA- Gensequenz (IMB1) zuzuordnen waren (Abb. 54). Dariiberhinaus
zeigte diese Sequenz eine vollstandige Ubereinstimmung mit der Klonsequenz sipK119, die
in der Analyse des bakteriellen 16S rRNA- Genpools der Perle aus dem Sippenauer Moor
nachgewiesen wurde (s. 111.1.2.2). Diese Sequenz ist einem Organismus der e-
Proteobakterien zuzuordnen und weist groRe phylogenetische Abstédnde zu bisher kultivierten
Vertretern dieses Phylums auf. Die Sequenz des sog. IMB1 e-Proteobakteriums clustert
zusammen mit kirzlich identifizierten Klonsequenzen mikrobieller Matten der Lower Cane
Kave, Wyoming (LKC1; Engel et al., 2003).

LKC1.57_9 (Lower Kane Cave, USA), AY191474
LKC1.190_2 (Lower Kane Cave, USA), AY191487
LKC1.199_8 (Lower Kane Cave, USA), AY191496
sipK94, (SM site, Germany), AJ307941
—— Alvinella pompejana epibiont, L35521
Rimicaris exoculata ectosymbiont, U29081
LKC1.21_5 (Lower Kane Cave, USA), AY191468
LKC1.21_2 (Lower Kane Cave, USA), AY191467
LKC1.114_2 (Lower Kane Cave, USA), AY191479

IMB1 (IM site, Germany), AJ704365
Sulfuricurvum kujiense, AB053951

Thiomicrospira denitrificans, L40808

_: Helicobacter pylori, U01330

Wolinella succinogenes, AF463534

Rhodospirillum rubrum, D30778

0.10

Abbildung 54: Phylogenetischer Stammbaum, basierend auf einer Maximum
Parsimony- Analyse von 16S rRNA- Sequenzen. Gezeigt wird eine Ubersicht
liber die &- Proteobacteria, die Bezeichnung der bakteriellen Klonsequenz der
Islinger Moihlbach- Perlenketten (IMB1) ist fett gedruckt. Datenbank-
referenznummern sind hinter den Namen angegeben.

Aus: Rudolph et al., 2004.
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In einer vorausgegangenen bakteriellen Phylogenie einer Perle aus dem Islinger Mihlbach
konnte ebenfalls die VVorherrschaft dieser Sequenz gezeigt werden. AulRerdem wurde dabei im
Unterschul? eine 16S rRNA- Gensequenz eines Vertreters der Gattung Thiothrix detektiert,
die grolRe Sequenzéhnlichkeit zur bereits erhaltenen SipK4- Sequenz aus dem Sippenauer
Moor (s. 111.1.2.2) aufwies.

4.2.2 FISH- Analysen und Untersuchung der bakteriellen Partner

Zundchst wurden FISH- Analysen mikrobieller Perlenkettengemeinschaften des Islinger
Mihlbachs mit Archaea-, und Bacteria- sowie der SM1- spezifischen Sonde durchgefiihrt.
Die Hybridisierungen zeigten, dass die euryarchaeelle SM1- Mikrokolonie von
filamentbildenden Bakterien umgeben war (ca. 95% aller bakteriellen Morphotypen). Die
vorherrschenden Filamente wiesen eine wellenférmige Morphologie auf, hatten einen
Durchmesser von etwa 0,5 um und zeigten keine sichtbaren Zelleinschllsse. Weiterhin
konnten vereinzelt bakterielle Thiothrix- dhnliche, rosettenbildende, dickere (@ 2 pm)
Filamentbildner mit groRen Mengen refraktiler Einschlisse beobachtet werden. Zur
genaueren Charakterisierung wurden die spezifische Thiothrix- Sonde sowie eine neu
entworfene, IMB1- spezifische Oligonukleotidsonde verwendet (IMB1-87, s. 11.13.1).

Damit konnten die dunneren, wellenférmigen Filamentbildner dem IMB1 e-Proteobakterium
und die dickeren Filamente der Gattung Thiothrix zugeordnet werden. RegelmaRig
durchgefiihrte FISH- Analysen verschiedenster Perlen zeigten, dass die &uRere Hulle der
Islinger Mihlbach- Perlen fast ausschlielflich durch das IMB1 e-Proteobakterium aufgebaut
wurde (ca. 90% IMB1, 2% Thiothrix, 8% Bakterien unterschiedlicher Morphologien, Abb.
55). Wie durch DAPI- Féarbung deutlich erkennbar, ist das IMB1- Filament aus Kleineren
Zellen von ca. 1-2 um L&nge aufgebaut (Abb. 55C).

Die Dominanz des IMB1 e-Proteobakterium wurde auch als Ursache fir die ‘flauschigere’
Erscheinung der Islinger Mihlbach- Perlen angesehen.

Es ist offensichtlich, dass nicht Thiothrix sp., sondern das IMB1 e-Proteobakterium den
bakteriellen Partner des SM1 Euryarchaeons in den mikrobiellen Perlenkettengemeinschaften
des Islinger Mihlbachs darstellt (vgl. 111.1.2).
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Abbildung 55: FISH eines Teils einer Perle des Islinger
Muhlbachs. MafRstab: 10 um. .

A: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme. Die Pfeile zeigen
auf die welligen Filamente des IMB1 e- Proteobakteriums.

B: Epifluoreszenzaufnahme einer Zweifachhybridisierung mit
Archaea- spezifischen Sonden (Rhodamin Green- markiert,
grun) und IMB1- spezifischer Sonde (CY 3- markiert, rot).

C: Entsprechende DAPI- Farbung. Die Pfeile zeigen auf
einzelne Zellen innerhalb des IMB1- Filaments.

Aus: Rudolph et al., 2004.
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4.3 In situ- Kultivierung der Perlenkettengemeinschaften an Polyethylennetzen und

Entdeckung einer anderen Lebensform des SM1 Euryarchaeons

Durch das Ausbringen von Polyethylennetzen in der Stromung des sulfidischen Islinger
Mihlbachs war es moglich, mikrobielle Perlenkettengemeinschaften zu ziichten und regelmagig
zu ernten. Aus dieser Netzpopulation konnte - analog zu den Perlenkettengemeinschaften im
Sippenauer Moor - das SM1 Euryarchaeon selektiv physikalisch angereichert werden (vgl.
Henneberger, 2002).

Wurden die Polyethylennetze so tief wie

maoglich im Quellbohrloch versenkt (Abb.
56), konnte eine weitere, fundamental
unterschiedliche Lebensform des SM1

Euryarchaeons detektiert werden: An den

Netzen hatten sich schleimartige Strukturen

angeheftet, in  denen das SM1-

Euryarchaeon bis zu 95% der Gesamt-

population ausmachte (Abb. 56,
Henneberger, 2002). Diese Biofilme stellten

dabei keinen Aufwuchs an den Netzen dar,

sondern wurden mit der Wasserstromung

aus tieferen Schichten hochgespiilt und Abbildung 56: Schema des Versuchsaufbaus am Islinger

blieben an den Netzen schon nach kurzer Muhlbach: Polyethylennetze (rote Pfeile) werden in
einer Haltevorrichtung so tief wie méglich in der Quelle

Inkubationszeit  haften. Aufgrund der |inkubiert. Durchmesser des Bohrlochs (weiRer Pfeil):
18,5 cm. Die Stromung des Wassers wird durch die
Reinheit dieser Population konnte gefolgert |blauen Pfeile angegeben.

) Rechts: Abbildung eines euryarchaeellen SM1 Biofilms,
werden, dass das SM1 Euryarchaeon in der  |anhaftend an einem Polyethylennetz (Pfeil). MaRstab: 5

mm. Aus: Henneberger, 2002.

Tiefe vermutlich partnerunabhéngig
wachsen kann (Henneberger, 2002). Die Analyse des 16S rRNA- Gens und der 16S- 23S-
Interspacer- Region ergab eine vollige Sequenzidentitit mit dem im Sippenauer Moor
identifizierten SM1 Euryarchaeon (Henneberger, 2002).

Der SM1 Biofilm konnte auch in tiefen, anaeroben Quellen des Sippenauer Moors (z.B. Quelle
B1) gefunden werden, jedoch unterschieden sich die Biofilme in ihrer Konsistenz und
Mikrobendichte (Henneberger, 2002).

Im Folgenden sollte der archaeelle Biofilm des Islinger Mihlbachs bakteriell- phylogenetisch
und strukturell genauer untersucht werden.
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4.4 Bakteriell- phylogenetische und mikroskopische Untersuchungen des
euryarchaeellen SM1 Biofilms

4.4.1 Bakterielle Phylogenie

Um Ruickschlisse auf Herkunft, Physiologie und weitere Eigenschaften des SM1
Euryarchaeons zu gewinnen, wurden seine morphologisch diversen, bakteriellen
Begleitorganismen im Biofilm phylogenetisch untersucht.

Dazu wurde eine Klonierung der bakteriellen 16S rRNA- Gensequenzen durchgefihrt (Primer
9bF und 1406uR). 44 Klone wurden analysiert und nach ARDRA und Sequenzierung 9
verschiedenen Sequenzen zugeordnet. Nach deren phylogenetischer Einordnung ergab sich
folgendes Bild (Abb. 57):

Desulforhopalus singaporensis, AF118453

Desulfotalea arctica, AF099061

AubSCM3

uncultured proteobacterium, AY 133065
uncultured sulfate-reducing bacterium 141, AJ389624, 1406
sipK93, AJ307943

uncultured sulfate-reducing bacterium 282, AJ389626
Desulfocapsa thiozymogenes, X95181

AubSCM2

AubSCM1 delta-
AubSCM7 Proteobacteria
sipK108, AJ307944

AubSCM4
Desulfocapsa sulfoexigens, Y13672

Desulfofustis glycolicus, X99707

AubSCM6

AubSCM10

uncultured delta proteobacterium Sva0103, AJ240978
Desulfobulbus elongatus, X95180

Desulfobacter curvatus, M34413

Desulfosarcina variabilis , M34407

Desulfovibrio desulfuricans, M34113
Nocardia farcinica, Z36936

l_L:.‘R’hodococcus globerulus, X80619

AubSCM8
Rhodococcus opacus, X80631

uncultured sludge bacterium H1, AF234710
_Eiszz, AJ307949
AubSCM9

unidentified green non-sulfur bacterium OPB65, AF027036
Chloroflexus aurantiacus, M34116

S

Thermotoga maritima, AJ401017

— o010
Abbildung 57: Phylogenetischer Stammbaum, basierend auf einer Maximum Parsimony- Analyse
bakterieller 16S rRNA- Gen- Sequenzen. Die Bezeichnungen der erhaltenen bakteriellen
Klonsequenzen aus dem SM1 Biofilm sind fett gedruckt. Outgroup: Thermotoga maritima.

Interessanterweise clustern die meisten erhaltenen Klonsequenzen (93,2%) innerhalb der o6-
Proteobacteria. Diese Gruppe kann als physiologisch einheitliche Gruppe betrachtet werden
und schlieBt morphologisch unterschiedliche, sulfatreduzierende Organismen ein. Die auf
Basis der 16S rRNA- Gensequenz nachgewiesene Dominanz sulfatreduzierender Bakterien

im SM1 Biofilm deckt sich mit Daten aus FISH- Untersuchungen unter Verwendung einer
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Sulfatreduzierer- spezifischen Sonde (SRB385, Amann et al., 1990b; Sonnleitner, 2004).

4.4.2 Strukturelle Untersuchungen des SM1 Biofilms mittels TEM
Der

Elektronenmikroskopie

SM1 Biofilm wurde zusammen mit R. Henneberger durch Transmissions-

strukturell
Dabei
sowohl Gefrieratzungen (Abb. 58) als

genauer untersucht. wurden

auch Uranylacetat- Kontrastierungen
von Suspensionspraparaten angefertigt.

Es konnte nachgewiesen werden, dass
die SM1 Euryarchaeen auch im Biofilm
Hami besitzen, welche ebenso wie unter

I111.3 beschrieben strukturiert waren.

Abbildung 58: Elektronenmikroskopische Aufnahme
einer Gefrierdtzung des SM1- Biofilms. Die Pfeile deuten
auf SM1- Zellen. Mal3stab: 2,5 um.

Zusétzlich zu den Hami war jedoch eine
bisher nicht beobachtete Korona um die
Zellen zu erkennen (Abb. 59), die auf
die Existenz eines weiteren Biopolymers, z.B. einer zuckerhaltigen Matrix, hindeutet.

Zwischen den Zellen war meist ein ungeordnetes Geflecht von Hami zu entdecken, die aber -
bei sich vermutlich teilenden Zellen - auch linearer angeordnet sein konnten (Abb. 60; vgl.
Henneberger, 2002).

LRGN

Transmissions-  elektronen- elektronen-

Abbildung  59:
mikroskopische
archaeellen Zelle aus dem SM1 Biofilm des

Aufnahme  einer  eury-
Islinger Mihlbachs, Negativkontrastierung.
Auffallig sind die stark kontrastierte Korona um
die Zelle und die Hami- Filamente.

Abbildung 60: Transmissions-
mikroskopische
archaeellen Zellen aus dem SM1 Biofilm des

Aufnahme  von  eury-

Islinger Muhlbachs, Negativkontrastierung.
Erkennbar sind Hami, die zwischen den Zellen
mehr oder weniger parallel angeordnet sind.
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4.4.3 Strukturelle Untersuchungen mittels CLSM

Fur diese Analysen wurden optische Schnitte durch den intakten SM1 Biofilm angefertigt und
ausgewertet. Die Biofilme wurden vor der Untersuchung einer Fliissigphasenhybridisierung
unterzogen, so dass die vorhandenen Archaea und Bacteria gut zu lokalisieren waren. Eine

Dehydratisierung ~ wahrend  der  Praparation  wurde  vermieden und  das

Hybridisierungsprotokoll entsprechend angepasst.
Auf eine Fixierung der Zellen wurde hingegen nicht
verzichtet, da eine Formaldehydbehandlung die
dreidimensionale Struktur von Biofilmen nicht
beeinflusst (Thurnheer, 2004).

Wéhrend der Mikroskopie konnte im optimalen Fall
bei einer Ganghohe von ca. 0,5 um ohne groRere
Intensitatsverluste eine Schnitttiefe von 48 um in den

Biofilm erreicht werden. Diese Tatsache belegte eine
Abbildung 61: Optischer Schnitt durch

geringe Triibung innerhalb des Biofilms. Es konnten
auch keine Hinweise auf eingeschlossene Kristalle
oder Gasblasen entdeckt werden.

Die SM1 Euryarchaeen zeigten zueinander einen sehr
regelméBigen Abstand von mindestens 4 pm (Abb.
61), der lediglich bei

unterschritten wurde. Dies ist ein Hinweis auf die

sich teilenden Zellen
Existenz einer extrazellularen Matrix, die mit dieser
Methode jedoch nicht weiter spezifizierbar war.

Interessanterweise betrdgt die gemessene Hami-
Durchschnittslange auch im euryarchaeellen SM1
Biofilm 2 um (vgl. 111.3), was in einem Zell- Zell-
Abstand von 4 pm resultiert. In den &uf3eren
Bereichen des Biofilms sitzen die Zellen in &hnlich
regelméliigen Abstanden, jedoch mit einzelnen
grolReren Lucken (bis zu 7 um), die sich auch im
Innern des Biofilms wiederfinden (Abb. 62). Es

konnte sich hierbei um sogenannte "Wasserkanélchen'

eine Ebene eines SM1 Biofilms vom
Islinger ~ Mihlbach, Flussigphasen-
Hybridisierung. Die regelméaBige
Anordnung der Archaea (griin gefarbt)

wird durch die Kreise (@ 8um)
angedeutet.
Abbildung  62:  Darstellung  einer

Projektion (46x 46x 48 pm) einzelner
Schnittebenen durch einen Biofilm,
welcher durch FISH eingefarbt wurde.
Archaea farben griin, Bacteria rot. Die
Pfeile deuten auf Beispiele
‘organismenfreier'  Bereiche (Wasser-
kanélchen). Die Breite der Abbildung

entspricht 46 pum.

handeln, die fir den Stoffaustausch und fir die Durchstrémung mit Umgebungswasser

genutzt werden konnten (Massol- Deya, 1995).
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v v v v
v v v v
v v v v
v v

Tabelle 21: Darstellung der einzelnen Schnittebenen
durch einen Biofilm, der durch FISH eingeférbt wurde.
Archaea farben grin, Bacteria rot. Je rechts:
Schnittebenen mit Angabe der Tiefe (Zahl oben links)
und Andeutung der Ebene im Schema (rechts unten).
Je links: Projektion von mehreren Schnittebenen
(Bereich ist oben links angegeben). Die Dichte der
Organismen nimmt zum Inneren des Biofilms hin zu,
die Zell- Zell- Absténde in einer Schnittebene bleiben
jedoch gleich. Die Breite der Abb. entspricht 46 pum.
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Die Archaeen und Bakterien in tieferen Schichten des Biofilms liel3en sich gleichermalRen gut
mit den Hybridisierungssonden anfarben, was fir eine gute physiologische Konstitution der
Mikroorganismen spricht.

Die Bakterien schienen (ber alle Schichten des SM1 Biofilms verteilt zu sein und bildeten
kleine Kolonien zwischen den archaeellen Kokken.

Die Untersuchung der SM1 Biofilme des Sippenauer Moors ergab - verglichen mit denen des
Islinger Mihlbachs - keine augenfalligen Unterschiede bezuglich der Organismenverteilung
und der dreidimensionalen Abstdnde der Archaeen zueinander. Diese Biofilme neigten
allerdings eher zur Kristalleinlagerung. Dabei ist bisher ungeklart, ob die Kristalle bereits in
natrlicher Umgebung oder wéhrend der Prozedur der Flissigphasenhybridisierung

entstanden.

4.4.4 Immunologische Untersuchungen

Behandelte man aus dem Biofilm herausgel6ste SM1 Euryarchaeen mit den spezifischen
Antikorpern (anti- SM1- Serum, s. 11.15.1), konnte eine deutliche Reaktion nachgewiesen
werden. SM1 Euryarchaeen im Biofilm zeigten hingegen nur eine schwache Immun-
Fluoreszenz. Diese Beobachtung war vermutlich auf das elektronenmikroskopisch
nachgewiesene zusétzliche Polymer oder auf die hohe lokale Antigenkonzentration (bedingt

durch die hohe Zelldichte im Biofilm) zurtickzufthren.
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4.4.5 Detektion des Hami- Gens in SM1- Populationen des Islinger Mihlbachs

Neben dem strukturellen und immunologischen Nachweis der Hami bei den SM1
Euryarchaeen des Islinger Miuhlbachs gelang dieser auch auf genetischer Ebene mittels
Southern Blot- Analysen. Die SM1 Genome der Populationen aus dem Sippenauer Moor und
Islinger Muhlbach zeigten jedoch nach Restriktionsverdau und Hybridisierung mit
spezfischen Hami- Gensonden ein unterschiedliches Muster: Sowohl bei Proben des SM1
Biofilms aus dem Islinger Muhlbach als auch der von dort stammenden SM1
Netzpopulationen zeigten sich im Vergleich zu den Populationen aus dem Sippenauer Moor
mehr definierte Banden auf dem Blot (Abb. 63). Dies bedeutet, dass hier eine hohere

Kopienanzahl des Gens vorliegt bzw. das Schnittmuster des Genoms anders ist.

1 el gy st STELE B A few el s [ -
Probe Enzym detektierte
Kopien des
Hami-
Gens
- - -
1 1 | DIG- Standard -
- g ot
- - = 5 - : - 2 | Sippenauer Moor: SM1- Biofilm Hincll 4,evtl. 5
3 | Sippenauer Moor: SM1- Netzpopulation Hincll 4
4 | Islinger Mihlbach: SM1- Biofilm Hincll 6
5 | Islinger Muhlbach: SM1- Netzpopulation Hincll 6
6 | Sippenauer Moor: SM1- Biofilm Kpnl 2
7 | Sippenauer Moor: SM1- Netzpopulation Kpnl 2
. : 8 | Islinger Miihlbach: SM1- Biofilm Kpnl 5
Abbildung  63: Southern  Blot, - -
Hybridisierung verschiedener DNA- 9 | Islinger Mihlbach: SM1- Netzpopulation Kpnl 5
Fragmente unterschiedlicher Proben mit}y | 10 | DIG- Standard -
der spezifischen Hami-Gensonde.

Weiterhin ergab auch die Sequenzierung des Hami- Gens von Islinger Mihlbach-
Netzpopulationen Unterschiede zur SM1 Population aus dem Sippenauer Moor: An Position

425 konnte ein kurzes Insert entdeckt werden (s. Anhang).
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5. Tabellarischer

Lebensgemeinschaften im Sippenauer Moor und Islinger Mihlbach

5.1 Natirliche, mikrobielle Perlenkettengemeinschaften

Vergleich des SM1 Euryarchaeons und seiner

Vergleich der
Perlenkettengemeinschaften

Sippenauer Moor

Islinger Muhlbach

Makroskopische Erscheinung

WeiRe, kompakte Perlen (@ ca.
0,5- 3,0 mm)

Graue, 'flauschige' Perlen (@ ca.
0,5- 3,0 mm)

Archaeelle 16S rRNA-
Gensequenz

SM1 Euryarchaeon vorherrschend

SM1 Euryarchaeon vorherrschend
(Sequenzidentitat)

Archaeelle 16S- 23S rDNA-
Interspacer- Region

SM1 Euryarchaeon

SM1 Euryarchaeon
(Sequenzidentitat)

Bakterielle 16S rRNA
Gensequenz

Thiothrix SipK4 vorherrschend

IMB1 ¢- Proteobakterium
vorherrschend

Archaeelle FISH

SM1 Euryarchaeon vorherrschend

SM1 Euryarchaeon vorherrschend

Morphologie und Anordnung
des SM1 Euryarchaeons

Mikrokolonien kleiner Kokken,
dreidimensional regelmaRig
angeordnet im Perleninneren

Mikrokolonien kleiner Kokken,
dreidimensional regelmaRig
angeordnet im Perleninneren

Bakterielle FISH

Thiothrix sp. vorherrschend

IMB1 &- Proteobakterium
vorherrschend

Phasenkontrastmikroskopie
des vorherrschenden
Perlenbakteriums

Rosettenbildende, gerade
Filamente (@ 2 um) mit groRen
Mengen von lichtbrechenden
Einschliissen aus amorphem
Schwefel

Filamentbildende Stabchen mit
einer welligen Form (&2 0,5 pm)
ohne sichtbare Zelleinschliisse

Tabelle 22: Tabellarischer Vergleich der Perlenkettengemeinschaften

aus den verschiedenen Biotopen. Aus: Rudolph et al., 2004.

Wie aus der Tabelle hervorgeht, unterscheiden sich die Perlenkettengemeinschaften der beiden

Biotope bezliglich des bakteriellen Partners des SM1 Euryarchaeons deutlich voneinander.

Waéhrend im Sippenauer Moor der bakterielle Part ausschlief3lich von Thiothrix sp. gestellt wird,

bildet im Islinger Muhlbach das IMBL1 ¢- Proteobakterium den spezifischen Partner des SM1

Euryarchaeons.

Interessanterweise wurde fiir beide Organismen ein sulfidoxidierender

Stoffwechsel nachgewiesen (Strohl und Schmidt, 1984) bzw. postuliert (Engel et al., 2003).

Auch der Sauerstoffbedarf dieser beiden Organismen befindet sich im Einklang mit der

nattrlichen O,- Konzentration vor Ort.
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5.2 Polyethylennetzpopulationen

Vergleich der SM1
Netzpopulationen und deren
Aufreinigung

Sippenauer Moor

Islinger Muhlbach

Makroskopische Erscheinung
der Netzpopulation

regelméaBige und unregelmaRige
Perlen am Polyethylennetz, weifd
bis hellgrau

unregelméaBige, graue Perlen am
Polyethylennetz, ‘flauschigere'
Erscheinung

Vorkommen der
Netzpopulation

aerobe Bereiche der Quelle bis zum
Quelltopf

aerobe Bereiche der Quelle bis ca.
10 m nach Austritt*

Mikrobieller Aufbau der
Netzpopulation

ca. 30% SM1 Euryarchaeon
(freiliegend), ca. 70% vorwiegend
filamenttse Bacteria

ca. 40% SM1 Euryarchaeon
(freiliegend), ca. 60% vorwiegend
filamentdse Bacteria*

Reinheit des SM1
Euryarchaeons nach sanfter
physikalischer Separation

bis zu 99% (FISH)

bis zu 95% (FISH)*

Archaeelle 16S rRNA-
Gensequenz der
aufgereinigten Fraktion

ausschlieRlich SM1 Euryarchaeon

ausschlielich SM1 Euryarchaeon*
(Sequenzidentitat)

Archaeelle 16S- 23S rDNA-
Interspacer- Region der
aufgereinigten Fraktion

vorwiegend SM1 Euryarchaeon

vorwiegend SM1 Euryarchaeon*
(Sequenzidentitat)

Hami, aufgereinigte Fraktion

vorhanden, Struktur wie
beschrieben

vorhanden, Struktur wie
beschrieben

Hami- Gen, aufgereinigte
Fraktion

nachgewiesen

nachgewiesen, mehr Kopien als bei
Netzpopulation des Sippenauer
Moors, besitzt Insert an Pos. 425

Reaktion mit Hami-
spezifischen Antikorpern

deutliche spezifische Reaktion

deutliche spezifische Reaktion

Tabelle 23: Tabellarischer Vergleich der SM1 Netzpopulationen der beiden Biotope und deren Aufreinigungen;

* Daten aus: Henneberger, 2002.

Beim Vergleich der Netzpopulationen aus Sippenauer Moor und Islinger Mihlbach zeigen sich

nur wenige Unterschiede (morphologische Erscheinungsform, Kopienanzahl des Hami- Gens,

Insert). Die Ziichtung an den Netzen, sowie die Untersuchung der aufgereinigten SM1 Fraktion

war an Mikrobenpopulationen des Sippenauer Moors etabliert worden, weshalb diese

Organismen auch Gegenstand der detaillierten, in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen

waren (s. 111.1.3).
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5.3 Naturlicher, euryarchaeeller SM1 Biofilm

Vergleich der SM1
Biofilme

Sippenauer Moor

Islinger Muhlbach

Makroskopische
Erscheinung

gallertartige, viskose Struktur; farblos
bis milchig trib*

gallertartige, viskose Struktur; meist
milchig trib*

Vorkommen

vorwiegend: anaerobe Bereiche der
Quelle B1*

anaerobe Bereiche der Quelle*

Archaeelle 16S rRNA-
Gensequenz

ausschliellich SM1 Euryarchaeon*

ausschlielllich SM1 Euryarchaeon
(Sequenzidentitat)*

Archaeelle 16S- 23S rDNA
- Interspacer- Region

SM1 Euryarchaeon vorherrschend*

SM1 Euryarchaeon vorherrschend
(Sequenzidentitat)*

Bakterielle 16S rRNA
Gensequenz

n.u.

93,2% 5&- Proteobacteria
(Sulfatreduzierer)

Archaeelle FISH

75- 95% SM1 Euryarchaeon*

70- 90% SM1 Euryarchaeon*

Bakterielle FISH

morphologisch diverse Bacteria
(Filamente, Kurzstabchen, Kokken)*;
nicht weiter eingeordnet

morphologisch diverse Bacteria
(Filamente, Kurzstabchen, Kokken)*;
davon die meisten Sulfatreduzierer®

Morphologie und
Anordnung des SM1
Euryarchaeons bzw.
strukturelle Eigenschaften
des Biofilms

SM1 Euryarchaeon dreidimensional
regelméRig angeordnet, Zell- Zell-
Abstand: 4 um, Kristalle detektiert,
vermutlich Kandlchen vorhanden,
gute physiologische Konstitution der
Zellen im Biofilm-Inneren

SM1 Euryarchaeon dreidimensional
regelméRig angeordnet, Zell- Zell-
Abstand: 4 um, keine Kristalle oder
Gasblasen detektiert, vermutlich
Kanélchen vorhanden, gute
physiologische Konstitution der
Zellen im Biofilm- Innern

Hami bzw. Zelloberflache

Dichtes Netzwerk von Hami
nachgewiesen, Hami zeigen
typischen Aufbau

Dichtes Netzwerk von Hami
nachgewiesen, Hami zeigen typischen
Aufbau, auf der Zelloberflache
weiteres Biopolymer unbekannter
chemischer Zusammensetzung
nachgewiesen

Hami- Gen

nachgewiesen

nachgewiesen, mehr Kopien als beim
SM1 Biofilm des Sippenauer Moors
vorhanden

Tabelle 24: Tabellarischer Vergleich der SM1 Biofilme der beiden Biotope; n.u.= nicht untersucht

*Daten aus: Henneberger, 2002

*Daten aus: Sonnleitner, 2004

Die SM1 Biofilme aus Islinger Mihlbach und Sippenauer Moor weisen nur wenige Unterschiede

auf. Dazu zadhlen das zusétzlich detektierte Oberflachenpolymer der Islinger Muhlbach- SM1

Biofilme, sowie die Unterschiede in der Anzahl der nachgewiesenen Hami- Gene im Genom.
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V. Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Ergebnisse einer tiefer greifenden molekularbiologischen und strukturellen
Charakterisierung eines neuartigen, kalteliebenden, bisher unkultivierten Euryarchaeons und seiner

Lebensgemeinschaften préasentiert.

Dieses als SM1 bezeichnete Euryarchaeon wurde in sulfidhaltigen Quellen des Regensburger Raums
entdeckt (Rudolph et al., 2001). Im dortigen, 10°C kalten FlieBwasser bildet es zusammen mit
filamentosen  Bakterien  eine  auflergewohnliche,  morphologisch  aufféllige = mikrobielle
Perlenkettengemeinschaft. Das Innere einer Perle wird dabei von einer Mikrokolonie des neuartigen
SM1 Euryarchaeons gebildet, welche von filamentdsen Bakterien umhllt ist (Rudolph et al., 2001).

Bakteriell- phylogenetische Analysen einer Perle aus dem Sippenauer Moor zeigten die Vorherrschaft
(ca. 60% aller Klonsequenzen) eines Phylotyps (SipK4) mit sehr naher Verwandtschaft zu dem
filamentosen, sulfidoxidierenden Bakterium Thiothrix unzii (Howarth et al., 1999). Diese Dominanz
wurde durch FISH- Analysen von uber 30 verschiedenen Perlen (ber einen langeren Zeitraum bestétigt.
In allen Féllen konnte neben der archaeellen Mikrokolonie die Vorherrschaft von Thiothrix sp. als

bakterieller Partner des SM1 Euryarchaeons in Perlen des Sippenauer Moors gezeigt werden.

Als aerobes, sulfidoxidierendes Bakterium ist Thiothrix ausgezeichnet an SlRwasserbiotope wie das
Sippenauer Moor angepasst (Brigmon et al., 1994). Mit seinen Fimbrien und seinem 'Adhésions'-
Material (‘holdfast material’; Williams et al., 1987) ist es befahigt, sich in FlieBwasserumgebungen an
verschiedenste organische und anorganische Oberflachen anzuheften. Thiothrix kénnte deshalb an der
initialen Besiedlung beteiligt sein und maoglicherweise mit seiner Adhé&sion den ersten Schritt zur
Bildung einer mikrobiellen Perlenkettengemeinschaft auslosen. Weiterhin ist anzunehmen, dass
Thiothrix maligeblich an der Bildung und Aufrechterhaltung der dreidimensionalen Struktur des &ul3eren

Teils der Perle und der Verbindungsfaden zwischen den Perlen beteiligt ist.

Aufgrund der stets beobachtbaren Koexistenz von SM1 und Thiothrix SipK4 im Sippenauer Moor,
sowie ihrer rdumlichen Nahe innerhalb einer Perle, erscheint eine zuféllige Konstitution sehr
unwahrscheinlich, zumal spezifische Gemeinschaften fir die beteiligten Organismen im Allgemeinen
viele Vorteile bieten. So werden z.B. milieubedingte Schwankungen abgepuffert und horizontale
Gentransfers ermdglicht (Abella et al., 1998; Ben- Ari, 1999; Nisbet und Fowler, 1999; Davey und
O'Toole, 2000). Der grofite Gewinn beim Zusammenleben in einer engen Gesellschaft liegt jedoch in
der erleichterten Aufnahme und Bereitstellung von Né&hrstoffen (Schink, 1992 und 2002). Diese
sogenannten syntrophen oder sogar symbiontischen Wechselwirkungen zwischen Organismen (Schink,
1992; Saffo, 2001) konnten auch im Fall der mikrobiellen Perlenkettengemeinschaft eine grof3e Rolle

spielen.
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Die Organismen der Gattung Thiothrix bilden durch aerobe Sulfidoxidation Sulfat als
Stoffwechselendprodukt (Strohl und Schmidt, 1984). Dabei wird dem Milieu Sauerstoff entzogen und
Sulfat dem vermutlich anaerob wachsenden SM1 Euryarchaeon als moglicher Elektronenakzeptor zur
Verfligung gestellt. Dieser Organismus kdnnte nun - im Fall einer Sulfatreduktion - Sulfid freisetzen,
das wiederum von Thiothrix verstoffwechselt werden wirde. Dieses Konzept stiitzt die Idee eines
internen, geschlossenen Schwefelzyklus. Darlberhinaus werden beim Wachstum von Thiothrix
verschiedenste weitere C- und Energiequellen in die direkte Umgebung freigesetzt (Strohl und Schmidt,
1984; McGlannan und Makemson, 1990), welche ebenfalls von den Archaeen verbraucht werden
konnten. Ahnliche Mechanismen wurden fiir das enge Zusammenleben verschiedener mariner
Eukaryonten mit bakteriellen Sulfidoxidierern berichtet (Brigmon und de Ridder, 1998; Millikan et al.,
1999).

Je nach Organisationsgrad mikrobieller Gemeinschaften unterscheidet man Biofilme (Costerton et al.,
1994; Moller et al., 1996; Stickler, 1999; O'Toole et al., 2000; Watnick und Kolter, 2000), mikrobielle
Matten (Stal und Caumette 1993; Krumbein und Villbrandt, 1994; Ward et al., 1998) und Konsortien
(Buder, 1914; Pfennig, 1980; Frostl und Overmann, 1998; Overmann et al., 1998; Frostl und Overmann,
2000), welche in natlrlichen aquatischen Systemen (Cohen und Rosenberg, 1989; Javor, 1989;
Krumbein und Villbrandt, 1994), in kiinstlichen medizinischen Umgebungen (Chicurel, 2000;) oder epi-
bzw. endolithisch (Cohen et al., 1984; Javor, 1989) vorkommen. Demnach ist die Perlen-
kettengemeinschaft aus dem Sippenauer Moor aufgrund ihrer strukturellen Komplexitat und stabilen
Konstitution den Konsortien zuzuordnen. Im Vergleich zu anderen mikrobiellen Konsortien stellt diese
Assoziation eine sehr aullergewohnliche Gemeinschaft zwischen definierten Gruppen von
Mikroorganismen dar. Die Partner gehoren verschiedenen Doménen des Lebens an und sind dennoch
spezifisch aneinander gebunden. Hier kann eine gewisse Ahnlichkeit zu dem von Boetius et al. (2000,
vgl. Einleitung) beschriebenen Methanoxidiererkonsortium jedoch nicht von der Hand gewiesen

werden: Auch in diesem Fall

sind (sulfatreduzierende) Bak-
terien um ca. 100 (methan-
oxidierende) Archaeen ange-
ordnet und die physiologische
Abhéngigkeit der Organismen
voneinander gilt sogar als
bewiesen (Abb. 64).

Abbildung 64: Links: Abbildung
des  Methanoxidiererkonsortiums  (Quelle:  www.mpi-bremen.de).
Archaea sind rot gefarbt, bakterielle Sulfatreduzierer griin. Rechts:
CLSM- Aufnahme eines inneren Teils einer Perle der mikrobiellen
Perlenkettengemeinschaft aus Sippenauer Moor; Thiothrix ist rot gefarbt,
die SM1 Euryarchaeen grin (Auswahl: 39,8x 36,9x 21,4 pm).
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Im Rahmen phylogenetischer Analysen bayerischer Schwefelquellen wurde die beschriebene
Perlenkettengemeinschaft in einem weiteren Biotop in der Ndhe von Regensburg entdeckt (Islinger
Mihlbach, Rudolph et al., 2004). Auch hier wurden Perlen mit einer SM1 euryarchaeellen
Mikrokolonie im Inneren und filamentosen Bakterien in der duBeren Schicht nachgewiesen.
Vergleichende archaeell- phylogenetische Analysen der Archaeen aus dem Sippenauer Moor und
Islinger Muhlbach bewiesen deren Sequenzidentitét beziiglich 16S rRNA- Gen- und 16-23S Interspacer-
Sequenz (Rudolph et al., 2004). Wie jedoch mit dem bloRen Auge erkennbar ist, unterscheiden sich die
Perlen des Islinger Muhlbachs deutlich von denen des Sippenauer Moors. Sie erscheinen in ihrer Farbe
grauer und in ihrer Morphologie flauschiger. Tatsachlich stellte man durch phylogenetische und FISH-
Analysen die Vorherrschaft eines neuartigen, filamentdsen e- Proteobakteriums (IMB1) fest, welches
die aulRere Hulle der Islinger Muhlbach- Perlen aufbaut. Es liegt damit ein deutlicher Unterschied zu den
Perlen des Sippenauer Moors vor, bei denen Thiothrix SipK4 bakterieller Partner des SM1
Euryarchaeons ist. Das unterschiedliche Aussehen der Perlen ist somit auf die verschiedene
Morphologie der strukturbildenden filamentdsen Bakterien zuriickzufiihren: Die IMB1- Filamente sind
sehr viel dinner und gewellter als Thiothrix sp. und besitzen nicht die Eigenschaft, Rosetten zu bilden
und lichtbrechende Schwefelgranula einzulagern (vgl. Williams und Unz, 1985; vgl. Engel et al., 2003).

Es stellt sich die Frage, was diesen Austausch der bakteriellen Partner in Abhangigkeit vom Biotop
auslost, zumal - jedoch in sehr geringem MaR- das IMB1 e- Proteobakterium auch in Perlen des
Sippenauer Moors nachgewiesen wurde (sipK119, vgl. 111.1.2.5) . Vergleicht man die Geochemie der
beiden Probenahmeorte, so findet man den augenfélligsten Unterschied im Sauerstoffgehalt des
Quellwassers (Sippenauer Moor: 1,4 mg/l, Islinger Muhlbach: 0,13 mg/l). Thiothrix bevorzugt héhere
Konzentrationen an Sauerstoff (aerober Stoffwechsel; Strohl und Schmidt, 1984) und dominiert
vermutlich deshalb bei diesen Bedingungen in den Perlen. Im Einklang damit wurde fur unkultivierte
nahe Verwandte des IMB1- Proteobakteriums ein sulfidoxidierender, allerdings anaerober Stoffwechsel
postuliert und zudem eine Verdrdngung von Thiothrix bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen
beobachtet (Engel et al., 2003). Ein geschlossener S- Zyklus innerhalb einer Perle scheint also sowohl
bei niedrigen (Islinger Muhlbach) als auch bei héheren Sauerstoffkonzentrationen (Sippenauer Moor)

mdoglich zu sein.

Fur die genauere Untersuchung weiterer, noch ungeklarter Aspekte ist die Kultivierung der betreffenden
Organismen von entscheidendem Vorteil. Jedoch ist es trotz unterschiedlichster Versuche bisher nicht
gelungen, das SM1 Euryarchaeon oder seine Partner als Reinkultur im Labor zu ziichten. Die Grlinde
hierfir konnen vielfaltiger Natur sein. Vermutlich sind hdufig gerade synergistische Effekte zwischen
Mikroorganismen (Schink, 2002) der Ausloser fur die problematische Zucht in Reinkultur.
Unzulé@nglichkeiten bei der Nachbildung stabiler physikalisch- chemischer Gradientensysteme kénnen
sich ebenfalls negativ auswirken (Pringault et al., 1996). Limitierend fur die erfolgreiche Kultivierung

im Labor scheint auch oftmals der iberlebensstrategische Viable-but-Non-Culturable (VBNC, 'Lebend,
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aber nicht kultivierbar)- Zustand zu sein (Besnard et al., 2000): Metabolisch aktive Zellen (aktive
Atmungskette, Zellelongation) sind unfahig sich zu teilen und auf eigentlich geeignetem Medium zu
wachsen (Roszak und Colwell, 1987; Rodriguez et al.,, 1992; Besnard et al.,, 2000). Die
Mikroorganismen veréndern sich, wenn sie in den VBNC- Zustand tbertreten und unterscheiden sich
sogar bezuglich ihres Proteoms von ihren wachsenden Artgenossen (Heim et al., 2002). Diese Reaktion
wird bei den Prokaryonten haufig durch schockartige, milieubedingte Veranderungen (pH- Anderungen,
osmotischer Stress) ausgeldst (Besnard et al., 2000). Es ist denkbar, dass allein die Probenahme bei
empfindlichen Mikroorganismen den Ubergang in einen solchen Zustand bewirkt. Haufig ist aber bei
vermeintlich Unkultivierbaren das Wachstum im Anreicherungsmedium auch nur schwierig zu
detektieren: Einerseits kann es sehr langsam vor sich gehen und sich tiber mehrere Wochen oder Monate
erstrecken. Andererseits Ubersteigt oft die Gesamtzellzahl trotz Wachstum eine gewisse
Nachweisgrenze nicht und bleibt damit im Mikroskop unentdeckt (< 10%- 10* Zellen/ml; Fox, 2003).

Eine Mdglichkeit, diese Probleme zu umgehen, ist die Inkubation bzw. Zucht der Mikroorganismen im
naturlichen Biotop (Fox, 2003). Die Nahrstoffe werden hier den Organismen in gewohnter Art und
Menge zur Verfligung gestellt, die physikalisch- chemischen Gradientensysteme sind stabil, und
lebensnotwendige Partnerschaften kénnen aufrecht erhalten werden.

In dieser Arbeit wurde eine solche in situ- Kultivierungsmethode fir die mikrobielle
Perlenkettengemeinschaft entwickelt, welche sich das Biotop Sippenauer Moor als 'naturlichen
Chemostaten' zu Nutze macht. Polyethylennetze mit insgesamt bis zu 10 m? GroéRe wurden als
Anheftungs- und Aufwuchsmaterial fur die Perlenkettengemeinschaften zur Verfligung gestellt. Bereits
nach wenigen Tagen hatten sich daran Verdickungen und Perlen der Ublichen Zusammensetzung
gebildet. Wahrend natlrlich vorkommende Perlen ab einem Durchmesser von etwa 3 mm zu altern
beginnen (Auflosung der dreidimensionalen Struktur, Besiedlung durch andere (sekundére)
Mikroorganismen; Koch, 2001), wuchsen die Perlen an den Netzen bis zu 12 mm GroRe heran.
Aufféllig war weiterhin, dass die SM1 Euryarchaeen im Inneren der Perlen nach einer Woche nicht
mehr in ihre Mikrokolonie eingeschlossen waren, sondern frei verteilt vorlagen und somit herausldsbar

waren.

Es stellte sich heraus, dass die Methode der in situ- Kultivierung bestens geeignet ist fur eine schnelle,
kontrollierte und verléssliche Ziichtung dieser mikrobiellen Population, die deshalb wdchentlich
geerntet werden konnte. Diese Umstédnde ermdglichten es, die molekularbiologischen Untersuchungen

der Gemeinschaft und v.a. des SM1 Euryarchaeons weiter voranzutreiben.

,»50 you thought uncultivated microorganisms were uncultivable.”

(ASM Meeting 2003)
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Ausgehend von der Polyethylennetzpopulation war es gelungen, durch verschiedene schonende
Sedimentations- und Zentrifugationsschritte die nattrlich gewachsenen SM1 Euryarchaeen physikalisch
bis zu einer Reinheit von ca. 98% von sonstiger mikrobieller Begleitflora zu separieren. Wie bei einer
im Labor geziichteten Reinkultur konnten mit dieser hochreinen SM1 Euryarchaeenfraktion
verschiedenste Untersuchungen durchgefihrt und erstmals Einblicke in die Struktur, Biochemie und

Genetik eines unkultivierten, kélteliebenden Archaeons gewonnen werden.

Die hohe Zelllebensfahigkeit des separierten SM1 Euryarchaeons ermdglichte zudem physiologische
Untersuchungen. Deren Ergebnisse lassen vermuten, dass das Archaeon in seinem Biotop zwar
verschiedene Sauerstoffkonzentrationen tolerieren kann, das Fehlen einer Katalase ist aber eher als
Hinweis auf einen anaeroben Stoffwechsel zu werten. Weiterhin bevorzugt SM1 Temperaturen
zwischen < -2 und +20°C, was auf eine psychrophile oder psychrotolerante Lebenweise hindeutet
(Morita, 1975) und seiner natiirlichen Umgebungstemperatur entspricht. Der Organismus ist auf einen
neutralen Umgebungs- pH- Wert angewiesen und zeigt sich empfindlich gegenuber hdheren
Salzkonzentrationen im Milieu. Im Rahmen weiterer Analysen zur Biologie des SM1 Euryarchaeons
konnte aufgrund des Fehlens des Coenzyms F. eine ndhere Verwandtschaft zu den Methanogenen
ausgeschlossen werden (Rudolph, 2003). Die Analyse der Lipidstrukturen des SM1 Euryarchaeons wies
das weit verbreitete Membranlipid Archaeol als substantiellen Bestandteil nach (Rudolph, 2003); der
G+C- Gehalt des SM1- Genoms lag bei 35 mol% (Rudolph, 2003).

Die hohe Reinheit der SM1- Zellfraktion erlaubte eine erstmalige Gewinnung spezifischer Antikorper
gegen einen unkultivierten Mikroorganismus. Durch eine neu uUberarbeitete, gleichzeitige
Zellmarkierung mit spezifischen Gensonden und den erhaltenen Antikdrpern (Immuno- FISH) konnte
die Monophylie der SM1- Zellfraktion nachgewiesen werden.

Strukturelle Studien der SM1 Euryarchaeen, welche mit Ausnahme der Nanoarchaeota (Huber et al.,
2002) zu den kleinsten bekannten archaeellen Kokken zdhlen, wiesen einen interessanten Aufbau der
Zellwand nach. Neben einem ungewdhnlichen S-Layer, besitzen die SM1 Euryarchaeen eine dritte,
unterhalb der Cytoplasmamembran gelegene, diinne Schicht. Wie durch Cryo- Elektronentomographie
gezeigt wurde, zieht sich diese bandférmig um das Cytoplasma der Zelle und erinnert dabei an MCP%-
Chemorezeptorencluster (Maddock und Shapiro, 1993). Die bei stdbchenférmigen Mikroorganismen an
den Zellpolen gelegenen MCP spielen die zentrale Rolle bei der Chemotaxis und ragen vom Inneren des
Cytoplasmas in das Periplasma, wo sich die Rezeptoren fiir verschiedene chemische Stoffe befinden
(Webre et al., 2003). Bei E. coli wurden bisher funf verschiedene MCP- Rezeptoren* nachgewiesen
(Webre et al., 2003). Durch spezifische Antikdrper konnten die sogenannten Trg- Rezeptoren im
Proteom von 26 Bacteria und einem Archaeon (Halobacterium halobium) gefunden werden (Morgan et

23 'methylated chemotactic proteins'
24 Am hdufigsten kommen Tar (Aspartat, Glutamat und Maltose) und Tsr (Serin) vor, seltener Trg (Ribose,
Galaktose), Tap (Dipeptide) und Aer (Sauerstoff).
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al., 1993). Auch im Fall des SM1 Euryarchaeons konnte mit diesen Antikorpern eine starke Reaktion
eines 28kDa Proteins nachgewiesen werden. Es handelt sich also vermutlich bei den
elektronenmikroskopisch nachgewiesenen Strukturen um Trg- Rezeptor tragende Cluster. Eine genaue
ortliche Zuordnung des 28kDa- Proteins ware in weiteren Versuchen durch eine Immunogold-
Markierung fiir die Elektronenmikroskopie mdglich, wie es z.B. schon fiir die Tsr- Rezeptoren von E.
coli durchgefuhrt wurde (Weis et al., 2003). Sollten sich die Vermutungen wie erwartet bestétigen, wére
dies der erste strukturelle Nachweis einer solchen Chemorezeptorenschicht bei den Archaea.

Die Verwendung der Polyethylennetze ermdglichte neben der Ziichtung der Perlenketten- Konsortien
auch die Entdeckung einer weiteren, grundlegend unterschiedlichen, auBergewdhnlichen Lebensform
des SM1 Euryarchaeons: den SM1 Biofilm (Henneberger, 2002). Bringt man Polyethylennetze so tief
wie moglich in die Quelle am Islinger Muhlbach ein, so haften daran bereits nach kurzer Inkubationszeit
gallertartige Strukturen, welche bis zu 95% aus SM1 Euryarchaeen bestehen. Es handelt sich dabei
hdchstwahrscheinlich um einen in tieferen Schichten wachsenden archaeellen Biofilm, der durch das
stromende Quellwasser nach oben gespilt wird (Henneberger, 2002). Da eine Biofilmbildung bei
Archaeen bisher nur in Kultur induziert und beobachtet werden konnte (z.B. bei Archaeoglobus
fulgidus; LaPaglia und Hartzell, 1997), stellt dieser Mikrobenverband den ersten beschriebenen,

natlrlich vorkommenden archaeellen Biofilm dar (Henneberger, 2002).

Fir die strukturelle Untersuchung von Biofilmen wird hdufig die konfokale Laserscanning-
Mikroskopie (CLSM) herangezogen. Sie erlaubt einen Einblick in tiefere Schichten komplexer
biologischer Verbande, erfordert dabei aber keine strukturverandernden Eingriffe (Caldwell et al., 1993;
Neu und Lawrence, 1997). In diesem Fall konnte durch CLSM gezeigt werden, dass das SM1
Euryarchaeon prinzipiell einen fur Mikroorganismen typischen Biofilm bildet: Die SM1- Zellen und
ihre Begleitorganismen sind - wie aus ihrer regelméfigen Anordnung zu folgern ist - in eine
extrazellulare EPS- Matrix eingebettet (EPS: extracelluar polymer substances; Flemming et al., 1998),

die vermutlich schwammartig aufgebaut ist (Decho, 1990).

In der Literatur wird die typische EPS- Matrix als sehr heterogen aufgebaut beschrieben. Im
Allgemeinen ist sie aus Proteinen (10-40%), Huminstoffen (30-60%), Polysacchariden (10-20%) und
DNA (10-20%) zusammengesetzt (Flemming et al., 1998). Auch durch elektronenmikroskopische
Analysen des SM1 Biofilms konnte neben filamentartigen, aus Proteinen bestehenden Zelloberflachen-
anhangseln, eine kontrastreiche Polymerhille um die archaeellen Zellen nachgewiesen werden. Diese
'Kapsel' ist, wie vorausgegangene Studien vermuten lassen, aus Polysacchariden und kleinen Proteinen
aufgebaut (Amann, 2003). Ahnlichkeiten mit der fir Salmonella typhimurium beschriebenen

,,Not just slime.”
(Ben- Ari, 1999)



V. Diskussion 107

Polysaccharidkapsel sind augenféllig: Dieser Organismus tragt lange, undifferenzierte, filamentartige
Pili auf seiner Oberflache, die Uber die Kapsel hinausragen (Grund, 1991).

Die EPS- Matrix ist auch der Grund fur die Fahigkeit der Biofilme viel Wasser zu binden (im
Normalfall bis zu 97%, beim SM1 Biofilm bis zu 99,6%; Zhang et al., 1998; Amann, 2003) und wirkt
damit einer Dehydratisierung entgegen. Um eine Versorgung weiter innen liegender Organismen zu
gewadbhrleisten, ist die Matrix hdufig von sogenannten (Wasser-) Kanalchen durchzogen (Massol- Deya,
1995; Fletcher und Decho, 2001), wie sie auch fur den SM1 Biofilm nachgewiesen werden konnten.
Der so mogliche Flussigkeitsstrom transportiert N&hrstoffe an, schwemmt hemmende Endprodukte aus
(Costerton et al., 1994) und erlaubt damit eine Stoffwechselaktivitat in allen Bereichen des Biofilms.
Eine gute physiologische Konstitution der Organismen sogar in tieferen Schichten des SM1 Biofilms
konnte indirekt (ber die gute Anfarbbarkeit mit Hybridisierungssonden nachgewiesen werden. Die
gebundene Menge an Sonde korreliert ndmlich mit dem Gehalt zellularer rRNA, welcher wiederum ein
gutes Mal fiir die gesamte Stoffwechselaktivitat und Wachstumsrate darstellt (Wallner et al., 1993;
Wagner et al., 1994b).

Fur eine genaue strukturelle und biochemische Analyse des SM1 Biofilms sind jedoch weitere Studien
vonnoten. Die in der konfokalen Laserscanning- Mikroskopie zur spezifischen Markierung von Zuckern
haufig eingesetzten Lectine (Neu et al., 2001, Strathmann et al., 2002) konnten die

Polysaccharidzusammensetzung der EPS- Matrix aufklaren.

Eine fur naturliche Biofilme ungewdhnliche Eigenschaft ist die hohe Reinheit des SM1 Biofilms. Im
Gegensatz zu den bisher beschriebenen Partnerschaften des SM1 Euryarchaeons (Perlenketten-
gemeinschaften des Sippenauer Moors und des Islinger Mihlbachs), in welchen das Verhaltnis
Archaea:Bacteria bei ca. 1:1 liegt, dominieren im SM1 Biofilm eindeutig die Archaea (bis zu 95%). Aus
diesem Grund ist seine Bezeichnung als Monospezies- Biofilm, die in natlrlichen Umgebungen eher die
Ausnahme darstellen, gerechtfertigt (Sutherland, 2001). Die hohe Reinheit des Biofilms l&sst eine
Konkurrenz zwischen dem SM1 Euryarchaeon und den beteiligten Bakterien vermuten, in der SM1 die
Oberhand behélt. Mdglicherweise werden andere Organismen durch die Abgabe von
wachstumshemmenden Stoffen wie z.B. Archaeozinen unterdrickt (O'Connor und Shand, 2002).
Weiterhin ist denkbar, dass ein sehr schnelles Wachstum der Archaea fir die hohe Reinheit des Biofilms
verantwortlich ist. Dadurch wirden zwar vereinzelt Bakterien in die Matrix eingeschlossen, diese
konnten aber aufgrund einer (Nahrstoff-) Konkurrenz nur zu den beobachteten Mikrokolonien

heranwachsen.

,What is the matrix?”

(Neo, ca. 2199 in: "Matrix", Warner Bros. Pictures)
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Um die Begleitorganismen phylogenetisch einordnen zu kénnen, wurde eine Analyse des bakteriellen
16S rRNA- Genpools des SM1 Biofilms durchgefihrt. Dabei stellte sich heraus, dass die Mehrzahl der
erhaltenen bakteriellen Klonsequenzen in die physiologisch einheitliche, sulfatreduzierende Gruppe der
8- Proteobacteria einzuordnen ist (Kersters et al., 2001). Dieses Ergebnis konnte beziiglich der realen
Verhéltnisse durch FISH- Analysen mit einer Sulfatreduzierer- spezifischen Sonde bestétigt werden
(Sonnleitner, 2004). Interessanterweise besitzen damit die im SM1 Biofilm eingeschlossenen Bakterien
einen im Vergleich zu Thiothrix sp. und IMB1 gegenldufigen Stoffwechsel. Da auch fur SM1 ein
sulfatreduzierender Stoffwechsel postuliert wurde (s.0.), stltzt dieses Ergebnis die Theorie einer

Konkurrenz innerhalb des SM1 Biofilms.

Interessanterweise wird die Entstehung des Sulfids in schwefelhaltigen Gewéssern auf mikrobielle
Sulfatreduktion zurtickgefiihrt (Wallh&user und Puchelt, 1966; Puchelt, 1967). Da eine Stimulierung der
Atmungskette von SM1 durch S- Derivat- reiche Braunkohle nachgewiesen wurde (Rudolph, 2003),
kann eine 6kologische Signifikanz der SM1 Biofilme in diesem Bereich vermutet werden.

Bezliglich der erntbaren Menge an Biomaterial sind die aus der Tiefe angespulten Biofilme eine gute
Alternative zur Gewinnung von SM1 Euryarchaeen aus oberirdisch gewachsenen Polyethylen-
netzpopulationen. Jedoch ist die mechanische Stabilitdt des Biofilms und das Aneinanderhaften der
Organismen durch die extrazellulare Matrix hdufig ein Problem bei der genauen (strukturellen)
Untersuchung. Im Gegensatz dazu lassen sich die SM1 Euryarchaeen aus Polyethylennetzpopulationen
einfach aus ihrem Zellverband herauslésen und separieren und ermdglichen so charakterisierende
Analysen einzelner Zellen. Dies konnte ein Hinweis auf die Existenz sessiler (in Biofilm bzw.
Mikrokolonie) oder motiler Formen (frei vorliegend) des SM1 Euryarchaeons sein, wie sie auch flr
Biofilm- bildende Bakterien nachgewiesen wurden (O'Toole et al., 2000).

Unabhdangig von der Wachstumsform und -phase zeigten elektronenmikroskopische Aufnahmen von
schwermetallbedampften SM1 Euryarchaeen, dass die Zellen auf ihrer Oberflache lange, pili- &hnliche
Strukturen tragen. Dies ist auf den ersten Blick nicht ungewohnlich, da viele Prokaryonten auf ihrer
Zelloberflache Strukturen fir die Kontaktaufnahme zur Umwelt ausbilden.

Innerhalb der bakteriellen Doméne wurden verschiedene Oberflachenstrukturen beobachtet und
beschrieben: Pili (Fimbrien) sind Zellanhéngsel aus Proteinen, welche der Adhé&sion, Biofilmbildung,
dem DNA- Transfer, der Bakteriophageninfektion und, in geringerem MaRe, der Fortbewegung dienen
(Soto und Hultgren, 1999; Skerker und Shapiro, 2000). Hauptsachlich wird die Bewegungsarbeit jedoch

von GeiReln Gbernommen, welche unter den Zelloberflachenstrukturen die komplexeste Struktur

»Microbial biology can now be a whole science;
the organism can be studied in the ecosystem.”
(Pace, 1997)
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aufweisen. Ihr Aufbau und ihre Funktion fur die Zellbewegung wurden bereits grindlich untersucht
(Leifson, 1960; Adler, 1966; Berry, 2001).

Interessanterweise ist aber innerhalb der archaeellen Domane recht wenig (ber die verschiedenen
Oberflachenanhéngsel bekannt. Die am genauesten studierte Struktur ist die archaeelle GeilRel, die sich
von den bakteriellen GeifReln in Aufbau, Zusammensetzung und Synthesemechanismus vollstdndig
unterscheidet (Faguy et al., 1996; Jarrell et al., 1996; Jarrell et al., 2001; Cohen-Krausz und
Trachtenberg, 2002), aber Gemeinsamkeiten mit den bakteriellen Typ IV Pili besitzt (Bayley und
Jarrell, 1998; Cohen-Krausz und Trachtenberg, 2002). Eine andere Oberflachenstruktur wurde bei
Archaeen der Gattung Pyrodictium beobachtet: Die sogenannten Cannulae (hohle, helikal aufgebaute
Proteinrohren) bilden ein extrazelluldres Netzwerk, das die einzelnen Zellen miteinander verbindet
(Stetter et al., 1983).

Von Pili- &hnlichen Fasern bei Archaea wurde jedoch nur selten berichtet (Zillig et al., 1983; Leadbetter
und Breznak, 1996; Miroshnichenko et al., 1998). Die wenigen erwadhnten Fimbrien wurden als einfach
im Aufbau beschrieben, ihre Biochemie und Ultrastruktur nicht genauer untersucht. Eine mdgliche
Funktion wurde bisher nur fiir die Fasern von Methanobrevibacter sp. vorgeschlagen, welcher sich
damit vermutlich mit dem Darmepithel seines Wirts, der Termite Reticulitermis flavipes, assoziiert
(Leadbetter und Breznak, 1996).

Vor diesem Hintergrund war bereits die Entdeckung der auf den ersten Blick an Pili erinnernde
Zelloberflachenanhdngsel beim SM1 Euryarchaeon ungewohnlich und weckte das Interesse an deren
ausfihrlicher struktureller und biochemischer Untersuchung.

Bei der genaueren elektronenmikroskopischen Betrachtung der Zelloberflachenstrukturen des SM1
Euryarchaeons stellte sich bald heraus, dass diese eine auRergewohnlich hohe, bei Prokaryonten bisher
nie entdeckte Komplexitat mit einer genau definierten Basis- Spitze Organisation aufweisen. Jedes
Filament zeigt eine stacheldrahtdhnliche Morphologie und tragt einen dreiz&hligen, mit Widerhaken
besetzten Enterhaken an seinem Ende. Aufgrund dieser komplexen Architektur und der offensichtlichen
Andersartigkeit beziglich aller bekannten bakteriellen und archaeellen Zellanhdngsel wurde die
Bezeichnung 'Hamus® (Plural '"Hami’, lateinisch fur Haken, Widerhaken, Angel) flr diese neue Klasse

von Zelloberflachenstrukturen vorgeschlagen.

,»All things great and small.”
(Fraser, 2004)
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Die Hami erinnern in ihrer Hakenregion
stark an handelsubliche Fisch- bzw.
Enterhaken oder Anker und implizieren
eine Funktion fur die Zellverankerung
oder Adhé&sion (Abb. 65). Eine starke
adhédsive Fahigkeit der Hami konnte

durch E . t it d tisch Abbildung 65: Vergleich der Hakenregion der SM1- Hami
urc Xpenmente  mi er opuschen (links:  Modell, Mitte: 3D- Rekonstruktion) mit einem

Pinzette (Huber et al_' 1995) tatsachlich handelstiblichen Angelhaken (,,Dri”ing“, reChtS).

nachgewiesen werden.

Die Stachelregion der Hami weist
verbliffende Ahnlichkeiten zu einem
herkdmmlichen Stacheldraht auf (Abb.
66). Da die Stacheln in Richtung des
endstandigen Hakens gewandt sind,
kann eine adhasive Funktion nahezu
ausgeschlossen werden. Vielmehr ist
es  wahrscheinlich, dass die
Stachelregion als Abstandhalter zu
Artgenossen oder anderen Organismen

fungiert. Vermutlich ist die in den
Abbildung 66: Vergleich der Stachelregion der SM1 Hami (links:
Modell, Mitte: 3D- Rekonstruktion) mit einem handelsiblichen
Stacheldraht (rechts)

meisten  Féllen konstant 4 pm

betragende, regelmaRige drei-
dimensionale Anordnung der SM1
Euryarchaeen innerhalb der Perlenmatrix und des Biofilms auf diese Hami- Strukturen zurtickzufthren.

Mit den Hami hat die Natur im Lauf der Evolution ein perfektes mechanisches Nano- Werkzeug
geschaffen, das schon allein durch seine Winzigkeit beeindruckt: Im Vergleich ist ein menschliches
Haar etwa 15.000x dicker als das Hamus- Filament, ein typischer Angelhaken 250.000x groRer als der
Nano- Enterhaken des SM1 Euryarchaeons. Die morphologischen Parallelen der Nano- Enterhaken und
Nano- Stacheldrahte zu Gegenstdnden des menschlichen Gebrauchs sind auch fur die
wissenschaftlichen Felder der Bionik und Biomimetrik (Dickinson, 1999; Ball, 2001; Sarikaya et al.,
2003) von grofiem Interesse.
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Im Gegensatz zur Hami- Architektur erscheinen prokaryotische Anhéngsel wie Pili oder GeiReln
deutlich einfacher in ihrer Filamentstruktur. Sie bilden Rohren oder helikale Fasern ohne weitere
morphologische Differenzierung (Fernandez und Berenguer, 2000; Jarrell et al., 2001; Hahn et al.,
2002). Von bakteriellen Geifl3eln unterscheiden sich die Hami auch bezuglich des Filamentdurchmessers
signifikant: 7 nm stehen 24 nm gegenuber (Yonekura et al, 2003). Hier dhneln sie mehr bakteriellen Pili
und archaeellen, pili-dhnlichen Fasern mit Durchmessern von 5-6 bzw. 3-5 nm (Doddema et al, 1979;
Leadbetter und Breznak, 1996; Miroshnichenko et al, 1998; Fernandez und Berenguer, 2000). Wie auch
bei archaeellen Geil3eln und bakteriellen Pili (Cohen- Krausz und Trachtenberg, 2002) wurde - soweit es
aus den tomographischen Rekonstruktionen gefolgert werden kann - kein Hinweis auf die Existenz
eines zentralen Tunnels in den Hami- Filamenten entdeckt. Es erscheint damit unwahrscheinlich, dass
die Hami auf dieselbe Art und Weise wie bakterielle Geil3eln an der Filamentspitze synthetisiert werden.
Vermutlich werden stattdessen neue Untereinheiten an der Basis des Filaments angebaut, &hnlich wie es
auch flr bakterielle Pili gezeigt und flr archaeelle Geil3eln postuliert wurde (Li und Mobley, 2001;
Jarrell et al, 2001; Bardy et al., 2003).

Bis dato ist nicht erklarbar, wie die Stachelstrukturen synthetisiert oder an das Filament angeheftet
werden und durch welchen Mechanismus die regelméRige Anordnung kontrolliert wird. Gleiches gilt
fiir die endstédndige Hakenregion der Hami. Ihre aulRergewdhnliche Architektur lasst vermuten, dass der
Syntheseprozess ungewohnliche Koordination und Kontrolle erfordert. Er kdnnte durch ein (noch)
komplizierteres Multikomponentensystem gesteuert werden, als es bei der bakteriellen Pili- Biosynthese
der Fall ist (Li und Mobley, 2001).

Die Entdeckung der Hami wirft Fragen beziglich ihrer 6kologischen Bedeutung auf. lhre auf den ersten
Blick offensichtliche adh&sive Funktion konnte experimentell nachgewiesen werden: Die Hami
vermitteln eine starke Anheftung einzelner Zellen aneinander und an Oberflachen verschiedener
chemischer Natur. Aufgrund der wohl vorwiegend mechanischen Adhé&sion der Hami durch ein
'Verhaken', scheint - im Gegensatz zu in der Literatur beobachteten Ph&nomenen - die Anheftung mehr
oder weniger unabhéngig von der Oberflachenbeschaffenheit sowie von der Wachstumsphase der Zellen
zu sein (Cultter et al., 2003).

Im Allgemeinen basiert die Adhédsion von Mikroben auf physikochemischen Wechselwirkungen (z.B.
van-der-Waals-Kréfte) mit geeigneten Oberflachen (mdglichst hydrophil und ohne eigene Hydrathille;
Fletcher und Decho, 2001). Die Anheftung wird dabei meist von Pili und 'nonpilus- adhesins' (v.a.
Kapselpolymere) vermittelt, in manchen Fallen sind aber auch Geil3eln beteiligt (Soto und Hultgren,
1999; Fletcher und Decho, 2001). Haufig wurden bei den meist komplizierten Mechanismen der
initialen Adhdsion synergistische Effekte zwischen Mikroben beobachtet (O' Toole et al., 2000). Aus
diesem Grund ist es weiterhin gut denkbar, dass die Hami eine wichtige Rolle in der Bildung der
mikrobiellen Perlenkettengemeinschaft einnehmen, indem sie die erste Anheftung an die bakteriellen
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Gegenspieler und an andere Oberflachen vermitteln (Rudolph et al., 2001; Moissl et al., 2003; Rudolph
et al., 2004). Da die Partnerschaft von SM1 Euryarchaeon und Thiothrix bzw. IMB1- Proteobakterium
hochspezifisch zu sein scheint, kénnte man sogar vermuten, dass die Hami wéhrend der ersten
Erkennungsvorgange grundlegend fir die Zell- Zell- Kommunikation der Partner zustandig sind.

Eine weitere bemerkenswerte Eigenschaft der Hami ist die Stabilitat der dreidimensionalen Struktur
innerhalb eines sehr breiten pH- und Temperaturspektrums. Sie sind erstaunlicherweise sogar noch bei
einer Temperatur von 70°C stabil, obwohl sie bei einer Temperatur von 10°C, der natlrlichen
Wachstumstemperatur des SM1 Euryarchaeons, synthetisiert worden waren. Auch gegenuber
physikalischen Kraften zeigt sich die Festigkeit der Hami, was vermutlich auch auf eine starke
Verankerung zurtickzufiihren ist. Dafur konnten im Rahmen dieser Arbeit sogar erste Hinweise durch
die ldentifizierung von Verdickungen an den cytoplasmatischen Enden der Hami gewonnen werden. Ob
diese jedoch alleine die aulerordentliche Festigkeit verursachen ist unklar. Die Bestimmung der
Basalstruktur in der N&he der Membran und innerhalb des Cytoplasmas konnte durch eine
Identifizierung und Isolierung von beteiligten Genen bzw. Proteinen kombiniert mit Cryo-
Elektronentomographie diese Frage genauer beantworten (Baumeister und Steven, 2000).

Uber die Verankerungsstrukturen archaeeller Oberflachenanhangsel ist nur wenig beschrieben. Bei den
archaeellen GeiReln konnten erste Hinweise auf unterschiedliche Verankerungskomplexe gewonnen
werden: In manchen Féllen erinnern sie an die Verankerung bakterieller GeiReln (ringférmiger
Basalkorper in der Zellwand; Bardy et al., 2003), oft wird auch von Tirknauf- dhnlichen Strukturen
berichtet ('knob'; Thomas et al., 2001). Bakterielle Pili sind h&ufig uber kleine Proteinkomplexe an die
innere oder &ulere Membran der Zellwand gebunden (Soto und Hultgren, 1999)

Wie durch Gelelektrophorese und immunologische Experimente gezeigt wurde, scheinen die Hami aus
einem Hauptprotein, dem 120kDa Protein, zu bestehen. Vielleicht sind jedoch weitere Proteinarten der
gleichen Grolie oder mehrere Proteine in niedrigeren Mengen involviert, wie schwache Banden auf dem
SDS- PAGE Gel vermuten lassen. Die elektronenmikroskopischen Daten bezliglich der Hami zeigen
jedoch deutlich, dass die strukturellen Komponenten des Hamus- Filaments und der Stacheln von
gleicher GroR3e sind. Ob sie strukturell nah verwandt oder sogar identisch sind, bleibt zu untersuchen.
Typischerweise wurde bei bakteriellen Pili die Zusammensetzung aus unterschiedlichen Proteinen
(Piline) berichtet, auch die meisten archaeellen Geilleln sind aus 2-5 unterschiedlichen, meist
glykosilierten Proteinuntereinheiten (Flagelline) aufgebaut (Jarrell et al., 1996; Soto und Hultgren,
1999). Eine Ausnahme stellt Thermoplasma volcanium dar, dessen Geilleln lediglich aus einem
Flagellin gebildet werden (Faguy et al., 1996).

,.Small is beautiful”
(Ball, 2001)
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Das dem 120kDa Hami- Protein zugehdrige Gen konnte durch eine Kombination aus verschiedenen,
teilweise neu modifizierten Methoden erfasst werden. Mit grofRer Wahrscheinlichkeit konnten auch das
Start- und Stop- Codon identifiziert werden; eine genauere Bestimmung des Operons ist jedoch erst
durch umfassende genetische Studien, z.B. im Rahmen einer Gesamtgenomsequenzierung, mdéglich. Ein
Datenbankvergleich mit der identifizierten Sequenz liel} keine Homologien zu bisher annotierten Genen
und Proteinen entdecken. Interessanterweise kodiert das Gen fir ein 40kDa Protein, was auf einen
trimeren Charakter des Hami- Proteins deuten konnte. Auch das auf den ersten Blick strukturell
ahnliche Aktin bildet ein Trimer aus seinen 42kDa- Untereinheiten als Grundlage fur die Polymerisation
zum Filament. Dieses Biopolymer unterscheidet sich aber aufgrund seiner Abmessungen deutlich von
den Hami: Die zwei helikal gewundenen Strange des Aktins sind mit 9- 10 nm dicker als die Hami (7
nm). Weiterhin liegen im Vergleich die Bindungsstellen fir die 'Armchen’ (Myosin bzw. Stacheln)
néher zusammen (5,5 nm bzw. 46 nm; Milligan et al., 1990, Alberts et al., 1995; Holmes et al., 2003).

Interessanterweise hat die Analyse der Hami auf genetischer Ebene einige neue Aspekte ertffnet:
Scheinbar liegt das Gen fir das 120kDa Protein in mehrfachen Kopien im Genom des SM1
Euryarchaeons vor. Weiterhin lassen sich beztiglich Gensequenz und Kopienanzahl Unterschiede in der
SM1 euryarchaeellen Population des Sippenauer Moors und des Islinger Muhlbachs detektieren. Es
kann also postuliert werden, dass obwohl eine Sequenzidentitat der SM1 Euryarchaeen in 16S rRNA-
Gen und 16S-23S- Interspacer- Region nachgewiesen wurde, doch deutliche Unterschiede im
genetischen Pool der Organismen vorhanden sind. Dies widerspricht der Vermutung, dass die Archaeen
aus dem Sippenauer Moor und Islinger Mihlbach aus einem gemeinsamen (endemischen) Biotop in
tieferen Schichten stammen konnten. Folglich ist die Existenz weiterer unabhangiger SM1- Biotope

durchaus wahrscheinlich.

Zum Ende dieser Arbeit konnte das fir das Hami- Protein codierende Gen sogar erfolgreich in E. coli
exprimiert werden. Dies bildet die Grundlage fiir mdgliche Rekonstitutionsversuche, wie sie auch fir
die Cannulae von Pyrodictium abyssi durchgefihrt wurden (Mai, 1998). Da komplexe, nano-
strukturierte Oberflachen - welche hauptsachlich von Biomolekdlen in biologischen Systemen gebildet
werden - einzigartige physikalische und chemische Eigenschaften besitzen, kdnnte sogar eine
technologische Anwendung der Hami in Betracht gezogen werden (Sleytr und Messner, 1983; Roukes,
2002; Ricca und Cutting, 2003). Als weiteres Beispiel fir die Verbindung von High- Tech und 'High-
Nature' eroffnet die Entdeckung dieser ungewdhnlichen Zellanhéngsel mdglicherweise neue Felder im
wachsenden Gebiet der Nanobiotechnologie (Roukes, 2002). Aufgrund ihrer einzigartigen,
dreidimensionalen Struktur mit Nano- Stacheldraht und Nano- Enterhaken kénnten die Hami in der
Zukunft als perfektes Nano- Werkzeug fir Medizin, Physik und Naturwissenschaften verwendet
werden. Beispielsweise konnten sie auf der Suche nach geeigneten Nano- Klettverschlissen hilfreich
sein ('Nano- Velcro', Ball, 2003) und dabei ahnliche Erfolge wie die industrielle Anwendung des Lotus-
Effekts erzielen (Nachtigall und Bluchel, 2000).



V. Diskussion 114

Durch die Etablierung der in situ- Kultivierung und der damit moglichen spezifischen Gewinnung eines
bisher im Labor unziichtbaren, ké&lteliebenden Archaeons in hoher Reinheit konnten berraschende
Einblicke in dessen faszinierende Biologie gewonnen werden. Dieses SM1 Euryarchaeon mit seinen
auBergewohnlichen Eigenschaften steht stellvertretend fur eine nach wie vor groftenteils verborgene,
jedoch ubiquitére und 6kologisch signifikante mikrobielle Welt. Die Erforschung der Strukturen, der
Molekularbiologie und der Okologie der weiten prokaryontischen Diversitat verspricht noch groRe

Entdeckungen und erstaunliche Einblicke in die Verborgenheiten der Natur.
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V. Zusammenfassung

Extreme Biotope mit z.B. hoher Salinitat, extremen pH- Werten und hohen Temperaturen wurden lange Zeit
als typisches Habitat flir Archaea angesehen. Kultivierungs- unabhéngige molekulare Untersuchungen auf
Basis ribosomaler RNA- Gensequenzen haben jedoch ihre globale Verbreitung in Nieder- bis
Moderattemperatur- Biotopen bewiesen. Bis heute sind diese Archaea quasi nicht kultivierbar und ihre
offensichtliche dkologische Signifikanz bleibt nach wie vor verborgen.

Vor kurzem entdeckten Mitarbeiter der AG Prof. Dr. Robert Huber im Regensburger Raum ein einzigartiges
archaeell/bakterielles Konsortium, welches in Form makroskopisch sichtbarer, neuartiger, mikrobieller
Perlenketten in kaltem (10°C), sulfidhaltigen Quellwasser vorkommt. Im Inneren einer Perle formt das
neuartige SM1 Euryarchaeon eine Mikrokolonie, die &dulRere Hille wird durch filamentdse S- oxidierende
Bakterien aufgebaut. Unter aeroben Bedingungen (Sippenauer Moor) bildet das SM1 Euryarchaeon
zusammen mit Thiothrix sp., bei geringeren Sauerstoffkonzentrationen (Islinger Mihlbach) zusammen mit
dem neuartigen e- Proteobakterium IMB1 eine, vielleicht sogar auf eine Symbiose basierende, stabile
Gemeinschaft.

Durch eine neu etablierte Methode, der in situ- Kultivierung, ist es gelungen, diese mikrobiellen
Perlenkettengemeinschaften schnell und zuverléssig in gréReren Mengen an Polyethylennetzen direkt im
naturlichen Biotop (‘nattrlicher Chemostat') zu ziichten. Aus ca. 10.000 Perlen, die nun wéchentlich geerntet
werden konnten, wurde das SM1 Euryarchaeon durch verschiedene physikalische Sedimentations- und
Zentrifugationsschritte bis zu einer Reinheit von ca. 98% von Begleitorganismen separiert. Aufgrund dieser
hohen Reinheit, der guten Lebensfahigkeit und der ausreichend gewinnbaren Menge an Zellen konnte die
erhaltene, natlrlich gewachsene SM1- Fraktion wie eine im Labor ziichtbare (Rein-)Kultur biologisch
detailliert untersucht werden.

Auf diesem Weg konnten z.B. die optimalen physiologischen Bedingungen fiir das SM1 Euryarchaeon
(Temperatur: -2°C bis +30°C; neutraler pH, Niedersalz) bestimmt und die Monophylie der aufgereinigten
SM1- Zellen durch Immuno- FISH gezeigt werden.

Im Rahmen struktureller Untersuchungen wurden auf der Zelloberflache jeder der nur etwa 0,6 um groRen
SM1- Zellen ca. 100 filamentése Anhangsel mit einer ungewohnlich komplexen Struktur entdeckt:
nanometerdicke, stacheldrahtartige, in der Zellwand verankerte Filamente tragen an ihren Enden winzige,
mit Widerhaken besetzte Tripel- Haken (& 60 nm). Da diese Struktur innerhalb der Prokaryonten eine neue
Klasse filamentdser Zellanhéngsel représentiert, wurde fur sie die Bezeichnung 'Hamus' (lateinisch fiir:
Haken, Widerhaken, Angel; Plural: 'Hami') vorgeschlagen. Die Uber eine breite pH- und Temperaturspanne
stabilen Hami sind hauptséchlich aus einem 120 kDa Protein aufgebaut, das auch auf genetischer Ebene
erfasst werden konnte. Dieses perfekte mechanische Nano- Werkzeug, welches die Natur im Laufe der
Evolution fir die Zelladhdsion geschaffen hat, kénnte sich sogar auf dem Gebiet der Nanobiotechnologie als
nitzlich erweisen.

Das aus dieser Arbeit gewonnene Wissen erweitert unser Verstandnis bezilglich unkultivierter, kélte-
liebender Archaea als wichtiger Bestandteil von mikrobiellen Gemeinschaften in nicht extremen
Okosystemen.
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Abkiirzungen

Abktrzung

Abb.
abs.

ad

al.

AP

APS
ARDRA

BCA
BCIP
bidest
bp
BSA

ca.
cDNA
CLSM
CY3

d.h.

DAPI
dATP
dCTP
dGTP
DIG
DMSO
DNA
dTTP
duTpP
EDAX
Ed.
EDTA
evtl.

FFH
FISH
FITC

ggf.
G+C
GDGT

HPLC
Hz
incl.
IPTG
kDa

MCP
min
mind.

archaeell

Abbildung

absolut

zu

alii

alkalische Phosphatase
Ammoniumperoxodisulfat
amplified rDNA restriction analysis
bakteriell

Bicincholinsaure
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat
zweifach destilliert

Basenpaare

Rinderserumalbumin

beziehungsweise

circa

komplementarer DNA- Strang
konfokale Laserscanning- Mikroskopie

Indodicarbocyanine 3-1-O-(2-cyanoethyl)-(N,N-di-

isopropyl)-phosphoaramidit

das heift

Dalton (= 1,66018x 10%'g)

4,6 Diamidino-2-Phenylindol
Desoxyadenosin-5'-triphosphat
Desoxycytidin-5'-triphosphat
Desoxyguanosin-5'-triphosphat
Digoxigenin

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxythymidin-5'-triphosphat
Desoxyuridin-5'"-triphosphat
Energy despersive analysis of X- rays
Editor(en)
Ethylendiamintetraessigsaure
eventuell

vorwarts

Flora- Fauna- Habitat

Fluoreszenz in situ Hybridisierung
Fluorescein Isothiocyanat

Gramm

gegebenenfalls

Guanin+ Cytosin

Glycerol Dialkyl Glycerol Tetraether
Stunde

High Performance Liquid Chromatography

Hertz

inklusive
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
Kilo- Dalton

Liter

molar

Meter

methylated chemotactic proteins
Minute(n)

mindestens

Abktrzung
MOPS
N
NBT
Nd:YAG
NK
Nr.
oD
opt.
p.a
Pa
PAS
PCR
pers. Mitt.
pH

PK
Pos.
PVDF
R
RAGE

Rhodamin Green
RNA

rRNA

RT

RT- PCR

n n v o«

SDS

s0g.
sp.

spez.
Tab.
TCA
TEM
TEMED
TFA

Tn

Tris

UN
Upm
uv

va.
viv
vgl.
wiv
X-Gal
z.B.
z.T.

4- Morpholinpropansulfonséure
normal
4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
Neodym: Ytrium- Aluminium- Granat
Negativkontrolle

Nummer

optische Dichte

optional

zur Analyse

Pascal

Periodat- Schiff

polymerase chain reaction (Polymerase- Ketten- Reaktion)
personliche Mitteilung

pondus hydrogenii (negativer, dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration)

Positivkontrolle

Position

Polyvinylidenfluorid

riickwérts

rapid amplification of genomic ends

Rhodamin Green (5(6)-carboxyhodamin succinimidyl ester)
Ribonukleinsaure

ribosomale Ribonukleinsaure
Raumtemperatur

Reverse- Transkription- PCR

Sekunde

siehe

Sedimentationskoeffizient nach Svedberg
Seite(n)

Natriumdodecylsulfat

siehe oben

sogenannt

species

spezifisch

Tabelle

Trichloressigsaure

Transmissions- Elektronenmikroskop(ie)
N,N,N',N"-Tetramethylethylendiamin
Trifluoressigsaure

Schmelztemperatur der DNA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Units

universell

(iber Nacht

Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett(strahlung)

Volt

vor allem

Volmen pro Volumen

vergleiche

Gewicht pro Volumen
5-Brom-4-chlor-3-indolyl--D-galactopyranosid
zum Beispiel

zum Teil

Tabelle 25: Abkirzungsverzeichnis
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Symbole
Symbol Bedeutung Symbol Bedeutung
% Prozent ®™ eingetragenes Warenzeichen
°C Grad Celsius (%] Durchmesser
A Wellenlange

Tabelle 26: Symbole und ihre Bedeutung

Einheiten
Préafix Symbol Faktor Préafix Symbol Faktor
centi o 10 nano n 10°
milli m 103 pico p 107
mikro v 10° kilo k 10°

Tabelle 27: Préfixe fur Einheiten, Symbole und Faktor

IUPAC- Code fir Nucleotide

Code Nucleotid(e) Code Nucleotid(e)
A Adenin N AICIGIT
B G/CIT R AIG
C Cytosin S G/C
D A/GIT T Thymin
G Guanin U Uracil
H A/CIT \Y A/GIC
K GIT W AIT
M A/C Y CIT

Tabelle 28: IUPAC- Code fiir Nucleotide

IUPAC- Code fir Aminosauren

Code Aminosaure Code Aminosaure
Ala A Alanin Leu L Leucin
Arg R Arginin Lys K Lysin
Asn N Asparagin Met M Methionin
Asp D Asparaginsdure Phe F Phenylalanin
Cys C Cystein, Cystin Pro P Prolin
Glu E Glutaminséure Ser S Serin
Gln Q Glutamin Thr T Threonin
Gly G Glycin Trp W Tryptophan
His H Histidin Tyr Y Tyrosin
lle | Isoleucin Val \% Valin

U Selenocystein

Tabelle 29:1UPAC- Code fiir Aminosauren

Chemische Elementsymbole wurden geméal den IUPAC- Richtlinien verwendet.
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VI11. Anhang

Primer
Primerbezeichnung Bindestelle Sequenz
innerhalb Hami-
Gen
pili 1 f +221 CAGCATCAAAACAGGCGGGTGC
pili 2 r +761 GTTCCTCTGAATTTGTATACGG
pili 3r +386 TTAACTCTCCATCCGTCTTG
pilidr +93 TGCACCCGCGCTACTTATATG
pili 5 f +585 GGTTTGTTCAGGCGGAAGTGA
pili 6 f +740 CCGTATACAAATTCAGAGGAA
pili 7 f +964 ATGGCATATTTCCACGAAGGTAAG
pili 8 f -75 GGTGGAATTCCTGTAGCAA

Tabelle 30: Primer fiir die Sequenzierung des Hami- Gens mit Angabe der Bindestelle

Primerbezeichnung Sequenz 5'-3'
khookrevlo CCCCGAATTCGAAGCAAATGTAGTTAATGTTGCATTG
khookf CCCCCATATGGGTTCAAATGAATAT

Tabelle 31: Primer mit Restriktionsschnittstellen furr die Klonierung des Gens

(die Schnittstellen- Erkennungssequenzen fir die Enzyme EcoRI bzw. Ndel sind markiert)
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Gensequenzen

Im Folgenden wird die soweit identifizierte Sequenz des SM1- Hami- Gens gezeigt. Als Quelle
der genomischen DNA dienten Polyethylennetzpopulationen aus Sippenauer Moor (sip con) und

Islinger Mihlbach (isl con). Als Quelle fur die RNA wurden Populationen aus dem Sippenauer

Moor verwendet (RNA con). Unterschiede zwischen sip con und aub con sind hervorgehoben.

5 15 25 35 45 55
sip con ATGGGTTCAA ATGAATATTT TGTTAATGGC TTGGACAAGA CCTACATTGT CTTGGCAAAA
isl con AAA
RNA con
SRR EEETY IR PR BRI CEEEY BETTR ERRE PP EERE ISP R
65 75 85 95 105 115
sip con GGTGAAAAAT TACATATAAG TAGCGCGGGT GCAACAGAAC CGGCATTGTC ACAGTTACAA
isl con GGTGAAAAAT TACATATAAG CAGCGTGGGT GCAACAGAAC CGACATTGCC AGAGTTACGG
RNA con
SRR EEETY BEEEEY FEEE EETRSL CEEEY BETTEY FREE PP PR ISP PR
125 135 145 155 165 175
sip con GGATATAAAT TCAAATTACT TAAAACAATT CAGGCTTACG GAAACGATGC AGGAGTTATA
isl con GGATATAAAT TCAAATTACT TAAAACAATT CAGGCTTATG GAAAAGATGT GGGAGTTGTA
RNA con
SEEES EEETY BEEREY FEEEY BT CEEEY BEPPY FERE BPPPYY FERE PPy PR
185 195 205 215 225 235
sip con ATAGAAATTG AAAGACCAGA TGGAACAACT ATTCAGGCAA CAGCATCAAA ACAGGCAGGT
isl con ATAGAAATTG AAAGACCAGA TGGAACAACT GTTCAGGCAA CAGCATCAAA ACAGGCAGGT
RNA con ~AGCATCAAA ACAGGCGGGT
SR EErr T R R EEE R PR IS SR IS P
245 255 265 275 285 295
sip con GCTTCTCTTG GAACGGACGC AAATGGTCAC AAGATACAAA TACAGGCATT CCATGTTATA
isl con GCTTCTCTTG GAACGGACGC AAATGGTCAC AAGATACAAA TACAGGCATT CCAGGTTATA
RNA con GCTTCTCTTG GAACGGACGC AAATGGTCAC AAGATACAAA TACAGGCATT CCATGTTATA
SEEEY CEETY IR PR B EEEEY BPPPY FRRE EPPPTY EEEEY ISPy EEEN
305 315 325 335 345 355
sip con GGAAACAAAG CAAGTATAAT TGTTTATGAT ATGAGTACAC GGTACAAATT AGAAAATAAT
isl con GGAAACAAAG CAAGTATAAT TGCTTATGAT ATGAGCACAC AGTACAAATT AGAAAATAAT
RNA con GGAAACAAAG CAAGTATAAT TGTTTATGAT ATGAGTACGC GGTACAAATT AGAAAATAAT
SEEEY EEETY IR FEEEY BT CEEEY BETPY FRRE PP EERE ISP PR
365 375 385 395 405 415
sip con GAAAAGCAAG ACGGATGGAG AGTTAAAATA AACAATGCCA AGTGTAATAA TGTAGGTATA
isl con AAAAAGCAAG ACGGATGGAG AGTTAAAATA GACCATGACT ATTGTAATAA TGTAGGTATA
RNA con GAAAAGCAAG ACGGATGGAG AGTTAAAATA AACAATGCCA AGTGTAATAA TGTAGGTATA
I S G cceccoceceececd [N RN DI R PR I R—
425 430 440 450 460
sip con GAGGATTAT~ TTGGTT CCAAATGCTG CAAACAAATA TTGTCTGACA
isl con GAAGATTATG GAACACCTAC TAATCCGATT GGAAATGCTG CAAACAAATA TTGTCTGACA
RNA con GAGGATTAT~ TTGGTT CCAAATGCTG CAAACAAATA TTGTCTGACA
SRR FErr T PR ISR PR ISR PEEE IS PR IS P
470 480 490 500 510 520
sip con AAGTTAACAT TGACACAGGA AGATGCTCAA ACATTAAATG TCGGAGATAC TGTATATTTC
isl con AAGTTAACAT TGACACAGGA AGATGCTCAA ACATTAAATG TCGGAGATAC TGTATATTTC
RNA con AAGTTAACCT TGACACAGGA AGATGCTCAA ACATTAAATG TCGGAGATAC TGTATATTTC
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R FET DUy PR DRy DR e (RIS e A e P
530 540 550 560 570 580
sip con CCGACAAAAG CAGTAAAGTT TTCATTTAAG GGCTTTAAAA ATGAGGATTT CGGAGATATG
isl con CCGACAAAAG CAGTAAAGTT TTCATTTTAG GGCTTTAAAG ATGAGGATTT CCGAGATATA
RNA con CCGACAAAAG CAGTAAAGTT TTCATTTAAG GGCTTTAAAA ATGAGGATTT CGGAGATATG
S T Qe pnn [ P ey e R R ey
590 600 610 620 630 640
sip con GTTTGTTCAG GCGGAAGTGA TAAAATAAAG ATAGAGACAA GTGATAATCG TAAAGTAATG
isl con GTTTGTTCAC GCGGAAGTGA TAAAATAAAG ATAGAGACAA GTGATAATCG TAAAGTAATA
RNA con GTTTGTTCAG GCGGAAGTGA TAAAATAAAG ATAGAGACAA GTGATAATCG TAAAGTAATG
R TS Qe R Y TR ey e e R e e
650 660 670 680 690 700
sip con TTGAGCTTTA CTACAAGAGA CGGAGAACGA CTGAATAATG TCAGATTGGA TGAAGGTGGT
isl con TTGAGCTTTA CTACAAGAGA CGGAGAACGA CTGAATAATG TCAGATTGGA TGAAGGTGGT
RNA con TTGAGCTTTA CTACAAGAGA CGGAGAACGA CTGAATAATG TCAGATTGGA TGAAGGTGGT
R FTTS ey s T PR Iarney panean R e e e
710 720 730 740 750 760
sip con TATGAACTTG ACGAGTTATT CCTGATAGGA AATACCGTAT ACAAATTCAG AGGAACAGAA
isl con TATGAACTTG ACGAGTTATT CCTGATAGGA AATACCGTAT ACAAATTCAG AGGAACAGAA
RNA con TATGAACTTG ACGAGTTATT CCTGATAGGA AATACCGTAT ACAAATTC.. .o .o...
SRS P ey PR RRINY T [y DR e T ey |
770 780 790 800 810 820
sip con GATATTAATA ACGATGAAAA TCATGTAAAA TTGTTGCTGA CTGATGTTAG TAATGCAAAC
isl con GATGTTAATA ACGATGAAAA TCATATAAAA TTATTACTGA CTGATGTTAG TAATGCAAAC
RNA CON e e eeee mmmemacaaa aaaeeaeaae mmmmmmeeee meeeeeaaaa
R TS [y [pnn Y T Iy b S R e
830 840 850 860 870 880
sip con GACTTTGAAG CAACACTTAC AAAATTAAGC ACAAGTTTTG CAGGATTTAA TTATACTTAC
isl con GACTTTGAAT CAACACTTAC AAAATTAAGC ACAAGTTTTG CAGGATTTAA TTATACCTAC
72N oo o
R T Qi nn [ PR ey e e R e e
890 900 910 920 930 940
sip con TTTGACCATT ATAGTGTAAG TAAGGAAAAT CAGTGCAGTC CTCCATGTTC TACATATAAT
isl con TTTGACCATT ATAGCGCGAG TAAGGACAAT CCGTGCAGTC CTCCATGTTC TACATATAAT
RNA CON e i e cces mmemccccaae aaaaeaaenan e mmmmmeaaaa
R FET [apny an Y FTTTY ey panen s P - e
950 960 970 980 990 1000
sip con GCGACAGTAT TAGGAGTAAT GGCATATTTC CACGAAGGTA AGTTATGGAT GGATACTGGA
isl con GCGACAGTAT TAGGGGTAAA GGCATATTTC CACGAAGGTA AGTTATGGAT GGATACAGGA
7N o ) o
RS T Ry PR DR R [ PR e R . e
1010 1020 1030 1040 1050 1060
sip con AATGATAGTA AAATTGGCTT AAATAATATT GCTTTAAAAG ATATTCAGAA TGATAACTGC
isl con AATGATAGTA AAATTGGCTT AAATAATATT GCTT. - it e e e e e e e e e eeeeens
RNA CON e e e et eee mmmmmaaaaa memeeaaeae e meeeeaaaaa
MY U [y [Rpnny [
1070 1080 109
sip con AATGCAACAT TAACTCCATT TGCTTGA
isl con L e e

RNA con
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Erlauterungen zum beigelegten Videomaterial (s. beigefiigte DVD)

Auf dieser DVD sind kurze Filme zusammengefasst, die folgende strukturelle Verhaltnisse

verdeutlichen sollen:

CLSM Perle:

CLSM Biofilm:

Hamus:

SM1 Zellwand:

Hamus, Tomographie:

Animation zu Abbildung 12.

Durch konfokale Laserscanning- Mikroskopie wurde die Nahe von
Thiothrix und SM1 Euryarchaeon im Inneren einer Perle des
Sippenauer Moors visualisiert.

Thiothrix ist durch spezifische Oligonukleotidsonden rot geférbt, die

SM1 Euryarchaea grun.

Animation zu Abbildungen 61- 63, Ausschnitt.

Der SM1 Biofilm aus dem Islinger Muhlbach wurde vor der Analyse
durch FISH gefarbt: Bakterien farben rot, SM1 Euryarchaeen farben
grin. Deutlich erkennbar ist die regelmaRige Anordnung der Archaea

zueinander. Die Bakterien bilden vorwiegend kleine Mikrokolonien.

Animation zu Abbildung 34.
Scan iber einen Hamus in voller L&nge (transmissions-

elektronenmikroskopische Daten).

Animation zu Abbildungen 26 und 27.
Gezeigt wird ein Scan durch eine SM1 Zelle, Tomographie.
Gekennzeichnet ist die dritte Schicht (Chemorezeptorencluster)

unterhalb der Cytoplasmamembran (Pfeile).

Animation zu Abbildung 38.
Darstellung der Rohdaten und dreidimensionale Verrechnung der

tomographischen Daten.
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