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A.I BEDEUTUNG VON STICKSTOFF IN DER LANDWIRTSCHAFT

Zum 200-jdhrigen Geburtsjubildum von Justus von Liebig (*12.05.1803, 118.04.1873), eines
der bedeutendsten deutschen Forscher des 19. Jahrhunderts, ist das Jahr 2003 zum Liebig-Jahr
ausgerufen worden. Wihrend seiner langjdhrigen wissenschaftlichen Laufbahn widmete er
sich im besonderen MalBe den Fachgebieten der Chemie (Silberspiegel, Chloroform,
Liebigscher  Kiihler),  Erndhrungswissenschaft  (Fleischextrakt, = Muttermilchersatz,
Backpulver) und Landwirtschaft (Minimumgesetz, ,,Patentdiinger”) (Kohut, 1904; Strube,
1988; Heilenz, 1994; Brock, 1999). Mit seiner Arbeit strebte er eine Revolutionierung der
HAgricultur® durch gezielte Diingungsmafinahmen an. Die damals in Europa traditionell
praktizierte, jedoch oft unzureichende Bodendiingung mit Stallmist, Ernteriickstdnden sowie
Humus konnte immer wiederkehrende Missernten bis hin zu Ernteausfillen, den Hungersnéte
folgten, nicht verhindern.

Das im Jahre 1840 erschienene Werk Liebigs ,,Die organische Chemie in ihrer Anwendung
auf Agricultur und Physiologie* bedeutete einen Wendepunkt fiir die damalige
Landwirtschaft (Liebig von, 1840). In einer seiner wesentlichen Thesen schrieb er, ,,...dall der
Boden in vollem Mafle wieder erhalten mul}, was ihm genommen wird, ... In welcher Form
dieses Wiedergeben geschieht,..., dies ist wohl ziemlich gleichgiiltig®. Mit einem weiteren
Leitsatz, der spiter als das ,,Gesetz des Minimums* bekannt werden sollte, postulierte er, der
Mangel eines Elements im Boden kdnne nicht durch erhdhte Gabe eines anderen Elements
ausgeglichen werden (Liebig von, 1840).

Die durch Liebigs Elementaranalyse gewonnene Erkenntnis, Pflanzen wiirden zum Wachstum
Stickstoff, Phosphor und Kalisalze bendtigen, 16ste im Jahre 1840 massive Importe des bereits
zuvor von Alexander von Humboldt untersuchten, jedoch allgemein nicht viel beachteten
Guano-Diingers aus Siidamerika nach Europa aus. Es handelte sich dabei um N-, P- und K-
reiche Seevogelexkremente, die schon die Inkas seit dem 5. Jahrhundert v. Chr. von den
Felsen der ,,Guano-Inseln* (Chincha- und Lobos-Inseln vor Kiiste Perus) abgetragen und als
Diinger fiir ihre Felder verwendet hatten (Frank, 1998; Weischedel et al., 2003).

Liebigs zentrale Vision war jedoch der Ersatz organischer Diinger, wie des Stallmistes oder
des Guanos, durch synthetisch hergestellte Mineraldiinger: ,,Es wird eine Zeit kommen, wo
man den Acker, wo man jede Pflanze, die man darauf erzielen will, mit dem ihr
zukommenden Diinger versieht, den man in chemischen Fabriken bereitet™ (Liebig von, 1840;
Heilenz, 1994; Brock, 1999). Die Verwirklichung seiner Idee stieB jedoch anfangs auf
ungeahnte Hindernisse, als sein 1845 patentierter Mineraldiinger keinerlei erwiinschte

Wirkung auf die Ernteertrige zeigte. Eines der Griinde, die zum Versagen des
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,Patentdliingers® flihrten, lag in der Unloslichkeit der darin enthaltenen Salzverbindungen,
einer von Liebig getroffenen VorsichtsmaBBnahme, um das Auswaschen des Diingers durch
Regenwasser zu verhindern. Der zweite Grund fiir seinen Misserfolg war Liebigs Annahme,
Pflanzen wéren in der Lage, den zu 78Vol.-% in der Luft vorhandenen Elementarstickstoff
selbst zu fixieren, so dass folglich Stickstoffverbindungen in seinem ,Patentdiinger*
tiberfliissig seien. Den langersehnten Durchbruch im Jahre 1855 brachte die Umsetzung der
Erkenntnisse, dass — anders als urspriinglich angenommen — die Pflanzen groB3e Mengen an
16slichen Stickstoffverbindungen zum Wachstum benétigen (Kohut, 1904; Strube, 1988).

Die Weiterentwicklung von preisgiinstigen Mineraldiingern wurde zudem durch die relativ
hohen Kosten des aus Ubersee verschifften und allmihlich schwinden Guanos vorangetrieben.
Als um 1900 die Guanoablagerungen voriibergehend nahezu vollstindig aufgebraucht waren,
gewann eine neue Stickstoffquelle, die ,,Caliche” oder auch der nach ihrem damaligen
Fundort benannte Chilesalpeter aus der Atacama-Wiiste (heute Bolivien) an Bedeutung. Sein
Hauptbestandteil, das Natriumnitrat (bis zu 75%), wurde erstmals fiir zivile Zwecke — zur
Herstellung von Kunstdiingern — eingesetzt, gewann aber im Laufe des Ersten Weltkrieges
grof3e militdrische Bedeutung als Ausgangsverbindung fiir den Sprengstoff Ammoniumnitrat
(Moebius, 1930).

Da es sich beim Chilesalpeter gleichermallen um einen erschopfbaren Rohstoff handelte, war
es also lediglich eine Frage der Zeit, wann auch diese Ressource versiegen wiirde. Ebenfalls
um die Jahrhundertwende arbeitete Fritz Haber an der Darstellung von Ammoniak aus den
beiden Elementen Stickstoff und Wasserstoff unter Anwendung von Druck (200 atm) und
Hitze (500-600°C). Das vorerst in Labormalistab gewonnene Gas konnte schon bald durch die
von Carl Bosch eingefiihrten Optimierungen, wie den Einsatz von Katalysatoren, sowie
Schaffung stabiler Reaktorbedingungen durch die ,,Bosch-Bohrungen® in industriellen
Mengen erzeugt werden. Der sog. ,,Griff in die Luft* ldutete eine neue Ara in zahlreichen
Industriezweigen, vor allem aber in der Landwirtschaft ein. So wird bis heute im Zuge des an
den Haber-Bosch-Prozess angeschlossenen Ostwald-Verfahrens aus Ammoniak Salpeterséure
gewonnen, deren Salze zur Herstellung der von Liebig ,,prophezeiten” Kunstdiinger
verwendet werden (Kiefer, 2001).

Der kurze Abriss liber die Geschichte der Mineraldiinger ist lediglich ein Beispiel flir die
zahlreichen Versuche der Menschen, Prozesse der Natur zu imitieren oder aber auch zu
korrigieren. Die bis ins 19. Jh. hinein in Europa herrschenden Hungersnéte sind nun mit Hilfe
angewandter Wissenschaften verbannt. Die anfangliche Euphorie liber die Erfindung der

Wafte gegen Hunger fiihrte jedoch iiber viele Jahrzehnte zu exzessiver Diingung des Bodens.
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Der durch die Uberdiingung iiberhohte Stickstoff- aber auch Phosphoreintrag fiihrte zur
Stérung empfindlicher, natiirlicher Gleichgewichte unzihliger Okosysteme. Die Folgen sind
bis heute an itibersduerten Boden, eutrophierten Gewéssern, verunreinigtem Grundwasser und
nicht zuletzt Aussterben von Tier- und Pflanzenarten deutlich erkennbar.

Nur sehr mithsam und auf zahlreichen Umwegen erkannte der Mensch die zentrale Rolle des
Stickstoffs in der Natur, und es sollte noch Jahrzehnte dauern, bis die wesentlichen Prozesse

des Stickstoffkreislaufes verstanden wurden.

A.II DER STICKSTOFFKREISLAUF UND DIE ROLLE AMMONIAK OXIDIERENDER

BAKTERIEN
witrifikatio,
o *\éat\on N it"l't.
' O
‘9%
»
e
<

[Assimiation >¥NH,-Gruppenda ___
in Biomasse
\Desaminierunq |

Abb. 1 Schematische Darstellung von Redox-Vorgingen des Stickstoffkreislaufs (mod. nach (Brock et al., 1997)
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Das Verstidndnis komplexer Vorgénge in der Natur griindet auf kumuliertem Wissen iiber die
einzelnen, daran beteiligten Prozesse. Um einen Einblick in die Komplexitit solcher
Mechanismen zu geben, werden hier die relevanten Einzelabldufe des Stickstoffkreislaufes
mit besonderem Fokus auf die Bedeutung Ammoniak oxidierender Bakterien (AOB)
dargelegt.

Obwohl unsere Atemluft zum groBten Teil (78% (v/v)) aus Stickstoff besteht, kann der N-
Bedarf von Tieren und Pflanzen nicht aus diesem Depot gedeckt werden. Da Tiere
vorwiegend organische und Pflanzen ausschlieBlich mineralische Stickstoffverbindungen

benotigen, sind sie auf mikrobielle Prozesse angewiesen.

Stickstofffixierung (Abb. 1) Eine Sonderstellung bei der Versorgung mit Stickstoff genieflen

die in enger Vergesellschaftung mit stickstofffixierenden Mikroorganismen (z.B. Rhizobium)
lebenden Pflanzen (z.B. Leguminosen). Wihrend die Bakterien den elementaren Stickstoff
aus der Luft zu Ammoniak reduzieren und einen Grofteil davon an die Wirtspflanze abgeben,
werden sie im Gegenzug in stabiler Umgebung (Wurzelkndllchen) mit Kohlenhydraten
versorgt. Neben symbiotischen sind auch zahlreiche frei lebende Stickstofffixierer wie
beispielsweise Vertreter aus der Gattung Azotobacter fiir einen erhohten Gehalt an

assimilierbarem Stickstoff im Boden verantwortlich (Martinez-Romero, 2003).

Mineralisierung (Abb. 1) Da Pflanzen auf anorganische, im Erdreich verfiigbare N-

Verbindungen, wie NO; oder NH,", angewiesen sind, verfiigen sie iiber ein komplexes N-
Transportsystem, welches in der Wurzel, insbesondere aber in den Wurzelhaaren (Lauter et
al., 1996; Gilroy und Jones, 2000; von Wiren et al., 2000) lokalisiert ist. Sowohl Nitrat als
auch Ammonium spielen fiir den pflanzlichen N-Haushalt eine wichtige Rolle und sind
zugleich Produkte mikrobieller Aktivitit. Im Zuge der Mineralisierung abgestorbener
Biomasse werden beispielsweise Proteine desaminiert und Ammonium freigesetzt, ein
Prozess, der auch als Ammonifikation bezeichnet wird. Fiir Pflanzen stellt Ammonium eine
energetisch giinstigere, da reduzierte und folglich direkt in Biomasse einzubauende N-
Verbindung dar, die jedoch 10- bis 1000-fach seltener als Nitrat im Boden vorkommt (Chapin
III et al., 1987; Bloom et al., 1992; Bloom, 1994; Marschner, 1995; Gazzarrini et al., 1999).
Zudem tragen nitrifizierende Mikroorganismen zu Verringerung des Ammoniumgehalts im
Boden bei, indem sie den aus deprotoniertem Ammonium entstehenden Ammoniak zu Nitrat

(s. unten) oxidieren. Es handelt sich dabei um einen in der Landwirtschaft unerwiinschten
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Prozess, den man durch Zugabe von Nitrifikationshemmstoffen zu Diingern zu minimieren
versucht.

Neben Ammonium nimmt Nitrat einen hohen Stellenwert als essentielle, assimilierbare N-
Quelle fiir Pflanzen ein, muss jedoch vor Einbau in die Biomasse unter Energieaufwand zu
Ammonium reduziert werden (Chapin III et al., 1987; Bloom et al., 1992). Allerdings ist
Nitrat mobiler als Ammonium und kann leichter aus dem Boden ausgewaschen werden, oder
von denitrifizierenden Mikroorganismen (s. unten) zu gasformigen, und damit fliichtigen
Verbindungen umgesetzt werden (Hooper, 1968; Remde und Conrad, 1990; Stiiven et al.,
1992; Bouwman et al., 1993). Ammonium dagegen wird aufgrund seiner positiven Ladung
von negativ geladenen (Ton-)Partikeln im Boden zuriickgehalten und steht der Pflanze damit
langer zu Verfligung.

Im Sinne der Aufrechterhaltung des zelluldren Kationen-Anionen-Gleichgewichts ebenso wie
eines konstanten pH-Wertes ist eine ausgewogene Aufnahme sowohl von Ammonium als
auch Nitrat fiir die Pflanzen vom Vorteil (Bloom, 1994; Marschner, 1995; Lauter et al.,
1996).

Nitrifikation (Abb. 1) Der zweistufige Oxidationsprozess von Ammoniak iiber Nitrit bis zu
Nitrat wird von zwei funktional hochspezialisierten Bakteriengruppen vollzogen (Hooper,
1969; Schmidt, 1982; Wood, 1986). Fiir den ersten Schritt — die Oxidation von Ammoniak zu
Nitrit — ist die Gilde der Ammoniak oxidierenden Bakterien (AOB) aus der Beta- bzw.
Gamma-Unterklasse der Proteobakterien verantwortlich (Warrington, 1878; Winogradsky,
1890; Hooper, 1969; Suzuki et al., 1974; Drozd, 1976; Wood, 1986; Koops et al., 2003).
Diese sind oft in Kolokalisation (Mobarry ef al., 1996; Schramm et al., 1996; Wagner et al.,
1996; Juretschko et al., 1998; Schramm et al., 1998; Okabe et al., 1999; Schramm et al.,
1999; Daims et al., 2001a; Wagner und Loy, 2002; Wagner et al., 2002) mit der zweiten
Nitrifikanten-Gruppe, den Nitrit oxidierenden Bakterien (NOB), die Nitrit zu Nitrat umsetzen,
anzutreffen. Die zu diesem Oxidationsschritt befdhigten Mikroorganismen gehoren der Klasse
Nitrospira sowie den Unterklassen der Alpha-, Gamma- und Delta-Proteobakterien an.

Eine Besonderheit der Nitrifikanten ist ihre chemolithoautotrophe Lebensweise (Prosser,
1989). Thren Kohlenstoftbedarf decken sie durch die sehr energieintensive CO,-Fixierung
mittels des Calvin-Zyklus (Wallace und Nicholas, 1969; Harms ef al., 1981; Belser, 1984). Da
sie jedoch ihre Energie ausschlieBlich aus den Redox-Prozessen der Ammoniak- bzw. Nitrit-
Oxidation generieren, und die entsprechenden Energieausbeuten aufgrund der stark positiven

Redox-Potentiale von NH,OH/NH;', NOz_/NHon bzw. NOz_/N03_ nur sehr gering sind,
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setzen sie enorme Substratmengen bei ungewohnlich langen Generationszeiten von
mindestens sieben Stunden um (Wood, 1986; Poughon et al., 2001).

Die hohe Spezialisierung der AOB erlaubt es ihnen einerseits, 6kologische Nischen zu
besetzen, die fiir andere Organismen keinen Lebensraum bieten wiirden, bindet sie
andererseits an Standorte mit Vorkommen an reduzierten Stickstoffverbindungen.

So sind bisher Vertreter dieser Bakteriengruppe sowohl in natiirlichen als auch anthropogenen
aquatischen bzw. terrestrischen Systemen nachgewiesen worden (Belser, 1979; Prosser, 1989;
Koops et al., 1991; Wagner et al., 1995; Ward, 1996; Head et al., 1998; Kowalchuk und
Stephen, 2001; Prosser und Martin Embley, 2002; Zehr und Ward, 2002; Koops et al., 2003).
Die Prisenz von AOB konnte sowohl in natiirlichem Erdreich (Hiorns et al., 1995;
Kowalchuk et al., 1997; Kowalchuk et al., 1998; Stephen et al., 1998; Bruns et al., 1999;
Hastings et al., 2000; Kowalchuk et al., 2000b; Kowalchuk et al., 2000a; Chang et al., 2001;
Mintie et al., 2003) als auch in landwirtschaftlich genutzten Boden (Hastings et al., 1997;
Stephen et al., 1998; Bruns et al., 1999; Mendum et al., 1999; Campbell, 2000; Phillips ef al.,
2000; Hermansson und Lindgren, 2001; Oved et al, 2001) demonstriert worden. Selbst
extreme Standorte, wie Felsen (Lebedeva et al., 1978) oder Gebdaudemauern (Meincke et al.,
1989; Bock und Sand, 1993; Wasserbauer et al., 1998; Koops und Pommerening-Roser,
2001), die starken Temperatur- und Feuchtigkeitsschwankungen ausgesetzt sind, dienen
einzelnen Vertretern der AOB als Lebensraum. Dabei wird das oft mit harnsdurereichen
Vogelextrementen beschmutze Mauerwerk durch die aus der AOB-Aktivitit hervorgehende
salpetrige Saure beschiadigt (Bock und Sand, 1993).

Bei aquatischen Lebensrdaumen der AOB reicht die Spannweite (Koops et al., 2003) von
oligotrophen (Burrell et al., 2001; Regan et al., 2002; Cebron et al., 2003) iiber eutrophe
StiBwisser und deren Sedimente (Smorzewski und Schmidt, 1991; Hastings ef al., 1998; de
Bie et al., 2001; Whitby et al., 2001b; Tankere et al., 2002), zu marinen Systemen (Ward und
Carlucci, 1985; McCaig et al., 1994; Alzerreca et al., 1999; Nold et al., 2000; Smith et al.,
2001; Nicolaisen und Ramsing, 2002; Ward und O'Mullan, 2002; Freitag und Prosser, 2003)
bis hin zu hypersalinen Salzseen (Ward et al., 2000; Sorokin et al., 2001). Zudem bieten
kiinstliche Wassersysteme mit erhohtem Ammoniakgehalt, wie Kldranlagen, glinstige
Lebensbedingungen fiir zahlreiche Vertreter der AOB z. B. (Juretschko et al., 1998; Purkhold
et al., 2000; Wagner ef al., 2002; Harms et al., 2003). Ihre Fahigkeit, beachtliche Ammoniak-
Mengen autotroph zu oxidieren, und relativ hohe Ammoniak-Konzentrationen zu tolerieren,
macht diese Organismengruppe zu einem unentbehrlichen Bestandteil in der biologischen

Reinigungsstufe moderner Klaranlagen (Painter, 1986; Eighmy und Bishop, 1989).
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Denitrifikation (Abb. 1) Das aus der Nitrifikation im Erdreich oder aquatischen Systemen
resultierende Nitrat stellt fiir Pflanzen eine essenzielle Stickstoffquelle dar, die bei
Abwesenheit zu Mangelerscheinungen fiihren kann. Herrschen in einem Lebensraum, wie
Boden bei z.B. stagnierender Nisse, sauerstofflimitierte Bedingungen, so werden Nitrat aber
auch Nitrit zu begehrten terminalen Elektronenakzeptoren fiir fakultativ anaerobe
Mikroorganismen, mit denen die Pflanzen um das Nitrat konkurrieren miissen. Die zu
anaerober Atmung befdhigten Organismen — u. a. auch AOB (Schmidt und Bock, 1997; Zart
und Bock, 1998) — setzen im Zuge der sog. Denitrifikation Nitrat- sowie Nitrit-Salze aus dem
Boden zu gasformigen Verbindungen um und fithren somit zu der in der Landwirtschaft
unerwiinschten Umwandlung von N-Diingern in gasformigen Stickstoff (Conrad, 1996). Tritt
zudem eine nur unvollstindige Umsetzung des Nitrats bzw. Nitrits ein, so werden
problematische, den Treibhauseffekt begiinstigende, gasformige Zwischenverbindungen wie
NO sowie N,O gebildet (Bremner und Blackmer, 1978; Goreau et al., 1980; Conrad, 1996;
Colliver und Stephenson, 2000). Wird hingegen elementarer Stickstoff in die Atmosphire
freigesetzt, so schlieBt sich der Stickstoffkreislauf (Hooper, 1968; Remde und Conrad, 1990;
Stiiven et al., 1992; Bouwman et al., 1993). Denselben Prozess der Denitrifikation macht man
sich in der Trink- und Abwasseraufbereitung zunutze (Sutton et al., 1975; Krogulska und
Mycielski, 1979), um das von den Nitrifikanten aerob gebildete, und die Eutrophierung von
Gewissern begiinstigende (Schwoerbel, 1993) Nitrat zu entfernen. Dabei wird das Nitrat unter
Sauerstoffausschluss von Denitrifikanten zu elementarem Stickstoff (im Optimalfall)
umgesetzt, der schlieflich in die Atmosphire entweichen kann (Knowles, 1982; Zumft,

1997).

ANAMMOX-Prozess (Abb. 1) Nicht zuletzt soll im Zusammenhang mit dem
Stickstoffkreislauf der erst kiirzlich entdeckte sog. ANAMMOX-Prozess, der fiir anaerobe

Ammoniumoxidation steht, erwdhnt werden. Es handelt sich hierbei um eine
Komproportionierungsreaktion, bei der aus Ammonium und Nitrit elementarer Stickstoff
autotroph gebildet wird (Strous et al., 1999; Egli et al., 2001; Jetten et al., 2001; Schmid et
al., 2001; Freitag und Prosser, 2003). Fiir die Abwasserreinigung ist dieser Stoffwechselweg
von besonderem Interesse, da er Nitrifikation mit Denitrifikation zu einem Prozessschritt
vereinigt und somit Perspektiven auf eine Kkostengiinstigere Alternative zu

Stickstoffentfernung eréffnet (Jetten et al., 2001; Jetten et al., 2003).
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Erst kiirzlich wurde die Bedeutung von ANAMMOX-Organismen auch fiir natiirliche, marine
Habitate am Beispiel des Schwarzen Meeres, des weltgrofften, natiirlichen anoxischen
Wasserbeckens, erkannt (Kuypers et al., 2003). Bei der Mineralisierung von Phytoplankton
werden betrachtliche Mengen an Ammonium freigesetzt, das in der oxischen Wasserschicht
von aeroben Nitrifikanten zu Nitrat oxidiert wird, und, gemeinsam mit dem nicht umgesetzten
Ammonium, in die tieferen Wasserschichten absinkt. Wéhrend in den suboxischen
Wasserschichten, bei ca. 80 m Tiefe sowohl das Ammonium als auch das von Denitrifikanten
zu Nitrit reduzierte Nitrat Konzentrationen von bis zu 100 pM erreichen, nehmen ihre
Konzentrationen in den darunter liegenden Wasserschichten rapide ab, und fehlen bei ca. 100
m Tiefe praktisch ganz. Als Erkldrung fiir den gleichzeitigen Nitrit- und Ammonium-Abbau
kam nur mikrobielle Aktivitit in Frage. Die Beteiligung aerober AOB konnte jedoch mangels
Sauerstoff in dieser Wassertiefe ausgeschlossen werden. Das Phidnomen wurde schlieBlich
durch den Nachweis der Prasenz und Aktivitit von ANAMMOX-Organismen in der unteren
suboxischen Wasserschicht geklart (Kuypers et al, 2003). Die zu dieser
Komproportionierungsreaktion befdhigten Organismen wurden als bislang nicht kultivierte,
tiefzweigende Vertreter der Ordnung Planctomycetales identifiziert (Strous et al., 1999; Jetten
et al.,2001; Schmid et al., 2001; Jetten et al., 2003; Schmid et al., 2003).

A.IIT PHYLOGENIE DER AOB

Anders als in der ,,Makrobiologie“ liefern dulere Merkmale der Mikroorganismen kaum
zuverlédssige Hinweise hinsichtlich ihrer Phylogenie. Es galt folglich, Kriterien zu finden, die
auch fiir Mikroorganismen eine fundierte Klassifizierung erlauben wiirden (Fox et al., 1980).
1984 schlug Woese (Woese et al., 1984; Woese et al., 1985) die ribosomale RNS — einen in
bisher allen bekannten Lebewesen vorgefundenen, zelluliren Bestandteil — als sog.
phylogenetischen Universalmarker vor. Die vergleichende Sequenzanalyse der RNS der
kleinen ribosomalen Untereinheit ermdglicht es, die stammesgeschichtliche Entwicklung in
der Mikrobiologie zu beleuchten (Hugenholtz et al., 1998; Rappe und Giovannoni, 2003), und
zudem die vorhandene Systematik von Tieren und Pflanzen neu zu evaluieren (Woese ef al.,
1985; Woese, 1987; Woese et al., 1990).

Basierend auf der vergleichenden Sequenzanalyse der 16S rRNS erfolgte die Zuordnung der
AOB in zwei monophyletische Gruppen innerhalb der Beta- bzw. Gamma-Unterklasse der
Proteobakterien (Woese et al., 1984; Head et al., 1993; Teske et al., 1994; Stehr et al., 1995a;
Utaaker et al., 1995; Pommerening-Rdéser et al., 1996; Purkhold et al., 2000; Purkhold et al.,
2003).

10
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Die in die Beta-Proteobakterien eingegliederte Gruppe der AOB umfasst 14 beschriebene
Spezies, zahlreiche noch nicht beschriebene Umweltisolate sowie eine Vielzahl an 16S-rRNS-
Gensequenzen aus der Umwelt von bislang nicht kultivierten AOB-Vertretern. Beta-AOB
konnen in die Nitrosomonas- sowie Nitrosospira-Gruppe unterteilt werden (Koops et al.,
2003). Obwohl urspriinglich, aufgrund morphologischer sowie physiologischer Unterschiede
innerhalb der Nitrosospiren drei Gattungen — Nitrosospira, Nitrosolobus und Nitrosovibrio —
gelaufig waren (Watson, 1974), spiegelt sich diese Feinauftrennung in der 16S-rRNS-
basierenden Phylogenie nicht wider (Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003). Aus diesem
Grund wurde vorgeschlagen, diese Organismengruppe zu einer Gattung Nitrosospira
zusammenzufassen (Head et al., 1993; Purkhold et al., 2003). Anders hingegen verhélt sich
die Lage innerhalb der Nitrosomonaden. Diese weit heterogenere Gruppe kann anhand von
16S-rRNS-Gensequenzen kultivierter Vertreter in sechs distinkte Entwicklungslinien (V.
europaea/Nc. mobilis-; N. communis-; N. oligotropha-; N. marina-, N. cryotolerans- und
Nm143-Linie) aufgeteilt werden (Koops ef al., 2003; Purkhold et al., 2003).

Dariiber hinaus wurden 16S-rRNS-Gensequenzen aus der Umwelt gewonnen, die aufgrund
von Sequenzunterschieden jeweils eine neue Entwicklungslinie innerhalb der Nitrosospira-
(sog. ,,Cluster 1) bzw. Nitrosomonas-Gruppe (sog. ,,Cluster 5°) bilden, welche jedoch bisher
keinem kultivierten Organismus zugeordnet werden konnten (Stephen et al., 1996; Purkhold
et al., 2000; Hollibaugh et al., 2002; Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003).

Die Gruppe der AOB innerhalb der Gamma-Proteobakterien umfasst lediglich zwei
beschriebene  Spezies  (Nitrosococcus  halophilus  und  Nitrosococcus  oceanii)
monophyletischen Ursprungs, die bisher nur aus salinen Habitaten isoliert wurden (Watson

und Remsen, 1970; Koops ef al., 1990; Ward und O'Mullan, 2002).

Zu Schaffung eines weiteren, geeigneten Klassifizierungs- und Identifizierungssystems fiir
AOB wurde die das aktive Zentrum tragende Untereinheit des AOB-Schliisselenzyms, der
Ammoniakmonooxygenase, als phylogenetisches Markermolekiil herangezogen (Rotthauwe
et al., 1997; Purkhold et al., 2000). Relativ betrachtet, weist amo4 bzw. AmoA sowohl auf
Nuklein- (50,8%) als auch Aminosiduresequenzebene (64,2%) einen geringeren
Konservierungsgrad als die 16S rRNS (85,5%) auf und verfiigt somit theoretisch iiber ein
hoheres, phylogenetisches Auflosungspotential innerhalb der AOB. Da jedoch fiir die
phylogenetischen Analysen eine 453 Basen bzw. 151 Aminosduren lange Teilsequenz der
amoA- bzw. AmoA-Untereinheit verwendet wurde, ist ihr phylogenetischer

Informationsgehalt im Vergleich zu dem der 1509 Basen langen 16S-rRNS-Vollsequenz
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limitiert. Dies wird besonders deutlich, wenn nur die phylogenetisch (tatséchlich)
informativen, da nicht vollstindig konservierten Positionen der beiden phylogenetischen
Marker betrachtet werden. Wahrend auf der 16S rRNS bei mindestens 98% aller untersuchten
AOB-Reinkulturen 327 variable Positionen mit jeweils theoretisch vier Basenpermutationen
pro Position verfiigbar sind, bietet die amoA-Nukleinsduresequenz 223 solche variablen
Positionen. Wird die Nukleinsduresequenz eines Funktionsgens, wie amod, fir
phylogenetische Analysen herangezogen, so ist dabei die durch den degenerierten,
genetischen Code bedingte Sonderstellung der Basen an dritter Codonposition, die einer
hoheren Mutationsrate als jene an erster bzw. zweiter Position unterliegen, zu
beriicksichtigen. Schliefit man diese Positionen aus, so bleiben noch 82 variable — also
phylogenetisch informative — Positionen auf dem amoA-Genfragment zu Verfiigung. Werden
hingegen Aminosduresequenzen, wie AmoA, fiir phylogenetische Analysen herangezogen, so
ist zunichst zu beachten, dass, anders als bei Nukleinsduren, pro Position theoretisch 20
Aminosdure-Permutationen moglich sind, demzufolge eine héheres Auflésungspotential zu
erwarten sei. Bei Betrachtung von AmoA-Aminosduresequenzen erweisen sich jedoch nur 54
Positionen als tatsdchlich informativ, da die verbleibenden 97 Positionen bei 98% aller
untersuchten AOB-Reinkulturen groftenteils konserviert sind.

Obwohl die 16S rRNS mehr stammesgeschichtliche Information aufgrund ihrer Sequenzlédnge
und insbesondere mehr phylogenetisch informativer Basenpositionen enthélt, und somit eine
hohere Auflosung innerhalb der AOB zulésst, liefern beide phylogenetische Marker — 16S
rRNS wie amoA bzw. AmoA — weitestgehend vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der
AOB-Phylogenie (Rotthauwe et al., 1997; Purkhold et al., 2000). Beide Phylogenie-Ansitze
erweisen sich also als geeignet, um einerseits ein molekulares Klassifizierungssystem fiir die
Gruppe der AOB zu etablieren, und andererseits neue Umweltsequenzen in dieses System

einzuordnen.

A.IV METHODEN ZUM NACHWEIS VON AOB IN DER UMWELT

Die Erforschung mikrobieller Lebensgemeinschaften hinsichtlich ihrer Struktur und Funktion
ist ein Hauptziel der mikrobiellen Okologie. Eine Vielzahl von Ansitzen stiitzte sich dabei auf
kultivierungsbedingte Methoden, die jedoch fiir die Mehrheit von Umweltorganismen mit
bisher unbekannten Wachstumsanforderungen und/oder sehr langen Generationszeiten, wie
z.B. AOB, ungeeignet sind (Wagner et al., 1993; Wagner et al., 1994b; Amann, 1995;
Torsvik et al., 1996; Hugenholtz et al., 1998). Vielmehr erwiesen sich die in den letzten

Jahrzehnten entwickelten, molekularen Techniken zur Untersuchung komplexer
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Lebensgemeinschaften als das Mittel der Wahl. Thr Einsatz in der mikrobiellen Okologie
erweist sich als unerldsslich, um umfangreichere, und somit genauere Bestandsaufnahmen
mikrobieller Lebensgemeinschaften durchzufiihren, sowie um ein Grundverstdndnis von
Funktionen einzelner Gemeinschaftsmitglieder und Prozesse innerhalb eines Okosystems zu

erlangen.

Methoden zu Untersuchung der Populationsstruktur von AOB

PCR-Techniken Eine breite Anwendung zum Nachweis von AOB in der Umwelt fanden

PCR-basierende Techniken. Dafiir wurden zahlreiche Primerpaare zur gezielten
Amplifikation von Regionen der 16S-rRNS-Gene von AOB konstruiert (McCaig et al., 1994;
Hiorns et al., 1995; Chandler et al., 1997; Hastings et al., 1997; Kowalchuk et al., 1997;
Burrell et al., 2001; Hollibaugh et al., 2002; Koops et al., 2003). Die Mehrzahl dieser Primer
fokussiert jedoch nur auf einzelne Vertreter dieser Organismengruppe und ermoglicht daher
nur den Nachweis eines Teils der tatsdchlichen AOB-Populationsstruktur einer Umweltprobe.
Zudem werden meist nur Fragmente der 16S-rRNS-Gene amplifiziert, deren begrenzter
Informationsgehalt eine nur eingeschréinkte, phylogenetische Aussagekraft enthdlt (Hiorns et
al., 1995; Chandler et al., 1997; Hastings et al., 1997; Kowalchuk et al., 1997; Burrell et al.,
2001; Hollibaugh et al., 2002).

Neben den 16S-rRNS-Genen wird das Funktionsgen der Ammoniakmonooxygenase (amoA)
zum spezifischen Nachweis von AOB in verschiedenen Umwelthabitaten erfolgreich
herangezogen. Unter den publizierten, jedoch unterschiedlich spezifischen PCR-Primern fiir
das amoA-Gen existiert ein degeneriertes Primerpaar (amolF/amo2R), mit dem nahezu alle
bisher bekannten, betaproteobakteriellen AOB erfasst werden konnen (Rotthauwe et al., 1997;
Stephen et al., 1999). Fiir die Vertreter der Gamma-AOB wurde ebenso ein spezifisches
Primerpaar entworfen (Purkhold ez al., 2000).

Zur Analyse von PCR-Amplifikaten von AOB wurden in zahlreichen Studien sog.
Fingerprinting-Techniken, wie z.B. die Denaturierende Gradient-Gelelektrophorese (DGGE)
(Muyzer et al., 1993; Kowalchuk et al., 1997; Kowalchuk et al., 1998; Stephen et al., 1998;
Bruns et al., 1999; McCaig et al., 1999; Bano und Hollibaugh, 2000; Ivanova et al., 2000;
Kowalchuk et al., 2000b; Kowalchuk et al., 2000a; Phillips et al., 2000; Oved et al., 2001;
Nicolaisen und Ramsing, 2002; Boon et al., 2003; Cytryn et al., 2003; Freitag und Prosser,
2003; You et al, 2003) oder die Analyse des Léngenpolymorphismus terminaler
Restriktionsfragmente (T-RFLP) (Horz et al., 2000; Regan et al., 2002; Sakano et al., 2002;
Mintie et al., 2003) eingesetzt. DGGE ist eine sehr effektive Methode zur Auftrennung von
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DNS-Fragmenten gleicher Liange und eignet sich deshalb zur relativ schnellen
Diversitétsanalyse von AOB. Andererseits liegt ihr optimales Auflésungsvermdgen bei max.
500 Basenpaaren, was insbesondere fiir die 16S-rRNS-Analyse eine starke Reduzierung des
phylogenetischen Informationsgehalts bedeutet.

Bei T-RFLP werden ebenfalls gleich lange PCR-Amplifikate auf Unterschiede in ihren
Sequenzen analysiert, indem die Prdsenz bzw. Absenz von Schnittstellen flir ausgewdéhlte
Restriktionsendonukleasen detektiert wird. Auch diese Technik bietet eine relativ schnelle
und elegante Mdoglichkeit zum Aufzeigen von AOB-Diversitdt innerhalb eines Systems.
Demgegeniiber steht jedoch der Bedarf an einem umfangreichen Referenzdatensatz. Ferner
konnen Punktmutationen die Interpretation von Schnittmustern erhebliches behindern und das
Bild der tatsdchlichen AOB-Zusammensetzung in sifu verzerren.

Basierend auf der Amplifikation von 16S-rRNS- bzw. amoA-Genen wurden zudem
quantitative PCR-Systeme (kompetitive und Real-Time-PCR) zur Erfassung von AOB in der
Umwelt erarbeitet (Mendum et al., 1999; Stephen et al., 1999; Kowalchuk et al., 2000b;
Kowalchuk et al., 2000a; Phillips et al., 2000; Dionisi et al., 2002), (Hermansson und
Lindgren, 2001; Dionisi et al., 2003; Okano et al., 2004). Allerdings sind bei Einsatz PCR-
abhingiger Methoden stets die damit verbundenen Verzerrungseffekte zu beriicksichtigen, die
zu einem verfélschten Bild der tatsdchlichen Gemeinschaftsstruktur in situ fithren (Suzuki und
Giovannoni, 1996; von Wintzingerode ef al., 1997; Polz und Cavanaugh, 1998; Becker et al.,
2000; Crosby und Criddle, 2003; Lueders und Friedrich, 2003). Um dieses Problem in der
mikrobiellen Okologie zu minimieren, sollten Studien zu Gemeinschaftsstruktur nach

Moglichkeit PCR-unabhidngige Methoden miteinbeziehen.

Full-Cycle-16S-rRNS-Ansatz Durch Isolierung von AOB bzw. deren Nukleinsduren aus

unterschiedlichsten Lebensrdumen wurde ein umfangreicher 16S-rRNS-Sequenzdatensatz
geschaffen, der das Entwerfen von AOB-spezifischen Oligonukleotidsonden ermdglichte. Der
Einsatz solcher Sonden fiir Techniken wie FISH (z.B. Juretschko et al., 1998; Daims et al.,
2001b; Juretschko et al., 2002) oder Slot-/Dot-Blot (Mobarry et al., 1996) liefert
kultivierungsunabhéngige, qualitative Informationen {iiber die Zusammensetzung
unterschiedlichster mikrobieller Lebensgemeinschaften. Durch geeignete Erweiterung solcher
Sondentechniken (Daims et al, 2001b); (Stahl et al, 1988) kann zudem die
Gemeinschaftsstruktur quantitativ erfasst werden (z.B. Juretschko et al., 1998; Schmid et al.,
2000; Juretschko et al., 2002; Nogueira et al., 2002; Wagner und Loy, 2002; Wagner et al.,
2002).
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Die Stirke dieser Techniken liegt im direkten Nachweis ribosomaler RNS, also ohne eine
vorangehende Amplifikation des Zielmolekiils, so dass durch die PCR bzw. den
Klonierungsschritt bedingte Verfdalschungen der AOB-Populationsstruktur ausgeschlossen
werden konnen. Gleichzeitig beschriankt sich der Einsatz dieser Sondentechniken auf
Lebensrdume mit aktiven bzw. iiber einen hohen Ribosomengehalt verfiigenden Organismen.
Ein Nachteil dieser Sondentechniken ist die stark begrenzte Anzahl an parallel durchfiihrbaren
Experimenten bzw. der grof3e zeitlichen Aufwand, der fiir die umfassende Untersuchung einer

Umweltprobe anfillt.

Mikroarrays Dieses Problem kann jedoch mit der sog. Mikroarray-Technik, einer relativ
jungen, anfianglich fiir die eukaryontische Genexpressionsanalyse (Schena et al., 1996)
entwickelten Methode, durch reverse Hybridisierung auf Glasobjekttragern geldst werden.
Dabei konnen in einem miniaturisierten Format gleichzeitig Hunderte (bis Tausende) von
Hybridisierungen zwischen den auf dem Objekttrager fixierten Sonden und ihren markierten
Zielsequenzen aus dem untersuchten Probematerial stattfinden (Ye ef al., 2001; Gibson, 2002;
Zhou und Thompson, 2002). Durch die Verwendung von hierarchischen sowie parallelen,
gegen die 16S rRNS oder ihre Gene gerichteten Oligonukleotidsonden konnen gemil3 des
sog. Mehrfachsondenkonzeptes (Amann et al., 1995; Behr et al., 2000) Mikroorganismen
spezifisch identifiziert werden (Guschin ef al., 1997; Bavykin et al., 2001; Liu et al., 2001;
Small et al., 2001; Wu et al., 2001; Busti et al., 2002; Koizumi et al., 2002; Loy et al., 2002;
Wilson et al., 2002b; Wilson et al., 2002¢; El Fantroussi et al., 2003; Peplies et al., 2003;
Reyes-Lopez et al., 2003).

Trotz ihres immensen Potentials, umfangreiche Populationsanalysen von jeder erdenklichen
Probe effizient durchzufiihren, fand die Mikroarray-Technik bisher nur in einem relativ
begrenzten Umfang Anwendung in der mikrobiellen Okologie. Dies liegt vor allem daran,
dass wesentliche Fragestellungen beziigliche der Spezifitit und Sensitivitdt in Umweltproben
noch nicht hinreichend geklart sind (Wu et al., 2001; Busti et al., 2002; Koizumi et al., 2002;
Loy et al., 2002; Wang et al., 2002; Wilson et al., 2002a; El Fantroussi et al., 2003). Zudem

erfordert die Mikroarray-Technik einen hohen finanziellen sowie geritetechnischen Aufwand.

Abgesehen von Studien mit 16S-rRNS-Mikroarrays wurden vereinzelt Versuche
unternommen, Mikroorganismen auf Mikroarrays mit Sonden gegen ausgewéhlte
Funktionsgene zu identifizieren (Bodrossy et al, 2003; Denef et al., 2003; Taroncher-
Oldenburg et al, 2003; Stralis-Pavese et al, 2004). Prinzipiell kann das
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Mehrfachsondenprinzip auch auf diesen Ansatz angewendet werden. Allerdings wirkt sich der
geringe Konservierungsgrad der sog. Wobble-Basen an dritter Position im Codon sowohl auf
den Design von Gruppensonden als auch auf die Detektion von nahe verwandten
Zielorganismen mit Gruppensonden in der Umwelt erschwerend aus. Andererseits bietet die
hohe Variabilitit der Wobble-Basen die Moglichkeit zum Design von hochspezifischen
Sonden fiir nahe verwandte Gildenmitglieder. Zudem miissen bei diesem Ansatz evtl.
stattgefundene laterale Gentransferereignisse von Funktionsgenen beriicksichtigt werden.
Zwar konnen mit einem spezifischen Sondensatz bestimmte Funktionsgene in der Umwelt
nachgewiesen werden, eine eindeutige Identifizierung von Gildenmitgliedern anhand dieser
Funktionsgene ist jedoch nicht zweifelsfrei moglich, da aufgrund des lateralen Gentransfers
Organismen unterschiedlicher, ribosomaler Entwicklungslinien Funktionsgene
monophyletischen Ursprungs besitzen konnen.

Obwohl die bislang entwickelten Mikroarray-Techniken keine quantitativen Daten zu
Abundanz nachgewiesener Mikroorganismen liefern, so sind diese Verfahren doch optimal
geeignet, ein schnelles, hochauflosendes Fingerprinting durchzufiihren, um relevante Sonden

fiir anschlieende quantitative Analysen mittels FISH oder Dot-Blot auszuwéhlen.

Methoden zu Untersuchung der Funktion von Mitgliedern innerhalb mikrobieller

Lebensgemeinschaften

Mit der Identifizierung von Mitgliedern mikrobieller Lebensgemeinschaften stellt sich in der
Okologie stets die Frage nach deren Funktion, welche man in der Vergangenheit
klassischerweise durch Kultivierung zu beantworten suchte. Kultivierte Organismen werden
nach wie vor im Labor hinsichtlich ihrer Physiologie eingehend untersucht, was jedoch nicht
unbedingt Aufschliisse iiber ihre tatsdchliche Rolle in der Umwelt liefert. Da die Mehrzahl
von Mikroorganismen aus natiirlichen oder anthropogenen Systemen (noch) nicht kultivierbar
ist (Wagner et al., 1993; Amann et al, 1995; Schleifer, 2004), mussten andere Wege
beschritten werden. Es wurden daher in den vergangenen Jahren grofle Anstrengungen
unternommen, um kultivierungsunabhéngige Methoden zum Zwecke der Funktionsanalyse
von Mikroorganismen zu entwickeln (Gray und Head, 2001).

Einer der ersten Versuche war die Messung des Ribosomengehalts in der Zelle, mit dessen
Hilfe man sich eine Korrelation zum physiologischen Status erhoffte (Poulsen et al., 1993;
Kerkhof und Kemp, 1999). Wenn auch fiir viele heterotrophe Organismen ein solcher
Zusammenhang  tatsdchlich  besteht, existiert er bei langsam  wachsenden

Chemolithoautotrophen, wie AOB, nicht, da diese trotz Inhibition (Wagner et al., 1995;
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Schmid et al., 2001) oder wéhrend Hungerperioden (Morgenroth et al., 2000) ihren
Ribosomengehalt nahezu konstant aufrechterhalten. Zudem scheinen einige Mikroorganismen
iber eine Art ,,physiologisches Gedichtnis“ zu verfligen, das einen wesentlichen Einfluss auf
ihren Ribosomengehalt ausiibt (Oda et al, 2000). Es ist daher fiir eine Vielzahl von
Organismen einschlielich AOB nicht moglich, vom zelluldren Ribosomengehalt auf den

physiologischen Status eines Organismus zu schlief3en.

Ein weiterer Ansatz zu Untersuchung der Funktion einzelner Mitglieder innerhalb
mikrobieller Lebensgemeinschaften war die Markierung von zelluliren Bestandteilen mit
Hilfe Isotop-substituierter Substrate. Durch den Einbau von stabilen sowie radioaktiven
Isotopen in die Polarlipid-Fettsdureester bzw. Biphytanyl-Membranlipide konnen diese
bereits bekannten Organismen zugeordnet werden (Boschker et al., 1998; Roslev et al., 1998;
Roslev und Iversen, 1999; Johnsen et al., 2002; Knief et al., 2003). Die Auswertbarkeit
solcher Ansdtze hingt somit stark vom Umfang der Referenzdatenbank ab. Zudem bleiben
markierte, jedoch nicht kultivierte Organismen unidentifiziert. Werden hingegen
Nukleinsduren der untersuchten Organismen durch Einbau stabiler Isotope markiert, so
konnen diese mittels Ultrazentrifugation von unmarkierten Nukleinsduren getrennt werden.
Durch eine anschlieBende phylogenetische Sequenzanalyse ist eine Zuordnung der markierten
und detektierten Nukleinsduren zu einer Organismengruppe moglich (Radajewski et al., 2000;
Whitby et al., 2001a; Manefield et al., 2002a; Manefield et al., 2002b; Morris et al., 2002;
Radajewski et al., 2002; Ginige et al., 2004).

Die aufwendige Identifizierung Isotop-markierter Mikroorganismen mittels Sequenzanalyse
kann durch die Kombination von FISH und Mikroautoradiographie (MAR) umgangen werden
(Lee et al., 1999; Ouverney und Fuhrman, 1999; Cottrell und Kirchman, 2000; Gray et al.,
2000). Zellen, die in der Lage sind, Radionuklid-markierte Substrate aufzunechmen, werden
einerseits durch Bildung von Silberpartikeln in der photographischen Emulsion detektiert und
zugleich mit fluoreszenzmarkierten Gensonden in sifu identifiziert. Obwohl diese Methode
bereits erfolgreich zu Untersuchung der Okophysiologie kultivierter wie nicht kultivierter
Organismen eingesetzt wurde (Nielsen et al., 1999; Daims et al., 2001a; Nielsen et al., 2002;
Cottrell und Kirchman, 2003; Nielsen et al., 2003; Ginige et al., 2004), ist FISH-MAR,

ebenso wie FISH, durch die geringe Anzahl parallel durchfiihrbarer Experimente limitiert.
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A.V ZIELE DIESER ARBEIT

Die Identifizierung von Organismen in ihren Habitaten einerseits und die Zuordnung ihrer
Funktion innerhalb einer Lebensgemeinschaft andererseits werden stets zu den zentralen
Fragestellungen der mikrobiellen Okologie gehdren. Die Beantwortung solcher Fragen stellt
hohe methodische Anforderungen an ein Nachweissystem. Da die gegenwirtigen Methoden
nur unzureichend oder mit sehr viel Aufwand fiir Untersuchungen von Struktur-Funktions-
Zusammenhdngen geeignet sind, sollte ein neuer, auf der Mikroarray-Technik basierender
Ansatz zum Nachweis und gleichzeitiger Analyse der Funktion von Mikroorganismen in
Umweltproben entwickelt werden. Zu diesem Zweck sollten die Vorteile zweier Techniken —
der gezielten Markierung von Organismen mit radioaktiven Substraten, sowie der schnellen,
da hoch parallelen Identifizierung von (mikrobiellen) Nukleinsduren mit Hilfe von
Mikroarrays — zu einer neuen Methode, dem sog. Isotope Array, vereinigt werden.

Eine der ersten Aufgaben war es, die Realisierbarkeit dieses Ansatzes (,,proof of principle®)
mit Hilfe eines Mikroarray-Prototyps mit einer geringen Anzahl an Sonden zu tberpriifen.
Dazu sollten Hybridisierungen auf dem Mikroarray-Prototyp mit radioaktiv markierten AOB-
Reinkulturen sowie geeigneten Umweltproben durchgefiihrt werden. Die Erweiterung eines
solchen Detektionssystems erforderte dann die Konstruktion eines umfassenden, gegen die
16S-rRNS bzw. ihre Gene gerichteten Sondensatzes, der die Erfassung aller bisher bekannten
AOB ermoglichen wiirde.

Die Eignung des neuen, zu entwickelnden AOB-Mikroarrays fir komplexe Struktur-
Funktions-Analysen sollte zunéchst durch seine Anwendbarkeit als
Inventarisierungswerkzeug unterschiedlicher Habitate unter Beweis gestellt werden. Als
Referenz fiir die neue Technik sollten unabhédngige, bereits etablierte (Fingerprinting-)
Methoden, wie z. B. die vergleichende amoA-Gensequenzanalyse oder FISH dienen.

Als geeignetes Versuchssystem boten sich dafiir Bodenproben eines Langzeitfeldexperiments
aus dem ca. 150 Jahre alten Julius-Kiihn-Versuchsareal bei Halle an. Im Rahmen dieser
Arbeit sollten ausfiihrliche Diversitétsprofile zweier Bdden mit unterschiedlicher
Diingungspraxis hinsichtlich ihrer AOB-Besiedlung mit Hilfe der vergleichenden amoA-
Gensequenzanalyse erstellt werden. Ein besonderes Augenmerk galt dabei der bislang noch
nicht untersuchten AOB-Mikrodiversitdt innerhalb einzelner Korngrofenfraktionen wie Grob-
und Feinsand, Schluff und Ton der beiden Béden. Zudem sollten markierte Nukleinsduren aus
diesen Bodenproben auf dem neu entworfenen AOB-Mikroarray hybridisiert, und die
erzielten Resultate im Anschluss mit denen der vergleichenden amoA-Gensequenzanalyse

verglichen und evaluiert werden.
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MATERIAL UND METHODEN

B.I VERWENDETE ORGANISMEN BZW. DEREN EXTRAHIERTE GENOMISCHE DNS
Die verwendeten AOB bzw. deren DNS sind in Tab. 1 aufgelistet. Die Organismen
entstammten der Stammsammlung der Mikrobiologischen Abteilung der Universitit Hamburg

und wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H.-P. Koops zur Verfligung gestellt. Die

Anzucht erfolgte durch Frau Dr. Gabriele Timmermann nach (Koops ef al., 1991).

Tab. 1 Verwendete Bakterienstimme

Organismus

Referenz

Herkunft

Nitrosococcus mobilis Nc2 T

(Koops et al., 1976)

Nordsee, Deutschland

Nitrosococcus halophilus Nc4

(Koops et al., 1990)

Salz-Lagune, Sardinien, Italien

Nitrosomonas aestuarii Nm36 "

(Koops et al., 1991)

Brackwasser, Nordsee, DK

Nitrosomonas cryotolerans Nm55 '

(Koops et al., 1991)

Kasitsna Bucht, Alaska

- - T
Nitrosomonas communis Nm2

(Koops et al., 1991)

Boden, Korfu, Griechenland

Nitrosomonas halophila Nm1 "

(Koops et al., 1991)

Nordsee

3 5 T
Nitrosomonas marina Nm22

(Koops et al., 1991)

Grofles Barriere-Riff, Australien

- - T
Nitrosomonas nitrosa Nm90

(Koops et al., 1991)

Klaranlage, Deutschland

Nitrosomonas oligotropha Nm45

(Koops et al., 1991)

Boden, Deutschland

Nitrosomonas sp. Nm41

(Koops et al., 1991)

Boden, Russland

Nitrosomonas sp. Nm51

(Koops et al., 1991)

Meerwasser, Peru

- T
Nitrosomonas ureae Nm10

(Koops et al., 1991)

Boden, Sardinien, Italien

Nitrosomonas sp. Nm47

(Purkhold ef al., 2003)

Klaranlage, Deutschland

- T
Nitrosomonas europaea Nm50

(Winogradsky, 1890)

Boden, USA

Nitrosomonas eutropha Nm57"

(Koops und Harms, 1985)

Klaranlage, USA

Nitrosomonas sp. Nm58

(Stehr et al., 1995a)

Elbsediment, Deutschland

Nitrosomonas sp. Nm59

(Purkhold ef al., 2003)

Kléranlage, Deutschland

Nitrosomonas sp. Nm84

(Stehr et al., 1995a)

Schwebstoffe, Elbe, Deutschland

Nitrosomonas sp. Nm93

(Juretschko et al., 1998)

Klaranlage, Deutschland

Nitrosomonas sp. Nm103

(Juretschko et al., 1998)

Klaranlage, Deutschland

Nitrosomonas sp. Nm143

(Purkhold ef al., 2003)

Meerwasser, Dom. Republik

Nitrosospira sp. Nspl

(Koops und Harms, 1985)

Boden, Sardinien, Italien

Nitrosospira sp. NspS

(Koops und Harms, 1985)

Hohlensee, Sardinien, Italien

Nitrosospira briensis Nsp10"

(Koops und Harms, 1985)

Boden, Kreta, Griechenland

Nitrosospira sp. Nsp12

(Koops und Harms, 1985)

Boden, Deutschland

Nitrosospira sp. Nsp17

(Koops und Harms, 1985)

Boden, Island

Nitrosospira sp. Nsp40

(Purkhold ef al., 2003)

Boden, Deutschland

Nitrosospira sp. Nsp41

(Purkhold ef al., 2003)

Boden, Malta

Nitrosospira sp. Nsp58

(Purkhold ef al., 2003)

Mauerwerk, Deutschland

Nitrosospira sp. Nsp65

(Purkhold ef al., 2003)

Mauerwerk, Deutschland

Nitrosospira tenuis Nv1'

(Koops und Harms, 1985)

Boden, Hawaii

Nitrosospira sp. NL5

(Koops und Harms, 1985)

Kléiranlage, Saudi-Arabien

Nitrosospira multiformis NL13"

(Koops und Harms, 1985)

Boden, Indien

Nitrosospira sp. L115

(Utaaker et al., 1995)

Torfmoor, Finnland

Nitrosospira sp. 117

(Utaaker und Nes, 1998)

Fichtenwald, Norwegen

Nitrosospira sp. Ka3

(Aakra ef al., 1999)

Boden, Norwegen

Escherichia coli TOP10

Invitrogen

T Typstamm
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B.II VERWENDETE MEDIEN

Tab. 2 Verwendete Medien

Medienbezeichnung Anwendung Referenz

Luria-Bertani (LB) Anzucht von E. coli Sambrook und Russell, 2001
LB-Amp. (fliissig/fest) Anzucht rekombinanter E. coli Sambrook und Russell, 2001
SOC Transformation rekombinanter E. coli Sambrook und Russell, 2001
Liquid Mineral (LM) Anzucht von Nm50, Nm57 Donaldson, 1989

B.III STAMMHALTUNG

Die Stimme von Nm. eutropha sowie Nm. europaea wurden im mineralischen
Fliissigmedium (liquid mineral = LM) nach (Donaldson, 1989), mit 0.5 g/l (NH4),SO, anstatt
1,0 g/1, aerob, bei 30°C und unter Lichtausschluss kultiviert. Zur Stammerhaltung wurden die
spit logarithmischen Kulturen in Abstinden von zwei Wochen in ein frisches LM-

Fliissigmedium tiberimpft.

Fiir die langfristige Haltung von rekombinanten E. coli-Stimmen wurden Glycerinkulturen im
2,0-ml-ERG- bzw. 150-pl-Mikrotiterplatten-Format angelegt. Zum Ansetzen -einzelner
Glycerinstocks im 2,0-ml-ERG-Format wurden bis zu OD,g von 1,0 bewachsene Kulturen
mit einem 50%-igen (v/v) Glycerol-PBS-Gemisch auf eine Glycerin-Endkonzentration von
7,5% (v/v) eingestellt, eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend in einem
Trockeneis-Ethanol-Gemisch schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Fiir das Anlegen von Glycerinkulturen im Mikrotiterformat wurden je 150 ul Ampicillin (100
png/ml)- sowie Glycerin-haltigen (7,5% v/v) LB-Fliissigmediums steril in die Vertiefungen
einer Mikrotiterplatte iiberfiihrt, mit einer Kolonie des rekombinanten Stamms beimpft, bei
37°C UN inkubiert, am folgenden Tag in einem Trockeneis-Ethanol-Gemisch schockgefroren
und bei -80 °C gelagert. Mindestens eine Vertiefung mit unbeimpftem Medium wurde als

Kontaminationskontrolle mitgefiihrt.
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B.IV UNTERSUCHTE UMWELTPROBEN
B.IV.1 Kliranlagen

Tab. 3 Beprobte Klaranlagen *EGW: Einwohnergleichwert

Klaranlage | Abwasserart Verfahren Probenahme | Weitere Angaben
aus
Prozessstufe
Aalborg West | kommunal/industriell Anaerobe Vorkldrung, aerobe EGW 300 000"
(Dénemark) | (Fischverarbeitungs-, intermittierende anaerob/aerobe | Nitrifikation
Schlacht-, Brauerei-, Denitrifikation/Nitrifikation,
und Molkereibetriebe) | biologisch-chemische P-
Entfernung
Oberding industriell (Speisereste- | Denitrifikation, aerobe aerobe 7,5 t h™ Schlacht-/
(Deutschland) | und Tierkorper- Nitrifikation, Riicklauf Nitrat | Nitrifikation | Tierkorperabfille,
Verwertungsanlage) zu Denitrifikation unter Zufuhr 12 t h'Speisereste
von Rohabwasser

B.IV.2 Bodenproben

Die Bodenproben fiir dieses Experiment wurden im Herbst 2000 aus dem Versuchsgelédnde
der Universitdt Halle (Julius-Kiihn-Feld) entnommen, das sich entlang eines ca. 15-km-
breiten Sandlofgiirtels nordlich von Halle erstreckt. Der Boden, auf dem seit 1878 Ewiger
Roggen (Secale cerale L1.) in Monokultur angebaut wird, ist aufgrund seiner
Zusammensetzung (8% Ton, 20% Schluff, und 72% Sand) gemal der Kriterien der Food and
Agriculture Organization (FAO) als Luvisches Phidozem klassifiziert worden. Phiozeme
zeichnen sich durch ihre humusreiche Deckschicht aus, und werden in nativem Zustand von
Gras oder Laubwaldvegetation bewachsen. Aufgrund ihrer hohen Fruchtbarkeit werden sie oft
in der Landwirtschaft fiir Weizenanbau, aber auch als Weideflichen genutzt. Die Temperatur
des Bodens betrug im Jahresdurchschnitt 9,2°C, und die Niederschlagsrate belief sich auf 501
mm pro Jahr. Fiir die Untersuchung wurden Bodenproben aus Arealen mit unterschiedlicher
Diingungspraxis herangezogen. Wihrend das eine Areal jahrlich mit 12 t Stallmist pro Hektar
gediingt wurde, erfuhr das Kontrollfeld keinerlei Diingungsmalnahmen. Mangels
Feldreplikate wurden die Versuchsareale von jeweils 25m x 11,75m in drei Teilbereiche (I, II,
IIT) unterteilt, aus denen Proben aus einer Tiefe von 0-25 cm entnommen wurden. Die
Bodentriplikate der beiden Versuchsfelder wurden durch ein 2-mm-Sieb gegeben und bis zu
Weiterverarbeitung bei —20°C  gelagert. Eine vollstindige Dokumentation des
Versuchablaufes ist bei (Stumpe ef al., 1995; Stumpe und Schliephake, 1995; Merbach und
Korschens, 1999) im Detail beschrieben.
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B.V FRAKTIONIERUNG VON BODENAGGREGATEN

Die Fraktionierung der Bodenaggregate wurde nach der zuvor von (Jocteur Monrozier ef al.,
1991) beschriebenen und von (Stemmer et al., 1998) abgewandelten Methode durchgefiihrt.
Das Prinzip hierbei ist die Auftrennung von Mikroaggregaten beziiglich der PartikelgroBBe
ihrer Bestandteile durch die Kombination von Nasssieben und Zentrifugieren.

Hierfiir werden die zuvor gesiebten und gefrorenen Bodenproben (s.0.) zwei Tage lang bei
4°C aufgetaut, anschlieBend mit destilliertem Wasser vermischt und niederenergetisch (ca.
50 s'; 120s) sonifiziert. Zuerst wird die Grob- und Mittel- (2000-200pm) von der
Feinsandfraktion (200-63um) durch manuelles Sieben abgetrennt. Durch die folgenden
Zentrifugationsschritte wird zundchst die Schluff- (63-2um) (150 x g; 2 Min.; 15°C) gefolgt
von der Tonfraktion (2-0,1um) (3900 x g; 30 Min.; 15°C) sedimentiert. Die einzelnen
Fraktionen werden im Ofen getrocknet und schlielich bei —20°C gelagert. Eine detaillierte
Beschreibung diese Methode findet sich bei (Stemmer et al., 1998).

B.VI RADIOAKTIVE MARKIERUNG VON NUKLEINSAUREN IN SITU
B.VI.1 Radioaktive Markierung der Reinkultur von N. eutropha (Nm57)

250 ml einer spét-logarithmischen Fliissigkultur von N. eutropha wurden geerntet (10 000 x
g, 20 min; Centrikon, T-42K, Kontron Instruments, Mailand, I) und in 15 ml eines frischen
LM-Mediums ohne die Bestandteile NaHCOs3, (NH4)>SO4 sowie Phenolrot resuspendiert. Die
konzentrierte Reinkultur wurde mit '*C-markierten Bikarbonat (58 mCi mmol™ C, Amersham
Biosciences, Uppsala, S) [H"*CO57] auf 60 pM, 3,6 pCi ml" eingestellt. Ferner wurde dem
Medium (NHy4),SO4 bis zu einer Endkonzentration von 2,5 mM zugesetzt. Die Reinkultur
wurde bei 30°C, unter Schiitteln (150 UpM) und Lichtausschluss fiir 48 h inkubiert. Nach 48
Stunden wurde der Einbau des radioaktiven Substrats in die Biomasse mit der unten
beschriebenen Filter-Count-Methode analysiert. Die markierten Zellen wurden geerntet
(10,000 x g, 10 min), in 90% (v/v) RNAlater ™ (Ambion, Austin, Texas, USA) und 10% (v/v)
LM-Medium ohne NaHCO3, (NH4),SO4 sowie Phenolrot aufgenommen. Die Zellen wurden
zundchst fiir zwei Stunden auf Eis, dann fiir 24 Stunden bei 4°C inkubiert und anschliefSend

bis zur RNS-Extraktion bei —20°C gelagert.

B.VI1.2 Radioaktive Markierung von Belebtschlamm

Belebtschlammproben wurden aus den Nitrifikationsbecken einer industriellen

(Tierkorperverwertungsanlage, TVA Oberding, D) sowie einer kommunalen (Aalborg West,
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DK) Kliranlage entnommen und fiir maximal drei Tage vor der radioaktiven Markierung bei
5°C gelagert. Vor Zugabe des '*C-markierten Bikarbonats wurde der natiirliche '*C-
Bikarbonatgehalt der Schldmme minimiert. Zu diesem Zweck wurden die Proben zentrifugiert
(10 000 x g, 15 min), der Uberstand verworfen und die pelletierte Biomasse in HEPES-
gepuffertem LM-Medium, das frei von NaHCOs;, (NH4);SOs und Phenolrot war,
resuspendiert.  Zur  vollstindigen Entfernung von '’C-Bikarbonat wurden die
Schlammsuspensionen fiir eine Stunde mit CO,-freier Luft begast (Whitby et al., 2001a). Die
Bikarbonat-Konzentration in den Schlimmen wurde sowohl vor als auch nach der CO,-
Eliminierung gaschromatographisch bestimmt (Chai et al., 2001). Die '*C-Bikarbonat-freien
Schlimme wurden jeweils mit '*C-markierten Bikarbonat auf eine Endkonzentration von
1,85 mM H"YCO;™ (107 uCi ml™") sowie mit (NH4),SO4 auf 2,5 mM eingestellt. Die so
modifizierten Schlimme wurden bei 30°C unter Schiitteln (150 UpM) und Lichtausschluss fiir
maximal 26 Stunden inkubiert. Parallel dazu wurden die in gleicher Weise modifizierten
Schlimme zusitzlich mit 5mgl" Allylthioharnstoff, einem spezifischen Inhibitor des
Enzyms Ammoniakmonooxygenase inkubiert. Allylthioharnstoff ist ein reversibler Chelat-
Bildner mit Cu-lonen und verhindert somit die Oxidation von Ammoniak (Bedard und
Knowles, 1989).

Der Einbau des radioaktiven Substrats in die Biomasse wurde kontinuierlich mit Hilfe der
unten beschriebenen Filter-Count-Methode liberwacht.

Weitere Parallelproben wurden mit nicht radioaktivem HCOs™ inkubiert, um die NO; -, NO3 -
and NH, -Konzentrationen in den Schlimmen zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu verfolgen.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels Farbteststreifen (MERCK, Darmstadt,
Germany). NH," wurde kontinuierlich zu radioaktiven sowie nicht radioaktiven Proben
zugegeben, sobald die Konzentration im Schlamm unter den Wert von 1 mM gesunken war.
Nach Beenden der radioaktiven Markierungen wurden alle Proben, wie bereits oben
beschrieben, in RNAlater'™ (Ambion) aufgenommen und bis zur RNS-Extraktion bei —20°C

gelagert.

B.VII QUANTIFIZIERUNG VON RADIOAKTIVITAT IN BIOMASSE MITTELS DER
FILTER-COUNT-METHODE

Aus den radioaktiven Inkubationsansidtzen wurden jeweils 10 pl mittels Kaniile und Spritze
entnommen. Die Proben wurden zu 10 ml LM-Medium gegeben und durch einen
Cellulosefilter (Advantec MFS Inc, Pleasanton, CA, USA) mit einer Porengréf3e von 0,2 um

filtriert. Reste von anorganischen Karbonaten wurden durch Zugabe von 5 ml 0,1 N HCI
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gelost. Nach 3-miniitiger Ansduerung wurde das HCI durch Filtrieren entfernt. AnschlieBend
wurde der Cellulosefilter in ein Szintillationsgldschen mit 10 ml Szinitillationscocktail (Filter-
CountTM, Packard, Groningen, NL) {iberfiihrt und darin geldst. Die Filter wurden fiir 3 min in
einem Szintillationszihler (Packard 1600 TR, Packard, Groningen, NL) gemessen. Eventuelle
Werteverzerrungen durch Quenching-Effekte wurden mit externen Standards (geldster

Cellulosefilter ohne Biomasse) korrigiert.

B.VIII EXTRAKTION VON NUKLEINSAUREN
B.VIIIL.1 Extraktion genomischer DNS

Fiir die Extraktion genomischer DNS wurden 2 ml pelletierter Biomasse aus Belebtschlamm
bzw. 150 ml Flissigkultur von Nitrosomonas eutropha bzw. 1 g Bodenprobe eingesetzt. Die
DNS wurde mit dem Fast DNA Kit for Soil (BIO101, Vista, CA, USA) unter Verwendung
eines Bead-Beaters (FastPrep120; BIO101) nach Angaben des Herstellers extrahiert.

B.VIIIL.2 RNS-Extraktion nach dem modifizierten RNAwiz™ (Ambion)-Protokoll
(Adamczyk et al., 2003)

Sowohl frische als auch in RNAlater™ (Ambion) gelagerte Biomasse wurde durch
Zentrifugation (23645 x g; 15 min, 4°C; Rotina 35R, Hettich, Tuttlingen, D) in 2-ml-
Schraubdeckel-Reagenzgefilen (SRG) (Sarstedt, Niirnbrecht, Germany) sedimentiert, der
Uberstand verworfen und bei Bedarf mit 1xPBS gewaschen. Die Pellets wurden in 1 ml
RNAwiz™ resuspendiert, mit dem Inhalt eines Lysing-Matrix-E-Gefidfles (Fast DNA Kit for
Soil, BIO101) versetzt und mit dem Bead-Beater (FastPrep120; BIO101) fiir 40 s bei einer
Geschwindigkeit von 4,5 homogenisiert. Fiir Reinkulturen wurde der Aufschluss einmal, fiir
Belebtschlammproben viermal wiederholt. Nach einer 5-miniitigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Proben mit 200 ul Chloroform intensiv geschiittelt und fiir
weitere 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Phasentrennung mittels Zentrifugation
(15 min, 23645 x g, 4°C) wurde die wéssrige Phase in ein neues SRG iiberfiihrt und auf Eis
gelagert. Um die RNS-Extraktionseffizienz fiir die Belebtschlammproben zu erhdhen, wurde
die Lysing-Matrix-E-haltige organische Phase erneut mit 400 pl RNAwiz™ versetzt, eine
Minute lang gevortext, fiir 10 min bei 65°C erhitzt, wiederholt fiir 30 s gevortext und
schlieBlich fiir 5 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine weitere Zugabe von 200 ul Chloroform,
ein intensives Ausschiitteln der Proben und eine 10-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur.

Nach der anschlieBenden Zentrifugation (15 min, 23645 x g, 4°C) wurden die wissrigen
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Phasen aus der ersten und zweiten Extraktion vereinigt. Um eine Phasentrennung zu
vermeiden, wurde 500 pul ddH>O und 1 ml Isopropanol (JT Baker, Deventer, NL) zu der RNS
zugegeben, die RNS im Trockeneis-Ethanol-Gemisch fiir 5 min prézipitiert und mittels
Zentrifugation (20 min, 23645 x g, 4°C) sedimentiertet. Das Pellet wurde mit 75%-igem
Ethanol gewaschen, fiir 3 min bei 90°C luftgetrocknet und in TE-Puffer (Tris 10 mM, EDTA
1 mM; pH 8,0) resuspendiert. Ein vollstindiges Losen der RNS wurde durch Erhitzen auf
90°C fiir 3 min erreicht. Nachfolgend wurde die aus Belebtschlamm extrahierte RNS mit dem
RNA Purification Kit (QiAgen, Hilden, D) nach Herstellerangaben gereinigt.

Die Menge sowie die Reinheit der extrahierten RNS wurden einerseits spektralphotometrisch
(Biorad, SmartSpec™ 3000, Hercules, CA, USA) bei den Wellenldingen von 260 nm bzw.
280 nm, andererseits mittels Agarosegelelektrophorese (0,9% w/v SeaPlaque® GTG®
Agarose; BioWhitthaker Molecular Applications, Rockland, ME) in 1xTAE-Puffer (40 mM
Tris, 10 mM Natriumacetat, | mM EDTA; pH 8,0) bestimmt. Die RNS im Agarosegel wurde
mit SYBR Gold (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA) visualisiert.

B.IX QUANTIFIZIERUNG DER IN DIE RRNS INKORPORIERTEN RADIOAKTIVITAT

Die 16S- und 23S-Banden der elektrophoretisch (sieche oben) aufgetrennten RNS wurden mit
einer Kapillare aus dem Agarosegel ausgestochen und die rRNS-haltigen Gelfragmente in 1
ml ddH,O bei 95°C verfliissigt. Nach Zugabe von 9 ml des Szinitillationscocktails (InstaGel-
PlusTM, Packard, Groningen, NL) wurde die Radioaktivitit fir 11 min in einem

Szintillationszédhler (Beckman Instruments, Inc., LS-1800, Pasadena, CA, USA) gemessen.

B.X PCR-AMPLIFIKATION
PCR-Amplifikation der 16S-rRNS-Gene

Die Amplifikation der 16S-rRNS-Gene wurde in einem Primus PCR-Gerdit (MWG Biotech,
Ebersberg, D) durchgefiihrt. Hierfir wurden die Primerkombinationen 616V/630R
(Juretschko et al., 1998) (616V: 5‘-AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG-3¢; 630R: 5°'-CAK
AAA GGA GGT GAT CC-3°) sowie 616V/1492R (Kane et al., 1993; Juretschko et al., 1998)
(1492R: 5°-GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3°) verwendet. Der Standardreaktionsansatz
enthielt 2 mM MgCl,, 1 uM des V- bzw. R-Primers, sowie 1,5 U der Tag-Polymerase
(Promega, Madison, Wis., USA) und belief sich auf ein Gesamtvolumen von 50 pl. Die
Reaktion fand unter folgenden Bedingungen statt: einleitende Denaturierung bei 94°C fiir 2
min, gefolgt von 30 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C fiir 30 s, Annealing bei 52°C fiir 30 s

und Elongation bei 72°C fiir 40 s, sowie eine abschliefende Elongation bei 72°C fiir 5 min.
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Die Linge der Amplifikate wurde mit Agarosegelelektrophorese in 1XTAE-Puffer (Sambrook
und Russell, 2001) bestimmt.

PCR-Amplifikation der amoA-Gene

Die Amplifikation der amoA-Fragmente wurde in einem Primus PCR-Gerdit (MWG Biotech)
mit dem Primerpaar amoA1F/amoA2R (amoAlF: 5‘-GGG GHT TYT ACT GGT GGT-3%;
amoA2R: 5°-CCC CTC KGS AAA GCC TTC TTC-3¢, (Rotthauwe et al., 1997; Stephen et
al., 1999) durchgefiihrt. Der Standardreaktionsansatz von insgesamt 50 pl enthielt 2 mM
MgCl,, 200 puM dNTP-Mix, 1 uM des V- bzw. R-Primers sowie 1,5U der Tag-Polymerase
(Promega). Die Reaktionsbedingungen wurden, wie folgt, eingestellt: einleitende
Denaturierung bei 94°C fiir 2 min., gefolgt von 30 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C fiir
20 s, Annealing bei 52°C fiir 30 s und Elongation bei 72°C fiir 30 s, und eine abschlieende
Elongation bei 72°C fiir 5 min.

B.XI AUFTRENNUNG VON AMOA-AMPLIFIKATEN MITTELS GELRETARDATION

Die aus Umweltproben amplifizierten amoA-Fragmente wurden vor dem Klonieren in einem
retardierenden Agarosegel aufgetrennt (Wawer et al., 1995; Schmid et al., 2000). Hierfiir
wurde das Gel mit einem hochmolekularen DNS-Liganden (HA Yellow, Hanse Analytik, D)
versetzt, der sich vorzugsweise an AT-reiche Regionen der Amplifikate anlagert. Man erzielt
somit eine Auftrennung heterogener Amplifikate gleicher Lénge hinsichtlich ihres GC-
Gehalts, der sich wiederum in unterschiedlichen Migrationsgeschwindigkeiten innerhalb des
Gels widerspiegelt. Die Amplifikate wurden im Gel mit SYBR Gold (Molecular Probes)
visualisiert. Die einzelnen Banden wurden mit einer Kapillare aus dem Gel ausgestochen und

in unabhingigen Ansétzen kloniert (siche unten)

B.XII KLONIERUNG

Nach  Grofenbestimmung  der  16S-rRNS-  bzw.  amoA-Amplikons  mittels
Agarosegelelektrophorese (2% w/v low melting SeaPlaque® GTG® Agarose; BioWhittahker
Molecular Applications, Rockland, USA) wurden die Banden der erwarteten Grofle mit
Kapillaren ausgestochen, in ein ERG mit 50 pl sterilem ddH,O {iberfiihrt und im Heizblock
fiir 10 min bei 80°C aufgeschmolzen. Fiir die darauf folgende Ligation in den Vektor
pCR™2.1 wurden 10 pl der Nukleinsiure-Losung eingesetzt. Die weiteren
Klonierungsschritte erfolgten nach Herstellerangaben (TOPO TA, Invitrogen), mit der

Ausnahme, dass fiir die Transformation 5 pl Ligationsansatz (statt 3 ul) verwendet wurden.
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Die InsertgroBe im Vektor wurde durch PCR-Amplifikation des Inserts (zuziiglich
flankierender Vektorregionen) mit den Primern MI13V/M13R (5-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3 bzw. 5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3") direkt aus den
transformierten  E.coli TOP10-Zellen  iiberpriift. Eine zu untersuchende
Transformandenkolonie wurde steril von der Agarplatte abgenommen und ein Teil zu
Vermehrung in Ampicillin haltiges LB-Fliissigmedium (100 pg/ml) angeimpft, wihrend ein
Teil fiir die nachfolgende PCR-Reaktoion in 20 pl HyOpigest gelost und auf eine
Endkonzentration von 2 mM MgCl,, 200 uM dNTP-Mix, 1 uM des V- bzw. R-Primers sowie
1,5 U der Tag-Polymerase (Promega) mit 30 ul PCR-Reaktionsmix eingestellt wurde. Die
PCR-Reaktion wurde bei einleitender Denaturierung 94°C fiir 5 min, gefolgt von 30 Zyklen
mit Denaturierung bei 94°C fiir 30s, Annealing bei 60°C fiir 30 s und Elongation bei 72°C fiir
40 s, sowie einer abschlieBende Elongation bei 72°C fiir 10 min durchgefiihrt und mit
anschlieBender Agarosegelelektrophorese kontrolliert.

Die Plasmide wurden nach Herstellerangaben mit dem Spin Plasmid Kit (QiAgen) isoliert und
die InsertgroBe bei Bedarf zusétzlich durch anschlieBenden Verdau mit der
Restriktionsendonuklease EcoRI (Mbl Fermentas, St. Leon-Rot, D) mit anschlieBender

Agarosegelelektrophorese kontrolliert.

B.XIII SEQUENZIERUNG

Die Sequenzierung der klonierten PCR-Produkte erfolgte an einem automatisierten DNS
Sequenziergerdt (LI-COR, Lincoln, USA) nach dem ,cycle-sequencing“-Prinzip, einer
Kombination aus der enzymatischen Didesoxy-Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977)
und der Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1988) unter Verwendung des Thermo
Sequenase Cycle Sequencing Kit (Amersham Biosciences). Das Bandenmuster wurde iiber
die Infrarot-markierten (IRD-800, IRD-700) Primer M13V bzw. MI3R detektiert, die
komplementir zu den Zielsequenzen auf dem zur Klonierung verwendeten Vektor pCR™ 2.1
(Invitrogen) sind. Zur besseren Auflosung schwer sequenzierbarer Sekundirstrukturen
enthielt der Standardreaktionsansatz 6% (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma, Miinchen,
D).

B.XIV PHYLOGENETISCHE ANALYSE VON SEQUENZEN
Zur phylogenetischen Analyse von amoA- bzw. 16S-rRNS-Sequenzen wurde das ARB-

Softwarepaket (http://www.arb-home.de/) mit den darin enthaltenen Alignment- sowie

Baumberechnungsprogrammen verwendet.
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B.XIV.1 amoA-basierende Phylogenie

Neue, entweder in dieser Arbeit aus Umweltproben generierte oder in GenBank publizierte
amoA-Sequenzen wurden in die bereits existierende Datenbank (Purkhold et al., 2000;
Purkhold et al., 2003) importiert und deren Basenpositionen an das vorhandene Alignment
angepasst. Nukleotidsequenzen des amoA-Genfragments wurden manuell mit dem
ARB_EDIT-Sequenzeditor aligned. Die aus Nukleotidsequenzen des amoA-Genfragments
abgeleiteten Aminosduresequenzen wurden mit dem GDE 2.2-Editor (S.W. Smith, C. Wang,
P.M. Gillevet and W. Gilbert (1992) Genetic Data Environment and the Harvard Genome
Database. Genome mapping and Sequencing, Cold Spring Harbor Laboratory) bearbeitet. Fiir
die Sequenzanalyse des AmoA-Protein- bzw. amoA-Genfragments wurden maximal 151
Aminosduren bzw. 453 Basen herangezogen, die dem PCR-Amplifikat mit den
amoA 1F/amoA2R-Primern (Rotthauwe et al., 1997) modifiziert nach (Stephen et al., 1999)
entsprachen. Die flankierenden Primersequenzen wurden bei der Sequenzanalyse nicht
beriicksichtigt und deshalb entfernt. Sequenzen unter einer Léange von 300 Basen wurden von
der phylogenetischen Analyse ausgeschlossen.

Phylogenetische Bédume wurden mit den im ARB-Programmpaket verfligbaren Verfahren
berechnet. Die auf Nukleinsédureebene basierende amoA4-Phylogenie wurde einerseits mit dem
Distanz-Matrix-Verfahren FITCH mit dem Korrekturfaktor Jukes-Cantor (Jukes und Cantor,
1969) ermittelt. Andererseits wurden Merkmal-bedingte Algorithmen, wie Maximum-
Likelihood, (fastDNAmI; (Olsen et al., 1994)) bzw. Maximum-Parsimony mit 100
Wiederholungen zur Berechnung von sog. Bootstrap-Werten (PHYLIP, version 3.57c, J.
Felsenstein, Department of Genetics, University of Washington, Seattle, USA) verwendet.
Um die hochvariablen, sog. Wobble-Basen an Position drei im Codon nicht in die
Baumberechnung eingehen zu lassen, wurden diese Positionen durch die Verwendung eines
Konservierungsfilters ausgelassen. Zur Berechnung phylogenetischer Verhiltnisse von
AmoA-Sequenzen auf Aminosidureebene wurden Distanz-Matrix- (FITCH) und Maximum-
Parsimony-Verfahren mit 100 Wiederholungen zur Ermittlung von Bootstrap-Werten
(PHYLIP), sowie das Maximum-Likelihood-basierende MOLPHY -Programm (Version 2.3,
Computer science monographs, no. 28.: J. Adachi and M. Hasegawa, Institute of Statistics
and Mathematics, Tokyo, J) eingesetzt. Aufgrund sehr hoher Sequenzidhnlichkeiten auf
AmoA-Aminosdureebene wurde auf die Verwendung von Konservierungsfiltern bei
Berechungen von phylogenetischen Bdumen verzichtet. Anhand der Gemeinsamkeiten in den
mit allen Berechungsverfahren ermittelten Baumtopologien wurden Konsensusbaume

(Ludwig et al., 1998) fiir Nukleinsdure- sowie Aminosduresequenzen erstellt.
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B.XIV.2 16S-rRNS-basierende Phylogenie

Neue, aus GenBank in die bereits vorhandene 16S-rRNS-Dantenbank importierte Sequenzen
wurden mit Hilfe des ARB_EDIT-Programms automatisch aligned und bei Bedarf die dabei
entstandenen Fehler unter Beriicksichtigung von Sekundirstrukturmerkmalen der 16S rRNS
manuell korrigiert. Fiir die Berechnung phylogenetischer Bdume wurden Distanz-Matrix-,
Maximum-Parsimony- sowie Maximum-Likelihood-Verfahren fiir Nukleinsduren aus dem
ARB-Softwarepaket verwendet. Zur phylogenetischen Sequenzanalyse wurden lediglich die
Sequenzen herangezogen, die eine Lange von mehr als 1000 Basen aufwiesen. Aufgrund
hoher Sequenzihnlichkeiten auf 16S-rRNS-Ebene innerhalb der AOB wurde auf die
Verwendung von Konservierungsfiltern bei Berechungen von phylogenetischen Béaumen
verzichtet. Anhand daraus resultierender, reproduzierbarer Baumtopologien wurden

Konsensusbdaume (Ludwig et al., 1998) erstellt.

B.XYV IN-VITRO-TRANSKRIPTION

Um eine ausreichende Menge an rRNS aus AOB zu erhalten, wurden ihre klonierten 16S-
rRNS-Gene (Purkhold et al., 2000) aus Plasmiden (pCR®2.1-TOPO; Invitrogen) in vitro
transkribiert. Zu diesem Zweck wurden die entsprechenden Plasmide mit der
Restriktionsendonuklease BamHI (MBI Fermentas) linearisiert und die RNS unter
Verwendung des T7 Transcription Kit (MBI Fermentas) nach Herstellerangaben synthetisiert.
Die Aufreinigung der RNS wurde mit der bei (Sambrook und Russell, 2001) beschriebenen
Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode =~ vorgenommen. Die korrekte Gréfe  der
synthetisierten RNS wurde mittels Agarosegelelektrophorese bestdtigt und die RNS-

Konzentration mittels Spektralphotometrie (Biorad, SmartSpec™ 3000) bestimmt.

B.XVI MARKIERUNG VON NUKLEINSAUREN MIT FLUORESZENZFARBSTOFFEN

B.XVI.1 Fluoreszenzmarkierung von PCR-Amplifikaten mittels Random Priming (Loy
etal.,2002)

Die Amplifikate der 16S-rRNS-Gene wurden mit dem QiAquick PCR Purification Kit
(QiAgen) aufgereinigt und ihre Konzentration spektralphotometrisch (Biorad, SmartSpec™
3000) bei einer Wellenldinge von 260 nm bestimmt. Fiir die DNS-Markierung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy5 (Amersham Biosciences) wurde das Decal.abel DNA Labeling Kit
(MBI Fermentas) verwendet. Der Reaktionsansatz enthielt maximal 200 ng zu markierende

DNS. Das PCR-Produkt mit 10 ul Dekanukleotide-haltigem Reaktionspuffer wurde fiir
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10 min bei 95°C denaturiert und sofort auf Eis platziert. AnschlieBend wurden 3 pl
Desoxynukleotidmix—C, der kein dCTP enthielt, 1 pl Cy5-dCTP (Amersham Biosciences)
und 1 pl Klenow-Fragment (Exo ; 5 U pl™) zugesetzt, so dass das Reaktionsvolumen 50 pl
betrug. Der Markierungsansatz wurde fiir 45 min bei 37°C inkubiert. Fiir eine erhohte
Markierungseffizienz wurden erneut Mix—C, Cy5-dCTP sowie das Klenow-Fragment
zugegeben und der Reaktionsansatz fiir weitere 45 min bei 37°C inkubiert. Die Markierung
wurde beendet nach Zugabe von 4 ul des ANTP-Mix und einer abschlieBenden Inkubation bei
37°C fiir 1 h. Das markierte PCR-Produkt wurde vom {iberschiissigen Farbstoff sowie
sonstigen Reaktionsbestandteilen mit dem QiAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen)
gereinigt und mit ddH,O aus der S&ulchenmatrix eluiert. SchlieBlich wurden jeweils zwei
200-ng-Markierungsansitze der gleichen Probe vereinigt, mit 0,5 pmol des Cy5-markierten
Kontrolloligonukleotids CONT-COMP (Loy et al., 2002) versetz, im Vakuum getrocknet und
im Dunkeln bei -20°C gelagert.

B.XVI.2 Fluoreszenzmarkierung von RNS (Adamczyk et al., 2003)

Die native bzw. in-vitro-transkribierte RNS wurde mit dem CyScribe Direct mRNA Labeling
Kit (Amersham Biosciences) fluoreszenzmarkiert. Hierbei handelt es sich um eine direkte,
nicht enzymatische RNS-Makierungsmethode, bei der Guanidinreste an Position N7 kovalent
mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Cy3 oder CyS5) verkniipft werden, ohne einen negativen
Einfluss auf nachfolgende Basenpaarung auszuiiben. Die Markierung wurde nach
Herstellerangaben vorgenommen.

In-vitro-transkribierte RNS aus Reinkulturen sowie nicht radioaktive RNS aus Umweltproben
wurden in 1-pg-Mafstab markiert und anschlieend iiber MobiSpin G50-Séulchen (MoBiTec,
Gottingen, D) gereinigt. Das Eluat wurde mit 0,5 pmol des Cy5-markierten
Kontrolloligonukleotids CONT-COMP (Loy et al., 2002) versetz, im Vakuum eingeengt und
im Dunkeln bei -20°C gelagert.

Radioaktive RNS aus Umweltproben wurde in 0,5-pg-Ansatz markiert. Zu diesem Zweck
wurden 0,5 ug gereinigter RNS prézipitiert, durch Zentrifugation (Rotina 35R, Hettich) (15
min, 23,645 x g, 4°C) sedimentiert, mit 70%-igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in
ddH,O resuspendiert. Die Markierung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Der
iiberschiissige Farbstoff aus dem Markierungsansatz wurde durch eine erneute Féllung der

RNS mit 0,1 Vol. 5M NaCl und 3 Vol. 96% Ethanol in einem Trockeneis-Ethanol-Gemisch
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vorgenommen. Die RNS wurde zentrifugiert (Rotina 35R, Hettich) (30 min, 23,645xg, 4°C),
mit 70%-igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und im Dunkeln bei —20°C gelagert.

B.XVII RNS-FRAGMENTIERUNG

Sowohl in-vitro-transkribierte als auch native RNS (aufler radioaktivmarkierter RNS) wurde
nach der Fluoreszenzmarkierung nach (Bodrossy et al., 2003) fragmentiert. Die markierte
RNS wurde mit 10 mM ZnCl, und 20 mM Tris/HCI (pH 7,4) fiir 15 min bei 70°C (anstatt fiir
30 min bei 60°C, wie bei (Bodrossy et al., 2003) beschrieben) inkubiert. Die Reaktion wurde
durch die Zugabe von 10 mM EDTA pH 8,0 und sofortiges Platzieren des Reaktionsgefdfies
auf Eis gestoppt.

B.XVIII HERSTELLUNG VON MIKROARRAYS

Alle fiir die Mikroarrays verwendeten Sonden wurden bei MWG Biotech erworben. Diese
Sonden sind in Tab. 4 bzw. Tab. 6, sowie Tab. 7 bzw. Tab. 8 aufgelistet. Um eine erhohte
Zuginglichkeit der Sonden auf der Chipoberfliache fiir die respektiven Zielnukleinsduren zu
gewdhrleisten, wurden die Oligonukleotide am 5’-Terminus mit einer (dTTP);s-Sequenz
verldngert. (Shevchenko et al., 1979; Southern et al., 1999). Ferner wurden die Sonden 5'-
terminal mit einem Aminonlinker ausgestattet, um die Ausbildung von kovalenten Bindungen

mit nukleophilen Gruppen auf der Objekttrageroberfliche zu ermdglichen.

B.XVIIIL.1 Der Prototyp des Isotope Arrays (Adamczyk et al., 2003)

Fiir den Prototyp des Isotope Arrays wurden zehn, darunter sechs AOB spezifische, bereits
publizierte Sonden (Tab. 4) verwendet. Die Sonden wurden im Spotting-Puffer (Exiqon AS,
Vedbaek, DK) auf eine Endkonzentration von 50 pmol pl” eingestellt und anschlieBend auf
die ImmobilizerTM MicroArray Objekttrager (Exiqon AS) aufgebracht. Mit dem GMS 417
Kontakt-Arrayspotter (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) wurden Objekttriger mit zwei
unterschiedlichen Durchmessergréf3en der Spots (125 um and 500 um) hergestellt. Daneben
wurden manuell pipettierte Arrays von circa 1 pm Spotdurchmesser erzeugt, indem
Sondentropfen (ca. 0,1 pl) mit einer 1,0-ul-Pipettenspitze auf die Objekttrageroberfliche
aufgebracht wurden. Die so beschickten Objekttriger wurden laut Herstellerangaben in
gesittigter NaCl-Atmosphére flir 24 h inkubiert, anschlieBend mit SSCT pH 7,0 (150 mM
NaCl; 30 mM NaCitrat; 0,05% (v/v) Tween®20) fiir 15 min bei Raumtemperatur gewaschen,

bei 37°C getrocknet, und bis zur Weiterverwendung im Dunkeln verwahrt.
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B.XVIIIL.2 Der AOB-Mikroarray

Die fiir den AOB-Array verwendeten Oligonukleotidsonden (Tab. 6) wurden aus den
gelieferten Mikrotiterplatten mit dem RoboAmp-Pipettierroboter (B&L Systems, Maarssen,
NL fir MWG Biotech) zu den gewiinschten Positionen in neue Mikrotiterplatten transferiert.
Zudem wurden sie auf eine Endkonzentration von 50pmol ul' und 50% (v/v)
Dimethylsulfoxid eingestellt (Loy et al., 2002), um den Verdunstungseffekt wihrend des
Spottens zu minimieren. Die AOB-Chips wurden mit dem Kontakt-Arrayspotter (Affymetrix
417) auf CSS-GlasObjekttragern mit Aldehydoberfliche (CEL Associates, Houston, Tex.,
USA) (Loy et al., 2002) erzeugt. Dabei wurden Chips mit zwei unterschiedlichen Spotgrof3en
(125 pm und 300 pum) hergestellt. Fiir die Ausbildung von kovalenten Bindungen (Schiff’sche
Base) zwischen den reaktiven Gruppen auf der Objekttrigeroberfliche und den Sonden
wurden die Objekttriager fiir mindestens 18 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurden die ungebundenen Sonden durch jeweils zweimaliges Waschen in 0,2% w/v SDS
(Natriumdodecylsulfat) bzw. ddH,O bei Raumtemperatur entfernt. Um die freien
Aldehydgruppen auf der Objekttrageroberfliche zu reduzieren, wurden die getrockneten
Objekttrager in eine Natriumborhydrid-haltige Losung (1,0 g NaBH4 in 300 ml 1xPBS
(Sambrook und Russell, 2001) und 100 ml Ethanolys) fiir 5 min bei Raumtemperatur
tiberfiihrt. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die reduzierten Objekttriger in eiskalten
Ethanol,ys getaucht. Die Objekttrager wurden dreimal in einer 0,2% (w/v) SDS-Losung und
schlieBlich, bis zur vollstindigen Entfernung von SDS, dreimal in ddH,O bei
Raumtemperatur gewaschen. Abschlieend wurden die Objekttriger fiir 3 s in 95°C-heisses
ddH,O getaucht, um den Trocknungsprozess zu beschleunigen. Die luftgetrockneten

Objekttrager wurden im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert.

B.XIX REVERSE HYBRIDISIERUNG AUF MIKROARRAYS
B.XIX.1 Hybridisierung auf Mikroarrays mit PCR-Amplifikaten nach (Loy et al., 2002)

400 ng fluoreszenzmarkierter und im Vakuum getrockneter 16S-rRNS-Genamplifikate
wurden in 30 pl eines frischen Hybridisierungspuffers [Sx SSC (1x SSC entspricht 150 mM
Natriumchlorid; 15 mM Natriumcitrat), 1,0% (w/v) Blocking Reagent (Roche, Mannheim,
D), 0,1% (w/v) N-Lauroylsarcosin, 0,02% (w/v) SDS, 5% (v/v) Formamid] aufgenommen,
fiir 5 min bei 95°C denaturiert und sofort auf Eis iiberfiihrt. In eine Hybridisierungskammer

(http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide/HybChamber.pdf) (Loy et al., 2002) wurde ein

Mikroarray-Objekttrager eingelegt und die Mikroarrayfliche mit einem Deckglas bedeckt.
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AnschlieBend wurde die Hybridisierungslosung mit darin  gelosten  16S-rRNS-
Genamplifikaten an den Rand des Deckglases pipettiert, die sogleich {iber die gesamte
Mikroarrayfldche diffundierte. Zusétzlich wurden insgesamt 120 pul Hybridisierungspuffer in
die dafiir vorgesehenen Aussparungen der Hybridisierungskammer pipettiert, um stabile
Hybridisierungsbedingungen in feuchter Kammer zu schaffen. AnschlieBend wurde die
Kammer dicht verschlossen und fiir 18 h bei 42°C im Wasserbad inkubiert. Die
Hybridisierung wurde beendet durch einen 5-miniitigen Waschschritt des Objekttriagers in
50 ml Waschpuffer [3M TMAC; 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA; 0,1% (w/v) SDS]
bei 57°C. Es folgten weitere Waschschritte fiir 10 s in ddH,O bei Raumtemperatur, fiir 1 min
in eiskaltem ddH,O, fiir 10 s in eiskaltem Ethanol,,s und fiir weitere 10 s in eiskaltem ddH,O.
Der Objekttriger wurde unter Druckluft getrocknet und bis zur Auswertung im Dunkeln bei

Raumtemperatur gelagert.

B.XIX.2 Reverse Hybridisierung auf Mikroarrays mit RNS (Adamczyk et al., 2003)

Die RNS mit 0,5 pmol des Cy5-markierten Kontrolloligonukleotids CONT-COMP (Loy et
al., 2002) wurde in 30 pl frischem Hybridisierungspuffer (6xSSC; 5xDenhardts; 5-30% (v/v)
Formamid; 0,5% w/v SDS; 50 mM Na,HPO,, pH 8,0) aufgenommen, fiir 5 min bei 90°C
denaturiert und anschlieBend auf Eis iiberfiihrt.

Der Mikroarray-Objekttrager wurde in eine Hybridisierungskammer eingelegt und die
Mikroarrayfliche  mit einem  Deckglas  bedeckt.  AnschlieBend wurde die
Hybridisierungslosung mit der darin gelosten RNS an den Rand des Deckglases pipettiert, die
sogleich iiber die gesamte Mikroarrayfliche diffundierte. Nach Zugabe von weiteren 120 pl
Hybridisierungspuffer in die dafiir vorgesehenen Aussparungen der Hybridisierungskammer
wurde diese dicht verschlossen und fiir 18 h bei 42°C im Wasserbad inkubiert. Die
Hybridisierung wurde beendet durch einen 5-miniitigen Waschschritt des Objekttrigers in
50 ml 2xSSC bei Raumtemperatur. Es folgten weitere Waschschritte fiir 10 s in ddH,O bei
Raumtemperatur, fiir 1 min in eiskaltem ddH,O, fiir 10s in eiskaltem Ethanolu,,s und fiir
weitere 10 s in eiskaltem ddH,0. Der Objekttrager wurde unter Druckluft getrocknet und bis

zur Auswertung im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert.
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B.XX DETEKTION RADIOAKTIVER SIGNALE AUF MIKROARRAYS
Die radioaktiven Signale auf Mikroarrays wurden mit Hilfe von p IMAGER™ (Biospace

Mesure, Paris, F; (http://www.biospace.fr/) unter Verwendung der zugehdrigen BV

Acquisition™ Software detektiert. Im Unterschied zu Fliissigszintillation, bei der sowohl die
radioaktive Probe als auch der Szintillator fliissig sind, werden in dem p IMAGER™

radioaktive Feststoffe exponiert, deren emittierten Elektronen einen aus festem

Polymergemisch bestehenden Szintillatorfilm

anregen (Abb. 2). Durch die Anregung der

Szintillatorfolie werden Lichtblitze erzeugt,

die im Photomultiplier verstirkt und > 33—
anschlieBend am CCD-Detektorraster gezédhlt

werden. Dabei wird die Ursprungsposition A

eines  jeden emittierten B-Teilchens e
zurlickberechnet und die Signale iiber die Zeit - e
akkumuliert (Abb. 2). Die Quantifizierung der =

Radioaktivitdit erfolgte mit Hilfe der
BVISION+ Software (BioSpace Mesure),
wobei das Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis

fiir die Signalbewertung maB3gebend war. Erst

bei einem Wert von 2,0 oder groBBer wurde das

Signal als positiv bewertet.

/
~
e e
e /
Abb. 2 Schematische Darstellung der Funktionsweise e B e
des pIMAGERs™ (Biospace Mesure, Paris, F) r
Darstellung modifiziert nach Zinsser Analytics. *
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B.XXI DETEKTION VON FLUORESZENZSIGNALEN AUF MIKROARRAYS

Zur qualitativen sowie quantitativen Evaluierung von Mikroarrays wurden die
Fluoreszenzsignale mit dem GMS 418 Array Scanner (Affymetrix) aufgenommen. Die
Bildanalyse aller, automatisch gespotteter Arrays wurde mit der ImaGene 4.0 Software
(BioDiscovery, Inc., Los Angeles, CA, USA) durchgefiihrt. Spots auf manuell angefertigten
Arrays (fiir den Prototyp des Isotope Arrays) wurden mit dem unentgeltlich erhéltlichen

Softwarepaket Image J (http:/rsb.info.nih.gov/ij/) ausgewertet. Fiir die Bewertung von

Fluoreszenz- bzw. Radioaktivititssignalen einzelner Sonden fand folgende Formel

Formel 1 T = [Ip — (Ins — Inste)] X Ipcp™

Anwendung, mit deren Hilfe der sog. T-Wert (Loy et al., 2002) ermittelt wurde. Dabei stehen
Ip bzw. Ing flir die mittlere Signalintensitit der untersuchten, bzw. der NONSENSE-
Kontrollsonde. Ippg bzw. Inscs stehen hingegen fiir die mittlere Hintergrundsintensitit der
untersuchten bzw. NONSENSE-Kontrollsonde. Ein Sondensignal wurde erst dann als positiv

bewertet, wenn sein T-Wert groBBer oder gleich 2,0 war (Loy et al., 2002).

B.XXII FLACHENQUANTIFIZIERUNG MITTELS FLUORESZENZ IN SITU
HYBRIDISIERUNG (FISH) UND KONFOKALER LASERSCANNING MIKROSKOPIE
(CLSM)

Die Abundanz von AOB in  Belebtschlammproben  wurde  mittels der
kultivierungsunabhingigen, quantitativen Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) und
konfokaler Laserscanning Mikroskopie (CLSMS510, Zeiss, Jena, D) bestimmt. Fiir die
Populationsanalyse der AOB wurden Belebtschlammproben, die zuvor in einer 4%-igen (w/v)
Paraformaldehyd (PFA)-Losung fixiert wurden, mit fluoreszenzmarkierten, gegen die 16S
rRNS gerichteten Oligonukleotidsonden (Tab. 4) hybridisiert. Die verwendeten Sonden
wurden hierfiir als Cy3- und Cy5-Derivate (Thermo Hybaid, Ulm, Germany) bei optimalen
Hybridisierungsbedingungen laut Originalpublikationen eingesetzt. Simultane
Hybridisierungen mit Sonden, flir die unterschiedliche Stringenzbedingungen erforderlich
waren, wurden nacheinander, in abnehmender Stringenz durchgefiihrt (Wagner et al., 1994a).
Zur Erhohung der Spezifitit der Sonden NEU bzw. 6al92 wurden die zugehdrigen
Kompetitorsonden CTE bzw. c6al92 eingesetzt. (Wagner et al., 1995; Purkhold, 2003). Die
hier angewandte, semiautomatische Flichen-Quantifizierungsmethode wurde, wie bereits bei

(Schmid et al., 2000; Daims et al., 2001b) beschrieben, durchgefiihrt.
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B.XXIII MIKROAUTORADIOGRAPHIE (MAR)

Die Aufnahme und der Einbau radioaktiver Substrate in die Biomasse von Mikroorganismen
im Belebtschlamm wurde neben dem Isotope Array auch mit der kombinierten FISH-MAR-
Methode (Lee et al., 1999) detektiert. Zu diesem Zweck wurden Belebtschlammproben einer
industriellen (TVA Oberding, D) sowie einer kommunalen (Aalborg West, DK) Kldranlage
mit H*CO;3™ (10 pCi ml™) inkubiert. Um vergleichbare Versuchsbedingungen mit den des
Isotope Arrays beziiglich der Bikarbonat-Konzentration zu schaffen, wurde nicht radioaktiver
Bikarbonat bis zu einer Endkonzentration von 1,85 mM zugesetzt. Die FISH-MAR-
Experimente wurden von Frau Marianne Stevenson und Herrn Dr. Martin Hesselsoe an der
Universitdt Aalborg, DK nach dem von (Lee ef al, 1999) beschriebenem Protokoll
durchgefiihrt.

B.XXIV GENBANK-ZUGANGSDATEN (ACCESSION NUMBERS)

Fiir die beiden untersuchten Kldranlagen Aalborg West bzw. Oberding wurden reprédsentative
amoA-Sequenzen, in der GenBank wie folgt AY367275 und AY367276 (Aalborg West, DK)
sowie AY367277 (Oberding, D) abgelegt.
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ERGEBNISSE

C.I DER PROTOTYP DES AOB-MIKROARRAYS

Anfanglich wurde ein DNS-Mikrorray-Prototyp mit sechs AOB-spezifischen, gegen die 16S
rRNS gerichteten und bereits publizierten Oligonukleotidsonden (Tab. 4) zum Nachweis beta-
proteobakterieller AOB in der Umwelt konstruiert. Zusdtzlich wurden fiir den Array drei

Kontrollsonden sowie die meisten FEubakterien erfassende Sonde EUB338 verwendet.

Tab. 4 Fiir FISH* sowie AOB-Mikroarray-Prototyp’-Experimente verwendete Oligonukleotidsonden. Mehr

Informationen zu den einzelnen Oligonukleotiden kénnen bei probeBase (Loy et al., 2003) eingesehen werden.

Sondenname Sondensequenz (5’- 3°) Bindeposition | Zielorganismen Referenz
b die meisten Bacteria Amann et al., 1990;
EUB338 * GCTGCCTCCCGTAGGAGT 338-355 )
Daims et al., 1999
EUB338-11* GCAGCCACCCGTAGGTGT 338-355 Planctomycetales Daims et al., 1999
EUB338-1I1* GCTGCCACCCGTAGGTGT 338-355 Verrucomicrobiales Daims et al., 1999
die meisten betaproteo- Mobarry et al., 1996
Nso1225%° CGCCATTGTATTACGTGTGA 1224-1243 bakeriellen AOB; (Koops et
al.,2003)
b viele betaproteobakterielle Mobarry et al., 1996
Nso190* CGATCCCCTGCTTTTCTCC 189-207
AOB; (Koops et al., 2003)
ab Nitrosospira “Cluster” 1-3; Mobarry et al., 1996
Nsv 443 % CCGTGACCGTTTCGTTCCG 443-461
(Koops et al., 2003)
b Nitrosococcus mobilis; Juretschko et al., 1998
Nemob * TCCTCAGAGACTACGCGG 174-191
(Koops et al., 2003)
die meisten halophilen und - | Wagner et al., 1995
NEU®® CCCCTCTGCTGCACTCTA 651-668 toleranten Nitrosomonaden;
(Koops et al., 2003)
Kompetitorsonde fiir NEU; | Wagner et al., 1995
Comamonas spp.,
. Acidovorax spp.,
CTE TTCCATCCCCCTCTGCCG 659-676
Hydrogenophaga spp.,
Aquaspirillum spp.; (Koops
etal.,2003)
b Nitrosomonas-oligotropha- | Purkhold, 2003
6al192® CTTTCGATCCCCTACTTTCC 192-212 .
Linie
b Kompetitorsonde fiir 6a192; | Purkhold, 2003
c6al92 * CTTTCGATCCCCGACTTTCC 192-212
Nitrosomonas eutropha
NONEUB *° ACTCCTACGGGAGGCAGC - - Wallner et al., 1993
NONSENSE®® | AGAGAGAGAGAGAGAGAG - - Loy et al., 2002
CONT® AGGAAGGAAGGAAGGAAG - Kontrolloligonukleotid Loy et al., 2002
CONT-COMP"® | CTTCCTTCCTTCCTTCCT - Komplementédr zu CONT Loy et al., 2002

Die Evaluierung des Mikroarrays wurde mit in-vitro-transkribierter 16S rRNS aus insgesamt
neun verschiedenen — acht beta- und einer gammaproteobakteriellen — AOB-Reinkulturen
vorgenommen. Das Dissoziationsverhalten zwischen den 16S-rRNS-Zielmolekiilen und den

Sonden wurde bei steigender Stringenz, die durch die Formamid-Konzentration im
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Hybridisierungspuffer kontrolliert wurde, verfolgt (Abb. 3). Bei 10% (v/v) Formamid fand
eine Duplexbildung zwischen allen Sonden und deren 16S-rRNS-Zielmolekiilen, die keine
Basenfehlpaarung aufwiesen, statt. Daneben konnte fiir einige Sonden Duplexbildung trotz
einer bzw. zwei Basenfehlpaarungen mit den entsprechenden 16S-rRNS-Molekiilen
beobachtet werden. Das Erhohen der Formamid-Konzentration auf bis zu 20% (v/v) steigerte
einerseits die Bindungsspezifitit der Sonden, fiihrte andererseits gleichzeitig zu Signalverlust
und somit zu falsch-negativen Ergebnissen der Sonden Nsol1225, Nsv443, Nsol90 sowie
6a192 (Abb. 3). Bei einer Formamid-Konzentration von 30% (v/v) blieben bis auf die Sonde
EUB338 alle Sondensignale aus (Daten nicht gezeigt). Ausgehend von diesen Ergebnissen
wurden alle weiteren Experimente mit einer Formamid-Konzentration von 10% (v/v) im

Hybridisierungspuffer durchgefiihrt.

A Referenzorganismus
10% FA

Sonde Nsp40|[ Nm45| Nm51| Nm50 | Nm57 [Nm107( Nm41| Nm55| Nc4
EUB338
Nso01225
Ns0190
Nsv 443
Ncmob
NEU BU:G 10A
62192
NONEUB
NONSENSE

B Referenzorganismus
20% FA

Sonde Nsp40[ Nm45| Nm51| Nm50| Nm57 | Nm107[ Nm41 | Nm55| Nc4

EUB338

Ns01225 WW

Ns0190
Nsv 443 e
Ncmob
NEU

6a192
NONEUB
NONSENSE

0 MM

1 MM
2 MM
falsch negativ

8 UG

A,
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Abb. 3 Evaluierung des AOB-Mikroarray-Prototyps. Die Hybridisierungen wurden bei einer Stringenz von 10%
(A) bzw. 20% (v/v) (B) Formamid im Hybridisierungspuffer durchgefiihrt. Dargestellt wurden einzelne
Hybridisierungsergebnisse von Sonden mit getesteten Referenzorganismen (Nitrosospira sp. Nsp40 (aus dem
Nitrosospira-“Cluster 37)), Nitrosomonas oligotropha Nm45 (N.-oligotropha-Linie), Nitrosomonas sp. Nm51
(N.-marina-Linie), Nitrosomonas europaea Nm50, Nitrosomonas eutropha Nm57, Nitrosococcus mobilis
Nml107 (alle drei aus der N.-europaea-/Nc.-mobilis-Linie); Nitrosomonas sp. Nm4l (N.-communis-Linie),
Nitrosomonas cryotolerans Nm55, und Nitrosococcus halophilus Nc4 (ein gammaproteobaterielles AOB), deren
Phylogenie von (Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003) im Detail beschrieben wurde. Hybridisierungssignale,
deren Signal-zu-Hintergrund-Verhiltnis ,,T* (Formel 1, S.37) bei groBer oder gleich 2,0 lagen, wurden durch
Grauschattierungen, wie in der Legende erklart, gekennzeichnet. ,,0MM* (=“Mismatch®) steht fiir ein Sonde-
rRNS-Hybrid ohne, ,,IMM“ mit einer bzw. ,2MM®“ mit zwei Basenfehlpaarungen. Das Ausbleiben von
Sondensignalen trotz Anwesenheit einer rRNS-Zielsequenz mit 0MM wurde als ,,falsch negativ* bezeichnet und
durch Streifen visualisiert. Fiir alle fehlgepaarten Hybride wurde(n) die Position(en) des/der MM sowie die an
der MM-Bindung beteiligten Base(n) angegeben.

Zusétzlich wurde der Effekt der Fragmentierung von rRNS durch alkalische Hydrolyse nach
(de Saizieu et al., 1998) auf den Hybridisierungserfolg untersucht. Da mit dieser MaBBnahme
keine Signalsteigerung bei dem verwendeten Hybridisierungssystem erzielt wurde, wurde

beim Prototyp des AOB-Mikroarrays auf die rRNS-Fragmentierung verzichtet (Daten nicht
gezeigt).

C.II HYBRIDISIERUNGEN MIT RRNS VON N. EUTROPHA NM57 AUF DEM PROTOTYP
DES ISOTOPE ARRAYS

Eine N.-eutropha-Reinkultur wurde mit radioaktiv markiertem Bikarbonat inkubiert. Nach 48
Stunden konnten 39% des zugesetzten '*C in der Biomasse detektiert bzw. 19000 CPM pro
1 ug rRNS (entspricht 9 nCi pro 1 pg RNS) gemessen werden. Auf einem DNS-Mikroarray
mit einem Spotdurchmesser von 125 pm wurden 0,5 pg extrahierter und
fluoreszenzmarkierter rRNS hybridisiert und anschiefend ein Fluoreszenz- bzw.
Radioaktivititsscan ~ vorgenommen. Wihrend die erwarteten Signale mit dem
Fluoreszenzscanner detektiert wurden, blieben die Radioaktivititssignale mit dem
u IMAGER™ fiir die einzelnen Spots aus (Abb. 4). Das Verdoppeln der rRNS-Menge auf
1 ug pro Hybridisierung lieferte das gleiche Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Ein weiteres
Erhohen der rRNS-Menge fiihrte zu einem wesentlich stirkeren Fluoreszenzhintergrund, ohne
die gewlinschten Detektion von Radioaktivitit zu bewirken (Daten nicht gezeigt).

Da die 125-um-Spots nach mehrtdgiger Exposition noch jenseits der rdumlichen
Auflosungsgrenze des p IMAGERs™ lagen, wurden Objekttriger mit groeren Spots
getestet, um die Nachweisbarkeit des '*C-Einbaus in die rRNS von N. eutropha zu verbessern.
Zu diesem Zweck wurden automatisch hergestellte Mikroarrays mit einem 500-pum-

Spotdurchmesser verwendet. Zusitzlich wurden Mikroarrays mit einem Spotdurchmesser von
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ca. 1| mm manuell erzeugt, indem ca. 0,1 ul Sondenlésung auf die Objekttrageroberfldche

mittels einer 1-pl-Pipette {iberfiihrt wurde.

CONT
EUB338
NONEUB
Nso190+1225
NONSENSE
Nsv443
NEU

Fluoreszenz Radioaktivitat

CONT
EUB338
NONEUB
Nso190+1225

NONSENSE
Nsv443
NEU

Radioaktivitat

EUB338

NONEUB

NEU

Fluoreszenz Radioaktivitat

Abb. 4 Hybridisierungen mit rRNS von
N. eutropha Nm57 auf dem Prototyp des
Isotope Arrays. Nach Inkubation von N.-
eutropha-Reinkultur mit '*C-markiertem
Bikarbonat wurde die rRNS extrahiert,
fluoreszenzmarkiert (Cy5), und auf
einem Objekttriger mit dem AOB-
Mikroarray-Prototyp hybridisiert. Dabei
wurden unterschiedliche Durchmesser
(A: 125 um; B: 500 um; C: ca. 1 mm)
von Spots getestet. Auf den gewaschenen
Objekttrigern wurde im Anschluss die
Fluoreszenz bzw. Radioaktivitit
gemessen.

Nach Hybridisierungen mit jeweils 0,5 pg rRNS von N. eutropha konnten auf den 500-pum-

bzw. 1-mm-Spot-Arrays sowohl Fluoreszenz- als auch Radioaktivititssignale detektiert

werden (Abb. 4). Nach dem anfinglich erfolgreichen, automatischen Spotten der 500-pum-

Arrays wurden die dazu verwendeten Nadeln aufgrund eines Gerétdefekts beschiddigt und

konnten nicht weiterverwendet werden. Da zu gegebenem Zeitpunkt kein weiterer,

vergleichbarer Arrayspotter verfiigbar war, wurden fiir die folgenden Experimente manuell

erzeugte Mikroarrays mit einem Spotdurchmesser von ca. 1 mm verwendet, obwohl damit

eine stirkere Abweichung der applizierten Sondenmenge pro Spot gegeniiber dem

automatischen Verfahren hingenommen werden musste.
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zu Auflengruppe <—

C.III VERSUCHE MIT RADIOAKTIV MARKIERTEN, NITRIFIZIERENDEN
BELEBTSCHLAMMEN

Die FEignung des Isotope Arrays als Analysewerkzeug von komplexen mikrobiellen
Lebensgemeinschaften wurde anhand von zwei verschiedenen nitrifizierenden
Belebtschlammen aus den Kldranlagen Aalborg West, DK bzw. Oberding, D tiberpriift. Zu
diesem Zweck wurden beide Schlimme vorerst hinsichtlich ihrer AOB-Zusammensetzung
bzw. Aktivitidt mittels vergleichender Sequenzanalyse des amoA-Gens sowie quantitativer

FISH bzw. untersucht.

) I: Nitrosomonas sp. Nm41
Nitrosomonas sp. Nm58
—————— Nitrosomonas nitrosa Nm90

Nitrosomonas sp. Nm33
Nitrosomonas communis Nm2

Klone aus Kldranlage Oberding Klone (n=13)
P Nitrosomonas europaea Nm50
Nitrosomonas eutropha Nm57
Nitrosococcus mobilis Nc2

4'— Nitrosomonas halophila Nm1

Nitrosomonas cryotolerans Nm55
Nitrosomonas sp. Nm143
Nitrosomonas sp. Nm84
Nitrosomonas marina-Linie (n=5)

Nitrosomonas ureae Nm10

Belebtschlimmen (n=3)*, Astuaren S =1)*,
Siiiwasser (n=3) und Seesedimenten (n=1)*
Nitrosomonas sp. Nm47

Belebtschlammklon BF2

Belebtschlammklon M-13

Nitrosomonas sp. Nm59

Klon AAW1-8 aus Klidranlage Aalborg West
Nitrosomonas oligotropha Nm45

Nitrosospira-Linie (n=27)
0,10

Abb. 5 Auf vergleichender AmoA-Aminosduresequenzanalyse basierender, phylogenetischer Baum, der die
Zuordnung der aus den Klidranlagen Aalborg West bzw. Oberding gewonnenen Klone (fett markiert) zeigt. Die
Berechnung des Baums wurde mit dem FITCH Algorithmus mit ,,global rearrangements* und ,,randomised input
order vorgenommen. Der Balken zeigt einen geschitzten Sequenzunterschied von 10% an. AmoA-Sequenzen
von gammaproteobakteriellen AOB wurden als AuBlengruppe (outgruop) verwendet (nicht gezeigt). {* Die
Genbank-Zugangsdaten (accession number) dieser Klone lauten: AF367463 (Duc-27) (Astuar-Klon); AJ388566
(pGtA.2), AJ388570 (pG5B.1), AJ388571 (pGS5B.2) (SiiBwasser-Klone); AF420298 (M-13), AF272442 (1A-32),
AF272482 (BF1-1), AF489661 (S 3), AF489660 (S 2) (Klédranlagen-Klone); und AF489645 (T 2)
(Seesediment-Klon). amoA Referenzsequenzen wurden anderweitig (Speksnijder et al., 1998; Purkhold et al.,
2000; Nicolaisen und Ramsing, 2002; Cebron et al., 2003; Koops et al., 2003; Purkhold ef al., 2003) publiziert.}
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C.II1.1 Vergleichende Sequenzanalyse des amoA-Gens

Zunichst wurden beide Schlimme hinsichtlich ihres AOB-Speziesreichtums (=species
richness) mit der vergleichenden Sequenzanalyse des amoA-Gens untersucht. Dazu wurden
aus der Anlage Aalborg West 19 =zufillig gewédhlte amoA-Klone sequenziert und
phylogenetisch analysiert. 18 dieser Klone zeigten dabei sehr hohe Sequenzidhnlichkeit
zueinander (98,9%) und erwiesen sich als am néchsten verwandt mit anderen, zuvor
publizierten amoA-Umweltklonen, die u.a. aus anderen Kldranlagen erhalten wurden. Diese
Klone bildeten eine monophyletische Gruppe innerhalb der Nitrosomonas-oligotropha-/N.-
marina-Linien, die auf der amoA-Ebene nicht klar von einander getrennt werden kdnnen
(Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003). Einer der 19 amoA-Klone aus Aalborg West
erwies sich auf Aminosdureebene als sequenzidentisch mit amoA von Nitrosomonas sp.
Nm59, der ein naher Verwandter von N. oligotropha ist (Abb. 5).

Die vergleichende Sequenzanalyse von 13 Klonen aus Oberding zeigte, dass alle Klone
miteinander identisch und zudem sehr nahe verwandt zur amoA-Sequenz von N. europaea

waren (Abb. 5).

C.II1.2 Quantitative FISH

Im Belebschlamm aus Aalborg West hybridisierten 4,7% +/- 0,5% des mit dem EUB338-
Sondenmix (Amann et al., 1990; Daims et al., 1999) detektierten Biovolumens mit der Sonde
Nso1225. Gleichzeitig zeigten diese Zellen auch positive Signale mit der Sonde 6a192. Die
Sonde Nsol90 lieferte nur sehr wenige positive Signale (<1%), wihrend keine
Fluoreszenzsignale mit den Sonden NEU, Nsv443, oder Ncmob beobachtet werden konnten.
Dieses Hybridisierungsergebnis grenzte die AOB-Population des Belebtschlamms aus
Aalborg West nahezu ausschlieBlich auf Mitglieder der Nitrosomonas-oligotropha-Linie ein.
Im Belebtschlamm der Anlage Oberding wurden fiir 9,3% +/- 1,1% des mit dem EUB338-
Sondenmix detektierten Biovolumens positive Signale mit den Sonden Nso1225, Nso190
sowie NEU gemessen. Keine Fluoreszenzsignale wurden nach Hybridisierungen mit den
Sonden Ncmob, Nsv443 oder 6a192 beobachtet. Laut diesem Hybridisierungsergebnis wurde
die AOB-Gemeinschaft des Oberdinger Belebtschlamms durch Vertreter der Nitrosomonas-
eutropha-/N.-europaea-Linie dominiert. Nach Zugabe von Allylthioharnstoff zu den
Belebtschlammen aus Aalborg West bzw. Oberding blieben die AOB mit FISH nachweisbar.
Da fiir keine der untersuchten Proben Signale der Sonde NONEUB (komplementir zu
EUB338) verzeichnet wurden, konnte unspezifische Sondenbindung ausgeschlossen werden.

(Daten nicht gezeigt).
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C.I11.3 FISH-MAR

Der Einbau von '“C-Bikarbonat in die AOB-rRNS beider untersuchten Belebtschlimme
wurde zusidtzlich durch eine weitere, unabhingige Kombinationsmethode aus FISH und
Mikroautoradiographie kontrolliert. Erwartungsgemill bauten AOB der beiden aktiven
Belebtschlammproben signifikante Mengen an radioaktivem Bikarbonat ein, wihrend bei den

mit Allylthioharnstoff inhibierten Proben der Einbau ausblieb (Abb. 6).

Abb. 6 FISH-Mikroautoradiographie von aktivem (A und B), sowie mit Allylthioharnstoff inhibiertem (C und D)
Belebtschlamm aus Oberding nach 11-stiindiger Inkubation mit '*C-Bikarbonat. Fiir FISH wurde die Sonde
Nso1225 (Mobarry et al., 1996), (Cy3; rote Signale) sowie der EUB338-Sondenmix (Amann ef al., 1990; Daims
et al., 1999), (FLUOS, griine Signale) eingesetzt. Aufgrund der Signaliiberlappung erscheinen AOB in gelb. In A
und C sind sowohl Fluoreszenz als auch Silberpartikel (schwarz) aus Mikroautoradiographie, in B und D (der
Ubersichtlichkeit halber) nur Silberpartikel (schwarz) mit Lokalisierung der AOB-Kolonien (rote Kreise)
abgebildet.
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C.I11.4 Einbaudynamik von “C-Bikarbonat in Biomasse von Belebtschlimmen

Nach Minimierung des natiirlichen ("*C) Bikarbonat-Gehalts beider Schlimme (durch
Waschen und Entgasen) wurden diese jeweils mit einer in Belebtschlimmen {iblichen

Konzentration an '*C-markiertem Bikarbonat versetzt und inkubiert (Tab. 5).

Tab. 5 Einbaudynamik von 'C in die Biomasse bzw. tRNS von N. eutropha, sowie von Belebtschlimmen der
Kléranlagen Aalborg West bzw. Oberding nach Inkubation mit radioaktivem Bikarbonat.

Zugabe von Einbau von C in
Inkubationszeit
Probe )
ATH C ges. Biomasse gereinigte rRNS
Stunden mgl" | pCimI? % % CPM png’' RNS

N. eutropha Nm57 48 0 3,6 38,8 0,19 19000
3 0 107 4.4 0,05 9000

13 0 107 10,2 0,06 16000

26 0 107 12,4 0,13 37000

Aalborg West

3 5 107 0,7 0,02 3000

13 5 107 2,6 0,03 6000

26 5 107 2,7 0,04 10000

2,5 0 107 7,5 0,10 10000

11 0 107 20,7 0,33 31000

25 0 107 22,8 0,29 29000

Oberding

2,5 5 107 0,6 0,01 2000

11 5 107 2,1 0,03 2000

25 5 107 3,2 0,02 4000

Der Einbau des radioaktiven Substrats in den Belebtschlamm wurde zu unterschiedlichen
Zeitpunkten durch Szintillationsmessung filtrierter Biomasse iiberwacht. Als Kontrolle
dienten Parallelproben beider Schlimme, welche zusitzlich, neben 14C-Bikarbonat, mit
Allylthioharnstoff — einem spezifischen Hemmstoff der autotrophen Ammoniakoxidation —
versetzt wurden. Innerhalb der ersten 10 Stunden konnte bei beiden, nicht gehemmten
Schlimmen ein rapider Anstieg des '*C-Einbaus in die Biomasse beobachtet werden. Eine
Inkubationszeit iiber 10 Stunden fiihrte zu keiner wesentlichen Steigerung der bereits
aufgenommenen Radioaktivititsmenge (Abb. 7 und Tab. 5). In Gegenwart von
Allylthioharnstoff konnte, wie erwartet, nur eine deutlich geringere Menge an eingebautem
"C-Bikarbonat in die Biomasse beider Belebtschlimme gemessen werden. Der trotz
Hemmung stattgefundene Resteinbau an Radioaktivitdt in die Biomasse wurde vermutlich

durch heterotrophe CO;-Fixierung verursacht.
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Abb. 7 Einbau von "“C in die Biomasse von nitrifizierenden Belebtschlimmen nach Inkubation mit '*C-
markiertem Bikarbonat. Der Einbau von '*C in aktiven Belebtschlamm wird durch schwarze Punkte
symbolisiert. Schwarze Ringe zeigen die Einbaudynamik in Gegenwart von Allylthioharnstoff, einem AOB-
Hemmstoff.

Nach Extraktion intakter rRNS aus beiden Belebtschlimmen wurde diese chromatographisch
gereinigt, wobei die 5S-rRNS-Molekiile selektiv entfernt wurden. Die Qualitit der
extrahierten und gereinigten rRNS wurde aufgrund der Prdsenz von jeweils einer distinkten
Bande der 23S- bzw. 16S-rRNS-Molekiile anhand der im Anschluss durchgefiihrten
Agarosegelelektrophorese als zufrieden stellend befunden. (Abb. 8). Die Menge an
eingebauter Radioaktivitit in den 16S- bzw. 23S-rRNS-Molekiilen wurde durch
Fliissigszintillation gemessen (Tab. 5). Die Gesamtmenge des inkorporierten '*C in die 16S-
sowie 23S-rRNS-Molekiile, die aus den nicht inhibierten Belebtschlammproben stammten,
lag bei 0,05-0,33% der zu den Inkubationsansitzen zugesetzten '“C-Menge und entsprach 1-
2% der in die Biomasse assimilierten [sotopmenge. Entsprechend geringere Werte wurden fiir
den Radioaktivititseinbau in die rRNS-Molekiile der inhibierten Ansétze gemessen, die sich

auf 0,01-0,04% der urspriinglich eingesetzten '*C-Menge zu Belebtschlamm beliefen (Tab. 5).
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Aalborg West Oberding
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Abb. 8 Agarosegelelektrophorese von rRNS extrahiert aus Belebtschlimmen der Kldranlagen Aalborg West
bzw. Oberding nach unterschiedlich langer Inkubation mit radioaktivem Bikarbonat in Ab- bzw. Anwesenheit
des AOB-Inhibitors Allylthioharnstoff (ATH). Die einzelnen Gelspuren wurden mit ca. 300 ng gereinigter
Gesamt-RNS belanden. Die distinkten 16S- und 23S-rRNS-Banden zeigen die Integritét der extrahierten RNS.

C.IV HYBRIDISIERUNGEN MIT RRNS AUS BELEBTSCHLAMMEN AUF DEM
PROTOTYP DES ISOTOPE ARRAYS

Die aus der Biomasse der Belebtschlimmen extrahierte und fluoreszenzmarkierte rRNS
wurde auf manuell hergestellten Mikroarrays hybridisiert, die anschlieBend hinsichtlich
Fluoreszenz sowie Radioaktivitit analysiert wurden (Abb. 9). Insgesamt wurden fiir jede
Schlammprobe (sowohl mit als auch ohne Allylthioharnstoff) jeweils drei Zeitpunkte der
Inkubation mit '*C-Bikarbonat untersucht. Generell stimmten die Fluoreszenzsignale des
Mikroarrays mit den Ergebnissen der AOB-Diversitdtsanalysen, die durch quantitative FISH-
bzw. vergleichende amoA-Sequenzanalyse erhalten wurden, iiberein. So wurden mit der rRNS
aus Aalborg West positive Sondensignale fiir Nsol1225, Nsol90, 6al92, sowie NEU
gemessen. Ubereinstimmend mit der FISH-Analyse lieferte auch der Mikroarray keine

positiven Signale mit den Sonden Nsv443 bzw. Ncmob.
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Aalborg West 13h Oberding 11h
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Abb. 9 Hybridisierungen mit rRNS aus Belebtschlammen auf dem Prototyp des Isotope Arrays. Aus aktiven
(-ATH) sowie inhibierten (+ATH), und jeweils fir 13 h bzw. 11,5 h mit '*C-Bikarbonat inkubierten
Belebtschlammen der Kldranlagen Aalborg West bzw. Oberding wurde rRNS extrahiert, Cy3-
fluoreszenzmarkiert und auf manuell hergestellten Mikroarrays hybridisiert. Der Ubersichtlichkeit halber wurde
die Position der gemessenen Fluoreszenz- sowie Radioaktivititsspots auf dem Array mit Hilfe von Adobe
Photoshop korrigiert. Steigende Signalintensitét innerhalb der einzelnen Objekttrager ist durch die Farbgebung
von blau tiber griin, gelb bis hin zu rot gekennzeichnet. Da fiir jede Messung automatisch eine separate Farbskala
anhand der minimalen und maximalen Signalintensitit auf dem Objekttrager erstellt wurde, ist die
Farbkodierung zwischen den Objekttragern nicht {ibertragbar.

Nach Hybridisierungen mit rRNS aus Oberding wurden fiir die Sonden Nso1225, Nso190
sowie NEU positive T-Werte gemessen, wohingegen die Fluoreszenzsignale der Sonden
6a192, Nsv443 und Ncmob unter dem Schwellenwert von zwei lagen. Ferner wiesen die
fluoreszenten Mikroarray-Hybridisierungsmuster aktiver im Vergleich zu den mit
Allylthioharnstoff inhibierten Belebtschlammproben aus Oberding kaum Unterschiede auf. Im
Gegensatz dazu konnten bei den gehemmten Proben aus Aalborg West positive, AOB-
spezifische Signale nur mit der Sonde NEU gemessen werden.

Der Radioaktivititsscan zeigte, dass in die mit bakterieller sowie den AOB-spezifischen
Sonden immobilisierte TRNS eine ausreichend hohe Menge an Radioaktivitit eingebaut
wurde, um sie auf dem Mikroarray nachweisen zu konnen (Abb. 9). Wie erwartet, erwies sich
der Einbau von "*C in die AOB-rRNS von den durch Allylthioharnstoff inhibierten Proben als
duBerst gering, so dass kaum radioaktive Signale fiir die AOB-spezifischen Sonden gemessen

wurden. Gleichzeitig wurden fiir die mit Allylthioharnstoff inkubierten Proben
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Radioaktivitdtssignale mit der Sonde EUB338 detektiert, die vermutlich mit rRNS
heterotroph CO,-fixierender Bakterien hybridisierte .

Zur quantitativen Auswertung der '*C-Aufnahme in die rRNS wurden die radioaktiven sowie
fluoreszenten Signale einer digitalen Bildanalyse unterzogen. Zu diesem Zweck wurde das
Verhiltnis ,,A* des radioaktiven zu fluoreszentem Signal einer Sonde nach folgender Formel

ermittelt (Adamczyk ef al., 2003):

Formel 2 A = [Xp — Xpg] X [Ip— IpLs]"

Xp und Ip stehen fiir kumulierte Werte der Radioaktivitits- bzw. Fluoreszenzintensitit der
manuellen Sondenspots. Xprg und Ipp stehen fiir kumulierte Radioaktivitits- bzw.
Fluoreszenzintensitdt des lokalen Sondenhintergrunds, dessen Grofle so gewéhlt wurde, dass

sie mit der des zugehorigen Sondenspots identisch war.

Aalborg West Oberding
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Abb. 10 Einbaudynamik von Radioaktivitit in rRNS der phylogenetischen AOB-Untergruppen gemessen an A-
Werten (Formel 2, S.37) fiir die einzelnen Sonden (detaillierte Beschreibung im Text). Die Isotope-Array-
Experimente (s. auch Abb. 9) wurden mit aktiven (schwarze Symbole) bzw. mit Allylthioharnstoff inhibierten
(weiBe Symbole) Belebtschlimmen, die unterschiedlich lange mit '*C-Bikarbonat inkubiert wurden,
durchgefiihrt. A-Werte wurden fiir jede Sonde und Experiment separat bestimmt. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichungen an. A und C: Aalborg West; B und D: Oberding. In A und B wurden nur diejenigen
Sonden (A-Werte) abgebildet, deren fluoreszentes Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis bei oder iiber dem
Schwellenwert von 2,0 lag.
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Abb. 10 (A und B) zeigt einen stetigen Anstieg des '*C-Einbaus in die AOB-rRNS iiber die
Zeit. Interessanterweise werden Unterschiede zwischen einzelnen AOB-spezifischen Sonden
hinsichtlich des Anstiegs ihrer A-Werte zu gegebenen Inkubationszeitpunkten deutlich. Dabei
kann festgestellt werden, dass der A-Wert der Sonde Nsol225 stets liber den der Sonden
Nso190, NEU, 6a192 bzw. EUB338 lag. Fiir die mit Allylthioharnstoff inhibierten Schlimme
fielen die A-Werte sowohl fiir alle Sonden als auch Inkubationszeitpunkte sehr gering aus

(Abb. 10, C und D).

C.V DER AOB-MIKROARRAY

C.V.1 Sondendesign und in-silico-Evaluierung

Nach ersten erfolgreichen Hybridisierungen mit einer begrenzten Anzahl an Sonden sollte ein
Mikroarray mit einem umfassenden Sondensatz zu Identifizierung aller bisher bekannten
AOB-Organismen entworfen werden. Als Grundlage dafiir diente die von (Koops et al., 2003;
Purkhold et al., 2003) vorgeschlagene AOB-Phylogenie. Dem Sondendesign wurde das sog.
Mehrfachsondenprinzip (Behr et al., 2000; Amann und Schleifer, 2001) zugrunde gelegt,
gemil dessen ein Organismus durch einen hierarchisch aufgebauten Sondensatz eindeutig
nachgewiesen wird. Um fiir alle Sonden ein moglichst vergleichbares Dissoziationsverhalten
a priori zu erzielen, wurden alle Oligonukleotidsonden in gleicher Linge (von 18 Basen)
sowie einem moglichst dhnlichen GC-Gehalt von ca. 50% entworfen. Zudem wurden stets
diejenigen Sonden Dbevorzugt, die mdglichst viele zentrale Basenfehlpaarungen
(=Mismatches, MM) zu 16S rRNS von Nichtzielorganismen aufwiesen.

Zuerst wurde die Spezifitit aller bereits fiir AOB publizierten, gegen die 16S rRNS
gerichteten  Oligonukleotide unter Verwendung von PROBE MATCH aus dem
Softwarepaket ARB (Strunk und Ludwig, 2001) anhand des aktuellen (Stand Juli 2003) AOB-
Datensatzes evaluiert. Die Sondenanalyse ergab, dass 23 (Tab. 6) der publizierten AOB-
Sonden — zumeist nach geringfiigiger Abwandlung — sich als geeignet fiir den AOB-
Sondensatz erwiesen. Eine Sonde entsprach unmodifiziert dem Konzept des neuen AOB-
Sondensatzes, wihrend die 22 verbleibenden, bereits publizierten Sonden hinsichtlich ihrer
Bindungsposition sowie Lage der Basenfehlpaarung(en) gegeniiber Nichtzielorganismen
optimiert und auf eine Linge von 18 Basen angepasst wurden (Tab. 6).

Dariiber hinaus wurden 100 neue Oligonukleotidsonden (Tab. 6) zur Erfassung aller bisher
kultivierten, aber auch zahlreicher, nicht kultivierter AOB mit Hilfe von ARB
PROBE DESIGN entworfen und hinsichtlich ihrer Spezifitit mit ARB PROBE _MATCH

evaluiert.
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Insgesamt wurden 105 AOB-spezifische Sonden mit einem GC-Gehalt von 50-56%, sieben
mit einem GC-Gehalt von 39-44%, sowie 11 mit einem GC-Gehalt zwischen 61 und 83% in
den AOB-Sondensatz aufgenommen.

SchlieBlich wurde der Sondensatz durch drei universelle (UnivA, UnivB und UnivC) und drei
bakterielle (EUB338, EUB338Il und EUB338III) Sonden, sowie drei Nonsens-
Kontrolloligonukleotide zu Uberwachung unspezifischer Bindung (NONSENSE und
NONEUB) bzw. Lokalisierung des Hybridisierungsrasters (CONT) auf dem AOB-Mikroarray

erginzt.

Abb. 11 bis Abb. 22 Visualisierung der AOB-Erfassung mit dem neuen AOB-Sondensatz auf unterschiedlichen
Hierarchieebenen. Als Grundlage dienten nach (Koops er al, 2003; Purkhold er al, 2003) abgewandelte,
phylogenetische 16S-rRNS-Konsensusbdume von AOB-Isolaten sowie Umweltsequenzen mit einer
Mindestlange von 1000 Nukleotiden. Fiir die Konstruktion von Konsensusbdumen wurden mit Maximum-
Likelihood-, Maximum-Parsimony- sowie Neighbour-Joining-Verfahren berechnete Bidume zugrunde gelegt.
Mehrfachverzweigungen verbinden Aste, deren relative Anordnung bei Verwendung verschiedener
Baumverfahren nicht zweifelsfrei bestimmt werden konnte. Volle bzw. leere Kreise zeigen Boostrap-
Unterstiitzung (bei 100 Wiederholungen mit dem Maximum-Likelihood-Verfahren) fiir Verzweigungen von
>90% bzw. >70% an. Der Balken représentiert einen Sequenzunterschied von 10%.

Tab. 6 Ubersicht iiber die Spezifitit von Oligonukleotidsonden fiir den AOB-Mikroarray. Die Zielorganismen
sind in sog. phylogenetische Cluster gemdB ihrer 16S-rRNS-Phylogenie (Koops et al., 2003; Purkhold et al.,
2003) unterteilt. Fett gedruckte Namen bezeichnen beschriebene Spezies, Typstimme und Isolate; nicht fett
gedruckte Namen bezeichnen AOB-Klone. In griin wurden nur diejenigen theoretischen Hybride zwischen
Sonde und Zielsequenz(en) dargestellt, welche laut PROBE_MATCH (aus dem Softwarepaket ARB; Strunk und
Ludwig, 2001) keine Basenfehlpaarung aufweisen.
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ERGEBNISSE

AOB115
Biofilm-Klon ar50304, AJ297415 AOB116

Biofilm-Klon ar3a, AJ297416
Biofilm-Klon ar5a, AJ297417

< Nitrosomonas cryotolerans Nm55 AOB112, AOB113, AOB114

] E ; Nitrosococcus mobilis-Linie

——@/ Nitrosomonas sp. DYS

Nitrosomonas sp. HPC101

Nitrosomonas eutropha-Linie
AOB5

Nitrosomonas sp. IWT514

j “Cluster 5”

Nitrosospira-Linie

0,10

Abb. 11 Auf 16S-rRNS-Sequenzen basierender, phylogenetischer Konsensusbaum. Dargestellt ist die Erfassung
einzelner Entwicklungslinien innerhalb der Nitrosomonaden sowie der Nitrosospira-Linie mit den
iibergeordneten AOB-Sonden AOB1 bis AOB6. Zudem wird die Erfassung der N.-cryotolerans-Linie, die bisher
nur aus einem Organismus besteht, mit spezifischen Sonden dargestellt. Ferner wurden spezifische Sonden fiir
die tiefzweigenden Biofilmklone ar5a, AJ297417; ar50304, AJ297415 sowie ar3a, AJ297416, die bisher keinem
kultivierten AOB zugeordnet werden konnten, eingetragen.
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N.-europaea-/
Nc.-mobilis-
Linie

N. communis-
Linie

Abb. 12 Auf 16S-rRNS-Sequenzen basierender, phylogenetischer Konsensusbaum der ,,Cluster 7 sowie
,,Cluster 8 innerhalb der AOB (Koops et al., 2003; Purkhold ef al., 2003). Detaillierte Darstellung der Erfassung
einzelner AOB-Reinkulturen innerhalb der N.-europaea-/Nc.-mobilis-Linie (sog. ,Cluster 7°) bzw. N.-
communis-Linie (sog. ,,Cluster 8) mit den {ibergeordneten Sonden AOB1 bis AOB6. Die hinter Organismen-
namen hochgestellten Zahlen " ? * ¢ bezichen sich auf AOB-Sonden mit entsprechenden Nummern (AOBI,
AOB2, bzw. AOB6) und weisen darauf hin, dass jene Organismen von diesen Sonden nicht erfasst werden.
Beschriebene Spezies sind fett hervorgehoben.
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Nitrosomonas sp. TNO632 AOB78

Nitrosomonassp. AN1 AOBT71

Nitrosomonas halophila Nm1 AOB86

Nitrosomonas sp. WH-2

Nitrosomonas sp. Koll-21

AOB78, AOB79

Abb. 13 Auf 16S-rRNS-Sequenzen basierender, phylogenetischer Konsensusbaum des AOB-,Clusters 7¢
(Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003). Detaillierte Darstellung der Erfassung einzelner AOB-Reinkulturen
innerhalb der N.-europaea-, N.-eutropha-, N.-halophila- sowie Nc.-mobilis-Linie mit spezifischen AOB-Sonden.
Die hinter Organismennamen hochgestellten Zahlen 7* 77+ % **¥- 81 bezichen sich auf entsprechend nummerierte
AOB-Sonden (AOB76, AOB77, AOB80 bzw. AOBS81) und weisen darauf hin, dass jene Organismen von diesen
Sonden nicht erfasst werden. Beschriebene Spezies sind fett hervorgehoben.
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Nitrosomonas sp. Nm33 AOB106

Nitrosomonas sp. Nm58 AOB100

AOB95
AOB96
AOB98
AOB103

Nitrosomonas communis Nm2 AOB101

Abb. 14 Auf 16S-rRNS-Sequenzen basierender, phylogenetischer Konsensusbaum des AOB-,Clusters 8
(Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003). Detaillierte Darstellung der Erfassung einzelner AOB-Reinkulturen
innerhalb der N.-nitrosa-Linie mit spezifischen AOB-Sonden. Beschriebene Spezies sind fett hervorgehoben.

I__ Arktischer-Ozean-Klon SCICEX 95A-2 , AF203512 AOB46

Arktischer-Ozean-Klon SCICEX 96A-21, AF216675
Arktischer-Ozean-Klon SCICEX 95A-4, AF20351346

— Arktischer-Ozean-Klon SCICEX 95A-40, AF216676

< ' Arktischer-Ozean-Klon SCICEX 95B-17, AF203519
_I_Marines-Sediment-Klon EnvA2-13, 269097 AOB47
Sanddiinenklon pT-1.7, U62885 AOB48
SiiRwasserklon Ws23, AJ003775 AOB6 AOB5
0,10

Abb. 15 Auf 16S-rRNS-Sequenzen basierender, phylogenetischer Konsensusbaum des AOB-,Clusters 5
(Koops et al., 2003; Purkhold ef al., 2003), der ginzlich aus Sequenzen bisher nicht kultivierter (AOB-)
Organismen besteht. Dabei wird die Erfassung einzelner Umweltklone sowohl mit {ibergeordneten (AOB5 und
AOB6) als auch spezifischen AOB-Sonden visualisiert. Die hinter den Organismusnamen hochgestellte Zahl *°
bezieht sich auf entsprechend nummerierte AOB-Sonde (AOB46) und weist darauf hin, dass jener Organismus
von dieser Sonde nicht erfasst wird.

Nitrosomonas sp. Nm143 AOB110, AOB2

Nitrosomonas sp. TT140-098-2 AOB108 AOB111

Nitrosomonas sp. TT140-89A AOB109 AOB1
AOB3

0,10

Abb. 16 Auf 16S-rRNS-Sequenzen basierender, phylogenetischer Konsensusbaum des AOB-,Clusters 9
(Koops et al., 2003; Purkhold er al, 2003), in dem die Erfassung einzelner AOB-Reinkulturen mit
iibergeordneten (AOB1, AOB2, AOB3) sowie spezifischen AOB-Sonden detailliert dargestellt wird.
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Nitrosomonas aestuarii Nm36
— Nitrosomonas sp. 122
Nitrosomonas sp. C-45
Nitrosomonassp. NO3W

Nitrosomonassp. URW
Nitrosomonas sp. NH4W

«q9 19)sn|,,

«89 Jasn|y,,

Abb. 17 Auf 16S-rRNS-Sequenzen basierender, phylogenetischer Konsensusbaum der AOB-,,Cluster 6a“ sowie
AOB-,,Cluster 6b*“(Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003). Detaillierte Darstellung der Erfassung einzelner
AOB-Reinkulturen innerhalb der N.-oligotropha- sowie N.-ureae- (,,Cluster 6a“) bzw. N.-aestuarii- und N.-
marina-Linie (,,Cluster 6b“) mit {ibergeordneten AOB-Sonden. Beschriebene Spezies sind fett hervorgehoben.

Nitrosomonas ureae Nm10 AOB56, AOB57

Nitrosomonas sp. Nm86
Nitrosomonassp. JL21

Nitrosomonas sp. Nm59 AOB49, AOB54

Abb. 18 Auf 16S-rRNS-Sequenzen basierender, phylogenetischer Konsensusbaum des AOB-,,Clusters 6a‘“
(Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003). Detaillierte Darstellung der Erfassung einzelner AOB-Reinkulturen
innerhalb der N.-oligotropha- sowie N.-ureae-Linie mit spezifischen AOB-Sonden. Beschriebene Spezies sind

fett hervorgehoben.
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Nitrosomonassp. B19-i-NH4

Nitrosomonas sp. Nm51 AOB63

|Nitrosomonas aestuariiNm36 AOB62 |

0,10

Abb. 19 Auf 16S-TRNS-Sequenzen basierender, phylogenetischer Konsensusbaum des AOB-,,Clusters 6b*
(Koops et al., 2003; Purkhold ef al., 2003). Detaillierte Darstellung der Erfassung einzelner AOB-Reinkulturen
innerhalb der N.-marina- sowie N.-aestuarii-Linie mit spezifischen AOB-Sonden. Beschriebene Spezies sind
fett hervorgehoben.
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Arktischer-Ozean-Klon 400 AGG D3, AF063633

Marines-Sediment-Klon EnvA24,769094 AOB3
Sanddiinenklon pT-1.5, U62868
Astuarklon HP1; AY186217
Marines-Sediment-Klon LD1-A40, AY114342

Marines-Sediment-Klon EnvC2-23, 269125
Sanddiinenklon pT-1.12 U62869
Marines-Sediment-Klon EnvB1-17, 269104
Sanddiinenklon pT-1.3, U62867

“Cluster 1”

Aktischer-Ozean-Klon 400FREEZ14; AF063636
Arktischer-Ozean-Klon S132C9B1, AF 142411

I~ Aktischer-Ozean-Klone PalmerA-2, A-8, A-13;
AF203524-26

<40 Arktischer-Ozean-Klone:

SCICEX95 B-22, B-10, B-4, B-7, B-3; AF203514-18
SCICEX96A-19, A-4,A-8, A-17; AF203521-23, AF230659
SCICEX96B-3, AF230660

SCICEX95A-44, AF203511

AOB9, AOB11,A0B12, AOB13, AOB15

Nitrosospira Nsp57+58-Linie

i/
“Cluster 2”
: “Cluster4”

—L/ “Cluster 0”

Nitrososopira Ns p65A+B- Linie

3 »23 4
Cluster 3 AOB2

AOB3
AOB6

AOB4

0,10

Abb. 20 16S-rRNS-basierender, phylogenetischer Konsensusbaum fiir Nitrosospira-Entwicklungslinien
innerhalb der AOB (Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003). In der Darstellung wurde zum einen die
Erfassung sog. ,,Cluster 0 bis 4 mit iibergeordneten (AOB1 bis AOB6) Sonden abgebildet. Zum anderen
wurden spezifische Sonden zu Detektion von Organismen des ,,Clusters 1, welches vollstindig aus Sequenzen
bislang nicht kultivierter AOB besteht, eingetragen. Fiir alle Klonsequenzen wurden die zugehdrigen GenBank-
Zugangsdaten (accession numbers) angegeben. Die hinter dem ,,Cluster“-Namen hochgestellten Zahlen >3 ¢
beziehen sich auf entsprechend nummerierte AOB-Sonden (AOB2, AOB3 und AOB4) und weisen darauf hin,
dass jene Organismengruppe nicht vollstindig von diesen Sonden erfasst wird.
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Nsp65-Linie
Nsp57/58-Linie|
— Nitrosospira sp. 013
I~ Nitrosospira sp. AHB1 :gg;g
“Cluster 2” — Nitrosospira |17
_+ Nitrosospira sp. T7
Nitrosospira sp. B6
Nitrosospira sp. O4
Nitrosospira sp. Ka3
[13 ”
Cluster 4 p- Nitrosospira sp. Ka4 AOB38 AOB40
E Nitrosospira sp. D114
T ”» — Nitrosospira sp. GM4
Cluster 0 1 _
= Nitrosospira sp. 40Kl AOB7
- Nitrosospira sp. Nsp12 AOBS
. . AOB39
Nitrosospira sp. Nsp5
[13 ” _—
Cluster 3 “Cluster3’2 3 4. AOB2
AOB3
“Cluster 1”
“Cluster1”8 AOB4
AOB6

0,10

Abb. 21 Auf 16S-rRNS-Sequenzen basierender, phylogenetischer Konsensusbaum fiir Nitrosospira-
Entwicklungslinien innerhalb der AOB (Koops et al., 2003; Purkhold ef al., 2003). Detaillierte Darstellung der
Erfassung von AOB-Reinkulturen innerhalb sog. ,,Cluster” 0, 2 bzw. 4* sowie der Nsp65AB- bzw. Nsp57/58-
Entwicklungslinien mit spezifischen sowie {iibergeordneten AOB-Sonden. Die hinter Organismen- bzw.
,.Cluster“-Namen hochgestellten Zahlen * * * ® © beziehen sich auf entsprechend nummerierte AOB-Sonden
(AOB2, AOB3, AOB4 bzw. AOB6) und weisen darauf hin, dass jene Organismen(gruppen) von diesen Sonden
nicht (vollstidndig) erfasst werden.
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—E Nitrosospira sp. RY3C  Aopg34 AOB2
Ni

trosospira sp. RY6A

Nitrosospira sp. F329

—DNItrosospira sp. E12

Nitrosospira sp. TYM9
Nitrosospira sp. Nsp1

Nitrosospira sp. Nsp4

| —  Nitrosospira sp. GS833 4

—  Nitrosospira sp. NRS527 29. 4
L Nitrosospira sp. Nsp40

,Cluster 3“

Nitrosospira sp. Nsp413 AOB27 | AOB24
— Nitrosospira briensis Nsp10  AOB20 |

Nitrosospira sp. NPAV AOB22
Nitrosospira sp. C-141

Nitrosospira (Nitrosovibrio) tenuis Nv13

Nitrosospira sp. 24C2

Nitrosospira sp. Nsp17 2 AOB36

Nitrosospira sp. Nsp2 AOB26

itrosospira (Nitrosolobus) multiformis NL13 AOB33, AOB35

“Cluster 0”

“Cluster 4”

I——— Nitrosospira sp.-Nsp57/58 -Linie

Nitrosospira sp.-Nsp65AB-Linie

“Cluster 17 3.4.6 AOB4

0,10

Abb. 22 Auf 16S-rRNS-Sequenzen basierender, phylogenetischer Konsensusbaum fiir Nitrosospira-
Entwicklungslinien innerhalb der AOB (Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003). Detaillierte Darstellung der
Erfassung von AOB-Reinkulturen innerhalb des sog. ,,Clusters 3* mit spezifischen sowie iibergeordneten AOB-
Sonden. Die hinter Organismen- bzw. ,,Cluster-Namen hochgestellten Zahlen > * * & '8 - 29 bezichen sich auf
entsprechend nummerierte AOB-Sonden (AOB2, AOB3, AOB4, AOB6, AOBI18 bzw. AOB29) und weisen
darauf hin, dass jene Organismen(gruppen) von diesen Sonden nicht (vollstindig) erfasst werden. Die aus
historischen Griinden noch geldufigen Gattungsnamen der Nitrosospira-Organismen Nitrosolobus und
Nitrosovibrio sind in Klammern angegeben. Beschriebene Spezies sind fett hervorgehoben.
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C.V.2 Evaluierung des AOB-Mikroarrays mit Reinkulturen

Der neu entworfene AOB-Sondensatz sollte hinsichtlich seiner Spezifitit sowie Sensitivitét in
einer Reihe von Kontrollversuchen mit PCR-amplifizierten 16S-rRNS-Genen bzw. in-vitro-
transkribierter 16S rRNS aus AOB-Reinkulturen evaluiert werden. Zu diesem Zweck wurden
zunéchst alle Sonden mit einem Kontakt-Arrayspotter (GMS 417 Affymetrix) auf die aktive
Aldehyd-Oberfliche von Glasobjekttragern in ein gewiinschtes Raster (Abb. 23) iiberfiihrt.
Bei der Anordnung der Sonden auf dem Array wurde nach Moglichkeit die AOB-Phylogenie
beriicksichtigt. Des Weiteren wurden die Sonden EUB338 sowie NONSENSE als interne
Hybridisierungskontrollen an vier unterschiedlichen Positionen auf dem Mikroarray sowie die
Sonde CONT jeweils randstindig zu Markierung von Rasterkonturen platziert. Ihre Detektion
erfolgte durch ein revers-komplementires, fluoreszenzmarkiertes Oligonukleotid (CONT-

COMP), das zu jeder Hybridisierungslosung hinzugegeben wurde. Alle Sonden wurden in

Triplikaten gespottet.
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Abb. 23 Schematische Darstellung des AOB-Mikroarrays. In den oberen Hélften der Felder A, B, C bzw. D
befindet sich die Sondenbezeichnung, wihrend direkt darunter die Spezifitit der jeweiligen Sonden teilweise
abgekiirzt angegeben ist. Die Sondenspezifititen wurden, wie folgt, abgekiirzt: ,,BAOB* bezieht sich auf die
ibergeordneten, Beta-AOB-spezifischen Sonden, wihrend durch ,,GAOB* alle Gamma-AOB-spezifischen
Sonden bezeichnet wurden. Ferner steht ,Nm55“ fiir N.-cryotolerans-spezifische Sonden, ,,ar* bezeichnet die
gegen die tiefzweigenden ar-Klonesequenzen (arSa, AJ297417; ar50304, AJ297415 sowie ar3a, AJ297416)
gerichteten Sonden. Als ,,Bacteria™ bzw. ,Life* wurden diejenigen Sonden bezeichnet, welche die Mehrzahl
aller bekannten Bakterien (Sequenzen) bzw. lebenden Organismen (Sequenzen) erfassen. ,,NS“: NONSENSE.
Alle Sonden wurden in Triplikaten, die jeweils vertikal untereinander angeordnet wurden, auf die Objekttriger
gespottet.

65



ERGEBNISSE

An dieser Stelle sollte erwdhnt werden, dass alle nachfolgenden Versuche (mangels einer
Klimaanlage) in nicht klimatisierten Rdumen zum Zeitpunkt (Juli und August 2003)
ungewohnlich hoher AuBentemperaturen (30-40°C) durchgefiihrt wurden. Diese Tatsache
wirkte sich nachteilig sowohl auf alle temperaturempfindlichen Experimente, insbesondere
Hybridisierungen, aber auch Fluoreszenzmarkierung von Nukleinsduren, als auch die dafiir
verwendeten Gerdte aus. So traten in diesem Zeitraum ungiinstigerweise immer
wiederkehrende technische Méngel am verfiigbaren Arrayspotter auf, die vom technischen

Service nicht einwandfrei behoben werden konnten.

C.V.2.a Evaluierung des AOB-Mikroarrays mit PCR-amplifizierten 16S-rRNS-Genen aus
AOB-Reinkulturen

Dissoziationsreihen mit PCR-amplifizierten 16S-rRNS-Genen aus AOB-Reinkulturen

Zunichst wurde das Temperatur-abhédngige Dissoziationsverhalten von fluoreszenzmarkierten
16S-rRNS-Genamplifikaten von N. europaea, N. eutropha, N. oligotropha, Nm41 (N.-
communis-Stamm) sowie Nsp40 (Nitrosospira-,,Cluster 3*) und ihren Sondenpendants auf
dem AOB-Mikroarray analysiert, um Hinweise auf optimale Hybridisierungs- und
Waschbedingungen zu erhalten. Dafiir wurde fiir jeden Referenzorganismus und fiir jede
Temperaturstufe innerhalb des Temperaturintervalls von 50 bis 61°C ein separater Mikroarray
verwendet. Zu Ermittlung optimaler Stringenzbedingungen wurden zum einen die
Fluoreszenzintensititen ausgewdhlter Sonden von jedem der flinf Referenzorganismen gegen
die (Wasch-) Temperatur in jeweils ein Diagramm aufgetragen (Abb. 24). Zum anderen
wurden, fiir jeden Referenzorganismus separat, Fluoreszenzwerte aller PM-, 1IMM- und
2MM-Sonden, mit  denen  positive  Signale innerhalb des  untersuchten
Waschtemperaturintervalls detektiert wurden, gegen die Waschtemperatur in jeweils ein
Diagramm eingezeichnet (Abb. 25).

Erwartungsgemidll konnte zundchst beobachtet werden, dass perfekt bindende (Perfect
Match=PM) Sonden fiir die meisten AOB, wie EUB338, UnivA, sowie AOB6, positive
Hybridisierungssignale im Bereich von 50-59°C lieferten (Abb. 24 und Abb. 25), wihrend
Sondensignale fiir die meisten Nichtzielorganismen ausblieben. Gleichzeitig wurde dabei
festgestellt, dass fiir die einzelnen PM-Sonden betrachtliche Signalintensitdtsunterschiede bei
Verwendung verschiedener Referenzstimme auftraten. Fiir die Sonde AOB6 konnte der
maximale Unterschied zwischen den Referenzstimmen Nm50 und Nm45 festgestellt werden,

der bei Faktor 15 lag (Abb. 24). Zudem fiel auf, dass erwartete Sondensignale in Gegenwart
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threr Zielsequenzen gelegentlich ausblieben (Tab. 7). Diese Probleme konnten trotz
Wiederholung einzelner Experimente nicht geldst werden und wurden zumindest zum Teil auf
die erhdhte Temperatur im Laboratorium sowie die gerdtetechnischen Méngel zuriickgefiihrt.
Dartiiber hinaus zeigte sich dass, wie erwartet, die Fluoreszenzwerte von PM-Sonden zumeist
hoher als die der fehlgepaarten Hybride lagen, so dass die meisten, wenn auch nicht alle

fehlgepaarten Duplices diskriminiert werden konnten (Abb. 25).

Abb. 24 Graphische Darstellung von Dissoziationsreihen durchgefiihrt mit PCR-amplifizierten 16S-rRNS-Genen
von fiinf Referenzorganismen innerhalb des Waschtemperaturintervalls von 50 bis 61°C. Zu diesem Zweck
wurden Schmelzkurven fiir vier ausgewdhlte Sonden angefertigt, indem jeweils die mittleren, relativen
Fluoreszenzeinheiten (RFE) der fiinf untersuchten Referenzorganismen gegen die jeweilige Waschtemperatur
aufgetragen wurden. Zu Ermittlung optimaler Stringenzbedingungen wurden Dissoziationstemperaturen anhand
der einzelnen Schmelzkurven graphisch bestimmt. Der Fehlerbalken steht fiir Standardabweichung, die aus
Sondentriplikaten ermittelt wurde. Neben den Diagrammen wurde das Alignment der jeweiligen Sequenzen fiir
die einzelnen Sondenpositionen aufgetragen und gegebenenfalls die Basenfehlpaarungen eingetragen. ,,X*:
Deletion.
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Abb. 25 Graphische Darstellung mittlerer, relativer
Fluoreszenzeinheiten fir alle PM- 1MM, sowie
2MM-Sonden, mit denen positive Fluoreszenz-
signale (zumindest bei geringer Stringenz) nach
Hybridisierung und Waschung innerhalb des
Temperaturintervalls von 50 bis 61°C mit PCR-
amplifizierten 16S-rRNS-Genen von fiinf
Referenzorganismen erzielt wurden. Griine Symbole
indizieren PM, gelbe Symbole IMM und rote
Symbole 2MM zwischen Sonde und dem
Referenzorganismus.
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Die (graphisch) ermittelten Schmelztemperaturen (T4) fiir die verschiedenen Hybridtypen
bewegten sich im Bereich von 55 bis 59°C, demzufolge fiir weitere Hybridisierungen eine
Waschtemperatur von 57°C als Kompromisslosung zwischen Spezifitit und Sensitivitit

gewdhlt wurde.

Hybridisierungen mit PCR-amplifizierten 16S-rRNS-Genen aus AOB-Reinkulturen

Fir die Bestimmung der Spezifitit und Sensitivitit des AOB-Mikroarrays wurden
Hybridisierungen mit fluoreszenzmarkierten 16S-rRNS-Genamplifikaten von 34 AOB-
Referenzorganismen, gefolgt von einer stringenten Waschung bei 57°C durchgefiihrt. Nach
einem Fluoreszenzscan und digitaler Bildanalyse wurden die Sondensignale wunter
Anwendung der Formel fiir den sog. T-Wert (Loy et al., 2002) interpretiert. Lag das
Signalintensititsverhiltnis ,,T* (Formel 1, S.37) von Sonde (abziiglich des NONSENSE-
Sondensignals) zu ihrem lokalen Hintergrund bei grofer oder gleich 2,0, so wurde das
Sondensignal als positiv gewertet.

Bei Betrachtung der erzielten Ergebnisse auf dem AOB-Mikroarray mit PCR-amplifizierten
16S-rRNS-Genen aus AOB-Reinkulturen konnte generell (Tab. 7) festgestellt werden, dass
zwischen der iiberwiegenden Mehrheit an PM-Sonden und ihren Zielsequenzen erfolgreiche
Hybridisierungen stattfanden, wohingegen fiir die Mehrzahl von MM-Sonden und
Nichtzielsequenzen keine Hybridisierungssignale detektierbar waren. So erwiesen sich 32 von
insgesamt 123 AOB-spezifischen Sonden als absolut spezifisch, da sie ausschlieflich mit
ihren Zielsequenzen hybridisierten und/oder keine Hybride mit Nichtzielsequenzen bildeten
(Tab. 7). Ferner fiel auf, dass bei acht Sonden zwar keine falsch positiven Signale mit
Nichtzielsequenzen detektierbar waren, es aber vereinzelt zu unerwarteten falsch negativen
Signalen in Gegenwart von Zielsequenzen kam, was vermutlich auf das Versagen vom
Arrayspotter und/oder der erhohten Raumtemperatur zuriickzufiihren war. Bei 17 anderen
Sonden blieben die erwarteten Signale in Anwesenheit ihrer PCR-amplifizierten 16S-rRNS-
Zielsequenzen ginzlich aus, wobei neun von diesen 17 Sonden ebenso wenig mit
Nichtzielsequenzen hybridisierten (Tab. 7). Zehn dieser 17 Sonden bildeten jedoch Duplices
mit ihren Zielsequenzen auf in-vitro-transkribierter rRNS (C.V.2.b und Tab. 8), wohingegen
bei sieben Sonden (AOB41, AOB50, AOB59, AOB89, AOB97, AOB102, AOB110) niemals
korrekte Duplexbildung beobachtet wurde (Tab. 7 und Tab. 8), so dass davon ausgegangen
werden kann, dass sie als Mikroarray-Sonden nicht geeignet sind. Mangels verfiigbarer
Referenzorganismen konnten fiir 25 Sonden keine ndheren Angaben iiber ihre Spezifitit

getroffen werden, wéihrend bei Hybridisierungen mit Nichtziel-AOB-Sequenzen fiir 16 dieser
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Sonden keine unspezifischen Signale gemessen wurden. Zudem traten bei 41 Sonden falsch
positive Hybridisierungssignale auf. In diesen Féllen gelang es unter den gewihlten
Bedingungen nicht, Hybridbildung mit Nichtzielsequenzen, die eine bis fiinf
Basenfehlpaarungen zu den jeweiligen Sonden aufweisen, zu verhindern. Besonders
auffallend waren dabei die Sonden AOB81, AOB78 sowie AOB42, die in bis zu 41% aller
Hybridisierungen falsch positive Ergebnisse lieferten (Tab. 7) und daher fiir zukiinftige

Untersuchungen vom AOB-Mikroarray entfernt werden sollten.

Tab. 7 Ubersicht iiber die Hybridisierungsergebnisse erzielt auf dem AOB-Mikroarray mit PCR-amplifizierten
16S-rRNS-Genen von 34 Referenzorganismen bei einer Waschtemperatur von 57°C. Die Art des detektierten
Signals (OMM bis mehr als SMM) auf dem Array wurde farblich gekennzeichnet. Bei Signalen trotz
Basenfehlpaarung(en) wurden zusitzlich die Positionen der fehlpaarenden Sondenbasen (in 5°-3’-Richtung auf
der Sonde) mit der 16S rRNS angegeben. Die unten abgesetzten Sonden (AOB42, AOB78, AOBS81) sollten
aufgrund ihrer hohen Unspezifititen aus dem AOB-Sondensatz entfernt werden.
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C.V.2.b Evaluierung des AOB-Mikroarrays mit in-vitro-transkribierter 16S rRNS aus
AOB-Reinkulturen

Dissoziationsreihen mit in-vitro-transkribierter 16S rRNS aus AOB-Reinkulturen

Neben 16S-rRNS-Genamplifikaten sollte kiinftig ebenfalls rRNS auf dem AOB-Mikroarray

hybridisiert werden. Zu Bestimmung optimaler Stringenzbedingungen wurden zundchst
Testreihen mit fluoreszenzmarkierter, in-vitro-transkribierter und — im Unterschied zu den
Exprimenten mit dem AOB-Mikroarray-Prototyp — nach (Bodrossy et al, 2003)
fragmentierter 16S rRNS aus zwei Referenzorganismen Nitrosomonas europaea und
Nitrosococcus mobilis durchgefiihrt. Aufgrund unterschiedlicher Hybridisierungssysteme fiir
rRNS (B.XIX.2) bzw. PCR-Genamplifikate (B.XIX.1) wurde die Stringenz in diesen
Dissoziationsversuchen mittels steigender Formamid-Konzentration im Hybridisierungspuffer
reguliert. Die Hybridisierungen fanden im Bereich von 10 bis 25% (v/v) Formamid bei 42°C
statt, denen ein Waschschritt bei Raumtemperatur folgte. Dabei wurde fiir jeden
Referenzorganismus und Stringenzstufe ein separater Array verwendet.

Analog zu Evaluierung PCR-amplifizierter 16S-rRNS-Gene von AOB wurde auch das
Schmelzverhalten in-vitro-transkribierter 16S rRNS beider Referenzorganismen ausgewertet.
Zu diesem Zweck wurden nach dem Fluoreszenzscan und digitaler Bildanalyse zum einen die
Fluoreszenzintensitidten ausgewdhlter Sonden fiir beide Referenzorganismen gegen die
Formamid-Konzentration aufgetragen (Abb. 26). Zum anderen wurden jeweils flir N.-
europaea- bzw. Nc.-mobilis-TRNS Fluoreszenzwerte aller PM-, IMM- und 2MM-Sonden, mit
denen positive Signale innerhalb des untersuchten Stringenzbereichs ermittelt wurden, gegen
die Formamid-Konzentration im Hybridisierungspuffer graphisch dargestellt (Abb. 27).
Einerseits konnte festgestellt werden, dass fiir ibergeordnete, wie EUB338 und UnivA, sowie
AOB-spezifische, wie AOB3 oder AOBS5, PM-Sonden positive Signale in Hybridisierungen
mit beiden Referenzstimmen und bei allen getesteten Stringenzbedingungen detektiert
werden konnten, wihrend unspezifische Signale groBtenteils ausblieben. Wie bereits fiir die
PCR-amplifizierten 16S-rRNS-Gene beobachtet, wurden auch hier Abweichungen in
Fluoreszenzintensititswerten zwischen den beiden Referenz-rRNS fiir einzelne PM-Sonden
(EUB338, UnivA, AOB3, AOB5Y) bis zu einem Faktor von 3,5 deutlich. Andererseits blieben
wider Erwarten Hybridisierungssignale einiger PM-Sonden bereits bei geringen Stringenzen
(AOB1, AOBS89, AOB83, AOB79) unter dem Schwellenwert von T=2,0. Sowohl
Schwankungen von Signalintensititen als auch Ausfall von PM-Sondensignalen sind

vermutlich auf gerdtetechnische Mingel bei Herstellung der Mikroarrays und/oder

73



ERGEBNISSE

unterschiedliche Fluoreszenzmarkierungseffizienz Abb. 26 eventuell als Folge erhohter
Raumtemperatur zuriickzufiihren.

Dartiiber hinaus gelang es aufgrund wesentlich deutlicher Unterschiede in der Signalintensitét
mit Hilfe von T-Werten zwischen den meisten, wenn auch nicht allen, fehlgepaarten von
korrekt gepaarten Hybriden zu differenzieren (Abb. 26). Folglich wurden anhand der Graphen
(Abb. 26 und Abb. 27) Schmelzpunkte fiir die verschiedenen Hybride ermittelt, welche
zumeist im Bereich von 15 bis 20% (v/v) Formamid lagen. Mit den zugrunde liegenden
Ergebnissen wurde 15% (v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer als geeignete
Kompromissldsung zwischen Spezifitidt und Sensitivitdt erachtet (Abb. 26) und fiir kiinftige

Hybridisierungen mit rRNS auf dem AOB-Mikroarray eingesetzt.

Abb. 26 Graphische Darstellung von Dissoziationsreihen durchgefiihrt mit in-vitro-transkribierten 16S-rRNS-
Genen von zwei Referenzorganismen innerhalb der getesteten Formamid-Konzentrationen im
Hybridisierungspuffer zwischen 10 und 25% (v/v). Fiir vier ausgewédhlte Sonden wurden Schmelzkurven
angefertigt, indem jeweils die mittleren, relativen Fluoreszenzeinheiten (RFE) der beiden untersuchten
Referenzorganismen gegen die jeweiligen Formamid-Konzentrationen im Hybridisierungspuffer aufgetragen
wurden. Zu Ermittlung optimaler Stringenzbedingungen wurden Dissoziationspunkte anhand der einzelnen
Schmelzkurven graphisch bestimmt. Der Fehlerbalken steht fiir Standardabweichung, die aus Sondentriplikaten
ermittelt wurde. Neben den Diagrammen wurde das Alignment der jeweiligen Sequenzen fiir die einzelnen
Sondenpositionen aufgetragen und gegebenenfalls die Basenfehlpaarungen eingetragen.
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Abb. 27 Graphische Darstellung mittlerer, relativer Fluoreszenzeinheiten filir alle PM- 1MM-, 2MM- sowie
3MM-Sonden, mit denen positive Fluoreszenzsignale (zumindest bei geringer Stringenz) bei Hybridisierungen
mit einem Formamid-Gehalt im Hybridisierungspuffer zwischen 10 und 25% (v/v) mit in-vitro-transkribierten
16S-rRNS-Genen von zwei Referenzorganismen erzielt wurden. Griine Symbole indizieren PM, gelbe Symbole
IMM, rote Symbole 2MM und blaue Symbole 3MM zwischen Sonde und dem Referenzorganismus.

Hybridisierungen mit in-vitro-transkribierter 16S rRNS aus AOB-Reinkulturen
In folgendem Schritt wurde der AOB-Mikroarray bei 15% (v/v) Formamid im

Hybridisierungspuffer mit in-vitro-transkribierter 16S rRNS aus 29 AOB-Referenzstimmen
getestet. Ausgehend von insgesamt 123 AOB-spezifischen Sonden konnten 29 als absolut
spezifisch klassifiziert werden, da sie mit allen Zielsequenzen hybridisierten und/oder keine
Hybride mit Nichtzielsequenzen bildeten (Tab. 8). Fiir drei weitere Sonden wurden ebenso
keine falsch positiven Signale detektiert, allerdings wurden fiir einige ihrer Zielsequenzen
falsch negative Signale beobachtet. Bei 16 anderen Sonden blieben die spezifischen Signale in
Anwesenheit ihrer in-vitro-transkribierten 16S-rRNS-Zielsequenzen aus, wihrend 14 davon
auch keine unspezifischen Signale lieferten. Fiir neun der 16 Sonden wurde jedoch eine
Duplexbildung mit PCR-amplifizierten 16S-rRNS-Zielsequenzen beobachtet (C.V.2.a und
Tab. 7). Aufgrund nicht erhiltlicher Referenzorganismen konnte die Sensitivitit von 36
Sonden nicht ermittelt werden (Tab. 8). In Anwesenheit von Nichtziel-AOB-Sequenzen
wurde jedoch festgestellt, dass 23 dieser 36 Sonden keine unspezifische Bindung eingingen.
Fiir die verbleibenden 39 Sonden wurde zwar korrekte Hybridbildung mit Zielsequenzen
beobachtet, jedoch gleichzeitig falsch positive Signale mit Nichtzielsequenzen, die eine bis
mehr als fiinf Basenfehlpaarungen aufwiesen, gemessen. Dabei fielen insbesondere die
Sonden AOB99, AOB51, AOB66, und AOB81 durch hohe Unspezifitit auf, da sie in 55 bis
93% aller Hybridisierungen zu falsch positiven Ergebnissen fiihrten (Tab. 8) und kiinftig aus

dem AOB-Sondensatz entfernt werden sollten.

76

30



ERGEBNISSE

Tab. 8 Ubersicht iiber die Hybridisierungsergebnisse erzielt auf dem AOB-Mikroarray mit in-vitro-
transkribierter rRNS von 29 Referenzorganismen bei einer Stringenz von 15% Formamid (v/v) im
Hybridisierungspuffer. Die Art des detektierten Signals (OMM bis mehr als SMM) auf dem Array wurde farblich
gekennzeichnet. Bei Signalen trotz Basenfehlpaarung(en) wurden zusitzlich die Positionen der fehlpaarenden
Sondenbasen (in 5°-3’-Richtung auf der Sonde) mit der 16S rRNS angegeben. Die unten abgesetzten Sonden
(AOB51, AOB66, AOB81, AOB99, AOB101) sollten aufgrund ihrer hohen Unspezifitdten aus dem Sondensatz
entfernt werden.
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C.VI DER ISOTOPE ARRAY

Die Hybridisierungen mit Reinkulturen zeigten, dass fiir die iiberwiegende Mehrzahl der
Sonden auf dem AOB-Mikroarray korrekte Hybridisierungssignale erzielt wurden. Wie im
vorigen Kapitel beschrieben, traten jedoch vereinzelt unerwartete Signalausfille in Gegenwart
von Zielsequenzen auf. Dies wurde einerseits auf die zum Versuchszeitpunkt herrschende,
erh6hte Raumtemperatur, andererseits auf die (evtl. dadurch verursachte) Fehlfunktion des
Arrayspotters zuriickgefiihrt. Zum Zeitpunkt der Austestung des AOB-Mikroarrays mit
Reinkulturen konnte dieses Problem nicht hinreichend behoben werden und schriankte folglich
die Qualitdt seiner Evaluierung ein. Da im Rahmen dieser Arbeit die Eignung des AOB-
Mikroarrays fiir Diversititsanalysen von AOB in Umweltproben ebenfalls untersucht werden
sollte, musste diese Einschrinkung in Kauf genommen werden.

Die Tauglichkeit des AOB-Mikroarrays zu Analyse von Umweltproben wurde anhand
radioaktiv markierter Belebtschlammproben zweier Kliranlagen (Aalborg West und
Oberding), deren AOB-Populationen mit vergleichender amoA-Gensequenz- sowie
quantitativer FISH-Analyse bereits fiir den Prototyp des Isotope Arrays charakterisiert wurden
(Abb. 5 und Abb. 6), beurteilt. Zudem bestand die Gelegenheit, den neu entworfenen AOB-
Mikroarray als Isotope Array einzusetzen, und die Resultate mit denen seines Prototyps (Abb.
9) zu vergleichen bzw. sie mit bereits durchgefiihrten FISH-MAR-Analysen zu validieren
(Abb. 6). Mit Hilfe eines automatischen Arrayspotters, der Spots mit einem Durchmesser von
300 pm erzeugte, wurden AOB-Mikroarrays in einem abgewandelten Raster zu dem
bestehenden Array hergestellt (Abb. 28). Da mit dem verwendeten Arrayspotter keine
Sondentriplikate fiir das gewiinschte Raster auf der verfiigbaren Hybridisierungsfldche des
Objekttragers erzeugt werden konnten, wurde ein Array mit Spotduplikaten hergestellt.

Die Hybridisierungen wurden auf dem AOB-Mikroarray bei 15% (v/v) Formamid mit jeweils
500 ng fluoreszenzmarkierter und fragmentierter (Bodrossy et al., 2003) rRNS, die zuvor aus
aktiven bzw. mit Allylthioharnstoff inhibierten Belebtschlammproben der Kliranlagen
Aalborg West sowie Oberding extrahiert wurde, durchgefiihrt. Nach Fluoreszenz- bzw.
Radioaktivitdtsscans und anschlieBender digitaler Bildanalyse wurden diejenigen
Sondensignale als positiv gewertet, deren T-Werte (Formel 1, S.37) groBer oder gleich 2,0
waren. Dariiber hinaus wurden fiir die einzelnen Sonden A-Werte (C.IV und Formel 2, S.52
(Adamczyk et al, 2003) berechnet, indem die Radioaktivititswerte (abziiglich des
Hintergrundsignals) zu Fluoreszenzwerten (abziiglich des Hintergrundssignals) ins Verhéltnis

gesetzt wurden.
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Abb. 28 Schematische Darstellung des Isotope Arrays. In den jeweils oberen Halften der Felder A bis H befindet
sich die Sondenbezeichnung, wihrend direkt darunter die Spezifitit der jeweiligen Sonden -teilweise abgekiirzt-

,BAOB“ bezieht sich auf die

iibergeordneten, Beta-AOB-spezifischen Sonden, wihrend durch ,,GAOB® alle Gamma-AOB-spezifischen
Sonden bezeichnet wurden. Ferner steht ,Nm55%“ fiir N.-cryotolerans-spezifische Sonden; ,,ar* bezeichnet die

Die Sondenspezifititen wurden, wie folgt, abgekiirzt:

angegeben ist.

gegen die tiefzweigenden ar-Klonesequenzen (arSa, AJ297417; ar50304, AJ297415 sowie ar3a, AJ297416)
gerichteten Sonden. Als ,,Bacteria® bzw. ,Life” wurden diejenigen Sonden bezeichnet, welche die Mehrzahl
aller bekannten Bakterien (Sequenzen) bzw. lebender Organismen (Sequenzen) erfassen. ,,NS“ NONSENSE.

Alle Sonden wurden in Duplikaten gespottet, indem die Sondenblocke A bis D bzw. E bis H jeweils zweimal

untereinander angeordnet wurden.
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C.VI.1 Isotope-Array-Experimente mit rRNS aus der Kliranlage Aalborg West

Wie aus quantitativer FISH- (C.IIL.2) bzw. vergleichender amoA-Gensequenzanalyse
(C.IIL.1), die parallel zu Experimenten mit dem Prototyp des Isotope Arrays durchgefiihrt
wurden, hervorgeht, dominierten N.-oligotropha-/N.-ureae-verwandte Organismen die AOB-
Gemeinschaft des Belebtschlamms aus Aalborg West. Mit Hilfe der FISH-MAR-Analyse
(C.II1.3) sowie des Isotope-Array-Prototyps (C.IV) konnte zudem die CO;-
Assimilationsaktivitdt dieser Organismengruppe aufgezeigt werden. In folgenden Versuchen
wurden die Isotope-Array-Hybridisierungen mit rRNS aus Belebtschlamm aus Aalborg West

auf dem neu entworfenen AOB-Mikroarray wiederholt.

A
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Abb. 29 Hybridisierung auf dem Isotope Array bei 15% (v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer mit rRNS aus
aktivem Belebtschlamm aus Aalborg West, der fiir 13 Stunden mit '*C-Bikarbonat inkubiert wurde. A:
Fluoreszenzscan (Cy5), B: Radioaktivitdtsscan nach 4-wochiger Exposition des Objekttragers im p IMAGER™,
» 1 T-Wert nach (Loy et al., 2002).

Gemill dem Fluoreszenzscan (Abb. 29) der Hybridisierung mit rRNS aus dem nicht
inhibierten Belebtschlamm aus Aalborg West (13 h mit CO, inkubiert) lagen nur die
iibergeordneten Sonden EUB338, EUB338IIl, UnivA und UnivB deutlich iiber dem
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Hintergrund. Zudem wurde ein positives Signal mit der Sonde AOBS81 detektiert, jedoch
mangels ihrer Spezifitéit in Tests mit Reinkulturen in der Auswertung nicht beriicksichtigt.

Die Messung der Radioaktivitdt wurde zuerst nach einer 7-, und dann nach einer 30-tdgigen
Exposition des AOB-Mikroarrays im p IMAGER™ vorgenommen. Nach sieben Tagen
konnte noch kein Sondensignal als positiv gewertet werden, da die maximalen T-Werte fiir
die visuell detektierbaren Sonden EUB338, UnivA und AOBS52 knapp (1,8 bis 1,9) unter dem
Schwellenwert von T=2,0 lagen. Nach einer 4-wochigen Exposition stiegen die Werte fiir die
tibergeordneten Sonden, wie EUB338 und UnivA, sowie fiir die Sonde AOBS52, die
Nitrosomonas-oligotropha-Verwandte detektiert, in den positiven Bereich (Abb. 29). Fiir die
Sonde AOBS5S8, die Organismen der N.-oligotropha-/N.-ureae- sowie N.-marina-Linien
detektiert, lagen zwar die T-Werte fiir Fluoreszenz bzw. Radioaktivitit unterhalb des
Schwellenwerts von 2,0, auf dem Radioaktivititsscan war ihr Signal jedoch visuell
detektierbar.

Im Folgenden wurden A-Werte (Formel 2, S.52) fiir die einzelnen Sonden mit positiven
Radioaktivitdts- und/oder Fluoreszenzsignalen berechnet (Tab. 9). Demzufolge erreichte die
Sonde AOBS52 den hochsten A-Wert (Abb. 30), obwohl ihr Fluoreszenzsignal (T=1,4) unter
dem Schwellenwert von 2,0 blieb. Dieser Befund deckte sich mit Resultaten der zuvor
durchgefiihrten amoA-Gensequenz- (C.III.1), quantitativen FISH- (C.II1.2) sowie FISH-
MAR-Analysen (C.II1.3), die zum einen Prdsenz zum anderen hohe “Co,-
Assimilationsaktivitit von N.-oligotropha-verwandten Organismen im Belebtschlamm der

Klédranlage Aalborg West bestétigten.

0.8 Abb. 30 Graphische Darstellung von A-Werten
I (Adamczyk et al., 2003) fiir Sonden, die bei der

0.7 ] Hybridisierung mit rRNS aus dem aktiven
06 ul ; Belebtschlamm aus Aalborg West bei 15% (v/v)
' _-:f: s Formamid im Hybridisierungspuffer erzielt
05 _-:':: - wurden. ,,T“: T-Wert nach (Loy et al., 2002);
' _-::: = »Ir: T-Wert fiir Fluoreszenz; ,, Tr*: T-Wert fiir
0.4 i = Radioaktivitit.
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AOB52 AOB58 UnivA EUB338

. A-Wert fiir Radioaktivitit Tg>2,0 und Fluoreszenz T>2,0
A-Wert fiir Radioaktivitit Tg>2,0 und Fluoreszenz T;<2,0
E}I A-Wert fiir Radioaktivitit Tz <2,0 und Fluoreszenz T<2,0
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Nach Fluoreszenzevaluierung der Hybridisierung mit rRNS aus inhibiertem Belebtschlamm
wurden ebenso wie flir die aktive Probe positive Signale fiir die {ibergeordneten Sonden
EUB338, UnivA und UnivB gemessen (Tab. 9). Anders als fiir die aktive wurden fiir die mit
Allylthioharnstoff inhibierte Probe keine positiven Radioaktivititssignale weder nach sieben

noch nach 30 Tagen Exposition des AOB-Mikroarrays im p IMAGER™ gemessen.

Obwohl die Prasenz (C.III.1 und C.III.2) und Aktivitét (C.II1.3 und C.IV) von N.-oligotropha-
/N.-ureae-verwandten Organismen im Belebtschlamm aus Aalborg West bereits zuvor
demonstriert wurde, konnte der Nachweis dieser Organismengruppe bei den gewéhlten
Bedingungen auf dem Isotope Array nicht eindeutig erbracht werden, da spezifische
Sondensignale wider Erwarten ausblieben. Aus diesem Grund wurde der Versuch bei einer
niedrigeren Stringenz, bei 10% (v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer erneut durchgefiihrt

(Abb. 31).
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Abb. 31 Hybridisierung auf dem Isotope Array bei 10% (v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer mit rRNS aus
aktivem Belebtschlamm aus Aalborg West, der fiir 13 h mit '*C-Bikarbonat inkubiert wurde. A: Fluoreszenzscan
(Cy5), B: Radioaktivitdtsscan nach 7-tdgiger Exposition des Objekttragers im uw IMAGER™, | T*“: T-Wert nach
(Loy et al., 2002).
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Erwartungsgemill wurde sowohl im Fluoreszenz- als auch Radioaktivitidtsscan der aktiven
Belebtschlammprobe eine viel hohere Anzahl an positiven Sondensignalen als in
vorangehendem Versuch bei einer hoheren Stringenz detektiert (Tab. 9 und Abb. 31), die auf
Priasenz von Organismen der N.-oligotropha-Linie hindeuteten (Abb. 32). Auch fiir die
inhibierte Belebtschlammprobe zeigte der Fluoreszenzscan ein mit der aktiven Probe
vergleichbares Hybridisierungsmuster, wohingegen im Radioaktivitdtsscan positive Signale

ausblieben (Daten nicht gezeigt).

Nitrosomonas ureae Nm10 AOB56, AOB57

Nitrosomonas oligotropha Nm45 AOBS59

Nitrosomonas sp. Nm86
Nitrosomonas sp. JL21

Nitrosomonas sp. Nm59  AOB49, AOB54

AOB52

Abb. 32 Phylogenetischer 16S-rRNS-Konsensusbaum fiir die N.-oligotropha-/N.-ureae-Linie (Cluster 6a) mit
den darin eingetragenen AOB-Sonden, die N.-oligotropha-verwandte Organismen erfassen, bzw. bei der
Hybridisierung mit rRNS aus dem Belebtschlamm aus Aalborg West bei 10% (v/v) Formamid im
Hybridisierungspuffer positive Fluoreszenz- und/oder Radioaktivitétssignale lieferten (rot markiert). Der Balken
symbolisiert einen Sequenzunterschied von 10 %.

Die Ermittlung von A-Werten fiir Sonden mit positiven Radioaktivitits- und
Fluoreszenzsignalen der aktiven Belebtschlammprobe zeigte (Abb. 33), dass die N.-
oligotropha-/N.-marina-spezifische Sonde AOBS58 den hdochsten, und die N.-oligotropha-
spezifische Sonde AOB52 den zweithochsten A-Wert erreichte. Zusétzlich konnte fiir die
Sonde AOB3, deren Radioaktivititsintensitit noch knapp unter dem Schwellenwert von 2,0
lag, ebenfalls ein positives Fluoreszenzsignal gemessen werden (Tab. 9, Abb. 31 und Abb.
33). Der ermittelte A-Wert zeigte, dass die mehrere AOB-Entwicklungslinien, darunter auch
die MN.-oligotropha-Linie, erfassende Sonde AOB3 einen ebenso hohen A-Wert, wie die
Sonde AOBS5S8 erreichte. Die niedrigsten A-Werte erreichten die tibergeordneten Sonden
EUB338 und UnivA, die, wie erwartet, mit rRNS autotroph und heterotroph CO,-fixierender

aber auch nicht radioaktiv markierter Bakterien hybridisierten.
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Zudem wurden fiir Sonden AOB51, AOB99, AOB81, AOB66 und AOBI101 ebenfalls
positive Fluoreszenz- sowie Radioaktivititssignale detektiert. Diese wurden jedoch aufgrund
der bekannten Unspezifitit dieser Sonden (C.V.2.b und Tab. 8) in der Auswertung nicht
beriicksichtigt.

0,8

0,7 -

0,6 T T

0,5

0,4

A-Wert

0,3

0,2

0‘1 7 I I '
0,0 -

AOB3 AOB58 AOB52 AOB51 UnivA EUB338

. A-Wert fiir Radioaktivitit Tp>2,0 und Fluoreszenz Tp>2,0

A-Wert fiir Radioaktivitit T;<2,0 und Fluoreszenz T>2,0

Abb. 33 Graphische Darstellung von A-Werten (Adamczyk et al., 2003) fiir Sonden, die bei der Hybridisierung
mit rRNS aus dem aktiven Belebtschlamm aus Aalborg West bei 10% (v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer
erzielt wurden. ,, T*: T-Wert nach (Loy et al, 2002); , T¢“: T-Wert fir Fluoreszenz; , Tr*: T-Wert fiir
Radioaktivitit.

C.VI1.2 Isotope-Array-Experimente mit rRNS aus der Kliranlage Oberding

Anhand quantitativer FISH- (C.IIL.2) bzw. vergleichender amoA-Gensequenzanalysen
(C.I1I.1), die zu Validierung von Experimenten auf dem Isotope-Array-Prototyp durchgefiihrt
wurden, konnten ausschlieBlich N.-europaea-verwandte Organismen als AOB-Vertreter
innerhalb des Belebtschlamms aus Oberding identifiziert werden. Zudem gelang es sowohl
mit FISH-MAR (C.II1.3) als auch auf dem Isotope-Array-Prototyp (C.IV) die CO,-
Assimilationsaktivitdt fiir diese Organismengruppe aufzuzeigen.

In folgenden Versuchen wurden die Isotope-Array-Hybridisierungen mit rRNS aus
Belebtschlamm aus Oberding auf dem neu entworfenen AOB-Mikroarray wiederholt. Fiir die
Hybridisierung mit rRNS aus der aktiven Belebtschlammprobe (11,5 h Inkubation mit '*CO,)
konnten positive Fluoreszenzsignale fiir die AOB-spezifische Sonde AOB2 sowie fiir die
iibergeordneten Sonden wie EUB338, EUB338IIl, UnivA, UnivB und UnivC detektiert
werden. Nach einer 7-tidgigen Exposition des AOB-Mikroarrays im p IMAGER™ lagen
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ausschlieBlich die beiden AOB-spezifischen Sonden AOB2 und AOBS iiber dem
Schwellenwert von 2,0. Erneut erreichte auch die unspezifische Sonde AOB81 sowohl im
Fluoreszenz- als auch Radioaktivititsscan positive Signale, wurde jedoch fiir die Auswertung

nicht beriicksichtigt.
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Abb. 34 Hybridisierung auf dem Isotope Array bei 15% (v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer mit rRNS aus
aktivem Belebtschlamm aus Oberding, der fiir 11,5 Stunden mit '*C-Bikarbonat inkubiert wurde. A:
Fluoreszenzscan (Cy5), B: Radioaktivitdtsscan nach 7-tdgiger Exposition des Objekttragers im p IMAGER™,
» 1 T-Wert nach (Loy et al., 2002).

Nach Berechnung von A-Werten (Tab. 9 und Abb. 35) fiir die einzelnen Sonden mit positiven
Radioaktivitdts- und/oder Fluoreszenzsignalen erreichte die Sonde AOBS, die sowohl
Organismen der N.-europaea- bzw. N.-marina-Linie (,,Cluster 7° bzw. ,,Cluster 6b*),
detektiert, den hochsten Wert, obwohl ihr Fluoreszenzsignal (T=1,5) unter dem
Schwellenwert von T=2,0 blieb (Abb. 35). Die Sonde AOB2, die Organismen mehrerer AOB-
Entwicklungslinien erfasst, wies geringere A-Werte als die Sonde AOBS5 auf, was entweder
auf Co-Hybridisierung mit rRNS vergleichsweise inaktiver AOB oder unspezifische
Hybridisierung mit rRNS von heterotrophen Organismen hindeutete. Fiir die hierarchisch
tibergeordneten Sonden UnivA sowie EUB338 konnten erwartungsgeméif nur sehr geringe A-
Werte ermittelt werden, da sie sowohl mit radioaktiver als auch nicht radioaktiver rRNS von

autotrophen oder heterotrophen Organismen hybridisierten.
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1,2

0,8

0,6

A-Wert

0,4

0,2

L L hhh

0,0
AOB5 AOB2 UnivA EUB338

B A-Wert fiir Radioaktivitit T>2,0 und Fluoreszenz T;>2,0

A-Wert fiir Radioaktivitit Tp>2,0 und Fluoreszenz T;<2,0

A-Wert fiir Radioaktivitit Tp<2,0 und Fluoreszenz Tp>2,0

Abb. 35 Graphische Darstellung von A-Werten (Adamczyk et al., 2003) fiir Sonden, die bei der Hybridisierung
mit rRNS aus dem aktiven Belebtschlamm aus Oberding bei 15% (v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer
erzielt wurden. ,,T: T-Wert nach (Loy et al, 2002); , Tg“: T-Wert fir Fluoreszenz; , Tr*“: T-Wert fiir
Radioaktivitét.

Wiéhrend das Fluoreszenzsignalmuster der Hybridisierung mit rRNS aus mit
Allylthioharnstoff inhibierter Belebtschlammprobe dem der aktiven Probe entsprach, konnten
nach einer 7-tdgigen Exposition des AOB-Mikroarrays im p IMAGER™ keine iiber dem
Schwellenwert von 2,0 liegenden radioaktiven Signale detektiert werden (Daten nicht
gezeigt).

Da, anders als erwartet, bei den geschilderten Experimenten spezifische Sondensignale fiir die
N.-europaea-Linie ausblieben, wurden, wie flir die Belebtschlammprobe aus Aalborg West,
die Hybridisierungen mit rRNS aus Oberding bei einer geringeren Stringenz, bei 10% (v/v)
Formamid im Hybridisierungspuffer, erneut durchgefiihrt.

Erwartungsgemall wurde sowohl im Fluoreszenz- als auch Radioaktivititsscan der aktiven
Belebtschlammprobe eine viel hohere Anzahl an Sondensignalen als im vorangehenden
Versuch bei einer hoheren Stringenz als positiv gewertet (Tab. 9 und Abb. 36), die auf
Anwesenheit und Aktivitdt von N.-europaea-verwandten Organismen hindeuteten. Auch fiir
die inhibierte Belebtschlammprobe zeigte der Fluoreszenzscan ein mit der aktiven Probe
vergleichbares Hybridisierungsmuster, wohingegen im Radioaktivitdtsscan positive Signale

nicht detektiert wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 36 Hybridisierung auf dem Isotope Array bei 10% (v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer mit rRNS aus
aktivem Belebtschlamm aus Oberding, der fiir 11,5 Stunden mit '“C-Bikarbonat inkubiert wurde. A:
Fluoreszenzscan (Cy5), B: Radioaktivititsscan nach 7-tdgiger Exposition des Objekttréagers im p IMAGER™.
» 1 T-Wert nach (Loy et al., 2002).

Nitrosomonas sp. Koll-21
Nitrosomonas sp. WH-2

Abb. 37 Phylogenetischer 16S-rRNS-Konsensusbaum fiir die N.-europaea-/Nc.-mobilis-Linie (,,Cluster 7°) mit
den darin eingetragenen AOB-Sonden, die N.-europaea-verwandte Organismen erfassen bzw. bei der
Hybridisierung mit rRNS aus dem Belebtschlamm aus Oberding bei 10% (v/v) Formamid-Gehalt im
Hybridisierungspuffer positive Fluoreszenz- und/oder Radioaktivititssignale lieferten (rot markiert). Der Balken
symbolisiert einen Sequenzunterschied von 10 %.
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Fiir die einzelnen Sonden mit positiven Radioaktivitits- und/oder Fluoreszenzsignalen der
aktiven Belebtschlammprobe wurden erneut die A-Werte (Tab. 9 und Abb. 38) berechnet.
Dabei erreichte die N.-europaea-spezifische Sonde AOB79 den hochsten A-Wert, obwohl ihr
Fluoreszenzsignal unter dem Detektionslimit (T=1,4) lag. Ebenfalls deutlich hohe A-Werte
erreichten weitere AOB- (AOBS, AOB3, AOB2), ,,Cluster 7“- (AOB85, AOBS88) sowie N.-
europaea-spezifische (AOB78) Sonden (Abb. 38). Sie zeigten in Ubereinstimmung mit
unabhéngigen, zuvor durchgefiihrten Analysen sowohl die Prisenz als auch die Aktivitit von
N.-europaea-verwandten Organismen im Belebtschlamm der Probe aus Oberding an.

Dariiber hinaus wurden fiir die hierarchisch hoher gestellten Sonden EUB338 sowie UnivA,
die mit rRNS autotropher aber auch heterotropher Organismen hybridisierten,
erwartungsgeméil sehr geringe A-Werte bestimmt. Zudem wurden Fluoreszenz- und/oder
Radioaktivitdtssignale fiir eine Reihe an Sonden detektiert (Tab. 9), die nicht in der Graphik
(Abb. 38) abgebildet wurden, da sie aufgrund ihrer Unspezifitit kiinftig aus dem AOB-

Sondensatz entfernt werden.
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Abb. 38 Graphische Darstellung von A-Werten (Adamczyk et al., 2003) fiir Sonden, die bei der Hybridisierung
mit rRNS aus dem aktiven Belebtschlamm aus Oberding bei 10% (v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer
erzielt wurden. ,,T: T-Wert nach (Loy et al, 2002); , Tg“: T-Wert fir Fluoreszenz; , Tr*“: T-Wert fir
Radioaktivitét.
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Tab. 9 Auflistung positiver Sondensignale sowie der zugehorigen A-Werte (Formel 2, S.52), (Adamczyk et al.,
2003), die in Hybridisierungen mit rRNS aus dem Belebtschlamm der Kliranlagen Aalborg West bzw. Oberding
erzielt wurden. Bei eindeutig iiber dem Schwellenwert von T=2,0 liegenden Werten Formel 1, S.37), (Loy et al.,
2002) wurde ,,+, bei eindeutig negativen Signalen ,-“ angegeben. Bei visuell detektierbaren, jedoch (noch)
unter dem Schwellenwert von T=2,0 liegenden Signalen wurden die absoluten T-Werte angegeben. ,,T¢* bzw.
» IR T-Wert fuir das Fluoreszenz- bzw. Radioaktivitétssignal. ,,A“: A-Wert.

Aalborg West 15%| Aalborg West 10% | Oberding 15% (v/v) | Oberding 10% (v/v) | Position
Spezifitdit | Sonde | (viv) Formamid (v/v) Formamid Formamid Formamid auf Isotope
T Tr A T Tr A Tk Tr A T Tr A Array
Bacteria | pyg3sg | + + | 01 + + 0,1 + 1,7 | 00 + + 0,2 é%, I?;%%

Life UNIVa + + 0,1 + + 0,1 + 1,8 0,1 + + 0,2 E15
BAOB AOB2 | 14 | 15 | 04 + + 0,2 + + 03 | 14 | 15 | 09 F15
BAOB AOB3 | 12 | 15 | 1.1 + 1,7 0,5 1,3 1,8 | 07 1,2 1,5 14 F14
BAOB AOB6 | 10 | 15 | 90 + - - - - - 1,0 | 15 | 05 F16
BAOB AOB5 - - - - - - 1,5 + 0,9 - - 3,2 F13
Cluster6a | AOB51 | 14 | 16 | 03 + + 0,2 - - - 1,4 1,6 - A17
Cluster6a | AOB52 | 14 + | 06 + + 0,3 - - - 14 + - B18
Cluster 6a | AOB57 - - - + - - - - - - - - B13
Cluster 6ab| AOB58 | 12 | 15 | 06 + + 05 13 | 15 | 04 | 12 | 15 | 05 c13
Cluster7 | AOB81 + 14 | 02 + + 0,2 + + 0,4 + 14 | 13 E03
Cluster7 | AOB88 | - - - + - - - - - - - 1,1 E04
Cluster 7 | AOB85 - - - - - - - - - - - 29 E06
Cluster7 | AOB75 - - - - - - 1,2 13 | 07 - - - FO1
Cluster7 | AOB78 - - - - - - 1,2 1,6 1,3 - - 2,1 F02
Cluster7 | AOB79 - - - - - - 1,0 15 | 22 - - 3,8 FO3
Cluster7 | AOB87 - - - + - - - - - - - - G04
Cluster 7 | AOB89 R - - + R - R - - R - R HO5
Cluster 7 | AOB90 - - - + - - - - - - - - HO6
Cluster 6b | AOB66 | - - - + 1,8 0,2 - - - - - 0,5 D14
Cluster 6b | AOB63 - - - + - - - - - - - - D15
Cluster 6b | AOB64 - - - + - - , - - - - - c17
Cluster 6b | AOB61 - - - + - - - - - - - - D16
Cluster 6b | AOB62 - - - + - - - - - - - - B14
Cluster 8 | AOB101 | - - - + 1,6 0,1 - - - - - 0,2 c23
Cluster8 | AOB99 - - - + + 0,2 - - - - - 0,3 B24
Cluster 8 | AOB92 - - - + - - - - - - - - D20
Cluster 8 | AOB100 | - - - + - - - - - - - - D23
Cluster 8 | AOB106 | - - - + - - - - - - - - B23
Cluster 8 | AOB105 | - - - + - - , - - - - - c22
Cluster 8 | AOB96 - - - + - - - - - - - - B20
Cluster 8 | AOB107 | - - - + - - - - - - - - c21
Cluster5 | AOB48 - - - + - - - - - - - - A21
Cluster9 | AOB111| - - - + - - - - - - - - E10
Nm55 | AOB113 | - - - + - - - - - - - - Fo8
WENELGCE AOB45 | - - - + - - - - - - - - D09
WELNEVE AOB43 | - - - + - - - - - - - - D07
NENLECE AOB44 | - - - + - - - - - - - - D08
Nsp57/58 | AOB42 - - - + - - - - - - - - C02
Cluster 3 | AOB35 - - - + - - - - - - - - c12
Cluster 3 | AOB24 - - - + - - - - - - - - BO7
Cluster 3 | AOB23 - - - + - - - - - - - - A10
Cluster 3 | AOB20 - - - + - - - - - - - - B09
Cluster4 | AOB40 R - - + - - R - R R - R D05
Life UNIVb + 1,7 | 01 + 1,5 0,1 + 1,7 | 01 - 1,7 - E16
Life UNIVe | 18 | 16 | 02 + + 0,1 + 1,2 | 00 - 1,6 - E17
Bacteria |EUB338ll| - - - + - - - - - - - - E13
Bacteria |EUB338lll| + 1,2 | 02 + 1,3 - - - - - 1,2 - E14
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C.VII UNTERSUCHUNGEN ZU AUSWIRKUNGEN VON DAUERDUNGUNG MIT
STALLMIST AUF AOB-DIVERSITAT IN BODEN BZW. SEINEN

KORNGROBENFRAKTIONEN

Fiir die Diversititsanalysen wurden Proben aus Boden mit unterschiedlicher Diingungspraxis,
aus dem Versuchsgeldnde der Universitidt Halle (Julius-Kiihn-Feld), entnommen. Wahrend
das eine Areal jahrlich mit 12 t Stallmist pro Hektar gediingt wurde, erfuhr das Kontrollfeld
seit 1878 keinerlei DiingungsmafBinahmen. Aus beiden Versuchsarealen wurden Proben in
Triplikaten aus einer Tiefe von 0-25 cm entnommen und im Anschluss hinsichtlich ihrer
KorngroBen in jeweils zwei Sand-, eine Schluff-, sowie eine Tonfraktion aufgetrennt.

Fiir die nachfolgenden Molekularanalysen wurde aus allen Fraktionen und auch den nicht
fraktionierten Bodeproben DNS extrahiert. Die Populationsanalyse sollte zum einen mittels
Hybridisierung PCR-amplifizierter 16S-rRNS-Gene auf dem AOB-Mikroarray durchgefiihrt
werden. Zum anderen sollten die Resultate mit einer etablierten, unabhéngigen Methode wie
der vergleichenden Sequenzanalyse des amoA-Gens verglichen werden.

Im ersten Schritt wurden 16S-rRNS-Gene aus der DNS aller Bodenfraktionen unter
Verwendung universell bindender PCR-Primer (616V-630R + 616V-1492R) amplifiziert,
anschlieBend auf dem AOB-Mikroarray hybridisiert und schlie8lich bei einer Temperatur von
57°C gewaschen. Fiir keine Fraktion der beiden Béden konnten auB3er fiir die Sonden EUB338
sowie UnivA positive Signale detektiert werden. In Anschluss wurde die AOB-

Populationsstruktur in beiden Bodentypen mit dem amoA4-Ansatz detailliert untersucht.

U St
1 2 34 56 78 9 10 + -

.m‘ -

Abb. 39 Agarosegelelektrophorese von PCR-amplifizierten amoA4-Genfragmenten mit dem von Rotthauwe et al.,
1997 publizierten Primerpaar aus nicht fraktioniertem Boden (Positionen 5 und 10) bzw. seinen Fraktionen:1, 6:
Grobsand-; 2, 7: Feinsand-; 3, 8: Schluff-; 4, 9: Tonfraktion. ,,U“ bzw. ,,St stehen fiir Proben aus dem
ungediingten (U) bzw. mit Stallmist (St) gediingten Boden. ,t+* bzw. ,,-,, bezeichnen die Positiv- (amoA-
Genfragment von N. eutropha) bzw. Negativkontrolle. ,,L“: Langenstandard. Die erwartete Fragmentldnge von
491 Basenpaaren der amoA-Genamplifikate liegt knapp unterhalb der durch den Pfeil angezeigten Markerbande
von 500 Basenpaaren. Die amoA-Genamplifikate aus Grob- und Feinsandfraktionen (Positionen 1 und 2 bzw. 6
und 7) der beiden Bdden sind in dieser Abbildung nicht deutlich erkennbar, werden aber in Abb. 40 aufgrund
erhohter Menge der aufgetragenen Amplifikate sichtbar.
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Zu diesem Zweck wurde aus den DNS-Extrakten ein 491-bp-langes (453bp abziiglich Primer)
amoA-Genfragment, das fiir die katalytisch aktive Untereinheit der Ammoniak-
monooxygenase  kodiert, mittels PCR amplifiziert. Die amoA-Genamplifikate
unterschiedlichen GC-Gehalts wurden in einem retardierenden Agarosegel aufgetrennt,
extrahiert und einzeln in Vektoren kloniert (Abb. 39 und Abb. 40). Mit vergleichender
Sequenzanalyse wurden insgesamt 225 Klone untersucht, wobei 115 von denen aus dem

ungediingten, und 110 aus dem mit Stallmist gediingten Boden stammten.

Abb. 40 Retardierende Agarosegelelektrophorese der in Abb. 39 dargestellten amoA-Genamplifikate aus nicht
fraktioniertem Boden (Positionen 5 und 10) bzw. seinen Fraktionen (Positionen 1-4 und 6-9). 1, 6: Grobsand-; 2,
7: Feinsand-; 3, 8: Schluff-; 4, 9: Tonfraktion. ,,U* bzw. ,,St stehen flir Proben aus dem ungediingten (U) bzw.
mit Stallmist (St) gediingten Boden. Umrahmt wurden diejenigen Banden, die nach Klonierung und
vergleichender Sequenzanalyse als amoA-Genfragmente identifiziert wurden. Banden oberhalb der Umrahmung
wurden ebenfalls kloniert und sequenziert, zeigten jedoch keine Sequenzihnlichkeit zu bekannten amoA-Genen.

C.VIIL.1 AOB-Populationsunterschiede zwischen ungediingtem und mit Stallmist

gediingtem Boden

Um einen Vergleich zwischen der AOB-Besiedlung von ungediingtem bzw. mit Stallmist
gediingtem Boden anzustellen, wurde zunédchst die Diversitdt dieser Organismengruppe auf
verschiedenen phylogenetischen Hierarchieebenen innerhalb beider Boden ermittelt. Zu
diesem Zweck wurden die aus beiden Bodentypen gewonnenen Klone unter Verwendung von
Ahnlichkeitsmatrices sowie dem von Dr. H. Daims entwickelten Makro ,,Matrix*“ (Daims,
unverdffentlicht) zu sog. OTUs (=operational taxonomic units) zusammengefasst, wenn ihre
Sequenzédhnlichkeit auf Nukleinsdureebene iiber oder bei einem gegebenen OTU-Grenzwert

zwischen 80 und 97% lag.
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Da jenseits von 97% Sequenzdhnlichkeit nicht sicher unterschieden werden kann, ob die
Mikrodiversitdt auf Unterschieden zwischen zwei Organismen auf Operonunterschieden
innerhalb eines Organismus und/oder auf durch Tag-Polymerase oder Sequenzierung
bedingten Fehlern basiert, wurde die Untersuchung nur bis 97% Sequenzdhnlichkeit

vorgenommen (Abb. 41).

14
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-
o
|

Anzahl an OTUs

80 82 84 86 88 90 92 94 96 98 100
NS-Sequenzahnlichkeiten, die als Grenzwerte zu Bildung von OTUs dienten

Abb. 41 Graphische Darstellung der mittleren Anzahl an OTUs, die aus Probentriplikaten des ungediingten
(schwarze Symbole) bzw. gediingten Bodens (weile Symbole) bei unterschiedlichen OTU-Grenzwerten
zwischen 80 und 97% Nukleinsduresequenzéhnlichkeit ermittelt wurden. Fehlerbalken zeigt den Standardfehler
an. ,,NS*: Nukleinséure.

Mit  steigenden = OTU-Grenzwerten im  Bereich zwischen 80 und 97%
Nukleinsduresequenzihnlichkeit stieg auch die Anzahl an OTUs fiir beide Bodentypen
kontinuierlich an (Abb. 41). Zudem wurde dabei deutlich, dass die mittlere Anzahl an OTUs
aus ungediingtem Boden bis auf eine Ausnahme (Gleichstand bei 88%
Nukleinsduresequenzéhnlichkeit) stets die des gediingten Bodens iibertraf (Abb. 41). Als
Kontrolle, ob eine hinreichende Anzahl an Klonen pro Bodenprobe untersucht wurde, fand

die Formel fiir das sog. homologe Coverage Cx (Good, 1953) Anwendung

Formel 3 % Cx =[1-(Nx/n)]*100.

Diese Formel gibt einen prozentualen Schitzwert an, wie viele der vermutlich in der

untersuchten Probe vorhandenen OTUs in der Datenbank wiedergefunden werden kdénnen.
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Wihrend Cx flir das homologe Coverage steht, gibt Nx die OTU-Anzahl, die aus einer
einzigen Sequenz bestehen, und n die Gesamtanzahl der in der untersuchten Probe enthaltenen
Sequenzen an (Good, 1953). Mit Hilfe dieser Formel erhélt man somit einen Hinweis, ob die
kreierte Datenbank fiir die untersuchte Probe hinsichtlich der Anzahl an OTUs bei einem
gegebenen Ahnlichkeitsgrenzwert reprisentativ ist.

Aus Abb. 42 wird ersichtlich, dass bei OTU-Grenzwerten <86% Nukleinsduresequenz-
dhnlichkeit die homologen Coverage-Werte fiir amoA-Genbanken beider Bodenproben bei
100% lagen, und somit die AOB-Diversitit innerhalb beider Boden auf hdherer
phylogenetischer Hierarchieebene mit den jeweiligen Genbanken vollstindig erfasst wurde.
Mit steigenden OTU-Ahnlichkeitsgrenzwerten, also mit abnehmender phylogenetischer
Hierarchie nahmen fiir beide Bodentypen die homologen Coverage-Werte geringfiigig ab.
Beim OTU-Grenzwert von 97% Sequenzéhnlichkeit erreichten die homologen Coverage-
Werte 95% bzw. 93% fiir den gediingten bzw. ungediingten Boden. Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass die untersuchte Anzahl an Klonen aus beiden Bodenproben
ausreichte, um die darin vorkommenden OTUs auch auf niedriger phylogenetischer
Hierarchieebene (vermutlich ,,Stammesebene®) nahezu vollstindig in den jeweiligen amoA-

Genbanken zu erfassen.
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Abb. 42 Homologe Coverage-Kurven fiir die untersuchten Klone aus dem gediingten bzw. ungediingten Boden.
Schwarze Symbole stehen fiir ungediingten, weile Symbole fiir gediingten Boden.
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Der Vergleich von AOB-Diversitéit innerhalb der beiden Bodenproben anhand der Anzahl
threr OTUs bei dem jeweiligen OTU-Grenzwert zwischen 80 und 97% Nukleinsduresequenz-
dhnlichkeit zeigte, dass bis ca. 89% nur wenige Unterschiede zwischen gediingtem und
ungediingtem Boden herrschten. Erst ab einem OTU-Grenzwert von 90% bis 97%
Nukleinsduresequenzéhnlichkeit kamen kontinuierlich deutliche Unterschiede zwischen den
beiden Bodentypen zum Vorschein. SchlieBlich, bei einer Nukleinsduresequenzdhnlichkeit
von 97% wurden fiir den gediingten Boden 16 und fiir den ungediingten 20 unterschiedliche
OTUs gezéhlt, wobei sieben OTUs in beiden Bodentypen vorkamen. Damit wurde deutlich,
dass auf hoherer phylogenetischer Hierarchieebene nur wenige Unterschiede in der AOB-
Diversitit zwischen dem gediingten und ungediingten Boden herrschten, und erst durch die
Betrachtung der Mikrodiversitdit auf niedriger, phylogenetischer Hierarchieebene
Unterschiede zwischen beiden Bodentypen erkennbar wurden.

Anhand von statistischen Vergleichen (ANOVA) der AOB-Diversitit zwischen den beiden
Bodentypen konnte zwar der bereits graphisch ermittelte Trend zu hoherer OTU-Vielfalt im
ungediingten gegeniiber der im gediingten Boden (Abb. 41) bestétigt werden. Die erhohte
OTU-Vielfalt im ungediingten Boden erwies sich jedoch bei keinem OTU-Grenzwert
zwischen 80 und 97% Nukleinsiduresequenzihnlichkeit als statistisch signifikant (p>0,05).

Fiir einen besseren Uberblick iiber die OTU-Unterschiede zwischen den beiden Bodentypen
bei 97% Nukleinsduresequenzidhnlichkeit wurden die identifizierten OTUs in einem

Schnittmengendiagramm dargestellt (Abb. 43).

O ungediingt

o

gediingt

Abb. 43 Schnittmengen-Darstellung von OTUs, die bei dem OTU-Grenzwert von 97% Nukleinséure-
sequenzdhnlichkeit in ungediingtem (durchgezogene Linie) bzw. gediingtem (unterbrochene Linie) Boden,
ermittelt wurden. A: Die im Schnittmengendiagramm eingetragenen Zahlen (1-29) beizeichnen die
verschiedenen OTUs. ,,** bezeichnet diejenigen OTUs, die niemals in den Fraktionen, dafiir ausschlieBlich in
nicht fraktioniertem Boden vorgefunden wurden. ,,*** bezeichnet OTU14, die zwar in beiden unfraktionierten
Boden vorkam, jedoch in den Fraktionen des gediingten Boden nicht vorgefunden wurde. B: Die im
Schnittmengendiagramm eingetragenen Zahlen indizieren die Anzahl verschiedener OTUs, die entweder in
ungediingtem oder gediingtem Boden, oder in beiden Bodentypen vorkamen.
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C.VIL.2 Unterschiede in der Besiedelung verschiedener Bodenfraktionen durch AOB

Um Populationsunterschiede auf Korngroflenebene aufzuzeigen, wurden erneut
Berechnungen mit Hilfe von Ahnlichkeitsmatrices mit Klonen, die aus den einzelnen
KorngroBenfraktionen, sowohl gediingter als auch ungediingter Bodenproben, gewonnen
wurden, durchgefiihrt. Dabei wurden erneut Klone einer KorngroBenfraktion zu einer OTU
zusammengefasst, sobald ihre Sequenzédhnlichkeit auf Nukleinsdureebene bei oder iiber einem

gegebenen Grenzwert zwischen 80 und 97% lag.
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Abb. 44 Graphische Darstellung der mittleren Anzahl an OTUs, die aus Probenreplikaten von Fraktionen des
ungediingten (A; schwarze Symbole) bzw. gediingten Bodens (B; weile Symbole) bei unterschiedlichen OTU-
Grenzwerten zwischen 80 und 97% Nukleinsduresequenzéhnlichkeit ermittelt wurden. Symbolerklarung: Kreis:

Grobsandfraktion; Quadrat: Feinsandfraktion; Dreieck: Schlufffraktion; Raute: Tonfraktion. Fehlerbalken zeigt
den Standardfehler an. ,NS*“: Nukleinséure.
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Fiir die ungediingten Bodenfraktionen wurden bis zu einem Ahnlichkeitswert von ca. 89% nur
unwesentliche Unterschiede in der Anzahl an OTUs pro Fraktion verzeichnet. Erst ab einem
Grenzwert von 90% Nukleinséuresequenzéhnlichkeit begann die Anzahl an OTUs in der
Tonfraktion zu steigen und sich von den verbleibenden Fraktionen abzuheben (Abb. 44). Bei
97% Sequenzédhnlichkeit erreichte die Tonfraktion mit insgesamt neun (Abb. 45A),
durchschnittlich 5,3 OTUs ein Maximum (Abb. 44A). Dabei kamen fiinf OTUs (Abb. 45AB)
ausschlieBlich im Ton vor, drei OTUs wurden in zwei weiteren und eine in allen vier
Fraktionen des ungediingten Bodens wiedergefunden. Die bei verschiedenen Nukleinsdure-
sequenzdhnlichkeiten untersuchte OTU-Vielfalt zeigte somit, dass auf hoherer
phylogenetischer Hierarchieebene sich kaum wesentliche AOB-Diversititsunterschiede
zwischen den Fraktionen des ungediingten Bodens manifestierten. Erst mit abnehmender,
phylogenetischer Hierarchieebene nahm die AOB-Diversitit, insbesondere in der Tonfraktion,
deutlich zu (Abb. 44 und Abb. 45AB). SchlieBlich wurde auch die statistische Signifikanz der
AOB-Diversititsunterschiede zwischen den einzelnen Fraktionen des ungediingten Bodens
ermittelt. Dabei konnte bestitigt werden, dass innerhalb der Tonfraktion eine signifikant
héhere OTU-Vielfalt (ANOVA; p<0,05) als in den restlichen Fraktionen des ungediingten
Bodens herrschte.

Aufgrund der homologen Coverage-Werte (Formel 3, S.93) bei 97% Nukleinsduresequenz-
dhnlichkeit, die fiir Ton bei 93%, fiir Schluff bei 97%, und fiir die beiden Sandfraktionen bei
83% (Grobsand) bzw. 86% (Feinsand) lagen, konnte zudem festgestellt werden, dass die
Anzahl untersuchter Klone fiir die jeweilige Bodenfraktion ausreichte, um ihre AOB-
Diversitdt auch auf niedriger, phylogenetischer Hierarchieebene nahezu vollstindig in den
amoA-Genbanken zu erfassen.

Anders gestaltete sich die Lage fiir die Fraktionen des mit Stallmist gediingten Bodens.
Wihrend die Anzahl an OTUs fiir die Feinsandfraktion bei allen OTU-Grenzwerten zwischen
80 und 97% Nukleinsduresequenzdhnlichkeit nahezu unverdndert blieb, konnte ab einer
Nukleinsduresequenzihnlichkeit von ca. 85% zuerst fiir Ton, dann fiir Schluff und schlieBlich
fiir Grobsand eine OTU-Zunahme beobachtet werden (Abb. 44). Obwohl die Anzahl an OTUs
iiber die Ahnlichkeitsskala in der Schlufffraktion am stirksten gestiegen ist, wurde ein
dhnlicher Trend in der Tonfraktion beobachtet. Bei einer Nukleinsduresequenzihnlichkeit von
97% wurden in der Schlufffraktion insgesamt neun verschiedene OTUs gezéhlt, von denen

vier in mindestens einer weiteren Fraktion des gediingten Bodens vorkamen (Abb. 45CD).
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Abb. 45 Schnittmengen-Darstellung von OTUs aus Fraktionen des ungediingten (A bzw. B; durchgezogene
Linie) bzw. gediingten (C bzw. D; unterbrochene Linie) Bodens, die bei einem OTU-Grenzwert von 97%
Nukleinsduresequenzéhnlichkeit ermittelt wurden. A, C: Die in den Schnittmengendiagrammen eingetragenen
Zahlen (1-29) beizeichnen die verschiedenen OTUs, die bei dem Grenzwert von 97%
Nukleinsduresequenzdhnlichkeit ermittelt wurden. B bzw. D: Die in den Schnittmengendiagrammen
eingetragenen Zahlen indizieren die Anzahl an verschiedenen OTUs, die in den Fraktionen des ungediingten (B)
bzw. gediingten (D) Bodens bei 97% Nukleinsiduresequenzéhnlichkeit identifiziert wurden.
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Wie bereits fiir die AOB-Diversitit im ungediingten Boden und deren Fraktionen beobachtet,
zeigte sich auch flir die Fraktionen des gediingten Bodens ein dhnlicher Trend zu hoherer
OTU-Vielfalt bei abnehmender phylogenetischer Hierarchieebene.

Bei dem OTU-Grenzwert von 97% Nukleinséuresequenzédhnlichkeit lagen die homologen
Coverage-Werte (Formel 3, S.93) fiir die Grob- bzw. Feinsandfraktion bei 93% bzw. 91% und
fiir Ton bei 96%, die Schlufffraktion erreichte dagegen nur 74%. Dies bedeutet, dass aus der
Grob- und Feinsand- sowie Tonfraktion eine ausreichend hohe Anzahl an Klonen untersucht
wurde, um die AOB-Diversitit auf niedriger phylogenetischer Hierarchieebene in den
entsprechenden amoA4-Genbanken nahezu vollstdndigen darzustellen. Fiir die Schlufffraktion
wéren noch weitere Klone nétig, um alle in der Probe vorkommenden AOB-OTUs mit der
amoA-Genbank zu erfassen.

Die im Anschluss durchgefiihrte, statistische Uberpriifung (ANOVA) von AOB-
Diversititsunterschieden zwischen den einzelnen Fraktionen des gediingten Bodens
verdeutlichte, dass, wie bereits in der Abb. 44 erkennbar, sie lediglich zwischen der Schluff-

und Feinsandfraktion bzw. Ton- und Feinsandfraktion signifikant waren (p<0,05).

C.VIL.3 Vergleich einzelner Fraktionen des gediingten mit denen des ungediingten

Bodens hinsichtlich ihrer AOB-Besiedlung

Nach Gegeniiberstellung einzelner Fraktionen des gediingten mit denen des ungediingten
Bodens bei 97% Nukleinsduresequenzidhnlichkeit hinsichtlich ihrer AOB-Populationen
konnten einige Gemeinsamkeiten sowie Unterschiede festgestellt werden. Zum einen wurde
deutlich, dass OTU4 in allen vier und OTU3 in jeweils drei Fraktionen beider Boden
vorkamen, wiahrend OTU13 auf die vier Fraktionen des gediingten Bodens beschridnkt blieb
(Abb. 45). Dariiber hinaus wurden fiinf weitere gemeinsame OTUs (OTU1, OTUS, OTU10,
OTU20, OTU22) in unterschiedlicher Verteilung auf die einzelnen KorngréBenfraktionen
beider Boden gefunden (Abb. 45).

Zum anderen wurde beobachtet, dass beachtliche Unterschiede beziiglich OTU-Anzahl und
-Verteilung zwischen den Ton- bzw. Schlufffraktionen der beiden Béden bestanden. Wahrend
im Ton des ungediingten Bodens insgesamt neun OTUs identifiziert wurden, von denen finf
ausschlieBlich in dieser Fraktion vorkamen, waren im gediingten Boden im Ton insgesamt nur
fiinf OTUs nachweisbar, von denen vier auch in anderen Fraktionen wiedergefunden wurden
(Abb. 45A). Anders als fiir Ton war der OTU-Unterschied fiir Schluff weniger deutlich, da im
ungediingten Boden sieben OTUs, von denen vier nur in dieser Fraktion vorkamen, gefunden

wurden, wohingegen im gediingten Boden es neun waren, von denen ebenfalls vier mit
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anderen Fraktionen geteilt wurden (Abb. 45C). Weit bemerkenswerter gestaltete sich somit
der Unterschied von Schluff zu Ton in beiden Bodentypen. Wéhrend die Tonfraktion des
ungediingten Bodens neun AOB-OTUs beherbergte, blieb sie im gediingten Boden mit fiinf
OTUs hinter der Schlufffraktion, in der neun OTUs gezéhlt wurden, zuriick.

C.VIL.4 Phylogenetische Analyse von AOB-Populationen im ungediingten bzw.
gediingten Boden

Fiir die Zuordnung sowie Identifizierung von OTUs wurden alle Klone in die amoA-Genbank
eingegeben und anschlieBend einer phylogenetischen Sequenzanalyse unterzogen. Zu diesem
Zweck wurden mit reprdsentativen Klonen phylogenetische Dendrogramme mit
verschiedenen Baumberechnungsverfahren erstellt, von denen der Neighbour-Joining-Baum
zu Darstellung ausgewéhlt wurde (Abb. 46). Die OTU-Identitdit wurde anhand der
Baumtopologie definiert. (Abb. 46).

Bei 197 der 225 untersuchten Klone handelte es sich um Vertreter der Gattung Nitrosospira,
wohingegen 28 Klone als Nitrosomonas-Verwandte eingeordnet wurden. Nihere
phylogenetische Untersuchungen der Nitrosospira-dhnlichen OTUs zeigten, dass sowohl in
gediingtem als auch ungediingtem Boden Verwandte nahezu aller bekannten Nitrosospiren
mit Ausnahme des sog. ,,Clusters 1% das bisher ausschlieBlich aus Sequenzen nicht
kultivierter AOB besteht, vorkamen Abb. 47. Da fiir die Konstruktion des phylogenetischen
Baums (Abb. 46) nur kultivierte Referenz-AOB herangezogen wurden, kommen Vertreter des
sog. Nitrosospira-,,Cluster 1 darin nicht vor.

Die am haufigsten in beiden Boden gefundenen Klone gehorten u.a. OTU4 bzw. OTUI an,
die wiederum die hochsten Ahnlichkeiten zu den Bodenisolaten Nsp2 und Nspl17 (aus dem
sog. ,,Cluster 3“) bzw. Ka3 und Ka4 (aus dem sog. ,,Cluster 4) aufwiesen (Abb. 46).

Zudem zeigten Angehorige von OTU4 bzw. OTUI eine 95-100%-ige Ubereinstimmung mit
Klonen unterschiedlicher Boden aus anderen Studien [(Rotthauwe et al., 1997; Horz et al.,
2000; Avrahami et al., 2002; Avrahami und Conrad, 2003; Avrahami et al., 2003; Purkhold et
al., 2003) und Grimm (nur in Genbank; unverdffentlicht)].

Abb. 46 Phylogenetisches Dendrogramm basierend auf amoA-Nukleinsduresequenz, das mit Hilfe des
Neighbour-Joining-Verfahrens konstruiert wurde. Fiir die Erstellung dieses Baums wurden amoA-Gensequenzen
kultivierter AOB sowie die innerhalb dieser Studie ermittelten Klone verwendet. Da die amod-basierende
Phylogenie keine zuverldssige Cluster-Unterteilung zuldsst, stiitzt sich die farblich unterlegte Cluster-Aufteilung
auf die 16S-rRNS-Phylogenie. Im Unterschied zur 16S-rRNS-basierernden Phylogenie ist das Cluster 3 laut
amoA-Phylogenie nicht monophyletisch. Der Balken zeigt einen Sequenzunterschied von 10% an. OTU:
operational taxonomic unit.
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Abb. 47 Graphische Darstellung der Verteilung von OTUs, die bei einem Grenzwert von 97%
Nukleinsduresequenzihnlichkeit ermittelt wurden, im ungediingten (A) sowie gediingten (B) Boden bzw. deren
Fraktionen. Die Zahlen (1-29) im Diagramm bezeichnen die verschiedenen OTUs. Die Farbkodierung der
verschiedenen OTUs bezieht sich auf die Zugehorigkeit der jeweiligen OTU zu einem sog. phylogenetischen
,»Cluster” innerhalb der AOB, wie bereits in Abb. 46 dargestellt.
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Wihrend Mitglieder der sog. ,,Cluster 3* und ,,Cluster 4 ungeachtet der Diingungspraxis in
beiden Boden gleich oft zu finden waren, traten Nitrosospira sp.-Nspl2-dhnliche Sequenzen
(aus dem sog. ,,Cluster 0°) bis auf eine Ausnahme ausschlielich (OTU10) in Fraktionen des
gediingten Bodens auf (Abb. 47).

Eine genauere Analyse der Nitrosomonaden-Gruppe zeigte, dass 19 der 28 amoA-Klone eine
hohe Sequenzédhnlichkeit zueinander (OTUS) sowie zu Nitrosomonas europaea, aber auch zu
anderen Umweltklonen aus Bdden [(Briones et al., 2002) und Grimm (unverdffentlicht)] bzw.
Belebtschlamm (Rotthauwe et al., 1997) aufwiesen. Wéhrend 17 der OTUS5-Klone aus drei
Fraktionen des ungediingten Bodens stammten, wurden auch 2 Klone in der Feinsandfraktion
des gediingten Bodens vorgefunden (Abb. 47). Bei den verbleibenden neun Nitrosomonaden-
Klonen bzw. vier OTUs (OTU6, OTU25, OTU26, OTU29), die ausschlieBlich in zwei
Fraktionen des ungediingten Bodens vorkamen (Abb. 47), handelte es sich um Angehorige
der Nitrosomonas-oligotropha-/N.-ureae-Linie. Drei OTUs (OTU25, OTU26, OTU29)
konnten als Verwandte von Nitrosomonas sp. Nm84 — einem Fluss-Isolat — eingeordnet
werden, wihrend OTU6 eine hohe Sequenzéhnlichkeit zu Nitrosomonas oligotropha zeigte,
der urspriinglich aus Boden isoliert wurde. Dariiber hinaus wiesen Klone dieser OTUs eine
hohe Sequenzdhnlichkeit (99-95%) zu einer Reihe an Umweltsequenzen, die aus
Belebtschlimmen [(Zheng, unverdffentlicht); (Rotthauwe et al., 1997; Purkhold et al., 2000;
Oved et al., 2001; Nicolaisen und Ramsing, 2002)], Astuaren (Nicolaisen und Ramsing,
2002) und SiiBwasser(sedimenten) (Speksnijder et al., 1998; Baribeau et al., 2000; Cebron et
al., 2003), aber auch Béden (Vasara; unverdffentlicht); (Dong et al., 2004) stammten.
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Das Aufkldren von Strukturen komplexer mikrobieller Lebensgemeinschaften sowie deren
Funktionsweisen sind die herausragenden Ziele in der mikrobiellen Okologie. Inzwischen
existiert zwar eine Vielzahl kultivierungsunabhéngiger Methoden, mit deren Hilfe die
Zusammensetzung von Lebensgemeinschaften erforscht werden kann, doch nur wenige
gewidhren einen Einblick in die Aktivititen oder gar spezifischen Funktionen einzelner
Organismen innerhalb ihrer Umwelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuartiger Ansatz
entwickelt, in dem die Analyse von Gemeinschaftsstrukturen an den Nachweis spezifischer
Substratverwertung mit Hilfe direkter Detektion von Umwelt-(16S-)rRNS auf einem
Mikroarray gekoppelt ist (Abb. 48).

Inkubation von Proben mit #C-Substrat

12h

RNS-Extraktion

s

Qualitatskontrolle von rRNS mittels
Gelelektrophorese

e

Quantifizierung der Radioaktivititsmenge
in rRNS mittles FlUssigszintillation

Q 30min ;

Fluoreszenzmarkierung der rRNS

),

Qualitatskontrolle von rRNS mittels
Gelelektrophorese

e

RNS-Hybridisierung auf dem Mikroarray

18h

Quantifizierung von Fluoreszenz und
Radioaktivitat auf dem Mikroarray

Abb. 48 Flussdiagramm des Isotope Arrays
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D.I DER PROTOTYP DES AOB-MIKROARRAYS
D.I.1 Isotope-Array-Experimente mit dem Prototyp des AOB-Mikroarrays mit AOB-

Reinkulturen

Zu Beginn wurde ein miniaturisierter AOB-Mikroarray mit publizierten Sonden konstruiert,
die bereits bei FISH oder Dot-Blot-Hybridisierungen Anwendung fanden (Wagner et al.,
1995; Mobarry et al., 1996; Juretschko et al., 1998; Purkhold, 2003). Die Evaluierung des
AOB-Mikroarray-Prototyps mit neun verschiedenen AOB-Referenzorganismen bei
optimierten Hybridisierungsbedingungen zeigte einerseits, dass alle Sonden ihre
korrespondierenden 16S-rRNS-Molekiile detektiert haben. Andererseits wurde deutlich, dass
Hybride zwischen Sonde und rRNS trotz einer bzw. in zwei Féllen zwei Basenfehlpaarungen
gebildet wurden (Abb. 3). Mit mehr als zwei Basenfehlpaarungen zwischen Sonde und rRNS-
Molekiil wurde keine Duplexbildung beobachtet. Der Mangel an Spezifitit bei den Sonden
NEU und 6al192 konnte durch das Fehlen der zugehorigen Kompetitorsonden in der
Hybridisierungslosung erkldrt werden. Ferner wurde die Spezifitit auf dem Mikroarray
sowohl durch die Lange als auch den GC-Gehalt der Sonden beeinflusst. Mit dem erreichten —
wenn auch nicht perfekten — Mall an Spezifitit des AOB-Mikroarray-Prototyps konnten
trotzdem einige wesentliche Informationen {ber die AOB-Populationsstruktur aus
Umweltproben gewonnen werden. Unter den verwendeten Bedingungen war es mit dem
Prototypen des AOB-Arrays moglich, alle bekannten betaproteobakteriellen AOB (mit Hilfe
der Sonden Nso190 und Nsol1225) zu detektieren, sowie spezifisch die Priasenz der Gattung
Nitrosospira (Sonde Nsv443) bzw. der Art Nitrosococcus mobilis (Sonde Ncmob)
nachzuweisen. Zeigen alle Sondensignale bis auf die Sonde Nsv443 ein positives Signal, so
ist dies ein klarer Hinweis auf das Vorhandensein von Nitrosomonaden in der Probe.

Im Rahmen dieser Studie wurde das Spezifititsniveau des AOB-Prototyp-Arrays als
akzeptabel erachtet, da dieser primdr dazu benutzt wurde, um die prinzipielle
Durchfiihrbarkeit des Isotop-Array Ansatzes zu demonstrieren. Dariiber hinaus wurden die
Ergebnisse zur AOB-Populationsstruktur in den untersuchten Belebtschlammproben mit Hilfe

quantitativer FISH sowie vergleichender amoA4-Sequenzanalyse verifiziert.

D.1.2 Isotope-Array-Experimente mit dem Prototyp des AOB-Mikroarrays mit

nitrifizierenden Belebtschlammen

Um die Durchfiihrbarkeit des Isotope-Array-Ansatzes zu demonstrieren, wurde diese
Methode zu Untersuchung der AOB-Populationsstruktur sowie deren CO,-Fixierungsaktivitat

in zwei verschiedenen, nitrifizierenden Belebtschlimmen eingesetzt. Aus parallel
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durchgefiihrten Studien mit quantitativer FISH bzw. vergleichender amoA-Sequenzanalyse
ging hervor, dass beide Schlimme sich in ihren AOB-Populationen voneinander
unterschieden. Wihrend der Belebtschlamm aus Aalborg West von Vertretern der N.-
oligotropha-Linie (Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003) dominiert wurde, erwies sich N.
europaea als einziger AOB-Organismus im Belebtschlamm aus Oberding. Bei beiden
Organismen handelt es sich um AOB, die typischerweise in nitrifizierenden Belebtschlimmen
gefunden werden (Purkhold ef al., 2000; Wagner und Loy, 2002; Wagner et al., 2002).

Die gleichen Sonden, die fiir FISH-Analysen verwendet wurden, wurden auch fiir den Isotope
Array eingesetzt (Tab. 4). Bei den Versuchen mit beiden Belebtschlimmen zeigten alle
Sonden, die in den FISH-Analysen positive Signale lieferten, auch positive Resultate auf dem
Isotope Array (Abb. 9). Zudem wurden mit dem Isotope Array auch positive Signale mit der
Sonde NEU im Belebtschlamm aus Aalborg West gemessen. Hingegen in den FISH-Analysen
blieben diese Signale aus. Die Diskrepanz der Ergebnisse kann durch das Fehlen der
Kompetitorsonde CTE, die zu Hybridisierungen auf dem Mikroarray nicht verwendet wurde,
in den FISH-Analysen jedoch spezifische Signale der Sonde NEU gewihrleistete (Wagner et
al., 1995), erklart werden. Da die Sonde NEU eine einzige Basenfehlpaarung zu 16S rRNS
einiger heterotropher Bakterien aufweist, wurden diese in Abwesenheit des zugehdrigen
Kompetitors mitdetektiert.

Nach Inhibierung der AOB im Belebtschlamm aus Aalborg West mit Allylthioharnstoff
konnten auf dem Isotope Array keine Fluoreszenzsignale mit AOB-spezifischen Sonden (mit
Ausnahme der Sonde NEU) detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnten im
Belebtschlamm aus Oberding keine signifikanten Verdnderungen in fluoreszenten
Hybridisierungsmustern zwischen der inhibierten und nicht inhibierten Probe festgestellt
werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass Vertreter der N.-oligotropha-Linie aus dem
Belebtschlamm Aalborg West ihre Ribosomenzahl nach Hemmung reduziert hatten, so dass
sie zwar mit FISH detektierbar blieben, fiir ihren Nachweis auf dem Mikroarray die rRNS-
Menge jedoch nicht ausreichte. Eine vergleichbare Abnahme des zelluldren
Ribosomengehaltes wurde bei N. europaea aus dem Belebtschlamm Oberding nach
Hemmung mit Allylthioharnstoff weder in den FISH- noch Array-Experimenten beobachtet.
Untersuchungen in der Vergangenheit belegten, dass zumindest einige AOB in der Lage sind,
tiber lange Perioden hinweg hohe rRNS-Konzentrationen trotz Inhibition mit
Allylthioharnstoff (Wagner et al., 1995), oder wihrend Hungerphasen (Morgenroth et al.,

2000) aufrechtzuerhalten. Es wére daher vom Interesse, kiinftig zu untersuchen, ob
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speziesspezifische Unterschiede in der Regulation des zelluliren Ribosomengehaltes von
AOB bestehen.

Wie aus der Abb. 9 ersichtlich, konnte der Einbau von C0, in die rRNS von AOB mit Hilfe
des Isotope Arrays erfolgreich detektiert werden. Erwartungsgemif wurden hingegen nur sehr
geringe Radioaktivitdtsmengen in AOB-rRNS aus Kontrollversuchen mit Allylthioharnstoff
inkubiertem Belebtschlamm beobachtet. Radioaktive Markierung der rRNS in Gegenwart von
Allylthioharnstoff (Sonde EUB338 und NEU) kann wahrscheinlich auf heterotrophe CO,-
Assimilation, wie bereits bei Romanenko, 1964; Dijkhuizen und Harder, 2000 beschrieben,
zurlickgefiihrt werden.

Fiir jede Sonde und jeden Inkubationszeitpunkt wurde das Verhéltnis aus radioaktiver zu
fluoreszenter Signalintensitét, der sog. A-Wert (Formel 2, S.52), ermittelt (Abb. 10). Anhand
des A-Werts kann die Substratinkorporation einerseits zwischen verschiedenen Zeitpunkten
eines Inkubationsexperiments, andererseits zwischen Populationen, die durch verschiedene
Sonden detektiert werden, verglichen werden (Adamczyk et al., 2003). Wie erwartet, stiegen
die A-Werte der AOB-spezifischen sowie der bakteriellen Sonden im Laufe der Inkubation
mit radioaktivem Bikarbonat fiir beide Belebtschlimme stetig an. Sehr niedrig dagegen
blieben die A-Werte fiir die beiden mit Allylthioharnstoff inhibierten Belebtschlimme. Die
vergleichsweise geringeren A-Werte der ecubakteriellen Sonde EUB338 geben dariiber
Aufschluss, dass an die hierarchisch ilibergeordnete Sonde weit mehr nicht radioaktive rRNS
aus heterotrophen Mikroorganismen gebunden hatte.

Interessanterweise wurden nach Hybridisierung mit rRNS aus demselben Belebtschlamm und
zu demselben Inkubationszeitpunkt unterschiedliche A-Werte fiir die unterschiedlichen AOB-
spezifischen Sonden ermittelt. Diese Unterschiede konnten die verschiedenen CO;-
Fixierungsaktivititen der verschiedenen AOB-Populationen widerspiegeln. Die Tatsache, dass
(zumindest im Belebtschlamm Oberding) es sich lediglich um eine AOB-Population handelte,
steht jedoch im Widerspruch zu dieser Hypothese. Vorausgesetzt alle Sonden wiirden
spezifisch an ihre 16S-rRNS-Zielregionen binden, wiirde man fiir diesen Belebtschlamm zu
gegebenem Inkubationszeitpunkt identische A-Werte fiir jede AOB-Sonde erwarten. Die
plausibelste Erklarung fiir die unterschiedlich hohen A-Werte fiir die verschiedenen AOB-
spezifischen Sonden ist ihr unterschiedlicher Grad an Bindungsspezifitidt. Sonden mit einem
geringeren A-Wert banden vermutlich an (unterschiedliche Mengen) nicht radioaktive rRNS
von heterotrophen Mikroorganismen. So zeigte die Sonde Nso1225 in allen Experimenten die
hochsten A-Werte, was zu dem Schluss fiihrte, dass diese Sonde auf dem Mikroarray die

hochste Spezifitit gegeniiber AOB aufwies, und kaum oder gar nicht mit rRNS heterotropher
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Mikroorganismen hybridisierte. Diese Schlussfolgerung steht im Einklang mit der jiingst
durchgefiihrten Reevaluierung aller AOB-spezifischer Sonden (Koops ef al., 2003), die
zeigte, dass gegenwirtig in der 16S-rRNS-Datenbank lediglich vier Nicht-AOB-Sequenzen
mit null oder einem Mismatch zur Sonde Nso1225 existieren. Beziiglich der Sonde Nso190,
deren A-Werte weit niedriger als die der Nso1225 lagen, konnte anhand der Uberpriifung mit
der 16S-rRNS-Datenbank eine dhnliche Mismatch-Situation gegeniiber Nichtzielorganismen
festgestellt werden. Andererseits liegt der Schmelzpunkt der Sonde Nso190 weit hoher als der
von Nsol1225 (Mobarry et al., 1996), so dass die angewendeten Hybridisierungsbedingungen
fiir die Sonde Nsol90 unstringenter ausfielen, mit der Konsequenz, dass weit mehr
Nichtzielorganismen an diese Sonden binden konnten. Die vergleichsweise niedrigen A-
Werte der Sonden NEU sowie 6al92 deuteten ebenfalls auf ihre nicht optimale
Bindungsspezifitdt hin, insbesondere da ihre Spezifitit steigernden Kompetitorsonden zu dem

Mikroarrayansatz nicht zugegeben werden konnten.

D.II DER AOB-MIKROARRAY
D.I1.1 Sonden-Design fiir den AOB-Mikroarray

Die sowohl funktionell als auch phylogenetisch kohdrente (Koops et al., 2003) Gruppe der
Ammoniak oxidierenden Bakterien, insbesondere innerhalb der Beta-Proteobakterien, spielt
im globalen Stickstoftkreislauf eine zentrale Rolle und konnte bisher in verschiedensten
Umwelthabitaten nachgewiesen werden (z.B. Belser, 1979; Prosser, 1989; Wagner et al.,
1995; Juretschko et al, 1998; Bothe et al, 2000; Daims et al., 2001b; Koops und
Pommerening-Réser, 2001; Kowalchuk und Stephen, 2001; Prosser und Martin Embley,
2002; Zehr und Ward, 2002; Koops et al., 2003). Bis dato wurden bereits zahlreiche, gegen
die 16S rRNS von AOB gerichtete Oligonukleotide als Sonden oder als PCR-Primer
publiziert (McCaig et al., 1994; Hiorns et al., 1995; Voytek und Ward, 1995; Wagner et al.,
1995; Hovanec und DeLong, 1996; Mobarry ef al., 1996; Pommerening-Roser et al., 1996;
Rath, 1996; Chandler et al., 1997; Hastings et al., 1997; Kowalchuk et al., 1997; Suwa et al.,
1997; Ward et al., 1997; Juretschko et al., 1998; Stephen et al., 1998; Utaaker und Nes, 1998;
Burrell et al., 2001; Gieseke et al., 2001; Hermansson und Lindgren, 2001; Silyn-Roberts und
Lewis, 2001; Hollibaugh et al., 2002; Purkhold, 2003). Ihre Evaluierung mit dem aktuellen
AOB-16S-rRNS-Sequenzdatensatz zeigte jedoch, dass nur wenige die gewiinschte Spezifitit
bzw. Sensitivitit besitzen, da die Mehrheit dieser Oligonukleotide viele Nicht-AOB-

Organismen erfasst bzw. ganze AOB-Gruppen nicht detektiert (Koops et al., 2003).
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Fiir Populationsanalysen komplexer AOB-Lebensgemeinschaften in der Umwelt bieten sich
moderne Hybridisierungsmethoden, wie z. B. DNS-Mikroarrays, an. Sie erfordern jedoch
einen moglichst umfangreichen und alle bekannten AOB erfassenden Sondensatz. Angesichts
der unzureichenden Spezifitit wie Sensitivitidt der publizierten, gegen die AOB gerichteten
Sonden war es erforderlich, einen hierarchisch aufgebauten Sondensatz zu konstruieren, der
eine eindeutige Identifizierung aller bekannten AOB ermdglichen wiirde. Zu diesem Zweck
wurde fiir das Sondendesign das von Behr ef al, 2000; bzw. Amann und Schleifer, 2001
vorgeschlagene Mehrfachsondenkonzept eingesetzt.

Mit 123 grofitenteils neu entworfenen, drei bakteriellen, drei universalen sowie drei
Kontrollsonden wurde ein Sondensatz geschaffen, der eine eindeutige Identifizierung aller
bisher durch Kultivierung oder molekulare Methoden bekannten AOB-Gruppen ermdglicht.
Um é&hnliche Dissoziationseigenschaften der Sonden von ihren Zielsequenzen zu erzielen,
wurde flir die Mehrzahl der Sonden (105) ein mdglichst enger GC-Gehaltsbereich zwischen
50 und 56% gewihlt. Aufgrund hoher Sequenzihnlichkeiten (min. 89%) auf 16S-rRNS-Ebene
zwischen den einzelnen AOB-Gruppen wurde die Wahl einiger, auflerhalb dieses GC-
Bereichs liegender Sonden fiir eine eindeutige Unterscheidung der Organismen erforderlich.
So wurden sieben Sonden mit einem GC-Gehalt zwischen 39-44%, aber auch elf mit einem
GC-Gehalt zwischen 61-83% in den Sondensatz aufgenommen.

Fiir die AOB-Gruppe der Nitrosospira (Koops et al., 2003) erwies sich das Sondendesign als
eine besondere Herausforderung. Diese Organismengruppe weist sehr hohe Sequenz-
dhnlichkeitswerte von min. 96% auf 16S-rRNS-Ebene auf (Koops et al., 2003; Purkhold et
al., 2003), so dass ihre phylogenetisch eher instabile Untergliederung in ,,Pseudocluster sich
nur bedingt in der Sondenabdeckung widerspiegelt (Abb. 20 bis Abb. 22). Fiir alle anderen
AOB-Entwicklungslinien schlug sich die von Koops et al., und 2003; Purkhold et al., 2003
vorgeschlagene AOB-Phylogenie im Sondendesign groftenteils nieder (Abb. 11 bis Abb. 19).

D.I1.2 Evaluierung des AOB-Mikroarrays mit Reinkulturen

Fiir eine kiinftige Verwendung des AOB-Mikroarrays als Inventarisierungswerkzeug fiir
komplexe AOB-Lebensgemeinschaften in der Umwelt wurden zwei Detektionsansitze — mit
PCR-amplifizierten 16S-rRNS-Genen bzw. direkt extrahierter rRNS — erprobt. Zu
Vermeidung eines enormen Kultivierungsaufwands zur direkten Gewinnung ribosomaler
RNS aus allen verfligbaren AOB, deren Generationszeiten sich auf mehrere Stunden bis Tage
belaufen (Koops et al., 2003), wurden fiir diese rRNS-Hybridisierungen in-vitro-transkribierte
16S-rRNS-Gene eingesetzt.
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Die Verwendung des PCR-Ansatzes zur Amplifikation von 16S-rRNS-Genen fiir
nachfolgende Hybridisierungen auf dem Mikroarray bietet die Moglichkeit, ausreichende
Kopienzahlen von 16S-rRNS-Genen, z. B. durch die Wahl geeigneter PCR-Primer, selbst von
selten vorkommenden Mikroorganismen zu erzeugen, um sie anschlieBend auf dem
Mikroarray zu detektieren. Durch PCR-Amplifikation von 16S-rRNS-Genen aus der Umwelt
wird jedoch gleichzeitig die tatsdchliche Populationsstruktur aufgrund PCR-bedingter
Verzerrungseftekte (Suzuki und Giovannoni, 1996; von Wintzingerode et al., 1997; Polz und
Cavanaugh, 1998; Becker et al., 2000; Crosby und Criddle, 2003; Lueders und Friedrich,
2003) nicht korrekt wiedergegeben. Eine Moglichkeit, dieses Problem zu umgehen, ist die
Verwendung direkt aus der Umweltprobe extrahierter rRNS. Wegen ihrer grofleren Instabilitdt
im Vergleich zur DNS stellt dieser Ansatz einerseits relativ hohe technische Anforderungen,
um intakte rRNS effizient aus der Umweltprobe zu extrahieren. Andererseits beinhaltet dieser
Detektionsansatz keinen Amplifikationsschritt und erlaubt somit eine weniger verfélschte
Erfassung der mikrobiellen Populationsstruktur. Allerdings ist dabei zu beachten, dass einige
Organismen, wie AOB, auch {iber lange Perioden physiologischer Inaktivitit hinweg in der
Lage sind, einen hohen Ribosomengehalt aufrechtzuerhalten (Wagner et al, 1995;
Morgenroth et al., 2000).

Um den AOB-Mikroarray fortan fiir beide Ansédtze nutzen zu konnen, wurden zunichst
optimale Hybridisierungsbedingungen sowohl fiir PCR-amplifizierte 16S-rRNS-Gene, als
auch fiir in-vitro-transkribierte 16S rRNS von AOB-Referenzstimmen getestet.

Anhand von Dissoziationsreihen mit Sonden und ihren Zielsequenzen auf PCR-amplifizierten
bzw. in-vitro-transkribierten 16S-rRNS-Genen konnte zunichst festgestellt werden, dass die
Mehrzahl der Hybride in jeweils beiden Ansédtzen einen &hnlichen und relativ engen,
Schmelzbereich hinsichtlich Temperatur bzw. Formamid-Konzentration besall (Abb. 24 bzw.
Abb. 26). Dies ist vermutlich auf die gleiche Lange und — zumindest fiir die Mehrzahl der
Sonden — den dhnlichen GC-Gehalt der Sonden zuriickzufithren. Um den Einfluss von GC-
Gehaltsunterschieden auf die Hybridstabilitit zwischen den einzelnen Sonden und ihren PCR-
amplifizierten 16S-rRNS-Genen zu verringern, wurde zudem Tetramethylammoniumchlorid,
ein sog. GC-Equalizer (Maskos und Southern, 1992), zum Waschpufter zugesetzt.

Anders als in Experimenten mit PCR-amplifizierten 16S-rRNS-Genen wurde zu
Hybridisierungen mit in-vitro-transkribierter 16S rRNS kein Tetramethylammoniumchlorid
zugesetzt. Dies lag daran, dass unterschiedliche Hybridisierungssysteme fiir PCR-
amplifizierte bzw. in-vitro-transkribierte 16S-rRNS-Gene verwendet wurden. Es wurde

festgestellt, dass das urspriinglich fiir PCR-Amplifikate entwickelte Hybridisierungssystem, in
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dem die Stringenz durch Temperierung des Waschpuffers reguliert wurde, fiir
Hybridisierungen mit rRNS nicht geeignet war (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde fiir
Hybridisierungen mit rRNS ein Protokoll verwendet, indem die Stringenz im
Hybridisierungspuffer mit Formamid, jedoch ohne Zugabe von Tetramethylammoniumchlorid
eingestellt ~ wurde.  Kiinftig boéte sich die  Mdoglichkeit, das  bestehende
Hybridisierungsprotokoll fiir rRNS durch Zugabe von Tetramethylammoniumchlorid zum
Hybridisierungspuffer zu modifizieren, um durch seine Eigenschaft als GC-Equalizer
(Maskos und Southern, 1992) die Hybridisierungen mit rRNS zu optimieren.

Generell konnte, wie erwartet, beobachtet werden, dass fiir die iiberwiegende Mehrzahl von
Sonden positive Hybridisierungssignale mit ihren Zielsequenzen sowohl auf PCR-
amplifizierten 16S-rRNS-Genen als auch in-vitro-transkribierter 16S rRNS innerhalb eines
engen Stringenzbereiches gemessen wurden, wohingegen Signale mit Nichtzielsequenzen
zumeist negativ waren.

Dartiber hinaus wurde fiir beide Ansdtze deutlich, dass Signalintensititen fiir Zielsequenzen
verschiedener Referenzstimme, die mit der gleichen PM-Sonde hybridisierten, in ihrer Hohe
variierten (Abb. 24 und Abb. 25 bzw. Abb. 26 und Abb. 27). Zudem fiel auf, dass positive
Signale fiir einzelne Sonden in Gegenwart ihrer Zielsequenzen sowohl auf PCR-
amplifizierten als auch in-vitro-transkribierten 16S-rRNS-Genen wider Erwarten ausblieben
(Tab. 7 bzw. Tab. 8). Dieses Problem konnte trotz Wiederholung von Experimente nicht
behoben werden.

Die Erklarung fiir dieses Phinomen liefern vermutlich zumindest zum Teil die ungiinstigen
Umsténde, die zum Zeitpunkt der Hybridisierungen und den damit verbundenen Arbeiten
geherrscht  hatten. Die Herstellung von Mikroarrays mit dem  Arrayspotter,
Fluoreszenzmarkierung von Nukleinsduren, sowie Hybridisierungen und Waschungen
mussten zu einem Zeitpunkt (Juli und August 2003) ungewo6hnlich hoher Aullentemperaturen
(30 bis 40°C), mangels einer Klimaanlage in nicht klimatisierten Laborrdumen durchgefiihrt
werden. Bei diesen Arbeiten handelt es sich jedoch um temperaturempfindliche Vorgénge,
welche folglich von Temperaturschwankungen nachteilig beeinflusst werden konnen. Ein
entscheidendes Problem waren die wiederholt auftretenden Fehlfunktionen des Arrayspotters,
die vom Fachpersonal nichtzufrieden stellend behoben werden konnten. Denkbare Folgen
waren variierende Sondenmengen pro Spot bis hin zum Ausfall einzelner Sondenspots.
AuBerdem traten vereinzelt falsch positive Signale fiir fehlgepaarte Hybride auf, die nur durch
eine Stringenzerhdhung zu diskriminieren wiren, was jedoch zu Signalverlust zahlreicher,

korrekt gepaarter Hybride fiihren wiirde. Um fiir beide Detektionsansidtze optimale
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Stringenzbedingungen zu finden, musste jeweils ein Kompromiss zwischen Sensitivitit und
Spezifitit getroffen werden. Anhand graphisch ermittelter Schmelzpunkte (Abb. 24 bzw. Abb.
26) wurde fiir weitere Hybridisierungen mit PCR-amplifizierten bzw. in-vitro-transkribierten
16S-rRNS-Genen eine Waschtemperatur von 57°C bzw. ein Formamid-Gehalt im
Hybridisierungspuffer von 15% (v/v) als optimal erachtet, und fiir Testreihen mit
Reinkulturen eingesetzt.

Im néchsten Schritt sollte die Sensitivitit sowie Spezifitit des AOB-Sondensatzes in
Hybridisierungen mit PCR-amplifizierten bzw. in-vitro-transkribierten 16S-rRNS-Genen bei
den zuvor ermittelten und als optimal erachteten Stringenzbedingungen auf dem AOB-
Mikroarray evaluiert werden. Zu diesem Zweck wurden zum einen PCR-amplifizierte 16S-
rRNS-Gene von 34 AOB-Referenzorganismen mit 123 AOB-spezifischen Sonden auf dem
AOB-Mikroarray getestet, was 4182 Einzelhybridisierungen entsprach. In 3899 (93%) Féllen
konnte ein korrektes Ergebnis erzielt werden, weil die Sonden ausschlieBlich mit ihren
Zielsequenzen hybridisierten bzw. ihre Hybridisierungssignale mit Nichtzielsequenzen unter
dem Schwellenwert von 2,0 geblieben sind (Tab. 7). Parallel dazu wurde der AOB-
Mikroarray mit 29 verschiedenen in-vitro-transkribierten 16S-rRNS-Sequenzen getestet, was
bei 123 Sonden 3567 Einzelhybridisierungen entsprach. 3252 dieser Hybridisierungen
erwiesen sich dabei als korrekt, d.h. in 91% der Einzelhybridisierungen konnte das erwartete
Ergebnis beobachtet werden (Tab. 8).

Wie bereits bei den Dissoziationsreihen wurden auch bei diesen Experimenten unerwartete
Signalausfille von Sonden in Gegenwart ihrer Zielsequenzen beobachtet. Einige Sonden
hybridisierten zwar erfolgreich mit ihren rRNS-Zielsequenzen, versagten jedoch in
Anwesenheit von PCR-Amplifikaten. Das gleiche wurde ebenso fiir den umgekehrten Fall
beobachtet. Einige wenige Sonden zeigten niemals positive Hybridisierungssignale, weder in
Anweseinheit ihrer PCR-amplifizierten noch in-vitro-transkribierten Zielsequenzen, weshalb
sie kiinftig vom Sondensatz entfernt werden sollten.

Die Ursachen fiir das Ausbleiben erwarteter Sondensignale konnten vielfdltiger Natur sein.
Der Signalausfall von Sonden sowohl in Anwesenheit PCR-amplifizierter als auch in-vitro-
transkribierter Zielsequenzen konnte durch Sequenzierfehler, die zu inkorrektem
Sondendesign gefiihrt haben, oder mangelhafte Sondensynthese verursacht werden. Partieller
Sondenausfall, d.h. teilweise positive aber auch unerwartete, falsch negative Signale mit
Zielsequenzen unterschiedlicher Zielorganismen, ebenso wie vereinzelt falsch negative
Signale mit Ziel- und zugleich falsch positive Signale mit Nichtzielsequenzen konnen

lediglich durch die bereits beschriebenen, ungiinstigen Bedingungen erklart werden. Die
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erhohte Raumtemperatur wirkte sich offensichtlich nachteilig auf die Effizienz der
Fluoreszenzmarkierung der Nukleinsduren, ebenso wie auf die Funktionstiichtigkeit des
Arrayspotters aus, was hohe Signalschwankungen bis hin zum Signalausfall zu Folge hatte.
Die Effizienz der Fluoreszenzmarkierung von Reinkulturen lieBe sich kiinftig anhand von sog.
L-Werten (Schulz, 2003) bestimmen, indem jeweils Quotienten aus T-Werten einzelner, zu
untersuchender Sonden und dem einer Sonde mit konstantem Fluoreszenzsignal ermittelt
wiirden. Dafiir erwies sich die CONT-Sonde als geeignet, weil sie in jeder Hybridisierung mit
gleicher Menge ihres komplementidren Oligonukleotids CONT-COMP detektiert wird, das
eine bekannte Menge an Fluoreszenzfarbstoff trdgt. Die L-Werte konnten jedoch nur dann
sinnvoll ausgewertet werden und Vergleiche von Hybridisierungen auf verschiedenen
Objekttragern ermdglichen, wenn sichergestellt wiiede, dass von jeder Sonde gleichviel
gespottet wurde.

Neben technisch-methodischen Ursachen fiir Unterschiede in der Signalintensitit zwischen
einzelnen Sonden konnen molekulare Wechselwirkungen, wie z.B. Sekundérstrukturen
innerhalb einer Sonde, oder physikalisch-chemische Gegebenheiten, wie z.B. die Hohe der
durch Hybridbildung bedingten Freien Enthalpie -AG°, eine Rolle spielen. Um diese
Signalintensitdtsunterschiede von Sonde zu Sonde in Gegenwart ihrer Reinkultur-
Zielsequenzen zu erfassen und zu vergleichen, konnten aus dem Verhiltnis des T-Werts der
zu untersuchenden Sonde und dem der EUB338-Sonde sog. R-Werte (Loy et al., 2002)
innerhalb einer Hybridisierung ermittelt werden.

Sowohl fiir die L- als auch R-Werte spielt die Sondenmenge pro Spot eine essentielle Rolle,
da sie die Signalintensitdt von Sonden direkt beeinflusst. Um die Signalintensititen von
Sonden innerhalb einer Hybridisierung korrekt evaluieren zu kdnnen, miisste die auf dem
Objekttrager immobilisierte Sondenmenge pro Spot quantifiziert werden. Als Mdglichkeit
hierfiir bote sich die Anfarbung der immobilisierten Sonden mit einem spezifisch an
einzelstrangige DNS bindenden Fluoreszenzfarbstoff, wie z.B. SYBR® Green II. Mittels
digitaler Bildanalyse konnte die Sondenmenge pro Spot in Abhédngigkeit von seiner
Fluoreszenzintensitit bestimmt werden (Battaglia et al., 2000). Um eine Verfilschung von
Messergebnissen zu vermeiden, miissten nach Hybridisierung und Fluoreszenzevaluierung
eines Objekttrigers die an Sonden hybridisierten Nukleinsduren (z.B. durch denaturierende
Waschlosung) restlos entfern werden, bevor die Sonden mit SYBR® Green II angefirbt
wirden. Mit den ermittelten Sondenmengen-Koeffizienten konnten anschlieBend die

einzelnen L- sowie R-Werte korrigiert werden, welche nun echte Vergleiche von
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Sondenintensititen sowohl innerhalb einer als auch zwischen verschiedenen Hybridisierung
zulieBen.

Fir den unerwarteten Ausfall von Sondensignalen kommen auch andere Ursachen als
Erklarungen in Frage. Dabei sollte zunichst die Unzuginglichkeit von bestimmten
Sondenbinderegionen auf den Nukleinsduren wegen starker, nicht dissoziierter
Sekundérstrukturen erwédhnt werden. Dieses Phdnomen wurde intensiv in Zusammenhang mit
dem Design von Sonden fiir FISH beobachtet und vor allem auf interhelikale rRNS-rRNS-
Interaktionen zuriickgefiihrt (Fuchs et al., 1998; Behrens et al., 2003a; Behrens et al., 2003D).
Da fiir die Hybridisierungen auf Mikroarrays extrahierte und von Proteinen weitestgehend
gereinigte PCR-Amplifikate und in-vitro-transkribierte rRNS eingesetzt wurden, kommen
vermutlich starke Sekundérstrukturen, die trotz ,orandom prime labeling™ bzw. alkalischer
Hydrolyse nicht aufgehoben werden konnten, als Erkldrung in Frage. Gleichzeitig konnte sich
das Fragmentieren von rRNS bzw. deren PCR-amplifizierter Gene durch das Zerstoren
,bevorzugter® Sondenbinderegionen nachteilig auswirken und das unterschiedliche
Ausbleiben von erwarteten Sondensignalen erkldren. Auffallend oft wurde bei
Hybridisierungen mit 16S rRNS ein Signalausfall von Sonden mit Bindeposition um die Base
830 beobachtet (Tab. 8). Diese Region wurde bereits von (Fuchs et al., 1998) fiir FISH-
Sonden als schwer zugénglich postuliert und ist offensichtlich auch fiir Mikroarray-Sonden
blockiert. Zudem wurde bei Hybridisierungen mit PCR-Amplifikaten beobachtet, dass
Signale von Sonden, deren Bindepositionen nahe des 5'- bzw. 3’-Endes von 16S-rRNS-
Genen lagen, hédufiger ausfielen, als solche, deren Zielregionen sich zentraler im Gen
befanden. Offenbar wurden die randstindigen Amplifikatregionen durch das ,,random prime
labeling* vergleichsweise schwicher mit Fluoreszenz markiert als die zentral gelegenen,
wodurch der Signalausfall von jenen Sonden erklért werden konnte.

Neben unerwartetem Signalausfall wurde auch fiir einige Sonden unspezifische Bindung an
Nichtzielsequenzen festgestellt. Dies war insbesondere dann der Fall, wenn sich in gegebenen
Duplices schwache, und darum nicht diskriminierbare Basenfehlpaarungen befanden. Fiir
einige wenige Sonden wurde eine {iberdurchschnittlich hohe Unspezifitit mit
Nichtzielsequenzen beobachtet (DNS:AOB42, AOB78, AOB81; RNS: AOB99, AOBSI,
AOB66, AOB101 und AOBS81), weshalb diese kiinftig aus dem Sondensatz entfernt werden
sollten (Tab. 7 und Tab. 8). Insbesondere bei Hybridisierungen mit rRNS wiesen Sonden mit
Binderegionen um die Basen 190 (AOB2, AOBS51) bzw. 650 (AOB66, AOB81, AOB99,
AOBI101) héufig falsch positive Signale auf. Bemerkenswert waren dabei die Sonden
AOB66, AOB99 und AOBI101, fiir die in Hybridisierungen mit rRNS eine 31- bis 83%-ige
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Fehlerquote ermittelt wurde, wihrend sie mit PCR-amplifizierten 16S-rRNS-Genen maximal
6% falsch positive Signale lieferten. Als Erkldrung fiir dieses Phidnomen konnte die
Ausbildung unterschiedlich starker Hybride zwischen Sonde und Zielsequenz, je nach dem ob
es sich um DNS-DNS- oder DNS-RNS-Molekiile handelt, in Frage kommen. Zusétzlich
konnte die Hybridstabilitit durch intramolekulare Sekundirstrukturen, vor allem um die
Sondenbinderegionen, die innerhalb von rRNS-Molekiilen stirker als bei DNS-Molekiilen
ausgepragt sind, beeinflusst werden.

Die Testhybridisierungen mit PCR-amplifizierten sowie in-vitro-transkribierten 16S-rRNS-
Genen bei den jeweilig gewidhlten Stringenzbedingungen zeigten, dass eine eindeutige
Identifizierung aller getesteten AOB-Organismen mit dem neuen AOB-Sondensatz prinzipiell
moglich war. So konnten dank dem Mehrfachsondenkonzept die vereinzelt unspezifischen
Signale mancher Sonden toleriert werden, da sie flir die Populationsanalyse nicht
beriicksichtigt werden. Die bereits erwédhnten, ungiinstigen Umstdnde, bei denen die
Testrethen  durchgefiihrt wurden, wirkten sich jedoch gleichzeitig auf den
Hybridisierungserfolg mancher Sonden aus, so dass einige Hybridisierungen mit Reinkulturen
zu wiederholen sind.

Mangels verfligbarer Referenzorganismen filir die géinzlich aus unkultivierten AOB-
Organismen bestehenden ,,Cluster 1* und ,,Cluster 5 konnten im Rahmen dieser Arbeit keine
Testhybridisierungen durchgefiihrt werden. Diese sollten der Vollstindigkeit halber mit
Klonen der 16S-rRNS-Gensequenzen, die von diesen Organismen aus der Umwelt gewonnen
wurden, noch nachgeholt werden.

Der gegenwirtige Sondensatz ist trotz des hohen AOB-Verwandtschaftsgrades und somit
erschwerter Diskriminierung einzelner Organismen(Gruppen) voneinander hinsichtlich
Sondenzahl, Speziesabdeckung und nicht zuletzt Spezifitdt mit den bis dato publizierten
Sondensétzen fiir Sulfat reduzierende Prokaryonten (Loy ef al, 2002) und Bakterien der
Rhodocyclales-Gruppe (Loy et al., 2004) vergleichbar.
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D.IIT DER ISOTOPE ARRAY: EVALUIERUNG DES AOB-MIKROARRAYS MIT
KOMPLEXEN UMWELTPROBEN

Nach Testreihen mit Reinkulturen sollte der neu entworfene AOB-Mikroarray hinsichtlich
Spezifitit und Sensitivitit mit komplexen, jedoch zuvor mit etablierten Methoden
charakterisierten Umweltproben tberpriift werden. Die zum Zeitpunkt der Evaluierung des
AOB-Mikroarrays  herrschenden, ungilinstigen Versuchsbedingungen, wie erhdhte
Raumtemperatur sowie die unter Umstinden dadurch bedingte, eingeschrinkte
Funktionstiichtigkeit des Arrayspotters, hatten eine Minderung der Ergebnisqualitit zu Folge,
so dass sie zundchst gegen eine Fortsetzung von Experimenten mit komplexen Umweltproben
auf dem AOB-Mikroarray sprachen. Diese Experimente wurden jedoch trotzdem
durchgefiihrt, da radioaktiv- und fluoreszenzmarkierte rRNS aus zwei Belebtschlimmen der
Kldranlagen Aalborg West bzw. Oberding, die fiir den Prototyp des Isotope Arrays verwendet
wurde, bereits vorhanden jedoch nicht unbegrenzt lagerfidhig war. So konnte die Eignung des
neuen AOB-Mikroarrays als sog. Isotope Array, ein Werkzeug zu Struktur-Funktions-
Analyse von komplexen Lebensgemeinschaften, mit bereits fiir den Prototyp des Isotope
Arrays untersuchtem und daher bekanntem Probematerial iiberpriift werden. Als Kontrolle fiir
die neue Methode wurden Resultate aus vorangegangenen amoA-Gensequenz- (C.III.1 und
Abb. 5), quantitativen FISH- (C.IIL.2) sowie FISH-MAR-Analysen (C.III.3 und Abb. 6) der

beiden verwendeten Belebtschlimme herangezogen.

D.IIIL.1 Isotope Array mit rRNS aus der Kliranlage Aalborg West

Die anhand von Hybridisierungen mit Reinkulturen ermittelte, optimale Stringenz von 15%
(v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer wurde auch fiir die Isotope-Array-Experimente mit
rRNS aus dem Belebtschlamm der Kldranlage Aalborg West, der fiir 13 Stunden mit '*CO,
inkubiert wurde (Adamczyk ef al., 2003), eingesetzt. Die dabei ermittelten Fluoreszenzsignale
der aktiven sowie der mit Allylthioharnstoff inhibierten Probe zeigten, dass lediglich die
beiden iibergeordneten Sonden EUB338 sowie UnivA, jedoch keine der AOB-spezifischen
Sonden tliber dem Schwellenwert von 2,0 lagen (Abb. 29). Die Detektion radioaktiver Signale
wurde zundchst nach einer 7-tdgigen Exposition des AOB-Mikroarrays im p IMAGER™
ausgewertet, wurde jedoch verldngert, da die Intensitdtswerte fiir alle visuell detektierbaren
Sonden wie EUB338, UnivA sowie AOB52 knapp unterhalb des T-Grenzwertes von 2,0 (1,8
bis 1,9) lagen. Erst nach einer 4-wochigen Exposition konnten die radioaktiven Signale der
iibergeordneten Sonden EUB338 und UnivA, aber ebenso der Nitrosomonas-oligotropha-

Linie detektierenden Sonde AOBS2 als positiv gewertet werden (Abb. 29). Weitere, visuell
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detektierbaren Sondensignale (AOBS58, AOB3, AOB2, AOB51, AOB97, UnivB, UnivC)
wurden fiir negativ befunden, da sie nach wie vor unter dem Schwellenwert von 2,0 lagen.

Ein Vergleich radioaktiver mit fluoreszenten Signalen zeigte, dass fiir die Sonde AOBS52 das
radioaktive Signal iiber dem Schwellenwert von 2,0 lag, wéhrend das zugehorige
Fluoreszenzsignal lediglich den Wert 1,4 erreichte (Tab. 9). Dieses Phidnomen wies
vermutlich auf eine unzureichende Fluoreszenzmarkierung der rRNS hin. Der FISH-
Flachenquantifizierung zufolge (C.II1.2), die auf der Annahme basiert, dass die Fliche einer
Zelle direkt proportional zu ihrer Ribosomenzahl ist, belief sich die AOB-(rRNS-) Population
auf max. 5% des bakteriellen Biovolumens bzw. dessen rRNS (Adamczyk et al., 2003). Die
zahlenméBige Unterlegenheit von AOB bzw. ihrer rRNS gegeniiber Nicht-AOB (rRNS) im
Belebtschlamm konnte somit eine weitere Erkldrung fiir das niedrige Fluoreszenzsignal der
Sonde AOBS52 liefern. So lag offenbar die AOB-Konzentration fiir den Fluoreszenznachweis
nahe am Detektionslimit des Mikroarrays. Aufgrund u.a. verldngerter Expositionszeit im
u IMAGER™, sowie selektiver Markierung der CO,-assimilierenden AOB mit '*C-
Bikarbonat lag dagegen die Nachweisgrenze fiir Radioaktivitit auf dem Mikroarray tiefer als
fiir Fluoreszenz.

Das Ausbleiben radioaktiver Signale mit Allylthioharnstoff inhibierter Kontrollprobe zeigte,
dass die '*CO,-Assimilation im Belebtschlamm vorrangig von autotrophen AOB betrieben
wurde, und dass es sich bei den radioaktiven Signalen der aktiven Belebtschlammprobe nicht
um Artefakte handelte.

Setzt man die Intensitdtswerte der radioaktiven und fluoreszierenden Signale der einzelnen
Sonden ins Verhiltnis, so ldsst sich der sog. A-Wert (Formel 2, S.52), (Adamczyk et al.,
2003) ermitteln, der Aufschluss iiber die Assimilationsaktivitit der detektierten Organismen
gibt. Demzufolge erreichte die N.-oligotropha-Linie detektierende Sonde AOB52 (Abb. 30)
den hochsten A-Wert, wihrend die beiden iibergeordneten Sonden EUB338 sowie UnivA
erwartungsgemifl nur sehr geringe A-Werte erzielten, da sie mit rRNS autotropher und
heterotropher, also nicht radioaktiv markierter Organismen hybridisierten.

Dieses Ergebnis zeigte, dass sich aktive, N.-oligotropha-verwandte Organismen im
Belebtschlamm der Klédranlage Aalborg West befanden und stimmte somit mit Befunden
zuvor durchgefiihrter amoA-Gensequenz- (Abb. 5 und C.III.1), quantitativer FISH- (C.IIL.2)
sowie FISH-MAR-Analysen (C.III.3) iiberein. Allerdings darf nicht unerwéhnt bleiben, dass
erwartete Signale hierarchischer Sonden fiir diese Organismengruppe, welche die Priasenz N.-
oligotropha-verwandter Organismen untermauern wiirden, ausblieben (Abb. 29 und Abb. 30).

Moglicherweise war die eingesetzte Stringenz von 15% (v/v) Formamid im
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Hybridisierungspuffer fiir die Analysen von Umweltproben zu hoch. Darum wurden
zusitzlich Experimente mit niedrigerer Stringenz bei 10% (v/v) Formamid im
Hybridisierungspuffer durchgefiihrt. Es wurde erwartungsgemill, sowohl mit rRNS aus
aktivem als auch mit Allylthioharnstoff inhibiertem Belebtschlamm eine groBere Anzahl an
positiven Fluoreszenzsignalen gegeniiber dem Versuch bei hoherer Stringenz gemessen (Abb.
31). Nach einer siebentdgigen Exposition des Isotope Arrays im p IMAGER™ erbrachte die
Auswertung radioaktiver Signale der aktiven Belebtschlammprobe eine ebenfalls hohere
Anzahl an positiven Sondensignalen (Tab. 9) verglichen mit dem Experiment bei erhohter
Stringenz. Fiir die inhibierte Belebtschlammprobe blieben positive, radioaktive Signale aus.
Die quantitative Bestimmung der Assimilationsaktivitdt der detektierten Organismen (Tab. 9
und Abb. 33) ergab, dass der hochste A-Wert von der N.-oligotropha-/N.-marina- (AOB58)
gefolgt von der N.-oligotropha-spezifischen Sonde (AOBS52) erreicht wurde. Ferner erzielte
die Sonde AOB3, die mehrere AOB-Entwicklungslinien, darunter auch Organismen aus der
N.-oligotropha-Linie (,,Cluster 6a‘) erfasst, einen ebenso hohen A-Wert wie die Sonde
AOBS8, wobei ihr Radioaktivitéitssignal noch unterhalb des Schwellenwertes bei 1,7 lag. Wie
erwartet, fielen die A-Werte der beiden iibergeordneten Sonden EUB338 und UnivA am
niedrigsten aus, da die Sonden auch mit rRNS heterotropher Organismen hybridisierten.

Die iibergeordneten, AOB- sowie ,,Cluster 6a‘“-spezifischen Sondensignale deckten sich mit
den Befunden unabhingiger Analysen (Abb. 5) (Adamczyk et al., 2003) und bestétigten die
Prisenz sowie Aktivitit N.-oligotropha-verwandter Organismen im Belebtschlamm von
Aalborg West. Die fiir diese Organismengruppe erzielten A-Werte (Tab. 9 und Abb. 33)
iibertrafen jene aller anderen Sonden und weisen somit auf Dominanz N.-oligotropha-
verwandter Organismen innerhalb der AOB-Gemeinschaft im Belebtschlamm der Kldranlage

Aalborg West hin (Adamczyk et al., 2003).

D.IIL.2 Isotope Array mit rRNS aus der Kliranlage Oberding

Analog zu Belebtschlamm der Kliranlage aus Aalborg West wurde nun die AOB-
Gemeinschaft des Belebtschlamms der Oberdinger Kldranlage mit dem Isotope Array
untersucht. Zu diesem Zweck wurde rRNS aus aktivem bzw. mit Allylthioharnstoff
inhibiertem, und jeweils fiir 11,5 Stunden mit 1(C-Bikarbonat inkubiertem Belebtschlamm
analysiert. Ebenso wie mit rRNS aus Aalborg West wurden die Hybridisierungen zunéchst bei
15% (v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer durchgefiihrt (Abb. 34). Dabei zeigte sich
jedoch, dass lediglich die iibergeordneten Sonden EUB338, EUB338III, UnivA, UnivB und

UnivC, sowie die mehrere AOB-Entwicklungslinien erfassende Sonde AOB2 positive
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Fluoreszenzsignale aufwiesen (Tab. 9). Eine 7-tdgige Exposition des AOB-Mikroarrays mit
rRNS aus inhibierter Belebtschlammprobe im p IMAGER™ erbrachte erwartungsgemal
keine positiven radioaktiven Signale. Eine ebenso lange Radioaktivititsmessung auf dem
AOB-Mikroarray mit rRNS aus aktivem Belebtschlamm zeigte hingegen positive Signale fiir
zwei AOB-spezifische Gruppensonden, AOB2 und AOBS. Beide Sonden erfassen mehrere
AOB-Entwicklungslinien, darunter auch Nitrosomonas-europaea-verwandte Organismen, die
gemil den zuvor durchgefiihrten Analysen (Abb. 5, C.III.1, C.III.2, C.III.3 und Abb. 6) in
diesem Belebtschlamm préisent und aktiv waren. Anders als erwartet blieben weitere, AOB-
sowie N.-europaea-spezifische Signale von Sonden unterschiedlicher Hierarchieebenen aus,
so dass die Prdasenz sowie Aktivitdt dieser Organismen im Oberdinger Belebtschlamm nicht
schliissig gezeigt werden konnte.

Da der p IMAGER™ nur begrenzt und fiir dieses Experiment nicht lédngerfristig verfiigbar
war, liegen Messwerte nach verldngerter Exposition — vergleichbar mit den Proben aus
Aalborg West — leider nicht vor.

Eine quantitative Bestimmung der Assimilationsaktivitdt mit Hilfe von A-Werten (Abb. 35)
zeigte zundchst, dass die beiden, hierarchisch am hochsten stehenden Sonden EUB338 sowie
UnivA erwartungsgemal die geringsten Werte erzielten, da sie neben rRNS autotropher AOB
auch mit rRNS heterotropher Organismen hybridisierten. Der hochste A-Wert wurde fiir die
Sonde AOBS ermittelt, obwohl ihr Fluoreszenzsignal (Ty=1,5) unterhalb des Schwellenwerts
von 2,0 lag (Tab. 9). Fiir die ilibergeordnete, AOB-spezifische Sonde AOB2 wurde ein
geringerer A-Wert berechnet und zeugte entweder von Prdsenz nicht aktiver AOB oder von
unspezifischer Bindung mit rRNS heterotropher Organismen.

Wie bereits erwihnt, lag in diesem Versuch das Fluoreszenzsignal der AOB-spezifischen
Sonde AOBS5 unterhalb des Schwellenwerts von 2,0, wéhrend gleichzeitig ein positives
Radioaktivitatssignal fiir diese Sonden gemessen wurde. Vermutlich handelte es sich um eine
unzureichende Fluoreszenzmarkierung der rRNS, in welche jedoch selektiv radioaktives
Bikarbonat aufgrund der CO,-Fixierungsaktivitit von AOB eingebaut wurde. GemiR der
FISH-Fliachenquantifizierung, bei der angenommen wird, dass die Fldche einer Zelle
proportional zu ihrer Ribosomenzahl ist, belief sich die AOB-Population auf max. 10% des
gesamten bakteriellen Biovolumens (Adamczyk et al., 2003). Darum reichte die AOB-
Konzentration offensichtlich nicht aus, um die niedrige Effizienz der Fluoreszenzmarkierung
durch z.B hohe Zell- bzw. Ribosomenzahl in Bezug auf die Gesamtpopulation zu

kompensieren.
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Den Resultaten aus vergleichender amoA4-Gensequenz- (C.III.1), quantitativer FISH- (C.I11.2)
sowie FISH-MAR-Analyse (C.II1.3) zufolge, bildeten ausschlieBlich N.-europaea-verwandte
Organismen die AOB-Population im Belebtschlamm aus Oberding (Adamczyk et al., 2003).
Dagegen deuteten — wenn auch nicht vollstédndig konsistent — die Isotope-Array-Experimente
auf Priasenz und Aktivitit von Organismen aus dem sog. ,,Cluster 7“ (N.-europaea-Linie)
bzw. ,,Cluster 6b* (N.-marina-Linie) im Belebtschlamm aus Oberding hin. Da jedoch viele
Signale knapp unter dem Schwellenwert von T=2,0 lagen, und daher kein vollstindiges
Signalmuster fiir keine der beiden Organismengruppen vorlag, wurden die Isotope-Array-
Versuche bei einer niedrigeren Stringenz, bei 10% (v/v) Formamid im Hybridisierungspuffer
wiederholt (Abb. 36).

Die Fluoreszenz- sowie Radioaktivititsevaluierung des Isotope Arrays mit rRNS aus der
aktiven Belebtschlammprobe zeigte weit mehr positive Sondensignale, als zuvor im Versuch
bei hoherer Stringenz erzielt wurden. Dabei stimmte das fluoreszente Signalmuster der
Kontrollhybridisierung mit rRNS aus inhibiertem Belebtschlamm weitestgehend mit dem des
aktiven Belebtschlamms {iberein. Radioaktive Signale, die vorrangig auf aktive, autotrophe
AOB zuriickzufiihren wéren, blieben dagegen in der mit Allylthioharnstoff inkubierten
Belebtschlammprobe erwartungsgemal3 aus (Tab. 9).

Zu Ermittlung der Assimilationsaktivititen fiir die detektierte AOB-Gemeinschaft wurden
erneut aus den Radioaktivitits- und Fluoreszenzintensititen einzelner Sonden A-Werte
berechnet (Abb. 38). Dabei wurde deutlich, dass die Sonden AOB79 (N.-europaea-Linie),
AOBS5 (,,Cluster 6b“ und ,,Cluster 7°), AOB85 (N.-europaea-/N.-eutropha-Linie), sowie
AOB78 (N.-europaea-Linie) die hochsten A-Werte erzielten und sowohl Prisenz als auch
Aktivitdit von N.-europaea-verwandten Organismen im Belebtschlamm aus Oberding
bestdtigten. Fiir weitere AOB-spezifische Sonden, wie AOB88, AOB3, AOB2 konnten
wesentlich geringere A-Werte ermittelt werden, die entweder auf Anwesenheit inaktiver AOB
oder unspezifische Hybridisierung mit rRNS heterotropher Organismen zuriickzufiihren
waren. Die mit Abstand geringsten A-Werte zeigten erwartungsgeméil die beiden hierarchisch
tibergeordneten Sonden UnivA und EUB338, da sie sowohl mit radioaktiv markierter als auf
unmarkierter rRNS heterotropher Organismen hybridisierten.

Anhand des Isotope Arrays (Adamczyk et al., 2003) gelang somit der eindeutige Nachweis
von Prdsenz und Assimilationsaktivitit N.-europaea-verwandter Organismen im Oberdinger
Belebtschlamm. Zu diesem Zweck fand das Mehrfachsondenprinzip (Behr et al, 2000;
Amann und Schleifer, 2001) Anwendung, dem gemil3 der Nachweis eines Organismus, wie

z.B. von N. europaea, durch positive Signale eines hierarchischen Sondensatzes (UnivA,
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EUB338, AOB2, AOB3, AOBS, AOB88, AOB85, AOB78, AOB79) gesichert wurde (Abb.
37). Demzufolge konnte die Aktivitit weiterer AOB in Belebtschlamm aus Oberding
weitestgehend ausgeschlossen werden, da kein entsprechendes, vollstdndiges Signalmuster fiir

andere bekannte AOB detektiert wurde.

Aus Hybridisierungsergebnissen mit rRNS aus beiden Kldranlagen kénnen folgende Schliisse
gezogen werden: Die in Reinkulturexperimenten ermittelte Stringenz von 15% Formamid im
Hybridisierungspuffer liel auf Fluoreszenzebene keine klaren Aussagen iiber die AOB-
Zusammensetzung zu, da die Bedingungen entweder zu stringent waren, oder die
Detektionsgrenze fiir Fluoreszenzsignale zahlenmifig unterreprasentierter rRNS-Molekiile zu
hoch lag. Obwohl das Detektionslimit fiir Radioaktivitét offensichtlich viel niedriger lag als
fiir Fluoreszenz, konnten radioaktive Signale auf dem Isotope Array nur nach ausgedehnten,
und somit nicht fiir Routineexperimente praktikablen Expositionszeiten im p IMAGER™
ermittelt werden. Vergleicht man die relativ langen Expositionszeiten des Isotope Arrays, die
zwischen einer und vier Wochen lagen, mit denen seines Prototyps, der fiir lediglich 10
Stunden am p IMAGER™ exponiert wurde, obwohl die hybridisierte rRNS aus dem
gleichem Markierungsexperiment stammte, so sind fiir kiinftige Experimente einige
Parameter neu zu iiberdenken.

Als erstes wire erneut ein Arrayformat mit groleren Sondenspots in Erwégung zu ziehen,
wenn der p IMAGER™ auch weiterhin fiir Radioaktivititsmessungen des Isotope Arrays
verwendet werden sollte. Der Grund dafiir ist die durch die Software bedingte Dynamik der
raumlichen Auflosung, die theoretisch maximal 15 um erreichen kann, jedoch von der Menge
der zumessenden Radioaktivitit pro Fliche und/oder von der Expositionszeit abhidngt. Um
diese maximale Auflosungsgrenze auch bei kleinen Sondenspots (z.B. 300 um im
Durchmesser) zu erreichen, sind jedoch hohe Radioaktivititsmengen pro Flache erforderlich.
Allerdings koénnen auch geringe Radioaktivititsmengen bis zu 0,04 CPM/mm? hochaufldsend
detektiert werden, wenn die Signale ausreichend lange am p IMAGER™ exponiert werden,
was wiederum die Durchfiihrung von Routineexperimenten wesentlich erschwert. Durch
Erh6éhung des Spotdurchmessers auf z.B. 1 mm, wie bereits beim Isotope-Array-Prototyp
gezeigt, konnten geringe Radioaktivitdtsdichten, die in den Experimenten mit 300-um-Spots
bei max. 0,58-0,08 CPM/mm? lagen, schneller (z.B. statt einer Woche in 12 Stunden) und
ohne EinbuBlen an rdumlicher Auflosung detektiert werden.

Ein weiterer, ebenso wesentlicher Parameter ist die Sondenmenge pro Flicheneinheit eines

Spots. Je mehr Sonde pro Flache fixiert wird, umso mehr markierte rRNS-Molekiile kdnnen
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gebunden, und umso schneller detektiert werden. Es wire daher zu erwégen, ob die
Konzentration der gespotteten Sonden kiinftig erh6ht werden sollte.

Die bei 10% Formamid durchgefiihrten Hybridisierungen zeigten zwar, dass sowohl fiir
Fluoreszenz als auch Radioaktivitdt (nach 7-tdgiger Exposition) erwartete Signale detektiert
werden konnten, die sowohl die Prasenz als auch Assimilationsaktivitdt von AOB bezeugten.
Die erhohte Zahl an falsch positiven Signalen (Tab. 9) zeigte jedoch gleichzeitig, dass die
Stringenz von 10% Formamid unter den optimalen Hybridisierungsbedingungen lag, und

diese in Zukunft zwischen 10 und 15% Formamid neu zu ermitteln sei.

D.IV STARKEN UND GRENZEN DES ISOTOPE ARRAYS

Der Isotope Array verwendet direkt aus der Umwelt gewonnene rRNS als Markermolekiil fiir
phylogenetische Analysen sowie Untersuchungen von Substrataufnahme in Zielorganismen.
Aus diesem Grund unterliegt dieser Ansatz nicht den typischen Verzerrungseffekten (Suzuki
und Giovannoni, 1996; von Wintzingerode ef al., 1997; Polz und Cavanaugh, 1998; Becker et
al., 2000; Crosby und Criddle, 2003; Lueders und Friedrich, 2003) PCR-abhingiger
Methoden, erfordert aber dafiir eine effiziente rRNS-Extraktion aus der zu untersuchenden
Umweltprobe.

Im Unterschied zu anderen Studien (Guschin et al., 1997; Bavykin et al., 2001; Small et al.,
2001; Koizumi et al., 2002; El Fantroussi et al., 2003) fiihrte eine den Hybridisierungen auf
dem AOB-Mikroarray-Prototyp vorgeschaltete rRNS-Fragmentierung (de Saizieu et al.,
1998) nicht zu einer gesteigerten Hybridisierungseffizienz, bewirkte jedoch eine erhohte
Hintergrundfluoreszenz. Dieser Effekt konnte durch mangelnde Kompatibilitit zwischen der
publizierten rRNS-Fragmentierungsmethode und der in dieser Studie verwendete
Hybridisierungslosung  erkldrt werden. Die  Erprobung eines neueren RNS-
Fragmentierungsprotokolls (Bodrossy et al., 2003) mit dem AOB-Mikroarray konnte zwar
ebenso wenig zu Signalsteigerung beitragen, wurde jedoch vor allen weiteren
Hybridisierungen mit rRNS durchgefiihrt, da keine nachteilig erhéhte Hintergrundfluoreszenz
festgestellt wurde. Die Verwendung intakter rRNS fiir Hybridisierungen auf dem Mikroarray
hat einerseits den Vorteil, dass die durch Fragmentierung bevorzugt zerstorten (potentiellen)
Sondenbinderegionen erhalten bleiben. Andererseits wirkt die Verwendung kurzer rRNS-
Fragmente der Bildung unerwiinschter Sekundirstrukturen entgegen, so dass sonst schwer

zugingliche Zielregionen fiir Sonden freigelegt werden.
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Ungeachtet dessen zeigte die Erfahrung im Labor, dass die Qualitdt der extrahierten rRNS
von entscheidender Bedeutung fiir den Erfolg von Hybridisierungen auf dem Mikroarray war,

und daher stets griindlich beispielsweise mittels Agarosegelelektrophorese zu tliberpriifen sei.

Der quantitativen FISH-Analyse zufolge war die Sensitivitit des Isotope Arrays ausreichend
groB, um den Einbau von '*C-Bikarbonat in die 16S rRNS von AOB, die weniger als 10%
bzw. 5% der Bakteriengemeinschaft der Belebtschlimme aus Oberding bzw. Aalborg West
ausmachten zu detektieren. Sollte hingegen der Isotope Array auf Okosysteme mit weniger
aktiven, mikrobiellen Lebensgemeinschaften und/oder diinn besiedelten Habitaten
angewendet werden, wiirde er sich in seiner gegenwirtigen Form auf die zahlenméBig
tiberlegenen Mikroorganismen beschrdanken. Generell hingt die Sensitivitit des Isotope
Arrays von einigen Faktoren ab:

Erstens bestimmen die Anzahl der (bakteriellen) Zielzellen des untersuchten Systems, sowie
deren zelluldrer Ribosomengehalt das Detektionslimit fiir die Hybridisierung auf dem
Mikroarray. Zweitens, wird die Sensitivitit durch die spezifische Aktivitit des markierten
Substrates, aber ebenso durch die (natiirliche) Konzentration seines nicht markierten
Widerparts in der untersuchten Probe beeinflusst. Drittens, wird die Substratverwertung des
untersuchten Organismus nur dann messbar, wenn ausreichende Mengen an '*C in seine
rRNS-Molekiile eingebaut wurden.

Fiir "*C-Bikarbonat konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass ca. 19000 CPM pro
ng RNS ausreichten, um die CO;-Fixierungsaktivitit einer Ammoniak oxidierenden
Reinkultur mittels Isotope Array zu demonstrieren (Abb. 4 und Tab. 5).

Verglichen mit DNS-Markierung mittels stabiler Isotope (=Stable Isotope Probing; SIP)
(Whitby et al., 2001a) konnte die Inkubationszeit mit markiertem Substrat, die fiir einen
erfolgreichen Nachweis der Autotrophie von AOB benétigt wurde, fiir den Isotope Array
wesentlich  verkiirzt werden. Diese Tatsache bestitigte, dass widhrend eines
Inkubationsexperiments markierte Kohlenstoffmolekiile wesentlich schneller in die
ribosomalen Nukleinsduren eines untersuchten Organismus als in seine DNS eingebaut
werden (Manefield et al., 2002a; Manefield et al., 2002b), was wiederum auf einen hoheren
rRNS-Umsatz in der Zelle schlieBen lisst. Es muss jedoch dabei beachtet werden, dass die
Einbauraten des markierten Kohlenstoffmolekiils in die rRNS in Abhingigkeit von der Art
des zugegebenen Substrates, von der rRNS-Stabilitdt und nicht zuletzt vom Metabolismus
eines Organismus zu sehen sind (obgleich die RNS-Biosynthesewege unter Bakterienspezies

konserviert sind). Diese Einschrinkung gilt jedoch gleichermallen fiir den Isotope Array wie
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fiir das Stable Isotope Probing von RNS bzw. DNS (Radajewski et al., 2000; Manefield et al.,
2002a; Manefield et al., 2002b), wohingegen die FISH-MAR-Methode (Lee ef al., 1999), die
lediglich die Aufnahme markierter Substrate visualisiert, davon nicht betroffen ist.

Zudem muss prinzipiell berilicksichtigt werden, dass Angehdrige einer mikrobiellen
Gemeinschaft gezielt zwischen markierten und natiirlichen Substraten selektieren. Obwohl
Bakterien '*C- gegeniiber '*C-markierten Substraten stirker diskriminieren, so ist der
Fraktionierungsausmall nicht so ausgeprigt, dass Experimente wie dieses, die sich
vergleichsweise hoher Isotopenkonzentration bedienen, signifikant beeinflusst wiirden
(Northrop, 1981; Jackson und Pardue, 1999; Ekblad et al., 2000).

Ein weiterer, insbesondere fiir lange Inkubationsversuche zu berticksichtigender Faktor ist das
sog. Substrat-,,Cross-Feeding®. Einerseits konnte dieser Effekt fiir Untersuchungen des
Kohlenstoffflusses innerhalb einer mikrobiellen Gemeinschaft genutzt werden. Andererseits
kann dieses Phinomen die Unterscheidung der Primdrkonsumenten von Folgeverwertern, wie
beispielsweise Organismen, die von Sekreten oder Lyseprodukten der Primdrkonsumenten
profitieren, erschweren. Allerdings sind Techniken mit kurzen Inkubationszeiten, wie Isotope
Array, RNS-SIP oder FISH-MAR vom ,,Cross-Feeding*“-Effekt weniger geféhrdet.

Im Unterschied zu DNS-SIP bietet der Isotope Array leider nicht die Mdglichkeit, vom
Informationsgehalt genomischer DNS der metabolisch aktiven Mikroorganismen zu
profitieren, um ihn in nachfolgenden Analysen zu verwerten. Ungeachtet dessen besitzt der
Isotope Array eine Reihe einzigartiger Vorteile gegeniiber anderen Methoden. Im Gegensatz
zu DNS- oder RNS-SIP wird beim Isotope Array der Substrateinbau in die Nukleinsduren
direkt gemessen, so dass falsch positive Resultate mit unmarkierten Organismen
ausgeschlossen werden konnen. Verglichen mit FISH-MAR werden bei Isotope Array
zahlreiche Sonden parallel eingesetzt, was insbesondere fiir 6kophysiologische Studien
komplexer mikrobieller Lebensgemeinschaften an Bedeutung gewinnen kann. Kénnen zudem
in Zukunft stringente Hybridisierungsbedingungen fiir alle Sonden erzielt werden, so bietet
der Isotope Array zusidtzlich die Moglichkeit zu Messung spezifischer Einbauraten von
Isotopen in die rRNS von Angehdrigen unterschiedlicher, phylogenetischer Gruppen, welche
als Verhiltnis von Radioaktivitit zu Fluoreszenz (oder als der sog. A-Wert, Formel 2, S.52)
fiir einzelne Sonden separat ermittelt werden konnen.

Zusammenfassend zeigte dieser Teil der Arbeit die Entwicklung sowie Evaluierung eines
neuartigen, molekularen Werkzeugs, das auf der Oligonukleotid-Mikroarray-Technologie
basiert, und kiinftig flir effiziente Struktur-Funktions-Analysen von komplexen mikrobiellen

Lebensgemeinschaften eingesetzt werden kann. Hélt der gegenwiértige Fortschritt auf dem
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Gebiet der Mikroarraytechnologie (Small ef al., 2001; Busti et al., 2002; Loy et al., 2002;
Bodrossy et al., 2003; El Fantroussi et al., 2003; Peplies et al., 2003) an, so wird es bald
moglich sein, umfassende Habitat-spezifische Mikroarrays zu entwickeln, die es uns erlauben
werden, die gesamte mikrobielle Lebensgemeinschaf eines Systems gleichzeitig zu erfassen.
Mit einer Technik, wie der des Isotope Arrays wird es dann moglich sein, den detektierten
und identifizierten Organismen direkt ihre Funktion innerhalb des Okosystems zuzuschreiben,

sowie Aussagen iiber ihre Aktivitét zu treffen.
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D.V MOLEKULARE ANALYSEN ZU AOB-GEMEINSCHAFTSSTRUKTUR IN BODEN MIT
UNTERSCHIEDLICHER DUNGUNGSPRAXIS

Der Einsatz von Stickstoffdiingern ist in der heutigen Landwirtschaft nicht wegzudenken. Da
Stickstoffmangel im Boden sich ertragslimitierend auf die (Nutz)Pflanzenproduktion
auswirkt, und die Ackerflichen moglichst hohe Ernte tragen sollen, muss der N-Pool stets neu
aufgefiillt werden. Je nach Bodentyp und anzubauender Pflanzenart werden verschiedene
Diingungsstrategien verfolgt; zwei wesentliche seien in diesem Zusammenhang genannt. Die
sog. NPK-Diinger, die neben Kalium und Phosphor Nitrat enthalten, liefern den Pflanzen
zwar kurzfristig eine leicht assimilierbare, zudem aber sehr mobile, und somit aus dem
Erdreich schnell auswaschbare Form von Stickstoff, die zu Grundwasserkontamination und
Eutrophierung umliegender Gewdsser beitragen kann (Carroll et al., 2003). Durch die
Senkung des C/N-Verhiltnisses wird zudem ein groferer Anteil des organisch fixierten
Kohlenstoffes (Corg) den Bodenmikroorganismen verfiigbar gemacht, und als Treibhausgas
CO; aus dem Erdreich freigesetzt (Conrad, 1996; Mendum et al., 1999). Nicht zuletzt dient
Nitrat vielen fakultativ anaeroben Mikroorganismen als terminaler Elektronenakzeptor
(Denitrifikation), und entweicht in Form von Stickoxiden (=Treibhausgasen) oder N, aus dem
Erdreich, ohne den Pflanzen zugute gekommen zu sein (Goreau et al., 1980; Bouwman et al.,
1993; Conrad, 1996; Schmidt und Bock, 1997; Abbassi und Adams, 1998; Zart und Bock,
1998; Jiang und Bakken, 1999b; Avrahami et al., 2002).

Weitaus élter, jedoch immer noch aktuell ist die organische Diingung mit tierischen oder
pflanzlichen Abfillen. Die bei weitem komplexere Zusammensetzung dieser Diinger liefert
sowohl schnell verfiigbare Nihrstoffe, wie Ammonium, als auch schwerer abbaubare,
polymere Substanzen (z.B. Lignin), die erst nach ldngerer Verweilzeit im Boden und
mikrobieller Aufbereitung stufenweise freigesetzt werden (Inbar et al., 1993; Kowalchuk et
al., 1999). Die hohere Verfiigbarkeit an reduziertem Stickstoff fiihrt jedoch zusitzlich,
innerhalb kurzer Zeit zu erhohter Nitrifikationsaktivitit von Ammoniak oxidierenden
Bakterien, die Ammoniak zu Nitrit umsetzen, das schon bald zu Nitrat oxidiert und dem
Boden verloren gehen kann (Kowalchuk et al., 1999; Phillips et al., 2000; Avrahami et al.,
2002). Obwohl sich diese Diingungsart nicht zwangsldufig auf den C/N-Wert auswirkt, da
z.B. im Stallmist sowohl organischer Stickstoff wie Kohlenstoff vorhanden sind, so bewirkt
sie insgesamt einen hdoheren Nihrstoffeintrag, der lidngerfristig eine Erhohung der
Bodenbiomasse als Konsequenz hat (Woldendorp und Laanbroek, 1989; Stienstra et al.,
1994). Wie bereits in zahlreichen Studien unterschiedlicher Boden gezeigt wurde, ging die

Zunahme der gesamten Biomasse mit erhohter Produktivitdt jedoch gleichzeitiger Abnahme
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der (Arten-)Diversitidt von Pflanzen einher (Bobbink und Willems, 1987; Tilman, 1987; OIff
und Bakker, 1991; Marrs, 1993; Stienstra et al., 1994; Gross et al., 1995; Bobbink et al.,
1998). Ein solcher Trend wurde ebenfalls fiir die Gruppe der betaproteobakteriellen AOB in
einer Reihe an Untersuchungen unterschiedlicher Bodentypen beobachtet (Bruns et al., 1999;
Kowalchuk et al., 2000b; Kowalchuk et al., 2000a). Derartige Populationsverschiebung lasst
sich mit Selektion von Spezialisten mit erh6hter Ammoniaktoleranz erkléren.

Da Boden ein hochkomplexes Geflige aus organischem Material und anorganischen
Bestandteilen darstellt, bietet er innerhalb seiner unterschiedlichen KorngréBen — Grob-
(2000-200 um) und Feinsand (200-63 pm), Schluff (63-2 pm) und Ton (2-0,1 um) — je nach
pH, Wasser-, Sauerstoff- und Nahrstoffverfiigbarkeit, sowie weiterer physikalisch-chemischer
Eigenschaften Mikrohabitate fiir die unterschiedlichen Anspriiche von Bodenmikro-
organismen (Hattori, 1988; Ladd ef al., 1996). So befassten sich bis dato einige Studien mit
der Fragestellung nach bevorzugter Besiedelung der unterschiedlichen Mikronischen durch
bestimmte Mikroorganismen, sei es anhand von Elektronenmikroskopie (Foster, 1988) oder
physikalischer Partikelauftrennungsmethoden (Kanazawa und Filip, 1986; Brussaard et al.,
1990; Jocteur Monrozier et al., 1991; Christensen, 1992; Hassink et al., 1993a; Hassink ef al.,
1993b; Van Gestel et al., 1996; Kandeler et al., 2000; Sessitsch et al., 2001; Poll et al., 2003).
Interessanterweise wurde dabei deutlich, dass préaferentiell die kleineren Partikel, wie Schluff
und Ton, erhohte mikrobielle Biomasse und die hochsten Zellzahlen aufweisen (Kanazawa
und Filip, 1986; Jocteur Monrozier ef al., 1991; Van Gestel et al., 1996; Kandeler ef al., 2000;
Sessitsch et al., 2001; Poll et al., 2003). Untersuchungen von Stofffliissen zwischen (Chefetz
et al., 2002), sowie Studien zu Stoffumsetzungen innerhalb einzelner Mikroaggregate
(Gregorich et al., 1989; Amato und Ladd, 1992; Chotte et al., 1998; Stemmer et al., 1999)
lieferten erste, wenn auch nur indirekte Hinweise auf lokale Unterschiede mikrobieller
Aktivitidt und konnten somit die ersten Befunde erhérten. So lie die erhohte Aktivitit des
Markerenzyms Xylanase auf das gehdufte Vorkommen von Pilzen insbesondere in den
groBBeren Bodenfraktionen schliefen, wohingegen in den beiden kleineren Fraktionen —
Schluff und Ton — verstdrkte Aktivititen von Enzymen wie Urease, Invertase oder alkalischer
Phosphatase auf bakterielle Prasenz zuriickgefiihrt wurden (Stemmer et al., 1998; Kandeler et
al., 1999; Stemmer et al., 1999; Gerzabek et al., 2000; Kandeler et al., 2000; Poll et al.,
2003). Durch die Erstellung von Phospholipid-Fettsdureester-Profilen (PLFA) fiir die
einzelnen KorngroBenfraktionen erhielt man weitere Hinweise auf die Konzentration
bakterieller Besiedlung innerhalb der Schluff- und Tonfraktion (Kandeler ez al., 2000; Poll et

al., 2003), und somit auf strukturelle Unterschiede zwischen den einzelnen Mikrohabitaten.

130



DISKUSSION

Eine eindeutige Identifizierung von Mikroorganismen ldsst diese Methode jedoch nur selten
zu (Roslev und Iversen, 1999; Johnsen et al., 2002), da ihr Auflésungspotential begrenzt ist,
und zudem phinotypische Ahnlichkeiten nicht zwangsliufig phylogenetische Verwandtschaft
widerspiegeln (z.B. Klein et al., 2001).

Erste, phylogenetisch orientierte Ansitze zu Untersuchung der Mikrodiversitdt innerhalb der
unterschiedlichen Bodenpartikelgrolen wurden von Ranjard et al,, 2000 mittels RISA
(ribosomal intergenic spacer analysis) vorgenommen. Spéter wurden von Sessitsch et al.,
2001 bzw. Poll et al., 2003 T-RFLP-Profile von ca. 530-bp-langen Fragmenten von 16S-
rRNS-Genen bakterieller Subpopulationen in fraktionierten Bodenpartikeln erstellt und
analysiert. Trotz des reduzierten Informationsgehalts des untersuchten Genfragments und
nicht optimaler Wahl von PCR-Primern hinsichtlich moglichst breiter Erfassung aller
bekannten bakteriellen Sequenzen, konnten auch diese Studien den Trend zu vergleichsweise
grofBter mikrobieller Diversitdt innerhalb der zwei kleinsten Korngrofen — Schluff und Ton —
bestétigen.

Zudem beschiéftigten sich Sessitsch et al., 2001 und Poll et al., 2003 mit eventuell — auch auf
Mikrohabitatebene — vorhandenen Unterschieden in der mikrobiellen Diversitit in
Abhingigkeit von unterschiedlicher Bodendiingung. Interessanterweise kamen beide Studien
nicht zu dem gleichen Ergebnis. Die von Sessitsch ef al., 2001 durchgefiihrte Studie zeigte
grofBere Unterschiede zwischen den Lebensgemeinschaften der verschiedenen Mikrohabitate
eines Bodens als zwischen denen von Bdden mit unterschiedlichen Diingungspraxen. Es
wurde daraus gefolgert, dass nicht — wie zundchst angenommen — die Diingungspraxis
sondern eher die PartikelgroBBe, welche die Bildung verschiedener Mikrohabitate im Boden
bestimmt, einen hoheren Einfluss auf die Diversitit mikrobieller Lebensgemeinschaften des
Bodens iibt. Poll et al., 2003 stellte zwar ebenfalls den Einfluss der PartikelgroBe auf die
Zusammensetzung mikrobieller Lebensgemeinschaften im Boden fest, beobachtete jedoch
zusdtzlich, dass die mikrobielle Diversitdt durch Stallmistdiingung gegeniiber ungediingtem
Boden zunahm. An dieser Stelle soll angemerkt werden, dass angesichts der enormen
Diversitit von Bodenmikroorganismen, die sich laut Torsvik und Ovreas, 2002 auf mehrere
Tausend unterschiedliche Genomiquivalente pro Gramm Erde belduft, eine derart komplexe
Fragestellung mit der limitierten Aussagekraft von T-RFLP- bzw. PLFA-Profilen nicht
hinreichend beantworten werden kann.

Es erschien daher sinnvoll und hilfreich, eventuelle Populationsverinderungen in
Abhingigkeit von Bodendiingung und/oder Partikelgrofe anhand einer ausgewihlten

Modellorganismengruppe zu verfolgen. Hierbei galt ein besonderes Augenmerk den beta-
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proteobakteriellen AOB, da sie im Stickstoffkreislauf, in den zugleich die Stickstoffdiingung
eingreift, eine Schliisselrolle spielen. Zudem existierte bereits eine Reihe an Daten aus
Untersuchungen zu Populationsverdnderungen von AOB in Abhédngigkeit von Bodendiingung
(Hastings et al., 1997; Ceccherini et al., 1998; Bruns et al., 1999; Kowalchuk et al., 2000b;
Kowalchuk et al., 2000a; Phillips et al., 2000; Hermansson und Lindgren, 2001; Oved et al.,
2001; Webster et al., 2002; Avrahami und Conrad, 2003; Avrahami et al., 2003; Okano et al.,
2004), die als Vergleichsmaterial dienten.

So wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Fragestellungen hinsichtlich
Populationsunterschiede von AOB im Boden erortert. Zum einen wurde die AOB-
Zusammensetzung von stallmistgediingtem mit der von ungediingtem Boden verglichen. Zum
anderen wurden Unterschiede in der AOB-Besiedlung einzelner KorngroBen der beiden
untersuchten Boden herausgearbeitet.

Zu Beantwortung dieser Fragen dienten zwei verschiedene Untersuchungsmethoden. Zuerst
wurde der Versuch unternommen, AOB-Populationsunterschiede — falls vorhanden — mit
PCR-amplifizierten 16S-rRNS-Genfragmenten auf dem neu entworfenen AOB-Mikroarray
aufzuzeigen. Im Anschluss wurden die Proben der vergleichenden amoA-Gensequenzanalyse
unterzogen, die gleichzeitig als Kontrolle fiir die neue Methode fungierte. Es wurde zudem
die Tatsache genutzt, dass es sich bei amoA um ein unabhingiges, da nicht ribosomales
Molekiil handelt, das neben 16S rRNS als Markermolekiil fiir phylogenetische Analysen von
AOB geeignet ist (Purkhold et al., 2000). Gegeniiber einem vergleichbaren 16S-rRNS-Ansatz
mit tiber 1500 zu sequenzierenden Basen bringt die amoA-Analyse mit einer untersuchten
Fragmentldnge von 453 Basen einen erheblichen zeitlichen Vorteil bei der Erstellung und
Auswertung von Klondatenbanken, und liefert dabei trotzdem ausreichend phylogenetisch
verwertbare Sequenzinformationen (Rotthauwe et al., 1997; Stephen et al., 1999; Purkhold et
al., 2000).

D.V.1 Mikroarray-Untersuchungen zu AOB-Gemeinschaftsstruktur in Boden mit PCR-
amplifizierten 16S-rRNS-Genfragmenten

Fiir die Analysen wurden aus allen Fraktionen (Fein-, Grobsand, Schluff, Ton) des gediingten
sowie ungediingten Bodens ebenso wie aus nicht fraktioniertem gediingtem sowie
ungediingtem Boden 16S-rRNS-Genfragmente mit universell bindenden PCR-Primern
amplifiziert, fluoreszenzmarkiert und auf dem AOB-Mikroarray hybridisiert. Nach einem
stringenten Waschschritt bei 57°C und einem anschlieenden Fluoreszenzscan wurde jedoch

deutlich, dass auBler fiir die zwei hierarchisch iibergeordneten Sonden EUB338 sowie UnivA
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fiir keine der AOB-spezifischen Sonden positive Signale detektierbar waren (Daten nicht
gezeigt).

Das Ausbleiben von AOB-spezifischen Sondensignalen kann wahrscheinlich auf eine sehr
geringe AOB-Zellzahl in den untersuchten Proben zuriickgefiihrt werden. Da es jedoch im
Rahmen dieser Studie nicht mdglich war, quantitative Daten {iber den Anteil der AOB an der
bakteriellen Gesamtpopulation im Boden zu erhalten, wurden Zahlen aus anderen
Untersuchungen, die sich mit dieser Fragestellung bereits befasst hatten, herangezogen. Aus
einer jlingsten Verdffentlichung (Okano et al., 2004), in welcher der Diingungseffekt auf die
AOB-Population mit Hilfe von Real-Time-PCR quantitativ untersucht wurde, geht hervor,
dass in regelmiBig gediingtem Ackerland vor Diingung ca. 4¥*10° AOB-Zellen pro Gramm
Erde zu finden waren, wéhrend sich die bakterielle Gesamtzellzahl auf ca. 0,7*109/g Erde
belief. Somit machten AOB nur 0,4% der bakteriellen Gesamtpopulation aus. Zieht man
andere, quantitative Ergebnisse in Betracht, den ebenfalls molekulare Methoden zugrunde
lagen, so schwankten die AOB-Zellzahlen stets in den GroBenordnungen zwischen 10° bis 10’
Zellen/g Erde (Stephen et al., 1996; Bruns ef al., 1999; Mendum et al., 1999; Kowalchuk et
al., 2000b; Kowalchuk et al., 2000a; Hermansson und Lindgren, 2001). Ein auffallig geringer
AOB-Anteil an der bakteriellen Gesamtpopulation im Boden wurde von Phillips et al., 2000
berichtet. Wéhrend die mittels DTAF-Firbung mikroskopisch bestimmte, bakterielle
Gesamtzellzahl sich auf 6 bis 9*10° Zellen/g Erde belief, wurden in seit iiber zehn Jahren
ungediingter und ungepfliigter Erde ca. 5¥10*/AOB-Zellen mittels kompetitiver PCR (cPCR)
von 16S-rRNS-Genen identifiziert, und machten somit maximal 0,001% der bakteriellen
Gesamtpopulation aus.

Dieser Variationsbreite konnen unterschiedliche Ursachen zugrunde liegen, wie z.B.
geophysiologische Eigenschaften des Bodens, seine Bearbeitung, ebenso wie die
Quantifizierung unterschiedlicher Zielmolekiile (amoA- oder 16S-rRNS-Gene) mit
unterschiedlichen Methoden (Real-Time-PCR oder cPCR), und nicht zuletzt die Verwendung
unterschiedlicher Primersitze fiir das jeweilige Zielmolekiil.

Geht man bei dem hier beschriebenen Diingungsversuch von AOB-Zellzahlen in dem oben
beschriebenen Intervall von 10° bis 107 Zellen/g Erde und bakterieller Gesamtzahl von ca.
5%10° aus, so wiirde sich ihr Anteil auf maximal 0,2 bis 0,002% der Gesamtpopulation
belaufen. Da fiir die Detektion von AOB-16S-rRNS-Genen auf dem Mikroarray universelle
PCR-Primer verwendet wurden, liegt die Erklirung nahe, dass sie angesichts ihrer
zahlenmifigen Unterlegenheit — selbst nach einem PCR-Amplifikationsschritt — unterhalb der

Nachweisgrenze des Mikroarrays lagen.
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Ein Weg zu Erhohung der Detektionseffizienz zahlenméfig unterlegener Mikroorganismen,
wie im Falle von AOB, wire eine gezielte Amplifikation von 16S-rRNS-Gensequenzen mit
AOB-spezifischen Primern (McCaig et al., 1994), oder durch einen Nested-PCR-Ansatz
(Hiorns et al., 1995; Hastings et al., 1998; Kowalchuk et al., 1999; Phillips et al., 1999;
Whitby et al., 1999; Bano und Hollibaugh, 2000; Whitby et al., 2001b). Aus Zeitgriinden
konnte leider keiner dieser Ansidtze weiterverfolgt werden. Zudem deuteten die ersten
Ergebnisse der parallel zu Mikroarray-Ansatz angelegten amoA-Klonbank auf nur begrenzte
Unterschiede auf Speziesebene sowohl zwischen den Boden als auch KorngroBen hin. Ein
sichtbarer Trend setzte erst ab einer amoA-Nukleinsduresequenzahnlichkeit von ca. 90% ein,
so dass die Unterschiede weit jenseits der Speziesgrenze von ca. 83% (Koops et al., 2003;
Purkhold et al., 2003) lagen. Da das Auflésungsvermdgen des AOB-Mikroarrays ungefdahr
auf Speziesebene liegt, erwies sich diese Methode als nicht geeignet, um
Populationsunterschiede zwischen den untersuchten Habitaten effektiv nachweisen zu

konnen. Aus diesem Grund galt nun das Augenmerk der amoA-Klonbankanalyse.

D.V.2 amoA-basierende Untersuchungen zu AOB-Gemeinschaftsstruktur in Boden

D.V.2.a AOB-Populationsunterschiede zwischen gediingtem und ungediingtem Boden

Die Beurteilung des Diingungseinflusses auf die AOB-Diversitit kann auf verschiedenen
Ebenen stattfinden. Ausgehend von einer nahezu gleich hohen Anzahl an untersuchten amoA-
Klonen aus dem gediingten (110) bzw. ungediingten (115) Boden wurden diese aufgrund ihrer
Nukleinsduresequenzéhnlichkeiten zu sog. OTUs (=operational taxonomic units) (Good,
1953) mittels Ahnlichkeitsmatrices gruppiert. Dabei zeigte sich, dass im Bereich zwischen 80
und 97% Sequenzihnlichkeit die gesamte sowie mittlere Anzahl an OTUs aus ungediingtem
Boden die des gediingten stets iibertraf (Abb. 41). Allerdings wurden die Unterschiede erst
jenseits der Speziesgrenzen (ab 89%) deutlich erkennbar, bis sie auf Stammesebene ihren
Hohepunkt erreichten. Bei 97% Sequenzihnlichkeit wurden insgesamt 29 verschiedene OTUs
gezédhlt, von denen 20 in ungediingtem, dagegen nur 16 in gediingtem Boden gefunden

wurden. Sieben OTUs kamen in beiden Boden vor (Abb. 41 und Abb. 49).
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Abb. 49 Balkendiagramm-Darstellung der mittleren OTU-Anzahlen, welche aus beiden Bodentypen bei den
Grenzwerten von 80% bzw. 97% Nukleinsduresequenzihnlichkeit ermittelt wurden. Der Fehlerbalken zeigt den
Standardfehler an.

Die Verwendung eines PCR-Primersatzes, der alle bekannten, betaproteobakteriellen AOB
erfasst, zeugte — im Unterschied zu zahlreichen anderen amoA- (Mendum et al., 1999;
Webster et al., 2002) bzw. 16S-rRNS-basierenden Studien (Hiorns et al., 1995; Stephen et al.,
1996; Bruns et al., 1999; Kowalchuk et al., 1999; Mendum et al., 1999; Phillips et al., 2000;
Mintie et al., 2003) — von einer umfassenden Detektion der in beiden Habitaten wesentlichen
AOB. Diese Behauptung wird zusdtzlich durch die sehr hohen Coverage-Werte (Formel 3,
S.93) fiir die Genanalyse der beiden Bdéden (Abb. 42), die durch die grole Anzahl an
analysierten amoA-Klonen begriindet sind, unterstiitzt.

Der Vergleich von Bodenreplikaten hinsichtlich der Héufigkeit des Vorkommens einzelner,
bei 97% Nukleinsduresequenzihnlichkeit identifizierter OTUs zeigte jedoch fiir beide Boden
eine relativ hohe Variationsbreite. Wahrend in gediingtem Boden nur vier von 16 OTUs
(25%) in mindestens zwei von drei Bodenreplikaten wiederzufinden waren, tauchten in
ungediingtem Boden sechs von insgesamt 20 OTUs (30%) in mindestens zwei von drei
Replikaten auf.

Dies zeigt, dass an beiden Standorten eine hohe rdumliche Heterogenitit der AOB herrschte,
welche vermutlich durch die geologische Beschaffenheit des Bodens und seine physikalisch-
chemischen Eigenschaften, sowie duflere Einfliisse, wie Witterung, Tierkoteintrag und

Pfliigen, bedingt wurden. So wurde auch deutlich, dass fiir Populationsanalysen heterogener
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Habitate, wie die des Bodens, die v.a. bei hohen Nukleinsduresequenzihnlichkeiten
durchgefiihrt werden, vermutlich mehr als drei Replikate untersucht werden miissten. Zudem
miissten pro Replikat so viele Klone untersucht werden, bis in keinem der Replikate mehr
,heue“ OTUs gefunden wiirden.

Dartiber hinaus sollte bei Betrachtung hoher Sequenzdhnlichkeitswerte stets der Einfluss
PCR- und durch Klonierung bedingter Verzerrungseffekten, die eine kiinstliche

Mikrodiversitdt suggerieren konnen, mitberiicksichtigt werden (Speksnijder ef al., 2001).

D.V.2.b AOB-Besiedlung von unterschiedlichen Korngrifien des gediingten und
ungediingten Bodens

Ungeachtet der Diingungspraxis wurde in beiden Béden jeweils eine hohe Anzahl an OTUs,
also eine relativ hohe AOB-Diversitit insbesondere auf niedriger phylogenetischer
Hierarchieebene festgestellt (Abb. 45 und Abb. 50). Es schien daher von Interesse zu sein,
herauszufinden, ob die Stallmistdiingung einen Einfluss auf die AOB-Diversitit des Bodens
in Mikroskala ausiibte. Aus diesem Grund wurden einzelne KorngroBenfraktionen

hinsichtlich ihrer Besiedlung durch AOB néher untersucht.
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Abb. 50 Balkendiagramm-Darstellung der mittleren OTU-Anzahlen, welche jeweils in den vier Fraktionen
(Grob-, Feinsand, Schluff und Ton) des ungediingten bzw. gediingten Bodens, sowie im unfraktionierten,
ungediingten bzw. gediingten Boden bei einem Grenzwert von 97% Nukleinsduresequenzdhnlichkeit ermittelt
wurden. Der Fehlerbalken zeigt den Standardfehler an.

Der erste Hinweis auf eine geringere AOB-Besiedlung der groferen Bodenfraktionen, wie

Grob- und Feinsand, manifestierte sich durch ihre wesentlich geringeren Ausbeuten an amoA-
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PCR-Produkten, verglichen mit denen des unfraktionierten Bodens bzw. des Tons und
Schluffs (Abb. 39). Der Verdacht auf inhibierende Stoffe in Grob- und Feinsand konnte
mittels extern zugegebener Kontroll-DNS ausgerdumt werden. Erste Indizien fiir eine hohere
AOB-Diversitdt innerhalb der kleineren PartikelgroBen lieferten die Ergebnisse der
Gelretardation, mit welcher die amplifizierten amoA4-Genfragmente ihrem GC-Gehalt nach
aufgetrennt wurden. So konnte fiir die Schluff- als auch Tonfraktion der beiden Bdden eine
hohere Bandenvielfalt als in den beiden Sandfraktionen festgestellt werden (Abb. 40). Durch
eine amoA-Klonbankanalyse der einzelnen Bodenfraktionen konnte der oben genannte,
ebenso wie der bereits von Sessitsch et al., 2001 und Poll et al., 2003 auf einer hdheren
Hierarchieebene  beschriebene Trend zu steigender Diversitit mit sinkender

Bodenpartikelgroe bestdtigt werden (Abb. 50).

Als signifikant erwies sich der Unterschied im ungediingten Boden zwischen Ton und den
drei verbleibenden Fraktionen. Es wurde dabei ersichtlich, dass iiber einer amoA-
Nukleinsduresequenzdhnlichkeit von 89% die Anzahl an OTUs innerhalb des Tons stets
zunahm, wihrend fiir die anderen drei PartikelgroBen ein vergleichbarer Effekt ausblieb. Bei
einer 97%-igen Sequenzdhnlichkeit wurden im Ton bereits bis zu 9 (durchschnittlich 5,3)
OTUs gezéhlt, wihrend die anderen Fraktionen des ungediingten Bodens im Schnitt auf 2,3
bis 3 (max. 6) OTUs kamen (Abb. 44A). Ein ebenso deutlicher Trend zur Zunahme an
Diversitdt mit abnehmender Korngrof3e, insbesondere jenseits der Speziesebene konnte auch
in den Fraktionen des gediingten Bodens festgestellt werden. Dabei erwies sich die
Schlufffraktion mit bis zu 9 OTUs (durchschnittlich 4,3 OTUs) als die OTU-reichste, gefolgt
von der Tonfraktion mit max. 5 und durchschnittlich 4,5 OTUs (Abb. 44B). Die Diskrepanz
zwischen kumulierten und mittleren OTU-Werten kann durch die relativ hohe Variation der
vorkommenden OTUs pro Replikat der jeweiligen Bodenfraktion erklért werden.

Auch das Gegeniiberstellen der einzelnen Fraktionen des gediingten gegen die des
ungediingten Bodens lieferte aufschlussreiche Einblicke in die diingungsbedingten
Verschiebungen in der AOB-Substruktur (Abb. 51). Wahrend bis ca. 87% Nukleinsédure-
sequenzdhnlichkeit lediglich die Tonfraktion des ungediingten Bodens mit ihrer mittleren und
kumulierten OTU-Zahl die des gediingten deutlich tlibertraf (Abb. 50 und Abb. 51D), machte
sich der Diingungseinfluss fiir die anderen Fraktionen erst mit steigenden Ahnlichkeitswerten
unterschiedlich bemerkbar. So konnte beobachtet werden, dass die Grobsandfraktion durch
Diingung geringfiigig an Diversitdt gewann (Abb. 50 und Abb. 51A), wohingegen die
Feinsand- (Abb. 50 und Abb. 51B) und Tonfraktion (Abb. 50 und Abb. 51D) durch den
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Diingungseinfluss an Diversitét verlor (Abb. 50 und Abb. 51). Interessanterweise stellte sich

auch heraus, dass Schluff durch Diingerzufuhr erheblich an OTU-Diversitit gewann (Abb. 50
und Abb. 51C).
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Abb. 51 Gegeniiberstellung mittlerer OTU-Anzahlen, welche bei verschiedenen Nukleinsduresequenz-
dhnlichkeitswerten zwischen 80 und 97% in den einzelnen Fraktionen des ungediingten (schwarze Symbole) und
des gediingten (weille Symbole) Bodens ermittelt wurden. Der Fehlerbalken zeigt den Standardfehler an.

Basierend auf durchschnittlichen OTU-Anzahlen, also unter Beriicksichtigung von
Bodenreplikaten, gebildet bei einer 97%-igen amoA-Nukleinsduresequenzahnlichkeit, erwies
sich die Tonfraktion des gediingten als auch ungediingten Bodens als die OTU-reichste
PartikelgroBe, dicht gefolgt vom Schluff des gediingten Bodens, wohingegen die
Feinsandfraktion die geringste AOB-Diversitét beinhaltete (Abb. 45 und Abb. 50).

AOB-Dichte im Ton Die Tendenz zu einer hoheren Konzentration bakterieller Biomasse

innerhalb der kleineren Bodenpartikelfraktionen ist bereits mehrmals beobachtet worden
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(Jocteur Monrozier et al., 1991; Kandeler et al, 2000; Ranjard und Richaume, 2001;
Sessitsch et al., 2001; Poll et al., 2003). Als wesentlichen Grund fiir diese Mikroheterogenitit
wurden giinstige Umstdnde zu Ausbildung von Mikronischen innerhalb der kleineren
Bodenpartikel genannt. Mit einer Bakterienzellen-dhnlichen PartikelgroBe von ca. 1-2 pum
konnen komplexe, biofilmartige Strukturen in Verbindung mit exopolymeren Substanzen
(EPS) geschaffen werden, die einen besseren Schutz vor Protozoenfral3 bieten. Zudem bilden
solche Strukturen eine optimale Grundlage fiir Mikrohabitatbildung mit Substrat-, pH-,
Wasser- Sauerstoff- und zahlreichen physiochemischen Mikrogefillen, die sich wiederum
positiv auf die Erhaltung von Mikrodiversitit auswirken (Tiedje et al., 2001). Zudem wurde
bereits mehrmals von giinstigem Einfluss negativ geladener Tonpartikel in Gegenwart von
Ammoniumionen auf die Nitrifikationsaktivitit von AOB berichtet (Powell und Prosser,
1991; Vieira et al., 2001; Campos JL et al., 2002). Wenn auch der Mechanismus noch bislang
ungekldrt blieb, ist anzunehmen, dass die Kationentauscher-Kapazitit von Ton die
Ammoniakoxidation auch in leicht saurer bis sauer Umgebung, wie in den untersuchten
Boden, deren pH zwischen 6,2 und 5,6 lag, ermoglicht und somit eine verstiarkte Ansiedlung
von AOB auf diesen Partikeln zufolge hat (Powell und Prosser, 1991; Vieira ef al., 2001).
Dieser Effekt steht im Einklang mit dem Befund dieser Studie und konnte die erhdhte AOB-

Priasenz in der Tonfraktion — insbesondere des ungediingten Bodens — erkléren.

AOB und Alfa-Proteobakterien Umgekehrt wird die geringe bakterielle Besiedlung der
groBeren Bodenpartikel mit dem Konkurrenzkampt zwischen Protozoen und Bakterien um
Néhrstoffe sowie dem Riuber-Beute-Verhiltnis, das zugunsten der Ersteren verschoben wird,
erklart (Sessitsch et al., 2001; Poll et al., 2003). Gleichzeitig wurde eine erhohte Prisenz alfa-
proteobakterieller Stickstofffixierer in den Sandfraktionen beobachtet (Sessitsch ef al., 2001).
Da diese Organismen meist zu EPS Bildung beféhigt sind, kdnnen sie, von Protozoen
unbehelligt und von reduziertem Stickstoff unabhingig, dieses Mikrohabitat besiedeln. Diese
Tatsache konnte die Existenz von AOB in den Sandfraktionen sowohl des gediingten als auch
ungediingten Bodens erkldren. Da auch zahlreiche AOB in der Lage sind, EPS zu bilden
(Stehr et al., 1995b), ist eine Biofilm- oder Konsortienbildung zwischen AOB und
Stickstofffixierern nicht auszuschlieBen. Ein derartiger Zusammenschluss brichte beiden
Gilden einen erhohten Schutz vor Protozoenfral, wihrend AOB unter Umstinden vom
gebundenen Ammonium profitierten, und im Gegenzug, die Stickstofffixierer mit wertvollen
Sekretstoffen versorgen wiirden. Allerdings ist eine derartige Hypothese mit Kolokalisations-

studien und umfangreichen Analysen der postulierten Stofffliisse, noch zu beweisen.
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Obwohl Gruppierung der Klone zu OTUs, ebenso wie ihre zahlenméBige Verteilung zwischen
den Boden erste Anhaltspunkte iiber die AOB-Diversitit lieferten, so war es doch
unerlésslich, die phylogenetische Zuordnung der einzelnen OTUs zu untersuchen.

Dabei stellte sich jedoch das Problem, dass die auf dem amoA-Genfragment basierende AOB-
Phylogenie innerhalb der Nitrosospira- wie N.-oligotropha-/N.-marina-Linie nur eine, im
Vergleich zu 16S-rRNS, begrenzte Auflosung zuldsst (Koops et al., 2003; Purkhold et al.,
2003). Aus diesem Grund dienten Ahnlichkeiten der einzelnen OTUs zu kultivierten
Nitrosomonas- bzw. Nitrosospira-Reinkulturen vorrangig als Anhaltspunkt. Es konnte dabei
festgestellt werden, dass die liberwiegende Mehrzahl an Klonen (88%) als Verwandte der
Nitrosospira-Linie (Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003) identifiziert wurden, welche bei
einer 97%-igen Sequenzdhnlichkeit in 24 (von insgesamt 29) OTUs untergliedert werden
konnten, und nahezu die gesamte Nitrosospira-Bandbreite — bis auf das sog. ,,Clusterl —
abdeckten (Abb. 46 und Abb. 47). Die verbleibenden Klone erwiesen sich einerseits als
Verwandte der N.-europaea- andererseits der N.-oligotropha-/N.-marina-Linie. Wéhrend die
N.-europaea-verwandten Klone selbst bei einer Nukleinsduresequenzéhnlichkeit von 97%
lediglich eine OTU bildeten, waren es flir die N.-oligotropha-/N.-marina-Linie bereits vier
OTUs. Diese zeigten zu den zwei beschriebenen Spezies N. oligotropha und N. ureae die
hochsten Ahnlichkeiten. Nach Klassifizierung aller OTUs nach ihrem Ursprung (Abb. 47)
wurde zudem deutlich, dass Sequenzen der N.-oligotropha-/N.-marina-Linie lediglich in
ungediingtem Boden auftraten, wahrend Vertreter der die Nitrosospira- als auch N.-europaea-
Linie in beiden Bdden vorkamen. Die Dominanz von Nitrosospiren in unterschiedlichsten
Boden konnte bereits in zahlreichen, die AOB-Populationsstruktur untersuchenden Studien
demonstriert werden (Hiorns et al., 1995; Kowalchuk et al., 1997; Stephen et al., 1998; Aakra
et al., 1999; Bruns et al., 1999; Mendum et al., 1999; Stephen et al., 1999; Hastings et al.,
2000; Ivanova et al., 2000; Kowalchuk et al., 2000b; Kowalchuk et al., 2000a; Phillips et al.,
2000; Laverman et al., 2001; Oved et al., 2001; Smith et al., 2001; Avrahami et al., 2002;
Webster et al., 2002; Avrahami und Conrad, 2003; Mintie et al., 2003).

Auch dass Vorkommen von N.-europaea-Verwandten in verschiedenen, jedoch zumeist
eutrophierten Boden ist bereits mehrmals gezeigt worden (Hastings et al., 1997; Ceccherini et
al., 1998; Holmes et al., 1999; Campbell, 2000; Phillips et al., 2000; Oved et al., 2001;
Morris et al., 2002; Radajewski ef al., 2002; Webster et al., 2002). Dies ist vermutlich auf die
hohe Toleranz dieser Organismen gegeniiber hohen Ammoniak- und NaCl-Konzentrationen
bei einer relativ hohen Affinititskonstante gegeniiber Ammoniak (50-100 pmol)

zuriickzufiihren (Koops und Pommerening-Roser, 2001). Gleichzeitig zeigten einzelne
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Studien ihre Présenz ebenfalls in oligotrophen Boden (Phillips et al., 2000; Webster et al.,
2002), ein Fakt, der fiir die 6kophysiologische Anpassungsfahigkeit dieser Organismengruppe
spricht.

Die Prasenz von N.-oligotropha-verwandten Organismen in ausschlieBlich ungediingtem, also
ndhrstoffarmem Boden (Abb. 47) ist vermutlich eine Konsequenz ihrer sehr niedrigen
Affinititskonstante gegeniiber Ammoniak bei einer gleichzeitig geringen Toleranz gegeniiber
hohen Ammonium-Konzentrationen (Stehr et al., 1995a; Bollmann und Laanbroek, 2001;
Bollmann et al., 2002). Obwohl der GroBteil (Koops et al, 2003) von N.-oligotropha-
verwandten Organismen aus Klidranlagen (Koops und Harms, 1985; Suwa et al, 1997;
Purkhold et al., 2000; Nicolaisen und Ramsing, 2002) und SiiBwasserhabitaten (Stehr et al.,
1995a; Speksnijder et al., 1998; Radeva et al., 1999; Bollmann und Laanbroek, 2001; Regan
et al., 2002) stammt, so wurden wichtige Vertreter dieser Gruppe, wie N. oligotropha oder N.
ureae (Koops et al., 1991), sowie zahlreiche verwandte Klone aus moderat sauren (pH 6,0)
Boden (Koops et al., 1991; Stephen et al., 1998; Bruns et al., 1999; Kowalchuk et al., 2000b;
Phillips et al., 2000; Whitby ef al., 2001b) isoliert oder dort detektiert.

Innerhalb der Nitrosospira-Linie (Abb. 46 und Abb. 47) wurde ein gehéduftes Auftreten von
Nitrosospira-sp.-Ka4- (sog. ,,Cluster 4*) sowie Nitrosospira-sp.-Nsp2-verwandten (,,Cluster
3“) Sequenzen in beiden Bdden beobachtet, was fiir eine Generalistenstrategie dieser
Organismentypen spricht (Stephen er al., 1998; Kowalchuk et al., 2000a). Bei den
Nitrosospira-sp.-Nsp12-nahen (,,Cluster 0°) OTUs, die groBtenteils aus gediingtem, nur
einmal jedoch aus ungediingtem Boden gewonnen wurden, konnte nicht eindeutig gezeigt
werden, ob diese Organismen bevorzugt in eutrophierter Umgebung auftraten, oder ob es sich
um einen Klonierungsartefakt handelt. Es steht jedoch fest, dass Organismen dieser Gruppe
mit variierenden Umweltbedingungen zurechtkommen, da sie aus Habitaten unterschiedlichen
Nahrstoffgehalts isoliert werden konnten (Koops und Harms, 1985). Dagegen konnten
Nitrosospira-sp.-NspAHB1- (,,Cluster 2) bzw. Nitrosospira-sp.-Nsp57-verwandte OTUs
ausschlieflich aus ungediingtem Boden gewonnen werden. Bisherige Studien zeigten, dass
Nitrosospiren aus dem sog. ,,Cluster 2 bevorzugt in sauren Béden vorkommen (Stephen et
al., 1996; Stephen et al., 1998; Hastings et al., 2000; Kowalchuk et al., 2000b; Burton und
Prosser, 2001; Laverman et al., 2001). Wenn auch der pH-Wert (6,2) des gediingten Bodens
nur geringfligig iiber dem des ungediingten (pH 5,6) lag, so trug er wohl gemeinsam mit
seinem hoheren Ammoniumgehalt wegen der langjdhrigen Stallmistdiingung zu Verdrangung

von Nitrosospiren des ,,Cluster 2 bei.
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Entgegen den Resultaten einiger Studien, die keine Unterschiede zwischen den AOB-
Populationen gediingter und ungediingter Boden feststellen konnten (Phillips et al., 2000;
Webster et al., 2002), wurden hier Trends zu hoherer Diversitidt im ungediingten Boden
erkennbar (Abb. 47 und Abb. 49). Da die Unterschiede jedoch meist jenseits der ,,Cluster-*
und Speziesgrenze lagen, ist es nicht verwunderlich, dass sie in anderen Studien nicht
aufgezeigt werden konnten. Die Mehrzahl der Untersuchungen zu AOB-Populationsstruktur
bediente sich zwar hochauflésender DGGE (z.B. Phillips et al., 2000; Webster ef al., 2002;
Avrahami et al., 2003), mit denen Sequenzunterschiede von Markermolekiilen (16S rRNS
oder amoA) bis zu einer Base visualisiert werden konnen. Die analysierten Amplifikate
wurden jedoch oft mit PCR-Primersdtzen von liickenhafter Sensitivitit erzeugt und
anschlieBend mit Sonden von unzureichender Spezifitdt und/oder Sensitivitit (Koops et al.,
2003) identifiziert. Auch die Sequenzanalyse von Banden beschrénkte sich oft auf nur wenige
Klone und umfasste zudem nur kurze Genfragmente, die konsequenterweise zu Verlust
phylogenetischen Informationsgehalts fiihrten. Es ist daher davon auszugehen, dass diese Art
von Diversititsanalysen nur liickenhaft das tatsdchliche Bild der untersuchten

Populationsstruktur wiedergibt.

Schlieflich wurden die unterschiedlichen KorngroBenfraktionen der beiden Bodden
hinsichtlich eventueller Besiedlungsmuster durch bestimmte AOB-Gruppen untersucht. Die
vorkommenden AOB wurden dabei zunichst ihrer phylogenetischen Linien- (,,Cluster-*) und
anschlieBend — wenn moglich — der Spezieszugehorigkeit nach klassifiziert (Abb. 46 und
Abb. 47). Dabei konnte festgestellt werden, dass die ausschlieBlich in ungediingtem Boden
gefundenen OTUs der N.-oligotropha-/N.-marina-Linie sowohl im Feinsand- als auch in der
Tonfraktion auftraten. Sie zeigten dabei die hochsten Nukleinsduresequenzihnlichkeiten zu V.
ureae sowie N. oligotropha, ohne jedoch einen genaueren Aufschluss iiber eine praferenzielle
Besiedlung einer der beiden Fraktionen durch die einzelnen Spezies zu liefern (Abb. 47).

Fir die MN.-europaea-verwandte OTU-Gruppe =zeigte sich ein weniger klares
Verteilungsmuster, da sie sowohl in der Ton-, den beiden Sandfraktionen des gediingten aber
auch im Feinsand des ungediingten Bodens nachgewiesen werden konnte (Abb. 47).
Aufgrund der bereits erwédhnten Préiferenz dieser Organismengruppe fiir eutrophierte —
aquatische wie terrestrische — Habitate ist es jedoch erstaunlich, dass die Mehrzahl der N.-
europaea-verwandten Klone aus Fraktionen eines ndhrstoffarmen Bodens gewonnen wurde.

Allerdings spiegelt die Anzahl an Klonen nicht immer die tatsdchliche Haufigkeit des
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entsprechenden Organismus innerhalb des untersuchten Habitats wider (Juretschko et al.,
1998).

Die mit Abstand am héufigsten identifizierten OTUs gehdrten der Nitrosospira-Linie an und
waren ausnahmslos in allen Bodenfraktionen vertreten (Abb. 47). Die ndhere Zuordnung der
einzelnen OTUs anhand der hdchsten Ahnlichkeiten zu kultivierten Nitrosospiren enthiillte
einige deutliche Unterschiede im Verteilungsmuster zwischen den einzelnen Fraktionen.
Wihrend Nitrosospira-sp.-Ka4-Verwandte gemeinsam mit Organismen des sog. ,,Clusters 3
(laut 16S-rRNS-Phylogenie) sich als Generalisten erwiesen, da sie in nahezu allen Fraktionen
des sowohl gediingten als auch ungediingten Bodens auftraten, konnten Verwandte der beiden
Spezies Nitrosospira sp. Nsp58 bzw. NspAHB1 (,,Cluster 2*) ausschlieBlich in der Schluft-
bzw. Tonfraktion des ungediingten Bodens nachgewiesen werden (Abb. 47). Die
Nitrosospira-sp.-Nsp12-Verwandten OTUs konnten in allen Fraktionen des gediingten, aber
auch einmal in der Grobsandfraktion des ungediingten Bodens wiedergefunden werden. So ist
es anzunehmen, dass vielmehr die Diingung als die PartikelgroBe sich selektiv auf das
Vorkommen dieser Organismengruppe auswirkte. Dariiber hinaus wurden vereinzelt Vertreter
der erst kiirzlich beschriebenen (Koops et al., 2003; Purkhold ef al., 2003) und auf 16S-rRNS-
Ebene definierten Nitrosospira-sp.-Nsp65-Linie in unterschiedlichen Fraktionen der beiden
Boden (Abb. 47) gefunden. Die einzige Reinkultur dieser Spezies wurde aus Mauerwerk
isoliert (Purkhold et al., 2003), zahlreiche verwandte Umweltsequenzen stammen jedoch aus
unterschiedlichen Béden (Avrahami und Conrad, 2003), darunter auch aus Reisfeldern
(Rotthauwe et al., 1997). Insgesamt betrachtet, konnen Vertreter der Nitrosospira-Linie als
autochthone Bodenorganismen bezeichnet werden, da sie in der Lage sind, die mannigfaltigen
Mikrohabitate, welche der Lebensraum Boden mit seinen verschiedenen PartikelgroBen bietet,
optimal zu nutzen, und sich an wechselnde Umstéinde anzupassen. Andererseits decken sich
die Erkenntnisse dieser Arbeit mit denen anderer Studien, in denen eine erstaunliche
Okophysiologische Vielseitigkeit der Nitrosospira-Linie trotz ihrer engen Verwandtschaft
attestiert wird (Stephen et al., 1996; Stephen et al., 1998; Jiang und Bakken, 1999a;
Kowalchuk et al., 2000a).

Wie bereits fiir die einzelnen OTUs wurde auch die Haufigkeit der identifizierten AOB-
Linien (oder sog. ,,Cluster) in den drei jeweiligen Bodenreplikaten iiberpriift. Es ging daraus
hervor, dass die Variationsbreite innerhalb des ungediingten Bodens hdoher als die des
gediingten war. Bei einer nahezu gleich hohen Anzahl untersuchter Klone fiir beide Boden
wurden in dem néhrstoffirmeren Boden insgesamt mehr OTUs, die zudem in mehr

phylogenetische Entwicklungslinien aufgeteilt werden konnten, identifiziert, die jedoch

143



DISKUSSION

insgesamt stirker unter den einzelnen Replikaten variierten. Umgekehrt zeigte der gediingte
Boden ein mehr ausgeglichenes Verteilungsprofil der auftretenden Entwicklungslinien. Dieser
Sachverhalt ist ein indirekter Hinweis auf die Selektionierung optimal angepasster AOB-
Organismen an die seit nahezu 150 Jahren unverindert erhohte (12t Stallmist ha™ y™)

Nahrstoffverfiigbarkeit mit der Konsequenz der Reduzierung der natiirlichen AOB-Diversitit.

Der in anderen Studien (Sessitsch et al., 2001; Poll et al., 2003) bereits gezeigte Trend zu
erhohter Heterogenitét in Mikroskala, insbesondere die Zunahme an bakterieller Biomasse
einhergehend mit zunehmender Diversitit in Zusammenhang mit sinkender Partikelgrofle
konnte auch im Rahmen dieser Arbeit bestdtigt werden. Wahrend jedoch Poll et al., 2003 eine
Erhéhung gesamtbakterieller ~Mikrodiversitit in den beiden stallmistgediingten
Sandfraktionen mittels PFLA- sowie T-RFLP-Analysen feststellten, ohne dabei nennenswerte
Verianderungen in den kleineren PartikelgroBen zu beobachten, konnte hier fiir die AOB-
Population das Gegenteil aufgezeigt werden. Einerseits stellen AOB nur einen Bruchteil der
bakteriellen Gesamtpopulation des Bodens dar, so dass eventuelle Verschiebungen ihrer
Populationsstruktur sich kaum auf die Gesamtstruktur auswirken diirften (Okano et al., 2004).
Andererseits findet die Untersuchung der Diversititsverschiebung auf einer anderen
Hierarchieebene statt, so dass sie mit der dieser Studie nicht direkt verglichen werden kann.
Zudem ist bei Diversititsuntersuchungen — insbesondere auf globaler Ebene — die Erfassung
aller (zumindest der Mehrzahl) bekannten Organismen das oberste Gebot, die bei Methoden
wie T-RFLP bei einer sorgfiltigen Wahl universeller PCR-Primer beginnt. Eine genauere
Betrachtung des von Poll ef al, 2003 verwendeten Primersatzes zeigte jedoch eine
eingeschrinkte Spezifitit mit der Konsequenz, dass die Ergebnisse nicht allgemein giiltig und

somit auf AOB nicht iibertragbar sind.
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ZUSAMMENFASSUNG/SUMMARY

Eines der zentralen Themen der mikrobiellen Okologie ist die Erfassung von Strukturen
komplexer, mikrobieller Lebensgemeinschaften sowie das Versténdnis ihrer Funktionsweisen.
Um diese Fragestellung sinnvoll bearbeiten zu konnen, bedarf es neuer, molekularer
Nachweissysteme, mit denen in einem Versuchsschritt zahlreiche Mikroorganismen innerhalb
des untersuchten Systems phylogenetisch identifiziert und deren Funktionen gekldrt werden
konnen. Die vorliegende Arbeit zeigt u.a. die Entwicklung, Evaluierung und Anwendung
eines neuartigen molekularen Werkzeugs fiir derartige Struktur-Funktions-Analysen, des sog.
Isotope Arrays. Die Methode beruht auf der Kombination der hoch parallelen Identifizierung
von Mikroorganismen mittels der Mikroarray-Technologie, und dem spezifischen Nachweis
der Inkorporationsaktivitit von Isotop-markierten Substraten in Nukleinsduren von
Organismen, welche auf dem Mikroarray identifizierter werden. Als Modellorganismen
dienten hierfiir die Ammoniak oxidierenden Bakterien (AOB), welche weltweit in natiirlichen
sowie anthropogenen Lebensrdaumen vorkommen und eine wesentliche Rolle im globalen
Stickstoftkreislauf spielen. Da alle Vertreter dieser Bakteriengruppe in der Lage sind,
autotroph zu leben, und somit in ihrem aktiven Zustand durch Zugabe von radioaktiven CO,
markiert werden konnen, eignen sie sich besonders fiir die Austestung des Isotope-Array-
Ansatzes.

Um die Realisierbarkeit dieser Methodik zu iiberpriifen (,,proof of principle*), wurde zunachst
ein Prototyp des Isotope Arrays mit einer geringen Anzahl an bereits publizierten und gegen
die 16S rRNS von AOB gerichteten Oligonukleotidsonden konstruiert. Im ersten Schritt
wurde die TRNS von einer Nitrosomonas-eutropha-Reinkultur, welche mit '*C-markiertem
Bikarbonat inkubiert wurde, auf dem Mikroarray hybridisiert. Das Signalmuster fiir
Fluoreszenz bzw. Radioaktivitét zeigte sowohl Présenz als auch Assimilationsaktivitdt von M.
eutropha an. Im Kontrollversuch mit rRNS von N. eutropha, welche zusitzlich zu "C-
Bikarbonat mit dem spezifischen Nitrifikationshemmstoff Allylthioharnstoff inkubiert wurde,
blieben die radioaktiven AOB-Sondensignale aus. Nachdem es gelang, den spezifischen
Einbau von '*C-Bikarbonat in rRNS von N. eutropha auf dem Isotope Array eindeutig zu
zeigen, wurden Versuche mit nitrifizierenden Belebtschlimmen zweier Klédranlagen
durchgefiihrt. Zunichst wurde die Populationstruktur beider Belebtschldmme mit quantitativer
FISH- sowie vergleichender amoA-Gensequenzanalyse untersucht. Ferner wurde iiber einen
Zeitraum von 26 h die 14COz—Assirnilationsaktivitéi‘[ der Nitrifikanten in beiden
Belebtschlaimmen (mit und ohne Zugabe von Allylthioharnstoff) mit Hilfe der
Szintillationsmessung iiberwacht. In beiden aktiven Belebtschlimmen konnte ein

kontinuierlicher Radioaktivititsanstieg in der Biomasse beobachtet werden; kein
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nennenswerter Radioaktivititseinbau fand hingegen in die gehemmte Biomasse statt.
Zusatzlich wurde die CO,-Assimilation beider Belebtschlamme mit Hilfe der FISH-MAR-
Analyse untersucht. Beide aktiven Schlimme zeigten eine eindeutige Akkumulation von
Radioaktivitdt an den Nitrifikantenkolonien, wohingegen nach Inhibition keine vergleichbare
Radioaktivititsanhdufung lokalisiert wurde. Die Resultate der im Anschluss durchgefiihrten
Hybridisierungen auf dem Prototyp des Isotope Arrays mit rRNS beider Belebtschlimme
bestitigten die Befunde der Kontrollversuche hinsichtlich Priasenz und Aktivitdt von AOB in
beiden Proben.

Um mit dem Isotope Array kiinftig alle bekannten AOB zu erfassen, wurde im folgenden
Schritt ein aus 123 iiberwiegend neuen, gegen die 16S rRNS gerichteten und AOB-
spezifischen Oligonukleotiden bestehender Sondensatz gemi3 dem Mehrfachsondenkonzept
entworfen, und mit iiber 30 PCR-amplifizierten sowie in-vitro-transkribierten 16S-rRNS-
Genen von AOB-Reinkulturen evaluiert. Trotz der zum Zeitpunkt seiner Evaluierung
herrschenden, ungiinstigen Umstidnde, wie hoher Raumtemperatur und Fehlfunktionen des
Arrayspotters, konnte prinzipiell die Tauglichkeit des neuen AOB-Mikroarrays bestétigt
werden. Als nichstes wurde die Eignung des neuen AOB-Mikroarrays fiir den Isotope-Array-
Ansatz Uberpriift. Die fiir den Prototyp des Isotope Arrays bereits verwendete, radioaktiv- und
fluoreszenzmarkierte rRNS aus Belebtschldammen zweier Kldranlagen wurde auf dem neuen
Isotope Array hybridisiert. Dabei konnte grundsétzlich festgestellt werden, dass die auf dem
Isotope-Array-Prototyp durchgefiihrten Struktur-Funktions-Analysen der beiden Proben mit
dem Isotope Array bestétigt werden konnten. Gleichzeitig muss jedoch erwdhnt werden, dass
zum einen die Stringenzbedingungen einer weiteren Feinabstimmung bediirfen, und zum
anderen, dass, aufgrund von — vermutlich durch Fehlfunktionen des Arrayspotters
verursachtem — Signalausfall einzelner Sonden, einige Hybridisierungen mit AOB-
Reinkulturen wiederholt werden sollten. Insgesamt betrachtet erwies sich jedoch der Isotope
Array als ein effizientes, molekulares Werkzeug fiir Struktur-Aktivitits-Analysen von AOB,
die in den untersuchten Proben in Hiufigkeiten zwischen 5-10% vorkamen.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde auch versucht, Unterschiede der Zusammensetzung
von AOB-Lebensgemeinschaften in Boden mit unterschiedlicher Diingungspraxis mit Hilfe
des AOB-Mikroarrays aufzuzeigen. Da jedoch die Diversititsunterschiede vor allem
unterhalb des Speziesniveaus und damit jenseits der Auflosungsgrenze des AOB-Mikroarrays
lagen, wurden AOB-Populationsstudien der beiden Boden mittels der vergleichenden amoA-

Gensequenzanalyse durchgefiihrt.
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Der Vergleich der AOB-Populationsstruktur des ungediingten mit dem mit Stallmist
gediingten Boden zeigte, dass die Unterschiede auf niedriger phylogenetischer Ebene, also
vermutlich auf Stammesebene lagen, und dass der ungediingte Boden eine hohere Anzahl an
OTU (=operational taxonomic units) AOB als der gediingte Boden beherbergte. Eine weitere
Untersuchung von AOB-Besiedlungsunterschieden mit Mikroskalaauflosung, d.h. unter
Berticksichtigung der einzelnen Korngrofenfraktionen, wie Grob- und Feinsand, Schluff und
Ton, zeigte hingegen deutlich, dass die AOB-Diversitit sowohl im gediingten als auch im
ungediingten Boden mit abnehmender Partikelgréfle zunahm. Die Beobachtung, dass einige
OTUs in nahezu allen Fraktionen beider Boden vorkamen, wihrend andere nur auf einen
Bodentyp oder wenige Fraktionen beschrdnkt blieben, deutetet zudem darauf hin, dass die
detektierten AOB in zwei Strategentypen, ndmlich im Generalisten bzw. Spezialisten
unterteilt werden konnten.

Die faszinierende Vielfalt AOB in den untersuchten Boden demonstrierte uns einerseits, dass
fiir die Erforschung von so hochkomplexen Lebensgemeinschaften weitere Experimente mit
einer hoheren Anzahl an Replikaten erforderlich sind, um die gegenwirtigen Befunde
abzusichern. Andererseits wurde erneut deutlich, dass die molekulare mikrobielle Okologie
des Bodens eine noch relativ junge Disziplin mit groBem Forschungsbedarf und zahlreichen,

spannenden und noch zu erérternden Fragestellungen darstellt.
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Deciphering the structure and function of complex microbial communities is one of the
central themes in microbial ecology. Therefore, new molecular detection systems are
required, which allow the investigation of phylogeny and function of numerous
microorganisms in one step.

This work presents the development, evaluation and application of a novel molecular tool for
structure-function analyses called the Isotope Array. This approach merges two methods: the
highly parallel microarray technique for the identification of microorganisms, and the
detection of specific incorporation activity of isotope-labeled substrates into nucleic acids for
the investigation of the function of microorganisms. As model organisms served Ammonia-
Oxidizing Bacteria (AOB), the key players in the global nitrogen cycle, which are present in
natural and man-made habitats world wide. Due to their autotrophic way of life, the
metabolically active AOB are suited for labeling studies in presence of radioactive CO,, a
feature that was exploited for operability tests of the Isotope Array. For the proof of principle
an Isotope Array prototype was constructed, which consisted of six previously published
oligonucleotide probes detecting the 16S rRNA of AOB. At first the rRNA of a pure culture
of Nitrosomonas eutropha, which was incubated with '*C-labeled bicarbonate, was hybridized
on a microarray. The patterns of fluorescent and radioactive signals proved the presence and
the assimilation activity of N. eutropha. In a control hybridization experiment with rRNA of
N. eutropha, which was incubated with '“CO, and the specific nitrification inhibitor
Allylthiourea (ATU), only fluorescent but no radioactive signals were observed, indicating the
lack of assimilation activity. After successful demonstration of specific incorporation of
CO, into rRNA of N. eutropha via the Isotope Array prototype, nitrifying activated sludges
of two wastewater treatment plants were used for Isotope Array experiments. Initially, control
experiments with standard methods were conducted with both sludges: the AOB communities
of both sludges were determined by quantitative FISH analysis, as well as by comparative
sequence analysis of the amoA. Then, the '*CO,-assimilation activities of AOB in both
sludges (within and without ATU) were monitored for 26 hours by scintillation. Both active
sludges exhibited a continuous increase of radioactivity in their biomasses whereas in the
inhibited sludges only a minor radioactivity accumulation was observed. Additionally, the
CO, assimilation in the biomasses of both sludges was analyzed by FISH-MAR. In both
active sludges apparent accumulations of radioactivity in colonies of the nitrifiers were
observed but no equivalent accumulations were detected in the inhibited counterparts. Finally,
rRNA from both sludges and treatments was hybridized on the Isotope Array prototype. The
identity and activity of AOB determined with the Isotope Array coincided with results of
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control experiments described above. For an encompassing detection of all known AOB on
the Isotope Array a new oligonucleotide probe set according to the multiple probe concept
was designed. It consisted of 123 predominantly novel probes targeting the 16S rRNA of
AOB, and it was evaluated with in vitro transcribed and PCR-amplified rRNA genes of more
than 30 AOB pure cultures. Despite of disadvantageous conditions during the evaluation
experiments of the probe set (e.g. high room temperature, defects on array spotter) the new
AOB microarray could generally be considered as suitable for detection of AOB.
Subsequently, the new AOB probe set was applied to the Isotope Array with radioactively and
fluorescently labeled rRNA from sludges of two wastewater treatment plants used previously
for the Isotope Array prototype. The results of structure-function analyses achieved with the
Isotope Array as well as with its prototype turned out to be congruent for both samples,
respectively. For future applications, it should however be mentioned that the stringency
conditions for the AOB probe set still need to be fine-tuned, and some hybridizations with
pure cultures should be repeated in order to clarify signal ambiguities, most probably caused
by the defective array spotter. Eventually, the Isotope Array proved to be an efficient
molecular tool for structure-activity analyses of AOB with an occurrence of 5-10% in the total
biovolume of the samples.

The new AOB microarray was also applied to elucidate differences in community structure of
AOB in soil lacking and receiving fertilizer, respectively. As noteworthy differences in
diversity emerged beyond the species level and thus beyond the detection limit of the AOB
microarray, the AOB population studies of both soils were conducted by comparative amoA
gene sequence analysis. It revealed that (i) the differences in AOB community structures
between both soils lied on a low phylogenetic level (probably on strain level), and (ii) that the
manure-fertilized soil contained less operational taxonomic units (OTU) of AOB than the
unfertilized soil did. Furthermore, the AOB populations were analyzed at the grain size level
in both soils (coarse and fine sand, silt and clay), considered as microhabitats, showing for
both soils that the AOB diversity increased when the particle size decreased (silt and clay).
Additionally, some OTU were present in all particle sizes of both soils whereas other few
OTU were limited to one soil or its few fractions, dividing the AOB detected into generalists
and specialist, respectively. The vast AOB diversity in both soils revealed on one hand, that
for investigation of such complex communities further experiments with more replicates are
necessary in order to validate present results. On the other hand, again it became obvious that
soil molecular microbial ecology is an emerging discipline with great need for research and a

multitude of thrilling questions to be answered.
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A new microarray method, the isotope array approach, for identifying microorganisms which consume a
14C-labeled substrate within complex microbial communities was developed. Experiments were performed with
a small microarray consisting of oligonucleotide probes targeting the 16S rRNA of ammonia-oxidizing bacteria
(AOB). Total RNA was extracted from a pure culture of Nitrosomonas eutropha grown in the presence of
[**C]bicarbonate. After fluorescence labeling of the RNA and microarray hybridization, scanning of all probe
spots for fluorescence and radioactivity revealed that specific signals were obtained and that the incorporation
of '*C into rRNA could be detected unambiguously. Subsequently, we were able to demonstrate the suitability
of the isotope array approach for monitoring community composition and CO, fixation activity of AOB in two
nitrifying activated-sludge samples which were incubated with ['*C]bicarbonate for up to 26 h. AOB commu-
nity structure in the activated-sludge samples, as predicted by the microarray hybridization pattern, was
confirmed by quantitative fluorescence in situ hybridization (FISH) and comparative amoA sequence analyses.
CO, fixation activities of the AOB populations within the complex activated-sludge communities were detect-
able on the microarray by '*C incorporation and were confirmed independently by combining FISH and
microautoradiography. AOB rRNA from activated sludge incubated with radioactive bicarbonate in the pres-
ence of allylthiourea as an inhibitor of AOB activity showed no incorporation of *C and thus was not
detectable on the radioactivity scans of the microarray. These results suggest that the isotope array can be used
in a PCR-independent manner to exploit the high parallelism and discriminatory power of microarrays for the

direct identification of microorganisms which consume a specific substrate in the environment.

Deciphering the structure and function of complex microbial
communities is a central theme in microbial ecology. However,
traditional cultivation-dependent methods are inadequate to
fulfill this task because most members of microbial communi-
ties in natural and engineered systems cannot be cultured (2,
69). In contrast, the cultivation-independent 16S rRNA ap-
proach allows one to obtain more complete inventories of such
microorganisms present in a particular system. If this approach
is combined with quantitative gene probe techniques, such as
dot blot (66) or fluorescence in situ hybridization (FISH) (14),
the compositions of microbial communities can be determined
accurately (27, 37, 56, 57, 61, 62). However, these techniques
are very time-consuming; therefore, the number of samples for
which quantitative data can be obtained is relatively limited.
This limitation can be (at least partially) overcome by the
inclusion of DNA microarray technology for the detection of
bacterial 16S rRNA or its genes (3, 7, 23, 29, 32, 48, 64, 77).
Although precise quantitative data are difficult to obtain with
this format, it allows one to apply many rRNA-targeted oligo-
nucleotide probes in parallel and is therefore ideally suited to

* Corresponding author. Mailing address: Section of Environmental
Engineering, Department of Life Sciences, Aalborg University,
Sohngaardsholmsvej 57, DK-9000 Aalborg, Denmark. Phone: 45 9635
8505. Fax: 45 9635 0558. E-mail: pr@bio.auc.dk.

6875

the selection of probes for subsequent quantitative dot blot or
FISH analyses. However, only a few studies have actually ap-
plied DNA microarrays to the detection of 16S rRNA (genes)
of indigenous microorganisms in environmental samples (19,
29, 32, 75, 77).

Unfortunately, 16S rRNA-based identification generally
does not provide information on the physiology of the detected
microorganisms. For cultured bacteria, the physiological po-
tential can be determined in the laboratory, but the data ob-
tained do not necessarily provide information on the actual
functions of these bacteria in an ecosystem. For uncultured
bacteria, for which only 16S rRNA sequence information is
available, the inference of physiological traits is impossible if
these microorganisms are not closely related to cultured mi-
croorganisms. Therefore, in recent years there have been con-
siderable efforts to develop methods which allow study of the
functions of microorganisms without cultivation (for a review,
see reference 21). Several studies have used the cellular rRNA
concentration, which can be quantified by FISH and image
analyses, as a measure of the rate of growth of a given organ-
ism in the environment (28, 50). However, at least for some
microorganisms, the cellular rRNA content is influenced
largely not only by the actual growth rate but also by the
physiological history of the microorganisms (46). Furthermore,
some slowly growing chemolithoautotrophs retain a high cel-
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lular rRNA content even after complete physiological inhibi-
tion (63, 71) or after starvation (39). Consequently, it is almost
impossible to deduce the physiological status of an organism in
its environment by measuring its cellular rRNA content.

The addition of substrates labeled with stable or radioactive
isotopes to microbial communities has been applied to the
identification of microorganisms which consume specific com-
pounds in the environment. Identification can be performed by
using molecular tools after the separation of labeled DNA (40,
54, 55, 76) or RNA (35, 36) from unlabeled nucleic acids.
Alternatively, the incorporation of labeled substrates into po-
lar lipid ester-linked fatty acids (6, 25, 59) or biphytanyl mem-
brane lipids (79) has been used to monitor bacteria with spe-
cific activities in the environment, but the identification of
as-yet-uncultured microorganisms generally is not possible
with membrane lipids.

The recently developed combination of FISH and microau-
toradiography (MAR) (9, 20, 31, 47) allows one to record the
substrate uptake profiles of probe-identified prokaryotes at the
single-cell level under different environmental conditions. This
method has found widespread application in environmental
microbiology (10, 13, 42-44) and is ideally suited to monitoring
the functions of selected cultured and uncultured microorgan-
isms; however, the numbers of experiments which can be per-
formed in parallel are limited due to the tediousness of the
method.

The goal of the present study was to develop a method which
allows simultaneous monitoring of the diversity and substrate
incorporation of complex microbial communities by DNA mi-
croarray technology. Nitrifying activated sludge amended with
radioactive bicarbonate served as a model system. After ex-
traction and fluorescence labeling of community rRNA, the
diversity and bicarbonate incorporation of ammonia-oxidizing
bacteria (AOB) were measured by using a prototype DNA
microarray for AOB detection.

MATERIALS AND METHODS

Isotope labeling of pure cultures. A pure culture of Nitrosomonas eutropha
Nm57 (provided by H. P. Koops, University of Hamburg) was grown in liquid
mineral medium (LM medium) with the following composition (per liter):
(NH,4),SO,, 0.5 g; KH,PO,, 0.2 g; CaCl, - 2H,0, 20 mg; MgSO, * 7TH,0, 40 mg;
FeNaEDTA, 3.8 mg; phenol red, 1 wg; HEPES buffer, 4.8 g; and trace element
solution, 1 ml (17). The medium was adjusted to pH 7.5 with 10 M NaOH and
autoclaved. NaHCO; was subsequently added to a final concentration of 1.5 mM.
Growing cultures were stirred continuously at 30°C in the dark, until phenol red
turned yellow and all ammonia was oxidized to nitrite. The culture was routinely
screened for contaminants by drop plating on tryptic soy agar incubated at 30°C
(Becton Dickinson, Bedford, Mass.). The culture was assumed to be axenic if no
growth on agar occurred after 4 days.

N. eutropha was harvested from a late-log-phase culture (250 ml) by centrif-
ugation (10,000 X g, 20 min) (Centrikon T-42K; Kontron Instruments, Milan,
Italy) and resuspended in 15 ml of fresh LM medium devoid of added NaHCOs;,
(NH,),SOy,, and phenol red. H'*CO;~ (58 mCi of C mmol~'; Amersham Life
Science, Little Chalfont, United Kingdom) was added to the concentrated cul-
ture (60 pM H'CO;7; 3.6 nCi ml™'). Immediately after this step, 2.5 mM
(NH,),SO, was added, and the culture was incubated in a shaker (150 rpm) at
30°C in the dark for 48 h. Incorporation of radioactive substrate into the biomass
was monitored after 48 h by filtration with cellulose filters (see below). For RNA
extraction, labeled cells were harvested by centrifugation (10,000 X g, 10 min)
and resuspended in 90% RNAlater (Ambion, Austin, Tex.)-10% LM medium.
According to the instructions of the manufacturer, samples in RNAlater were
kept on ice for approximately 2 h, followed by incubation for 24 h at 4°C, and
then were stored at —20°C until RNA extraction.
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Isotope labeling of activated sludge. Activated sludge was collected from the
nitrification tanks of industrial (Oberding) and municipal (Aalborg West) waste-
water treatment plants. Activated-sludge samples were kept at 5°C in the dark for
no more than 3 days before isotope labeling. Before the addition of labeled
bicarbonate, the concentration of bicarbonate in the sludge was minimized by
centrifugation of the activated sludge (10,000 X g, 15 min), disposal of the
supernatant, and subsequent resuspension of the pellet in HEPES-buffered LM
medium devoid of added NaHCO3, (NH,),SO,, and phenol red. In addition, the
resuspended sludge was flushed with CO,-free air for 1 h to remove the remain-
ing bicarbonate, as previously suggested by Whitby et al. (76). The concentra-
tions of bicarbonate (alkalinity) in the sludge before and after this treatment
were determined by gas chromatography after acidification, as described previ-
ously by Chai et al. (8). H'*CO;~ was added to a final concentration of approx-
imately 1.85 mM H'"CO;~ (107 wCi ml™"). Immediately after this step, 2.5 mM
(NH,4),SO, was added, and the amended sludge was incubated on a shaker (150
rpm) at 30°C in the dark for up to 26 h. Parallel activated-sludge samples were
incubated with H*CO;~, (NH,),SO,, and 5 mg of allylthiourea liter ! as a
specific inhibitor of ammonia monooxygenase (5). Allylthiourea is a reversible
inhibitor of ammonia monooxygenase which prevents ammonia oxidation by
chelating Cu ions. The incorporation of radioactive material into activated-
sludge biomass was continuously monitored after filtration of the activated
sludge with cellulose filters (see below). Parallel activated-sludge samples were
incubated with nonradioactive HCO; ™~ and used to monitor the concentrations
of NO, , NO;~, and NH, " with color-reaction strips (Merck AG, Darmstadt,
Germany) at different times. NH, " was continuously added to radioactive and
nonradioactive samples when the concentrations decreased to values below 1
mM. After radioactive labeling, all samples were stored in RNAlater as described
for pure-culture samples.

Quantification of radioactivity incorporation. Subsamples (10 wl) from radio-
active incubations (pure culture or activated sludge) were harvested with a
needle and syringes. The subsamples were added to approximately 10 ml of LM
medium and filtered through 0.2-pm-pore-size mixed-cellulose filters (Advantec
MEFS Inc., Pleasanton, Calif.). Subsequently, 5 ml of 0.1 N HCI was added to the
filtration unit in order to remove inorganic carbonates. After 3 min of acidifica-
tion, the HCl was removed by filtration, and the filters were transferred to
scintillation vials and dissolved in 10 ml of scintillation fluid (Filter-Count;
Packard, Groningen, The Netherlands). Dissolved filters were analyzed for 3 min
by liquid scintillation counting (Packard 1600 TR). All samples were corrected
for quenching by using external standards.

RNA extraction. To eliminate RNase activity, all reagents and plastic ware
were treated with 0.1% (vol/vol) diethylpyrocarbonate (DEPC; Sigma, St. Louis,
Mo.) for at least 3 h at 37°C and subsequently autoclaved. Reagents containing
primary amino groups were not directly exposed to DEPC but were prepared
with DEPC-pretreated double-distilled H,O (ddH,0). Total RNA was extracted
from biomass by using a modified RNAwiz (Ambion) protocol. Briefly, RNA-
later was removed from the samples before extraction by centrifugation (23,645
X g, 15 min, 4°C) (Rotina 35R; Hettich, Tuttlingen, Germany). The pelleted
samples were resuspended in 1 ml of RNAwiz reagent in a 2-ml screw-lid tube
(Sarstedt, Niirnbrecht, Germany), and the contents of one tube of lysing matrix
E (containing a mixture of ceramic and silica particles) (FastDNA kit for soil; Bio
101, La Jolla, Calif.) were added. Homogenization of N. eutropha pure-culture
cells was carried out by bead beating (FastPrep120; Bio 101) for 40 s at a speed
of 4.5. For activated-sludge samples, bead beating was repeated four times. After
5 min of incubation at room temperature, 0.2 ml of chloroform (Sigma) was
added; after vigorous shaking, the samples were incubated for 10 min at room
temperature. In the next step, phase separation was achieved by centrifugation
(15 min, 23,645 X g, 4°C). The aqueous phase was transferred to a new tube and
stored on ice. To increase the RNA extraction efficiency for activated-sludge
samples, RNA was extracted again from the organic phase. For this purpose, 0.4
ml of RNAwiz was added to the organic sample fraction (which still contained
the lysing matrix), vigorously vortexed for 1 min, heated at 65° for 10 min,
vortexed again for 30 s, and chilled on ice for 5 min. Then, 0.2 ml of chloroform
was added, followed by thorough shaking and incubation for 10 min at room
temperature. After centrifugation (15 min, 23,645 X g, 4°C), the aqueous phase
was pooled with that from the first extraction step. RNA was precipitated after
the addition of 0.5 ml of water and 1 ml of isopropanol (J. T. Baker, Deventer,
The Netherlands) by incubating the tubes in a dry ice-ethanol mixture for 5 min.
Subsequently, RNA was pelleted by centrifugation (20 min, 23,645 X g, 4°C),
washed with 75% ethanol, air dried for 3 min at 90°C, resuspended in a buffer
containing 10 mM Tris and 1 mM EDTA (pH 8), and fully dissolved by heating
at 90°C for 3 min. RNA from activated sludge was further purified by using an
RNA purification kit according to the recommendations of the manufacturer
(Qiagen, Hilden, Germany). Extracted RNA was stored in aliquots at —20°C
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TABLE 1. Oligonucleotide probes used for FISH and microarray hybridization experiments”

Target site

Probe name Probe sequence (5'-3") (positions) Target organism(s) Reference(s)
EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 338-355 Most but not all Bacteria 1,12
EUB338-11 GCAGCCACCCGTAGGTGT 338-355 Planctomycetales 12
EUB338-111 GCTGCCACCCGTAGGTGT 338-355 Verrucomicrobiales 12
Nso1225 CGCCATTGTATTACGTGTGA 1224-1243 Most but not all beta-proteobacterial AOB (30) 38
Nso190 CGATCCCCTGCTTTTCTCC 189-207 Many but not all beta-proteobacterial AOB (30) 38
Nsv443 CCGTGACCGTTTCGTTCCG 443-461 Nitrosospira cluster 1-3 (30) 38
Ncmob TCCTCAGAGACTACGCGG 174-191 Nitrosococcus mobilis (30) 26
NEU CCCCTCTGCTGCACTCTA 651-668 Most halophilic and halotolerant nitrosomonads (30) 71
Cte TTCCATCCCCCTCTGCCG 659-676 Competitor probe for NEU; Comamonas spp., Acidovorax spp., 71

Hydrogenophaga spp., Aquaspirillum spp. (30)
6a192 CTTTCGATCCCCTACTTTCC  192-212 Nitrosomonas oligotropha lineage 52
c6a192 CTTTCGATCCCCGACTTTCC  192-212 Competitor probe for 6a192; Nitrosomonas eutropha 52
NONEUB ACTCCTACGGGAGGCAGC 74
NONSENSE ~ AGAGAGAGAGAGAGAGAG 32
CONT AGGAAGGAAGGAAGGAAG Control oligonucleotide 32
CONT-COMP CTTCCTTCCTTCCTTCCT Complementary to CONT 32

“ More detailed information for each probe can be obtained at the oligonucleotide online resource probeBase (33). All but CONT and CONT-COMP were used
for FISH. All but EUB338-11, EUB338-I1I, and Cte were used for microarray analysis.

after precipitation with 0.1 volume of 5 M NaCl and 3 volumes of 96% ethanol
(J. T. Baker).

The amount and purity of extracted RNA were determined spectrophoto-
metrically (SmartSpec 3000; Bio-Rad, Hercules, Calif.) at 260 and 280 nm and by
gel electrophoresis (0.9% SeaPlaque GTG agarose; BioWhittaker Molecular
Applications, Rockland, Maine) in a buffer containing 40 mM Tris, 10 mM
sodium acetate, and 1 mM EDTA (pH 8.0).

Quantification of radioactivity in RNA. The incorporated radioactivity in
rRNA was determined by excising the 16S and 23S rRNA bands from the
agarose gel. The RNA-containing gel pieces were melted at 95°C in 1 ml of
ddH,0, mixed with scintillation fluid (InstaGel-Plus; Packard), and measured for
11 min in a liquid scintillation counter (LS-1800; Beckman Instruments, Inc.,
Pasadena, Calif.)

Probes and microarray processing. A prototype array with eight probes was
applied for the detection of AOB (Table 1). All oligonucleotide probes were
purchased from MWG Biotech (Ebersberg, Germany). Probes were resuspended
in spotting buffer (Exiqon AS, Vedbaek, Denmark) to a final concentration of 50
pmol ul~! and subsequently spotted onto Immobilizer MicroArray slides (Ex-
igon AS). Slides with two different spot diameters (125 and 500 wm) were
manufactured by using a GMS 417 contact array spotter (Affymetrix, Santa
Clara, Calif.). Additionally, manually spotted arrays (approximate diameter,
1,000 pm) were prepared by applying probe droplets with a pipette tip to the
slide surface. Coupling of the aminated oligonucleotides to the slides was per-
formed as proposed by the supplier (Exiqon AS).

In vitro transcription of rRNA genes. To obtain sufficient amounts of rRNA
from several AOB which were used as reference organisms for DNA microarray
evaluation, their cloned 16S rRNA genes (51) were transcribed in vitro. For this
purpose, pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Frederick, Md.) plasmids containing the
respective 16S rRNA gene insert were linearized by digestion with restriction
enzyme BamHI (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Germany). The RNA was syn-
thesized by using a commercially available T7 transcription kit (MBI Fermentas)
containing the T7 RNA polymerase in accordance with the recommendations of
the manufacturer. The DNA template was removed by DNase I digestion (Pro-
mega, Madison, Wis.) in accordance with the manufacturer’s instructions. For
purification of the RNA, the phenol-chloroform extraction method was used as
described by Griffiths et al. (22). The correct size of the in vitro-transcribed RNA
was verified by gel electrophoresis, and the RNA concentration was determined
spectrophotometrically.

Fluorescence labeling of RNA and microarray hybridization. For RNA label-
ing with fluorescent dyes (Cy3 and Cy5), a CyScribe direct mRNA labeling kit
(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) was used. This kit covalently labels
guanine residues at the N, position and thus does not interfere with subsequent
base pairing. For labeling, 0.5 pg of precipitated RNA was pelleted by centrif-
ugation (15 min, 23,645 X g, 4°C), washed with 70% ethanol, air dried, and
resuspended in an appropriate amount of ddH,O. Labeling was carried out
according to the manufacturer’s recommendations. To remove the excess dye,
the labeled RNA was precipitated with 0.1 volume of 5 M NaCl and 3 volumes

of 96% ethanol at —80°C on a dry ice-ethanol mixture, centrifuged (30 min,
23,645 X g, 4°C), washed with 70% ethanol, and air dried. The RNA pellet was
resuspended in 30 pl of freshly prepared hybridization buffer (6x SSC [1X SSC
is 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium citrate], 5XDenhardt’s solution, 5 to 30%
formamide, 0.5% sodium dodecyl sulfate, 50 mM Na,HPO, [pH 8.0]), denatured
by heating to 90°C for 5 min, and subsequently chilled on ice. The RNA-
containing hybridization solution was transferred to the slide surface, covered
with a coverslip, and inserted into a hybridization chamber (32) containing 120
wl of hybridization buffer. Hybridization was performed overnight (18 h) at 42°C
with a water bath and terminated by washing the slide for 5 min in 2X SSC at
room temperature, in ice-chilled ddH,O for 1 min, in ice-chilled 96% ethanol for
10 s, and in ice-chilled ddH,O for 10 s. It should be noted that the hybridization
and wash buffers used in this study differed significantly in composition from
those used by Loy et al. (32) for the detection of 16S rRNA gene fragments. The
buffer composition was changed to improve signal-to-noise ratios for rRNA
detection on the microarrays (data not shown).

Subsequently, the slide was air dried at room temperature in the dark. For
qualitative and quantitative evaluation of fluorescence signals, a GMS 418 array
scanner (Affymetrix) equipped with ImaGene 4.0 software (BioDiscovery, Inc.,
Los Angeles, Calif.) was used. For each spot, signal-to-noise ratios were calcu-
lated as outlined by Loy et al. (32), and hybridizations were scored positive for
ratios above 2. Radioactivity signals were recorded with a B-Imager (BioSpace
Mesure, Paris, France), and the radioactivity for each spot was quantified with
B-Vision software (BioSpace Mesure). Cumulative fluorescence intensity values
for manually applied spots were determined by using the public domain software
package Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

FISH and MAR. The abundance of AOB in activated-sludge samples was
determined by quantitative FISH with fluorescence-labeled derivatives of the
respective rRNA-targeted probes by following the approach outlined by Daims
et al. (14) and Schmid et al. (62). Probe NEU and probe 6a192 were used with
the respective competitor probes to enhance specificity (52, 71). Probes were
used as Cy3- and Cy5-labeled derivatives (Thermo Hybaid, Ulm, Germany). All
probes were applied under the optimal hybridization conditions determined in
the original publications. Simultaneous hybridizations with probes requiring dif-
ferent stringencies were performed with subsequent hybridization procedures
(70).

In parallel to the isotope array approach, the incorporation of a radioactive
substrate into activated-sludge microorganisms was also monitored by using the
combination of FISH and MAR (31). For this purpose, activated-sludge samples
were incubated with H'*CO;~ (10 wCi ml~"). Nonradioactive bicarbonate was
added to obtain the same total concentration of carbonate as in the samples used
for the isotope array experiment (1.85 mM). The FISH-MAR procedure was
carried out as described previously (31).

amoA gene fragment-based diversity analysis of AOB. Total genomic DNA
was extracted from 0.5-ml sludge subsamples with a FastDNA spin kit for soil
(Bio 101) according to the manufacturer’s instructions. A 453-bp fragment (ex-
cluding primers) of the amoA gene was amplified from 50 ng of DNA by using
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FIG. 1. DNA microarray evaluation. Hybridizations were performed with 10% (A) and 20% (B) formamide (FA) in the hybridization buffer.
Individual hybridization results are shown for probes with the following AOB reference organisms (phylogenetic affiliations are as in references
30 and 53): Nitrosospira sp. strain Nsp40 (belonging to Nitrosospira cluster 3); N. oligotropha Nm45 (affiliated with the N. oligotropha lineage);
Nitrosomonas sp. strain Nm51 (affiliated with the N. marina lineage); N. europaea Nm50, N. eutropha Nm57, and N. mobilis Nm107 (all belonging
to the N. europaea-N. mobilis lineage); Nitrosomonas sp. strain Nm41 (affiliated with the N. communis lineage); N. cryotolerans Nm55; and N. oceani
Nc4 (a gamma-proteobacterial AOB). Shaded boxes indicate hybridization signals with a signal-to-noise ratio above the threshold value of 2, as
indicated by the key below the panels. OMM indicates hybridization to an AOB with a target sequence fully complementary to the probe. IMM
and 2MM indicate hybridizations to target sequences having one and two mismatches, respectively. False-negative signals represented the absence
of duplex formation despite the presence of a fully matched target sequence. For each of the observed mismatch hybridizations, the position and

type of the mismatch(es) within the duplex are shown.

the optimized (67) primers amoA-1F and amoA-2R (60) for PCR with a Primus
cycler (MWG Biotech). Reaction mixtures containing 50 pmol of each primer (1
nM) were prepared in a total volume of 50 wl by using 2 mM MgCl, reaction
buffer and 1.5 U of Tag polymerase (Promega). Thermal cycling was carried out
with an initial denaturation step at 94°C for 1 min, followed by 30 cycles of
denaturation at 94°C for 20 s, annealing at 52°C for 30 s, and elongation at 72°C
for 40 s. Cycling was completed by a final elongation step at 72°C for 10 min. The
amplified amoA gene fragments were separated by gel retardation (62), visual-
ized with SYBR Gold (Molecular Probes, Inc., Eugene, Oreg.), excised from the
gel, and cloned into pCR2.1-TOPO TA vectors (Invitrogen, San Diego, Calif.)
according to the manufacturer’s instructions. After plasmid purification (Qia-
gen), sequences were determined by using a Thermo Sequenase cycle sequencing
kit (Amersham Life Science), infrared-labeled primers (IRD800 and IRD700),
and an automated DNA sequencer (Li-Cor, Inc., Lincoln, Nebr.). The sequences
obtained were imported into the amoA database by using the ARB program
package (http://www.arb-home.de) and aligned manually. Phylogenetic analyses
were performed based on nucleic acid (amoA) and amino acid (AmoA) se-
quences by applying distance-matrix (Phylip and FITCH), maximum-parsimony,
and maximum-likelihood methods with the respective tools in the ARB program
package.

Nucleotide sequence accession numbers. For each wastewater treatment plant,
representative amoA sequences were deposited at GenBank under accession
numbers AY367275 to AY367276 (Aalborg West) and AY367277 (Oberding).

RESULTS

DNA microarray prototype for AOB. Initially, a prototype
DNA microarray for the detection of beta-proteobacterial
AOB in the environment was spotted by using six previously
published 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes. The mi-
croarray was complemented by a bacterial probe and several
control probes. For evaluation, in vitro-transcribed 16S rRNA
of nine different AOB (eight affiliated with the Betaproteobac-
teria and one affiliated with the Gammaproteobacteria) was
used under conditions of increasing stringency by varying the
formamide concentration in the hybridization buffer (Fig. 1).
With 10% formamide, all probes hybridized to the 16S rRNA
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TABLE 2. Incorporation of '*C into biomass and rRNA of N. eutropha and activated sludge from two wastewater treatment plants after
incubation with radioactive bicarbonate

Addition of: Incorporation of C into:
Sample In_cubation 4 X Purified rRNA
time (h) ATU (mg C (nCi Total
liter™ 1) ml™') biomass (%) % cpm Of}]{NA

ng

N. eutropha Nm57 48 0 3.6 38.8 0.19 19,000
Wastewater treatment plant

Aalborg West 3 0 107 4.4 0.05 9,000
13 0 107 10.2 0.06 16,000
26 0 107 124 0.13 37,000
3 5 107 0.7 0.02 3,000
13 5 107 2.6 0.03 6,000
26 5 107 2.7 0.04 10,000
Oberding 2.5 0 107 7.5 0.10 10,000
11 0 107 20.7 0.33 31,000
25 0 107 22.8 0.29 29,000
2.5 5 107 0.6 0.01 2,000
1 5 107 2.1 0.03 2,000
25 5 107 32 0.02 4,000

of AOB which possessed a fully matched target site. However,
several probes also bound to target sites containing one or (in
two cases) two mismatches. Increasing the formamide concen-
tration to 20% increased the specificity of the probes, but for
probes Nso1225, Nsv443, Nso190, and 6al192, false-negative
signals were observed (Fig. 1). At 30% formamide, signal-to-
noise ratios above the threshold level were observed only for
probe EUB338 (data not shown). Based on these results, we
selected 10% formamide in the hybridization buffer for all
subsequent experiments.

In addition to using nonfragmented 16S rRNA, we also
evaluated fragmented 16S rRNA for microarray hybridization.
Fragmented rRNA was produced by application of the Af-
fymetrix protocol (15) or by alkaline hydrolysis. However, in
our experiments, fragmentation of rRNA did impair the signal-
to-noise ratio of microarray hybridization (data not shown).
Consequently, a fragmentation protocol was excluded from all
further experiments.

Isotope array experiments with N. eutropha Nm57. A pure
culture of N. eutropha was incubated with radioactively labeled
bicarbonate. After 48 h, 39% of the added '*C was detected in
the biomass, and 19,000 cpm of **C was found per pg of RNA
(corresponding to 9 nCi of '*C per pg of RNA) (Table 2).
Extracted rRNA was fluorescently labeled, and 0.5 pg of
rRNA was hybridized to the DNA microarray with 125-um-
diameter spots, which were subsequently scanned for fluores-
cence and radioactivity. While the expected fluorescence sig-
nals were observed, no radioactivity could be detected with the
B-Imager for the individual spots (Fig. 2A). The same result
was obtained when 1 wg of rRNA was applied per microarray
hybridization (data not shown). The use of higher rRNA con-
centrations led to significantly enhanced background fluores-
cence and did not allow the detection of radioactivity (data not
shown).

Since the 125-pm-diameter spot was close to the resolution
limit of the B-Imager, we tested larger spot sizes to improve the

detection of '*C incorporation into the rRNA of N. eutropha.
For this purpose, microarrays with 500-pm-diameter spots
were produced by automated spotting. Furthermore, even
larger spots with an approximate diameter of 1 mm were pro-
duced by manually spotting approximately 0.1 pl of the probe
solutions onto the microarray slides with a 1-ul pipette. After
hybridization with 0.5 pg of rRNA of N. eutropha, the expected
fluorescence and radioactivity signals were detected for the
500-pm and 1-mm spots (Fig. 2B and C). However, after initial
successful experiments, the pins used for automated spotting
of the 500-pwm-diameter spots became bent and started to
damage the surface of the plastic slides. Therefore, for prac-
tical reasons, we used manually spotted arrays (with spot di-
ameters of about 1 mm) for all subsequent experiments, de-
spite the obvious disadvantage that the amount of probe
applied per spot varies more significantly than it does with
automatically generated spots.

Isotope array experiments with activated sludge. The suit-
ability of the developed isotope array approach for analysis of
complex microbial communities was tested by using two dif-
ferent nitrifying activated-sludge sources (Aalborg West and
Oberding). Initially, however, the AOB community structure
in both sludge sources was analyzed by quantitative FISH and
the amoA approach in order to generate microarray-indepen-
dent reference data for comparison.

In the Aalborg West sludge, 4.7% = 0.5% (mean and stan-
dard deviation) of the bacterial population detectable with the
EUB338 probe set (12) hybridized with probe Nso1225. All
cells which showed a signal with this probe also bound probe
6a192 in the presence of the competitor probe c6al92. No
hybridization signals were detectable with probes NEU (in the
presence of unlabeled competitor probe Cte), Nsv443, and
Ncmob, and only a few cells (<1%) hybridized with probe
Nso0190. This hybridization pattern indicates that members of
the Nitrosomonas oligotropha lineage almost exclusively repre-
sented the AOB community in the Aalborg West activated
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FIG. 2. Isotope array experiment with N. eutropha Nm57. rRNA
was extracted from N. eutropha cultures after incubation with [**C]bi-
carbonate. After labeling of the rRNA with Cy5, a single slide carrying
three prototype arrays with different spot sizes was hybridized, washed,
and scanned for fluorescence and radioactivity. (A) Spot diameter, 125
pm. (B) Spot diameter, 500 pm. (C) Approximate spot diameter, 1
mm. Bars, 500 pm.

sludge. In the Oberding sludge, 9.3% = 1.1% of the cells
detectable with the bacterial probe mix hybridized with probe
Nso1225. All cells hybridizing with this probe also bound
probes Nso190 and NEU (in the presence of unlabeled com-
petitor probe Cte). No hybridization signals could be detected
after the application of probes Ncmob, Nsv443, and 6a192.
This hybridization pattern suggests that in the Oberding acti-
vated sludge, members of the Nitrosomonas europaea and N.
eutropha lineages were dominant. After the addition of allyl-
thiourea to the activated-sludge samples from Aalborg West
and Oberding, AOB remained detectable by FISH for the
entire experimental period. Nonspecific binding of probes
could be excluded for all samples by the application of probe
NONEUB338 (complementary to probe EUB338) labeled
with the respective fluorophores (data not shown).

In addition to FISH analysis, comparative amoA gene se-
quence analysis was used to determine the species richness of
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AOB from both sludge sources. Nineteen randomly chosen
amoA clones were sequenced for the Aalborg West plant.
Eighteen of these sequences were highly similar to each other
and most closely related to amoA clones from other environ-
ments, including other wastewater treatment plants. These
clones formed a monophyletic grouping within the N. oligotro-
pha and Nitrosomonas marina lineages and could not be sep-
arated from each other at the amoA level (30). One amoA
clone from Aalborg West had an amoA sequence which was
identical at the amino acid level to that from Nitrosomonas sp.
strain Nm59, which is a close relative of N. oligotropha (Fig. 3).
For the Oberding plant, the 13 amoA clones sequenced were
identical to each other and very closely related to N. europaea.

Samples from both sludge sources were incubated with
[*“C]bicarbonate (at a concentration typically found in acti-
vated sludge) after the natural bicarbonate content of the
sludge samples was minimized by washing and degassing. The
incorporation of radioactivity in the activated sludge after dif-
ferent time periods was monitored by scintillation counting of
filtered biomass. As controls, parallel experiments were per-
formed for both plants with activated sludge amended with
allylthiourea, a specific inhibitor of autotrophic ammonia oxi-
dation (Fig. 4 and Table 2). During the first 10 h, a rapid
increase in '*C incorporation was observed for samples from
both noninhibited nitrifying activated-sludge sources. Incuba-
tion beyond 10 h did not significantly increase the amount of
incorporated radioactivity. In the presence of allylthiourea,
significantly less incorporation of radioactively labeled bicar-
bonate into the sludge biomass was detected. This incorpora-
tion in the presence of allylthiourea probably was caused by
heterotrophic CO, fixation.

Intact rRNA was extracted from the activated-sludge sam-
ples (for an agarose gel image, please see www.microbial-
ecology.net/supplements.html), and after agarose gel separa-
tion and purification, the amount of incorporated radioactivity
within the 16S and 23S rRNA molecules (5S rRNA is selec-
tively excluded by the purification columns) was determined by
scintillation counting (Table 2). The sum of incorporated '*C
in 16S and 23S rRNA molecules extracted from noninhibited
activated sludge was 0.05 to 0.33% the amount of **C added to
the activated sludge and corresponded to 1 to 2% the isotope
assimilated in the biomass. As expected, lower percentages of
rRNA incorporation (0.01 to 0.04%) were found for the inhib-
ited sludge samples (Table 2).

After fluorescence labeling of the rRNA, manually spotted
microarrays were hybridized and then scanned for fluorescence
and radioactivity (Fig. 5). In total, each sludge sample (with
and without allylthiourea) was analyzed after three different
incubation times with ['*C]bicarbonate. The fluorescence hy-
bridization patterns observed were generally congruent with
the ammonia oxidizer diversity analyses performed by FISH
and amoA sequencing. For the Aalborg West plant, probes
Nso01225, 6a192, Nso190, and NEU had signal-to-noise ratios
above the threshold value of 2 and were thus scored positive.
Consistent with the results of the FISH analysis, probes Nsv443
and Ncmob had signal-to-noise ratios below the threshold
value in the microarray analysis. For the Oberding plant,
probes Nso1225, Nso190, and NEU had signal-to-noise ratios
above the threshold value of 2, while probes 6a192, Nsv443,
and Ncmob had values below this threshold. For the Oberding



VoL. 69, 2003 ARRAY FOR STRUCTURE-FUNCTION ANALYSIS 6881

—[ Nitrosomonas sp. Nm41

Nitrosomonas sp. Nm58
L Nitrosomonas nitrosa Nm90
Nitrosomonas sp. Nm33
Nitrosomonas communis Nm2

Oberding clones (n=13),
Mnas europaea Nm50
«— Nitrosomonas eutropha Nm57

4‘— Nitrosococcus mobilis Nc2

Nitrosomonas halophila Nm1
i Nitrosomonas cryotolerans Nm55
Nitrosomonas sp. Nm143
Nitrosomonas sp. Nm84
Nitrosomonas marina lineage (n=5)
Nitrosomonas ureae Nm10
Aalborg West clones (n=18),

clones from wwitps, estuaries,
lake sediment *

Nitrosomonas sp. Nm47
wwitp clone BF2
wwitp clone M-13

Nitrosomonas sp. Nm59
Aalborg West clone 1-8 (n=1)

Nitrosomonas oligotropha Nm45

0.10 Nitrosospira lineage (n=27)

FIG. 3. Phylogenetic tree showing the affiliations of the AmoA sequences obtained from the Aalborg West and Oberding wastewater treatment
plants (wwtps). The tree was calculated based on the AmoA amino acid sequences deduced from the FITCH algorithm with global rearrangements
and a randomized input order. The bar shows 10% estimated sequence divergence. AmoA sequences of gammaproteobacterial AOB were used
as outgroups (not shown). The accession numbers for the clones from wwtps, estuaries, and lake sediment were as follows: estuary clone—
AF367463 (Duc-27); freshwater clones—AJ388566 (pGtA.2), AJ388570 (pG5B.1), and AJ388571 (pG5B.2); wwtps clones—AF420298 (M-13),
AF272442 (1A-32), AF272482 (BF1-1), AF489661 (S_3), and AF489660 (S_2); and lake sediment clone—AF489645 (T_2). amoA sequences of
reference organisms were published elsewhere (30, 41, 51, 53, 65).

Aalborg West Oberding

% "C incorporation

Hours Hours

FIG. 4. Incorporation of radioactive **C into nitrifying activated-sludge biomass after incubation with ['*C]bicarbonate. Filled symbols indicate
incorporation in the absence of the inhibitor allylthiourea. Open symbols indicate incorporation in the presence of allylthiourea.
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FIG. 5. Isotope array experiment with activated sludge. rRNA was extracted from inhibited and noninhibited activated sludge from the Aalborg
West and Oberding wastewater treatment plants after incubation with [**C]bicarbonate for 13 and 11 h, respectively. After labeling of the rRNA
with Cy3, the manually spotted microarrays were hybridized and scanned for fluorescence and radioactivity. In order to enhance clarity, recorded
spot signals were aligned by using Adobe Photoshop. Within each slide, blue indicates low signals and green, yellow, and red indicates increased
signals. It should be noted that signal intensities in the radioactivity scans cannot be compared directly between slides. ATU, allylthiourea.

plant, the fluorescence microarray hybridization patterns of
the activated-sludge samples did not differ significantly be-
tween uninhibited and inhibited samples. However, for the
Aalborg West plant, probe NEU was the only AOB-specific
probe which gave a positive signal after inhibition with allyl-
thiourea.

After scanning of the microarrays for radioactivity, we found
that the rRNA immobilized by the bacterial and ammonia
oxidizer probes had incorporated sufficient amounts of **C to
be detectable (Fig. 5). As expected, the level of incorporation
of '*C into ammonia oxidizer rRNA was very low or even
absent in activated-sludge samples inhibited by allylthiourea.
The radioactive labeling of rRNA in the presence of allylthio-
urea, as detected with probe EUB338, probably reflects het-
erotrophic CO, fixation.

In the next step, digital image analysis was used to extract
quantitative information on **C incorporation into rRNA from
the fluorescence and radioactivity scans of the microarrays. For
quantification, the ratio of the radioactive signal to the fluo-
rescence signal for rRNA hybridized to a probe (A-value) was
determined with the formula (Xp — Xprp) X (Ip — Iprg) ™%
where Xp and I are the cumulative intensities of a manually
applied probe spot in radioactivity and fluorescence scans,
respectively, and Xp; 5 and I,  are the cumulative intensities
of a local background area identical in size to the analyzed
probe spot in radioactivity and fluorescence scans, respectively.

Figure 6A and B show that '*C incorporation into ammonia
oxidizer rRNA steadily increased with incubation time. Inter-
estingly, for both plants, the increases in A-values for the
different ammonia oxidizer-specific probes varied at given in-

cubation times. The A-value of probe Nsol225 was always
higher than the A-values of probes Nso190, NEU, 6a192, and
EUB338. For sludge samples inhibited with allylthiourea, very
low A-values were determined for all probes and incubation
times (Fig. 6C and D).

The incorporation of [**C]bicarbonate into ammonia oxidiz-
ers was independently monitored for both wastewater treat-
ment plants by using a combination of FISH and MAR. As
expected, the ammonia oxidizers in noninhibited sludge incor-
porated significant amounts of labeled bicarbonate, while no
incorporation could be observed after inhibition with allylthio-
urea (for a FISH-MAR image of this experiment, please see
www.microbial-ecology.net/supplements.html).

DISCUSSION

A major challenge in microbial ecology is to reveal the
composition and function of complex microbial communities.
While several methods for cultivation-independent analysis of
community structure are available, the number of approaches
which allow inference of the activity and specific function of a
microorganism in its environment is still very limited. In this
study, an approach was developed to allow simultaneous in-
vestigation of community structure and specific substrate con-
sumption by community members via direct detection of envi-
ronmentally retrieved 16S rRNA on a microarray (Fig. 7).

AOB prototype microarray. A prototype microarray for
AOB consisting of probes which were developed previously for
AOB detection via FISH or dot blot hybridization (26, 38, 52,
71) was used. Evaluation of the prototype microarray with 16S
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FIG. 6. Incorporation of radioactivity into rRNA of phylogenetic subgroups, as measured by A-value determination for each probe (see the text
for details). Isotope experiments (as displayed in Fig. 5) were performed after three different lengths of incubation of activated sludge with
[**C]bicarbonate. A-values were determined for each probe and experiment. Error bars indicate standard deviations of the A-values from duplicate
or triplicate experiments. (A) Aalborg West activated sludge. (B) Oberding activated sludge. (C) Aalborg West activated sludge inhibited by
allylthiourea. (D) Oberding activated sludge inhibited by allylthiourea. In panels A and B, only probes which had a fluorescence signal-to-noise

ratio above the threshold value of 2 are depicted.

rRNAs of nine different AOB reference cultures under opti-
mized conditions showed that all probes detected their target
16S rRNAs. However, duplex formation also occurred for
some 16S rRNA molecules, with one (and, in two cases, even
two) mismatches within the probe target sites (Fig. 1). No
false-positive results were obtained with 16S rRNA molecules
having more than two mismatches with the probes. For probes
NEU and 6a192, the lack of perfect specificity on the microar-
ray may be explained by the absence of the respective compet-
itor probes in the hybridization solution. In addition, the length
and GC content of the probes obviously influenced their spec-
ificity on the microarray. Although not perfect, the level of
specificity achieved with the prototype array allowed the ac-
quisition of important information about the AOB community
structure of environmental samples. Under the conditions ap-
plied, the AOB prototype microarray is suited (i) to the de-
tection of all recognized beta-proteobacterial AOB (positive
signals with probe Nso190 and probe Nso1225) and (ii) to the
specific identification of the occurrence of nitrosospiras (probe
Nsv443) and N. mobilis (probe Ncmob) in a sample. Further-
more, if probe Nsv443 is negative and other AOB-specific
probes on the array have a signal-to-noise ratio above the
threshold, this finding is strongly indicative of the presence of

nitrosomonads. We considered this level of resolution suffi-
cient for the purpose of this study, because (i) the AOB mi-
croarray was primarily used to demonstrate the feasibility of
the isotope array approach and (ii) the AOB community com-
position of the activated-sludge samples was analyzed in par-
allel by quantitative FISH and by the amoA approach.
Analysis of AOB in activated sludge by using the isotope
array approach. To demonstrate the feasibility of the isotope
array approach, this method was used to investigate the com-
munity composition and CO, fixation activity of AOB in sam-
ples from two nitrifying activated-sludges. Parallel analysis of
both sludges with FISH and comparative amoA sequence anal-
ysis showed that they harbored different AOB. The Aalborg
West sludge was dominated by AOB of the N. oligotropha
lineage (30, 53), while N. europaea was detected as the only
AOB in the Oberding sludge. These AOB are typical members
of nitrifying activated-sludge communities (51, 72, 73). The
same probes which were used for FISH analysis were also
applied to the isotope array analysis. For both types of sludge,
all probes which gave positive FISH signals were also positive
in the fluorescence readouts of the isotope array experiments
(Fig. 5). However, for the Aalborg West sludge, probe NEU
was scored positive on the isotope array but did not yield
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FIG. 7. Flowchart of the isotope array approach.

detectable FISH signals. This discrepancy reflects the fact that
the competitor probe (Cte), which is required to obtain specific
FISH signals with probe NEU (71), could not be applied on
the microarray format. Because probe NEU has a single mis-
match with the 16S rRNAs of several heterotrophic bacteria, it
detects these organisms in the absence of the competitor
probe. After the inhibition of AOB in the Aalborg West sludge
by the addition of allylthiourea, no signals could be obtained
with the AOB-specific probes (with the exception of probe
NEU) on the isotope array. In contrast, no significant changes
in isotope array hybridization patterns were found between
uninhibited and inhibited sludge samples from Oberding.
These data suggest that the AOB of the N. oligotropha lineage
in the Aalborg West sludge did reduce their cellular ribosome
contents during inhibition (but still retained ribosome concen-
trations sufficient for FISH detection), while no indications of
this effect were found for N. europaea in the Oberding sludge.
Past research has shown that at least some AOB do maintain
high cellular ribosome concentrations during inhibition with
allylthiourea (71) and starvation (39). We are presently inves-
tigating whether species-specific differences in the control of
cellular ribosome concentrations exist among AOB.

The isotope array successfully detected **CO, incorporation
into the rRNA of AOB (Fig. 5). As expected, very low levels of
radioactive rRNA labeling were observed in the control exper-
iments with sludge samples containing an inhibitor for AOB.
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Radioactive labeling of rRNA in the presence of the inhibitor
allylthiourea likely is caused by heterotrophic CO, assimila-
tion, as previously described (16, 58). For each probe and
incubation time, the A-value was determined (Fig. 6). This
value allows one to compare substrate incorporation between
different time points in an incubation experiment and between
different probe-defined populations. As expected, the A-values
obtained with the AOB-specific probes and with the general
bacterial probe increased during incubation with radioactive
bicarbonate for both types of sludge, while very low A-values
were determined for the samples amended with the inhibitor
allylthiourea. The higher A-values obtained with the AOB-
specific probes than with the general bacterial probe reflect the
fact that the latter probe also targets nonradioactive rRNA
from heterotrophic microorganisms. Interestingly, different A-
values were observed for different AOB-specific probes after
hybridization with rRNA from the same sludge and incubation
time point. These differences could reflect differences in CO,
fixation activity between different AOB populations, illustrat-
ing the possibility of using A-value determinations for reveal-
ing important ecophysiological traits of analyzed microbial
communities. However, the observation that, at least in the
Oberding plant, only one AOB population was present is in-
consistent with this assumption. If all AOB-specific probes
were absolutely specific in this plant, then one would expect for
a given incubation time point identical A-values for each of
these probes Therefore, the most likely explanation for differ-
ences in A-values between the AOB-specific probes is that the
probes with lower A-values bind (different amounts of) non-
radioactive TRNAs of heterotrophic microorganisms. For all
experiments, probe Nso1225 showed the highest A-values, in-
dicating that this probe had the highest specificity for AOB and
thus bound no rRNA or only very small amounts of rRNA
from heterotrophic organisms on the microarray. This notion
is in accordance with a recent specificity reevaluation of all
AOB-specific probes (30), which showed that in present pub-
lically available 16S rRNA databases, there are only four 16S
rRNA sequences of non-AOB with no mismatches or one
mismatch with this probe. For probe Nso190, which had much
lower A-values, database checks revealed the same small num-
ber of non-AOB with no mismatch or one mismatch. However,
the dissociation temperature of this probe is much higher than
that of probe Nso1225 (38); therefore, the hybridization con-
ditions applied to the microarray were less stringent for probe
Nso0190 than for probe Nso1225, allowing for more nonspecific
binding of nontarget rRNA by probe Nso190. The lower A-
values of probes NEU and 6a192 than of probe Nso1225 also
reflected their nonperfect specificity because their respective
competitor probes, designed to increase their specificity, were
not applied during microarray hybridization.

Strength and limitations of the isotope array approach. The
isotope array approach exploits environmentally retrieved
rRNA as a marker for the phylogenetic affiliation and substrate
consumption of target organisms. Therefore, this approach is
not affected by the multiple biases associated with PCR am-
plification of rRNA genes (4, 11, 34, 49, 68, 78) but requires
efficient extraction of rRNA from the environment under in-
vestigation. In contrast to the results reported in previous
publications (3, 19, 23, 29, 64), fragmentation of rRNA prior to
microarray hybridization did not enhance hybridization effi-
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ciency but increased background fluorescence after hybridiza-
tion. This inconsistency might be explained by the fact that we
applied a different microarray format and varied the compo-
sition of the hybridization buffer. The use of intact rRNA for
microarray hybridization has the advantage that nonrandom
destruction of probe target sites, which might be caused by
fragmentation, can be excluded. Consequently, for our ap-
proach the quality of the extracted rRNA must be checked
carefully by agarose or polyacrylamide electrophoresis prior to
labeling and microarray hybridization.

The sensitivity of the isotope approach was sufficient to
detect '*C incorporation into the 16S rRNA of community
members which made up less than 10 and 5% of the bacterial
communities in the analyzed systems, as demonstrated by
quantitative FISH. However, in ecosystems with less active and
dense prokaryotic communities, the applicability of the isotope
array in its present format probably will be limited to numer-
ically more abundant microorganisms. In general, the sensitiv-
ity of the isotope array depends on several factors. First, the
number of bacterial target cells in the system and their mean
cellular ribosome content determine the limit of detection of
the organism by microarray hybridization. Second, the specific
activity of the labeled substrate and the concentration of the
nonlabeled substrate in the sample influence sensitivity. Third,
the substrate consumption of a detectable organism can be
measured only if sufficient "*C is incorporated into its rRNA
molecules. For [**C]bicarbonate, we could demonstrate that
19,000 cpm of **C per pg of RNA was sufficient to detect CO,
fixation by an ammonia-oxidizing pure culture via the isotope
array approach (Table 2 and Fig. 2). The substrate incubation
time required for successful analysis of AOB autotrophy was
significantly lower for the isotope array approach than for
DNA stable-isotope probing (76). This finding confirms that
during incubation experiments, the rRNA of a particular or-
ganism is enriched for labeled carbon much faster than is its
DNA (35), reflecting the more rapid turnover of the former
molecules in the cell. However, it must be considered that rates
of incorporation of labeled carbon into rRNA might vary sig-
nificantly depending on the type of labeled substrate adminis-
tered, on the stability of rRNA, and on the metabolism of the
consuming organism (although the biosynthetic pathways for
RNA production are quite similar among bacterial species).
This limitation is not restricted to the isotope array approach
and also influences DNA and RNA stable-isotope probing (35,
36, 54), whereas this bias does not apply to FISH-MAR exper-
iments (31), which purely monitor the assimilation of labeled
substrates.

The exploitation of labeled substrates also causes other po-
tential limitations. In principle, the possibility that members of
a microbial community discriminate between an isotope-la-
beled substrate and its natural counterpart cannot be excluded.
Although bacteria discriminate against '*C-labeled com-
pounds more than against '*C-labeled substrates, the extent of
fractionation is often negligible (18, 24, 45) and unlikely to
affect the assimilation of substrates in experiments (as ours)
with large amounts of isotope enrichment.

Another important factor which must be considered is sub-
strate cross-feeding, which is of particular importance at pro-
longed substrate incubation times. This effect could be ex-
ploited to investigate the transfer of carbon through microbial
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communities but can cause problems in differentiating between
primary substrate consumers and microorganisms which live
on the secretions or lysis products of those primary consumers.
Again, these limitations are not inherent to the isotope array
approach but affect stable isotope probing and the combina-
tion of FISH and MAR.

Unlike DNA stable-isotope probing, isotope array analysis
does not allow one to harvest and exploit the genomic DNA of
metabolically active microorganisms for subsequent analyses
and thus does not provide insights into the genetic composi-
tions of the target organisms. On the other hand, isotope array
analysis has several unique advantages. In contrast to DNA or
RNA stable-isotope probing, substrate incorporation into tar-
get nucleic acids is measured directly by using the isotope array
approach; thus, organisms which do not possess labeled nucleic
acids cannot be detected in error. Compared to FISH-MAR,
the isotope array allows one to apply many probes in parallel,
a feature which will be of major importance if the ecophysiol-
ogy of complex microbial communities is of interest. Addition-
ally, the isotope array may (if stringent hybridization condi-
tions can be achieved for all probes) permit examination of the
specific incorporation of isotopes into the rRNAs of members
of different phylogenetic groups, expressed as A-values.

In conclusion, this study reports on the development and
evaluation of a novel approach for structure-function analyses
of complex microbial communities with oligonucleotide mi-
croarrays. Continuing advances in microarray technology (19,
32, 48, 64) suggest that it will soon become feasible to develop
encompassing habitat-specific microarrays which will allow an
investigator to monitor the entire microbial community of a
system. Equipped with such tools, the isotope array will pro-
vide a new means to directly link the detected organisms with
their specific activities and functions in an ecosystem.
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