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Kurzfassung

An den submarinen Kontinentalrindern sind im Zuge tektonischer Prozesse
besondere Tiefseelebensrdume entstanden. In Bereichen mit hydrothermaler
Aktivitdt werden geothermisch energiereiche Verbindungen synthetisiert und in
die Wassersdule abgegeben. Anderenorts fithren Hebungsvorginge dazu, dal3
zuvor in Gashydraten geologisch fixierte Energietriger freigesetzt werden. An
diesen Bio-Geo-Schnittstellen ist die Fahigkeit bestimmter Prokaryoten, die auf
diese Weise zur Verfiigung gestellten Substanzen fiir ihren Stoffwechsel zu
nutzen, die Entwicklungsgrundlage fiir ungewohnlich produktive Tiefsee-
gemeinschaften.

Im Rahmen mehrer Forschungsprojekte wurden die Aktivitdt und Diversitdt von an
solchen Standorten lebenden Prokaryoten-Gemeinschaften untersucht. Von
besonderem Interesse waren hierbei die fiir die biologische Methanoxidation
verantwortlichen Gruppen.

An Hydrothermalquellen im zentralen Nord-Fiji-Becken (Siid-West Pazifik)
wurden Wasserkorper mit unterschiedlichen Anteilen an hydrothermalen Fluiden
untersucht. Es zeigte sich, da3 mit zunehmender Distanz zur Quelle und der damit
zunehmenden Verarmung an reduzierten Verbindungen Diversitdtsdnderungen in
den Bakteriengemeinschaften einhergehen. Hierbei wird eine Vent-typische
Gemeinschaft, mit signifikanten Anteilen an chemolithotrophen Vertretern, von
einer eher pelagisch gepriagten, chemoorganotrophen Bakteriengemeinschaft
abgelost.

In den Quellbereichen haben insbesondere Schwefel-oxidierende Bakterien grof3en
Anteil am Aufbau organischer Biomasse. Sie leben grofitenteils in Symbiose mit
bestimmten Muschel- und Schneckenarten und nutzen dabei die primédr durch
geochemische Prozesse entstehenden, reduzierten Schwefelverbindungen als
Energiequelle. Trotz ausreichend hoher Methankonzentrationen konnte hier ein
mikrobieller Umsatz von Methan nicht nachgewiesen werden, genausowenig wie
die Anwesenheit bekannter methanotropher Bakteriengruppen.

Aus den Oberfldchen-Sedimenten von Cold Seeps, die durch Gashydratlager im
Makran-Akkretionskeil (Arabisches Meer) gespeist wurden, konnten hingegen
erfolgreich aerobe Methanoxidierer isoliert werden. Unter den Isolaten befindet
sich auch eine bisher unbekannte Gattung von Methylococcaceen, die aufgrund
ihrer phénotypischen Merkmale und auch auf der Basis ihrer phylogenetisch
relevanten Erbinformation von den bisher bekannten methanotrophen

Bakteriengattungen unterschieden werden kann.



Im anoxischen, hydrothermal beeinfluten Sediment am Rand einer
Vulkanstruktur in der Bransfield Strae (Antarktis) wurden mit molekular-
biologischen Methoden mehrere, ebenfalls bisher unbekannte Gruppen von
Archaea entdeckt. Die Konzentration der Vertreter eines bestimmten Klon-
Clusters auf den Sedimenthorizont mit den hochsten Methan-Oxidationsraten kann
als Hinweis darauf gewertet werden, daBl zumindest ein Teil der hier
zusammengefaBBten Euryarchaeota am anaeroben Methanumsatz beteiligt ist. Die
Oxidation von Methan unter anaeroben Bedingungen erfolgt nach derzeitigem
Kenntnisstand durch Konsortien aus methanogenen Archaca und Sulfat-
reduzierenden Bakterien, die am Standort ebenfalls in signifikanten Anzahlen

vertreten waren.



Abstract

Special deep-sea environments have emerged during tectonic processes at the
submarine continental margins. In areas with hydrothermal activity energetic
compounds are synthesized and released into the water column. At other sites
uplifting of the seafloor leads to the discharge of energy sources that were
formerly fixed in gas hydrates. At these bio-geo-interfaces the ability of
prokaryotes to metabolize the available substances is the basis for the

development of unusually productive deep-sea communities.

The activity and diversity of such prokaryotic communities in these kinds of
environments were investigated during several research projects. Of special

interest were the groups responsible for the biological oxidation of methane.

Water-bodies with different portions of hydrothermal fluids were examined at
hydrothermal vents in the central North Fiji Basin (South-West Pacific). It
appeared that changes within the bacterial community structure could be observed
with increasing distance from the vent sites and decreasing concentrations of
reduced compounds. Over these distances typical vent-communities, with
significant portions of chemolithotrophic species, are replaced by chemoorgano-
trophic communities with pelagical characteristics.

In the hydrothermal vent fields, sulfur-oxidizing bacteria take a major part in
building up organic biomass. They use reduced sulfur compounds, mainly
originating from geochemical processes, as an energy source. Most thiotrophic
bacteria live in symbiosis with specialized mussels and gastropods. In spite of
sufficient amounts of methane in the water, microbial oxidation of methane could

not be detected and no known groups of methanotrophic bacteria could be found.

In contrast to this, aerobic methane-oxidizing bacteria could be isolated
successfully from the surface of cold seep sediments in the Makran accretionary
prism. Here, the gas seeps are fueled by destabilized gas hydrate bearings. Among
the derived isolates there are representatives of a, thus far, unknown genus
belonging to the Methylococcaceae. According to their phenotypic and genotypic
characteristics these bacteria are different from previously described
methanotrophic genera.

Anoxic, hydrothermally-influenced sediments were investigated at the edge of a
vulcanic structure in the Bransfield Strait (Antarctica). Groups of previously
unknown archaea were detected in different sediment horizons using molecular
biological methods. The accumulation of clones from a certain cluster in the

sediment horizon with the highest methane oxidation rates indicates that some of



the euryarchaeota in this cluster take part in the anaerobic oxidation of methane.
According to recent studies the methane oxidation in anoxic environments is
mediated by consortia of methanogenic archaea and sulfate-reducing bacteria.

Significant numbers of the latter were found in the investigated sediments.



EINLEITUNG 1

Einleitung

1 ,,Oasen in der Wiuste der Tiefsee*

Die Weiten der Tiefsee, die auch in der Gegenwart nur zu einem geringen Anteil
erforscht sind, gelten noch immer als ,,Wiisten* der Ozeane. Da in diese Tiefen kein
Sonnenlicht mehr vordringen kann, sind insbesondere die hier lebenden benthischen
Organismen als Lebensgrundlage auf das organische Material angewiesen, was aus
der euphotischen Zone zu ihnen herabsinkt. Handelt es sich nicht gerade um
Meeresregionen mit auBBergewdhnlich hoher Produktivitét (z.B. Auftriebsgebiete) ist
dieser Eintrag jedoch sehr gering (JANNASCH AND TAYLOR 1984). In Folge dessen
sind in diesem Lebensraum die Individuendichten in allen Gliedern der
Nahrungskette im Regelfall auch entsprechend niedrig. Doch wie in allen Wiisten
gibt es auch in der Tiefsee ,,Oasen*: Als das Tauchboot Alvin im Januar 1977 eine
submarine Spreizungszone nordostlich der Galapagos Inseln untersuchte, stieB es
dort am Meeresboden auf heiBe Quellen, in deren Umgebung sich eine
ungewOhnlich iippige Makrofauna angesiedelt hatte (JANNASCH 1986).
Nachfolgende Untersuchungen ergaben, dafl die Produktion chemotropher
Prokaryoten die Grundlage fiir das reiche Leben an diesen Bio-Geo-Schnittstellen
bildet (JANNASCH AND WIRSEN 1779, KARL et al. 1980, RuBY et al. 1981). Diese
Mikroorganismen sind in der Lage, die Energie fiir ihren Stoffwechsel aus der
Oxidation der in den austretenden Fluiden geldsten reduzierten Verbindungen
(Schwefelwasserstoff, Methan, Wasserstoff und reduzierte Metall-Ionen) zu
gewinnen. Als Kohlenstoffquellen dienen ihnen CO,; (chemoautotrophe
Produzenten), Methan oder andere einfache organische Verbindungen, die im Zuge
der hydrothermalen Prozesse freigesetzt werden (KARL 1995, MCCOLLOM AND
SHOCK 1997). Die als Aufwuchs oder frei im Wasser lebenden chemotrophen
Prokaryoten bilden wiederum die Nahrungsgrundlage fiir andere Organismen.
Einige spezialisierte Bakterienarten leben in Symbiose mit niederen Tieren, die
ihrerseits Rédubern und Aasfressern als Nahrung dienen (CHILDRESS et al. 1991).
Diese Organismengemeinschaft ist somit weitestgehend unabhidngig vom Input
durch photosynthetische (photoautotrophe) Produktion und hat sich im Laufe der
Jahrtausende der eigentlich eher lebensfeindlichen Umgebung in eindrucksvoller
Weise angepallt (JANNASCH 1985).

Die Bedingungen an diesen Hydrothermalquellen dhneln nach Meinung vieler
Wissenschaftler denen, die zu Zeiten der Erdgeschichte geherrscht haben, als
seismische und vulkanische Aktivititen in den Meeren und auf dem Festland

allgegenwirtig waren und sich zur Photosynthese befidhigte Organismen noch nicht
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entwickelt hatten (McCOLLOM AND SHOCK 1997, TESKE et al. 2003). Andere meinen
sogar, aus den an Hydrothermalstandorten ablaufenden Prozessen Informationen
dariiber ableiten zu konnen, wie einfaches Leben auf anderen Planeten aussehen
konnte (WEISS et al. 2000, TRENT 2000). Von kommerziellem Interesse wiederum
sind Stoffe und Stoffwechselvorgidnge, die die Resistenzen der Vent - Organismen
gegen Hitze, niedrige pH-Werte sowie toxische Schwefel- und Metallverbindungen
bedingen (RAGUENES et al. 1996, CANGANELLA et al. 1997, LLANOS et al. 2000).
Nicht zuletzt sehen es einige Forscher als wahrscheinlich an, dall die
Hydrothermalquellen der Tiefsee auch die letzten Refugien sein konnten, die noch
existieren, wenn das librige Leben auf unserer Erde schon in weiten Teilen zum
Erliegen gekommen ist (JANNASCH 1986, VAN DOVER et al. 2002).

Es gibt also vielfiltige Griinde, die die Wissenschaft dazu bewegen, sich speziell
mit diesem Lebensraum auseinanderzusetzen, auch wenn seine Produktionsleistung
vorsichtigen Schédtzungen zufolge nur 0,02% der in den Ozeanen auf
Photosynthesebasis betriebenen Produktion entspricht (MCCOLLOM AND SHOCK
1997). Diese niedrigen Zahlen mégen zum einen dadurch bedingt sein, dal aufgrund
des hohen technischen Aufwands erst wenige submarine Hydrothermalstandorte
intensiv untersucht werden konnten. Zum anderen konzentrierten sich die meisten
bisherigen Arbeiten auf die augenscheinlicheren Manifestationen hydrothermaler
Aktivitdat, d.h. Standorte an denen weithin sichtbare dunkle Wolken aus teilweise
meterhohen Schloten am Meeresboden austreten (DESBRUYERES et al. 2000).
Weniger Beachtung dagegen fanden Hydrothermalfelder mit nieder temperierten,
eher diffusen Fluidaustritten, obwohl diese weit verbreitet und aus biologischer
Sicht von groBerer Bedeutung sind (TUNNICLIFFE 1991). AuBBerdem ist an solchen
warmen Quellen Methan, neben reduzierten Schwefelverbindungen, haufiger die
ndchstwichtigte Energiequelle fiir die Chemosynthese; anders als an Hoch-
Temperatur-Emissionen, wo meist molekularer Wasserstoff die groBere Rolle spielt
(JANNASCH AND MOTTL 1985). Unsere Untersuchungen im Rahmen der Projekte
HYFIFLUX II und HYDROARC richteten sich daher gezielt auf Hydrothermal-
standorte mit relativ groBflachigen Nieder-Temperatur-Emissionen.

HYFIFLUX II:

,»Mikrobiologische und geochemische Untersuchungen
in Hydrothermalfeldern des Nord-Fiji-Beckens

HYDROARC:

,Diversitdt und Aktivitdt autotropher Bakteriengemeinschaften
in den Sedimenten der Bransfield Strale (Antarktis)*
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2  Stand der Forschung und Zielsetzung

Bei den frithen Expeditionen zu Hydrothermalstandorten im Nord-Fiji-Becken, die
sich auch mit mikrobiologischen Aspekten befaliten, waren zunidchst Anomalien in
der Wassersdule untersucht worden, die sich von dem umgebenden Wasser durch
erhohte Mangankonzentrationen abhoben. In diesem Zusammenhang wurden
bakterielle Lebendzellzahlen erfaBt, mit Hilfe selektiver Medien thioautotrophe
Bakterien isoliert und im Hinblick auf ihre physiologischen Eigenschaften
untersucht (NAGANUMA et al. 1989, NAGANUMA AND SEKI 1994). Im Jahre 1991
wurden dann mit dem Tauchboot Shinkai 6500 verschiedene aktive Fluidaustritte
direkt beprobt und die Standorte in Bezug auf Bakterienzahlen und -Produktion
miteinander verglichen (UTSuMi et al. 1994). Zwar gibt es basierend auf
Kultivierungsexperimenten auch Schétzungen iiber die Anteile thioautotropher
Bakterien an den in hydrothermal beeinflulten Bereichen lebenden Bakterien-
gemeinschaften (NAGANUMA AND SEKI 1994, UTsuMI et al. 1994), detaillierte
Untersuchungen zur bakteriellen Diversitit wurden bisher jedoch noch nicht
durchgefiihrt. Ebenso existieren bislang noch keine direkten Messungen der

bakteriellen Aktivitdt an diesen Standorten.

Nachdem bereits Ende der 80iger Jahre erste geologische und geochemische
Hinweise auf hydrothermale Aktivitdt in der Bransfield Stralle gefunden wurden
(SUESS et al. 1987, SCHLOSSER et al. 1988), entdeckten BOHRMANN et al. (1999) im
Rahmen der SCOTIA FLUX I Antarktis-Expedition (Nov.1997 - Jan.1998) in der
Néhe des flachmarinen Vulkanbaus Hook Ridge ein aktives Hydrothermalfeld. Hier
wurden auch an mehreren Stationen erhohte Methan-Konzentrationen im unteren
Bereich der Wassersdule gemessen. Obwohl man bei der Beprobung der Sedimente
Pogonophoren-Arten fand, von denen bekannt ist, daBl sie bakterielle
Endosymbionten tragen, wurden mikrobiologische Aspekte bei der bisherigen
Erforschung des submarinen Hydrothermalismus in diesem Meeresgebiet noch nicht
betrachtet.

Bei den beiden Forschungsreisen im Rahmen der Projekte HYFIFLUX II und
HYDROARC handelte es sich also, soweit es die Mikrobiologie betraf, um
Explorationsfahrten, auf denen zum ersten Mal versucht werden sollte, Aktivitit
und Struktur der Gemeinschaften in diesen beiden hydrothermal beeinfluflten
Lebensrdumen genauer zu erfassen und mit geochemischen Standortparametern zu
korrelieren.
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Der Schwerpunkt meiner Untersuchungen lag hierbei auf der Bestimmung der
mikrobiellen Methanoxidation und der Analyse der Diversitdt der an diesem Prozel3
beteiligten Prokaryoten. In diesem Zusammenhang wurden zusitzlich Proben von
durch Gashydrat-Lager gespeisten ,,Methan-Seeps® im Makran-Akkretionskeil vor
der Kiiste Pakistans bearbeitet (VON RAD et al. 2000).

MAKRAN II:

»Mikrobiologische und geochemische Untersuchungen
in Cold Seeps des Makran-Akkretionskeils*

Die bisher einzigen mikrobiologischen Untersuchungen in diesem Meeresgebiet
wurden ebenfalls von Mitgliedern der eigenen Arbeitsgruppe durchgefiihrt und
konzentrierten sich auf Schwefel-oxidierende Vertreter der Gattung Thioploca
(SCHMALJOHANN et al. 2001).
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2.1 Methan

Methan ist eine (unter Normaldruck und bei Temperaturen oberhalb von -164°C)
gasformige, brennbare organische Verbindung. Im Methanmolekiil ist ein zentrales
Kohlenstoffatom (C;-Verbindung) kovalent an vier in einem regelmifBigen
Tetraeder angeordnete Wasserstoffatome gebunden. Methan gehort damit zur
Gruppe der Kohlenwasserstoffe (CHRISTEN 1984).

Es wird in der Regel beim anaeroben mikrobiellen Abbau organischer Substanz
gebildet (biogenes Methan). Hierbei wird das organische Material an anoxischen
Standorten zunédchst iiber mehrere Zwischenstufen zu Actetat, Kohlendioxid und
molekularem Wasserstoff vergoren. Im letzten Schritt des biologischen Abbaus
bilden dann bestimmte Gruppen anaerober Archaea (Methanogene) aus diesen
Produkten Methan (SCHLEGEL 1992, MADIGAN et al. 2001).

Unter den besonderen Bedingungen, wie sie im Untergrund heiller Hydro-
thermalsysteme herrschen, kann es jedoch auch zu einer abiogenen Methanbildung
kommen (abiogenes Methan, s. Kap. 3.2, S.13). Insofern stiinden die Methan-
verwertenden Prokaryoten hier aus Okologischer Sicht auf einer Stufe mit den
chemolithoautotrophen = Produzenten.  Aufgrund der hohen biologischen
Produktivitit an vielen Hydrothermal-Standorten kommen jedoch noch weitere
Quellen fiir das hier nachweisbare Methan hinzu: Dies ist zum einen die einfache
thermische Zersetzung von organischem Material (thermogenes Methan, HORITA
UND BERNDT 1999) und zum anderen die biogene Methanogenese in anoxischen
Nischen. Welchen Anteil diese unterschiedlichen Quellen an der Methanbildung
haben, hdngt von Alter und Intensitdt des Fluidaustritts sowie den geologischen
Gegebenheiten und der Besiedelung des jeweiligen Hydrothermalstandortes ab.
Obwohl ein groBer Teil des hier freigesetzten Methans bereits in den unmittelbar
beeinfluBten Wasserkdrpern biologisch oxidiert wird, ist submarine hydrothermale
Aktivitdt grundsédtzlich eine bedeutende Quelle fiir Methan in den Ozeanen.
(WELHAN AND CRAIG 1979, DE ANGELIS et al. 1993).
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2.2 Gashydrate

Gashydrate sind feste, kristalline Strukturen, die sich bei niedrigen Temperaturen
und hohem Druck aus einer Mischung von Gas und Wasser bilden. Hierbei werden
Gasmolekiile unterschiedlicher Grofie in einem Kéfig aus Wassermolekiilen
eingeschlossen (Abb. 1). Daher werden diese eisdhnlichen Verbindungen auch als
Clathrate (lat.: clatratus = Kéfig) bezeichnet. Wie bei der Eisbildung werden auch
bei der Hydratgenese Salze ausgeschlossen, so dafl die Hydratgitter weitestgehend
aus reinem SiiBwasser bestehen.

Gasmoleklle

Abbildung 1. Gashydratstruktur (nach SUESS et al. 1999).

Etwa 90 Prozent der natiirlich vorkommenden Gashydrate enthalten Methan als
zentrales Molekiil, das zu einem groflen Anteil aus dem fermentativen Abbau von
organischer Substanz stammt. Der grof3te Teil der Hydratvorkommen liegt deshalb
in den Ozeanen im Bereich der Kontinentalrinder, wo die Sedimentationsraten an
organischem Material entsprechend hoch sind. Bei ausreichend hoher
Gaskonzentration ist dort die Hydratgenese ab einer Tiefe von 500 m und einer
Umgebungstemperatur von 5°C mdglich. Treten dabei noch Schwefelwasserstoff
und Kohlendioxid hinzu, so vergroBert sich das Stabilitidtsfeld und die Hydrate
konnen auch in geringerer Tiefe und/oder bei hoheren Temperaturen stabil bleiben.



EINLEITUNG 7

Gashydrate sind in den letzten Jahren als potentiell nutzbare Energietrdger und als
moglicher Klimafaktor in den Blickpunkt der marinen Forschung und Technik
geriickt. Heutige Schitzungen gehen davon aus, daB3 54% des weltweit vorhandenen
Kohlenstoffes in Gashydraten fixiert sind. Eine Destabilisierung groBerer Teile
dieser Reservoire im Zuge der globalen Erwidrmung hitte entsprechend
schwerwiegende Konsequenzen. Durch Gashydrat-Einlagerungen verfestigte
Kontinentalhdnge wiirden nach deren Auflosung abrutschen und riesige Flutwellen
(Tsunamis) auslosen. Nicht weniger kritisch ist die Tatsache, dal das auch an
anderen Stellen freiwerdende Methan ein wesentlich hdheres Treibhauspotential
besitzt als Kohlendioxid. @Da  Gashydrate schon bei geringfiigigen
Temperaturerhohungen  destabilisiert werden, konnte eine entsprechende
Erwdrmung des Ozeans in den relevanten Gebieten einen sich selbst verstirkenden
ProzeB in Gang setzen, der zu gravierenden Klimaverdnderungen in der
Erdatmosphére fithren wiirde (KENNETT 2002).
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2.3 Mikrobhielle Methanoxidation

2.3.1 Aerobe Methanoxidation

Die biologische Oxidation von Methan im aeroben Milieu erfolgt iiberwiegend
durch methanotrophe Bakterien. Diese sind in der Lage, mit Methan als alleiniger
Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen (HANSON AND HANSON 1996). Bei allen
bisher isolierten methanotrophen Bakterien handelt es sich um strikt aerobe, Gram-
negative Eubakterien, die sich auf einfachen Mineralmedien in einer mit Methan
angereicherten Atmosphére kultivieren lassen. Die Methanotrophen und ihr
Stoffwechsel sind schon ldnger Gegenstand mikrobiologischer Untersuchungen
(WHITTENBURY et al. 1970). Ihre phylogenetischen Beziehungen wurden jedoch in
den letzten Jahren auf der Basis neuer molekulargentischer Untersuchungsmethoden
wiederholt revidiert (BOWMAN et al. 1991, BOWMAN et al. 1993, BOWMAN et al.
1995).

Anhand ihrer physiologischen und morphologischen Eigenschaften unterscheidet
man heute im wesentlichen 6 Haupt-Gattungen, die ihrerseits in drei Gro3gruppen
eingeteilt werden (MURRELL AND HOLMES 1995):

Die Typ I Methanotrophen, mit den Gattungen Methylomonas, Methylobacter und
Methylomicrobium, gehdéren zu den Gammaproteobakterien. Diese Bakterien
enthalten  intracytoplasmatische = Membranstapel und  assimilieren  das
Stoffwechselintermediat Formaldehyd auf dem Ribulose-Monophosphat-Weg
(RuMP). Die Typ II Methanotrophen, mit den Gattungen Methylosinus und
Methylocystis, werden den Alphaproteobakterien zugeordnet. Ihre intracyto-
plasmatischen Membranen sind entlang der Zellperipherie angeordnet und die
Formaldehyd-Fixierung erfolgt auf dem Serin-Weg. Bei der dritten Gruppe, den
sogenannten Typ X Methanotrophen, mit der Gattung Methylococcus, handelt es
sich ebenfalls um Gammaproteobakterien. In Bezug auf ihre anderen Merkmale
weisen sie jedoch sowohl Charakteristika von Typ I als auch von Typ II
Methanotrophen auf (Tab. 1).

Mit Methylococcus verwandt ist die Gattung Methylcaldum (BODROSSY et al. 1997).
Die Wachstums-Optima der beschriebenen Methylocaldum-Arten liegen wie auch
bei Methylococcus capsulatus mit iiber 40°C in Temperatur-Bereichen, wie sie auch
innerhalb hydrothermaler Gradienten auftreten. Anders als Methylococcus verfiigt
Methylocaldum jedoch nicht iiber eine freie Methan-Monooxygenase (s. S. 9) und

kann Formaldehyd sowohl auf dem RuMP- als auch auf dem Serin-Weg fixieren.
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Bei den bisher von Hydrothermalstandorten isolierten Methan-oxidierenden
Bakterien handelt es sich ihrer phénotypischen Charakterisierung zu Folge um Typ I
Methanotrophe (JANNASCH AND TAYLOR 1984, JANNASCH AND MOTTL 1985). Auch
die bekannten methanotrophen Endosymbionten gehdren zu diesem Typ (DISTEL
AND CAVANAUGH 1994, POND et al. 1998).

Tabelle 1. Charakteristika aerober Methan-oxidierender Bakterien
(verdndert nach MURREL AND HOLMES 1995)

(Membran-) Typ: Typ | Typ Il
Gruppe: Gammaproteobacteria Alphaproteobacteria
Formaldehyd- Ribulosemonophosphat-Weg Serin-Weg
Fixierung:
Gattungen: Methylobacter Methylococcus Methylosinus
Methylomicrobium Methylocystis
Methylomonas

pMMO
Enzym-Typen: pMMO &

sMMO

Der erste Schritt im aeroben ProzeB der bakteriellen Methanoxidation wird durch
das Enzym Methan-Monooxygenase katalysiert. Alle Methanotrophen verfiigen iiber
eine membrangebundene partikulire Methan-Monooxygenase (particulate methane
monooxygenase = pMMO) fiir deren Funktion ausreichende Konzentrationen an
Kupfer von essentieller Bedeutung sind. Nur Typ II Methanotrophe und
Methylococcus-Arten konnen bei Kupfer-Limitation eine freie (l6sliche) Methan-
Monooxygenase (soluable methane monooxygenase = sMMO) exprimieren, die
ithnen das Wachstum auch unter diesen Bedingungen ermdglicht (MURRELL AND
HOLMES 1995).

2.3.2 Anaerobe Methanoxidation

Die biologische Oxidation von Methan unter anaeroben Bedingungen wird nach
heutigem Kenntnisstand von mikrobiellen Konsortien geleistet. In dieser syntrophen
Gemeinschaft leben revers arbeitende methanogene Archaea zusammen mit Sulfat-
reduzierenden Bakterien (SRB). Die eigentliche Methanoxidation, bei der die
Archaea das Methan mit Wasser zu CO, und Wasserstoff umsetzen, wird dadurch
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angetrieben, dafl der dabei entstehende Wasserstoff von Sulfatreduzierern sofort zur
Umsetzung von Sulfat zu Sulfid und Wasser verwendet wird. Somit ist das
chemische Gleichgewicht zu Ungunsten der unter anderen Bedingungen
stattfindenden Methanogenese verschoben (DELONG 2000).

Nachdem Geochemiker und Mikrobiologen schon frither, aufgrund gegenldufiger
Profile der Sulfat- und Methankonzentrationen in anoxischen marinen Sedimenten,
eine rdumliche Koppelung von Methanoxidation und Sulfatreduktion postuliert
hatten (IVERSEN AND JORGENSEN 1985, HOEHLER et al. 1994), gelang im Jahr 2000
(BOETIUS et al. 2000) zum ersten Mal der optische Nachweis von Konsortien der fiir
diese Prozesse verantwortlichen Mikroorganismen. In Sedimentproben vom Hydrate
Ridge vor Oregon wurden mit Hilfe fluoreszenzmarkierter gruppenspezifischer
Gensonden kugelformige Aggregate sichtbar gemacht, in denen durchschnittlich
100 coccoide Archaea von ca. 200 ebenfalls coccoiden Sulfat-reduzierenden
Bakterien umgeben waren. Ahnlich strukturierte Konsortien in Verbindung mit der
anaeroben Oxidation von Methan wurden in der Folgezeit an anderen Standorten
gefunden (ORPHAN et al. 2001, ORPHAN et al. 2002).

Da sich die an der anaeroben Methanoxidation beteiligten Organismen bis zum
jetzigen Zeitpunkt noch einer Kultivierung entziehen, wurde der Beweis, dal}
tatsdchlich den methanogenen Archaea nahestehende Gruppen am anaeroben
Methanumsatz beteiligt sind, bislang nur indirekt gefiihrt. Dieser beruht auf der
Erkenntnis, dal die biologische Oxidation von Methan mit einer
Isotopenfraktionierung einhergeht, bei der das leichtere Isotop '“CH4 gegeniiber
dem schwereren 13CH4 bevorzugt oxidiert wird. Die von den methanoxidierenden
Prokaryoten gebildete Biomasse weist demzufolge niedrigere '*CH; zu '*CHy
Verhéltnisse auf, als das im umgebenden Medium geloste Methan (ALPERIN AND
REEBURGH 1988, BURNS 1998, JAHNKE et al. 1999). Solche erniedrigten 53C-Werte
lieBen sich nun auch in fiir Archaea charakteristischen Lipid-Biomarkern
(Archaeolen) an den entsprechenden Standorten nachweisen (ELVERT et al. 2000,
PancosT et al. 2000). Die gleichzeitig auftretende starke Dominanz spezieller
Archaea-Gruppen (ANME-1 und 2) in den aktiven Sediment-Horizonten machte
diese zu wahrscheinlichen Kandidaten fiir den methanoxidierenden Part in der
syntrophen Gemeinschaft (HINRICHS et al. 1999, MICHAELIS et al. 2002, TESKE et
al. 2002).

Die dhnlich niedrigen 8'°C-Werte in den fiir die assoziierten SRB kennzeichnenden
Lipid-Biomarkern sprechen fiir das Vorhandensein eines bei der reversen
Methanogenese entstehenden Intermediates, das in der Folge den syntrophen
Sulfatreduzierern als Kohlenstoffquelle dient. Aktuelle Modelle favorisieren in
diesem Zusammenhang eine Reaktion, bei der die Ubertragung des Methan-
Kohlenstoffes auf Acetat bei gleichzeitiger Bildung von molekularem Wasserstoff
erfolgt (DELONG 2000, BOETIUS et al. 2000).
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Durch Laborversuche mit Konsortien in Sedimenten vom Hydrate Ridge konnte
2001 (NAUHAUS et al. 2002) schlieBlich gezeigt werden, dafl diese unter anoxischen
Bedingungen bei Oxidation definierter Mengen von Methan dquimolare Mengen an
Sulfid produzierten. Damit war nun auch ein physiologischer Beweis fiir die
Verkniipfung der beiden an der anaeroben Methanoxidation beteiligten Prozesse

erbracht.

3  Geologische und geochemische Grundlagen sowie
Charakterisierung der beprobten Standorte

3.1 Plattentektonik

Die Erde ist ein Konvektionssystem, dessen abgekiihlte und verdickte
Oberflachenschicht (Lithosphere) in Platten unterteilt ist, die sich relativ
zueinander bewegen. Die lithospherischen Platten werden dabei durch
Konvektionsbewegungen einer unter ihnen liegenden heilen fliissigen Schicht
(Asthenosphere) in Bewegung gehalten. Die Relativbewegungen, die mit
Geschwindigkeiten von 1 bis 20 cm pro Jahr erfolgen, und die daraus resultierenden
Wirkungen bezeichnet man als Plattentektonik (BURG 2003). Hierbei werden drei
Bewegungstypen unterschieden:

Divergenz = Auseinanderbewegung benachbarter Platten

Konvergenz Bewegung benachbarter Platten aufeinander zu

Blattverschiebung = Aneinander Vorbeigleiten benachbarter Platten

In Bereichen divergierender Plattengrenzen wird die Lithosphere diinner und es
kommt zu einer fortschreitenden Aufschmelzung durch das darunterliegende
fliissig-heile Gestein (Magma) der Asthenosphere. Weiteres Auseinanderweichen
filhrt schlieBlich zu einem Aufbrechen der &uBeren Schichten. Durch die
entstehenden Grében und Spalten dringt Magma empor, kiihlt ab und bildet neue
Lithosphere. Man spricht daher auch von konstruktiven Plattengrenzen. Der grof3te
Teil der divergenten Plattengrenzen liegt in den ozeanischen Becken. Thr
physiographisches Merkmal ist eine symmetrische Relieferhohung zu beiden Seiten
der talférmigen, dynamisch aktiven Spreizungszone (Rift Zone oder axiales
Rifttal). Diese ozeanischen Gebirgsriicken (z.B. Mittelatlantischer Riicken) sind
gegeniiber der benachbarten Lithosphere erhoht, weil sie stindig von noch jungem,

weniger dichten Gestein unterlagert werden.
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Die héufigste strukturelle Reaktion auf das an konvergierenden Plattengrenzen
auftretende Platzproblem ist das Abtauchen einer Platte unter die andere
(Subduktion). Der von Konvektionsstromungen im Erdinnern unterstiitzte Prozef

wird in erster Linie von zwei Kréften angetrieben:

Riickendruck = Gravimetrische Kraft, aufgrund derer eine Platte vom erhdhten

Riicken ihrer divergenten Plattengrenze wegrutscht

Plattenzug = Gravimetrische Kraft, durch die der dltere und somit dichtere
Teil einer Platte in die Asthenosphere absinkt

Da die abtauchende Platte hierbei fortwéhrend aufgeheizt und nach und nach vom
Erdinneren absorbiert wird, werden Subduktionszonen auch als destruktive
Plattengrenzen bezeichnet.

Sedimente, die in verschieden Schichten auf der subduzierenden Platte abgelagert
wurden, werden an der Plattengrenze von der iiberfahrenden Platte abgeschert und
zu einem in seiner Schichtung verformten Akkretionskeil aufgestaut. Tiefer
gelegene subduzierte Gesteinsschichten unterliegen bedingt durch zunehmenden
Druck und steigende Temperaturen einer Metamorphose (metamorphe Gesteine).

Die Konvergenz zweier ozeanischer Plattengrenzen wird oft durch die Entstehung
von Vulkanketten begleitet. Diese werden durch geschmolzenes Material der
subduzierten Platte gespeist, welches aufgrund seiner Auftriebskraft die
tiberfahrende Platte an verschiedenen Stellen durchbricht. Gleichzeitig wird hierbei
Magma an der Unterseite der Erdkruste akkumuliert. Diese Vorgéinge fiihren zur
Bildung eines magmatischen Bogens (Magmatic Arc) parallel zur konvergenten
Plattengrenze, wobei der Bogen wegen der kugelférmigen Geometrie der Platten in
Richtung zur subduzierenden Platte konvex ist. Beispiele fiir auf diese Weise
entstandene Strukturen sind die Inselbogen (Island Arcs) der Philippinen und der
Neuen Hybriden. Auf der konvexen Seite des Inselbogens befindet sich an der
Grenze zwischen abtauchender und iiberfahrender Platte eine topographische
Vertiefung (Ozeanische Rinne = Oceanic Trench). Den Bereich zwischen
ozeanischer Rinne und Inselbogen bezeichnet man als Forearc, den auf der
konkaven Seite des Inselbogens als Backarc. Beide Areale unterliegen in
Abhidngigkeit von der Dynamik der beteiligten Platten ihrerseits Kompressions-,
Extensions oder Blattverschiebungs-Deformationen, die auch dort Ausloser fiir
vulkanische und geothermische Aktivitdt sein kdnnen.



EINLEITUNG 13

3.2 Hydrothermalismus

Der groflte Teil der kontinentalen Plattengrenzen liegt in den ozeanischen Becken.
Der im Zuge der tektonischen Prozesse auftretende mechanische StreB fiihrt hier zur
Bildung von Rissen und Spalten in der Erdkruste. Durch diese Verwerfungen kann
das Meerwasser leichter in die Lithosphere vordringen und kommt auf seinem Weg
in die Tiefe zunehmend in Kontakt mit Gestein, das durch aufsteigendes Magma
erhitzt wird. Bei Temperaturen um die 60°C werden hierbei zundchst der geldste
Sauerstoff und Kalium, spiter auch Kalzium und Magnesium entfernt. Sulfat wird
zu Sulfid reduziert und vermehrt Bikarbonat zu CO; umgesetzt. AuBBerdem werden
die entstehenden Fluide zunehmend sauer. Aufgrund des hohen Druckes, der in
diesen Tiefen herrscht, liegt der Siedepunkt des Wassers erheblich hoher als unter
Normaldruck. So kénnen bei Wasser-Temperaturen um 150°C Natrium, Kalium und
Kalzium, und bei ca. 350°C auch Schwefel und Metalle, wie Kupfer, Zink, und
Eisen aus dem umgebenden Gestein gelost werden (JANNASCH AND MOTTL 1985,
www.divediscover.whoi.edu). Ferner entsteht bei diesen hohen Temperaturen und
den reduzierenden Bedingungen aus gelostem Bikarbonat Methan. Bei dieser
abiogenen Methanbildung fungieren Metallverbindungen im erhitzten Gestein als
Katalysatoren (HORITA AND BERNDT 1999, SHERWOOD LOLLAR et al. 2002).

lFeS ,Mn?*+ 0, — Feo(ouiih-:t)

Triib / ik

riibungszone ]

Kissen-Lava L 350°C \ \/__/

Krusten-Lava : . .
\ \ ‘§ Sedlmintatlon

Seewasser T ) 4
\ N ‘|I"H| %\\

Wahrend des Mischens:
Ca?'+ S0 — CaSO,
Fe® + H,S — FeS + 2H*

e e L S NN LN NI T T2
- Y, NN =2
Permeation \
ANN\S 3 20°-100°C, [\
flach 1
(10-200m) Ausfallung
FeS, FeSs
CuFeS,
tief
(2-3km)

Hydrothermal- 350°C
Wasser Isotherme

— 4

e SO "= S7| HCO5 — CO 5, CHy | Mg™ Mn™ | Ca™ |Fe™| Cu®IH" I

Abbildung 2. Hydrothermale Zirkulation an warmen und heiflen Tiefseequellen
(verdandert nach JANNASCH 1986).
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An einem bestimmten Punkt iberwiegen dann die Auftriebskriafte und die heillen,
sauren, anoxischen und mit Metallen und reduzierten Verbindungen angereicherten
hydrothermalen Fluide streben gemidll den Wegsamkeiten zuriick nach oben.
Konnen stark erhitzte Fluide relativ ungehindert bis zum Meeresboden vordringen,
kithlen sie nur wenig ab und es entstehen dort fokussierte heile Fluidaustritte (Hot
Vents, High-Temperature Vents). Bei der Vermischung mit dem (2-4°C) kalten
sauerstoffreichen Meerwasser fallen Metall-Sulfide und Kalziumsulfat aus. Bei
anhaltender hydrothermaler Aktivitédt bilden sich hieraus nach und nach Schlote, aus
denen (primdr durch Eisensulfide) schwarz gefirbte Fontdnen austreten.
Entsprechend ihrem Habitus werden solche Hydrothermalquellen als Black Smoker
bezeichnet. Die von ihnen abgesonderten ,,Rauchwolken* aus mit hydrothermalen
Fluiden angereichertem Meerwasser, die sogenannten Hydrothermal Plumes, lassen
sich noch Kilometer entfernt als Temperaturanomalien in der Wassersdule
nachweisen. Hiufiger, wenn auch weniger spektakuldr sind Hydrothermalfelder, in
denen eine unwegsame Gesteins- oder Sedimentpassage die aufsteigenden Fluide
starker abkiihlt und tliber eine groBere Austrittsfliche am Meeresboden verteilt
(diffuse Fluidaustritte). Die Temperaturen solcher schon vor dem Austritt meist
stark verdiinnter und chemisch verdnderter Fluide liegen mit 8-40°C deutlich
niedriger als die der bis zu 400°C heiflen Hot Vent - Fluide (JANNASCH AND TAYLOR
1984, MCcCOLLOM AND SHOCK 1997). Man spricht daher auch von warmen Quellen
(Warm Vents, Low-Temperature Vents ).

3.2.1 Das Nord-Fiji-Becken

Das im Siidost-Pazifik norddstlich des australischen Kontinentes gelegene Nord-
Fiji-Becken (Abb. 3) ist ein durch ozeanische Divergenz entstandenes Backarc-
Becken (PYSKLYWEC et al. 2003). Es befindet sich im Ubergangsbereich zwischen
Indo-Australischer und Pazifischer Platte und wird durch zwei Subduktionszonen
gegenldufiger Polaritdt begrenzt: Einer nach Osten unter den Inselbogen der Neuen
Hybriden (Vanuatu) abtauchenden Subduktionszone und der nach Westen
abtauchenden Tonga - Subduktionszone. Im tektonisch komplexen Backarc-Bereich
des Nord-Fiji-Beckens befinden sich mehrere aktive Spreizungszentren
(MANTOVANI et al. 2001).

Das wihrend der HYFIFLUX II - Expedition im zentralen Bereich des Beckens
beprobte Gebiet (Areal A, Abb. 3) lag im axialen Graben einer 18 km langen
Spreizungszone, die seitlich von 500 - 600 m hohen krustalen Aufwdlbungen
flankiert und im Norden von einem kollabierten ehemaligen Lava-See begrenzt
wurde. Hier traten die hydrothermalen Fluide direkt aus Spalten in dem noch jungen

basaltischen Gestein, das von einer teilweise lippigen Vent-Fauna besiedelt war (s.
Kap. 8.4, S. 64).
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Abbildung 3. Tektonische Karte des Nord-Fiji-Beckens
(verandert nach MANTOVANTI et al. 2001).
NFFZ = North Fiji fault zone.
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3.2.2 Die Bransfield StraRe

Die Bransfield Strale liegt an der Nordspitze der Antarktischen Halbinsel im
Bereich der Antarctica-Phoenix-Plattengrenze. Sie repridsentiert ein im Hinterland
des Siid-Shetland Inselbogens gelegenes Backarc-Becken auf der antarktischen
Platte (Abb. 4). Die reduzierte Subduktion der Phoenix-Platte unter die antarktische
Platte fithrt dort auch im Backarc-Bereich zu langsam voranschreitenden
Extensionsdeformationen. Der hiermit einhergehende Vulkanismus manifestiert sich
im Bereich der zentralen Bransfield StraBe in Form mehrerer vulkanischer
Strukturen (u.a. Deception Island und Hook Ridge). Aufgrund der geringen
Spreizungsraten liegt in diesem Gebiet eine durchhaltende Sedimentbedeckung vor,
die zum iiberwiegenden Teil aus vulkanischen und zum geringeren Teil aus
pelagischen Komponenten besteht (BOHRMANN et al. 1999).
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Abbildung 4. Tektonische Karte der Bransfield Strafle
(verandert nach BOHRMANN et al. 1999).
BB = Bransfield Basin, SFZ = Shackeleton Fracture zone
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Wihrend der HYDROARC - Forschungsfahrt konnten am Kraterrand vom Hook
Ridge (Abb. 4) diffuse Fluidaustritte mit Temperaturanomalien von bis zu 48°C
nachgewiesen werden. Abgesehen von einigen kleinen Pogonophoren wurden hier

jedoch keine groBeren Ansammlungen typischer Vent-Fauna gefunden.

3.3 Gashydrat-Lager und Gas-Seeps

Gashydrat-fiihrende Sedimentschichten (Gashydrat-Lager) verlaufen meist parallel
zum Meeresboden (Gashydrate s. Kap. 2.2, S. 6). Sie lassen sich durch seismische
Untersuchungen nachweisen. Kennzeichnend ist hierbei der sogenannte Bottom
Simulating Reflektor (BSR), der sich an der Unterkante des Lagers durch den
extremen Dichteunterschied zwischen dem durch Gashydrate zementierten Sediment
und Sedimentschichten mit freiem Gas im Porenraum abzeichnet (SUESS et al.
1999).

Werden Gashydrat-Lager im Zuge tektonischer Prozesse in tiefer gelegene warmere
Schichten subduziert oder durch Auffaltungsprozesse angehoben und somit
geringeren Driicken und hoheren Temperaturen ausgesetzt, werden die
Kristallstrukturen destabilisiert. Das entstehende, mit Gasen angereicherte Hydrat-
Wasser migriert dann entsprechend den Wegsamkeiten nach oben, vermischt sich
dabei zu Teilen mit dem Porenwasser des Sediments und tritt meist als diffuse
StiBwasserfahne am Meeresboden aus. Die methanreichen Fluide haben dabei
annidhernd die gleiche Temperatur wie das umgebende Meerwasser. Ihre
Austrittsstellen werden deshalb als Cold Seeps (kalte Quellen) oder Gas-Seeps
bezeichnet.

Wie an Hydrothermalquellen leben auch an Cold Seeps chemotrophe Prokaryoten,
die ihren Energiebedarf durch die Oxidation der hier austretenden Verbindungen
(Methan und Schwefelwasserstoff) decken. An einigen Standorten bilden Schwefel-
oxidierende Bakterien (Beggiatoa und/oder Thioploca) weillliche Matten. An
anderen Stellen leben thiotrophe oder methanotrophe Arten in Symbiose mit
spezialisierten Bivalvia (Calyptogena und Acharax, SuUEss et al. 1999;
Bathymodiolus, FujiwARA et al. 2000). AuBerdem findet man haufig weiBlliche
Ablagerungen von Kalziumkarbonat (Chemoherme), die allerdings iiberwiegend
anorganischen-chemischen Ursprungs sind. Sie entstehen dadurch, daB sich das im
Zuge der biologischen Methanoxidation gebildete Hydrogencarbonat mit im

Meerwasser geldsten Kalzium-Ionen verbindet.
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3.3.1 Der Makran-Akkretionskeil

Der Makran-Akkretionskeil umfafit ein Kiistengebiet im ndrdlichsten Teil des
Indischen Ozeans zwischen der Arabischen Halbinsel und Indien (Abb. 5). In
diesem Gebiet subduziert der ozeanische Teil der arabischen unter die kontinentale
eurasische Platte. Dabei wurden die 7 km maéchtigen ozeanischen Sedimente
teilweise abgeschert und zu einem bis 15 km michtigen Akkretionskeil aufgefaltet,
von dessen Fldche sich jedoch nur rund 1/5 ins arabische Meer erstreckt. Wegen der
sehr starken Sedimentzufuhr vom Kontinent fehlt hier an der Plattengrenze der
sonst morphologisch charakteristische Tiefseegraben (GREVEMEYER et al. 2000).

-A_ Subduktionszone

0° 4
@ Gas-Seeps

10°8

40°E  50° 60°  70°  80° 90°E

Abbildung 5. Tektonische Karte des Makran-Akkretionskomplexes
(verdndert nach VON RAD et al. 2000).



EINLEITUNG 19

Durch die Auffaltungsprozesse destabilisierte Gashydrate speisen an verschiedenen
Stellen der Makran-Akkretion mit Methan (und H,S) angereicherte Fluide, die
groBtenteils in diffusen Seeps, manchmal aber auch durch kleine Krater im
Sediment (Pockmarks) austreten (VON RAD et al. 2000).

Im Bereich der wihrend der Makran II - Expedition beprobten Gas-Seeps fanden
sich hdufig mit Bakterienmatten (Thioploca, SCHMALJOHANN et al. 2001) bedeckte
Flachen, jedoch keine Makrofauna.
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Material und Methoden

4  Probennahme

4.1 Wasserproben (Projekt HYFIFLUX II)

Proben aus der Wassersdule wurden mit einem Kranzwasserschopfer (KWS, FS
Sonne) gezogen, an dem zur Bestimmung von Wassertiefe, Temperatur und
Salzgehalt eine Multisonde (MS, FS Sonne) angebracht war. Hierdurch konnten
gezielt Wasserkdrper mit Temperatur- und Salzgehalts-Anomalien (Hydrothermal

Plumes) beprobt werden.

Im bodennahen Bereich wurden die Wasserproben mit Hilfe der Hydro Bottom
Station (HBS, FU Berlin) genommen. Dieser mit einer Videokamera ausgestattete
Tiefsee-Lander (Abb. 6, S. 22) verfiigte iiber eine vertikal bewegliche Lanze, an
deren Spitze ein Temperatursensor montiert war und iiber die gleichzeitig die
Probennahme erfolgte. Durch diese Konstruktion wurde eine kontrollierte
Beprobung in verschiedenen Abstinden zur Hydrothermalquelle ermoglicht.

4.2 Sedimentproben (Projekte MAKRAN Il und HYDROARC)

Sedimente wurden iiberwiegend mit einem Multicorer (MC, GEOMAR Kiel)
beprobt. Dieser Tiefsee-Lander kann zur Entnahme von 8 parallelen Sediment-
kernen mit Stechrohren bis zu 50 cm Lénge bestiickt werden. Ist das Sediment
nicht zu weich, bleibt die natiirliche Struktur und Schichtung in den Kernen relativ
gut erhalten.

Teilweise wurden auch Proben mit einem videokontrollierten TV-Greifer (TVG,
FS Sonne) gewonnen. Hierbei handelte es sich jedoch nur um Material von der
Sedimentoberfliche bzw. den obersten Schichten, da die tiefer liegenden
Sedimentschichten durch den Greifvorgang stark gestort wurden.
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MATERIAL UND METHODEN 23

5 Physikalische und chemische Parameter

5.1 Temperatur, Salzgehalt und pH-Wert

Temperatur, Salzgehalt und pH-Wert wurden direkt mit Hilfe elektronischer bzw.
elektrochemischer Sonden gemessen.

5.2 Schwefel-Verbindungen

Proben zur Bestimmung der Konzentrationen der verschiedenen relevanten
Schwefel-Verbindungen (Sulfid, Sulfat, Thiosulphat und Elementarschwefel)
wurden an Bord zunidchst extrahiert und fixiert. Die eigentlichen
Konzentrationsmessungen  erfolgten  nach  entsprechender  Aufbereitung
ionenchromatographisch im Heimlabor (PODGORSEK und DREWS unverdffentlicht).
Wasserproben konnten hierbei direkt fixiert und eingefroren (-18 bis -40°C)
werden. Bei Sedimentproben wurde vorher meist das Porenwasser von der
partikuldren Fraktion getrennt. So wurde fiir die Sulfid- und Thiosulfat-
Bestimmungen das Porenwasser zuerst durch Zentrifugation separiert und
anschlieBend mit Monobromobiman fixiert (NEWTON et al. 1981, FAHEY AND
NEWTON 1987). Fiir die Sulfat-Messungen wurde das Porenwasser mit Argon-Gas
aus dem Sediment gepreBt. Die Partikel wurden hierbei durch Celluloseacetat-
Filter mit 0,45 pm Porendurchmesser zuriickgehalten. Sedimentproben fiir die
Elementarschwefel-Analyse wurden hingegen direkt mit 20%iger Zinkacetat-

Losung fixiert.

Bei niedrigen pH-Werten (kleiner gleich pH 6) repridsentieren die gemessenen
Sulfid-Werte im wesentlichen den Schwefelwasserstoffgehalt, da dieser unter

sauren Bedingungen iiberwiegend in undissozierter Form vorliegt.

5.3 Nitrat

Die Konzentrationen von Nitrat wurden ebenfalls ionenchromatographisch im
Heimlabor bestimmt. Wasserproben wurden direkt bei -21°C eingefroren. Bei
Sedimentproben wurde das Porenwasser vorher abzentrifugiert.
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5.4  GelOster anorganischer Kohlenstoff

Die Konzentration an gelostem anorganischen Kohlenstoff (DIC = dissolved
inorganic carbon) im Porenwasser frischer Sedimentproben wurde aus den Werten
fiir Gesamtalkalinitit und Salzgehalt unter Einbeziehung von pH-Wert und
Temperatur ermittelt. Hierbei war es nicht notwendig die Gesamtalkalinitdt durch
Subtraktion der Borat-Alkalinitdt in Karbonat-Alkalinitdit umzurechnen, da die
Borat-Alkalinitit an den untersuchten Stationen gegen 0 tendierte. Die
Konzentrationen der verschiedenen Komponenten des Karbonatsystems wurden
letztlich mit Hilfe der von HANSSON (1973) beschriebenen Dissoziations-

konstanten bei verschiedenen Temperaturen und Salzgehalten berechnet.

5.5 Methan

Zur Bestimmung der Methankonzentrationen in Sedimentproben (MAKRAN II
und HYDROARC) wurden aus frischen Sedimentkernen mit Hilfe beschnittener
Einwegspritzen 5 ml - Unterproben genommen. Diese wurden dann in 20 ml -
Schraubdeckel-Fldschchen mit Butylgummi-Septen injiziert, die mit 5 ml
tibersdttigter Salzlosung gefiillt waren. Die Fldschchen wurden sofort verschlossen
und intensiv geschiittelt, um die mikrobielle Aktivitit zu unterbinden und
gleichzeitig das im Porenwasser geloste Methan in die Gasphase zu zwingen.
Parallelproben aus dieser Gasphase wurden anschlieBend in einem portablen
Gaschromatographen (Marine Biological Association of the UK, Plymouth, UK)
auf ihren Methangehalt untersucht. Der Gaschromatograph war mit einem Figaro
TGS711 Solid State Detektor (Figaro, Japan) und einer 2 m langen mit 13X
Molecular Sieve gepackten Sdule ausgestattet. Als Tridgergas diente Stickstoff bei
einem Durchlauf von 3 bis 6 ml min'. Zur Regeneration wurde zusitzlich
Sauerstoff (0,25 bis 0,5 ml min') am Detektor vorbeigeleitet.

Die Methankonzentrationen in den wéhrend der HYFIFLUX II - Fahrt bearbeiteten
Wasserproben wurden durch die Arbeitsgruppe von RICHARD SEIFERT
(Universitdt Hamburg) ebenfalls gaschromatographisch bestimmt.
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6 Mikrobiologische Parameter

6.1 Gesamtbakterienzahl und mittleres Biovolumen

Zur Ermittlung der Gesamtbakterienzahl (nur Wasserproben) wurden zundchst 100
ml Probe mit Borax-gepuffertem Formalin fixiert (2% Formaldehyd
Endkonzentration).  AnschlieBend wurden Unterproben auf geschwérzte
Polycarbonat-Filter mit 0,2 um Porendurchmesser (Fa. Poretics) filtriert und 5 min
mit 0,03 % w/v Acridine Orange - Losung gefdrbt (HOBBIE et al. 1977). Die Filter
wurden auf Objekttrigern in Immersionsdl (Typ A, Fa. Cargille) eingebettet,
anschlieend bei -18°C tiefgefroren und innerhalb von 3 Wochen ausgezihlt
(TURLEY & HUGHES 1992). Die mikroskopische Analyse erfolgte mit einem Zeiss
Axioplan Fluoreszenzmikroskop (Blau-Filtersatz 450 - 490 nm, 100er Neofluar
Objektiv, 10er Okular). Zur Auszdhlung wurde ein New Porton G12 Raster (Fa.
Graticules Ltd.) verwendet. Es wurden jeweils 20 Raster, mindestens aber 400
Zellen ausgezidhlt und zur Berechnung des mittleren Biovolumens jeweils 50 Zellen

pro Probe vermessen.

6.2 Bakterielle Sekundarproduktion

Die Sekundirproduktion der heterotrophen Bakterien (nur Wasserproben) wurde
anhand der Inkorporation von *H-Leucin bestimmt (FUHRMAN AND AZAM 1982).
Die verwendeten Endkonzentrationen lagen fiir L-[4,5-3H]-Leucin (Fa.
Amersham), nach Verdiinnung mit unmarkiertem Leucin, bei 100 - 110 nmol/l. Es
wurden je 3 Parallelen und ein mit Formalin fixierter Blindwert angesetzt (1%
Formaldehyd Endkonzentration). Die Inkubation erfolgte im Labor bei in situ -
Temperatur fiir 60 min (bei Wassertemperaturen iiber 10°C) bzw. 120 min (bei
Wassertemperaturen unter 10°C) und wurde mit Formalin abgestoppt.
AnschlieBend wurden die Ansdtze durch Polycarbonat-Filter mit 0,2 pm
Porendurchmesser (Fa. Poretics) filtriert und diese 10mal mit je 1 ml 5-
prozentiger eiskalter Trichloressigsdure (Fa. Fluka) gespiilt. Schlielich folgte die
Uberfithrung der Filter in Lumagel Scintillations-Cocktail (Fa. Baker) und die
Messung mit einem Tri Carb 2100 TR Scintillationszdhler der Firma Packard. Zur
Umrechnung des inkorporierten radioaktiven Materials 1in  bakterielle
Sekundirproduktion  wurden  empirisch  gewonnene  Konversionsfaktoren
herangezogen (SIMON und AzAM 1989).
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6.3 Methan-Oxidation und -Inkorporation

6.3.1 Methode

Die Bestimmung des Methanumsatzes durch aerobe oder anaerobe Prozesse erfolgte
ebenfalls radiochemisch unter Verwendung von '‘C-markiertem Methan als
Substrat.

Radioaktiv markiertes Methan wurde mit Hilfe methanogener Archaea
(Methanobacterium thermoautotrophicum) gewonnen, welche das Gas aus H'*CO3
und H, synthetisieren. Nach HARDER (1997) von 4CO befreites '*CH4 wurde von
T. BURK (Forschungs- und Technologie-Zentrum, Biisum) zur Verfiigung gestellt.

6.3.2  Durchfihrung

Wasserproben wurden unmittelbar nach der Probennahme in 5 gasdichte 100 ml
Krimp-Flaschen (Fa. Alltech) gefiillt und luftblasenfrei verschlossen. AnschlieBend
wurde eine bekannte Menge von in sterilem Wasser gelostem '*CH, durch ein
Septum im Krimp-VerschluB} injiziert. Zur Ermittlung und Kontrolle der zugesetzten
Aktivitdit wurden in regelmédfligen Abstdnden (insbesondere zu Beginn und gegen
Ende des Injektionsvorganges) zusétzlich 2 x 100 pl Tracerlésung in mit 5 ml 1IN
NaOH teilbefiillte 16 ml - Kontrollrohrchen gegeben. Nach intensivem Schiitteln
wurden die Ansédtze bei den entsprechenden in situ - Temperaturen im Dunkeln
liegend inkubiert. Eine von Beginn an mit 100 ul 10N NaOH versetzte Blindprobe
wurde den gleichen Bedingungen unterworfen. Die anderen 4 Parallel-Ansitze
wurden jeweils nach 4, 8, 16 und 24 h ebenfalls durch Zugabe von NaOH
abgestoppt.

Zur Bestimmung des zu '*CO, oxidierten Anteils am '*C markierten Methan wurden
die abgestoppten Ansitze in 250 ml - Schott-Flaschen iiberfiihrt, welche mit einem
Gummistopfen gasdicht verschlossen werden konnten. Das durch Zugabe von 300
ul 10N H,SO, ausgetriebene '*CO, wurde in mit 200 pl Ethanolamin getrinkten
Filterpapierstreifen aufgefangen. Die Streifen wurden hierbei in offenen, mit einem
Bindfaden versehenen, 5 ml - Scintillations-Vials (Fa. Packard) in die Schott-
Flaschen eingehdngt und nach 24stiindigem Ausgasen mit diesen entnommen.
AnschlieBend wurden die Vials verschlossen und bei 4°C an Bord zwischengelagert.
Im Isotopenlabor des Instituts wurden spdter jeweils 1 ml Ethanol als
Losungsvermittler und dann 4,5 ml Scintillations-Cocktail (Lumagel, Fa. Packard)
hinzugegeben.

Zur Bestimmung des aus dem markierten Methan in die Zellsubstanz inkorporierten

"“C wurde der in den Schott-Flaschen verbliebene Ansatz nun durch 0,2 pum
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Cellulose-Acetat-Filter filtriert. Die Filter wurden anschlieend in geschlossenen
5 ml - Scintillations-Vials bei 40°C getrocknet und danach bei Raumtemperatur an
Bord zwischengelagert. Im Isotopenlabor des Instituts wurden die Filter spiter in
jeweils 4,5 ml Scintillations-Cocktail (Lumagel, Fa. Packard) liber 24 h aufgeldst.

Aus mit dem Multicorer genommenen Sedimentproben wurden aus den oberen
20 cm mit Hilfe von Plexiglasrohren (& 24 mm) parallele Unterproben gestochen.
Diese Rohre verfiigten in 1 cm - Abstdnden iiber seitliche Injektionsports und
wurden unmittelbar nach der Probennahme mit Butylgummi-Stopfen gasdicht
verschlossen. Durch jeden der ebenfalls silikonversiegelten Ports wurde nun eine
Gasmischung aus 0,2% '*C-Methan (spezifische Aktivitit 27,7 pCi pmol™) in
Wasserstoff injiziert. Die so pridparierten Sedimentkerne wurden dann fiir 12 h bei
in situ - Temperatur im Dunkeln inkubiert. Um ein Eindringen von Sauerstoff zu
verhindern, wurden die Rohre wihrend der Inkubation unter Stickstoff gelagert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Sediment schrittweise aus dem
Plexiglasrohr geschoben und in lcm dicke Scheiben geschnitten. Diese wurden
sofort in 20 ml 1IN NaOH fixiert, geschiittelt und an Bord bei 4°C zwischen-
gelagert.

Im Isotopenlabor des Instituts wurde das Sediment zur Austreibung des zu '*CO,
oxidierten Anteils an markiertem Methan ("*CO,0x) angesduert und die
resultierende Gasmenge in Ethanolamin aufgefangen (s. Bearbeitung der
Wasserproben S. 26). Danach wurden jeweils 1 ml Ethanol als Losungsvermittler
und 4,5 ml Scintillations-Cocktail (Lumagel, Fa. Packard) hinzugegeben.

Zur Bestimmung des in die Biomasse inkorporierten '*C - Anteils an markiertem
Methan ('*C ink) wurden das nun CO,- und Karbonat-freie Sediment getrocknet und
in einem Mdrser zerkleinert. Hiervon wurden 150 mg Aliquots mit Zellulosepulver
zu Pellets gepreBt und in einem OX500 Biological Oxidizer (Fa. Zinsser Analytic)
verbrannt. Das dabei entstandene 14C02 wurde in einer 3:7 Mischung aus Packard
Carbo Sorb E und Packard Permafluor V aufgefangen.

Die Menge an radioaktiven Zerfillen wurde mit einem Tri Carb 2100 TR
Scintillationszihler der Firma Packard bestimmt.

6.3.3  Bestimmung der zugesetzten Aktivitat

Hierzu wurde die Gasphase der wéihrend des Injektionsvorganges mit Tracerlosung
beschickten Kontrollrdhrchen auf Methangehalt und Radioaktivitdt untersucht. Dies
geschah mit Hilfe eines fiir diese Zwecke modifizierten Gaschromatographen (Fa.
Packard). Dabei wurden aus jedem Rohrchen 3 Parallelen von je 200 pl Gas in das
Gerdt injiziert. Dort wurde die Methankonzentration durch einen Flammen-
ionisationsdetektor analysiert, der das Methan zu 14C02 verbrannte. Dies wurde nun
durch 3 nacheinander geschaltete GefdBle mit je 10 ml CO,-Absorber (1,25 ml
Ethanolamin und 8,75 ml Ethylenglykol-Monomethylether) geleitet, in welchen das
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markierte CO, quantitativ aufgefangen wurde. Nach Zugabe von jeweils 10 ml
Lumagel Cocktail (Fa. Packard) wurde dann die Aktivitdt im Scintillationszidhler
bestimmt. AnschlieBend wurden die Werte fiir die 3 hintereinandergeschalteten
GefidBe aufaddiert und vom in den Gaschromatographen injizierten Volumen auf die

gesamte im Kontrollréhrchen vorhandene Gasmenge hochgerechnet.

6.3.4 Berechnung der Raten

Zur Berechnung des Methanumsatzes in Wasserproben wurden zunichst von den
Rohdaten die Blindwerte abgezogen. Danach konnte aus den korrigierten Werten fiir
die zu verschiedenen Zeitpunkten abgestoppten Ansidtze mittels linearer Regression
die mittlere Anzahl der radioaktiven Zerfidlle (MARZ) pro Probe und Tag ermittelt
werden. Bei bekannter in situ - Konzentration von Methan (die parallel aus
derselben Wasserprobe bestimmt werden mufl, aus der auch die Ratenmessung
erfolgt) wurden nun die Methaninkorporationsrate (MIR) und die Methan-
oxidationsrate (MOR) nach den folgenden Formeln berechnet:

_ MARZ "™C ink [dpm/d] X in situ CH, [nmol/I]
zugesetzte  Aktivitat [dpm]

MIR [nmol 1" d°']

"Cink = In die Biomasse inkorporierter '*C - Anteil an markiertem Methan

Bei der Berechnung der Methanoxidationsrate muflte noch zusitzlich die
Wiederfundrate berticksichtigt werden, die angibt wie quantitativ das markierte
Kohlendioxid ausgetrieben bzw. aufgefangen werden konnte. Zu diesem Zweck
wurde zu einer Wasserprobe eine bekannte Menge an H'*CO;™ zugegeben, nach
Ansduern als '*CO, ausgetricben und die davon aufgefangene Menge zur
urspriinglich  zugegebenen in Relation gesetzt. Hierbei ergab sich eine
Wiederfundrate von 0,9.

MARZ 'CO,ox [dpm/d] X in situ CH, [nmol/l]

MOR [nmol I'' d™'] = —— .
zugesetzte  Aktivitat [dpm] X Wiederfundrate

4C0,0x = Zu "CO, oxidierter Anteil an markiertem Methan

Aus der Addition beider Raten ergibt sich schlieBlich der Gesamtumsatz an Methan
in der jeweiligen Probe.
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Die Umsatzraten im Sediment wurden in entsprechender Weise aus den Mengen des
gebildeten 14C0, und des assimilierten 14C, der in situ - Methankonzentration sowie
der Radioaktivitédt des zugefiigten Methans berechnet.

6.4 CO,-Fixierung

Zur Bestimmung der CO,-Fixierung, die an den untersuchten Standorten primair
durch chemoautotrophe Prokaryoten erfolgt, wurden ebenfalls Radiotracer
eingesetzt (bei dieser Methode wird auBerdem das bei der Methanbildung und
Acetogenese inkorporierte CO, und auch der in chemoheterotrophen Prozessen
festgelegte Kohlenstoff miterfalit). Die Unterproben aus den Multicorer-Kernen
wurden auf die gleiche Weise bearbeitet, wie bei der Bestimmung des
Methanumsatzes im Sediment (s. Kap. 6.3.2, S. 27). Als Tracersubstanz wurden
jedoch jeweils 20 pl einer anoxischen NaH'*CO; Lésung (0.73 mmol 1''; spezifische
Aktivitit 55 mCi mmol") injiziert. Nach Inkubation und Zerteilung der Kerne
wurden die Scheiben in Zentrifugenrohrchen iiberfithrt und 30 min bei 4000 x g
zentrifugiert. Anschliefend wurde zur Entfernung von iiberschiissigem NaH'*COs
der Uberstand verworfen, das Sediment noch einmal mit autoklaviertem Seewasser
gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand erneut abgezogen. Die so bearbeiteten
Proben wurden dann iiber 48 h bei 60°C getrocknet und an Bord bei -18°C
zwischengelagert. Im Isotopenlabor des Instituts wurde das Sediment in 2 ml 0,1M
H3;PO4 resuspendiert, um eventuell noch adsorbierte oder in Karbonaten gebundene
Aktivitdt zu entfernen. Danach wurde das Material erneut iiber 48h bei 60°C
getrocknet. Die anschlieBenden Arbeitsschritte entsprechen denen, die bei
Bestimmung der Menge an inkorporiertem '*C aus markiertem Methan durchgefiihrt
wurden. Zusitzlich wurden noch die Zentrifugationsiiberstinde auf Restaktivitit
von partikuldrem oder gelostem '*C iiberpriift. Wenn eine solche gefunden wurde,
wurde sie den zugehorigen Sedimentaktivititen zugeschlagen. Die CO;-
Fixierungsrate errechnete sich schlieBlich aus dem Anteil an in die organische
Sedimentfraktion inkorporierten '*C an der am Anfang zugesetzten Menge an
NaH'"CO; bei gegebener in situ - Konzentration an geldstem anorganischen
Kohlenstoff (DIC).



30 MATERIAL UND METHODEN

7 Mikrobielle Diversitat

7.1 Rasterelektronenmikroskopie

Wasserproben wurden an Bord in 250 ml - PET-Flaschen abgefiillt, mit 5 ml 0,2 um
- filtriertem Formaldehyd (2% Endkonzetration) fixiert und kiihl gelagert.
Sedimentproben (ca. 1 ml) wurden in 9 ml sterilfiltriertem Standortwasser
aufgenommen, mit 200 pl Formaldehyd fixiert (2% Endkonzetration), vorsichtig
geschiittelt und ebenfalls kiihl gelagert.

Im Institut wurden die Proben spéter iiber eine Ethanol-Reihe und fliissiges CO;
kritisch-Punkt-getrocknet, mit Gold/Palladium besputtert und anschlieend in einem
Zeiss DSM 940 Rasterelektronenmikroskop betrachtet und photographiert.

7.2 lIsolierung methanotropher Bakterien

Zur Isolierung aerober methanotropher Bakterien wurden zunidchst Kulturen zur
Anreicherung angesetzt. Hierbei wurde fiir jede Probe ein Ansatz mit Nitrat
(NMS), einer mit Ammonium (AMS) und einer mit beiden Stickstoffquellen
(ANMS) gefahren. Zu den in sterilen gasdichten 250 ml -Glasflaschen entsprechend
angesetzten 40 ml Mineralmedium (s. Anhang Kap. 16.1, S.115) wurden an Bord 10
ml Wasserprobe (oder 0,1 - 0,5 ml Sediment) gegeben. Uber ein Septum wurden
dann 50 ml Luft aus dem Gasraum entnommen und durch 60 ml einer Mischung aus
Methan und CO, (95:5) ersetzt. Aufgrund des durch die Mehrzugabe bedingten
leichten Uberdrucks konnte sich mehr Methan in der fliissigen Phase 18sen.
Wihrend der bei 20°C durchgefiihrten Inkubation wurden die sich aufgrund
methanotropher Aktivitidt reduzierenden Methankonzentrationen durch mehrmaligen
Austausch der Gasphase wieder ausgeglichen. Positive Anreicherungen, in denen
sich eine Triibung oder Kahmhaut gebildet hatte, wurden gaschromatographisch auf
einen Methanverbrauch in ihrer Gas-Atmosphére iiberpriift.

Die eigentliche Isolierung erfolgte durch Ausplattieren auf mit 1,25% hochreinem
Agar verfestigtem Mineralmedium (s. Anhang Kap. 16.1, S. 115). Dabei wurden die
Nihrbéden mit zu verschiedenen Zeitpunkten aus den Anreicherungen
entnommenen Unterproben beimpft. Die Platten wurden dann in Anaerobentdpfen
mit einer Luft-Methan-CO,-Atmosphére (50:45:5) bei 30°C inkubiert. Nach 4-5
Tagen wurde Material von den entstandenen Kolonien auf neuen Platten
ausgestrichen. Pro Isolat wurde anschlieBend jeweils eine Parallelplatte ohne
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Methanzugabe inkubiert, um zu {iberprifen, ob es sich wirklich um ein
methanotrophes Isolat handelte.

Erfolgreich isolierte und identifizierte Methanoxidierer wurden schlieBlich in mit
Glycerin versetztem Mineralmedium bei -80°C eingefroren.

7.3 Molekularbiologische Analysen

7.3.1 Bearbeitung der Proben

Von den Wasserproben wurden zunichst Aliquots mit gleichen Wasservolumina
durch 0,2 um - Polycarbonatfilter (Fa. Poretics) filtriert und die Filter dann sofort in
sterilen Cryo-Vials (Fa. Nalgene) bei -21°C tiefgefroren. Fiir den spéteren Transport
wurden diese dann in einen mit Fliissig-Stickstoff (-196°C) befiillten Isolierbehilter
tiberfiihrt. Im Heimatlabor wurden dann die Organismen mit 1,25 ml autoklaviertem
PBS-Puffer (s. Anhang Kap. 17, S. 118) vom Filter gewaschen und in sterilen 1,5
ml - Reaktionsgefilen (Fa. Roth) 30 min mit 10.000 x g bei 4°C zentrifugiert
(Biofuge 22R, Fa. Heraeus). Danach wurde der Puffer vorsichtig abgezogen und das
entstandene Pellet in 50 pul DNA-freiem Wasser (Fa. Fluka) geldst. Erfolgte die
Extraktion nicht sofort, wurden die Reaktionsgefifle bei -21°C zwischengelagert.
Von den Sedimentproben wurde jeweils Material aus den verschiedenen
Kernhorizonten in sterile 2 ml - Reaktionsgefille (Fa. Eppendorf) iiberfiihrt und
sofort bei -21°C eingefroren. Der spitere Transport erfolgte ebenfalls in einen mit
Fliissig-Stickstoff (-196°C) befiillten Isolierbehdlter. Im Heimatlabor wurden die
Proben dann bis zur Extraktion bei -21°C gelagert.

7.3.2 DNA-Extraktion

Je nach Art und Menge des Probenmaterials wurden verschiedene Extraktions-
methoden gewihlt.

7.3.2.1 Freeze-Thaw Technik

Die Wasserproben, die im Rahmen des Projektes HYFIFLUX II genommen wurden,
waren weitgehend frei von partikulirem Material und wiesen eher geringe
Zelldichten auf. Da insbesondere bei mit der HBS gewonnenen Wasserproben
auBBerdem nur geringe Probenvolumina zur Verfiigung standen, wurde mit der
Freeze-Thaw Technik eine ressourcenschonende Extraktionsmethode gewihlt. Bei
dieser, durch mechanischen Strefl bei wiederholtem FEinfrieren und Auftauen
bedingten, Art des Zellaufschlusses kann ein verfahrensbedingter Verlust von DNA-
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Material ausgeschlossen werden. Hierbei zerstoren die beim langsamen Einfrieren
gebildeten FEiskristalle die Zellstrukturen, wahrend durch das Erhitzen DNA-
abbauende Enzyme inaktiviert und ein Teil der mit ihr assoziierten Proteine

denaturiert werden.

Die aufbereiteten Proben wurden alternierend 10 min im Wasserbad auf 65°C
erhitzt und anschlieBend 15 min bei -21°C tiefgefroren. Dieser ProzeB wurde
insgesamt Smal wiederholt (,,freeze-thaw-cycles; TSAT & OLSON 1991, LEFF et al.
1995). Vom entstandenen Zell-Lysat wurde ohne weitere Aufreinigung direkt ein
addquates Volumen in die PCR eingesetzt.

7.3.2.2 CTAB-Methode

Diese bei ZHOU et al. (1996) beschriebene Methode hat sich bei der Extraktion von
DNA aus im Sediment lebenden Prokaryoten bewdhrt und wurde daher bei der
Bearbeitung der Sedimentproben aus den Projekten MAKRAN II und HYDROARC
eingesetzt. Im Verlauf dieses Extraktionsverfahrens werden durch die Zugabe von
Hexadecyltrimethylammoniumbromid (CTAB) zum Extraktionspuffer PCR-
inhibierende Huminstoffe gebunden und entfernt.

Zunichst wurde 1 g Sediment mit 2,7 ml DNA-Extraktionspuffer und 20 pl
Proteinase-K - Losung (10 mg/ml) in sterilen 15 ml Zentrifugenrohrchen (Fa.
Corning) versetzt. Diese Ansdtze wurden dann in einem 37°C warmen Wasserbad
fiir 30 min inkubiert, wobei die Rohrchen zu Beginn und dann alle 10 min kurz

geschiittelt wurden.
DNA-Extraktionspuffer:
Tris/HC1 100 mM (pH 8,0)
Na,EDTA 100 mM (pH 8,0)
Na,HPO4 100 mM  (pH 8,0)
NacCl 1500 mM

CTAB 1 %

AnschlieBend wurden 300 pl 20%ige SDS-Losung hinzugegeben und die Ansétze
2 h bei 65°C inkubiert. Wiederum wurde zu Beginn und dann in 15 min - Intervallen
kurz geschiittelt. Nach 10miniitiger Zentrifugation bei 6000 x g wurde der
Uberstand in ein neues Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Die zuriickgebliebenen
Sediment-Pellets wurden noch zweimal mit 900 pl Extraktionspuffer und 100 pl
SDS-Losung fiir 10min wie oben beschrieben extrahiert und abzentrifugiert. Danach
wurden alle Uberstinde vereinigt und mit dem gleichen Volumen einer Mischung
aus Chloroform und Isoamylalkohol (24:1) aufgefiillt. Die entstandene Losung
wurde gevortext und zur Phasentrennung kurz zentrifugiert. Anschlieend wurde die

wisserige Phase in ein neues Zentrifugenréhrchen iiberfithrt und die DNA durch
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Zusatz von 0,6 Volumen Isopropanol ausgeféllt. Die gefidllte DNA wurde durch
20miniitige Zentrifugation bei 16.000 x g pelletiert und nach Abziehen des
Uberstandes mit 500 pl kaltem 70%igem Ethanol gewaschen, dann nochmals
zentrifugiert (10 min bei 16.000 x g), der Uberstand verworfen und das Pellet
schlieBlich in 100 pl DNA-freiem Wasser geldst.

Die auf diese Weise extrahierte DNA wurde noch zusitzlich mit dem QIAamp DNA
Mini Kit (s.u.) aufgereinigt.

7.3.2.3 QIlAamp DNA Mini Kit

Zur Gewinnung von genomischer DNA aus Anreicherungen und Isolaten (Projekt
MAKRAN 1II) sowie als zusidtzlicher Reinigungsschritt nach der CTAB-DNA-
Extraktion aus Sediment (Projekte MAKRAN II und HYDROARC) wurde ein Kit
der Firma QIAGEN eingesetzt. Nach dem auch fiir Gram-positive Bakterien
geeigneten Arbeitsprotokoll werden die Zellen zundchst chemisch und enzymatisch
aufgeschlossen und die freigesetzte DNA reversibel an eine Silica-Gel - Membran
gebunden, danach durch Waschschritte gereinigt und abschlieBend mit DNA-freiem
Wasser eluiert. Die so aufgereinigte DNA ist dann weitestgehend frei von allen
Substanzen, die bei einem Einsatz in weiteren molekulargenetischen Verfahren
storende Effekte haben konnten.
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7.3.3  Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Bei der selektiven in vitro - Vermehrung von DNA (SAIKI et al. 1988) wurden
verschiedene Polymerasen und Cycler-Programme benutzt, um fiir die
weiterfiihrenden Analysen geeignete Produkte zu erhalten.

Soweit moglich wurden die robusten und einfach zu handhabenden puRe Taq
Ready-To-Go PCR Beads der Firma Amersham Bioscience benutzt. Die
Basiskomponenten Taq-Polymerase, Desoxyribonucleosidtriphosphate (dNTPs)
sowie die Puffersubstanzen sind in einer speziellen Tridgermatrix bei
Raumtemperatur stabilisiert und werden in Form von Kiigelchen in 500 pl -
ReaktiongefdBen geliefert. Standardmifig wurden jeweils 1,25 pl Primer (10
pmol/ul), 2,5 pl Template und 20ul DNA-freies Wasser fiir eine Reaktion
hinzugegeben.

Die PCR-Reaktionsansidtze wurden mehrheitlich in einem PTC-150 Thermocycler
der Firma MJ-Research inkubiert. Zur empirischen Ermittlung der optimalen
Annealing-Temperaturen sowie bei einem Teil der Sequenzierungsreaktionen wurde
auch ein PTC-200 Gradienten-Cycler desselben Herstellers eingesetzt. Um
Volumenanderungen durch Verdunstung auszuschlieBen, wurden alle Ansdtze mit
hochreinem Mineralol (Fa. Sigma) iiberschichtet.

7.3.3.1 Standard-Amplifikation von 16S rDNA

Zielregion und Primer

Zur Amplifikation eubakterieller 16S rDNA wurden die von BODROSSY et al. (1997)
eingesetzten Primer (EUB27f und EUBI1492r) benutzt. Bei der selektiven
Vermehrung von Archaea-16S rDNA wurde das von CASAMAYOR et al. (2001)
verwendete Primer-Paar (ARC344f/ ARC915r) eingesetzt.

Nucleotidsequenzen der verwendeten Primer

Primer: Sequenz :

Eub27f 5°“-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3¢
Eub1492r 5¢-“TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3°
Arc344f 5’-ACG GGG YGC AGC AGG CGC GA-3°

Arc915r 5’-GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT-3°
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Polymerase und Reaktionskomponenten

puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads (s. Kap. 7.3.3, S. 34)

Temperatur-Zyklus

Bei der Standard-Amplifiaktion verwendetes Cycler-Programm :

Schritt : Temperatur : Dauer :

1.) Anfingliche Denaturierung 94°C 2 min 25 sec
2.) Denaturierung 94°C 35 sec

3.) Annealing Ta 25 sec

4.) Elongation 72°C Dg

5.) 29-malige Wiederholung der Schritte 2.) bis 4.)

6.) Letzte Elongation 72°C 3 min 15 sec
Primer-Paar : Annealing-Temp: (Ta): Elongations-Dauer (Dg):
Eub27f und 1492r 60°C 75 sec

Arc344fund 915r 64°C 60 sec

7.3.3.2 Reamplifikation klonierter DNA

Zielregion und Primer

Bei der Reamplifikation wurden die im Handbuch des Klonierungs-Kits (Fa.
Invitrogen) angegebenen Standard-Primer MI13f und T3r eingesetzt, deren
Komplementidrsequenzen das zu sequenzierende Insert auf dem Plasmid in geringem
Abstand flankieren. Hierdurch wird eine vollstindige Sequenzierung des Inserts
ermoglicht.

Nucleotidsequenzen der verwendeten Primer
Primer: Sequenz :

M13f 5’-GTA AAA CGA CGG CCA G-3°
T3r 5’-ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA-3°
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Polymerase und Reaktionskomponenten

puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads (s. Kap. 7.3.3, S. 34)

Temperatur-Zyklus

Um sowohl eine exakte Reamplifikation als auch eine ausreichend hohe
Produktausbeute zu gewihrleisten, wurden zwei Cycler-Programme miteinander
kombiniert. Das Erste mit einer hohen Annealing-Temperatur sicherte hierbei die
korrekte Primer-Template Hybridisierung, das Zweite mit einer niedrigeren
Annealing-Temperatur diente danach der zusidtzlichen Vermehrung der bereits
vorliegenden, korrekt amplifizierten Produkte.

Bei der Reamplifikation klonierter DNA verwendetes Cycler-Programm :

Schritt : Temperatur : Dauer :

1.) Anfingliche Denaturierung 94°C 3 min 25 sec
2.) Denaturierung 94°C 35 sec

3.) Annealing 65°C 15 sec

4.) Elongation 72°C 1 min 30 sec

5.) 12-malige Wiederholung der Schritte 2.) bis 4.)

6.) Denaturierung 94°C 35 sec
7.) Annealing 56°C 10 sec
8.) Elongation 72°C 1 min 25 sec

9.) 22-malige Wiederholung der Schritte 6.) bis 8.)
10.) Letzte Elongation 72°C 2 min 35 sec
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7.3.3.3 Amplifikation von funktionellen Genabschnitten

Zielregion und Primer

Fiir eine differenzierte genotypische Einordnung der aus den MAKRAN-Sedimenten
stammenden methanotrophen Isolate innerhalb der aeroben Methanoxidierer wurde
zusdtzlich zur 16S rDNA ein Teil des fiir die partikuldre Methan-Monooxygenase
(pMMO) codierenden Genabschnittes (pmoA) amplifiziert und sequenziert. Hierbei
wurde nach Abgleich mit Datenbankreferenzen eine Kombination aus den von
BoODROSSY et al. 1997 (pmoA189f) und COSTELLO und LIDSTROM 1999 (pmoA661r)
beschriebenen Primern gewdhlt.

Nucleotidsequenzen der verwendeten Primer :

Primer: Sequenz :

pmoA189f 5°-GGN GAC TGG GAC TTC TGG-3°
pmoA661r 5°-CCG GMG CAA CGT CYT TAC C-3¢
Polymerase

Fiir die Amplifikation der pmoA-Genabschnitte wurde der AccuPrime SuperMix II
(Fa. Invitrogen) verwendet. Hierbei handelt es sich ebenfalls um einen Prdmix von
Taq-Polymerase, dNTPs und Puffer, jedoch in fliissiger Form und nur bei -20°C
stabil. Er enthilt jedoch zusidtzlich Anti-Tag DNA Polymerase Antikdrper, welche
die Polymerase aullerhalb ihres Temperatur-Optimums inaktivieren. Dies ermdglicht
einen ,,Hot Start* und erhoht so die PCR-Spezifitit.

Reaktionskomponenten

Volumina der in einem 50 ul PCR-Ansatz eingesetzten Reaktionskomponenten :

Komponente : Hersteller : Volumen :
DNA-freies Wasser Fluka 15 ul
Primer pmoA189f (10pmol/pul) MWG Biotech 2,5 ul
Primer pmoA661f (10pmol/pl) MWG Biotech 2,5 ul
AccuPrime SuperMix II Invitrogen 25 ul

Template 5l
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Temperatur-Zyklus

Fiir die Amplifikation wurde ein Touchdown-Programm mit zusdtzlichen Zyklen bei

einer niedrigeren Annealing-Temperatur kombiniert.

Bei der Amplifikation von pmoA verwendetes Cycler-Programm :

Schritt : Temperatur : Dauer :

1.) Anfingliche Denaturierung 94°C 3 min 25 sec
2.) Denaturierung 94°C 35 sec

3.) Annealing 65°C 20 sec

4.) Elongation 68°C 1 min

5.) 9-malige Wiederholung der Schritte 2.) bis 4.) mit einer

Verringerung der Annealing-Temperatur um 0,5°C in jedem Zyklus

6.) Denaturierung 94°C 35 sec
7.) Annealing 60°C 15 sec
8.) Elongation 68°C 1 min

9.) 14-malige Wiederholung der Schritte 6.) bis 8.)

10.) Denaturierung 94°C 35 sec
11.) Annealing 57°C 10 sec
12.) Elongation 68°C Imin

13.) 9-malige Wiederholung der Schritte 10.) bis 12.)
14.) Letzte Elongation 68°C 3 min

7.3.3.4 Erstellung von 16S rDNA - Amplifikaten fir die DGGE

Zielregion und Primer

Bei der DGGE-PCR wurden von MUYZER et al. 1993 beschriebene Primer
eingesetzt. Diese binden an fiir Eubakterien konservative Sequenzbereiche eines fiir
die ribosomale 16S RNA codierenden DNA-Abschnitts (16S rDNA), welcher die
variable V3-Region einschlie8t. In das 5°-Ende des Primers Eub341f ist eine 40
Basen lange GC-Klammer integriert, so daf3 letztlich ein ca. 233 Basenpaare langer
DNA-Abschnitt amplifiziert wird.
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Nucleotidsequenzen der verwendeten Primer :

Primer: Sequenz :

Eub341f 5¢-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3°
Eub534r 5¢-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3¢
GC-Klammer :

5¢- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G -3

Polymerase

Um fiir die DGGE geeignete Amplifikate zu erhalten, wurde die Red Hot

Polymerase der Firma ABgene verwendet.

Reaktionskomponenten

In Anlehnung an Standard-Konzentrationen (ADVANCED BIOTECHNOLOGIES 1995,
BOEHRINGER  1995) wurden die Reaktionskomponenten in  folgenden
Konzentrationen eingesetzt:

Konzentrationen der in einem 50 pl PCR-Ansatz eingesetzten Reaktions-

komponenten :

Komponente : Hersteller : Endkonzentration :
DNA-freies Wasser Fluka

10 x Reaktionspuffer ABgene 10 Vol%
Magnesiumchlorid ABgene 1,5 mM
dATP ABgene 0,2 mM
dCTP ABgene 0,2 mM
dGTP ABgene 0,2 mM
dTTP ABgene 0,2 mM
Primer Eub344f-GC MWG Biotech 0,5 uM
Primer Eub534r MWG Biotech 0,5 uM
Red Hot Tag-Polymerase ABgene 0,1 u/ul

5 ul Template
dATP = 2°-Deoxy-adenosin-5‘-triphosphat dCTP = 2°-Deoxy-cytosin-5‘-triphosphat

dGTP = 2°-Deoxy-guanosin-5°‘-triphosphat dTTP = 2°-Deoxy-thymidin-5°‘-triphosphat
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Temperatur-Zyklus

Um die Bildung unerwiinschter PCR-Nebenprodukte aufgrund von falschem
Annealing der Primer zu vermeiden, wurde die Annealing-Temperatur fiir die
Primer 5°C hoher als die berechnete (T.) gewidhlt. Da bei hoherer Annealing-
Temperatur nur die Bindung der Primer an die 100% passende Template-Sequenz
ausreichend stabil ist, erhdlt das korrekte Produkt bei der exponentiell verlaufenden
PCR einen erheblichen Amplifikationsvorteil (DON et al. 1991).

Bei der DGGE-PCR verwendetes Cycler-Programm :

Schritt : Temperatur : Dauer :
7.) Anfingliche Denaturierung 94°C 2 min 25 sec
8.) Denaturierung 94°C 35 sec
9.) Annealing 60°C 25 sec
10.) Elongation 72°C 45 sec

11.) 29-malige Wiederholung der Schritte 2.) bis 4.)
12.) Letzte Elongation 72°C 3 min 15 sec

7.3.3.5 Reamplifikation von DGGE-Banden

Zielregion und Primer

Zur Reamplifikation von in denaturierenden Gradientengelen getrennten
Amplifikaten wurde ein Vorwérts-Primer verwendet, der ausschlieBlich im Bereich
der GC-Klammer optimal bindet. Durch dieses Design sollte verhindert werden, daf
eine Vervielfiltigung im Gel mitlaufender Template-Anteile die anschlieBende

Sequenzierung beeintrichtigt.
Nucleotidsequenzen der verwendeten Primer :

Primer: Sequenz :

GCO95ref 5°-GTC CCG CCG CCC CC-3¢
Eub534r 5-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3¢
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Extraktion der Amplifikate und Reamplifikation

Der die Amplifikate enthaltende Fliissiganteil wurde mittels Zentrifugation durch
ein GlasfaserflieB (Fa. Whatman) aus den ausgeschnittenen Gelfragmenten
extrahiert. Das so gewonnene Material wurde dann als Template im vorangehend
beschriebenen PCR-Protokoll eingesetzt.

7.3.4  Agarose Gel Elektrophorese

Die Kontrolle der PCR-Produkte erfolgte durch elektrophoretische Trennung in
1 bis 2%igen Midi-Agarose - Gelen (Fa. ABgene) unter Verwendung einer
horizontalen Blue Marine 100 Elektrophorese-Einheit (Fa. Serva) und 1x TBE-
Puffer (s. Anhang Kap. 17, S. 118). AnschlieBend wurde das Gel 30 min in einer
Ethidiumbromid-Losung (0,5 mg/l Endkonzentration, Fa. Sigma) gefirbt und auf
einem Transilluminator (Fa. Bachhofer) mit einer Anregung von 312 nm
ausgewertet. Die Dokumentation erfolgte mit einer Sofortbildkamera der Firma
Polaroid (Film Typ 667).

7.3.5 Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE)

Methode

Bei dieser von FISCHER und LERMAN (1979) erstmals beschriebenen molekular-
biologischen Technik werden homologe doppelstrangige DNA-Abschnitte in einer
mit einem denaturierenden Gradienten versehenen Gelmatrix in Abhidngigkeit von

ihrer Basenzusammensetzung getrennt.

In diesem Falle werden mit Hilfe der PCR erzeugte Amplifikate auf einem
Polyacrylamid-Gel aufgetragen, das einen Konzentrationsgradienten von
denaturierenden  Chemikalien enthdlt (Harnstoff und Formamid). Die
Denaturierungsbedingungen (Temperatur- und Denaturierungsgradient) werden so
gewdhlt, daBl die doppelstringigen DNA-Amplifikate wihrend der Elektrophorese
partiell in Einzelstrdnge libergehen. Die durch dieses ,,Aufschmelzen* bedingten
Konformationsidnderungen beeintrachtigen die elektrophoretische Mobilitit, so dal3
partiell weiter aufgeschmolzene DNA-Amplifikate stirker im Polyacrylamid-Gel
zuriickgehalten werden als andere. Da das Schmelzverhalten sequenzabhéngig ist,
wandern DNA-Amplifikate mit unterschiedlicher Basenzusammensetzung wihrend

der Elektrophorese auch unterschiedlich weit.
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Enthalten die denaturierten DNA-Fragmente gruppen- oder artspezifische
Sequenzen, so steht theoretisch jede im Gradientengel getrennte Bande fiir einen
entsprechenden Phylotyp. Unter optimalen Bedingungen ist eine Trennung auf
Artniveau (MUYZER et al. 1995) bis hin zur Detektion von Anderungen einzelner
Basen (FISCHER AND LERMAN 1983) mdoglich.

Das durch eine Erhohung der Temperatur oder der Konzentration der
denaturierenden Chemikalien bedingte Aufschmelzen doppelstrangiger DNA erfolgt
nicht kontinuierlich, sondern schrittweise. Hierbei unterliegen diskrete Segmente
mit einheitlichem Schmelzverhalten (Melting Domains) (MYERS et al. 1987,
ABRAMS & STANTON 1992) nacheinander der Denaturierung. Wahrend des Laufes
im Gradientengel werden die DNA-Fragmente ansteigenden denaturierenden
Bedingungen unterworfen, so dal Melting Domains mit zunehmend gréBerer
Stabilitdt zu schmelzen beginnen. DNA-Fragmente mit Lingen von mehr als 200
Basenpaaren enthalten in der Regel mehr als zwei Melting Domains. Solche
lingeren Fragmente bilden wihrend der Elektrophorese verschiedene, teilweise
aufgeschmolzene Intermediate, bevor sie in Einzelstringe zerfallen. Bei deutlich
langeren Amplifikaten nimmt die Wahrscheinlichkeit zu, da bei Amplifikaten von
verschiedenen Templates Melting Domains mit gleichem Schmelzverhalten, jedoch
an unterschiedlichen Positionen des DNA-Fragmentes auftreten. Diese Fragmente
werden daher im Gradientengel nicht mehr sauber getrennt.

Die Most Stable Region (MSR) (ABRAMS & STANTON 1992) ist die Melting Domain
mit der groBten Stabilitdt, die demzufolge auch als letzte schmilzt, bevor der DNA-
Doppelstrang in Einzelstrdange zerfillt. Da die elektrophoretische Mobilitdt der
Einzelstrange groBer ist als die des letzten Duplex-Stadiums, aus dem sie
hervorgegangen sind, laufen sie relativ schnell aus dem Gel. Demnach lassen sich
DNA-Fragmente, auch wenn sie sich in der Basenzusammensetzung ihrer MSR
unterscheiden, nicht zuverldssig im Gradientengel auftrennen. Dies ist besonders
problematisch, wenn das untersuchte DNA-Fragment nur wenige Melting Domains
enthdlt. Um auch Sequenzunterschiede in den MSRs mit der DGGE nachweisen zu
konnen, werden die aufzutrennenden DNA-Fragmente kiinstlich mit einem
mindestens 40 Basenpaare langen GC-reichen Abschnitt (GC-Clamp; MYERS et al.
1985, SHEFFIELD et al. 1989) versehen. Diese GC-Klammer wird iiblicherweise in
das 5’-Ende eines Primers integriert und verhindert aufgrund ihrer hohen
Schmelztemperatur ein vollstindiges Aufschmelzen des Amplifikates im
Gradientengel.

Modifikationen

Zur Erhohung der Trennleistung wurden Doppelgradientengele (PETRI AND IMHOFF
2001) gegossen, bei denen der Denaturierungsgradient (40-64%) mit einem

Acrylamidgradienten (6-8%) in gleicher Orientierung iiberlagert wird.
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Anwendung

Die DGGE wurde als ,Fingerprinting-Technik® fiir den ersten qualitativen
Vergleich der Struktur von Bakteriengemeinschaften aus Umweltproben mit

unterschiedlichen chemischen Randparametern eingesetzt.

Durchfihrung

Aufbau der Gradienten-Gele

Mit Hilfe eines GM-40 Gradienten-Mischers der Firma C.B.S.-Scientific wurden
Polyacrylamid-Gele mit verschiedenen linearen Denaturierungsgradienten erzeugt.
Hierzu wurden zunichst aus einer 0 und einer 100 % Denaturierungslésung (s.
Anhang Kap. 18, S. 119) 2 Losungen mit den jeweiligen Grenzkonzentrationen
angesetzt. Dann wurde die LoOsung mit der niedrigeren Konzentration an
denaturierenden Chemikalien in die linke Kammer, die mit der hoheren in die rechte
Kammer des Gradienten-Mischers gegeben. Zur Initiation der
Polymerisierungsreaktion wurden zu jeder der beiden Ldsungen 1 Vol% 10-
prozentiger Ammoniumpersulfat-Losung (Fa. Merk) und 0,05 Vol% N,N,N’,N°*-
Tetramethylethylendiamin (Fa. Merk) hinzugegeben und mit einem Magnetriihrer
gemischt. AnschlieBend wurde die Verbindung zwischen den beiden Kammern
hergestellt. Nach Offnen des Auslasses an der rechten Kammer lief das Gemisch
unter stdndigem Riihren iiber einen Kunststoffschlauch durch eine Kaniile (0,9 mm
Durchmesser) in das vorbereitete Gelplattensandwich.

Elektrophorese

Nach einer Polymerisationszeit von 60 min wurde das Gel zundchst in dem auf 60°C
geheizten Puffertank dquilibriert (0,5x TAE Puffer, s. Anhang Kap. 17, S. 118).
Dann wurden die Taschen des Gels mit einer Mischung aus 24 pl PCR-Produkt und
4 ul 6x Blue Orange Dye (Fa. Promega) befiillt. Die anschlieBende Elektrophorese
erfolgte bei 75 V in einer vertikalen Elektrophorese-Einheit DGGE 2000 der Firma
C.B.S.-Scientific iiber 17 Stunden.

Farbung und Dokumentation

Das Gel wurde 60 min in einer 1x SYBR Green - Losung gefarbt und auf einem
Transilluminator mit einer Anregung bei 312 nm (Fa. Bachhofer) ausgewertet. Der
von der Firma FMC hergestellte hochsensitive DNA-Farbstoff SYBR Green
ermoglicht hierbei auch eine Detektion sehr schwacher DNA-Banden im

Gradientengel. Die Dokumentation erfolgte mit einer Sofortbildkamera der Firma
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Polaroid (Film Typ 665). Das Negativ wurde mit einem Flachbettscanner (Fa.
Umax) eingelesen und mit einer Bildbearbeitungssoftware optisch korrigiert.

7.3.6  Klonierung

Methode

Als Klonierung bezeichnet man die in vitro Neukombination von Erbgut (DNA) und
deren Vermehrung in Wirtszellen. Hierbei wird zundchst der gewiinschte DNA-
Abschnitt in einen sich autonom replizierenden Vektor eingefiigt (Ligation) und
dieser dann in eine Wirtszelle eingeschleust (Transformation). Hier erstellt dieser
nun eine Vielzahl von Kopien seines eigenen Genoms. Bei Zellteilung der
Wirtszelle werden die replizierten Vektoren an die Tochterzellen weitergegeben.
Auf diese Weise erhédlt man eine Kolonie genetisch identischer Zellen (Klon), in der
die kiinstlich eingefiigte genetische Information um ein Vielfaches vermehrt wurde.

Die Klonierungsexperimente wurden mit dem TOPO TA Cloning Kit der Firma
Invitrogen geméB den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Die Ligation der
PCR-Amplifikate erfolgte hierbei in den Plasmid-Vektor pCR4-TOPO mit dem
anschliefend kompetente One Shot TOP10 E.coli - Zellen transformiert wurden.
Der fiir den einzufiigenden DNA-Abschnitt (Insert) vorgesehene Sequenzbereich
des Plasmid-Genoms enthdlt ein Gen, dessen Expression zum Absterben der
kompetenten E. coli fithrt. Durch eine erfolgreiche Insertion wird dieser Letalfaktor
jedoch ausgeschaltet. Ferner vermitteln die Plasmide den erfolgreich
transformierten Bakterienzellen eine Resistenz gegen die Antibiotika Kanamycin
und Ampicillin, so dal durch Ausstreichen auf mit Kanamycin versetzten LB-Agar-
Platten ausschlieBlich transformierte Zellklone mit Plasmid-Insert selektiert werden.

Anwendung

Die Klonierung wurde eingesetzt, um aus 16S rDNA - Amplifikaten Klon-
Bibliotheken zu erstellen, die (mit Einschrinkungen, s. Kap. 15.2, S. 98)
reprasentativ fiir die quantitative Zusammensetzung der Artengemeinschaften in den

Umweltproben sein sollten, aus denen sie hervorgegangen sind.

Durchfuhrung
Vom gereinigten Amplifikat (QIAquick Purification Kit, Fa. Qiagen) wurde in

Abhéngigkeit von der Produktausbeute eine entsprechende Menge zur Ligation

eingesetzt.
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StandardmaBig wurde folgender Ligationsansatz verwendet:
PCR-Produkt 3ul
Salzlosung 1 ul
DNA-freies Wasser 1 ul
Vektor pCR4-TOPO 1 ul

Die Komponenten wurden vorsichtig mit der Pipettenspitze vermischt und der
Ansatz 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 2 pl dieses
Ligationsansatzes in ein Reaktionsgefill mit kompetenten E. coli gegeben und
wiederum vorsichtig gemischt. Nach 30mintitiger Inkubation im Eisbad wurde diese
Mischung fiir 30 sec einem Hitzeschock im 42°C heiflen Wasserbad ausgesetzt und
sofort wieder 2 min auf Eis gelegt. Danach wurde zur Zellsuspension 250 pl SOC-
Medium (s. Anhang Kap. 16.2, S. 117) hinzugegeben und die Kulturen 1 h unter
geringen Schaukelbewegungen bei 37°C Brutschrank angezogen.

Nach dieser Regenerationsphase wurden je 2 mal 50 pl der unverdiinnten Kultur
und einer 1:5 Verdiinnung auf vorgewdrmten LB-Kanamycin-Agarplatten (s.
Anhang Kap. 16.2, S. 117) ausplattiert. Auf diese Weise sollte sichergestellt
werden, daBl nach der abschlieBenden Inkubation, insgesamt eine ausreichende
Anzahl an Kolonien (mehr als 150) in geeigneter Dichte zur Verfiigung stand.

Die so beimpften Platten wurden bei 37°C bis zu 20 h bzw. bis zum Erreichen einer
fiir das Picken geeigneten Koloniegrofle inkubiert. Soweit moglich wurden nach
Ende der Inkubation von allen Platten insgesamt 100 reprdsentative Klone gepickt.
Hierzu wurde jeweils mit einer sterilen Pipettenspitze (100 pl) vorsichtig etwas
Zellmaterial abgehoben und in einem sterilen Reaktionsgefill mit 50 ul DNA-freiem
Wasser suspendiert. AbschlieBend wurden diese Zellsuspension in einem
Thermocycler 10 min bei 94°C erhitzt, um die Abtotung der genetisch verdnderten
Bakterien durch Lyse zu gewéhrleisten und DNA-spaltende Enzyme zu inaktivieren.
Das entstandene Zell-Lysat wurde bis zur weiteren Verwendung bei -21°C

tiefgefroren.

7.3.7 Sequenzierung

Methode

Die Sequenzierungsreaktion erfolgte durch Cycle-Sequencing nach der von Sanger
(1977) beschriebenen Kettenabbruch-Methode. Bei dem PCR-dhnlichen Verfahren
werden mit Hilfe der DNA-Polymerase I und unter Einsatz nur eines Primers zum

zu sequenzierenden DNA-Abschnitt komplementidre Einzelstringe verschiedener
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Lange erzeugt. Dies wird durch Zugabe einer geringen Menge farbmarkierter
Didesoxyribonucleosidtriphosphate (ddNTPs) zum Reaktionsansatz erreicht, deren
Einbau nach dem ,normaler Nucleotide (dNTPs) zum abrupten Abbruch der
Polynucleotidsynthese fiihrt. Aufgrund der Zufélligkeit dieses Einbaus erhdlt man
nach einer ausreichenden Anzahl an Reaktionszyklen eine Vielzahl von
Einzelstringen, die sich ihrer Lédnge nur um eine Base unterscheiden und am 3’-
Ende jeweils ein markiertes Didesoxy-Analogon der korrespondierenden Base ihrer
Matrize tragen. Diese Einzelstringe lassen sich nun in einer denaturierenden
Gelmatrix gemdl ihrer Linge auftrennen. Bei unterschiedlicher Farbmarkierung der
ddNTPs 148t sich schlieBlich die Basensequenz direkt aus der Reihenfolge ableiten,

in der diese die Gelmatrix an einem festen Punkt passieren.

Durchfihrung

Cycle Sequencing

Bei der Sequenzierungs-Reaktion (Cycle Sequencing) eingesetzte Primer zur

Sequenzierung eubakterieller (Eub-Primer) und Archaea-16S rDNA (Arc-Primer):

Primer: Sequenz :

Eub27f 5“-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3¢
Eub358r 5¢-CTG CTG CCT CCC GTA GG -3¢
Eub341f 5¢-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3°
Eub534r 5¢-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3¢

Eub521f 5¢-GCA GCC GCG GTA ATA CG-3¢
Eub806r 5°-GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC C-3¢
Eub784f 5“GGA TTA GAT ACC CTG GTA GTC C-3¢
Eub1182r 5¢-CCT TCC TCC GGT TTA TCA C-3¢
Eubl163f 5-GTG ATA AAC CGG AGG AAG G-3¢
Eub1492r 5¢-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3°
Arc344f 5’-ACG GGG YGC AGC AGG CGC GA-3°

Arc915r

5’-GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT-3°
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Volumina der beim Cycle Sequencing eingesetzten Reaktionskomponenten :

Komponente : Hersteller : Volumen :
DNA-freies Wasser Fluka 10 pl
Sequenzierpuffer (2,5x) 6 ul
Primer (3,3 pmol/ul) MWG Biotech 1 ul
Template 1 pl
Terminationsmix Applied Biosystems 2 ul

Temperatur-Zyklus beim Cycle Sequencing :

Schritt: Temperatur: Dauer:
1.) Anfingliche Denaturierung 96°C 2 min 30 sec
2.) Denaturierung 94°C 30 sec
3.) Annealing 54°C 15 sec
4.) Elongation 60°C 4 min

5.) 99-malige Wiederholung der Schritte 2.) bis 4.)

Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte

Um eventuelle Stérungen durch noch freie markierte ddNTPs wund
Pufferkomponenten auszuschlieBen, wurden vor der anschlieBenden Elektrophorese
die Reaktionsprodukte ausgeféllt und durch Zentrifugation von den anderen
Reaktionskomponenten getrennt. Hierbei wurde zunédchst der Reaktionsansatz mit
einer Pipette unter dem Mineralol abgezogen und in ein neues 0,5 pl -
Reaktionsgefdl iiberfithrt. Die DNA-Féllung wurde dann im ersten Schritt mit 80 ul
80%igem hochreinem Ethanol bei Raumtemperatur fiir mindestens 20 min
durchgefiihrt. Nach Zentrifugation in einer auf 4°C gekiihlten Zentrifuge (Fa.
Sigma) fiir 25 min bei 10.000 x g wurde der Uberstand vorsichtig abgezogen und
250 ul 70%iges Ethanol hinzugegeben. Nach kurzem Vortexen fand ein zweiter
Zentrifugationsschritt unter gleichen Bedingungen statt, wonach erneut der
Uberstand vorsichtig entfernt wurde. Es folgte nun eine 2miniitige Trocknung bei
90°C im Thermocycler, um verbliebene Ethanolreste vollstindig zu verdunsten.
AnschlieBend wurde das gereinigte DNA-Pellet unter Vortexen in einem Gemisch
aus 25 pl Template Suppression Reagent (TSR, Fa. Applied Biosystems) und 20 pl
DNA-freiem Wasser gelost. AbschlieBend wurde diese Losung fiir 2 min auf 95°C
erhitzt, kurz herunterzentrifugiert und bis zur Elektrophorese bei -21°C eingefroren.
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Elektrophorese und Auswertung

Die elektrophoretische Auftrennung der aufgereinigten Sequenzierungsprodukte
erfolgte in einem ABI PRISM 310 Kapillar-Sequencer der Firma Applied
Biosystems. Verwendet wurde eine 66 cm lange 50 pm - Kapillare mit POP6-
Polymer. Die Laufzeit betrug bei 12.2 kV / 4,5 mA und einer Denaturierungs-
temperatur von 50°C inklusive Reinigung und Polymer-Austausch 3 h. Wéhrend der
Detektion lag am Laser eine Spannung von 9 mV an. Die Signalauswertung erfolgte
iber die vom Hersteller mitgelieferte Software und lieferte kombinierte
Chromatogramm-Sequenz-Files. Diese wurden dann mit Hilfe des Programms
Seqman II der Firma DNASTAR aligned und manuell korrigiert.

7.4 Phylogenetische Analysen

7.4.1 Datenbankvergleich

Die aus der Sequenzierung hervorgegangen Basensequenzen wurden zunédchst
online (FASTA3) mit denen aus anderen Datenbanken verglichen. Hierbei liefert die
Software als Ergebnis eine Liste der der Suchanfrage dhnlichsten Sequenzen. Bei
hinreichenden Sequenziibereinstimmungen sind so erste Zuordnungen auf Art-
(Identitdt groBer gleich 99%) oder Gattungsebene (Identitdt groBer gleich 98%)
moglich (Fox et al. 1992, HUGHES et al. 2001, HAGSTROM et al. 2002). Hieraus
abgeleitete Aussagen sind um so zuverldssiger, je ldnger die eingegebene

Sequenzinformation ist.

7.4.2  Phylogenetische Berechnungen

Zur Uberpriifung der gewonnenen 16S rDNA - Sequenzen auf PCR-Artefakte und
Sequenzierfehler wurden diese in RNA iibersetzt, mit der ARB-Software (STRUNK
et al. 1998) aligned und gegen nahestechende Referenzsequenzen sowie RNA-
Sekundérstrukturen abgeglichen. Eine erste phylogenetische Eingruppierung
erfolgte dann auf der Basis des in ARB implementierten Parsimony Algorhythmus.
Bei weiteren phylogenetischen Berechnungen wurden die Programme CLUSTALW
und CLUSTALX (THOMPSON et al. 1994 und THOMPSON et al. 1997) sowie das
PHYLIP Softwarepaket (FELSENSTEIN 1989) verwendet. Hierbei wurden
Alignments, Distanzmatrizes und Neighbor-Joining Bdume mit CLUSTALX erstellt.
Maximum Likelihood Consensus Biume hingegen wurden mit den Programmen
SEQBOOT, DNAML und CONSENSE aus dem PHYLIP Softwarepaket berechnet.
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Ergebnisse

8 Mikrobiologische und geochemische Untersuchungen
in Hydrothermalfeldern des Nord-Fiji-Beckens

8.1 Physikalische, chemische und mikrobiologische Parameter

8.1.1 Wassersaule

Bei der Erstellung von Tiefenprofilen fiir Salzgehalt und Temperatur mit Hilfe der
Multisonde (MS) wurden an verschiedenen Stationen im Areal A (MS30, MS43 und
MSS55, Abb. 7) in 1900 bis 2000 m Tiefe Wasserkorper (Anomalien) entdeckt, die
sich in ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften deutlich vom dem sie
umgebenden Tiefenwasser abhoben. Aus diesen Bereichen stammende Proben
zeigten im Vergleich mit dem Umgebungswasser ebenfalls Auffilligkeiten in den

mikrobiologischen Parametern.

Lange (173°E)
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/\ Bekannte Hot Vent - Standorte im Untersuchungsgebiet

Abbildung 7.  Stationskarte Areal A (Nord-Fiji-Becken).
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Im oberen Teil der Wassersdule (MS50, Abb. 8a) lag die Temperatur bis in 120 m
Tiefe bei 26°C, fiel dann bis in 500 m Tiefe steil bis auf 8°C ab und niherte sich
danach bis in 1500 m Tiefe der 3°C-Marke. Der Salzgehalt (Salinitdt) betrug in den
oberen 100 m 35,75, in 100 bis 200 m Tiefe 35,90, fiel dann ebenfalls relativ steil
bis in 500 m Tiefe auf 34,60 und erreichte in 700 m ein Minimum von 34,40.
Danach folgte wieder ein leichter Anstieg bis auf 34,60 in 1500 m Tiefe. Die
Gesamtbakterienzahlen lagen in Oberflichenndhe bei 210.000 Zellen pro ml, stiegen
auf ein Maximum von 260.000 in 50 m Tiefe und fielen dann bis in 100 m Tiefe
steil auf einen Wert von 180.000 Zellen pro ml. Danach sanken die Zellzahlen
kontinuierlich bis auf 3000 Zellen pro ml in 1000 m Tiefe. Die Leucin-
Inkorporation, als MaB fiir heterotrophe bakterielle Aktivitit, lag in
Oberflichennihe bei 16 pmol 1" h™ und zeigte dann, analog zu den Zellzahlen, ein
Maximum in 50 m Tiefe mit einem Produktionswert von 21 pmol 1" h™'. Danach
erfolgte, den Verldufen von Temperatur und Salzgehalt folgend, ein steiler Abfall
auf 1,3 pmol 1" h™'. Die Werte bis in 1000 m lagen nur wenig dariiber und darunter.
Im unteren Teil der Wassersdule (MS43, Abb. 8a, d und e) zeigten die Profile von
Temperatur und Salzgehalt ca. 20 m iiber Grund Anomalien im sonst
kontinuierlichen Verlauf. Hier stieg die Wassertemperatur kurzfristig um 9% von
2,2 auf 2,4°C an und der Salzgehalt sank geringfiigig von 34,63 auf 34,59; auch der
Sauerstoffgehalt des Wassers sank in dieser Zone von 4,99 auf 4,91 mg I"" und die
Methankonzentration war mit 534 gegeniiber 18 nl I"' deutlich erhoht (Abb. 9,
S. 52). Im selben Bereich wiesen auch die mikrobiellen Parameter deutliche
Maxima auf (Abb. 8a und e): Die Bakterienzahlen (90.600 zu 41.400 ml™")
verdoppelten sich und das mittlere Biovolumen (0,241 zu 0,035 upm’)
versiebenfachte sich in Richtung auf die Anomalie. Die Sekundirproduktion (5,09
zu 0,41 pmol 1" h™") war hier mehr als zehnmal so hoch wie im umgebenden

Tiefenwasser. In groferer Tiefe nahmen alle Werte dann wieder erkennbar ab.

Abbildung 8 auf Seite 51. Wassersdule mit Anomalie (Stationen 43 und 50):
Physikalische, chem. und mikrobiologische Parameter.

a)  Tiefenprofil der gesamten Wassersdule.

b) und c¢) Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen
aus der Anomalie (P2) und dem umgebenden Tiefenwasser (P1)
(Proben in Abbildungsteil e gekennzeichnet).

d) und e) AuschnittsvergroBerung des Anomalie-Bereichs
im unteren Teil der Wasserséule.
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Eine weitere Anomalie fand sich im Tiefenwasser an der Station MS55. Vergleicht
man die physikalischen und chemischen Parameter dieses Anomalie-Bereiches mit
denen der vorangehend beschriebenen Station MS43 (Abb. 9), so fillt zunichst auf,
daf} sich die MS55-Anomalie rund 50 m weiter oben in der Wassersdule befindet.
AuBerdem ist sie weniger stark ausgeprdgt: Die Wassertemperaturen stiegen hier
von 2,25 auf 2,31°C. Die Temperaturdifferenz zum Umgebungswasser betrug also
0,06°C gegeniiber 0,24°C an der Station MS43. Der Salzgehalt sank hier nur um
0,004 in Vergleich zu 0,04 und die maximale Methankonzentration war mit
225 nl I"" (10 nmol I'") nicht einmal halb so hoch wie an der Station MS43
(534 nl 1" bzw. 24 nmol I'"). Ein deutliches Sauerstoffminimum, wie es im
Anomalie-Bereich der Station MS43 auftrat, war an der Station MS55 nicht

erkennbar.
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Abbildung 9. Vergleich der Anomalien an den Stationen MS43 und MS55:
Physikalische und chemische Parameter.
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In einem zusédtzlichen Experiment wurden aus dem Anomalie-Bereich
Parallelansidtze zur Bestimmung der bakteriellen Sekundarproduktion bei in situ und
bei Oberflichentemperatur inkubiert (MS43, Abb. 10). Hierbei iibertraf die Leucin-
Inkorporation der bei Oberflaichentemperatur inkubierten Parallen mit
38 pmol I"' h! nicht nur die in situ - Temperatur - Werte (5 pmol 1" h™), sondern
war sogar deutlich hoher als der in Oberflichenndhe bestimmte Maximalwert (21
pmol I'" h'").
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Abbildung 10. Bakterielle Sekundédrproduktion in unterschiedlichen
Wasserkorpern:

Inkubationsversuche bei verschiedenen Temperaturen.

8.1.2 Bodennahe Wasserkdrper

Mit Hilfe der Hydro-Bottom-Station (HBS) wurden in kontinuierlichen vertikalen
Abstianden (0, 10, 20 und 30 cm) von einer Hydrothermalquelle (Station HBS86,
2000 m Tiefe) Wasserproben genommen, an der die Fluide durch schmale Spalten
im Basalt-Gestein austraten. Die an der HBS montierte Videokamera ermoglichte
hierbei das gezielte Auffinden eines Standortes, an dem Wéirmeschlieren im
bodennahen Wasser und eine Vent-typische Makrofauna (s. Kap. 8.4, S. 64) als

optische Indikatoren fiir eine rezente hydrothermale Aktivitit erkennbar waren.
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Unmittelbar an der Austrittsstelle waren die Konzentrationen von Sulfid (9,8
umol 1'") und Methan (10.907 nl ' bzw. 487 nmol 1I"") am héchsten und nahmen
dann mit Abstand zur Quelle kontinuierlich ab (Abb. 11). 30 cm iiber Grund betrug
die Sulfidkonzentration nur noch 1,2 pmol 1" und die Methankonzentration war auf
2080 nl I"" (93 nmol I'") abgesunken. In gleicher Weise verhielten sich die
mikrobiellen Parameter: Die Lebendzellzahlen der auto- und heterotrophen
Schwefeloxidierer sanken von Werten zwischen 470 und 430 Zellen ml™' an der
Quelle auf 180 und 130 Zellen ml"' im 30 cm Abstand (PODGORSEK et al. 2004).
Ebenso verringerten sich die Gesamtbakterienzahlen von 193.650 in Quellndhe auf
71.100 Zellen ml" in der am weitesten entfernten Probe und die Leucin-
Inkorporation von 0,30 pmol 1" h™" auf 0,05 pmol 1" h'. Insgesamt zeigten alle
Parameter innerhalb dieser relativ kurzen Distanz deutliche Verdnderungen um die
Faktoren 2 bis 8.

Das Zusatz-Experiment zur Auswirkung verschiedener Inkubationstemperaturen auf
die bakterielle Sekundarproduktion wurde auch mit ,,Quellwasser® von der Station
HBS90 durchgefiihrt (Abb. 10, S. 53). Hierbei konnte ebenfalls ein Anstieg in der
Leucin-Inkorporation von 1,1 pmol 1I"" h™ in der bei in situ - Temperatur inkubierten
(14°C) auf 3,7 pmol 1" h™ in der bei Oberfichen-Temperatur (24°C) inkubierten
Probe festgestellt werden.

Im Verhiltnis zum Anomalie-Bereich an der Station MS43 (5 pmol "' h™! bei in situ
- Temperatur) sind die heterotrophen Aktivititen in den quellnahen Bereichen
(HBS86 u. 90) jedoch deutlich geringer.
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Abbildung 11. Gradienten chemischer und mikrobiologischer Parameter
in Quellndhe (Station HBS86).
aSOB = autotrophe, hSOB = heterotrophe Schwefel-oxidierende Bakterien.
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8.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Die rasterelektronenmikroskopische Analyse der Wasserproben von der Station
MS43 zeigte neben den erhdhten Zelldichten und -Volumina noch deutliche
Unterschiede in der Morphologie zwischen den in der Anomalie und den aullerhalb
in der Wassersdule gefundenen Bakterien (Abb. 8b und c, S. 51): Wiesen die
wenigen im umgebenden Tiefenwasser aufzufindenden Zellen noch eine gewisse
Vielfalt in Bezug auf Form und GroBe auf, so fanden sich in der Anomalie nur
groBe Mengen relativ uniformer Stdbchen.

In den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen von Wasserproben aus
unmittelbarer Ndhe des Fluidaustrittes an der Station HBS90, dominierten grofe
Prokaryoten mit charakteristischen Zellformen. Unter ihnen befanden sich viele
prosthecate Zellen und Spirochaeten (Abb. 12).

Abbildung 12. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Station HBS90).

Links: Prosthecate Zelle, rechts: Spirochaete (zentral).
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8.3 Molekularbiologische und phylogenetische Analysen

8.3.1 DGGE-Diversitatsmuster

Um einen ersten Uberblick iiber die eubakterielle Gesamtdiversitit zu gewinnen,
wurden 16S rDNA - Amplifikate aus unterschiedlichen Wassertiefen und von
verschiedenen Standorten gemeinsam in einem DGGE-Gel aufgetrennt (Abb. 13
oben).

Verglich man die hierbei entstandenen Bandenmuster unter Beriicksichtigung der
jeweils gemessenen Methankonzentrationen (Abb. 13 unten) miteinander, so fiel
zundchst auf, daB} sich die Proben mit hohen Methangehalten deutlich von denen mit
niedrigen Methangehalten unterschieden. Die Muster der Proben mit niedrigen
Methanwerten, die aus verschiedenen Tiefen an den Stationen MS50, MS43 und
MS30 stammten, waren nahezu identisch und zeigten nur wenige, stark ausgeprigte
Banden. Die ebenfalls untereinander sehr dhnlichen Diversitdtsmuster der Proben
mit hohen Methanwerten, die aus einem Anomalie-Bereich (MS43) bzw. aus
unmittelbarer Ndhe verschiedener Fluidaustritte (HBS84, HBS88 und HBS90)
genommen wurden, wiesen dagegen eine Vielzahl verschieden starker Banden auf.
Das Diversitdtsmuster der Probe aus der Anomalie an der Station MS55, in der
ebenfalls erhohte Methankonzentrationen gemessen worden waren, bestand zwar
auch aus relativ vielen Banden, diese nahmen jedoch groBtenteils deutlich andere

Positionen im Gel ein als die Banden aller iibrigen Proben.

Nur ein geringer Teil der im DGGE-Gel aufgetrennten DNA-Fragmente liel sich
sequenzieren. Signifikante Ubereinstimmungen mit Datenbanksequenzen (FASTA)
gab es nur in 2 Féllen: Eine Bande aus dem Anomalie-Bereich an der Station MS55
stammender Amplifikate zeigte liber eine Sequenzlédnge von 197 Basen eine 98%ige
Ubereinstimmung mit der Sequenz des Schwefel-oxidierenden Symbionten von
Bathymodiolus thermophilus. Die zweite Bande von Amplifikaten, die aus einer
Anomalie - Probe von der Station MS43 hervorging, stimmte iiber 172 Basen zu
100% mit der Sequenz eines unkultivierten ,,Hydrocarbon Seep - Bakteriums*
iiberein.

Abbildung 13 auf Seite 59. DGGE-Bandenmuster und Methankonzentrationen

ermittelt aus Proben von verschiedenen Stationen.

A und B: Naichstdhnliche Datenbanksequenzen zu sequenzierten DGGE-Banden

(in Klammern: %-Sequenziibereinstimmung und -Lénge).
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8.3.2 Bakterielle Diversitat in Klonbibliotheken

Aufgrund der erhohten Methankonzentrationen und den Auffélligkeiten in ihren
DGGE-Diversititsmustern wurden die sich vom umgebenden Tiefenwasser
abgrenzenden Proben MS55 1929m und HBS90 zur Erstellung von 16S rDNA
Klonbibliotheken ausgewidhlt. Die resultierenden, durchschnittlich 800 Basen
langen Klonsequenzen wurden mit Hilfe des Parsimony-Algorithmus in einen Baum
mit mehr als 10000 Referenzsequenzen eingeordnet. Hierbei gingen 71 Klone von
der Station MS55 (Anomalie-Bereich in Wassersdule) und 78 Klone von der Station
HBS90 (Fluidaustritt) in die Berechnungen ein, die vielen verschiedenen
Phylotypen und Bakteriengruppen zugeordnet wurden. Im Sinne der Fragestellung
werden an dieser Stelle aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur die Anteile der
jeweils zu bestimmten Gruppen gehorigen Klone von beiden Stationen graphisch
gegeniibergestellt (Abb. 14a-c). Als Referenz fiir die Einteilung und Bezeichnung
der Gruppen diente Bergey’s ,,Taxonomic outline of the procaryotic genera®
(GARRITY et al. 2001).

Klonanteile [%]

100 75 50 25 0

Proteobacteria
Alpha
Beta
Gamma
Delta
Epsilon
nicht kultivierte

Bacteroidetes

Stamme und Klassen

Actinobacteria
Planctomycetes
Verrucomicrobia

OP8 candidate div.

B MS55 (Anomalie) B HBS90 (Fluidaustritt) 3 Firmicutes

Abbildung 14a. Prozentuale Anteile der zu verschiedenen Stimmen und Klassen
gehorenden Eubakterien-Klone (Stationen MS55 und HBS90).

Die Klonbibliotheken wurden aus eubakteriellen 16S rDNA - Amplifikaten erstellt.
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Einzelheiten zu den phylogenetischen Beziehungen relevanter Klon-Gruppen
werden im folgenden Text beschrieben.

Auffillig war zunéchst der hohe Anteil an Alphaproteobakterien in beiden Proben
(Abb. 14a), die an der Station HBS90 42% und an der Station MS55 sogar mehr als
75% aller Klone ausmachten. Bei detaillierter Betrachtung innerhalb der Gruppe der
Alphaproteobakterien (Abb. 14b) zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede
zwischen den beiden Stationen. Wihrend am Fluidaustritt der Station HBS 90 keine
Vertreter der Bradyrhizobiaceae gefunden wurden, gehorten allein 64% der
Alphaproteobakterien - Klone im Anomalie-Bereich der Station MS55 zu dieser
Familie. Die meisten dieser Klone hatten hierbei eine mehr als 99%ige
Sequenziibereinstimmung mit Bradyrhizobium elkanii. Die unter den Rhizobiales
der Familie der Methylobacteriaceae zuzurechnenden Klone waren ebenfalls auf die
Station MS55 beschriankt. Umgekehrt fanden sich nur am Fluidaustritt (HBS90)
Vertreter aus den Familien der Rhodobiaceae, Phyllobacteriaceae, Bartonellaceae
und Brucellaceae.

Klonanteile [%0]
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Rhizobiales

64 Bradyrhizobiaceae

11

Methylobacteriaceae
Rhodobiaceae

nicht kultivierte Rhizobiales
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Bartonellaceae / Brucellaceae

Rhodobacterales

Ordnungen und Familien

Caulobacterales
Rhodospirillales

Sphingomonadales

B MS55 (Anomalie) B HBS90 (Fluidaustritt)

Abbildung 14b. Prozentuale Anteile der zu verschiedenen Ordnungen und
Familien der Alphaproteobakterien gehorenden Eubakterien-
Klone (Stationen MS55 und HBS90).



62 ERGEBNISSE

Auflerdem waren hier, anders als in der Anomalie-Probe (MS55), die Ordnungen der
Rhodobacterales und Rhodospirillales stark vertreten. Hierbei standen 6 Klone
verschiedenen Roseobacter-Arten (Ordnung Rhodobacterales) nahe wund 7
Klonsequenzen bildeten innerhalb der Rhodospirillales zusammen mit einem von LI
et al. (1999) in Tiefsee-Sediment gefundenen Klon einen eigenen Subcluster. Bei
den an beiden Stationen auftretenden Sphingomonadales zeigte sich eine dhnlich
differenzierte Verteilung der Klone, wie sie sich schon innerhalb der
Alphaproteobakterien dargestellt hatte. Wahrend die Mehrheit der von der Station
HBS90 stammenden Klone der Gattung Rhizomonas nahestand, zeigte die Mehrzahl
der an der Station MS55 gefundenen Klone eine nédhere Verwandtschaft zur Gattung
Erythrobacter.

Vertreter der Beta-, Delta- und Epsilonproteobakterien waren nur direkt am
Fluidaustritt an der Station HBS90 nachweisbar (Abb. 14a, S. 60). Die hier
nachgewiesenen Betaproteobakterien - Klone clusterten dabei zusammen mit
Sequenzen unkultivierter Bakterien, die von HUGENHOLTZ et al. (1998) in einer
heilen Quelle im Yellowstone Nationalpark (USA) gefunden wurden. Unter den in
die Klasse der Deltaproteobakterien fallenden Klone standen die meisten in enger
Beziehung mit Sequenzen potentieller Sulfatreduzierer aus einer Klonbibliothek, die
RAVENSCHLAG et al. (1999) aus arktischen (Norwegen), groBtenteils anoxischen
Sedimenten erstellt hatten. Weiterhin fanden sich Klone, die unmittelbar mit den
Sulfat-reduzierenden Gattungen Desulfoarculus und Desulfacinum verwandt waren.
Die den Epsilonproteobakterien zugerechneten Klone standen iiberwiegend
unkultivierten Bakterien nahe, die von LI et al. (1999) in mit Calyptogena
besiedelten Cold Seep - Sedimenten des Nankai Tiefs (Japan) gefunden wurden.
AuBlerdem gab es Verwandtschaften zu von TESKE et al. (2002) beschriebenen
Klonen aus hydrothermal beeinfluBten Sedimenten des Guaymas Beckens sowie zu
einem Klon aus einen Sulfat-reduzierenden Konsortium (PHELPS et al. 1998). Keine
Beziehung bestand hingegen zu den von REYS