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VORWORT

Die der vorliegenden Dissertationsschrift zugrunde liegende Arbeit begann 1998 in der von Prof. Dr.
Johannes F. Imhoff geleiteten Abteilung Marine Mikrobiologie (spater reorganisiert zur Mikrobiellen
Okologie im Forschungsbereich Marine Okologie) im Institut fiir Meereskunde an der Universitat Kiel
(URL 1, S. 154) im Rahmen einer Kooperation mit dem Institut fir Biochemie und Molekularbiologie
an der Siddénischen Universitdt Odense in Danemark (/nstitut for Biokemi og Molekylaer Biologi
Syddansk Universitet; Prof. Dr. Mette Miller, Prof. Dr. Raymond Cox, Jesper Andersen; URL 3, S.
154).

Diese internationale Zusammenarbeit wurde von der Europdischen Union im Rahmen des
INTERREG-II-Projektes MEGBAS gefoérdert (Research on Molecular Ecology of Green Sulfur Bacteria
in the BAltic Sea). Ein Teil dieser Kooperation war die Organisation eines gemeinsamen deutsch-
danischen molekular-6kologischen Praktikums im Jahr 2000 in Kiel. Ergebnisse dieser Kooperation
wurden in popularwissenschaftlichen Artikeln und fachlichen Publikationen sowie Tagungsbeitragen
prasentiert (siehe Publikationen & Prasentationen, S. 156 £.).

Zwischenergebnisse der vorliegenden Dissertation wurden in der Zeitschrift Archives of Microbiology
publiziert (Alexander et al. 2002) und auf Tagungen prasentiert (Alexander & Imhoff 1999, 2000a,
2000b; Imhoff & Alexander 1999, 2002).
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Einleitung

EINLEITUNG

WENN DIE OSTSEE BLUHT...

(verdffentlicht in ,Seeluft, Taschenbuch fir Kultur und Reise, Alexander 1999b)

enn die Ostsee bliiht, kann das in
inelen Fillen ein Hinweis darauf

sein, daf3 die Selbstreinigungskraft
der Natur noch funktioniert. Als »Bliihen«
bezeichnet man massive Vermehrungen von
Mikroorganismen (Algen oder Bakterien) im
Wasser. Das kann so stark sein, daf3 das
Wasser farbig wird, obwohl die Lebewesen
selbst nur wenige Tausendstel Millimeter grof}
sind. Hier soll es um eine noch wenig bekannte
Gruppe von Mikroben gehen, den photo-
trophen Schwefelbakterien, die eine essentielle
Rolle im  funktionierenden  okologischen
Gleichgewicht spielen. Bei Spaziergingen im
Kiistenbereich der Ostsee kann man besonders
in den Spdtsommermonaten regelmdfig an
windgeschiitzten und stromungsarmen Berei-
chen rote bis griine und braune Verfdrbungen
im Wasser beobachten.

Vor allem in Naturschutzgebieten, in denen
die Uferbereiche noch nicht begradigt und fiir
den Schiffsverkehr ausgebaut sind, finden
Anschwemmungen von organischem Material
im flachen Strandbereich statt. Das ist unter
anderem die Voraussetzung fiir die massive
Vermehrung phototropher Schwefelbakterien,
die im Zentrum eines EU-Projektes in Koope-
ration mit Ddnemark stehen. Phototroph
bedeutet wortlich iibersetzt, daf} sie sich »vom
Licht erndhren«. Die Sonne ist also die
Energiequelle fiir diese interessanten Lebe-
wesen, genauso wie fiir griine Pflanzen. Im
Unterschied zu letzteren aber wandeln die
Bakterien giftigen Schwefelwasserstoff um
(Oxidation). Und das ist genau der Punkt im
okologischen Kreislauf, an dem diese speziali-
sierten Mikroben eine wichtige Funktion
erfiillen:

Beim Abbau von organischem Material,
z.B. angeschwemmten Algen, laufen mikro-
bielle Prozesse ab, die den Sauerstoff aufbrau-

chen. Daffiir sind hauptsichlich ganz bestimmte
Bakterien verantwortlich, sogenannte Sulfat-
reduzierer, die durch ihre Stoffwechsel-
vorgdnge ein iibelriechendes Gas produzieren,
das an faulende Eier erinnert, den Schwefel-
wasserstoff. An bestimmten Kiistenabschnitten
kann man ihn deutlich wahrnehmen, wenn
(besonders in der warmen Jahreszeit) dieses
Gas aus dem Sediment ins Wasser und dann in
die Luft entweicht.

WENN DIE
OSTSEE BLUHT...

Ein EU-Projekt erméglicht die Erforschung von
Bakterien im Meer T

oh

(Layout-Kopie mit freundlicher Genehmigung von Dr. Roderich
Stintzing, Signet-Verlag, Flensburg; Foto: Forschungsschiff
Alkor auf Ostseefahrt, Universitdt Kiel/Institut fiir Meereskunde)

Phototrophe Schwefelbakterien bendtigen
nun genau diese chemische Verbindung zum
Leben und zur Vermehrung. Dabei findet eine
Umwandlung in  harmlose Stoffe statt
(Schwefel und Sulfat), und der Schwefel-
wasserstoff wird wieder aus der Umwelt
entfernt. Wihrend Algen und Pflanzen mit
Hilfe der Sonnenenergie aus Wasser und
Kohlendioxid Zucker herstellen und dabei
Sauerstoff freisetzen (Photosynthese), lduft bei
diesen Bakterien ein dhnlicher Vorgang ab,
mit dem Unterschied, daf3 bei ihnen anstatt
Wasser der Schwefelwasserstoff zersetzt wird
und kein Sauerstoff entsteht. Ohne diese
Entgiftungsleistung der Bakterien konnte eine
Anhdufung des Gases nicht nur zur Geruchs-
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Einleitung

belistigung fiihren, sondern auch zu einer
Abtotung aller hoheren Lebewesen im Wasser.
Daraus wiirde eine starke Beeintrdchtigung
des normalen okologischen Gleichgewichtes
resultieren.

Ein Abbau von Schwefelwasserstoff findet
auch in tieferen Bereichen der Ostsee statt.
Dort allerdings dominieren farblose Schwefel-
bakterien, die keine Photosynthese betreiben,
sondern ihre Energie aus der Umwandlung
von dort verfiigbaren Substanzen gewinnen. Zu
bestimmten Zeiten bilden sie sogar weifle
Matten auf der Sedimentoberfliche. In den
flachen Kiistenbereichen, wo Sonnenlicht
verfiighar ist, sind vor allem phototrophe
Schwefelbakterien zu finden, deren Farbe
durch die artspezifische Zusammensetzung der
lichtsammelnden Pigmente entsteht. Das kann
von griin iiber braun bis rosa und rot reichen.
Bei massivem Auftreten der Mikroben erschei-
nen dann Sedimenthorizonte oder sogar ganze
Wasserfldchen farbig. Wegen der Abhdngigkeit
vom Licht findet also eine Vermehrung nur in
den oberen Millimetern der Sedimente oder im
flachen Wasser statt. Hdufig kann man bei
genauer Betrachtung unter der sandfarbenen
Oberfliche oder unter griinen Algenschichten
rosa bis rot gefirbte Zonen im Spiilsaum
beobachten. Mehr als eine Milliarde Zellen
einzelner Bakterienarten werden unter diesen
Bedingungen in einem Gramm Sediment oder
in einem Milliliter Wasser gefunden. Neben
der weitreichenden okologischen Bedeutung
der Schwefelbakterien werden sie von der
Industrie genutzt und z.B. bei der Ent-
schwefelung von Gasen eingesetzt.

Diese spezialisierten Organismen haben
noch weitere einzigartige Eigenschaften, wie
die Fdhigkeit, selbst bei extrem niedriger
Lichteinstrahlung noch zu wachsen. Das
prddestiniert sie als biologische Modell-
systeme, um  lichtgetriebene  Energie-
umwandlung zu untersuchen und
moglicherweise auch in die Praxis umzusetzen.

(...) Bis vor ein paar Jahren war es den
Mikrobiologen, also den Forschern, die sich
vor allem mit Bakterien befassen, nur mit dem
Mikroskop oder durch das biochemische
Verhalten der Organismen moglich, eine grobe

Bestimmung  durchzufiihren.  Durch  die
Entwicklung von modernen Verfahren, die
auch in der medizinischen Forschung ein-
gesetzt werden, ist es heute moglich, Bakterien
auf genetischer Ebene zu differenzieren und sie
sogar in Umweltproben direkt nachzuweisen.
Damit ist es erstmals realisierbar, okologische
Zusammenhdnge im  Mikrobenbereich zu
untersuchen, weil man ganz genau das Vor-
kommen von einzelnen Arten an verschiedenen
Standorten analysieren kann. (...)

Phototrophe Schwefelbakterien sind vor
allem deshalb so auflergewohnlich, weil sie im
Grunde »lebende Fossilien« sind. Sie haben
sich auf unserer Erde vor Milliarden von
Jahren entwickelt, als vollig andere Lebens-
bedingungen herrschten. Sauerstoff war nicht
vorhanden, organische Materie noch kaum
entstanden und Schwefelwasserstoff allgegen-
wdrtig. Sauerstoff war fiir die damaligen
Lebewesen sogar ein Gift. Phototrophe
Schwefelbakterien waren die ersten Lebe-
wesen, die Photosynthese betrieben, also die
Sonnenenergie als Quelle nutzten und sie in
biochemische Energie umwandeln konnten,
lange bevor Algen und Pflanzen existierten. Sie
haben den Wandel der Erdatmosphdre und der
irdischen Okosysteme iiberlebt und sind auch
heute noch weltweit verbreitet. Jedoch
beschrdnkt sich ihr Vorkommen auf wenige
spezielle okologische Nischen, in denen kein
Sauerstoff vorhanden ist, wie das Sediment in
flachen Kiistenbereichen oder auch das freie
Wasser in tieferen Schichten, das in der Ostsee
héiiufig anoxisch ist. Man findet sie aber nicht
nur im Meerwasser, sondern auch in Seen und
Tiimpeln.

Nach bisherigen Erkenntnissen sind die
Urahnen der heute lebenden Schwefelbakterien
sicherlich Vorfahren  der  sauerstoff-
produzierenden  Cyanobakterien und der
Chloroplasten in Algen und hoheren Pflanzen,
die gewdbhrleisten, daf3 der Mensch und alle
tierischen Lebewesen existieren konnen.

All das sind Griinde, die diese Bakterien zu
hochinteressanten Forschungsobjekten ma-
chen.

Boris Alexander
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rine Schwefelbakterien sind unbeweglich, strikt phototroph, bendtigen anaerobe

Wachstumsbedingungen und kdnnen nur wenige organische Verbindungen assimilieren

(Pfennig & Triper 1974). Aus diesem Grund brauchen sie zum Wachstum stabile Umwelt-
bedingungen, weil sie sich ansonsten kaum gegen die vielseitigeren phototrophen Purpurbakterien
durchsetzen kdénnen. Trotzdem sind Chlorobiaceae in marinen Habitaten h&ufig anzutreffen, wenn
auch in weit geringeren Mengen als die phototrophen Purpurbakterien, mit denen sie aufgrund ihrer
ahnlichen Bedirfnisse meistens zusammen zu finden sind. Man findet sie unter anderem im Brack-
wasser, in marinen Lagunen und in StiBwassertimpeln (Brown & Herbert 1977; Caumette et al. 1983;
Gietzen 1931; Matheron & Baulaigue 1972; Suckow 1966; Trliper 1970) sowie in tieferen anoxischen
Schichten von Seen (Vila et al. 2002). Chlorobiaceae, die in der Erdgeschichte wahrscheinlich zu
einer Zeit entstanden sind, in der noch kein Sauerstoff in der Atmosphére vorhanden war, sind in ihrer
Verbreitung heutzutage auf wenige anoxische ékologische Nischen beschrankt.

Anoxigene Photosynthese bedeutet, dass nicht das Wasser als Elektronendonator fungiert und damit
auch kein Sauerstoff aus diesem freigesetzt wird, wie es bei den Cyanobakterien und den Pflanzen
Ublich ist. Als Reduktionsmittel dient vielmehr Schwefelwasserstoff (H,S) und im Laufe der Oxidation
entsteht daraus zuerst Sulfat und in einem weiteren Schritt schlieBlich elementarer Schwefel.

H.S spielt eine wichtige Rolle in der Entstehung solcher anoxischer Bedingungen und wird von sulfat-
und schwefelreduzierenden Bakterien produziert (Triper 1980, 1982). Das ist einer der Faktoren, der
fur die Entwicklung griiner Schwefelbakterien wichtig ist (Pfennig & Biebl 1976), welche den wahrend
der Photosynthese entstehenden elementaren Schwefel extrazelluldar ablagern (im Gegensatz zu
phototrophen Purpurbakterien). Wenn organische Materie im sulfatreichen Meerwasser reichlich
vorhanden ist, kann rasch Sulfatreduktion einsetzen. Sulfat-reduzierende Bakterien kénnen dann

mehr als 50 % der organischen Komponenten oxidieren (Jérgensen & Fenchel 1974).

In Seen, bei denen die H,S-enthaltenden anoxischen Schichten meist nur in Tiefen vorkommen, in die
wenig Licht vordringt, haben die Chlorobiaceae durch die Fahigkeit, bei geringen Lichtintensitaten
wachsen zu kdnnen (Biebl & Pfennig 1978), gegeniiber den phototrophen Purpurbakterien einen
deutlichen Vorteil. Das liegt an der effektiveren Anordnung ihrer lichtfangenden Antennensysteme in
sogenannten Chlorosomen (siehe weiter unten). Ein anderer Selektionsfaktor ist die Lichtabsorption
von Meerwasser, die dazu fihrt, dass sich mit zunehmender Tiefe das Spektrum bis auf 450-470 nm
verengt (blauer Anteil). Das liegt genau im Absorptionsbereich der Antennenpigmente von braun-
geférbten Chlorobiaceae, die dann im Vergleich zu griinen Arten im Vorteil sind (Jerlov 1951; Trlper &
Genovese 1968; Yentsch 1962).
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Abbildung 1: Phylogenetische Stellung der griinen Schwefelbakterien innerhalb der Bacteria

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von 16S rDNA beispielhafter Vertreter der Bacteria.
Die Topologie basiert auf einem Alignment von 1276 nt Lange. Die Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-
Methode durchgefiihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor 1969). Bootstrap-Werte sind
prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz. Griine Linien verbinden Gruppen, in
NCBI (URL 17, S. 154).

denen alle oder einige Arten Photosynthese betreiben. Die Gruppeneinteilungen basieren auf Vorschlagen des

Diese und andere Faktoren definieren beispielsweise in festen Sedimenten ganz klare Schichten
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phototropher Bakterien. Von unten nach oben nimmt die H,S-Konzentration ab und die des Sauerstoff
bakterien, die oxische Bedingungen vertragen und Sauerstoff produzieren, fir die H,S aber toxisch ist.

zu, wéhrend gleichzeitig die Lichtintensitat gréBer wird. Die Oberflachenschicht bilden Cyano-
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Darunter formieren sich phototrophe Purpurbakterien und griine Schwefelbakterien, welche sowohl
auf H,S und anoxische Bedingungen angewiesen sind, als auch auf eine Mindestmenge an Licht.
Durch ihre jeweiligen Eigenschaften bestimmt, kommen die phototrophen Purpurbakterien mit ihrem
vielseitigeren Stoffwechsel aber dem erhdhten Lichtbedarf Uber den Chlorobiaceae-Schichten vor.
Solche Entwicklungen wurden schon an vielen Stellen gefunden und als Farbstreifensandwatt
bezeichnet (Anagnostidis & Schwabe 1966; Hoffmann 1942; Schulz 1937; Schulz & Meyer 1939;
TrOper 1970).

Unter den phototrophen Bakterien gibt es zwei Hauptgruppen, welche lichtgetriebene und chlorophyll-
vermittelte Prozesse zur Energiegewinnung nutzen: die oxigenen Cyanobakterien und die anoxigenen
Bakterien. Letztere sind sowohl morphologisch als auch physiologisch ziemlich unterschiedlich (Imhoff
1984; Imhoff & Triper 1982; Imhoff et al. 1984; Pfennig 1967, 1977; Pfennig & Trlper 1974) und
kommen in vier verschiedenen Gruppen vor. Die phototrophen Purpurbakterien (Chromatiaceae,
Ectothiorhodospiraceae und Nicht-Schwefel-Purpurbakterien) sind Proteobacteria, wahrend die
grinen phototrophen Bakterien zu den Chlorobi und Chloroflexi gehdren, die jeweils nur eine einzige
Familie umfassen (Chlorobiaceae bzw. Chloroflexaceae). SchlieBlich gibt es auch innerhalb der Gram-
positiven Bakterien (Firmicutes) phototrophe Vertreter (Heliobacterium chlorum und Verwandte,
Woese et al. 1985).

Erst durch Einfihrung von Sequenzierungstechniken fir Proteine und Nukleinsduren war es mdglich
zu erkennen, dass phototrophe Bakterien nicht zu einer Gruppe gehéren, sondern in mehreren
phylogenetischen Hauptlinien ihren Ursprung haben (Fox et al. 1980; Woese 1987). Einige kommen
isoliert von anderen Arten vor und bilden eigene Gruppen (z.B. die Chlorobiaceae), andere wiederum
sind vermischt mit nicht-phototrophen Arten (z.B. innerhalb der Proteobacteria). Der nach den
taxonomischen Vorgaben des NCBI (National Center for Biotechnology Information) berechnete 16S-
rDNA-Stammbaum zeigt anschaulich, dass phototrophe Vertreter innerhalb der Bacteria
phylogenetisch weit verstreut sind (Abbildung 1).

Es wurde erst allmahlich klar, dass innerhalb der Hauptgruppen phototropher Bakterien (auf Gattungs-
und Art-Ebene) starke Diskrepanzen zwischen der taxonomischen Einteilung und der
phylogenetischen Verwandtschaft bestehen (Nicht-Schwefel-Purpurbakterien: Kawasaki et al. 1993;
Chromatiaceae: Fowler et al. 1984; Imhoff et al. 1998). Erste Erkenntnisse der Phylogenie innerhalb
der Familie griner Schwefelbakterien (Chlorobiaceae) wurden auf der Basis von 16S-rDNA-
Sequenzen erlangt (Overmann & Tuschak 1997). Diese Arbeit zeigte signifikante Unterschiede
zwischen der phylogenetischen Beziehung innerhalb der Chlorobiaceae auf Basis von 16S-rDNA-
Sequenzen und der bisherigen taxonomischen Klassifikation auf. Zu einer ahnlichen Einschatzung
kamen Figueras et al. (1997).

Die phototrophen grinen Schwefelbakterien (Chlorobiaceae) haben eine charakteristische
Gemeinsamkeit mit griinen filamentdsen Bakterien (Chloroflexaceae), namlich das Vorhandensein der
wichtigsten Antennenpigmente in Chlorosomen. Diese Strukturen sind zigarrenférmige Vesikel, die an
der Innenseite der Zytoplasmamembran liegen und von einer Mono-Lipidschicht (lipid monolayer)
umgeben sind (Cohen-Bazire et al. 1964; Staehelin et al. 1978, 1980). Sie dienen dazu, das Licht zu
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absorbieren und die Energie zum eigentlichen photosynthetischen Reaktionszentrum weiterzuleiten, in

dem die eigentliche photochemische Speicherung stattfindet (Abbildung 2).

Chlorosomen unterscheiden sich von allen anderen bekannten photosynthetischen Antennen-
komplexen, weil die geometrische Anordnung der Pigmente vornehmlich durch Wechselwirkungen
untereinander anstatt durch Pigment-Protein-Interaktionen bestimmt ist (Blankenship et al. 1995). Die
Lichtabsorption Gbernehmen bei den griinen Schwefelbakterien die Bacteriochlorophylle ¢, d oder e,
welche sich in den Chlorosomen befinden. Die Farbe der Bakterienkulturen wird letztlich durch die
Gesamtpigmentkomposition bestimmt (Bacteriochlorophyll und Carotinoide). Die einen erscheinen
dadurch grin (z.B. Chlorobium limicola) und die anderen eher braun (z.B. Chlorobium
phaeobacteroides) (Imhoff 1995).

/ Licht

Mono-Lipidschicht

Zytoplasma

Chlorosom
N
A7444;
WaNe
Zytoplasma- F:\n/li(t)l_?,Pctﬁ;[e;n

Basisplatte

Membran Periplasma
photosynthetisches D

Reaktionszentrum

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Lage des FMO-Proteins in der Bakterienzelle

(nach Blankenship 1996)

Die grinen Schwefelbakterien enthalten auBerdem einen einzigartigen Pigment-Proteinkomplex
(Fenna-Matthews-Olson, FMO), der Bacteriochlorophyll a bindet und zwischen der sogenannten
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Basisplatte der Chlorosomen und Zytoplasmamembran lokalisiert ist (Amesz & Knaff 1988, Staehelin
et al. 1980). Dort leitet er die Energie von den chlorosomalen Chlorophyllen (c, d, €) und denen der
Basisplatte zum Reaktionszentrum in der Zytoplasmamembran weiter (Blankenship 1994). Das FMO-
Protein kommt im Gegensatz zu den Chlorosomen nicht in Chloroflexaceae vor (Blankenship et al.
1995).

Abbildung 3: Struktur des FMO-Monomers

Graphische Darstellung des Fenna-Matthews-Olson-Proteins (FMO-Monomer) auf Basis einer 3-dimensionalen
Réntgenstrukturanalyse an kristallisiertem FMO aus Chlorobium tepidum ATCC 49652" (Li et al. 1997, farbig
gestaltet von J. Andersen, Universitdt Odense, Danemark). Rot dargestellt sind a-Helix-Bereiche und gelb sind
B-Faltblatt-Strukturen.

Das fmoA-Gen kodiert fir ein Monomer des FMO-Proteins, das als Trimer aus drei gleichen Teilen
zusammengesetzt ist (Fenna et al. 1974). Die erste Rdntgenkristallstrukturanalyse wurde an dem
FMO-Protein von Prosthecochloris aestuarii 2K durchgefiihrt und war damit auch der erste Protein-
Pigment-Komplex, der mit 1,8 A (= Angstrom) aufgeldst wurde (Fenna & Matthews 1976). Spéter
wurde die Réntgenstruktur des FMO von Chlorobium tepidum mit einer Aufldésung von 2,2 A bestimmt
(Li et al. 1997, Abbildung 3 f.).
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Abbildung 4: Struktur des FMO-Monomers inklusive gebundenen Bacteriochlorophylls a

Graphische Darstellung des Fenna-Matthews-Olson-Proteins (FMO-Monomer) mit sieben gebundenen Molekiilen
Bacteriochlorophyll a (BCL) auf Basis einer 3-dimensionalen Réntgenstrukturanalyse an kristallisiertem FMO aus
Chlorobium tepidum ATCC 49652" (Li et al. 1997, farbig gestaltet von J. Andersen, Universitat Odense,
Danemark). Rot dargestellt sind a-Helix-Bereiche und gelb sind B-Faltblatt-Strukturen.

Die strukturelle Ahnlichkeit dieser zwei Proteine ist hoch. Beide bestehen aus drei identischen Unter-
einheiten, die Uber drei Symmetrieachsen in Beziehung stehen. Die Monomere bestehen vornehmlich
aus B-Faltblattern (gelb in den beiden Abbildungen), die eine ungewdéhnliche Struktur bilden. In dieser
formt ein sehr langer B-Faltblatt-Abschnitt eine muschelartige Hille, an deren Ende ein paar a-Helix-
Bereiche (rot) liegen. Innerhalb der Hille sind sieben Bacteriochlorophyll-a-Molekile (BChl a) an die
Protein-Matrix gebunden. Das erfolgt jeweils durch einen Liganden, der mit dem zentralen
Magnesiumion koordiniert ist. BChl 1, 2, 4, 6 und 7 sind mit Histidin-Resten koordiniert und BChl 5 mit
einem Sauerstoffatom eines Leucin-Restes. Ein Wassermolekil schlieBlich bildet den Liganden far
BChl 3 (Li et al. 1997).
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Die Arbeiten von Vultu et al. (1998a, 1998b) haben gezeigt, dass die sieben Bacteriochlorophylle
innerhalb eines Monomers rdumlich eng gekoppelt sind und die Energie untereinander weitergeben,
wobei jedes eine leicht unterschiedliche Anregungsenergie besitzt. Es ist noch nicht abschlieBend
geklart, welches von den beiden in Frage kommenden Molekillen (BChl 3 oder 6) am Ende dieser
Kette steht und demnach mit dem Reaktionszentrum verbunden ist (Melkozernov et al. 1998; Vultu et
al. 1998a, 1998b).

In Abbildung 4 ist ganz unten eine Schleife des FMO zu sehen, die einen a-Helix-Bereich enthalt.
Diese ist fur die Trimer-Bildung wichtig. So tritt jeweils die Schleife eines Monomers mit der
entsprechenden Stelle eines anderen in Wechselwirkung.
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MATERIAL & METHODEN

1 MATERIAL

1.1  CHEMIKALIEN

Far die Analysen und Medien wurden im Allgemeinen Chemikalien vom héchsten verfligbaren Rein-
heitsgrad verwendet (in der Regel pro analysi). Diese wurden, wenn nicht anders vermerkt, von
folgenden Firmen bezogen1: BOEHRINGER, Mannheim; FLUKA BIOCHEMICA, Buchs, Schweiz; Biozym,
Hess. Oldendorf; APPLIGENE, Heidelberg; MERCK, Darmstadt; PHARMACIA BIOTECH AB, Uppsala,
Schweden; SIGMA ALDRICH, Steinheim und BECTON DICKINSON, Sparks, USA. Die eingesetzten Gase
(N2 und CO,) kamen von der Firma MESSER-GRIESHEIM, Osterholz-Scharmbeck.

Spezielle Reagenzien und Komplettpakete (Kits) flr die molekularbiologische Arbeit stammten von
folgenden Firmen®: ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim (DNA Molecular Weight Marker X); QIAGEN,
Hilden (QlAamp DNA Mini Kit, QlAamp DNA Stool Mini Kit, QlAquick PCR Purification Kit); MWG-
BIOTECH, Ebersberg (Oligonukleotide); PERKIN-ELMER, Weiterstadt (Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit); AMERSHAM-PHARMACIA, Freiburg (Ready-To-Go PCR Beads) und
INVITROGEN, Carlsbad, USA (Topo TA Cloning Kit for Sequencing).

Die den Reinigungs-Kits fir Nukleinsauren beiliegenden Puffer und Lésungen sind in der Regel nicht
spezifiziert und werden daher bei der Beschreibung der Methoden mit der Bemerkung ,im

Lieferumfang” gekennzeichnet.

Medien, Puffer und Ldsungen wurden mit MilliQ-Wasser (MILLIPORE, Eschborn) angesetzt, alle
anderen Mischungen hingegen, die in der PCR oder Sequenzierungsreaktionen eingesetzt wurden,
mit DNA-freiem Wasser (FLUKA BIOCHEMICA, Buchs, Schweiz).

1.2 GERATE

Fir die Erarbeitung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden folgende relevanten Geréate
eingesetzt: die Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE) wurde in einem DGGE-2001-
Gerat (CBS ScIENTIFIC, Del Mar, USA) mit angeschlossenem Power-Pac-300-Netzteil (BIORAD,
Minchen) durchgefihrt, der zur Gel-Bereitung notwendige GieBstand kam ebenfalls von BIORAD. Als
Geréat fur die Sequenzierung stand ein ABI 310 (PERKIN-ELMER, Weiterstadt) mit zugehdriger
Auswertungssoftware zur Verfligung. Als Thermocycler wurde das Modell Progene (THERMODUX,
Wertheim) eingesetzt. Die Gele wurden mit Hilfe des Biodoc-II-Systems (BIOMETRA, Géttingen)

dokumentiert. Die meisten Mischvorgange im pl-Bereich wurden mit Hilfe eines Wirbelmischers

! Sofern kein anderes Land vermerkt wurde, befindet sich die Firma bzw. Dependance in Deutschland.

2 Es war nicht immer klar, ob fir ein verwendetes Produkt ein Schutzvermerk galt (©, ®, ™), deshalb wurde im gesamten Text
der vorliegenden Arbeit auf deren Angabe verzichtet, um Missversténdnisse zu vermeiden. Das bedeutet jedoch nicht
automatisch, dass Namen von erwéhnten Produkten frei verwendbar sind.
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(Vortex), Modell RS1 (IDL) durchgefiihrt. Zentrifugationsvorgdnge wurden je nach Anforderung in
einer Tischzentrifuge, Modell 2-15 bzw. einer Kihlzentrifuge, Modell 3K30 (beide SIGMA, Osterode)
vorgenommen. Lediglich fir die CTAB-Extraktionsmethode kam eine GroBzentrifuge, Modell J2-MC
(BECKMANN, Minchen) zum Einsatz. Elektrophoresekammer fir Agarose-Gele war das Wide-Mini-
Sub-Cell-GT-System mit angeschlossenem Power-Pac-200-Netzteil (beides BIORAD, Miinchen).

Das Pfennigs-Medium wurde in einer speziell dafiir hergestellten 5-Liter-Glasflasche bereitet (Pfennig
& Triper 1992), die vier Offnungen an der Oberseite aufwies. Eine der zwei zentralen Offnungen
ermdglichte die sterile Begasung des Mediums durch einen Schlauch mit einem Baumwollfilter. Durch
die andere fiihrte ein Glasrohr bis auf den Boden der Flasche, lber das durch einen angeschlossenen
Schlauch und eine kleine Glasglocke das Medium steril in luftdicht schlieBende 100-ml-Glasflaschen
entnommen werden konnte. Die Offnungen 3 und 4 bestanden lediglich aus dicht schlieBenden
Schraubverschlissen. Durch die eine konnte bei Bedarf Gas entweichen und durch die andere

konnten sterile Losungen zugegeben werden.

Ebenfalls in einer eigens dafir angefertigten Glasflasche (Siefert & Pfennig 1984) wurde die Sulfid-
Futterldsung hergestellt und aufbewahrt. Sie bestand aus einer 500-ml-Flasche mit drei Offnungen.
Eine war zentral an der Oberseite und ermdglichte Uber einen Schlauch und ein Baumwollfilter die
sterile Zugabe von CO,. Eine zweite daneben, hatte einen Schraubverschluss und diente dem Gas-
Auslass beim Durchspiilen mit CO,. Die dritte Offnung war unten an der Seite der Flasche und fiihrte
Uber einen kurzen Schlauch mit einem Ventil zu einem schmalen hohen Reagenzglas, das mit einem
Schraubverschluss versehen war. Uber diesen Weg war es méglich, die unter Druck stehende Sulfid-

Futterldsung abzulassen, ohne dass Sauerstoff in die Hauptflasche gelangte.

2 MIKROBIOLOGISCHE METHODEN

2.1 BAKTERIENSTAMME

Zu Beginn dieser Arbeit stand eine groBe Anzahl an Reinkulturen zur Verfigung, aus denen DNA
isoliert wurde. Zusatzlich wurden DNA-Sequenzen aus der Datenbank herangezogen (Tabelle 1).
Diese breite Datenbasis war eine gute Grundlage fiir die nachfolgenden phylogenetischen

Berechnungen.

Chloroherpeton thalassium tragt keine Stammbezeichnung, weil diese fiir die 16S-rDNA-Sequenz in
der Datenbank nicht vorhanden war (Gibson et al. 1984). Der GC-Gehalt wurde fir diese Bakterienart
von denselben Autoren an drei verschiedenen Stdmmen gemessen (GB 78, GB 80 und GB 81) und ist

deshalb kein einzelner Wert sondern ein Bereich (45-48,2 mol%).
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Tabelle 1: Verwendete Stamme oder deren Sequenzen (Griine Schwefelbakterien)

Die Gruppeneinteilung (1-5) ist das Resultat der phylogenetischen Berechnungen dieser Arbeit.

Gruppe GSB-Arten Stamm® * %  16S Acc. Nr.° fmoA Acc.Nr.*  Salz’ @ GC®
Ptc. aestuarii DSM 271 I Y07837 » AJ391151 v Pf 56,4
Chl. vibrioforme DSM 260" I M62791 » AJ391145 v Pf/Ma 53,5
® Chl. vibrioforme CHP 3402 AJ291827 AJ306185 v vi
Pld. phaeum CIB 2401 AJ291828 AJ306192/-89"° v Vi
Chl. phaeovibrioides DSM 1678 I § » AJ290833 » AJ391163 v Pf
Ptc. aestuarii CHP 3401 AJ291826 AJ306195/-4 '° v Vi
Ptc. aestuarii 2K A § » AJ290835 » AJ290823 v Am
Chl. vibrioforme DSM 262 I Y08103 » AJ391159 v, Pf/Ma 571
PId. luteolum DSM 273T I Y08107 » AJ391152 v, Pf/Ma 58,1
Chl. phaeovibrioides UdG 6035 Y10653 — v Fi
® Chl. vibrioforme DSM 261 I § » AJ290828 » AJ391146 v Pf 52,0
Chl. vibrioforme . thios.  DSM 265" I § > AJ290829 > AJ391160 v Pf B35
Chl. phaeovibrioides DSM 269T I Y08105 » AJ391150 v Pf 53,0
Chl. phaeovibrioides DSM 270 I § » AJ290834 » AJ391164 v Pf 52,0
PId. phaeoclathratiforme  DSM 54777 ¢ Y08108 » AJ290822 - Pf 47,9
Chl. phaeobacteroides DSM 266" I Y08104 » AJ391148 - Pf 49,0
Chl. ferrooxidans DSM 13031" Y18253 — - He
PId. clathratiforme PG Y08106 — - ov
Chl. limicola DSM 245" I Y10113 » AJ391153 - Pf 51,0
Chl. limicola DSM 246 I § » AJ290824 > AJ391142 - Pf 52,0
@ Chl. limicola DSM 247 1 — > AJ391154 - Pf 515
Chl. limicola DSM 248 I — » AJ391155 - Pf 51,5
Chl. limicola f. thios. 1630 I § » AJ290826 » AJ391157 - Pf 52,5
Chl. limicola f. thios. 9330 I § » AJ290827 » AJ391158 - Pf 52,0
Chl. phaeobacteroides DSM 1855 I § » AJ290832 » AJ391162 - Pf
Chl. phaeobacteroides UdG 6046 Y10650 — - Fi
Chl. phaeobacteroides UdG 6047 Y10651 — - Fi
Chl. phaeobacteroides UdG 6051 Y10652 AJ306191 - Fi
Chl. limicola UdG 6044 Y10645 AJ306190 - Fi
Chl. limicola M1 AB054671 — nb Ka
Chl. vibrioforme UdG 6043 Y10648 AJ306187/-93"° v Fi
Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263 I Y10647 » AJ391147 v Pf 56,6
Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346 I § » AJ290830 » AJ391161 v Pf 56,1
Chl. chlorovibrioides UdG 6026 Y10649 AJ306182/-8 '° v Fi
Chl. limicola UdG 6038 Y10641 — - Fi
Chl. limicola UdG 6040 Y10642 — — Fi
@ Chl. limicola UdG 6041 Y10643 AJ306183 - Fi
Chl. limicola UdG 6042 Y10644 — - Fi
Chl. limicola UdG 6045 Y10646 — - Fi
Chl. phaeobacteroides DSM 1677 I § » AJ290831 > AJ391149 - Pf
Chl. phaeobacteroides 1549 AJ299413 AJ306184 - Or
Chl. limicola f. thios. DSM 249" I Y08102 > AJ391143 " - Pf 58,1
Chl. limicola f. thios. DSM 257 I — » AJ391156 - Pf 52,5
Chl. limicola f. thios. 1430 I § » AJ290825 > AJ391144 - Pf 58,1
Cle. sulfurica 1 X53184 — nb
Chl. tepidum ATCC 49652" M58468 L13700 - Wa 565
(B  Chp. thalassium AF170103 — v Gi 45482

® Typenstadmme sind mit einem hochgestellten ,T* gekennzeichnet

* Stamme dieser Arbeit: T: von J. Imhoff (IfM, Kiel) zur Verfiigung gestellt (urspriinglich von N. Pfennig, Konstanz), A: von
J. Amesz (Universitat Leiden, Niederlande, 1), 0: von J. Overmann (Universitat Miinchen).

® §: 16S-rDNA- und fmoA-Sequenzen resultieren aus der selben DNA-Probe, die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen wurde.

® Zugangsnummer der Datenbank EMBL-EBI, z.B. liber SRS (Sequence Retrieval System), URL 11, S. 154. »: Sequenzen
wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt und in der Datenbank hinterlegt. Alle anderen stammen aus der Datenbank.

7 Salzbedarf v':ja, —: nein, nb: nicht bekannt

& Quellen fiir Salzbedarf und GC-Gehalt: am: J. Amesz (Universitét Leiden, Niederlande, 1), Fi: Figueras et al. 1997, Gi: Gibson
et al. 1984, He: Heising et al. 1999, Ka: Kanao et al. 2001, Ma: Mandel et al. 1971 (GC-Gehalt), or: J. G. Ormerod (Universitat
Oslo, Norwegen), ov: Overmann & Tuschak 1997, p£: N. Pfennig (Konstanz), vi: Vila et al. 2002, wa: Wahlund et al. 1991

° GC-Gehalt (Angabe in mol%)

"% Diese Sequenz ist in getrennten Abschnitten unter zwei Zugangsnummern in der Datenbank gespeichert.

" Die fmoA-Sequenz von Chl. limicola f. thios. DSM 249", welche fiir die Konstruktion der Primer F-Start-fmo und R-889-fmo
herangezogen wurde (Kapitel 7.2, S. 49), hat die Zugangsnummer X83529.
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Tabelle 2: Verwendete Sequenzen anderer Bakterien'

Bakterienarten Stamm 16S Acc. Nr."
I ———

Anabaena variabilis IAM M-3 AB016520
Aquifex aeolicus VF5 AJ309733
Chloroflexus aurantiacus M34116
Deinococcus geothermalis E50053 Y15444
Desulfuromusa bakii DSM 7345 X79412
Escherichia coli ATCC 11775T X80725
Escherichia coli TOP10 One Shot F(%ﬁiﬁ\,\ﬁ%‘é%rgﬂ)g
Lewinella persicus ATCC 23167 AF039295
Planctomyces maris DSM 8797T AJ231184
Streptomyces thermovulgaris 40579" 768098
Thermodesulfobacterium thermophilum DSM 1276 AF334601
Rhodothermus marinus DSM 4252 X80994
Thermotoga subterranea SL1 U22664
Treponema pallidum subsp. pertenue Gauthier AF426102
Verrucomicrobium spinosum DSM 4136T X90515

2.2 MEDIEN UND ANZUCHTBEDINGUNGEN

Die Reinkulturen wurden vor der Entnahme einer kleinen Menge Kulturfliissigkeit zur DNA-Gewinnung
mehrfach mit einer Na,S-Losung nachgefittert. Danach in neues Pfennigs-Medium  Uberimpft
(Pfennig & Truper 1992) und wieder mehrfach nachgefiittert, um eine mdglichst hohe Lebend-
bakteriendichte in vollem Wachstum (/log-Phase) zu erhalten.

Die Grundkomponenten von Pfennigs-Medium wurden unter Rihren in eine speziell dafiir angefertigte
Flasche gegeben (Kapitel 1.2, S. 11), in folgender Reihenfolge:

MilliQ-Wasser 4900 ml
KH,PO, 1,36 g
NH,CI 1,36 ¢
MgSO, x 7 H,O 2,00 g
CaCl, x 2 H,0 1,00 g
KCl 1,36 ¢

'2 Alle Sequenzen sonstiger Bakterien sind der Datenbank EMBL-EBI entnommen.
'3 Zugangsnummer der Datenbank EMBL-EBI, z.B. (iber SRS (Sequence Retrieval System), URL 11, S. 154
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Die beflllte Flasche wurde 40 min bei 121°C mit leicht ge6ffneten Schraubverschliissen autoklaviert
und anschlieBend unter N,-Druck (50-100 mbar) bei Raumtemperatur (RT) zum Abklhlen stehen
gelassen. Danach wurde unter stdndigem Rihren mit CO, bis zur Sattigung begast (40 min, 100-150
mbar) und die FlUssigkeit dadurch gesattigt. Unter No-Zustrom (50-100 mbar) wurden anschlieBend
unter Rihren folgende Lésungen zugegeben:

Spurenelement-Stammlésung (SL 12) 4ml| (steril filtriert)
Vitamin-B,,-Stammldsung 4 ml| (sterilfiltriert)
NaHCO;-Lésung 80 ml| (autoklaviert)
Na,S-Ldsung 16 ml| (autoklaviert)

Nach vollstandigem Vermischen wurde der pH-Wert durch Rihren und Begasen mit CO, (100-150
mbar) auf 6,8 eingestellt. SchlieBlich konnte unter erneutem N,-Druck (50-100 mbar) das Medium in
sterile 100-ml-Glasflaschen randvoll abgefullt werden.

Im folgenden ist die Zusammensetzung der einzelnen Lésungen aufgeflhrt:

Spurenelement-Stammlésung (st 12)

1 MilliQ-Wasser 1000 ml

2 |FeSO4x7H0 1100 mg CoCl; x 6 H0O 190 mg| 6

3 [ZnCl, 42 mg CuCl, x 2 H,O 2mg| 7
4 | MnCl, x 4 H,O 50 mg NiCl, x 6 H,O 24mg| 8
5 H3803 300 mg NaQMOO4 X2 Hzo 18 mg 9

Die Substanzen wurden der Reihe nach geldst (1-9) und der pH-Wert mit HCI auf 2-3 eingestellt. Fir
die Vitamin-B,,-Stammlésung wurde 2 mg Vitamin-B, in 100 ml MilliQ-Wasser gelést. Die NaHCO,-
Lésung bestand aus 6 g NaHCOs3, das in 80 ml MilliQ-Wasser gelést (= 7,5 %), anschlieBend mit CO,
gesattigt und unter CO.-Druck in einer geschlossenen Flasche autoklaviert wurde. Die Na,S-Lésung
setzte sich aus 1,6 g Na,S x 9 H,O zusammen, das in 16 ml MilliQ-Wasser aufgeldst (= 10 %), kurz
mit N> begast und unter No-Druck in einer geschlossenen Flasche autoklaviert wurde.

Beim Uberimpfen einer Reinkultur in neues Pfennigs-Medium (PM) wurden zuerst unter sterilen
Bedingungen 10 ml PM aus der randvollen 100-ml-Flasche genommen, um dann 10 ml Bakterien-
suspension einzufillen. Bei den Stdmmen mit Salzbedarf (Tabelle 1, S. 13) wurden hingegen 13,5 ml
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entfernt, und dann mit 10 ml Bakteriensuspension und 3,5 ml Salz-Stammldésung aufgefiillt. Dies

ergab eine Salz-Endkonzentration von 1 %.

MilliQ-Wasser | 170 ml

Salz-Stammldsung (nach Pfennig, Konstanz) NaCl 50 g

(autoklaviert) MgCl, x 6 H,O 8¢

Die angeimpften Flaschen wurden dann dicht verschlossen fiir 3 h dunkel aufbewahrt. Dabei reagierte
der durch das Offnen der Flaschen ins Medium gelangte Sauerstoff mit dem Na,S, bevor er die
anaeroben Bakterien schadigen konnte. Danach wurden die Flaschen bei 20°C und 200-500 Lux
inkubiert und die Bakterien damit zum Wachstum gebracht. Zuerst wurde das Sulfid von den Bakterien
zu Schwefel reduziert, der das Medium milchig eintriibte. Nach Reduzierung des Schwefels zu Sulfat

verschwand die Tribung wieder.

Als qualitative chemische Nachweismethode fiir S* diente die Reaktion mit einer definierten CuSO;-

Lésung.

Schwefeltestlosung CuSO4 5mM

HCI 50 mM

Dazu wurde unter sterilen Bedingungen 1 ml der Kulturflissigkeit in ein Reagenzréhrchen gegeben
und mit 1 ml der leicht blaulichen Schwefeltestlésung vermischt. Bei Vorhandensein von Sulfid erfolgte
ein deutlicher Farbumschlag nach braunrot (CuS). Dieser Test war deshalb besonders wichtig, weil
bei zu frithem Nachfittern mit Sulfid eine das Bakterienwachstum inhibitierende Na,S-Konzentration
entstehen kénnte. Falls der Farbumschlag erfolgte, wurde nicht nachgefittert, sondern die 100-ml-
Flasche lediglich mit 1 ml Pfennigs-Medium wieder aufgefillt, so dass bei verschlossener Flasche nur

eine kleine Luftblase Ubrig war.

Wenn aber Sulfid und Schwefel verbraucht war (und damit auch CO,” in Biomasse umgesetzt wurde),
musste mit einer speziellen Sulfid-Futterldésung neues Reduktionsmittel nachgeliefert werden. Das
erfolgte, indem 1 ml der Sulfid-Futterldsung zugegeben wurde. Auch danach wurden die Kulturen
zunachst 3 h dunkel gestellt, bevor sie wieder ans Licht kamen. Diese Prozedur wiederholte sich noch

3-4 Mal, bis die Kultur dicht genug gewachsen war.
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MilliQ-Wasser 250 ml

Sulfid-Futterlésung (Siefert & Pfennig 1984) NaoS x 9 H,O 7,00 g

N32C03 2,65 g

Die Sulfid-Futterldsung wurde im speziell dafiir konstruierten Glasgefa (Kapitel 1.2, S. 11) hergestelit.
Dazu wurden oben angegebene Substanzen gemischt und 20 min bei 121°C mit leicht gedffneten
Schraubverschlissen autoklaviert. Danach wurde mit CO, begast. Nachdem die Luft verdrangt war,
wurde die Flussigkeit unter CO,-Druck (300 mbar) geséattigt (pH 7,2). Damit keine Luft in das Gefal

gelangen konnte, musste standig ein positiver CO,-Druck in der Flasche herrschen.

2.3 PROBENAHMESTANDORTE

Es wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Vielzahl an Umweltproben untersucht. Aufgrund der Lage des
Standortes und dem Vergleich der Zwischenergebnisse wurde eine stichprobenartige Auswahl
getroffen, die hier behandelt wird. Alle Proben stammen von J. Imhoff, wobei die Probe Cviic-2
urspringlich von V. Cvii¢ entnommen wurde. Es wurde darauf geachtet, dass die Auswahl
geographisch (Abbildung 5) und &kologisch eine im Rahmen der vorhandenen Proben mdglichst
breite Streuung aufwies. AuBerdem sollten alle verwendeten Verfahren der Weiterbehandlung nach
Probenahme enthalten sein (Tabelle 3, S. 19).

Bis auf BW-4 kamen alle Proben von marinen oder marin gepragten Standorten. Laboe-3, Stak-2 und
Stein-1 sind von deutschen Ostseestranden am Ausgang der Kieler Férde genommen worden, in der
Nahe der Orte Laboe, Stakendorf bzw. Stein. Cviic-2 wurde aus dem geschichteten Salzsee ,Malo
Jezero” auf der Insel Mljet in Kroatien genommen (Cvii¢ 1955). Auch dieser See steht mit dem Meer
(Adria) in Verbindung. Sip-4 und SSM-3 sind Proben aus dem Purpurfarbstreifensandwatt bei
Sippewissett an der Atlantikkiiste der USA. Ebenfalls aus den USA stammt BW-4. Diese Schlamm-
probe ist vom Rand des salzhaltigen Tumpels Bad Water im Death Valley entnommen.
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Pazifik

Atlantik

Abbildung 5: Geographische Lage der Probenahmestandorte

Nordsee

)

Kopenhage|

Q
Ostsee
% %

Die Punkte in den groBen Sternen symbolisieren die Anzahl der Proben an diesem Standort.
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2.4 PROBENAHME UND -BEHANDLUNG

Tabelle 3: Unterschiede der Standorte und Weiterbehandlung der Proben

Wasser- Behandlung nach DNA-
Probe Staat Gebiet Art Probenahme™ Extraktion's 165 fmoA
: Salztimpel PM, i .
BW-4 USA  BadWater SAZUmpe dann NasS Stoolkit v
Salzsee Winogradski,
Cviic-2 Kroatien Adria (mit dem Meer dann PM, Standard \/ \/
verbunden) dann Na,S
Strand einfache ,
Laboe-3 Deutschland Ostsee (marin) Anreicherung Stool-Kit \/ \/
Sip-4 USA Atlantik ?:::‘nr;‘)’ 5 % Formaldehyd CTAB v v
SSM-3 USA Atlantik f:::nr:;' 5 % Formaldehyd ctae vV
Strand einfache .
Stak-2 Deutschland  Ostsee (marin) Anreicherung Stool-Kit — \/
. Strand einfache .
Stein-1 Deutschland  Ostsee (marin) Anreicherung Stool-Kit \/ —

Fir PSA-1, Sip-4 und SSM-3 wurde direkt am Standort Schlamm mit 5-%-Formaldehydldsung
versetzt. FUr die drei Ostseeproben wurde in ein 250-ml-Glasgefa3 eine Mischung aus Meerwasser,
organisches Material und Sediment randvoll gegeben, luftdicht verschlossen und bei 20°C und
diffusem Tageslicht inkubiert (einfache Anreicherung). Fir BW-4 wurde Schlamm am Standort in
Pfennigs-Medium (Pfennig & Triper 1992, S. 14) UberfOhrt und bei RT und diffusem Tageslicht
angereichert. Spater wurde das verbrauchte Sulfid mehrmals mit einer Schwefelstammlésung (Siefert
& Pfennig 1984, S. 14) nachgeflttert. Genauso wurde mit Cviic-2 verfahren (Imhoff 1976); allerdings
wurde vor der Anreicherung in Pfennigs-Medium zuerst Schlamm und Wasser in sogenannten
Winogradski-Saulen angereichert (Winogradski 1888).

'* PM = Pfennigs-Medium
' Standard-, Stool-Kit- und CTAB-Methode: Kapitel 3.1, S. 20 ff.
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3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Unter diesem Kapitel sind alle Techniken vereint, die bei der Extraktion, Aufreinigung, Amplifikation,
Sequenzierung oder elektrophoretischen Trennung von DNA eingesetzt wurden.

3.1 EXTRAKTION VON DNA

Unabhangig von der Probe wurde die Extraktion von DNA immer nach dem gleichen Prinzip durch-
gefiihrt. Zunachst wurde das Material einer Lyse unterzogen, um die Zellbestandteile freizusetzen,
dann wurde die DNA von den Ubrigen Zellbestandteilen getrennt und schlieBlich Gber Saulchen, die
eine spezielle Bindungsmatrix enthielten, per Zentrifugation aufgereinigt. Nukleinsduren aus
Sedimentproben sind in oft hohem MaBe mit Huminstoffen belastet, welche bei der normalen
Extraktion nicht vollstandig entfernt werden kénnen. Diese Stoffe kénnen nachfolgende enzymatische
Reaktionen inhibitieren. Aus diesem Grund wurde bei Proben mit viel organischem Material ein

zusatzlicher Reinigungsschritt eingefligt, der die Huminstoffe an eine Matrix adsorbiert.

3.1.1 Extraktion von DNA aus Flissigkeiten mittels Standard-Methode

Die Extraktion von DNA aus flissigen Bakterienkulturen und wassrigen Umweltproben wurde mit Hilfe
des ,QlAamp DNA Mini Kit* nach einem modifizierten Protokoll durchgefiihrt. Puffer AL und AW
befanden sich im Lieferumfang. Je ca. 2 ml der Probe wurden bei 4°C mit 5000 x g fir 10 min
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand vorsichtig vom Pellet abpipettiert. Zu jedem Probengefa
wurden nun 180 pl Lysispuffer zugesetzt und sorgféltig resuspendiert, kraftig gemischt16 und 30 min
bei 37°C inkubiert.

Lysozym 20 "y
Lysispuffer Tris/HCI 20 mM  (pH 8,0)

EDTA 2mM

Triton 1,2 %

Danach wurden jedem Ansatz 200 pl Puffer AL und 25 pl Proteinase-K-Lésung (17,8 ™/,) zugesetzt,
griindlich gemischt und 30 min bei 70°C inkubiert. Nach der Zugabe von 210 pl Ethanol™® wurde
kraftig gemischt und die Mischung auf je ein QlAamp-Minisaulchen aufgetragen, das in einem 2-ml-
Auffangrdhrchen steckte. Die Saulchen wurden verschlossen und fir 1 min bei RT und 6000 g

zentrifugiert. Die aus den Zellen freigesetzte DNA band dabei an die Matrix in den Saulchen, wéhrend

'8 Auf diese Weise im Text angegebene Mischvorgange wurden mit einem Wirbelmischer (Vortex) durchgeftihrt.
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Zelltrimmer, Proteine, DNA-, RNA-Bruchstlicke und Salze sich im Durchlauf befanden. AnschlieBend
wurden die Saulchen in neue Auffangréhrchen Gberfihrt, je 500 ul Puffer AW zugesetzt und mit 14000
g bei RT fir 1 min zentrifugiert. Die DNA wurde so gereinigt, ohne sich von der Matrix zu I6sen. Zur
Elution der DNA wurden die Saulchen in 1,5-ml-ReaktionsgefaBe gesteckt und 200 pl DNA-freies
Wasser (70°C) wurde auf die Matrix pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 1 min wurden die
Séulchen 1 min lang bei 6000 g und RT zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal

durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen betrug somit 400 pl.

3.1.2 Extraktion von DNA aus Sedimentproben mittels Stool-Kit-Methode

Bei dieser Extraktion wurde nach der Beschreibung des Herstellers des ,QlAamp DNA Stool Mini Kit*
verfahren, der eigentlich fir die Extraktion von DNA aus humanen Stuhlproben hergestellt wurde, aber
laut Aussage der Firma QIAGEN (Hilden) auch Huminstoffen aus Sediment abfangen kann. Puffer
ASL, AL, AW1, AW2, AE sowie die InhibitEX-Tabletten, die Proteinase-K-Lésung und QlAamp-

Miniséulchen befanden sich im Lieferumfang.

Eine Umweltprobe mit viel organischem Material wurde in ein Reaktionsgefa3 gefillt und bei 5000 g
und RT fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und 200 mg vom Pellet
abgewogen. Dann wurde 1,4 ml Puffer ASL dazugegeben und 1 min kraftig gemischt. AnschlieBend
wurde die Suspension 5 min lang bei 70°C erhitzt, danach fir 15 s kraftig gemischt und bei 14000 g 1
min lang zentrifugiert, um feste Partikel zu pelletieren. Vom Uberstand wurde 1,2 ml abgenommen
und in ein ReaktionsgefaB3 Uberfihrt. Zu dieser Flissigkeit wurde eine Tablette InhibitEX gegeben, an
dessen Matrix sich die Huminstoffe adsorbieren sollten. Sofort wurde 1 min kréaftig gemischt und dann
1 min bei RT inkubiert. Dann wurde bei 14000 g die Probe 3 min lang bei RT zentrifugiert, um die an
die Matrix von InhibitEX gebundenen Inhibitoren zu pelletieren. Der gesamte Uberstand wurde in ein
neues ReaktionsgefaB (berfiihrt und weitere 3 min bei 14000 g zentrifugiert. Vom Uberstand wurde
200 pl in ein neues ReaktionsgefaB pipettiert, in dem vorher 15 ul Proteinase-K-Lésung zugegeben
worden war. Dieser Mischung wurde noch 200 ul Puffer AL zugeflgt und dann 15 s lang kréaftig
gemischt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgefa3 10 min lang bei 70°C inkubiert und danach 200 pl
Ethanol®® zugegeben. Die Mischung wurde kraftig gemischt und komplett in ein QIAamp-Miniséulchen
pipettiert, das in einem Auffangréhrchen steckte. Das Saulchen wurde geschlossen und bei 14000 g 1
min lang zentrifugiert. Die DNA war nun an der Matrix gebunden, die sich in dem Saulchen befand.
Dieses wurde in ein neues Auffangréhrchen gesteckt und 500 pl Puffer AW1 in das Saulchen
pipettiert. Wieder wurde bei 14000g 1 min lang zentrifugiert und die DNA dabei gereinigt. Das
Séaulchen wurde erneut in ein neues Réhrchen Uberfihrt und 500 pl Puffer AW2 dazugegeben. Dieses
Mal wurde 3 min lang bei 14000 g zentrifugiert. Um nun die Matrix ganz von Waschpuffern zu
befreien, wurde ein letztes Mal bei 14000 g 1 min lang zentrifugiert. Zur Elution der DNA wurde das
Séaulchen in ein neues ReaktionsgefaB gesteckt, 200 pl Puffer AE auf die Matrix pipettiert, 1 min
inkubiert und bei 14000 g 1 min lang zentrifugiert. Die DNA befand sich dann geldst im Reaktions-
gefahB.
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3.1.3 Extraktion von DNA aus Sedimentproben mittels CTAB-Methode

Eine andere Methode bedient sich zur Entfernung der inhibierenden Huminstoffe keiner Matrix
sondern der unterschiedlichen Lésbarkeit in Chloroform bzw. Isoamylalkohol. Diese Reinigung hat
sich bei Proben bewéhrt, die in Formaldehyd fixiert waren.

1 g Sediment wurde in ein 10 mI-Réhrchen gefillt, mit 2,7 ml DNA-Extraktionspuffer sowie 20 pl

Proteinase-K-Lésung (10 ™%/,) versetzt und bei 37°C 30 min lang inkubiert.

Tris/HCI 100 mM | pH8,0
DNA-Extraktionspuffer EDTA 100 mM| pH8,0

NaCl 1500 mM

CTAB 1%

AnschlieBend wurden 300 pl SDS-Lésung (20 %) hinzugesetzt, vermischt und 2 h bei 65°C inkubiert,
wobei alle 15-20 min vorsichtig geschittelt wurde. Nach erfolgter Zentrifugation (10 min, 6000 g, RT)
wurde der Uberstand in ein neues 10-ml-Réhrchen berfiihrt, das Pellet noch zweimal mit 0,9 ml DNA-
Extraktionspuffer und 100 pl SDS-Lésung (20 %) 10 s kraftig gemischt, 10 min bei 65°C inkubiert und
abzentrifugiert (siehe oben). Alle Uberstdnde wurden zusammengefiigt, mit dem gleichen Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24/1) kraftig gemischt und zur Phasentrennung kurz anzentrifugiert. Die
wassrige Phase (ca. 4,5 ml) wurde in ein neues 10-ml-Rdhrchen Gberflhrt und die DNA durch Zusatz
von ca. 2,7 ml (0,6 Vol.) Isopropanol ausgeféllt. Die ausgefallte DNA wurde zentrifugiert (20 min,
16000 g, RT), das Pellet nach dem Abpipettieren des Uberstandes mit ca. 500 pl eiskaltem Ethanol
(70 %) gereinigt, nochmals zentrifugiert (10 min, 16000 g, RT), der Uberstand verworfen und das neue
Pellet in 1 ml DNA-freiem Wasser aufgenommen und gel6st. Dieses Rohlysat wurde im Folgenden mit
Hilfe des ,QlAquick PCR Purification Kits* aufgereinigt. 100 pl Rohlysat wurden also mit 500 ul Puffer
PB (im Lieferumfang) vermischt und zusammen mit diesem auf ein QIlAquick-Minisdulchen (im
Lieferumfang) aufgetragen und 1 min mit 14000 g bei RT zentrifugiert. Die DNA blieb an der Matrix
adsorbiert; der Durchlauf wurde verworfen. Auf das S&ulchen wurde dann 750 pl Puffer PE (im
Lieferumfang) gegeben und erneut fir 1 min mit 14000 g bei RT zentrifugiert. Der Durchlauf wurde
wieder verworfen und nochmals flir 1 min zentrifugiert, um letzte Reste des Waschpuffers zu
entfernen. Zur Elution der DNA wurden 50 ul DNA-freies Wasser auf das S&ulchen pipettiert, 1 min bei
RT inkubiert und 1 min bei 14000 g bei RT zentrifugiert. Der Durchlauf enthielt dann die geldste DNA.

3.2 POLYMERASE-KETTEN-REAKTION

Fir die Polymerase-Ketten-Reaktion (engl. Polymerase-Chain-Reaction = PCR) wurden kéauflich zu

erwerbende Mischungen verwendet. Hierbei befinden sich die Substanzen in einer Trédgermatrix in
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500-pl-ReaktionsgefaBen passend fiir die verwendeten Thermocycler (Ready-To-Go PCR Beads).
Diese Mischung enthielt Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus, eine dNTP-Mischung (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), Puffer, Verstarker wie BSA und Triton und MgCl,. Zusammenzufligen waren nur noch
die geloste Template-DNA, die Primer (Oligonukleotide in Wasser geldst) und DNA-freies Wasser bis
zu einem Endvolumen von 25 pl, wobei das durch die PCR-Beads verdrangte Volumen

mitbertcksichtigt werden musste. Diese Mischung wurde schlieBlich den PCR-Beads zugesetzt.

Ready-To-Go PCR Beads 1 Kiigelchen
allgemeine PCR Template-DNA 10-100 ng (geldst)
Primer 1 10 pmol (gelost)
Primer 2 10 pmol (gelost)
DNA-freies Wasser ad 25 ul

Die Ergebnisse mit diesem System waren ausgezeichnet im Vergleich zu anderen Polymerasen und
Systemen.

Die verwendete Tag-Polymerase besitzt keine Proofreading-Funktion, das bedeutet, die 3’-5'-
Exonukleaseaktivitét ist entfernt. Damit lasst sich die Ausbeute und Geschwindigkeit der Reaktion
beschleunigen, weil diese der normalen 5-3’-Replikation entgegenwirkende Korrekturfunktion Zeit
kostet. AuBerdem ist dadurch das Produkt (Amplifikat) auch ohne Aufreinigung vor zu schnellem
Abbau geschitzt. Die héhere Fehlerrate in der GréBenordnung 10 (1 Basenpaar [= bp] Fehleinbau
auf 10.000 bp) im Vergleich zu 10 bis 107" ist tolerierbar (Amplifikatiangen von ca. 900 bis 1.300 bp).
Weitere Uberlegungen zum Einfluss auf die Mikroheterogenitat finden sich in Kapitel 12 (S. 119).

Bei den Amplifikationen, bei denen es auf sehr spezifische Ergebnisse ankam (aus Reinkulturen),
wurde eine sogenannte Touchdown-PCR durchgefiihrt (Tabelle 4). Dabei starteten die Zyklen mit
einer Annealingtemperatur”, die deutlich Uber der Schmelztemperatur der Primer lag. In jedem
weiteren Zyklus erniedrigte sich die Annealingtemperatur um 1°C und n&herte sich schlieBlich der
eigentlichen Temperatur, mit der dann die Hauptmenge der Zyklen zur Amplifikation durchgefiihrt
wurde. Dadurch war es méglich, die DNA-Abschnitte, an welche die Primer am besten banden, in den
ersten Zyklen zu bevorzugen, um dann durch die exponentiell ansteigenden Amplifikatstickzahlen
einen nicht mehr einzuholenden Mengenvorsprung der erwiinschten Amplifikate im Vergleich zu den

Nebenprodukten zu erreichen.

Bei den Umweltproben kam es dagegen eher darauf an, nicht zu spezifisch zu amplifizieren, um eine
mdglichst hohe Bandbreite von unerforschten und unerwarteten Sequenzen griiner Schwefelbakterien
zu erhalten. Deshalb wurde bei fast allen Umweltproben auf die Touchdown-PCR verzichtet (Tabelle
5). Allerdings war hier dann eine sorgfaltige Auswahl der Annealingtemperatur nétig, weil sonst zu

"7 Temperatur, bei der die Primer sich an die Template-DNA anlagern.
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viele Amplifikate bakterieller rRNA-Gene erhalten worden waéren, die auBerhalb der gewiinschten
Gruppe lagen.

Tabelle 4: Amplifikationsbedingungen fiir Reinkulturen

Die Amplifikate aus Reinkulturen wurden ohne Klonierung sequenziert.

. . Anzahl . 18 /19 . .
Amplifikation Zyklen Annealing Elongation Denaturierung
|
! g ! b3 ! g
1 94°C 2 min
9 O
10 5 M. R 40s 72°C 30s 94°C 30s
16S-rDNA-Fragmente
20 57°C 40's 72°C 30s 94°C 30s
1 42°C 1min| 72°C  5min
1 94°C 2 min
1 &
15 S M. o 40s 72°C 30s 94°C 30s
3 s
20 41-51°C 40s 72°C 30s 94°C 30s
fmoA-Fragmente 1 42°C 1min| 72°C 5 min
1 94°C 2 min
o
g 20 45°C 40s | 72°C  30s | 94°C 30s
¢
1 42°C 1min| 72°C 5 min

'8 Temperaturangabe X-Y °C bedeutet: Annealingtemperatur wurde fiir jede Probe individuell variiert
' mame . : nach jedem Zyklus wurde die Annealingtemperatur um 1°C herabgesetzt (Touchdown-PCR)
% Fir einzelne Proben mit wenig Amplifikationsprodukt in der ersten PCR
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Tabelle 5: Amplifikationsbedingungen fir Umweltproben

Die Amplifikate aus Umweltproben wurden vor der Sequenzierung durch Klonierung in individuelle Sequenzen
separiert. Fir jede PCR wurde zuerst der Initiatorschritt, dann die individuellen Zyklen und zuletzt der finale
Schritt durchgefihrt. Der Ubersicht halber ist der erste und letzte Schritt je nur einmal aufgefiihrt.

cgrr as Anzahl . . .
Amplifikation Zyklen Annealing Elongation Denaturierung
I ———
' P i P 8 P
Initiatorschritt 1 94°C 2 min
BW-4 28 60°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
(6]
o 10 © mm. P & 40s | 72C  30s | 94C  30s
o 2 © ‘0
€ 3
£ 20 57°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
o o
©
f €  Laboe-3 25 51°C 40s | 72°C 30s | 94C  30s
<< 0O
5 % PSA-1 35 48°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
D
© Sip-4 30 51°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
SSM-3 25 56°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
Stein-1 25 54°C 40 s 72°C 30s 94°C 30s
Cviic-2 25 43°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
Laboe-3 35 40°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
(]
é : Sip-4 35 43°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
[«}]
o Q
E nﬁj ™ 30 40°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
< 9 3 2
E 3 7] 30 40°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
S
% 30 45°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
©
n 30% 40°C 40s | 72°C  30s 94°C 30s
Finaler Schritt 1 42°C 1min | 72°C 5 min

Fir jeden Ansatz wurde die Kombination aus Annealingtemperatur und Zyklenzahl neu Gberdacht und
getestet, um jeweils das beste Ergebnis zu erzielen. Bei den Amplifikationen aus Reinkulturen wurde
Wert darauf gelegt, dass die Annealingtemperatur so hoch und die Anzahl der Zyklen so niedrig wie

*' mpe . : nach jedem Zyklus wurde die Annealingtemperatur um 1°C herabgesetzt (Touchdown-PCR)
2 Dieser Schritt war eine sogenannte Re-PCR, bei der 1 ul des vorangegangenen PCR-Produktes noch mal als Template
eingesetzt wurde.
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maoglich war, um die Anzahl und Menge von eventuellen Nebenprodukten unter die Nachweisgrenze
in einem Agarose-Gel zu senken. Bei Amplifikationen aus Umweltproben wiederum sollte die
Annealingtemperatur eher niedrig liegen und die Zyklen wegen einer hdheren Ausbeute eher im
mittleren Bereich sein (weitere Uberlegungen hierzu in Kapitel 10, S. 103).

Jede PCR wurde durch einen finalen Zyklus mit sehr niedriger Annealingtemperatur (40°C) sowie
einem langen Elongationsschritt (5 min) abgerundet, um vollstdndig doppelstrangige DNA-Fragmente
zu erhalten. In wenigen Féllen bei der Amplifikation von fmoA-Fragmenten musste wegen sehr
schwacher Ausbeute eine konsekutive PCR (Re-PCR) durchgefiihrt werden, das heif3t, 1 pyl des PCR-
Produkts wurde als Template in einem neuen Ansatz eingesetzt, um die End-Amplifikatmenge zu
erhdhen.

In jedem Ansatz wurde eine Blindprobe eingesetzt, bei der statt Template-DNA lediglich DNA-freies
Wasser zugesetzt wurde, um jedes Mal die Reinheit der durchgefiihrten Ansatze zu verifizieren.

3.3 PRIMER FUR AMPLIFIKATIONEN UND SEQUENZIERUNGEN

Primer (Oligonukleotide) sind kurze DNA-Fragmente, die in einer PCR paarweise eingesetzt werden,
um ein Amplifikationsprodukt bestimmter Lange zu erhalten. Fir jeden 25-pul-PCR-Ansatz wurden je
10 pmol 5’-Primer bzw. 3’-Primer eingesetzt. Fir Sequenzierungsreaktionen wird allerdings nur ein

Primer verwendet.

Fir diese Arbeit wurde auf bereits etablierte Primer zurlickgegriffen, sowie eine Vielzahl von Oligo-
nukleotiden theoretisch entwickelt. Davon wurden wenige herausgefiltert, die letztlich zum Einsatz
kamen (Kapitel 7, S. 48). Das waren Primer F-99-GSB fiur spezifische Amplifikationen und
Sequenzierungen von 16S-rDNA-Fragmenten, Primer F-Start-fmo und R-889-fmo fiir spezifische
Amplifikationen und Sequenzierungen von fmoA-Fragmenten sowie Primer F-478-fmo und R-478-fmo

nur fir Sequenzierungen von fmoA-Fragmenten (Tabelle 6 ff. und Abbildung 7 ., S. 35).
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Tabelle 6: Primer und deren Verwendungszwecke

Amplifikation aus Sequenzierung von Amplifikation
Name aus 16S

Vektor fiur DGGE
16S fmoA pCR4-TOPO 16S fmoA

S
|

F-99-GSB v — — —
GC-F-342 _ _ _ v
F-519 — — — —
R-519 — — — v
F-908 — — — —

R-908 — — —
R-1369 Vv 2 _ _

ANANANA Y .
|

R-1388 v o — —

F-Start-fmo — \/ — —
F-478-fmo — — — —
R-478-fmo — — — —_

R-889-fmo — v

M13F — —

NN
»

M13R — —

% 7Zweiter Primer bei Reinkulturen
2 Zweiter Primer bei Umweltproben
% 16S und fmoA jeweils aus dem Vektor pCR4-TOPO
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Tabelle 7: 16S-Primer der verschiedenen PCR-Amplifikationen und Sequenzierungen

Der Primer F-99-GSB wurde im Rahmen dieser Arbeit entwickelt. Er ist der einzige 16S-Primer, der spezifisch fir
grine Schwefelbakterien (GSB) ist. Alle anderen sind eubakterielle 16S-Primer: GC-F-342 und F/R-519 sind der
Arbeit von Muyzer et al. (1993) entnommen. F/R-908, R-1369 und R-1388 stammen von J. Siling (IfM Kiel, mit
dem ARB-Programm?®, personl. Mitteilung).

Name Sequenz (5-3) Position”’ T2
|
F-99-GSB® ACT TGG CGC AAG GGT GA 99-117 55°C

30(CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G) -
GC-F-342 a1 a1
-CCT ACG GGA GGC AGC AG 342-358 60°C
F-519 CCA GCA GCC GCG GTA AT 519-535
58°C
R-519 ATT ACC GCG GCT GCT GG 535-519
F-908 AAA CTC AAA GGA ATT GAC 908-925
47°C
R-908 GTC AAT TCC TTT GAG TTT 925-908
R-1369 CCC GGG AAC GTA TTIC ACC G 1387-1369 61°C
R-1388 CGG GCG GTG TGT ACA AGG 1405-1388 63°C

% yon lateinisch arbor (Baum), URL 13, S. 154

%" Die Position der Primer bezieht sich auf die 16S rDNA von Escherichia coli ATCC 11775T.
% Die Schmelztemperatur wurde thermodynamisch berechnet und auf ganze Zahlen gerundet.
® siehe auch Tabelle 16, S. 49

% Die GC-Klammer ist unterstrichen.

%" ohne GC-Klammer
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Tabelle 8: fmoA-Primer der verschiedenen PCR-Amplifikationen und Sequenzierungen

Alle fmoA-Primer wurden im Rahmen dieser Arbeit entwickelt.

Name Sequenz*? (553 Position®® T,
|
F-Start-fmo®  ATG GCT CTT TTY GG 1-14 @ 41°C
F-478-fmo*® ATY GAH ACH TGG GAA GG 478-494

2 51°C
R-478-fmo* CCT TCC CAD GTD TCR AT 494-478
R-889-fmo*’ CCG ACC ATN CCG TGR TG 905-889 @ 58°C

Tabelle 9: Primer fir PCR-Amplifikationen aus Vektor pCR4-TOPO und anschlieBende Sequenzierungen

Die Sequenzen der M13-Primer wurden der Beschreibung des Topo TA Cloning Kit for Sequencing entnommen.

Name Sequenz (553" T
|
M13F GTA AAA CGA CGG CCA G 52°C
M13R CAG GAA ACA GCT ATG AC 50°C

3.4 AUFREINIGUNG VON PCR-PRODUKTEN

Vor der Zugabe des PCR-Produkis zum Ligations- bzw. Sequenzierungsansatz muss dieses
aufgereinigt werden, um fir die weiteren Reaktionen stérende Bestandteile wie Salze sowie restliche
Oligo- und monomere Nukleotide (Desoxynukleotide) zu entfernen. Das geschah mit dem ,QIlAquick

PCR Purification Kit“. Puffer PB und PE sowie QlAamp-Minisaulchen befanden sich im Lieferumfang.

Hierbei wurde zunéachst in das ReaktionsgefaB mit dem 25-ul-PCR-Produkt 125 ul des Puffers PB
zugegeben und vermischt. Die gesamten 150 pl wurden dann in ein QlAamp-Minisdulchen gegeben,
das in einem 2-ml-Auffangréhrchen steckte. Die so vorbereiteten Einheiten wurden fir 1 min bei
14000 g und RT zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. Nun wurden 750 pl Puffer PE auf das

Saulchen gegeben und erneut wie oben zentrifugiert. Der Durchlauf wurde wieder verworfen und zur

% Die Bezeichnung der mehrdeutigen Nukleotide (fett und unterstrichen) folgt der allgemeinen IUPAC-Nomenklatur.

% Die Position der Primer bezieht sich auf das fmoA-Gen von Chlorobium tepidum ATCC 49652,

% Die Schmelztemperatur wurde thermodynamisch berechnet, auf ganze Zahlen gerundet und ist ein durchschnittlicher Wert (o)
aufgrund der mehrdeutigen Nukleotide.

% siehe auch Tabelle 18, S. 51

% siehe auch Tabelle 19, S. 52

% siehe auch Tabelle 17, S. 50

% Die Schmelztemperatur wurde thermodynamisch berechnet und auf ganze Zahlen gerundet..
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Entfernung letzter Waschpufferreste ein weiteres Mal zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Saulchen
mit der gebundenen DNA in ein neues ReaktionsgefaB gesteckt, zur Elution mit 50 ul DNA-freiem
Wasser versetzt, 1 min bei RT inkubiert und wie oben 1 min zentrifugiert. Das Eluat enthielt das
gereinigte PCR-Produkt.

3.5 KLONIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN AUS UMWELTPROBEN

Bei der PCR-Amplifizierung von DNA aus Umweltproben wird im Gegensatz zu Reinkulturen
normalerweise kein einheitliches Produkt entstehen, weil je nach Auswahl der Primer und PCR-
Bedingungen mehr oder weniger heterogene DNA-Fragmente amplifiziert werden. Da das bei dieser
Arbeit erwiinscht war, um die Diversitat der griinen Schwefelbakterien zu untersuchen, mussten diese

heterogenen DNA-Fragmente vor der Sequenzierung voneinander separiert werden.

Das Prinzip der Klonierung beruht darauf, dass aus einer Mischung von DNA-Produkten einzelne
Fragmente in ein Plasmid (Vektor) ligiert werden. Dabei wird in der Ligationsmischung der Vektor an
einer vordefinierten Position gespalten und durch die Insertion eines DNA-Fragmentes wieder
geschlossen. Einzelne Vektoren werden dann von kompetenten Zellen (in der Regel Escherichia coli)
unter bestimmten Bedingungen bei gentigend hohem Verhaltnis von Bakterienzellen zu Vektoren
durch kurzzeitige Durchlassigkeit inrer Membran aufgenommen.

Werden dann diese Bakterien auf Agarplatten ausgestrichen, so kdnnen schlieBlich in genligender
Menge klonierte Zellen®® geerntet werden. Diese besitzen alle den gleichen Vektor und damit auch

das gleiche DNA-Fragment, das von einem einzigen urspriinglichen PCR-Fragment abstammt.

Fir diese Arbeit wurde das ,Topo TA Cloning Kit for Sequencing” verwendet, das den Vektor pCR4-
TOPO enthielt (Abbildung 6). Dieser war so beschaffen, dass auf Agarplatten mit dem Antibiotikum
Kanamycin nur Bakterien zum Wachstum kamen, die bei der Transformation den Vektor mit einem
darin inserierten DNA-Fragment aufgenommen hatten. Zellen ohne Vektor waren nicht kanamycin-
resistent und wuchsen nicht weiter (das trifft auf die meisten zu). Bakterien hingegen mit einem reinen
Vektor ohne DNA-Fragment starben ab. Bei ihnen wurde ein letales Protein aus dem ccdB-Gen im

Vektor exprimiert, dessen Bildung durch die Insertion eines DNA-Fragments unterblieben ware.

% Alle Zellen einer Bakterienkolonie auf der Platte stammen im Normalfall von einer einzigen Ursprungszelle ab.
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@ Represents covalently-bound topeisomerase |

(INVITROGEN, Carlsbad, USA)

Abbildung 6: Funktionsprinzip der Ligation mit dem ,,Topo TA Cloning Kit for Sequencing“

3.5.1 Ligation

Zunachst wurde eine PCR mit DNA aus einer Umweltprobe gemacht (Tabelle 5, S. 25). Das Produkt
wurde gereinigt (Kapitel 3.4), nachdem eine Kontrolle auf einem Agarose-Gel (Kapitel 4.1, S. 37)
stattgefunden hatte. Dann wurde nach dem folgenden Schema die Ligationsmischung hergestellt

(Salzlésung, Wasser und Vektor waren im Lieferumfang enthalten):

PCR-Produkt 3ul
Ligationsansatz Salzlsung™ 1l
DNA-freies Wasser 1 ul
Vektor pCR4-TOPO 1 ul

Nach sanftem Mischen in einem Reaktionsgefa3 wurde der Ansatz 30 min bei RT inkubiert (Vektoren
bauen DNA-Fragmente ein) und danach die Transformation durchgefiihrt.

01,2 M NaCl; 0,06 M MgCl,
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3.5.2 Transformation

Als Transformation wird der Vorgang bezeichnet, durch den der Vektor in die kompetent gemachte
Bakterienzelle geschleust wird. Dazu wurden 2 pl der Ligationsmischung (Kapitel 3.5.1) in ein
ReaktionsgefadB mit chemisch kompetenten Escherichia-coli-Zellen (Stamm ,TOP10 One Shot“, im
Lieferumfang) gegeben und sehr sanft geriihrt. Die Mischung wurde 30 min auf Eis inkubiert und
danach fir 30 s einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt (in einem temperierten Wasserbad). Dabei
gelangen einzelne Vektoren in die Bakterienzellen. Daraufhin wurde die Mischung sofort wieder fir 2
min auf Eis gelagert. AnschlieBend wurde in das ReaktionsgefaB 250 ul SOC-Medium®*' (im Liefer-
umfang) gegeben, welches RT hatte. Das Medium enthielt eine besonders hohe Konzentration an
Glukose, damit sich die Zellen in kurzer Zeit wieder erholen und die vektorvermittelte Resistenz
ausbilden konnten, um auf den Antibiotikaplatten wachsen zu kénnen. Das geschah wahrend einer
Inkubation von 1 h Dauer bei 37°C im Brutschrank, wobei die ReaktionsgeféBe immer leicht horizontal

bewegt wurden.

3.5.3 Bearbeitung der Klone

Im Anschluss an die Inkubation mit dem SOC-Medium wurden ReaktionsgeféaBe mit folgendem Inhalt
beschickt.

2 ReaktionsgefaBe 10 pl Escherichia-coli-Suspension + 40 pl SOC-Medium (1:5)

2 ReaktionsgefaBe 50 pl Escherichia-coli-Suspension unverdiinnt

Diese 50-pl-Volumina mit den beiden verschiedenen Konzentrationen an Zellen wurden je mit einem

Drigalski-Spatel auf eine Petrischale mit LB-Medium ausplattiert, das 50 "%/, Kanamycin enthielt.

NaCl 10g
LB-Medium Hefeextrakt 5¢

Trypton 10¢

MilliQ-Wasser ad 1000 ml| (pH7,0)

Insgesamt wurden also zwei Platten mit unverdinntem und zwei Platten mit verdinntem Ansatz (1:5)
versetzt. Dadurch konnte erfahrungsgemaB sichergestellt werden, mit wenigstens einer der
Verdlnnungen eine geeignete Anzahl voneinander separierter Kolonien zu erhalten. Die Platten

wurden 24 h lang in einem Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

1 2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO., 20 mM Glukose
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Nachdem die Kolonien auf den Platten gewachsen waren, wurden 100 davon gepickt. Das heiB3t, in
jede Kolonie wurde eine Pipette mit Spitze (20-200 pl) vorsichtig gestochen und somit etwas Zell-
material aufgenommen, das anschlieBend in einem ReaktionsgeféaB in 50 pul DNA-freiem Wasser
suspendiert wurde. Die ReaktionsgefaBe wurden dann in einem Thermocycler fir 10 min auf 94°C
erhitzt und dann auf 4°C abgekuhlt. Durch diesen Vorgang und durch das salzfreie Wasser, in dem
sich die Bakterienzellen befanden, erfolgte eine Zelllyse und die Inaktivierung der DNasen (DNA-

spaltende Enzyme).

3.54 Screening-PCR

Die gewonnenen Lysate (siehe voriges Kapitel) konnten direkt in eine PCR eingesetzt werden (1 pl als
Template in einem 25-pl-Ansatz), um die im Vektor eingebauten DNA-Fragmente in groBer Zahl zu
amplifizieren (Tabelle 10). Das erfolgte mit dem Primer-Paar M13F/M13R (Tabelle 9, S. 29 und
Abbildung 6, S. 31). Diese setzten am durch die Lyse freigewordenen Vektor an beiden Enden etwa

90 nt auBerhalb des DNA-Fragments (Insert) an und amplifizierten so das vollstédndige Insert.

Tabelle 10: Amplifikationsbedingungen fiir die Screening-PCR

Anzahl . . .
Ablauf Zyklen Annealing Elongation Denaturierung
e ——
! g ! g ! g
Initiatorschritt 1 94°C 2 min
Hauptschritte 25 55°C 40s 72°C 45s 94°C 30s
Finaler Schritt 1 42°C 1 min 72°C 5 min

Dieser Vorgang wird im Folgenden als Screening-PCR bezeichnet, weil hierdurch ein schneller Uber-
blick tber den Klonierungserfolg mdglich war. Die PCR-Ansétze wurden auf einem Agarose-Gel
(Kapitel 4.1, S. 37) analysiert. Dabei kam es besonders darauf an, dass die erwarteten GréBen der
Inserts in den Lysaten enthalten waren, was sich durch die erwartete Bande im Gel ausdriickte. Das
konnte durch einen Langenmarker (DNA-Molecular Weight Marker X) und Vergleichsproben gut
abgeschatzt werden. Letzte Sicherheit, ob es sich um korrekt klonierte DNA-Fragmente handelte,
wurde aber erst durch die Sequenzierung erlangt.

3.55 Screening-Sequenzierung

Nach der Klonierung einer Umweltprobe sind je nach Diversitdt oft viele der klonierten DNA-

Fragmente identisch. Um den Aufwand der Sequenzierung so gering wie mdglich zu halten, wurde
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deshalb zuerst eine sogenannte Screening-Sequenzierung durchgefihrt. Dabei wurde jede bei der
Screening-PCR (Kapitel 3.5.4) fir positiv befundene Probe teilsequenziert, indem bei 16S-
Fragmenten ausgehend vom Primer R-519 in Richtung der Bindungsstelle von Primer F-99-GSB
sequenziert wurde (Abbildung 7, S. 35). Damit wurde eine Sequenz mit Uber 400 nt Lange erhalten,
die ausreichend lang war und einen hypervariablen Bereich Uberspannte, um Uber einen Sequenz-
vergleich herauszufinden, ob und wie stark sich die einzelnen klonierten DNA-Fragmente voneinander
unterschieden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde dann entschieden, welche DNA-Fragmente
schlieBlich komplett sequenziert wurden. Eine Auflistung jedes einzelnen klonierten und sequenzierten
DNA-Fragments und die Unterschiede untereinander findet sich in Kapitel 15 im Anhang (S. 145).

Aquivalent wurde mit den klonierten fmoA-Fragmenten verfahren. Hierbei wurde beim Screening
ausgehend vom Primer M13F in Richtung des Inserts sequenziert (Abbildung 8, S. 35). Es wurde eine
Lange von Uber 450 nt fur den Vergleich erhalten. Fir diese Screening-Sequenzierung konnte kein im
Insert bindender Primer verwendet werden, weil die Primer F-Start-fmo, F-478-fmo, R-478-fmo und R-
889-fmo mit ihren relativ niedrigen Schmelzpunkten T, nicht optimal fir die Bedingungen der
Sequenzierreaktion (Kapitel 3.6.2, S. 36) waren. Sie lieferten nicht bei jedem DNA-Fragment
brauchbare Ergebnisse und waren deshalb fir ein Screening ungeeignet, bei dem es darauf ankam,
dass die Qualitat jeder Sequenzierung vergleichbar war. Mit ihnen konnten jedoch bei einigen DNA-

Fragmenten wertvolle Zusatzinformationen bei der kompletten Sequenzierung gewonnen werden.

Da es sich nicht um eine richtungsspezifische Ligation handelte, wurden die PCR-Fragmente in
beiden mdglichen Orientierungen in die Vektoren eingebaut. Durch die Verwendung eines auBerhalb
des Inserts bindenden Primers wie M13F wurde je nach Orientierung des Inserts mal die eine und mal
die andere Seite sequenziert, was keinen direkten Vergleich aller Sequenzen untereinander mdglich
machte. Deshalb war es bei der einen Sorte nétig, mit dem Primer M13R noch eine zweite
Sequenzierung durchzuflhren, um vergleichbare Abschnitte der Inserts zu erhalten.

3.6 SEQUENZIERUNG

Zu Beginn dieser Arbeit waren die technischen Méglichkeiten noch nicht optimal (ALF-Sequenzier-
gerat mit geringer Leseweite; keine Mdglichkeit zur Klonierung). Deshalb wurden die ohne Klonierung
schwer zu sequenzierenden fmoA-Reinkulturamplifikate nach der Amplifikation aufgereinigt und dann
an die Firma MWG-BIOTECH (Ebersberg) zur Analyse gegeben. Als sich die technischen
Gegebenheiten im Laufe der Zeit besserten, wurden einige der fmoA-Sequenzen noch durch eigene

Sequenzierungen in ihrer Qualitat verbessert.

3.6.1 Auswahl der Primer

Fir die Sequenzierreaktion (Cycle-Sequencing) wird nur ein Primer benétigt. Um ein Amplifikat

vollstandig zu sequenzieren und um Fehlerquellen zu minimieren, reicht ein einziger Durchlauf nicht

-34-



Material & Methoden

aus. In dieser Arbeit wurde mindestens ein zweiter Durchlauf mit einem anderen Primer gemacht. Die

Einzelsequenzen konnten dann miteinander verglichen werden (Abbildung 7 f.).

( <<€ R-908) |E-908 )\

¢ R-519) |E=519 >>>
LE99-GSB 3 < R-1369]
I ?>> «e€ R-T3851
:M] 3E 3> €€ MI13R]J
L 1 1 1
I | 1 1

16S-Fragment

\ Sequenzstiicke aus Vektor pCR4-TOPO /

Abbildung 7: Aufteilung der Primer fiir die Sequenzierung der 16S-Fragmente

L 2

/( R—478—fmo= :F—478—fmo \

<K€ R—889—fmo=
: F-Start-fmo >
<€ M1 3R=
: M13E 33>
[ | [ | [ | |
| | | | | | |

fmoA-Fragment

K Sequenzstiicke aus Vektor pCR4-TOPO /

Abbildung 8: Aufteilung der Primer fiir die Sequenzierung der fmoA-Fragmente

Da alle Amplifikate langer als 600 bp waren, war es wegen der begrenzten Leseweite des
Sequenziergerates noétig fir eine vollstandige Sequenzierung nicht nur die Start- und End-Primer
sondern auch solche heranzuziehen, die mitten im Amplifikat banden und von dort aus in beide
Richtungen die Sequenzierung ermdglichten.
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Die Fehlergrenze der Sequenzierung lag fur einzelne Durchlaufe bei etwa 0,1 %. Das bezieht sich
allerdings nur auf die Kernabschnitte, also nicht auf die Enden einer Sequenz. Diese wenigen Fehler
wurden durch weitere unabhangige Sequenzierungsschritte mit anderen Primern erkannt und
korrigiert (Abbildung 7 £.). Eine komplette Sequenzierung eines DNA-Fragmentes, bei der jede Base

mehrfach bestimmt wurde, sollte also deutlich unter 0,1 % Fehlbasen enthalten.

3.6.2 Cycle-Sequencing

Verwendet wurde in dieser Arbeit das ,Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit",
das aus ,Terminator Ready Reaction Mix“ (Polymerase, dNTP, ddNTP, u.a.) und Puffer bestand.

Terminator Ready Reaction Mix 0,8 ul (im Lieferumfang)

Cycle-Sequencing | 2,5 x Sequencing Buffer 7,2 ul (im Lieferumfang)
Template-DNA 10-100 ng (geldst)
Primer 3,2 pmol (geldst)
DNA-freies Wasser ad 20 ul

Fir die Sequenzierreaktion wurde die Methode des Cycle-Sequencings angewendet. Diesem liegt
eine PCR-Reaktion mit nur einem Primer zugrunde, bei der in jedem Elongationsschritt erneut die
Reaktion nach Sanger (1977) zur Erzeugung von Abbruchfragmenten flihrt. Das fihrt dazu, dass
keine exponentielle Amplifikation stattfindet, sondern vom Primer ausgehend die normale Synthese
von unterschiedlich langen DNA-Fragmenten.

Tabelle 11: Amplifikationsbedingungen fiir das Cycle-Sequencing

Anzahl . . .
Ablauf Zyklen Annealing Elongation Denaturierung

8 g 8 g ' g
Initiatorschritt 1 94°C 2 min
Hauptschritte 99 50°C 15s 60°C 4 min 96°C 30s

Der Abbruch der Elongation geschieht durch zuféligen Einbau von Di-Desoxy-Ribo-
nukleotidtriphosphaten (ddNTP = ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), die zu einem geringen Prozent-
satz (1 %) den normalen Desoxy-Ribonukleotidtriphosphaten (dNTP) beigemischt waren. Jede Sorte
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ddNTP war mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert, was die spatere automatische Analyse
der verschieden langen Abbruchfragmente im Einspurverfahren erlaubte (Kapitel 4.2, S. 38).

3.6.3 Aufreinigung der Cycle-Sequencing-Produkte

Nach dem Cycle-Sequencing wurden die Produkte gereinigt, um stérende Substanzen zu entfernen,
die bei der nachfolgenden Sequenzierung die Qualitdt mindern wirden. Hierbei wurde 80 pl Ethanol
(80 %) zu jedem 20-pl-Ansatz gegeben und kraftig gemischt. Diese Mischung wurde 15 min bei RT
inkubiert. Daraufhin wurde bei 4°C fir 20 min und 14000 g zentrifugiert, um die geféllte DNA zu
pelletieren. Der Uberstand wurde sehr vorsichtig mit einer sehr diinnen Pipettenspitze abgezogen,
ohne das Pellet zu zerstéren. AnschlieBend wurden 250 pl Ethanol (70 %) hinzugefligt, kréftig
gemischt und 10 min zentrifugiert (4°C, 14000 g). So wurde das Pellet gereinigt. Die ReaktionsgeféaBe
sollten dabei in der gleichen Weise in den Rotor gestellt werden, wie bei dem ersten Schritt, damit sich
das Pellet nicht von der GefaBwand l6ste. Danach wurde wieder der Uberstand méglichst vollstandig
abgezogen und das Pellet getrocknet, indem die ReaktionsgeféaBe 1 min lang bei 90°C mit offenem
Deckel in einem Thermocycler erhitzt wurden. Zu jedem Pellet wurden schlieBlich 30 pl TSR*
gegeben und 15 s lang kraftig gemischt, um die DNA zu I6sen. Das wurde noch verstarkt, indem die
Mischung in einem Thermocycler 2 min lang auf 95°C erhitzt und anschlieBend auf 4°C herunter-
geklhlt wurde. Letztlich wurde die Lésung in ein Detektionsgefa (im Lieferumfang) umgefillt. Dieses
wurde dann zur automatischen Sequenzierung gegeben (Kapitel 4.2).

4 ELEKTROPHORETISCHE METHODEN

4.1 AGAROSE-GEL-ELEKTROPHORESE

Die Agarose-Gel-Elektrophorese mit dem Wide-Mini-Sub-Cell-GT-System diente der Uberpriifung der
Ergebnisse einer DNA-Extraktion, PCR oder PCR-Aufreinigung. Es wurden ausschlieBlich 1-%-ige

Gele verwendet, fiir die 1 g Agarose®® in 100 ml TBE-Puffer aufgekocht und geldst wurde.

Tris 100 mM
10-fach TBE-Puffer (poH 7,8) Borséure 80 mM
EDTA 1mM

Die Flussigkeit wurde dann zum Erkalten in einen Gel-Trager (im Lieferumfang) gegossen, in dem ein
sogenannter Kamm (im Lieferumfang) fir die Aussparungen der Taschen sorgte, die spater befillt
werden sollten. Nachdem Erkalten wurde der Kamm entfernt, der beladene Gel-Trager in die

“2 Template Suppression Reagent, im Lieferumfang des ,Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
“® Spezial-Agarose fiir die Elektrophorese von Nukleinsauren, die groBer als 500 bp sind.
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Elektrophoresekammer gesetzt und das Gel mit TBE-Puffer Uberschichtet. Zur Elektrophorese wurde
10 % des Gesamtvolumens jeder Probe mit 3 ul Farbmarker vermischt und in die Taschen des Gels
pipettiert.

Glycerin 50 mi
Agarose-Gel-Farbmarker MilliQ-Wasser 50 ml
Bromphenolblau 0,1% (wh)

Als GrdBenvergleich wurde in mindestens eine Tasche 4 pl einer Mischung vom ,DNA Molecular
Weight Marker X* aufgetragen, der klar erkennbare Banden von DNA-Fragmenten lieferte (... 500 bp,
1000 bp, 1600 bp, 2000 bp, ...).

DNA Molecular Weight Marker X 15 ul

Langenmarker |Agarose-Gel-Farbmarker 15 pl

TBE 75U (PH7.8)

AnschlieBend wurde die Elektrophoresekammer geschlossen und flir 12 min eine Spannung von
200 V angelegt. Das Gel wurde 5 min lang in einem wassrigen Ethidiumbromid-Bad (1,3 1600 m)
geférbt und danach kurz in Wasser geschwenkt. Es konnte schlieBlich unter UV-Licht dokumentiert
werden (Kapitel 4.4, S. 41).

4.2 ELEKTROPHORESE IM SEQUENZIERGERAT

Die aufgereinigten Cycle-Sequencing-Produkte in den DetektionsgefaBen wurden in einem
automatischen Sequenziergerat analysiert (ABI 310). Die Trennung der verschieden langen DNA-
Fragmente erfolgte hierbei in einem Acrylamid-Gel in einer Kapillare. An dieser lag eine elektrische
Spannung und die Fragmente wurden elektrophoretisch nach GrdBe getrennt. Die Analyse der
verschieden langen und je nach Abbruchbase unterschiedlich fluoreszenzmarkierten DNA-Strange
erfolgte mit einem Laser, der die Farbstoffe anregte und eines Detektors, der die Signale aufnahm.

4.3 DENATURIERENDE GRADIENTEN-GEL-ELEKTROPHORESE (DGGE)

Durch die Elektrophorese in einem Agarose-Gel werden DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange
separiert, wahrend bei der DGGE Fragmente gleicher Lange aber unterschiedlicher Sequenz

aufgetrennt werden. Im Idealfall kdnnen sogar einzelne Basenpaarunterschiede zu einem
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verschiedenen Laufverhalten im Gel flhren. In dieser Arbeit wurde die DGGE angewandt, um die
Qualitat der Reinkulturen zu tberprifen (Kapitel 6, S. 47).

4.31 PCR fur die DGGE

Es wurde zunachst eine PCR durchgefihrt (Tabelle 12), um ein bestimmtes Stlick auf der 16S rDNA
zu amplifizieren, das sogenannte Muyzer-Fragment (Muyzer et al. 1993). Das Primer-Paar dafir war
GC-F-342/R-519 (Tabelle 7, S. 28).

Tabelle 12: Amplifikationsbedingungen fiir die Muyzer-PCR

Anzahl . . .
Ablauf Zyklen Annealing Elongation Denaturierung
I ——

i g ! g ! g

Initiatorschritt 1 94°C 2 min
%) O
Touchdown 15 9 - o 40 s 72°C 30s 94°C 30s
Hauptschritte 20 50°C 40 s 72°C 30s 94°C 30s
Finaler Schritt 1 42°C 1 min 72°C 5 min

Der Primer GC-F-342 enthielt die sogenannte GC-Klammer, die sehr reich an Guanin und Cytosin ist
und dazu fuhrt, dass die Amplifikate alle um dieses Stlck verlangert waren. Die Amplifikate wurden
spater elektrophoretisch durch ein Acrylamid-Gel mit ansteigendem Denaturierungsgradienten bewegt
und so an sequenzspezifischen Bereichen aufgeschmolzen; das heiBt, die doppelstrangige DNA
wurde einzelstrangig. Im Bereich der Klammer jedoch blieb das Fragment doppelstrangig und somit
entstand eine Y-férmige Struktur, deren Mobilitdt im Gel sehr stark reduziert war. Je nach Sequenz
haben DNA-Fragmente ein unterschiedliches Schmelzverhalten.

4.3.2 Gel-Bereitung und Elektrophorese

In der vorliegenden Arbeit wurde ein System der Firma CBS ScCIENTIFIC (Del Mar, USA) verwendet.
Das zu gieBende Gel sollte einen Denaturierungsgradienten von 40-64 % bekommen und zusatzlich
einen Acrylamidgradienten von 6-8 % (Doppelgradient). Letzterer war fir die scharfe Auspréagung der
Banden von Vorteil (Cremonesi et al. 1997, Petri & Imhoff 2001). Fir die Gel-Bereitung wurden

zunachst zwei Stammldésungen vorbereitet:

** mmma_ : nach jedem Zyklus wurde die Annealingtemperatur um 1°C herabgesetzt (Touchdown-PCR)
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DGGE-Stammlésungen A B
64 % Denaturierungsmittelgehalt 40 % Denaturierungsmittelgehalt
8 % Acrylamidgehalt 6 % Acrylamidgehalt
Acrylamid / Bisacrylamid 37,5:1 20 ml 15 ml
Harnstoff 26,99 16,89
Formamid 25,6 ml 16 ml
TAE-Puffer (50-fach) 1 ml 1ml
MilliQ-Wasser ad 100 ml ad 100 ml
Tris 500 mM
50-fach TAE-Puffer (pH7,8) Natriumacetat 250 mM
EDTA 25 mM

abs

Zuné&chst wurden zwei Glasplatten mit 0,1-%-SDS-L&sung (w/v) gereinigt und danach mit Ethanol
abgewischt. Jede Platte wurde an der Innenseite schlieBlich mit 140 pl Repel-Silan behandelt, um ein
spateres Festhaften des Gels zu verhindern. Ein Abstandshalter auf jeder Seite diente dazu, die
Platten soweit auseinander zu halten, dass das Gel in definierter Dicke gegossen werden konnte. Die
so vorbereiteten Platten wurden fest in einen GieBstand (BIORAD, Miinchen) montiert. Unmittelbar vor
dem GieBen des Gels wurde den Lésungen A und B je 6 pul TEMED und 140 pl APS (20 % wi/v)
zugegeben, welche die Polymerisation starteten (TEMED) bzw. beschleunigten (APS). Sofort darauf
wurden die beiden Lésungen in einen Gradientenmischer gegeben (CBS SCIENTIFIC, Del Mar, USA),
der die beiden Lésungen langsam vermischte und Uber einen Schlauch zwischen die Glasplatten
fihrte. Als erstes (unten im Gel) lief die unvermischte Lésung A durch (stark denaturierend), wurde
langsam von Ldsung B verdlnnt, bis am Schluss (oben im Gel) fast nur noch die Lésung B (weniger
denaturierend) durchlief. Unmittelbar nach dem GieBvorgang wurde zwischen die Platten in das noch
nicht polymerisierte Gel ein Kamm (BIORAD, Miinchen) gesteckt, der die Taschen bildete, die spater
mit den Proben befillt werden sollten. Das Gel wurde etwa 120 min bei RT zur vollstdndigen
Polymerisation stehen gelassen.

Das feste Gel wurde dann in die Elektrophoresekammer (DGGE-2001, CBS ScCIENTIFIC, Del Mar,
USA) die mit 20 Litern Laufpuffer (0,5-fach TAE-Puffer, pH 7,8) befullt war. Vor dem Auftragen auf das
Gel wurden 20 pl jeder Probe mit je 6 ul Auftragspuffer versetzt.
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Glycerin 7 ml
DGGE-Auftragspuffer | MilliQ-Wasser 2,5ml
Bromphenolblau 2% (W)

Die Gel-Taschen wurden zunachst mit etwas Laufpuffer gespuilt und dann mit den zu untersuchenden
Proben befillt. Dann wurden die Elekiroden an die Elektrophoresekammer angeschlossen (oben
negativ, unten positiv) und fir 14 h eine Spannung von 80 V angelegt. Nach der Elektrophorese
wurden die Glasplatten entfernt, das Gel auf eine stabile Kunststofffolie Gberfiihrt und 30 min in einem
wassrigen Ethidiumbromid-Bad (1,3 “™/1000 m) gefarbt. Daraufhin wurde das Gel in einem Wasserbad
entfarbt. AnschlieBend konnte das Ergebnis dokumentiert werden (Kapitel 4.4).

4.4 DOKUMENTATION DER PROBEN

Die Dokumentation der Gele erfolgte nach dem Féarben mit Ethidiumbromid mit dem Biodoc-II-System.
Dazu wurde das Gel auf einen UV-Transilluminator gelegt und mit einer CCD-Kamera (im Liefer-
umfang) digital dokumentiert. Die Aufnahmen wurden dann Uber einen Thermosublimationsdrucker

ausgedruckt oder als Bild-Datei im Tif-Format gespeichert.

5 PHYLOGENETISCHE BERECHNUNGEN UND SEQUENZANALYSE

5.1 SEQUENZ-NACHBEARBEITUNG

Die vom automatischen Sequenziergerat ABI 310 ausgegebenen Dateien und die Sequenzen aus der
Datenbank wurden am Computer analysiert. Das Sequenziergerat liefert als Rohdatensatz zwei
Dateien. Davon war eines im ASCIIl-Format (Text) und die andere konnte als Chromatogramm
dargestellt werden, wobei jede Base durch ein Maximum charakterisiert ist. FlUr jeden der vier

Basentypen wurde eine separate Farbe gewahilt.

Jedes Amplifikat wurde mehrfach mit verschiedenen Primern sequenziert (Abbildung 7 f, S. 35).
Diese Teilsequenzen wurden dann manuell nachbearbeitet, wenn die Rohdaten nicht mit den
ausgegebenen Basen Ubereinstimmten oder keine eindeutige Angabe gemacht wurde (mit dem
Programm Chromas*®, McCarthy 1997).

5 Version 1.42, URL 6, S. 154
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150 150 170 180 130 200
TAAC GGT GG AATGT GTAGATATCGG AAAGAACACCAGTGGCGAAGGLAGCCTTCTGGT

F f ” \ q

Abbildung 9: Rohdaten einer Sequenz mit Programm Chromas*® dargestellt

AnschlieBend wurden die Teilsequenzen eines Amplifikats mit dem Programm SegMan-11* in einem
Alignment zusammengefasst (sie wurden Ubereinander gelegt, um die Konsensussequenz zu finden)
und auf Unstimmigkeiten der Sequenzierungen Uberpriift. Diese wurden dann im selben Programm
mit Hilfe der Rohdaten versucht zu klaren. AuBerdem wurden die Sequenzen auf die relevanten
Bereiche gekiirzt. Der Export der Konsensus-Gesamtsequenz fand dann im Fasta-Format statt, bei
dem am Anfang der Sequenz eine Titelzeile mit der Benennung eingefiigt wird.

5.2 ABGLEICH MIT DER DATENBANK

Jede so gewonnene Sequenz wurde dann mit der prokaryontischen Datenbank (EM_PRO) * mit dem
dort verfigbaren Programm Fasta3 (Pearson 1990; Pearson & Lipman 1988) abgeglichen. Die Such-

einstellungen wurden von der Internetseite als Standard vorgeschlagen und so Gbernommen.

Die dann ausgegebenen Ergebnisse waren nach Relevanz geordnet, wobei drei Faktoren
berlcksichtigt wurden (Tabelle 13):

> Die prozentuale Ubereinstimmung mit der Datenbank (Identitat) ...
» ... auf der Lange des ununterbrochen Gberlappenden Bereichs ...
» ...und der sogenannte E-Wert (E-Value).

Die Identitdt ist nicht mit der Similaritdt zu verwechseln. Bei ersterer werden nur die Basen-
Ubereinstimmungen gez&hlt, wéhrend bei letzterer ein Algorithmus zugrunde liegt, der ein evolutions-
theoretisches Modell vertritt. Der ist ein statistischer Wert, der berlcksichtigt, wie wahrscheinlich eine
Zufallsibereinstimmung sein koénnte. Je niedriger der E-Wert, desto sicherer ist, dass die
eingegebene Sequenz tatsachlich ein Teil der in der Datenbank gefundenen sein kdnnte und damit zu

einem bestimmten Bakterienstamm gehért. Verstandlicherweise ist die  Ubereinstimmung

“6 Version 4.03, Firma DNASTAR 1999, Madison, USA
* bei EMBL-EBI: European Bioinformatics Institute, Cambridge, England, URL 7, S. 154
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verlasslicher, je langer die eingegebene Sequenz ist (und um so niedriger der E-Wert). Auf diese
Weise wurden sowohl die Daten der Reinkulturen Uberprift als auch die in den Umweltproben

gefundenen Sequenzen zugeordnet.

Tabelle 13: Beispiel eines Fasta3-Ergebnisses der Sequenz ,,xyz*

Die beste Ubereinstimmung der Sequenz ,xyz “ (367 Nukleotide [nt]) mit Seoluenzen der Datenbank EM_PRO:
Chlorobium limicola 16S rDNA (Acc. Nr. M31769, 1504 nt). E-Wert: 3,7 x e und 94,005 % Identitat innerhalb
eines Uberlappungsbereichs von 367 nt (also komplett (iberlappend). Die Doppelpunkte ,::::* markieren véllige
Ubereinstimmungen.

>>EM_PRO:CLSSRNA M31769 C.LIMICOLA RIBOSOMAL RNA SMALL S (1504
Tnitn: 1605 inTtd: 1035 opt: 1613 Z-scere: 680.9 DbItg: 136.%
94.005 % identity)(94.521 % ungapped) {n 367 nt overlap) (1-367:T09%—413
10 20 30 220 230 240 250 260 270

Xyz GTAAGGTATAGGTAATTTGCCTACAGGACC | xyz TGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCTAGTGAGGAATATTGCGCAATGGGCGA

EM_PRO TTCGGAAATAAGTACTTGGCGCAAGGGTGAGTAAGGCATAGGTAATCTGCCCTTTGGACT | EM_PRO TGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC-AGTGAGGAATATTGCGCAATGGGCGA

80 90 100 110 120 130 320 330 340 350 360 370
40 50 60 70 80 90 280 290 300 310 320 330
XyZ GGGATAACCCCGAGAAATCGGGGACAATACCGGATGATGCAGCGGAACCGCATGGTTATG | xyz AAGCCTGACGCTAGCAACGCCGCGTGGATGATGAAGTTCTTCGGAATGTAAAATCCTTTT

EM_PRO GGCATAACCCCGAGAAATCGGGGACAATACCAGATGATGCAGCGGAACCGCATGGTTATG | EM_PRO AAGCCTGACGC-AGCAACGCCGCGTGGATGATGAAGTTCTTCGGAATGTAAAATCCTTTT
140 150 160 170 180 190 380 390 400 410 420 430

100 110 120 130 140 150 340 350 360
XyZ TTGTTAAATCAGGAATGGCCTGTAGATAAGCCTATATTCCATCAGGTAGTTGGTAGGGTA | xyz GCTGGGGACGAATAGGTCGGCTTGCCGACTCTGACGG

EM_PRO TTGTTAAATGATTTATCGCCAAAGGATGAGCCTATGTTCCATCAGGTAGTTGGTAGGGTA | EM_PRO GCTGGGGACGAATAGGTCGGCTTGCCGACTCTGACGGTACCCAGCGAATAAGCCACGGCT

200 210 220 230 240 250 440 450 460 470 480 490
160 170 180 190 200 210 | EM_PRO AACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTGATACAGGGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGG
Xyz ACGGCCTACCAAGCCAACGACGGATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGAAC 500 510 520 530 540 550

EM_PRO ACGGCCTACCAAGCCAACGACGGATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGAAC
260 270 280 290 300 310

5.3 DAS ALIGNMENT

Wenn Sequenzen von verschiedenen Bakterienstdmmen miteinander verglichen werden sollen,
missen diese nach Ahnlichkeit untereinander aufgereiht werden. Das geschieht beim sogenannten
Alignment (Ausrichtung), bei dem durch Algorithmen und Parameter bestimmt, gleiche Bereiche
verschiedener Sequenzen in Deckung gebracht werden und die restlichen Bereiche sinnvoll, das heiBt
mit wenigen Licken, angeordnet werden. Zur besseren Stabilisierung der Berechnung ist es sinnvoll
eine AuBengruppe (Outgroup) hinzuzufligen, die nicht zur Untersuchungsgruppe gehért, aber mit
dieser nahe verwandt sein sollte. In der vorliegenden Arbeit wurde fir die 16S-rDNA-Berechnungen
die Sequenz von Rhodothermus marinus DSM 4252 gewahlt, ein Vertreter der Cytophaga-Flexibacter-
Bacteroides-Gruppe (CFB). Manchmal wurde jedoch darauf verzichtet und als AuBengruppe lediglich
das grine Schwefelbakterium Chloroherpeton thalassium genutzt, das sehr unterschiedlich zu den
anderen Vertretern der Chlorobiaceae ist. Bei den fmoA- und FMO-Berechnungen war es nicht
moglich eine AuBengruppe zu wéhlen, weil das fmoA-Gen nur bei den grinen Schwefelbakterien
vertreten ist und von Chloroherpeton thalassium keine Sequenz zur Verfligung stand bzw. auch keine

Reinkultur, aus der diese hatte gewonnen werden kdnnen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde das Alignment mit dem Programm ClustalX*® (Thompson et al. 1994)
mit den Standardeinstellungen berechnet und die ausgegebene Datei ,*.aln“ schlielich mit dem
Programm BioEdit*® (Hall 2001) kontrolliert und nach Bedarf manuell nachbearbeitet (Tabelle 14).
Grundsétzlich wurden die Primer-Bereiche links und rechts abgeschnitten, weil diese nicht
notwendigerweise die Sequenz darstellen, die in der zu messenden DNA vorkam. Manche Primer
binden unter bestimmten Bedingungen auch, wenn sie nicht in jeder Base mit der Template-DNA

Ubereinstimmen.

Tabelle 14: Beispiel eines kurzen Alignments von 16S-rDNA-Sequenzen mit dem Programm BioEdit

In der Mitte befindet sich ein variabler Bereich wahrend rechts viele Basen konserviert sind.

10 20 30 40 50 60 70 80

CVRRDAA )
2371 GTAGAGGAAGAACATGCTGG GCAGTGACGGTACTICIGCG GCCACGGCTAACTCIGIGC

2K GCAGAGGAAGAACAGCCTGC GCRGGGIGIGACGGTACTCTGCGAATAAGCCACGGCTAACTCIGTIGC
PAE291826 GCAG GAACAG GC GCRGGGIGIGACGGTACTCTGCGAATAAGCCACGGCTAACTCIGTIGC
PARIBORNA GTAG G "CTGC mGGGIGIGACGGTACTCTACGAATAAGCCACGGCTAACTCIGIGCCAG
2311
2323 GCAGAGGAAG GCTGG GCACTGACGGTACTC ) CCACGGCTAACTCTGIGC
2362 GCAGAGGAAG GCTGG GCACTGACGGTAC ) CCACGGCTAACTCTGIGC
CLRIBOR JJ G G| JJ CCGGCACTIGAC J C JJJ GC ACGGCTAACTCTGTGC
2324
CP605116S
PPY08108
CPY08104 TTTGTGGAGGAAGAATATC )

2341 TTTGTAGAGGAAGAACATGT > CACTuACGGTACTCTuCuAATAAuCCAC
CPY08105 TTTGTAGAGGAAGAACATGT 5 CACTIGACGGTACTCTGCGAATAAGCCACG
2372 GTAG G "ATGTCGG 5 CACTIGACGGTACTCTGCGAATAAGCCACG
2350 5
CvY08103 CG
PLY08107 GCAGGGGACG ATG 5 CACTIGACGGTACCTTGCGAATAAGCCACG
CL604116S GCAG e 5 CIGIGACGGTACCCTGCGAATAAGCCACG
CPH299413 GC e ] ) GC CIGIGACGGTACCCTGCGAATAAGCCACG
2361 J

CTSSRIBRR
2322
CLY08102
CV26316SR
CL604416S
CC602616S
2352
RM16SRR

5.4 PHYLOGENETISCHE BERECHNUNGEN

Mit dem Programm BioEdit wurde nach der manuellen Kontrolle des Alignments und der Entfernung
Uberstehender Sequenzbereiche an den Enden die Datei in dem Phylip4-Format abgespeichert
(*.phy), um nachfolgend phylogenetische Berechnungen durchzufiihren. Das geschah mit dem
Programmpaket Phylip®® (Felsenstein 1989, 1993).

Fir die Nukleotid-Berechnungen der Distanz-Matrizes (Anhang 14, S. 138) sowie der
phylogenetischen Stammbé&aume wurde die Distanz-Matrix-Methode mit dem Rechenalgorithmus nach
Jukes & Cantor (1969) gewahlt, den das Phylip-Programm DNADIST ausfiihrte (Kapitel 8.1.1, S. 53

“8 Version 1.64b (Windows-Version von ClustalW)
*° Version 5.0.2, URL 8, S. 154
% Version 3.5¢ (URL 14, S. 154)
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und 8.2.1, S. 63). Entsprechend wurde fiir die Aminoséure-Berechnungen®' die Distanz-Methode mit
der Dayhoff-PAM-Matrix (Aminosaureaustauschmodell, Dayhoff et al. 1978) gewahlt, die das Phylip-
Programm PROTDIST berechnete (Kapitel 8.3.1, S. 69).

Die Distanz-Matrix war in der ausgegebenen Datei ,*.dst* enthalten®’. Aus dieser zweidimensionalen
Form wurde mit der Fitch-Margoliash-Distanz-Methode, ausgeflihrt vom Phylip-Programm FITCH
(Fitch & Margoliash 1967) ein dreidimensionaler Stammbaum errechnet. Dieser wurde spater
schlieBlich zweidimensional dargestellt. Es wurde darin die Option ,Global Rearrangement* gewahilt,
die zwar fur eine deutliche Verlangerung der Rechenzeit sorgte, aber das Ergebnis durch vielfaches
Umgruppieren verbesserte, und am Ende die Datei ,,*.con® produzierte.

Beispielhaft wurden fur die Nukleotid-Berechnungen neben der Distanz-Matrix-Methode zwei weitere
Methoden getestet. Dabei handelte es sich um die Parsimony-Methode (Eck & Dayhoff 1966, Kluge &
Farris 1969) und um Maximum-Likelihood (Felsenstein 1981). Erstere Berechnung wurde mit dem
Phylip-Programm DNAPARS durchgefihrt und letztere mit DNAML (ohne die Option ,Global

Rearrangement®).

Tabelle 15: Abfolge der Berechnungen im Programmpaket Phylip

In Klammern nach den Programmnamen steht die jeweils ausgegebene Datei-Endung.

Methoden
Parsimony: DNAPARS (*.con)
, , SEQBOOT DNADIST (*.ast) CONSENSE
Distanz-Matrix: . FITCH (*.con) .
(*-boo) PROTDIST (*.dst) (.tre)
Maximum Likelihood: DNAML (*.con)

Bei der sogenannten Bootstrap-Analyse (Felsenstein 1985), die firr eine statistische Absicherung
sorgte, wurden die oben angegebenen Berechnungen mit DNADIST bzw. PROTDIST gefolgt von
FITCH sowie DNAPARS und DNAML vielfach hintereinander ausgefiihrt, woraus schlieBlich ein
Konsensus-Stammbaum erstellt wurde, der an den Verzweigungen die prozentuale Haufigkeit angibt
(Bootstrap-Werte), mit der diese beiden Sequenzen bzw. Sequenzgruppen bei den wiederholten
Berechnungen benachbart waren®®. Dazu wurde die urspriingliche Datei ,*.phy“ vom Phylip-Programm
SEQBOOT mehrfach in Folge in die Datei ,*.boo“ geschrieben. Es wurde in dieser Arbeit generell eine
Wiederholungsrate von 100 gewahlt. Ausnahmen sind die Parsimony-Berechnungen (500 Wieder-
holungen DNAPARS, Abbildung 19 £, S. 78 f) und zwei Distanz-Matrix-Berechnungen mit

*' Die Translation erfolgte im Internet nach dem universalen genetischen Code bei EMBL-EBI mit WebiN (URL 10, S. 154) oder
Transeq (URL 12, S. 154).

2 Der Stern ,* steht fiir einen beliebigen Dateinamen.

% Zugrunde gelegt wurde hierbei die 3-dimensionale Darstellung der zu vergleichenden phylogenetischen Stammbaume, auch
wenn die Darstellung letztlich 2-dimensional erfolgt.
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Aminosauresequenzen (Abbildung 16, S. 70, mit 38 und Abbildung 18, S. 75, mit 35 Wiederholungen
PROTDIST-FITCH).

Die Datei ,*.boo"“ wurde dann nach einer der oben beschriebenen Methoden weiterberechnet und
zwar mit der selben Anzahl an Wiederholungen wie in SEQBOOT vorgegeben wurde. Die am Schluss
entstehende Datei ,*.con” enthielt nun den mehrfachen Datensatz zur Stammbaumdarstellung. Dieser
musste nun noch mit dem Phylip-Programm CONSENSE umgewandelt werden, damit ein einziger
Stammbaum dargestellt werden konnte (ausgegebene Datei war ,*.tre*). Das Programm folgt der MI-
Methode nach Margush & McMorris (1981). Dieser Konsensus-Stammbaum enthielt zwar die
Bootstrap-Werte, nicht aber die Distanzlangen im Fall der Distanz-Matrix- und Maximum-Likelihood-
Methode. Hierfir musste schlieBlich noch manuell einer der Datensatze aus der Datei ,*.con”
beispielhaft ausgewahlt werden, der in der Darstellung dem Konsensus-Stammbaum entsprach. Zur
graphischen Umsetzung in einen phylogenetischen Stammbaum wurde das Programm TreeView™

(Page 1996) genutzt, dass die Daten aus den Dateien ,*.con” und ,*.tre” verwerten konnte.

Die Sequenzen der 16S rDNA wurden als Nukleotidsequenz analysiert, wahrend die des funktionellen

Gens fmoA als zwei korrespondierende Datenséatze berechnet wurden:
» als Nukleotidsequenz

> als Aminosauresequenz

* Version 1.5.2, URL 9, S. 154
* Die Translation erfolgte im Internet nach dem universalen genetischen Code bei EMBL-EBI mit WebiN (URL 10, S. 154) oder
Transeq (URL 12, S. 154).
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ERGEBNISSE

6 KONTROLLE DER REINKULTUREN MIT DER DGGE

Zu Beginn dieser Arbeit standen 23 Reinkulturen griiner Schwefelbakterien zur Verfligung (Tabelle 1,
S. 13). Zur Kontrolle der Reinheit wurden exemplarisch 12 Stamme ausgewahlt, aus denen DNA
isoliert wurde, um eine DGGE mit 16S-rDNA-Fragmenten durchzufihren (Kapitel 4.3, S. 38). Das
Laufverhalten der Banden im DGGE-Gel wird entscheidend durch die Basenkomposition der DNA-
Fragmente beeinflusst. Banden unterschiedlicher Laufweite sollten der Theorie zufolge in jedem Fall
auf DNA-Fragmente hinweisen, die sich mindestens in einem Nukleotid unterscheiden. Bei Banden
auf gleicher Héhe ist erst einmal davon auszugehen, dass es sich um dieselbe Nukleotidsequenz
handelt. Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, dass DNA-Fragmente mit unterschiedlicher
Zusammensetzung zufallig das gleiche Schmelz- und damit Laufverhalten im Gel aufweisen.
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Abbildung 10: Reinheitskontrolle der Kulturen im DGGE-Gel.

So sollten also Bakterien in einer Reinkultur alle die gleiche Kopie des 16S-rRNA-Gens aufweisen und
deshalb in der DGGE auch nur eine Bande zeigen (abgesehen von Mikroheterogenitédten). Bei den 12
getesteten Stdmmen war dies ausnahmslos der Fall (Abbildung 10).
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7 METHODISCHE ENTWICKLUNGEN

7.1 ENTWICKLUNG VON PCR-PRIMERN FUR DIE 16S rDNA

Fir die Entwicklung spezifischer Primer fir die 16S rDNA griner Schwefelbakterien standen eine
ganze Reihe von 16S-rDNA-Sequenzen in der Datenbank EMBL-EBI*® zur Verfiigung. Diese wurden
in einem ,Alignment* mit einer Auswahl an Sequenzen anderer Bakteriengruppen zusammengefasst,
um konservierte Bereiche zu finden, die typisch fur die griinen Schwefelbakterien sind, sich aber
deutlich von anderen Bakterien unterscheiden. In die engere Auswahl kamen zehn Bereiche, aus
denen Oligonukleotidsequenzen erstellt wurden. Diese wurden mit der prokaryontischen Datenbank
(EM_PRO) mit Hilfe des dort verfligbaren Programms Fasta3 (Pearson 1990; Pearson & Lipman
1988) abgeglichen57. Wichtig war hierbei, dass méglichst nur die griinen Schwefelbakterien die
héchsten Ubereinstimmungen erzielten. Die besten Ergebnisse lieferten vier Oligonukleotid-
sequenzen, von denen einer der spéatere Primer F-99-GSB (Tabelle 7, S. 28 ) wurde. Letzterer passte
in voller Lange von 17 nt zu den griinen Schwefelbakterien (auBer Chloroherpeton thalassium) und

hatte mindestens zwei Nukleotid-Unterschiede zu den anderen gefundenen Bakterien (Tabelle 16).

Die vier in die engere Wahl gekommenen Oligonukleotidsequenzen wurden schlieBlich als Primer in
vielen PCR-Ansatzen mit unterschiedlichsten Amplifikationsbedingungen eingesetzt und sowohl
miteinander als auch mit eubakteriellen Primern kombiniert. Der einzige Primer, der ausnahmslos bei
allen vorhandenen DNA-Proben griiner Schwefelbakterien in Kombination mit eubakteriellen Primern
ein Amplifikat in der erwarteten GroBe®® erzeugte, war F-99-GSB. Dieser war auch von seiner
Bindungsstelle im 16S-rRNA-Gen besonders geeignet flir nachfolgende phylogenetische Unter-
suchungen, weil diese nicht weit vom Startpunkt entfernt war. Das ermdglichte in Kombination mit
einem eubakteriellen Primer am anderen Ende (R-1369 oder R-1388) die Amplifikation eines sehr
groBen Bereichs der 16S rDNA (ca. 1240-1260 bp*® von 1450 bp®® also ca. 86 %).

% European Molecular Biology Laboratory“ (EMBL, Heidelberg) mit der AuBenstation ,European Bioinformatics Institute” (EBI,
Cambridge, England). Zugang z.B. liber SRS (Sequence Retrieval System), URL 11, S. 154

*” Innerhalb der Datenbank EMBL-EBI, URL 7, S. 154

% Es gab keine Nebenbanden. Die GroBe wurde auf Agarose-Gelen gegen einen Langenmarker verglichen (Kapitel 14.1, S.
37).

% Die beiden Primer-Bereiche sind in den Langenangaben nicht enthalten.

€ auf Escherichia coli ATCC 11775T bezogen
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Tabelle 16: Primer-Bereich von F-99-GSB auf der 16S rDNA®"

Position® 99 117
Chl. vibrioforme DSM 260" GAG TN NN ie G TAAGGTATAGGTAAGT TGCCTACAGGACCGGCATAACC
Pld. phaeum CIB 2401 GAGTIXehkiNeleleleler-VNelelehNerG TAAGGTATAGGTAATT TGCCTACAGGACCGGCATAACC
Chl. vibrioforme CHP 3402 GAGTINeinNelefoleioy:vNeleledNey\GTAAGATATAGGTAATTTGCCTACAGGACCGGCATAACC
Ptc. aestuarii CHP 3401 AAGTINeNNelelofe[oy:vNele[edNeyN\GTAAGGTATAGGTAATTTGCCTACAGGACCGGCATAACC
Ptc. aestuarii DSM 271" AAGTIGaNNelelole[oy.V:Nele[eMNeNG TAAGGTATAGGTAATTTGCCTACAGGACCGGGATAACC
Chl. limicola DSM 245T GAGTIGINKEeleoelonVNEE[eINeING TAACGTATAGGTAATCTGCCCTTTGGACTGGGATAACC
Chl. phaeobacteroides UdG 6047 ACTTGGCGCAAGGGNG MGTAACGTATAGGTAATCTGCCCTTTGGANTGGGATAACC
Chl. phaeobacteroides UdG 6051 ACTTGGCGCAAGGNTG MGTAACGTATAGNTAATCTGCCCTTNGGANTGGGATAACC
Chl. phaeobacteroides UdG 6046 GACTINenNelefoleloy:vNeleledNey\GTAACGTATAGNTAATCTGCCCTTTGGACTGGGATAACC
PId. clathratiforme PG GAGTIGlINKEeleoelon VN E[CUNINGCG TAATATATAGGWAATCTGCCCTTWGGACTGGGATAACC

Pld. phaeoclathratiforme DSM 54777

GAG T oaNNelelele(orVNE[e[eyNING TAACGTATAGGTAATCTGCCCTTTGGACTGGAATAACC

Chl. ferrooxidans DSM 13031" AAGTELGxNNelelofelor:VNE[eleUNeIACG TAATGTATAGGTAATCTGCCCTTTGGACTGGGATAACC
Chl. phaeobacteroides DSM 26}6.r AAGTI NNl H el NNelelehNel\G TAA TG TATAGGTAATCTGCCCTTTGGACTGGGATAACC
Chl. phaeovibrioides DSM 269 GAGT)\enNelelele(or:V:Ne[e[eyNe NG TAATGTATAGGTAATCTGCCCTTAGGACTGGCATAACC
Chl. vibrioforme DSM 262 GAG T oanNelelole(orVNE[E[EyNINCG TAAGGCATAGGTAATCTGCCCTTTGGACTGGGATAACC
Pld. luteolum DSM 273" GAG T\ emNelelelelorVNE[E[euNING TAAGGCATAGGTAATCTGCCCTTTGGACTGGGATAACC
Chl. phaeovibrioides UdG 6035 GAGTENiMNEIEN N VNelelehieI . TAAGGCATAGATAATCTGCCCTTTGGAGTGGGATAACG
Chl. limicola UdG 6041 AAGAShN el VNelelehNer\G TAAGGNATAGGTAATCTGCCTT TTGGANT GGGATAACC
Chl. limicola UdG 6042 AAGGHoaNuNE(E(ofelor:VNE(EEUNEINC TAAGGCATAGGTAATCTGCCTTTTGGACTGGGATAACC
Chl. limicola UdG 6045 AAGGHoaNuNE(E(ofelor:VNE(EEUNEIAC TAAGGCATAGGTAATNTGCCTTTTGGANTGGGATAACC
Chl. limicola UdG 6038 AAGGLHoaNMNE(E(lelor:VNE(EEUNEIAC TAAGGCATAGGTAATNTNCCTTTTGGANTGGGATAACC
Chl. phaeobacteroides 1549 AAGGLYeaNNele(ofelor:VNE[eleUNeIAG TAAGGCATAGGTAATCTGCCTTTTGGACTGGGACAACC
Chl. limicola UdG 6040 AAGGLYaNNele(ofelor:VNE[eleUNeIACG TAAGGCATAGGTAATCTGCCTTTTGGACTGGGATAACC
Chl. tepidum ATCC 49652" AAAGHOaNNE(E(0el0r:VNE(EEUNEIAG TAAGGCATAGGTAATCTGCCTTTTGGTCTGGGATAACC
Chl. limicola f. thios. DSM 249" AAGGHoaNNE(E(lelorVNE(EEUNEIAG TAATGTATAGGTAATCTGCCCTTTGGTTTGGGATAACC
Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263 AAGNEChNEleleelerVNelelehNer\G TAAGGCATAGGTANTNTNCCNT TTGGANTGGCATAACC
Chl. vibrioforme UdG 6043 AAGNEXexNele(ofelor:VNE[eleU VNG TAAGGCATAGGTAATNTGCCCTTTGGACNGGCATAACC

Chl.
Chl.
Chl.

limicola UdG 6044
chlorovibrioides UdG 6026
limicola M1

AAGTEYxNNele(ofelor:VNE[eleUNerAG TAAGGCATAGGTAATTTGCCCTTTGGACTGGCATAACC
AAGTiHOaNuNE(E(felor:VNE(EEUNEIAG TAAGGCATANGTAATCTGCCCTTTGGACTGGGATAACC
AAGGLYSaNNElE(e[0rVNE(E[EUNETAC TAAGGCATAGGTAATCTGCCCTTTGGACTGGCATAACC

Cle. sulfurica 1 ?77272222222222 22 2(CleNONCTAAGGCATAGGTAATCTGCCCTTTGGACTGGGATAACC
Chloroherpeton thalassium Cle[eleMNSONCTAAGGTATTGGTAATCTGCCTCTTGGTCTGACATACCT

F-99-GSB 5’ ~-ACTTGGCGCAAGGGTGA-3’

7.2 ENTWICKLUNG VON PCR-PRIMERN FUR DAS fmoA-GEN

Ein ganz anderer Ausgangszustand als bei der 16S rDNA bot sich bei der Entwicklung von Primern fir
das fmoA-Gen. Es gab lediglich zwei Eintragungen in der Datenbank; die von Chlorobium tepidum
ATCC 49652" und von Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249" (Acc. Nr. L13700 bzw.
X83529). In einem Alignment von zwei Sequenzen ist es schwer mdglich, konservierte Bereiche zu
erkennen. Deshalb wurde die Aminoséauresequenz nach Chlorophyll-a-Bindungsstellen untersucht, da
diese erfahrungsgemaB weniger variabel sind. Diese Bereiche enthalten Histidin-Reste, die in
Wechselwirkung mit dem Chlorophyll treten. Da die Chlorophyllbindung eine essentielle Funktion des
FMO-Proteins ist, muss das Histidin konserviert sein, weil keine andere Aminosaure diese Funktion
Ubernehmen kann. Weiterhin gibt es nur zwei Codons in der Nukleotidsequenz fir Histidin (CAT und
CAC), die sich lediglich in der dritten Base unterscheiden. Also wurde das Alignment aus den beiden
fmoA-Sequenzen nach Histidin-Codons durchsucht. Fiur die Oligonukleotidauswahl kamen diese
Bereiche in Frage, sofern die umgebenden Codons zu Aminosauren gehérten, die nicht durch zu viele

Codons bestimmt werden®.

®' Die hier aufgefiihrten Sequenzen sind nicht nur die, die zur Verfiigung standen, als die Primer entwickelt wurden, sondern
auch die im Laufe der Zeit neu hinzugekommenen.

° Die Position bezieht sich auf die 16S rDNA von Escherichia coli ATCC 11775T

% Negativbeispiele sind Serin oder Leucin mit jeweils sechs Codons.
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Tabelle 17: Primer-Bereich von R-889-fmo

hinterlegt ist die Primer-Bindungsstelle auf dem kodierenden Strang des fmoA-Gens, wovon die beiden
Positionen ﬂﬁsind, die im Primer mit mehrdeutigen Nukleotiden®* versehen wurden. Der Primer R-889-fmo wird
durch die Komplementarbasen auf dem gegeniberliegenden Strang von rechts nach links definiert (Tabelle 8, S.
29).

Position®® 889 905
| |
Chl. limicola f. thios. DSM 249" SBCAC CAC GGC ATG GTC GGload
korrespondierende AS H H G M A\ G
Chl. tepidum ATCC 49652" SMBCAC CAC GGT ATG GTC GG
korrespondierende AS H H G M v G
R-889-fmo (3'-5") ¥ -GTR GTG ccly TAC caGg cc -

Besonders herausgeragt hat dabei der spatere Primer R-889-fmo mit zwei aufeinanderfolgenden
Histidin-Codons, dann je einem fiir Glycin, Methionin, Valin und wieder Glycin (Tabelle 17).

Glycin wird durch 4 Codons definiert (GGN), genauso wie Valin (GTN). Methionin hingegen hat nur
eines (ATG). Von der Annahme ausgehend, dass die Aminoséuren an dieser Chlorophyll-Bindungs-
stelle konserviert sind, nicht aber die Nukleinsduren, und die variable Base des zweiten Glycin-
Codons aus dem Primer-Bereich ausgeschlossen wird (C bzw. A), bleibt folgende Anzahl an
Kombinationen: 2x2x4x1x4 = 64. Da eine Primer-Mischung aus so vielen Kombinationen fiir
PCR-Ansatze ungeeignet ist, erfolgte eine Beschrankung auf zwei variable Positionen. Das war
jeweils die dritte Base im ersten Histidin- und im ersten Glycin-Codon (Tabelle 17, blau hinterlegt). Die
Anzahl an Kombination betrug nun 8 (2 x 4). Damit waren eventuelle gréBere Variationen nur noch fir
die dritte Base des Valin-Codons nicht abgedeckt, die aber nahe dem 5-Ende des Primers R-889-fmo
lag. Fur Primer-Anlagerung und -Elongation in einer PCR ist jedoch eine Basenlibereinstimmung am

3’-Ende wesentlich entscheidender.

Auf ahnliche Weise wurden insgesamt sieben Primer erstellt, von denen einer (F-Start-fmo) nicht in
der Nahe von Chlorophyll-Bindungsstellen lag, sondern vom Start-Codon des fmoA-Gens ausging.
Fir diesen Bereich war allerdings nur vom Stamm Chlorobium tepidum ATCC 49652" Sequenz-

information vorhanden.

& Sowohl die mehrdeutigen Nukleotide als auch der Einbuchstaben-Code der Aminoséuren (AS) folgt der allgemeinen IUPAC-
Nomenklatur.
% Die Position der Nukleotide bezieht sich auf das fmoA-Gen von Chlorobium tepidum ATCC 496527
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Tabelle 18: Primer-Bereich von F-Start-fmo

g=1gells] hinterlegt ist die Primer-Bindungsstelle auf dem kodierenden Strang des fmoA-Gens, wovon die Position
§EW ist, die im Primer mit einem mehrdeutigen Nukleotid® versehen wurde (Tabelle 8, S. 29).

Position®” 1 14
I I
Chl. tepidum ATCC 496527 MNTG GCT CTT TTC GGeEM
korrespondierende AS M A L F G
F-Start-fmo (5-3) »-ATG GCT CTT TTH GG -

Die Oligonukleotidsequenzen der sieben ausgewahlten Primer wurden wie oben beschrieben (Kapitel
7.1, S. 48) mit dem Programm Fasta3 gegen die prokaryontische Datenbank abgeglichen. F-Start-fmo
ergab mit seinem mehrdeutigen Nukleotid zwei Ubereinstimmungen: Eine nicht identifizierte Sequenz
von Borrelia burgdorferi und erwartungsgeman das fmoA-Gen von Chlorobium tepidum ATCC 49652,

Alle anderen Ergebnisse waren mindestens durch ein unterschiedliches Nukleotid gekennzeichnet.

R-889-fmo hatte neben der Ubereinstimmung mit den beiden Stammen Chlorobium tepidum ATCC
49652 und Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249" ebenso mindestens eine Base bei den
Ubrigen Ergebnissen, die nicht zu der Oligonukleotidsequenz passte. Die restlichen 5 ausgewahlten
Primer lieferten &hnliche Resultate.

Die sieben Primer wurden in verschiedenen PCR-Ansétzen in nahezu allen Kombinationen und mit
differierenden Amplifikationsbedingungen eingesetzt. Nur das Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo
erzielte mit allen verfligbaren DNA-Proben griiner Schwefelbakterien bei geeigneten Bedingungen
PCR-Produkte in der erwarteten GréBe®. Mit diesem Primer-Paar war es maoglich, einen GroBteil des
fmoA-Gens zu amplifizieren (ca. 875 bp® von 1098 bp’®, also ca. 80 %) und damit geeignete
phylogenetische Untersuchungen durchzuflhren. Um bei einigen Sequenzierungen die Qualitéat zu
verbessern, wurde noch ein Primer-Position bendtigt, die etwa in der Mitte des Amplifikationsbereichs
des Primer-Paars F-Start-fmo/R-889-fmo liegen sollte.

Diese Position wurde auf Grundlage der im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten fmoA-Amplifikate
ausgewahlt und enthalt viele konservierte Basen (Tabelle 19). Die Oligonukleotidsequenz wurde
ebenfalls mit Fasta3 gegen die Datenbank abgesichert und schlieBlich wurden zwei Sequenzier-
Primer daraus gemacht: F-478-fmo und R-478-fmo (Tabelle 8, S. 29). So war es mdglich, von der
Mitte des fmoA-Amplifikates ausgehend in beide Richtungen zu sequenzieren.

% Sowohl die mehrdeutigen Nukleotide als auch der Einbuchstaben-Code der Aminosauren (AS) folgt der allgemeinen IUPAC-
Nomenklatur.

% Die Position der Nukleotide bezieht sich auf das fmoA-Gen von Chlorobium tepidum ATCC 496527

% Es gab keine Nebenbanden und die GréBe wurde auf Agarose-Gelen gegen einen Langenmarker verglichen (Kapitel 14.1, S.
37).

% Die beiden Primer-Bereiche sind hier nicht enthalten.

7 auf Chlorobium tepidum ATCC 49652" bezogen
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Tabelle 19: Primer-Bereich von F-478-fmo bzw. R-478-fmo auf der fmoA-Sequenz”’

hinterlegt ist die Primer-Bindungsstelle auf dem kodierenden Strang des fmoA-Gens, wovon die drei

Posmonen mgsmd die im Primer mit mehrdeutigen Nukleotiden’® versehen wurden. Der Primer R-478-fmo wird
durch die Komplementérbasen auf dem gegeniiberliegenden Strang von rechts nach links definiert.

Position”

Chl. vibrioforme DSM 260"

Chl. phaeovibrioides DSM 1678
Ptc. aestuarii DSM 271"

Atlantik SSM-3 K-303

Atlantik Sip-4 K-802

Ostsee Laboe-3 K-600

Ostsee Stak-2 K-455

Adria Cviic-2 K-1011

Adria Cviic-2 K-1027a

Ptc. aestuarii CHP 3401

Ptc. aestuarii 2K

Chl. limicola f. thios. DSM 249"
Chl. limicola f. thios. 1430

Chl. limicola f. thios. DSM 257
Chl. phaeobacteroides 1549

Chl. phaeobacteroides DSM 1677
Chl. limicola UdG 6041

Chl. tepidum ATCC 49652"

Chl. chlorovibrioides UdG 6026
Chl. limicola UdG 6044

Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263
Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346
Atlantik SSM-3 K-307

Atlantik SSM-3 K-354

Chl. phaeobacteroides DSM 1855
Chl. limicola DSM 248

Chl. limicola f. thios. 1630

Chl. phaeobactermdes UdG 6051
Chl. limicola DSM 2

Chl. limicola f. thios. 9330

Chl. limicola DSM 246

Chl. limicola DSM 247

Chl. phaeobacteroides DSM 266"

Pld. phaeoclathratiforme DSM 5477T

Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265"
Chl. phaeovibrioides DSM 270
Chl. phaeovibrioides DSM 269"
Chl. vibrioforme DSM 261

Chl. vibrioforme DSM 262

Pld. luteolum DSM 273"

F-478-fmo
R-478-fmo

436 478 494

I

CATGACATCATGATGAAGGTTCCGCTCGACAACAAGGACCT THUNAER VNG UNE[e(er:V:Nele
CATGACATCATGATGAAGGTTCCGCTCGACAACAAGGATCT THYMNErVVNCIGUNE(E(ErVNE[E
CATGACATCATGATGAAAGTGCCGCTTGACAACAACGACCTGLUNSEr UV UNE(E[ErVNE[E
CATGACATCATGATGAAAGTGCCGCTTGACAACAACGACCTGLuNSEr UV uNe(elerv:Nele
CATGACATCATGATGAAAGTTCCGCTTGACAACAACGACCTGLYNSEruV:NeruNe(eler:v:Nele
CATGACATCATGATGAAAGTGCCGCTTGACAACAACGACCTGLUNSEr UV UNE(E[ErVNE[E
CATGACATCATGATGAAAGTGCCGCTTGACAACAACGACCTGLUNSErUV-NCIGUNE(E(ErVNE[E
CATGATATCATGATGAAGGTTCCTCTGGAAAACAATGACCT ThUNSErNO:NOLUNE(E[erVNE[E C
CACGATATCATGATGAAGGTTCCTCTGGAAAACAACGATCT TRMAC NI :NehiiNeleler:V-ele C
CATGATATCATGATGAAAGTTCCTCTGGAAAACAATGATCT ThuNSEruv:NoleuNe(elerv:Nele T
CATGACATCCTCATGAAAGTTCCTCTTGACAACAACGACCTCGNEruV:No{OuNE(E(erVNE[EC
CACGACATCCTCATGAAAGTTCCACTCGACAACAACGACCTChuNserNerNo(euNE(E(er v NE[E C
CACGACATCCTCATGAAAGTTCCACTCGACAACAACGACCTChuNsErNer:No{euNE(E(erv NE[EC
CACGACATCCTCATGAAAGTTCCACTCGACAACAACGACCTCLYNsErNe:NeleuNe(elerv:NeleC
CACGACATCCTCATGAAAGTTCCACTCGACAACAACGACCTCLYNsErNe:NeleuNe(e(erv:NeleC
CACGACATCCTCATGAAAGTTCCACTCGACAACAACGACCT ChuNserNerNo(euNe(e(ervNE[Ee C
CACGACATCCTCATGAAAGTTCCACTCGACAACAACGACCTChuNsErNerNo{euNE(E(er v NE[E C
CACGACATCCTCATGAAAGTTCCGCTCGACAACAACGACCTCLYNSErNe:No[euNe(elerv.Nele C
CATGACATCCTCATGAAAGTTCCGCTCGAAAACAACGACCT TEUNONo:NehpNeleler\cCleC
CATGACATCCTCATGAAAGTCCCGCTCGACAACAACGACCT ThHYNSErNey:NoupiNe(e(er:v:Nele T
CATGACATCCTCATGAAAGTTCCGCTCGAAAACAACGACCT TheNSErNOy:NouRNE(E(erVNE[Ee T
CATGACATCCTCATGAAAGTTCCGCTCGAAAACAACGACCT TheNSErNOy:NOuRNE(E[erVNE[Ee T
CACGACATCCTCATGAAAGTTCCGCTCGACAACAACGACCTCCNseruv:NeleuNe(elerv:Nele T
CATGACATCCTCATGAAAGTTCCGCTCGACAACAACGACCTCLYNEruv:NeleuNe(elerv:Nele T
CATGACATCATCATGAAAGTCCCTICTCGACAATCCTGATGTALYNSEr N :NolouNe(e(erv:Nele
CATGACATCATCATGAAAGTCCCTCTCGACAATCCTGATGTALUNSEINOING(GUNE(E(ErVNE[E
CATGACATCATCATGAAAGTCCCTCTCGACAATCCTGATGTALUNSEINSNG(GUNE(E(ErVNE[E
CATGACATCATCATGAAAGTCCCTCTCGACAATCCTGATGTALYNSErN:NolouNe(elerv:Nele
CATGACATCATCATGAAAGTTCCTICTCGACAATCCTGATGTALUNSErN:NolouNe(elerv:Nele
CATGACATCATCATGAAAGTTCCTCTCGACAATCCTGATGTALUNSEINOING(GUNE(E[ErVNE[E
CATGACATCATCATGAAAGTTCCTCTCGACAATCCTGATGTALUNSEINSING(GUNE(E(ErVNE[E
CATGACATCATCATGAAAGTTCCTCTCGACAATCCTGATGTALUNSEINGNG(GUNE(E(ErVNE[E
CATGACATCATCATGAAAGTGCCTCTTGACAACAATGATGT ThHYNSErNor:NeruNe(elerv:Nele C
CATGACATTATCATGAAAGTTCCGCTTGACAATCCCGATGT ThYNSErNor:NoupNe(e(er:v:NeleC
CACGACATCATCATGAAAGTGCCTCTCGACAACCCCGATGT ChuMyerNerNo(euNE(e(er v NE[EC
CACGACATCATCATGAAAGTGCCTCTCGACAACCCCGATGT ChuMyerNerNo(euNE(e(er v NE[EC
CACGACATCATCATGAAAGTGCCTCTCGACAACCCCGATGT ChuMNerNr:No{uNE(€(erv NE[EC
CACGACATCATCATGAATGTGCCTCTCGACAACCCCGATGT ChLYMErNe:NoleuNe(e(erv:NeleC
CACGACATCATCATGAAGGTGCCGCTTGACAACAACGATGT CLuNSEruv:NeleuNe(elerv:Nele T
CACGACATCATCATGAAGGTGCCGCTTGACAACAACGATGT ChuNseryyNeo[eue(e(ervNe[e

5 r - G TGGGAAGG-3'
CCCTTCC-5"

8 PHYLOGENIE GRUNER SCHWEFELBAKTERIEN

Die genetische Verwandtschaft der griinen Schwefelbakterien wurde von mehreren unabhangigen
Seiten aus beleuchtet. Es wurden sowohl Untersuchungen auf der Basis des fir Prokaryonten am
h&ufigsten fir phylogenetische Betrachtungen herangezogenen 16S-rRNA-Gens durchgefihrt, als
auch mit dem bisher als einzigartig fir die Gruppe der griinen Schwefelbakterien geltenden fmoA-
Gen. Weiterhin wurde durch die vom fmoA abgeleitete Aminosauresequenz (FMO) eine dritte

Mdglichkeit geschaffen, Verwandtschaftsbeziehungen zu studieren.

Mit verschiedenen Rechenmodellen der Bioinformatik und deren statistischer Absicherung
(Bootstrapping), wurde zudem die Chance erdffnet, die Fehler gegeneinander abzugleichen, die jedes
theoretische Modell verursachen kann. Diese Algorithmen gingen jeweils von anderen Annahmen aus,

was die Evolution (Mutation) der Nukleotide bzw. Aminosauren in einer Sequenz betraf.

"' Die hier aufgefiihrten Sequenzen sind nicht nur die, die zur Verfiigung standen, als die Primer entwickelt wurden, sondern
auch die im Laufe der Zeit neu hinzugekommenen.

"2 Die mehrdeutigen Nukleotide folgen der allgemeinen IUPAC-Nomenklatur.

"% Die Position der Nukleotide bezieht sich auf das fmoA-Gen von Chlorobium tepidum ATCC 49652,
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Auch der GC-Gehalt des Genoms der Bakterien konnte in einigen Beispielen unterstiitzende Hinweise
auf Gruppenbildungen geben. SchlieBlich diente noch die Salzbediirftigkeit der Arten als einzige
physiologische Eigenschaft dazu, die Ergebnisse zu untermauern.

Bei den phylogenetischen Stammbaumen wurde in den meisten Féllen die radiale Darstellung ohne
Wurzel (unrooted) bevorzugt. Diese hat im Gegensatz zum Phenogramm (Stimmgabelform)’ den
Vorteil, dass die Gruppen besser abgegrenzt und die Distanzen leichter erkennbar sind. Allerdings
ergaben sich dabei manchmal Beschriftungsprobleme. Wenn zwei Sequenzen eine so geringe
Distanz aufwiesen, dass die graphische Auflésung die Abzweigung kaum oder nicht erkennen lieB,
wurden diese in einigen Fallen in eine einzige Zeile geschrieben und mit einer ,und“-Verknlpfung
versehen. In diesem Fall steht der Bootstrap-Wert, der immer prozentual angegeben ist, nicht an der
Abzweigung sondern am Wort ,und®. In anderen Fallen, wenn der Platz an der Abzweigung zu gering

ist, steht der Wert zwischen den Beschriftungen der Zweige.

Die MaBangabe in jeder Abbildung mit phylogenetischen Stammb&umen gibt immer den Distanzwert
0,01 an. Da die berechneten Werte allerdings einen dreidimensionalen Stammbaum beschreiben, der

schlieBlich zweidimensional dargestellt wird, kann dies nur als ungefdhre Angabe betrachtet werden.

8.1  DEFINITION DER GRUPPEN GRUNER SCHWEFELBAKTERIEN

Zur Berechnung des Verwandtschaftsgrades der griinen Schwefelbakterien wurden zu den 32 in der
Datenbank verfligbaren 16S-rDNA-Sequenzen noch 12 weitere aus den Reinkulturen gewonnen, die
fir diese Arbeit zur Verfligung standen (Tabelle 1, S. 13). Durch geeignete Auswahl des GSB-
spezifischen Primers F-99-GSB konnte 86 % des 16S-rRNA-Gens fir die nachfolgenden
Berechnungen amplifiziert werden (Kapitel 7.1, S. 48). Es wurde ganz bewusst auf die Verwendung
von zwei eubakteriell bindenden Primern verzichtet, was bei Reinkulturen ohne weiteres mdglich
gewesen ware. Dadurch hatte sogar fast das gesamte 16S-rRNA-Gen amplifiziert werden kénnen.
Erstens ist jedoch die Sicherheit stark erhdht, reine Chlorobiaceae-Amplifikate zu erhalten, wenn
mindestens ein flr diese Gruppe spezifischer Primer verwendet wird. Dadurch steigt die Qualitat der
Sequenzierung. Zweitens konnte durch die Verwendung dieses Primer-Systems Erfahrung gesammelt

werden, um es spater in der Umweltanalyse richtig einzusetzen.

8.1.1 Gruppeneinteilung nach Salzbedirftigkeit und 16S-rDNA-Phylogenie

Nach der Distanz-Matrix-Methode, basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor (1969) im
Programm DNADIST, Programmpaket Phylip, Tabelle 15, S. 45) wurden die evolutiven Distanzen
berechnet, welche die Nukleotidsequenzen nach diesem Modell untereinander hatten (Tabelle 33, S.
138), und ein dreidimensionaler phylogenetischer Stammbaum errechnet, der schlieBlich aber zwei-
dimensional dargestellt wird (Abbildung 11). Die statistische Absicherung erfolgte durch vielfache

Wiederholung der Rechenschritte.

" Das Phenogramm wurde fiir die Darstellung der Mikroheterogenitatsgruppen verwendet (z.B. Abbildung 24, S. 88).
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Das Modell von Jukes & Cantor geht davon aus, dass es fiir jeden Basenaustausch in der Evolution
eine gleiche Wahrscheinlichkeit gibt, mit der dieser auftritt. Die anderen Algorithmen in DNADIST, die
hier nicht angewandt wurden, unterscheiden in verschiedenen Gewichtungen nach Mutationstypen
(Transition und Transversion). Bei ersterer werden Purine (G oder A) durch Purine und Pyrimidine (C

oder T) durch Pyrimidine ersetzt, bei letzterer Purine durch Pyrimidine oder vice versa.

Chloroherpeton thalassium

®

0,01

Rhodothermus marinus DSM 4252
(AuBengruppe aus der CFB-Gruppe)

Abbildung 11: 16S-rDNA-Phylogenie auf Reinkulturbasis: Uberblick

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von 16S rDNA. Die Topologie basiert auf Sequenz-
langen von ca. 1240 nt, die mit dem Primer-Paar F-99-GSB/R-1369 erhalten (eigene Daten) oder darauf
zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-Methode
durchgefiihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor 1969). Rote Linien verbinden salzbedirftige
Arten. Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz.
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Finf Hauptgruppen der grinen Schwefelbakterien mit unterschiedlichem Grad an Sequenzvariabilitat

konnten aus den limnischen, salzbedirftigen, marinen und hypersalinen Arten gebildet werden.

Waéhrend die Gruppen 1-4 relativ dicht beieinander liegen (Similaritdt Si = 88,7-100,0 %)75, ist
Chloroherpeton thalassium (Gruppe 5) deutlich entfernt vom Rest der griinen Schwefelbakterien (Si =
85,8-89,2 %). Die Abbildung 11 zeigt auch deutlich die Entfernung der Gruppen 1-5 zu einem der
nachsten Verwandten in der Datenbank, Rhodothermus marinus DSM 4252 (Similaritat 76,7-79,4 %).

Innerhalb der Gruppen 1-4 haben die Sequenzen der Gruppe 1 die gréBte Distanz zu den anderen.
Diese wird sowohl durch rein marine Bakterien représentiert, wie z.B. dem Typenstamm
Prosthecochloris aestuarii DSM 271" (Abbildung 12) als auch durch hypersaline nicht marine Arten
(Prosthecochloris aestuarii CHP 3401 und CHP 3402 sowie Pelodictyon phaeum CIB 2401, Vila et al.
2002). Ein weiterer Vertreter ist der in der Photosyntheseforschung gut bekannte und als Co-Kultur
leicht zu ziichtende Stamm Prosthecochloris aestuarii 2K. Ein weiterer Hinweis auf die starke
Abgrenzung dieser Gruppe sind die sehr hohen Bootstrap-Werte (91-100), die darauf hindeuten, dass
kaum Varianz in der Topologie vorhanden ist. In keinem der Stammbéaume, die diesem Konsensus-

Stammbaum zugrunde liegen, waren Sequenzen der Gruppe 1 auBerhalb zu finden.

Gruppe 4 enthélt sowohl salzbedirftige Arten als auch limnische. Das gilt auch fir die GroBgruppe
2/3, die aufgrund der engen Verwandtschaft von 2 und 3 gebildet werden kann. In beiden Fallen
werden diese physiologischen Unterschiede klar durch die Stammbaum-Topologie unterstrichen. So
sind einige Stamme der Gruppe 4 an niedrige Salzkonzentrationen angepasst und stehen im
phylogenetischen Stammbaum recht distanziert zu den SiBwasser-Arten. Diese Untergruppe enthalt
neben Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 auch zwei Isolate von Lascelles, Chlorobium
vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM 263"° und NCIB 8346 (Figueras et al. 1997). Nicht in dieses Bild
passen lediglich der Stamm Chlorobium limicola M1, Uber dessen Kultivierungsbedirfnisse und
Herkunft wenig bekannt war, und Chlorobium limicola UdG 6044, der von Figueras et al. (1997) als
limnische Art ohne Salzbedirfnis angegeben wurde. Die lbrigen Stamme der Gruppe 4 sind reine
SiiBwasser-Arten, welche sich nicht so eng zusammen gruppieren wie andere. Dazu z&hlen Typen-
stamme wie Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249", Chlorobium tepidum ATCC 49652,
dessen Genom mittlerweile vollstandig sequenziert ist, aber auch Clathrochloris sulfurica’” (Stamm 1),
Chlorobium phaeobacteroides 1549 und DSM 1677 und mehrere Stimme mit der Bezeichnung UdG
(Figueras et al. 1997).

Die Bootstrap-Werte B sind an den Hauptverzweigungen sehr hoch (B = 69-100), was andeutet, dass
die Topologie insgesamt stabil ist. Lediglich innerhalb der Untergruppe um Chlorobium tepidum ATCC
49652 treten niedrigere Werte auf (B = 32-54), die nur im Zusammenhang mit den UdG-Stammen
stehen, was auf deren héheren Anteil an unbestimmten Basen zuriickzuflihren sein kdnnte. Fehlen
die meisten UdG-Stadmme der Gruppe 4, treten ausnahmslos hohe Bootstrap-Werte auf, wie im 16S-
rDNA-Stammbaum in Abbildung 17 (S. 74) zu erkennen ist. Die Untergruppe fir sich betrachtet ist

allerdings trotzdem stabil, das heiBt, die UdG-Stdmme sind in den einzelnen Stammbaumen, die dem

® Werte aus der korrespondierenden Distanz-/Similaritats-Matrix (Tabelle 33, S. 138).
® DSM 263 ist auch unter der Stammbezeichnung NCIB 8327 bekannt.
7 Bei diesem Stamm wurde vermutet, dass er limnischer Herkunft sei.
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Konsensus-Stammbaum zugrunde liegen, ebenfalls benachbart. Es andert sich nur deren interne
Topologie. Diese Stabilitdt an den unteren Verzweigungen wird durch die beiden Maximalwerte
(jeweils B = 100) reprasentiert, die in dieser Untergruppe zu finden sind: Abspaltung von Chlorobium
tepidum ATCC 49652 sowie die Basisverzweigung der restlichen Sequenzen (UdG-Stamme,
Chlorobium phaeobacteroides 1549 und DSM 1677).
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Abbildung 12: 16S-rDNA-Phylogenie auf Reinkulturbasis: Detaildarstellung der Gruppen 1-4

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von 16S rDNA. Die Topologie basiert auf
Sequenzlangen von ca. 1240 nt, die mit dem Primer-Paar F-99-GSB/R-1369 erhalten (eigene Daten) oder darauf
zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-Methode
durchgefiihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor 1969). Rote Linien verbinden salzbedirftige
Arten. Gestrichelte Linien symbolisieren Arten, deren Salzbedurftigkeit nicht bekannt war. Bootstrap-Werte sind
prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz.

Eine weitere leichte Instabilitdt ist an der Basisverzweigung der limnischen Stdmme Chlorobium
phaeobacteroides DSM 266", Chlorobium ferrooxidans DSM 130317, Pelodictyon clathratiforme PG
und Pelodictyon phaeoclathratiforme DSM 5477" (innere Bootstrap-Werte 77-100, aber an der Basis
nur 43) zu erkennen. Diese Untergruppe ist zwar in etwa der Halfte der Stammb&aume, die den
Konsensus-Stammbaum bilden, in Gruppe 3, aber in den restlichen Fallen ist eine Tendenz zur Basis

der GroBgruppe 2/3 bzw. ganz zur salzbedurftigen Gruppe 2 zu erkennen.
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Die Similaritat innerhalb der Salz-Untergruppe um Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 ist sehr
hoch (Simi, = 97,8 %), wahrend die Sequenzen der limnischen Bakterien der Gruppe 4 weiter verstreut
sind (Si = 93,0-100,0 %)"® und keine gemeinsame Wurzel haben.

Die Gruppen 2 und 3 liegen zwar dicht beieinander, dennoch grenzen sie sich klar voneinander ab.
Am deutlichsten wird dies dadurch, dass in letzterer ausnahmslos limnische, stadbchenférmige und in
ersterer vibrioide” Vertreter der griinen Schwefelbakterien zu finden sind, die an niedrige Salz-

konzentrationen angepasst sind (Tabelle 1, S. 13 und Abbildung 12, rote Linien).

In Gruppe 3 befinden sich insgesamt vier Typenstamme, welche die ganze Vielfalt gut représentieren:
Chlorobium limicola DSM 245", Chlorobium phaeobacteroides DSM 266', Chlorobium ferrooxidans
DSM 13031" und Pelodictyon phaeoclathratiforme DSM 5477". Um Chlorobium limicola DSM 245"
gruppieren sich die meisten Arten. Hinzu kommen noch drei UdG-Stdmme, die in deren Né&he sind.

Insgesamt sorgen auch hier ausreichend hohe Bootstrap-Werte fir eine gentigende Sicherheit bei der
Gruppeneinteilung. Der niedrigste Wert ist By, = 43 und stellt eine Ausnahme dar. Er sitzt an der
Verzweigung, welche die Stamme um Chlorobium limicola DSM 245" von den restlichen der Gruppe 3
trennt und symbolisiert gleichzeitig die enge Verknipfung der Gruppe 3 mit 2. Diese Untergruppe um
Chlorobium ferrooxidans DSM 13031" sitzt sehr weit unten an der Basis der Gruppe 3. Bei
Betrachtung der einzelnen Stammbaume, die den Konsensus-Stammbaum bilden, kann festgestellt
werden, dass sie sich mehrmals an der Wurzel beider Gruppen befindet als auch an der von Gruppe
2. Diese Untergruppe bildet sozusagen das Bindeglied, kann aber trotzdem bedenkenlos zu Gruppe 3
gezahlt werden, deren Similaritatswerte gréBer als 93,0 % sind.

Im Vergleich dazu ist 91,5 % der niedrigste Wert innerhalb der GroBgruppe 2/3, wahrend 94,1 %
innerhalb der Gruppe 2 das Minimum darstellt. In dieser Gruppe tauchen die salzbedirftigen Typen-
stamme Chlorobium phaeovibrioides DSM 269", Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM
265" und Pelodictyon luteolum DSM 273" auf. Auch hier stehen hohe Bootstrap-Werte fiir Stabilitat in
der topologischen Darstellung (B = 62-100). Wenn berUcksichtigt wird, dass die verhéltnismaBig groBe
Zahl an unbestimmten Basen in der Sequenz von Chlorobium phaeovibrioides UdG 6035 fiir die
auBergewdhnliche Lange des Astes verantwortlich ist (Kapitel 8.1.3, S. 59), kénnen zwei Unter-
gruppen gebildet werden, eine um Chlorobium phaeovibrioides DSM 269" und eine zweite um
Pelodictyon luteolum DSM 273",

8.1.2 Unterstitzung der 16S-rDNA-Gruppierungen anhand des GC-Gehaltes

Der GC-Gehalt der Gesamt-DNA der griinen Schwefelbakterien ist nicht von allen Arten bekannt.
Deshalb wurde ein phylogenetischer Stammbaum mit einer Auswahl an 16S-rDNA-Sequenzen
erstellt, und zwar mit den Bakterienstdmmen, deren GC-Gehalt, also der Gehalt an Guanin und
Cytosin bekannt war (Tabelle 1, S. 13 und Abbildung 13).

8 Werte aus der korrespondierenden Distanz-/Similaritats-Matrix (Tabelle 33, S. 138).
" = gebogen, kommafdrmig

-57-



Ergebnisse

Fir sich alleine betrachtet ist dieser Durchschnittswert kein genaues verlassliches Kriterium,
Verwandtschaftsbeziehungen zu studieren, weil auch wenig verwandte Arten unter Umstanden einen
ahnlichen GC-Gehalt aufweisen kénnen. Das heiBt, der Anteil an Guanin und Cytosin im Genom kann
durchaus ahnlich sein, auch wenn damit ganz andere Gene codiert werden. Auf der anderen Seite ist

es wahrscheinlich, dass sehr nahe verwandte Stdmme auch einen vergleichbaren GC-Gehalt haben,
da sie in den meisten Genen lUbereinstimmen.

Differieren also zwei Stamme in diesem Wert, so sind sie wahrscheinlich deutlich verschieden; ist er
gleich, so ist dies bei der Betrachtung einer (Unter-)Gruppe zumindest kein Negativkriterium.
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Abbildung 13: 16S-rDNA-Stammbaum in Kombination mit GC-Werten griiner Schwefelbakterien

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von 16S rDNA. Die Topologie basiert auf Sequenz-

langen von ca. 1240 nt, die mit dem Primer-Paar F-99-GSB/R-1369 erhalten (eigene Daten) oder darauf
zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-Methode

durchgefiihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor 1969). Rote Linien verbinden salzbedirftige
Arten. Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz.
Selbstverstandlich kommt es darauf an, wie die Aufteilung in GC-Gehalt-Bereiche vollzogen wird, also
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allgemeingiltigen Gesetz. Fir diese Arbeit wurden folgende Bereiche erstellt: 45-48 mol%, 48-49
mol%, 51-52 mol%, 52-53 mol%, 53-56 mol% und 56-58 mol%.

Die Gruppen, beschrieben im Kapitel 8.1.1 anhand des 16S-rRNA-Gens und einer physiologischen
Eigenschaft (Salzbedurftigkeit), werden auch bei Betrachtung des GC-Gehalts bestétigt.

So hat Gruppe 1 einen GC-Gehalt (53-56 mol%), den sonst keine Gruppe aufweist. Im Gegensatz
dazu findet sich in der ganzen Gruppe 4 und in einer Untergruppe von 2 (Pelodictyon luteolum DSM
273" und Chlorobium vibrioforme DSM 262) ein Wert im Bereich von 56-58 mol%. Deutlich trennt sich
weiterhin die Untergruppe um Chlorobium limicola DSM 245" (51-52 mol%) von den restlichen beiden
Stdmmen der Gruppe 3 ab (Chlorobium phaeobacteroides DSM 266’ und Pelodictyon
phaeoclathratiforme DSM 54777, 48-49 mol%). Genauso ist es bei den beiden Untergruppen in
Gruppe 2 (52-53 vs. 56-58 mol%). Und schlieBlich hat Chloroherpeton thalassium als einziger
Vertreter der Gruppe 5 einen voéllig anderen GC-Gehalt (45-48 mol%)80 als alle anderen griinen

Schwefelbakterien.

8.1.3 Einfluss von unbestimmten Basen auf die phylogenetische Distanz

Unbestimmte Basen sitzen in DNA-Sequenzen an Positionen, an denen bei der Sequenzierung keine
eindeutige Aussage Uber die Nukleotid-Art (Adenin, Thymin, Guanin oder Cytosin) gemacht werden
kann. Deshalb gibt es nach internationaler Ubereinkunft (IUPAC-Nomenklatur®') neben den
Abklrzungen fir die eindeutigen Nukleotide (A, T, G oder C) auch mehrdeutige Bezeichnungen
(unbestimmte Basen). Bei zwei in Frage kommenden Mdglichkeiten sind das je nach Kombination R,
Y, K, M, S oder W; bei drei wird B, D, H oder V verwendet. Wenn nur bekannt ist, dass ein Nukleotid

an eine Position gehdrt, aber nicht welches, dann steht dort der Buchstabe N.

Wenn bei einer phylogenetischen Berechnung in einer Sequenz nun solche unbestimmten Basen
vorkommen, werden sie je nach Algorithmus (Parsimony, Distanz-Matrix oder Maximum-Likelihood)
anders gewichtet. Ohne Einfluss bleiben sie in keinem Fall, denn diese Algorithmen vergleichen in
einem Alignment die Nukleotide in den Spalten nach verschiedenen Mustern miteinander.

Bei der Parsimony-Methode werden alle Spalten eines Alignments aus der Berechnung heraus-
genommen, die entweder unbestimmte Basen oder gar kein Nukleotid enthalten, wahrend bei den
beiden Distanz-Methoden jeder Buchstabe einen Wert darstellt. Fehlende Nukleotide werden
allerdings nicht gewertet. Somit wird bei letzteren Algorithmen beispielsweise ein N als Unterschied zu

einem A gewertet, genauso wie ein C, G oder T.

Bei den in dieser Arbeit erstellten Sequenzen kommen so gut wie keine unbestimmten Basen vor. In
der Datenbank allerdings sind einige der UdG-Stdmme von mehreren unbestimmten Basen
gekennzeichnet. Diese sind bei den Distanz-Methoden daflr verantwortlich, dass die Zweige Uber-
proportional lang werden. Es wird also eine gréBere Distanz angezeigt, als tatséchlich vorhanden ist.

& Dieser Wert beruht auf der Messung von drei verschiedenen Stammen (GB 78, GB 80 und GB 81) der Art Chloroherpeton
thalassium (Gibson et al. 1984). Die 16S-rDNA-Sequenz hingegen, die in der Datenbank vorhanden war und von denselben
Autoren erstellt wurde, hatte keine Stammbezeichnung.

8" JUPAC = International Union of Pure and Applied Chemistry (URL 15, S. 154)
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Da diese Stellen unregelmaBig verteilt waren, flhrte dieser Fehler allerdings nicht zu einer
veranderten Topologie.

Das wirde erst passieren, wenn in vielen Sequenzen in den gleichen Spalten mehrere identische
unbestimmte Basen auftauchen wirden. Dann wirde ndmlich nicht nur die unbestimmte Base als
Unterschied gewertet (= gréBere Distanz zu den anderen), sondern diese auch noch als Uber-
einstimmung mit den anderen (identischen) unbestimmten Basen, wobei sich diese sonst evil.

fremden Sequenzen dann topologisch anndhern wiirden.

Fir eine Bespielberechnung wurde eine bestimmte Anzahl 16S-rDNA-Sequenzen der griinen
Schwefelbakterien ausgewahlt und damit ein phylogenetischer Stammbaum nach der Distanz-Matrix-
Methode erstellt (Abbildung 14, oben). Danach wurden in dem zugrunde liegenden Alignment alle die
Spalten manuell herausgestrichen, die mindestens eine unbestimmte Base enthielten. Dabei wies bei
einer urspriinglichen Gesamtlange des Alignments® von 1242 nt Chlorobium phaeobacteroides UdG
6051 (Gruppe 3) 64 unbestimmte Basen auf, Chlorobium limicola UdG 6041 (Gruppe 4) hatte 48,
wahrend Chlorobium limicola UdG 6044 (Gruppe 4) nur 23 besaB. Insgesamt wurden aber 275
Spalten gestrichen, weil sich die unbestimmten Basen aller Sequenzen selten in der gleichen Spalte
befanden. Das resultierende Alignment war demnach nur noch 966 nt lang. Der daraus errechnete
Stammbaum ist in Abbildung 14 unten dargestellt.

Bei einem Vergleich der beiden Stammbaume in Abbildung 14 wird sofort deutlich, dass die langen
Zweige von Chlorobium phaeobacteroides UdG 6051, Chlorobium limicola UdG 6041 und UdG 6044
sich bis auf etwa die Halfte verklrzen, wenn die Distanz-Berechnung ohne die unbestimmten Basen
durchgefiihrt wird, sich die Topologie aber keineswegs andert. Gerade bei der Untergruppe um
Chlorobium limicola UdG 6044 wird deutlich, dass die Stdmme alle ein bisschen naher zusammen-
riicken. Die Similaritat®®, die dieser Stamm zu den am nachsten verwandten Sequenzen hat, reicht
von 97,8-98,2 % (oberer Stammbaum). Nach Streichung der unbestimmten Basen sind die Werte
hdher (98,6-98,8 %). Das gqilt genauso fiir Chlorobium phaeobacteroides UdG 6051 und dessen
Untergruppe um Chlorobium limicola DSM 245" (vorher Si = 96,6-96,7 und nachher 98,2-98,3 %)
sowie flr Chlorobium limicola UdG 6041 und dessen nachste Verwandte um Chlorobium tepidum
ATCC 49652" (vorher Si = 96,6-98,0 und nachher 97,7-99,3 %).

® Ein Alignment hat immer eine definierte Lange, wahrend die Angaben (iber die enthaltenen Sequenzlangen differieren
koénnen, weil gerade bei der 16S rDNA Insertionen von Nukleotiden zu Licken bei den anderen Sequenzen fiihren (und vice
versa bei Deletionen). Siehe Tabelle 14, S. 44.

% Die zu der Abbildung 14 (S. 61) korrespondierende Distanz-/Similaritats-Matrix befindet sich im Anhang in Tabelle 39, S. 144
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Abbildung 14: 16S-rDNA: Vergleich des Einflusses unbestimmter Basen auf die phylogenetische Distanz

Radiale phylogenetische Stammb&ume auf der Grundlage von 16S rDNA. Die Topologie basiert in der oberen
Abb. auf Sequenzlangen von ca. 1240 nt®?, die mit dem Primer-Paar F-99-GSB/R-1369 erhalten (eigene Daten)
oder darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Untere Abb.: Ohne unbestimmte Basen
(Alignment ca. 965 nt lang). Die Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-Methode durchgefuhrt (basierend

kennzeichnen die phylogenetische Distanz.

auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor 1969). Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangaben
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8.14 Gruppensignaturen der 16S rDNA

Als Grundlage der phylogenetischen Berechnungen dient das Alignment (Kapitel 5.3, S. 43). Auf
dessen Grundlage versuchen verschiedene Programme mit diversen Algorithmen Verwandtschafts-
beziehungen herzustellen, meist mit Modellvorstellungen Uber die Evolution bzw. Mutation der

Sequenzen in der Vergangenheit.

Wird das Alignment manuell durchsucht, kénnen unabhangig von Modellen einige Nukleotidpositionen
(Spalten) erkannt werden, die typisch fir bestimmte Gruppen sind. Solche Signaturen sind in Tabelle
30 (S. 135) detailliert aufgefuhrt, wobei nur die Spalten des Alignments dargestellt sind, in denen
signifikante Bereiche auftraten. Einen Uberblick bietet Tabelle 20.

Solche Signaturen kénnen entweder aus lauter gleichen Nukleotiden einer Gruppe bestehen, die bei
den anderen Sequenzen nicht auftauchen (rot dargestellt) oder auch aus unterschiedlichen
Nukleotiden, die aber ebenfalls nirgendwo sonst in der Spalte zu finden sind (blau dargestellt).

Die 14 Vertreter® der Gruppe 1 zeichnen sich durch die weitaus meisten Gruppensignaturen aus. An
24 Positionen ist eine deutliche Abgrenzung zu den anderen Sequenzen zu erkennen. Lediglich zwei
Signaturen bestehen aus verschiedenen Nukleotid-Arten, die anderen besitzen identische Basen.
Zusatzlich hat die Umweltsequenz Atlantik SSM-3 K-153 (Gruppe 4) 13 signifikante Positionen mit

Gruppe 1 gemeinsam (Positionen 115-215) und zeigt dadurch ihre weitlaufige Verwandtschaft auf.

Tabelle 20: Uberblick liber die Gruppensignaturen der 16S-rDNA-Sequenzen

Die dieser schematischen Darstellung zugrunde liegende Tabelle mit Detailinformationen befindet sich im Anhang
(Tabelle 30, S. 135). Umkreiste Zahlen kennzeichnen die Gruppen griiner Schwefelbakterien. Gruppe 4 ist noch
aufgespaltet in die limnischen (obere Halfte) und die salzbedt’]rfti%en Vertreter (untere Halfte). Jede farbige Spalte
steht fir eine gruppenspezifische Nukleotidposition im Alignment® (rot: identische nt; blau: verschiedene nt).

I I

Fir die Gesamtheit der 21 Sequenzen, die zu Gruppe 4 gerechnet werden kdnnen, gibt es in dem

@
®
@

durchsuchten 16S-rDNA-Alignment keine Gruppensignaturen, genauso wenig wie fir die 11
limnischen Stdmme. Die salzbediirftigen Vertreter der Gruppe 4 hingegen (10 Sequenzen) haben drei

typische Positionen (zwei davon werden von nicht-identischen Nukleotiden gebildet). In Gruppe 3 (12

8 Es wurden insgesamt sowohl Sequenzen aus Reinkulturen als auch aus Umweltproben in die Betrachtung einbezogen.

% Das durchsuchte Alignment basierte auf Sequenzlangen von ca. 1240 nt, die mit dem Primer-Paar F-99-GSB/R-1369 erhalten
(eigene Daten aus Reinkulturen) oder darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI bzw. eigene
Umweltsequenzen, die mit dem Primer-Paar F-99-GSB/R-1388 erhalten wurden).
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Sequenzen) wurden drei und in Gruppe 2 (7 Sequenzen) schlieBlich auch noch zwei Gruppen-
signaturen festgestellt.

Manche Signaturen kommen in besonders charakteristischen Bereichen gehauft vor. Diese eignen
sich unter anderem auch zur spezifischen Amplifikation von einzelnen Gruppen griiner Schwefel-
bakterien (Tabelle 21).

Tabelle 21: Zusammenhéngende Signaturbereiche auf der 16S rDNA

Farbig hinterlegt sind die oder Signaturen. Positionsangaben beziehen sich auf
Chlorobium tepidum ATCC 49652 . Die Bezeichnung der mehrdeutigen Nukleotide folgt der allgemeinen IUPAC-
Nomenklatur. Siehe auch Tabelle 30, S. 135.

Positionen Gruppe
UTGCCTI®AGGACH] 115-128 1
BACIENATEGCCTEINAGATR 197-215 1
ECTAECAGGTH 1099-1109 1
ATTGAAARNI 984-993 3

Chlorobium ferrooxidans DSM 13031" und Chlorobium phaeobacteroides DSM 266' bilden eine
Ausnahme und reihen sich nicht in den Signaturbereich von Gruppe 3 ein. Die Ergebnisse fir die
Signaturbereiche 115-128 und 197-215 sind &hnlich aber nicht ganz identisch zu denen, die in der
Arbeit von Vila et al. (2002) vorgestellt wurden und liegen in der Doméne V2 (Gutell et al. 1985).

8.2 PHYLOGENIE DES fmoA-GENS

Die weitaus meisten fir die nachfolgenden Berechnungen herangezogenen Sequenzen des fmoA-
Gens (insbesondere der Typenstamme) wurden in dieser Arbeit erstellt (25 Stick). In der Datenbank
EMBL-EBI waren zu Beginn nur zwei fremde Datenséatze vorhanden (Tabelle 1, S. 13). Dadurch, dass
ein groBer Teil des fmoA-Gens (80 %) mit Hilfe des in dieser Arbeit entwickelten spezifischen Primer-
Paars F-Start-fmo/R-889-fmo ampilifiziert werden konnte (Kapitel 7.2, S. 49), wurde eine valide Grund-
lage geschaffen, die Topologie der griinen Schwefelbakterien zusatzlich zu der 16S-rDNA-Verwandt-

schaft auch auf der Basis eines funktionellen Gens zu untersuchen.

8.2.1 Stammbaumdarstellung der fmoA-Sequenzen

Die phylogenetischen Distanzen aller fmoA-Sequenzen aus Reinkulturen wurden wie schon bei der
16S rDNA mit der Distanz-Matrix-Methode berechnet (basierend auf dem Algorithmus von Jukes &
Cantor 1969). Die einzelnen Werte sind in Tabelle 35 (S. 140) zusammengestellt. SchlieBlich wurde
ein durch Bootstrapping statistisch abgesicherter Konsensus-Stammbaum erstellt, der in Abbildung 15
dargestellt ist und alle fmoA-Sequenzen enthalt, die verfigbar waren und eine ausreichende Qualitat

-63 -



Ergebnisse

aufwiesen. Insgesamt ist die Topologie sehr ahnlich der des 16S-rDNA-Stammbaumes (Abbildung 12,

S. 56) und genauso stabil, was die Bootstrap-Werte betrifft. Alle Gruppen sind klar voneinander
abgegrenzt.
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Abbildung 15: fmoA-Phylogenie auf Reinkulturbasis

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von fmoA-Sequenzen. Die Topologie basiert auf
Sequenzlangen von ca. 875 nt, die mit dem Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten (eigene Daten) oder
darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-
Methode durchgefiihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor 1969). Rote Linien verbinden salz-
bedurftige Arten. Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz.

Die Sequenzen der Gruppe 1 stammen alle von marinen/hypersalinen Bakterien. Unter ihnen findet
sich der Typenstamm Prosthecochloris aestuarii DSM 271" und der Stamm 2K. Gruppe 4 spaltet sich
deutlich in zwei distinkte Untergruppen auf; die mit limnischen Vertretern um Chlorobium tepidum
ATCC 49652" und die mit einem leichten Salzbediirfnis (Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 u. a.),
wobei Chlorobium limicola UdG 6044 aus dem Rahmen féllt. Auch in Gruppe 2 fallen zwei getrennte
Untergruppen auf, wobei in dieser allerdings nur Stdmme vorkommen, die ein leichtes Salzbedirfnis
haben (rote Linien). Die eine Untergruppe besteht aus Chlorobium vibrioforme DSM 262 und
Pelodictyon luteolum DSM 273" und die andere umfasst die Stamme um Chlorobium vibrioforme f.
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thiosulfatophilum DSM 265 . In Gruppe 3 kénnen drei Untergruppen ausgemacht werden: Pelodictyon
phaeoclathratiforme DSM 5477 und Chlorobium phaeobacteroides DSM 266" jeweils als einzige

Vertreter und schlieBlich die groBe Anzahl an Stdmmen um Chlorobium limicola DSM 245"

Das fmoA-Gen enthalt insgesamt deutlich weniger konservierte Bereiche, als es bei der 16S rDNA der
Fall ist. Durch diese gréBere Varianz in der Sequenz sind die Distanzwerte viel héher und die
Similaritdt damit niedriger. So liegt der niedrigste Wert bei 71,0 % zwischen Chlorobium
phaeovibrioides f. thiosulfatophilum DSM 269" (Gruppe 2) und Chlorobium vibrioforme DSM 260"
(Gruppe 1) (Tabelle 35, S. 140). Die von der 16S rDNA bekannten ungefahren Grenzwerte fir Arten
(Simin = 97 %) und Gattungen (Simin = 95 %) kdnnen hier nicht angewandt werden.

In Gruppe 1 reichen die Similaritatswerte von 81,8-94,4 %. In Gruppe 4 sind die Sequenzen am
nachsten beieinander (Siy, = 88,0 %) wahrend es in Gruppe 3 Stdmme gibt, die sehr weit
auseinander liegen (Sinmi, = 81,9 %). Bei Gruppe 2 ist der niedrigste Wert Sin = 84,3 %.

Die Bootstrap-Werte sind generell sehr hoch und bis auf eine Ausnahme an den Hauptverzweigungen
gréBer als 77. Diese Ausnahme ist Pelodictyon phaeoclathratiforme DSM 54777, der an der Basis der
Gruppe 3 mit einem Wert von B = 65 abzweigt. Das ist zwar immer noch verlésslich, dennoch zeigt
sich in den einzelnen Stammbé&umen, die den Konsensus-Stammbaum bilden, die Tendenz dieses
Stammes zu Gruppe 2, in der er sich in einigen Féllen anordnet. Das ist auch nicht verwunderlich, da
er sehr weit an der Wurzel der Gruppe 3 sitzt und nur eine kurze Distanz zur Basis dieser Gruppe hat.
Chlorobium phaeobacteroides DSM 266" hingegen ist nur in wenigen Ausnahmen in der Gruppe 2 zu

finden.

Ansonsten treten weniger hohe Bootstrap-Werte (B = 34-71) nur an den feinen Verastelungen
zwischen sehr ahnlichen Sequenzen auf. Damit ist die Haupttopologie bis in die Untergruppen stabil
und klar definiert. Lediglich an den Endverzweigungen treten leichte Variationsmoglichkeiten auf.
Diese werden dann deutlich, wenn die Berechnung mit jeweils unterschiedlichen Kombinationen an
Sequenzen wiederholt wird®®. Dabei verdndern die feinen Verastelungen mit etwas niedrigeren
Bootstrap-Werten o6fter einmal ihre Positionen zueinander, wahrend die Hauptaste oder gar die
Gruppen in allen Varianten, die in dieser Arbeit durchgefihrt wurden, absolut stabil blieben.

8.2.2 Gruppensignaturen des fmoA-Gens

Uber die allgemeine Definition von Gruppensignaturen wurde schon im Kapitel 8.1.4 (S. 62) berichtet.
Wird das fmoA-Alignment, wie dort beschrieben, Spalte fir Spalte nach gruppentypischen Nukleotiden
durchsucht, fallen einige Positionen auf.

% Nicht zu verwechseln mit dem Bootstrapping. Dabei bleibt bei den verschiedenen Wiederholungen die Zusammensetzung der
Sequenzen gleich. Es &ndert sich von Berechnung zu Berechnung lediglich die Anordnung der Spalten des zugrunde liegenden
Alignments.
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Tabelle 22: Uberblick iiber die Gruppensignaturen der fmoA-Sequenzen

Die dieser schematischen Darstellung zugrunde liegende Tabelle mit Detailinformationen befindet sich im Anhang
(Tabelle 31, S. 136). Umkreiste Zahlen kennzeichnen die Gruppen griiner Schwefelbakterien. Gruppe 4 ist noch
aufgespaltet in die limnischen (obere Halfte) und die salzbedurfn%en Vertreter (untere Hélfte). Jede farbige Spalte
steht fir eine gruppenspezifische Nukleotidposition im Alignment®” (rot: identische nt; blau: verschiedene nt).

o I ILLHEH IT. 11
® i+t

L
o JLHMRTIARY T A M
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Die durch 11 Sequenzen88 vertretene marine/hypersaline Gruppe 1 (Prosthecochloris aestuarii DSM

@@@@ SRN®

271" u. a.) unterscheidet sich mit 55 Signaturen deutlich von den anderen und grenzt sich damit am
starksten ab. Davon bestehen sechs aus unterschiedlichen Nukleotiden (blau dargestellt in Tabelle
22), der Rest weist identische auf (rot). Gruppe 4 als Gesamtheit (13 Sequenzen) grenzt sich in 22
Spalten von den anderen Gruppen ab, wobei sich dessen sieben limnische Stdmme um Chlorobium
tepidum ATCC 496527 (obere Halfte) noch an funf Positionen zusatzlich differenzieren; die salz-
beddrftigen Vertreter um Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 immerhin noch an einer einzigen.

Die limnische Gruppe 3 ist mit zehn Sequenzen vertreten und an sechs Positionen signifikant (zwei
davon mit nicht-identischen Nukleotiden), wahrend sich die sechs Vertreter der salzbedirftigen
Gruppe 2 sogar in 15 Spalten von den anderen unterscheiden. Zusatzlich bildet die GroBgruppe 2/3

auch eine Einheit, was an zehn Positionen deutlich wird.

Signaturen treten manchmal gehauft auf und sind dadurch besonders charakteristisch (Tabelle 23).
Manche Bereiche kénnen deshalb als Grundlage fir neue Primer dienen, die fir einzelne Gruppen der

grinen Schwefelbakterien spezifisch sind.

% Das durchsuchte Alignment basierte auf Sequenzidngen von ca. 875 nt, die mit dem Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo
erhalten (eigene Daten) oder darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI).
# Es wurden insgesamt sowohl Sequenzen aus Reinkulturen als auch aus Umweltproben in die Betrachtung einbezogen.
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Tabelle 23: Zusammenhédngende Signaturbereiche des fmoA

Farbig hinterlegt sind die oder [N E Signaturen. Positionsangaben beziehen sich auf
Chlorobium tepidum ATCC 49652 . Die Bezeichnung der mehrdeutigen Nukleotide folgt der allgemeinen IUPAC-
Nomenklatur. Gruppe 4a kennzeichnet die salzbedUrftige Untergruppe von 4. Siehe auch Tabelle 31, S. 136.

Positionen Gruppe
LATTCTCGAGGG] 54-66 1
RCNENXEAAAGGB[R 178-190 1
AcelcHVY 202-209 1
ICCAGCAGTCGATYiII®HEGHEE 496-518 1
525a-c 1
EuNGAN 628-633 1
INYATTCTCWCATGE 670-683 1
RAYETICCNGGYGTWTCHE 814-833 1
AGGGCRAAAGTAAAYGT® 97-114 2
[EAARCCBCTE 165-174 2
BATEGTYGACTCCATCECH 693-711 2
CAG 511-513 2/3
LICGCATCTCCGCCGTA[ 195-211 4a
757 und 758 4a
cuG 157-159 4
WEGTATCGGTTGGCGACTTCHE 308 und 329 4
EGCMTGIYACACCGAGAGCGGH®S 625 und 641 4

Ein Charakteristikum der fmoA-Sequenz soll hier noch gesondert dargestellt werden. Wahrend bei
dem 16S-rRNA-Gen relativ haufig Deletionen oder Insertionen einzelner Nukleotide vorkommen, ist
dies bei einem funktionellen Gen eine Besonderheit. Funktionell bedeutet in diesem Zusammenhang,
dass bei der Expression zundchst mRNA (messenger RNA) gebildet wird, aus der schlieBlich ein
Protein translatiert wird. Durch die Expression der 16S-rDNA hingegen entsteht die rRNA (ribosomale

RNA), ein Bestandteil der Ribosomen.

Das liegt daran, dass es bei der 16S rRNA sogenannte hochvariable Bereiche gibt, die Schleifen
bilden, welche ohne Funktionsbeeintrachtigung nicht nur in der Sequenz variieren sondern auch
kirzer oder langer sein kdnnen. Bei einem funktionellen Gen wie dem fmoA wirde das Verschwinden
oder Hinzukommen von einzelnen Nukleotiden in der Sequenz unweigerlich zu einer Leseraster-
verschiebung flihren (frame shift), die das nach der Translation entstandene Protein ab dieser Position
vollig verédndern wirde. Ab und zu treten solche Ereignisse aber auch gehauft auf. Wenn dabei ein
ganzes Codon deletiert oder inseriert wird, ist eine Aminoséure in der Sequenz verschwunden oder

hinzugekommen, was die Funktion des Proteins nicht verdndern muss.

Ein solches Ereignis ist ein besonderes Merkmal der marinen/hypersalinen Gruppe 1. Drei der 57
Signaturen stellen ein zusammenhangendes Codon (AAC bzw. AAT) dar, wogegen bei den anderen
Sequenzen an dieser Position eine Licke im Alignment ist (Tabelle 24). Beide Codons stehen fiir
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dieselbe Aminosaure (Asparagin) und stehen zwischen den Basenpositionen89 525 und 526. Bei der
Annahme, dass die Gruppe 1, in der marine Vertreter exklusiv vorkommen, den Ursprung innerhalb
der grinen Schwefelbakterien darstellt, ist das Fehlen dieses Codons bei den anderen Stdmmen eine
Deletion, die in der Evolution nachtraglich aufgetreten ist.

In einem anderen Bereich (Basenpositionen 514-516)% ist wahrscheinlich auch eine Deletion eines

ganzen Codons aufgetreten, die in diesem Fall jedoch nicht gruppenspezifisch ist und nur zwei bisher
bekannte Stdmme im salzbedirftigen Teil der Gruppe 4 betrifft: Zwei Isolate von Lascelles,
Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM 263%° und NCIB 8346. Es ist durchaus méglich, dass
der zu diesen beiden sehr nahe verwandte Stamm Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 an dieser
Position ebenfalls eine Deletion aufweist, jedoch hatte diese Sequenz aus der Datenbank dort leider
einen gréBeren unbestimmten Bereich mit mehreren aufeinanderfolgenden nicht bestimmten
Positionen. Da bei solchen ausgedehnten Schwachstellen in der Sequenz haufig keine wirkliche
Aussage Uber die Anzahl der fehlenden Nukleotidpositionen gemacht werden kann, wurde dieser
Bereich mit Fragezeichen versehen, weil sich gerade hier auch charakteristische Licken im Alignment
befinden kdénnten (Tabelle 24).

Tabelle 24: Kontinuierlicher Abschnitt des fmoA-Alignments®® mit charakteristischen Codon-Liicken

Position®' 510 515 525 526 535 545
[ I P P [ P P P e

AGCAGTCGATCICIGGTIGGTGGCGTICAACTTCGGTGACTGGATCCGCGAATTCT]
AGCAGTCGATTTCAGGAGGCGGTGCCAACTITTIGGTGACTGGATCAGGGAATTCT]
AGCAGTCGATTTCAGGAGGCGGTGCCAACTITTIGGTGACTGGATCAGGGAATTCT]
AGCAGICGATTTCAGGAGGCGGTGCCAACTTTGGIGACTGGATCAGGGAATTCT)
AGCAGICGATTTCAGGAGGCGGTGCCAACTTTGGIGACTGGATCAGGGAATTCT)
AGCAGTCGATTTCAGGAG GIGCCAACTTTGGTGACTGGATCAGAGAATTCT]
AGCAGTCGATTTCAGGT CTAATTTCAACGACTGGATTCGIGAATTCT]
AGCAGTCGATCTCAGGCGG CAAACTTCAACGACTGGATICGIGAGTTCT]
GCCAGICGATTTCCGGIGGIG CAAACTTCGGIGACTGGATCAGGGAATTCT]
AGCAGICGATTTCCGGCGGCGGAGCGAACTTCGGCGACTGGATCAGGGAATTCT)
TGAGAGCGATTGGCAGCACG

Chl. vibrioforme DSM 260"
Chl. phaeovibrioides D§M 1678
Ptc. aestuarii DSM 271
Atlantik SSM-3 K-303
Atlantik Sip-4 K-802

Gr.1  Ostsee Laboe-3 K-600
Ostsee Stak-2 K-455
Adria Cviic-2 K-1011
Adria Cviic-2 K-1027a
Ptc. aestuarii CHP 3401
Ptc. aestuarii 2K
Chl. limicola f. thios. DSM 249’
Chl. limicola f. thios. 1430
Chl. limicola f. thios. DSM 257
Chl. phaeobacteroides 1549
Chl. phaeobacteroides DSM 1677
Chl. limicola UdG 6041

Gr.4  Chl. tepidum ATCC 49652
Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263
Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346
Chl. chlorovibrioides UdG 6026
Chl. limicola UdG 6044
Atlantik SSM-3 K-307
Atlantik SSM-3 K-354
ChlI. phaeobacteroides DSM 1855
Chl. limicola DSM 248
Chl. limicola f. thios. 1630

GGCAGICGATGGGC]
CGCAGICGATTGGC

Gr. 2

Chl. phaeobactero:des UdG 6051
Chl. limicola DSM 245"

Chl. limicola f. thios. 9330

Chl. limicola DSM 246

Chl. limicola DSM 247

Chl. phaeobactero:des DSM 266
PId. phaeoclathratiforme D 477
Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265
Chl. phaeovibrioides DSM 270
Chl. phaeovibrioides DSM 269"
Chl. vibrioforme DSM 261

Chl. viorioforme DSM 262

Pld. luteolum DSM 273"

TGAAAGCCGTCCAGAGCACAGGAGC‘***TTCAACGACTGGATCCGTGACTTCT
TAAAAGCCGTCCAGAGCACAGGAGCARERTTCAACGACTGGATTCGIGACTTCT
TAAAAGCCGTCCAGAGCACAGGAGCARRTTCAACGACTGGATTCGIGACTTCT
TAAAAGCCGTICCAGAGCACAGGAGCARRTTCAACGACIGGATTCGTGACTTCT
TAAAAGCCGTCCAGAGCACAGGAGCAaTTCAACGACIGGATTCGTGACTTCT

CCCTCCAGAGCACCGGTTC I TCAATGACTGGATCCGIGAGTTICT]
TTCGGGCGCTTCAGTCAACTGGCACCHRTTCAACGACTGGATTCGCGAGTTCT
TGCGTTCCATGCAGACAACAGGCGCT i TTCAATGACTGGATCCGCGAGTTCT
TGCGITCCATGCAGACAACAGGCGCT g TTCAATGACTGGATCCGCGAGTTCT
TGCGITCCATGCAGACAACAGGCGCT g TTCAATGACIGGATCCGCGAGTTCT

TGAAAGCACTCCAGACCACCGGTGCARRTTCAATGACTGGATCCGIGAGTTCT

% bezogen auf Chlorobium tepidum ATCC 496527
% DSM 263 ist auch unter der Stammbezeichnung NCIB 8327 bekannt.
®' auf Chlorobium tepidum ATCC 49652" bezogen

- 68 -



Ergebnisse

8.3 PHYLOGENIE DES FMO-PROTEINS

Die FMO-Aminosduresequenzen wurden aus den fmoA-Nukleotidsequenzen erstellt. Deren
Translation erfolgte im Internet nach dem universalen genetischen Code bei EMBL-EBI mit WebiN
oder Transeq (URL 10 bzw. URL 12, S. 154).

8.3.1 Stammbaumdarstellung der FMO-Sequenzen

Auch die Verwandtschaft der FMO-Aminosauresequenzen wurde nach einer Distanz-Matrix-Methode
bestimmt, wobei hier das PAM-Modell nach Dayhoff et al. (1978) mit PROTDIST im Programmpaket
Phylip gewahlt wurde (Tabelle 15, S. 45). Hierbei ist wichtig zu erwéhnen, dass das Modell davon
ausgeht, dass es fir jede Aminosaure bestimmte Wahrscheinlichkeiten gibt, sich in der Evolutions-
geschichte in eine andere umzuwandeln. Darauf beruhend werden die phylogenetischen Distanzen
errechnet. In PROTDIST sind noch zwei weitere Modelle enthalten; das 2-Parameter-Modell nach
Kimura (1983) und die Kategorien-Distanz nach Felsenstein (1993). Ersteres Modell ist ahnlich der
Parsimony-Methode. Es wertet die identischen Aminosauren ohne Berlcksichtigung eines eventuellen
evolutiven Aminosaureaustausches. Dies ist eine sehr simple Theorie, die hier nicht verwendet wurde.
Letztere Methode &hnelt der von Dayhoff, nur geht es bei ihr nicht um die Wahrscheinlichkeit des
Austausches einzelner Aminosauren sondern ganzer Kategorien (saure, basische, geladene, neutrale
AS, usw.). Dieser Algorithmus wie auch der von Kimura wurde beispielhaft getestet, aber nachdem
sich fur die Phylogenie der FMO-Sequenzen keine wesentlichen Veranderungen ergaben, wurde auf

die Darstellung dieser beiden Methoden verzichtet.

In Abbildung 16 sind alle Stdmme enthalten, von denen FMO- bzw. deren korrespondierende fmoA-
Sequenzen bekannt waren, sofern deren Qualitdt ausreichend war (Tabelle 1, S. 13). Die rein
marine/hypersaline Gruppe 1 hat auf Aminosdureebene eine deutliche Distanz zu allen anderen
Gruppen und isoliert sich damit stark. Deshalb ist die Similaritat (Tabelle 37, S. 142) sehr niedrig mit
Simin = 77,0 % zwischen Prosthecochloris aestuarii 2K (Gruppe 1) und Chlorobium vibrioforme DSM
261 (Gruppe 2). Trotz dieser klaren Abgrenzung im FMO-Stammbaum ist die relativ groBe Distanz
innerhalb der Gruppe 1 auffallig (Simin = 89,5 %). Der niedrigste Si-Wert liegt sogar in der GréBen-
ordnung der untersten Similaritatsgrenze zwischen den Gruppen 2, 3 und 4 (Sini, = 86,1 %).

Innerhalb der letztgenannten Gruppen steht Gruppe 4 schlieBlich etwas separat und bildet zwei
Untergruppen: limnische Arten um Chlorobium tepidum ATCC 496527 (Simin = 97,7 %) bzw. salz-
bedtrftige um Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 (Sinn = 96,9 %). Eine Ausnahme ist da
allerdings wieder Chlorobium limicola UdG 6044. Gruppen 2 und 3 liegen dicht beieinander (Sinin =
90,3 %), dennoch sind sie klar getrennt. Die nur aus limnischen Stmmen bestehende Gruppe 3
enthalt Chlorobium phaeobacteroides DSM 266" und eine Untergruppe um Chlorobium limicola DSM
245", wihrend Gruppe 2 zwei Untergruppen (eine um Pelodictyon luteolum DSM 273" und eine zweite
um Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM 265') als auch einen solitaren Vertreter hat

(Pelodictyon phaeoclathratiforme DSM 5477"), der als einziger nicht salzbediirftig in dieser Gruppe ist.
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Insgesamt haben sehr viele der Aminosauresequenzen Distanzen, die gegen Null gehen. Diese
ordnen sich sehr eng bei den Endverzweigungen der Untergruppen an.
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Abbildung 16: FMO-Phylogenie auf Reinkulturbasis

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von FMO-Sequenzen. Die Topologie basiert auf
Aminosaure-Sequenzlangen von ca. 290 aa, die aus Nukleotidsequenzen erstellt wurden, welche mit dem
Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten (eigene Daten) oder darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von
EMBL-EBI). Die Distanz wurde nach Dayhoff et al. (1978) ermittelt. Rote Linien verbinden salzbedurftige Arten.
Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz.

Durch die Translation der fmoA-Sequenzen sank aufgrund der Variabilitdt an der dritten Position der
Codons insgesamt betrachtet das Diversitatspotential der Aminosaure- im Vergleich zu den Nukleotid-
sequenzen, weil sich Codons, die gleiche Aminosauren definieren, haufig an der dritten Position
unterscheiden. Dennoch ist der niedrigste Similaritatswert Siyin = 77,0 % (fmoA: Siyi, = 71,0 %) noch
deutlich niedriger als bei der 16S rDNA (Simi, = 88,7 %)92. Auch hier ist zu bedenken, dass die FMO-
Similaritdtswerte nicht mit den allgemein akzeptierten Grenzwerten fir die Gruppen- und Art-
Definitionen verglichen werden diirfen, die auf der 16S rDNA beruhen.

2 ohne Chloroherpeton thalassium (Gruppe 5)
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Nahezu alle Bootstrap-Werte der Gruppe 1 sind maximal groB (B = 100), wobei die einzige Ausnahme
mit B = 76 auch als ausreichend sicherer Wert gelten kann. Hohe bis sehr hohe Werte treten auch an
der Basis der anderen Gruppen und Untergruppen auf (B = 63-100). Lediglich an den End-
verzweigungen kommen neben hohen auch niedrigere Werte vor (B = 21-97). Werden die einzelnen
Stammbaume betrachtet, die den Konsensus-Stammbaum bilden, so ist folgendes festzustellen:
Pelodictyon phaeoclathratiforme DSM 5477" bleibt immer in Gruppe 2, auch wenn seine Sequenz
nicht am dargestellten Platz mit B = 63 liegt, wahrend sich Chlorobium phaeobacteroides DSM 266"

einige Male bei Gruppe 2 einfindet.

8.3.2 Gruppensignaturen des FMO-Alignments

Die allgemeine Definition von Gruppensignaturen wurde im Kapitel 8.1.4 (S. 62) eingefiihrt. Die
marine/hypersaline Gruppe 1, vertreten mit insgesamt 11 Sequenzen® im betrachteten Alignment,
zeichnet sich durch 33 typische Positionen aus (farbig hinterlegt), die nur bei diesen auftreten (Tabelle
25), wovon acht aus unterschiedlichen Aminosauren bestehen (blau). Damit hat diese Gruppe die
weitaus meisten Signaturen. Gruppe 4 als Gesamtes besitzt allerdings immerhin noch etwa die Halfte
davon (15) darunter eine einzige mit nicht-identischen Aminoséauren. Deren beide Untergruppen
schlieBlich weisen sich zumindest jeweils an einer Position mit einer Gruppensignatur aus. Die GroB-
gruppe 2/3 weist sich an sechs Positionen aus, wahrend Gruppe 3 keine eigenen, Gruppe 2 hingegen
noch vier Signaturen besitzt.

Tabelle 25: Uberblick iiber die Gruppensignaturen der FMO-Sequenzen

Die dieser schematischen Darstellung zugrunde liegende Tabelle mit Detailinformationen befindet sich im Anhang
Tabelle 32, S. 137). Umkreiste Zahlen kennzeichnen die Gruppen griiner Schwefelbakterien. Gruppe 4 ist noch
aufgespaltet in die limnischen (obere Halfte) und die salzbedurfn%en Vertreter (untere Halfte). Jede farbige Spalte
steht fir eine gruppenspezifische Nukleotidposition im Alignment™ (rot: identische nt; blau: verschiedene nt).

Gehauft auftretende Signaturen sind unabhangig von phylogenetischen Berechnungen ein wertvolles

Indiz flr die Zugehdrigkeit einer Sequenz zu einer Gruppe (Tabelle 26).

% Es wurden insgesamt sowohl Sequenzen aus Reinkulturen als auch aus Umweltproben in die Betrachtung einbezogen.

% Das durchsuchte Alignment basierte auf Aminosduresequenzlidngen von ca. 290 aa, deren zugrunde liegende fmoA-
Sequenzen mit dem Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten (eigene Daten) oder darauf zugeschnitten wurden
(Sequenzen von EMBL-EBI).

-71 -



Ergebnisse

Tabelle 26: Zusammenhéangende Signaturbereiche des FMO

Farbig hinterlegt sind die oder Signaturen. An Positionen, die durch verschiedene
Aminoséauren definiert sind, stehen diese untereinander. Positionsangaben beziehen sich auf Chlorobium tepidum
ATCC 49652". Der Einbuchstaben-Code der Aminosauren folgt der allgemeinen IUPAC-Nomenklatur. Siehe auch
Tabelle 32 (S. 137).

Positionen Gruppe
FKP LD?KGEVRF 54-70 1
T
s IFEEcVY 166-175a 1
A
PROWNNFEV] 202-210 1
SEIN

R sH 224-228 1
[@LNEPASHEE 247-256 1
NP GVSR 272-278 1
fcTle 208-211 2/3
SNBV] 6-9
83 und 84

4
@TESG@ 207-214 4
|

Die schon im Kapitel 8.2.2 (S. 65) besprochene Deletion ganzer Codons in den untersuchten fmoA-
Sequenzen ist folglich auch bei den von diesen abgeleiteten Aminosauresequenzen von groBer
Bedeutung. Dabei ist festzustellen, dass Asparagin (N) bei allen Vertretern der Gruppe 1 vorhanden
ist, an dieser Position aber bei sdmtlichen anderen untersuchten Sequenzen eine Deletion® zwischen

den Aminos&urepositionen® 175 und 176 vorliegt (Tabelle 27).

Eine wahrscheinlich zuféllige Deletion stellt die fehlende Position 172 bei zwei der salzbedirftigen
Stdmmen in Gruppe 4 dar (Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM 263% und NCIB 8346),
an der die restlichen Vertreter der Gruppe 4 und die ganze Gruppe 3 die Aminosaure Serin (S)
besitzen. Ob der sehr nah verwandte Stamm Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 an dieser
Position auch eine Deletion aufweist, konnte nicht festgestellt werden, weil die fmoA-Sequenz aus der
Datenbank, wie im vorigen Kapitel beschrieben, hier einen gréBeren unbestimmten Bereich aufwies

(mit Fragezeichen markiert).

% Je nach Betrachtungsweise. Es kénnte sich in der Evolution durchaus auch um die Insertion des Asparagin bei Gruppe 1
gehandelt haben. Hier soll aber die Annahme gelten, dass Gruppe 1 evolutiv alter ist.

® bezogen auf Chlorobium tepidum ATCC 496527

¥ DSM 263 ist auch unter der Stammbezeichnung NCIB 8327 bekannt.
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Tabelle 27: Kontinuierlicher Abschnitt des FMO-Alignments mit charakteristischen Deletionen

Position®

Chl. vibrioforme DSM 260"
Chl. phaeovibrioides DSM 1678
Ptc. aestuarii DSM 271"
Atlantik SSM-3 K-303
Ostsee Laboe-3 K-600
Ostsee Stak-2 K-455
Atlantik Sip-4 K-802

Adria Cviic-2 K-1011

Adria Cviic-2 K-1027a

Ptc. aestuarii 2K

Ptc. aestuarii CHP 3401

Gr. 1

155

IFLDNKDLIET
IFLDNNDLIDT
IFLDNNDLIDT
IFLDNNDLIDT
IFLDNNDLIDT
IFLDNNDLIDT
IFLENNDLIDT
IFLENNDLIDT
IHLDNNDLVDT
IHLENNDLIDT

Chl. limicola f. thios. DSM 249’
Chl. limicola f. thios. DSM 257
Chl. limicola f. thios. 1430

Chl. phaeobacteroides DSM 1677
Chl. phaeobacteroides 1549

Chl. limicola UdG 6041

Gr.4  Chl. tepidum ATCC 49652"

IFLDNNDLIDT
IFLDNNDLIDT
IFLDNNDLIDT
IFLDNNDLIDT
IFLDNNDLIDT
IFLDNNDLIDT
IFLDNNDLIDT

Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263
Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346
Chl. chlorovibrioides UdG 6026
Chl. limicola UdG 6044

Atlantik SSM-3 K-307

Atlantik SSM-3 K-354

IFLENNDLIDT
IHLENNDLIDT
IHLENNDLIDT
IFLDNNDLIDT
IXLDNNDLLDT
IFLDNNDLIDT

Chl. limicola DSM 248

Chl. phaeobacteroides DSM 1855

Chl. limicola f. thios. 9330

Chl. limicola f. thios. 1630

Chl. limicola DSM 247

Chl. limicola DSM 245"

Chl. limicola DSM 246

Chl. phaeobacteroides UdG 6051T
hl.

Gr.3

Gr.2  Chl. phaeovibrioides DSM 269"
Chl. phaeovibrioides DSM 270
Chl. vibrioforme DSM 262

Pld. luteolum DSM 273"

IFLDNIZDVIDT
IHLDNIZDVIDT
IHLDNIZDVIDT

IFLDNIZDVIDT

IHLDNIZDVIDT
IHLDNIZDVIDT
IFLDNIZDVIDT
IFLDNIEDVIDT

S S S S S R e S R e R e e R e S R e S S e S R S S R S S IS

IFLDNIZDVIDT
IXLDNIZDVIDT
IHLDNNDVIDT

h roi DSM 2 ILDNNDVIDT;
PId. phaeoclathratiforme DSM 5477 PIBBIN P IBAYARBNN
Chl. forme DSM 261 IHLDNIEDVIDT
Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265" HLDNE@DVIDT

< < < < S

IHLDNNDVIDT

N IS P
IFLDNKDLIET

165
P PP
EGFQOSISGGGVNEG
EGFQOSISGGGVNFEGD
EGFQQOSISGGGANFGD
EGFQQOSISGGGANFGD
EGFQQOSISGGGANFGD
EGFQOSISGGGANFGD
EGFQQOSISGGGANFGD
EGFQQOSISGGGANFND
EGFQOSISGGGANFND
EGFQOSISGGGANFGD
EGFSQSISGGGANFGD
EGTVRAIGSTGTEFEFND
EGTVRAIGSTGTgEND

175 176

| ...
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IRDF
IRDF
IRDF
IRDF
IRDF
IRDF
IRDF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IRDF
IRDF
IRDF
IRDF
IRDF
IRDF
IRDF
IRDF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF
IREF

FIGIEAFTALNEGGQRT
FIGHALTALNEGGOMT

8.4 VERGLEICHENDE PHYLOGENIE VON 16S rDNA, fmoA uND FMO

In den vorhergehenden Abschnitten wurden anhand der 16S rDNA-, fmoA- und FMO-Sequenzen die

Gruppenbildungen untersucht. Dabei wurden die Ergebnisse weitgehend unabh&ngig voneinander

beschrieben. In diesem Abschnitt sollen nun die errechneten phylogenetischen Stammbaume

miteinander verglichen werden, allerdings ohne eine Diskussion zu fihren, da diese erst in dem daflr

vorgesehenen Kapitel stattfindet.

Dafiir wurden zur besseren direkten Vergleichbarkeit drei Stammbaume erstellt*®, errechnet aus den

entsprechend unterschiedlichen Sequenz-Arten (16S rDNA, fmoA und FMO), die jeweils identische

Stadmme enthalten.

% auf Chlorobium tepidum ATCC 49652" bezogen

% Rechenmethoden wie bei den Kapiteln 18.1
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Abbildung 17: 16S-rDNA-Stammbaum im Vergleich zu einem fmoA-Stammbaum

Radiale phylogenetische Stammb&ume auf der Grundlage von 16S rDNA (oben) bzw. fmoA (unten). Die
Topologie basiert auf Sequenzldngen von ca. 1240 nt (16S) bzw. 875 nt (fmoA), die mit Primer-Paar
F-99-GSB/R-1369 (16S) bzw. F-Start-fmo/R-889-fmo (fmoA) erhalten (eigene Daten) oder darauf zugeschnitten
wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-Methode durchgefihrt

(basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor 1969). Rote Linien verbinden salzbedurftige Arten.
Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangaben kennzeichnen die phylogenetische Distanz.
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Bei dem Stammbaum mit 16S-rDNA-Sequenzen wurde zusétzlich noch die AuBengruppe
Rhodothermus marinus DSM 4252 aufgenommen. Fir die fmoA- bzw. FMO-Sequenzen gab es keine
Mdglichkeit, eine AuBengruppe zu wahlen, weil dieses Gen bzw. Protein nur bei griinen Schwefel-
bakterien vorkommt. Die einzige Mdglichkeit ware Chloroherpeton thalassium, der phylogenetisch
relativ weit von den Ubrigen grinen Schwefelbakterien entfernt ist. Fir diesen Stamm stand allerdings
im Rahmen dieser Arbeit weder eine Reinkultur zur DNA-Extraktion zur Verfiigung, noch gab es in der

Datenbank einen entsprechenden Eintrag.
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Abbildung 18: FMO-Stammbaum als Vergleich zur 16S-rDNA- und fmoA-Phylogenie

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von FMO-Sequenzen. Die Topologie basiert auf
Aminosaure-Sequenzlangen von ca. 290 aa, die aus Nukleotidsequenzen erstellt wurden, welche mit dem
Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten (eigene Daten) oder darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von
EMBL-EBI). Die Distanz wurde nach Dayhoff et al. (1978) ermittelt. Rote Linien verbinden salzbedirftige Arten.
Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz.

Bei einem Vergleich der drei Stammbaume wird sofort deutlich, dass die allgemeine Topologie der
Gruppen und sogar der Untergruppen sehr ahnlich ist (Abbildung 17 f). Dieses ist besonders
bemerkenswert, da es sich hierbei um den Vergleich des 16S-rRNA-Gens mit einem davon
unabhéngigen funktionellen Gen (fmoA) und dessen abgeleitete Aminosauresequenz handelt.

Letztere ist zwar in gewissem MaBe abhangig von der zugrunde liegenden Nukleotidsequenz, da aber
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die Berechnungen der Aminosduredistanzen mit einem anderen Algorithmus (Dayhoff-PAM-Matrix)
durchgefiihrt werden, der statt vier Basen die 20 Aminos&ure-Arten einbezieht und vergleicht, ist die
Einbeziehung der abgeleiteten Proteinphylogenie sehr wichtig und hilfreich.

Absolut identisch bei allen drei Stammbaumen ist die Formierung der marinen/hypersalinen Gruppe 1
und deren groBe Distanz zu den anderen. In allen Fallen benachbart sind Chlorobium vibrioforme
DSM 260" und Chlorobium phaeovibrioides DSM 1678 bzw. Prosthecochloris aestuarii 2K und CHP
3401. Der Typenstamm Prosthecochloris aestuarii DSM 271" steht jedes Mal etwas isoliert von den
Ubrigen Stdmmen der Gruppe 1, wobei er im 16S-rDNA-Stammbaum abseits dieser, und in den

beiden anderen Stammb&aumen zwischen den beiden Paaren platziert ist.

Genauso klar grenzt sich Gruppe 4 in allen Fallen ab. Deren salzbedirftige Untergruppe mit
Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026, Chlorobium limicola UdG 6044'®, Chlorobium vibrioforme f.
thiosulfatophilum DSM 263 und NCIB 8346 separiert sich deutlich von den limnischen Vertretern der
Gruppe. Beim 16S-rDNA-Stammbaum bilden die beiden in allen drei Stammbaumen nah beieinander
liegenden Stamme Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum 1430 und DSM 249" eine eigene Unter-
gruppe, wahrend sie sich im fmoA- bzw. FMO-Stammbaum zur Untergruppe um Chlorobium tepidum
ATCC 49652" gesellen.

Es lagen nur far drei UdG-Stamme fmoA-Sequenzen in der Datenbank vor. Da keine der UdG-
Stamme als Kultur zur Verfligung stand, konnten die fehlenden Daten im Rahmen dieser Arbeit nicht
erstellt werden. Fir die drei vorhandenen fallt aber auf, dass sie alle im 16S-rDNA-Stammbaum relativ
lange Linien besitzen, dabei aber von den zugehdérigen Untergruppen abzweigen. Diese vermeintliche
Distanz wurde schon in Kapitel 8.1.3 (S. 59) besprochen. Sie rihrt von der erhéhten Anzahl
unbestimmter Basen her, was auch dadurch deutlich wird, dass die UdG-Stdmme Chlorobium
phaeobacteroides UdG 6051 (Gruppe 3), Chlorobium limicola UdG 6041 und UdG 6044 (Gruppe 4) im
fmoA- und FMO-Stammbaum relativ gesehen viel néher bei den Stdmmen der zugehdérigen Unter-
gruppen stehen. Bei deren fmoA-Sequenzen in der Datenbank kamen fast keine unbestimmten Basen

vor (und damit natlrlich auch keine unbestimmten Aminosauren).

Gruppen 2 und 3 sind sehr nahe verwandt, was sich nicht nur durch deren gegenseitige Nahe zeigt,
sondern auch durch zwei Typenstdmme, die gesamt betrachtet sozusagen zwischen diesen beiden
Gruppen stehen und damit einen flieBenden Ubergang schaffen. Das sind Chlorobium
phaeobacteroides DSM 266" und Pelodictyon phaeoclathratiforme DSM 5477". Ersterer kann aber
trotzdem klar zu Gruppe 3 gerechnet werden, wahrend letzterer im 16S-rDNA- und fmoA-Stammbaum
durch etwas niedrigere Bootstrap-Werte die Tendenz zu Gruppe 2 zeigt und im FMO-Stammbaum
sogar ganz bei dieser steht.

Bei den Untergruppen um Chlorobium limicola DSM 245" (Gr. 3), um Chlorobium vibrioforme f.
thiosulfatophilum DSM 265" (Gr. 2) und dem Paar Chlorobium vibrioforme DSM 262 und Pelodictyon
luteolum DSM 273" (Gr. 2) hingegen sind die Zuordnungen zu einer der beiden Gruppen in allen drei

untersuchten Stammbaumen eindeutig und tbereinstimmend.

1% Als einziger Stamm in dieser Untergruppe: limnischer Herkunft laut Datenbank.
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In allen drei Berechnungen harmoniert die Topologie auch mit der physiologischen Eigenschaft der
Salzbedurftigkeit. Ausnahmen sind nur der angeblich limnische Stamm Chlorobium limicola UdG 6044
(Figueras et al. 1997), der immer in der salzbedurftigen Untergruppe von 4 angesiedelt ist, sowie der
limnische Stamm Pelodictyon phaeoclathratiforme DSM 5477". Letzterer ist nur im FMO-Stammbaum
in der salzbediirftigen Gruppe 2 zu finden, ansonsten aber erwartungsgemaB bei den Vertretern der

SltBwassergruppe 3.

8.5 ALTERNATIVE ALGORITHMEN ZUR STAMMBAUMDARSTELLUNG

In dieser Arbeit wurden alle Stammb&ume (Nukleotid- und Aminosduresequenzen) mit Distanz-Matrix-
Methoden im Gegensatz zu Parsimony oder Maximum-Likelihood erstellt. Erstere hat sich als
Standardmethode durchgesetzt und fiihrte auch bei den vorliegenden Auswertungen zu guten
Ergebnissen. Beide anderen Methoden haben Nachteile, die im folgenden erwdhnt werden sollen,
jedoch eigneten sie sich zumindest exemplarisch dazu, die oben dargestellten Ergebnisse zu unter-
mauern. Deshalb wurden mit den 16S-rDNA- und fmoA-Sequenzen verschiedene Berechnungen mit

alternativen Algorithmen durchgefthrt (Tabelle 15, S. 45).

8.5.1 Parsimony-Methode

Die Parsimony-Berechnung (Eck & Dayhoff 1966, Kluge & Farris 1969) vergleicht ohne einen
evolutionstheoretischen Aspekt lediglich die Basen bzw. Aminosauren der einzelnen Spalten des

Alignments miteinander und ist dadurch sehr schnell. Sie untersucht sozusagen den Status quo.

Das funktioniert bei sehr &hnlichen Sequenzen innerhalb einer verwandten Gruppe wie den griinen
Schwefelbakterien recht gut, verglichen mit den anderen Methoden werden allerdings keine Distanzen
berechnet, sondern nur Nachbarschaften ermittelt. Deshalb haben in diesen phylogenetischen
Stammbaumen die Zweiglangen keine Bedeutung.

Fir die jeweiligen Sequenzen einer identischen Auswahl an Stammen'®! wurde fir die 16S rDNA und
das fmoA die Parsimony-Berechnung mit Bootstrapping durchgefiihrt. Die Bildung der Paare und
Gruppen folgt bei der 16S-rDNA (Abbildung 19) exakt der Topologie der Distanz-Matrix-Stammbaume
(Abbildung 17 oben, S. 74).

19" | ediglich Chloroherpeton thalassium ist zusatzlich als AuBengruppe im 16S-rDNA-Baum enthalten.
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Abbildung 19: 16S-rDNA-Stammbaum nach Parsimony-Methode

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von 16S rDNA. Die Topologie basiert auf Sequenz-

langen von ca. 1240 nt, die mit dem Primer-Paar F-99-GSB/R-1369 erhalten (eigene Daten) oder darauf
zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die Berechnung wurde mit der Parsimony-Methode (Eck &
sind prozentual.

Dayhoff 1966, Kluge & Farris 1969) durchgefuhrt. Rote Linien verbinden salzbedurftige Arten. Bootstrap-Werte

Genauso verhélt es sich bei dem fmoA-Parsimony-Stammbaum (Abbildung 20), der allerdings an

einer Stelle abweicht. Dort ist Pelodictyon phaeoclathratiforme DSM 5477" der salzbediirftigen Gruppe

2 zugeordnet, wie es sonst nur im FMO-Stammbaum vorkam (Abbildung 18, S. 75). Allerdings weist

dieser limnische Typenstamm auch hier wieder mit einem recht niedrigen Bootstrap-Wert von B = 28
eine intermediare Stellung auf (Abbildung 17 unten, S. 74).

werden kann.

Auch der Vergleich der beiden Parsimony-Stammbaume zeigt, dass trotz der Untersuchung von véllig

unterschiedlichen Genen die Verwandtschaft der griinen Schwefelbakterien sehr kongruent dargestellt
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Abbildung 20: fmoA-Stammbaum nach Parsimony-Methode

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von fmoA-Sequenzen. Die Topologie basiert auf
Sequenzlangen von ca. 875 nt, die mit dem Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten (eigene Daten) oder
darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die Berechnung wurde mit der Parsimony-Methode
(Eck & Dayhoff 1966, Kluge & Farris 1969) durchgefiihrt. Rote Linien verbinden salzbedrftige Arten. Bootstrap-
Werte sind prozentual.

8.5.2 Maximum Likelihood

Die Maximum-Likelihood-Methode nach Felsenstein (1981) hat den groBen Nachteil, dass sie sehr
rechenintensiv ist; vor allem, wenn noch die Option ,Global Rearrangement” gewahlt wird, welche hilft,
die Topologie zu stabilisieren. Fir die gleiche Auswahl an Stdmmen wie im vorigen Kapitel und
ebenfalls fur die 16S rDNA als auch fir das fmoA wurde diese Methode exemplarisch angewandt
(Tabelle 15, S. 45).
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Abbildung 21: 16S-rDNA-Stammbaum nach Maximum-Likelihood-Methode

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von 16S rDNA. Die Topologie basiert auf Sequenz-

langen von ca. 1240 nt, die mit dem Primer-Paar F-99-GSB/R-1369 erhalten (eigene Daten) oder darauf
zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die Berechnung wurde mit der Maximum-Likelihood-Methode

(Felsenstein 1981) durchgeflihrt. Rote Linien verbinden salzbediirftige Arten. Bootstrap-Werte sind prozentual.
Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz.

Die allgemeine Topologie des 16S-rDNA-Stammbaumes in Abbildung 21 ist identisch zu den mit der

Distanz-Matrix-Methode berechneten Stammbaumen (z.B. Abbildung 17 oben, S. 74). Dariiber hinaus
sind die ermittelten Distanzen (Zweiglangen) beider Methoden sehr ahnlich.

Letzteres gilt genauso fir den fmoA-Maximum-Likelihood-Stammbaum in Abbildung 22, verglichen mit
dem nach der Standardmethode erhaltenen Ergebnis (z.B. Abbildung 17 unten, S. 74). Die Topologie
ist nahezu Ubereinstimmend, allerdings weicht sie an der schon mehrfach diskutierten Stelle um die
beiden Typenstamme Chlorobium phaeobacteroides DSM 266" und Pelodictyon phaeoclathratiforme
DSM 5477" etwas ab. So liegen bei dem fmoA-Stammbaum, der mit der Distanz-Matrix-Methode

errechnet wurde, die Sequenzen der Gruppe 3 naher beieinander, verglichen mit dem der Maximum-
Likelihood-Berechnung.
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Abbildung 22: fmoA-Stammbaum nach Maximum-Likelihood-Methode

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von fmoA-Sequenzen. Die Topologie basiert auf
Sequenzlangen von ca. 875 nt, die mit dem Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten (eigene Daten) oder
darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die Berechnung wurde mit der Maximum-Likelihood-
Methode (Felsenstein 1981) durchgefiihrt. Rote Linien verbinden salzbedurftige Arten. Bootstrap-Werte sind
prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz.

9 ANALYSE AUSGEWAHLTER SALZHALTIGER STANDORTE

Nachdem fir die Untersuchung der Reinkulturen die Methoden entwickelt und angewendet wurden,
konnten verschiedene Umweltproben (Kapitel 2.3, S. 17) analysiert werden. Diese kamen aus der
westlichen Ostsee, aus einem mit der Adria verbundenen See in Kroatien, von der Atlantikkiiste der
USA sowie im selben Land aus dem Tumpel Bad Water im Death Valley.
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102

Tabelle 28: Isolierte und komplett'” sequenzierte DNA-Fragmente aus Umweltproben'®

Gewasser'™ Probe MHG'® 16S fmoA Acc. Nr.'%
MHG-1 K-13% AJ428420
Cviic-2 K-69 AJ428421
. Viic- K-10117 AJ428448
Adria MHG-2 K-1079 AJ428450
MHG-3 K-1027a" AJ428449
_ ) K-902" AJ428433
Bad Water BW-4 MHG-4 K-974 AJ428434
3 K-706" AJ428431
MHG-5 K-721 AJ428432
. MHG-6 K-701"7 AJ428430
Sip-4 MHG-7 K-7907 AJ428454
K-802" AJ428446
MHG-8

K-839 AJ428447
MHG-9 K-100" AJ428422
- MHG-10 K-101% AJ428423
% MHG-11 K-106" AJ428424
- MHG-12 K-108" AJ428425
< SSM-3 MHG-13 K-137% AJ428426
i MHG-14 K-153% AJ428427
K-303" AJ428435
MHG-15 K-311 AJ428437
K-351 AJ428438
MHG-16 K-307" AJ428436
MHG-17 K-354" AJ428439
MHG-18 K-5007 AJ428429
K-600" AJ428442
Laboe-3 MHG-19 K-635 AJ428443
K-683 AJ428444
3 K-686 AJ428445
n _ ) K-455" AJ428441
] Stak-2 MHG-20 K-400 AJ428440
(@) MHG-21 K-2077 AJ428428
. MHG-22 K-2497 AJ428451

Stein-1 =
MHG-23 K-273 AJ428452
MHG-24 K-298" AJ428453

Die Proben waren sowohl von ihrer geographischen Lage ( verschiedene Kontinente) als auch der Art
des Gewassers (Brackwasser bis Salzsee) sehr unterschiedlich und boten damit einen
reprasentativen Uberblick. Sie wurden nach der Entnahme nicht normiert weiterbehandelt, sondern es
wurden verschiedene Methoden angewandt und getestet, um systematische Fehler zu vermeiden
(Tabelle 3, S. 19). AuBerdem war vor Probenahme noch nicht bekannt, welche Verarbeitung sich fir
die nachfolgenden Analysen am besten eignen wiirde.

12 Komplett“ bedeutet, dass das gesamte Amplifikat (1260 nt bei der 16S bzw. 875 nt beim fmoA) aus dem

Klonierungsergebnis sequenziert wurde, im Gegensatz zum Screening (nur 400-450 nt).

% Eine Ubersicht aller durch die Screening-Sequenzierung erhaltenen Ergebnisse und die Basenunterschiede
(Mikroheterogenitéat) findet sich im Anhang (Kapitel 15, S. 145)

1% ygl. Abbildung 5, S. 18

1% Das hochgestellte ,R“ weist die Referenzsequenz einer Mikroheterogenititsgruppe (MHG) aus (Tabelle 40, S. 145)

1% Zugangsnummer der Datenbank EMBL-EBI, z.B. (iber SRS (Sequence Retrieval System), URL 11, S. 154
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Von der Mehrheit der Proben konnten schlieBlich sowohl 16S-rDNA- als auch fmoA-Sequenzen

erhalten werden, bei manchen allerdings nur jeweils die eine oder die andere Art (Tabelle 28). Die

107

Bezeichnung der durch Klonierung erhaltenen Sequenzen haben in den meisten Fallen ™" die Reihen-

folge: Gewasser Probe Klon-Nr. (z.B. Ostsee Laboe-3 K-500), wobei das Gewdsser den Standort

charakterisiert, der zweite Teil ist die Bezeichnung fir die Umweltprobe, die genommen wurde, und
am Schluss steht die Nummer des Bakterienklons, aus dem die Sequenz bestimmt wurde (Kapitel 3.5,
S. 30). Neben den hier dargestellten Standorten wurden auch noch weitere untersucht, wobei in
diesen jedoch keine 16S-rDNA- bzw. fmoA-Fragmente griner Schwefelbakterien nachgewiesen
werden konnten. Das Ergebnis einer solchen Probe aus einem mit dem Mittelmeer verbundenen
Salzsee (PSA-1) sowie eine Auswertung aller gefundenen Sequenzen, die nicht zu den grinen
Schwefelbakterien gerechnet werden konnten, wird gesondert dargestellt (Kapitel 9.6, S. 98).

9.1 PHYLOGENIE DER UMWELTSEQUENZEN (16S rDNA)

Zur Amplifikation von 16S-rDNA-Fragmenten aus Umweltproben wurde wie bei den Reinkulturen der
spezifische Primer F-99-GSB eingesetzt. Der zweite jedoch wurde durch den eubakteriellen Primer R-
1388 ersetzt (Tabelle 7, S. 28). Mit diesem Paar konnten Amplifikatldngen von ca. 1260 nt Lange'®
erzielt werden. Fir das Alignment wurden sie allerdings passend zu den in dieser Arbeit

sequenzierten 16S-rDNA-Reinkulturfragmenten auf ca. 1240 nt gekirzt.

Ein ganz entscheidender Unterschied in den PCR-Bedingungen fir Reinkultur- und Umweltproben ist
die Spezifitdt. Flr erstere ist es gerade bei der allgemein prokaryontisch vorkommenden 16S rDNA
von entscheidender Bedeutung, dass Primer nur an den Stellen auf der DNA binden, fir die sie
konstruiert wurden, damit keinerlei Verunreinigungen amplifiziert werden. Eine solche Fehl-
amplifikation, auch wenn sie am Endprodukt nur einen geringen Anteil hat, kann im Agarose-Gel nicht
erkannt werden, wenn die Menge zu gering ist oder die Gr6éBe mit der erwarteten (bereinstimmt. In
einer nachfolgenden Sequenzierung wirde aus dem Gemisch ein schlechtes bis unbrauchbares
Ergebnis erzielt werden, weil Basen nicht eindeutig bestimmt wirden. Unter Umstanden kdnnte auch
eine Chimare'® entstehen. Deshalb wurden firr die Amplifikation aus Reinkulturen sehr spezifische

PCR-Bedingungen gewéhlt”o.

Das Problem kann allerdings auch durch eine Klonierung umgangen werden, die in der vorliegenden
Arbeit aber nur fir die Umweltproben angewandt wurde. Dabei werden aus Fragmentgemischen
einzelne Molekille separiert, die durch Vermehrung der Klonierungsbakterien vervielfacht und
schlieBlich aus diesen mit einer PCR amplifiziert werden. Somit war es kein Problem, ein reines
Ergebnis bei der Sequenzierung zu erhalten, obwohl in einer Umweltprobe eine Vielzahl

verschiedener 16S-rDNA-Typen enthalten sind.

' Eine Ausnahme stellt die Bezeichnung der Sequenzen im Phenogramm zur Detaildarstellung der

Mikroheterogenitdtsgruppen dar. Hier wurde zur besseren Vergleichbarkeit nur die MHG und Klonnummer angefiihrt.

'% ohne Primer-Bereiche

% |n diesem Zusammenhang bedeutet ,Chiméare®, dass durch eine Fragmentmischung im Ausgangsprodukt eine Pseudo-
Sequenz gemessen wird, die nicht nur punktuell Basen des nicht erwiinschten Amplifikats aufweist sondern ganze Abschnitte.
"9 [1] Touchdown-PCR [2] méglichst hohe Annealingtemperatur (57 °C) [3] mdglichst wenige Zyklen (Tabelle 4, S. 24)
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Im Gegenteil war es die Absicht, mit den Primern mdglichst auch bisher unbekannte Arten
einzubeziehen. Dabei musste eine Gratwanderung gemacht werden, weil die PCR-Bedingungen
einerseits nicht zu unspezifisch sein durften, damit nicht zu viele 16S-rDNA-Fragmente aus nur sehr
weitldufig verwandten Arten amplifiziert wurden. Andererseits sollte auch mit den auf bekannten GSB-
Arten basierenden Primern nicht nur der Status quo der bestehenden Forschung verifiziert werden.

Deshalb wurde fiir die Amplifikation der 16S rDNA nur ein einziger gruppenspezifischer Primer (F-99-
GSB) gewahlt, wahrend der andere fiir alle Eubakterien passen sollte. Dieser wiederum sollte zwar
gut zu den bisher bekannten griinen Schwefelbakterien passen, aber durch die Wahl der PCR-
Bedingungen auch leichte Sequenzvariationen an der Bindungsstelle akzeptieren, die bei entfernter

verwandten GSB-Arten vorkommen kénnten.

Diese Bedingungen sind in Tabelle 5 (S. 25) aufgefihrt. Die Kombination aus Annealingtemperatur
und Zyklenzahl wurde durch vielfaches Ausprobieren gewahlt. Dabei wurde zuerst mit einer sehr
niedrigen Temperatur (45°C) und vielen Zyklen (35) begonnen, so dass bei der nachfolgenden
Kontrolle im Agarose-Gel zwar ein starkes Hauptprodukt, aber auch Nebenbanden auftauchten.
Danach wurde die Temperatur schrittweise erhdht (auf 48-60°C, je nach Probe), bis diese Neben-
banden verschwanden, um schlieBlich dann noch die Anzahl der Zyklen so weit zu reduzieren (auf 35-
25, je nach Probe), dass das erwartete Produkt gerade noch in ausreichender Menge vorhanden war.
Ein gutes Klonierungsergebnis war aus den so gewonnenen Ausgangsprodukten per definitionem
dann erzielt, wenn in den 100 untersuchten Klonen je Probe mdglichst wenige Fehlamplifikate111
vorkamen und ein paar Sequenzen nicht von grinen Schwefelbakterien stammten. Damit wurde
sichergestellt, dass die Amplifikationsbedingungen nicht zu spezifisch waren und theoretisch
vorhandene unbekannte GSB-Arten auch hétten erfasst werden kénnen. Dies war bei folgenden
Proben der Fall (die Zahl der 16S-rDNA-Sequenzen aus Nicht-GSB-Arten steht in Klammern): BW-4
[7], Sip-4 [9], SSM-3 [1], Laboe-3 [11]. Bei Stein-1 hingegen tauchten sehr viele 16S-rDNA-Sequenzen
anderer Arten auf [67] und bei Cviic-2 keine einzige (Tabelle 40 ff., S. 145 ff.). Diese werden in Kapitel
9.6 (S. 98) noch gesondert dargestellt.

9.1.1 Stammbaumdarstellung mit 16S-rDNA-Umweltsequenzen

Nach der Charakterisierung der Gruppen aus Reinkultursequenzen wurde davon eine geeignete
Auswahl getroffen und zusammen mit den reprasentativen Umweltsequenzen”2 phylogenetische
Berechnungen nach der Distanz-Matrix-Methode basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor
(1969) durchgefiihrt.

""" Sequenzen, die nicht aus dem erwarteten Bereich der 16S rDNA stammten.
" In dieser Arbeit als Referenzsequenzen der Mikroheterogenititsgruppen bezeichnet (Tabelle 28, S. 82 mit einem
hochgestellten ,R* gekennzeichnet).
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Jede Umweltsequenz wurde vorher gegen die prokaryontische Datenbank verglichen, um sicher-
zustellen, dass die nachstverwandten Sequenzen aus dem Bereich der griinen Schwefelbakterien
stammen (Kapitel 5.2, S. 42)'"°.
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Abbildung 23: 16S-rDNA-Phylogenie der Umweltsequenzen innerhalb der Gruppen 1-4

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von 16S rDNA. Die Topologie basiert auf Sequenz-
langen von ca. 1240 nt, die mit den Primer-Paaren F-99-GSB/R-1369 bzw. F-99-GSB/R-1388 erhalten (eigene
Daten) oder darauf zugeschnitten wurden (Daten von EMBL-EBI). Die Berechnungen wurden mit der Distanz-
Matrix-Methode durchgefiihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor 1969). Rote Linien verbinden
salzbedirftige Arten. Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische
Distanz. Umweltsequenzen sind jeweils Repréasentant einer MHG.

Das Programm Fasta3 stellte beim Datenbankabgleich der meisten Umweltsequenzen fest, dass die
Sequenz eindeutig mit der 16S rDNA von griinen Schwefelbakterien in Verbindung gebracht werden
konnte. Das bedeutete, dass die Identitdt ausreichend hoch war und die Ergebnisliste nur
Chlorobiaceae auf den ersten Positionen aufwies. Diese Resultate waren durchweg signifikant
(E<e"®) und mit den Reprasentanten der Mikroheterogenitatsgruppen (MHG, Kapitel 9.1.2, S. 87)

wurde der phylogenetische Stammbaum in Abbildung 23 erstellt. In den seltenen restlichen Féllen

'S Die Fasta3-Recherche ist wahrend der Anfertigung dieser Arbeit gemacht worden. Deren Ergebnisse kdnnen sich
selbstverstandlich &ndern, da die Datenbank kein statisches Archiv ist sondern standiger Aktualisierung unterworfen ist.
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wurden die Sequenzen ausschlieBlich anderen Bakteriengruppen in der Datenbank zugeordnet
(Kapitel 9.6, S. 98).

Die groBte Sequenzdiversitat wurde in den beiden Atlantikproben Sip-4 und SSM-3 gefunden, die den
gleichen Standort an der Ostkiste der USA reprasentieren (Sippewissett). Jede Probe enthielt haupt-
sachlich Sequenzen, die mit (Gruppe 1) sehr nahe verwandt sind (Atlantik Sip-4 K-706 und SSM-3 K-101).
Bei ersterer war die Haufigkeit'* H = ®¥/35 und bei letzterer Probe H = °'/s, (Tabelle 42 £, S. 147 f).

Die Similaritat zu diesem Typenstamm betrug bei beiden 99,4 %. Eine etwas entfernter verwandte

Umweltsequenz ist Atlantik SSM-3 K-100 (Si = 98,2 % zu Prosthecochloris aestuarii DSM 271T), die nur

ein einziges Mal vorkam (H = '/g,). Der niedrigste Similaritatswert der Gruppe 1 betragt 94,6 %.

Die restlichen Atlantikproben reihten sich in der salzbedirftigen Untergruppe von 4 ein, wobei Atlantik
SSM-3 K-106 (H = '®/g,) der einen Probe nahezu identisch zu Atlantik Sip-4 K-701 (H = %/gg) der anderen

war. Die Haufigkeit der tbrigen ist %/g, bei Atlantik SSM-3 k-137, ''/g» bei Atlantik SSM-3 K-108 und /g, bei

Atlantik SSM-3 K-153. Die Similaritdt der Umweltsequenzen in Gruppe 4 zu der fir alle am néachsten

liegenden Reinkultur Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum NCIB 8346 reicht von Si = 96,2-
98,8 %'"°. Insgesamt ist bei dieser Untergruppe Simin = 95,3 %.

Aus den Ostseeproben konnten zwei deutlich unterschiedliche MHG isoliert werden, deren Referenz-
sequenzen Ostsee Laboe-3 K-500 und Ostsee Stein-1 K-207 sind und in der marinen/hypersalinen Gruppe

1 stehen. Ihre jeweiligen Haufigkeiten'"® sind ganz verschieden (H = /g4 bzw. %5). In letzterer Probe
wurden insgesamt nur sehr wenige 16S-rDNA-Sequenzen griiner Schwefelbakterien nachgewiesen.
Ostsee Laboe-3 K-500 ist fast identisch zu den oben angefiihrten beiden Atlantikproben, die eine hohe

Similaritat zu Prosthecochloris aestuarii DSM 2717 haben, widhrend Ostsee Stein-1 K-207 keinen nah

verwandten Vertreter aus den Reinkulturen aufweisen kann (Si ca. 95-96 %).

Aus einem kroatischen Insel-Salzsee, verbunden mit der Adria, wurden vor Jahrzehnten Proben
entnommen und im Labor aufbewahrt. Aus einer davon (Cviic-2) wurde DNA isoliert und 16S-rDNA-
Sequenzen konnten amplifiziert werden'"’ (Referenzsequenz Adria Cviic-2 K-13). Letztlich waren aber

alle sehr &hnlich und wurden zu einer einzigen MHG zusammengefasst (H = 34/34). Adria Cviic-2 K-13 hat
keine nah verwandte Sequenz in Gruppe 1 und die Reinkulturen besitzen zu ihr eine Similaritat von
ca. 96-97 %.

Eine weitere Probe wurde im amerikanischen Nationalpark Death Valley aus dem salzigen Timpel
Bad Water genommen. Das ist der einzige der untersuchten Standorte, der nicht marin war oder eine
Verbindung zum Meer hatte. Auch hier konnte allerdings wieder nur eine MHG aus den 77 16S-rDNA-
Sequenzen gebildet werden (H = ""/-7), das heiBt, die Identitat der Screening-Sequenzen war groBer
als ca. 99 %' '°. Die Referenzsequenz ist Bad Water Bw-4 k-902 (Gruppe 1) und die nichstverwandten
16S rDNA sind die von Prosthecochloris aestuarii CHP 3401 und 2K mit Si = 97,8 % bzw. 97,0 %,

""* Die erste Zahl der Haufigkeit gibt alle in einer MHG befindlichen Sequenzen an; die zweite alle in einer Probe gefundenen
16S-rDNA-Sequenzen griiner Schwefelbakterien.

"5 In der diesen Si-Werten zugrunde liegenden Distanz-Matrix (Tabelle 34, S. 139) sind auch Sequenzen enthalten, die aus
Grinden der Ubersichtlichkeit nicht in die Berechnung des Umwelt-Baumes aufgenommen wurden. Da es sich also hierbei um
eine unabhangige Berechnung handelt, kénnen leichte Unterschiede zu den im Baum dargestellten Distanzen auftreten.

""® Tabelle 45/Tabelle 46 auf S. 150/151

""" Tabelle 40, S. 145

"8 auf die Screening-Lange von 400-450 nt bezogen
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wobei ersterer Stamm ebenfalls aus einem hypersalinen Binnengewasser isoliert wurde (Vila et al.
2002).

Es wurden erwartungsgemaB keinerlei Sequenzen gefunden, die mit den limnischen Vertretern der
grinen Schwefelbakterien gruppierten; weder in Gruppe 3 noch im Bereich der StiBwasser-Arten von
Gruppe 4 um Chlorobium tepidum ATCC 49652". Allerdings tauchte auch kein Verwandter der salz-
bedrftigen Gruppe 2 oder von Chloroherpeton thalassium (Gruppe 5) auf.

Insgesamt bestétigte sich die Tendenz, die schon bei den Reinkulturen zu erkennen war, dass die
Gruppe 1 einen separaten Zweig innerhalb der GSB darstellt, eine sehr hohe Sequenzvariabilitat
besitzt und damit wohl eine groBe Diversitat aufweist. Die salzbedirftigen Arten (und die marinen
Umweltsequenzen) um Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 (Gruppe 4) liegen dagegen eher dicht
beieinander und bilden wahrscheinlich eine Untergruppe.

Die Bootstrap-Werte sind meist gréBer als B = 71, lediglich an der Verzweigung von Chlorobium
tepidum ATCC 49652" (B = 61) sowie Prosthecochloris aestuarii CHP 3401 und 2K (B = 57 bzw. 46)

treten etwas niedrigere auf.

9.1.2 Mikroheterogenitat der 16S-rDNA-Umweltsequenzen

Bei der Klonierung einer Umweltprobe, die im Vergleich zu der Anzahl der untersuchten Klone eine
geringe Variabilitdt im gesuchten Sequenz-Bereich aufweist, ist es normal, dass man vielfach dieselbe
Sequenz analysiert wie z.B. in Tabelle 41 (S. 146) ersichtlich. Die Sequenz aus Klon K-902 kam 46

Mal vor und wurde damit als Referenzsequenz bezeichnet.

Das Vorkommen der gleichen Sequenz in vielen Klonen (Haufigkeit) reprasentiert oft auch deren
vorherrschende Prasenz in der Umweltprobe. Eine unterreprasentierte Sequenz kann aber auch durch
die PCR bevorzugt amplifiziert werden, weil die Primer besser greifen als bei der haufiger
vorkommenden (PCR als semiquantitative Methode).

Ob eine Sequenz aus einem Kilon identisch oder &hnlich zu einer anderen ist, wurde allerdings nicht
durch die vollstdndige Sequenzierung erreicht. Weil dieses einen unverhéltnismaBigen Aufwand
bedeutet hatte, wurden zwei Voruntersuchungen gemacht: die Screening-PCR und Screening-
Sequenzierung (Kapitel 3.5.4 f., S. 33 f.). Bei ersterer wurden die nicht erwarteten Amplifikatlangen im
Agarose-Gel aussortiert und bei letzterer jeweils eine einzige Sequenzierung durchgefiihrt, die ca.
400-450 nt lieferte und einen hypervariablen Bereich enthielt. Diese wurden dann in einem Alignment

manuell verglichen und die Basenunterschiede gezahilt.

Sequenzen, die sich dann um weniger als ca. 1 % der Nukleotide unterschieden (ca. 4-5 nt auf
400-450 nt Screening-Lédnge) wurden per definitionem zu Mikroheterogenitatsgruppen (MHG)
zusammen genommen. Innerhalb einer MHG wurden die einzelnen Nukleotid-Unterschiede zu der

119

Sequenz gezahlt, die am haufigsten identisch vorkam' . Voll sequenziert wurden schlieBlich diese

Referenzsequenzen und zuséatzlich eine kleine Auswahl an anderen deutlich unterschiedlichen

"9 mit hochgestelltem ,R* als Referenzsequenz in Tabelle 40 ff., S. 145 ff. gekennzeichnet
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Sequenzen aus derselben MHG. In Abbildung 24 sind diese in einem Phenogramm dargestellt, um
einen Eindruck von deren Distanz zu vermitteln und zu zeigen, dass die manuell ermittelten
Ergebnisse fir die kurzen Sequenzabschnitte reprasentativ genug waren. Die Abgrenzung der
Mikroheterogenitat von Amplifikations- bzw. Sequenzierfehlern wird in der Diskussion in Kapitel 12 (S.

119) vorgenommen.

Chl. tepidum ATCC 496527

MHG-9 k-100 R @

Ptc. aestuarii DSM 2717

MHG-18 k-500 R ®

70
MHG-10 k-101 R

MHG-21 k207 R

MHG-1 k-69
100]
I MHG-1 k-13R

MHG-4 k-974
100

61 ] MHG-4 K502 R

62

Ptc. aestuarii CHP 3401

Ptc. aestuarii 2K 0 ’ 0 1

Chl. phaeovibrioides DSM 1678 e —"

100
Chl. \/{ggioforme CHP 3402

Chl. vibrioforme DSM 2607
53

Pld. phaeum CIB 2401

Abbildung 24: Mikroheterogenitit der 16S-rDNA-Umweltsequenzen in der marinen/hypersalinen Gruppe 1

Auf Chlorobium tepidum ATCC 49652" wurzelnder phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von 16S
rDNA. Die Topologie basiert auf Sequenzlangen von ca. 1240 nt, die mit den Primer-Paaren F-99-GSB/R-1369
bzw. F-99-GSB/R-1388 erhalten (eigene Daten) oder darauf zugeschnitten wurden (Daten von EMBL-EBI). Die
Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-Methode durchgefiihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes &
Cantor 1969). Rote Linien verbinden salzbedirftige Arten. Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangabe
kennzeichnet die phylogenetische Distanz. Umweltsequenzen eines Gewassers sind mit derselben Farbe

hinterlegt ( i N Adria §l Bad Water |}

Die Umweltproben in Abbildung 24 sind nicht mit der sonst tblichen Bezeichnung Gewasser Probe Klon-

Nr. sondern zur besseren Vergleichbarkeit mit MHG-Nr. Kion-Nr. angegeben. Drei Beispiele der Varianz

innerhalb einer Mikroheterogenitatsgruppe bestatigen die Kriterien, die fiir den kurzen Auswahl-
abschnitt (400-450 nt) angewandt wurden (ldentitat per def. > 99 %), indem sie zeigen, dass letzt-

endlich die Similaritat der zugehdrigen Vollsequenzen (ca. 1240 nt) auch grdBer als 99 % ist. Das sind
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MHG-5 K-706" und K-721 (Si = 99,7 %), MHG-1 K-13" und K-69 (Si = 99,4 %) sowie MHG-4 k-902" und K-
974 (Si = 99,5 %)."”® Wahrend die Referenzsequenzen in einer Probe per definitionem sehr haufig

vorkamen (Tabelle 40 ff., S. 145 ff.), waren die Sequenzen von K-721, K-69 und K-974 jeweils nur ein
einziges Mal vertreten. Das bedeutet, die Kombination der wenigen Basen, die den Unterschied zur
Referenzsequenz ausmachten (3-4 nt pro 400-450 nt), wurde bei keiner anderen Screening-Sequenz

innerhalb der zugehdérigen MHG gefunden.

9.2 PHYLOGENIE DER UMWELTSEQUENZEN (fmoA)

Der allgemeine Unterschied der PCR-Spezifitat bei den Amplifikationen aus Reinkulturen bzw.
Umweltproben wurde schon in Kapitel 9.1 behandelt. Im Gegensatz zu der Amplifikation von 16S
rDNA, bei der ein GSB-spezifischer mit einem eubakteriellen Primer kombiniert wurde, mussten im
Falle vom fmoA, das nur bei grinen Schwefelbakterien vorkommt, zwei spezifische Primer eingesetzt

werden (Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo). Diese erzielten bei den Reinkulturen gute Ergebnisse.

Bei den aus Umweltproben zu amplifizierenden fmoA-Sequenzen kam es nicht darauf an, die
Spezifitdt durch die Amplifikationsbedingungen zu lockern (z.B. durch Herabsetzung der Annealing-
temperatur), weil der in die PCR einzusetzende Primer aus einem Oligonukleotid-Gemisch mit
definierten Basenunterschieden bestand (Kapitel 7.2, S. 49). Diese Erweiterung der Spezifitdt war
schon deshalb nétig, weil die Primer lediglich auf Grundlage von zwei fmoA-Sequenzen erstellt

werden mussten, und natdrlich nicht nur diese Arten amplifiziert werden sollten.

Das Problem, das bei der 16S rDNA auftreten kann, namlich zu viele GSB-fremde Sequenzen zu
amplifizieren, die nicht aufgrund ihrer Lange im Agarose-Gel erkannt werden kdnnen, ist beim fmoA
nicht gegeben, weil dieses ausschlieBlich bei griinen Schwefelbakterien vorkommt. Es ist zwar nicht
ganzlich zu verhindern, dass die fmoA-Primer auch an anderen Stellen binden, jedoch ist die
Wahrscheinlichkeit geringer, dass ein Fehlamplifikat mit der erwarteten Lange entsteht, als bei der
16S rDNA. Solche Fehlamplifikationen konnten bei der Kontrolle der PCR-Produkte, die in die
Klonierung eingesetzt werden sollten, im Agarose-Gel als Nebenbanden erkannt und durch Variation
der PCR-Bedingungen reduziert werden. Fehlsequenzen, die spater aus einigen Klonen ermittelt
wurden, waren deshalb hauptsachlich auf Amplifikate zurtickzufihren, deren Bande im Agarose-Gel
ungefahr auf Héhe der erwarteten fmoA-Sequenzen lag, und somit im fiir die Klonierung eingesetzten

gemischten PCR-Produkt nicht erkennbar waren.

Um die Spezifitat trotzdem etwas zu lockern, wurde aber auf das bei den Reinkultur-PCR angewandte
Touchdown-Verfahren verzichtet. Auf der anderen Seite wurde durch vielfaches Ausprobieren die
beste Kombination aus Annealingtemperatur und Zyklenzahl bestimmt (Tabelle 5, S. 25), um eine
ausreichende Menge an erwartetem PCR-Produkt ohne im Agarose-Gel sichtbare Nebenbanden zu

erhalten. Solche in den meisten Féllen aus kurzen Fragmenten bestehenden Nebenbanden wirden

20 In der diesen Si-Werten zugrunde liegenden Distanz-Matrix (Tabelle 34, S. 139) sind auch Sequenzen enthalten, die aus
Grinden der Ubersichtlichkeit nicht in die Berechnung des MHG-Baumes aufgenommen wurden. Da es sich also hierbei um
eine unabhangige Berechnung handelt, kénnen leichte Unterschiede zu den im Baum dargestellten Distanzen auftreten.
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sonst bei der Ligation bevorzugt in den Vektor eingebaut und wirden zu einer hohen Anzahl an Fehl-

sequenzen bei der Analyse der einzelnen Klone fihren.

Die oben genannten Banden im Agarose-Gel bei der Screening-PCR nach der Klonierung, die
ungefahr auf der Hohe des erwarteten fmoA-Amplifikats angesiedelt waren (Unterschiede bis ca. 100
nt Uber oder unter der erwarteten GrdBe), wurden schlieBlich auch in die nachfolgende Screening-
Sequenzierung einbezogen, weil es sich hierbei um fmoA-Fragmente unbekannter griiner Schwefel-

bakterien mit gréBeren Deletionen oder Insertionen hatte handeln kénnen.

Beim Datenbankabgleich mit Fasta3 tauchte allerdings in keinem dieser Félle eine dem fmoA nur im
entferntesten verwandte Sequenzgruppe auf. Es wurden lediglich Ahnlichkeiten mit véllig anderen
Genombereichen unterschiedlichster Prokaryonten auBerhalb der Gruppe griner Schwefelbakterien
gefunden.

9.2.1 Stammbaumdarstellung mit fmoA-Umweltsequenzen

Fir eine Ubersichtliche Stammbaumdarstellung wurde eine Auswahl an Vertretern der Reinkulturen
getroffen, die vor allem die beiden Bereiche reprasentierten, in welchen sich die Umwelt-Referenz-

1

sequenzen12 einordneten (Gruppe 1 und 4). Insgesamt betrachtet wurden keine fmoA-&hnlichen

Sequenzen auBerhalb der Gruppen 1-4 der griinen Schwefelbakterien gefunden.

Die Fasta3-Suche in der prokaryontischen Datenbank von EMBL-EBI ergab fir alle fmoA-Screening-
Sequenzen, die letztendlich ausgewahlt wurden (Tabelle 40 ff., S. 145 ff.) eine eindeutige Zuordnung
zu den griinen Schwefelbakterien. Die Liste der Ubereinstimmungen wurde immer von Chlorobiaceae
angefihrt, wobei mit ausreichend hoher Sicherheit (E < e"z) ein Zufallsergebnis ausgeschlossen
werden konnte. Die Identitdt der eingegebenen Umweltsequenzen mit den fmoA-Genen der besten
Ubereinstimmungen (also der Arten, die ganz oben auf der Liste waren) betrug ca. 83-89 %'?% und

zwar auf der ganzen Lange des zu tiberpriifenden DNA-Fragments (400-450 nt).'?®

Alle weiter unten in der Liste befindlichen Nicht-Chlorobiaceae waren nicht signifikant verwandt. Sie
hatten demnach gréBere E-Werte (= kleinere Wahrscheinlichkeit einer signifikanten Ubereinstimmung)
sowie niedrigere Prozentzahlen bei der Identitdtsangabe. Vor allem aber wurde nur flr einen kurzen
Bereich der Nukleotidsequenz (70-150 nt) diese Pseudo-Ubereinstimmung in der Datenbank
gefunden (= kleiner Uberlappungsbereich, Kapitel 5.2, S. 42). Somit wurde also noch vor der
phylogenetischen Berechnung festgestellt, dass mit den gewahlten Methoden tatsachlich Fragmente
des fmoA-Gens aus den Umweltproben amplifiziert wurden.

Die hdéchste Sequenzvariabilitat trat in der Atlantikprobe SSM-3 auf. Neben der einen Mikrohetero-
genitatsgruppe, vertreten durch Atlantik SSM-3 K-303, die nahezu identisch zum fmoA-Gen vom Typen-

2! Die im phylogenetischen Baum enthaltenen Referenzsequenzen représentieren Mikroheterogenitatsgruppen und spiegeln
per definitionem die Vielfalt der gefundenen fmoA-Sequenzen wieder (Kapitel 19.2.2, S. 92).

' Zu beachten ist, dass es im fmoA-Gen im Vergleich zu den gewohnten Werten bei der 16S rDNA eine hdhere
Nukleotidvarianz gibt, die per se zu einer niedrigeren Identitat auch von néher verwandten Sequenzen fihrt.

'3 Dieses Ergebnis reprasentiert nur den Status quo zum Zeitpunkt des Fasta3-Abgleichs. In der Datenbank waren nicht die im
Rahmen dieser Arbeit sequenzierten Reinkultur- und Umweltsequenzen vom fmoA enthalten. Diese sind erst spéater der
Offentlichkeit zur Verfligung gestellt worden.
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stamm Prosthecochloris aestuarii DSM 271" war (Abbildung 25; Si = 99,7 %)'®, traten in Gruppe 4
noch zwei andere auf, reprasentiert durch Atlantik SSM-3 K-354 und K-307. Diese sind durch ihre Lage im

phylogenetischen Stammbaum und der marinen Herkunft zu der salzbedirftigen Untergruppe um
Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 zu rechnen, obwohl der Bootstrap-Wert an deren Basis (B =
59) nicht ganz so hoch ist, wie an den meisten anderen Verzweigungen im Stammbaum. Die beiden
Umweltsequenzen in Gruppe 4 haben etwa die gleiche Similaritat zu jedem Vertreter dieser Gruppe
(Si = 89,2-91,8 %). Untereinander liegen sie mit Si = 93,1 % fast genauso weit auseinander und beide
traten nur ein einziges Mal in der Klonierungsprobe SSM-3 auf (Haufigkeit jeweils H = '17; Tabelle 44,
S. 149) . Den Rest mit H = "%/, bildete Atlantik SSM-3 K-303 in Gruppe 1. Die zu Prosthecochloris

aestuarii DSM 2717 fast ebenso identische Sequenz Atlantik Sip-4 K-802 (Si = 99,4 %) reprasentiert
sogar die einzige MHG der Probe Sip-4 (H = *°/»9; Tabelle 43, S. 148).

Ahnlich ist es mit den beiden Ostseeproben Laboe-3 und Stak-2. Es wurde jeweils nur eine einzige

MHG gefunden, die durch Ostsee Laboe-3 K-600 und Stak-2 K-455 reprasentiert ist (H = %'/g7 bzw. */s;

Tabelle 46, S. 151). Beide liegen in Gruppe 1 ebenfalls sehr nahe bei Prosthecochloris aestuarii DSM
2717 (Si = 99,2 % bzw. 97,6 %).

Interessanter ist das Ergebnis der Umweltprobe aus Kroatien (Cviic-2). Hier konnten zwei deutlich
verschiedene MHG in der marinen/hypersalinen Gruppe 1 ermittelt werden, die durch Adria Cviic-2 K-
1027a und K-1011 vertreten sind. Ihre Similaritdt untereinander liegt bei 88,0 % und ist damit recht klein.
Es gab keine weiteren Umwelt- oder Reinkultursequenzen in ihrer Nahe, weshalb der Similaritats-
bereich Si = 78,7-84,1 % zu den anderen aus Gruppe 1 sehr niedrig ist. In dieser Probe aus Kroatien
konnten 20 fmoA-Sequenzen gefunden werden, von denen K-1011 der Hauptvertreter war (H = 14/20)
wéahrend K-1027a nur ein Mal vorkam (H = 'a0; Tabelle 40, S. 145).

Bei der Analyse der fmoA-Fragmente wurden keine Sequenzen auBerhalb der bekannten Gruppen
gefunden. Wie bei der 16S rDNA lagen keine von diesen in Gruppe 2 oder 3.

2% In der diesen Si-Werten zugrunde liegenden Distanz-Matrix (Tabelle 36, S. 141) sind auch Sequenzen enthalten, die aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nicht in die Berechnung des Umwelt-Baumes aufgenommen wurden. Da es sich also hierbei um
eine unabhangige Berechnung handelt, kénnen leichte Unterschiede zu den im Baum dargestellten Distanzen auftreten.

'% Die erste Zahl der Haufigkeit gibt alle in einer MHG befindlichen Sequenzen an; die zweite weist alle in einer Probe
gefundenen fmoA-Sequenzen aus.
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Abbildung 25: fmoA-Phylogenie der Umweltsequenzen

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von fmoA. Die Topologie basiert auf Sequenzldngen

von ca. 875 nt, die mit dem Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten (eigene Daten) oder darauf
zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-Methode
durchgefiihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor 1969). Rote Linien verbinden salzbedirftige
Arten. Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz. Umwelt-
sequenzen sind jeweils Reprasentant einer MHG.

9.2.2

Mikroheterogenitat der fmoA-Umweltsequenzen

Die allgemeine Beschreibung der Mikroheterogenitat wurde schon

in Kapitel 9.1.2 (S. 87)
vorgenommen. Zur Verdeutlichung der niedrigen aber dennoch vorhandenen Varianz innerhalb einer
MHG wurde ein Phenogramm mit ausgewahlten Sequenzen erstellt (Abbildung 26).
Bei

den fmoA-Umweltsequenzen wurde nach vollendeter

Screening-Sequenzierung genauso
verfahren wie bei der 16S rDNA, mit dem Unterschied, dass Sequenzen schon dann zu einer MHG

zusammengenommen wurden, wenn sie sich in maximal 2 % der Nukleotide unterschieden (das
entspricht maximal 8-9 nt auf 400-450 nt Screening-Sequenzlénge; Identitat per def. > 98 %). Dieses

Kriterium erwies sich als hilfreich, um im Vorfeld schon wesentliche Sequenzunterschiede von
marginalen Variationen (Mikroheterogenitat) abzugrenzen.
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Die geringe aber doch vorhandene Varianz innerhalb einer MHG wird in Abbildung 26 an mehreren
Beispielen verdeutlicht. Es wurde grundséatzlich die Referenzsequenz vollsequenziert und zusétzlich
noch andere Fragmente, wenn sie innerhalb der MHG einen mdglichst hohen Unterschied zu dieser

aufwiesen.

Chl. tepidum ATCC 496527

Ptc. aestuarii 2K @

MHG-3 k-1027a R

L MHG-2 «-1079
100
L MHG-2 k-1011 R

[ MHG-15 k-351
3

3ef 136
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Abbildung 26: Mikroheterogenitit der fmoA-Umweltsequenzen in der marinen/hypersalinen Gruppe 1

Auf Chlorobium tepidum ATCC 49652" wurzelnder phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von fmoA-
Fragmenten. Die Topologie basiert auf Sequenzldngen von ca. 875 nt, die mit dem Primer-Paar
F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten (eigene Daten) oder darauf zugeschnitten wurden (Daten von EMBL-EBI). Die
Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-Methode durchgefiihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes &
Cantor 1969). Rote Linien verbinden salzbedlrftige Arten. Bootstrap Werte sind prozentual. Die MaBangabe

kennzelchnet die lo enetlsche Dlstanz Umweltsequenzen eines Gewassers sind mit derselben Farbe
Fimenoot (R, S50,

Die zugehdrigen Similaritatswerte sind der Tabelle 36 (S. 141) entnommen: MHG-2 K-1011" und K-1079
(Si = 99,4 %); MHG-20 K-400 und K-455" (Si = 97,9 %)'?®; MHG-19 K-600", K-635, K-683 und K-686 (Si
99,2-99,8 %); MHG-15 K- 3037, K-311 und K-351 (Si = 99,1-99,4 %) sowie MHG-8 K-802" und K-839 (Si
99,7 %). Die Referenzsequenzen kamen per definitionem am haufigsten vor, wobei alle anderen

12 Dieser Wert liegt leicht auBerhalb des Definitionsbereichs einer MHG (Si = 98,0-100 %). Da die Abweichung aber minimal ist,
wurden die Sequenzen K-400 und K-4557 trotzdem zu der MHG-20 zusammengefasst.
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jeweils nur ein einziges Mal vorhanden waren. Eine Ausnahme bildet allerdings MHG-20. In der
zugehdrigen Probe Stak-2 wurden insgesamt nur vier fmoA-Sequenzen gefunden (Tabelle 46, S.
151).

Im Vergleich zur 16S rDNA wurde fir die Entscheidung zur Vollsequenzierung noch eine weitere
Eigenschaft herangezogen, weil sich aus der Nukleotidsequenz auch Aminosduren ableiten lassen.
Insofern wurde jeder Basenunterschied einer Screeningsequenz noch daraufhin Gberprift, ob im
Vergleich zur Referenzsequenz nach der Translation ein Aminosdureaustausch resultieren wirde.
Sofern mindestens zwei AS-Austausche vorkamen, wurde dieses Fragment ebenfalls vollsequenziert,
was besonders fir die Mikroheterogenitat des FMO wichtig war (Kapitel 9.3.2, S. 95).

9.3 PHYLOGENIE DER UMWELTSEQUENZEN (FMO)

Die FMO-Sequenzen basieren vollstdndig auf deren zugehérigen fmoA-Gen-Fragmenten, weil sie aus
diesen unter Berlcksichtigung der allgemeinen IUPAC-Nomenklatur translatiert wurden. Von daher
gilt alles, was Uber Primer-Auswahl und Spezifikation in Kapitel 9.2 geschrieben wurde, auch hier.

9.3.1 Stammbaumdarstellung mit FMO-Umweltsequenzen

Die Auswahl der Reinkultur- und Umweltsequenzen entspricht exakt der des fmoA-Stammbaumes in
Abbildung 25 (S. 92). Wie dort beschrieben, ist auch auf Aminosaureebene die gréBte Variabilitat in
der Probe SSM-3 zu finden. Die aus vier verschiedenen Proben zweier Kontinente gewonnenen

Sequenzen Atlantik SSM-3 K-303 und Atlantik Sip-4 K-802 sowie Ostsee Laboe-3 K-600 und Ostsee Stak-2

K-455 sind alle nahezu identisch zu Prosthecochloris aestuarii DSM 271" in der marinen/hypersalinen
Gruppe 1 (Si = 99,0-100,0 %)’ und reprasentieren jeweils die zugehdrige MHG (Abbildung 27).

Die beiden einzigen nachgewiesenen Sequenzen auBerhalb der Gruppe 1 sind im Aminosdure-
Stammbaum ebenfalls zu Gruppe 4 zu rechnen und bilden mit den untereinander nahezu identischen
Sequenzen Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026, Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM
263 und NCIB 8346 (Si = 99,3-100,0 %) eine salzbedurftige Untergruppe. Diese beiden Umwelt-
fragmente haben eine Similaritdt von 98,4 % und liegen damit nahe beieinander. Darliber hinaus
besitzen sie einen ahnlichen Abstand sowohl zu den limnischen als auch zu den salzbedurftigen
Vertretern der Gruppe 4 (Similaritéat jeweils ca. 96 %).

In Gruppe 1 haben die zwei MHG-Vertreter der Adria-Probe Adria Cviic-2 K-1027a und K-1011 eine
kleine aber deutliche Distanz (Si = 98,7 %) und es gibt keine Reinkultursequenz in deren unmittelbarer
N&he (Simax = 93,2 %).

27 In der diesen Si-Werten zugrunde liegenden Distanz-Matrix (Tabelle 38, S. 143) sind auch Sequenzen enthalten, die aus
Grinden der Ubersichtlichkeit nicht in die Berechnung des Umwelt-Baumes aufgenommen wurden. Da es sich also hierbei um
eine unabhangige Berechnung handelt, kénnen leichte Unterschiede zu den im Baum dargestellten Distanzen auftreten.
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Abbildung 27: FMO-Phylogenie der Umweltsequenzen

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von FMO-Sequenzen. Die Topologie basiert auf
Aminosaure-Sequenzlangen von ca. 290 aa, die aus Nukleotidsequenzen erstellt wurden, welche mit dem
Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten (eigene Daten) oder darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von
EMBL-EBI). Die Distanz wurde nach Dayhoff et al. (1978) ermittelt. Rote Linien verbinden salzbedurftige Arten.
Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz. Umweltsequenzen
sind jeweils Reprasentant einer MHG.

9.3.2 Mikroheterogenitat der FMO-Umweltsequenzen

Im Kapitel 9.1.2 (S. 87) wurde bereits die Definition der Mikroheterogenitat am Beispiel der 16S rDNA
vorgenommen und in Kapitel 9.2.2 (S. 92) fir das fmoA angepasst. Aus den fmoA-Fragmenten, der im
gleichen Kapitel befindlichen Abbildung 26, wurden Aminosauresequenzen erstellt und ein Pheno-

gramm berechnet (Abbildung 28).

Die Similaritadtswerte der im folgenden beschriebenen Vertreter der Mikroheterogenitatsgruppen sind
der Tabelle 38 (S. 143) entnommen: MHG-2 K-1011" und K-1079 (Si = 99,0 %); MHG-20 K-400 und K-
455" (Si = 98,7 %); MHG-19 K-600", K-635, K-683 und K-686 (Si = 98,7-99,7 %); MHG-15 K-303", k-311 und
K-351 (Si = 99,0-99,4 %) sowie MHG-8 k-802" und K-839 (Si = 99,0 %).
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Abbildung 28: Mikroheterogenitat der FMO-Umweltsequenzen in der marinen/hypersalinen Gruppe 1

Auf Chlorobium tepidum ATCC 49652 wurzelnder phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von FMO-
Fragmenten. Die Topologie basiert auf Aminosauresequenzlangen von ca. 290 aa, die aus Nukleotidsequenzen
erstellt wurden, welche mit dem Primer-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten (eigene Daten) oder darauf
zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die Distanz wurde nach Dayhoff et al. (1978) ermittelt. Rote
Linien verbinden salzbedurftige Arten. Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die
E ﬁlogenetische Distanz. Umweltsequenzen eines Gewassers sind mit derselben Farbe hinterlegt (IEXEILA,

§ Adria ]}

9.4 VERGLEICH DER UMWELTSEQUENZEN (16S rDNA, fmoA, FMO)

Bei Umweltsequenzen ist ein direkter Vergleich der Phylogenie verschiedener Gene nicht mdéglich,
weil im Gegensatz zu Sequenzen aus einer Reinkultur diese nicht eindeutig einem Organismus
zugeordnet werden kénnen. In der vorliegenden Arbeit ist dies jedoch trotzdem vertretbar, weil die
gefundene Diversitat insgesamt gering war. Das soll aber erst in der Diskussion erfolgen.

Der gréBte Unterschied zwischen den Ergebnissen aus Umweltproben besteht darin, dass im Rahmen
der 16S-rDNA-Analyse auch Sequenzen gefunden wurden, die auBerhalb der bisher bekannten finf
Gruppen griner Schwefelbakterien lagen (Ostsee Stein-1 K-249, K-273 und K-298 sowie Atlantik Sip-4 K-
790; Abbildung 29, S. 99).
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Sowohl bei der 16S rDNA als auch beim fmoA/FMO wurden Gruppenvertreter aus 1 und 4 nach-
gewiesen. Bei letzterer sind die Umweltsequenzen erwartungsgeman eher der salzbedurftigen Unter-
gruppe zuzurechnen. Weiterhin sind in allen drei phylogenetischen Stammb&umen die Fragmente, die
am haufigsten vorkamen, eindeutig zu Prosthecochloris aestuarii DSM 271" zu rechnen, wahrend
keine der anderen Umweltsequenzen eine so hohe Similaritat zu einem der lbrigen Reinkulturstdmme
aufwies. Das zeigt sehr anschaulich, dass mit molekularen Methoden auch Sequenzen nachgewiesen

werden kénnen, die wahrscheinlich zu Stdmmen gehdren, welche bisher nicht kultivierbar waren.

Im 16S-rDNA-Stammbaum gibt es noch zwei Sequenzen, die etwas abseits der Hauptvertreter der
Umweltfragmente stehen, jeweils nur in einem Klon nachgewiesen wurden und auch kein

entsprechendes Pendant im fmoA- bzw. FMO-Stammbaum haben: Atlantik SSM-3 K-153 (Gruppe 4) und

K-100 (Gruppe 1). Generell konnte mit der fir die 16S rDNA entwickelten Nachweismethode eine
gréBere Sequenzvariabilitdt in der gleichen Probe erfasst werden als es beim fmoA der Fall war
(Abbildung 23, Abbildung 25 und Abbildung 27). In zwei Proben konnten zwar 16S-rDNA-Fragmente

amplifiziert werden, aber keine vom funktionellen Gen: BW-4 (Bad Water) und Stein-1 (Ostsee).

Eine kleine Ausnahme bildet das Ergebnis der Umweltprobe aus Kroatien (Cviic-2). Hier konnten zwei
deutlich verschiedene MHG ermittelt werden, die durch Adria Cviic-2 K-1027a und K-1011 vertreten sind

(bei der 16S rDNA nur eine). lhre Similaritat untereinander liegt bei 88,0 % und ist damit recht groB,
auch wenn man davon ausgeht, dass im Verhaltnis zur 16S rDNA beim fmoA durch eine gréBere
Sequenzvariabilitdt die Si-Werte generell niedriger sind. Als vergleichbares Beispiel kann die
Similaritdt von Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 zu Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM
249" dienen. Auf fmoA-Basis ist der Si-Wert ebenfalls 88,0 %, wihrend er bei der 16S-rDNA 95,6 %
betragt, womit die beiden Sequenzen noch zu einer Bakteriengattung, aber nicht mehr zur selben Art

gerechnet werden kénnen.

9.5 GRUPPENSIGNATUREN (UMWELTPROBEN VS. REINKULTUREN)

Im Allgemeinen ordnen sich alle 16S-rDNA-, fmoA- und FMO-Umweltsequenzen der Gruppen 1-4
sehr gut in die fur Reinkultur-Fragmente ermittelten Gruppensignaturen ein (Tabelle 30 ff., S. 135 ff).

Die Sequenz Atlantik SSM-3 K-153 weicht allerdings an mehreren Positionen ab. Sie weist 13 von 24

Signaturen der Gruppe 1 auf (Positionen 115-215), obwohl sie im phylogenetischen 16S-rDNA-
Stammbaum eindeutig zur salzbedrftigen Untergruppe von 4 zu rechnen ist, mit der sie auch in allen

drei Signaturen Ubereinstimmt.

Auch gerade das sehr signifikante zuséatzliche Codon (fmoA-Position 525a-c) bzw. die zusatzliche
Aminosaure Asparagin (FMO-Position 175a) kommt ausnahmslos bei allen der Gruppe 1

zugeordneten Umweltsequenzen vor, nicht aber bei Atlantik SSM-3 K-153.
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9.6 ANDERE UMWELTSEQUENZEN (AUBERHALB DER GSB)

Bei der Amplifikation von 16S-rDNA-Fragmenten aus Umweltproben wurde besonderen Wert darauf
gelegt, die PCR nicht zu stringent zu halten, damit die Mdglichkeit gegeben war, Sequenzen auch

auBerhalb der bisher bekannten finf Gruppen zu entdecken (Kapitel 9.1, S. 83).

Die Sequenzen, die den bisher bekannten Gruppen am né&chsten standen, sind in Abbildung 29
dargestellt. Sie wurden aus zwei véllig unterschiedlichen Proben amplifiziert (Sip-4 von der Atlantik-
kiiste der USA und Stein-1 aus der Ostsee), wovon drei Sequenzen jeweils in nur einem einzigen der
untersuchten Klone auftraten (Tabelle 42 und Tabelle 46, S. 147/151). Ostsee Stein-1 K-273 allerdings

hatte in einem zweiten Klon ein fast identisches Pendant (K-275).

Die Similaritat reicht untereinander von 91,2-97,2 %. Zu Chloroherpeton thalassium (Gruppe 5) und
den anderen griinen Schwefelbakterien der Gruppen 1-4 herrscht ein relativ groBer Abstand (Si =
80,0-82,6 %), wahrend die Entfernung zu Rhodothermus marinus DSM 4252 aus der nahe
verwandten Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides-Gruppe (CFB) mit Si = 81,0-81,7 % etwa genauso
weit ist (Tabelle 34, S. 139).

Beim Datenbankabgleich ergab sich mit einer ausreichend hohen Sicherheit von E < e'? (E-Value, E-

Wert), dass die Sequenzen Ostsee Stein-1 K-249 und K-273 sowie Atlantik Sip-4 K-790 insgesamt als

nachste Verwandte die griinen Schwefelbakterien sowie Rhodothermus- und Cytophaga-Arten haben

(Identitat'®® ca. 82 %). Fur Ostsee Stein-1 k-298 waren die besten Ubereinstimmungen die 16S rDNA

der Gattung Rhodothermus (Id ca. 83 %). Darliber hinaus gab es in der Datenbank einige Umwelt-
sequenzen von nicht ndher bestimmten Bakterien (nicht identifiziert bzw. nicht kultiviert), die sogar
deutlich gréBere Ahnlichkeiten aufwiesen (Id bis ca. 91 %). Manche davon wurden sogar den griinen
Schwefelbakterien zugeordnet (z.B. eine 16S rDNA aus Sedimenten der Antarktis mit der Zugangs-
nummer AF424373).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass diese selten gefundene Sequenzgruppe wohl zu
Bakterien gehért, deren phylogenetischer Platz zwischen den grinen Schwefelbakterien und der
Cytophagal Flavobacterium-Gruppe liegen muss.

128 | dentitat ist nicht mit Similaritat zu verwechseln. Bei ersterer werden nur die Baseniibereinstimmungen gezahlt, wahrend bei
letzterer ein Algorithmus zugrunde liegt, der ein evolutionstheoretisches Modell vertritt.
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Abbildung 29: 16S-rDNA-Phylogenie der Umweltsequenzen in der Nadhe der GSB

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von 16S rDNA. Die Topologie basiert auf Sequenz-
langen von ca. 1240 nt, die mit den Primer-Paaren F-99-GSB/R-1369 bzw. F-99-GSB/R-1388 erhalten (eigene
Daten) oder darauf zugeschnitten wurden (Daten von EMBL-EBI). Die Berechnungen wurden mit der Distanz-
Matrix-Methode durchgeflihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor 1969). Bootstrap-Werte sind
prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz.
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Eine gewisse Bestatigung flr die Eignung von Bedingungen und Primer war dann gegeben, wenn im
Klonierungsergebnis einer Probe auch wenige 16S-rDNA-Sequenzen vorkamen, die laut Datenbank
(Fasta3) nicht den griinen Schwefelbakterien zugeordnet werden konnten, aber mit diesen weitlaufig
verwandt waren (Tabelle 41 ff., S. 146 ff.). Auf folgende Proben traf dies zu (die Haufigkeit H der
Nicht-GSB-Sequenzen steht in eckigen Klammern'®): Bad Water BW-4 [/s], Atlantik Sip-4 [*/s],
Atlantik SSM-3 ['/s3],Ostsee Laboe-3 [''/gs]. In den Ubrigen beiden 16S-rDNA-Klonierungsergebnissen

war das Verhaltnis ungiinstiger: Adria Cviic-2 [%/34] und Ostsee Stein-1 [*'/74].

Tabelle 29: Hauptvertreter der Nicht-GSB-Gattungen in 16S-rDNA-Klonierungsergebnissen

Die aufgefiihrten Gattungen gehdren zu folgenden Bakterien-Gruppen:
Cytophaga- Flexibacter-Bacteroides-Gruppef{®ia=)]
Moo EIE (,Purpurbakterien und Verwandte*)

(,Gram-positive Bakterien®)
Chlamydiales-Verrucomicrobia-Gruppe]

i Cytophaga, Flavobacterium, Rhodothermus
Bad Water BW-4 Desulfocapsa, Desulfonema, Mesorhizobiu
Cytophagd
Atlantik Sip-4 Desulfocella, Desulfovibrio, Desulfotignum, Desulfuromusa

Streptomyces

Atlantik SSM-3 Desulfobacte

Cytophaga, Flexibacter, Lewinellg
Desulfobacterium, Desulfobulbus, Desulfomicrobium,
Desulforhopalus, Desulfuromonas

Ostsee Laboe-3

Cytophaga, Flavobacterium, Flexibacter, Lewinella
Aeromonas, Beggiatoa, Bdellovibrio, Desulfobacterium, Desulfobulbus,
Desulfocapsa, Desulfococcus, Desulfofustis, Desulfomicrobium, Desulfovibrio,
Desulforhopalus, Desulfuromonas, Erythrobacter, Geobacter, Roseospira,
Shewanella, Sphingomonas, Thiomicrospird

Prosthecobacter, Verrucomicrobiu

Ostsee Stein-1

Mittelmeer PSA-1 Prevotelld

In einer weiteren durchsuchten Probe wurde keine einzige GSB-Sequenz gefunden, deshalb ist sie
bisher nicht erwéhnt worden: PSA-1 stammt von dem Strand eines Salzsees (Etang) in der Nahe von
Montpellier (Frankreich), der mit dem Mittelmeer in offener Verbindung steht. Hier wurden die 18
ermittelten Sequenzen mit hoher Signifikanz ausschlieBlich der Gattung Prevotella zugeordnet
(Cytophaga- Flexibacter-Bacteroides-Gruppe, CFB) und stehen damit den grinen Schwefelbakterien

nahe.

12 Die erste Zahl der Haufigkeit gibt die Anzahl der Nicht-GSB-Sequenzen an; die zweite filhrt alle in einer Probe gefundenen
16S-rDNA-Sequenzen auf.
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Abbildung 30: Stammbaum wichtiger Vertreter der Bacteria im Hinblick auf die Umweltsequenzen

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von 16S rDNA beispielhafter Vertreter der Bacteria.
Die Topologie basiert auf einem Alignment von 1276 nt Lange. Die Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-
Methode durchgefihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes & Cantor 1969). Bootstrap-Werte sind
prozentual. Die MaBangabe kennzeichnet die phylogenetische Distanz. Blaue Linien verbinden Gruppen, deren

Vertreter am haufigsten bei den Fasta3-Analysen auftraten. Die Gruppeneinteilungen basieren auf Vorschlagen
des NCBI (National Center for Biotechnology Information, URL 17, S. 154).

Beispiele fir die anderen Ergebnisse der Fasta3-Suche sind in Tabelle 29 aufgefthrt. Dabei ist zu
beachten, dass jeweils stellvertretend eine Gattung aus der Liste der Ubereinstimmungen gewahlt

wurde, die am nachsten mit der Umweltsequenz verwandt war und haufiger vorkam. Sequenzen von
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unbestimmten oder nicht kultivierten Arten wurden dabei auBBer Acht gelassen. Oft betrug die Identitat
der besten Ubereinstimmungen nur ca. 80-90 % (insgesamt kamen Werte von ca. 70-99 % vor).

Am haufigsten sind Sequenzen von Bakterien gefunden worden, deren n&chste Verwandte laut
Datenbank zur CFB-Gruppe oder den Proteobacteria gerechnet werden. Diese stehen den Chlorobi
auch vergleichsweise nahe im Vergleich zu den meisten anderen Gruppen der Bacteria (Abbildung
30).

Eine Amplifikation von &hnlichen aber nicht den griinen Schwefelbakterien zuzurechnenden
Fragmenten kam allerdings nur bei der 16S rDNA vor, weil diese ein Bestandteil des Genoms aller
Prokaryonten ist. Das fmoA-Gen ist im Unterschied dazu nach heutigem Wissen auf die Gruppe
griner Schwefelbakterien beschrankt. Demnach waren unspezifisch amplifizierte Fragmente in keiner
Weise dem fmoA ahnlich. Die in der Datenbank gefundenen nachstverwandten Sequenzen hatten
meist eine sehr niedrige Identitdt und waren absolut nicht signifikant (niedriger E-Wert und kleiner
Uberlappungsbereich). Das deutet darauf hin, dass die unspezifischen Ergebnisse im Fall des fmoA

zufallig waren und verschiedenste DNA-Abschnitte in anderen Bakterien amplifiziert wurden.
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DISKUSSION

Die griinen Schwefelbakterien stellen eine physiologisch koharente Gruppe spezialisierter anoxigener
phototropher Bakterien dar. Bei der bisherigen Betrachtung sowohl aufgrund klassisch-taxonomischer
Eigenschaften als auch auf Basis von 16S-rDNA-Sequenzvergleichen (Overmann & Tuschak 1997)
bilden die Chlorobiaceae eine eigenstandige Gruppe bzw. sind eine separate Linie innerhalb des
Reiches der Bacteria (Abbildung 1, S. 4).

Die phylogenetische Beziehung der Chlorobiaceae untereinander jedoch korreliert auf 16S-rDNA-
Basis nicht mit der derzeit giltigen taxonomischen Klassifizierung, die sich vor allem auf klassische
Kriterien wie Zellmorphologie, Absorptionseigenschaften der Pigmente, Struktur der photo-
synthetischen Pigmente und das Vorhandensein von Gasvesikeln stiitzt.

Zur Untersuchung der bisher bekannten 16S-rDNA-Phylogenie griiner Schwefelbakterien und zur
Weiterentwicklung dieser, wurde die Anzahl an verfligbaren Sequenzen dieses Gens erhéht und ein
funktionelles Gen in die Betrachtung mit einbezogen (fmoA).

Um nicht alleine von kultivierbaren Chlorobiaceae abhangig zu sein, wurden neben der Verwendung
von Reinkulturen die entwickelten Methoden auch fiir die Untersuchung von Umweltproben in der
zweiten Phase dieser Arbeit adaptiert. Damit war es méglich, Sequenzen von bisher wahrscheinlich
unbekannten Stdmmen nachzuweisen und auch eine Aussage Uber die Diversitat und Verteilung der

grinen Schwefelbakterien an marinen und hypersalinen Standorten zu machen.

10 DISKUSSION METHODISCHER ENTWICKLUNGEN

Die sorgfaltige Auswahl der Primer ist fir die Gewinnung von den Sequenzen, die untersucht werden
sollen, von essentieller Bedeutung. Wahrend bei der Arbeit mit Reinkultur-DNA mangelnde Primer-
Qualitat und -Spezifitdt noch durch geeignete PCR-Bedingungen ausgeglichen werden kann, ist bei
Umweltproben vor allem im Bereich funktioneller Gene kein befriedigendes Ergebnis mehr zu
erwarten, wenn sich die Primer schlecht an die vorgesehenen Bereiche auf der DNA anlagern.

10.1 PRIMER-SYSTEM FUR DIE 16S rDNA

Bisher wurden 16S-rDNA-Fragmente griner Schwefelbakterien nicht durch GSB-spezifische
Amplifikation gewonnen, sondern mit eubakteriellen Primern. Bei der Untersuchung von Reinkulturen
konnten auf diese Weise reine Produkte gewonnen werden, wenn keinerlei Verunreinigung durch
andere Bakterien sowohl im Ausgangsprodukt als auch in der nachfolgenden Verarbeitung auftrat. Die
Gewinnung von GSB-Fragmenten aus Umweltproben war mit dieser Methode ebenfalls mdglich,
allerdings musste das PCR-Produkt, das aus 16S-rDNA-Fragmenten verschiedenster Bakterienarten
bestand, noch vor der Sequenzierung durch eine Klonierung aufgetrennt werden. Der Nachteil dabei

ist, dass das Ergebnis nur aus einem geringen Anteil an GSB-DNA besteht und dadurch der
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Klonierungsaufwand sehr hoch ist, wenn nur eine bestimmte, meist unterreprasentierte Bakterien-
gruppe wie die griinen Schwefelbakterien von Interesse ist. Andererseits ist es dabei schwer, die
Diversitat ausreichend gut zu erfassen. Als Beispiel sei hier eine Klonierung konstruiert, bei der wie in
der vorliegenden Arbeit 100 Klone je Probe untersucht werden. Wenn davon nur fiinf Klone Uberhaupt
16S-rDNA-Fragmente von GSB enthalten, ist die Wahrscheinlichkeit sehr gering, innerhalb dieser
dann auch Arten der Chlorobiaceae zu detektieren, die weniger haufig vorkommen. Bei den in dieser
Arbeit untersuchten Standorten Sip-4, SSM-3 und Laboe-3 wéaren dann wahrscheinlich nur 16S-rDNA-
Fragmente des stark vertretenen marinen Typenstammes Prosthecochloris aestuarii DSM 271" nach-
gewiesen worden (Tabelle 42 ff., S. 147 ff.).

Die Entwicklung von GSB-spezifischen Primern war deshalb fur eine gute Amplifikation aus Rein-
kulturen hilfreich und bei den Standortuntersuchungen essentiell notwendig. So wurden schon fiir
erstere die Primer konstruiert, die spater bei den Umweltproben zum Einsatz kommen sollten.
Dadurch konnten nach der theoretischen Primer-Auswahl einige Erfahrungen im praktischen Einsatz
an wenig komplizierten Reinkulturproben gewonnen werden, was sich als sehr hilfreich fir die nach-

folgenden Standortklonierungen erwies.

SchlieBlich wurde ein spezifischer Primer ausgewahlt, der nahe am Beginn der 16S rDNA liegt und
keinerlei unbestimmte mehrdeutige Nukleotide enthalten sollte (F-99-GSB, Kapitel 7.1, S. 48). Dies
erschien deshalb als notwendig, weil der zweite Primer eubakteriell sein sollte, das heiBt, bei allen
bekannten Arten der Bacteria binden konnte, was es erméglichte, einerseits spezifisch GSB zu
amplifizieren, andererseits innerhalb dieser Gruppe aber mdéglichst unspezifisch die Diversitat zu
erfassen. Ein Primer mit unbestimmten Nukleotiden hatte bei der in allen Bakterien vorkommenden

16S rDNA die Gefahr bedeutet, zu wenige Chlorobiaceae zu erfassen.

Mit der gewadhlten Primer-Kombination wurden alle in der Datenbank befindlichen 16S-rDNA-
Sequenzen griner Schwefelbakterien bis auf die von Chloroherpeton thalassium erfasst. Dieser
Stamm wies an 2 von 17 Positionen ein anderes Nukleotid auf (Tabelle 16, S. 49). Allerdings lag diese
Stelle in der Mitte des Primers und war damit nicht am flr die Bindung kritischen 3’-Ende. Nach der
Primer-Anlagerung (Annealing) in einer PCR findet dort namlich die Anlagerung von weiteren
Nukleotiden (Elongation) statt. Wenn an dieser Stelle Basenpaarungen wegen Sequenzunterschieden
nicht oder nur schwach erfolgen kénnen, ist das Primer-Molekll dort instabil und eine Elongation
schlecht méglich. Anders ist das bei fehlenden Ubereinstimmungen in der Mitte oder am 5-Ende.
Sofern das Oligonukleotid insgesamt gut bindet, kann eine Elongation am 3’-Ende problemlos statt-

finden.

Wie viele Fehlpaarungen noch zu einer Bindung und damit zu einem geeigneten Amplifikat fihren,
héngt schlieBlich von den gewahlten PCR-Bedingungen ab, die fir die Reinkulturen so gewahlt
wurden, dass méglichst nur eine hundertprozentige Basen-Ubereinstimmung zu einem Ergebnis
fuhrte. Dieses war deshalb notwendig, weil zur nachfolgenden Sequenzierung keine Auftrennung des
PCR-Produktes Uber eine Klonierung erfolgen sollte und eine Sequenzierung nicht mit einem Gemisch

aus verschiedenen Fragmenten mdglich ist.
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Bei Amplifikationen aus Umweltproben war es wichtiger auch Fehlpaarungen zuzulassen, chne jedoch
zu viele Nicht-GSB-Fragmente zu klonieren. Flr jeden Standort wurden unterschiedliche Bedingungen
angewandt, was einmal dazu flhrte, dass von 74 verwertbaren Klonsequenzen nur 7 zu den griinen
Schwefelbakterien oder deren Umgebung gerechnet werden konnten (Stein-1, Tabelle 46, S. 151).
Drei davon waren untereinander nahezu identisch und bei den restlichen vier war es nicht sicher, ob
sie Uberhaupt zur Gruppe der Chlorobiaceae gerechnet werden kénnen (Abbildung 29, S. 99). Leider
war es nicht moglich aus dieser Probe fmoA-Fragmente zu amplifizieren, um die Resultate zu unter-
mauern. Das Ergebnis konnte auch nicht durch eine Steigerung der Stringenz der PCR-Bedingungen
verbessert werden, da dieses zu einer stark reduzierten Amplifikatmenge fihrte.

Es wird deshalb vermutet, dass die DNA-Menge griner Schwefelbakterien in der Probe Stein-1 sehr
gering gewesen sein muss, was auch das Scheitern der fmoA-Amplifikation erklaren kénnte. Das soll
kurz erlautert werden: Bei den PCR-Experimenten mit Reinkultur-DNA war davon auszugehen, dass
im Wesentlichen nur Chlorobiaceae-Genom vorhanden war und damit sowohl 16S-rRNA- als auch
fmoA-Gene griner Schwefelbakterien. Mit jeweils geeigneten PCR-Bedingungen konnten aus allen
untersuchten Reinkulturproben sowohl Amplifikate des einen als auch des anderen Gens in
ausreichender Menge erhalten werden.

Wenn in einer DNA-Extraktion aus einer Umweltprobe aber nur ein sehr geringer Anteil
Chlorobiaceae-DNA vorhanden ist (wie es eventuell bei Stein-1 der Fall war), dann entscheidet die
Oligonukleotid-Konzentration der passenden Primer wesentlich Uber das Gelingen einer PCR. Die in
dieser Arbeit entwickelten fmoA-Primer bestehen im Gegensatz zu den 16S-rDNA-Primern jeweils aus
einem Gemisch von leicht unterschiedlichen Oligonukleotiden (Tabelle 17 ., S. 50 f.). Die Menge an
passenden Primern war also in einem PCR-Ansatz fir die Amplifikation des fmoA naturgemaB
niedriger als in einem fir die 16S rDNA. Damit kénnte das Verhaltnis der fmoA-Primer-Molekiile zu
vorhandenen Bindestellen bei einer niedrigen Konzentration an Chlorobiaceae-DNA eventuell schon
zu ungunstig fir eine fmoA-Amplifikation gewesen sein, wahrend mit 16S-rDNA-Primern aber noch

Ergebnisse erzielt werden konnten.

Insgesamt ist die Auswahl des spezifischen Primers F-99-GSB als geeignet anzusehen, auch 16S
rDNA von grinen Schwefelbakterien zu amplifizieren, die auBerhalb der bisher bekannten Arten
liegen und eventuell in dem Primer-Bindebereich leichte Variationen aufweisen. Das wurde dadurch
gezeigt, dass in einigen Proben nicht nur Fragmente von Chlorobiaceae nachgewiesen wurden
(Abbildung 30, S. 101). Die meisten dieser Sequenzen sind mit mehr oder weniger Identitdt und
Signifikanz mit zwei Gruppen der Bacteria in Verbindung zu bringen: Der Cytophaga-Flexibacter-
Bacteroides-Gruppe (CFB) und den Proteobacteria. Diese sind am nachsten mit den Chlorobi
verwandt (neben den Spirochaetales) und haben nur leichte Variationen am Primer-Bindebereich.
Sollte es also noch Chlorobi geben, die auBerhalb der bisher bekannten finf Gruppen liegen, ist
zumindest theoretisch die Méglichkeit gegeben, diese nachzuweisen. Dies ist allerdings nicht mdglich,
wenn sie wider Erwarten einen gréBeren Unterschied im F-99-GSB-Bindebereich als die gefundenen
Vertreter der CFB- oder Proteobacteria-Gruppe haben oder in so geringer Menge am Standort
vorkommen, dass sie unterhalb der Nachweisgrenze der angewandten Methode liegen.
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Als ein Beweis daflir kann das oben genannte Ergebnis der Probe Stein-1 (Ostsee) zusammen mit
Sip-4 (Atlantik) gewertet werden, bei der insgesamt fiinf Sequenzen gefunden wurden (vier
verschiedene MHG), die keine Entsprechung in der Datenbank aufwiesen (groBte Identitéat ca. 80 %
sowohl mit Vertretern der CFB-Gruppe als auch den Chlorobiaceae). Im phylogenetischen 16S-rDNA-
Stammbaum wurden sie ebenfalls zwischen diesen beiden benachbarten Gruppen angesiedelt
(Abbildung 29, S. 99). Es kdnnte sich hierbei also entweder um noch unbekannte auBenstehende

Vertreter einer der beiden Gruppen handeln oder um eine eigenstandige Einheit.

Am Anfang und am Ende von Amplifikat-Fragmenten befindet sich aufgrund des Wesens einer PCR
die Nukleotidfolge des Primers und nicht die der urspriinglichen DNA (Template). Deshalb kann keine
Aussage dartiber gemacht werden, wie und ob der Primer-Bindebereich der oben genannten Umwelt-
fragmente tatsachlich von den bisher bekannten griinen Schwefelbakterien abweicht. Falls dieser aber
ahnlich viele Unterschiede zum eingesetzten 16S-rDNA-Primer hat wie bei den nachgewiesenen CFB-
oder Proteobacteria-Vertretern, ist dessen Anlagerung von der Konkurrenz zur 16S rDNA anderer
Arten gepragt. Dann wére es nicht verwunderlich, dass lediglich finf Klone die Fragmente dieser noch

unbekannten Gruppe enthielten.

10.2 PRIMER-SYSTEM FUR DAS fmoA-GEN

Die Konstruktion der Primer zur Amplifikation von fmoA-Fragmenten konnte sich auf lediglich zwei
Sequenzen stltzen, die zum damaligen Zeitpunkt in der Datenbank verfligbar waren. Diese wurden
jeweils aufwandig durch Klonierung gewonnen und nicht mit Hilfe einer PCR, weil keine spezifischen
Primer zur Verflgung standen (Dracheva et al. 1992, Hager-Braun et al. 1995).

Deshalb war es notwendig, zur Untersuchung der Phylogenie dieses funktionellen Gens, mdglichst
viele weitere fmoA-Sequenzen zu bekommen. Dieses ist effektiv nur mit einem System mdéglich, das
es erlaubt, spezifisch die gesuchten Fragmente aus jeder der vorhandenen Reinkulturen zu isolieren.
Fir die zweite Phase, ndmlich die Anwendung der Methode auf Umweltproben, wéare die Klonierung
erst recht zu aufwéndig und unspezifisch. Deshalb war es sinnvoll, gezielt die gesuchten Fragmente
zu amplifizieren. Bei den Umweltproben schloss sich dann noch die Klonierung an, um die gemischten

Fragmente flr die Sequenzierung zu separieren.

Es bestand dabei das Risiko, bei der Konstruktion von Primern auf Basis von nur zwei Sequenzen,
nicht alle zur Verfigung stehenden Arten griiner Schwefelbakterien einzuschlieBen. Die Entwicklung
und Selektion der Primer bei der Reinkultur-DNA verlief dennoch sehr gut (Kapitel 7.2, S. 49), obwohl
fur jede Probe die PCR-Bedingungen noch individuell angepasst werden mussten, damit das Produkt
in ausreichender Menge und ohne Nebenbanden auftrat. Es war schlieBlich méglich, fmoA-Fragmente
von jeder zur Verfliigung stehenden Reinkultur in sehr guter Qualitdt zu amplifizieren und zu
sequenzieren. Die Erfahrungen, die dabei gesammelt wurden, waren sehr hilfreich bei der
schwierigeren Anpassung der Methode an die Amplifikation aus Umweltproben. Es gelang dennoch
nicht, bei allen Proben, bei denen 16S rDNA griiner Schwefelbakterien gewonnen werden konnte,
auch fmoA-Amplifikate zu erhalten. Meist lag es daran, dass insgesamt zu wenig Chlorobiaceae-DNA
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vorhanden war. Bei Reinkulturen und stark angereicherten Umweltproben war eine fmoA-Amplifikation
wahrscheinlich aus diesem Grund leichter méglich.

Da das fmoA-Gen nach bisherigem Wissen nur bei den GSB vorkommt, wurde nicht erwartet, dass
Amplifikate, die sich nicht dieser Gruppe zuordnen lieBen, im Gegensatz zu den Ergebnissen bei der
16S rDNA eine besondere Bedeutung fir die PCR-Spezifitdt haben kénnten. Wahrscheinlich waren

diese Produkte, die gelegentlich auftraten, das Ergebnis zufélliger Primer-Anlagerungen.

Nach Kontrolle der Screening-PCR im Agarose-Gel wurden von Amplifikaten, die von der erwarteten
FragmentgréBe leicht abwichen, stichprobenartig Sequenzierungen vorkommen. Deren Fasta3-
Vergleiche mit der Datenbank ergaben Ubereinstimmungen mit meist niedriger Signifikanz, die auf die
verschiedensten Genombereiche véllig unterschiedlicher Bakteriengruppen hindeuteten. Es schien
also keine Verbindung oder Verwandtschaft zum fmoA zu geben, zumal solche Fehlamplifikationen
unter bestimmten Bedingungen auch durch die Anlagerung von zwei gleichen Start- oder End-Primern

vorkommen kénnen.

Positive Resultate traten im Schnitt bei etwa der Hélfte aller untersuchten Klone auf. Diese im
Vergleich zur 16S rDNA niedrige Ausbeute verdeutlicht die auf niedrige Spezifitat ausgerichtete
Methode. Wenn keine Oligonukleotidgemische eingesetzt worden wéren (also keine Primer mit
unbestimmten Basen), hatte wahrscheinlich aus kaum einer Probe das fmoA gewonnen werden
kénnen. Die beiden urspriinglichen Sequenzen in der Datenbank, die als Vorlage fur die Primer-
Konstruktion dienten, kamen namlich nicht von salzbedirftigen oder marinen Stdmmen, sondern von
zwei nahe verwandten limnischen Arten aus Gruppe 4 (Chlorobium tepidum ATCC 49652 und
Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249").

11 PHYLOGENIE GRUNER SCHWEFELBAKTERIEN

Durch den Vergleich von 16S rDNA und fmoA konnte ein deutlich verbessertes phylogenetisches
System innerhalb der grinen Schwefelbakterien aufgebaut werden. Es resultieren fast identische
Gruppen aus der Berechnung von Stammbdumen auf der Basis dieser Gene, was auf eine
weitgehend kongruente Evolution der 16S rRNA und dem FMO schlieBen lasst. Dieses ist ziemlich
bemerkenswert und unterstiitzt die bisherige Phylogenie, die nur auf der 16S rDNA aufbaut. Die
hohen Bootstrap-Werte an den meisten Verzweigungen stehen flr signifikante, reproduzierbare
Berechnungen und sichern die vorgeschlagene Einteilung in finf Hauptgruppen gut ab. Auch die
Einbeziehung von Signatursequenzen, Gesamt-GC-Gehalt und Salzbeddrftigkeit in die Betrachtungen

fihrte zu einer Bestatigung der Gruppierungen.

In den folgenden Betrachtungen soll dieser Konsens nach Gruppen aufgeteilt und genauer diskutiert
werden. Dabei werden die 16S-rDNA-, fmoA- und FMO-Phylogenie verglichen und durch zuséatzliche
Informationen gestitzt, die durch die Betrachtung des Gesamt-GC-Gehaltes, der Gruppensignaturen,
der Salzbedurftigkeit und verschiedener Algorithmen zur Stammbaumberechnung gewonnen werden

konnten.
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Die frther namensgebenden und taxonomisch relevanten mikroskopischen Eigenschaften ,Bakterien-
zellform® (stdbchenférmig [-bacteroides] vs. kommaférmig [-vibrioides]) und ,Gasvesikelbildung”
eignen sich anscheinend genauso wenig fiir eine Gruppendefinition wie die Zusammensetzung der
Pigmente (braune [phaeo-] vs. griine Arten'®®) (Overmann & Tuschak 1997). So kann schon an der
Namensgebung erkannt werden, dass in den Gruppen 1-4 jeweils sowohl braune als auch griine
Arten véllig gemischt vorkommen. Ahnlich ist es bei der Zellform, wobei hier allerdings die

Gruppierung etwas einheitlicher ist.

11.1 DIE GRUPPE 1 MIT MARINEN UND HYPERSALINEN STAMMEN

Gruppe 1 ist sehr deutlich von den anderen Arten separiert (Overmann & Tuschak 1997). Unter-
einander haben die Stimme die gréBte Sequenzvariation innerhalb der griinen Schwefelbakterien
(besonders auf FMO-Basis). Diese Ergebnisse werden ausnahmslos von allen berechneten
phylogenetischen Stammbaumen unterstiitzt (16S rDNA, fmoA und FMO) und gelten fir samtliche
Algorithmen, die vergleichend angewandt wurden (Distanz-Matrix-, Parsimony- und Maximum-
Likelihood-Methode). Die Bootstrap-Werte sind dabei immer besonders hoch, was auf eine sehr
stabile topologische Anordnung hindeutet, die nicht durch Hinzufligen oder Entfernen von Sequenzen
oder unterschiedliche Berechnungsarten beeinflusst wird.

Unterschiede in der Topologie gibt es lediglich innerhalb der Gruppe 1, nicht aber in deren Beziehung
zu den restlichen Bakterienstammen. So ist die Paarung [Prosthecochloris aestuarii 2K, CHP 3401] in
den 16S-rDNA-Stammb&umen naher bei der Paarung [Chlorobium vibrioforme DSM 260", Chlorobium
phaeovibrioides DSM 1678] angeordnet als die Sequenz von Prosthecochloris aestuarii DSM 271",
wohingegen bei den fmoA- und FMO-Stammb&umen dieser Fall umgekehrt ist. Berechnungseinflisse
kdnnen weitgehend ausgeschlossen werden, weil hier wie in der gesamten vorliegenden Arbeit drei
vollig unterschiedliche Sequenzgruppen ausgewertet wurden (16S rDNA, fmoA und FMO) und alle

Bootstrap-Werte auf hohe Signifikanz hindeuten.

Es sieht so aus, als ob die beiden Paarungen stabil zueinander angeordnet sind, wahrend aber
Prosthecochloris aestuarii DSM 271" im 16S-rDNA-Stammbaum eine andere Stellung einnimmt als im
fmoA- bzw. FMO-Stammbaum. Dies kann seinen Ursprung im horizontalen Gentransfer haben.
Hierbei ware denkbar, dass Prosthecochloris aestuarii DSM 2717 im Laufe der Zeit eines der beiden
Gene ausgetauscht hatte und somit deren kongruente Evolution umgangen wurde. Ebenfalls zu
beachten ist, dass dessen 16S-rDNA-Sequenz nicht im Rahmen dieser Arbeit gewonnen wurde,
sondern aus der Datenbank stammt (Tabelle 1, S. 13). Das fmoA-Fragment hingegen wurde im
Rahmen dieser Arbeit aus einer Reinkulturprobe amplifiziert und daraus die fmoA- sowie FMO-
Sequenz ermittelt. Trotz identischer Bezeichnung kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, dass

die Datenbanksequenz auf DNA-Fragmenten eines anderen Stammes basiert.

Es ist allerdings auch méglich, dass dies eine der wenigen echten Diskrepanzen zwischen den
Berechnungen der 16S-rDNA- und fmoA-Stammbé&umen ist. So wurden beispielsweise im Rahmen

130 Auf die Pigmentkomposition wird in der Diskussion nicht eingegangen.
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dieser Arbeit vom Stamm Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249" beide Gene aus
derselben DNA-Probe gewonnen. Trotzdem hat DSM 249" im 16S-rDNA-Stammbaum eine deutlich
gréBere Distanz zu der Untergruppe um Chlorobium tepidum ATCC 49652" als im fmoA- bzw. FMO-
Stammbaum (Abbildung 17 £., S. 74 £.).

Gruppe 1 besitzt die weitaus meisten Signaturen sowohl auf 16S-rDNA-, fmoA- als auch FMO-Basis
und separiert sich auch damit deutlich von allen anderen. Der gr6Bte zusammenhangende Signatur-
bereich auf der 16S rDNA ist von Position 197 bis 215 (CAGGAATGGCCTGTAGATA)™". Dieser ist
bis auf 2 Basen kongruent zu dem Ergebnis von Vila et al. (2002). Auf dem funktionellen Gen ist ein
besonders charakteristischer Bereich zwischen Position 511 und 518 zu finden (TCHGGHGG)"®' und
beim FMO von 166 bis 175a (F%sQSISGGG'/xN)'®'. Damit schlieBt sich ein einzigartiges
diagnostisches Element an, welches Gruppe 1 auszeichnet. Auf Position 175a (FMO) (bzw. 525a-c
beim fmoA) befindet sich namlich eine Aminosaure (bzw. ein Codon), die je nach Betrachtungsweise
als inseriert oder bei den anderen Gruppen als deletiert angesehen werden kann. Bei der durch die
vorigen Ergebnisse unterstitzten Annahme, dass die salzbedirftigen Arten die evolutiv &ltesten sind
(hohe Diversitat und groBe phylogenetische Distanz der Gruppe 1), und damit die grinen Schwefel-
bakterien ihren Ursprung im marinen Bereich haben, ist das Codon fiir die Aminosaure Asparagin (N)
im Laufe der Zeit wahrscheinlich verloren gegangen.

Unterstitzend zu den oben genannten Ergebnissen kann der Gesamt-GC-Gehalt zweier
reprasentativer Arten dienen (Prosthecochloris aestuarii DSM 271" und Chlorobium vibrioforme DSM
260"). Er liegt im Bereich von 53-56 mol%, wihrend alle anderen Stimme hohere oder niedrigere
Werte aufweisen. Damit haben die Stimme der Gruppe 1 eine weitere Eigenschaft gemeinsam, die
den Fokus aber nicht auf einzelne Gene legt, sondern das Gesamtgenom betrachtet. Alleine aufgrund

dieser Information kdnnte allerdings keine Phylogenie erstellt werden.

Im Gegensatz zu den bisher betrachteten Eigenschaften auf DNA-Ebene gibt es zusétzlich noch ein
physiologisches Charakteristikum. Alle Stdmme in dieser Gruppe sind salzbedirftig und kdnnen je
nach ihrer Herkunft zu hypersalinen (z.B. Prosthecochloris aestuarii CHP 3401, Vila et al. 2002)'*
bzw. marinen Bakterien (z.B. Prosthecochloris aestuarii DSM 271T) gerechnet werden. Sie haben das

gréBte Salzbedirfnis der in dieser Arbeit untersuchten griinen Schwefelbakterien.

11.2 DIiE GRUPPE 2 MIT SALZBEDURFTIGEN STAMMEN

Gruppen 2 und 3 sind sich phylogenetisch am &hnlichsten unter den griinen Schwefelbakterien,
obwohl das Salzbediirfnis bei Stdmmen der Gruppe 3 fehlt, wahrend es bei denen in Gruppe 2
vorhanden ist. Letztere Eigenschaft ist die deutlichste, jedoch nicht die einzige, die eine klare

Unterscheidung dieser beiden Gruppen unterstitzt.

3" auf Chlorobium tepidum ATCC 496527 bezogen

'3 prosthecochloris aestuarii CHP 3401 und CHP 3402 sowie Pelodictyon phaeum CIB 2401 stammen aus einem hypersalinen
See (30-73 %o). Von letzteren beiden wurden in dieser Arbeit allerdings nur die 16S-rDNA-Sequenzen verarbeitet (Abbildung 12,
S. 56).

-109 -



Diskussion

Die der Gruppe 2 zugeordneten Stamme (Tabelle 1, S. 13) sind ausnahmslos in jedem berechneten
Stammbaum mit hohen Bootstrap-Werten gemeinsam angeordnet. Das gilt sowohl fiir die
verschiedenen Sequenzen (16S rDNA, fmoA und FMOQO) als auch fir verschiedene Rechenmodelle
(Distanz-Matrix-, Parsimony- und Maximum-Likelihood-Methode). Auch die Unterteilung in die zwei
Untergruppen um Pelodictyon luteolum DSM 273" und um Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum
DSM 265" ist absolut stabil. Letzteres wird auch durch die Betrachtung des GC-Gehaltes bekraftigt.
So sind hier deutliche Unterschiede zwischen den beiden Untergruppen festzustellen (Abbildung 13,
S. 58).

Die Stamme der Untergruppe um Pelodictyon luteolum DSM 273" haben den gleichen GC-Gehalt wie
die in Gruppe 4, dies ist jedoch kein Negativkriterium fiir die Zuordnung zu Gruppe 2. Phylogenetisch
eng beieinander liegende Stdmme haben in der Regel einen ahnlichen GC-Gehalt, weil die genetische
Gesamtkomposition kaum voneinander abweicht. Bei Stdmmen, die weiter auseinander liegen, ist
dies aber genauso mdéglich, wenn trotz unterschiedlicher Gene die gesamte Basenzusammensetzung
zufallig ahnlich ist. Gleicher GC-Gehalt kann deshalb als Indiz, nicht aber als Beweis einer nahen
Verwandtschaft dienen. Haben jedoch eng verwandte Stimme einen deutlich unterschiedlichen GC-
Gehalt, so wére dies unvereinbar. Dieses trifft allerdings auf keine der untersuchten Untergruppen zu.

An einigen Signaturpositionen der Nukleotid- und Aminosauresequenzen grenzt sich Gruppe 2 vor
allem auf fmoA-Basis gut von den anderen Stdmmen ab (Tabelle 30 ff., S. 135 ff.). Zusétzlich hat sie
auf fmoA- und FMO-Basis fast ebenso viele Positionen mit Gruppe 3 gemeinsam, was ebenfalls
kongruent zur jeweiligen Stammbaumtopologie ist. Damit wird sowohl die enge Verwandtschaft beider

Gruppen im Vergleich zu Gruppen 1 und 4 unterstrichen als auch deren Abgrenzung voneinander.

11.3 DiE GRUPPE 3 MIT LIMNISCHEN STAMMEN

Wie im vorigen Abschnitt angedeutet, ist die Gruppe 3 phylogenetisch sehr nah verwandt mit Gruppe
2 und hat mit dieser einige Gruppensignaturen gemeinsam. An wenigen Positionen auf 16S-rDNA-
und fmoA-Basis grenzt sie sich aber von dieser ab. Noch deutlicher wird dies bei der Betrachtung der
verschiedenen Stammbaume. Hier ist die Untergruppe um Chlorobium limicola DSM 245" immer

topologisch klar von der Gruppe 2 abgegrenzt.

Bei den beiden Typenstdmmen Pelodictyon phaeoclathratiforme DSM 5477" und Chlorobium
phaeobacteroides DSM 266 ist die Zuordnung allerdings etwas differenzierter zu betrachten. Beide
sind in den Stammb&umen grundsétzlich auf die ein oder andere Weise benachbart und besitzen
einen sehr dhnlichen GC-Gehalt von 48-49 mol%, der mit keiner anderen der untersuchten Stdmme
Ubereinstimmt. Auf 16S-rDNA-Basis sind sie eindeutig sowohl bei Betrachtung der Stammbaume als

auch des Signaturbereichs zu Gruppe 3 zu rechnen.

Auf fmoA- und FMO-Signaturbasis hingegen ist eine deutliche Tendenz zu Gruppe 2 zu erkennen.
Beide Stdmme stimmen nicht in allen Gruppensignaturen mit der Gruppe 3 Uberein.
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In allen fmoA-Stammbaumen, die mit der Distanz-Matrix-Methode berechnet wurden, liegen
Pelodictyon phaeoclathratiforme DSM 5477 und Chlorobium phaeobacteroides DSM 266"
topologisch in der Gruppe 3, jedoch nahe an deren Basis. Bei Verwendung der zwei alternativen
Berechnungsmethoden hingegen (Parsimony und Maximum-Likelihood) befindet sich Pelodictyon
phaeoclathratiforme DSM 5477" naher bei Gruppe 2. Dieses gilt ebenso fiir die Stammbaume der
FMO-Sequenzen, die mit der Distanz-Matrix-Methode berechnet wurden. Generell haben die beiden

Typenstdmme niedrigere Bootstrap-Werte als alle anderen Gruppenmitglieder von 2 und 3.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass aufgrund der Ergebnisse auf 16S-rDNA- und fmoA-Basis
sowie bei der Betrachtung der Salzbedirftigkeit (beide Stdmme sind limnischer Herkunft) eine
Zuordnung von Pelodictyon phaeoclathratiforme DSM 5477" und Chlorobium phaeobacteroides DSM
266" zu Gruppe 3 gerechtfertigt ist. Die damit nicht ganz konform gehenden Ergebnisse vor allem auf
FMO-Basis kénnen auf diese Weise erklart werden, dass beide Typenstimme wahrscheinlich ein

intermediéres Bindeglied zwischen den eng verwandten Gruppen 2 und 3 darstellen.

11.4 DIE GRUPPE 4 MIT LIMNISCHEN UND SALZBEDURFTIGEN STAMMEN

Mit allen angewandten phylogenetischen Berechnungsmethoden ergibt sich eine deutlich abgegrenzte
Gruppe 4, die sich in zwei Bereiche aufspaltet. Der eine umfasst die limnischen Arten um Chlorobium
tepidum ATCC 49652" und um Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249", der andere stellt
die salzbedirftige Untergruppe um Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 dar (Figueras et al. 1997).

Wahrend sich die salzbedirftigen Stdmme in den verschiedenen Stammb&umen (16S rDNA, fmoA
und FMO) grundsétzlich eng zusammen gruppieren und auf 16S-rDNA-Basis Gruppensignaturen
besitzen, liegen die limnischen Vertreter nur in den fmoA- und FMO-Stammbaumen nah beieinander.
Auf 16S-rDNA-Basis hingegen sind sie etwas verstreuter. Hier bildet Chlorobium limicola f.
thiosulfatophilum DSM 249" zusammen mit Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum 1430 eine
Abzweigung, Clathrochloris sulfurica 1 eine andere und die Untergruppe um Chlorobium tepidum
ATCC 49652" einen dritten Ast (Abbildung 12, S. 56). Diese minden nicht direkt ineinander, sondern

treffen jeweils auf den Basis-Ast der salzbedirftigen Untergruppe.

Hier liegt jedoch kein Widerspruch zu den Ergebnissen auf fmoA- bzw. FMO-Basis vor. Die Topologie
deutet dort lediglich auf eine engere Verwandtschaft zwischen den limnischen Stdmmen hin als auf
16S-rDNA-Basis errechnet wurde. Solche Variationen bei einem phylogenetischen Vergleich véllig
unterschiedlicher Gene sind dadurch erklarbar, dass die Berechnungen letztlich auf Theorien
(Algorithmen) beruhen, mit denen ein Modell der Evolution aufgebaut wird.

Gruppensignaturen finden sich ebenfalls nur auf fmoA- (6 Positionen) und FMO-Basis (1 Position),
nicht jedoch bei der Betrachtung der 16S-rDNA-Sequenzen, was absolut kongruent zu den Stamm-
baumtopologien ist. Alle untersuchten Vertreter der Gruppe 4 haben einen GC-Gehalt von 56-58
mol%. Dies kann als Indiz fiir deren Verwandtschaft gelten, allerdings nicht als Beweis.
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Es kann von der Annahme ausgegangen werden, dass alle grinen Schwefelbakterien von marinen
Arten abstammen (Gruppe 1), weil diese die gréBte Distanz zu den Ubrigen aufweisen (Imhoff 2001).
Wahrscheinlich sind die salzbediirftigen Vertreter insgesamt evolutiv alter als die limnischen Stdmme.
Die nicht-marinen salzbedirftigen Arten stellen in der Evolution wahrscheinlich das Bindeglied
zwischen SiB- und Meerwasser-Stammen dar (Kapitel 12.2, S. 123). Diese Theorie wird dadurch
verdeutlicht, dass man in den phylogenetischen Stammb&umen die salzbediirftigen, hypersalinen und
marinen Arten miteinander verbindet, wie es in dieser Arbeit bei jeder Darstellung gemacht wurde
(rote Linien). Aus Gruppe 1 hervorgehend haben sich nach dieser Vorstellung die beiden salz-
bedirftigen Aste (Gruppe 2 und die Untergruppe in 4) gebildet. Aus diesen wiederum gingen
schlieBlich die limnischen Vertreter der griinen Schwefelbakterien hervor.

Wenn die Stammbaume auf fmoA- bzw. FMO-Basis die tatsachliche Evolution besser darstellen,
waren die limnischen Vertreter aus einer Ursprungsart hervorgegangen. Die 16S-rDNA-Phylogenie
unterstitzt hingegen die Annahme, dass die Entwicklung der StBwasserarten in Gruppe 4 durch

mehrere evolutive Ereignisse vorangetrieben wurde.

11.5 VORSCHLAGE FUR TAXONOMISCHE NEUORDNUNGEN

Aufgrund der umfangreichen phylogenetischen Daten und der daraus abgeleiteten Erkenntnisse ist es
vertretbar, die bisherige Taxonomie in einigen Punkten in Frage zu stellen und neue Vorschlage zu
machen (Figueras et al. 1997; Overmann & Tuschak 1997; Imhoff 1999, 2002; Alexander et al. 2002).

Bevor Reinkulturen zur Verfligung standen, wurden phototrophe Bakterien ausschlieBlich aufgrund
morphologischer Kriterien benannt und identifiziert (Vorhandensein von Gasvesikeln, Beweglichkeit
der Bakterien, Zellform). Als es mdglich war viele Arten im Labor zu zichten, wurde die
Differenzierung der Gattungen der Chlorobiaceae nach physiologischen, biochemischen und zyto-
logischen Kriterien vorgenommen (Pfennig 1977, 1989a, 1989b). Sehr anschaulich kann dies an den
folgenden Beispielen erlautert werden. Zum Vergleich eignet sich am besten der 16S-rDNA-Stamm-
baum in Abbildung 12 (S. 56), der insgesamt die gréBte Anzahl an Sequenzen griiner Schwefel-
bakterien enthalt (fir manche Stdmme existierten allerdings nur fmoA-Daten). Die Gruppeneinteilung,
die nach Auswertung der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse vorgenommen wurde, ist Uber-
sichtlich in Tabelle 1 (S. 13) dargestellt.

Die Art Chlorobium vibrioforme wurde neben anderen Merkmalen aufgrund der griin'®® resultierenden
Pigmentkomposition (Gattungsname), der vibrioiden Zellform (Artbezeichnung) und dem Salz-
bedirfnis charakterisiert. Die Unterart Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum kennzeichnet
zusatzlich die Fahigkeit zur Verarbeitung von Thiosulfat. Nach den in dieser Arbeit gewonnenen
phylogenetischen Ergebnissen kommen aber die bisher bekannten Vertreter dieser Art in mehreren
Gruppen vor. So sind Chlorobium vibrioforme CHP 3402 und der Typenstamm DSM 260" in der
marinen/hypersalinen Gruppe 1. Chlorobium vibrioforme DSM 261, DSM 262 und Chlorobium

133 Es wird hier der Ubersichtlichkeit wegen nicht genauer auf die Pigmentkomposition eingegangen (Bacteriochlorophyll ¢, d
oder e; siehe Einleitung, S. 1 ff.), sondern lediglich zwischen braun und griin erscheinenden Reinkulturen unterschieden (Imhoff
1995).
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vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM 265' befinden sich hingegen in der salzbedurftigen Gruppe 2
wahrend Chlorobium vibrioforme UdG 6043, Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM 263 und
NCIB 8346 in der salzbedirftige Untergruppe von 4 zu finden sind. Der GC-Gehalt ist teilweise sehr
verschieden und reicht von 52,0 mol% (Chlorobium vibrioforme DSM 261) bis 57,1 mol% (Chlorobium
vibrioforme DSM 262), was sicherlich ein weiteres Argument gegen deren Zugehdrigkeit zu einer

gemeinsamen Art darstellt.

Ganz ahnlich trifft dieses auf die wohl bekannteste Art Chlorobium limicola (grin, stdbchenférmig,
limnisch) und deren Unterart Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum zu (Verwertung/Oxidation von
Thiosulfat). Die zugehérigen Stdmme kommen sowohl in der limnischen Gruppe 3 vor (Chlorobium
limicola DSM 2457, DSM 246, DSM 247 und DSM 248 sowie Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum
1630 und 9330), als auch im limnischen Teil der Gruppe 4 (Chlorobium limicola UdG 6038, UdG 6040,
UdG 6041, UdG 6042 und UdG 6045 sowie Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249", DSM
257 und 1430). Der GC-Gehalt reicht von 51,0 mol% (Chlorobium limicola DSM 245") bis 58,1 mol%
(Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249").

Die braunen vibrioiden salzbedirftigen Stamme Chlorobium phaeovibrioides DSM 1678 (Gruppe 1)
sowie Chlorobium phaeovibrioides DSM 269", DSM 270 und UdG 6035 (Gruppe 2) kénnen wohl

ebenso nicht zu einer Art gerechnet werden.

Die untersuchten Stdmme von Chlorobium phaeobacteroides (braun, stdbchenférmig, limnisch) finden
sich nicht nur in Gruppe 3 (Chlorobium phaeobacteroides DSM 266", DSM 1855, UdG 6046, UdG
6047 und UdG 6051) sondern auch in Gruppe 4 (Chlorobium phaeobacteroides 1549 und DSM 1677).

Auf der anderen Seite gibt es Stdmme, die nicht nur nahezu identische 16S-rDNA- sondern auch fast
gleiche fmoA-Sequenzen haben, bisher aber zu ganz verschiedenen Arten gezahlt wurden. Als
Beispiel dient hier eine Untergruppe von 2 (Chlorobium vibrioforme DSM 261, Chlorobium vibrioforme
f. thiosulfatophilum DSM 265" sowie Chlorobium phaeovibrioides DSM 269" und DSM 270), deren
Similaritat untereinander auf 16S-rDNA-Basis gréBer ist als 99,7 % (Tabelle 33, S. 138). Interessanter-
weise sind zwar alle diese Stamme salzbedirftig und vibrioid und haben einen ahnlichen GC-Gehalt
von 52,0-53,5 mol%, aber die beiden ersteren wachsen als grine Kulturen wahrend die beiden
letzteren braun erscheinen. Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM 265 kann zudem als

einziger dieser Stamme Thiosulfat verwerten.

Ahnliches gilt fir die sehr nah verwandten Stiamme Chlorobium vibrioforme DSM 260" und
Chlorobium phaeovibrioides DSM 1678 (Gruppe 1, Si = 99,3 %, 16S rDNA), bei denen erstere Kultur
grin und letztere braun erscheint. An diesen Beispielen ist zu sehen, dass das phéanotypische
Merkmal Pigmentkomposition und die physiologische Eigenschaft Thiosulfatverarbeitung nicht zur

Unterscheidung von Arten herangezogen werden kénnen.

Diese Ergebnisse haben somit weitreichende Konsequenzen fir die Klassifizierung der griinen
Schwefelbakterien. Phylogenetische Untersuchungen auf 16S-rDNA-, fmoA- und FMO-Basis sowie
die Betrachtung des GC-Gehaltes und der Salzbedirftigkeit der Stdmme (Imhoff 2001) haben sich als

verlassliche Kriterien herausgestellt, um Verwandtschaftsbeziehungen aufzustellen. Andere hier nicht
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betrachtete Eigenschaften, die eventuell fir eine taxonomische Einteilung herangezogen werden
kénnten, sind Lipid- und Fettsdure-Zusammensetzungen der Bakterienmembranen (Imhoff & Bias-
Imhoff 1995).

Die folgenden Vorschlage zu taxonomischen Umordnungen (Abbildung 31) und neuen
Bezeichnungen basieren auf Daten dieser Arbeit und sind in Kooperation mit J. F. Imhoff (IfM, Kiel)
gemacht worden (Imhoff 1999, 2002; Alexander et al. 2002).

11.5.1 Gattungen auf Basis der phylogenetischen Gruppen

Die phylogenetischen Gruppen, die in Tabelle 1 (S. 13) aufgefiihrt sind, kénnen sehr gut zur Neu-
definition von Gattungsgrenzen herangezogen werden. Nach Beachtung der taxonomischen Regeln
sind Namen zunachst an den Typenstamm gebunden. Erst wenn Konfusionen mit anderen schon
vergebenen Bezeichnungen auftreten, muss auch ein Typenstamm umbenannt und eventuell als
solcher gestrichen werden (Abbildung 31). Alle Similaritatswerte dieses Abschnitts beziehen sich auf
die 16S rDNA und sind in Tabelle 33 (S. 138) nachzulesen.

Die marine/hypersaline Gruppe 1 ist pradestiniert, die Gattung Prosthecochloris zu repréasentieren, mit
Prosthecochloris aestuarii DSM 271" als Typenstamm der Gattung. Die Similaritat dieser Art zu den
restlichen Gruppenmitgliedern reicht von 95,8-97,3 % und ist damit in gutem Einklang mit der
Definition der Gattungsgrenze von 95 % auf 16S-rDNA-Basis. Nach den Regeln des ,International
code of nomenclature of bacteria“® (Lapage et al. 1992) wird damit der Arthame Chlorobium
vibrioforme ganz verschwinden, weil der Typenstamm dieser Art (Chlorobium vibrioforme DSM 260")
nicht mehr zur Gattung Chlorobium sondern zu Prosthecochloris gehdren wird.
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Abbildung 31: 16S-rDNA-Stammbaum vor und nach der taxonomischen Neuordnung

Radialer phylogenetischer Stammbaum auf der Grundlage von 16S rDNA (oben: bisherige Taxonomie, unten:
neue Taxonomie). Die Topologie basiert auf Sequenzldngen von ca. 1240 nt, die mit Primer-Paar
F-99-GSB/R-1369 erhalten (eigene Daten) oder darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI). Die
Berechnungen wurden mit der Distanz-Matrix-Methode durchgefiihrt (basierend auf dem Algorithmus von Jukes &
Cantor 1969). Rote Linien verbinden salzbedrftige Arten. Bootstrap-Werte sind prozentual. Die MaBangaben
kennzeichnen die phylogenetische Distanz. Blau hervorgehoben sind die taxonomischen Vorschlége.
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Weiterhin sollte die Gattungsbezeichnung Chlorobium fir alle Bakterien gelten, die mit Chlorobium
limicola DSM 245" naher verwandt sind, wie die Vertreter der limnischen Gruppe 3. Deren Similaritat
zum Typenstamm liegt auf 16S-rDNA-Basis je nach Stamm bei 95,9-99,9 %. Mdglicherweise ist es
sinnvoll, auch noch die Stdmme der nah verwandten salzbedirftigen Gruppe 2 hier einzubeziehen.
Diese haben namlich eine Similaritat zu Chlorobium limicola DSM 245", die von 96,3-96,8 % geht.
Hierbei wurde der Stamm Chlorobium phaeovibrioides UdG 6035 (Si = 93,1 %) bewusst
ausgeklammert, da die relativ hohe Distanz (langer Ast im Stammbaum) auf eine gréBere Anzahl an
unbestimmten Nukleotiden in der 16S-rDNA-Sequenz aus der Datenbank zurlickzufiihren ist
(vergleiche auch Kapitel 8.1.3, S. 59).

Aufgrund der phylogenetischen Distanz zum Typenstamm Chlorobium limicola DSM 245" ist es nicht
mehr vertretbar, die Stdmme der Gruppe 4 zu dieser Gattung zu rechnen. Deshalb miissen sie zu
einer neuen Gattung gezahlt werden. Als Vorschlag soll der Name Chlorobaculum neu eingefihrt
werden, wobei Chlorobium tepidum als Chlorobaculum tepidum die Typenart dieser Gattung sein soll,
mit ATCC 49652 als Typenstamm dieser Art. Die Vertreter der Gruppe 4 haben eine Similaritat von
95,1-98,5 % zu diesem Referenzorganismus. Clathrochloris sulfurica 1, als einziger Stamm der
Gruppe 4 nicht mit der Gattungsbezeichnung Chlorobium versehen, kann trotz seiner Similaritat von
95,1 % zu Chlorobium tepidum ATCC 49652" eventuell weiterhin als Vertreter einer eigenen Gattung
angesehen werden, weil die Distanz recht hoch ist. Von diesem Stamm lag leider nur eine 16S-rDNA-
Sequenz aus der Datenbank vor, weshalb zur Unterstitzung seiner phylogenetischer Zuordnung
keine Einordnung auf fmoA- und FMO-Basis vorgenommen werden konnte.

Letztlich wird der eindeutig von den anderen Gruppen entfernte Stamm Chloroherpeton thalassium

(Gruppe 5) nach der Reorganisierung unzweifelhaft seinen Status als eigene Gattung behalten.

11.5.2  Taxonomische Neuordnung von Arten

Unter den Arten griiner Schwefelbakterien gibt es viele, die in den verschiedenen phylogenetischen
Stammbaumen (16S rDNA, fmoA, FMO) sehr nah verwandt sind und trotzdem unterschiedliche
Namen tragen. Dadurch wird nach der im vorigen Abschnitt eingefihrten Gattungsgrenzen eine
Anderung der Benennung oft nicht zu vermeiden sein (Abbildung 31). Alle Vorschlage basieren
zunachst auf den phylogenetischen Stammbaumen der 16S rDNA, jedoch wurden in die
Uberlegungen stets auch deren Anordnungen in den fmoA- und FMO-Stammb&umen mit einbezogen,
wenn dies auch nicht immer explizit betont wird. Es erfolgte nur, wenn die Phylogenie auf Basis des
funktionellen Gens bzw. des Proteins einen besonderen Beitrag zur Klarung lieferte. Alle in diesem
Abschnitt angegebenen Similaritdtswerte sind auf die 16S rDNA bezogen und der Tabelle 33 (S. 138)

enthommen.

In Gruppe 1 kénnte Prosthecochloris aestuarii 2K seine Artbezeichnung zwar noch tragen (Si =
97,3 % zu Prosthecochloris aestuarii DSM 271T), jedoch steht Prosthecochloris aestuarii CHP 3401
naher beim Stamm 2K (Si = 98,1 %) als bei DSM 271" (96,5 %). Mit letzterem kann CHP 3401 nicht

mehr zu einer Art gezahlt werden. Deshalb ist es wegen der Nahe von 2K und CHP 3401 sinnvoller,
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diese beiden als eine gemeinsame Art zusammenzufassen. Weil kein Typenstamm in einer mikro-
biologischen Sammlung hinterlegt wurde, bleibt die Artbezeichnung noch offen (Prosthecochloris

spec.).

Wie im vorigen Abschnitt schon erwahnt, muss nach der Neuordnung der Gattungen die Art
Chlorobium vibrioforme gestrichen werden, weil deren Typenstamm DSM 260" nicht zu Chlorobium
gehort (Gruppe 2/3) sondern in Gruppe 1 liegt und zu Prosthecochloris zu rechnen ist. Somit ist
vorzuschlagen, dieses Bakterium als Prosthecochloris vibrioformis zu reklassifizieren, wobei DSM 260
als Typenstamm dieser Art und DSM 1678 (bisher Chlorobium phaeovibrioides) als zusatzlicher

Stamm gelten soll.

In Gruppe 2 gehdren Pelodictyon luteolum DSM 273" und Chlorobium vibrioforme DSM 262 zu einer
gemeinsamen Art (Si = 99,4 %). Der Typenstamm misste daher die Gattungsbezeichnung
Chlorobium bekommen und kénnte als Chlorobium luteolum DSM 273" weiterhin als Referenzstamm

dieser Art dienen. Damit wiirde DSM 262 automatisch auch zu dieser Art gehdren.

In derselben Gruppe befinden sich auch Chlorobium phaeovibrioides DSM 269" und DSM 270 sowie
Chlorobium vibrioforme DSM 261 und Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM 265', deren
Similaritat untereinander gréBer als 99,7 % ist. Sie gehdren deshalb sicherlich alle vier zu einer
einzigen Art. Die Bezeichnung Chlorobium vibrioforme wirde nach der Neuordnung gestrichen und
damit héatte auch die Unterart thiosulfatophilum keine Existenzberechtigung mehr. Damit sollte der
bisherige Typenstamm DSM 265 als solcher gestrichen werden. Sinnvoll wére es also, DSM 269 als
alten und neuen Typenstamm der Art Chlorobium phaeovibrioides anzusehen. Alle vorgenannten

Stdmme wirden dann dieser zugeordnet.

In Gruppe 3 sollte Chlorobium limicola DSM 245" der Typenstamm fiir die Gattung Chlorobium
(Gruppe 2/3) und somit auch als Artbezeichnung namensgebend fir die nahe verwandten Stdmme
Chlorobium limicola DSM 246, Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum 1630 und 9330 sowie
Chlorobium phaeobacteroides DSM 1855 sein, die untereinander eine Similaritdt von mindestens
99,7 % besitzen. Zuséatzlich ist es vertretbar, Chlorobium phaeobacteroides UdG 6051 auch zu
Chlorobium limicola UdG 6051 zu reklassifizieren, obwohl die Similaritédt zu Chlorobium limicola DSM
245" nur 96,6 % betragt. Diese recht groBe Distanz (langer Ast im Stammbaum) der Sequenz aus der
Datenbank ist auf die erhéhte Anzahl unbestimmter Basen zurlckzufiihren. Wie schon im Kapitel
8.1.3 (S. 59) ausgefuhrt, kann die Distanz deutlich erniedrigt werden, wenn die Spalten im Alignment
gestrichen werden, die unbestimmte Basen enthalten. Wenn danach eine phylogenetische
Berechnung mit der Distanz-Matrix-Methode durchgefiihrt wird (basierend auf Jukes & Cantor 1969),
dann verklrzt sich der Ast von Chlorobium phaeobacteroides UdG 6051 im Stammbaum deutlich
sichtbar (Abbildung 14, S. 61). AuBerdem zeigt die Berechnung von Stammbaumen auf fmoA- und
FMO-Basis die groBe Verwandtschaft von UdG 6051 zu Chlorobium limicola DSM 245" und den
anderen Vertretern der zugehdrigen Untergruppe sehr signifikant auf (Abbildung 15 f., S. 64 bzw. 70).
Die fmoA-Sequenz von UdG 6051 enthielt praktisch keine unbestimmten Basen.

-117 -



Diskussion

Die beiden restlichen Typenstimme Chlorobium phaeobacteroides DSM 266" und Pelodictyon
phaeoclathratiforme DSM 5477" sind phylogenetisch weit genug voneinander entfernt, um nicht zu
einer Art gezahlt zu werden (96,6 %). Damit kdnnten sie jeweils den Status als Referenzorganismus
beibehalten, wobei allerdings DSM 5477 wegen der Zugehdrigkeit zu Gruppe 3 zu Chlorobium
reklassifiziert werden muisste. Dabei kdnnte auch der Artname phaeoclathratiforme zu clathratiforme
transferiert werden. Letztlich hieBe dieser Stamm dann Chlorobium clathratiforme DSM 5477". Der zu
diesem auf 16S-rDNA-Basis nahezu identische Organismus Pelodictyon clathratiforme PG (Si =
99,7 %) kann auf jeden Fall als gleiche Art angesehen und zu Chlorobium clathratiforme PG

umbenannt werden (allerdings lag fir diesen Stamm leider keine fmoA-Sequenz vor).

Aufgrund des erforderlichen Gattungstransfers zu Chlorobaculum in Gruppe 4 (auBer eventuell
Clathrochloris sulfurica 1) ware es notwendig, die beiden bisherigen Typenstdmme Chlorobium
tepidum ATCC 49652" und Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249" umzubenennen.
Ersterer wirde lediglich einen neuen Gattungsnamen bekommen (Chlorobaculum tepidum ATCC
49652T), wahrend letzterer komplett reklassifiziert werden muisste. Da dieser Stamm keine Unterart
von Chlorobium limicola DSM 245" ist (Si = 95,9 %), sollte die Artbezeichnung limicola f.
thiosulfatophilum zu thiosulfatophilum transferiert werden, um Verwechslungen auszuschlieBen. Das
Resultat ware dann Chlorobaculum thiosulfatophilum DSM 249'. Dieser Organismus hatte mit dem

auf 16S-rDNA- (Si = 99,8 %) und fmoA-Basis fast identischen Stamm 1430 einen weiteren Vertreter.

Da in diesem Punkt die phylogenetischen Ergebnisse auf fmoA- und FMO-Basis etwas zu den 16S-
rDNA-Berechnungen differieren (Abbildung 15 f., S. 64 bzw. 70), besteht hier Erklarungsbedarf. So ist
in den Stammb&umen, die auf dem funktionellen Gen bzw. dem Protein beruhen, die Verwandtschaft
des Stammes DSM 249" und 1430 zu ATCC 49652 viel gréBer als auf 16S-rDNA-Basis, womit eine
Zugehdrigkeit zu einer einzigen Art gerechtfertigt wire. Da aber die GC-Gehalte von DSM 249" und
1430 bei 58,1 mol% liegen und im Vergleich dazu Chlorobium tepidum ATCC 49652" einen deutlich

niedrigeren Wert von 56,5 mol% aufweist, ist die Trennung in zwei verschiedene Arten sinnvoller.

Mdoglicherweise kommt diese Diskrepanz dadurch zustande, dass ein horizontaler Gentransfer des
funktionellen Gens fmoA zwischen den Arten um Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249"
und denen um Chlorobium tepidum ATCC 49652 in der Evolution stattgefunden hat. Wenn also diese
insgesamt zwar unterschiedlichen Organismen (siehe GC-Gehalt und 16S rDNA) durch so ein
Ereignis zu sehr dhnlichen Sequenzen des fmoA-Gens kamen, wére dieser Sachverhalt damit erklart.

Diese These unterstitzt noch ein weiterer Stamm, von dem leider keine 16S-rDNA-Sequenz vorlag.
Es handelt sich hierbei um Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 257. Dessen GC-Gehalt liegt
sogar nur bei 52,5 mol% und unterscheidet sich dabei sowohl von Chlorobium limicola f.
thiosulfatophilum DSM 249" als auch von Chlorobium tepidum ATCC 49652". Seine fmoA- und FMO-
Sequenzen sind allerdings mit DSM 249" und 1430 nahezu identisch.

Da sowohl die 16S-rDNA- als auch die fmoA-Sequenzen von Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum

1430 im Gegensatz zu denen vom Stamm DSM 249" aus derselben DNA-Extraktion im Rahmen
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dieser Arbeit gewonnen wurden, ist diese mégliche Fehlerquelle sicher keine Erklarung fir die
Unterschiede.

Die Stamme Chlorobium phaeobacteroides 1549 und DSM 1677 sowie Chlorobium limicola UdG 6041
haben zwar eine enge Verwandtschaft zu Chlorobium tepidum ATCC 496527 (Si = 96,6-98,4 %),
sollten aber besser zu einer eigenen Art gerechnet werden (z.B. Chlorobaculum limnaeum 1549, DSM
1677 und UdG 6041). Das legt deren klare Abgrenzung zu ATCC 49652" in den fmoA- und FMO-
Stammbaumen nahe. Hierfir ist die Schaffung eines neuen Typenstammes notwendig
(Chlorobaculum limnaeum DSM 1677").

Die salzbedrftigen Stdmme in Gruppe 4 kdnnen schlieBlich noch in zwei Arten aufgeteilt werden.
Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026 misste dazu in Chlorobaculum chiorovibrioides UdG 6026"
umbenannt werden und wére der Typenstamm fir diese Art. Als zuséatzlicher Stamm kéme
Chlorobium limicola UdG 6044 als Chlorobaculum chlorovibrioides UdG 6044 (Si = 97,8 % zu UdG
6026) dazu. Dieser Stamm wurde als limnisch charakterisiert (Figueras et al. 1997), obwohl alle
anderen Vertreter dieser Untergruppe salzbedirftig sind. Es ist der einzige Fall in den Unter-
suchungen dieser Arbeit, in dem die Salzbedurftigkeit nicht kongruent zu den phylogenetischen
Ergebnissen war. Es ist deshalb denkbar, dass hier eine Verwechslung vorliegt.

Die zweite Art der salzbedirftigen Untergruppe von 4 kdnnten die beiden Stamme Chlorobium
vibrioforme f. thiosulfatophilum DSM 263 und NCIB 8346 bilden. Sie haben zwar eine hohe Similaritat
zu UdG 6026 (Si = 98,2-98,4 %), die eine Zuordnung zu der gemeinsamen neuen Art Chlorobaculum
chlorovibrioides rechtfertigen wiirde. Durch eine bei beiden Stdammen vorkommende Deletion einer
Aminosaure in der FMO-Proteinsequenz (Tabelle 27, S. 73) ist es aber denkbar, sie in einer eigenen
Art zusammenzufassen (Chlorobaculum parvum DSM 263" und NCIB 8346).

12 DISKUSSION DER STANDORTERGEBNISSE

Das primére Ziel der Untersuchung von Umweltproben war weniger die Charakterisierung spezieller
Standorte sondern der Versuch, die Diversitat und Verteilung griiner Schwefelbakterien in salzhaltigen
Gewassern abzuschéatzen. Die angewandten genetischen Methoden sollten gezielt grine Schwefel-
bakterien nachweisen (auf 16S-rDNA- und fmoA-Basis), um ein mdglichst hoch auflésendes Bild der
genetischen Vielfalt zu erhalten. Bisher wurden solche Ergebnisse mehr oder weniger zuféllig bei
allgemeinen genetischen Standortuntersuchungen erhalten (Gordon & Giovannoni 1996, Qvreds et al.
1997). Auf der anderen Seite wurden mit selektiven Anzuchtbedingungen Reinkulturen griner
Schwefelbakterien gewonnen (Triper 1970, Vila et al. 2002). Diese Methode hat den Vorteil, dass die
isolierten Stdmme nicht nur flr genetische sondern auch fir mikroskopische, physiologische und
mikrobiologische Untersuchungen zur Verfligung stehen. Nachteile sind die lange Vorlaufzeit bis eine
Reinkultur wirklich als solche zu bezeichnen ist und die beschrankte Selektivitdt je nach Anzucht-
bedingungen. Das bedeutet, dass nicht alle Bakterien (mit bisherigen Methoden) kultivierbar sind.

Ein anderer Ansatz ist der spezifische Nachweis griner Schwefelbakterien durch In-situ-
Hybridisierungen mit fluoreszierend markierten Oligonukleotid-Sonden (Tuschak et al. 1999). Hierbei
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kann das Vorhandensein von Chlorobiaceae-Arten in Umweltproben mit dem Mikroskop Uberprift
werden. Die Charakterisierung ist dann allerdings auf morphologische Kriterien beschrankt, die fir
taxonomische Einordnungen nur eingeschrénkt herangezogen werden kénnen (Kapitel 11.5, S. 112).
Mit dieser Methode kann somit keine Phylogenie betrieben werden. Eventuell ist es mdglich neue
Gruppen zu erkennen, falls diese deutliche mikroskopische Unterschiede zu den bisherigen Arten

aufweisen.

Der Vorteil der in dieser Arbeit angewandten gezielten genetischen Suche ist die Schnelligkeit, mit der
Ergebnisse erhalten werden. Weiterhin ist es mdglich, auch schlecht oder bisher nicht kultivierbare
Bakterienstdamme zu erfassen. Ein gewisser Nachteil ist allerdings, dass Sequenzen verschiedener
Gene (16S rDNA und fmoA) nicht eindeutig einem Stamm zugeordnet werden kénnen, was die
Vergleichbarkeit in phylogenetischen Stammbaumen einschrankt. Dies bedeutet, dass keine
Information dartiber vorliegen kann, ob zwei Sequenzen aus ein und demselben Stamm gewonnen
wurden. Im phylogenetischen Vergleich von 16S-rDNA- und fmoA-Stammb&umen der Reinkulturen
hingegen konnten die Resultate gegenseitig verglichen und abgesichert werden. Dennoch war es
vertretbar, aufgrund der geringen Sequenzvielfalt in den Umweltproben gewisse Zuordnungen zu

machen.

Trotz der gewlinschten und notwendigen Spezifitdt wurde ebenso darauf geachtet, dass mit den
angewandten Methoden auch Fragmente hatten amplifiziert werden kénnen, die auBerhalb der bisher
bekannten Arten griiner Schwefelbakterien liegen. Das wurde schon ausflhrlich in Kapitel 10 (S. 103)

diskutiert.

Die beobachtete Mikroheterogenitat der Umweltsequenzen ist eine Eigenschaft, die nicht mit Fehlern
bei der Amplifikation alleine erklart werden kann, auch wenn dies nicht ganz auszuschlieBen ist.
Einige der von der Referenzsequenz abweichenden Nukleotidpositionen sind sicher auf das
verwendete Polymerasesystem zurlickzufiihren, bei dem etwa alle 10.000 bp (10'4) ein Fehleinbau
wahrend der Elongationsphase der PCR auftritt (Kapitel 3.2, S. 22). Es gab jedoch wesentlich mehr
Unterschiede. Eine Beispielberechnung soll dies verdeutlichen: Die MHG-5 (Probe Sip-4, 16S) enthielt
84 Sequenzen, die bei einer durchschnittlichen Screening-Sequenzldnge von 425 nt zusammen
35.700 Nukleotide umfassen (Tabelle 42, S. 147). Bei einer geschatzten Fehlerrate von 10™ durften
darunter hdchstens 4 (!) Fehler sein. Es wurden aber in MHG-5 an insgesamt 46 Nukleotidpositionen

Unterschiede zur Referenzsequenz K-706" gefunden.

Auch einzelne Fehler bei der Sequenzierung spielen als Ursache fiir die beobachtete Mikrohetero-
genitdt eher eine untergeordnete Rolle. Diese wirden zwar bei der Screening-Sequenzierung
eventuell nicht bemerkt, weil fir ein Amplifikat nur ein Durchlauf vorgenommen wurde. Deshalb
wurden nicht nur die Amplifikate, welche die Referenzsequenz lieferten, sondern beispielhaft auch
andere Amplifikate einer MHG komplett sequenziert (z.B. in MHG-19: K-6007, K-635, K-683 und K-
686; Abbildung 26, S. 93). Durch die komplette in mehreren Schritten durchgefiihrte Sequenzierung,
bei der jede Base mindestens zweimal in unabhangigen Sequenzier-Anséatzen gelesen wurde, kénnen
zuféllig auftretende Fehllesungen ausgeglichen werden (Abbildung 7 £., S. 35). Dabei hat sich heraus-
gestellt, dass die Basen, die beim Screening von der Referenzsequenz abwichen (Mikrohetero-
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genitat), genauso in der komplett durchgeflihrten Sequenzierung vorhanden waren. Die Fehlergrenze
bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Klonierungs-Sequenzierungen lag unter 0,1 % und damit
deutlich niedriger als die Abweichungen, die durch Mikroheterogenitaten hervorgerufen wurden
(Kapitel 3.6.1, S. 34).

12.1 UMWELTSEQUENZEN IN GRUPPE 1

Alle GSB-Sequenzen (16S rDNA und fmoA/FMQO) der Ostseestandorte Stak-2, Laboe-3 und Stein-1
konnten eindeutig zu der marinen/hypersalinen Gruppe 1 gezahlt werden. Die meisten davon waren
sehr ahnlich zu der jeweiligen Sequenz von Prosthecochloris aestuarii DSM 271" (Abbildung 23, S.
85). Auf 16S-rDNA-Basis betrug die Similaritat zwischen Umweltsequenzen und Typenstamm 99,3 %.
Das steht auch in gutem Einklang mit den Erkenntnissen der klassischen Mikrobiologie. So ist
Prosthecochloris aestuarii weit verbreitet und wurde schon an vielen marinen Standorten gefunden
(Cohen et al. 1977; Gorlenko & Lebedeva 1971; Imhoff 1988; Matheron & Baulaigue 1972, 1976;
Puchkova 1984). Da hierfiir aber keine genetischen Informationen zur Verfligung standen, war es
nicht klar, ob es sich bei den isolierten Reinkulturen nur um Prosthecochloris aestuarii im engeren
Sinne (also nahe Verwandte des Typenstammes) oder auch um Stdmme handelt, die zwar nach der
vorgeschlagenen neuen Taxonomie zu der Gattung Prosthecochloris aber nicht zur Art aestuarii
gerechnet werden sollten (z.B. 2K oder CHP 3401).

Am Standort Stein-1 wurden 16S-rDNA-Fragmente gefunden, die abseits der bisher bekannten
Vertreter der Gruppe 1 stehen (z.B. K-207)"*. Leider war es nicht méglich, auch fmoA-Fragmente aus

dieser Probe zu isolieren.

Es gab am Standort Cviic-2 (Adria) Sequenzen, deren Vertreter K-13 darstellt, die auf 16S-rDNA-
Basis so nah verwandt zu K-207 waren (Si = 97,0 %), dass man die zugehdrigen Stdmme eventuell
einer gemeinsamen Art zuordnen kdnnte. In dieser Probe wurden auch fmoA-Fragmente gefunden (K-
1011, K-1027a u. a.), die in Gruppe 1 des fmoA-Stammbaumes topologisch &hnlich separat stehen,
wie K-13 und K-207 im 16S-rDNA-Stammbaum (Abbildung 25, S. 92). Noch deutlicher wird dies im
FMO-Stammbaum (Abbildung 27, S. 95). Es kann nicht ohne Weiteres davon ausgegangen werden,
dass die 16S-rDNA- und fmoA-Fragmente aus der Probe Cviic-2 von der gleichen Art stammten.
Allerdings gibt es Indizien, die diese Annahme unterstitzen.

Cviic-2 war die einzige der untersuchten Proben, die von einer Anreicherungskultur (Winogradski-
Séaule) stammte, die sich Uber viele Jahre hinweg im Labor befand und immer wieder mit H,S-Lésung
nachgefittert wurde. Die Bakterien vermehrten sich unter diesen Bedingungen sehr gut und wuchsen
dicht heran. Das war wahrscheinlich auch der Grund, warum mit dieser Probe die besten Resultate
bei den PCR-Amplifikationen &hnlich wie bei den Reinkulturen erzielt wurden. Durch eine derart
selektive Anzucht war zu erwarten gewesen, dass die Artenvielfalt leidet und die Kultur nicht mehr den
Standort reprasentiert. Kinstliche Bedingungen, wie sie bei der Zucht im Labor herrschen, férdern

3% Im Folgenden werden beispielhaft nur die Referenzsequenzen einer Mikroheterogenitatsgruppe angegeben. Diese wurden
jeweils in die phylogenetischen Berechnungen fiir die Stammb&aume einbezogen und sind in den Abbildungen zu finden.
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meistens bestimmte Bakterienarten mehr als andere und fiihren zu einer Artenverarmung. Auf 16S-
rDNA-Basis konnte erwartungsgeman nur ein Sequenz-Typ ermittelt werden, der lediglich an wenigen
Nukleotidpositionen variierte (Mikroheterogenitat). Bei der Amplifikation der fmoA-Fragmente wurden
immerhin noch zwei MHG gefunden, deren Vertreter besonders im FMO-Stammbaum dicht
beieinander liegen (Si = 98,7 % von K-1011 und K-1027a).

Zusammengefasst wirde es bedeuten, dass wahrscheinlich die Sequenzen Stein-1 K-207 und Cviic-2
K-13 (16S rDNA) sowie Cviic-2 K-1011 und K-1027 (fmoA) aus einer einzigen Art stammen, von der
bisher anscheinend noch keine Reinkultur bekannt ist und fiir die es auch noch keine Bezeichnung
gibt.

Vertreter des Typenstammes Prosthecochloris aestuarii DSM 271" scheint es an allen rein marinen
Standorten zu geben; dort kommen sie wohl in groBer Anzahl vor. Das gilt zumindest flir eine
Bakterienblite, wie sie bei den Probenahmen herrschte. Hier scheint dieser Stamm bevorzugt zu
wachsen. So konnten sowohl 16S-rDNA- (K-101, K-500, K-706) als auch fmoA-Fragmente (K-303, K-
455, K-600, K-802) in den Proben der Ostsee und der Ostkiiste der USA (Atlantik) gefunden werden,
die unzweifelhaft Prosthecochloris aestuarii DSM 271" zugeordnet werden kdnnen. Diese Sequenzen
wie auch die anderen aus ihren jeweiligen MHG waren immer am haufigsten bei der Untersuchung
der Klonfragmente zu finden. Das ist zwar kein Beweis daflrr, dass Prosthecochloris aestuarii auch am
Standort am haufigsten vorkommt. Ein Indiz ist es aber allemal, weil die Ostseeproben nach
Entnahme nicht mit kinstlichem Medium versehen wurden und auch nicht mit H,S-L&sung nach-
geflttert wurden. Dadurch ist nicht zu erwarten gewesen, dass sich das Verhaltnis der Bakterienarten
untereinander gravierend zu der Situation am Standort unterscheiden wirde. Die Atlantikproben
wurden sogar direkt am Standort in Formaldehydlésung fixiert, was Kultureinflisse ganzlich

ausscheiden lasst.

Eine bevorzugte Primer-Anlagerung bei der PCR-Amplifikation ist ebenfalls nicht auszuschlieBen,
jedoch ist der Primer auf 16S-rDNA-Basis so gewahlt worden, dass alle zur Verfigung stehenden
Arten griner Schwefelbakterien an der Bindestelle die gleiche Sequenz aufwiesen. Die beiden fmoA-
Primer hingegen sind vornehmlich auf der Basis zweier Vertreter der Gruppe 4 entwickelt worden
(Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249" und Chlorobium tepidum ATCC 49652"), wobei
durch Extrapolation ihre Spezifitat erweitert wurde. Wenn Uberhaupt sollten also eher Vertreter der
Gruppe 4 einen Vorteil bei der fmoA-Primer-Anlagerung gehabt haben, nicht aber Prosthecochloris
aestuarii aus Gruppe 1.

Es scheint, als ob Prosthecochloris aestuari DSM 271" eine dominante Art reprasentiert, die an
marinen Standorten ubiquitdr vorkommt. Auf 16S-rDNA-Basis wurde eine gewisse Heterogenitat
gefunden. So reichen die Similaritatswerte der nah verwandten Umweltsequenzen zum Typenstamm
von 98,2 % (K-100) bis 99,4 % (K-706).

Gruppe 1 reprasentiert nicht nur marine sondern auch kontinentale Arten. So befindet sich in ihr auch
der Stamm Prosthecochloris aestuarii CHP 3401, der aus einem hypersalinen See isoliert wurde
(Salada de Chiprana, Aragén, Spanien, Vila et al. 2002). Auf Artniveau verwandt zu dessen 16S rDNA
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ist die Umweltsequenz K-902 (Bad Water, Death Valley, USA) mit einer Similaritat von 97,8 %. Leider
konnte aus dieser Probe keine fmoA-Sequenz gewonnen werden. Trotzdem ist dies ein Hinweis
darauf, dass auch diese Art anscheinend nicht auf einen Kontinent beschrankt sondern an
verschiedenen unabhangigen Standorten zu finden ist. Nach der neuen Taxonomie ist sie zusammen
mit dem Stamm 2K zu Prosthecochloris spec. zu rechnen.

Die Frage, warum sehr dhnliche Sequenzen sowohl auf 16S-rDNA- als auch fmoA-Basis an so unter-
schiedlichen und weit entfernten Standorten wie Ostsee und Atlantikkliiste USA bzw. spanisches und
amerikanisches Binnengewdasser zu finden sind (Abbildung 5, S. 18), ist nur spekulativ zu

beantworten. Es kommen zwei Theorien in Frage.

Zur erdgeschichtlichen Blate der griinen Schwefelbakterien gab es wahrscheinlich flachendeckend
Bedingungen, unter denen diese anaeroben phototrophen Bakterien sich entwickeln konnten.
Nachdem sich in der Atmosphare der Sauerstoff ansammelte, wichen sie immer weiter zurlck, bis sie
heutzutage nur noch in wenigen endemischen Gebieten zu finden sind. Es wéare denkbar, dass
bestimmte Arten griner Schwefelbakterien sich im Laufe der Erdgeschichte trotz einer geo-
graphischen Isolation vorher zusammenhéngender Standorte evolutiv kaum weiterentwickelt haben
und deshalb auch in entfernten Gebieten noch nahezu identische Sequenzen zu finden sind. Nach
dieser Theorie hatte es dann zur Blite der griinen Schwefelbakterien dann Bakterientypen gegeben,
die bevorzugt in salzhaltigen Binnengewdassern vorkamen (z.B. CHP 3401 und K-902) wahrend
andere im Meer lebten (DSM 2717 und Verwandte).

Eine andere denkbare Erklarung wére, dass immer wieder ein Austausch von Bakterien zwischen
endemischen Standorten vorkommt. Das kann zwischen der Ostsee und der Ostkiiste Amerikas
sicher durch Schiffe passieren. Wie allerdings aus dem Bad Water in den USA Bakterien in einen See
in Spanien gekommen sein sollen oder umgekehrt, ist schwer vorstellbar. Eventuell spielen hier Végel
eine Rolle, wie es bei der Verbreitung bestimmter schwimmender Teichpflanzen bekannt ist (z.B. die
kleine Wasserlinse, Lemna minor). Allerdings wéare ein solcher Transfer nur unter bestimmten
Bedingungen mdglich, weil griine Schwefelbakterien sehr empfindlich auf Sauerstoff reagieren und

keine Dauerstadien aufweisen.

12.2 UMWELTSEQUENZEN IN GRUPPE 4

Nur aus den Atlantikproben wurden Sequenzen gefunden, die topologisch zu Gruppe 4 gehdren. Dort
reihen sie sich alle um die salzbedirftige Untergruppe von Chlorobium chlorovibrioides UdG 6026.
Diese erfahrt damit eine deutliche Steigerung ihrer Sequenzvielfalt im Vergleich zu den bisher
bekannten Sequenzen aus Reinkulturen. Das gilt vor allem auf 16S-rDNA- aber auch auf fmoA- bzw.
FMO-Basis.

Besonders interessant ist hier die Sequenz K-153, die im 16S-rDNA-Stammbaum dicht an der Basis
der Gruppe 4 angesiedelt ist (Abbildung 23, S. 85). Sie kénnte zu einem Stamm gehdren, der ein
Bindeglied zwischen der Gruppe 1 und 4 darstellt. Dies wird unterstiitzt durch die Betrachtung von
Gruppensignaturen. So wird die Sequenz im Stammbaum zwar phylogenetisch noch zur Gruppe 4
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gerechnet, sie hat aber auch 13 typische Signaturpositionen mit Gruppe 1 gemeinsam (Tabelle 30, S.
135). Das ware ein weiteres Indiz dafiir, dass die marine/hypersaline Gruppe 1 die evolutiv alteste
unter den grinen Schwefelbakterien ist, aus der sich die salzbediirftige Untergruppe von 4 und die
Gruppe 2 entwickelt haben, aus denen dann wiederum die limnischen Arten hervorgegangen sind
(Kapitel 11.4, S. 111).

12.3 EINE NEUE GRUPPE GRUNER SCHWEFELBAKTERIEN ?

Ein kleine Gruppe der ermittelten 16S-rDNA-Sequenzen konnte bei einem Datenbankabgleich weder
den grinen Schwefelbakterien noch einer anderen Bakteriengruppe eindeutig zugeordnet werden
(Abbildung 29, S. 99). Sie wurde tberwiegend in der Ostseeprobe Stein-1 aber auch in Sip-4 (Atlantik-
kiste der USA) gefunden. Insgesamt konnte diese Gruppe sehr selten nachgewiesen werden. Dieses
muss aber nicht mit deren tatsachlicher Haufigkeit am Standort zusammenhangen. Die
phylogenetische Entfernung zu den finf Gruppen griiner Schwefelbakterien ist vielmehr so groB, dass
wahrscheinlich die Bindung des Primers F-99-GSB nicht mehr optimal war.

Leider konnten mit den fmoA-Primern keine Fragmente gewonnen werden, die im positiven Fall
aufgrund der Exklusivitdt dieses Gens eine Zuordnung zu den griinen Schwefelbakterien eindeutig
erm@glicht hatten. So bleibt unklar, ob diese Gruppe entweder kein fmoA-Gen besitzt, oder ob dessen
Amplifikation mit den angewandten Methoden nicht méglich war. Man kann aber sicher die Vermutung
auBern, dass diese bisher anscheinend nicht durch Reinkulturen vertretene Gruppe ihren
phylogenetischen Platz intermediar zwischen den grinen Schwefelbakterien und der
Cytophagal Flavobacterium-Gruppe hat.

Es ist unwahrscheinlich, dass es sich bei diesen Sequenzen um zuféllig entstandene Fehlamplifikate
handelte (Chimaren oder &hnliches), weil beispielsweise die Sequenz Ostsee Stein-1 K-249 und Atlantik

Sip-4 K-790 eine hohe Similaritdt aufweisen (Si = 97,2 %), obwohl sie aus voéllig unterschiedlichen
Proben und Gegenden stammen. Auch steht diese Gruppe nicht véllig isoliert. Es gibt in der Daten-
bank zwar keine korrespondierende 16S rDNA aus Reinkulturen (Id nur bis 82 %), aber durchaus in

der Nahe liegende andere Umweltsequenzen mit einer Similaritat von bis zu 91 % (Kapitel 9.6, S. 98).

Es ist abschlieBend anzunehmen, dass die Arten griner Schwefelbakterien, die bisher als Rein-
kulturen gewonnen werden konnten, zu den dominant wachsenden Vertretern zhlen. Gleiches gilt
anscheinend fir Massenentwicklungen (Bliten) am Standort, weshalb deren 16S-rDNA- und fmoA-
Fragmente bevorzugt nachgewiesen wurden. Die interessanten Sequenzen, phylogenetisch abseits

der Reinkulturen, kamen oft nur in wenigen Klonen vor.
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Abstract

ABSTRACT

The phylogeny of green sulfur bacteria was studied on the basis of gene sequences of the 16S rRNA
and of the FMO protein and the deduced amino acid sequence. Representative and type strains (47
strains total) of most of the known species were analyzed. The Fenna-Matthews-Olson protein (FMO)
is a water soluble bacteriochlorophyll a protein which mediates energy transfer between the
chlorosomes and the reaction center. It is a characteristic and unique feature of the green sulfur

bacteria.

The fmoA gene codes for the monomer of the FMO protein, which binds chlorophyll a and is
associated in a trimeric structure. On the basis of fmoA gene sequences from Chlorobium tepidum
ATCC 49652 and Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249" available from the EMBL data-
base, primers were constructed that allowed sequence analysis of a major part of the fmoA gene (80
%). Furthermore, on 16S rDNA basis a primer specific for green sulfur bacteria was developed. In

combination with eubacterial primer about 86 % of the gene length could be amplified.

The largely congruent phylogenetic relationship of sequences of the fmoA gene (respectively FMO)
and of 16S rDNA sequences gives considerable support to the phylogeny of green sulfur bacteria
previously suggested on the basis of 16S rDNA sequences. Five distinct groups of strains were
recognized on the basis of 16S rDNA, fmoA and FMO sequences and supported by characteristic
signature nucleotides and amino acids, by the comparison of GC contents of whole genomes as well
as the salt dependence of strains.

Marine, halophilic and other salt dependent strains formed clusters separate from freshwater strains.
The resulting phylogenetic grouping and relationship of the green sulfur bacteria do not correlate with
their current taxonomic classification which is mainly based on morphological, biochemical and cyto-
logical properties.

The aim of the present studies were not only phylogenetic investigations of pure cultures of green
sulfur bacteria but also the analysis of natural communities and their distribution in different
environments. The strategy involves the analysis of DNA extracted from environmental samples with
procedures which were adapted from the methods well-tried with pure cultures.

The results give considerable support that the diversity of salt dependent green sulfur bacteria in the
investigated habitats is not substantially greater than it is represented by the pure cultures. This is
especially true for dominant strains during bacterial blooms. Furthermore, the salt dependent species
seem to be cosmopolitical, both in marine and in continental habitats (salt lakes).
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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Die Phylogenie griiner Schwefelbakterien wurde auf der Basis von Gensequenzen der 16S rRNA und
des FMO-Proteins sowie der abgeleiteten Aminosduresequenzen untersucht. Reprasentative und
Typenstamme (47 Stdmme insgesamt) der meisten bekannten Arten wurden analysiert. Das Fenna-
Matthews-Olson-Protein  (FMO) ist ein wasserlésliches Bacteriochlorophyll-a-Protein, das den
Energietransfer zwischen den Chlorosomen und dem Reaktionszentrum vermittelt. Dies ist

charakteristisch und einzigartig fir die Gruppe der griinen Schwefelbakterien.

Das fmoA-Gen kodiert fir das Monomer des FMO-Proteins, das Chlorophyll a bindet und in einer
trimeren Struktur assoziiert ist. Auf der Basis von fmoA-Gensequenzen von Chlorobium tepidum
ATCC 49652" und Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum DSM 249" (Datenbank EMBL) wurden
Primer konstruiert, die Sequenzanalysen eines GroBteils des fmoA-Gens erlaubten (80 %). Weiterhin
wurde auf 16S-rDNA-Basis ein fir grine Schwefelbakterien spezifischer Primer entwickelt. In

Kombination mit eubakteriellen Primern konnte etwa 86 % der Lange des Gens amplifiziert werden.

Die weitgehend kongruente phylogenetische Beziehung der Sequenzen des fmoA-Gens (bzw. FMO)
und der 16S-rDNA-Sequenzen unterstiitzen die Phylogenie griiner Schwefelbakterien, wie sie bisher
nur auf Basis der 16S rDNA bekannt war. Finf getrennte Gruppen konnten auf der Basis von 16S-
rDNA-, fmoA- und FMO-Sequenzen bestimmt werden. Unterstitzt wurden die Ergebnisse noch durch
charakteristische Signaturnukleotide und -aminosauren, durch den Vergleich der Gesamt-GC-Gehalte
und der Salzbediirftigkeit von Stammen.

Marine, halophile und andere salzbediirftige Stdmme bildeten Gruppen und Untergruppen, die
deutlich abseits der limnischen Stdmme lagen. Die resultierende phylogenetische Gruppierung und
die Verwandtschaftsbeziehungen der griinen Schwefelbakterien untereinander korrelieren nicht mit
ihrer momentanen taxonomischen Klassifizierung, welche hauptsachlich auf morphologischen, bio-

chemischen und zytologischen Kriterien beruht.

Das Ziel dieser Arbeit waren nicht nur phylogenetische Untersuchungen an Reinkulturen griner
Schwefelbakterien sondern auch die Analyse natlrlicher Gemeinschaften und deren Verteilung in
verschiedenen Habitaten. Die Strategie umfasste die Analyse von DNA, die aus Umweltproben isoliert

wurde, wobei Methoden angewandt wurden, die sich schon bei den Reinkulturen bewéhrt hatten.

Die Diversitat salzbedirftiger griiner Schwefelbakterien scheint an den untersuchten Standorten nicht
bedeutend gréBer zu sein als durch Reinkulturen reprasentiert. Dies gilt insbesondere fir die
dominanten Stdmme wahrend einer Massenentwicklung. Weiterhin scheinen die salzbedurftigen Arten

kosmopolitisch vorzukommen, sowohl in marinen als auch kontinentalen Habitaten (Salzseen).
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Anhang

ANHANG

13 TABELLEN DER GRUPPENSIGNATUREN IM ALIGNMENT

Tabelle 30: Gruppen-Signaturen der 16S-rDNA-Sequenzen

hinterlegt sind identische'®® Nukleotide, die im Alignment typisch fir eine Gruppe sind. hinterlegt sind
nicht-identische signifikante Nukleotide einer Gruppe. Das dargestellte Alignment ist diskontinuierlich und enthalt
nur die Spalten, in denen Gruppensignaturen vorkommen. Es basiert auf einem Alignment aus Sequenzen von
ca. 1240 nt Lange, die mit dem Primer-Paar F-99-GSB/R-1369 erhalten (eigene Daten aus Reinkulturen) oder
darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI bzw. eigene Umweltsequenzen, die mit dem Primer-
Paar F-99-GSB/R-1388 erhalten wurden). Die Bezeichnung der mehrdeutigen Nukleotide folgt der allgemeinen
IUPAC-Nomenklatur. Die Positionen von ganzen Signaturbereichen sind mit der Farbe der zugehd&rigen Gruppe
markiert.

Position"®

15
21
22
28
60
97
99
00
201
204
209
210
215
428
567
630
639
720
724
818a
819
972
984
992
993
1099
103
109
1267
1268
1305

PId. phaeum CIB 2401

Chl. vibrioforme CHP 340@

Chl. vibrioforme DSM 260

Chl. phaeovibrioides DSM 1678

Ptc. aestuarii 2K

Ptc. aestuarii CHP 3401
@ Atlantik SSM-3 K-101

Atlantik Sip-4 K-706

Ostsee Laboe-3 K-500

Atlantik SSM-3 K-100

Adria Cviic-2 K-13

Ostsee Stein-1 K-207

Bad Water BW-4 K-902

Ptc. aestuarii DSM 271"

Chl. limicola UdG 6045

Chl. limicola UdG 6038

Chl. limicola UdG 6041

Chl. limicola UdG 6042

Chl. limicola UdG 6040

Chl. phaeobacteroides 1549

Chl. phaeobacteroides DSM 1677

Chl. tepidum ATCC 49652"

Chl. limicola f. thios. 1430

Chl. limicola f. thios. DSM 249"
@ Cle. sulfurica 1

Atlantik SSM-3 K-153

Atlantik SSM-3 K-106

Atlantik Sip-4 K-701

Atlantik SSM-3 K-137

Atlantik SSM-3 K-108

Chl. vibrioforme f. thios DSM 263

Chl. vibrioforme UdG 6043

Chl. limicola UdG 6044

Chl. chlorovibrioides UdG 6026

Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346

Chl. limicola DSM 246

Chl. limicola DSM 245"

Chl. limicola f. thios. 9330

Chl. limicola f. thios. 1630

Chl. phaeobacteroides DSM 1855
® Chl. phaeobacteroides UdG 6047

Chl. phaeobacteroides UdG 6051

Chl. phaeobacteroides UdG 6046

Chl. ferrooxidans DSM 13031°

Chl. phaeobacteroides DSM 266

PId. clathratiforme PG

Pld. phaeoclathratiforme DSM 5477"

Chl. vibrioforme DSM 261

Chl. phaeovibrioides DSM 270T

Chl. phaeovibrioides DSM 269"
@ Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265

Chl. vibrioforme DSM 2162

PId. luteolum DSM 273

Chl. phaeovibrioides UdG 6035
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'3 Einzelne Ausnahmen sind zur besseren Ubersicht in das Gesamtbild aufgenommen worden.
136 auf Chlorobium tepidum ATCC 496527 bezogen

-135-



COOOOOO 00O O e e e e e e et et el

€8 [[SISYSISISISISISISISIS) 5 GO GGG
168 [EEEEELLELELELISICOECECEGO
618 (aladal e - O OO 0000
L18  (ISISYSYSISISISYOYOYOYS)|I— i— I— —
AT < << <O T < < (0161616J0J010]
08

192

092

‘ LS/

6V, IO
6EL 0000000000

, die Aminosauren definieren. Die Bezeichnung der mehrdeutigen Nukleotide folgt der

-Paar F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten wurden. Die Positionen von ganzen Signaturbereichen sind

Gruppen-Signaturen der fmoA-Nukleotidsequenzen

denen Gruppensignaturen vorkommen. Es basiert auf einem Alignment aus Sequenzen von ca. 875 nt Lange, die

allgemeinen IUPAC-Nomenklatur. Das dargestellte Alignment ist diskontinuierlich und enthalt nur die Spalten, in
mit dem Primer

Rl identische'®” Nukleotide bzw. EEW: nicht-identische Nukleotide, die typisch fiir eine Gruppe sind. Grau:

Deletionen ganzer Codons
mit der Farbe der zugehdrigen Gruppe markiert.

Anhang
Tabelle 31
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genommen worden.

'3 Einzelne Ausnahmen sind zur besseren Ubersicht in das Gesamtbild auf

138 auf Chlorobium tepidum ATCC 496527 bezogen
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Anhang

Tabelle 32: Gruppen-Signaturen der FMO-Aminosauresequenzen

[ identische'®® bzw. EIEW: nicht-identische Aminosauren, die typisch fiir eine Gruppe sind. Grau: Deletionen
einzelner Aminosauren in der Sequenz. Das dargestellte Alignment ist diskontinuierlich und enthélt nur die
Spalten, in denen Gruppensignaturen vorkommen. Es basiert auf einem Alignment aus Aminoséauresequenzen
von ca. 290 aa Lange, die aus Nukleotidsequenzen erstellt wurden, welche mit dem Primer-Paar
F-Start-fmo/R-889-fmo erhalten (eigene Daten) oder darauf zugeschnitten wurden (Sequenzen von EMBL-EBI).
Der Einbuchstaben-Code der Aminosauren folgt der allgemeinen IUPAC-Nomenklatur. Die Positionen von
ganzen Signaturbereichen sind mit der Farbe der zugehérigen Gruppe markiert.

Position'*
Chi. vibrioforme DSM 260" RIQAEAAQVET S oIV AREVAF QS GGN | Pol FEVEEEK A
Chi. phaeovibrioides DSM 1678 eioAEAAQVET s ORIV ARV F ascan | P ol FlEVERR K A
Ptc. aestuari DSM 2717 eI AEATQVIET S TRRYV AVl F Qs can | P ol Fla VIR Kk A
Atlantik SSM-3 K-303 sl AEATAVET s TRRYV ARV F ascan 1 P ol FldvERR K A
Ostsee Laboe-3 K-600 eI AEATQVIET s TRRYV ARV F Qs can | P ol Fla VIR Kk A
(D Ostsee Stak-2 K-455 sl AEATAVET s TRRYV ARV F ascan | P ol FEVEER K A
Atlantik Sip-4 K-802 eI AEATQVIET S TRRYV AVl F s can | P ol Fla VIR Kk A
Adria Cviic-2 K-1011 o AEAAQTIRT T AV ALSIVIMF QsGGN 1| P ol FlE VERER K A
Adria Cviic-2 K-1027a 10 ADAGATIHT T ANV ARV F ascen 1 P ol Fla VIR Kk A
Ptc. aestuari 2K &icADAAQ VT TRV AR LlFQsGGN

Ptc. aestuarii CHP 3401

Chl. limicola f. thios. DSM 249T
Chl. limicola f. thios. DSM 257
Chl. limicola f. thios. 1430
Chl. phaeobacteroides DSM 1677
Chl. phaeobacteroides 1549
Chl. limicola UdG 6041

@ chl. tepidum ATCC 496527
Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263
Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346
Chl. chlorovibrioides UdG 6026
Chl. limicola UdG 6044

ARYSILTVEST- LRE[EIMNTE[FSRGUS KREVAE FV
ALY SLTV[ES T - LRE[CIMN TE[gS RG[YS KR[EVAEFV
ALY SPLTvles T - LRE[CMN T E[JS RG[YS KREVAEFV
ALY SLTV[ES T - LRE[CIMN TE[gS RG[YS KR[EVAEFV
ARIYSILTvlEs T - LRE[CMN T E[JSRG[YS KREVAEFV
ALY SL TV[ES T - LRE[CIMN TE[gS RG[YS KR[EVAEFV
AR TIML TvEs T - LRECMN TE[ZS RGIYS KREVAEFV
AR L TRIE - T - LKEEMN TEFSRGYSKRSVADFV
ARIYARE L TRIE - T- LKECWIN TE[SRGIYSKRSVADFV
AR L TRIE? 2 - LKEIN TE[SRGIYSKRSVADFV
AR L TTlES T - LXE[MIN TE[SRGIUSKRSVADFV
Atlantik SSM-3 K-307 IWIKPNVPAF ARIYRRA L Tvies T - LRE[CIMN TE[ZS RGISKRQVADFV
Atlantik SSM-3 K-354 SIWIKPNVPAF ARYRMEL Tvies T - LRE[MN TE[dSRGIUSKRSVADFV

W KPNVPAF
AW KPNVPAF
EAIKPNVPAF
EAIKPNVPAF
AWK PNVPAF

NAYKPNVPAF
IAIKPNVPAF

Chl. limicola DSM 248 TKTKPNVPAFFSAVVVA[®§SS IGT[@DSRGVSKRSVAEFV
Chl. phaeobacteroides DSM 1855 TKTKPNVPAFFSAVVVA[§SS IGT@IDSRGVSKRSVAEFV
Chl. limicola f. thios. 9330 TKTKPNVPAFFSAVVVA[®§SS IGT[DSRGVSKRSVAEFV
Chl. limicola f. thios. 1630 TKTKPNVPAFFSAVVVA[E§SS IGT@IDSRGVSKRSVAEFV

®Chl.limico/aDSM247 TKTKPNVPAFFSAVVVA[®SS IGT[@DSRGVSKRSVAEFV
Chl. limicola DSM 2457 TKTKPNVPAFFSAVVVA[§SS IGT@IDSRGVSKRSVAEFV
Chl. limicola DSM 246 TKTKPNVPAFFSAVVVA[®§SS IGT[@DSRGVSKRSVAEFV

IGT@IDSRGVSKRSVAEFV
IGT[MESRG I SKKSVAEFV
GT[EETRGIAKRSVADFV

Chl. phaeobacteroides UdG 6051 ???KPNVPAFFSAVVVA[gSS
Chl. phaeobacteroides DSM 266" TKTKPNVPAFFSAVVVA[§SS
Pld. phaeoclathratiforme DSM 5477 TKTKPNVPAFFSAVVVA[EsSS

|
Chl. vibrioforme DSM 261 TKINKPNVPAFFSAVVVA[E§SS NG T EQIRG IYKRSVADFV
Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265" TKERYKPNVPAFFSAVVVA[®S SERUTMERET - NG T EIRG ILNIKRSVADFV
®Chl.phazeovibrioidesDSM269T TKINKPNVPAFFSAVVVA[ES SRR T MENRT - NG T EQIRG IYKRSVADFV
Chl. phaeovibrioides DSM 270 TKERYKPNVPAFFSAVVVA[®S SERUTMERET - NG TEIRG ILNIKRSVADFV
Chl. vibrioforme DSM 262 TKINKPNVPAFFSAVV | A[§SS NG T[IDEIRG I YKRSVADFV
Pld. luteolum DSM 273" TKINKPNVPAFFSAVVIA[®SS G T[®DRIRG I\ KRSVADFV

139 Einzelne Ausnahmen sind zur besseren Ubersicht in das Gesamtbild aufgenommen worden.
"0 auf Chlorobium tepidum ATCC 496527 bezogen
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14 DISTANZ-MATRIZES

Tabelle 33: Distanz-/Similaritats-Matrix der 16S-rDNA-Sequenzen aus Reinkulturen''

(Die Similaritat wurde aus der Distanz berechnet; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen)

Similaritat (%)

Gruppe 1 Gruppe 3 Gruppe 2 Gruppe 4 Gr.5

1 4 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19|20 21 22 23 24 25 26(27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43| 44| 45
1 Chl. vibrioforme DSM 260" 99,8 99,8 99,3 97,5 96,9 958(93,3 93,1 93,2 93,3 93,3 91,8 91,4 91,7 92,0 91,9 92,9 92,9(93,4 93,4 935 93,3 924 93,0 89,6(90,1 91,9 915 91,4 91,9 91,8 91,9 92,2 91,4 91,5 92,3 93,2 92,1 92,1 92,7 92,6 91,2(87,6(78,2
2 Pld. phaeum CIB 2401 0,002 99,9 99,4 97,6 97,1 96,0(93,4 93,3 93,4 93,4 93,4 92,0 91,5 91,8 92,0 92,0 93,0 93,0/93,5 93,6 936 93,4 925 93,2 89,7(90,2 92,1 91,7 91,5 92,0 92,1 92,1 92,3 91,5 91,6 92,5 93,4 92,3 92,3 92,8 92,8 91,3|87,8(78,3
3 Chl. vibrioforme CHP 3402 0,002 0,001 99,4 97,6 97,0 959|934 932 93,3 93,4 93,4 91,9 91,4 91,8 92,1 91,9 92,9 93,0(93,5 935 935 934 925 93,1 89,7(90,1 92,0 91,6 91,5 91,9 91,9 92,0 92,2 91,4 91,6 923 93,3 92,2 92,2 92,7 92,7 91,3|87,7|78,2
4 Chl. phaeovibrioides DSM 1678 0,007 0,006 0,007 97,6 97,0 96,4(93,6 93,5 935 93,6 93,6 92,1 91,5 91,9 92,4 923 93,4 93,4(93,9 94,0 94,0 939 929 93,4 90,0(90,3 92,3 91,9 91,7 922 922 92,3 92,5 91,7 91,8 92,6 935 92,4 92,4 93,0 92,9 91,7(88,2|78,4
5 Ptc. aestuarii 2K 0,026 0024 0025 0025 98,1 97,3(92,4 92,2 92,3 92,4 924 91,0 90,1 90,7 91,4 91,3 923 92,4(92,7 92,8 92,8 92,6 91,6 922 88,9(90,2 92,0 91,6 91,5 92,0 91,9 92,2 92,2 91,0 91,1 92,4 932 92,0 92,2 92,9 92,8 90,6(88,1|78,4
6 Ptc. aestuarii CHP 3401 0,031 0030 0030 0030 0,019 96,5(93,0 92,8 929 93,0 92,9 91,6 90,9 91,3 91,7 91,6 92,3 92,8(92,4 92,5 92,5 92,3 91,2 91,8 88,7(90,7 92,3 92,0 91,8 92,3 922 92,3 92,0 91,6 91,6 92,0 925 91,7 91,7 92,2 92,3 90,3|88,1|78,1
7 _Ptc. aestuariiDSM 271" 0,043 0042 0042 0037 0027 0,036 924 923 924 92,5 925 90,8 90,2 909 92,3 921 93,2 93.2|1937 93,8 93,8 936 93,0 93,5 90,2{91.4 93,1 927 92,6 931 92,9 931 932 926 927 933 937 93,0 935 93,7 939 91.4(89,0|787
8  Chl. limicola DSM 246 0,070 0,069 0070 0,067 0,080 0,074 0,080 99,7 99,9 1000 99,9 982 96,6 97,2 96,2 96,2 959 96,7|96,6 96,7 96,7 96,6 96,2 96,7 93,0|935 954 94,9 94,8 953 953 954 94,8 958 958 94,0 94,4 93,9 942 946 94,6 952(88,4 (78,8
9 Chl. limicola f. thios. 1630 0,072 0070 0071 0,069 0083 0,076 0,081 0,003 99,9 99,8 99,8 98,2 96,6 97,2 96,1 96,1 95,7 96,5/96,6 96,7 96,7 96,6 96,2 96,7 93,0(93,5 954 949 94,8 953 953 954 94,8 958 958 94,0 94,5 93,9 94,2 94,6 94,6 95,1|88,3(78,6
10 Chl. phaeobacteroides DSM 1855 0,071 0070 0070 0068 0,081 0,075 0,080 0,001 0,001 99,9 99,8 98,3 96,7 97,3 96,2 96,2 958 96,6(96,7 96,8 96,8 96,7 96,3 96,8 93,1(93,6 955 950 949 954 954 955 94,9 959 959 94,1 94,5 94,0 94,3 94,7 94,7 952(88,4(78.8
11 Chl. limicola DSM 245" 0,070 0069 0070 0,067 0081 0074 0079(0,000 0,002 0,001 99,9 98,2 96,6 97,2 96,2 962 959 96,7(96,6 96,7 96,7 96,6 96,3 96,8 93,1(93,6 955 950 94,9 954 954 955 94,9 959 959 94,1 945 940 94,3 94,7 94,7 953(88,5|78,7
12 Chl. limicola f. thios. 9330 0071 0069 0070 0067 0,080 0,074 0,079 (0,001 0,002 0,002 0,001 98,2 96,6 97,1 96,1 96,1 958 96,6(96,5 96,6 96,6 96,4 96,1 96,6 93,1(93,5 953 94,8 94,8 952 952 953 94,7 957 957 94,0 94,4 93,9 94,2 94,5 94,5 952(88,3|78,7
13 Chl. phaeobacteroides UdG 6047 0,087 0,084 0086 0083 0,096 0,089 0,098 (0018 0,018 0017 0018 0018 97,9 96,3 94,4 94,4 94,1 949|950 951 951 952 94,6 951 92,3|945 94,2 93,6 93,4 93,8 93,9 93,8 935 94,4 94,4 93,0 93,9 94,4 932 932 933 935(86,9(77,5
14 Chl. phaeobacteroides UdG 6051 0,092 0090 0091 0090 0,107 0,097 0,105[0,035 0,035 0034 0035 0035 0022 95,8 93,0 93,0 93,0 93,7|94,0 940 94,1 94,2 93,5 94,0 92,2(935 92,8 92,8 92,1 92,5 92,5 92,5 92,1 93,3 93,4 92,2 93,2 93,6 92,1 92,1 92,0 92,5|858]76,7
15 Chl. phaeobacteroides UdG 6046 0,088 0,086 0087 0086 0,100 0,093 0,097 (0028 0,028 0027 0028 0029 0038 0,043 94,4 94,4 937 949|947 94,8 94,8 94,7 94,4 94,8 92,1924 93,2 92,8 92,3 92,9 92,9 93,0 92,3 93,7 93,7 92,6 93,3 92,7 92,8 93,0 92,8 92,8(86,7 (77,7
16 Pld. clathratiforme PG 0,085 0084 0083 0080 0092 0,089 0081(0,039 0,040 0039 0039 0040 0058 0,073 0,059 99,7 97,2 96,7|956 957 957 956 94,7 94,9 91,6(92,1 940 935 934 93,8 93,9 93,8 93,4 955 955 93,0 93,5 92,9 93,7 93,6 93,5 93,5(|87,1|78.6
17 Pld. phaeoclathratiforme DSM 54777 0,086 0,085 0,086 0081 0,092 0089 0083|0,039 0,040 0,039 0039 0040 0058 0073 0,059 0,003 97,0 96,6(95,5 955 956 955 94,6 94,8 91,5[92,0 94,0 935 933 93,7 93,8 93,8 93,4 954 954 930 93,5 92,9 93,6 93,6 93,5 93,4|87,1|78,7
18 Chl. ferrooxidans DSM 130317 0075 0074 0075 0069 0081 0082 0,071[0,043 0,044 0043 0042 0043 0062 0,074 0,066 0,029 0,31 96,4(96,5 96,6 96,6 96,4 952 955 91,8(92,5 94,5 94,0 93,8 94,4 943 94,4 94,4 957 956 942 942 93,7 94,2 94,8 94,4 94,5(87,9|79,4
19 Chl. phaeobacteroides DSM 266" 0075 0073 0074 0070 0080 0076 0071]0,034 0,036 0035 0034 0035 0053 0,066 0053 0034 0035 0037 96,0 96,1 96,1 959 953 954 92,4/92,3 942 937 936 939 94,1 94,0 93,4 953 953 935 93,9 93,4 94,2 94,0 937 93,7(88,5(79.4
20 Chl. vibrioforme DSM 261 0,069 0068 0068 0063 0,077 0,080 0,066 (0035 0,035 0034 0035 0036 0052 0,063 0055 0045 0,047 0036 0,041 99,8 99,9 99,7 97,7 98,1 94,2|92,2 93,9 93,4 93,3 93,8 93,8 939 939 952 952 93,9 94,4 93,8 942 945 94,2 93,8(88,5(79,0
21 Chl. phaeovibrioides DSM 269" 0,069 0067 0068 0062 0,076 0,079 0,065(0,034 0,034 0033 0034 0035 0051 0,062 0,054 0,044 0046 0035 0040|0002 1000 99,8 97,9 98,1 94,3(92,3 94,0 93,5 93,3 93,8 93,8 93,9 93,9 952 953 94,0 944 939 94,3 94,6 94,3 93,988,5|79,1
22 Chl. phaeovibrioides DSM 270 0,068 0067 0068 0062 0,076 0,079 0,065(0034 0,034 0033 0034 0035 0051 0,062 0054 0044 0046 0035 00400001 0,000 99,8 97,8 98,1 94,3|92,3 94,0 93,5 93,3 93,9 93,8 939 939 952 953 94,0 94,4 93,9 943 946 94,3 93,9(88,6(79,1
23 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265" 0,070 0069 0069 0064 0078 0,081 0067 (0,035 0,035 0034 0035 0037 0049 0,061 0,055 0,045 0047 0037 0043|0003 0,002 0,002 97,5 97,9 94,1(92,1 93,7 933 93,2 93,6 93,6 93,7 93,7 952 952 93,8 94,4 93,7 94,1 94,3 94,0 93,6(88,5(78,9
24 Chl. vibrioforme DSM 262 0,080 0079 0079 0075 0,090 0,094 0,073(0,039 0,039 0038 0038 0040 0056 0,068 0058 0,055 0056 0050 0,048[0023 0,022 0,022 0,025 99,4 95,7(93,0 94,8 943 94,3 94,7 94,7 94,8 94,8 957 957 94,8 950 94,6 951 954 951 952(88,6|78,7
25 PId. luteolum DSM 273" 0073 0072 0072 0070 0082 0087 0068(0,034 0,034 0033 0033 0035 0051 0,063 0,054 0,053 0054 0047 0048|0020 0019 0,019 0,021 0,006 95,7(93,5 953 94,8 946 951 951 952 952 96,0 96,0 952 954 950 955 958 955 953|88,9(79.0
26 _Chl. phaeovibrioides UdG 6035 0112 0110 0111 0107 0120 0122 0,105[0073 0,073 0072 0073 0073 0082 0,083 0,083 0,090 0090 0,087 0080[0060 0,060 0.059 0,061 0045 0044 91,1 921 91,9 91,6 91,7 91,8 91.8 91,6 92,6 92,7 92,5 935 923 93.6 92,3 92,2 91.9/86,2|77.3
27 Chl. limicola UdG 6041 0,107 0,105 0,106 0,104 0,105 0,099 0,091(0,068 0,068 0067 0067 0068 0,057 0,068 0080 0084 0084 0079 0082[0082 0,082 0,081 0083 0073 0068 0094 98,3 98,1 97,9 97,9 98,1 98,0 96,6 952 951 94,4 94,0 950 94,1 943 954 93,0(86,3(77,6
28 Chl. limicola UdG 6042 0,085 0084 0084 0082 0085 0,081 0,073[0,047 0,047 0046 0046 0048 0060 0,075 0,071 0,062 0063 0058 0060|0064 0,063 0,063 0,066 0,054 0,049 0083|0017 99,7 99,5 99,8 1000 99,9 98,4 96,7 96,6 96,0 953 952 956 96,1 97,4 950(88,1[79,2
29 Chl. limicola UJG 6045 0,090 0,088 0089 0086 0089 0084 0,077(0052 0,052 0051 0052 0053 0067 0,076 0075 0,068 0068 0063 0066|0069 0,068 0,068 0,070 0059 0054 0086|0019 0,003 99,2 99,4 99,5 99,5 98,1 96,3 96,2 953 952 94,8 953 956 96,8 94,5(87,6(78,9
30 Chl. limicola UdG 6038 0,092 0,090 0091 0088 0090 0,087 0078(0,054 0,054 0053 0053 0054 0069 0,084 0,081 0,069 0070 0065 0067|0071 0070 0,070 0,072 0,059 0056 0089|0021 0,005 0,008 99,4 99,5 99,4 97,9 96,3 962 959 953 94,5 951 955 96,8 94,3|87,6(78.6
31 Chl. phaeobacteroides 1549 0,086 0,085 0085 0083 0085 0082 0,073(0,049 0,048 0048 0048 0050 0065 0,079 0075 0,065 0066 0059 0063|0065 0,064 0,064 0,067 0055 0050 0088|0021 0,002 0,006 0,007 99,8 99,9 984 965 964 957 952 94,8 953 96,0 97,1 94.9(88,1 (79,1
32 Chl. limicola UJG 6040 0,087 0084 0086 0083 0086 0,082 0,074[0,049 0,049 0048 0048 0050 0064 0,079 0,075 0,064 0064 0059 0062|0065 0,064 0,064 0,067 0,055 0050 0087|0019 0,000 0,005 0,005 0,002 99,8 98,4 96,7 96,6 958 951 94,8 956 96,0 97,3 94,988,1|79,1
33 Chl. phaeobacteroides DSM 1677 0,085 0084 0084 0082 0083 0,081 0072(0,048 0,048 0047 0047 0049 0064 0,079 0074 0,064 0065 0058 0063|0064 0,063 0,063 0,066 0054 0,049 0087|0020 0,001 0,005 0,006 0,001 0,002 98,5 96,6 96,5 958 953 949 954 96,1 97,2 95,0(88,1|79,2
34 Chl. tepidum ATCC 49652 0,083 0081 0082 0079 0082 0,085 0,071[0054 0,054 0053 0053 0055 0068 0,083 0082 0069 0070 0058 0070|0064 0,063 0,063 0,066 0054 0049 0089|0034 0,016 0,019 0021 0016 0017 0015 96,1 96,0 959 953 95,1 954 96,2 96,8 95,1(88,2|79,3
35 Chl. limicola . thios. 1430 0092 0,090 0091 0088 0096 0089 0078(0,043 0,043 0042 0042 0044 0058 0,070 0,066 0,046 0048 0044 0049|0050 0,049 0,049 0,050 0045 0042 0078|0050 0,033 0,038 0,038 0,036 0,034 0035 0,040 99,8 953 954 947 955 957 958 94,7(88,0(79.2
36 Chl. limicola f. thios. DSM 249" 0,090 0,089 0089 0,087 0,094 0089 0077|0044 0044 0,043 0043 0045 0,058 0070 0066 0,046 0048 0,045 0049|0049 0,049 0049 0050 0,044 0041 0077|0051 0034 0,039 0039 0037 0,035 0036 0041 0,002 951 954 94,8 956 956 958 94,8(88,1(79,0
37 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263 0,082 0079 0081 0078 0080 0,085 0,070 (0,063 0,063 0062 0062 0063 0074 0,083 0,078 0,074 0074 0061 0068|0063 0,063 0,063 0,064 0,053 0049 0080|0058 0,041 0,048 0,042 0,045 0,043 0044 0042 0049 0,050 98,4 98,1 98,2 99,0 98,2 94,5(88,4(78,4
38 Chl. vibrioforme UdG 6043 0,071 0070 0070 0068 0,071 0,079 0,066 (0,058 0,057 0057 0057 0058 0063 0,071 0070 0,068 0068 0060 0063|0059 0,058 0,058 0,058 0051 0047 0068|0063 0,048 0,050 0,049 0050 0051 0,049 0,049 0,048 0,047 0,016 98,1 98,7 98,5 97,6 94,8|88,8|78,8
39 Chl. limicola UdG 6044 0,083 0082 0082 0081 0085 0,088 0,074[0064 0,064 0063 0063 0064 0058 0,067 0,076 0,075 0074 0066 0069|0064 0,064 0,063 0,065 0,056 0052 0081]|0051 0,050 0,054 0,057 0,054 0,054 0053 0051 0055 0,054 0,019 0,020 97,8 98,2 97,4 94,187,8|78,6
40 Chl. chiorovibrioides UdG 6026 0,084 0081 0083 0080 0082 0,083 0,068 (0,061 0,061 0060 0060 0061 0071 0,083 0076 0,066 0067 0,060 0061(0060 0,060 0,060 0,061 0051 0,047 0067|0061 0,045 0,049 0,050 0048 0,046 0047 0047 0046 0046 0,018 0014 0023 98,4 97,9 94,6(88,7(78.9
41 Chl. vibrioforme . thios. NCIB 8346 0077 0076 0076 0074 0075 0083 0,066 (0056 0,056 0055 0056 0057 0072 0,083 0074 0,067 0067 0054 0063[0057 0,056 0,056 0059 0047 0043 0081|0060 0,040 0,045 0,046 0041 0042 0040 0,039 0,044 0,045 0010 0015 0018 0016 98,5 95,0(88,8|79.4
42 Chl. limicola M1 0,078 0076 0077 0075 0076 0,081 0064 (0,056 0,056 0055 0055 0057 0071 0,084 0076 0,068 0068 0059 0066|0060 0,060 0,060 0,062 0051 0046 0083|0048 0,027 0,032 0,032 0,030 0,027 0029 0,033 0,043 0,043 0,019 0024 0027 0022 0016 95,1(89,2(78,9
43 Cle. sulturica 1 0094 0092 0093 0088 0100 0,104 0,091[0050 0,05 0050 0049 0050 0068 0,079 0076 0069 0069 0057 0066|0065 0,064 0064 0067 0049 0049 0086|0074 0,052 0057 0,059 0053 0053 0,052 0,051 0,055 0,054 0057 0054 0061 0056 0051 0,051 87,7[79.0
44 _Chloroherpeton thalassium 0,136 0133 0135 0128 0129 0130 0,119[0,126 0,127 0126 0125 0127 0144 0,157 0,147 0,141 0141 0132 0125[0,125 0,125 0,124 0,125 0,124 0,121 0152|0152 0,129 0,135 0,135 0,130 0,130 0129 0,29 0131 0,130 0,126 0,122 0,133 0122 0121 0117 0,134 78,4
45 Rhodothermus marinus DSM 4252 0258 0256 0258 0255 0254 0259 0251(0249 0,252 0249 0250 0250 0267 0278 0264 0251 0251 0241 0241[0246 0245 0245 0247 0251 0246 0271|0267 0244 0248 0251 0244 0246 0244 0242 0244 0247 0255 0249 0252 0247 0240 0248 02470254

Distanz (Die Distanz wurde nach Jukes & Cantor (1969) mit DNADIST im Programmpaket Phylip ermittelt; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen)

! Die Sequenzen waren nicht notwendigerweise identisch. Der Similaritatswert 100,0 % bzw. die Distanz 0,000 kann sich auch durch die mathematische Rundung ergeben.



Tabelle 34: Distanz-/Similaritats-Matrix der 16S-rDNA-Sequenzen aus Reinkulturen und Umweltproben'*?

(Die Similaritat wurde aus der Distanz berechnet; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen) Similaritat (%)
Gruppe 1 Gruppe 4 Gr.3 Gr.2 |Gr5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 (18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30|31 32|33 34|35|36 37 38 39|40
1 Chl. vibrioforme DSM 260" 99,8 99,3 99,8 97,7 96,9 95,4 955 955 953 95,0 96,8 96,4 955 96,8 96,7 95,8(92,2 91,5 92,1 93,2 92,2 92,1 92,7 92,7 92,7 94,2 92,9 92,7 91,2|93,3 93,0(93,3 93,1|87,8|81,3 81,4 80,7 80,6|78,3
2 Pld. phaeum CIB 2401 0,002 99,4 99,9 97,8 97,0 95,6 956 956 955 952 96,9 96,5 956 97,0 96,8 959(92,3 91,7 92,3 93,4 92,3 92,3 92,8 92,9 92,8 94,3 93,0 92,9 91,4 (93,4 93,1|93,4 93,2|88,0(81,3 81,4 80,7 80,7|78,4
3 Chl. phaeovibrioides DSM 1678 0,007 0,006 99,4 97,7 97,0 96,0 96,0 96,0 95,9 95,3 97,2 96,8 96,0 96,9 96,9 96,4 92,5 91,8 92,4 93,5 92,4 92,4 93,0 93,1 93,1 94,6 93,2 93,1 91,7 93,6 93,4(93,9 93,4|88,6 (81,5 81,6 80,5 80,6 (78,4
4 Chl. vibrioforme CHP 3402 0,002 0,001 0,007 97,7 97,0 95,5 95,5 95,5 95,4 95,1 96,9 96,5 95,6 96,9 96,7 959(92,3 91,6 92,2 93,3 92,2 92,2 92,7 92,8 92,8 94,3 93,0 92,8 91,3 (93,4 93,1 (93,4 93,1|87,9(81,4 81,5 80,7 80,8 (78,3
5 Ptc. aestuarii 2K 0,024 0,022 0,023 0,023 98,3 96,8 96,9 96,9 96,8 96,0 96,6 96,2 95,8 97,0 96,8 97,5(92,4 91,3 92,4 93,4 92,2 924 93,0 93,2 93,2 94,8 93,5 93,2 90,8925 92,7|92,8 92,4 (88,6 (81,8 81,9 81,1 81,2(78,6
6 Ptc. aestuarii CHP 3401 0,032 0,030 0,030 0,031 0,017 96,0 96,1 96,1 95,9 95,2 96,1 95,7 95,9 97,8 97,6 96,6 (92,1 91,8 91,9 92,7 91,8 91,8 92,2 92,3 92,3 94,0 92,7 92,6 90,4 (93,1 92,8(92,3 91,9|88,4 (81,7 81,7 80,9 80,9 (78,3
7 Atlantik SSM-3 K-101 0,047 0,046 0,041 0,047 0,032 0,042 99,9 99,8 99,6 98,2 96,0 955 95,7 95,6 95,6 99,4 |93,1 92,6 93,1 93,7 93,0 93,5 93,7 93,4 93,4 952 93,7 94,6 91,2(92,1 93,0(93,6 93,4(89,3/|81,8 81,9 80,9 80,9|78,7
8 Atlantik Sip-4 K-706 0,047 0,045 0,041 0,046 0,031 0,040 0,001 99,8 99,7 98,2 96,0 95,6 95,8 95,7 95,7 99,4|93,3 92,8 93,2 93,8 93,1 93,6 93,7 93,4 93,3 953 93,8 94,6 91,3|92,3 93,2(93,7 93,5|89,4|82,0 82,1 81,0 81,0|78,9
9 Ostsee Laboe-3 K-500 0,047 0,045 0,041 0,046 0,031 0040 0,002 0,002 99,5 98,2 96,0 955 956 957 955 99,3|93,4 92,8 93,2 93,8 93,1 93,6 93,7 93,5 93,4 952 93,8 94,6 91,3 (92,4 93,2(93,7 93,7(89,5(82,1 82,2 81,1 81,2|79,0
10 Atlantik Sip-4 K-721 0,048 0,047 0,042 0,048 0,033 0,043 0,004 0,003 0,005 98,1 95,8 953 956 95,5 95,5 99,3(93,2 92,7 93,2 93,8 93,1 93,6 93,7 93,3 93,2 95,1 93,7 94,6 91,2(92,3 93,1 93,5 93,5(|89,1 82,0 82,0 80,8 80,9(78,8
11 Atlantik SSM-3 K-100 0,052 0,050 0,048 0,051 0,041 0,050 0,018 0,018 0,018 0,020 95,2 94,8 94,6 95,1 94,9 98,2 (93,7 93,5 94,5 94,8 94,3 94,6 95,0 94,5 94,5 958 94,3 959 91,7 (92,2 92,5|93,0 94,0 (88,6 |81,9 81,9 81,1 80,7(78,6
12 Adria Cviic-2 K-13 0,033 0,031 0,029 0,032 0035 0040 0,041 0041 0041 0043 0,049 99,4 97,0 96,1 96,1 96,0(92,7 92,1 92,9 93,9 93,0 93,3 93,6 93,7 93,7 95,1 93,7 93,9 91,2(93,0 93,1|93,4 93,0(88,8(81,7 81,9 80,6 80,5|78,8
13 Adria Cviic-2 K-69 0,037 0,036 0,033 0,036 0,039 0,044 0,047 0,046 0,047 0,048 0,054 0,006 96,6 95,7 95,7 95,6 92,3 91,7 92,4 93,5 92,5 92,9 93,1 93,2 93,2 94,6 93,2 93,5 90,8|92,5 92,6 (92,9 92,5|88,6 81,3 81,5 80,2 80,2|78,3
14 Ostsee Stein-1 K-207 0,047 0,045 0,041 0,046 0,043 0042 0,044 0043 0045 0046 0056 0030 0,035 96,6 96,7 96,1(92,5 92,1 91,8 92,5 91,6 92,0 92,3 92,4 92,4 93,8 92,5 92,7 90,7 (93,0 93,0 (93,1 92,6 (88,5(81,2 81,5 80,2 80,2 78,2
15 Bad Water BW-4 K-902 0,033 0,031 0,032 0,032 0,031 0,023 0,046 0,044 0,044 0,046 0,051 0,040 0,044 0,035 99,5 96,0 (92,9 93,2 92,6 93,2 92,5 92,6 92,9 92,8 92,8 94,1 92,7 93,2 91,3 (94,1 93,8|93,1 93,1(88,2(81,7 81,6 80,9 80,9(78,3
16 Bad Water BW-4 K-974 0,034 0,033 0,032 0,033 0,032 0,024 0,046 0,044 0,046 0,046 0,053 0,040 0,044 0,034 0,005 96,0 (92,7 93,1 92,3 93,1 92,5 92,4 92,7 92,7 92,6 94,1 92,7 93,1 91,1 (93,9 93,6|93,1 93,0(88,0(81,4 81,4 80,5 80,5(78,1
17 Ptc. aestuariDSM 2717 0,043 0,042 0,037 0,043 0,026 0035 0,007 0006 0007 0007 0018 0,041 0046 0,040 0,041 0,041 93,3 92,8 93,3 93,8 93,1 93,6 93,7 93,4 93,3 95,1 93,8 94,6 91,5(92,6 93,4 (93,6 93,6 (89,3 (82,2 82,2 81,1 81,1|78,9
18 Chl. tepidum ATCC 496527 0,083 0,081 0,079 0,082 0,081 0,083 0,072 0,070 0,069 0,071 0066 0077 0,081 0,079 0075 0,076 0,070 96,0 959 954 952 955 96,2 95,8 95,7 94,4 956 95,6 95,2|95,0 93,4|93,7 95,3|88,6 82,0 82,3 80,8 80,8|79,5
19 Chl. limicola f. thios. DSM 249" 0,090 0,088 0,087 0,089 0,093 0,087 0,078 0076 0076 0077 0068 0083 0089 0,084 0071 0073 0,076 |0,041 95,1 955 94,9 956 956 958 957 94,5 952 958 94,9959 954|952 96,1|88,5(82,1 82,6 81,5 80,8(79,2
20 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263 0,083 0,081 0,080 0,083 0,080 0,085 0,073 0,071 0,071 0071 0,058 0074 0,080 0,087 0078 0,081 0,071 {0,042 0,051 98,4 98,1 98,2 99,0 97,5 97,4 95,7 96,8 98,2 94,5(94,0 93,5(93,7 95,2|88,6 (81,2 81,8 80,8 80,9 (78,4
21 Chl. vibrioforme UdG 6043 0,071 0,069 0,068 0,070 0,070 0,077 0,066 0,065 0,065 0,065 0,054 0,063 0,069 0,080 0071 0073 0,065 |0,048 0,047 0,017 98,1 98,7 98,5 97,7 97,6 959 96,8 98,1 94,9|94,6 94,1(94,4 95589,2|81,4 81,9 80,8 80,9|79,0
22 Chl. limicola UdG 6044 0,083 0,081 0,081 0,082 0,083 0087 0,073 0072 0072 0072 0060 0073 0079 0,89 0079 0079 0,072 [0,050 0,053 0,019 0,019 97,8 98,2 97,1 97,0 953 96,3 97,9 94,2|94,1 93,6|93,7 95,0(88,3|80,8 81,2 80,3 80,3 (78,7
23 Chl. chlorovibrioides UdG 6026 0,083 0,081 0,080 0,083 0,080 0,087 0,068 0,067 0,067 0,067 0,056 0,070 0,075 0,085 0,078 0,080 0,067 {0,046 0,045 0,018 0,013 0,023 98,4 97,6 97,4 95,7 96,9 98,1 94,7 (94,3 94,3|94,1 955(89,2|81,1 81,8 81,2 81,1|79,1
24 Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346 0,077 0,076 0,074 0,076 0,074 0083 0,066 0,066 0,066 0,066 0,052 0067 0,072 0,081 0,075 0076 0066 (0,039 0045 0,010 0015 0018 0016 98,1 98,1 96,2 97,3 98,8 95,1 94,7 94,1|94,3 95,8(89,2(81,7 82,2 81,2 81,2(79,5
25 Atlantik SSM-3 K-106 0,076 0,075 0,073 0,076 0,071 0,081 0,069 0,069 0,068 0,070 0,057 0,066 0071 0,080 0076 0,077 0,069 {0,043 0,043 0,025 0,024 0,029 0,025 0,019 1000 97,9 98,8 97,9 955|954 94,3 (95,1 96,4 (89,6 81,2 81,7 80,7 80,5|79,0
26 Atlantik Sip-4 K-701 0,077 0,075 0,073 0,076 0,071 0,081 0,069 0070 0069 0071 0057 0066 0071 0,080 0076 0078 0,070 |0,044 0044 0027 0,025 0031 0,026 0,019 0,000 97,9 98,8 97,9 95,4 (95,3 94,3|95,1 96,2(89,4(81,1 81,7 80,7 80,4|79,0
27 Atlantik SSM-3 K-153 0,060 0,059 0,056 0,060 0,054 0,062 0,049 0,048 0,049 0,051 0,043 0,051 0,056 0,065 0,061 0,061 0,050 {0,058 0,057 0,045 0,042 0,048 0,044 0,039 0,021 0,021 97,4 96,0 93,6 (94,0 93,0|94,3 94,8 (89,0(81,2 81,6 80,2 80,0(78,3
28 Atlantik SSM-3 K-137 0,075 0,073 0,071 0,074 0,068 0,077 0,066 0,065 0,065 0,066 0,060 0,066 0,071 0,079 0076 0,076 0,065 {0,046 0,049 0,033 0032 0,038 0032 0027 0012 0012 0,026 97,1 95,5(95,4 94,4|95,1 96,4 (89,7 (81,2 82,0 80,6 80,9(78,9
29 Atlantik SSM-3 K-108 0,076 0,075 0,073 0,075 0,071 0078 0,056 0056 0056 0056 0042 0063 0068 0077 0071 0,073 0,056 |0,046 0,043 0,018 0019 0,022 0019 0012 0021 0021 0,041 0,030 94,6 (94,4 94,1|94,4 959(89,6(81,8 82,2 81,3 81,1|79,1
30 Cle. sulfurica 1 0,093 0,092 0,088 0,093 0,098 0,103 0,094 0,093 0,093 0,094 0,088 0,093 0,099 0,100 0,093 0,094 0,090 {0,050 0,053 0,057 0,53 0,060 0,055 0,051 0,047 0048 0,066 0,047 0,056 95,4 93,9|93,6 95,4(88,0(80,9 81,5 80,2 80,2|79,1
31 Chl. limicola DSM 2457 0,070 0,069 0,067 0,069 0,079 0073 0,083 0081 0080 0082 0082 0073 0079 0,073 0062 0063 0,077 |0,052 0,042 0062 0,056 0,062 0,059 0055 0048 0049 0,062 0,048 0058 0,48 96,6 96,6 96,8(88,9/81,9 82,6 81,3 81,4|78,9
32 Chl. phaeobacteroides DSM 266" 0,074 0,072 0,069 0,073 0,077 0,076 0,073 0,071 0,071 0,073 0,079 0072 0078 0,073 0,065 0,067 0,070 {0,069 0,048 0,068 0,062 0,067 0,059 0,062 0,059 0,060 0,074 0,058 0,062 0,064 [0,034 95,9 95,5|88,9 (81,8 82,4 81,3 81,7|79,5
33 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265" 0,070 0,069 0,064 0,069 0,076 0,081 0,067 0066 0066 0069 0,074 0,069 0,075 0,072 0072 0072 0067 [0.066 0,049 0066 0058 0,065 0061 0059 0051 0051 0059 0051 0,058 0,067 |0,035 0,042 97,9 (88,9 (81,9 82,4 80,7 80,6 (78,9
34 Pld. luteolum DSM 273" 0,073 0,071 0,070 0,072 0,081 0,085 0,070 0,068 0066 0069 0063 0073 0079 0,078 0073 0074 0,067 |0,048 0,040 0,050 0,047 0,051 0,046 0,043 0037 0039 0054 0,037 0,043 0,048 [0,083 0,046 |0,021 89,3|82,1 82,6 81,1 81,4|79,2
35 Chloroherpeton thalassium 0,133 0130 0,124 0132 0124 0,126 0,115 0,114 0,113 0118 0,123 0121 0124 0,125 0129 0,131 0,116 [0,124 0,125 0,124 0,117 0128 0,117 0,116 0113 0,115 0,19 0,111 0,113 0130 |0,121 0,121 {0,120 0,116 80,7 82,0 81,2 80,6|78,8
36 Ostsee Stein-1 K-249 0215 0215 0212 0,214 0,209 0210 0,208 0206 0205 0206 0207 0209 0215 0217 0210 0213 0,203 |0,206 0,205 0,216 0214 0222 0218 0210 0217 0218 0216 0217 0208 0221 [0,207 0209 [0,208 0,205 [0,223 97,2 91,2 92,0/81,0
37 Atlantik Sip-4 K-790 0214 0214 0211 0,213 0207 0210 0,207 0205 0204 0206 0207 0207 0213 0213 0211 0214 0,203 |0,202 0,198 0,208 0,207 0217 0209 0203 0209 0210 0211 0206 0203 0212 [0,198 0201 |0,200 0,197 |0,206 |0,029 92,0 92,4(81,5
38 Ostsee Stein-1 K-273 0,223 0224 0226 0223 0218 0220 0221 0219 0218 0222 0218 0225 0230 0,230 0221 0226 0217 {0222 0213 0222 0221 0229 0217 0216 0223 0223 0229 0224 0215 0229 |0,216 0215 {0,223 0,218 {0217 |0,093 0,084 93,5(81,7
39 Ostsee Stein-1 K-298 0224 0,223 0225 0,222 0217 0220 0,221 0219 0217 0220 0223 0226 0230 0230 0221 0226 0217 |0,221 0,221 0,220 0,220 0,228 0218 0216 0226 0227 0233 0221 0217 0229 [0214 0209 |0,224 0,214 |0,224 |0,085 0,80 0,068 81,5

40 Rhodothermus marinus DSM 4252 0,256 0,255 0,255 0,256 0,252 0257 0,250 0,248 0247 0249 0252 0250 0,256 0,258 0,256 0259 0248 |0,240 0244 0255 0247 0251 0245 0240 0247 0247 0,257 0248 0244 0,245 [0248 0,239 |0,247 0,244 |0,249 [0219 0213 0210 0212

Distanz (Die Distanz wurde nach Jukes & Cantor (1969) mit DNADIST im Programmpaket Phylip ermittelt; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen)

2 Die Sequenzen waren nicht notwendigerweise identisch. Der Similaritatswert 100,0 % bzw. die Distanz 0,000 kann sich auch durch die mathematische Rundung ergeben.
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Tabelle 35: Distanz-/Similaritats-Matrix der fmoA-Sequenzen aus Reinkulturen'*

(Die Similaritat wurde aus der Distanz berechnet; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen)

Similaritat (%)

Gruppe 4 Gruppe 3 Gruppe 2 Gruppe 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 (12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 [ 22 23 24 25 26 27 |28 29 30 31 32
1 Chl. chlorovibrioides UdG 6026 97,1 97,1 97,1 88,0 88,5 88,0 88,5 88,7 88,7 88,5(77,6 77,2 77,5 78,7 78,4 78,4 78,4 78,4 78,5 78,4|77,9 77,8 77,9 77,9 80,5 80,3|73,6 75,0 76,0 74,8 75,1
2 Chl. limicola UdG 6044 0,030 96,1 96,1 88,0 88,7 88,2 88,3 88,5 88,4 88,5(78,4 78,0 78,4 79,2 78,7 78,7 78,7 78,7 79,5 78,7|78,6 78,5 78,6 78,6 80,9 80,7|74,1 75,3 75,9 75,0 75,7
3 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263 0,030 0,040 100,0 88,6 89,3 88,7 89,0 89,2 89,3 89,5|78,2 77,9 78,2 79,1 78,8 78,8 78,7 78,7 78,6 77,8|78,5 78,4 78,5 78,5 81,4 81,1(73,6 75,0 75,4 74,6 75,8
4 Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346 0,030 0,040 0,000 88,6 89,3 88,7 89,0 89,2 89,3 89,5|78,2 77,9 78,2 79,1 78,8 78,8 78,7 78,7 78,6 77,8(78,5 78,4 78,5 78,5 81,4 81,1(73,6 75,0 75,4 74,6 75,8
5 Chl. limicola f. thios. DSM 249" 0,131 0,130 0,124 0,124 99,2 98,5 93,5 93,9 93,9 92,8(79,7 79,3 79,5 80,2 80,3 80,3 80,0 80,0 79,4 77,5|77,8 77,6 77,8 77,5 80,7 81,0|73,4 74,0 72,9 74,4 73,1
6 Chl. limicola f. thios. 1430 0,125 0,122 0,116 0,116 0,008 98,8 94,0 94,2 94,3 93,1|80,3 79,8 80,0 80,5 80,7 80,7 80,5 80,5 79,8 77,8|78,1 78,0 78,1 78,1 81,0 81,0|73,8 74,4 73,5 74,6 73,3
7 Chl. limicola f. thios. DSM 257 0,131 0,129 0,122 0,122 0,015 0,012 93,1 93,3 93,3 92,4|79,9 79,6 79,8 80,4 80,4 80,4 80,2 80,2 79,5 77,4|77,5 77,4 77,5 77,5 80,4 80,6|73,6 74,1 72,9 74,7 73,3
8 Chl. limicola UdG 6041 0,125 0,127 0,119 0,119 0,068 0,063 0,073 99,0 99,0 92,0|80,1 79,8 79,9 80,6 79,9 79,9 79,8 79,8 79,0 77,2\77,8 77,7 77,8 77,8 81,0 81,5(73,0 73,3 73,0 74,9 73,1
9 Chl. phaeobacteroides 1549 0,122 0,124 0,116 0,116 0,064 0,060 0,070 0,011 100,0 92,4|80,5 80,2 80,3 81,0 80,3 80,3 80,1 80,1 79,0 77,6|78,5 78,4 78,5 78,5 81,1 81,5(73,8 73,9 73,4 75,5 73,7
10 Chl. phaeobacteroides DSM 1677 0,122 0,126 0,116 0,116 0,063 0,060 0,070 0,011 0,000 92,4|80,4 80,1 80,2 81,0 80,2 80,2 80,0 80,0 78,9 77,5(78,3 78,2 78,3 78,3 80,9 81,3(73,7 73,9 73,4 75,3 73,6
11 Chl. tepidum ATCC 49652" 0,125 0,125 0,113 0,113 0,076 0,072 0,080 0,084 0,080 0,080 79,7 79,4 79,5 80,2 79,7 79,7 79,5 79,5 79,6 77,5|77,4 77,3 77,4 77,4 80,2 80,7|73,5 73,9 73,3 73,8 74,8
12 Chl. limicola f. thios. 1630 0,267 0,255 0,257 0,257 0,237 0,229 0,234 0,231 0,226 0,227 0,237 99,9 99,9 98,8 96,2 96,2 96,1 96,1 84,6 82,7(79,2 79,1 79,2 79,2 81,2 81,9(74,2 74,5 74,7 74,5 74,7
13 Chl. phaeobacteroides DSM 1855 0,272 0,260 0,262 0,262 0,243 0,235 0,238 0,236 0,230 0,232 0,241|0,001 99,8 98,7 96,0 96,0 95,9 95,9 84,7 82,5/78,9 78,8 78,9 78,9 80,8 81,6(73,9 74,1 74,4 74,3 74,5
14 Chl. limicola DSM 248 0,267 0,255 0,257 0,257 0,240 0,232 0,235 0,234 0,229 0,230 0,240|0,001 0,002 98,9 96,1 96,1 96,0 96,0 84,5 82,5|79,0 78,9 79,0 79,0 81,2 81,9|73,9 74,3 74,6 74,6 74,7
15 Chl. phaeobacteroides UdG 6051 0,251 0,244 0,244 0,244 0,230 0,226 0,227 0,224 0,219 0,219 0,230|0,012 0,013 0,011 94,9 94,9 94,8 94,8 84,0 81,9(79,2 79,2 79,2 79,2 81,7 82,4|73,2 73,9 74,4 74,2 74,1
16 Chl. limicola DSM 245" 0,255 0,250 0,249 0,249 0,229 0,223 0,227 0,234 0,229 0,230 0,237{0,039 0,041 0,040 0,053 100,0 99,8 99,8 83,6 82,1|78,6 78,4 78,6 78,6 80,0 80,7|74,3 75,0 75,1 73,5 74,7
17 Chl. limicola f. thios. 9330 0,255 0,250 0,249 0,249 0,229 0,223 0,227 0,234 0,229 0,230 0,237|0,039 0,041 0,040 0,053 0,000 99,8 99,8 83,6 82,1|78,6 78,4 78,6 78,6 80,0 80,7(74,3 75,0 75,1 73,5 74,7
18 Chl. limicola DSM 246 0,255 0,250 0,250 0,250 0,232 0,226 0,230 0,236 0,231 0,232 0,240|0,040 0,042 0,042 0,054 0,002 0,002 100,0 83,4 82,2(78,7 78,6 78,7 78,7 79,8 80,7|74,3 75,0 75,3 73,5 74,7
19 Chl. limicola DSM 247 0,255 0,250 0,250 0,250 0,232 0,226 0,230 0,236 0,231 0,232 0,240|0,040 0,042 0,042 0,054 0,002 0,002 0,000 83,4 82,2|78,7 78,6 78,7 78,7 79,8 80,7|74,3 75,0 75,3 73,5 74,7
20 Chl. phaeobacteroides DSM 266" 0,253 0,239 0,252 0,252 0,241 0,235 0,240 0,247 0,247 0,248 0,238(0,172 0,171 0,173 0,180 0,185 0,185 0,188 0,188 82,1|80,6 80,5 80,6 80,6 82,5 82,2|73,8 74,7 75,5 73,5 74,5
21 Pld. phaeoclathratiforme DSM 54777 0255 0,250 0,263 0,263 0,267 0,264 0,269 0,271 0,266 0,267 0,267[0,197 0,199 0,200 0,207 0,204 0204 0203 0,203 0,204 81,8 81,7 81,8 81,8 80,3 80,6|74,2 74,5 74,8 73,0 74,4
22 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265" 0,262 0,252 0,254 0,254 0,264 0,259 0,267 0,263 0,253 0,256 0,269 (0,243 0,248 0,246 0,243 0,253 0,253 0,251 0,251 0,224 0,209 99,9 1000 99,8 84,9 84,4|71,1 72,1 72,8 72,4 71,9
23 Chl. phaeovibrioides DSM 269" 0,263 0,253 0,255 0,255 0,266 0,261 0,269 0,265 0,255 0,257 0,271|0,245 0,249 0,248 0,243 0,254 0,254 0,253 0,253 0,226 0,210 (0,001 99,9 99,7 84,7 84,3(71,0 72,0 72,7 72,3 71,8
24 Chl. phaeovibrioides DSM 270 0,262 0,252 0,254 0,254 0,264 0,259 0,267 0,263 0,253 0,256 0,269 (0,243 0,248 0,246 0,243 0,253 0,253 0,251 0,251 0,224 0,209 0,000 0,001 99,8 84,9 84,4|71,1 72,1 72,8 72,4 71,9
25 Chl. vibrioforme DSM 261 0,262 0,252 0,254 0,254 0,267 0,259 0,267 0,263 0,253 0,256 0,269|0,243 0,248 0,246 0,243 0,253 0,253 0,251 0,251 0,224 0,209 {0,002 0,003 0,002 84,7 84,3|71,2 72,2 72,8 72,4 71,9
26 Chl. vibrioforme DSM 262 0,226 0,220 0,214 0,214 0,223 0,220 0,227 0,219 0,218 0,221 0,230| 0,217 0,222 0,216 0,210 0,232 0,232 0,235 0,235 0,200 0,229|0,169 0,171 0,169 0,171 96,8|73,4 73,7 73,8 74,2 74,3
27 Pld. luteolum DSM 273" 0,229 0,223 0,217 0,217 0,220 0,220 0,224 0,212 0,212 0,215 0,223 0,207 0,211 0,207 0,200 0,223 0,223 0,223 0,223 0,203 0,224 0,175 0,176 0,175 0,176 0,033 74,2 74,7 73,4 74,9 75,2
28 Chl. vibrioforme DSM 260" 0,325 0,318 0,325 0,325 0,329 0,322 0,326 0,334 0,323 0,324 0,327|0,317 0,321 0,321 0,331 0,315 0,315 0,315 0,315 0,322 0,317|0,366 0,367 0,366 0,364 0,329 0,317 94,4 82,3 81,8 84,2
29 Chl. phaeovibrioides DSM 1678 0,305 0,300 0,304 0,304 0,320 0,313 0,318 0,330 0,321 0,322 0,322|0,311 0,317 0,315 0,321 0,304 0,304 0,304 0,304 0,309 0,311|0,348 0,350 0,348 0,347 0,323 0,309 (0,058 83,1 82,8 84,8
30 Ptc. aestuarii CHP 3401 0,290 0,290 0,298 0,298 0,336 0,327 0,336 0,334 0,328 0,329 0,331|0,309 0,314 0,310 0,314 0,302 0,302 0,300 0,300 0,297 0,3070,338 0,340 0,338 0,338 0,322 0,329 (0,202 0,191 84,8 83,8
31 Ptc. aestuarii 2K 0,307 0,304 0,310 0,310 0314 0,310 0,308 0,306 0,297 0,300 0,322|0,312 0,314 0,310 0,316 0327 0,327 0,327 0,327 0,328 0,335(0,344 0,346 0,344 0,344 0,317 0,306 (0,209 0,195 0,170 83,1
32 Ptc. aestuarii DSM 2717 0,303 0,293 0,292 0,292 0,334 0,330 0,330 0,334 0,324 0,325 0,308]0,309 0,312 0,308 0,318 0,309 0,309 0,309 0,309 02311 0,313/0,352 0,354 0,352 0,352 0,315 0,301|0,177 0,170 0,182 0,192

Distanz (Die Distanz wurde nach Jukes & Cantor (1969) mit DNADIST im Programmpaket Phylip ermittelt; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen)

%3 Die Sequenzen waren nicht notwendigerweise identisch. Der Similaritatswert 100,0 % bzw. die Distanz 0,000 kann sich auch durch die mathematische Rundung ergeben.



Tabelle 36: Distanz-/Similaritats-Matrix der fmoA-Sequenzen aus Reinkulturen und Umweltproben'*

(Die Similaritat wurde aus der Distanz berechnet; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen)

Similaritat (%)

Gruppe 1 Gruppe 4 Gr. 3 Gr. 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 (20 21 22 23 24 25 26 27 | 28 29 | 30 31
1 Ostsee Stak-2 K-400 99,8 99,4 99,3 99,5 98,9 98,7 99,1 99,0 98,6 99,0 97,9 83,9 83,7 81,2 84,1 83,1 84,1 84,8|75,2 75,9 76,0 76,0 73,3 74,6 74,1 74,2|75,1 74,6|72,4 75,5
2 Ostsee Laboe-3 K-600 0,002 99,7 99,5 99,8 99,1 99,0 99,3 99,2 98,9 99,2 98,2 84,1 83,9 81,4 84,3 83,3 84,3 85,0|75,2 75,9 76,0 76,0 73,4 74,7 74,2 74,3|75,1 74,6|72,4 75,5
3 Ostsee Laboe-3 K-686 0,006 0,003 99,2 99,4 98,7 98,6 99,0 98,9 98,5 98,9 97,8 83,9 83,7 81,0 84,1 83,1 84,1 84,8|75,0 75,7 75,7 75,7 73,2 74,5 74,1 74,1|74,9 74,3|72,2 75,3
4 Ostsee Laboe-3 K-683 0,007 0,005 0,008 99,3 98,6 98,5 98,9 98,7 98,4 98,7 97,7 83,9 83,7 81,4 83,9 82,9 84,1 84,8|75,1 75,7 75,9 75,9 73,2 74,5 74,2 74,1|75,3 74,3|72,4 75,5
5 Ostsee Laboe-3 K-635 0,005 0,002 0,006 0,007 99,1 99,0 99,3 99,2 98,9 99,2 97,9 83,9 83,7 81,3 84,3 83,3 84,2 84,9|75,2 75,9 76,0 76,0 73,3 74,6 74,2 74,3|75,0 74,4|72,4 75,5
6 Atlantik Sip-4 K-802 0,012 0,009 0,013 0,014 0,009 99,7 99,5 99,4 99,1 99,2 97,3 84,0 83,8 81,0 83,9 83,1 84,3 84,9|75,7 76,2 76,4 76,4 73,7 75,1 74,5 74,6|75,0 74,7|(72,1 75,5
7 Atlantik Sip-4 K-839 0,013 0,010 0,014 0,015 0,010 0,003 99,4 99,3 99,0 99,1 97,1 84,0 83,8 81,0 83,9 83,1 84,2 84,8(75,6 76,1 76,3 76,3 73,5 75,0 74,3 74,5|74,7 74,3|71,7 75,1
8 Atlantik SSM-3 K-303 0,009 0,007 0,010 0,012 0,007 0,005 0,006 99,7 99,1 99,4 97,5 84,0 83,8 81,0 83,9 82,9 84,1 84,7|75,2 75,9 76,0 76,0 73,2 74,7 74,0 74,1|74,8 74,5(72,1 75,3
9 Ptc. aestuarii DSM 2717 0,010 0,008 0,012 0,013 0,008 0,006 0,007 0,003 99,0 99,5 97,6 83,9 83,7 81,0 83,7 83,0 84,2 84,8(75,1 75,8 75,9 75,9 73,1 74,8 74,1 74,2|74,7 74,6|71,9 75,1
10 Atlantik SSM-3 K-311 0,014 0,012 0,015 0,016 0,012 0,009 0,010 0,009 0,010 99,2 97,0 83,9 83,7 81,2 83,9 82,7 83,9 84,5|75,0 75,8 75,7 75,7 72,9 74,6 73,8 73,9|74,7 74,0|72,2 74,8
11 Atlantik SSM-3 K-351 0,010 0,008 0,012 0,013 0,008 0,008 0,009 0,006 0,005 0,008 97,4 84,0 83,8 81,0 84,0 82,9 84,0 84,6|75,1 76,0 75,9 75,9 73,0 74,5 74,1 74,0(74,5 74,3|72,2 75,1
12 Ostsee Stak-2 K-455 0,021 0,019 0,022 0,023 0,021 0,028 0,029 0,026 0,024 0,030 0,027 83,6 83,3 81,2 84,3 83,0 83,4 84,5|75,5 75,9 76,0 76,0 73,4 74,6 73,9 74,7(74,9 74,7|72,4 75,3
13 Adria Cviic-2 K-1011 0,181 0,178 0,181 0,181 0,181 0,180 0,180 0,180 0,181 0,181 0,180 0,186 99,4 88,0 83,4 80,9 81,4 82,0(73,4 73,7 73,8 73,8 71,1 71,9 71,6 73,1|75,1 75,4(71,9 71,5
14 Adria Cviic-2 K-1079 0,184 0,181 0,184 0,184 0,184 0,183 0,183 0,183 0,184 0,184 0,183 0,189 0,006 87,8 83,2 80,7 81,0 81,7|73,2 73,5 73,6 73,6 70,9 71,7 71,2 72,9|74,9 75,0(71,5 71,2
15 Adria Cviic-2 K-1027a 0,217 0,214 0,219 0,214 0,216 0,219 0,219 0,219 0,219 0,217 0,219 0,217 0,131 0,133 81,5 78,7 81,0 81,2|72,1 72,2 72,3 72,3 70,3 70,8 70,9 71,7|72,5 73,6|71,0 73,1
16 Ptc. aestuarii CHP 3401 0,179 0,176 0,179 0,182 0,176 0,182 0,182 0,182 0,183 0,182 0,180 0,176 0,188 0,191 0,212 84,7 82,2 83,0(75,9 75,9 75,3 75,3 72,8 73,2 73,9 74,6|75,1 75,4|72,7 73,3
17 Ptc. aestuarii 2K 0,192 0,189 0,192 0,195 0,189 0,192 0,192 0,195 0,193 0,196 0,195 0,193 0,220 0,224 0,250 0,172 81,7 82,7|74,7 74,9 74,5 74,5 74,3 73,7 74,5 75,1|73,4 73,4|72,3 74,8
18 Chl. vibrioforme DSM 260" 0,179 0,176 0,179 0,179 0,177 0,176 0,177 0,179 0,177 0,181 0,180 0,187 0,214 0,219 0,219 0,203 0,210 94,4|73,7 74,1 73,6 73,6 73,4 73,5 73,6 74,3(74,3 73,9|71,1 741
19 Chl. phaeovibrioides DSM 1678 0,170 0,167 0,170 0,170 0,168 0,168 0,170 0,171 0,170 0,174 0,173 0,174 0,206 0,209 0,217 0,192 0,196 0,058 75,0 75,3 75,1 75,1 74,0 73,9 74,1 75,7|75,0 74,7|72,2 74,6
20 Chl. chiorovibrioides UdG 6026 0,301 0,301 0,304 0,302 0,301 0,294 0,295 0,301 0,302 0,304 0,302 0,297 0,329 0,331 0,350 0,291 0,308 0,324 0,304 97,1 97,1 97,1 88,0 88,5 89,8 91,5|78,4 78,5|77,9 80,2
21 Chl. limicola UdG 6044 0,291 0,291 0,294 0,294 0,291 0,286 0,288 0,291 0,293 0,293 0,289 0,291 0,324 0,327 0,347 0,291 0,305 0,317 0,299|0,030 96,1 96,1 88,1 88,5 89,7 91,4(78,8 79,6|78,6 80,6
22 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263 0,290 0,290 0,293 0,291 0,290 0,283 0,285 0,290 0,291 0,293 0,291 0,290 0,322 0,326 0,346 0,299 0,311 0,325 0,303|0,030 0,040 100,0 88,6 89,5 90,8 91,8|78,8 78,6(78,5 81,0
23 Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346 0,290 0,290 0,293 0,291 0,290 0,283 0,285 0,290 0,291 0,293 0,291 0,290 0,322 0,326 0,346 0,299 0,311 0,325 0,303|0,030 0,040 0,000 88,6 89,5 90,8 91,8|78,8 78,6(78,5 81,0
24 Chl. limicola f. thios. DSM 249" 0,330 0,328 0,332 0,332 0,330 0,325 0,326 0,332 0,333 0,337 0,335 0,328 0,365 0,368 0,378 0,338 0,315 0,329 0,319/0,130 0,130 0,123 0,123 92,8 90,3 89,9|80,3 79,4|77,8 80,9
25 Chl. tepidum ATCC 49652" 0,311 0,309 0,312 0,312 0,311 0,302 0,304 0,309 0,307 0,311 0,312 0,311 0,352 0,355 0,370 0,332 0,323 0,327 0,3210,125 0,125 0,113 0,113 0,076 89,2 90,0(79,7 79,6(77,4 80,6
26 Atlantik SSM-3 K-307 0,318 0,316 0,318 0,316 0,316 0,312 0,314 0,319 0,318 0,323 0,318 0,321 0,357 0,363 0,368 0,321 0,311 0,325 0,318|0,110 0,111 0,098 0,098 0,104 0,116 93,1(78,7 79,0|77,4 80,3
27 Atlantik SSM-3 K-354 0,316 0,314 0,318 0,318 0,314 0,311 0,312 0,318 0,316 0,321 0,319 0,309 0,333 0,337 0,355 0,310 0,303 0,315 0,293|0,090 0,092 0,086 0,086 0,108 0,107 0,072 79,6 79,5|77,4 81,0
28 Chl. limicola DSM 245" 0,302 0,302 0,305 0,300 0,304 0,304 0,309 0,307 0,309 0,309 0,312 0,305 0,302 0,305 0,343 0,303 0,329 0,315 0,304|0,255 0,250 0,249 0,249 0,229 0,236 0,251 0,238 83,6|78,6 80,6
29 Chl. phaeobacteroides DSM 266" 0,311 0,311 0,314 0,314 0,313 0,309 0,314 0,312 0,311 0,319 0,314 0,309 0,299 0,304 0,325 0,298 0,329 0,322 0,309|0,253 0,239 0,252 0,252 0,241 0,238 0,246 0,240(0,185 80,6 82,1
30 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265" 0,344 0,344 0,348 0,344 0,344 0,350 0,355 0,350 0,352 0,348 0,348 0,344 0,352 0,359 0,367 0,340 0,345 0,365 0,348|0,261 0,251 0,253 0,253 0,264 0,268 0,268 0,268|0,252 0,224 84,3
31 Pld. luteolum DSM 273" 0,297 0,297 0,300 0,297 0,297 0,297 0,302 0,300 0,302 0,307 0,302 0,300 0,359 0,363 0,334 0,330 0,308 0,318 0,311/0,230 0,225 0,219 0,219 0,221 0,224 0,229 0,219[0,224 0,204 (0,176

Distanz (Die Distanz wurde nach Jukes & Cantor (1969) mit DNADIST im Programmpaket Phylip ermittelt; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen )

1% Die Sequenzen waren nicht notwendigerweise identisch. Der Similaritatswert 100,0 % bzw. die Distanz 0,000 kann sich auch durch die mathematische Rundung ergeben.
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Tabelle 37: Distanz-/Similaritats-Matrix der FMO-Sequenzen aus Reinkulturen'*

(Die Similaritat wurde aus der Distanz berechnet; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen)

Similaritat (%)

Gruppe 1 Gruppe 4 Gruppe 3 Gruppe 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 |17 18 19 20 21 22 23 24 25 | 26 27 28 29 30 31 32
1 Chl. vibrioforme DSM 260" 99,7 95,8 90,5 89,5(80,2 80,2 80,3 80,3 78,1 78,1 78,2 77,2 78,4 78,7 78,9|79,9 79,7 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 78,1 81,5|80,5 78,7 79,0 79,0 79,0 79,7 79,7
2 Chl. phaeovibrioides DSM 1678 0,003 96,1 91,0 89,9(80,8 80,8 80,9 80,8 78,7 78,7 78,7 77,8 79,0 79,3 79,4/80,5 80,3 80,5 80,5 80,5 80,5 80,5 78,7 82,0(81,0 79,3 79,6 79,6 79,6 80,2 80,2
3 Ptc. aestuarii DSM 2717 0,044 0,040 92,0 90,2|82,0 82,0 81,8 82,0 79,6 79,6 79,9 79,0 80,2 80,3 80,6(|81,3 81,2 81,4 81,4 81,4 81,4 81,4 79,6 83,7|81,6 80,7 81,0 81,0 81,0 82,0 82,0
4 Ptc. aestuarii CHP 3401 0,102 0,096 0,085 92,3(82,5 82,5 81,9 81,6 79,6 79,6 80,0 78,7 80,3 80,0 80,4|81,2 81,0 81,3 81,3 81,3 81,3 81,3 80,3 81,5/81,2 80,4 80,7 80,7 80,7 81,2 81,2
5 Ptc. aestuarii 2K 0,113 0,108 0,104 0,082 79,4 79,4 79,1 79,4 77,2 77,2 77,5 76,6 77,8 77,9 78,2|79,4 79,2 79,5 79,5 79,5 79,5 79,5 77,5 79,6|78,4 77,0 77,3 77,3 77,3 78,3 78,3
6 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263 0,229 0,222 0,206 0,200 0,241 100,0 99,3 97,4 94,8 94,8 95,1 94,5 95,5 95,1 95,4|88,2 88,1 88,3 88,3 88,3 88,3 88,3 88,0 88,7|88,2 88,3 88,6 88,6 88,6 90,2 90,2
7 Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346 0,229 0,222 0,206 0,200 0,241 {0,000 99,3 97,4 94,8 94,8 95,1 94,5 95,5 95,1 95,4/88,2 88,1 88,3 88,3 88,3 88,3 88,3 88,0 88,7(88,2 88,3 88,6 88,6 88,6 90,2 90,2
8 Chl. chlorovibrioides UdG 6026 0,228 0,221 0,209 0,207 0,2450,007 0,007 96,9 94,3 94,3 94,3 93,6 94,6 94,2 94,6|87,8 87,7 87,8 87,8 87,8 87,8 87,8 87,4 88,6/88,1 87,9 88,2 88,2 88,2 89,8 89,8
9 Chl. limicola UdG 6044 0,229 0,222 0,206 0,211 0,241(0,027 0,027 0,031 94,2 94,2 94,5 93,9 94,8 94,8 95,1(88,3 88,2 88,3 88,3 88,3 88,3 88,3 88,7 88,8(87,9 87,4 87,7 87,7 87,7 89,6 89,6
10 Chl. limicola f. thios. DSM 249" 0,259 0,251 0,238 0,237 0,271|0,054 0,054 0,060 0,060 100,0 99,7 98,1 99,4 99,0 99,3(89,9 89,8 89,9 89,9 89,9 89,9 89,9 89,7 90,7|88,6 86,8 87,1 87,1 87,1 89,3 89,3
11 Chl. limicola f. thios. DSM 257 0,259 0,251 0,238 0,237 0,271(0,054 0,054 0,060 0,060 0,000 99,7 98,1 99,4 99,0 99,3(89,9 89,8 89,9 89,9 89,9 89,9 89,9 89,7 90,7(88,6 86,8 87,1 87,1 87,1 89,3 89,3
12 Chl. limicola f. thios. 1430 0,258 0,251 0,234 0,233 0,267 (0,050 0,050 0,060 0,057 0,003 0,003 98,4 99,7 99,3 99,7(90,2 90,1 90,2 90,2 90,2 90,2 90,2 90,1 90,7|88,3 87,1 87,4 87,4 87,4 89,6 89,6
13 Chl. tepidum ATCC 49652" 0,271 0,263 0,247 0,251 0,281|0,057 0,057 0,067 0,064 0,020 0,020 0,016 98,1 97,7 98,0(89,2 89,1 89,3 89,3 89,3 89,3 89,3 89,1 90,3(87,3 86,1 86,4 86,4 86,4 89,3 89,3
14 Chl. phaeobacteroides DSM 1677 0,254 0,247 0,230 0,229 0,263 (0,047 0,047 0,056 0,053 0,007 0,007 0,003 0,020 99,7 100,0(90,5 90,4 90,5 90,5 90,5 90,5 90,5 90,4 90,4|88,0 86,8 87,1 87,1 87,1 89,3 89,3
15 Chl. limicola UdG 6041 0,250 0,242 0,229 0,233 0,262 (0,051 0,051 0,060 0,054 0,010 0,010 0,007 0,023 0,003 99,7(90,7 90,6 90,8 90,8 90,8 90,8 90,8 90,0 90,6(88,1 87,0 87,2 87,2 87,2 89,5 89,5
16 Chl. phaeobacteroides 1549 0,248 0,241 0,224 0,228 0,257 0,047 0,047 0,056 0,051 0,007 0,007 0,003 0,020 0,000 0,003 91,1 91,0 91,1 91,1 91,1 91,1 91,1 90,4 90,9/88,5 87,3 87,6 87,6 87,6 89,8 89,8
17 Chl. limicola DSM 248 0,234 0,226 0215 0,217 0,241(0,128 0,128 0,134 0,127 0,109 0,109 0,105 0,116 0,102 0,099 0,095 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 99,0 95,4(92,2 91,0 91,3 91,3 91,3 92,5 92,5
18 Chl. phaeobacteroides DSM 1855 0,236 0,229 0217 0,219 0,244 (0,129 0,129 0,135 0,129 0,110 0,110 0,106 0,118 0,103 0,100 0,096 | 0,000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 99,0 95,4|92,1 90,9 91,2 91,2 91,2 92,4 92,4
19 Chl. limicola f. thios. 9330 0,233 0,225 0,214 0,216 0,240(0,128 0,128 0,133 0,127 0,108 0,108 0,105 0,116 0,101 0,099 0,095 |0,000 0,000 100,0 100,0 100,0 100,0 99,0 95,5(92,2 91,0 91,3 91,3 91,3 92,5 92,5
20 Chl. limicola f. thios. 1630 0,233 0,225 0,214 0,216 0,240(0,128 0,128 0,133 0,127 0,108 0,108 0,105 0,116 0,101 0,099 0,095 |0,000 0,000 0,000 100,0 100,0 1000 99,0 95,5{92,2 91,0 91,3 91,3 91,3 92,5 92,5
21 Chl. limicola DSM 247 0,233 0,225 0,214 0,216 0,240(0,128 0,128 0,133 0,127 0,108 0,108 0,105 0,116 0,101 0,099 0,095 (0,000 0,000 0,000 0,000 100,0 100,0 99,0 95,5(92,2 91,0 91,3 91,3 91,3 92,5 92,5
22 Chl. limicola DSM 246 0,233 0,225 0,214 0,216 0,240(0,128 0,128 0,133 0,127 0,108 0,108 0,105 0,116 0,101 0,099 0,095|0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 100,0 99,0 95,5|92,2 91,0 91,3 91,3 91,3 92,5 92,5
23 Chl. limicola DSM 245" 0,233 0,225 0,214 0,216 0,240(0,128 0,128 0,133 0,127 0,108 0,108 0,105 0,116 0,101 0,099 0,095|0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,0 95,5|92,2 91,0 91,3 91,3 91,3 92,5 92,5
24 Chl. phaeobacteroides UdG 6051 0,259 0,251 0,239 0,229 0,268(0,131 0,131 0,138 0,122 0,110 0,110 0,106 0,118 0,103 0,107 0,103|0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 94,2191,2 90,3 90,6 90,6 90,6 91,8 91,8
25 Chl. phaeobacteroides DSM 266" 0,212 0,205 0,184 0,213 0,239/0,122 0,122 0,123 0,121 0,100 0,100 0,100 0,104 0,103 0,101 0,097 [0,047 0,047 0,047 0,047 0,047 0,047 0,047 0,060 94,4 92,6 92,9 92,9 92,9 95,1 95,1
26 PId. phaeoclathratiforme DSM 54777 0,226 0,219 0211 0,217 0,255(0,128 0,128 0,130 0,132 0,124 0,124 0,128 0,139 0,131 0,129 0,125|0,083 0,083 0,082 0,082 0,082 0,082 0,082 0,094 0,058 95,1 95,4 95,4 95,4 96,1 96,1
27 Chl. vibrioforme DSM 261 0,250 0,242 0,223 0,227 0,275(0,127 0,127 0,132 0,138 0,145 0,145 0,142 0,153 0,145 0,143 0,139|0,09 0,097 0,095 0,095 0,095 0,095 0,095 0,104 0,078|0,050 99,7 99,7 99,7 95,8 95,8
28 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265" 0,246 0,239 0,219 0,224 0271(0,124 0,124 0,129 0,134 0,142 0,142 0,138 0,150 0,142 0,140 0,136|0,093 0,093 0,092 0,092 0,092 0,092 0,092 0,101 0,075|0,047 0,003 100,0 100,0 96,1 96,1
29 Chl. phaeovibrioides DSM 269" 0,246 0,239 0,219 0,224 0271(0,124 0,124 0,129 0,134 0,142 0,142 0,138 0,150 0,142 0,140 0,136|0,093 0,093 0,092 0,092 0,092 0,092 0,092 0,101 0,075|0,047 0,003 0,000 100,0 96,1 96,1
30 Chl. phaeovibrioides DSM 270 0,246 0,239 0219 0,224 0271(0,124 0,124 0,129 0,134 0,142 0,142 0,138 0,150 0,142 0,140 0,136 (0,093 0,093 0,092 0,092 0,092 0,092 0,092 0,101 0,075(0,047 0,003 0,000 0,000 96,1 96,1
31 Chl. vibrioforme DSM 262 0,237 0,230 0,206 0,216 0,257 (0,105 0,105 0,110 0,112 0,116 0,116 0,112 0,116 0,116 0,113 0,109 0,079 0,080 0,079 0,079 0,079 0,079 0,079 0,086 0,050 (0,040 0,043 0,040 0,040 0,040 100,0
32 Pld. Juteolum DSM 273" 0,237 0,230 0,206 0,216 0,257|0,105 0,105 0,110 0,112 0,116 0,116 0,112 0,116 0,116 0,113 0,109 |0,079 0,080 0,079 0,079 0,079 0,079 0,079 0,086 0,050 0,040 0,043 0,040 0,040 0,040 0,000

Distanz (Die Distanz wurde nach Dayhoff et al. (1978) mit PROTDIST im Programmpaket Phylip ermittelt; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen)

'% Die Sequenzen waren nicht notwendigerweise identisch. Der Similaritatswert 100,0 % bzw. die Distanz 0,000 kann sich auch durch die mathematische Rundung ergeben.



Tabelle 38: Distanz-/Similaritats-Matrix der FMO-Sequenzen aus Reinkulturen und Umweltproben'*

(Die Similaritat wurde aus der Distanz berechnet; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen)

Similaritat (%)

Gruppe 1 Gruppe 4 Gr. 3 Gr. 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 20 21 22 23 24 25 26 27 | 28 29 | 30 31
1 Chl. vibrioforme DSM 260" 99,7 95,4 95,1 95,1 95,4 95,4 95,8 95,8 95,1 95,1 95,4 95,1 95,1 92,5 91,5 92,2 89,5 90,5|80,2 80,2 80,3 80,3 78,1 77,2 78,9 79,4|80,0 81,5|79,0 79,7
2 Chl. phaeovibrioides DSM 1678 0,003 95,8 95,5 95,5 95,8 95,8 96,1 96,1 95,5 95,5 95,8 95,5 95,5 92,9 91,9 92,6 89,9 91,0|80,8 80,8 80,9 80,8 78,7 77,8 79,5 79,9(80,5 82,0(79,6 80,2
3 Ostsee Laboe-3 K-635 0,047 0,043 99,0 99,0 99,3 99,3 99,7 99,7 99,0 99,0 99,3 99,0 99,3 92,9 91,9 92,8 89,9 91,6|81,6 81,6 81,4 81,6 79,2 78,6 79,7 80,7(81,0 83,3(80,6 81,6
4 Ostsee Laboe-3 K-683 0,050 0,046 0,010 98,7 99,0 99,0 99,4 99,4 98,7 98,7 99,0 98,7 98,7 92,6 91,6 92,5 89,6 91,3|81,3 81,3 81,1 81,4 79,0 78,3 79,4 80,5|81,1 83,0|80,7 81,4
5 Ostsee Laboe-3 K-686 0,051 0,046 0,010 0,013 99,0 99,0 99,4 99,4 98,7 98,7 99,0 98,7 98,7 92,6 91,6 92,5 89,6 91,3|81,5 81,5 81,3 81,6 79,1 78,5 79,6 80,7|81,0 83,2|80,6 81,6
6 Atlantik SSM-3 K-303 0,047 0,043 0,007 0,010 0,010 99,4 99,7 99,7 99,0 99,0 99,4 99,0 99,0 92,9 91,9 92,9 89,9 91,6(81,7 81,7 81,4 81,7 79,3 78,7 79,7 80,8(81,1 83,4(80,7 81,7
7 Atlantik SSM-3 K-351 0,047 0,043 0,007 0,010 0,010 0,007 99,7 99,7 99,0 99,0 99,4 99,0 99,2 92,9 91,9 92,9 89,9 91,6|81,7 81,7 81,4 81,7 79,3 78,9 79,7 80,8|81,1 83,6|81,0 82,0
8 Ostsee Laboe-3 K-600 0,044 0,040 0,003 0,007 0,007 0,003 0,003 100,0 99,4 99,4 99,7 99,4 99,5 93,2 92,3 93,2 90,2 92,0|82,0 82,0 81,8 82,0 79,6 79,0 80,1 81,1(81,4 83,7(81,0 82,0
9 Ptc. aestuariiDSM 2717 0,044 0,040 0,003 0,007 0,007 0,003 0,003 0,000 99,4 99,4 99,7 99,4 99,5 93,2 92,3 93,2 90,2 92,0(82,0 82,0 81,8 82,0 79,6 79,0 80,1 81,1|81,4 83,7(81,0 82,0
10 Atlantik SSM-3 K-311 0,050 0,046 0,010 0,013 0,013 0,010 0,010 0,006 0,006 98,7 99,0 98,7 99,1 92,6 91,6 92,5 89,6 91,3(81,4 81,4 81,1 81,4 79,0 78,4 79,4 80,5|80,8 83,0(80,4 81,4
11 Atlantik Sip-4 K-839 0,050 0,046 0,010 0,013 0,013 0,010 0,010 0,007 0,007 0,013 99,0 98,7 98,7 93,0 92,0 92,9 90,0 91,6(81,7 81,7 81,5 81,7 79,3 78,7 79,8 80,8|80,8 83,1(80,4 81,4
12 Atlantik Sip-4 K-802 0,047 0,043 0,007 0,010 0,010 0,007 0,007 0,003 0,003 0,010 0,010 99,0 99,0 92,9 91,9 92,9 89,9 91,6(82,3 82,3 82,1 82,3 79,7 79,1 80,4 81,4|81,5 83,8(81,3 82,3
13 Ostsee Stak-2 K-400 0,050 0,046 0,010 0,013 0,013 0,010 0,010 0,006 0,006 0,013 0,013 0,010 98,7 92,6 91,6 92,6 89,9 91,3|81,7 81,7 81,5 81,7 79,3 78,7 79,8 80,8|81,4 83,7|81,0 82,0
14 Ostsee Stak-2 K-455 0,050 0,046 0,007 0,013 0,013 0,010 0,008 0,005 0,005 0,009 0,013 0,010 0,013 92,6 91,6 92,6 89,9 91,6(81,4 81,4 81,2 81,4 79,0 78,4 79,5 80,5|81,0 83,3|80,6 81,6
15 Adria Cviic-2 K-1011 0,079 0,074 0,075 0,078 0,078 0,074 0,074 0,071 0,071 0,078 0,074 0,074 0,078 0,078 99,0 98,7 91,6 92,7|80,7 80,7 80,4 80,1 78,7 78,4 78,9 80,2|80,1 81,4|79,0 80,0
16 Adria Cviic-2 K-1079 0,090 0,085 0,086 0,089 0,089 0,085 0,085 0,082 0,082 0,089 0,085 0,085 0,089 0,089 0,010 97,7 90,6 91,7|79,7 79,7 79,8 79,1 77,7 77,4 77,9 79,2|79,1 80,4|78,0 79,0
17 Adria Cviic-2 K-1027a 0,083 0,078 0,075 0,079 0,079 0,075 0,075 0,071 0,071 0,079 0,075 0,075 0,078 0,078 0,013 0,023 91,5 92,7|80,7 80,7 80,5 80,2 78,8 78,5 78,9 80,2(80,3 81,7(79,1 80,1
18 Pic. aestuarii 2K 0,113 0,108 0,109 0,112 0,112 0,108 0,108 0,104 0,104 0,112 0,108 0,108 0,109 0,108 0,089 0,101 0,090 92,3|79,4 79,4 79,1 79,4 77,2 76,6 77,7 78,4|79,5 79,6|77,3 78,3
19 Pic. aestuarii CHP 3401 0,102 0,096 0,089 0,093 0,093 0,089 0,089 0,085 0,085 0,093 0,089 0,089 0,092 0,089 0,077 0,088 0,077 0,082 82,5 82,5 81,9 81,6 79,6 78,7 79,8 80,5/81,3 81,5/80,7 81,2
20 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263 0,229 0,222 0,211 0,215 0,212 0,210 0,210 0,206 0,206 0,214 0,210 0,202 0,210 0,214 0,223 0,237 0,223 0,241 0,200 100,0 99,3 97,4 94,8 94,5 96,4 96,7(88,3 88,7|88,6 90,2
21 Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346 0,229 0,222 0,211 0,215 0,212 0,210 0,210 0,206 0,206 0,214 0,210 0,202 0,210 0,214 0,223 0,237 0,223 0,241 0,200 {0,000 99,3 97,4 94,8 94,5 96,4 96,7|88,3 88,7(88,6 90,2
22 Chl. chlorovibrioides UdG 6026 0,228 0,221 0,214 0,218 0,215 0,213 0,213 0,209 0,209 0,217 0,213 0,205 0,213 0,217 0,227 0,236 0,226 0,245 0,207 0,007 0,007 96,9 94,3 93,6 95,6 95,9|87,8 88,6|88,2 89,8
23 Chl. limicola UdG 6044 0,229 0,222 0,211 0,214 0,212 0,210 0,210 0,206 0,206 0,214 0,209 0,202 0,209 0,213 0,231 0,244 0,230 0,241 0,211|0,027 0,027 0,031 94,2 93,9 95,5 95,8|88,3 88,8(87,7 89,6
24 Chl. limicola f. thios. DSM 249" 0,259 0,251 0,244 0,247 0,245 0,243 0,243 0,238 0,238 0,247 0,242 0,237 0,242 0,246 0,250 0,264 0,249 0,271 0,237|0,054 0,054 0,060 0,060 98,1 96,5 96,1(89,9 90,7|87,1 89,3
25 Chl. tepidum ATCC 49652" 0,271 0,263 0,252 0,256 0,253 0,251 0,247 0,247 0,247 0,255 0,251 0,245 0,251 0,255 0,255 0,269 0,254 0,281 0,251|0,057 0,057 0,067 0,064 0,020 96,5 96,1/89,3 90,3(86,4 89,3
26 Atlantik SSM-3 K-307 0,248 0,240 0,237 0,240 0,238 0,236 0,236 0,232 0,232 0,240 0,236 0,228 0,236 0,239 0,248 0,262 0,247 0,265 0,235|0,037 0,037 0,046 0,047 0,036 0,036 98,4|89,6 89,7|87,1 89,9
27 Atlantik SSM-3 K-354 0,241 0,234 0,223 0,226 0,224 0,222 0,222 0,218 0,218 0,226 0,222 0,214 0,222 0,225 0,230 0,244 0,229 0,254 0,225|0,033 0,033 0,042 0,043 0,040 0,040 0,017 90,3 90,7(88,1 90,6
28 Chl. limicola DSM 2457 0,233 0,225 0,219 0,218 0,220 0,218 0,218 0,214 0,214 0,222 0,222 0,212 0,213 0,219 0,232 0,246 0,228 0,240 0,216|0,128 0,128 0,133 0,127 0,108 0,116 0,112 0,104 95,5|91,3 92,5
29 Chl. phaeobacteroides DSM 266" 0,212 0,205 0,189 0,192 0,190 0,188 0,185 0,184 0,184 0,192 0,192 0,183 0,184 0,189 0,214 0,228 0,210 0,239 0,213|0,122 0,122 0,123 0,121 0,100 0,104 0,111 0,099 0,047 92,9 95,1
30 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265" 0,246 0,239 0,224 0,223 0,225 0,223 0,220 0,219 0,219 0,228 0,227 0,215 0,219 0,224 0,246 0,260 0,246 0,271 0,224|0,124 0,124 0,129 0,134 0,142 0,150 0,142 0,130(0,092 0,075 96,1
31 Pld. luteolum DSM 273" 0,237 0,230 0,211 0,214 0,212 0,210 0,206 0,206 0,206 0,214 0,214 0,202 0,205 0,210 0,232 0,246 0,232 0,257 0,216]0,105 0,105 0,110 0,112 0,116 0,116 0,109 0,100|0,079 0,050 0,040
Distanz (Die Distanz wurde nach Dayhoff et al. (1978) mit PROTDIST im Programmpaket Phylip ermittelt; mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen)

1% Die Sequenzen waren nicht notwendigerweise identisch. Der Similaritatswert 100,0 % bzw. die Distanz 0,000 kann sich auch durch die mathematische Rundung ergeben.

-143 -



Anhang

Tabelle 39: Einfluss der unbestimmten Basen auf die Distanz/Similaritat der 16S-rDNA-Sequenzen

mit unbestimmten Basen

7 Similaritat (%)

Gr. 1 Gruppe 4 Gruppe 3 Gr.2 Gr5
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1 Chl. vibrioforme DSM 260" 958 90,1 91,9 91,9 922 91,56 923 92,1 92,1 92,7 93,1 932 933 933 91,4 91,9 929 933 93,0 87,6
2 Pic. aestuariiDSM 2717 0,043 91,4 93,1 93,1 932 92,7 93,3 93,0 935 93,7 923 924 925 925 90,2 92,1 93,2 93,6 935 89,0
3 Chl. limicola UdG 6041 0,107 0,091 95,1 94,4 950 94,1 943 935 93,6 936 935 935 92,0 92,3 921 935 86,3
4 Chl. phaeobacteroides 1549 0,086 0,073 96,4 95,7 94,8 953 96,0 953 954 954 952 92,5 93,7 93,9 936 951 88,1
5 Chl. phaeobacteroides DSM 1677 0,085 0,072 96,5 958 94,9 954 96,1 954 955 955 953 92,5 93,8 94,0 93,7 952 88,1
6 Chl. tepidum ATCC 496527 0,083 0,071 96,0 959 951 954 96,2 948 94,9 949 947 92,1 934 934 93,7 952 88,2
7 Chl. limicola f. thios. DSM 249" 0,090 0,077 0,051 0,037 0036 0,041 95,1 94,8 956 956 958 959 959 957 934 954 953 952 96,0 88,1
8 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263 0,082 0070 0058 0,045 0,044 0,042 0,050 98,2 99,0 94,0 94,1 94,1 940 922 93,0 93,5 938 952 88,4
9 Chl. limicola UdG 6044 0,083 0074 0051 0,054 0,053 0,051 0,054 93,9 94,0 94,0 93,9 93,6 92,9 93,4 93,7 950 87,8
10 Chl. chlorovibrioides UdG 6026 0,084 0,068 0,061 0,048 0047 0,047 0,046 942 943 943 942 92,1 936 94,2 941 955 88,7
11 Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346 0,077 0,066 0,060 0041 0040 0,039 0,045 94,6 94,7 94,7 945 92,1 936 94,0 943 958 88,8
12 Chl. limicola f. thios. 1630 0,072 0,081 0068 0,048 0,048 0054 0,044 0,063 0064 0061 0,056 99,9 99,8 99,8]196,6|96,1 96,5 96,6 96,7 88,3
13 Chl. phaeobacteroides DSM 1855 0,071 0,080 0067 0,048 0,047 0053 0,043 0062 0,063 0,060 0,055 0,001 99,9 99,8]196,7]|96,2 96,6 96,7 96,8 88,4
14 Chl. limicola DSM 2457 0,070 0,079 0067 0,048 0,047 0,053 0,043 0062 0063 0,060 0,056 0,002 0,001 99,9196,6 96,2 96,7 96,6 96,8 88,5
15 Chl. limicola f. thios. 9330 0,071 0079 0,068 0,050 0049 0,055 0,045 0,063 0,064 0061 0,057 0,002 0,002 0,001 96,696, 96,6 96,4 96,6 88,3
16 Chl. phaeobacteroides UdG 6051 0,092 0,105 0,068 0,079 0,079 0,083 0,070 0,083 0,067 0083 0,083]0,035 0,034 0,035 0,035 93,0 93,7 942 940 858
17 PId. phaeoclathratiforme DSM 54777 0,086 0,083 0,084 0,066 0065 0070 0048 0,074 0074 0,067 0067 0040 0,039 0039 0,040 0,073 96,6 955 94,8 87,1
18 Chl. phaeobacteroides DSM 266" 0,075 0071 0,082 0,063 0063 0070 0,049 0,068 0069 0061 0063 0036 0035 0034 0,035 0,066 0,035 959 954 885
19 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265" 0,070 0,067 0,083 0,067 0,066 0,066 0050 0,064 0,065 0061 0059 0035 0,034 0035 0037 0061 0047 0,043 97,9 88,5
20 Pld. luteolum DSM 273" 0,073 0,68 0068 0,050 0,049 0,049 0,041 0049 0052 0047 0,043 0,034 0,033 0,033 0035 0063 0,054 0,048 0,021 88,9
21 Chloroherpeton thalassium 0,136 0,119 0,152 0,130 0,129 0,129 0,130 0,126 0,133 0,122 0,121 0,127 0,126 0125 0127 0157 0141 0125 0,125 0,121
Distanz 148
ohne unbestimmte Basen'® 7 Similaritat (%)
Gr. 1 Gruppe 4 Gruppe 3 Gr.2 Gr5
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1 Chl. vibrioforme DSM 260" 959 91,6 92,1 922 92,7 91,8 93,3 93,3 932 933 94,0 94,1 942 942 932 92,3 934 93,8 934 87,3
2 Ptc. aestuarii DSM 2717 0,043 93,2 93,7 93,8 94,1 93,1 94,0 93,8 94,3 94,0 932 93,3 935 935 923 928 94,0 94,0 938 885
3 Chl. limicola UdG 6041 0,089 0,072 96,6 96,0 958 959 96,0 94,9 95,0 950 94,9 94,0 93,8 93,9 936 94,8 87,7
4 Chl. phaeobacteroides 1549 0,083 0,066 96,9 96,5 95,7 96,2 96,5 955 956 956 955 94,1 941 942 941 953 88,3
5 Chl. phaeobacteroides DSM 1677 0,082 0,065 97,0 96,6 957 96,3 96,6 956 95,7 957 956 94,2 942 943 942 954 88,4
6 Chl. tepidum ATCC 496527 0,076 0,062 | 0, 96,7 96,9 96,1 96,5 96,9 952 953 953 952 938 94,1 939 944 956 88,6
7 Chl. limicola f. thios. DSM 2497 0,087 0072 0,035 0032 0031 0,034 96,2 959 96,6 96,2 958 959 959 958 94,7 955 952 952 96,2 88,4
8 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 263 0,071 0,063 0042 0,036 0,035 0,032 0,039 95,1 952 952 951 93,9 94,1 94,1 949 96,2 88,9
9 Chl. limicola UdG 6044 0,071 0,065 0,044 0045 0,044 0,041 0,042 95,1 952 952 951 94,5 941 941 949 96,0 88,8
10 Chl. chlorovibrioides UdG 6026 0,072 0,059 0,043 0,039 0038 0,036 0,035 952 953 953 952 94,0 94,7 948 950 96,3 89,2
11 Chl. vibrioforme f. thios. NCIB 8346 0,071 0,063 0,042 0,036 0035 0,032 0,039 95,1 952 952 951 939 941 94,1 949 96,2 89,0
12 Chl. limicola f. thios. 1630 0,063 0071 0,053 0,046 0045 0049 0043 0,051 0,051 0,049 0,051 99,9 99,8 99,8]98,2196,3 96,7 97,1 97,2 88,6
13 Chl. phaeobacteroides DSM 1855 0,062 0070 0052 0,045 0,044 0,048 0,042 0,049 0,049 0,048 0,049 0,001 99,9 99,9198,3]|96,4 96,8 97,2 97,3 88,7
14 Chl. limicola DSM 2457 0,061 0,068 0052 0,045 0044 0048 0,042 0,050 0,050 0,048 0,050 0,002 0,001 100,098,2]96,4 96,9 97,1 97,3 88,8
15 Chl. limicola f. thios. 9330 0,061 0,068 0053 0,046 0045 0,050 0,043 0,051 0,051 0050 0051 0,002 0,001 0,000 98,2196,4 96,9 97,0 97,2 88,8
16 Chl. phaeobacteroides UdG 6051 0,072 0081 0063 0062 0061 0065 0055 0,064 0,057 0,063 0,640,018 0,017 0018 0,018 94,8 952 96,0 958 87,2
17 Pld. phaeoclathratiforme DSM 54777 0,081 0075 0065 0,062 0061 0062 0046 0,062 0062 0055 0062 0038 0,037 0037 0,037 0,054 96,6 95,7 951 87,5
18 Chl. phaeobacteroides DSM 266" 0,070 0,063 0,064 0061 0060 0064 0050 0062 0062 0054 0062 0034 0,033 0032 0,032 0,049 0,035 96,3 95,6 89,0
19 Chl. vibrioforme f. thios. DSM 265" 0,085 0,063 0,067 0,062 0,061 0,058 0,050 0,053 0053 0052 0053 0030 0029 0030 0031 0042 0044 0038 97,9 88,6
20 P/d. luteolum DSM 273" 0,070 0,65 0054 0,048 0,047 0,045 0,039 0039 0042 0038 0040 0029 0028 0028 0029 0043 0,051 0,045 0,021 88,9
21 Chloroherpeton thalassium 0,139 0,125 0135 0127 0,126 0,123 0,127 0,120 0,121 0,117 0,118 0,124 0,122 0,121 0121 0,140 0,136 0,119 0,123 0,120
Distanz 148

'“7 Die Similaritat wurde aus der Distanz berechnet: Mathematische Rundung auf 3 signifikante Stellen.

%8 Die Distanz wurde nach Jukes & Cantor (1969) mit DNADIST im Programmpaket Phylip ermittelt. Mathematische Rundung
auf 3 signifikante Stellen.
'*9 Die Sequenzen waren nicht notwendigerweise identisch. Der Similaritatswert 100,0 % bzw. die Distanz 0,000 kann sich auch
durch die mathematische Rundung ergeben.
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15 MIKROHETEROGENITATSTABELLEN

Tabelle 40: Mikroheterogenitét der Probe Cviic-2 (16S und fmoA)

Hierbei wurden die Ergebnisse der Screening-Sequenzierung (Kapitel 3.5.5, S. 33) einer Klonierungsprobe (16S
bzw. fmoA) in einem Alignment manuell verglichen. Sequenzen, die sich um weniger als ca. 1 % (16S) bzw. 2 %
(fmoA) der Nukleotide (nt) unterschieden (1 % entspricht ca. 4-5 nt auf 400-450 nt Screening-Sequenzlange)
wurden zu Mikroheterogenitatsgruppen (MHG) zusammengenommen. Innerhalb einer MHG wurden dann die
einzelnen Nukleotid-Unterschiede zu der Sequenz gezahlt, die am haufigsten identisch vorkam (mit hoch-
gestelltem ,R“ als Referenzsequenz gekennzeichnet). Zusétzlich unterstrichen sind alle Klonierungsproben, die
komplett sequenziert und der Datenbank EMBL-EBI Ubermittelt wurden (Tabelle 28, S. 82).

Unter- 152
m 150 151 - - 153
Gewasser Probe MHG |16S fmoA sc(hr:;a)de Tausch andere
K-5 2
K-10 1
K-13" (18) -
K-44 1
K-45 2
K-54 2
K-55 3
K-64 2
Cviic-2 | MHG-1 K-65 1
16S K-69 3
K-71 2
(1+] K-72 1
. K-73 1
p -
-c K-74 1
K-78 3
< K-81 1
K-85 1
andere -
K-10117(14) -
K-1026 1
MHG.2 K-1060 1
Cviic-2 N Asp »Gly
fmoA K-1079 2 Glu »Lys
K-1094 2
K-1099 2
MHG-3 K-1027a" (1) -

150 vgl. Abbildung 5, S. 18

5! |n Klammern steht die Anzahl der nicht einzeln aufgefiihrten Sequenzen, die mit der Referenzsequenz identisch waren.

152 Aminosaure-Tausch: Hier ist angegeben, wenn durch einen Nukleotid-Unterschied in der fmoA-Sequenz ein Codon so
verandert wird, dass auf Aminosdurebasis ein AS-Austausch im Vergleich zur Referenzsequenz erfolgen wirde. Der
Dreibuchstaben-Code der Aminosauren folgt der allgemeinen IUPAC-Nomenklatur.

'3 Anzahl der 16S-Sequenzen einer Klonierungsprobe, die nach phylogenetischer Analyse nicht der Gruppe der griinen
Schwefelbakterien zugeordnet werden kénnen.
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Tabelle 41: Mikroheterogenitat der Probe BW-4 (16S)

(Erlauterungen siehe Tabelle 40, S. 145)

Unter-
Gewasser'™ | Probe MHG |16S'™ fmoA schiede andere'®

(nt)

K-900
K-901
K-902" (46)
K-908
K-910
K-912
K-914
K-917
K-920
K-923
K-924
K-925
K-926
K-929
K-931
X K-936
B1Vgs4 MHG-4 | K-944
K-946
K-947
K-958
K-960
K-963
K-965
K-966
K-968
K-974
K-975
K-981
K-982
K-983
K-984
K-994

andere 7
|

Bad Water

S NN =N =N PHPA 2O 22N NMDNWA 2 WA a2 aAaN=E 2| 2 W

154 vgl. Abbildung 5, S. 18

1% |n Klammern steht die Anzahl der nicht einzeln aufgefiihrten Sequenzen, die mit der Referenzsequenz identisch waren.

1% Anzahl der 16S-Sequenzen einer Klonierungsprobe, die nach phylogenetischer Analyse nicht zur Gruppe der griinen
Schwefelbakterien gezahlt werden kdnnen.
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Tabelle 42: Mikroheterogenitat der Probe Sip-4 (16S)

(Erlauterungen siehe Tabelle 40, S. 145)

Unter-
Gewasser'™ | Probe MHG |16S'™® fmoA schiede andere™®
(nt)

K-700
K-702
K-703
K-704
K-705
K-706" (49)
K-711
K-714
K-721
K-723
K-733
K-737
K-739
K-740
K-741
K-745
K-746
MHG-5 |K-748
K-749
Sip-4 K-752
16S K-754
K-755
K-758
K-761
K-763
K-772
K-774
K-777
K-778
K-781
K-783
K-785
K-789
K-791
K-794
K-797
MHG-6 | K-701%(2)
K-722 1
MHG-7 |K-790% (1) -

andere 9

Atlanti

l\)_kl\)_k—kl\)_l._l._l._L_L_L_kl\)_k—kl\)l\)l\)_h_h_h_hw_k_k_kw_k_l.I_L_L_L_L_k

157 vgl. Abbildung 5, S. 18

%8 |n Klammern steht die Anzahl der nicht einzeln aufgefiihrten Sequenzen, die mit der Referenzsequenz identisch waren.

9 Anzahl der 16S-Sequenzen einer Klonierungsprobe, die nach phylogenetischer Analyse nicht zur Gruppe der griinen
Schwefelbakterien gezahlt werden kdnnen.
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Tabelle 43: Mikroheterogenitét der Proben Sip-4 (fmoA) und SSM-3 (16S)

(Erlauterungen siehe Tabelle 40, S. 145)

Unter- 162

= 160 161 . - 163
Gewaisser Probe MHG |16S fmoA sc(hr:;e)de Tausch andere

K-802" (23)
K-807
K-812
MHG-8 K-820
K-826
K-839

K-871

GIn »Pro

Sip-4
fmoA lle »Thr

Lys »Glu
Val »Ala

NN i= = 2

MHG-9 | K-100%(1)
K-101"(35)
K-110
K-111
K-112
K-116
K-124
K-129
K-133
K-134
K-135
K-140
K-145
K-151
SSM-3 | MHG-10|K-152
16S K-155
K-156
(Fortsetzung K-160
nachste Seite) K-169
K-173
K-175
K-177
K-181
K-182
K-186
K-187
K-188
K-196
K-1067 (12)
K-118
MHG-11 | K-125
K-165
K-185

Atlanti

_L_L_L_L_k_k_k_k—k—l._l._l._l._l.l\)_k—k—k—k—kl\)_l._l._l._l._l.I

e |

1% vgl. Abbildung 5, S. 18

'8! |n Klammern steht die Anzahl der nicht einzeln aufgefiihrten Sequenzen, die mit der Referenzsequenz identisch waren.

182 Aminosaure-Tausch: Hier ist angegeben, wenn durch einen Nukleotid-Unterschied in der fmoA-Sequenz ein Codon so
verandert wird, dass auf Aminosdurebasis ein AS-Austausch im Vergleich zur Referenzsequenz erfolgen wirde. Der
Dreibuchstaben-Code der Aminosauren folgt der allgemeinen IUPAC-Nomenklatur.

%3 Anzahl der 16S-Sequenzen einer Klonierungsprobe, die nach phylogenetischer Analyse nicht zur Gruppe der griinen
Schwefelbakterien gezahlt werden kdnnen.
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Tabelle 44: Mikroheterogenitéat der Probe SSM-3 (16S und fmoA)

(Erlauterungen siehe Tabelle 40, S. 145)

Gewasser'® |  Probe MHG |[16S'® fmoA slcj:::::i-e - andere'®’
(nt) Tausch
K-103 1
K-108" (4) -
K-132 1
MHG-12 | K-174 1
itnemice K-176 1
Seite) K-191 1
K-192 1
SSM-3 K-199 1
16S R
K-171 2
— MHG-14 | K-153% (1 _
c andere 1
(1] K-303" (6) -
-— K-311 4
< K-316 2
K-324 2
K-351 4
MHG-15 Arool
SSM-3 K-370 1
K-388 1
K-397 1 GIn »Arg
K-399 1
MHG-16 K-307°% (1) -
MHG-17 K-354" (1) -

1% vgl. Abbildung 5, S. 18

'% |n Klammern steht die Anzahl der nicht einzeln aufgefiihrten Sequenzen, die mit der Referenzsequenz identisch waren.

1% Aminosaure-Tausch: Hier ist angegeben, wenn durch einen Nukleotid-Unterschied in der fmoA-Sequenz ein Codon so
verandert wird, dass auf Aminosdurebasis ein AS-Austausch im Vergleich zur Referenzsequenz erfolgen wirde. Der
Dreibuchstaben-Code der Aminosauren folgt der allgemeinen IUPAC-Nomenklatur.

%7 Anzahl der 16S-Sequenzen einer Klonierungsprobe, die nach phylogenetischer Analyse nicht zur Gruppe der griinen
Schwefelbakterien gezahlt werden kdnnen.
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Tabelle 45: Mikroheterogenitét der Probe Laboe-3 (16S)

(Erlauterungen siehe Tabelle 40, S. 145)

Unter-
Gewasser'® | Probe MHG |16S'® fmoA schiede andere'”
(nt)

K-500" (60)
K-502
K-510
K-516
K-517
K-518
K-519
K-527
K-528
K-534
K-535
K-537
Laboe-3 | MHG-18 K-541
16S K-548
K-558
K-561
K-566
K-572
K-573
K-574
K-580
K-581
K-589
K-592
K-597

andere 11
|

Ostsee

_LI\)_L_L_LI\)_L_L_L_L_L_L_L_L_L_LN_L_L_L_L_L_L_LI

1% ygl. Abbildung 5, S. 18

' |n Klammern steht die Anzahl der nicht einzeln aufgefiihrten Sequenzen, die mit der Referenzsequenz identisch waren.

0 Anzahl der 16S-Sequenzen einer Klonierungsprobe, die nach phylogenetischer Analyse nicht zur Gruppe der griinen
Schwefelbakterien gezahlt werden kdnnen.
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Tabelle 46: Mikroheterogenitat der Probe Laboe-3 (fmoA), Stak-2 (fmoA) und Stein-1 (16S)

(Erlauterungen siehe Tabelle 40, S. 145)

Gewasser'' |  Probe MHG |16S'" fmoA sch::::ge - andere'””
(nt) Tausch
K-600" (45) -
K-602 1 Ser »Pro
K-606 1 Glu »Gly
K-613 1
K-617 1
K-627 1
K-635 3
K-646 1
K-648 1 Ser »Gly
K-650 1
K-653 1
Laboe-3 ) K-655 1 Leu »Phe
fmoA MHG-19 K-663 1 Asp »Gly
K-664 1
K-668 1
K-670 2
K-676 1
8 K-678 2 Ser »Pro
Ser »Pro
ﬂ @ 3 Leu »Pro
m K-686 2 Ala » Ser
Lislelele Glu »Gly
@] K-687 1 Pro » Ser
K-688 1
K-689 1 Phe »Leu
K-400 5
Stak-2 K-422 5
MHG-2
fmoA G-20 K-455" (1) -
K-456 1 Lys »Arg
K-2077 (1) -
MHG-21 | K-220 1
K-264 1
Stein-1 | MHG-22 | K-249" (1) -
16S K-273"% (1) -
MHG-2
G-23 K-275 3
MULA na | anoR 4y
andere 67

" vgl. Abbildung 5, S. 18

72 |n Klammern steht die Anzahl der nicht einzeln aufgefiihrten Sequenzen, die mit der Referenzsequenz identisch waren.

'3 Aminosaure-Tausch: Hier ist angegeben, wenn durch einen Nukleotid-Unterschied in der fmoA-Sequenz ein Codon so
verandert wird, dass auf Aminosdurebasis ein AS-Austausch im Vergleich zur Referenzsequenz erfolgen wirde. Der
Dreibuchstaben-Code der Aminosauren folgt der allgemeinen IUPAC-Nomenklatur.

7" Anzahl der 16S-Sequenzen einer Klonierungsprobe, die nach phylogenetischer Analyse nicht zur Gruppe der griinen
Schwefelbakterien gezahlt werden kdnnen.
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Anhang

16 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A Adenin

A Angstrém

aa Amino acid[s] (Aminosaure[n])

Abb. Abbildung

Acc. Nr. Accession Number
(Zugangsnummer einer Sequenz
in der Datenbank)

Ala Alanin

APS Ammoniumperoxidsulfat

ARB von lat. arbor = Baum
(Programm zur 16S-Analyse)

Arg Arginin

AS Aminoséaure[n]

Asp Aspartat (Asparaginsaure)

ATCC American Type Culture Collection

B Bootstrap-Wert

BChl Bacteriochlorophyli[e]

Biin niedrigster Bootstrap-Wert

bp Basenpaar|e]

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

ca. lat. circa = ungefahr

Cha. Chlorobaculum

CFB-Gruppe Cytophaga- Flexibacter-
Bacteroides-Gruppe

Chl. Chlorobium

Chp. Chloroherpeton

Cle. Clathrochloris

CTAB N-Cetyl-N,N,N-trimethyl-
ammoniumbromid

dATP Desoxy-Adenosintriphosphat

dCTP Desoxy-Cytidintriphosphat

ddATP Di-Desoxy-Adenosintriphosphat

ddCTP Di-Desoxy-Cytidintriphosphat

ddGTP Di-Desoxy-Guanosintriphosphat

ddNTP Di-Desoxy-
Ribonukleotidtriphosphat

ddTTP Di-Desoxy-Thymidintriphosphat

per def. per definitionem

DGGE Denaturierende Gradienten-Gel-
Elektrophorese

DGHM Deutsche Gesellschaft
fur Hygiene und Mikrobiologie

dGTP Desoxy-Guanosintriphosphat

DNA Desoxy-Ribonukleinsaure

dNTP Desoxy-Rribonukleotidtriphosphat

DOI Digital Object Identifiers, URL 18,
S. 154, bei Artikeln im Internet)

DSM Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen

dTTP Desoxy-Thymidintriphosphat
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E. coli Escherichia coli

EBI European Bioinformatics Institute

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EMBL European Molecular Biology
Laboratory

EMBO European Molecular Biology
Organization

engl. englisch

etal. lat. et alii = und andere (in Zitaten)

Ethanol®*® Ethanol absolut (96 %)

evtl. eventuell

f. lat. forma (in Artbezeichnungen)

f. folgende[s] (Kapitel, Seite, ...)

ff. folgende (Kapitel, Seiten, ...)

fmoA Fenna-Matthews-Olson-Gen

FMO Fenna-Matthews-Olson-Protein

g Gramm

g Erdbeschleunigung 9,81 ms™

G Guanin

GC-Gehalt Gehalt an Guanin und Cytosin

Gin Glutamin

Glu Glutamat (Glutaminséaure)

Gly Glycin

Gr. Gruppe

GSB Grine Schwefelbakterien

h Stunde[n]

H Haufigkeit (einer Sequenz-Art in
einer Umweltprobe)

Hrsg Herausgeber

Id Identitat (einer Sequenz mit einer
in der Datenbank gefundenen)

IfM Institut fir Meereskunde

lle Isoleucin

ISBN Internationale
Standardbuchnummer

IUPAC International Union
of Pure and Applied Chemistry
(URL 15, S. 154)

I Liter

lat. lateinisch

LB-Medium Luria-Bertani-Medium

Leu Leucin

Lys Lysin

M molar

mbar Millibar

mg Milligramm

MHG Mikroheterogenitatsgruppe[n]

min Minute[n]

ml Milliliter

wl Mikroliter

mM Millimolar

mRNA messenger RNA




Anhang

nb nicht bekannt

NCBI National Center for Biotechnology
Information

NCIB National Collection of Industrial
and Marine Bacteria

ng Nanogramm

nt Nukleotid[e]

Nr. Nummer

OGHMP Osterreichische Gesellschaft fiir
Hygiene, Mikrobiologie und
Praventivmedizin

PC Personal computer (Rechner)

PCR Polymerasekettenreaktion

personl. persoénliche

Phe Phenylalanin

PHYLIP Akronym von
PHYLogeny Inference Package

Pld. Pelodictyon

PM Pfennigs-Medium

pmol Picomol

Pro Prolin

Ptc. Prosthecochloris

IR Referenzsequenz (innerhalb einer
Mikroheterogenitatsgruppe)

rDNA ribosomale DNA

RNA Ribonukleinsédure

rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

s Sekunde

S. Seite[n]

SDS Natriumdodecylsulfat

Ser Serin

Si Similaritatswert[e]

Simax gréBter Similaritatswert

Simin niedrigster Similaritédtswert

SRS Sequence Retrieval System
(Datenbank von EMBL-EBI)

subsp. Subspezies (Unter-Art)

T Thymin

[ Typenstamm

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borat-EDTA

TEMED N,N,N",N"-
Tetramethylethylendiamin

thios. thiosulfatophilum

Thr Threonin

Tm Melting temperature
(Schmelztemperatur)

Tris Tris-Hydroxymethylaminomethan

TSR Template Suppression Reagent

u. a. und andere

udG Universitat de Girona
(Universitat von Girona, Spanien)

URL Uniform Resource Locator
(Internetadresse)

USA United States of America
(Vereinigte Staaten von Amerika)

usw. und so weiter

uv ultraviolett[es]

\ Volt

VAAM Vereinigung fur Allgemeine und
Angewandte Mikrobiologie

Val Valin

vgl. vergleiche

VS. lat. versus = gegen

Vol. Volumenprozent

z.B. zum Beispiel
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Anhang

17 INTERNET-ADRESSEN (URL-VERZEICHNIS)

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

Fir diese Internetadressen und deren Inhalte kann keine Verantwortung tbernommen werden, weil es
sich hierbei nicht um statische Archive handelt, sondern um Informationen, die sich in standigem Fluss

befinden. Die Auswahl wurde aber nach bestem Wissen und Gewissen vorgenommen.

Die Veréffentlichung der vorliegenden Dissertation findet ebenfalls im weltweiten Datennetz statt

http://www.ifm.uni-kiel.de/

http://e-diss.uni-kiel.de/math-nat.html

http://www.ou.dk/

http://www.mpk.med.uni-muenchen.de/bak/microb2000/Microb.html

http://ispp2000@ubxlab.com/ispp2000/index.html

http://www.technelysium.com.au/chromas.html

http://www.ebi.ac.uk/fasta33/

http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html

http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/webin.html

http://srs.ebi.ac.uk/

http://www.ebi.ac.uk/emboss/transeq/

http://www.arb-home.de/

http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html

http://www.iupac.org/index to.html

http://www.mpi-muelheim.mpg.de/strneu/staff/holzwarth/workshop/index.html

http://www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html/

http://www.doi.org/

(Kieler Dissertationen online, URL 2).
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Die Universitdten Kiel und Odense erforschen Schwefelbakterien in der Ostsee — Lebewesen mit erstaunlichen Eigenschaften

Grenziiberschreitende Kooperation fiir die Umwelt

Von BORIS ALEXANDER

An manchen Kustenabschnitten
steigt dem Spazierganger ein
Gestank wie von faulen Eiern in
die Nase. Was da riecht, ist vor
allem Schwefelwasserstoff, der
durch den Abbau von organi-
scher Substanz am Meeresboden
entsteht. Das Gibelriechende Gas
ist schadlich fir die meisten Or-
ganismen. Nicht jedoch fir
Schwefelbakterien. Die bendti-
gen es vielmehr zum Wachstum,

Man kann zeitweise sogar re-
gelrechte Massenentwicklungen,
sogenannte Bliiten, becbachten,
die das Wasser rot bis braun ver-

farben. Das tritt vor allern in Be-
reichen auf, in denen die Ostsee
durch Nahrstoffeintrag aus der
Landwirtschaft liberdungt ist.

Die Schwefelbakterien bauen
das giftige Gas ab und entfernen
es somit wieder aus der Umwelt.
Das ist einer der Grinde fur die
Untersuchung dieser Bakterien.
Je mehr man iiber Kreislaufe
und Entgiftungsvorgdnge in der
Natur weiB, desto besser kann
man Umweltprobleme verstehen
und helfend eingreifen.

Das Institut fiir Meereskunde
in Kiel und die Universitit
Odense (Déinemark) hefinden
sich in der Startphase einer For-

schungskooperation, die von der
EU geftrdert wird. Ziele sind
Umweltuntersuchungen in der
westlichen Ostsee durch die ge-
naue Bestimmung phototropher
Schwefelbakterien. Diese Bakte-
rien gewinnen, genau wie griine
Pflanzen, ihre Energie aus dem
Licht, brauchen aber keinen Sau-
erstoff, Sie spielen eine wichtige
Rolle in ¢kologischen Stoffkre:s-
lsufen. Dariiber hinaus soll die
Kooperation der beiden Hoch-
schulen in Forschung und Lehre
intensiviert werden.
Projektpartner auf deutscher
Seite sind Prof. Johannes F. Im-
hoff vom Institut fiir Meereskun-

Abbildung 32: Zeitungsartikel der Liibecker Nachrichten

de Kiel, Abteilung Marine Mikro-
biologie, auf danischer Seite die
Professoren Mette Miller und
Raymond Cox vom Institut fiir
Biochemie  der  Universitat
Odense. Hinzu kommen jeweils
ein Doktorand.

In den néchsten Jahren sollen
mikrobiologische Standortanaly-
sen in Gewassern der westlichen
Ostsee um Fiinen und Schles-
wig-Holstein durchgefiihrt wer-
den. Dabei untersucht man Vor-
kommen und Vielfalt phototro-
pher Schwefelbakterien. Ihre Fa-
higkeit, giftigen Schwefelwasser-
stoff in harmlase Verbindungen
(Schwefel und Sulfat) umzuwan-

Alexander 1999a. Abgedruckt am 23. Marz 1999 auf der Wissenschaftsseite.
Layout-Kopie mit freundlicher Genehmigung vom Verlag Liibecker Nachrichten.
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deln, machen sie zu einem wich-
tigen Glied im Stoffkeislauf des
Schwefels. Zudem wandeln sie
das schidliche Gas gleich dort
um, wo es entsteht, so daB es
nicht in die Atmosphire gelangt.
Das hat weitreichende @kologi-
sche Bedeutung und wird sogar
fur die Entschwefelung von Ga-
sen in der Industrie angewandt.

Weiterhin haben diese einzigar-
tigen Organismen die Fahigkeit,
selbst bei extrem wenig Licht zu
wachsen. Sie stellen deshalb bio-
logische Modellsysteme fiir die
Umwand}ung von Licht in andere
Energieformen dar: Sie sind sehr
effktive Bio-Solarzellen.
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Abbildung 33: Posterbeispiele

Links: Alexander & Imhoff 1999. Rechts: Alexander & Imhoff 2000b.
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