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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung von Mikroarrays

Molekularbiologische Anwendungen zur Beschreibung der bakteriellen Biodiversitit sind oftmals
von der Klassifizierung heterogener, mit PCR amplifizierter Nukleinsduren abhéngig. Diese kénnen
relativ schnell, wenn auch nicht sehr exakt mittels Temperatur- oder denaturierender Gradien-
tengelelektrophorese (T/DGGE), terminalem Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismus
(t-RFLP) oder auch Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus (SSCP) kategorisiert werden
[99]. Im Anschluss kann durch Sequenzierung noch eine Zuordnung zu taxonomischen Gruppen
erfolgen. Dies erfordert allerdings zusétzlichen Zeitaufwand, da die einzelnen Markergene zuerst
isoliert und kloniert und fiir vergleichende Studien eine grofie Anzahl Sequenzen bestimmt wer-
den miissen. Im Gegensatz zur Speziesvielfalt fiir deren Bestimmung einige hundert Sequenzen
ausreichend sind, geht man davon aus, dass fiir reproduzierbare Identifizierung der Spezieszusam-
mensetzung mehr als 10* Sequenzierungen pro Probe notwendig sind [42].

Im Vergleich dazu beschleunigt die DNS-Chip-Technologie, die v.a. durch Arbeiten der Firma Affy-
metrix (Santa Clara, USA) in den 90er Jahren eine rasante Entwicklung erfuhr, die Identifizierung
von Mikroorganismen innerhalb komplexer Proben und erlaubt daneben die parallele Detektion
verschiedener Organismen in einer Probe. Diese Methode wurde erfolgreich auf unterschiedliche
bakterielle Gruppen angewandt. Wenige bis einige hundert 16S-rRNS gerichtete Sonden erlauben
die Detektion von Enterococcus [93], Fischpathogenen [180], Cyanobakterien [28], Nitrifizierern
[79], Rhodocyclales [106] und weiteren Gruppen. Zusétzlich kénnen auch proteinkodierende Gene
zur Konstruktion von Mikroarrays und Untersuchung von Umweltproben verwendet werden
[185, 189]. In letzter Zeit wurden auch ,high-density“ 16S-rRNS Mikroarrays entwickelt, deren
Vorteil v.a. in der grofen Abdeckung aller bakterieller Gruppen liegt [39, 40, 184]. Sie sind jedoch
im Moment noch eher kritisch zu betrachten, da vor allem die Sondenevaluierung bei solch hohen
Zahlen (60 000 bis iiber 200 000 Sonden) auf einem DNS-Chip nur in einem sehr begrenzten
Rahmen durchgefiihrt werden kann.

Die Zuverlassigkeit von Mikroarrays wird durch die Anwendung des Mehrfachsondenkonzeptes
[15] stark erhoht. Dabei miissen entweder nach einem hierarchischen oder parallelen Prinzip
immer mehrere Sonden positive Signale zeigen, um einen Organismus eindeutig zu identifizieren.
So kénnen pathogene, umweltbelastende aber auch nutzbringende Bakterien in sehr kurzer
Zeit nachgewiesen werden. Dies erleichtert z.B. die Kontrolle der Wasserqualitdt aber auch die
medizinisch relevante Differenzierung phylogenetisch verwandter Mikroorganismen und vermeidet
ineffektive Therapieanséitze durch gehdufte Antibiotika-Resistenzen. Zusétzlich zum 16S-rRNS
Gen bietet sich auch noch das 23S-rRNS Gen zur Detektion verschiedener Bakterien an, v.a.
klinisch relevanter, da deren 16S-rRNS oftmals zu dhnlich ist, um eine eindeutige Unterscheidung
zu erlauben, wihrend 23S-rRNS eine grofiere interspezifische Sequenzvariabilitit aufweist [8].

Auch andere funktionelle Gene wie das Gen der partikuldren Methan-Monooxygenase (pMMO)
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konnen zur Analyse von Bakterien, in diesem Falle methanotropher, hinzugezogen werden [19].
Neben der Anwendung zur Identifizierung einzelner Mikroorganismen spielen DNS-Chips in den
unterschiedlichsten Aufgabenbereichen, wie der Genexpressionsanalyse und dem Nachweis von
Punktmutationen (SNP, Single Nucleotide Polymorphisms), eine Rolle. Mittels Genexpressions-
analyse scheint eine quantitative Aussage iiber das Expressionsniveau der Gene eines gesamten
Genoms moglich zu sein [154]. Die Detektion von Punktmutation ist durch die hohe Spezifitét

der Hybridisierung mit kurzen Oligonukleotidsonden [63] mdglich.

Im Vergleich mit konventionellen Chiphybridisierungen beruhen Biosensoren auf der direkten
rdumlichen Kopplung einer selektiven biologischen Komponente und eines physikalischen Si-
gnalumwandlers [153]. Chemische oder physikalische Verdnderungen, die bei der Hybridisierung
entstehen, werden dabei in ein elektrisches Signal umgewandelt. Dies bestimmt mafigeblich die
Sensitivitdt des Biosensors. Fiir die biologische Komponente kommen Nukleinsduren, Antikérper
und Enzyme aber auch Mikroorganismen oder ganze Zellen in Frage. Der Signalumwandler
ist meist ein optisches oder elektrochemisches System (wie z.B. potentiometrisch [179] oder
amperometrisch [27]), zusétzlich stehen noch piezoelektrische und akustische Erfassungssysteme
zur Verfiigung. Der entscheidende Vorteil von Biosensoren ist die reversible Wechselwirkung
des Analyten. Dadurch wird der Sensor regeneriert und wiederverwendbar. Im Gegensatz zu
klassischen Hybridisierungsmethoden zeichnen sich Biosensoren oftmals durch deutlich kiirzere
Messzeiten, geringere Anschaffungs- und Betriebskosten sowie einfache Handhabung aus.

DNS-Biosensoren bieten die Moglichkeit der spezifischen Hybridisierung von komplementéren
DNS-Einzelstringen. Meist werden einzelstréngige Oligonukleotidsonden auf einer Trégeroberfliche
immobilisiert und anschlieBend mit komplementéren, markierten Zielsequenzen in der Pro-
benlosung hybridisiert. Bevorzugt werden optische Signalumwandler, die auf Oberflichenplasmon-
resonanz (surface plasmon resonance, SPR) oder dem evaneszenten Feld beruhen, verwendet.
Evaneszente Felder entstehen bei totalen internen Lichtreflexionen an Grenzflichen von Medien,
die unterschiedliche Brechungsindizes aufweisen (siehe auch Kapitel 2.11 und Abbildung 1). Die
Wechselwirkung zwischen Analyt und Rezeptor kann somit bei gleichzeitigem Einsatz einer CCD-
Kamera in Realzeit studiert werden. Der entscheidende Vorteil des evaneszenten Feldes ist, dass
exponentiell zur zunehmenden Entfernung von der Chipoberfliche die Intensitét des evaneszenten
Feldes abnimmt. Dadurch werden nur Fluorophore in néchster Ndhe zum DNS-Chip angeregt.
Es wird hier noch unterschieden zwischen direkt-optischen Systemen, d.h. die Wechselwirkung
wird detektiert ohne vorherige Einfiihrung einer Markierung, bzw. Systemen, bei denen die
Anregung fluoreszenz-markierter Liganden im evaneszenten Feld genutzt wird. Die Detektion bei
direkt-optischen Systemen beruht dabei auf kleinsten Anderungen des Brechungsindex auf der
Trégeroberfliche durch die Anbindung des Analyten an die immobilisierten Zielmolekiile. Diese
Methode konnte bereits erfolgreich zur Detektion von HIV-1 Genomsequenzen [17] angewendet

werden.
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Abbildung 1: Entstehung eines evaneszenten Feldes durch Totalreflexion

eines Laserstrahles an der Grenzfldche zwischen Glas und Probenlosung.

Grundsétzlich erlaubt die Anregung fluoreszenz-markierter Molekiile jedoch eine héhere Sen-
sitivitdt im Vergleich zu direkt-optischen Systemen. Meist wird hier die Ziel-DNS fluoreszenz-
markiert und anschliefend die Anregung wihrend der Hybridisierung an die immobilisierten,
komplementéren Sondensequenzen im evaneszenten Feld gemessen. Andere Methoden, wie die
Interkalation von Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. Ethidiumbromid [83]) oder der Einsatz fluoreszenz-
markierter Sonden (,Molecular Beacons*), welche aufgrund inhibierender Sekundéarstrukturen
erst nach erfolgter Hybridisierung detektierbare Signale erzeugen [94], stehen auch zur Verfiigung.
Bei allen hier beschriebenen Verfahren wird meist Glas als Trageroberfléche fiir die immobilisier-
ten Fangmolekiile gewéhlt, da dieses kostengiinstig und den Probenlésungen gegeniiber chemisch
inert ist. Zudem zeigt es nur eine geringe Autofluoreszenz in den iiblicherweise verwendeten
Laserwellenléingen. Eine Alternative dazu bietet die sogenannte Bead Array® Technologie. Hier-
bei wird durch die Anordnung von mit Oligonukleotidsonden beschichteten Silikakiigelchen in
gedtzten Mikrokavitdten auf der sensitiven Endfléche eines faser-optischen Lichtleiterbiindels ein
,high-density“-Mikroarray hergestellt [45].

Von entscheidender Bedeutung fiir die erfolgreiche Durchfithrung eines Hybridisierungsexperi-
ments ist zudem die Anwesenheit einer ausreichenden und stabilen Menge an Fangsonden auf der
Trégeroberfliche. Die Fangsonden diirfen dabei nicht durch Waschschritte oder rigorose Reakti-
onsbedingungen von der sensitiven Oberflache gelost werden und miissen moglichst zugénglich
sein. Dies wird meist durch am 5’-Ende amino-modifizierte Oligonukleotide gewéhrleistet, die

mit Aldehyd-beschichteten Glasobjekttrigern eine kovalente Bindung eingehen kénnen [186].

Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor, entwickelt vom
Institut fiir Chemo- und Biosensorik (ICB, Miinster, D), erfolgt die Fluoreszenzdetektion iiber
die Trégeroberfliche und ein Prisma in Kombination mit einer CCD-Kamera (Charge Coupled

Device), so dass dabei simultan verschiedene Zielsequenzen nachgewiesen werden. Da die Analyse
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der Hybridisierung in Realzeit erfolgt, kann die Reaktionskinetik der Bindung (Assoziationsphase,
Gleichgewicht und Dissoziationsphase) charakterisiert werden. Anhand solcher DNS-Biosensoren
konnte ein umfassendes, theoretisches Modell dynamischer Oligonukleotidhybridisierungskinetiken
fiir Festphasenmikroarrays, z.B. mit Glas als Triagermaterial, bestétigt werden [43]. Mit Hilfe
so entstandener Hybridisierungskurven kann, zumindest in einfachen Probenmischungen, auch
eindeutig zwischen perfekt-paarenden und fehl-paarenden Oligonukleotidsonden unterschieden
werden (siche Abbildung 45 sowie [136]).

1.2 Mikrobielle Biodiversitit in Boden

Neben Luft und Wasser ist der Boden einer der wichtigsten Lebensrdume und Nahrungsgrundlage
fiir Mensch, Tier und Pflanze. Béden stellen ein grofles Reservoir industriell und medizinisch nutz-
barer Stoffe (z.B. Enzyme und Antibiotika) dar, da sie durch eine enorme mikrobielle Diversitét
gekennzeichnet sind. Auf Grund ihrer Entstehung kann man Béden grob in zwei verschiedene
Typen, mineralische und organische Boden, unterteilen. Mineralische Béden entstehen durch
die Verwitterung von Felsen und anderem anorganischen Material, wdhrend organische Béden
sich durch Sedimentationsprozesse, z.B. von totem Pflanzenmaterial, in Mooren oder Marschen
entwickeln. Boden zeigen extreme Gefélle physikochemischer Parameter, z.B. sind bereits in
einem Bodenpartikel von nur 3 mm Durchmesser stark unterschiedliche Sauerstoffkonzentrationen
nachweisbar, so dass sich abhéngig von Zeit und Respirationsrate im Inneren meist anaerobe
Bakterien und weiter aufien aerobe Bakterien befinden [112]. Durch solche Phdnomene und auch
die Bildung von Aggregaten aus Bodenpartikeln entsteht in Béden eine riesige Anzahl sogenannter
Mikrohabitate in denen die unterschiedlichsten Mikroorganismen optimale Lebensbedingungen
vorfinden (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Darstellung eines Bodenaggregats, zusammengesetzt aus organischen und

anorganischen Komponenten. Gezeigt sind auch mégliche Positionen von Bodenbakteri-
en. Durch Bodenaggregate entstehen verschiedenste Mikrohabitate innerhalb und um
solche Bodenaggregate und dem zu Folge Nischen fiir z.B. aerobe wie anaerobe Bakte-
rien. Zuséatzlich ermoglichen Gefélle von Nahrstoffen und anderer physikochemischer

Parameter die Existenz einer enormen Vielfalt an Bakterien nebeneinander.

Schitzungen gehen von Tausenden [42, 172] bis Millionen einzigartiger bakterieller Genome
pro Gramm Boden aus. Gemeinschaften von Bodenmikroorganismen zéhlen also zu den kom-
plexesten und wichtigsten Ansammlungen von Organismen in der Biosphére [90]. Sie spielen
eine wichtige Rolle in allen grofien Stoffkreislédufen, beim Abbau von organischem Material, der
Kohlenstoffspeicherung und wirken auch auf die Struktur und das Wasserriickhaltevermogen des
Bodens mit ein. Man findet Bodenbakterien vor allem an Bodenpartikel oder Wurzeloberflichen
angeheftet und eher selten in der sogenannte Bodenlosung, einem Film bestehend aus Wasser
und gelosten anorganischen Ionen, der die Bodenteilchen umgibt. Die Verfiigbarkeit von Wasser
beeinflusst die mikrobielle Aktivitét stark, da es eine hochvariable Komponente abhéingig von der
Bodenzusammensetzung, Niederschlagshiufigkeit, der Drainage sowie des Pflanzenbewuchs ist.
Zudem ist die Nahrstoffverfiigbarkeit in Boden sehr unterschiedlich. In mineralischen Boden ist
oftmals Kohlenstoff der limitierende Faktor, wihrend in landwirtschaftlich-genutzten Boden eher

Mineralstoffe wie Phosphor, Stickstoff oder Kalium limitierend auf die Fauna und Flora wirken.

Ubiquitér in fast allen Bodentypen kommen vier phylogenetische Hauptgruppen, Actinobacteria,
Acidobacteria, Verrucomicrobia, sowie Alphaproteobacteria, vor, wie vergleichende phylogenetische
Untersuchungen von 16S-rDNS Sequenzen zeigten [71]. Zusétzlich konnen noch Bacteroidetes,
Firmicutes, Chlorofiexi, Planctomycetes, andere Klassen des Phylums Proteobacteria, sowie
Archaea in 25-75% aller Studien detektiert werden [71].
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Trotz der Entwicklungen und Verbesserungen im Bereich der mikrobiellen Methoden konnten die
meisten Bodenmikroorganismen bisher nicht kultiviert werden. Unter der Annahme, dass mehr
als 99% aller natiirlich auftretenden Mikroorganismen nicht mit Standardtechniken kultiviert
werden kénnen [50, 167], gewinnt der Einsatz molekularbiologischer Methoden zur Identifizierung
der Zusammensetzung und Funktion mikrobieller Gemeinschaften zunehmend an Bedeutung. Die
Untersuchung der Bodenmikroben wendet sich immer mehr von der biochemischen und mikrobio-
logischen Bestimmung von z.B. Enzymaktivitdten oder Atmungskoeffizienten, der Bestimmung
ihrer Diversitdt und der Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft zu [34]. Angewandt
werden v.a. t-RFLP, PFLA, DGGE oder ARDRA [47, 161, 163, 183]. Zur Bestimmung der Quan-
titét einzelner Bakteriengruppen kommt hauptséchlich die sogenannte RT-PCR zum Einsatz
[44], aber auch FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung, z.B. [65, 131]) und in zunehmenden
Mass zur Funktionsbestimmung der Organismen das SIP (,,Stable Isotope Probing*“, [139]). Die
letzteren Methoden erlauben die Unterscheidung von aktiven und inaktiven Population auf Basis
der Menge an vorhandenen Ribosomen bzw. des Einbaus stabiler Isotope in die DNS. Dies ist
von Vorteil, da in Boden Zellen oftmals in einer Art ruhendem Zustand vorliegen in dem sie
metabolisch inaktiv sind. Da die Zellen jedoch intakt sind werden sie in einer DNS-Extraktion
mitlysiert und ihre DNS entsprechend amplifiziert, so dass die Ergebnisse PCR-basierender

Methoden zwar auf Anwesenheit jedoch nicht auf Aktivitdt schliessen lassen.

In den letzten Jahren riickte die Frage, ob und wie anthropogene Aktivitdten die Biodiversitét
von Mikroorganismen in Boden beeinflussen kéonnen, immer mehr in den Vordergrund. Es
konnte gezeigt werden das mikrobielle Umsetzungen in Béden wesentlich das Wachstum und die
Gesundheit von Pflanzen beeinflussen und zudem die Konzentration klimarelevanter Gase in der
Atmosphére entscheidend mitbestimmen. Mit grofler Wahrscheinlichkeit beeinflusst die Diversitét
an Bodenmikroorganismen die Funktion des Okosystems Boden sowie dessen Fihigkeit auf Stress
zu reagieren. Umgekehrt kann auch die Zugabe verschiedener Diingemittel und Pestizide oder
Schédlingsbefall die mikrobielle Gemeinschaft beeinflussen [69, 160]. Fiir Monokulturen und
landwirtschaftlich genutzte Boden konnten bereits verschiedene Faktoren bestimmt werden, die
Einfluss auf die bakterielle Gemeinschaft haben, darunter Pflanzenspezies [113, 121, 164, 182], und
Bodencharakteristika [25, 57, 74]. Andere Studien wiederum nehmen an, dass die Wichtigkeit des
Einflusses der Pflanzengemeinschaft abhéngig vom jeweiligen Bodentyp ist [5, 117]. Die Mehrheit
der Studien fiir nicht-landwirtschaftlich genutzte Boden sind auf Rhizosphirengemeinschaften (z.B.
[23, 24] oder [86]) oder Rhizoplanengemeinschaften (z.B. [116]) fokusiert, so dass der Einfluss der
Pflanzen vermutlich den Wurzelexudaten zuzuschreiben ist. Bodenmanagementmodelle kénnten
also einen starken Einfluss auf die mikrobielle Gemeinschaft ausiiben, jedoch ist der Effekt der
Vegetation bei Betrachtung verschiedener Studien nicht eindeutig nachweisbar. Beispielsweise
wurde in Studien von Kuske et al. [91], Smalla et al. [164] und Grayston et al. [61] ein starker
Einfluss der Pflanzen auf die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft beobachtet,
wahrend Gastine et al. [54] und Hedlund et al. [66] eher inkonsistente Einflussnahme von

sowohl Bodencharakteristika als auch Pflanzenspezies zeigten. Auch Nunan et al. [125] konnten
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zeigen, dass nicht die einzelne Pflanzenspezies, sondern vielmehr die Zusammensetzung der
pflanzlichen Gemeinschaft in Kombination mit anderen Faktoren, wie pH-Wert, Auswirkungen
auf die Komplexitat der bakteriellen Gemeinschaft haben. Zusétzlich konnten auch jahreszeitlich
bedingte Anderungen in der Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft beobachtet werden
[25, 62, 98]. Dessen ungeachtet ist das Zusammenspiel der verschiedenen Faktoren mit der
Diversitit und Funktion der mikrobiellen Gemeinschaften in Boden noch kaum verstanden, da
z.B. die genetischen Unterschiede von Gemeinschaften der selben Probennahmestelle oftmals
ebenso grof} sind wie im Vergleich mit einer Probennahmestelle die mehrere hundert Kilometer
entfernt liegt [32]. Dies konnte zwar durch zusétzliche lokale Eintrage oder Umverteilung von
Nahrstoffen, wie z.B. Schafurin, zu Stande kommen [143], Nunan et al. [126] konnten jedoch
zeigen, dass der Effekt von Schafurin auf die Diversitét nicht sehr grof ist, sondern eher eine
quantitative Umverteilung bereits vorhandener Bakterien bewirkt. Die Komplexitéit des Habitats
Boden bietet somit Raum fiir viele weitere Forschungsarbeiten, deren Beitridge zu einem besseren
Versténdnis der Fragestellung, welche Faktoren in welchem Ausmafl die mikrobielle Biodiversitét

in Boden beeinflussen, fithren werden.

1.3 Das Phylum Acidobacteria

Obwohl das Phylum Acidobacteria nun bereits seit einem Jahrzehnt erforscht wird, sind die
verfiigbaren Informationen eher gering. Die phylogenetische , Breite* und ,, Tiefe“ dieses Phylums
entsprechen in etwa der der Proteobakterien [71], so dass von einer ausreichenden Untersuchung
im Hinblick auf die Gesamtheit der Acidobakterien kaum die Rede sein kann. Aufgrund ihres weit
verbreiteten Vorkommens und hohen Anzahl von Sequenzen in entsprechenden Klondatenbanken
(zwischen 10 und 50%), v.a. in Boden, geht man jedoch davon aus, dass sie von grofler 6kologischer
Bedeutung sind [70, 90, 107].

Beschrieben wurden sie erstmals von Ludwig et al. [107], da durch die Anwendung des ,rRNA-
full-cycle-approaches” zur Untersuchung von Boden- und Rhizosphérenproben im Rahmen eines
Freisetzungsversuches gentechnisch veréinderter Pflanzen [13] der hohe Anteil damals unbekannter
16S-rRNS-Sequenzen auffiel. Die Prisenz der entsprechenden Organismen konnte anschlieflend
durch in situ Zellhybridisierungen verifiziert werden [13, 107]. Weitere eingehende phylogenetische
Analysen der damals aktuellsten 16S-rRNS ARB-Datenbanken wiesen auf ein vollig neues Phylum
hin, dem auch drei bereits bekannte kultivierbare Organismen (A. capsulatum, G. fermentans, H.
foetida) angehorten [107]. Urspriinglich wurde das Phylum als Holophaga/Acidobacterium-Phylum
bezeichnet, spéiter jedoch in das Phylum Acidobacteria umbenannt [53]. Die Acidobakterien
werden nach Hugenholtz et al. [71], Zimmermann et al. [193] und Barns et al. [11] in verschiedene
,subdivisions® untergliedert. Dabei entspricht eine ,,subdivision® einer Abstammungslinie die
mindestens zwei 16S-rRNS Sequenzen enthélt und sowohl reproduzierbar monophyletisch als

auch unabhéngig von anderen Reprisentanten dieses Phylums ist [71].
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Vertreter des Phylums Acidobacteria sind weit verbreitet. Entsprechende Sequenzen konnten
in vielen auf PCR-basierenden Untersuchungen identifiziert werden. Man findet sie in Boden
(landwirtschaftliche genutzten bis hin zu Wiistenbdden), Sedimenten, Belebtschlamm, Torfmooren,
aber auch in Hohlensystemen, Thermalquellen, antarktischem Seeeis, marinen Schwammen,
Tiefseesediment, vulkanischen Ascheablagerungen, in der Luft sowie in Biotopen mit erhohter
radioaktiver oder UV-Strahlung [1, 12, 22, 44, 58, 60, 67, 71, 77, 102, 146, 151, 152, 166, 178, 192].
Mittlerweile sind iiber 3200 16S-rRNS-Voll- und Partialsequenzen sowie 100 23S-rRNS-Voll- und
Partialsequenzen von Vertretern dieses Phylums verfiigbar. Allein die Préisenz solcher Sequenzen
lésst jedoch keine Riickschliisse auf die wirkliche Haufigkeit oder gar Bedeutung dieser Organismen
in ihrem jeweiligen Habitat zu. Beispielsweise kann die DNS frei vorliegen, die Zellen kénnten in
DNS-Extraktionsverfahren leichter lysieren oder eine besonders hohe Anzahl an rrn-Operons pro
Genom enthalten. Fiir ein Grasland der Landwirtschaftlichen Forschungsstation Drense A in den
Niederlanden konnte jedoch mittels RT-PCR, eine grole Anzahl und hohe metabolische Aktivitét
von Acidobakterien belegt werden [44].

Inzwischen sind auch mehrere Kultivierungsmethoden fiir dieses Phylum beschrieben [37, 73, 75].
Trotzdem gelang die Kultivierung von Vertretern dieser weit verbreiteten Gruppe bisher nur
selten. Vor allem durch Modifizieren der Anzuchtbedingungen, wie Anpassen des pH-Wertes an
die entsprechende Probe, Cokultivierung mit z.B. Alphaproteobacteria [166], Verdiinnung der
Menge an Inoculum und komplexere Nihrmedien, welche die Umweltbedingungen imitieren,
gelang die Isolation von Acidobakterien der ,subdivisions“ 1, 2, 3, und 4 [71, 73, 148, 169]. Die
bisher beschriebenen, kultivierbaren Vertreter Acidobacterium capsulatum [68, 82], Geothriz
fermentans [33, 101] und Holophaga foetida [10, 95] lassen die hohe morphologische, physiologische
und metabolische Vielfalt der Acidobakterien bereits erkennen. Wahrend A. capsulatum und
,» Candidatus Edaphobacter modestus® beispielsweise aerobe Bakterien sind, leben die beiden
anderen Vertreter G. fermentans und H. foetida strikt anaerob. Zudem verfiigen die beiden
letztgenannten iiber spezielle metabolische Eigenschaften: H. foetida kann den Phloroglucinol-
Abbauweg zur Demethylierung aromatischer Verbindungen verwenden [88] und G. fermentans
kommt eine bedeutende Rolle in der anaeroben Oxidation von organischen Stoffen zu COs zu,
da er die Féhigkeit zur dissimilatorischen Reduktion von Eisen(III) besitzt. Anscheinend kénnen
einige Acidobakterien auch Methanol als Kohlenstoffquelle verwerten, wie Radajewski et al. [139]
in einem SIP-Experiment (,Stable Isotope Probing®) mit '*C-markiertem Methanol nachweisen
konnten. Um zusétzliche Informationen tiber die potentiellen Stoffwechselwege und Physiologie
dieser Bakteriengruppe zu erhalten, laufen verschiedene Genomsequenzierungen (http://www.
genomesonline.org und http://genome. jgi-psf.org) der drei ersten, kultivierten Isolate (A.
capsulatum, G. fermentans und H. foetida) sowie von fiinf Umweltisolaten, darunter Solibacter
usitatus Ellin6076 (,subdivision“ 3) und Acidobacterium sp. Ellin 345 (,subdivision® 1, [148]).


http://www.genomesonline.org
http://www.genomesonline.org
http://genome.jgi-psf.org
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1.4 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte ein 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray zur Identifizierung von
Vertretern des Phylum Acidobacteria konstruiert und evaluiert werden. Gleichzeitig wurde ein
neuartiger Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor Prototyp, mit dem Realzeitverfolgung von Hybridisie-
rungsereignissen moglich ist, auf seine Anwendbarkeit fiir umfangreichere Mikroarrays getestet.
Dies war von entscheidender Bedeutung, da das evaneszente Feld (siehe Kapitel 2.11) nur einen
kleinen Teilbereich (10x10 mm) auf einem DNS-Chip homogen ausleuchten kann und somit nur
eine begrenzte Anzahl von Sonden auf dem DNS-Chip erlaubt. Da das Phylum Acidobacteria
zudem nur wenige kultivierbare Vertreter bereit hélt, mussten zuerst Klondatenbanken erstellt
werden, um die Funktionalitdt und Spezifitdt der neu entwickelten Sonden zu iiberpriifen.

Im Anschluss daran wurde der Acidobacteria-Oligonukleotidmikroarray auf unterschiedliche
Bodenproben angewendet. Hierfiir wurde eine neuerliche Evaluierung der vorangehenden PCR-
Methoden notwendig, da mit den iiblicherweise verwendeten keine Signale detektiert werden
konnten. Ein Vergleich der Mikroarrayhybridisierungen mit Klondatenbanken und Fluoreszenz
in situ Hybridisierungen sollte die Ergebnisse verifizieren (siche auch Abbildung 3). Fiir die
Visualisierung der Acidobakterien mittels FISH war die Konstruktion und Evaluierung neuer
Oligonukleotidsonden nétig. Diese Arbeiten wurden im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt
[123].

Der Einsatz dieser modernsten Techniken sollte dazu beitragen zu verstehen, wie die Gemein-
schaft der Acidobakterien in Boden organisiert ist und ob eine Abhéngigkeit von Faktoren, wie

Pflanzendiversitéit, Bodentyp oder der Kontamination mit Fremdstoffen besteht.
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Abbildung 3: Darstellung eines ,,full-cycle rRNA approaches* wie er in dieser Arbeit
Anwendung gefunden hat. Mikroarrayexperimente in Kombination mit FISH und der
Erstellung von Klondatenbanken soll die Authentizitéit der Ergebnisse gewéhrleisten. Die
Quantifizierung der Acidobakterien wurde von der Arbeitsgruppe Overmann (Teilprojekt
BIOLOG, LMU Miinchen, D) durchgefiihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Mikroorganismen

2.1.1 Reinkulturen

Im Laufe dieser Arbeit wurden folgende Reinkulturen, aufgelistet in Tabelle 1, verwendet.

Bakterienspezies Stammnummer
Acidobacterium capsulatum DSM 112447
., Candidatus Edaphobacter modestus“! DSM 181017
Holophaga foetida DSM 65917
Geothrix fermentans DSM 140187
Herbaspirillum seropedicae DSM 6445
Rhizobium leguminosarum bv. viciae B-10?
Paenibacillus polymyxa DSM 36
Micrococcus luteus DSM 200307
Arthrobacter citreus DSM 20133
Acinetobacter baumannii AF 4387753
Klebsiella oxytoca DSM 5157

T Typstamm; DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zell-
kulturen GmbH, Braunschweig, D)

L zur Verfiigung gestellt von Isabella Koch, Lehrstuhl fiir Mikrobiologie der
Ludwigs-Maximilians-Universitdt Miinchen (Miinchen, D)

2 Stammsammlung des Lehrstuhls fiir Mikrobiologie der TU Miinchen (Frei-
sing, D)

3 Robert-Bosch-Krankenhaus (Stuttgart, D)

Tabelle 1: Bakterienspezies mit der Stammnummer des jeweiligen Organismus, sowie
der Herkunft der Kulturen

2.1.2 16S-rDNS Referenzklone

Zusatzlich zu eigenen 16S- und 23S-rDNS Klonen wurden freundlicherweise noch weitere 16S-
rDNS Klone zur Sondenevaluierung von Dr. Michelle Sait (University of Melbourne, Melbourne,
AU) und Dr. Michael Schmidt (Gesellschaft fiir Strahlen- und Umweltforschung Neuherberg
(GSF), Miinchen, D) zur Verfiigung gestellt. Die Klone sind in Tabelle 2 und Tabelle 3 aufgefiihrt.
Die EB-Klone von Dr. Sait wurden mit dem Bacteria-spezifischen Primerpaar 27f und 1492r
generiert, die EC-Klone mit den Primern 31f [12] und 1492r. Alle Fragmente wurden mittels
des pGEM®-T Easy Vector Systems kloniert und in E. coli JM109 transformiert. Die Ls-Klone
und Xc-Klone von Dr. Schmidt wurden mit den Bacteria-spezifischen Primern 616V und 630R
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Klonname | Acidobacteria ,,subdivision“ | Accessionnummer
EB1134 1 AY 395453
EB1129 3 AY 395448
EB1023 4 AY 325342
EB1069 4 AY395389
EC1058 5 DQO083276
EB1055 6 AY395374
EB1093 7 AY 395412
EB1009 7 AY 395328
EC1113 n.d. DQO083303

Tabelle 2: 16S-rDNS Klone zur Verfiigung gestellt von Dr. Sait (University of Melbourne,
Melbourne, AU) mit der zugehorigen ,,subdivision“ und Accessionnummer.

Klonname | Acidobacteria ,,subdivision* | Ectomycorrhiza
Ls_31.18 2 Lactarius subdulcis
Ls 26 ,12¢ Lactarius subdulcis
Xc-43-10 2 Xerocomus chrysenteron
Xc.5.1.24 »12¢ Xerocomus chrysenteron

Tabelle 3: 16S-rDNS Klone zur Verfiigung gestellt von Dr. Schmidt (GSF, Miinchen,
D) mit der zugehorigen ,,subdivision* und Ectomycorrhizaprobe.

generiert und anschlieBend in das pCR®2.1-TOPO Plasmid (Invitrogen, Carlsbad, CA USA)

kloniert und in TOPO E. coli Zellen transformiert.

2.2 Probennahme
2.2.1 Lysimeter Bodenproben

Bodenproben wurden aus vier Lysimetern (BIOLOG Projekt des BMBF, Universitit Bayreuth,
Bayreuth, D), die seit vier Jahren betrieben werden, am 9. Juni 2004 entnommen. Die Lysimeter
unterschieden sich ausschliefllich in Bezug auf den Pflanzenbewuchs: BI enthielt Boden ohne
Bewuchs (nur Moose entwickelten sich), BII, BIII und BIV hingegen waren mit 2, 4 bzw. 8
verschiedenen Pflanzenspezies bewachsen. Eine genauere Auflistung der einzelnen Pflanzenspezies

kann Tabelle 4 entnommen werden.

2.2.2 Griinschwaige Bodenproben

Die Versuchsstation Griinschwaige (Freising, D) ist in mehrere Weidezonen (siehe Abbildung 4)

unterteilt. Diese unterschieden sich in der Héufigkeit der Beweidung (konstant, teilweise oder
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Probenname Pflanzenspezies

BI unbepflanzt, nur Moose entwickelten sich

BII Holcus lanatus und Arrhenatherum elatius

BIII Geranium pratense, Plantago lanceolata, Holcus lanatus und
Arrhenatherum elatius

BIV Anthozanthum orodatum, Alopecurus pratensis, Ranunculus
acris, Geranium pratense, Plantago lanceolata, Taraxacum
officinale, Holcus lanatus und Arrhenatherum elatius

Tabelle 4: Lysimeterproben Bayreuth und Bewuchskombinationen

selten beweidet) sowie im Bodentyp. Die konstant beweideten Parzellen sind wiederum durch

einen mobilen Zaun in eine Kern- und eine Pufferzone unterteilt. Falls Futtermangel auftreten

sollte, kann dieser Zaun in die Pufferzone verschoben werden, so dass mehr Weideflache zur
Verfiigung steht. Zum Zeitpunkt der Probennahme (08.06.2005, 9.30-10.30 Uhr) war das Wetter

sonnig und es herrschte eine Temperatur von ca. 16°C. Die letzten zwei Tage zuvor hatte es

geregnet, so dass keine austrocknungsbedingte Stressreaktionen der bakteriellen Gemeinschaft

vorliegen sollten. Die einzelnen Bodenproben und ihre Charakteristika konnen der Tabelle 5

entnommen werden.

500

Abbildung 4: Parzelleneinteilung der Versuchsstation Griinschwaige (Freising, D). Bo-

2000
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denproben wurden den Parzellen K6, K8 und K15 entnommen.
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Probenname | Parzelle | Zone Bodentyp FEinsaat | Beweidung | Flora Klima
K6-1 K6 Kernzone Niedermoor vor 1999 | konstant v.a. verschiedene Gréser und | sténdig Sonne
Taraxacum officinale
K6-2 K6 Kernzone Niedermoor vor 1999 | konstant spérlicher Bewuchs, v.a. ver- | stdndig Sonne
nahe schiedene Gréser
Tranke
K6-3 K6 Pufferzone | Niedermoor vor 1999 | teilweise v.a. verschiedene Gréser und | sténdig Sonne
Tarazacum officinale
K8-1 K8 Kernzone Mineralboden | 1999 konstant spéarlicher Bewuchs, v.a. ver- | stindig Sonne
nahe schiedene Gréser und Taraza-
Tranke cum officinale
K8-2 K8 Kernzone Mineralboden | 1999 konstant v.a. verschiedene Gréser, nied- | stdndig Sonne
riger Farne und Taraxacum of-
ficinale
K8-3 K8 Pufferzone | Mineralboden | 1999 teilweise v.a. verschiedene Gréser standig Sonne
K15 K15 - Mineralboden | n.b. selten v.a. Tripleurospermum perfo- | morgens Sonne,
ratum, Capsella bursa-pastoris | ab ~ Nachmittag
und Plantago major, wenig | Schatten
Gréser

n.b. = nicht bekannt

28

Tabelle 5: Griinschwaige-Bodenproben: Ort der Probennahme, Bodentyp, Graseinsaat, Beweidungshéufigkeit, Bewuchs sowie die

klimatischen Bedingungen am Standort



2 MATERIAL UND METHODEN 29

2.2.3 2,4,6-Trinitrotoluen-kontaminierte Béden

Die in diesem Kapitel beschriebenen Bodenproben sowie die dazugehorige Charakterisierung dieser
Bodenproben wurden von Dr. Isabelle George (Katholische Universitidt von Louvain, Louvain-
la-Neuve, BE) durchgefithrt und anschliefend freundlicherweise der Technischen Universitét
Miinchen zur Verfiigung gestellt.

Zwei Reihen Bodenproben wurden untersucht. Die erste (REF, KX1, KL2, und KF4) wurde
einem Areal in Bourges (Frankreich) entnommen, das die letzten 20 Jahre dem Abbau von
2,4,6-Trinitrotoluen diente. Die Proben wurden an unterschiedlichen Standorten dieses Areals
entnommen mit einem Abstand von ca. 10 m zwischen den einzelnen Bodenproben. Nicht-
kontaminierte Bodenproben wurden einer Fléche entnommen, die durch eine schiitzende Wand vor
TNT-Kontaminierung gesichert ist. Nicht-kontaminiert bedeutet hier, dass kein TNT mit HPLC
detektiert werden konnte. HPLC hat ein Detektionslimit von 1 mg TNT pro kg Boden. Die zweite
Bodenprobenreihe wurde von der Fabricaciones Extremenas S.L. einem Subunternehmen der
Union Espanola de Explosivos (Madrid) zur Verfiigung gestellt. Sie stammen von einem kiinstlich
mit TNT kontaminiertem Areal in El Gordo (Céceres, ES). Die Kontamination erfolgte iiber
einen Zeitraum von sieben Monaten. Das Areal wurde dabei in verschiedene Plots eingeteilt. Eine
Bodenprobe wurde einem kontaminierten Plot entnommen (IN). Ein weiterer TNT-kontaminierter
Plot wurde mit Maissamen bepflanzt, die mit Pseudomonas putida sp. JLR11 beimpft waren.
Dieser Stamm kann TNT als Stickstoffquelle und terminalen Elektronenakzeptor verwenden.
Eine Probe wurde nach 15 Tagen (J15) und eine weitere nach 29 Tagen (J29) entnommen. Eine
nicht-kontaminierte Bodenprobe (OUT) wurde von demselben Areal entnommen. Alle Proben
wurden den oberen 10 cm Boden entnommen. Anschliefend wurden sie homogenisiert und gesiebt
(Sieb mit 2 mm Porendurchmesser), um Pflanzenwurzeln und Steine zu entfernen und bei 4°C

gelagert.

2.3 Bodencharakteristika der Griinschwaige Proben

Vor der Bestimmung der Bodencharakteristika wurden alle Bodenproben bei 105°C getrocknet
bis keine Feuchtigkeit mehr vorhanden war. Dies wurde durch wiederholtes Wiegen der Probe

gemessen.

2.3.1 pH-Wert

Fiir die Bestimmung des pH-Werte kann auch mit kleineren bzw. gréfleren Mengen Boden als
hier verwendet wurde gearbeitet werden, aber das Verhéltnis Boden zu Lésung muss immer bei 1

zu 2,5 liegen.
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3 g luftgetrockneten Boden (Partikeldurchmesser < 2mm) in ein 50 ml Greiner-Rhrchen

einwiegen, pro Probe 2 Ansitze (Parallelversuch)

Zugabe von 7,5 ml 0,01 M CaCls

Rohrchen fest verschlieffen und gut mischen

e fiir 1 h bei Raumtemperatur sedimentieren lassen

Wiederholung der letzten beiden Schritte

pH-Wert (pH-Meter Spekol 1300, Analytik Jena, D) im klaren Uberstand messen

2.3.2 Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt

e 3 g luftgetrockneten Boden (Partikeldurchmesser < 2mm) in einem Morser verreiben bis

die Probe homogen ist

e 5-15 mg Bodenprobe (abhingig von Bodentyp, Niedermoorboden 5-10 mg, Mineralboden
15 mg) in Zinnschiffchen (6x6x12 mm, Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, D)

einwiegen, pro Probe 2 Ansitze (Parallelversuch)

e 5 mg Acetanilid (Merck KGaA, Darmstadt, D) in Zinnschiffchen als Standard einwiegen, 1
Ansatz Standard pro 2 Proben

e Zinnschiffchen mit einer Pinzette falten (Vorsicht: die Péckchen miissen absolut dicht sein)

e Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt mit dem varioEL CN-Analyser (Elementar Analysen-

Systeme GmbH, Hanau, D) messen

2.4 Isolierung von DNS aus Bodenproben

2.4.1 Isolierung von DNS aus Bodenproben mit dem Ultra Clean™ Mega Soil
DNA Kit

Aus den Lysimeterbodenproben (siehe Kapitel 2.2.1) wurde die DNS an der Ludwigs-Maximilians-
Universitit (Overmann Teilprojekt, BIOLOG, Miinchen, D) mittels des Ultra Clean™ Mega
Soil DNA Kit (MO BIO Laboratories Inc., Carlsbad, CA USA) isoliert. Um den Ertrag an DNS
zu steigern, wurde das Protokoll des Herstellers leicht modifiziert: nach Schritt 8 des Protokolls
wurde ein zusétzlicher Sonifizierschritt eingefithrt (3 min bei einer Amplitude von 60%, pulse
on 5 s, pulse off 10 s). Fiir nachfolgende PCR-Reaktionen musste die DNS weiteraufgereinigt
und konzentriert werden mit Hilfe der Centricon® Centrifugal Filter Unit mit Ultracel YM-50
membrane (Millipore, Billerica, MA USA) und dem QIAGEN Genomic-tip 20/G (QIAGEN
GmbH, Hilden, D).
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2.4.2

Isolierung von DNS aus Bodenproben nach Zhou et al. [190]

Gebrauchsmaterialien:
Extraktionspuffer 100 mM Tris-HCI (pH 8,0)

100 mM NaEDTA (pH 8,0)
100 mM N33PO4 (pH 8,0)

1,5 M NaCl
1% CTAB (Hexadecytrimethylammoniumbromid)
Proteinase K 10 mg/ml
SDS 20%
Glasperlen 3 mm Durchmesser
Chisom 24:1 (v/v) Chloroform:Isoamylalkohol
EtOH 70%
EtOH,ps
Isopropanol

Zugabe von 13,5 ml Extraktionspuffer und 100 ul Proteinase K zu 5 g Bodenprobe
in einem Greiner-Rohrchen (50 ml) fiir 30 min bei 37°C horizontal schiitteln
Zugabe von 750 pl 20% SDS

Inkubation in einem Wasserbad bei 65°C fiir 2 h, zum Losen der sedimentierten Bodenpar-

tikel alle 15-20 min gut durchschiitteln (nicht mit Vortex-Apperatur)
Bei 6000xg fiir 10 min zentrifugieren
Uberstand in frisches Réhrchen iiberfiithren

Pellet weitere 2 Mal extrahieren: jeweils Zugabe von 5 ml Extraktionspuffer und 500 ul
20% SDS, 10 s gut mischen und fiir 10 min bei 65°C inkubieren, bei 6000xg fiir 10 min

zentrifugieren
Ubersténde der 3 Zyklen poolen und dasselbe Volumen an Chisom zugeben
Bei 6000xg und 4°C fiir 10 min zentrifugieren

Abnehmen der oberen Phase und Zugabe von 0,6 Volumen Isopropanol, DNS-Féllung fiir
1 h bei RT

Bei 16000xg und 4°C fiir 20 min zentrifugieren

Uberstand verwerfen, Pellet in 70%igem eiskaltem EtOH waschen und in einem angemesse-

nen Volumen in H5O,engt aufnehmen
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2.4.3 Isolierung von DNS aus Bodenproben nach Dong et al. [41]

Der Vorteil der Extraktionsmethode nach nach Dong et al. [41] ist, dass Huminstoffe, die
folgende Anwendungen, wie PCR, inhibieren konnen, vor der Lyse der Zellen mit Hilfe von
Aluminiumsulfat ausgefillt werden. Zudem ist das Protokoll wesentlich weniger zeitaufwendig als
die Isolierungsmethode nach Zhou et al. [190]. Allerdings isolierten Dong et al. [41] nur aus 0,3 g
Bodenprobe DNS. Da aber empfohlen wird [140, 150] aus mindestens 1 g Bodenprobe DNS zu
isolieren, damit in weiteren Versuchen die Charakterisierung der gesamten Biodiversitét erfolgen

kann, wurden hier immer 4 Ansétze a 0,3 g parallel durchgefiihrt und anschliefend gepoolt.

Gebrauchsmaterialien:

Aluminiumsulfat 100 mM Aluminiumsulfat
Phosphatpuffer 100 mM NaHyPO,/NayHPOy, pH 6,6
Natriumhydroxid 1M NaOH

Glasperlen 3 mm Durchmesser
SDS-Lysepuffer 100 mM NaCl

500 mM Tris (pH 8,0)
10% (w/v) SDS

Chisom 24:1 (v/v)  Chloroform:Isoamylalkohol
RNase A 10 mg/ml  in 2xSSC
20xSSC 3 M NaCL
(Standard-Saline-Citrat) 0,3 M Trinatriumcitrat
pH 7,0
Natriumacetat 3 M
Ammoniumacetat 7,5 M
EtOH 70%
EtOH 16
Isopropanol

e Entfernen von Huminstoffen durch Zugabe von 200 pl Aluminiumsulfat und 300 pl Phos-
phatpuffer zu 0,3 g Bodenprobe, fiir 2 min sehr gut mischen

e Einstellen des pH-Wertes auf 8,0 durch Zugabe von 150 pl NaOH

e Zugabe von 0,35 g sterilen Glasperlen und 250 pl SDS-Lysepuffer, dann fiir 10 min mit
Hilfe der Vortex-Apperatur sehr gut mischen

e Bei 10000xg fiir 30 s zentrifugieren

e Uberstand in ein frisches Cap iiberfithren und 250 pl Chisom zugeben, 5 s vortexen, 5 min
bei 4°C inkubieren

e Bei 10000xg fiir 1 min zentrifugieren
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Obere Phase abnehmen und in ein frisches Cap {iberfithren, Zugabe von 0,5 Volumen

Ammoniumacetat und 1 Volumen Isopropanol, DNS-Fillung fiir 15 min bei -20°C

Bei 12000xg fiir 10 min zentrifugieren

3 Mal mit 70% EtOH waschen, lufttrocknen lassen und anschliefend in 100 ul HoOreinst

resuspendieren

RNase A-Verdau: Poolen der Parallelansitze und ggf. auf ein Volumen von 500 ul mit
HoOreinst auffiillen, Zugabe von 10 ul RNase A, fiir 1 h bei 55°C inkubieren. Anschlielend
Zugabe von 55,5 ul Natriumacetat und 735 pl Chisom, vorsichtig mischen. Fiir 10 min
bei 12000xg zentrifugieren, obere Phase in ein frisches Cap {iberfithren und Zugabe von
2 Volumen EtOH,;s Inkubation auf Eis fiir 10 min, dann 10 min bei 12000xg und 4°C
zentrifugieren. Pellet mit 70% EtOH waschen, 2 min bei 4°C und 12000xg zentrifugieren,

luftrocknen und in 50 pl HoOpeinst resuspendieren

2.5 PCR - Polymerasekettenreaktion [147]
2.5.1 PCR-Reaktionen und -Programme

PCR wurde standardméfig zur enzymatischen, spezifischen Vervielfiltigung von bakterieller
DNS verwendet. Die Annealingtemperatur Tp der Primer wurde mit Hilfe der ,,2+4 rule®
[170] bestimmt. Die Elongationszeit ist dabei abhéngig von der Lénge des zu amplifizierenden
PCR-Fragments, da Standardpolymerasen zwischen 1 und 1,5 kb pro Minute synthetisieren
konnen, kann die Elongationszeit fiir eine bestimmte Fragmentlinge abgeschitzt werden. Alle
PCR-Reaktionen wurden mit dem TaKaRa ExTaq™ System (TaKaRa Shuzo Co., Otsu, J) in
einem Primus 96plus Thermal Cycler (MWG, Ebersberg, D) durchgefiihrt. Fiir die Bodenproben
war die Zugabe von BSA (Bovines Serumalbumin 20mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, D; [87]) und TMACI (Tetramethylammoniumchlorid, 190mM, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, D; [85]) und ein ,,Hot-Start“ (Zugabe der Polymerase nach einer 10 miniitigen
Inkubation bei 94°C; [31]) nétig, da die PCR sonst durch Bodenbestandteile inhibiert wurde.
Zusétzlich zu BSA und TMACI wurde im spéteren Verlauf der Arbeit noch PrimerNavigator DNA
Amplification Enhancer (biohelix, Beverly, MA, USA) als weiterer PCR-Enhancer eingesetzt.
Das PrimerNavigator-Set besteht aus thermostabilem RecA und thermostabilem SSB Protein
(Einzelstrangbindeprotein), die gewéhrleisten sollen, dass der Primer ausschlielich spezifisch
bindet. Laut Hersteller destabilisiert dabei das SSB Protein DNS-Sekundérstrukturen und steigert
die Prozessivitdt von DNS-Polymerasen, wihrend RecA an einzelstringige DNS bindet und nach
sequenzidentischen Stellen (zum Primer) in doppelstriangiger DNS sucht. Die Standard-PCR-
Reaktion sowie die modifizierte Version und das zugehtrige PCR-Programm sind in den Tabellen
6 bis 9 aufgefiihrt.
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ExTaq™ Puffer (10x)
ANTP-Mix (je 2,5 mM)
Primer 1 (50 pmol/ul)
Primer 2 (50 pmol/ul)
ExTaqg™ DNS-Polymerase
DNS

H2Oreinst

5 ul

5 pl

0,5 pl
0,5 pul
0,25 pl
ca. 50 ng
ad 50 pul

Tabelle 6: Standard-Reaktionsansatz fiir PCR (pro 50 pl)

ExTaq™ Puffer (10x)
dNTP-Mix (je 2,5 mM)
Primer 1 (50 pmol/ul)
Primer 2 (50 pmol/ul)
BSA (20 mg/ml)
TMACI (190 mM)
ExTag™ DNS-Polymerase
DNS

HOreinst

5 ul

5 ul

1 pl

1 pl

3 ul

0,5 ul

0,5 ul

ca. 100-200 ng
ad 50 ul

Tabelle 7: Modifizierter PCR-Reaktionsansatz fiir Bodenproben (pro 50 pul)

EzTaq™ Puffer (10x)
ANTP-Mix (je 2,5 mM)
Primer 1 (50 pmol/ul)
EzTaq™ DNS-Polymerase
DNS

H2Oreinst

5 pl

5 pul

4 pl

0,25 pl

ca. 200-400 ng
ad 50 pl

Tabelle 8: Modifizierter PCR-Reaktionsansatz fiir asymmetrische PCR (pro 50 pl)

Reaktion Temperatur | Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung | 94°C 5-10 min | 1

Denaturierung 94°C 30 s

Annealing x'°C 30 s 30

Elongation 72°C y? min

Finale Elongation 72°C 10 min 1

1 x: Tp des Primers

2 y: ca. 1 min pro kb Fragmentliange

Tabelle 9: Standard-PCR-

Programm
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2.5.2 Primer

Alle Oligonukleotide wurden von MWG Biotech (Ebersberg, D) bezogen. Die verwendeten 16S-
rRNS- und 23S-rRNS-spezifischen Primer, sowie Vektor-spezifische Primer sind in den Tabellen
10 bis 12 zu finden.

Primer |Spezifitit E. coli | Anneal- | GC-Gehalt | Sequenz 5’—3’
Position |ingtemp.
°C] (7]
616V ! Bacteria 8 55,3 45,0 AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG
100K Bacteria 1510 52,4 42,1 GGT TAC CTT GTT ACG ACT T
611V_Ac | Bacteria 54 49,2 56,7 CAT GCA AGT CGR RYG
(modifiziert
um alle Aci-
dobacteria
einzuschlie-
Ben)
630R Bacteria 1541 51,0 47,0 CAK AAA GCGA GGT GAT CC
Hol 1400V | Acidobacteria| 1417 55,2 58,8 GCC CGT CAC ATC ACG AA
Hol_1400% | Acidobacteria| 1417 55,2 58,8 TTC GTG ATG TGA CCGG GC
31f 3 Acidobacteria 15 52,0 52,9 GAT CCT GGC TCA GAA TC
31F _mod | Acidobacteria 15 49,2 441 GAT WMT GGC TCA GAA TC
27f Bacteria 8 60,0 50,0 AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG
149214 Bacteria 1492 66,0 50,0 TAC GGH TAC CTT GTT ACG ACT T
Acido2_52 |, subdivision* 52 56,0 55,6 CAC ATG CAA GTC GAG TGC
2
Acido6_52 |,subdivision* 52 64,0 60,0 CAC ATG CAA GTC GAA CGC GR
6
" (78]
2 1192]
% [12]
* [92]

Tabelle 10: 16S-rRNS spezifische Primer mit zugehoriger Spezifitit, Annealingtemperaturen,
GC-Gehalt und Primersequenz.

2.5.3 Agarosegelelektrophorese und PCR-Aufreinigung

Zur Bestimmung der Grofle, Reinheit und Konzentration der PCR-Fragmente wurde stan-
dardméBig die Agarosegelelektrophorese eingesetzt. Nukleinsduren werden aufgrund ihrer Masse
und Konformation (zirkulér, linear, supercoiled) in einem Agarosegel aufgetrennt und anschlie-
Bend mittels DNS interkalierenden Substanzen wie Ethidiumbromid oder SYBR-Green™ sichtbar
gemacht. Um die Grofle des PCR-Fragments zu bestimmen, wurde ein Gréfenstandard (1kb-DNA-
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Primer Spezifitat E.coli | Anneal- GC- | Sequenz 5°—3’
Position | ingtemp. | Gehalt
°C] %]
985R Bacteria 2669 54,3 62,5 | CCG GTC CTC TCG TAC T
Hol_189R ' | Acidobacteria 205 53,7 50,0 | CTG AGA TGG TTC ACT TCC
Hol_189R_Ac | Acidobacteria 205 50,3 41,7 | CTR ARA TGK YTC AMT TSC
Acido_2285R | Acidobacteria 2302 58,2 61,1 | AGC CTG AGS GAA CCT TCG
,Subdivision“ 4

1 192)

Tabelle 11: 23S-rRNS spezifische Primer mit zugehoriger Spezifitit, Annealingtemperaturen,
GC-Gehalt und Primersequenz.

Primer Annealing- | GC-Gehalt | Sequenz 5°—3’
temp. [°C] (%]
M13 uni (-21) 53,7 50,0 GTA AAA CGA CGG CCA G
M13 rev (-29) 53,7 50,0 CAG GAA ACA GCT ATG AC
T7 53,2 40,0 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
SP6 53,2 40,0 CGA TTT AGC TGA CAC TAT AG

Tabelle 12: Vektor-spezifische Primer mit zugehoriger Annealingtemperatur, GC-Gehalt und
Primersequenzen.
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Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA USA) mit aufgetragen. Da Ethidiumbromid auch Huminstoffe
anfiarbt, wurde stattdessen fiir die Analyse von DNS aus Bodenproben SYBR-Green™ verwen-
det. Die Extraktion von PCR-Fragmenten aus einem Agarosegel wurde mit dem QIAquick®
Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, D) nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Zur
Aufreinigung von PCR-Fragmenten (Entfernen nicht genutzter Nukleotide, Polymerase, Primer
etc.) wurde das QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, D) nach dem Protokoll des

Herstellers verwendet.

2.6 Klonierung von PCR-Fragmenten

Drei verschiedene Vektorsysteme wurden zur Klonierung von PCR-Fragmenten eingesetzt. Fiir
kurze Fragmente bis 3 kb wurde das pCR®2.1-TOPO Plasmid (Invitrogen, Carlsbad, CA
USA), fiir Fragmente linger als 3 kb das pCR® XL-TOPO® System (Invitrogen, Carlsbad, CA
USA). Fiir zur Clone-FISH-bestimmte Fragmente wurde der pPGEM®-TEasy Vektor (Promega
Corp., Madison, WI USA) verwendet, da er eine durch IPTG induzierbare T7-Polymerase trigt
[156]. Letzteres Vektorsystem wurde in Kombination mit NovaBlue® (DE3) kompetenten Zellen
(Novagen, EMD Biosciences, Darmstadt, D) verwendet. Alle Klonierungen wurden nach den

Protokollen der jeweiligen Hersteller durchgefiihrt.

2.7 Anzucht von Organismen

Nahrmedien wurden mit HoO hergestellt und in einem Autoklaven fiir 20 min bei 121°C und
1 bar Uberdruck sterilisiert. Festen Néhrmedien wurde 15 g/1 Agar (Difco Bacto Agar, Gibco
BRL, Eggenstein, D) zugefiigt.

LB - (Luria-Bertani)-Medium:

Trypton (tryptisch 100 g

verdautes Caseinpepton )

Hefeextrakt 5,0 g

NaCl 50 ¢

H->O ad 1000 ml pH 7,0-7,2

2.8 Stammbhaltung

Zur Stammbhaltung von Reinkulturen und Klonen wurden Glycerinkulturen angelegt. Dazu wurde
800 pl filtersterilisiertes Glycerin (50%) zu 800 ul UN-Kultur gegeben und bei -20°C oder -80°C
gelagert.
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2.9 Plasmid-DNS Aufreinigung

Die Isolierung von Plasmid-DNS wurde mit Hilfe des Qiagen Spin Plasmid Isolation Kit (Qiagen,
Hilden, D) nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

2.10 Klonscreening

Das Vorhandensein des gewiinschten Inserts wurde durch DNS-spezifisches Fischen [119], Kolo-
niehybridisierung [89] oder Ganz-Zell-PCR mit spezifischen Sonden bzw. Primern bestimmt. Fiir
die Koloniehybridisierung und das DNS-spezifische Fischen wurde der Primer Hol 1400 (siehe
Tabelle 10) am 5-Ende DIG-markiert bzw. phosphoryliert. Im Falle der Klone, die das komplette
16S- bis 23S-rDNS Operon trugen, kamen die spezifischen Primer Hol 1400V (16S-rDNS, siehe
Tabelle 10) und Hol 189R bzw. Hol_189R_Ac (23S-rDNS, siche Tabelle 11) in einer Ganz-Zell-
PCR zum Einsatz, um das Vorhandensein eines acidobakteriellen Inserts zu verifizieren. Fiir die
Ganz-Zell-PCR wurden die UN-Klone zuerst in eine Mikrotiterplatte mit 100 zl LB-Medium,
das 50 pug/ml Ampicillin enthielt, vereinzelt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde
1 pl der Fliissigkultur direkt fiir die entsprechende PCR, (siehe Tabellen 6 und 9) eingesetzt.
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2.11 Mikroarray-Realzeithybridisierungen mit einem Evaneszent-Feld-DINS-
Biosensor Prototyp

Der hier verwendete Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor Prototyp wurde am Institut fiir Chemo-
und Biosensorik (ICB, Miinster, D) hergestellt. Das Gerét wurde als Durchflusssystem bestehend
aus einem Sensorchip und einer optischen Ausleseeinheit konzipiert und ermdéglicht die simultane
Detektion multipler Hybridisierungsereignisse in Realzeit. Zunéchst werden spezifische Oligonu-
kleotidsonden auf einem mit Aldehydgruppen beschichteten Glasobjekttréger immobilisiert (siehe
Kapitel 2.11.3). AnschlieSend wird die Anbindung von Cy5-markierten Zielmolekiilen aus der
Probenlésung an diese Sonden wihrend der Anregung in einem evaneszenten Feld gemessen. Das
evaneszente Feld wird durch die Totalreflexion eines Laserstrahles an der Grenzflache zwischen
Glas und Probenlosung im Flieffraum erzeugt (siche Abbildung 1). Nur wenn der Sinus des
Einfallswinkels « grofler ist als der Quotient aus Brechungsindex n; der Probenlésung (optisch
diinneres Medium) und Brechungsindex ny des Glasmaterials des Sensorchip (optisch dichteres
Medium), kommt es zu einer Totalreflexion. Exponentiell zur zunehmenden Entfernung von
der Chipoberfliche nimmt die Intensitéit des evaneszenten Feldes ab, d.h. nur Fluorophore, die
sich innerhalb der charakteristischen Eindringtiefe des evaneszenten Feldes befinden, werden
angeregt. Ausgehend von der Reflexionsebene erreicht das evaneszente Feld eine Eindringtiefe im
optisch diinneren Medium, die in etwa der Grofle der Wellenlénge der eingestrahlten Lichtquelle
entspricht. Unter den vorliegenden Bedingungen sind das ca. 200 nm (personliche Mitteilung,
ICB). Damit kann der iibliche Waschschritt zur Entfernung der ungebunden Zielmolekiile deutlich

zeit- und volumenreduziert werden.

2.11.1 Sondenkonstruktion

Auf Basis von 1600 acidobakteriellen 16S-rDNS Voll- und Partialsequenzen wurden Oligonu-
kleotidsonden fiir die einzelnen ,,subdivisions* mit dem Probe-Design-Modul des ARB Software
Pakets ([109], http://www.arb-home.de) konstruiert. Anschliefend wurden die so berechneten
Oligonukleotidsequenzen gegen alle bislang in der ARB-Datenbank (ca. 60 000) erfassten 16S-
rDNS Sequenzen mittels des Probe-Match-Tools abgeglichen und auf ihre Spezifitit gepriift. Alle
Oligonukleotidsonden wurden von MWG Biotech (Ebersberg, D) bezogen.

2.11.2 Probenvorbereitung fiir Hybridisierungen mit dem Evaneszent-Feld-DINS-

Biosensor Prototyp

Ein Problem bei jeder Hybridisierung ist die Zugénglichkeit der Sonden-Zielregion auf einem
groflen PCR-Fragment. Durch die Tatsache, dass die DNS Sekundérstrukturen bildet kann es

vorkommen, dass eine Hybridisierung der Sonde mit der Zielregion nicht oder nur teilweise
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zustande kommt. Durch das Einsetzen des DecaLabel ® DNA Labeling Kit (Fermentas GmbH, St.
Leon-Rot, D) werden nach folgendem Protokoll (im folgenden Deca-Priming-Reaktion genannt)
vom urspriinglichen PCR-Produkt kleinere DNS-Fragmente (zwischen 200-800 Basen) generiert.
Anschliefend wurden diese mit dem ULYSIS® Alexa Fluor® 647 Nucleic Acid Labeling Kit

markiert.

e Zugabe von 10 pl Dekanukleotiden in 5xReaktionspuffer zu 2 ug aufgereinigtem PCR-
Produkt, ad 45 pl HoOpeinst

e Inkubation bei 95°C fiir 10 min, sofort auf Eis kiihlen
e Zugabe von 6,25 ul ANTP (je 0,25 mM) und 1 pl Klenow Fragment exo™ (5 U/ul)
e Inkubation bei 37°C fiir 4 h im Wasserbad

e Aufreinigung mit dem QIAquick™ Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden, D), dabei 2
Mal mit je 20 pul HoOyeinst €luieren

e Eluat in einer Vakuumzentrifuge (Bachofer, Reutlingen D) komplett einrotieren
e Resuspendieren in 20 ul ULYSIS® Labeling-Puffer und 30 min auf Eis inkubieren
e Inkubation bei 95°C fiir 10 min

e Zugabe von 5 pl ULYSIS® Alexa Fluor® 647 Labeling-Losung und 20 min bei 80°C

inkubieren
e Zugabe von 3 pul 3 M Natriumacetat und 60 pl EtOH,pg, iiber Nacht bei -80°C fallen

e 15 min bei 14000xg zentrifugieren, waschen mit 70% EtOH, weitere 5 min bei 14000xg
zentrifugieren, lufttrocknen und in einem angemessenen Volumen HoOyeingt resuspendieren
(10-20 pl)

2.11.3 Sondenimmobilisierung auf den Sensorchip

Alle Oligonukleotidsonden wurden von MWG Biotech (Ebersberg, D) bezogen (siehe Tabelle
30 im Anhang). An das 5’-Ende der Oligonukleotidsonden wurde ein 24mer Thymidin-Spacer
(polyT-Spacer) synthetisiert, um die Zugénglichkeit der immobilisierten Sonde zur Ziel-DNS
zu erhdhen [158, 165]. Zusitzlich wurde das 5'-terminale Nukleotid amino-modifiziert, um eine
kovalente Bindung der Oligonukleotidsonden an die mit Aldehydgruppen beschichteten GAPS
IT Coated Glasobjekttriger (Corning® Incorporated, NY USA) zu gewihrleisten. Die Sonden
wurden in einer Konzentration von 50 uM eingesetzt und in 50% DMSO (Dimethylsulfoxid)

gelost, um ein Verdampfen der Sondenlosung wahrend des Spotvorganges zu vermeiden und
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die Bildung von Sekundérstrukturen zu inhibieren. Die Sonden wurden mit Hilfe des GMS 417
contact arrayer (Affymetrix, Santa Clara, CA USA) auf den DNS-Chips plaziert. Im Anschluss
wurden die Chips einige Sekunden mit HoO bedampft, getrocknet und iiber Nacht in einer
feuchten Kammer bei RT inkubiert. Die fertigen Chips kénnen im Dunkeln bei RT gelagert

werden. Vor der Hybridisierung wurden die Chips in HoOyeinst und Isopropanol gewaschen.

2.11.4 Aufbau des Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor Prototyps

Die einzelnen Komponenten des Gerétes lassen sich einteilen in:

e zentrales Glasprisma (mittels einer Mechanik kann der Sensorchip darauf herabgelassen

werden)
e Anregungsoptik mit dem Lasermodul
e Detektionoptik mit der CCD-Kamera
e Magazin (kann mit bis zu 8 unterschiedlichen Fliissigkeiten beladen werden)
e Fluidiksystem mit Pumpe und Ventil
e Thermostat

e clektronische Steuereinheit

Wahrend der Messung ist das Glasprisma mit dem Sensorchip iiber ein Silikonol kontaktiert.
Sowohl das Glasprisma als auch das Silikonol miissen denselben Brechungsindex wie der Sensorchip
besitzen, damit die Totalreflexion tatséchlich erst an der Glasoberfliche des Sensorchips statt
findet. Fiir die Fluoreszenzanregung wurde eine Laserdiode der Wellenlédnge 635 nm (Singlemode-
Laserdiode 35 mW, Schifter und Kirchhoff GmbH, Hamburg, D) gewihlt. Die verwendete
Laserdiode weist ein typische Strahlprofil von ca. 7,3x1,6 mm auf, wobei an den Réndern
dieses Feldes die Laserleistung auf ca. 50% der Maximalleistung abfillt. Dies resultiert in einer
nicht absolut homogenen Intensitéitsverteilung des evaneszenten Feldes auf der ca. 10x10 mm
groflen, sensitiven Fléche des Sensorchips. Durch ein System aus Spiegeln, optischen Linsen und
einem Filter zur Unterdriickung von Laserstreulicht wird das emittierte Fluoreszenzlicht auf die
lichtempfindliche Fliche der CCD-Kamera (Serie 300, Photometrics®, Ottobrunn, D) abgebildet.
Mit Hilfe eines in der Ausleseeinheit integrierten Thermostaten ist ein indirektes Aufheizen des
Sensorchips moglich. Es kénnen verschiedene, konstante Temperaturen im Bereich von etwa
20-50°C eingestellt werden. Die Ausleseeinheit wird iiber eine eigens entwickelte Software namens
dna-muwg angesteuert (siehe auch Abbildung 8). Diese erméglicht die Steuerung der mechanischen

Sensorchiphalterung, des Magazins fiir den Losungszufluss sowie des Fluidiksystems (Einstellen
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Durchflussvolumen und - geschwindigkeit) und der Aufnahmerate (Bilder pro Sekunde) der
CCD-Kamera. Die Abbildung 5 zeigt den Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor Prototyp, sowie die

Mechanik zum Einlegen der Fluidikkammer.

Abbildung 5: Abbildungen der Frontansicht des hier verwendeten Evaneszent-Feld-DNS-
Biosensor Prototyps, der vom ICB (Miinster, D) entwickelt wurde (A), der getffneten
Mechanik zum Einlegen der DNS-Chips (B), und der geschlossenen Mechanik (C), der

Kontakt zwischen Sensorchip und Glasprisma findet {iber Silikondl statt.

2.11.5 Aufbau des Sensorchips

Der DNS-Sensorchip ist aus drei Komponenten aufgebaut, die in Abbildung 6 dargestellt sind.
Die Basis des Sensorchips bildet ein GAPS II Coated Glasobjekttriger (Corning® Incorporated,
NY USA) an den Oligonukleotidsonden immobilisiert sind (siche Kapitel 2.11.3). Zur Ausbildung
des Fliesskanals wurde der Glasobjekttréiger iiber einen zugeschnitten Klebefilm (50 pm dick)
mit einer mittigen Offnung (GréBe ca. 49x16 mm) mit einem Chipoberteil (aus Polymeth-
acrylsduremethylester, PMMA) verbunden. In diesem Chipoberteil sind Zu- und Abfluss zum

Fliesskanal integriert. Da die sensitive Flidche nur einen kleinen Teil des Chips ausmacht, miissen
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die Sonden prizise auf dem DNS-Chip plaziert werden. Die Lage des Arrays auf dem Sensorchip
und die zugehorigen Koordinaten sind in Abbildung 7 dargestellt.

Abbildung 6: Abbildungen der Einzelkomponenten des Sensorchips (A) und des zusam-

mengesetzten Sensorchips (B)

43.25 mm HE:

A
10.25 mm
A i

Abbildung 7: Koordinatenangabe des Startpunktes der nutzbaren Fliche von 10x10 mm
eines Mikroarray-Chips fiir den Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor Prototyp.

2.11.6 Durchfiihrung von Hybridisierungen mit dem Evaneszent-Feld-DNS-Bio-

sensor Prototyp

Zunéchst wurde der Sensorchip aus den Einzelkomponenten mit Hilfe einer Montagevorrich-
tung zusammengebaut und in die mechanische Sensorchiphalterung eingelegt. AnschlieBend
wurden 1-2 Tropfen Immersionsol (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, D) auf das
Prisma aufgebracht und die Sensorchiphalterung auf das Prisma abgesenkt. Nach ca. 5 min hatte
sich ein gleichméBiger Olfilm zwischen Sensorchip und Prisma ausgebildet. Zur Kontrolle der

Spothomogenitéit wurde vor jeder Probenhybridisierung zuerst eine Positivkontrolle, in diesem
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Fall eine Cy5-markierte Sonde ausschliellich aus Adeninen bestehend und damit komplementér
zum polyT-Spacer jeder Sonde, hybridisiert. Probenvolumen und Durchflussgeschwindigkeit fiir
Kontrolle bzw. Reinkulturen/Klone kénnen Tabelle 13 entnommen werden und fiir Umweltproben
Tabelle 14. Die Aufnahmerate betrug immer ein Bild alle 7 s mit einer Belichtungszeit von 5 s. Die
Aufnahmen wurden dabei im Modus des 2x2 Binnings gespeichert, d.h. jeweils 2x2 der insgesamt
1024x1024 Pixel wurden zu einem Wert zusammengefasst, damit der Speicherplatzbedarf der
Messdaten verringert wurde bei noch ausreichender Auflésung der Bildinformation. Die Einstel-
lungen fiir Temperatur, Durchflussgeschwindigkeit und -volumen, und Aufnahmerate konnten mit
der eigens implementierten Software dna-mwg vorgenommen werden (siehe Abbildung 8). Mit
einem Sensorchip kénnen mehrere Messungen durchgefiihrt werden, weshalb der Sensorchip nach
erfolgter Hybridisierung durch Spiilen mit einer Denaturierungslésung und anschlieend mit einer
Waschlosung regeneriert wurde (Zusammensetzung siche unten, Durchflussgeschwindigkeit- und
volumen sieche Tabellen 13 und 14). Die Kunststoffkomponenten kénnen nach einer Reinigung mit
EtOH,,s wiederverwendet werden. Fiir alle Hybridisierungen wurde der ULTRAhyb™ Hybridi-
sierungspuffer (Ambion, Austin, TX USA) verwendet. Standardmiflig wurden pro Hybridisierung
200 ng markiertes PCR-Produkt von Reinkulturen bzw. Klonen und 2 pg von Umweltproben
eingesetzt (siehe Kapitel 2.11.2).

Denaturierungslésung:

Tween 20 0,05%
NaOH 0,125 N
pH 7.5
(1:1 Verhéltnis von 0,1% Tween20 : 0,25 N NaOH)

‘Waschl6sung;:

SSC 0,5x

SDS 0,1%

pH 7,5
Revolver- | Inhalt Volumen | Durchflussrate
Position 1] [pl/s]
Nummer 1 | Kontrolle oder Probe 120 1
Nummer 2 | Hybridisierungspuffer 200 1
Nummer 7 | Denaturierungslosung 200 10
Nummer 8 | Waschlésung 400 25

Tabelle 13: Standardhybridisierungsschema fiir die Sondenevaluierung
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Revolver- | Inhalt Volumen | Durchflussrate
Position (1] [pl/s]
Nummer 1 | Probe 120 1
Nummer 2 | Probe 120 1
Nummer 3 | Probe 120 1
Nummer 4 | Probe 120 1
Nummer 5 | Hybridisierungspuffer 200 1
Nummer 7 | Denaturierungslésung 200 10
Nummer 8 | Waschlésung 400 25

Tabelle 14: Standardhybridisierungsschema fiir Bodenproben

I Form1

Einstellungen laden

Einstellungen speichen

[Probeg)

Temperatur setzen

|K0mmentarEdit
Messung Kamera
Wol[ull]  Fluss [ulfs]

Tetvolumen g7 Belichtungszeit 4000 [ms]
[V Probel W 11— I~ Pumpe leeren OnChipGain 1
v Probe2 [200 11— ™ Pumpe leeren
I Probe3 l— J— = Bildbereich
T~ Probed J— P (alle Angaben in physikalischen Pixeln)
I~ Probes | J— B Offset Size Binning
CRomes [T 7 T 2o [612 2
¥ Probe? [3qp 10 I Pumpe leeren o |D |512 |2

Spilen | {400 25 1 Anzahl

ol |

Temperatur Lesen |

40 15 A
| Sensar herausnehmen |
Messintervall min - 1125ms 5000 ms
Start | Stop |

filenarme

Ubemehmen

Abbildung 8: Screenshot der Benutzeroberfliche der Software dna-mwg. Hier kénnen
die Temperatur, das Durchflussvolumen und die -geschwindigkeit, sowie die Bildauf-

nahmerate fiir jede Hybridisierung festgelegt werden.



46 2 MATERIAL UND METHODEN

2.11.7 Auswertung der Messungen

Die gesamte Auswertung der aufgenommen CCD-Bilder ist moglich mit Hilfe einer in Matlab®
(The MathWorks, MA USA) implementierten Software namens dnachip (ICB, Miinster, D). Die
Verarbeitung erfolgt dabei schrittweise durch eine einfach zu handhabende Benutzeroberflache,
z.B. zum Festlegen des Datenordners, Einlesen der darin gespeicherten Bilddaten, Kontrolle des
Signalverlaufs einzelner Spots, Festlegen einer Zeitachse fiir die betrachtete Messung, Generieren
eines Steigungsbildes der Spotintensitét iber die Zeit sowie zur Quantifizierung der dabei erhal-
tenen Werte (siche Abbildung 10). Abbildung 9 zeigt exemplarisch eine Hybridisierung. Damit
das eigentlich in Graustufen aufgenommene Bild der CCD-Kamera besser interpretierbar fiir das
Auge wird, sind alle Signalintensitéten in Falschfarbenskalierung dargestellt. Abbildung 9 A zeigt
die Chipoberfliche am Beginn der Messung, hier hat noch keine Hybridisierung statt gefunden.
In Abbildung 9 B ist nun die eigentlich Hybridisierung nach 120 s zu erkennen. Da hier die
Positivkontrolle gezeigt ist, konnen alle Spots auf dem Sensorchip detektiert werden. Erkennbar
ist auch die Inhomogenitiat des Ausleuchtungsprofils, die sich durch das Intensitdtsprofil der
Laserdiode ergibt (siehe auch Kapitel 2.11.4). Anschlieend wurden die Sonden-DNS-Hybride
denaturiert und der Chip regeneriert (siche Abbildung 9 C). Im Anschluss kénnen folgende
Quantifizierungwerte von der dnachip-Software ausgegeben werden: maximale Signalintensitét
mit Hintergrund, gemittelte Signalintensitéit mit Hintergrund, integrierte Signalintensitéit mit
Hintergrund, sowie die korrigierten (d.h. nach Abzug des Hintergrundes von den Sondenspots)
Signalintensitidten dieser drei Berechnungsarten. Fiir die Berechnung der maximalen Signalinten-
sitdt wurde immer der Mittelwert der obersten vier Pixel verwendet, um Ausreifler zu vermeiden.
Bei der Auswertung der CCD-Bilder wurden nun aufgrund der linearen Bindungskinetiken nicht
die absoluten Fluoreszenzsignale am Ende der Messung betrachtet, sondern ausschlielich die
Steigungswerte der maximalen Signalintensitdt ohne Hintergrund in einem bestimmten Zeitraum.
Abbildung 9 D zeigt eine entsprechende Realzeithybridisierungskurve (dargestellt ist die Signal-
intensitéit auf dem DNS-Chip abhiéingig von der Zeit) fiir den Zeitraum von 100 s bis 300 s an

einem bestimmten Punkt aus deren Steigung diese Werte berechnet werden kénnen.

2.11.8 Spotinterne Korrektur des Ausleuchtungsprofils

Zum Ausgleich der inhomogenen Ausleuchtung des sensitiven Feldes wurden Korrekturfaktoren
fiir jeden einzelnen Spot generiert. Da die Kontrolle der Spothomogenitit (siehe Kapitel 2.11.6)
jeden einzelnen Spot betrifft, konnten aus (von diesen Messungen erhaltenen) Steigungswerten,
Korrekturfaktoren fiir die einzelnen Spotpositionen bestimmt werden. Nach dieser Charak-
terisierung wurden die Korrekturfaktoren auf die Hybridisierungsmessungen der eigentlichen

Zielsequenzen angewendet.
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Abbildung 9: Ablauf einer Hybridisierung am Beispiel der Positivkontrolle (Komple-

mentérsonde zum polyT-Spacer): Chipoberfliche am Beginn der Hybridisierung (A),

die eigentliche Hybridisierung (B), Chipoberfliche nach der Denaturierung (C) sowie

die entsprechende Realzeithybridisierungkurve der Hybridisierung fiir den Zeitraum
von 100 s bis 300 s (D).
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Abbildung 10: Screenshot der Benutzeroberfliche der dnachip-Software (ICB, Miinster,
D) zur Auswertung der Hybridisierungen mit dem Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor

Prototyp.
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2.11.9 Normalisierung der Werte

Um eine Vergleichbarkeit verschiedener Hybridisierungen zu ermdéglichen wurden die Steigungswer-
te nach der Korrektur nach Gleichung 1 normalisiert. Dabei ist R die normalisierte Signalintensitit,
Ip die Signalintensitét der einzelnen Sonden, Iy die Signalintensitéit der Nonsense-Sonde und
Iy die Signalintensitdt der universellen Sonde UNIV_1390 bzw. 616V. Als Bezugssonde wurde
zuerst die 616V-Sonde (siehe Tabelle 30 im Anhang) gewéhlt, im Verlauf der Arbeit wurde sie
allerdings durch die UNIV_1380 (siehe Tabelle 30 im Anhang) ersetzt, da in den vorhergehenden
PCR-Reaktionen zur Probenvorbereitung der Primer 616V (siehe Tabelle 10), der sequenziden-
tisch mit der 616V-Oligonukleotidsonde ist, verwendet wurde. So konnte eine Verfilschung der

Ergebnisse aufgrund Primerfehlpaarung verhindert werden.

Ip— Iy

- PN 1
R=7—7 (1)

2.12 Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden mit dem SequiTherm EXCEL®II DNA Sequencing Kit-LC (66cm,
Epicentre, Madison, WI, USA) nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die Trennung
der entstehenden Fragmente erfolgte in einem LI-COR Global IR? DNS Sequenzierer (LI-COR
Biosciences, Bad Homburg, D). Die Sequenzen wurden anschlieBend mit der e-Seq DNS Sequenzier-

und Analyse-Software (LI-COR Biosciences, Bad Homburg, D) ausgewertet.

2.13 Phylogenetische Analysen

Alle phylogenetischen Analysen wurden mit den Alignment- und Baumberechnungsmethoden des
ARB Software Paketes durchgefiihrt ([109], http://www.arb-home.de). Neue Sequenzen wurden
dem existierenden ARB-Alignment mit Hilfe von ARB_EDIT hinzugefiigt und anschlielend
manuell angepasst. Fiir phylogenetische Analysen wurden Distanzmatrix-, Maximum-Parsimony-
und Maximum-Likelihood-Methoden angewandt. Alle phylogenetischen Konsensusbdume wurden

nach den Empfehlungen von Ludwig et al. [108] gezeichnet.

2.14 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Auf Basis von 1600 acidobakteriellen 16S-rDNS Voll- und Partialsequenzen wurden Oligonu-
kleotidsonden fiir die einzelnen ,,subdivisions“ mit dem Probe-Design-Modul des ARB Software
Pakets ([109], http://www.arb-home.de) konstruiert. Anschlieend wurden die so identifizierten
Oligonukleotidsequenzen gegen alle bislang in der ARB-Datenbank (ca. 60 000) erfassten 16S-
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rDNS Sequenzen mittels des Probe-Match-Tools abglichen und auf ihre Spezifitéit gepriift. Alle
Oligonukleotidsonden wurden von MWG Biotech (Ebersberg, D) bezogen. Die Funktionalitét
und Spezifitdt dieser Sonden wurde anschliefend noch durch Hybridisierungsreihen mit unter-
schiedlichen Formamidkonzentrationen, sowie FISH mit kultivierten Referenzen (Interphylum,
Tabelle 1) und Acidobacteria Reinkulturen bzw. Klonen (Intraphylum, siehe Tabellen 1) in vitro
evaluiert [123]. Die Tabellen 27 (Phylum-spezifische Sonden) und 28 (Acidobacteria-spezifische
Sonden) im Anhang fithren die verwendeten Sonden, ihre Spezifitit, Sequenz, Annealingtem-
peratur, sowie den optimalen bzw. verwendeten Formamidgehalt im Hybridisierungspuffer auf.
Alle FISH-Experimente wurden mit den von Dr. Johannes Fried entwickelten Hybridisierungs-
kammern nach bestehenden Protokollen [48, 123, 181] durchgefiihrt. Aufgrund der schwierigen
Detektionsverhéltnisse in Bodenproben wurden fiir diese Hybridisierungen immer eine spezifische
Sonde, eine allgemeine Bakteriensonde (EUB-Mix, siehe Tabelle 27) und DAPI-Farbung zum
Nachweis von DNS im Allgemeinen (4’, 6’-Diamino-2-phenylindol-dihydrochlorid, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen, D) kombiniert. Nach der Hybridisierung wurden die Proben mit dem
Konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM, Zeiss LSM 510 Ver. 2.01 SP2, Carl Zeiss GmbH,
Oberkochen, D) ausgewertet.

2.15 Fixierung von Bodenproben fiir FISH

2.15.1 Fixierung von Bodenproben nach McDonald et al. [118]

Losungen:
Iminodiacetat-Losung 1 g Natriumiminodiacetat
20 ml Natriumdesoxycholatlésung 0,2% (w/v)
Dextran-Losung 20% (w/v) Dextran
Polyethylenglycol 40% (w/w) Polyethylenglycol

e Zugabe von 20 ml Iminodiacetat-Losung zu 10 g Bodenprobe (Partikeldurchmesser <2mm)
e alle nachfolgenden Schritte miissen bei 4°C durchgefiihrt werden

e Inkubation 2 h bei 4°C unter Riihren

e Zugabe von 10 ml Dextran-Losung, 15 ml Polyethylenglycol und 69 ml HyOyeinst

e Abwarten bis sich alle Partikel absetzen und sich 2 fliissige Phasen bilden

e Uberfiihren der unteren Phase in 2 ml Caps

e Zentrifugieren bei 14000xg fiir 2 min und Uberstand abnehmen

e Fixierung des Pellets in 4% PFA : 1xPBS im Verhéltnis 3:1 und bei 4°C iiber Nacht
inkubieren oder in EtOH,s : 1xPBS im Verhéltnis 1:1
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2.15.2 Fixierung von Bodenproben nach Lunau et al. [111]

Lunau et al. [111] entwickelten eine neue Methode, um Bakterien aus Sedimenten oder anderen
Habitaten mit hoher Partikelzahl zu zéhlen. Sie postulierten, dass eine Behandlung der Probe mit
einer Kombination aus 10% (v/v) Methanol und Sonifizierung ein Abldsen der partikel-assoziierten

Bakterien moglich machen wiirde.
e Zugabe von 1300 pl 1xPBS zu 0,3 g Boden (letztendliches Volumen sollte ca. 1350 pl sein)
e Zugabe von 150 ul 10% (v/v) sterilfiltriertem Methanol
e Inkubation bei 37°C 15 min im Ultraschallbad
e Bei 2000xg fiir 1 min zentrifugieren
e Zugabe von 3 Volumen PFA zu 1 Volumen Uberstand
e Fixierung fiir 2,5 h bei 4°C

e Bei 10000xg fiir 5 min zentrifugieren, Uberstand verwerfen, Pellet in 300 zl 1xPBS und
300 pl EtOH,ps resuspendieren

2.15.3 Fixierung von Bodenproben mit Nycodenz®

Die Verwendung von Nycodenz® (Gentaur, Briissel, B) zur Isolierung von Bakterien aus Boden-
proben wurde erstmals 1995 von Lindahl und Bakken [96] erprobt. Dabei sollten zwei Bedingungen
erfiillt werden: (1) Bakterien sollten effektiv von Bodenpartikeln gelost werden und (2) dichtere
Bodenpartikel sollten von den Bakterien getrennt werden. Dabei sollte jedoch die funktionelle

Integritét der Bakterien nicht beeinflusst werden.

Loésungen:

Extraktionslosung 0,lg Na(Cl
0,02 g CaCls - 2 HyO
02¢g MgSOy - 7 HoO
5 ml Tween80
ad 1000 ml HO
autoklavieren

Nycodenz® 13,1 g/10 ml  Nycodenz®/ HyO

PFA 4%

Polyvinylpyrrolidon 20%

EtOH, 1

EtOH 80%

EtOH 50%
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1 g Boden in Einsétze fiir Schwing Miihle Modell MM2 (Retsch GmbH, Haan, D) einwiegen
Zugabe von 9 ml Extraktionslosung

7 min bei 80% Leistung in der Schwing Miihle Modell MM2 (Retsch GmbH, Haan, D)

schiitteln

Suspension in 15 ml Greiner-Rohrchen pipettieren

15 min sedimentieren lassen

1 ml vom Uberstand abnehmen und in ein frisches Cap iiberfiihren

Zugabe von 3 Volumen 4% PFA, 20 min bis iiber Nacht bei RT inkubieren

4 Mal 1 min Ultraschallbehandlung mit jeweils 30 s Pause dazwischen

1 ml Nycodenz® in 2 ml Caps pipettieren

Uberstand sehr vorsichtig auf die Nycodenz®Losung pipettieren

Bei 14000xg und 4°C 45-50 min in der Gradientenzentrifuge abzentrifugieren
Obere Phase verwerfen, Zwischenphase abnehmen

Zur Zwischenphase 1 ml 1xPBS geben und auf Filter (Porenweite 37 pm) mit Hilfe einer

Vakuumpumpe aufbringen
mit 4 ml 1xPBS waschen

aufsteigende EtOH-Reihe: 1 ml 50% EtOH, 1 ml 80% EtOH, 1 ml 96% EtOH, Filter

trocknen

kann staubgeschiitzt iiber Monate aufbewahrt werden
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3 Ergebnisse

3.1 Bodencharakteristika

Da Boden als Habitat hoch komplex ist, wurden einige Faktoren, wie pH-Wert und Stickstoff-
bzw. Kohlenstoffgehalt der Griinschwaige-Bodenproben bestimmt (siehe Kapitel 2.3). Diese Werte
spielen auch im Zusammenhang mit Wachstum und Néhrstoffverfiigbarkeit fiir Bodenbakterien
eine relevante Rolle. Stickstoff ist ein stark begrenzter Faktor in Boden (99% des Gesamtstickstoffes
befinden sich in der Erdatmosphére). Da auch Pflanzen fiir optimales Wachstum einen hheren
Stickstoffgehalt benttigen wird meist, mit z.B. tierischer Giille, gediingt. Alle Bodenproben
zeigen dhnliche pH-Werte im neutralen bis leicht sauren Bereich zwischen 6,6 und 7,1 (siehe
Tabelle 15). Im Gegensatz dazu sind sowohl Kohlenstoff- als auch Stickstoffgehalt der einzelnen
Bodenproben sehr unterschiedlich. Der Gesamtkohlenstoff schwankt zwischen 70,12 und 134,2
g/kg Boden, der Gesamtstickstoff zwischen 4,61 und 9,82 g/kg Boden (siehe Tabelle 15). Das
Kohlenstoff-Stickstoff-Verhiltnis, das u.a. die Humusqualitéit beschreibt, liegt zwischen 12,1:1
und 19,1:1 (siehe Tabelle 15).

Bodenprobe | pH-Wert | Gesamtkohlenstoff | Gesamtstickstoff | C/N-Verhiltnis
[g/kg Boden)] [g/kg Boden)]
K6-1 6,8 88,07 4,61 19,1:1
K6-2 7,1 92,75 5,99 15,5:1
K6-3 6,8 134,2 9,27 14,5:1
K8-1 6,9 102,65 5,69 18,0:1
K8-2 6,7 103,4 7,07 13,3:1
K8-3 6,6 70,12 5,78 12,1:1
K15 6,8 129,85 9,82 13,2:1

Tabelle 15: pH-Werte, Stickstoff- und Kohlenstoffgehalt sowie das Verhéltnis von
Stickstoff- zu Kohlenstoffgehalt (C/N-Verhéltnis) der Griinschwaige-Bodenproben

3.2 Vergleich der DNS-Extraktionsmethoden

Drei verschiedene DNS-Extraktions-Methoden (siehe Kapitel 2.4) wurden im Laufe der Arbeit
angewendet und hinsichtlich des zeitlichen Aufwands (fiir die Extraktion) und resultierenden
Reinheit, Qualitdt und Menge der DNS verglichen (siehe Tabelle 16). Die Methode nach Zhou et
al. [190] schnitt sowohl in Bezug auf Dauer der DNS-Extraktion (ca. 6 h) als auch der Menge
der erhaltenen DNS (weniger als 1 ug pro 5 g Boden) im Vergleich mit den anderen Methoden
schlechter ab. Zudem war die DNS stark abgebaut. Die Methode nach Dong et al. [41] und das
Ultra Clean™ Mega Soil DNA Kit entsprechen sich in etwa in der Effektivitit, in Hinblick auf
die Reinheit der DNS und den zeitlichen Aufwand. Dies liegt vermutlich auch an der Ahnlichkeit
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der Protokolle: bei beiden werden zuerst Inhibitorstoffe entfernt (Aluminiumsulfat [41] bzw.
,Inhibitor Removal Solution“ (Ultra Clean™ Mega Soil DNA Kit)) und erst im Anschluss die
Zellen mit Hilfe von Glasperlen lysiert. Mit Hilfe der Methode nach Dong et al. [41] kann jedoch
deutlich mehr DNS aus dem entsprechenden Probenvolumen extrahiert werden (siehe Tabelle
16). Zusitzlich ist im Vergleich zu dem Ultra Clean™ Mega Soil DNA Kit die Methode nach

Dong et al. [41] deutlich kostengiinstiger, so dass sie weiterverwendet wurde.

3.3 Konstruktion einer 16S- und 23S-rDNS Klondatenbank

Im Rahmen dieser Arbeit wurden elf 16S-23S-rDNS-Genbanken aus ebenso vielen unterschied-
lichen Boden erstellt (siehe Kapitel 2.2). Die Klondatenbanken wurden nach der jeweiligen
Bodenprobe benannt aus der die Sequenzen gewonnen wurden (BI, BII, BIII, BIV, K6-1, K6-2,
K6-3, K8-1, K8-2, K8-3 und K15).

Die in Bodenproben enthaltenen Humins&uren, polymere anionische Verbindungen, hemmen
die DNS-Polymerase bereits in kleinsten Konzentrationen. Die chemischen Eigenschaften von
Huminséuren &hneln denen von DNS sehr stark, so dass diese im Allgemeinen bei einer DNS-
Isolierung zusammen mit der DNS extrahiert werden [41]. Erst nach entsprechender Verdiinnung
der hemmenden Substanz kann somit eine in vitro-Amplifikation erfolgen [13]. Da Verdiinnungen
der DNS-Préparation auch seltener auftretende Nukleinséduren in dem Gemisch minimieren, ist
deren Amplifikation evtl. zu stark vermindert, um anschlieffend in einer Klondatenbank oder
mit einem Mikroarray nachgewiesen zu werden. Deshalb wurden verschiedene DNS-Extraktions-
Methoden (siehe Kapitel 3.2 und Tabelle 16) verglichen sowie PCR-Enhancer (BSA und TMACI,
siehe Kapitel 2.5) eingesetzt, um die Inhibierung durch Huminstoffe zu reduzieren. Zusétzlich
musste ein initialer Denaturierungsschritt eingefithrt werden (sog. ,,Hot-Start“-PCR, [31]) durch
die thermisch instabile Inhibitoren im Vorfeld eliminiert wurden. Die Zugabe der DNS-Polymerase
erfolgte erst im Anschluss an diese Denaturierung. Ohne diesen Schritt wurden auch bei Zugabe
der PCR-Enhancer keine Amplifikate erzielt. Die , Hot-Start“-PCR. verhindert zudem das so-
genannte ,,pre-PCR-mispriming® sowie die Bildung von Primerkonkatemeren [84]. Auf Grund
dieser Optimierungsschritte konnte die Amplifikation der DNS zum Grofiteil mit unverdiinnter
Boden-DNS durchgefiihrt werden. Fiir einige Bodenproben wurde jedoch ohne Verdiinnung der
Boden-DNS kein Amplifikat erhalten, so dass im weiteren Verlauf mit der niedrigsten Verdiinnung
bei der noch ein Amplifikat sichtbar war gearbeitet wurde. Die genaue Verdiinnung der einzelnen
Bodenproben kann Tabelle 18 entnommen werden. Um die Amplifikation von geringer vertretenen

DNS-Sequenzen trotzdem zu gewihrleisten, wurden mehrere DNS-Extraktionen vereinigt [2].

Zur Amplifikation wurde zuerst die Primerkombination 616V und 100K (Bindepositionen am 5’-
bzw. 3’-Ende der 16S-rDNS) eingesetzt und im spéteren Verlauf der Arbeit 31f bzw. 31F_mod
und 985R (Bindepositionen am 5-Ende der 16S-rDNS bzw. 3’-Ende der 23S-rDNS, sieche Kapitel
2.5.2), um zusétzlich auch die ITS-Region sowie die 23S-rRNS von Acidobakterien untersuchen
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zu kénnen. Da die Anzahl der in Datenbanken zu Verfiigung stehenden 16S-rDNS-Klonsequenzen
im Laufe der letzten Jahre drastisch zunahm, war es notig, bereits publizierte Primer (31f [12]
und Hol 189R [192]) zu modifizieren, so dass neu hinzugekommene Sequenzen ebenfalls erfasst
wurden. Bei der Modifikation des 31f Primers konnten nicht alle Variationen beriicksichtigt
werden, da eine zu hohe Anzahl degenerierter Positionen des Primers nicht wiinschenswert
wére. Die 16S-rDNS Sequenzen von Vertretern der ,,subdivisions® 2 und 10 haben am 3’-Ende
der Primerbindungsposition zwei potentiell problematische Fehlpaarungen zum modifizierten
31f Primer (31F_mod, siehe Tabelle 17). Um zu zeigen, dass trotz dieser Fehlpaarungen eine
Amplifikation der entsprechenden Sequenzen problemlos méglich war, wurde eine PCR mit dem
31F_mod Primer auf 16S-rDNS Referenzklone dieser ,subdivisions* bei derselben Annealing-
Temperatur (49°C), die auch fiir Bodenproben eingesetzt wurde, durchgefiihrt (sieche Abbildung
11). Damit kann eine mangelhafte Amplifikation der DNS dieser ,,subdivisions* aus Bodenproben
ausgeschlossen werden. Deutlich sichtbar in Abbildung 11 ist das gewiinschte PCR-Fragment
in der Grofle von 1600 b. Die zusétzlichen Banden stellen in diesem Fall Plasmid-DNS dar, die
aufgrund zu hoher Initialkonzentration der DNS in der PCR im Gelbild noch sichtbar sind.

Trotz Optimierungsversuchen (Steigerung der Annealing-Temperatur, Variation der Primer- und
BSA-Konzentrationen) traten jedoch fiir Bodenproben z.T. zusétzliche unspezifische Amplifikate
mit der Primerkombination 31F_mod und 985R auf. Neben dem gewiinschten PCR-Fragment
in der Grofle von ca. 4500-5000 b wurden auch noch kleinere Amplifikate (ca. 2000 b) bzw.
leichte Schmierbildung beobachtet. Die Groflenvariation des gewiinschten PCR-Fragments hat
ihre Ursache in der unterschiedlichen Linge der I'TS-Region. Diese variierte bei den gefundenen
Acidobacteria-Klonen zwischen 350 b und 1250 b. Die Kloniereffizienz, d.h. die Anzahl analysierter
Klone im Verhéltnis zu spezifischen Klonen, war dessen ungeachtet ausreichend, sie lag abhéngig
von der Bodenprobe zwischen 27,92% und 45,26%, so dass auf weitere Optimierungsversuche
verzichtet werden konnte. Mit Hilfe des PCR-Enhancers PrimerNavigator DNA Amplfication
Enhancer (biohelix, Beverly, MA, USA, siehe Kapitel 2.5) konnten im spéteren Verlauf zwar
die unspezifischen Amplifikate eliminiert werden (siehe Abbildung 12), jedoch verringerte sich
auch die Menge an spezifischem Amplifikat deutlich, so dass eine Selektion auf bestimmte

acidobakteriellen rDNS Sequenzen nicht ausgeschlossen werden konnte.

Spezifitat Sequenz 5’—3’°

31F_mod GAT WMT GGC TCA GAA TC
,subdivision“ 2 | GAT CCT GGC TCA GAG CG
,subdivision“ 10 | GAT CNT GGC TCA GAA CG

Tabelle 17: Sequenzunterschiede der ,,subdivisions* 2 und 10 im Vergleich zum modifi-
zierten 31F_mod Primer

Die Charakterisierung des Vektorinserts erfolgte mittels Koloniehybridisierung [89] mit der
DIG-markierten Sonde Hol-1400, DNS-spezifischem Fischen [119] mit der Sonde Hol_1400 sowie
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Abbildung 11: Einsatz der Primerkombination 31F_mod und 100K zur Amplifikation
der Plasmid-DNS von 16S-rDNS Referenzklonen der Acidobacteria ,,subdivisions* 2
und 10 (nach Agarosegelelektrophorese in einem 1%igen Agarosegel). 1:Léngenstandard,
2:Ls_31_18 (,,subdivision* 2), 3:Xc_43_10 (,,subdivision® 2), 4: MP9_120505 (,,subdivision*
10), 5:MP3.070605 (,,subdivision® 10), 6:MP43_-210706 (,,subdivision®“ 4, Positivkontrol-
le), 7:Negativkontrolle

Ganz-Zell-PCR (siehe Kapitel 2.10). Wobei die Ganz-Zell-PCR unter Zuhilfenahme des spezi-
fischen Primerpaars Hol 1400V (Bindeposition am 3’-Ende der 16S-rDNS) und Hol 189R bzw.
Hol 189R_Ac (Bindeposition am 5-Ende der 23S-rDNS) ausschliefllich fiir die Identifizierung der
16S- bis 23S-rDNS Fragmente angewendet wurde. Die Sequenzen des Grofiteils der Klone, bei
denen Amplifikat mit diesem Primerpaar entstand, konnten dem Phylum Acidobacteria zuge-
ordnet werden. Einige wenige waren Chiméren, andere konnten weder mit BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) noch mit ARB-Werkzeugen bekannten 16S- bzw. 23S-rRNS Sequenzen
zugeordnet werden. Letztere entsprechen vermutlich unspezifischen PCR-Artefakten, da sie auch
auf Proteinebene keinerlei signifikante Ahnlichkeiten zu anderen, bekannten oder hypothetischen

Proteinen aufwiesen.

Beim Vergleich der verschieden Klondatenbanken (siehe Tabelle 19) konnte eine unterschiedliche
Verteilung der acidobakteriellen ,,subdivisions®“ festgestellt werden. Wahrend in den Lysimeterbo-
denproben (BI-BIV) Vertreter der ,subdivisions® 1 und 3 in grofier Anzahl gefunden wurden (siehe
Tabelle 19), waren keine ,subdivision® 1 16S-rDNS Klone in den Griinschwaige Klondatenbanken
zu finden und nur eine (im Vergleich) geringe Anzahl an ,subdivision“ 3 16S-rDNS Klonen (zwi-
schen 15,9 und 18,9% der analysierten 16S-rDNS Klone in den Griinschwaige Klondatenbanken
und zwischen 24,0 und 46,3% in den Bayreuthklondatenbanken, siehe Tabelle 19). Mehrere , sub-
divisions“ konnten nur vereinzelt in den Datenbanken nachgewiesen werden. Klondatenbanken

konnen allerdings erst ab einer bestimmten Grofle signifikante Aussagen {iber die tatséchliche
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Bodenprobe | Zhou et al. ' | Dong et al. 2 Ultra Clean™
Mega Soil DNA Kit3

BI n.b. n.b. 1:10

BII n.b. n.b. 1:10

BIII n.b. n.b. 1:20

BIV n.b. n.b. 1:20

Ko6-1 1:10 unverdiinnt unverdiinnt

K6-2 1:10 unverdiinnt n.b.

K6-3 1:10 unverdiinnt n.b.

K8-1 1:10 unverdiinnt n.b.

K8-2 1:10 unverdiinnt n.b.

K8-3 1:10 1:10 n.b.

K15 1:10 1:10 n.b.

1 DNS-Extraktion nach Zhou et al. [190] (siehe Kapitel 2.4.2)
2 DNS-Extraktion nach Dong et al. [41] (siehe Kapitel 2.4.3)

3 Bayreuth-Lysimeter-Bodenproben wurden von Mitarbeitern des Teilprojekts Overmann
(LMU, Miinchen, BIOLOG-Projekt) isoliert (siehe Kapitel 2.4.1)
n.b. = nicht bestimmt, da die entsprechende DNS-Extraktion nicht durchgefithrt wurde

Tabelle 18: Verdiinnungsfaktor der Ausgangs-DNS von Bodenproben fiir die Amplifika-
tion in Abhéingigkeit der angewendeten DNS-Extraktionsmethoden. Unverdiinnt:DNS
konnte nach der DNS-Extraktion in der iiblichen Menge (siehe Kapitel 2.5) eingesetzt
werden, Verdiinnung (1:10; 1:20): DNS musste nach der DNS-Extraktion im entspre-
chenden Verhiltnis mit HoOyeingt verdiinnt werden, um eine erfolgreiche Amplifikation

zu gewahrleisten.
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Abbildung 12: Einsatz der Primerkombination 31F_mod und 985R auf die Griinschwaige
Bodenprobe K8-2 (nach Agarosegelelektrophorese in einem 1%igen Agarosegel) mit
bzw. ohne Zugabe des PrimerNavigator DNA Amplfication Enhancers ((biohelix, Be-
verly, MA, USA). 1 und 2: mit PrimerNavigator DNA Amplfication Enhancer, 3:
Negativkontrolle, 4:Liangenstandard, 5 und 6: ohne PCR-Enhancer.

Diversitét in einer Probe ermoglichen. Deshalb werden oftmals Schatzfunktionen zur Bestimmung
der absolute Anzahl an phylogenetischen Einheiten (also der Artenvielfalt) herangezogen, um
zu iiberpriifen, ob eine Klondatenbank eine, fiir den jeweiligen Zweck, aussagekriftige Grofe
erreicht hat. Die Methode nach Kemp et al. [81] geht davon aus, dass solche Schétzfunktionen
fiir kleine Klondatenbanken keine stabilen Resultate finden kénnen (siehe auch [72]), deshalb
werden die Klondatenbanken in Untergruppen unterteilt und die Artenvielfalt wird fiir jedes
Set einzeln berechnet. AnschlieBend wird verglichen, ob die Schatzungen stabile Werte liefern
[80]. Hauptséchlich werden hier die Schitzfunktionen Sacg [30] und Scrao1 [29] verwendet.
Am Beispiel der Kurven Spcg und Scgaoi fiir die Klondatenbank K8-1 ist ersichtlich, dass die
notige Grofe nicht erreicht wird. Eine optimale Abdeckung der Biodiversitidt wére erreicht, wenn
die Kurven sich einem Wert asymptotisch anndhern. Abbildung 13 zeigt, dass dies hier nicht der
Fall ist.

3.4 Fluoreszenz in situ Hybridisierungen (FISH)

Mit Hilfe der Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit fluoreszenz-markierten 16S-rRNS gerichteter
Oligonukleotidsonden, sollten Vertreter des Phylums Acidobacteria im Boden auf Einzelzellebene

nachgewiesen werden. Gerade Bodenproben erweisen sich hinsichtlich FISH-Anwendungen als
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Abbildung 13: Darstellung Kurven der Schétzfunktionen S4cp (in blau) und Scra01
(in rot) zur Bestimmung der Artenvielfalt fiir die Klondatenbank K8-1. Eine opti-
male Abdeckung der Biodiversitit wire erreicht, wenn die Kurven sich einem Wert

asymptotisch annahern.

dulerst kompliziert, da die Bakterien oftmals mit autofluoreszierenden Partikeln assoziiert sind
und zusétzlich anderes, ebenfalls autofluoreszierendes Stormaterial, wie kleinste Pflanzenreste,
in der Probe prisent sind. Ein Entfernen der Partikel ohne Verluste an Bakterienzellen ist auf
Grund der Assoziation nur schwer moglich. In den folgenden Kapiteln wird die Entwicklung
Acidobacteria-spezifischer 165-rRNS Oligonukleotidsonden, deren Evaluierung sowie die Evaluie-
rung verschiedener Fixierungsmethoden fiir Béden und zuletzt die Anwendung entwickelter und
bekannter Sonden auf die Bodenprobe K8-1 (Griinschwaige Versuchsstation, Freising, D, siehe
auch Kapitel 2.2.2) genauer beschrieben. Die Evaluierung Acidobacteria-spezifischer 16S-rRNS
Oligonukleotidsonden und erste Versuche zur Anwendungen auf die Bodenproben wurden im

Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt [123].

3.4.1 Konstruktion von 16S-rRNS gerichteten Oligonukleotidsonden

Da fiir die Gruppe der Acidobakterien nur wenige evaluierte 16S-rRNS gerichtete Oligonukleotid-
sonden vorliegen (IRogl, IRog2, OTU43/44_0360 und Hol 1400, siche Tabelle 28 im Anhang)
und diese v.a. die ,subdivision® 6 der Acidobacteria (IRogl, IRog2, OTU43/44_0360) bzw.
allgemein alle Acidobakterien (Hol-1400) erfassen, mussten zusétzliche Sonden fiir die einzelnen
,subdivisions“ konstruiert und evaluiert werden. Hierzu wurde ein Teil der fiir den Mikroarray
konstruierten Sonden {ibernommen und unter FISH-Bedingungen neu evaluiert (siche Tabelle 28).
Zusiétzlich wurde noch die Zugénglichkeit der 165-rRNS an der Sondenbindungsstelle, anhand der
Zugénglichkeit des 16S-TRNS Gens von E.coli [16], die unter Vorbehalt auf die acidobakterielle

16S-rRNS iibertragen wurde, iiberpriift. Sonden mit Zugénglichkeitsklassen niedriger als Klasse
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IV wurden nicht verwendet. Es stellte sich heraus, dass einige Sonden, die positive Signale
in Mikroarrayhybridisierungen zeigten, keine detektierbaren Signale unter FISH-Bedingungen
ergaben (z.B. Acido3_307, [123]). In diesen Féllen wurden neue 16S-rRNS gerichtete Oligonukleo-
tidsonden auf Grundlage aktueller 16S-rDNS Datenbanken konstruiert [123]. Es war moglich,
fir die ,,subdivisions® 1, 2, 3, 4, 6, und 8 des Phylums Acidobacteria Oligonukleotidsonden zu
entwickeln. Die Sonden erfassen sowohl komplette ,,subdivisions“ als auch einzelne Untergruppen
der verschiedenen acidobakteriellen ,,subdivisions®. Fiir die iibrigen ,,subdivisions“ konnten keine
Sonden evaluiert werden, da zu diesem Zeitpunkt entweder keine entsprechenden 16S-rDNS Klone
zur Verfiigung standen oder die entwickelten Sonden keine Signale mit den Zielklonen zeigten.
Alle verwendeten Sonden mit der zugehdrigen Spezifitit sind im Anhang in den Tabellen 27 und
28 aufgefiihrt.

3.4.2 Evaluierung der 16S-rRNS gerichteten Oligonukleotidsonden

Da fast alle konstruierten Sonden bisher unkultivierte Acidobakterien erfassten, wurde die
Sondenevaluierung mittels Clone-FISH [123, 156] durchgefiihrt. Hierbei wird die 16S-rDNS-
Sequenz, die komplementir zur entwickelten Oligonukleotidsonde ist in einen Vektor ligiert,
der einen T7-RNS-Polymerase Promotor trigt. In diesem Fall der pGEM®-T Easy Vector.
Anschlieflend wird der Vektor in Zellen transformiert, die eine induzierbare T7-RNS-Polymerase
besitzen (hier E. coli NovaBlue® (DE3)). Bei Zugabe von IPTG wird diese exprimiert und fithrt zur
in vivo Transkription des Plasmidinserts. Wenn das Insert in der korrekten Leserichtung im Vektor
vorliegt, werden somit einzelstrangige rRNS Kopien der zur Sonde komplementéren 16S-rDNS
Sequenz von der T7-RNS-Polymerase synthetisiert. Durch die Zugabe von Chloramphenikol, dass
den Abbau von RNS inhibiert [176] und zu einer Erhthung der Anzahl von Plasmidkopien fiihrt
[149], kann die Zielsequenz noch weiter angereichert werden. Im Anschluss an diese Prozedur
konnen die E.coli Zellen fixiert und fiir FISH verwendet werden (siehe Kapitel 2.14). Die
hier verwendete Vektor-Zellen-Kombination fithrte bereits bei Schramm et al. [156] zu guten
Hybridisierungssignalen mit einer relativen Signalintensitét von 80%.

Eine im Rahmen dieses Projektes durchgefiihrte Diplomarbeit [123] hatte zudem die Aufgabe,
diese Methode weiter zu optimieren, mit anderen Methoden zu vergleichen (z.B. mit catFISH,
[129]) und anschlieflend die Sonden zu evaluieren. Um die Unterschiede zwischen den verschiedenen
Methoden zu ermitteln, wurde die Hybridisierungseffizienz, d.h. das Verhéltnis von Zellen, die
ein positives Signal zeigen, zu Zellen, die keine Signale zeigen, durch das manuelle Auszdhlen der
E.coli-Zellen zweier Fluoreszenz- und Durchlichtaufnahmen bestimmt [123]. Eine Auswertung der
Hybridisierungseffizienz mittels semiautomatischer Quantifizierungssoftware, wie z.B. DAIME

[36], war aufgrund der Konzentration der Signale an den Zellpolen nicht moglich.

Abbildung 14 zeigt die verschiedenen Protokolle und ihre Hybridisierungseffizienz am Beispiel

von Zellen des Klons Xc_43_10 (,subdivision® 2), die mit der ,subdivision® 2-spezifischen Aci-
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do2_404 Sonde hybridisiert wurden. Ersichtlich ist, dass mit dem catFISH-Protokoll, welches mit
niedrigeren IPTG- und Chloramphenikolkonzentrationen und kiirzeren Inkubationszeiten arbeitet
[129], im Vergleich zu dem Standardprotokoll [156] nur sehr wenige Zellen ein positives Signal
zeigen [123]. Eine Inkubation der Zellen mit Chloramphenikol iiber Nacht fithrte zwar zu einer
homogeneren Verteilung des Signals innerhalb der Zellen (d.h. keine Konzentration des Signals
an den Zellpolen), aber nur noch 12% der Zellen zeigten spezifische Fluoreszenz. Eine auf 3 h
bzw. 5 h (im Gegensatz zu einer Stunde im Standardprotokoll) verldngerte Inkubation mit IPTG
fithrte zu gleicher bzw. geringerer Hybridisierungseffizienz verglichen mit dem Standardprotokoll
[123]. Zudem konzentrierten sich die Signale wesentlich stérker an den Zellpolen [123]. Durch
die Erhohung der IPTG-Konzentration bei gleichbleibender Inkubationszeit konnte jedoch ein
positiver Effekt erzielt werden. Die Hybridisierungseffizienz stieg bei einer Konzentration zwischen
0,5 und 2 mM IPTG an, bis sie ab einer Konzentration von 3 mM IPTG wieder drastisch abnahm

(auf unter 10% Hybridisierungseffizienz). Die Signalintensitét verénderte sich dabei nicht.

catFISH []

Camp UN ]
IPTG 3h ]

IPTG 5h ]

0,5 mM IPTG+Camp ]

1 mM IPTG+Camp ]

1,5 mM IPTG+Camp ]

Anzuchtbedingung

2 mM IPTG+Camp ]

3 mM IPTG+Camp []

4 mM IPTG+Camp [7]

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0
Hybridisierungseffizienz [%]

Abbildung 14: Vergleich der Hybridisierungseffizienz nach Vorbereitung der Zellen
unter verschiedenen Anzuchtbedingungen am Beispiel der Zellen des Klons Xc_43_10
(,subdivision®“ 2), die mit der ,subdivision“ 2-spezifischen Acido2_404 Sonde hybridi-
siert wurden. Die Hybridisierungseffizienz wurde durch das manuelle Auszéihlen der
E.coli-Zellen zweier Fluoreszenz- und Durchlichtaufnahmen fiir jedes Anzuchtprotokoll
bestimmt. Cat-FISH: catFISH Protokoll nach Ouverney et al. [129], Camp: Chlo-
ramphenikolbehandlung iiber Nacht, IPTG 3h: IPTG-Behandlung fiir 3 h, IPTG 5h:
IPTG-Behandlung fiir 5 h, x mM IPTG + Camp: kombinierte Behandlung mit IPTG
und Chloramphenikol, wobei IPTG in den Konzentrationen 0,5, 1, 1,5, 2, 3 und 4 mM

zugegeben wurde.

Fiir andere Parameter wie Zelldichte (OD 0,1-0,4) oder Fixierungsmethode (4% PFA, 1,6% PFA

und Ethanolfixierung) konnte kein Einfluss auf die Signalintensitét bzw. Hybridisierungseffizienz
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nachgewiesen werden [123].

Mittels Formamidreihen von 0-50% (siehe Kapitel 2.14) wurde nun die optimale Formamidkon-
zentration fiir die jeweilige Sonde bestimmt [123]. Um die Vergleichbarkeit der Signalintensitéten
der einzelnen Formamidreihen zu gewéhrleisten, wurden die Bildeinstellungen am CLSM fiir
jede Formamidreihe festgelegt und so weit wie moglich fiir die folgenden iibernommen [123].
Fluoreszenzbilder und Durchlichtbilder dieser Hybridisierungen werden hier nicht im einzelnen

gezeigt, sie konnen aber der Diplomarbeit von Nigele [123] entnommen werden.

Wie bereits erwahnt, konnte fiir die ,,subdivisions® 1, 2, 3, 4, 6 und 8 der Acidobacteria je-
weils mindestens eine Sonde entwickelt werden. Fiir die ,,subdivision“ 5 konnte keine Sonde
erfolgreich evaluiert werden, da die in silico konstruierten Oligonukleotidsonden in in situ Hy-
bridisierungen keine Signale mit dem entsprechenden Referenzklon (EC1058, ,,subdivision“ 5,
siehe Tabelle 2) zeigten. Wenn Reinkulturen vorhanden waren, wurden diese ebenfalls mit in
die Sondenevaluierung einbezogen. Hier konnte mit den entsprechenden Sonden die iibliche
Ganzzellfluoreszenz erzielt werden. Weder Acidobacterium capsulatum noch Holophaga foetida
zeigten Autofluoreszenz. Geothriz fermentans (,subdivision® 8) zeigte hingegen eine ausgeprégte
Autofluoreszenz im Bereich der Wellenldnge Cy3-Farbstoffes, so dass im weiteren Verlauf fiir die
gesamte ,,subdivision“ 8 nur noch Fluos-markierte Sonden verwendet wurden [123].

Weiterhin wurde die Spezifitdt ausgewédhlter Oligonukleotidsonden durch Hybridisierung gegen
kultivierte Nicht- Acidobacteria Referenzorganismen iiberpriift (siehe Tabelle 1). Es wurden v.a.
Mikroorganismen ausgewahlt, die im Boden zu finden sind, da die Sonden hauptséchlich auf
Bodenproben angewendet werden sollten. Bei keinem Referenzorganismus konnten Signale mit
den neu-entwickelten Oligonukleotiden Sonden detektiert werden [123]. Die Oligonukleotidsonden
wurden aber nicht nur auf ihre Interphylumspezifitéit, sondern auch auf die Intraphylumspezifitit
getestet. Hierzu wurden die ausgewé#hlten Sonden gegen Zellen aller verfiigbaren 16S-rDNS Klone,
sowie die drei verfiigharen Reinkulturen (A. capsulatum, H. foetida, G. fermentans) hybridisiert
[123]. Es konnte gezeigt werden, dass die Sonden fiir ihre jeweiligen Ziel-Klone spezifisch sind
und keine Signale mit Nicht-Ziel-Zellen auftraten. Der optimale Formamidgehalt fiir die jeweilige

Sonde kann Tabelle 28 im Anhang entnommen werden.

3.4.3 Aufbereitung von Bodenproben

Die Aufbereitung von Bodenproben fiir FISH-Experimente ist aufgrund verschiedenster Faktoren
sehr diffizil. Oft sind die Bakterienzellen stark mit Kleinstpartikeln assoziiert (z.B. mittels Exopo-
lysacchariden), da diese sowohl einen gewissen Schutz vor Fressfeinden bieten und zudem Nahrung
bereitstellen kénnen [26]. Fiir eine Auftrennung der Bakterienzellen von den Partikeln muss also
zuerst die Assoziation mit den Partikeln unterbrochen werden und anschliefend eine Abtrennung
der Partikel von den Zellen erfolgen, da sowohl diverse Partikel als auch kleine Pflanzenreste

hohe Autofluoreszenzen zeigen, die eine Detektion spezifischer Signale in in situ Hybridisierungen
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erschweren wiirden. Bereits im Laufe einer Diplomarbeit [123] wurden einige Protokolle zur
Aufbereitung von Bodenproben getestet, u.a. Methoden nach McDonald et al. [118], Hahn et al.
[65] sowie unterschiedliche mechanische Vorbehandlungen, wie Sieben, Morsern und Ultraschall.
Das Prinzip der Methode nach Hahn et al. [65] basiert auf dem Loslosen der Bakterienzellen von
Bodenpartikeln durch die Behandlung der Probe mit Natriumpyrophosphat-Losung, wihrend
bei McDonald et al. [118] Dextran, PEG, Natriumdesoxycholat und Natriumiminodiacetat zum
Einsatz kommen (siehe Kapitel 2.15.1). Im Anschluss wurden noch die Anwendbarkeit von zwei
weiteren Protokolle iiberpriift. Die Methode von Lunau et al. [111] wurde fiir das Auszéhlen
von Bakterienzellen aus Bodenproben nach einer SybrGreenl-Féarbung entwickelt, aber bisher,
soweit bekannt, noch nicht als Grundlage fiir spezifische FISH-Experimente (siehe Kapitel 2.15.2).
Das Loslosen der Zellen von Bodenpartikeln soll hier durch eine Behandlung mit Methanol in
Kombination mit Ultraschall gewéhrleistet werden. Auch bei der letzten Methode kommt im
Vorfeld ein Puffer zum Einsatz, der die Assoziation der Bakterienzellen mit den Bodenpartikeln
zerstort. Anschlieend wird die entstehende Suspension noch durch Dichtegradientenzentrifugati-
on mit Nycodenz® von Bodenpartikeln befreit (siche Kapitel 2.15.3). Die Zellen konnen danach
entweder direkt auf den Objekttriger oder auf einen Filter aufgebracht und danach mit den

entsprechenden Sonden hybridisiert werden.

Tabelle 20 zeigt die Effizienz der jeweiligen Methode, d.h. das Loslésen der Bakterienzellen von den
Bodenpartikeln, die Menge an Detritus, die noch in der Probe verbleibt sowie die Signalintensitét
nach einer FISH mit dem Oligonukleotidsondenmix EUB338-Mix (erfasst alle bekannten Bacteria,
siehe auch Tabelle 27 im Anhang). Alle Methoden wurden auf die Griinschwaige-Probe K8-1
(siche Kapitel 2.2.2) angewandt. Es konnte festgestellt werden, dass die Methoden nach McDonald
et al. [118] bzw. nach Lunau et al. [111] die besten Resultate lieferten. Bei Anwendung dieser
beiden Protokolle waren viele Zellen von den Bodenpartikeln abgetrennt und im Vergleich mit
den anderen Methoden die Bodenpartikel weniger verklumpt und geringer in der Anzahl. Die
Signalintensitat mit der Bacteria-Sonde war in beiden Féllen sehr gut. Die Methanolmethode
[111] hat gegeniiber der Methode nach McDonald et al. [118] den entscheidenden Vorteil, zeitlich
wesentlich weniger aufwendig zu sein (siehe auch Tabelle 20).

Am schlechtesten schnitt die mechanische Vorbehandlung ab. Hier war es kaum méglich, freie
Zellen zu detektieren. Eine lingere Ultraschallbehandlung [123] hatte zur Folge, dass nur noch
Zellfragmente detektiert werden konnten. Die Partikelanzahl war ebenfalls sehr hoch und machte
eine Unterscheidung zwischen bakterieller Zelle und Bodenpartikel so gut wie unmoglich. Auch die
Methode nach Hahn et al. [65] resultierte in zu wenigen freien Zellen. Im Gegensatz dazu fiihrte
die Behandlung der Bodenprobe mit Nycodenz® (siehe Kapitel 2.15.3) und anschlieBendem
Aufbringen der Zellsuspension auf einen Filter zu einer relativ hohen Anzahl freier Zellen und
wenigen Partikeln. Allerdings erschwert der Filter aufgrund seiner Struktur die Detektion und v.a.
die Bildaufnahme. Zudem ist eine Auswertung der DAPI-Farbung wegen der Autofluoreszenz des
Filters in genau diesem Wellenldngenbereich nicht moglich (siehe Abbildung 15). Wenn die Probe

nach der Behandlung mit Nycodenz® in Losung verblieb und nicht auf einen Filter appliziert
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Methode freie Zellzahl | Partikelanzahl | Signalintensitét
McDonald et al. ++ +/— +++
Hahn et al. ? — ++ n.d.
Mechanisch (Sieben, —— ++ n.d.
Mérsern, Ultraschall)?
Lunau et al. 4 ++ — 4+
Nycodenz® auf Filter? 4+ +/— ++
Nycodenz® in Losung® + +/— 4+

! Bodenaufbereitung nach McDonald et al. ([118] siehe Kapitel 2.15.1)
2 Bodenaufbereitung nach Hahn et al. ([65] néheres siehe auch [123])
3 mechanische Bodenaufbereitung nach Ngele [123]

4 Bodenaufbereitung nach Lunau et al. ([111] siehe Kapitel 2.15.2)

5 Bodenaufbereitung mit Nycodenz® (siehe Kapitel 2.15.3)

Tabelle 20: Bodenprobenaufbereitung fiir FISH. Verschiedene Protokolle wurden an-
gewandt und hier eingeteilt nach der Effizienz mit der Zellen von Bodenpartikeln
gelost wurden (=freie Zellzahl), der Menge an Detritus, die nach der Behandlung noch
vorhanden ist (= Partikelanzahl) sowie der Signalintensitét nach einer Hybridisierung
mit dem 16S-rRNS Oligonukleotidsondenmix EUB338-Mix zur Detektion von Bacteria
(=Signalintensitit). +++ = hohe Anzahl freier Zellen oder hohe Anzahl von Partikeln
oder sehr gute Signalintensitéit, ++ = relativ viele freie Zellen oder relativ hohe Anzahl
von Partikeln oder gute Signalintensitét , + = niedrige Anzahl von Zellen oder niedrige

Anzahl von Partikeln oder schwache Signalintensitéit , — = kaum freie Zellen oder
kaum Partikel detektierbar oder kaum Signal detektierbar , —— = keine freien Zellen
vorhanden oder keine Partikel sichtbar oder kein Signal detektierbar , n.d. = nicht

definiert.
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wurde, konnten insgesamt nur wenige freie Zellen detektiert werden. Auch durch eine Verdopplung
des Auftragsvolumens der Zellsuspension auf den Objekttrager konnte keine Verbesserung erzielt

werden.

—
10 um

Abbildung 15: Hybridisierung der Bodenprobe Griinschwaige K8-1 nach Vorbereitung
mit dem Nycodenz® Protokoll mit dem EUB338-Sondenmix. Die Signale einzelner Zellen
sind zu erkennen. Eine Verifizierung der Signale mittels DAPI oder Durchlichtaufnahme
ist auf Grund der Filterstruktur jedoch nicht mdéglich. (A) Fluoreszenzaufnahme Fluos,
(B) Fluoreszenzaufnahme DAPI, (C) Durchlichtaufnahme, (D) Ubereinanderlagerung
der Abbildungen A, B und C

3.4.4 FISH mit Zellen der Umweltprobe Griinschwaige K8-1

3.4.4.1 FISH mit Acidobacteria-spezifischen 16S-rRNS Oligonukleotidsonden

Um die Authentizitdt der Ergebnisse zu gewihrleisten, wurde bei jeder Hybridisierung stets eine
Acidobacteria-spezifische 16S-rRNS Oligonukleotidsonde gemeinsam mit dem EUB338-Sondenmix
(siehe Tabellen 27 und 28 im Anhang) eingesetzt. Nur Signale einer Acidobacteria-Sonde, die
gleichzeitig mit der Bacteria-Sonde auftraten, wurden als spezifisch bewertet. Eine zusétzliche
DAPI-Farbung (4’,6’-Diamino-2-phenylindol-dihydrochlorid) diente als weitere Kontrolle, um
hybridisierte Zellen als solche zu identifizieren (siehe Kapitel 2.14). Als Negativkontrolle wurde
immer die Bodenprobe ohne fluoreszenz-markierte Sonden mitgefiihrt. Fiir die Hybridisierungen
wurden die Sonden Acidol_112, Acido1_300A, Acido2.404, Acido3_297, Acido4_193, Acido4_329,
IRogl, Gtx_1239 sowie die allgemeine Acidobacteria-Sonde Hol 1400 verwendet (eine Liste der
Sonden ist in Tabelle 28 im Anhang zu finden). Wie schon im vorherigen Kapitel erwéhnt ist die
Detektion von Bakterienzellen im Boden wegen der hohen Partikelanzahl und Autofluoreszenz
stark erschwert. Allgemein kann gesagt werden, dass in der Griinschwaige Probe K8-1 nur sehr
wenige Acidobakterienzellen nachgewiesen werden konnten. Auf Grund der geringen beobachteten
Anzahl acidobakterieller Zellen in der Probe konnten oftmals Zielzellen, die bereits nachgewiesen
wurden, in Parallelversuchen nicht wieder detektiert werden. Eine mangelhafte Detektion von

Zellen durch z.B. ungeniigende Durchlissigkeit der Zellen fiir fluoreszenz-markierte Sonden
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kann ausgeschlossen werden, da das EUB338-Mix-Signal zum grofiten Teil sehr stark sichtbar
war. Die Abbildungen 16 und 17 zeigen positive Signale verschiedener Acidobacteria-Sonden im
Griinschwaige-Boden K8-1. Eine zusiitzliche Behandlung der Zellen mit Lysozym (10 mg/ml)
erbrachte weder stéirkere noch zahlreichere Signale von acidobakteriellen 16S-rRNS Oligonu-
kleotidsonden. Die Morphologie der detektierten Acidobacteria-Zellen war verschiedenartig und

reichte von einzelnen Kokken iiber Diplokokken und Kokken-Tetraden bis hin zu kurzen Stébchen.

3.4.4.2 FISH mit Phylum-spezifischen 16S-rRNS Oligonukleotidsonden

Um Hinweise zu erhalten, ob die geringe Anzahl detektierter Acidobakterienzellen auf die verwen-
dete Bodenaufbereitungsmethode zuriickzufiihren ist, wurden neben Acidobacteria-spezifischen
Sonden weitere Phylum-spezifische Sonden eingesetzt (Sondenliste siehe Tabelle 27). Mit diesen
Sonden sollten die am h#ufigsten im Boden vorkommenden Archaea und bakteriellen Phyla, u.a.
Planctomycetes, Chloroflexi, Cytophaga, Proteobacteria (Alpha-, Beta-, Gamma- und Delta-),
Firmicutes und Actinobacteria (siehe auch [131]) erfasst werden. Fiir diese Hybridisierungen
wurde die nach Lunau et al. [111] vorbereitete K8-1 Bodenprobe kurz vor der eigentlichen Hybri-
disierung noch mit Lysozym (10 mg/ml) vorbehandelt und anschlieBend bei den entsprechenden
Formamidkonzentration hybridisiert. Es wurde immer der EUB338-Mix (siehe Tabelle 27) und
eine Negativkontrolle (ohne Sonden) mitgefiihrt. Zusétzlich wurde noch mit DAPT geférbt, um

eine einwandfreie Detektion zu gewéhrleisten (siche Kapitel 2.14).

Von den untersuchten Gruppen konnten Archaea, Alpha-, Beta- und Gammaproteobacteria,
sowie Firmicutes und Actinobacteria nachgewiesen werden. Vor allem Alphaproteobakterien und
Actinobakterien waren sehr stark in der Bodenprobe K8-1 vertreten (siche auch Abbildungen 18
und 19). Es konnte somit gezeigt werden, dass verschiedene bakterielle Phyla, unabhéngig von
unterschiedlichen Zellwandmerkmalen (z.B. Gram-positiv, Gram-negativ), in grofier Anzahl in der
untersuchten Bodenprobe vorhanden waren. Die geringe Anzahl detektierbarer, acidobakterieller

Zellen ist also vermutlich nicht auf die Fixierungsmethode zuriickzufiihren.
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Abbildung 16: In situ Hybridisierung der Bodenprobe K8-1 mit der Fluos-markierten
Sonde Acidol_112 (,,subdivision®* 1) und dem Cy3-markierten EUB-Mix, sowie DAPI-
Farbung bei einer FA-Konzentration von 10%. (A) Fluoreszenzaufnahme Fluos, (B)
Fluoreszenzaufnahme Cy3, (C) Fluoreszenzaufnahme DAPI, (D) Ubereinanderlagerung
der Abbildungen A, B, C und E, (E) Durchlichtaufnahme
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Abbildung 17: In situ Hybridisierung der Bodenprobe K8-1 mit der Cy3-markierten
Sonde IRogl (,subdivision® 6), der Fluos-markierten Sonde Hol 1400 und dem
Cyb-markierten EUB-Mix, sowie DAPI-Farbung bei einer FA-Konzentration von
20%. (A) Fluoreszenzaufnahme Cy3, (B) Fluoreszenzaufnahme Fluos, (C) Fluores-
zenzaufnahme Cyb, (D) Fluoreszenzaufnahme DAPI, (E) Durchlichtaufnahme, (F)
Ubereinanderlagerung der Abbildungen A, B, C, D und E
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Abbildung 18: In situ Hybridisierung der Bodenprobe K8-1 mit der Cy3-markierten Son-
de Alflb (Alphaproteobacteria, dem Fluos-markierten EUB-Mix, sowie DAPI-Farbung
bei einer FA-Konzentration von 20%. (A) Fluoreszenzaufnahme Fluos, (B) Fluores-
zenzaufnahme Cy3, (C) Fluoreszenzaufnahme DAPI, (D) Durchlichtaufnahme, (E)
Ubereinanderlagerung der Abbildungen A, B, C, und D
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Abbildung 19: In situ Hybridisierung der Bodenprobe K8-1 mit der Cy3-markierten Son-
de HGC69a (Actinobacteria), dem Fluos-markierten EUB-Mix, sowie DAPI-Farbung
bei einer FA-Konzentration von 25%. (A) Fluoreszenzaufnahme Cy3, (B) Fluores-
zenzaufnahme Fluos, (C) Fluoreszenzaufnahme DAPI, (D) Durchlichtaufnahme, (E)
Ubereinanderlagerung der Abbildungen A, B, C und D
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3.5 Konstruktion und Anwendung eines 16S-rRNS Oligonukleotidmikroar-
rays zur Differenzierung von Vertretern des Phylums Acidobacteria

Mittels DNS-Mikroarrays kénnen in einem einzigen Experiment viele verschiedene Mikroorganis-
men parallel nachgewiesen werden, unter der Voraussetzung, dass entsprechende Sequenzdaten
zur Generierung spezifischer Sonden zur Verfiigung stehen. Der Nachweis richtet sich dabei gezielt
auf Abschnitte solcher Gene, welche die phylogenetische Identifizierung der verschiedenen Spezies
moglich machen und entsprechend ihre Diversitdt besonders deutlich widerspiegeln. Das 16S-rRNS
Gen ist das bislang am meisten untersuchte Gen fiir phylogenetische Analysen und zur Detektion
von Bakterien. Es hat den Vorteil, dass es in allen lebenden Organismen vorkommt und sowohl
relativ stark sequenzkonservierte Bereiche (Konstruktion Gruppen-spezifischer Sonden/Primer)
zeigt als auch hochvariable (Konstruktion Gattungs-spezifischer Sonden/Primer). Der Wissens-
stand im Hinblick auf rRNS-Sequenzen wird laufend erweitert, aber bis jetzt ist vermutlich
nur ein Bruchteil der vorkommenden Sequenzen in den Datenbanken erfasst. Deshalb birgt die
Konstruktion von nur einer Sonde pro Organismus/Gruppe ein nicht zu vernachlissigendes Risiko
von Fehlidentifizierungen. Das Mehrfachsondenkonzept [15] findet darum haufig Anwendung
bei der Differenzierung komplexer Bakterienpopulationen. Dabei erfolgt der zuverlissige Nach-
weis einer Spezies meist nach einem hierarchischen Prinzip iiber mehrere Sonden, die Spezies-,
Gruppen- oder Gattungs-spezifisch an verschiedenen Positionen des Zielgens lokalisiert sind. Ein
Fehlidentifizierungsrisiko besteht bei der gleichzeitigen Einbeziehung mehrerer unabhéngiger
Zielstellen oder Molekiile kaum mehr.

Da die phylogenetische Diversitiat der Acidobacteria in etwa der der Proteobakterien entspricht
[71], konzentrierte sich die Mikroarrayentwicklung vorerst auf die Identifizierung der einzelnen
,subdivisions“ (1-11, [71, 193]) der Acidobakterien. Zusétzlich wurden noch zwei weitere ,,subdi-
visions® ,, 12 und ,,13“ vorlaufig festgelegt, die sich in 16S-rRNS Maximum Likelihood Baumen
deutlich von den anderen ,,subdivisions“ abgrenzen lieBen. Spéter wurden noch zusétzliche Klon-
spezifische 16S-rDNS-Sonden konstruiert und evaluiert.

Der ,,subdivision“-spezifische Oligonukleotidmikroarray umfasst momentan 53 Sondensequenzen,
die unterschiedliche Bereiche des 16S-rRNS Gens erfassen und nach dem Mehrfachsondenkonzept
entworfen wurden. Somit ist eine eindeutige Identifizierung der verschiedenen ,,subdivisions*
durch charakteristische Hybridisierungsmuster fiir die mit semispezifischen Primern erhaltenen
16S-rDNS Genamplifikate moglich.

3.5.1 Konstruktion von Acidobacteria-spezifischen 16S-rRNS gerichteten Oligonu-
kleotidsonden

Auf Grundlage von bereits verdffentlichten 16S-rDNS-Klonsequenzen aus Genbanken wurden
im Laufe der vorliegenden Arbeit 137 16S-rDNS Oligonukleotidsonden konstruiert, die unter-

schiedliche ,,subdivisions“ der Acidobakterien erfassen sollten. Die in silico Konstruktion der
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Sonden erfolgte wie unter Kapitel 2.13 beschrieben mittels des ARB-Software Paketes (ARB
PROBE_DESIGN und ARB PROBE_MATCH). Zusitzlich wurden bereits publizierte Acidobac-
teria-spezifische Sonden [60, 77, 107, 192] mit dem aktuellen 16S-rRNS Datensatz verglichen,
um ihre Spezifitdt zu iiberpriifen. Basierend auf dieser Analyse wurden die Sonden Hol 1400,
IRogl, IRog2, Rogl02, OTU43/44_0360 sowie 1078_3 in den Mikroarray aufgenommen und
zusammen mit den neu-konstruierten Sonden evaluiert. Wie bereits erwihnt wurde das Mehr-
fachsondenkonzept nach Behr et al. [15] bei der Sondenentwicklung beachtet, so dass mehrere
Sonden dieselbe ,subdivision“ abdecken (siehe Abbildung 20). Zudem wurde darauf geachtet,
dass die Sonden einen GC-Gehalt von mindestens 50%, eine Lénge von 18-20 Nukleotiden (ohne
den polyT-Spacer) und moglichst viele zentral-gelegene Basenfehlpaarungen zu Sequenzen von
Nichtziel-Organismen aufwiesen. Der so entstandene Sondensatz deckt fast alle bisher bekannten
Acidobakterien ab. In den Tabellen 30 bis 32 im Anhang ist eine Ubersicht der entwickelten
Sonden dargestellt, die Sondennamen, Spezifitdt und Sequenz der Sonde sowie die Position auf

dem Mikroarray enthalten.

3.5.2 Evaluierung von Acidobacteria-spezifischen 16S-rRNS gerichteten Oligonu-

kleotidsonden

Um die optimalen Hybridisierungsparameter fiir den Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor Prototyp
zu ermitteln, wurde der Grofiteil der Sonden hinsichtlich ihrer Signalintensitéit und Spezifitét
iiberpriift. In den néchsten Abschnitten wird diese Sondenevaluierung in Abhéngigkeit von ver-
schiedenen Faktoren, wie Formamidgehalt, Linge der markierten PCR-Fragmente und Menge an
markiertem PCR-Produkt, mit oder ohne unspezifische Sondenverlingerung (polyT-Spacer), ver-
schiedenen Probenvorbereitungsmethoden und unterschiedlichen Hybridisierungspuffervolumina

(Umweltproben) erldutert.

3.5.2.1 Unspezifische Verlingerung und Aminomodifikation der Oligonukleotidson-

den

Bereits 2002 konnte von Behr [14] in Mikrotiterplatten nachgewiesen werden, dass die Verldngerung
der Sonde einen Einfluss auf die Signalstidrke haben kann: durch eine unspezifische Addition
von Thymidinen an die Sonde (polyT-Spacer) konnte ein stéirkeres Signal derselben beobachtet
werden. Man nimmt an, dass die Zugénglichkeit der verlangerten Sonde zu ihrer Zielregion im
PCR-Produkt damit besser gewéhrleistet ist und deshalb hohere Signalintensitéten auftreten.

Die Aminomodifikation am 5’-Ende der Sonde wiederum sorgt fiir eine kovalente Bindung der
Sonde an den mit Aldehydgruppen beschichteten Glasobjekttriger und verringert damit das Aus-
waschen der Sonde durch die verschiedenen Hybridisierungsschritte. Die hier verwendeten GAPS I1

Coated Glasobjekttriger (Corning® Incorporated, NY USA) sind mit Gamma-Aminopropylsilan
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Abbildung 20: Maximum Likelihood Baum der ,subdivision“ 4. Die 16S-rDNS Oli-
gonukleotidsonden und ihre Zielsequenzen sind farbig voneinander abgegrenzt. Die
Sondensequenzen sind in der Tabelle 30 im Anhang aufgelistet. Die Skala entspricht
10% Nukleotiddifferenz, reprisentiert durch die Astlinge des Baumes.
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beschichtet, so dass negativ-geladene Phosphatgruppen der DNS kovalent binden kénnen. Es
konnten also unmodifizierte Oligonukleotidsonden fiir den Mikroarray eingesetzt werden. Der
Nachteil wire eine verringerte Zugénglichkeit der Sonden (und damit vermutlich eine geringere
Signalintensitét) fiir die markierten DNS-Fragmente. Da die unmodifizierten Sonden jedoch
deutlich giinstiger zu beziehen sind (ca. 75% Kostenersparnis) sollte sie mit modifizierten Oligo-
nukleotidsonden verglichen werden. Hierzu wurden drei verschiedene Sonden betrachtet: IRogl,
Acido1_300A und Hol 1400 (siehe Tabelle 30 im Anhang). In der Abbildung 21 ist jeweils die
Hybridisierung der modifizierten Sonde (polyT-Spacer, Aminomodifikation, 50uM, gelost in 50%
DMSO), der unmodifizierte Sonde in Wasser gelost (501M) sowie der unmodifizierte Sonde in 50%
DMSO gelost (50uM) gegen ein komplementéres 16S-rDNS Referenz-PCR-Fragment dargestellt.
Dabei ist ersichtlich, dass mit der modifizierten Sonde in jedem Fall die htchste Signalintensitét
erhalten wurde. Im Vergleich mit den unmodifizierten in Wasser gelosten Oligonukleotidsonden
konnten leicht erhohte Signalintensitéten fiir die in 50% DMSO geloste, unmodifizierte Sonde
festgestellt werden. Dies ist vermutlich auf die Inhibierung der Sekundérstrukturbildung durch das
zugegebene DMSO zuriickzufithren. Eine Verminderung der Signalintensitét durch die fehlende
Modifizierung konnte, bei gleichzeitiger Kostenreduzierung, eventuell in Kauf genommen werden,
wenn die Signale noch Werte {iber dem Schwellenwert, ab dem das Signal einer Sonde als positiv
bewertet wird (siehe Kapitel 3.5.2.4), zeigen wiirden. Im Fall der Sonde Hol 1400 ist dies jedoch
nicht der Fall. Die Werte liegen deutlich unter dem Schwellenwert (siche Kapitel 3.5.2.4) von 0,5
(sieche Abbildung 21). Deshalb wurden im weiteren Verlauf der Arbeit ausschlieflich modifizierte
Oligonukleotidsonden verwendet. Die gewiinschte hohere Sensibilitdt des Mikroarrays im Hinblick

auf die Umweltproben spielte hier ebenfalls eine Rolle (siehe Kapitel 3.5.4).

3.5.2.2 Signalabschwichung

Neben der kurzen Hybridisierungsdauer von 7-15 min ist ein weiterer entscheidender Vorteil des
hier verwendeten DNS-Biosensor-Prototypen die Wiederverwendbarkeit der Chips. Ein DNS-Chip
kann unter den entsprechenden Bedingungen fiir mehrere aufeinanderfolgende, unterschiedliche
Hybridisierungen genutzt werden. Durch alkalische Denaturierung kénnen die markierten, gebun-
denen PCR-Fragmente wieder von den Sonden gelost werden und der DNS-Chip mittels einer
Waschlosung (SSC- und SDS-haltig) wieder regeneriert werden. Die silanbeschichtete Oberfléche
des DNS-Chip wird jedoch abhéngig von der Konzentration der Base in der Denaturierungslosung
und der Anzahl an Denaturierungsschritten angegriffen. Damit werden, im Laufe mehrerer Hybridi-
sierungen, immer mehr Sondenmolekiile abgewaschen, woraus eine Signalabschwéchung resultiert.
Es sollte nun festgestellt werden, wieviele Hybridisierungen aufeinanderfolgen kénnen und noch
eine ausreichende Signalintensitét erreicht wird. Zu diesem Zweck wurde ein 12x8-Sondenarray auf
einen DNS-Chip immobilisiert (siehe Kapitel 2.11.3) und mit der Positivkontrolle (komplementér
zum polyT-Spacer) 20 Mal direkt hintereinander hybridisiert (siehe Kapitel 2.11.6). Zwischen
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Abbildung 21: Vergleich von Hybridisierungen mit modifizierten Oligonukleotidsonden
und unmodifizierten Oligonukleotidsonden. Drei Sonden wurden hinsichtlich ihrer Si-
gnalintensitét verglichen, die mit Modifikationen (polyT-Spacer und Aminomodifikation
am 5’-Ende der Sonde), ohne Modifikationen in Wasser gelost sowie ohne Modifikation
aber in 50% DMSO gelost erzielt wurden. Die rote Linie markiert den Schwellenwert,

ab dem eine Sonde positiv bewertet wurde.

den einzelnen Hybridisierungen wurde alkalisch denaturiert, so dass sich die Positivkontrolle
von den Sonden loste, anschliefend der Chip regeneriert und erneut mit der Positivkontrolle
hybridisiert (siehe auch Kapitel 2.11.6). In Abbildung 22 ist exemplarisch der Mittelwert der
Signalwerte von fiinf zufillig ausgewahlten Spots des Arrays fiir die jeweilige Hybridisierung
aufgetragen. Zur Quantifizierung des Signalverlustes iiber n = 20 Messungen wurde durch diese
Mittelwerte eine Trendlinie nach der Funktion f(z) = a - b* gelegt. Die Trendlinie wurde mit der
Methode der kleinsten Fehlerquadrate an die Messwerte angepasst, wobei sich ein Wert von 0,97
fiir b ergab. Pro Hybridisierung verliert man also ca. 3% Signalintensitét, dies entspricht nach 20

Hybridisierungen noch etwa 60% der urspriinglichen Signalintensitét.

3.5.2.3 Korrekturfaktor

Um die Inhomogenitét des evaneszenten Feldes auszugleichen (siche Abbildung 23), wurden fiir
jede Hybridisierung spezifische Korrekturfaktoren berechnet. Dazu wurde vor der eigentlichen
Hybridisierung, eine Hybridisierung mit einer Cy5-markierte Sonde durchgefiihrt, die komple-
mentér zum polyT-Spacer ist, der am 5’-Ende jeder Sonde lokalisiert ist. Gleichzeitig dient diese

Hybridisierung der Uberpriifung der Spothomogenitit und der korrekten Sondenimmobilisierung.
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Abbildung 22: Darstellung der Signalabschwéichung iiber n = 20 Hybridisierungen auf

dem selben DNS-Chip. In schwarz ist der Mittelwert aus fiinf, zufillig ausgewéhlten

Sondenspots eines 12x8 Sondenarrays gezeigt. Die Trendlinie dieser Kurve ist rot-

gepunktet.
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Abbildung 23: Darstellung der Signalintensitét einzelner Sondenspots im evaneszenten
Feld abhéngig von der Position auf dem DNS-Chip.
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Aus den bei dieser Hybridisierung erhaltenen Signalintensititen (siehe auch Kapitel 2.11.7) wur-
den anschliefend Korrekturfaktoren fiir die einzelnen Sondenspots bestimmt. Zur Berechnung des
Korrekturfaktors wurde zuerst der Mittelwert der hichsten vier Signalintensitdten bestimmt und
anschlieffend alle Signalintensitéiten auf diesen Mittelwert normiert. Die hintergrundkorrigierten
Signalintensitédten der spezifischen Hybridisierung mit markierten PCR-Fragmenten wurden
dann mit den so ermittelten Korrekturfaktoren multipliziert und damit die Inhomogenitéit des
evaneszenten Feldes rechnerisch ausgeglichen.

Um die Zuverldssigkeit der Korrekturfaktoren zu verifizieren, wurde dhnlich wie bei der Bestim-
mung der Signalabschwichung (siehe Kapitel 3.5.2.2), ein 12x4 Mikroarray mit der Positivkontrolle
hybridisiert und die Standardabweichungen der korrigierten mit denen der unkorrigierten Werten
verglichen. Da die Standardabweichung fiir die korrigierten Werte (0,13), d.h. die Variabilitéit
zwischen den hohen und den niedrigen Signalintensitéiten, deutlich geringer als fiir unkorri-
gierte Werte (0,23) ist, konnte gezeigt werden, dass die Einfithrung des Korrekturfaktors die

Inhomogenitét des evaneszenten Feldes zumindest teilweise ausgleichen kann.

3.5.2.4 Schwellenwert

Die Quantifizierung der einzelnen Signalspots anhand des Steigungsprofils der Signalintensitéiten
erfolgte mit Hilfe des Programms dnachip (ICB, Miinster, D). Es wurden immer die bereits
hintergrundkorrigierten Werte der maximalen Intensitét, d.h. pro Sondenspot der Mittelwert
der vier Pixel mit der hochsten Signalintensitéit, verwendet. Der Mittelwert wurde gebildet, um
keine Ausreifler in die Berechnungen mit einzubeziehen (ICB, personliche Mitteilung). Um die
Inhomogenitét des evaneszenten Feldes aufgrund der optischen Anordnung zu kompensieren (siehe
Abbildung 23), wurde wie in Kapitel 3.5.2.3 beschrieben ein Korrekturfaktor bestimmt und auf die
Signalintensitéiten der eigentlichen Hybridisierung angewendet. AnschlieBend wurden diese Werte
mittels der NONSENSE-Sonde (Negativkontrolle, 0%) und der UNIV_1390-Sonde bzw. 616V
(Positivkontrolle, 100%) normalisiert (siche Kapitel 2.11.9), um die einzelnen Hybridisierungen
vergleichen zu kénnen. Der Schwellenwert ab dem ein Sondensignal als positiv eingestuft werden
konnte, wurde durch einen Vergleich der Hybridisierungen, welche positive Signale zeigen sollten,
mit Hybridisierungen, bei welchen keine Signale auftreten sollten, ermittelt (sieche Abbildung 24).
Die Werte werden dabei als gegenldufige Kurven dargestellt. Im Schnittpunkt der beiden Kurven
konnte der Schwellenwert festgesetzt werden. Um jedoch die Anzahl falsch positiver Signale zu
minimieren, wurde der Schwellenwert nicht direkt auf den Schnittpunkt festgesetzt, sondern um

0,01 normalisierte Signalintensitéit in die positiven Werte verschoben.

Basierend auf ca. 2000 Hybridisierungsergebnissen wurde somit ein Schwellenwert von 0,12
festgesetzt fiir Hybridisierungen, die auf die Sonde UNIV_1390 normalisiert wurden, um zwischen
positiven (>0,12) und negativen (<0,12) Signalen zu unterscheiden. Bei Verwendung dieses

Schwellenwertes waren insgesamt nur 1,33% der Hybridisierungen falsch positiv und 7,27%
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Abbildung 24: Negative und positive Hybridisierungsergebnisse, dargestellt als ge-
genldufige Kurven. Der Schwellenwert entspricht dem Wert, ab dem das Signal einer
Sonde als positiv bewertet wurde. Fiir Hybridisierungen mit der Sonde UNIV_1390
wurde er auf 0,12 festgelegt.
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falsch negativ zu bewerten. In fritheren Versuchen wurde die Normierung auf Basis der 16S-
rRNS gerichteten Bakteriensonde 616V durchgefiihrt. Hier wurde der Schwellenwert auf 0,5
festgesetzt um zwischen positiven (>0,5) und negativen (<0,5) Signalen zu unterscheiden. Die
616V wurde durch die UNIV_1390 Sonde ersetzte, da zur Vorbereitung der Bodenproben-DNS fiir
die Hybridisierung in der PCR der Primer 31F_mod zum Einsatz, wodurch die Bindungsposition
der 616V Sonde nicht mehr erfasst wird.

Der Schwellenwert ist bei jedem Diagramm als rote Linie mit angegeben um eine leichtere

Zuordnung zu ermoglichen.

3.5.2.5 Formamidreihen

Um die Stringenz wihrend der Hybridisierung zu optimieren, wurden Formamidreihen mit unter-
schiedlichen Konzentrationen von Formamid im Hybridisierungspuffer (20%-40%) durchgefiihrt
sowie die Temperatur wihrend des Hybridisierungsvorgangs festgelegt. Die Regelung der Tempe-
ratur ist mit Hilfe eines in der Ausleseeinheit des Evaneszent-Feld-DNS-Biosensors integrierten
Thermostaten durch ein indirektes Auftheizen des Sensorchips moglich. Es kénnen verschiedene,
konstante Temperaturen im Bereich von etwa 20-50°C eingestellt werden. In fritheren Versuchen
(André Mehlen, personliche Mitteilung) wurde eine optimale Temperatur von 40°C ermittelt,
die auch im Verlauf dieser Arbeit weiterverwendet wurde. Zur weiteren Optimierung wurde der
Formamidgehalt im Hybridisierungspuffer zwischen 20% und 40% variiert. Auf Empfehlung des
Instituts fir Chemo- und Biosensorik GmbH (Miinster, Deutschland) wurde fiir Hybridisierungen
der kommerziell erhiltliche Puffer ULTRAhyb™ (Ambion, Austin, TX USA) verwendet. Fiir
jede Hybridisierung wurden ca. 200 ng des entsprechenden 16S-rDNS PCR-Produkts eingesetzt.
Die Formamidreihen zeigten, dass die optimale Formamidkonzentration sondenabhéingig zwischen
25% und 30% schwankt. Abbildung 25 zeigt exemplarisch eine der durchgefithrten Formami-
dreihen am Beispiel des 16S-rDNS Referenzklons EB1134 (,,subdivision® 1, siehe auch Kapitel
2.1.2). Sehr gut zu erkennen ist, dass die allgemeinen Bacteria-Sonden und die Acidobacteria-
spezifischen Sonden bei jeder Formamidkonzentration positive Signale zeigen (616V, Hol 1400,
Acido1-300A, Acido1-300C und Acidol1-112). Zusétzlich kann jedoch beobachtet werden, dass
bereits ab einer Formamidkonzentration von 30% unspezifische Signale von Nicht-Zielsonden,
wie z.B. TRogl, mit dem 16S-rDNS Referenzklon auftreten. Somit konnte festgestellt werden,
dass unter Bedingungen, die im Normalfall als stringenter zu betrachten wéren, nicht nur, wie
erwartet, die Signalstérke einiger Sonden wieder abnahm, sondern auch unspezifische Bindungen
erfolgen konnten (siehe auch [136]). Ein extremes Beispiel fiir solche unspezifischen Bindungen
wurde fiir die Sonde Acido5-1034 (,subdivision® 5-spezifisch) beobachtet. Sie zeigte ab 35%
Formamid im Hybridisierungspuffer unspezifische Signale mit Acidobakterien der ,,subdivision* 1
zu denen sie mindestens vier Fehlpaarungen aufwies (Daten nicht gezeigt). Da der Grofiteil der

Sonden bei 25% optimale Hybridisierungsergebnisse zeigte und ab 30% z.T. bereits unspezifische
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Signale beobachtet wurden (siehe Abbildung 25), wurde eine Konzentration von 25% Formamid
im Hybridisierungspuffer fiir alle folgenden Hybridisierungen beibehalten. Alle weiterfithrenden
DNS-Chip-Hybridisierungen wurden also bei 25% Formamid im Hybridisierungspuffer und einer
Temperatur von 40°C durchgefiihrt.
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Abbildung 25: Formamidreihe mit dem 16S-rDNS Referenzklon EB1134 (,,subdivision“ 1)
auf dem Acidobacteria 16S-rDNS Oligonukleotidmikroarray. Die rote Linie markiert

den Schwellenwert, ab dem eine Sonde positiv bewertet wurde.

3.5.2.6 Konstruktion und Evaluierung von 23S-rRNS gerichteten Oligonukleotid-

sonden

Da die 16S-rRNS nur eine begrenzte Auflésung der acidobakteriellen Gruppen bietet und somit
eine zukiinftige Erweiterung des Acidobacteria-spezifischen Mikroarrays sinnvoll erschien, wurden
drei 23S-rRNS gerichtete Sonden konstruiert (siehe Tabelle 21). Ziel dieses Versuches war zu
iiberpriifen, ob eine Ubertragung des bisher evaluierten Ansatzes auf 23S-rRNS gerichtete Oligo-
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nukleotidsonden ohne weitere Optimierungsmafinahmen méglich war. Zu diesem Zweck wurde
mit dem Primerpaar 616V und 985R. sowohl die 16S- als auch die 23S-rDNS von Referenzklonen
amplifiziert, mittels der Deca-Priming-Methode (siehe Kapitel 2.11.2) kiirzere Fragmente (200-
800 b) generiert, das Produkt anschlieBend Cy5-markiert (siehe Kapitel 2.11.2) und hybridisiert
(siehe Kapitel 2.11.6). Es stellte sich heraus, dass trotz der z.T. mehr als dreifachen Lénge des
initialen Amplifikats (zwischen 4500 b bis 5000 b anstatt 1600 b), spezifische Signale mit allen
konstruierten Sonden erzielt werden konnten (siehe Abbildung 26). Diese Methode kann also auf
23S-rRNS Sequenzen angewendet werden, so dass eine Erweiterung des Chips ohne Probleme

moglich ist.

Sondenkurz- Spezifitat Sequenz 5’—3’ Annealing- GC-
name (,,subdivision*) temp. [°C] | gehalt [%]
Acido1_2171 1 GAA CTC GCA GGG TGG TAT 56 55
Acido3_1468 3 CCA ACC TCG CTT CAC TCT 56 55
Acido4_2217 4 CTG ATA ATG TCC CTC TCC 54 50

Tabelle 21: Acidobacteria-spezifische 23S-rRNS Oligonukleotidsonden ihre Spezifitét,
Annealingtemperatur, Sequenz und GC-Gehalt
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Abbildung 26: Hybridisierung von 23S-rRNS gerichteten Oligonukleotidsonden mit
der DNS spezifischer Referenzklone. Die rote Linie markiert den Schwellenwert, ab
dem eine Sonde positiv bewertet wurde. Acido1_2171: ,,subdivision® 1; Acido3_1468:
nsubdivision* 3; Acido4_2217: ,,subdivision® 4.
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3.5.3 Spezifitidt und Sensitivitit des Mikroarrays

Um den Nachweis der Acidobacteria auf dem 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray zu erméglichen,
musste die Spezifitdt jeder einzelnen Sonde und dadurch auch die Diskriminierung einzelner
Basenfehlpaarungen gewdihrleistet sein. Im Gegensatz zu konventionellen Chiphybridisierun-
gen kann mit dem Evaneszent-Feld-DNS Biosensor in viel kiirzerer Zeit und mit geringerem
Arbeitsaufwand eine wesentlich umfangreichere Datenmenge zur Bestimmung der optimalen
Stringenzbedingungen der verschiedenen Sonden sowie der optimalen Probenvorbereitung erhal-
ten werden. Da das System dynamisch ist, konnen einzelne Schritte verldngert oder verkiirzt
werden und so zu einer weiteren Optimierung der Signalintensititen fithren. Die Evaluierung
der Spezifitdt des 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays und der Probenvorbereitung wird in den

folgenden Kapiteln niher ausgefiihrt.

3.5.3.1 Vorbereitung der Proben

Die Detektion gebildeter Hybride erfolgt iiber die Cy5-Markierung des PCR-Produkts, da die-
ses Fluorophor im Bereich der Wellenlénge des hier verwendeten Lasers angeregt wird. Um
PCR-Produkte nun mit dem entsprechenden Fluorophor zu markieren, gibt es unterschiedliche
Moglichkeiten, z.B. konnen bereits wihrend der PCR, Cy5-markierte dNTPs eingebaut werden
oder man verwendet Cy5-markierte Primer. Zusétzlich gibt es verschiedene Kits mit denen ein
PCR-Produkt nachtréglich markiert werden kann. Da sich der Einsatz von markierten Primern
eher fiir kurze Amplifikate eignet und der Einsatz von Cy5-markierten dCTPs wahrend der
PCR sich nachteilig auf den Ertrag von PCR-Produkten auswirkt, wurde in dieser Arbeit immer
nachtriiglich, sprich nach der PCR, mit dem ULYSIS® Alexa Fluor® 647 Nucleic Acid Labeling
Kit markiert (siehe Kapitel 2.11.2). Diese Methode zeichnet sich durch eine hohe Markierungseffi-
zienz aus und erlaubt den Einsatz von geringeren Mengen des PCR-Produkts (Reinkultur /Klone
200 ng, Umwelt 2 ug). Ein Problem der reversen Hybridisierung muss allerdings bei der Proben-
vorbereitung stark berticksichtigt werden: die Zugénglichkeit der Sonden-Zielregion auf einem
groflen PCR-~Produkt. Da die DNS Sekundérstrukturen ausbildet, kann es, besonders bei grofien
PCR-Fragmenten, vorkommen, dass eine Hybridisierung der Sonde mit der Zielregion nicht
oder nur teilweise zustande kommt. Wenn nun kiirzere PCR-~Fragmente fiir die Hybridisierung
eingesetzt wiirden, kann sich die Bindungskapazitit verbessern. Die Generierung solcher kurzen
Fragmente kann mittels eines DNase-Verdaus oder dem DecaLabel®DNA Labeling Kit (Fermen-
tas GmbH, St. Leon-Rot, D) erreicht werden. Bei letzterem kommen zufillige 10 mer Primer
zum Einsatz, die vom urspriinglichen PCR-Produkt kleinere Fragmente generieren (zwischen 200
und 800 Basen Lénge, siehe Kapitel 2.11.2). Die Hybridisierungen, bei welchen diese kiirzeren
Fragmente eingesetzt wurden, wurden nun mit Hybridisierungen mit vollsténdigen 16S-rDNS

PCR-Fragmenten verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass die Signalintensitdt bei Anwen-
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dung der Deca-Priming-Methode (siehe Kapitel 2.11.2) und anschliefender Cy5-Markierung am
hochsten war (siehe Abbildung 27). Die Signalintensitidten von Hybridisierungen mit DNase-
verdauten PCR-Fragmente sowie kompletter 16S-rDNS PCR-Fragmente lagen bei nur ca. 25%
der Signalintensitét, die bei Hybridisierungen mit Deca-Fragmenten erreicht wurden. Tendentiell
neigten kiirzere Fragmente zwar auch zu unspezifischen Reaktionen, Sonden, die mit Nichtzielor-
ganismen kreuzreagierten, wurden jedoch nicht in den Mikroarray integriert (siche Tabelle 30 im
Anhang).
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Abbildung 27: Hybridisierungen nach unterschiedlicher Vorbereitung der Proben-DNS.
Es wurden komplette 16S-rDNS PCR-Produkte, sowie mittels DNase-Verdau oder
Deca-Priming-Reaktion fragmentierte 16S-rDNS PCR-Produkte eines ,,subdivision 1
Referenzklons BII_3_301104 fluoreszenz-markiert. Die gezeigten Sonden sind absolut
komplementér zu dieser 165-rDNS. Die rote Linie markiert den Schwellenwert, ab dem

eine Sonde positiv bewertet wurde.

3.5.3.2 Optimierung der Deca-Priming-Methode fiir den 16S-rRNS Oligonukleotid-

mikroarray

Da die Methode des Deca-Primings weiterverwendet wurde, sollte noch iiberpriift werden, ob eine
Variation des Protokolls zu besseren Ergebnissen fithrte. Dazu wurden drei Versionen gepriift:
das Protokoll nach Loy et al. [106], das vom Hersteller empfohlene Protokoll (4 h Inkubationszeit
bei 37°C), sowie eine modifizierte Version des Herstellerprotokolls (Inkubation iiber Nacht bei
37°C). In Abbildung 28 sind die Ergebnisse dargestellt. Ersichtlich ist, dass die Signalintensitéiten
zwischen den einzelnen Sonden stark variieren (vgl. z.B. Sonde Acido1_112 mit Acido1-300C).

Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen nach der Anwendung der einzelnen Protokolle sind
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kaum signifikant. Allenfalls ldsst sich eine leichte Tendenz feststellen, dass das 4 h-Protokoll

(siehe Kapitel 2.11.2) zu etwas besseren Signalintensitéiten fiihrt. Deshalb und wegen des kiirzeren

Zeitaufwands wurde dieses Protokoll im weiteren Verlauf der Arbeit verwendet.
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Abbildung 28: Hybridisierungen von Acidobacterium capsulatum 16S-rDNS. Das Proto-
koll des DecaLabel® DNA Labeling Kit (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D) wurde
variiert. Die angewendeten Protokolle unterschieden sich in der Inkubationszeit (4 h,
UN), sowie in der Menge eingesetzten Klenow Fragments exo~ (5 U nach dem Protokoll
des Herstellers, 10 U nach Loy et al. [106]). Die rote Linie markiert den Schwellenwert,

ab dem eine Sonde positiv bewertet wurde.

3.5.3.3 Inter- und Intraphylumspezifitit des 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays

Die Intraphylumspezifitdt des 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays wurde parallel zu der Evalu-
ierung der 16S-rDNS Oligonukleotidsonden mit acidobakteriellen 16S-rDNS Referenzklonen und
Reinkulturen ermittelt (siehe z.B. Abbildung 30). Sonden, die trotz Fehlpaarungen unspezifische
Signale mit Nicht-Zielsequenzen zeigten, wurden entweder komplett vom Mikroarray ausgeschlos-
sen oder hierarchisch hoher eingestuft. In Tabelle 30 im Anhang sind alle konstruierten Sonden

und ihre Spezifitdt aufgelistet.

Die Interphylumspezifitit der Sonden wurde durch Hybridisierungen mit der DNS kultivierter
Referenzorganismen, die zum Grof3teil auch im Boden vorkommen, iiberpriift. Die entsprechenden
Referenzorganismen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Bei keinem dieser Referenzorganismen konnten
unspezifische Signale von Sonden des 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays beobachtet werden.
Die Abbildung 29 zeigt als Beispiel eine Hybridisierung (incl. Parallelansatz) mit Cy5-markierten
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16S-rDNS PCR-Produkten von Acinetobacter baumannii Zellen. Es ist deutlich zu erkennen, dass
ausschliefSlich die universellen Bacteria-Sonden UNIV_1390 und 616V Signale zeigen.
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Abbildung 29: Hybridisierungsbild zur Validierung der Interphylumspezifitit. Gezeigt ist
die Hybridisierung (plus Parallelversuch) des Acidobacteria-Oligonukleotidmikroarrays
mit Cy5-markierten 16S-rDNS PCR-Produkten von Acinetobacter baumannii Zellen.
Ausschliellich die universellen Bacteria-Sonden UNIV_1390 und 616V zeigen ein Signal.
Zum Vergleich kann ein acidobakterielles Signalmuster der Abbildung 30 entnommen

werden.
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Abbildung 30: Hybridisierungen mit 16S-rDNS PCR-Produkten von Acidobacterium
capsulatum Zellen (A) im Vergleich mit Holophaga foetida Zellen (B). Eine optimale Un-
terscheidung der beiden Spezies ist, wie deutlich an den unterschiedlichen Signalmustern

zu erkennen, gewihrleistet.
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3.5.3.4 Detektionsgrenze

Um annéhernd zu bestimmen, wieviel DNS eines Zielorganismus in der PCR vorliegen muss,
um diesen in einer Mikroarrayhybridisierung zu detektieren und identifizieren, wurde die DNS
von zwei 16S-TDNS Klonen (BII_b_031104, ,,subdivision* 1 und MP21_281204, ,;subdivision* 6)
in festgelegten Verhéltnissen gemischt (1:1, 1:5, 1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10000), mittels PCR
amplifiziert, markiert und anschlieffend hybridisiert. Die Ausgangskonzentration der DNS des
Klons BII_b_031104 betrug dabei konstant 100 ng, wihrend die Konzentration der DNS des
Klons MP21.281204 zwischen 0,01 und 100 ng variierte. Wie aus Abbildung 31 ersichtlich,
musste mindestens 1 ng DNS des gesuchten Organismus in der Initial-PCR vorliegen, um mit
dem 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray nachgewiesen zu werden. Die Sonden Acidol_300A
und Acidol1_300C (beide spezifisch fiir ,subdivision® 1) zeigen konstant Signale, wihrend die
»subdivision®“ 6-spezifischen Sonden TRogl, Rogl102 und OTU43/44 0360 ab einer Konzentration
von 0,1 ng des ,,subdivision“ 6 165-rDNS Klons keine Signale mehr zeigten.

3.5.4 Evaluierung des Acidobacteria 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays fiir Bo-

denproben

Nach Abschluss der Sondenevaluierung, mussten nun die Versuchsbedingungen auf die wesentlich
komplexeren Bodenproben iibertragen werden. Wie bereits erwihnt (siche Kapitel 3.3), war
eine erfolgreiche PCR auf die aus Bodenproben isolierte pure DNS nur unter Zuhilfenahme
verschiedener PCR-Enhancer moglich (siehe auch Kapitel 3.3), da Huminstoffe und andere
Inhibitoren in den Bodenproben prisent sind, zudem musste eine Primerkombination ermittelt
werden, bei der mdoglichst viele Signale mit dem 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray detektierbar
waren. Weiterhin musste {iberpriift werden, ob die Menge an eingesetztem Cy5-markiertem
PCR-Produkt und die Dauer der Hybridisierung ausreichten, um reproduzierbare Ergebnisse
zu erzeugen. Die verschiedenen Modifikationen des Protokolls sowie die letztendlich optimierte

Version sind in den folgenden Kapiteln erldutert.

3.5.4.1 Methodenvergleich

Es wurden bei allen hier vorgestellten PCR-Methoden sowie Primerkombinationen immer mehrere
Reaktionsansitze parallel durchgefiihrt und anschlieend vereinigt, um die Amplifikation von in
der Probe geringer vertretener DNS-Sequenzen zu gewahrleisten.

Fiir die ersten Hybridisierungsansétze mit der DNS von Bodenproben wurde eine PCR mit dem
universellen Bakterienprimer 616V (16S-rDNS, [78]) und dem Acidobacteria-spezifischen Primer
Hol_189R (23S-rDNS, [192]) durchgefiihrt und nach der Deca-Priming-Reaktion Cy5-markiert
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Abbildung 31: Bestimmung der Detektionsgrenze des 16S-rRNS Oligonukleotidmikroar-
rays durch Hybridisierungen einer Klonmischung. Die DNS zweier 16S-rDNS Klone
(BII_b_031104, ,subdivision® 1 und MP21_281204, ,,subdivision“ 6) wurden in bestimm-
ten Verhéltnissen gemischt (1:1, 1:5, 1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10000), mittels PCR
amplifiziert, markiert und anschlieend hybridisiert. Die Ausgangskonzentration der
DNS des Klons BII_b_031104 betrug konstant 100 ng, wihrend die Konzentration der
DNS des Klons MP21_281204 variierte (0,01 ng, 0,1 ng, 1 ng, 10 ng, 20 ng 100 ng). Die

rote Linie markiert den Schwellenwert, ab dem eine Sonde positiv bewertet wurde.
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(siche Kapitel 2.11.2). Die anschlieBende Hybridisierung mit dem 16S-rRNS Oligonukleotidmikro-
array fiihrte zu duBerst wenigen Acidobakterien-spezifischen Signalen (siche Abbildung 33). Die
universellen Bacteria Sonden UNIV_1390 und 616V sowie die allgemeine Acidobacteria-Sonde
Hol_ 1400 zeigten sehr starke Signale. Zusétzlich konnten noch schwéchere Signale einiger ,,sub-
division“ 1- und ,;subdivision* 3-spezifischer Sonden beobachtet werden. Zur Optimierung des
Signal und der Detektionssteigerung wurden deshalb verschiedene Primerkombinationen und
PCR-Methoden getestet (siehe Tabelle 22 und Abbildung 32). Bei allen Anséitzen wurde die
Bodenprobe BI (Bayreuth, Lysimeter, unbewachsen, siche Kapitel 2.2.1) verwendet. Fiir die
Hybridisierungen wurden jeweils 500 ng Cy5-markiertes PCR-Produkt eingesetzt (Probenvor-
bereitung siche Kapitel 2.11.2). Alle hier erwéhnten Hybridisierungen sind in Abbildung 33
dargestellt.

Im ersten Schritt wurde der Primer Hol 189R modifiziert, so dass auch neu erfasste, abwei-
chende Acidobacteria 23S-rDNS Sequenzen amplifiziert wurden (Hol 189R_Ac, siehe Tabelle
11). Die Hybridisierung auf Basis des neuen Primers zeigte jedoch dasselbe Signalmuster wie
die urspriingliche Primerversion (siehe Abbildung 33). Darauthin wurde der universelle Bacte-
ria-Primer durch den Acidobacteria-spezifischen Primer 31F_mod (16S-rDNS) ersetzt und mit
dem Primer Hol_189R_Ac kombiniert. Mit dieser Kombination konnten insgesamt zwar weniger
positive Signale detektiert werden, aber es konnte auch eine Verschiebung des Signalmusters
durch Signale der Sonden Acidol_996b und Acido5_530 beobachtet werden. Um zu iiberpriifen,
ob der Einsatz ,subdivision“-spezifischer Primer zur Detektion der entsprechenden , subdivision*
mittels des Mikroarrays fithren kénnte, wurden zwei weitere Primer konstruiert: Acido2_52 (,,sub-
division“ 2) und Acido6-52 (,,subdivision“ 6). Die Bindungsstelle dieser Primer liegt am 5-Ende
der 16S-rDNS (siehe Kapitel 2.5.2 und Abbildung 32). Beide Primer wurden jeweils mit dem
Acidobacteria-spezifischen Primer Hol 189R_Ac kombiniert und das entstandene Cy5-markierte
PCR-Produkt zur Hybridisierung eingesetzt. Bei der Hybridisierung mit dem Primer Acido2_52
konnten keine Acidobakterien detektiert werden. Nur die universelle Sonde UNIV_1390 zeigte ein
deutliches Signal. Die Hybridisierung mit dem PCR-Produkt der Primerkombination Acido6_52
und Hol 189R_Acido fiihrte zwar zu Acidobacteria-spezifischen Signalen (z.B. Hol 1400), jedoch

nicht zu ,,subdivision* 6-spezifischen, positiven Sondensignalen.

Die bei allen bisher beschriebenen Primerkombinationen eher geringe Anzahl positiver Signale
liefl darauf schlieflen, dass die Menge acidobakterieller 16S-rDNS Sequenzen nach einer PCR noch
nicht ausreichte, um eine Detektion mit dem Mikroarray zu gewéhrleisten. Also wurden nun zwei
weitere Ansétze verfolgt. Im Anschluss an eine PCR mit den Primern 616V und Hol_189R_Ac
wurde entweder eine ,nested“ PCR mit den Primern 611V_Ac und 100K oder eine asymmetrische
PCR mit den Primern 31F_mod bzw. Hol_.189R_Ac durchgefiihrt (Protokolle sieche Kapitel 2.5).
Die Hybridisierung der Cy5-markierten DNS nach einer PCR mit der ersten Kombination
zeigte in etwa dasselbe Signalmuster, das auch bereits mit den ersten drei PCR-Methoden
(616V + Hol_189R, 616V + Hol 189R_Ac, 31F_mod + Hol_189R_Ac) beobachtet wurde. Eine
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Abbildung 32: Bindungspositionen der PCR-Primer, die fiir die Vorbereitung der
Bodenproben-DNS fiir Mikroarrayhybridisierungen eingesetzt wurden. Details der

Primer konnen den Tabellen 10 und 11 entnommen werden.

Hybridisierung mit den markierten PCR-Produkten der asymmetrischen PCR mit dem Primer
Hol_189R_Ac resultierte nur in zwei Acidobacteria-spezifische Sondensignalen (Hol 1400 und
Acido3-983). Mit den markierten PCR-Produkten aus der asymmetrischen PCR mit dem 31F_mod
Primer konnte jedoch, im Gegensatz zu allen vorherigen Ergebnissen, in der Hybridisierung
erstmals eine hohere Anzahl von Signalen spezifischer Sonden detektiert werden, u.a. auch
eine ,,subdivision® 6-spezifische Sonde. Drastisch steigerte sich v.a. die Anzahl positiver Signale
,subdivision“ 3-spezifischer Sonden (von 1-3 auf 5 positive Sondensignale). Signale der Sonde
616V konnen nun z.T. allerdings nur schlecht detektiert werden, da die Bindungsstelle des Primers
31F _mod bei E. coli-Position 15 liegt wihrend die Sondenbindungsstelle bei F. coli-Position 8
der 16S-rDNS positioniert ist.

Primer (1.PCR) Primer (2. PCR)
616V + Holl189_R -
616V + Hol189_R_Ac -
31F_mod + Hol_189R_Ac -
Acido2.52 + Hol 189R_Ac -
Acido6-52 + Hol_189R_Ac -

616V + Hol_189R_Ac
616V + Hol 189R_Ac
616V + Hol 189R_Ac
31F_mod + 985R
616V + Hol_189R_Ac

611_Ac + 100K
31F_mod
Hol_189R_Ac

31F _mod + 100K

Tabelle 22: Primerkombinationen und Anzahl an hintereinander geschalteten PCR-
Reaktionen zur Optimierung des Mikroarray-Ansatzes fiir Bodenproben.
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Weitere Kombinationen, die mit einer anderen Bodenprobe K6-1 (Griinschwaige, siche Kapitel
2.2.2) evaluiert wurden, fithrten zu keiner weiteren, signifikanten Verbesserung. Nach einer di-
rekten Anwendung der asymmetrischen PCR mit dem Primer 31F_mod auf diese Bodenprobe,
die den zeitlichen Aufwand fiir die Probenvorbereitung deutlich reduzieren wiirde, resultierte
ausschlielich in Hintergrundrauschen. Definierte Signal-Spots zeigten sich zu keinem Zeitpunkt
der Hybridisierung (siehe Abbildung 35). Die beiden anderen Ansétze, eine Kombination des
31F_mod mit dem Bacteria-spezifischen 985R (23S-rDNS) sowie die Kombination 616V und
Hol_189R_Ac mit anschlieflender ,nested“ PCR mit den Primern 31F_mod und 100K, fithrten nur
zu schwécheren bzw. gleichwertigen Hybridisierungsergebnissen im Vergleich zu der Primerkom-
bination 616V und Hol 189R_Ac mit anschliefender asymmetrischer PCR mit 31F_mod (siehe
Abbildung 34), deshalb wurde diese in den folgenden Analysen der Bodenproben beibehalten.
Allerdings konnten auch mit dieser Primerkombination nicht alle ,,subdivisions“ bei Mikroar-
rayhybridisierungen nachgewiesen werden, die mit Hilfe der Klondatenbanken gefunden wurden.
Zum Beispiel konnten in der BI-Klondatenbank Vertreter der ,,subdivision®“ 4 detektiert werden,
aber nicht bei Hybridisierungen (siehe Abbildung 41). Aus diesem Grund wurden noch andere,
PCR-unabhéngige Optimierungen durchgefiihrt.

Erst am Ende dieser Arbeit wurde ein weiterer PCR-Enhancer (PrimerNavigator DNA Am-
plification Enhancer) von der Firma biohelix (Beverly, MA, USA) auf den Markt gebracht, so
dass zwar noch Testreihen moglich waren, jedoch keine Ubertragung mehr auf alle untersuchten
Bodenproben erfolgen konnte. Dieser PCR-Enhancer ist ein Set bestehend aus thermostabilem
RecA und thermostabilem SSB Protein (Einzelstrangbindeprotein). Diese sollen (laut Hersteller)
gewahrleisten, dass der Primer ausschliellich spezifisch bindet. Das SSB Protein destabilisiert
dabei DNS-Sekundérstrukturen und steigert die Prozessivitdt von DNS-Polymerasen, wihrend
RecA an einzelstringige DNS bindet und nach sequenzidentischen Stellen zum Primer in doppel-
stringiger DNS sucht. Das oben beschriebene optimierte Amplifikationsprotokoll zur Probenvor-
bereitung fiir die Mikroarrayhybridisierung wurde nun durch Zugabe dieses PCR-Enhancer weiter
modifiziert. Drei Ansétze wurden dabei tiberpriift: Zugabe des PCR-Enhancers zur initialen (616V
+ Hol 189R_Ac) und zur asymmetrischen PCR (31F_mod), Zugabe nur zur initialen oder nur zur
asymmetrischen PCR. Bei allen Anséitzen wurde die Bodenprobe K6-1 (Griinschwaige, siche Ka-
pitel 2.2.2) verwendet. Pro Hybridisierung wurden 2 pg Cy5-markiertes PCR-Produkt eingesetzt
(Probenvorbereitung siehe Kapitel 2.11.2, Probenvolumen siehe Kapitel 3.5.4.2). Die hochste
Anzahl positiver Signale wurde beobachtet, wenn der PCR-Enhancer in beiden PCR-Reaktionen
eingesetzt wurde. Jedoch konnte im Vergleich mit der Hybridisierung ohne PCR-Enhancer keine
signifikante Verbesserung der Detektion erzielt werden (siehe Abbildung 36). Allerdings ist der
Hintergrund deutlich reduziert und die Signalintensitét erhoht, wie Abbildung 37 zeigt.
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Abbildung 33: Hybridisierungen der Umweltprobe BI (Lysimeter, Bayreuth, D).
Wiéhrend der vorangehende(n) PCR-Reaktion(en) kam(en) verschiedene Primerkombi-
nationen zum Einsatz, anschliefend eine Deca-Priming Reaktion durchgefiithrt und das
Produkt Cy5-markiert. Der Ubersichtlichkeit wegen werden nur Sonden dargestellt, die
in mindestens einer der Hybridisierungen positiv waren. Die rote Linie markiert den

Schwellenwert ab dem eine Sonde als positiv bewertet wurde.
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Abbildung 34: Hybridisierungen der Umweltprobe K6-1 (Griinschwaige Versuchsstation,

D). Wéhrend der vorangehenden PCR-Reaktionen kamen verschiedene Primerkombina-

tionen zum Einsatz, anschliefend wurde eine Deca-Priming Reaktion durchgefiihrt und

das Produkt Cy5-markiert. Der Ubersichtlichkeit wegen werden nur Sonden dargestellt,

die in mindestens einer der Hybridisierungen positiv waren. Die rote Linie markiert

den Schwellenwert ab dem eine Sonde als positiv bewertet wurde.
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Abbildung 35: Hybridisierungsbild der Umweltprobe K6-1 (Griinschwaige Versuchs-
station, D). Eine asymmetrische PCR mit dem Primer 31F_mod wurde direkt auf
die Proben-DNS angewandt, anschlieflend eine Deca-Priming Reaktion durchgefiihrt
und das Produkt Cy5-markiert. AusschlieBlich Hintergrundrauschen ist zu erkennen,

definierte Sondenspots sind nicht zu beobachten.
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Abbildung 36: Hybridisierungen der Umweltprobe K6-1 (Griinschwaige Versuchsstation,
D). Den PCR-Reaktionen wurde in unterschiedlichen Kombinationen der PCR-Enhancer
PrimerNavigator DNA Amplification Enhancer (biohelix, Beverly, MA, USA) zugefiigt,
anschliefend eine Deca-Priming Reaktion durchgefiihrt und das Produkt Cy5-markiert.
Im Vergleich wird eine Hybridisierung ohne eingesetzten PCR-Enhancer gezeigt. Der
Ubersichtlichkeit wegen werden nur Sonden dargestellt, die in mindestens einer der
Hybridisierungen positiv waren. Die rote Linie markiert den Schwellenwert ab dem eine

Sonde als positiv bewertet wurde.



3 ERGEBNISSE

97

Signalintensitat
Signalintensitat

Abbildung 37: Hybridisierungsbild der Umweltprobe K6-1 (Griinschwaige Versuchs-
station, D). Der PCR-Reaktion wurde der PCR-Enhancer PrimerNavigator DNA
Amplification Enhancer (biohelix, Beverly, MA, USA) zugefiigt, anschliefend eine
Deca-Priming Reaktion durchgefiihrt und das Produkt Cy5-markiert (A). Zum Ver-
gleich ist ein Hybridisierungsbild einer PCR-Reaktion ohne PCR-Enhancer-Zugabe
gezeigt (B). Gut zu erkennen ist ein reduziertes Hintergrundrauschen, sowie die erhohte
Signalintensitéit bei Zugabe des PCR-Enhancers. Die Anordnung der Sonden auf dem

Mikroarray kann Tabelle 31 im Anhang entnommen werden.
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3.5.4.2 Steigerung des Hybridisierungsvolumens und der Probenmenge

Wie bereits erwihnt konnten auch mit dem optimierten PCR-Programm (616V und Hol 189R_Ac,
31F _mod asymmetrisch) nicht alle ,subdivisions* detektiert werden, von denen Sequenzen in den
Klondatenbanken erfasst wurden. Vertreter der ,subdivision“ 4 waren in sehr geringer Anzahl
(3,45%) in der BI-Klondatenbank vertreten, konnten jedoch bei Mikroarrayhybridisierungen nicht
nachgewiesen werden. Der Grund fiir die fehlenden Signale konnte in der geringen Prisenz dieser
Acidobacteria in der Bodenprobe BI liegen, deshalb kénnte eine erhohte Menge an Proben-DNS
fiir die Hybridisierung die Sensitivitdt des Mikroarrays steigern.

In dem Magazin des Evaneszent-Feld-Prototypen haben bis zu sieben Losungen Platz. So konnte
die Probenmenge einfach gesteigert werden indem jeweils 500 ng Probe in 115 ul Hybridisierungs-
puffer gelost und anschlieflend je nach geforderter Menge (500 ng, 1000 ng, 1500 ng, 2000 ng) bis
zu vier Reaktionsgefiafle in das Magazin geladen wurden. In Abbildung 38 sind die Ergebnisse
fiir die Bodenprobe BI (Lysimeter Bayreuth, unbewachsen, siehe Kapitel 2.2.1) dargestellt.
Ersichtlich ist eine deutliche Signalsteigerung mit steigendem Probenvolumen. Eine zusétzliche
Sonde (Acido1-996b) zeigt positive Signalwerte sobald die Probenmenge 1500 ng iibersteigt,
eine weitere (Rogl02) ab 2000 ng Probenmenge (siehe Abbildung 38). Obwohl auch mit der
hier maximal verwendeten Probenmenge keine Vertreter der ,,subdivision* 4 detektiert werden
konnten, zeigen die zusétzlichen Sondensignale, dass eine Steigerung der Sensitivitét {iber eine

Erhohung der Probenmenge méglich ist.

3.5.4.3 Auswirkung der DNS-Extraktionsmethode auf Hybridisierungen mit dem
16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays

Da die DNS-Extraktion der Bayreuth-Proben aufler Haus (Teilprojekt Overmann des BIO-
LOG Projektes) mittels einer anderen Methode durchgefiihrt wurde, musste eine Auswirkung
unterschiedlicher DNS-Extraktions-Protokolle auf die Hybridisierungen mit dem 16S-rRNS Oligo-
nukleotidmikroarrays untersucht werden. Es wurden die zwei Extraktionsmethoden miteinander
verglichen, die fiir die Probenvorbereitung fiir Hybridisierungsexperimente angewendet wurden:
die Methode nach Dong et al. [41] und der Ultra Clean™ Mega Soil DNA Kit. DNS wurde aus
jeweils 5 g Bodenprobe K6-1 (Griinschwaige, siehe Kapitel 2.2.2) isoliert. Im Anschluss an die
DNS-Isolierung wurde eine PCR mit den Primern 616V und Hol_189R_Ac, gefolgt von einer
asymmetrischen PCR mit dem Primer 31F_mod durchgefiihrt. Wie bereits beschrieben wurden
auch hier jeweils vier PCR-Reaktionen pro Probe angesetzt und fiir die nachfolgenden Reaktionen
vereinigt (siehe Kapitel 3.3). Fiir die Deca-Priming-Reaktion wurden je DNS-Extraktionsmethode
2 pug PCR-Fragment eingesetzt, anschlielend Cy5-markiert und hybridisiert. Es zeigte sich, dass
sich die beiden DNS-Extraktionsmethoden, wenn jeweils aus 5 g Boden DNS isoliert wurde,

nicht signifikant unterschieden (siche Abbildung 39). Durch den Einsatz geringerer Mengen
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Abbildung 38: Hybridisierungen der Cy5-markierten DNS der Umweltprobe BI (Lysi-
meter, Bayreuth, D). Die PCR-Reaktionen erfolgten mit der Primerkombination 616V
und Hol_189R_Ac und anschlieender asymmetrischer PCR mit dem Primer 31F _mod,
dann wurde eine Deca-Priming Reaktion durchgefithrt und das Produkt Cy5-markiert.
Zwischen 500 ng und 2000 ng Probe wurden pro Hybridisierung eingesetzt. Jeweils
500 ng Probe wurden in 115 pl Hybridisierungspuffer gelst. Der Ubersichtlichkeit
wegen werden nur Sonden dargestellt, die in mindestens einer der Hybridisierungen
positiv waren. Die rote Linie markiert den Schwellenwert ab dem eine Sonde als positiv

bewertet wurde.
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Bodenprobe (1,2 g statt 5 g) konnten mit dem Protokoll nach Dong et al. [41] sogar noch bessere

Ergebnisse erzielt werden, wie Abbildung 39 veranschaulicht, deshalb wurde es in dieser Form

weiterverwendet.
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Abbildung 39: Hybridisierungen der Umweltprobe K6-1 (Griinschwaige Versuchssta-
tion, Freising, D). Die PCR-Reaktion erfolgte mit der Primerkombination 616V und
Hol_189R_Ac und darauf folgender asymmetrischer PCR mit dem Primer 31F _mod,
anschlieffend wurde eine Deca-Priming Reaktion durchgefiihrt und das Produkt Cy5-

markiert. Im Vergleich sind die Hybridisierungsergebnisse nach Anwendung der DNS-
Extraktionsmethode nach Dong et al. [41] bzw. mit dem Ultra Clean™ Mega Soil
DNA Kit. Bei der ersten Methode wurde die DNS aus 1,2 g (hier angewendetes Stan-
dardprotokoll) sowie 5 g (Vergleichbarkeit zum Ultra Clean™ Mega Soil DNA Kit)

Boden isoliert, mit dem Kit aus 5 g. Der Ubersichtlichkeit wegen werden nur Sonden

dargestellt, die in mindestens einer der Hybridisierungen positiv waren. Die rote Linie

markiert den Schwellenwert ab dem eine Sonde als positiv bewertet wurde.
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3.5.4.4 Reproduzierbarkeit

Entscheidend fiir die Analyse komplexer Proben, wie z.B. Bdden, sind reproduzierbare Ergebnisse
bei Mehrfachhybridisierungen mit dem 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray. Hybridisierungen
mit Cyb-markierter DNS einer einzelnen Referenz, wie sie fiir die Intraphylumspezifititstests
verwendet wurden, waren ausnahmslos zu 100% reproduzierbar, d.h. die Signalmuster stimmten
absolut iiberein. Doch gerade komplexe Umweltproben kénnten sich auf Grund unterschiedlicher
Initialkonzentration einzelner 16S-rDNS Sequenzen in der PCR. als Problem herausstellen. Dem
sollte durch verschiedene Schritte entgegengewirkt werden. So wurde immer mehrfach parallel DNS
aus den Bodenproben extrahiert und auch parallele PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Diese wurden
jeweils im Anschluss vereinigt, sehr gut gemischt und erst dann fiir folgende Reaktionen eingesetzt.
Die Validierung der Reproduzierbarkeit erfolgte durch mehrere Mikroarray-Hybridisierungen
einer Bodenprobe. Aus sechs Parallelansitzen wurde aus der Bodenprobe K6-1 (Griinschwaige,
siehe Kapitel 2.2.2) DNS isoliert nach Dong et al. ([41], siche Kapitel 2.4). Danach wurde jeweils
mit den einzelnen DNS-Proben zuerst eine PCR mit den Primern 616V und Hol 189R_Ac (vier
Parallelansiitze) und dann eine asymmetrische PCR mit dem Primer 31F_mod (ebenfalls vier
Parallelansitze) durchgefiihrt. Die Mehrfachansétze wurden nach jeder Reaktion vereinigt und
gut gemischt bevor sie fiir die ndchste Anwendung zum Einsatz kamen. Das PCR-Produkt wurde
wie bereits beschrieben markiert (siehe Kapitel 2.11.2) und fiir die Hybridisierung eingesetzt
(siehe Kapitel 2.11.6).

In Abbildung 40 sind alle Sonden und die zugehorigen Signalintensitéiten, die in mindestens einem
der Parallelversuche ein positives Signal zeigten, aufgefiihrt. Der Ubersichtlichkeit wegen wurden
Sonden, die in allen Versuchen negativ waren in dieser Abbildung nicht gezeigt. Insgesamt kann
festgestellt werden, dass 90,74% der Sonden reproduzierbare Ergebnisse liefern (positiv oder
negativ). Einzelne Sonden zeigen widerspriichliche Ergebnisse, so sind die Sonden Acidol_112,
Acido4_193rc, Acido5_306, Acido5_530, und Acido5_140 nur in 50%, 83%, 66%, 50% bzw. 16%
der Hybridisierungen positiv (siehe auch Abbildung 40). Dies spricht fiir eine Anwesenheit der
entsprechenden 16S-rDNS Sequenzen an der Grenze der Detektionsfahigkeit des hier verwende-
ten DNS-Biosensormodells (siehe auch Kapitel 3.5.3.4). Um nun solche Variabilitdten in den
Hybridisierungen auszugleichen, wurde grundsétzlich fiir jede Bodenprobe der Mittelwert aus
vier Parallelhybridisierungen gebildet und eine Sonde nur dann als positiv bewertet, wenn dieser

Wert den Schwellenwert {iberschritt.
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Abbildung 40: Reproduzierbarkeit von Hybridisierungsergebnissen mit der Griinschwaige
Bodenprobe K6-1. Zur Vereinfachung werden nur Sonden gezeigt, die in mindestens
einer der sechs durchgefiihrten Parallelhybridisierungen ein positives Signal zeigten. Die
rote Linie im Hintergrund stellt den Schwellenwert dar, ab dem eine Sonde als positiv

bewertet wurde.



3 ERGEBNISSE 103

3.5.5 Anwendung des Acidobacteria 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays fiir die

Untersuchung Bodenproben

Die in Kapitel 3.5.4 evaluierten Hybridisierungsbedingungen fiir Bodenproben (PCR mit der Pri-
merkombination 616V und Hol_189R_Ac, gefolgt von einer asymmetrischen PCR mit dem Primer
31F_mod, Deca-Priming und Cy5-Markierung, Einsatz von 2 g PCR-Produkt pro Hybridisierung)
wurden nun fiir die Untersuchung aller zur Verfiigung stehenden Proben angewandt. Fiir jede
Probe wurden vier Hybridisierungen durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit zu tiberpriifen und
evtl. selten vorkommende Acidobakterien zu identifizieren. Die Spezifitidt der auf dem Mikroarray
immobilisierten Sonden umfasst, wie bereits in Kapitel 3.5.1 erwahnt, hauptséchlich grofere
Untergruppen einer Acidobacteria ,subdivision“. Da eine genauere Einteilung der Acidobakterien
auf Grund ihrer groflen phylogenetischen Diversitéit ohne das Vorhandensein kultivierbarer Refe-
renzorganismen nicht sinnvoll erschien ist hier immer von ,,subdivision“-spezifischen Sonden die
Rede, obwohl die Sonden z.T. spezifisch fiir eine Untergruppe der entsprechenden ,,subdivision*
sind.

Die Bodenproben BI-BIV stammen aus verschiedenen Lysimetern der Universitit Bayreuth
(Bayreuth, D, siehe auch Kapitel 2.2.1). Sie unterscheiden sich in der Anzahl der in dem Lysi-
meter wachsenden Pflanzenspezies von unbewachsen bis zu acht verschiedenen Spezies (siehe
auch Tabelle 4). Des Weiteren wurden Proben der Griinschwaige Versuchsstation (Freising,
D) untersucht. Diese unterscheiden sich v.a. im Bodentyp, aber auch in der Beweidungsart
(stédndig/selten, siehe auch Tabelle 5). Zuletzt wurden Proben TNT-kontaminierter Boden im

Vergleich zu nicht-kontaminierten Boden untersucht (siche Kapitel 2.2.3).

3.5.5.1 Hybridisierungen mit der DNS der Lysimeter Bodenproben (Bayreuth, D)

Wie bereits eingangs erwéhnt, unterscheiden sich die Lysimeter Bodenproben aus Bayreuth
(D) ausschlieflich in ihrem Bewuchs. Lysimeter BI war unbewachsen, auf BII wuchsen zwei
Pflanzenarten, auf BIII vier Pflanzenarten und auf BIV acht Pflanzenarten (siehe auch Kapitel
2.2.1). Unter Anwendung des neu entwickelten 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays (siehe
Kapitel 2.11) sollte nun festgestellt werden, ob die Anzahl der Pflanzenarten oder eine bestimmte

Pflanzenart Einfluss auf die Zusammensetzung der acidobakteriellen Gemeinschaft hat.

Wie Abbildung 41 zeigt, nimmt die Diversitéit der Acidobakterien Gemeinschaft tendenziell zu je
mehr Pflanzenarten prisent waren. Fast ausnahmslos dieselben ,,subdivision“ 1 bzw. 3-spezifischen
Sonden zeigen in den Hybridisierungen der DNS der vier Bodenproben positive Signale. Nur in der
Lysimeterprobe BI (unbewachsen) kann ein zusétzliches Signal der ,,subdivision* 1-spezifischen
Sonde Acido1_996a detektiert werden. Dies weist auf eine leicht unterschiedliche Population

der ,subdivision® 1 in dieser Bodenprobe im Vergleich zu den anderen drei Lysimeterproben
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Abbildung 41: Vergleich der acidobakteriellen Diversitéit der Bodenproben BI-BIV (Lysimeter,
Bayreuth, D). Die PCR erfolgte mit der Primerkombination 616V und Hol_189R_Ac und anschlie-
Bender asymmetrischer PCR mit dem Primer 31F_mod, dann wurde eine Deca-Priming Reaktion
durchgefiihrt und das Produkt Cy5-markiert. Aus jeweils vier Parallelhybridisierungen wurde der
Mittelwert der einzelnen Signalintensitidten pro Sondenspot gebildet und eine Sonde nur dann als
positiv bewertet, wenn dieser Wert den Schwellenwert iiberschritt. Zur Vereinfachung werden nur
Sonden gezeigt, die in mindestens einer der Hybridisierungen ein positives Signal zeigten. Die

rote Linie stellt den Schwellenwert dar, ab dem eine Sonde als positiv bewertet wurde.
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hin. Ebenfalls immer vorhanden sind Vertreter der ,subdivision“ 5 (positives Signal der Sonde
Acido5-306). Allerdings wird dieses Signal nur in den Proben BII, BIII und BIV durch weitere
ysubdivision“ 5-spezifische Sonden (Acido5.409, Acido5_530) verifiziert. Auch ,subdivision“ 6
Vertreter kénnen in jeder Probe beobachtet werden (IRogl, Rogl102). Ebenfalls deutlich zu sehen
in Abbildung 41 ist hier eine Zunahme der Diversitét dieser ,,subdivision® mit der Pflanzen-
diversitét. Alle ,,subdivision“ 6-spezifischen Sonden auf dem Chip zeigen ein positives Signal
in Hybridisierungen der Lysimeterprobe BIV. Acidobakterien der ,,subdivision®“ 4 sind in den
Proben BIII sowie BIV nachweisbar (Acido4_353). Auch hier zeigt die Probe BIV die hochste
Diversitét: zwei weitere ,,subdivision“ 4-spezifische Sonden zeigen positive Signale (Acido4-353
und Acido4_329).

3.5.5.2 Hybridisierungen der Bodenproben Griinschwaige Versuchsstation (Frei-
sing, D)

Die Griinschwaige Bodenproben sollten vor allem der Feststellung dienen, ob ein Zusammenhang
zwischen dem Bodentyp (Niedermoor- bzw. Mineralboden) und der Zusammensetzung der
acidobakteriellen Gemeinschaft besteht. In zweiter Linie wurde betrachtet, ob die Art der
Beweidung (sténdig bzw. selten) einen Einfluss auf die Diversitidt der Acidobakterien haben
kann. Hierzu wurden insgesamt sieben Proben genommen (K6-1, K6-2, K6-3, K8-1, K8-2, K8-3
und K15, siehe auch Kapitel 2.2.2). Die Proben K6-1, K6-2 und K6-3 sind Niedermoorbdéden.
Der Standort der Probennahme von K6-1 und K6-2 war stindig beweidet, wihrend K6-3 in der
Pufferzone lag und deshalb nur sehr selten beweidet war. Sowohl die K8 Proben, als auch K15
sind Mineralboden. K15 ist eine Weideparzelle, die zur absoluten Reserve zéhlt und deshalb nur
duflerst selten beweidet wird. Genau wie bei den K6 Bodenproben, sind die Proben K8-1 und
K8-2 aus sténdig beweideten Parzellen entnommen worden, wihrend die K8-3 Probe aus einem

nicht-beweideten Bereich stammt.

Abbildung 42 zeigt die Hybridisierungsergebnisse fiir diese Bodenproben. Ersichtlich ist, dass in
allen Bodenproben Acidobakterien der ,,subdivisions* 3, 4 und 6, wenn auch unterschiedlicher
Zusammensetzung vorhanden sind. Vertreter der ,,subdivision* 1 kénnen nur in den Bodenproben
K6-3 und K8-3 anhand der Signalkombination von Acidol1_300A, Acido1_300C, Acidol1_112 und
Acidol_1277 eindeutig nachgewiesen werden.

Fin signifikanter Unterschied zwischen den Signalmustern der untersuchten DNS der einzelnen
Bodentypen Niedermoorboden und Mineralboden kann nicht festgestellt werden. Allenfalls ist
eine leichte Tendenz hoherer Diversitdt der Vertreter der ,,subdivision“ 6 in den Mineralboden zu
erkennen. Aber auch die Probe K6-1 (Niedermoor) zeigt eine hohe ,subdivision“ 6 Diversitét,
so dass die Ursache hier nicht einwandfrei in den unterschiedlichen Béden zu vermuten ist
(sieche Abbildung 42). Auch die Art der Beweidung scheint keinen grofien Einfluss auf die

Zusammensetzung der Acidobacteria Gemeinschaft zu besitzen. Die Probe K6-2 (sténdig beweidet,
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Probennahme direkt an der Trinke) zeigt zwar eine deutlich geringere Diversitit als die beiden
anderen K6-Proben (siehe Abbildung 42), doch kann dies nicht fiir die K8 Proben nachvollzogen
werden. Hier ist die Diversitdt der beweideten und unbeweideten Flachen in etwa dquivalent.
Fiir einen Einfluss der Beweidung spricht, dass in den selten beweideten Pufferzonen K6-3 und
K8-3 eine zusitzliche ,subdivision“ 1-spezifische Sonde ein Signal zeigt (Acidol1-1277, siehe
Abbildung 42), die bei keiner der anderen Griinschwaige Bodenproben beobachtet werden konnte.
Die Beweidung konnte also eine Rolle spielen, aber es miissen zusétzlich noch weitere Faktoren,

wie Pflanzenbewuchs in Betracht gezogen werden.

3.5.5.3 Hybridisierungen 2,4,6-Trinitrotoluen-kontaminierter Bodenproben

Fiir den Vergleich TNT-kontaminierter Béden mit nicht kontaminierten wurden freundlicher-
weise Bodenproben von Dr. Isabelle George (Katholische Universitéit von Louvain, Louvain-la-
Neuve, Belgien) zur Verfiigung gestellt. Die Proben stammen von kontaminierten bzw. nicht-
kontaminierten Flidchen in Frankreich bzw. Spanien (siehe auch Kapitel 2.2.3). In Tabelle 23 ist
die jeweilige TNT-Konzentration der einzelnen Proben aufgelistet. Ein Vergleich dieser Proben
sollte zeigen, wie sich die Diversitdt der Acidobakterien mit zunehmender TNT-Kontamination
verdndert und ob Gruppen bzw. einzelne Vertreter der Acidobacteria als potentielle Indikatorkeime

fiir eine Kontamination mit TNT in Frage kommen.

Probenname | 2,4,6-Trinitrotoluen
(mg/kg Boden)
UCL n.d.
REF n.d.
KF4 2
KL2 23022
KX1 26561
ouT n.d.
IN 1570
J29 125

n.d. = nicht detektiert

Tabelle 23: 2,4,6-Trinitrotoluen-Konzentration verschiedener Béden aus Frankreich
(REF, KF4, KL2, KX1) bzw. Spanien (OUT, J29, IN) zur Verfiigung gestellt von Dr.
Isabelle George (Katholische Universitéit von Louvain, Louvain-la-Neuve, Belgien)

Es konnte gezeigt werden, dass die Diversitét der acidobakteriellen Gemeinschaft drastisch von der
Kontamination mit TNT beeinflusst wird (sieche Abbildung 43). Die nicht kontaminierten Proben
REF und OUT zeigen eine Verteilung der Acidobacteria &hnlich wie sie bereits in anderen Boden-
proben beobachtet wurde (siehe Kapitel 3.5.5.1 und 3.5.5.2). Vertreter der ,,subdivisions“ 1, 3, 4,
5 und 6 konnten nachgewiesen werden (siehe Abbildung 43). Eine Konzentration von 2 mg TNT
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Abbildung 42: Vergleich der acidobakteriellen Diversitdt der Bodenproben K6, K8
und K15 (Griinschwaige Versuchsstation, Freising, D). Die PCR erfolgte mit der
Primerkombination 616V und Hol_189R_Ac und anschlielender asymmetrischer PCR
mit dem Primer 31F_mod, dann wurde eine Deca-Priming Reaktion durchgefiihrt
und das Produkt Cyb-markiert. Aus jeweils vier Parallelhybridisierungen wurde der
Mittelwert der einzelnen Signalintensitédten pro Sondenspot gebildet und eine Sonde
nur dann als positiv bewertet, wenn dieser Wert den Schwellenwert iiberschritt. Zur
Vereinfachung werden nur Sonden gezeigt, die in mindestens einer der Hybridisierungen
ein positives Signal zeigten. Die rote Linie im Hintergrund stellt den Schwellenwert dar,

ab dem eine Sonde als positiv bewertet wurde.
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pro kg Boden (Probe KF4) scheint bereits einen schwachen Einfluss auf diese Zusammensetzung
zu haben. Die ,,subdivision“ 5-spezifischen Sonden Acido5.140 und Acido5_530, welche in den
nicht kontaminierten Bodenproben noch positive Signale zeigten, kénnen nicht mehr detektiert
werden. Dafiir kann ein Signal der Sonde Acidol_189 (,,subdivision® 1) beobachtet werden. Diese
Signalverlagerung kénnte allerdings auch auf den anderen Probennahmeort zuriickzufiihren sein,
da solche geringfiigigen Unterschiede auch bei anderen Bodenproben beobachtet werden konnten
(siehe Kapitel 3.5.5.1 und 3.5.5.2). Bemerkenswert ist jedoch, dass ab einer Konzentration von
125 mg TNT pro kg Boden (Probe J29) eine drastische Abnahme der acidobakteriellen Diversitét
stattfindet (siehe Abbildung 43). Im Boden J29 sind noch Signale der hierarchisch héheren
Sonden Hol 1400, Acido1_300A, Acido1_300C und Acido5_306 zu beobachten, eine genaue Zuord-
nung zu Acidobacteria ,subdivisions* nach dem Mehrfachsondenkonzept ist jedoch nicht mehr
moglich. Bei einer Konzentration von 1570 mg TNT pro kg Boden (Probe IN) kommt es zu einer
Verschiebung des Signalmusters. Dieselben Sondensignale wie fiir die Probe J29 kénnen auch jetzt
wieder detektiert werden, aber zusétzlich zeigt die Sonde Hol 1463 (,,subdivision“ 10) ein positives
Signal. In den beiden Proben (KL2 und KX1) mit der héchsten TNT-Konzentration kénnen
ebenfalls Signale dieser Sonde beobachtet werden, die anderen Sonden bis auf Hol 1400 (Acidob-
acteria-spezifisch) zeigen jedoch keine Signale mehr (siehe Abbildung 43). Die Sonde Hol 1463
konnte in keiner anderen untersuchten Umweltprobe nachgewiesen werden. Die Anwesenheit von
Acidobakterien wird durch das positive Signal der Sonde Hol_1400 bestétigt.

3.5.6 Erweiterung des neu-entwickelten 16S-rRINS Oligonukleotidmikroarrays

Da die erstellten Klondatenbanken weitere Testkulturen fiir potentielle Sonden lieferten, konnte
der urspriingliche Mikroarray um weitere 45 16S-rRNS gerichtete Oligonukleotidsonden erweitert
werden. Diese Sonden sind von engerer Spezifitit als die auf dem urspriinglichen Mikroarray
und sollen daher eine griindlichere Identifizierung der einzelnen Acidobakterien ermdglichen. Die
konstruierten Sonden wurden wie bereits in Kapitel 3.5.2 beschrieben mit dem ARB-Software
Paket entwickelt und anschliefend mit dem Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor evaluiert. Sonden,
die mit dem entsprechenden 16S-rDNS Referenzklon kein Signal zeigten, wurden ausgeschlossen
(siehe auch Tabelle 30 im Anhang). Nur 11,1% der konstruierten Sonden erwiesen sich als zu
schwach (d.h. die Signale lagen unter dem Schwellenwert) fiir weitere Hybridisierungen und
wurden deshalb nicht weiterverwendet. Nach Abschluss der Sondenevaluierung sollte der erwei-
terte Mikroarray ebenfalls auf Umweltproben iibertragen werden. Dazu wurde wie schon bei
den ersten Bodenproben-Evaluierungen (siehe Kapitel 3.5.4), die Griinschwaige Bodenprobe
K6-1 verwendet. Die Bedingungen waren ebenfalls die selben: 25% Formamid im Hybridisie-
rungspuffer, Hybridisierung bei 40°C, Einsatz von 2 mg Cy5-markiertem PCR-Produkt (siehe
auch Kapitel 2.11). Aus Abbildung 44 ist ersichtlich, dass ausschlielich die Positivkontrollen
(UNIV_1390, Hol 1400, Acido6-300G und Acido6-300T) Signale zeigen. Mindestens eine der neu
konstruierten Sonden (Acido6-182) hitte positiv reagieren sollen, da in der K6-1 Klondatenbank
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entsprechende 16S-rDNS Klone gefunden wurden. Die Hybridisierung fiihrte vermutlich zu keinen
positiven Signalen, weil die Detektionsgrenze nicht iiberschritten wurde. Es sind also noch weitere
Modifikationen der Methode nétig um eine Detektion einzelner Kleingruppen bzw. Spezies der

Acidobacteria zu gewahrleisten.

Signalintensitat

Abbildung 44: Hybridisierungsbild (plus Parallelversuch) der Umweltprobe K6-1
(Griinschwaige Versuchsstation, D) mit dem weiter-entwickelten Spezies-spezifischen
Chip. Die PCR-Reaktion erfolgte mit der Primerkombination 616V und Hol_189R_Ac
und anschlieender asymmetrischer PCR mit dem Primer 31F_mod, dann wurde eine
Deca-Priming Reaktion durchgefiihrt und das Produkt Cy5-markiert. Ausschliefllich
die Positivkontrollen (UNIV_1390, Hol 1400, Acido6_300G und Acido6_300T) zeigen
Signale. Die Anordnung der Sonden auf dem Mikroarray kann Tabelle 32 im Anhang

entnommen werden..
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4 Diskussion

4.1 Vergleich der DNS-Extraktionsmethoden

Die Qualitat einer Bodenprobe ist abhingig von Verdnderungen der Temperatur, Feuchte,
Substratverfiigbarkeit, Substrattransport usw., d.h. eine Anderung der konkreten Situation,
wie z.B. die Probennahme und Trockenheit, fiihrt zu einem Anstieg von Stress bei der Bak-
terienpopulation. Zudem {iiberleben Bodenbakterien besser bei niedrigen Temperaturen [175].
Deshalb sollte die Probennahme am besten bei feuchter Witterung und kiithlen Temperaturen,
z.B. frithmorgens, durchgefiihrt werden, um eine Stressreaktion und damit Verfidlschung der
bakteriellen Gemeinschaft im Vorfeld einer DNS-Extraktion zu verhindern bzw. zu minimieren.
Auch bei der Probenlagerung kénnen sich Diversitéitsverlagerungen manifestieren wie Rochelle et
al. [144] zeigten. Die aerobe Lagerung fiir 24 h vor dem Einfrieren einer Probe aus Tiefseesediment
fithrte zu einer deutlichen Verdnderung des Diversitéitsspektrums: v.a. Beta- und Gammapro-
teobakterien wurden detektiert, wihrend die Lagerung bei 16°C in einer Anreicherung von
Alphaproteobakterien resultierte. Deshalb wurden die Bodenproben sofort nach der Entnahme
bei -20°C eingefroren, da diese Art der Probennahme und die anschlieBende Lagerung ein hohes
Diversitatsspektrum erhalt [144].

Doch auch die Methode der DNS-Extraktion kann weitere Fehler einfithren. Verschiedentlich
konnte gezeigt werden, dass durch ungeniigende oder praferentielle Zelllyse, fragmentierte DNA
(durch z.B. zu rigorose Bedingungen, wie sie fiir Gram-positive Bakterien notwendig sind, kann
die DNS Gram-negativer fragmentiert werden), sowie biotische und abiotische Bestandteile des
Bodens (anorganische Partikel, Huminstoffe), die DNS-Extraktionsmethode einen signifikanten
Einfluss auf die korrekte Reflexion der Artenvielfalt in einer Probe hat [49]. Aus diesem Grund
wurden in dieser Arbeit drei verschiedene DNS-Extraktionsmethoden (nach Zhou et al., [190]; nach
Dong et al. [41]; Ultra Clean™ Mega Soil DNA Kit) auf ihre Effizienz, v.a. Qualitit und Menge
der isolierten DNS, hin mittels Gelelektrophorese iiberpriift (siehe Kapitel 3.2). Es konnte gezeigt
werden, dass die Methode nach Zhou et al. [190] inadéquate Ergebnisse lieferte, vermutlich da
z.B. kein Schritt, in dem die Huminstoffe entfernt wurden, erfolgte (siehe Tabelle 16), weshalb sie
nicht weiterverwendet wurde. Die verbliebenen beiden Methoden entsprachen sich in der Effizienz
in etwa. Dies liegt vermutlich an der Ahnlichkeit der Protokolle: zuerst werden Inhibitorstoffe
entfernt und erst im Anschluss die Zellen mit Hilfe von Glasperlen lysiert (siche Tabelle 16).
Deshalb wurde als weiterer Vergleichsparameter die Hybridisierung mit dem neu-entwickelten
Oligonukleotidmikroarray hinzugezogen. Dabei zeigte sich, dass nach der DNS-Isolierung mit der
Methode nach Dong et al. [41] deutlich mehr Sondensignale sichtbar waren (siche auch Kapitel
3.5.4.3), weshalb die so isolierte DNS auch zur Erstellung der Klondatenbanken verwendet wurde
(siehe Kapitel 3.5.4.3).
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4.2 Konstruktion einer 16S- und 23S-rDNS Klondatenbank

Mit der Konstruktion von 16S-rDNS bzw. 23S-rDNS Klondatenbanken wurden zwei Hauptziele
verfolgt: zum einen die Verfiigbarkeit von 16S-rDNS bzw. 23S-rDNS Klonen zur Evaluierung der
Mikroarray- bzw. FISH-Oligonukleotidsonden zu erh6hen und zum anderen Informationen zum

Plausibilitatsvergleich des neu-konstruierten Mikroarrays zu erhalten.

Neben der Probennahme und DNS-Extraktion (siehe Kapitel 4.1) hat vor allem die PCR-Technik
einen Einfluss auf die Diversitdt von Sequenzen in der Klondatenbanken. Durch unterschiedliche
Denaturierung verschiedener Sequenzen, aber auch unterschiedliches Annealing des Primers
an die Zielsequenzen, bereits degradierte Ziel-DNS, in der Probe vorhandene Inhibitoren, wie
Huminsduren, oder die geringe Anzahl beprobter Genome kann es zu einer selektiven und/oder
priferentiellen Amplifizierung von 16S-rDNS Sequenzen kommen [142]. Auch die Grofle der
Klondatenbank spielt eine entscheidende Rolle bei der Interpretation der Diversitédtsverhéltnisse.
Verschiedene Strategien wurden verfolgt, um die Einfliisse solcher Fehlerquellen zu reduzieren. Um
die Amplifikation geringer vorhandener 16S-rDNS Sequenzen in der Probe zu gewéhrleisten, wur-
de die Proben-DNS, wenn moglich, unverdiinnt eingesetzt sowie immer mehrere Parallelansétze
(sowohl bei der DNS-Extraktion als auch PCR, [2]) durchgefiihrt und vor einer weitergehenden
Analyse vereinigt. Durch die Modifikation der Sequenzen bereits publizierter Primer (31f [12]
und Hol_189R [193]) und das Herabsetzen der Annealingtemperatur auf 49°C wihrend der PCR
wurde sicher gestellt, dass auch 16S-rDNS Sequenzen mit Fehlpaarungen zur Primersequenz
amplifiziert werden konnten (siehe Abbildung 11). Des Weiteren wurde den in Bodenproben
enthaltenen Huminséuren, die die DNS-Polymerase bereits in kleinsten Konzentrationen hemmen,
durch die Anwendung eines neueren DNS-Extraktionsprotokolls [41], in welchem die Huminsduren
mittels Aluminumsulfat bereits vor der Zelllyse ausgeféllt werden (siehe auch Kapitel 2.4.3),
entgegengewirkt. Zusitzlich wurden PCR-Enhancer (wie BSA (Bovines Serum Albumin) und
TMACI (Tetramethylammoniumchlorid)) eingesetzt. Zur Detektion von Chiméren wurden die
Sequenzen in 300 b lange iiberlappende Abschnitte eingeteilt und auf deren Grundlage im
Anschluss phylogenetische Biaume rekonstruiert. Zusammengehorige Sequenzen, die in unter-
schiedliche ,,subdivisions“ der Acidobacteria oder gar unterschiedliche Phyla gruppierten, wurden

als Chiméren identifiziert und von weiteren Versuchen ausgeschlossen.

Zwischen den Klondatenbanken der Lysimeterbodenproben BI, BII, BIIT und BIV konnten nur
sehr leichte Unterschiede beobachtet werden (siehe auch Kapitel 3.3). Sequenzen der ,,subdivi-
sions“ 1, 3, 4 und 6 sind in dhnlichen Verhéltnissen in allen vier Klondatenbanken vertreten,
wobei die ‘subdivisions” 1 und 3 dominierten. In der Klondatenbank BII konnten zusétzlich noch
Vertreter der ,,subdivision“ 5 und in der Klondatenbank BIV Vertreter der ,,subdivision* ,,13¢
identifiziert werden. Im Gegensatz dazu sind die Klondatenbanken der Griinschwaige Bodenpro-
ben (K6-1, K6-2, K6-3, K8-1, K8-2, K8-3 und K15) durch eine Dominanz von ,subdivision* 4,

,subdivision“ 6 und in geringerer Anzahl , subdivision“ 3 Klonen ausgezeichnet. Diese drei ,,subdi-
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visions“ sind h#ufig am stérksten in Bodenproben vertreten [11]. Daneben treten noch vereinzelt
»subdivision“ 5 und ,,subdivision® ,,13“ Klone auf. Genau wie bei den Bayreuth Klondatenbanken
kann zwischen den Griinschwaige Klondatenbanken kein signifikanter Unterschied festgestellt

werden.

Bei einem Vergleich der Bayreuth Bodenproben mit den Griinschwaige Bodenproben féllt jedoch
auf, dass die dominanten Acidobakterien (,subdivision® 1) der Bayreuther Proben in den
Griinschwaige Proben nicht nachgewiesen werden konnten. Mittels FISH konnten Vertreter
dieser ,,subdivision“ jedoch auch in der Bodenprobe K8-1 nachgewiesen werden (siehe Abbildung
16) und auch bei Mikroarrayhybridisierungen sind Signale ,,subdivision® 1-spezifischer Sonden
detektierbar. Die unterschiedlichen DNS-Extraktionsmethoden scheinen nicht fiir das Fehlen dieser
Acidobakteriengruppe verantwortlich zu sein. Die DNS der Bayreuth Bodenproben wurde mit dem
Ultra Clean™ Mega Soil DNA Kit extrahiert, wihrend die DNS der Griinschwaige Bodenproben
mit dem Protokoll nach Dong et al. [41] isoliert wurde. Mikroarrayhybridisierungen zeigten, dass
nach einer Extraktion der DNS mit der Methode nach Dong et al. [41] mehr Signale auftraten als
nach einer Extraktion mit dem Kit (siche auch Kapitel 3.5.4.3). Dies widerspricht der Annahme,
dass Vertreter der ,subdivision“ 1 in den Griinschwaige Klondatenbanken aufgrund zu grofier
Rigorositdat des DNS-Isolierungsprotokolls fehlten. Auch eine Abhéngigkeit von jahreszeitlich
bedingten Unterschieden, wie sie von Lipson et al. [98] fiir eine alpine Bodenprobe beschrieben
wurde, kann ausgeschlossen werden, da die Proben jeweils im Juni genommen wurden. Die
Ursache kann vielmehr in der Klondatenbankgréfie vermutet werden. Da nur eine verhéltnisméfig
kleine Anzahl von Klonen analysiert werden konnte, kann die tatséchliche Biodiversitéit nicht
komplett erfasst werden (siche Kapitel 3.3). Der zu geringe Umfang der Klondatenbanken
wird auch durch die Hybridisierungen auf dem Mikroarray bestétigt, die z.T. ein wesentlich
grofleres Spektrum an Acidobakterien als die Klondatenbanken zeigen, z.B. wurden in der
Klondatenbank K6-1 ausschlielich Acidobakterien der ,,subdivisions“ 4 und 6 gefunden, wihrend
in den Hybridisierungen noch zusitzlich die ,,subdivisions“ 3 und 5 detektierbar waren (vergleiche
Tabelle 19 und Abbildung 42). Dessen ungeachtet geben die Klondatenbanken einen wichtigen

Uberblick, um die Ergebnisse der Mikroarrayexperimente zu verifizieren.
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4.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung - Evaluierung neuer Oligonukleotid-
sonden fiir das Phylum Acidobacteria und deren Anwendung auf Boden-

proben

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) mit Oligonukleotidsonden wird héufig zur Unter-
suchung der Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften in verschiedenen Umweltsystemen
verwendet. Durch solche Ganz-Zell-Hybridisierungen mit rRNS Oligonukleotidsonden ist es
moglich, die Abundanz und Zellmorphologie verschiedener bakterieller Taxa mikroskopisch zu

bestimmen [7].

Die Evaluierung neu-konstruierter 16S-rRNS gerichteter Oligonukleotidsonden fiir das Phylum
Acidobacteria ist essentiell im Hinblick auf deren direkte Anwendung auf Umweltproben. Da auf
Grund der schwierigen Kultivierbarkeit der Acidobakterien nur drei Reinkulturen (A. capsulatum,
G. fermentans und H. foetida) fiir solche Tests zur Verfiigung standen, wurden die Sonden mit
Hilfe von Clone-FISH [156] evaluiert. Es konnte gezeigt werden, dass eine erhthte Konzentration
von IPTG (auf 2 mM) die Effizienz der Clone-FISH verbesserte: ca. 10% mehr Zellen zeigten
nach der Hybridisierung positive Signale. Im Anschluss wurde der optimale Formamidgehalt
der jeweiligen Sonde nach der Anzucht der Ziel-Zellen durch Formamidreihen bestimmt (siehe
Kapitel 3.4.2 und Tabelle 28 im Anhang).

Die Sperzifitdt der Sonden wurde zuerst in silico mit dem ARB-Modul ,,Probe Match“ ermittelt,
gefolgt von in situ Hybridisierungen mit Nicht-Ziel-Zellen, d.h. Reinkulturen von Referenz-
organismen (z.B. Rhizobium leguminosarum und A. capsulatum, siehe auch Tabelle 1) sowie
entsprechenden acidobakteriellen 16S-rDNS Klonen. Die Hybridisierungen bestétigten sowohl die
Intra- als auch die Interphylumspezifitit der entwickelten Acidobacteria Oligonukleotidsonden

unter den gewéhlten Hybridisierungsbedingungen.

Der Anwendung der evaluierten Sonden fiir FISH auf Bodenproben stehen jedoch zahlreiche
Probleme gegeniiber, u.a. die Unterscheidung von Zielsignalen von unspezifischen Signalen wie
Autofluoreszenz von Partikeln (z.B. [4]) sowie die Visualisierung und das Z#hlen der Zielzellen
innerhalb dicker Bodenschichten und Zellaggregate, welche die Zellen verdecken [38]. Deshalb
muss die Vorbereitung der Bodenprobe fiir in situ Hybridisierungen nicht nur wie iiblich die
Zellmorphologie konservieren und die Diffusion der Sonde durch die Zellhiille gewéhrleisten [38],
sondern unbedingt auch eine ausreichende Trennung gewiinschter Bakterienzellen von storenden
Bodenpartikeln zur Folge haben. Der Nachteil aller beschriebenen Methoden ist, dass durch
diese Trennung eine Beobachtung der Bakterien in ihrem urspriinglichen Habitat und ihrer
urspriinglichen Zusammensetzung nicht mehr moglich ist. Abhéngig von der Methode kann
das Auflosen der Assoziation zwischen Partikel und Zelle durch mechanische Einwirkung (z.B.
Mérsern), durch verschiedene Agenzien (z.B. Polyethylenglycol oder Methanol), aber auch durch
Dichtegradientenzentrifugation geschehen. Es zeigte sich, dass v.a. agenzienbasierte Trennungsme-
thoden, wie die nach McDonald et al. [118] und Lunau et al. [111], die besten Resultate lieferten



4 DISKUSSION 115

(siehe auch Tabelle 20). Im Vergleich zu den anderen hier evaluierten Methoden konnten mehr
intakte, frei vorliegende Zellen detektiert werden bei gleichzeitiger Verringerung der Anzahl an
Bodenpartikeln. Zudem waren die Bodenpartikel nicht mehr so kompakt, sondern in ihrer Struktur
eher aufgelost. Die Auftrennung der Bakterienzellen und Partikel nach unterschiedlicher Dichte
mit Hilfe von Nycodenz® (siche Kapitel 2.15.3) entsprach der Effizienz dieser beiden Protokolle.
Damit genug Zellen fiir die FISH vorhanden waren, musste die Probe jedoch auf einen Filter
aufgebracht werden, der wiederum auf Grund seiner Struktur v.a. die Bildaufnahme erschwert.
Zusétzlich koénnen die Signale bakterieller Zielzellen nicht mit Hilfe der Durchlichtaufnahme
bzw. DAPI-Farbung verifiziert werden, da die Autofluoreszenz des Filters dem Fluoreszenzsignal
von DAPT entspricht (sieche Abbildung 15), so dass den agenzienbasierten Methoden der Vorzug
gegeben wurde. Als weiterer Pluspunkt des Protokolls nach Lunau et al. [111] ist der wesentlich
kiirzere zeitliche Aufwand (v.a. im Vergleich zum Protokoll nach McDonald et al. [118]) zu
vermerken. Sowohl die Methanolmethode [111] als auch die Methode nach McDonald et al.
[118] wurden letztendlich fiir in situ Hybridisierungen mit Acidobacteria-spezifischen 16S-rRNS
Oligonukleotidsonden auf die Umweltprobe Griinschwaige K8-1 (siehe Kapitel 3.4.4) angewandst.

In der Bodenprobe Griinschwaige K8-1 konnten Vertreter der ,subdivisions® 1, 3, 4, und 6
nachgewiesen werden. Die Signale wurden durch DAPI-Farbung und den Einsatz der EUB338-
Mix Sondenkombination (siche Tabelle 28 im Anhang) verifiziert. Die Anzahl acidobakterieller
Zielzellen pro Hybridisierungen war jedoch duflerst gering, meist wurden nur einzelne Zellen oder
kleine Cluster von ca. 4-6 Zellen pro Gesichtsfeld detektiert. Hahn et al. [65] beschreiben, dass
geringere Mengen organischen Materials (<8%) wie beispielsweise in sandhaltigen Lehmbéden, die
Identifizierung von Hybridisierungssignalen nicht signifikant beeinflussen. Da die K8-1 Bodenprobe
ein Mineralboden mit einem eher geringen Anteil an organischem Material (starke Autofluoreszenz)
ist, sollte die Zusammensetzung der Bodenpartikel nicht fiir die geringe Detektion Acidobakterien-
spezifischer Signale verantwortlich sein. Diese Annahme wird zusétzlich durch die Hybridisierungen
mit Sonden, die fiir andere im Boden vorkommende Phyla, wie z.B. Firmicutes spezifisch sind,
bestitigt (siehe Kapitel 3.4.4.2). Sowohl Alphaproteobacteria als auch Actinobacteria (siehe
Abbildungen 18 und 19) konnten in grofler Anzahl in dieser Bodenproben nachgewiesen werden.
Die vereinzelten acidobakteriellen Signale sprechen dafiir, dass die Zellen durchlissig fiir die
Oligonukleotidsonden sind und eine Hybridisierung moglich ist, ohne die Zellmorphologie zu
zerstoren.

Vermutlich ist die Anzahl der Acidobakterien-Zellen in dieser Probe sehr gering oder die Zellen
enthalten eine zu geringe Anzahl an Ribosomen, um mit konventionellen Oligonukleotidsonden
nachgewiesen zu werden. Gerade in Bodenproben, die eine duflerst hohe Anzahl an Zellen pro g
(ca. 10?) enthalten, ist auch die Detektion einzelner kleinerer phylogenetischer Gruppen oder gar
Individuen, wie z.B. ,subdivisions* oder Spezies, im Vergleich zu der Masse an vorkommenden
Bakterien erschwert [191]. Deshalb konnten evtl. in der Griinschwaige Bodenprobe nur einzelne
wenige Signale detektiert werden. Fiir die zweite Moglichkeit, der geringen Anzahl an Ribosomen,

spricht wiederum, dass auch mit der allgemeinen Acidobacteria-spezifischen Sonde (Hol 1400, siehe



116 4 DISKUSSION

Tabelle 28 im Anhang) nicht mehr Acidobakterien detektiert wurden. In oligotrophen Habitaten,
wie manchen Boden, bleiben die Signale konventioneller Oligonukleotidsonden z.T. unterhalb
der Nachweisgrenze, da oftmals nur geringe Anzahlen von Ribosomen pro Zelle vorhanden
sind und nur ein Fluorophor pro Sonde mitgefithrt wird [134]. Der geringe Ribosomengehalt
spricht jedoch nicht gegen eine hohe Aktivitdt der jeweiligen Organismen. Pernthaler et al. [133]
konnten z.B. fiir die SAR86 Abstammungslinie zeigen, dass die Zellen trotz geringer Anzahl an
Ribosomen pro Zelle hochst aktiv sind. Indirekt spricht auch der gelungene Nachweis anderer
bakterieller Phyla (siehe oben) fiir beide Annahmen. Dies und die gute Signalintensitéit, die mit
der EUB-Mix Sonde erzielt wurde, weisen darauf hin, dass die Methode an sich adédquat ist und
die Acidobacteria in dieser Bodenprobe nur in geringer Menge oder in einem Ruhezustand, der
ungiinstige Verhiltnisse fiir FISH (z.B. geringe Ribosomenzahl) schafft, vorliegen. Der gelungene
Nachweis der vier Acidobacteria ,subdivisions“ zeigt genau wie die verfiigharen 16S- und 23S-
rDNS Klondatenbanken wie weit verbreitet diese Gruppen v.a. im Boden sind. Auch Barns et
al. [11] stellten fest, dass diese vier bisher am héufigsten in Untersuchungen von Bodenproben

beobachtet wurden.

4.4 Konstruktion und Anwendung eines 16S-rRNS Oligonukleotidmikroar-
rays zur Differenzierung von Vertretern des Phylums Acidobacteria

Verschiedene , fingerprinting“ Methoden kénnen heutzutage zur schnellen, reproduzierbaren
Detektion der Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften in komplexen Habitaten verwendet
werden. Diese Methoden basieren zumeist auf der Heterogenitit von Restriktionsschnittstellen,
der Lange von PCR-Fragmenten, Schmelzkurven oder der Sekundérstruktur von Einzelstrédngen.
Mit hohem Durchsatz kénnen so die Artenvielfalt und -verteilung bestimmt werden [99]. Der
Nachteil dieser Methoden ist, dass im Normalfall weniger als 100 spezifische Produkte (z.B.
Gelbanden) klar unterschieden werden konnen.

Als hiufigste Methode zur Identifizierung der Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften
werden nach wie vor PCR-~Techniken mit darauf folgender Klonierung und Sequenzierung an-
gewandt. Neben Amplifikationsfehlern wihrend der PCR (Primerselektion, Zyklenzahl und
Konzentration der Ausgangs-DNS) ist diese Methode v.a. durch die Anzahl der analysierten
Klone limitiert. Dunbar et al. [42] zeigten, dass die Dokumentation von 50% der Artenvielfalt die
Sequenzierung von mehr als 40 000 Klonen erfordern konnte. Dieser Ansatz ist somit arbeits-,
zeit und kostenaufwendig. Allein die Analyse der Klondatenbanken dauert Wochen. Wenn nun
auch noch Replikate iiberpriift werden sollen, wird die Arbeitsmenge schnell uniiberschaubar.
Mikroarraytechniken hingegen erlauben die gleichzeitige Identifizierung von multiplen phylogene-
tischen Gruppen unterschiedlicher hierarchischer Ebenen in komplexen Umweltproben in kiirzerer
Zeit, sind wesentlich giinstiger und reproduzierbar. Somit kann eine stark parallele Detektion
komplexer mikrobieller Gemeinschaften erfolgen.

Zudem hat in vielen Fillen der Einsatz von Biosensoren fiir Mikroarrays im Gegensatz zur
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konventionellen Mikroarrayhybridisierung weitere Vorteile, wie die einfache Handhabung solcher
Gerite, deutlich kiirzere Messzeiten, geringere Anschaffungs- und Betriebskosten sowie minimalen
Platzbedarf (sieche Abbildung 5). Des Weiteren liegt der besondere Vorteil des hier verwendeten
Evaneszent-Feld-DNS-Biosensors darin, dass die Wechselwirkung mit dem Analyten reversibel
ist und der DNS-Chip dadurch regenerierbar und mehrfach verwendbar ist. Wéahrend mit der
konventionellen Methode jeder Array nur einmal hybridisiert werden sollte, kann hier jeder
Sondenarray bis zu acht Mal regeneriert werden (siehe Kapitel 3.5.2.2). Auch eine Verfolgung
der einzelnen Schritte (Hybridisierung, Denaturierung und Regeneration des DNS-Chips) ist
mittels einer CCD-Kamera in Realzeit moglich (sieche Abbildung 9). Die Reversibilitéit der
Wechselwirkung (Analyt-Sonde) ist vermutlich auf die wesentlich kiirzeren Hybridisierungszeiten
(7-15 min) im Vergleich zu konventionellen Mikroarraytechniken (ca. 12 h) zuriickzufiihren.
Oftmals werden bei konventionellen Methoden die hybridisierten DNS-Chips noch bis zur ei-
gentlichen Auswertung am Mikroarrayscanner in trockenem Zustand gelagert. So kdnnen sich
irreversible Wechselwirkungen auf der Chipoberfliche ausbilden und eine vollstindige Regenerie-
rung des Arrays unmoglich machen. Ein dhnliches Phéanomen konnte allerdings auch mit dem
hier verwendeten Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor beobachtet werden, wenn grofliere Mengen
an fluoreszenz-markiertem PCR-Produkt eingesetzt wurden (wie z.B. fiir Hybridisierungen von
Bodenproben). Moglicherweise bilden sich hier auf Grund der Vielzahl an PCR-Produkten nicht
nur Sonden-PCR-Produkt-Hybride aus, sondern es entstehen zusétzlich noch netzwerkartige
Strukturen zwischen komplementéiren PCR-Produkten durch Renaturierungsprozesse, welche un-
ter den vorliegenden, nur leicht alkalischen Bedingungen nicht wieder denaturiert werden kénnen.
Eine Erhohung der Alkalikonzentration ist nicht moglich, da dies die beschichtete Oberfliche des
DNS-Chips zu stark angreifen wiirde und dadurch die Sonden wéhrend des Regenerationsschritt
vom Chip herunter gewaschen werden wiirden. Deshalb konnten auch mit dem hier verwendeten
Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor DNS-Chips zur Untersuchung komplexer Umweltproben nur
einmal verwendet werden. Trotzdem bietet der Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor die Moglichkeit
eine Vielzahl an Sonden in sehr kurzer Zeit zu evaluieren, da bei diesen Hybridisierungen die
Regeneration des Chips bis zu acht Mal ohne signifikanten Signalverlust gewéhrleistet ist. Ahnlich
gute Regenerierbarkeiten wurden auch fiir andere DNS-Biosensoren beschrieben. Schuderer et al.
[157] beobachteten z.B. nur einen geringfiigigen Signalabfall in 10 Messzyklen bei Regenerierung
mit 50 uM NaOH, wéhrend Feriotto et al. [46] mit derselben Konzentration sogar bis zu 70
Messungen durchfithren konnten. Das Vorldufermodell des hier verwendeten Prototyps hatte eine
etwas bessere Arbeitsstabilitdt: nach n = 20 Messungen betrug die Signalintensitédt immer noch
86% des urspriinglichen Wertes [136]. Dies muss jedoch nicht am Gerit an sich liegen, sondern
konnte auch auf die unterschiedlichen DNS-Chips zuriickzufithren sein. Peter [136] verwendete
Glasobjekttriger aus eigener Herstellung, wihrend in dieser Arbeit GAPS II Coated Glasob-
jekttriger (Corning® Incorporated, NY USA) verwendet wurden. Diese kénnten anfilliger fiir
eine lingere Exposition der alkalischen Losung im Fliesskanal sein, so dass es evtl. zur Ablésung
der 16S-rDNS Oligonukleotidsonden von der Oberfliche kommt. Ein weiterer Vorteil des Gerits
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ist die Generierung von Schmelzkurven. Durch den Vergleich der Bindungskinetiken zweier
unterschiedlicher Hybridisierungen konnte demonstriert werden, dass die Dissoziationsphase
zur Differenzierung zwischen zwei unterschiedlichen Organismen genutzt werden kann [136].
Abbildung 45 zeigt dazu die Signalverldufe fiir Assoziation und Dissoziation einer spezifischen
und einer unspezifischen Hybridisierung. Deutlich zu erkennen ist eine stérkere Tendenz zur
Ablosung des unspezifischen bindenden Cyb-markierten PCR-Produkts. Zusétzlich zeichnet sich
die spezifische Hybridisierung durch einen stérkeren Signalanstieg in der Assoziationsphase aus.
Die Ubertragung solcher Schmelzkurven auf komplexe Umweltproben diirfte sich jedoch sehr
schwierig gestalten unter der Annahme, das sich jedes gemessene Signal sowohl aus spezifischen

als auch unspezifischen Bindungen im dynamischen Hybridisierungsprozess zusammensetzt [137].

13000 - A (perfekte Paarung)
12000 TR e |
11000 - —

10000 (- .

9000 - |
" 8000 |- |
=
[7]
8 7000 |- 7 | "
.‘é’ Se o e T g W L]
El 10 20 30 40 50 60 70 80
S 10500 - - : : A , . ] 7
n B (1 Fehlpaarung) o~
10000
9500 - \\ |
9000 |- \/,\ |

8500 [~

8000 - 1
7500 |- =

7000 [« / e S NP 8
i 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [Bilder]

Abbildung 45: Darstellung der Signalverldufe fiir Assoziation und Dissoziation einer spe-
zifischen (A) und einer unspezifischen Hybridisierung (B), die mit dem hier verwendeten

Evaneszent-Feld-DNS-Prototypen durchgefiihrt wurden.

Der Nachteil des Evaneszent-Feld-DNS-Biosensors ist das relativ kleine Sichtfeld von 10x10 mm,
das nur z.T. mit Sonden belegt werden kann, da die Intensitdt des evaneszenten Feldes zu den
Réndern hin stark abnimmt (siche Kapitel 3.5.2.3). Bei einer Groéfie von 12x10 Sondenspots
(entspricht dem hier entwickelten Mikroarray) ist das Maximum der Sondenbelegung erreicht.
Da es ratsam ist Parallelansétze auf dem selben DNS-Chip mitzufithren, verringert sich die
tatsdchliche Anzahl an individuellen Sondenplatzen auf 12x5, d.h. maximal 60 Sonden kénnen

pro DNS-Chip hybridisiert werden. Dies ist im Vergleich zu anderen Ansétzen mit mehreren
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hundert [106] bis einigen tausend [39] Sonden sehr wenig. In Zukunft kénnte dieses Problem
allerdings durch mobile Fluidikkammern oder Laserelemente (,, Abtasten“ des DNS-Chips) gelost

werden.

4.4.1 Spezifitdt und Sensitivitit des Arrays

Ahnlich anderen Mikroarrayanwendungen zur Identifizierung bakterieller Gruppen wurde auch
hier ein hierarchisch aufgebautes 16S-rDNS Oligonukleotidsondenset konstruiert [64, 100, 106].
Die 16S-rRNS eignet sich hierzu, da sie ubiquitér in allen Organismen vorkommt und sowohl
variable wie auch konservative Bereiche enthélt. Zudem ist, vermutlich auf Grund ihrer Funktion,
die Sequenzvariabilitét der 16S-rRNS beschrénkter [155] als die mikrobieller Genome [52]. Die
Wahrscheinlichkeit ist deshalb héher, dass bisher unbekannte Organismen bis zu einem gewissen
Grad Ahnlichkeiten mit Sequenzen bekannter Zielorganismen besitzen und im Rahmen eines

Mikroarrays entdeckt werden konnen.

Die einzelnen Sonden auf einem Mikroarray sollten moglichst dieselbe Liange und denselben
GC-Gehalt aufweisen, um unterschiedliches Bindungsverhalten zu minimieren, da die Sensitivitét
eines Mikroarrays stark von den einzelnen Sonden abhéngig ist. In einer Hybridisierungslosung,
die Sonden und Ziel-DNS enthélt kénnen verschiedene Strukturformationen auftreten, u.a.
Oligodimere, Oligohaarnadelstrukturen, Sekundérstrukturen der Ziel-DNS, Renaturierung kom-
plementérer Ziel-DNS-Molekiile sowie die eigentlichen Hybride aus Oligonukleotidsonde und
Ziel-DNS. Um optimales Hybridisierungsverhalten zu gew&hrleisten, gilt es diese Formationen,
bis auf die eigentlichen Hybride, zu vermeiden. Alle Sonden wurden deshalb mit GeneWalker
(http://www.cybergene.se/primerdesign/) auf ihr Potential zur Sekundérstrukturformierung
(AG) tberpriift.

Jede 16S-rRNS gerichtete Oligonukleotidsonde wurde mit einem 24 Nukleotide langen Thymidin-
Spacer (polyT-Spacer) und einer Aminomodifikation am 5-Ende (zur kovalenten Bindung an die
mit Aldehyd-Gruppen beschichteten Glasobjekttriiger) versehen. In Mikrotiterplatten konnte
nachgewiesen werden, dass eine unspezifische Verldngerung der Sonde einen Einfluss auf die
Signalstéirke haben kann [14]. Es wird angenommen, dass sich dadurch die Zugénglichkeit der
Sonde zu ihrer Zielregion im PCR-Produkt verbessert. Dies ist auch auf Mikroarrayhybridisierun-
gen iibertragbar, z.B. verwenden Loy et al. [105] einen aus 15 Thymidinen bestehenden Spacer
am 5’-FEnde jeder Sonde. Eine Verldngerung des polyT-Spacers auf 24 Nukleotide resultierte sogar
in deutlich stérkeren Sondensignalen als die 15 Nukleotide Verldngerung (A. Mehlen, personliche
Mitteilung). Auch in dieser Arbeit konnte der positive Einfluss einer Sondenverlingerung und
Aminomodifikation am 5-Ende jeder Sonde auf die Signalintensitéiten gegeniiber unmodifizierten
Oligonukleotidsonden beobachtet werden (siehe auch Kapitel 3.5.2.1). Da bis zu fiinf Mal stérkere

Signale mit den Modifikationen detektiert werden konnten, wurden ausschliefilich modifizierte


http://www.cybergene.se/primerdesign/

120 4 DISKUSSION

Sonden fiir den 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray eingesetzt wurden.
Das sogenannte ,sticky oligonucleotide Phénomen [103], das Félle beschreibt in denen Oligonu-
kleotidsonden trotz mehr als 6 Fehlpaarungen an Nichtziel-DNS binden, konnte fiir keine der

neu-entwickelten Sonden beobachtet werden.

Um nun den Nachweis der Acidobacteria mit dem DNS-Mikrochip zu erméglichen, musste zuerst
die Spezifitat jeder einzelnen Sonde durch die Diskriminierung einzelner Basenfehlpaarungen
gewihrleistet sein. Bei der Entwicklung der Sonden wurde das Mehrfachsondenkonzept [15]
beachtet, so dass eine spezifische Zuordnung zu ,,subdivisions* der Acidobakterien moglich ist.
Die Evaluierung vieler Sonden in kiirzester Zeit ist wie bereits erwéhnt ein entscheidender Vorteil
des Evaneszent-Feld-DNS Biosensor Prototyps. Mit geringerem Arbeitsaufwand kann eine, im
Vergleich zu konventionellen Chiphybridisierungen, wesentlich umfangreichere Datenmenge zur
Bestimmung der optimalen Stringenzbedingungen fiir einzelne Sonden erhalten werden. Da das
komplette System dynamisch ist, konnen einzelne Schritte ohne Probleme verldngert oder verkiirzt
werden und so zu einer weiteren Optimierung der Signalintensitéten fithren. Zusétzlich zu univer-
sellen Bacteria-Sonden wurde eine Nonsense-Sonde zur Kontrolle auf jeden Chip immobilisiert,
die mindestens vier Fehlpaarungen zu jeder bekannten 16S-rRNS Sequenz besitzt (siehe Tabelle 30
im Anhang). Neben den Bacteria-Sonden diente als weitere Positivkontrolle fiir eine erfolgreiche
Hybridisierung eine Cy5-markierte, zum polyT-Spacer komplementére Sonde. Auflerdem kann
mit dieser Sonde gleichzeitig die Spothomogenitét gepriift, die einzelnen Spotreihen detektiert
und ein Korrekturfaktor zum Ausgleich des inhomogenen Ausleuchtungsprofils des evaneszenten
Feldes berechnet werden. Basierend auf den Hybridisierungsergebnissen ausgewéhlter Sonden
wurde eine Temperatur von 40°C und ein Formamidgehalt von 25% im Hybridisierungspuffer
als Kompromiss zwischen Signalintensitdt und -spezifitéit der Oligonukleotidsonden festgelegt
(siehe Kapitel 3.5.2.5). Eine weitere Steigerung der Stringenz reduzierte auf der einen Seite
die Signalintensitit einiger Sonden mit den perfekt komplementiren Referenzorganismen und
fithrte auf der anderen z.T. zu unspezifischen Signalen. Letzteres konnte bereits Peter [136]
mit einem Vorldufermodell des hier verwendeten Evaneszent-Feld-DNS-Biosensors feststellen:
zu niedrige und zu hohe FA-Konzentrationen wirkten anregend auf die Hybridisierung. Der in
ihrer Arbeit bestimmte optimale Formamidgehalt lag ebenfalls zwischen 25% und 30%. Auch die
Markierungsmethode wurde modifiziert um optimale Signalintensitéten zu erzeugen. Im Vergleich
stellte sich heraus, dass Inkubationszeiten von 4 h wihrend der Deca-Priming-Reaktion, die
verhéltnisméBig besten Signalintensitéiten lieferten (siche Kapitel 3.5.3.2). A. Mehlen (personliche
Mitteilung) stellte bereits fest, dass die Anwendung des Deca-Priming-Verfahrens in Kombination
mit dem ULYSIS® Alexa Fluor® 647 Nucleic Acid Labeling Kit im Vergleich mit anderen

Markierungsmethoden in sehr guten Signalen resultierte.

An den Réndern des Sichtfeldes des Biosensors fillt die Laserleistung auf ca. 50% der Maximallei-
stung ab, deshalb hat das evaneszente Feld keine vollkommen gleichméfliges Ausleuchtungsprofil

(sieche Abbildung 23). Zur Korrektur dieser Inhomogenitéit wurden ein Korrekturfaktor eingefiihrt
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(sieche Kapitel 3.5.2.3). Ein Vergleich der korrigierten mit den unkorrigierten Werten zeigte, dass
die Standardabweichung der Signalintensitit von 0,23 (unkorrigiert) auf 0,13 (korrigiert) sank
ohne einen zusétzlichen Fehler einzufiihren (siehe Kapitel 3.5.2.3). Die Korrekturfaktoren konnten
anschlielend auf die eigentlichen Hybridisierungssignale angewendet werden. Eine Normalisierung
dieser Werte gewéhrleistete die Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Hybridisierungen
(siche Kapitel 2.11.9). Im Gegensatz zu Loy et al. [106] konnte zur Normalisierung der Signal-
intensitdten keine Verhéltnisbildung erfolgen, da die dnachip-Software negative Werte zulief3.
Diese lagen allerdings immer im nahen Bereich um Null, so dass es sich vermutlich um kleinste
Schwankungen, die durch Kalkulationen der Software zu Stande kommen, handelt. Da die Be-
rechnung der Normalisierung sehr zeitaufwendig und sich auf Grund der besonderen Vorteile des
Evaneszent-Feld-DNS-Biosensors (siehe oben) grole Datenmengen in kurzer Zeit ansammeln,
wurde dafiir ein Perl-Programm entwickelt (http://www.semistable.com/microarray.tar.gz,
R. Lemmen). Dieses Programm fiihrt die Berechnungen durch und gibt im Anschluss die Daten
der verschiedenen Zwischen- und Absolut-Werte in nach Sonden und Hybridisierung geordneter
Reihenfolge als Textdatei wieder aus. Die Dateien kéonnen problemlos mit Tabellenkalkulati-
onssoftware (MS Windows oder Linux-Applikationen) gedffnet und weiter bearbeitet werden.
Um den Schwellenwert, ab dem eine Sonde als positiv bewertet wurde, festzulegen, wurde im
néchsten Schritt ein Acidobacteria-DNS-Chip (mit allen Sonden in zweifacher Ausfiihrung) mit
40 Referenzorganismen hybridisiert und anschliefend ausgewertet. Zu diesem Zweck eignet sich
der Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor wie bereits erwdhnt hervorragend, da ein Chip bis zu acht
Mal wiederverwendet werden kann (siehe Kapitel 3.5.2.2). Auf Basis der normalisierten Signalin-
tensitdten wurde anschliefend der Schwellenwert berechnet. Der Vorteil der hier angewendeten
Art der Schwellenwertfestlegung (siehe Kapitel 3.5.2.4) ist, dass auch Sonden-Nichtzielorganismus-
Duplices mit einbezogen werden, die mehr als eine Fehlpaarung aufweisen. Damit ist diese
Methode wesentlich priziser als die von DeSantis et al. [39] verwendete Methode, bei der die
Signalintensitét einer perfekt bindenden Sonde immer mit der einer entsprechenden Sonde, welche
nur eine mittige Basenfehlpaarung aufwies, verglichen wurde. Die perfekt bindende Sonde wurde
anschlieflend als positiv bewertet, wenn ihre Signalintensitdt mindestens 1,3 Mal hoher als die
der entsprechenden, fehlpaarenden Sonde war [39].

Die Evaluierung des Schwellenwerts zeigte, dass falsch-negative Signale (innerhalb der Detekti-
onsgrenze der Methode) nur bei wenigen Sonden (7,27%) auftraten, welche sofort von folgenden
Experimenten ausgeschlossen wurden. Wahrend einige Sonden (1,33%) auch unter den opti-
mierten Bedingungen falsch-positive Signale zeigten. Bei letzteren spielten wie erwartet v.a. die
Nukleotidzusammensetzung der Fehlpaarung und die Position der Fehlpaarung [104, 168, 174]
eine Rolle. Oftmals lagen die normalisierten Signalintensitidten der falsch-positiven Sonden fiir
Nicht-Zielorganismen unter denen des entsprechenden Zielorganismus. Leider kann dieser Un-
terschied nicht fiir die Auswertung des Mikroarrays hinsichtlich Hybridisierungsergebnissen fiir
Umweltproben verwendet werden, da niedrige Signalintensitéten auch fiir eine geringe Abundanz

des Zielorganismus in der jeweiligen Probe sprechen kénnen. Um Fehlinterpretationen bei der
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Auswertung des Signalmusters von Mikroarrays durch unspezifische Bindungen trotzdem zu
vermeiden, wurde das Mehrfachsondenkonzeptes [15] eingesetzt. Wenn also das Signalmuster der
hierarchischen oder parallelen Spezifitdt der Sonden entspricht, zeigt das die Verlasslichkeit des
Mikroarrays. Wahrend eine Inkonsistenz im Signalmuster bei Hybridisierungen mit komplexen
Umweltproben sowohl durch unspezifische Hybridisierungen aber auch durch vorher nicht be-
kannte Bakterien verursacht werden kann.

Im Gegensatz zu anderen Studien [103, 122] konnten keine groBe Unterschiede in den Signalinten-
sitdten verschiedener Sonden beobachtet werden, jedoch zeigten dieselben Sonden unterschiedliche
Signalintensitéten bei Hybridisierung mit verschiedenen perfekt-paarenden Referenzen. Eventuell
ist dies auf die unterschiedlichen Sequenzen, welche die Sondenbindungsstelle umgeben, und damit
auf die Bildung von Sekundarstrukturen oder andere sterischen Hindernissen der entstehenden

Nukleinsdurehybride zuriickzufiithren.

Schliefllich wurde noch die Sensitivitdt des Verfahrens mit Hilfe einer Mixtur der DNS zweier
16S-rDNS Referenzklone iiberpriift, die in unterschiedlichen Verhéltnissen gemischt wurden,
wobei die eingesetzte Menge der einen DNS immer stabil bei 100 ng gehalten wurde, wiahrend
die andere zwischen 0,01 ng und 100 ng variierte (siehe Kapitel 3.5.3.4). Es zeigte sich, dass
mindestens 1 ng DNS des gesuchten Organismus in der Initial-PCR vorliegen musste, um mittels
des Chips nachgewiesen zu werden. Dieser Wert liegt deutlich unter dem von Loy [103] ermittelten
Wert von 50 ng fiir einzelne Referenzorganismen, so dass angenommen werden kann, dass der
Evaneszent-Feld-DNS-Biosensors im Vergleich mit konventionellen Hybridisierungen deutlich
sensitiver ist. Mit dem Vorldufermodell konnten sogar noch niedrigere Konzentrationen von 0,1%
Ziel-DNS in Mischungen nachgewiesen werden [136]. Dies kann vermutlich auch auf die geringere
Anzahl an Sonden auf dem von Peter [136] evaluierten DNS-Chip zuriickgefiihrt werden, da die
Inhomogenitéit des evaneszenten Feldes dann keine Rolle spielt. Der hier erhaltene Wert von 1%
bzw. 1 ng Ziel-DNS kann zwar als Richtwert fiir Umweltproben betrachtet werden, sollte jedoch

noch in komplexeren Mischungen und mit Reinkulturen verifiziert werden.

Aufgrund der stetig steigenden Zahl an 16S-rRNS und 23S-rRNS Sequenzen in 6ffentlichen Da-
tenbanken sollte eine diesbeziigliche Erweiterungsmoglichkeit des Mikroarrays iiberpriift werden.
Deshalb wurden 45 weitere 16S-rRNS Klon-spezifische Sonden getestet sowie eine Ubertragbarkeit
der evaluierten Methode auf 23S-rRNS gerichtete Oligonukleotidsonden iiberpriift (siehe Kapitel
3.5.2.6 und 3.5.6). Da das Sichtfeld des Evaneszent-Feld-DNS-Biosensors stark eingeschrénkt ist
(10x10 mm, siehe auch Kapitel 3.5.2.3) und an den Réndern das evaneszente Feld zu starken
Schwankungen unterliegt, um reproduzierbare Signale zu erreichen, konnten diese Sonden nicht
direkt auf den bereits evaluierten Mikroarray aufgetragen werden, da der 12x5 Sondenarray mit
Parallelansatz die komplette Flache belegt. Es wurde also ein weiterer Mikroarray entwickelt
(sieche Tabellen 30 und 32).

Die Evaluierung von drei 23S-rRNS gerichteten Oligonukleotidsonden (siehe Tabelle 21) unter

den vorliegenden Bedingungen konnte mit positiven Hybridisierungsergebnissen abgeschlossen
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werden. Alle drei Sonden zeigten Signale {iber dem bereits festgelegten Schwellenwert mit den
jeweiligen Zielorganismen, wihrend unspezifische Bindungen nicht beobachtet werden konnten
(siehe Abbildung 26). Um dieses Konzept auf Bodenproben anzuwenden, miisste jedoch zuerst
ein 23S-rDNS-Acidobacteria-spezifischer Primer konstruiert werden, dessen Bindungsstelle am
3’-Ende der 23S-rDNS positioniert wére, da der momentan verwendete 23S-rDNS Primer nur die
ersten 200 Basen der 23S-rDNS erfasst.

Von den 45 zusitzlich entwickelten 16S-rDNS gerichteten Oligonukleotidsonden reagierten 88,9%
wie erwartet, entweder durch detektierbare Signale mit dem entsprechenden Zielorganismus oder
fehlende Signale mit Nichtzielorganismen. Die Spezifitéit dieser Oligonukleotidsonden umfasst
kleinere Untergruppen bzw. einzelne 16S-rDNS Referenzklone des Phylums Acidobacteria. Es
stellte sich heraus, dass eine direkte Ubertragung des Protokolls fiir Bodenproben nicht méglich
war. Die Hybridisierung der Umweltprobe Griinschwaige K6-1 auf diesen DNS-Chip resultierte
ausschlieflichen in positiven Signalen der universellen Sonden (616V, UNIV_1390, Hol 1400,
Acido6-300G und Acido6_300T, siehe Kapitel 3.5.6). Jedoch hitte mindestens eine der neu
konstruierten Sonden (Acido6-182) positiv reagieren miissen, da in der K6-1 Klondatenbank
entsprechende 16S-rDNS Klone gefunden wurden. Vermutlich ist diese Sequenz in zu geringen
Mengen in der initialen PCR vertreten, so dass das Detektionslimit des 16S-rRNS Oligonukleo-
tidmikroarrays von 1% nicht iiberschritten wird. Es sind also noch weitere Modifikationen der
Methode nétig, um eine Detektion einzelner Kleingruppen bzw. Spezies der Acidobacteria zu

gewihrleisten.

Von den 137 evaluierten Sonden zeigten somit 25 (siehe Tabelle 30 im Anhang) kein positives
Signal mit der DNS des entsprechenden Referenzorganismus, einschliefllich der zur Sonde perfekt
komplementéaren Ziel-DNS, oder unspezifische Bindung zur DNS von Nichtzielorganismen (in-
nerhalb des Phylums Acidobacteria) und wurden deshalb von dem Mikroarray ausgeschlossen.
Unter den hier verwendeten Bedingungen waren 104 Sonden absolut spezifisch fiir die jeweiligen
acidobakteriellen Gruppen. Die anderen Sonden hybridisierten auch mit Zielsequenzen, die zwi-
schen ein und drei Basenfehlpaarungen aufwiesen. Zusammengefasst kann gesagt werden, dass
von den ca. 2000 durchgefiihrten Sondenhybridisierungen 92,4% die erwarteten Signale zeigten.
Zudem konnte keinerlei positive Sondensignale mit Nichtzielorganismen anderer Phyla beobachtet
werden (siehe Kapitel 3.5.3.3).

4.4.2 Evaluierung des Acidobacteria 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays zur Un-

tersuchung von Bodenproben

Nach der Evaluierung der Spezifitit der einzelnen Sonden sollte der neu-entwickelte 16S-rRNS
Oligonukleotidmikroarray zur Identifizierung der acidobakteriellen Gemeinschaft auf komplexe
Umweltproben angewandt werden. Bei der Untersuchung von Bodenproben ist zu beachten,

dass Huminstoffe einen Einfluss auf Qualitdt und Quantitdt von DNS-Extraktionen [171] und
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dadurch auch einen Einfluss auf PCR durch z.B. Komplexierung von Mg?*-Tonen [173] oder
Inhibierung der DNS-Polymerase, haben. Da allen Hybridisierungsexperimenten mindestens
eine PCR-Reaktion voranging, mussten stérende Einfliisse weitestgehend minimiert werden, um
eine Verzerrung der Biodiversitdt zu vermeiden. Aus diesem Grund wurde wenn moglich die
Ausgangs-DNS nie verdiinnt (siehe Kapitel 3.3), PCR-Enhancer eingesetzt (BSA und TMACI,
siehe Kapitel 2.5), und eine ,Hot Start“-PCR durchgefiihrt. Letzteres verhindert unspezifische
Primerbindungen [31]. Grundsétzlich wurde auch mit geringeren Annealingtemperaturen ge-
arbeitet, da die Bindungsstelle des 31F_mod Primers zwei Fehlpaarungen mit der 16S-rDNS
Sequenz von Vertretern der ,,subdivisions“ 2 und 10 aufweist. Bei der verwendeten Annealing-
temperatur (49°C) ist eine Amplifikation dieser Sequenzen jedoch gewéhrleistet (siehe Abbildung
11). Die Durchfithrung und Vereinigung mehrerer PCR-Ansétze pro Probe sollte zusétzlich die
Benachteiligung gering vorhandener Vertreter der Acidobacteria vermeiden. Auch wurden die
Primersequenzen angepasst, um neu hinzugekommene acidobakterielle Sequenzen mit zu erfassen.
Dies ist v.a. im Hinblick auf die bereits erwdhnte priferentielle Amplifikation nétig. Sipos et al.
[162] konnten zeigen, dass durch zwei Fehlpaarungen am 5-Ende des Primers eine signifikante
priferentielle Amplifikation der perfekt paarenden Sequenz auftritt. Ab einer Verdiinnung von
1:10 (fehl-paarender DNS zu perfekt-paarender DNS) konnte das fehlpaarende Amplifikat nicht

mehr detektiert werden.

Da die fiir die Evaluierung der Sonden eingesetzte Primerkombination (616V und 100K) zu keiner-
lei spezifischen Signalen auf dem Mikroarray fiihrte (Daten nicht gezeigt), wurden verschiedene
Primer sowie verschiedene PCR-Methoden (,,nested“ PCR, asymmetrische PCR) kombiniert, um
bessere Ergebnisse zu erzielen (siche Kapitel 3.5.4.1). Es stellt sich heraus, dass die Kombination
aus einer semispezifischen PCR mit den Primern 616V und Hol 189R_Ac und einer darauf
folgenden asymmetrischen PCR mit dem Primer 31F _mod in der anschliefenden Hybridisierung
zur hochsten Signalintensitéit und -diversitét fithrte. Wenn vor der Hybridisierung nur eine PCR
durchgefithrt wurde, resultierte dies unabhéngig von der gewéhlten Primerkombination immer
in geringeren Signaldiversititen. Zudem zeigte sich, dass der Einsatz universeller Primerkom-
binationen (wie z.B. 616V und 985R) entweder ausschlielich zu Hintergrundrauschen oder in
kaum detektierbaren Signalen resultierte (siehe Kapitel 3.5.4.1). Moglicherweise finden durch
die grofle Menge dhnlicher DNS-Sequenzen hiufiger Renaturierungsprozesse statt, wodurch die
tatséchliche Anzahl potentieller Ziel-DNS-Molekiile sinkt und eine korrekte Hybridisierung er-
schwert wird. Bei der Durchfiihrung der asymmetrischen PCR, mit spezifischen Primern entstehen
mehr Ziel-DNS-Molekiile und konnten so diesen Effekt kompensieren. Um in Zukunft die Rena-
turierungsproblematik zwischen den markierten PCR-Fragmenten zu verringern, kénnte auch
mit biotin-markierten Primern gearbeitet werden, so dass nach entsprechender Immobilisierung

ausschliellich einzelstrangige DNS vorliegt.

Zusétzlich optimiert wurde die Methode durch eine Steigerung der Probenmenge in Kombination

mit einer Verldngerung der Inkubationszeit. Die Hybridisierungsdauer kann hier nur durch grolere
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Losungsvolumina erzielt werden, da die Durchflussgeschwindigkeit nicht auf unter 1ul/s reduziert
werden kann. Eine so durchgefiihrte, blofe Steigerung der Hybridisierungsdauer erhchte weder die
Qualitét noch die Quantitét der detektierbaren Signale. Im Vergleich dazu fithrte die Steigerung
der Probenmenge von 500 ng auf 2 ug zu einer signifikanten Signalverstidrkung.

Trotz dieser Optimierungen konnten einige geringer vorhandene DNS-Sequenzen in den Bo-
denproben nicht nachgewiesen werden (siche Kapitel 3.5.4). Dies konnte auf zu geringe In-
itialkonzentrationen der DNS im Ausgangsmaterial, aber auch z.T. auf die oben erwihnte
Renaturierungsproblematik der PCR-Fragmente zuriickzufiihren sein. Durch die Verléngerung
der Hybridisierungsdauer erhoht sich das Risiko der Renaturierung einzelner Strénge, da der
Durchfluss der Losung bei Raumtemperatur stattfindet. Diesen Vorgang kénnte man durch ein
beheizbares Magazin am Biosensor kompensieren, so dass erst sehr kurz vor der eigentlichen

Hybridisierung denaturiert wird und eine Renaturierung der PCR-Fragmente verhindert wird.

Auch die DNS-Extraktion kann durch ungeniigende oder priferentielle Zelllyse, fragmentierte
DNA, sowie biotische und abiotische Bestandteile des Bodens (anorganische Partikel, Huminstof-
fe), die Ergebnisse anschliefend angewendeter molekularbiologischer Verfahren zur Bestimmung
der Biodiversitét stark beeinflussen. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene
DNS-Extraktionsmethoden (nach Dong et al. [41]; Ultra Clean™ Mega Soil DNA Kit, siche
auch Kapitel 2.4) zusétzlich zu ihrer Effizienz (siehe Kapitel 4.1) mit dem neu-konstruierten
Oligonukleotidmikroarray auf vergleichbare Signalmuster in der Hybridisierung hin iiberpriift.
Es konnte gezeigt werden, dass scheinbar nicht die DNS-Extraktionsmethode an sich, sondern
die Probenmenge, die fiir die Extraktion eingesetzt wurde (5 g bzw. 1,2 g), unter den vorlie-
genden Bedingungen einen signifikanten Einfluss auf die Hybridisierungsergebnisse mit dem
neu-entwickelten 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray hatte (sieche Kapitel 3.5.4.3). Es konnten
deutlich mehr Signale nach einer DNS-Extraktion aus 1,2 g Boden (nach Dong et al. [41]) als
nach einer Extraktion aus 5 g Boden (nach Dong et al. [41] bzw. mit dem Ultra Clean™
Mega Soil DNA Kit) detektiert werden. Moglicherweise werden aus der kleineren Probenmenge
(1,2 g) verhaltnisméBig weniger, stérende Substanzen extrahiert, so dass die PCR unter besseren

Ausgangsbedingungen ablauft.

Die Reproduzierbarkeit von Mikroarrayhybridisierungen spielt natiirlich, v.a. bei so hoch kom-
plexen Umweltproben wie Boden, eine entscheidende Rolle. Hybridisierungen, die mit der DNS
einzelner 16S5-rDNS Referenzklone durchgefiihrt wurden, wie es z.B. fiir die Sondenevaluierung
notig war, zeigten auch bei Mehrfachhybridisierungen ausnahmslos dasselbe Signalmuster auf
dem Mikroarray. Bei Anwendung des Mikroarrays zur Analyse von Bodenproben konnte jedoch
nur eine ca. 90%ige Reproduzierbarkeit festgestellt werden (siehe Kapitel 3.5.4.4). Die nicht-
reproduzierbaren Sondensignale schwankten nicht in einem kleinen Bereich um den Schwellenwert
und wurden deshalb als positiv oder negativ bewertet, vielmehr zeigten diese Sonden Signale, die
eindeutig unter oder iiber dem Schwellenwert lagen (siehe Abbildung 40). Da grofitenteils Sonden

betroffen waren, fiir deren Spezifitdtsbereich in der Klondatenbank (z.B. ,,subdivision® 5 in der
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K6-1 Datenbank, vergleiche Tabelle 19) keine Vertreter gefunden wurden, ist davon auszugehen,
dass die initiale Konzentration der DNS der entsprechenden ,,subdivision“ in der Probe an der
Grenze zur Detektierbarkeit liegt. Auch die hohe Reproduzierbarkeit spricht dafiir, dass die
Hybridisierungen optimal ablaufen. Durch die Durchfiithrung von vier Parallelansétzen pro Probe
konnen die 100% reproduzierbaren Signale von den ,variablen“ Signalen unterschieden werden

und damit eine préazisere Auswertung erfolgen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass fiir Hybridisierungen von Bodenproben im Vergleich
zu Hybridisierungen mit der DNS einzelner Organismen hohere Mengen an markiertem PCR-
Produkt (2 pg) sowie lingere Hybridisierungszeiten nétig sind, um eine ausreichende Sensitivitét
des Mikroarrays zu gewéhrleisten. Zusétzlich muss bereits im Vorfeld unbedingt darauf geachtet
werden, dass Fehler, wie priiferentielle Amplifikation, die durch DNS-Extraktion [49] und PCR

[177] eingefiihrt werden kénnen, moglichst verhindert werden.

4.4.3 Anwendung des Acidobacteria 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays zur Un-

tersuchung von Bodenproben

Nach erfolgreicher Evaluierung des neu entwickelten Acidobacteria 16S-rRNS Oligonukleotidmi-
kroarrays zur Untersuchung komplexer Umweltproben, konnte er nun erstmals auf die verschiede-
nen Bodenproben angewendet werden. Hier stand vor allem im Vordergrund Zusammenhénge
zwischen der acidobakteriellen Population und potentiell relevanten Faktoren, wie Pflanzendi-
versitit, pH, Bodentyp etc., zu entschliisseln. Gerade im Boden mit einer sehr hohen Dichte
von Bakterien (10° Zellen pro cm?), einer sehr geringen Zell-Zell-Entfernung von nur 10 pm
(zum Vergleich: Plankton 112 pum), und gleichzeitig einer so grofien Variabilitdit an Habitaten
und Nahrstoffen, die sich in Bereichen von Mikrometern éndern kénnen, spielen solche Faktoren
wohl eine grofle Rolle. Erfolgreich belegt sind bereits Zusammenhinge der bakteriellen Diver-
sitét der Rhizosphére mit verschiedenen Gréserspezies und Bodentypen [57, 160]. Signifikante
Anderungen der bakteriellen Zusammensetzung wurden auch im Zusammenhang mit Anderungen
der Vegetation eines hawaianischen Bodens von Wald zu Weide beobachtet [127]. Da diese Béden
allerdings eher junge Béden und zudem geographisch isoliert sind, konnten sie empfindlicher
auf Anderungen reagieren als etablierte Boden [57]. Diese Annahme beruht auf der Tatsache,
dass fiir letztere keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden konnten. Auch Umweltgifte,
wie 2,4,6-Trinitrotoluen (TNT), scheinen einen entscheidenden Einfluss auf die Biodiversitét

auszuiiben, wie z.B. George et al. [55] zeigen konnten.

Deshalb wurden unterschiedliche Bodenproben miteinander verglichen um Hinweise auf mdégliche
Indikatorgruppen im Phylum Acidobacteria und Zusammenhénge mit den vorhin genannten Fak-
toren zu erhalten. Dabei waren die Lysimeterproben aus Bayreuth wegen ihrer unterschiedlichen
Bepflanzung von Interesse, wiahrend sich die Bodenproben der Griinschwaige Versuchsstation
(Freising, D) im Bodentyp unterschieden (siche Kapitel 2.2). Zuletzt wurden Proben TNT-
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kontaminierter Boden im Vergleich zu nicht-kontaminierten Béden untersucht (siehe Kapitel
2.2.3).

4.4.3.1 Zusammenhang zwischen acidobakterieller Diversitit und Pflanzendiver-

sitat?

Zusammenhénge zwischen der Flora und der Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft
wurden bereits in mehreren Studien nachgewiesen [113, 121, 164, 182]. Von den Chloroflexi
z.B. ist bekannt, dass manche nur in der Abwesenheit bestimmter Pflanzen vorkommen, andere
wiederum nur in Anwesenheit bestimmter Pflanzen [130]. Auch G. Braker [21] konnte zeigen,
dass die Kombination verschiedener Pflanzenspezies einen signifikanten Einfluss auf die im Boden

anwesende Denitrifizierergemeinschaft hatte.

Fiir die Acidobakterien konnte im Falle der Lysimeter Bodenproben aus Bayreuth (D) mit Hilfe
des 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays tendenziell ein Zusammenhang zwischen der Diversitét
dieser Bakterien und der der Pflanzen hergestellt werden. Eine komplexere, acidobakterielle
Gemeinschaft konnte mit steigender Pflanzendiversitit (von null auf acht verschiedene Pflanzen-
arten) festgestellt werden (siehe Tabelle 24 und Abbildung 41). Vertreter der ,subdivision® 4
konnten in diesen Bodenproben mit dem 16S-rRNS Mikroarray erst ab einer Pflanzendiversitét
von mindestens vier Arten iiberhaupt eindeutig detektiert werden. Am deutlichsten ausgeprigt
ist der Unterschied jedoch bei Betrachtung der ,,subdivision® 6, hier ist die hochste Diversitét

ebenfalls mit der hochsten Anzahl an Pflanzenspezies korreliert (siche Abbildung 41).

Boden- Anzahl SD! | SD! | SD! | SD! | SD! Anzahl positiver
probe | Pflanzenspezies 1 3 4 5 6 Sondensignale in [%)]
BI 0 + + - - + 29
BII 2 + + - + + 27
BIII 4 + + + + + 29
BIV 8 + o+ | 39

lsp = »subdivision*

Tabelle 24: Vergleich der acidobakteriellen Diversitdt im Zusammenhang mit der
Pflanzendiversitiat. Die Ergebnisse der verschiedenen Mikroarrayhybridisierungen sind
zusammengefasst dargestellt. Die Prozentzahl der Anzahl positiver Signale bezieht
sich auf die Gesamtzahl der Sonden auf dem verwendeten DNS-Chip. Anhand dieser
Zahl ist gut erkennbar, dass in der Bodenprobe, die mit der hochsten Anzahl an
Pflanzenspezies bewachsen war, die hochste Diversitit an Acidobakterien beobachtet
werden konnte. + = ,subdivision“-spezifische Sonden konnten detektiert werden, -
= kein Signal ,subdivision“-spezifischer Sonden konnte beobachtet werden, ++ =
maximale Anzahl positiver Signale der entsprechenden ,subdivision* im Vergleich mit
den anderen Bodenproben.
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Beim Vergleich der Hybridisierungsergebnisse mit den Ergebnissen der rDNS Klondatenbanken
fallt jedoch auf, dass auch in den Bodenproben BI und BII ,,subdivision* 4 Vertreter gefunden
wurden. Eine mégliche Erkldarung hierfiir wére, dass sie in diesen Proben in geringerer Anzahl als in
den Proben BIII und BIV vorliegen und deshalb (zumindest unter den momentanen Bedingungen)
mit dem Mikroarray nicht detektiert werden kénnen. Der Mikroarray bietet hier zwar keine echte
Quantifizierbarkeit, doch in Relation mit den anderen Daten, kdonnen signifikante Riickschliisse
auf die Mengenverhéltnisse einzelner ,,subdivisions“ in verschiedenen Béden zueinander gezogen
werden. Generell wurden die Mikroarrayhybridisierungen durch die Klondatenbankanalysen
bestdtigt. Nur in den Klondatenbanken geringer vertretene Sequenzen, wie Sequenzen der
,subdivision® 10 (Klondatenbank BIV, 8,0%) oder ,subdivision® 4 (Klondatenbank BI, 3,5%),
konnten mit dem Mikroarray nicht nachgewiesen werden.

Der Zusammenhang zwischen Acidobakterien- und Pflanzendiversitit duflerst sich also evtl. nicht
nur in der Zusammensetzung der acidobakteriellen Gemeinschaft, sondern vermutlich vorwiegend
im quantitativen Vorkommen der entsprechenden Gruppen abhéngig von der Artenvielfalt der

Pflanzen.

4.4.3.2 Zusammenhang zwischen acidobakterieller Diversitit und Bodentyp bzw.
-charakteristika?

Genau wie fiir die Abhéngigkeit von Bakterien- und Pflanzendiversitét sind auch Zusammenhénge
zwischen der bakteriellen Gemeinschaft und ihrem Habitat mehrfach beschrieben worden [57, 160].
Die Zusammensetzung der Bodenstruktur allein verursacht bereits grofie Unterschiede, z.B. fin-
det man in Grob- und Feinsandfraktionen des Bodens eher einfache Bakteriengemeinschaften,
wahrend die Fraktionen, deren Partikelgréfle geringer ist, wie z.B. Lehm, wesentlich komplexere
bakterielle Gemeinschaften beherbergen [26]. Aber auch die Verfiigbarkeit von N#hrstoffen, die
in Boden meist limitiert ist, spielt eine grofie Rolle (siehe auch Kapitel 1.2).

Wie bereits erwidhnt wurden die Griinschwaige Bodenproben aufgrund ihres unterschiedlichen Bo-
dentyps und der Beweidungshéufigkeit ausgewéhlt. Die K6 Bodenproben sind Niedermoorboden,
d.h. Béden mit hohem N#hrstoffgehalt, wihrend die K8 bzw. K15 Bodenproben Mineralbtden
sind, die eher durch niedrigen Néhrstoffgehalt gekennzeichnet sind (siehe auch Kapitel 3.5.5.2).
Die Bodenproben zeigen dhnliche pH-Werte im neutralen bis leicht sauren Bereich zwischen 6,6
und 7,1 (siehe auch Tabelle 15). Der Kohlenstoff- sowie der Stickstoffgehalt schwanken dagegen

stark (siehe Kapitel 3.1) zwischen den einzelnen Proben.

In allen Griinschwaige-Bodenproben kénnen mit dem Mikroarray Vertreter der ,,subdivisions® 3,
4 und 6 nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den Proben K6-1 und K6-2 zeigen Mikroarrayhy-
bridisierungen mit der DNS der Proben K6-3, K8-1 bis K8-3 und K15 jedoch ein komplexeres
Signalmuster: fiir 33-37% (24-27% K6-1 und K6-2) der Sonden konnen positive Signale beobachtet
werden (siche Tabelle 25 sowie Kapitel 3.1). Innerhalb der so entstandenen Gruppe (K6-3/K8-
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1/K8-2/K8-3/K15) sind sich die Signalmuster zudem signifikant dhnlicher als im Vergleich zu
den Signalmustern von K6-1 bzw. K6-2. Dieses Ergebnis korreliert nicht mit dem Bodentyp, da
die Probe K6-3 ein Niedermoorboden ist, wihrend die K8 und K15 Proben mineralische Béden
sind. Auch der Beweidungstyp ist als Ursache eher unwahrscheinlich, da zwar die Unterschiede
zwischen den beweideten K6 Proben zu der unbeweideten Probe signifikant sind, doch fiir die
K8 Bodenproben solche Unterschiede nicht beobachtet werden konnten. Moglicherweise besteht
jedoch ein Zusammenhang mit den Gesamtkohlenstoffwerten. Diese liegen fiir die Proben K6-3,
K8-1, K8-2 und K15 deutlich iiber denen der K6-1 und K6-2 Proben. Die Bodenprobe K8-3
zeigt hingegen deutlich niedrigere Werte als die K6-1 und K6-2 Proben. Moglicherweise ist das
Wachstum der Acidobakterien durch andere Bakterien unterdriickt, die in eben diesem Bereich

ein Wachstumsoptimum besitzen.

Die Klondatenbanken bestétigen auch hier die Ergebnisse der Hybridisierungen nur teilweise.
Eine 100%ige Ubereinstimmung zwischen Klondatenbanken und Mikroarray ist im Fall der
»subdivision® 4 und ,;subdivision“ 6 gegeben. Diese konnten in allen Griinschwaige Bodenpro-
ben nachgewiesen werden. Weitere Uberlappungen zeigen sich bei den ,;subdivisions“ 3 und 5.
Allerdings konnten hier mit Hilfe des Oligonukleotidmikroarrays zusétzlich Vertreter der ,,subdi-
vision“ 3 in den Proben K6-1 und K6-2 gefunden werden sowie Vertreter der ,subdivision“ 5
in den Proben K8-1 und K15. Die in den Klondatenbanken K6-2, K8-1 bis K8-3 vorhandenen
»subdivision® ,13“ Klone konnten jedoch in keinem Fall mit dem Mikroarray detektiert werden.
Da sie aber auch nur in sehr geringer Anzahl in den Klondatenbanken identifiziert wurden
(zwischen 2,7 und 3,0%), kann davon ausgegangen werden, dass sie auch nur in geringer Anzahl

im Boden vorkommen und deshalb nicht in jedem Fall eine Amplifikation auftritt.
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Boden- | Gesamtkohlenstoff Boden- Beweidung Anzahl positiver SD! | SD! | SD! | SD! | SD!
probe [g/kg Boden)] typ Sondensignale in [%)] 1 3 4 5 6
K6-1 88,07 Niedermoor konstant 27 - + + - +
K6-2 92,75 Niedermoor konstant 24 - + + - +
K6-3 134,2 Niedermoor teilweise 37 + + + + +
K8-1 102,65 Mineralboden sténdig 35 - + + + +
K8-2 103,4 Mineralboden standig 35 - + + + +
K8-3 70,12 Mineralboden teilweise 33 + + + + +
K15 129,85 Mineralboden selten 35 - + + + +

1'SD =, subdivision®

Tabelle 25: Vergleich der acidobakteriellen Diversitdt im Zusammenhang mit dem Bodentyp, der Beweidungsart sowie des
Gesamtkohlenstoffgehaltes. Die Ergebnisse der verschiedenen Mikroarrayhybridisierungen sind zusammengefasst dargestellt.
Die Prozentzahl der Anzahl positiver Signale bezieht sich auf die Gesamtzahl der Sonden auf dem verwendeten DNS-Chip.
Anhand dieser Zahl ist gut erkennbar, dass die Bodenproben K6-1 und K6-2 eine deutlich geringere Komplexitét im
Vergleich zu den restlichen Griinschwaige Bodenproben aufweisen. + = ,;subdivision“-spezifische Sonden konnten detektiert
werden, - = kein Signal ,,subdivision“-spezifischer Sonden konnte beobachtet werden.
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4.4.3.3 Zusammenhang zwischen acidobakterieller Diversitdat und 2,4,6-Trinitro-

toluen-kontaminierten Bodenproben?

2,4,6-Trinitrotoluen (TNT) ist ein Umweltgift, dass man meist im Zusammenhang mit mi-
litdrischen manchmal auch mit zivilen Aktivitdten findet. Es ist bekannt, dass es toxisch auf viele
Makroorganismen wirkt, aber fiir einen Effekt auf mikrobielle Gemeinschaften gibt es bisher nur
sehr wenige Beschreibungen.

Bereits 1998 beobachteten Fuller und Manning [51] eine zahlenméBige Dominanz von Gram-
positiven Bakterien in TNT-kontaminierten Boden. Wilke et al. [183] hingegen fanden mittels
PFLA nur sehr geringe Unterschiede zwischen TNT-kontaminierten und nicht kontaminierten
Boden. Es konnte auch festgestellt werden, dass unter hohen TNT-Konzentrationen die spezifische
Wachstumsrate sank, wihrend der Gehalt an organischem Material im Boden stieg [59]. Auch
eine Abnahme der Denitrifikationsaktivitdt in TNT-kontaminierten Béden konnte beobachtet
werden [159]. Diese Versuche zeigen, dass TNT einen Einfluss auf die Zusammensetzung und
Aktivitdt von Bodenbakterien ausiiben kann.

Erst George et al. [55] beschiiftigten sich mit der genauen Auflésung auf dem Gruppen- bzw.
Spezieslevel in dem sie erstmals sogenannte , fingerprinting“ Methoden wie DGGE auf TNT-
kontaminierte Béden anwandten. Dabei konnte ein signifikanter Einfluss des TNT auf die
bakterielle Gemeinschaft festgestellt werden. Parallel galt hierbei ein besonderes Augenmerk den
Acidobakterien. Der Einfluss von TNT auf die Acidobakterien war enorm, der Anteil acidobakte-
rieller 16S-rDNS Sequenzen fiel von 10-33% in nicht-kontaminierten Béden auf weniger als 1% in
TNT-kontaminierten Béden (I. George, personliche Mitteilung). Auch die Anzahl der gefundenen
OTUs in den untersuchten, spanischen Bodenproben (OUT, J29, IN, siche auch Kapitel 3.5.5.3)
fiel von 50 (OUT-Boden, nicht kontaminiert) auf 20 (J29-Boden, leicht TNT-kontaminiert) bzw.
10 (IN, stark TNT-kontaminiert).

In den von I. George zur Verfiigung gestellten Bodenproben (siehe Kapitel 3.5.5.3) konnte ein
drastischer Einfluss des TN'T auf die acidobakterielle Population festgestellt werden. In den
nicht-kontaminierten Bodenproben REF und OUT konnten &hnliche Signalmuster, wie sie auch
in anderen Bodenproben detektiert wurden, beobachtet werden. Die ,,subdivisions“ 1, 3, 4, 5 und
6 sind in unterschiedlicher Komplexitét vertreten (siehe Abbildung 43). Aber bereits geringste
Mengen TNT (2 mg/kg, Bodenprobe KL2) scheinen einen leichten Einfluss auf die Zusammenset-
zung der Acidobacteria Gemeinschaft zu haben. Spétestens ab einer Konzentration von 125 mg
TNT /kg Boden wird der Einfluss des TNT auf die acidobakterielle Gemeinschaft deutlich. Nur
vier Gruppen-spezifische Sonden zeigen iiberhaupt ein Signal. Allerdings kann sowohl in den
franzosischen als auch den spanischer Bodenproben ab einer Konzentration von 1570 mg TNT /kg
Boden ein zusitzliches positives Sondensignal beobachtet werden (Hol 1463, ,;subdivision®“ 10,
siehe Abbildung 43). Diese Sonde zeigte in keiner der durchgefithrten Hybridisierungen ein

Signal mit der DNS eines Nicht-Zielorganismus. Dieses Signal wird zusétzlich durch das positive
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Signal der allgemeinen Acidobacteria-Sonde Hol 1400 nach dem Mehrfachsondenkonzept als
acidobakteriell verifiziert und koénnte somit ein Hinweis auf eine potentielle Indikatorgruppe oder

-spezies sein.

4.4.3.4 Acidobakterien als Indikatorspezies?

Die Frage, ob einzelne ,subdivisions“ der Acidobacteria als Indikatorspezies in Untersuchungen
zum Einfluss verschiedener Faktoren auf die Zusammensetzung der Gemeinschaft verwendet
werden, muss im Falle der Pflanzendiversitdt und den Bodentypen bzw. -charakteristika mit der
momentanen Auflésung des Mikroarrays verneint werden. Die Hinweise deuten jedoch darauf hin,
dass abhéngig von verschiedenen Parametern, eine Fluktuation in der Quantitéit verschiedener

acidobakterieller Gruppen vorliegt, die als Bioindikator dienen kénnte.

Eine mogliche Indikatorfunktion der ,subdivision*“ 10 im Hinblick auf die Kontamination mit
2,4,6-Trinitrotoluen (TNT'), konnte mit Hilfe des 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays beobachtet
werden. Das Signal der ,,subdivision* 10-spezifischen Sonde Hol 1463 konnte reproduziert werden
und wird durch das zusétzliche Signal der allgemeinen Acidobacteria-Sonde noch bestétigt.
Fine genauere Identifizierung der verantwortlichen Organismen ist noch durchzufiihren, v.a. im

Hinblick auf ihre funktionelle Rolle im kontaminierten Habitat.

Eine zusétzliche Erweiterung des Oligonukleotidmikroarrays um 16S-rRNS- und 23S-rRNS
gerichtete Sonden wie sie in den Kapiteln 3.5.2.6 und 3.5.6) angesprochen wird, kénnte zusitzliche

acidobakterielle Indikatorfunktionen im Boden aufdecken.

4.5 Fazit

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen durch Anwendung verschiedener Methoden die acido-
bakterielle Vielfalt in Boden ndher zu charakterisieren. Die Evaluierung eines Evaneszent-Feld-
DNS-Biosensor Prototypen fiir einen relativ umfangreichen 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray
konnte durchgefiithrt und die Anwendbarkeit der simultanen Detektionsmethode fiir praktische
Fragestellungen demonstriert werden. Die Kombination verschiedener Techniken (Klondaten-
banken, FISH und Mikroarray) erlaubte eine detaillierte Betrachtung der acidobakteriellen

Zusammensetzung in Boden.

Prozeduren der Bodenaufbereitung fiir FISH wurden miteinander verglichen und es stellte sich
heraus, dass die Methoden nach Lunau et al. [111] bzw. McDonald et al. [118] die hochste
Auftrennung von Bakterienzellen und Bodenpartikeln ermoglichten. Dessen ungeachtet scheint
die Anwendung konventioneller FISH-Methoden, v.a. mono-markierter Oligonukleotidsonden,

auf das Habitat Boden eher limitiert zu sein. Vor allem die stérende Autofluoreszenz, aber auch
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die oftmals geringe Anzahl an Ribosomen von in oligotrophen Habitaten lebenden Organismen
erschwert den spezifischen Nachweis. So konnten Ergebnisse z.T. nicht reproduziert werden und
es waren ausschliefllich wenig und nur sehr vereinzelt acidobakterielle Zellen in der Gesamtprobe
zu detektieren. Die Anwendung von mehrfach-markierten Polynukleotidsonden kénnte hier evtl.
Fortschritte bringen [134]. Auf Grund ihrer Lange ist es jedoch duflerst kompliziert spezifische
Polynukleotidsonden fiir einzelne Gruppen zu konstruieren. Auflerdem sind diese Sonden anfélliger
fiir enzymatische Degradation. Eine weitere Moglichkeit wire die Anwendung sogenannter
»peptide nucleic acid“ Sonden (PNA), die wegen ihrer ungeladenen Polyaminstruktur eine
bessere Hybridisierung unter niedrigen Salzkonzentrationen und hohen Temperaturen ermdéglichen.
Perry-O “Keefe et al. [135] konnten zudem stérkere Signale im Vergleich mit konventionellen

Oligonukleotidsonden in Bereichen niedriger Zuginglichkeit der 16S-rRNS beobachten.

Die Verfahren fiir den Einsatz des Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor Prototyp sowohl zur Son-
denevaluierung also auch zur Anwendung auf Bodenproben (wie Festlegen des Schwellenwert,
Uberpriifen der Spothomogenitit, Einfithren eines Korrekturfaktors etc.) konnten optimiert wer-
den. Die aktuell verwendete Methode zur Korrektur der Inhomogenitét des evaneszenten Feldes
verbessert die Qualitit der Messwerte deutlich (siehe Kapitel 3.5.2.3), allerdings besteht hier
noch Optimierungspotential. Mit dem bereits beschriebenen Verfahren wirkt sich der Messfehler
der Werte, die den Korrekturfaktoren zugrunde liegen relativ stark auf die Ergebnisse aus, da
die direkten Messwerte verwendet werden. Dies konnte aber vermieden werden, in dem statt
der urspriinglichen Werte eine diesen angendherte mathematische Funktion als Korrekturfaktor
eingesetzt wird. Dazu miisste eine passende Funktion gefunden werden, die das evaneszente Feld

am besten beschreibt und die Parameter fiir jede Hybridisierung angepasst werden.

Es konnte gezeigt werden, dass der 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray weiter ausgebaut werden
kann (16S-rDNS gerichtete Sonden fiir kleinere Untergruppen bzw. einzelne Klonsequenzen
und 23S-rDNS gerichtete Sonden) und dies im Moment nur noch durch die Problematik der
Evaneszent-Feld-Technik verzogert wird. Eine Funktion der Acidobacteria als Indikatorspezies
auf Basis der Faktor Pflanzendiversitéit bzw. Bodentyp konnte nicht festgestellt werden. Jedoch
konnten Vertreter der ,,subdivision“ 10 in TNT-kontaminierten Béden eine solche Rolle spielen.
Die Steigerung des Detektionslimit des Mikroarrays durch z.B. den Einsatz ausschliellich ein-
zelstrangiger DNS (siehe auch Kapitel 4.4.2), ist von entscheidender Bedeutung fiir zukiinftige

Experimente.

Jede hier angewandte Methode fiir sich allein gesehen, Klondatenbanken, Mikroarray und FISH,
lieferte ein unvollstindiges Gesamtbild der acidobakteriellen Biodiversitdt (siche Tabelle 26).
Ein dhnliches Phinomen konnten auch DeSantis et al. [39] bei Anwendung eines , high-density*
Oligonukleotidmikroarrays beobachten, hier zeigte der Mikroarray stets groflere Diversitéit als die
entsprechende Klondatenbank. In der vorliegenden Studie konnte z.T. eine groflere Diversitét

in den Klondatenbanken (z.B. fiir die Bodenprobe BI) wahrend z.B. fiir die Griinschwaige
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Bodenproben eine héhere Vielfalt mit Hilfe der Mikroarrayhybridisierungen beobachtet werden
konnte. Ahnliche Diskrepanzen konnten auch beim Vergleich von Klondatenbanken mit SSCP [76]
bzw. t-RFLP [110] festgestellt werden, was evtl. auf eine préferentielle Klonierung bestimmter
Sequenzen hinweisen kénnte. Moglich wiére, dass die Effizienz des Klonierprozesses durch Ampli-
fikate unterschiedlicher Lange [128] oder variable Sekundérstrukturen [97] reduziert wird. Die
hier erstellten Klondatenbanken waren aulerdem genau wie bei DeSantis et al. [39] unvollstéindig
(siehe auch Kapitel 3.3) und die PCR-Fragmente entstanden nicht auf die gleiche Art wie fiir
die Hybridisierung mit dem Mikroarray. Dieses Problem sollte weiter untersucht werden, um
auszuschliefen, dass die initiale Konzentration einzelner Sequenzen in der Probe die einzige

Ursache fiir dieses Problem ist.

Acidobacteria | Klondatenbank | Mikroarray | FISH!
,»subdivision*
1 X X X
2 i, - ,
3 X X X
4 b X b
5 b X k.S.
6 X X X
7 - - k.S.
8 - - .
9 - - k.S.
10 X - k.S.
11 - - k.S.
, 124 - - k.S.
»13¢ X - k.S.

1 wurde ausschlieBlich anhand der Griinschwaige Bodenprobe K8-1 ermittelt
k.S. = keine spezifische FISH-Sonde vorhanden

Tabelle 26: Vergleich acidobakterieller ,,subdivisions“, die in unterschiedlichen Bo-
denproben mittels des 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarrays, FISH oder in rDNS-
Klondatenbanken detektiert werden konnten.

4.6 Perspektiven

Wihrend der Hybridisierung komplexer Proben sind sowohl spezifische als auch unspezifische
Bindungen moglich, deshalb ist die beobachtete Signalintensitit mit grofler Wahrscheinlichkeit
eine Kombination von Signalen spezifischer und unspezifischer Sequenzen, die an die gleiche Sonde
gebunden haben [137, 187]. So wiire also das Signalmuster eine Uberlagerung vieler verschiedener
Fluoreszenzmuster, fiir jeden Zielorganismus eine. Diese Uberlagerung kénnte, wenn man die
genauen Muster der einzelnen Organismen kennen wiirde, wieder entwirrt werden. Diese Technik

wurde schon erfolgreich fiir die Entschliisselung von drei verschiedenen Bakterienspezies in



4 DISKUSSION 135

einer Mixtur angewandt [137]. Die einzige Einschrénkung dieses Verfahrens im Moment besteht
darin, dass der Organismus, den es zu entschliisseln gilt, bekannt sein muss. Nach eingehender
Weiterentwicklung und Evaluierung kénnte das Verfahren in Zukunft aber auch fiir komplexere

Proben einsetzbar sein.

Viele Studien zeigten, dass Acidobakterien in grofler Anzahl in Béden prisent sind (z.B.
[11, 98, 107]. Diesen Studien liegen jedoch zum Grofiteil Untersuchungen auf PCR-basierenden
Methoden zu Grunde, die Aktivitéit der entsprechenden Organismen wird hier nicht unbedingt
gemessen. Hjort et al. [69] konnten zeigen, dass nur ein Teil der gesamten bakteriellen Gemein-
schaft, die mittels DGGE oder t-RFLP beobachtet wurde, tatsédchlich Aktivitdt zeigen. Im
Gegenteil waren einige der dominanten Zellpopulationen in der Gesamtgemeinschaft nur sehr
schwer detektierbar in der aktiven Gemeinschaft. Dies konnte darauf hinweisen, dass es sich um
ruhende Zellen, Zellen mit langen Generationszeiten oder tote Zellen handelt. Die dort verwen-
dete Methode zur Aktivitdtsmessung, die ,,Bromodesoxyuridinimmunocapture“, wurde bereits
mehrfach zum Studium aktiver Bakterienpopulation in Béden und Meerwasser eingesetzt (z.B.
[9, 20, 132]. Eine Anwendung dieser Methode auf die Acidobakterien wire wiinschenswert, um ihre
Aktivitat in Boden festzustellen. Mittels ,, Bromodesoxyuridinimmunocapture* kénnten auflerdem
die Auswirkungen bestimmter Zusitze wie Diingemittel auf die acidobakterielle Gemeinschaft
untersucht werden. Eine Kombination mit dem Oligonukleotidmikroarray wie Adamczyk et al.

[3] fiir den sogenannten ,Isotope array“ praktizierten wire hier ebenfalls denkbar.
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5 Zusammenfassung

Das Phylum Acidobacteria, dass vor knapp einem Jahrzehnt erstmals beschrieben wurde [107] ist
enorm weit verbreitet und oftmals in sehr grofler Anzahl in den unterschiedlichsten Habitaten
vertreten. Aufgrund dessen geht man davon aus, dass den Acidobakterien eine grofle Bedeutung
in ihrem jeweiligen Umfeld zukommt. Da die kultivierungsabhéingige Untersuchung dieser Gruppe,
auf Grund sehr geringer Wachstumsraten und komplexen Nihranspriichen, kaum moglich ist,
miissen kultivierungsunabhéngige Methoden (weiter)entwickelt werden, um dieses Phylum n#her

zu charakterisieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray zur Differenzierung
dieses Phylums konstruiert und die Ergebnisse mittels FISH und Klondatenbanken verifiziert,
um so erstmals ein umfassendes Bild ihrer Biodiversitdt im Habitat Boden aufzuzeichnen. Die
Evaluierung und Anwendung diese Mikroarrays erfolgte mit einem neuartigen Evaneszent-Feld-
DNS-Biosensor Prototypen (ICB, Miinster, D), mit dem die Verfolgung von Hybridisierungser-
eignissen in Realzeit moglich ist.

Im Vorfeld mussten verschiedene Methoden der DNS-Isolierung, der Aufbereitung von Bodenpro-
ben, der Evaluierung von Oligonukleotidsonden unabhéngig von Reinkulturen (z.B. Clone-FISH,
[156]), sowie PCR-Techniken analysiert und modifiziert werden, um optimale Ergebnisse zu
erzeugen und die eindeutige Identifizierung der Acidobakterien zu gewéhrleisten.

Auf der Basis einer aktualisierten 165-rRNS Datenbank konnte ein umfangreicher Sondensatz in si-
lico entwickelt und anschlieflend evaluiert werden. Die Oligonukleotidsonden wurden entsprechend
des Mehrfachsondenkonzeptes entworfen, um einen spezifischen Nachweis der Acidobakterien
auf mehreren hierarchischen und identischen, phylogenetischen Ebenen zu erméglichen. Der
Grofiteil dieser Sonden kam auf dem neu-entwickelten Mikroarray zum Einsatz (siehe unten),
ein Teil wurde zusétzlich mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierungen evaluiert, um einen PCR-
unabhéingigen Nachweis der entsprechenden Acidobakterien im Boden zu ermdoglichen. Hierzu
wurden mehrere Protokolle zur Aufbereitung und Fixierung von Bodenproben auf ihre Tauglich-
keit fiir die entsprechende Bodenprobe iiberpriift. Es stellte sich heraus, dass die Protokolle nach
McDonald et al. [118] und Lunau et al. [111] die bakteriellen Zellen am effektivsten von stérenden
Bodenpartikeln trennten, wobei die Methanol-Methode [111] deutlich weniger zeitaufwendig ist.
In der Griinschwaigee Bodenprobe konnten so die acidobakteriellen ,,subdivisions* 1, 3, 4 und 6
nachgewiesen werden.

Mit der zusétzlichen Erstellung von 16S- und 23S-rDNS Klondatenbanken wurden vornehmlich
zwei Ziele verfolgt: die Verifizierung von Hybridisierungsergebnissen (sowohl FISH als auch
Mikroarray) und die Gewinnung von Referenzkulturen zur Sondenevaluierung. Taséchlich konn-
ten durch die Klondatenbanken die FISH- und Mikroarrayergebnisse in grof3en Teilen bestétigt
werden. Einzig die in einigen Bodenproben scheinbar geringer vertretenen ,,subdivisions“ 4 bzw.

,»13* konnten z.T. mit Hilfe des Oligonukleotidmikroarrays nicht nachgewiesen werden.
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Der neu-entwickelte Mikroarray umfasst zur Zeit 54 Oligonukleotidsonden und ist somit der
bisher umfangreichste Array, der mit diesem Evaneszent-Feld-DNS-Biosensor Modell evaluiert
wurde. Verschiedene Verfahren sowohl zur Sondenevaluierung als auch zur Anwendung auf Bo-
denproben (wie Festlegen eines Schwellenwertes, Einfiihren eines Korrekturfaktors etc.) musste
daher optimiert werden. Vor allem die Korrektur der Inhomogenitéit des evaneszenten Feldes
verbesserte hier eindeutig die Qualitit der Messwerte. Zusétzlich konnte demonstriert werden,
dass der 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray bei Bedarf sowohl in Spezies-spezifischer Hinsicht,
als auch in Hinblick auf andere funktionelle Gene, wie die 23S-rRNS, erweitert werden kann.

Die Untersuchung von verschiedenen Béden mit unterschiedlichen Eigenschaften, wie Bodentyp
oder Pflanzendiversitdt, konnte zwar keinen direkten Zusammenhang zwischen acidobakteri-
eller Diversitdt und dem jeweiligen Parameter herstellen, tendentiell kénnte allerdings eine
leichte Korrelation zwischen der Quantitidt einzelner Acidobacteria ,subdivisions®* und der
Pflanzendiversitéit bestehen, dies muss jedoch noch mittels Gruppen-spezifischer RT-PCR, oder
anderen quantitativen Nachweismethoden verifiziert werden. Im Gegensatz dazu konnte fiir
2,4,6-Trinitrotoluen-kontaminierte Boden eine potentielle Indikatorfunktion von Vertretern der
»subdivision“ 10 nachgewiesen werden, da ab einer Konzentration von iiber 1500 mg TNT eine
deutliche Verschiebung des acidobakteriellen Spektrums in diese Gruppe zu beobachten ist. Die
Kombination verschiedener Techniken (Klondatenbanken, FISH und Mikroarray) erlaubte somit

erstmals eine detaillierte Betrachtung der acidobakteriellen Zusammensetzung in Boden.
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6 Anhang

6.1 16S-rRNS gerichtete Oligonukleotidsonden zur Identifizierung von Bak-
terien mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung
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Sondenkurzname Spezifitat Zuginglichkeit Sequenz 5’—3’ Annealing- | Formamid-
(sysubdivision*) | der 16S-rRNS temp. [°C] | gehalt [%]
Acidol1_112 1 Klasse 11 ACGT CAC GTG TTA CTC ACC 52,0 20
Acidol1_300_A 1 Klasse I-111 AGT GTG TCC GTG CGC CCT 60,0 20
Acidol_4343 1 Klasse I-11 ATC GTC CCG ATC GAA AGG 56,0 -
Acido1_8373 1 Klasse III-1V ACG GCG GGA TTG GGT ACC 60,5 -
Acido2_404 2 Klasse II-11I GAG AAG CTT CAT CCC CCA 56,0 20
Acido2.4263 2 Klasse 11 GTC GAA AGG GGT TTA CAC 53,7 -
Acido3_297 3 Klasse 1 TGT GGC CGT GTG CCC TCT 60,0 20
Acido4_.193 4 Klasse II-1V TCC CCC GCT TTA ACA ACT 54,0 20
Acido4_322a3 4 Klasse I11 GAC TTA TTG CCC AGT CTG 54,0 -
Acido4_329 4 Klasse III GTA GGA GTC TGA CCC GT 55,2 20
Acido5_1403 5 Klasse 11 CCG GTG TTA TTC CCC ACT 56,0 —~
Acido5_3063 5 Klasse I-I1I AGT TCC AGT GTG TCC GAC 56,0 -
Acido5.10343 ) Klasse II-I1I ACGC ACC TCG ACT AGT GTC 56,0 -
IRog1! 6 Klasse II GGT CCA GGA TGC CGC CTT 60,0 20
Gtx_ 8174 8 Klasse IV CAC ACC AAG TGT TCA TCG 53,7 -
Gtx_1239 8 Klasse II-IV ACG GTT TGT ATC GCC CAT 53,7 20
Hol_ 14002 Acidobacteria Klasse III TTC GTG ATG TGA CGG GC 55,2 10-20
1 107]
2 1192]

3 keine spezifischen Signale detektierbar mit dem 16S-rDNS Referenzklon
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Tabelle 28: 16S-TRNS gerichtete Oligonukleotidsonden spezifisch fiir Vertreter des Phylums Acidobacteria ihre Spezifitdt, Zuginglichkeit
der 16S-rRNS nach Behrens et al. [16], Annealingtemperatur, Sequenz und der optimale Formamidgehalt im Hybridisierungspuffer



6 ANHANG 143

6.2 16S-rRINS gerichtete Oligonukleotidsonden zur Identifizierung von Ver-
tretern des Phylums Acidobacteria mittels Mikroarrayhybridisierungen

und deren Anordnung auf dem DNS-Chip

Sondenname Spezifitit? Sequenz 5°—3’ Referenz
CONT Kontrolloligo- ~ AGG AAG GAA GGA AGG AAG [103]
nukleotid (keine
Ahnlichkeit
zZu bekann-
ten 16S-rRNS
Sequenzen)
CONT-COMP komplementdr ~ CTT CCT TCC TTC CTT CCT [103]
zu Kontrolloli-
gonukleotid
Nonsense Negativkontrolle AGA GAG AGA GAG AGA GAG [103]
(keine
Ahnlichkeit
zZu bekann-
ten 16S-rRNS
Sequenzen)
UNIV_1390 Bacteria, keine GAC GGG CGG TGT GTA CAA [188]
., Fpsilonproteob-
acteria*
Eub338I Bacteria GCT GCC TCC CGT AGG AGT [6]
Eub338I_rc! Bacteria ACT CCT ACG GGA GGC AGC diese Doktorarbeit
616V Bacteria AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG (78]
Hol_1400 Acidobacteria TTC GTG ATG TGA CCGG GC [192]
Acidol_83! ,subdivision“ 1  CAC TGT AGT CAG GAC CGA diese Doktorarbeit
Acido1_112 ,subdivision® 1 AGT CAC GTG TTA CTC ACC diese Doktorarbeit
und 3
Acidol_126a ,subdivision“ 1~ ACT CCT GGG TAG GTT AGT diese Doktorarbeit
Acidol_126b* ,subdivision“ 1~ ACT CCA GGG TAG GTT AGT diese Doktorarbeit
Acidol1_152 ,subdivision“ 1  AGC TGA GAT TTC TCC CAG diese Doktorarbeit
Acido1_189 ,subdivision“ 1 GAA TTG CTC CTT TGA CCC diese Doktorarbeit
Acido1_300_A ,subdivision“ 1 AGT GTG TCC GTG CGC CCT diese Doktorarbeit
und 6
Acido1_300_C ,subdivision“ 1 AGT GTG GCC GTG CGC CCT diese Doktorarbeit
und 6
Acido1_406" ,subdivision“ 1 ~ CCA AGG GAT TTC ATC CTC diese Doktorarbeit
Acidol_434! »subdivision“ 1 ~ATC GTC CCG ATC GAA AGG diese Doktorarbeit
Acido1_-639 ,subdivision“ 1 ~ ACT CCA GCA CGG TAG TTT diese Doktorarbeit
Acido1_843! ,subdivision® 1  TTC GGC ACG ACA GGA TTG diese Doktorarbeit
Acido1_987 ,subdivision“ 1 TCC CGT ACA TTT CGA GCC diese Doktorarbeit
Acido1_996a ysubdivision® 1 CTA CCC CAG TCC ACT ACA diese Doktorarbeit
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Acido2_813!
Acido2_1161*

und 3
,,subdivision*

,,subdivision®

2
2

AAA CGA TCA GGA CTT GGG
TCC GGA TAA CGG AGA GGA

Acido1-996b ,subdivision“ 1 ~ CTA CCC CGG TCC ACT ACA diese Doktorarbeit
Acidol1_1017 ,subdivision® 1 CTA TTG CTA GGA AGG GAT diese Doktorarbeit
Acido1.1034 ,subdivision“ 1 ~ AGC ACC TAT ATT ACG GCC diese Doktorarbeit
Acidol_1142! »subdivision® 1  CGG TTT CGC AAG AGT GCT diese Doktorarbeit
Acidol1_1277 ,subdivision“ 1 ~ GCC GGC TTT TTC CGA TTA diese Doktorarbeit
Acido2.404 ,subdivision“ 2 TGG GGG ATG AAG CTT CTC diese Doktorarbeit
Acido2.426 »subdivision“ 2 GTC GAA AGG GGT TTA CAC diese Doktorarbeit

diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit

Acido3-129
Acido3.178
Acido3_186
Acido3_297
Acido3_307

Acido3_493
Acido3_537
Acido3_581
Acido3_-589
Acido3_645
Acido3_646
Acido3_718
Acido3_983
Acido3_995!
Acido3_.1004
Acido3_1014
Acido3_1161
Acido3-1137
Acido3_1403!

Acido3-307_rct

,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3
,subdivision“ 3

,subdivision“ 3

CCC ACT AAA GGG TAG ATC
TTC CCT TTC CAG GCT CAT
GGA AGG TGA AAG GCG CAA
AGA GGG CAC ACG GCC ACA
AGT GCC AGT GTG GCC GT
ACG GCC ACA CTG GCA CT
GAA GAA GCT GCG GCT AAC
TAG GCA GCA AGC GTT GTT
GAC TGG GAA CAC CGC CTA
TCA CGC CAC TCT TAT CCA
TCC CGC ACT CTA GCT TCT
CTC CCA TAC TCC AGC GTT
CCG GTG GTG TAG ACG GCT
CCT GGG CTC GAA CGG CTT
CAG GCT GGT CCT TAG TAT
GCT ATG TTT CCA CAG CCG
TTG CGG GAT ACC AGT GTT
CAG CGA TAA GTT GGA GGA
CCT GCG AGT TCC ACC TT
ACT TTC GGT GAT GTG ACG

diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit

Acido4_84
Acido4-193
Acido4.193_rc
Acido4_322a
Acido4_322b!
Acido4_329
Acido4.329_rc
Acido4_353
Acido4_809
Acido4_837a
Acido4_837b
Acido4_843
Acido4_998
Acido4_-1004

»,subdivision“ 4

,subdivision“ 4

,subdivision“ 4

,subdivision“ 4

»subdivision“ 4

,subdivision“ 4

,subdivision“ 4

,subdivision“ 4

,subdivision“ 4

»,subdivision“ 4

,subdivision“ 4

»subdivision“ 4

,subdivision“ 4

,subdivision“ 4

ACT TTA CGC ACC CTC CGA
TCC CCC GCT TTA ACA ACT
AGT TGT TAA AGC GGG GGA
CTG AAT AAC GGG TCA GAC

AGT ATG GCC CGT GTT TCA G

GTA GGA GTC TGA CCC GT

ACG GGT CAG ACT CCT AC

CCA AAA TTC CCG ACT GCT
GTC AGC ATC GTT TAA GGC
CCC GGA GCA CAA ATT ACT
CCC GGA GCA ATA ATG ACT
ACG GCA CCC GGA ACA ATA
GTT AGA CGA CCT TCC CTC
CTG TTA CGC AGA CTT CCC

diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
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Acido4-1005
1078_3

,subdivision“ 4

,subdivision“ 4

GAT CGG AAT TAC CCT CTC
TAA TCT GCC GCA AGC TCC TC

diese Doktorarbeit
[60]

Acido5_140
Acido5_177
Acidob_183
Acido5_217
Acido5_306

Acido5_409
Acido5_450"
Acido5_530

Acidob_732
Acido5_989
Acido5_997
Acido5_1006
Acido5-1034
Acido5-1430
Acido5_1457

,subdivision“ 5
,subdivision“ 5
,subdivision“ 5
,subdivision* 5
»,subdivision“ 1,
5 und 6
,subdivision* 5
,subdivision“ 5
,subdivision* 5
und 6
,subdivision“ 5
,subdivision“ 5
»subdivision* 5
,subdivision“ 5
,subdivision“ 5
,subdivision® 5

,subdivision* 5

CCG GTG TTA TTC CCC ACT
AGA TCC CGC TAT CGT ATG
GAA CCA TCG TTC CCG GAT
GAC CCC TCT CAT AGC GAA
AGT TCC AGT GTG TCC GAC

GTC CCA AGA GAC TTC ATC
CCG TCA ACC TTG CGG TTT
TAA TAC GGG GGG GGC GAG

GAC TCT GTC CAG ATA GCC
CTC GAA CGG CTA GTG ACA
TCA GCC AAC TTC CAC TGC
AAA GCG ACT TTC GCC ACC
GAC ACT AGT CGA GGT GCT
GTC AGC TCG ACG ACT TCT
ATA GCC GTC CAA GGT ATG

diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit

diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit

diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit

Acido6_173"
Acido6_182
Acido6_191
Acido6_300_G
Acido6_300_T
Acido6_365
Acido6_381"
Acido6_382!
Acido6_446
Acido6_453"
Acido6_462"
Acido6.467
Acido6_473!
Acido6_586"
Acido6-991
IRogl

IRog2*
IRog2_rct
0TU43/44-0360
0TU43/44-0360_rc
Rogl102

,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6
,subdivision“ 6

,subdivision“ 6

GAC AGC ATG TTA TGC GGT
CCA TTC AAG AGC GGG ATG
CGG CTT TGA TCT CTC TCT
AGT GTG GCC GTC CGC CCT
AGT GTG TCC GTC CGC CCT
TGT TCG CAA TGG GCG CAA
TTG CGT CGT GCA GGC TT
CAA GCC TGA CGA CGC AA
AGG TCG GAG CTG TTC TTC
ACG TAT TAG GTC GAC AGG
ACT CCT CCA GGA TGT TAG
CCG TCA CTC TCG CAA AGT
TCG ATA CTG TCA CCC CCT
CGT CTG ACT TAG CAA GCC
ATG GTC ATC TGC ACT TCG
AAG GCG GCA TCC TGG ACC
GAA CAA TTC CCC ACT GC
GCA GTG GGG AAT TGT TC
CCA TTG CGA ACA ATT CCC
GGG AAT TGT TCG CAA TGG
CGG GTA TCG ATC CCT GCC

diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
[107]

[107]

diese Doktorarbeit
[77]

diese Doktorarbeit
[192]

Acido7_79
Acido7_146
Acido7_181"
Acido7.193!

,subdivision“ 7
,subdivision®“ 7
,subdivision“ 7

,subdivision“ 7

AGG GGC AAC TCT TCC AGT
GGA ATA CCT CGG GGA AAC T
CCT TTC ACC TCT CGG TGA T
GAT CAA AGC GGG GTC GCA

diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
diese Doktorarbeit
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Acido7_193_rc! ,subdivision“ 7 TGC GAC CCC GCT TTG ATC diese Doktorarbeit
Acido7_613 ,subdivision“ 7 CGT CCT CAG TTA AGC CGA diese Doktorarbeit
Acido7.995 ,subdivision“ 7 TGA GAC TTG CCT GTA CAG diese Doktorarbeit
Gtx_59 ,subdivision“ 8 AAG TCG GAT GTG CCG CAA diese Doktorarbeit
Gtx_163 ,subdivision® 8 GGA GTG GTA ATA CCG CAT GA diese Doktorarbeit
Gtx_817! ,subdivision“ 8 CAC ACC AAG TGT TCA TCG diese Doktorarbeit
Gtx_817_rc! ,subdivision“ 8 CGA TGA ACA CTT GGT GTG diese Doktorarbeit
Gtx_1012 ,subdivision“ 8 AGA GAT GTG CCT TTT CGC AAG A diese Doktorarbeit
Gtx_1113 »subdivision“ 8 CCT TAC CCG TAG TTG CCA GCG diese Doktorarbeit
Gtx_1239 ,subdivision“ 8 ATG GGC GAT ACA AAC CGT diese Doktorarbeit
Gtx_1420 ,subdivision“ 8 CCG GGA GCA CTT GAA GAG G diese Doktorarbeit
Gtx_14371 ,subdivision“ 8 CGG TGG GCT AAC CCG CAA GG diese Doktorarbeit
Hol 90 ,subdivision*“ TCT GCC ACT CTA CTA ACG diese Doktorarbeit
10

Acido9_183 ,subdivision* GTC AAG TCC AAA GAC CCG diese Doktorarbeit
10

Hol 621 ,subdivision* CGA AGG CAA TTC CTC AGT diese Doktorarbeit
10

Hol 1167 ,subdivision* CAC CTT CCT CCC CGA TTT diese Doktorarbeit
10

Hol 1463 ,,subdivision“ CCG ATC ACA CCT TCG ACA diese Doktorarbeit
10

Acido10-375 ,subdivision* GCC CGA AAG GGT GAT GCA diese Doktorarbeit
,12¢

Acido10.423 »,subdivision*“ GGT CGT AAA CCT CTT TCG diese Doktorarbeit
,12¢

Acidol1.64 ,,subdivision“ TGC CCC CAC TTT CTC GTT diese Doktorarbeit
513

Acido11_481 ,subdivision* TTC CTC AAC GGG TAC AGT diese Doktorarbeit
»13%

Acido11_1158 ,subdivision* TGT CGG CGA AAA GCC GGA diese Doktorarbeit
513

1 Sonde wurde nicht auf dem Acidobacteria Mikroarray eingesetzt, da kein positives Signal nach der Hybridisierung
mit dem fluoreszenz-markierten 16S-rDNS PCR-Fragment des perfekt paarenden Referenzstammes detektiert
werden konnte oder ein unspezifisches Signal zu Nicht-Zielorganismen, die innerhalb der 16S-rDNS Zielregion
Fehlpaarungen aufwiesen, beobachtet wurde. 2 Der Begriff ,,subdivision“ bezieht sich auf die Klassifizierung des

Phylums Acidobacteria nach [71, 193]

Tabelle 30: Verwendete 16S-rDNS Mikroarrayoligonukleotidsonden mit zugehoriger Spezifitit,
Sequenz sowie Referenzen. Die jeweilige Sondenanordnung auf dem Gruppen-spezifischen bzw.

Spezies-spezifischen Mikroarray kann den Tabellen 31 und 32 entnommen werden.
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Nonsense | UNIV Hol Acidol | Acidol | Acidol | Acidol | Acidol | Acidol | Acidol | Acidol
_1390 _1400 _1142 987 83 _1039 _152 843 _126a | _126b

Acidol Acidol | Acidoll | Acido3 | Acido3 | Acido3 | Acido3 | Acido3 | Acido3 | Acido3 | Acidob | Acidob

_1034 639 64 _186 _646 _129 581 178 645 _589 _1006 177
Acido5 | Acidoll | Acido3 | Acido4 | Acido4 | Acido4 | Acido4 | Acido4 | Acido4 | Acido6 | Acido6 | Acido6

732 481 _1014 998 84 837a | _1004 _1005 837b 462 173 473
Acido6 Acido6 | Acido6 | Acido6 | Acido6 | Acido6 | Acido6 | Acido7 | Acido9 | Acido6 | Acido6 | Acido3

586 991 446 _191 _182 381 467 995 _183 _300G | _300T | _1004
Acido6

453

Tabelle 32: Sondenanordnung fiir den Klon-spezifischen 16S-rRNS Oligonukleotidmikroarray
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