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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die mikrobielle Gemeinschaft in extremen Habitatga der Arktis und der Antarktis ist im-
mer noch wenig erforscht und erst ca. 1 % der Mikganismen Uberhaupt kultiviert. Aus
diesem Grund war das Ziel der vorliegenden Arlfaiteicherungskulturen aus Bodenproben
von Store Koldewey (Nordost-Gronland) und Livingstsland (South Shetland Islands, An-
tarktis) zu gewinnen, daraus Reinkulturen zu isehieund einige Isolate exemplarisch zu cha-
rakterisieren. Von den Reinkulturen von Livingstetand wurden die Stamme LI-1, LI-2, LI-
3 und LI-4 charakterisiert. Von den Isolaten voor8tKoldewey wurden die Kulturen SK-1,
SK-2, SK-3 und SK-4 ausgewahlt. Die Charakterigigrerfolgte in einem mdglichst poly-
phasischen Ansatz, indem einerseits eine molekdigmsierung mittels 16S rRNA-Gen-
Analytik vorgenommen und andererseits der Phanotgpgphologisch, physiologisch-6kolo-
gisch und biochemisch beschrieben wurde. Der plgaisahe Ansatz wurde bearbeitet, in-
dem zellulare Eigenschaften, wie Form, Grél3e, Spmidung oder Zellwandaufbau ermittelt,
und die Koloniemorphologien beschrieben wurden.ekd8m wurden die Isolate hinsichtlich
ihrer physiologisch-6kologischen und biochemisclig#genschaften, wie Temperatur, pH-
Wert, Salztoleranz, Verhalten gegeniber Sauerskiifymausstattung und Stoffwechsel,
charakterisiert. Zur genotypischen Charakterisigrdirente der Vergleich der 16S rRNA-
Gensequenzen von den charakterisierten Isolateirait nachsten Verwandten.

Alle Isolate weisen eine relativ hohe Sequenzahkéd von tber 97 % zu ihren nachsten
Verwandten auf, und wirden sich demnach innerhabed, von $SACKEBRANDT & GOEBEL
(1994) vorgeschlagenen, Artgrenze befinden. Altegdisprechen die ermittelten phanotypi-
schen Unterschiede in vielen Fallen dafir, dassobsbei den Isolaten um neue, bisher unbe-
schriebene, Taxa handelt. Isolat LI-1 von Livingsteland gehdrt zusammen mit SK-1 und
SK-3 von Store Koldewey innerhalb des PhylumsAlginobacteriazur Familie deMicro-
bacteriaceaeTrotz der hohen Sequenzubereinstimmung von ®éb6 Und einer morpholo-
gischen Ahnlichkeit, unterscheidet sich Isolat LInl vielen physiologisch-biochemischen
Eigenschaften, vor allem im Temperaturspektrumdesitig vonMicroterricola viridarii und
Leifsonia pindariensisNeben den hohen Sequenzunterschieden weist BKlt zu seinen
nachsten Verwandte@ryobacterium psychrotolerar{87,5 %),Salinibacterium xinjiangense
(96,7 %) undFrigoribacterium faeni(96,6 %) Unterschiede im Temperaturspektrum, sowie
in der Salztoleranz und biochemischen EigenschaftgnObwohl die Sequenziibereinstim-
mung von SK-3 zu seinen nachsten Verwandten Utbe Itragt, treten im Vergleich zu

Agreia bicolorata Unterschiede in Koloniemorphologie und Temperatekgpim und zu



Zusammenfassung

Agreia pratensiAbweichungen im Temperaturspektrum und —optimuim Ri¢ Isolate LI-2
und LI-3 z&hlen innerhalb des Phylums éetinobacteriazur Familie deiMicrococcaceae.
Vor allem die Unterschiede in der biochemischensiugigsfahigkeit sprechen dafir, dass
Isolat LI-2 wederArthrobacter psychrolactophilysnoch Arthrobacter stackebrandtizu-
geordnet werden kann. Vergleicht man die physibgiscEigenschaften, wie Temperatur-
spektrum und Salztoleranz oder die biochemischstlegsfahigkeit, werden viele Unter-
schiede zwischen LI-3 undrthrobacter psychrophenolicusnd Arthrobacter kerguelensis
deutlich. Isolat LI-4 ist der Familie détlanococcaceaémn PhylumFirmicuteszugeordnet.
Die deutlichen Unterschiede in der morphologisched biochemischen Charakteristik zwi-
schen LI-4 und-ilibacter limicola lassen trotz eines &hnlichen Temperaturspektrurdsdier
hohen Sequenzibereinstimmung darauf schlieRengddastadmme nicht zu einer Art oder zu
einer Gattung gehoren. Zwischen LI-4 u8dorosarcina globisporaxistieren nur geringe
morphologische (Koloniefarbe), physiologische (Temgpurspektrum) und biochemische
Unterschiede. Isolat SK-2 gehort zur Familie &avobacteriaceaeTrotz der hohen Se-
guenzahnlichkeit von tber 98 %, treten zwischen2SHAd Flavobacterium hydatisind
Flavobacterium glacieUnterschiede in der Zell- und Koloniemorphologier Zuckerver-
wertbarkeit und der biochemischen Leistungsfahigkeif. Isolat SK-4 ist dem Genus
Pseudomonam der Familie der ddPseudomonadaceaigeordnet. Die hohen Sequenzéhn-
lichkeiten von Uber 99 % deuten darauf hin, dassAStem Genu®seudomonagugeordnet
ist, mit einer hohen phanotypischen Ahnlichkeit égte Artzugehorigkeit von SK-4 7.

migulaewahrscheinlich.

Die Untersuchung der prokaryotischen Diversitat immd Beziehung zum Okosystem beson-
ders in extremen Habitaten wie Arktis und Antarkstsund bleibt ein wichtiges und interes-
santes Forschungsgebiet. Es ist erforderlich, eiméglichst vollstandigen Uberblick tiber die
mikrobielle Gemeinschaft zu erhalten und beispi¢lR&inkulturen zu kultivieren und cha-

rakterisieren.
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Einleitung

1. Einleitung und Zielstellung

Arktis und Antarktis stellen mit ihren extremen Usitbhedingungen, den klimatischen Be-
sonderheiten und der geographischen Isolationiesiges einzigartiges nattrliches Labor dar
(WAGNER et al, 2006; WYNN-WILLIAMS, 1996). Rekonstruktionen der paleoklimatischen
Umwelt (GLICHINSKY & WAGENER, 1995) kdnnen Aufschluss Uber den aktuellen und zu
kunftigen Klimawandel bringen, denn Arktis und Ankiizgs spielen eine Schllisselrolle im
Klimasystem Erde (WGNER et al, 2008). Die Antarktis beinhaltet 90 % der glolakeis-
masse und beeinflusst damit die sitdliche Hemisphie die gesamte Erdatmosphére
(UGOLINI & BOCKHEIM, 2008), andersherum wirken sich Anderungen inEtdatmosphére
auf die polaren Gebiete aus. In den Gebieten deitiman Antarktis westlich der antarkti-
schen Halbinsel wurde beispielsweise seit 194%leimatischer Temperaturanstieg um 2,5°C
registriert (VAUGHAN et al, 2001). Es bleibt die Frage zu klaren, welcharfl&ss die Klima-
erwarmung auf dieses empfindliche Okosystem hak(®RsTet al, 2007). Das terrestrische
antarktische Okosystem ist charakterisiert durchinge Temperaturen, Feuchtigkeit und
Nahrstoffgehalte (BkHORST et al, 2007), lokal auch durch eine hohe Salinitas(ABIE et

al., 2008). Auch der Nordosten Gronlands zeichnét diach diese Eigenschaften, insbeson-
dere auch durch geringe Nahrstoffgehalte, aus, ege@satz zu vielen anderen arktischen
Habitaten wie zum Beispiel der polygonalen Tundia,einen hohen Kohlenstoffgehalt auf-
weist (WAGNER & LIEBNER, 2009). Mikroorganismen spielen eine wichtige Bals Grund-
lage fur ein funktionierendes arktisches und amisgkes Okosystem (VWN-WILLIAMS,
1996). Die einfache mikrobielle Gemeinschaft diafg Indikator fur Veranderungen von
Umweltbedingungen und beinhaltet Schliisselorganisfiie die Funktion des Okosystems
(WYNN-WILLIAMS , 1996). Daher ist es essentiell, die Stoffkreifdawnd die biologischen und
physikalischen Einflisse im Zusammenhang mit ddrebsgemeinschaft im Permafrostbo-
den in den polaren Regionen zu verstehexREETT et al, 2006). Die terrestrischen Okosys-
teme der Arktis und Antarktis zeigen eine starksifpe Relation zwischen Temperatur und
mikrobieller Aktivitat (BARRETT et al, 2006). Die Sensibilitat der Mikroorganismen gege
Uber dem Klimawandel und der Einfluss der mikrdbielAktivitat unter Niedrigtemperatur-
bedingungen im Kohlenstoffkreislauf sind bisher tqehend unbekannt MABRETT et al,
2006; NEDERBERGERet al, 2008). Wie jede okologische Nische besitzen adiehpolaren
Regionen eine charakteristische Umwelt mit ein@zgisierten mikrobiellen Gemeinschaft
(WAGNER et al, 2006). Die Charakterisierung dieser Gemeinsdkaftichtig, um besondere
Gruppen zu identifizieren und ihre Anpassung anedigemen Bedingungen und ihre funk-
tionelle Bedeutung im Habitat zu verstehemyEEN et al., 2007). Mikroben aus diesen Ha-
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bitaten gelten auf Grund methodischer Problemescisver kultivierbar. Es existiert mittler-
weile eine grof3e Anzahl an DNA-Sequenzen fir dorkemmenden Mikroorganismen, aber
nur die wenigsten davon wurden tatsachlich isolied beschrieben (M&ENER et al, 2006).
Die polaren Regionen weisen eine geringere Didrsts viele temperierte Gebiete auf
(AI1sLABIE et al, 2008), daflr findet man innerhalb der vorkomnen@&hyla eine grol3e Ta-
xa-Variabilitat mit diversen Genpool und eine hohetabolische Flexibilitat (WAN-
WiLLIAMS , 1996). Die geringe Speziesdiversitéat ist begrtindeer raumlichen Isolation der
Gebiete und dem umweltbedingten Selektionsdruakalder gleichzeitig zu ungewdhnlichen
Eigenschaften, biochemischen und physiologischematianen und besonderen Uberlebens-
strategien fiihrt (WNN-WiLLIAMS, 1996). Die Rolle dieser Organismen im Okosysterd u
ihre Funktionen und Fahigkeiten missen noch untbtswerden, um diese einzigartigen
Okosysteme zu verstehen. Unter Anwendung der 188\+Rnalytik hat sich herausgestellt,
dass oft solche Gruppen in den Habitaten domiriadt die an diesen Standorten bisher nicht
bekannt waren, bzw. nicht isoliert werden konnt&méNER et al, 2006). In der Antarktis
sind Phyla derActinobacteriaund Bacteroidetesdominierend, wobei aucKAcidobacteria
CyanobacteriaDeinococcus-Thermus, Firmicutesd Proteobacteriavorkommen (GOLINI

& BOCKHEIM, 2008). In der Arktis sind grampositive Bakteriemne Sporen vorherrschend
(KOCHKINA et al, 2001) und Phyla dekcidobacteria, Actinobacteria, Flavobactenend -,

-, -Proteobacteriavertreten (NSEN et al, 2007). Die Entdeckung neuer Arten, die Unter-
suchung der Speziesdiversitat und der metaboliséthexibilitat der Mikroorganismen aus
Arktis und Antarktis birgt ein groRes Potential fiims Verstandnis eines funktionierenden
Okosystems in den wenig entwickeltes Habitaten ediui biotechnologische Anwendungen
vor allem im Niedrigtemperaturbereich (WN-WiLLIAMS , 1996). Weitere Untersuchungen
der prokaryotischen Diversitat und ihre Beziehungem Okosystem in extremen Habitaten
sind erforderlich, um die Zusammenhange dieserdht®nen und die Mdglichkeiten, die

sich daraus ergeben, besser zu verstehewMdR et al, 2006).

Das Alfred-Wegener-Institut fir Polar-und Meerestibrung hat sich zum Ziel gesetzt, die
Kohlenstoffdynamik und die Entwicklung von mikrolké® Gemeinschaften in extremen Ha-
bitaten zu verstehen. Es ist wichtig alle Faktoiia,den Klimawandel bestimmen, so auch
den Kohlenstoffkreislauf im Permafrost, zu betrachtEin Ziel der vorliegenden Arbeit war
es, einen Teil zum Verstandnis der Okologie derratilellen Gemeinschaft und ihre Funk-
tionen im Stoffwechsel unter extremen Bedingundpmizutragen. Unter diesem Aspekt soll-
ten Mikroorganismen aus diesen extremen, wenigiekélten Habitaten einerseits mit mole-
kularen Methoden, wie der 16S rRNA-Analytik, phydogtisch untersucht werden. Anderer-
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seits sollten Mikroorganismen aus diesen Habitaténklassischen Methoden angereichert,
isoliert und einige Schlisselorganismen charakéstiserden. Ein weiteres Ziel war es, eine

Aussage uber die Bedeutung der Mikroorganismenrivatie der mikrobiellen Gemeinschatft
und in Bezug auf ihr Okosystem zu machen.
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2.  Grundlagen

2.1 Verbreitung und Diversitat von Mikroorganismen in der Hohen Arktis und An-

tarktis

In der Vergangenheit ging man davon aus, dasstieragn Habitaten nur wenige Arten mit
geringer Zellzahl existieren ¥8rH et al, 2006). Tatsachlich sind innerhalb der héheren Or
ganismen nur wenige Pflanzen und Tiere in der Lager den extremen Umweltbedingun-
gen der Arktis und Antarktis zu Uberleben, Baktertlagegen sind in den Permafrostbéden
weit verbreitet (®dAMS et al, 2006). Untersuchungen im Sibirischen Permafesgaben
Bakterien-Zellzahlen von 10bis 10 Zellen gTM* (Zellen pro Gramm Trockenmasse;
KoBABE et al, 2004; \OROBOYOVA et al, 1997), und auch in der hohen Arktis enthalt der
Boden Mikroorganismen in Zellzahlen von iibef §TM™* (HANSEN et al, 2007). In den, im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten, BodenprobenStore Koldewey betrug die Zellzahl
heterotropher kultivierter Mikroorganismen®1Bellen gTM* (GaNzeRT, personliche Mittei-
lung). Im Dry Valley der Antarktis wurden Werte vd® bis 16 prokaryotische Zellen
gTM™ ermittelt (waN et al, 2002). Zellzahlen von fmis 16 gTM™ kultivierter heterot-
ropher Mikroorganismen konnten auch im UntersucBgegiet Livingston Island (Antarktis)
gemessen werden ASzERT, personliche Mitteilung). Im Vergleich zu temperésn Regio-
nen weisen die Boden der Antarktis eine geringeveritat auf (ASLABIE et al, 2008) und
werden von einigen Phyla, wie déitinobacteriaoderBacteroidetesgominiert. Es kommen
coryneforme verwandte Bakterien, whathrobacter, Brevibacterium, Cellulomonasier
Corynebacterium zusammen mit gramnegativen Eubakterien, Wseudomonasoder
Flavobacterium vor. Innerhalb deFimicuteswurdenBacillus, Micrococcus, Nocardiand
Streptomycessoliert (CAMERON et al, 1972; RIEDMANN, 1993). AuchCyanobacteria die

als Primarproduzenten eine wichtige Rolle spiekemnten in den antarktischen Bdéden nach-
gewiesen werderpE LA TORREet al, 2003; TATON et al, 2007). In arktischen Permafrostb6-
den existiert eine relativ hohe Diversitat an Miaganismen. Es wurden Bakterien aus der
Gruppe der -, -, -Proteobacteria Actinobacteria, Acidobacteria, Flavobacteria,
Planctomycetacia, Sphingobacteria, Thermomicrobrad Verrucomicrobi@ dokumentiert,
wobei innerhalb des dominanten Phylums Aetinobateriadie Gattungemrthrobacterund
Cellulomonasvorherrschend sind @HseN et al, 2007). Insgesamt hat sich die Ansicht Uber
die mikrobielle Diversitat in Niedrigtemperaturh&ten mit den fortschreitenden Untersu-

chungen im Laufe der Zeit geandert. Anfénglich veudde Diversitét als gering oder gar nicht
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vorhanden betrachtet, spater wurde von einer veliatitierten Diversitat gesprochen, inzwi-
schen geht man von einer diversen mikrobiellen Gesobaft aus (BMING, 2002), die die
Grundlage fir ein funktionierendes polares Okosystiarstellt (WNN-WILLIAMS, 1996).
Zukunftige Untersuchungen sollten klaren wie diBseersitat, auch im Vergleich zu tempe-
rierten Okosystemen, gestaltet ist. Auf Grund dereenen Umweltbedingungen haben die
Mikroorganismen ungewohnliche Eigenschaften undzisfie biochemische und physiolo-
gisch-6kologische Uberlebensstrategien entwick@tyNN-WILLIAMS, 1996). So koénnen
Membranen eine spezifische Lipidzusammensetzungizbas um die Fluiditdt und die
Membrantransport zu gewahrleistenANMsELSDORFet al, 2009). Oder die Bakterien expre-
mieren kalteadaptierte Enzyme und sogenannte K&lbek-Proteine in Anpassung an die
Niedrigtemperaturhabitate @MING, 2002).

2.2 Bedeutung von Mikroorganismen fur die Nahrstofffllisse in wenig entwickelten
Habitaten

Mikroorganismen spielen eine wichtige Rolle in all8toffkreislaufen der Erde. Auf Grund
ihrer Fahigkeit auch unter extremen Umweltbedingumgberleben zu kénnen und der Aus-
pragung diverser physiologischer Stoffwechselwsged Mikroorganismen die idealen Erst-
besiedler in wenig entwickelten Habitaten. Sie smder Lage bei extrem hohen oder niedri-
gen Temperaturen zu wachsen oder kénnen geringeeasfligbarkeiten, hohe Salzgehalte
und extreme pH-Werte tolerieren. Im Zusammenhartgdem wenig entwickelten Habitaten
der Arktis und Antarktis ist aul3erdem essentiedisd Mikroorganismen auch bei geringen
Nahrstoffgehalten wachsen kdnnen und durch ihrefii&chsel weitere Nahrstoffe fur ande-
re Organismen zuganglich machen. Autotrophe Orgsms die in der Lage sind aus £0
und anorganischen Komponenten, Biomasse aufzubairehdie Grundlage jedes Okosys-
tems. Phototrophe Mikroorganismen nutzen in degergn (Cyanobakterien) oder anoxyge-
nen Photosysnthyse (Purpurbakterien, Griine Schwetr Nichtschwefelbakterien) das
Sonnenlicht als Energiequelle, weshalb sie vonaile den oberen Bodenschichten zu finden
sind. Methanogene Archaeen bilden aus, @@s klimarelevante Gas Methan, daher sollten
diese Prozesse im Zusammenhang mit dem Klimawaretehchtet und genau verstanden
werden. Auch chemolithoautotrophe und acetogendeBak leisten einen Beitrag zur Be-
reitstellung organischen Materials. Des Weiteramd svliikroorganismen an den Stickstoff-,
Schwefel- und Phosphorkreislaufen beteiligt undi $iefahigt Eisen, andere Spurenelemente

und lonen freizusetzen oder zu binden. Neben phlsdhen und chemischen (Verwitte-
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rungs-) Prozessen sind auch biologische ProzesseléreBodenbildung. Das von den Pri-
marproduzenten bereitgestellte organische Matéridét die Wachstumsgrundlage fir che-
moorganotrophe Mikroorganismen und Pilze. Dieselpzieren Kohlensdure und organische
Sauren und tragen somit zur Gesteinsauflésung witénen Bodenentwicklung bei. In der
weiteren Entwicklung des Bodenhabitats bilden Mdkganismen Symbiosen mit Pflanzen
aus. Mikroorganismen stellen vor allem in wenigweckelten Habitaten die Grundlage fur
eine weitere Besiedlung mit héheren Organismeruddrspielen generell eine entscheidende

Rolle fiir ein funktionierendes Okosystem.

2.3  Der Artbegriff in der Mikrobiologie

Sowohl fur die Eukayroten als auch fur die Proktegcexistieren keine offizielle Artdefini-
tionen, sondern verschiedene Artkonzepte, die zarsechiedlichen Einteilungen eines Ta-
xons fuhren kénnen. Nach dem morphologischen Aa&phlassen sich Arten als Gemein-
schaft, oder verwandte Gemeinschaften, die eingleuthorphologische Gemeinsamkeiten
aufweisen, beschreiben (ERIDGE et al, 1997). Das biologische Artkonzept definiert Arte
als Gruppen von miteinander kreuzenden naturli¢hgpulationen, die von anderen Gruppen
von Populationen reproduktiv isoliert sind A¥R, 1942). In der Mikrobiologie wird ein phy-
siologisches Artkonzept herangezogen, wonach emeiAe Sammlung von Stammen dar-
stellt, die alle Haupteigenschaften gemeinsam habdrsich in mindestens einer Eigenschaft
eindeutig von einer anderen Stammsammlung untadsanéGRDON, 1978; WLWELL et al.,
1995). Die Anwendung dieser Artkonzepte in der Mikologie gestaltet sich als schwierig,
da die Prokaryoten oft keine eindeutigen morphaicgen Unterscheidungsmerkmale aufwei-
sen und die Auspragung eines speziellen Stoffwéskea den gegebenen Umweltbedingun-
gen abhéangig ist. Aul3erdem haben sich bestimmfér®tthselwege analog in verschiedenen
Gruppen entwickelt. Zum Beispiel galt die Fahighitrit zu oxidieren lange Zeit auf die
Gruppe der Nitritoxidanten beschrankt. Neuere Uwigiungen zeigen aber, dass auch
Archaeen zur Nitrifikation befahigt sind @&€NICKE et al., 2005). Daher wurde vonOASE
und Kollegen (1987) eine molekulare Typisierung Bakis der RNA vorgeschlagen. Auch
das biologische Artkonzept lasst sich, auf Grundsgeziellen ,Fortpflanzung” der Mikroor-
ganismen, nicht anwenden. Die bisherigen Artkoreepscheinen einigen Forschern zu kon-
servativ, da diese zu einer Unterschatzung der abigilen Diversitat fihren wirden
(ROSELLO-MORA & AMANN, 2001; WHITMAN et al, 1998). Fur eine mdglichst vollstandige

Erfassung der mikrobiellen Gemeinschaft und eindaitige Einordnung der einzelnen Taxa
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ist ein polyphasicher Ansatz unter Anwendung ebregen Spektrums unterschiedlicher Me-
thoden erforderlich (WNDAMME et al, 1996). Einerseits sollte der Genotyp charaktstis
werden, beispielsweise direkt Uber DNA-Sequenzigroder indirekt durch DNA-DNA-
Hybridisierung und G+C mol%-Bestimmung. Andereisést es erforderlich, den im Habitat
ausgepragten Phanotyp morphologisch, physiologigod biochemisch zu beschreiben
(ROSELLO-MORA & AMANN, 2001). In der molekularen Systematik gilt ein€dde Se-
quenzibereinstimmung der 16S rRNA als ArtgrenzZen ¢8EBRANDT & GOEBEL, 1994). Ist
der relative Bindungsgrad (RBR) wahrend der DNA-DNgbridisierung gleich oder héher
als 70 % gehoren die Prokaryoten zu einer AraYME et al, 1987). Unterscheiden sich Or-
ganismen in ihrem G+C- Gehalt um mehr als 5 mol#@ sie nicht mehr einer Art zu zuord-
nen (FOSELLO-MORA & AMANN, 2001). Um die mikrobielle Diversitat eines Okdsyss
madglichst vollstandig zu erfassen, stellt die malake Systematik einen guten Ansatz dar.
Fur die Erfassung der Funktion und Bedeutung dérddrganismen im Okosystem sind al-

lerdings konventionelle Tests notwendig.

2.4  Methoden zur Charakterisierung von Mikroorganismenin Reinkultur

Die Geschichte der Mikrobiologie lasst sich in whisdene Phasen einteilen, die gepréagt sind
von den Entdeckungen ihrer Zeit. Als erster\rat LEEUWENHOEK bereits um 1677 mit sei-
nem selbst gebauten Mikroskop Bakterien sichtbaragit und als Lebewesen beschrieben.
Louis PASTEUR (1822-1895) machte zu seiner Zeit entscheidendeeEkungen fur die Mik-
robiologie. Mit der ,ASTEUR-Flasche konnte er 1864 nachweisen, dass Mikroosgzen
nicht spontan aus dem Nichts entstehen, sondehnnirsider Luft befinden und von dort aus
Ubertragen werden ABTEUR, 1964 (1864)). Die Grundlage fir die Beschreibung Rein-
kulturen legte RBERT KOCH (1843-1910) 1884, indem er Kriterien bestimmtes sipezifi-
sche Mikroorganismen als Ausloser einer Kranklashtifizierten (KocH, 1912 (1884)). Die
Voraussetzung fur diese g€CH schen Postulate” ist, dass die MikroorganismenkKaisur
isoliert werden kénnen und dass diese Kultur reinDa KocH als erster festes Medium zur
Kultivierung von Mikroben benutze, konnte er digarachiedlichen Kolonien sehen und die-
se an Hand ihrer morphologischen Eigenschaftemtamasch beschreiben und einteilen. Er
ging dabei davon aus, dass jede Kolonie aus eineigen Bakterienzelle entsteht und somit
eine Reinkultur darstellt.ERGEIWINOGRADSKY (1856-1953) gelang es 1889 Uber bestimmte
Anreicherungsmethoden Stickstoff fixierende Baleerzu isolieren und formulierte ein Kon-
zept zur Chemolithotrophie @DBRNTON, 1953). Der Begriff ,,Anreicherungskultur® stammt

von MARTINUS BEIJERINCK (1851-1931), der Mikroorganismen aus Boden- uncéa&dnabi-
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taten anreichern und als Reinkultur isolieren ker{QHUNG & FERRIS 1996). In einer Anrei-
cherungskultur werden Mikroorganismen, aus ihrettitiahen Umgebung Uber selektive
Nahrmedien angereichert. Die Auswahl an Kultiviggsgigenschaften bestimmt die mikro-
bielle Gemeinschaft, die mit der Anreicherungskugtewonnen wird. Da die mikroskopische
Betrachtung damals eine der Grundlagen zur Cheniaidrung von Mikroben darstellte,
wurden zu dieser Zeit viele Farbemethoden entwiclsel die ®AM-Farbung nach &am
(1884), die GeilRelfarbung naclokrFLER(1898) oder die Sporenfarbung naclrve (1908),
die auch in der vorliegenden Arbeit zur Anwenduagiken. Mit der Entdeckung der DNA als
genetisches Material durchvAry, MACLEOD und McCARTY (1944) ertffneten sich viele
neue Mdglichkeiten. Besonderes Interesse gilt d&teiellen Genetik, nachdem festgestellt
wurde, dass Mikroorganismen in der Lage sind Erbradtdurch Konjugation (ATum &
LEDERBERG 1946) und Transduktion (¥DER & LEDERBERG 1952) auszutauschen. Bereits
1977 gelang esABIGER und Kollegen Methoden zur Sequenzierung zur DNAziwickeln.
Diese Phase im 20. Jahrhundert war gepragt dueckiveiterfihrung der klassischen Metho-
den in anwendungsbezogene Bereiche in der Agrantridiogie oder Okologischen Mikro-
biologie einerseits und der Grundlagenforschungsiabiet der systematischen, strukturellen,
biochemischen und physiologischen Mikrobiologie emedseits. Spatestens mit der Entwick-
lung der Polymerase-Kettenreaktion, kurz PCR genaiurch MiLLIs (SAIKI et al, 1985;
MuLLis et al, 1986) spielt die molekulare Mikrobiologie einetscheidende Rolle bei der
Untersuchung von MikroorgansimenoRMAN PACE formulierte 1986 den Begriff der ,Mo-
lekularen Umweltbiologie®, in welcher auch die velggte Arbeit anzusiedeln ist. Die mo-
dernen Methoden der Molekularbiologie wurden dadténdig weiterentwickelt. So konnte
1995 realisiert durclENTER& SMITH das erste bakterielle Genom vollstandig entsekltis
werden ([EEISCHMANN & ADAMS et al, 1995). Im neuen Forschungsbereich der ,Genomics”

sind inzwischen mehr als 500 bakterielle Genoméstzoidig sequenziert worden.

Die 16S rRNA bietet kultivierungsunabhéngige Mdolgkeiten zur Identifizierung neuer Mi-
kroorganismen (\WRD et al, 1992), da sie einen hohen Informationsgehalitziasnd stark
konserviert ist (BNE et al, 1985). Auf Grund dieses kulturunabhéngigen Eohislin die
Zusammensetzung gemischter mikrobieller Gemeinsamg¥\VARD et al, 1990), wurden die
klassischen Kultivierungsmethoden lange Zeit alsabhteiligt betrachtet. Zunachst ist die
Isolation von Reinkulturen fur die klassischen Meten zwingend erforderlich, hinzu kom-
men viele biochemische und physiologische Testsa(\ et al, 1995), was insgesamt sehr
zeitaufwendig ist (IKNNETH et al, 2000). Ein grundsatzliches Problem ist, dask siele

Mikroorganismen schwer oder gar nicht kultivietassen. Fur die Anreicherung mussen die
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komplexen Eigenschaften und Bedingungen des Olasgsider Mikroorganisen bekannt
sein, um sie isolieren zu kdnnen und das ist ofthodsch nicht mdglich (Amman et al.,
1995). Daher blieben viele Mikroorganismen unbekaSchon SALEY & KONOPKA (1985)
beschrieben eine ,great plate count anomaly”, whnatter dem Mikroskop viel mehr Or-
gansimen zu z&hlen sind, als wahrend der Lebendiahiimestimmung ermittelt wurden. Vie-
le Mikroorganismen sind lebensféhig, bilden aben&éolonien auf einer Platte aus (,viable
but not culturable“; Rszak et al, 1984; 1987). Die kultivierten Mikroorganismen chan
bisher nur einen geringen Teil der tatsachlichereitat aus (AMMAN et al, 1995). Mit Hil-

fe der 16S rRNA konnen morphologisch sehr ahnlietier nicht kultivierbare Mikroorga-
nismen identifiziert werden. Die Arbeiten vonOBSE legten dabei den Grundstein fur die
Klassifizierung und molekulare Typisierung von Mikrganismen (WESE et al, 1987;
AMANN et al; 1995)Unter diesem Standpunkt wére die DNA-Segieenng die beste Me-
thode Mikroorganismen in ihre Arten und Unterarzerdifferenzieren (OVE & BEAN 1999).
Der eigentliche Vorteil, dass man keine Reinkuliugewinnen muss, ist auch gleichzeitig ein
Nachteil, da man zwar die Sequenzen des Organienmadt, aber keine weiteren Tests zur
Physiologie, Biochemie oder Morphologie machen kaku3erdem ist es auch mit der 16S
rRNA-Analyse nicht moglich, alle Mikroorganismen eufassen. Es kdnnten sogar solche
Organismen verloren gehen, die mit einer gutendagigsmethode héatten gewonnen werden
kénnen. Probleme treten auf, wenn sich zum Beigpihdre Sequenzen aus DNA verschie-
dener Spezies bilden (MAN et al, 1995). Aul3erdem lysieren die Zellen nicht imropti-
mal oder die Primer hybridisieren nicht an die DSAquenz (OVE & BEAN 1999). Weitere
Nachteile sind die weiterhin hohen Kosten der Segeeung und der hohe technische Ans-
pruch an Maschinen und menschlichen Fahigkeiten/eC& BEAN 1999).

Offensichtlich ist eine Verknupfung der klassiscidethoden mit den modernen molekular-
biologischen Methoden die optimale Herangehenswaiseldentifizierung von Mikroorga-
nismen und zur weiteren Charakterisierung ihressiphggischen Leistungspotentials. Die
16S rRNA-Analytik bietet hervorragende Moglichkeitaeicht-kultivierbare Organismen zu
identifizieren. Doch sollte im Allgemeinen der Viecd unternommen werden, die zu unter-
suchenden Mikroorganismen auch anzureichern unBemkultur zu gewinnen. Um die
Funktion einer mikrobiellen Gemeinschaft in ihrerkoSystem zu beschreiben, sollten mole-
kulare Techniken in physiologische und biochemisBhsatze der klassischen Kultivierung
integriert werden (BBERT et al, 1996).
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3. Untersuchungsgelzete

3.1 Livingston Island

Die Antarktis wird gebildet aus m Kontinent Antarktika und d, im Sudlicher Ozean gee-
genen, antarktischen InselDas Gebiet wird begrenzdurch den &dlichen Polrkreis in Er-
weiterung der Subarktischetone auch bis 50°udliche Breite. Livingston Isihd gehdrt zi
der subantarktischen Inselgrupger Sudlichen Shetlandins (62°0'S, 58°0'W)m Nordwes-
ten der antarktischen Halbingdlbb.: -1). Innerhalb dieser Inselgruppe von jrof3eren un
mehreren kleineren Insedtellt Livingston Islan, mit einer GréRe von 845 Kidie zweitg-
ré3te Insel darDas Landschaftsid ist gepragt von Bergen und Gletschern Jsten, eise-
deckten Huge und Plateaus iner Mitte und einer weitgehend eisfreien E2 im Westel
der Insel (WAGNER et al, 2006) Der Untersuchungsstandort der Nahe der3ulgarischer
AntarktisBasisstation liegt im N«en von Hurd Peninst (62°41S, 60°23W) einel eisfreien
Halbinselan der Sudkulste von Lngston Islan.
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Das kalt-maritime Klima, das auf Livingston Islamorherrscht, ist milder als das eigentliche
antarktische Klima. Die antarktischen Winter vorribpis Oktober sind charakterisiert durch
wenige Sonnenstunden und durchschnittliche Tempemtum -10°C mit Tiefstwerten von
bis zu -35°C. Im Sommer (November bis Marz) werdiemperaturen um den Gefrierpunkt
erreicht mit Tagesmaxima von selten bis zu 10°6r@ et al, 2007). Die Niederschlage,
zumeist in Form von Schnee, im Sommer auch Schgeeyéallen gleichmallig tber das Jahr
verteilt und liegen um 500 mm pro JahngMa & Ramos, 2003). Auf Grund des rauen Kii-
mas existieren nur wenige Pflanzen, die Vegetatsbrgepragt durch Moose, Algen und
Flechten. An den Orten, wo durch Pflanzenbewucharosches Material in den Boden ein-
getragen wird, findet man, auch begunstigt durehrelgelmafiigen Niederschlage, aktive Bo-
denbildungsprozesse. Dabei kommt es zu einer Akkatron organischen Materials, Lehm-
bildung, Versaduerung und Redoxprozessen im BodeuMB et al, 1997). In der Tierwelt

sind unter anderen Pinguine und Robben vertreten.

“Transect 2

Transect 3

Abbildung 3-2: Untersuchungsgebiet norddstlich deBulgarischen Antarktisstation (3-2a: Ubersicht des
Gebietes und Lokalisierung der Transekte; 3-2b: Trasekt 1; 3-2c: Transekt 2;WAGNER et al, 200§

Geologisch betrachtet ist Hurd Peninsula durch @esteinsausbildung der RS Bluff

Formation® charakterisiert, welche durch mesozasthrbidite gepragt ist. Dort existieren
Sandsteine, Tonsteine, Konglomerate und Sedimezkzir, auRerdem tertiare Vulkangestei-
ne, Plutonite (Granit) und Gangschwéarme aus Basalt Andesit. Das Gebiet entlang der

periglazialen Grenze ist gestaltet durch Blockgletsiormationen, Moranen und Verwitte-
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rungsschutt. Auf Grund der vulkanischen Aktivitéatf @eception Island, gibt es aul3erdem
Schichten vulkansicher Asche. Im eisfreien Gebggtlastlich der bulgarischen Antarktissta-
tion, welches vor allem Basalt- und Andesitgestaifweist, wurden Proben aus 15 Profilen
entlang von 3 Transekte untersucht (Abb.: 3-2). Basgewahlte Untersuchungsgebiet ist
charakterisiert durch initiale Bodenbildung mit phalischen und chemischen Verwitte-
rungsprozessen und Bodenbildungsprozesse mit Hutkwsalation in lockeren Sedimen-
ten, die auch vulkanische Asche enthaltem@®WER et al, 2006). Auf Grund der hier ausge-
bildeten Moosschicht wiesen vor allem die Bodebproaus den oberen Schichten einen
niedrigeren pH-Wert von 4,8 bis 6,1, eine hoherachagkeit und einen héheren Kohlens-
toff- und Stickstoffgehalt auf (Tab.: 3-1).

Tabelle 3-1: Bodenparameter von Livingston Island nd Store Koldewey Ganzert, L., personliche Mittei-
lung)

Zellzahl kulti-
Standort Tiefe Feuchtigkeit Ciotal Niotal pH-Wert vierter hetero-
(cm) (%) (%) (%) tropher Mikro-
organismen (g/
™)
Livingston 0-4 7,1 26,50 0,84 4,81 1,440
Island 4-7 4,7 2,22 0,20 6,04 7,010
T1-1 7-14 5,5 0,46 <0,10 6,10 4,970
Store Kol-
dewey 0-2 70,3 7,63 0,51 5,69 1,1%¥10°
G03-78

3.1 Store Koldewey (Nordost-Gronland)

Im Gegensatz zur Antarktis besteht die Arktis a1 dmeist von Eis bedeckten, Nordpolar-
meer und die den Arktischen Ozean direkt umgebehdadmassen. Dazu gehdren die nord-
lichen Teile von Kanada, Russland, Alaska (USA)izBergen (Norwegen), Lappland (Nor-

wegen, Schweden, Finnland) und Gronland (Danemé&nidnland, als gro3te Insel der Erde,
bildet auch die grof3te zusammenhangende Landmasgeldis. Im Norden grenzt es an den
Arktischen Ozean, im Osten an die Gronlandsee. lestéh (Baffin Bay), Suden und Sudos-
ten ist Gronland von verschiedenen Randmeeren dedablantiks umgeben. Store Kolde-

wey, benannt nachARL KOLDEWEY, ist mit 615 M die groRte der Koldewey Inseln im Nor-

dosten Gronlands und befindet sich zwischen 7576845 ndrdlicher Breite und 018°27"-

019°10" westlicher Lange (Abb.: 3-3). Zwischen dgrnlandischen Festland und der Insel
Store Koldewey liegt die Dove Bugt.
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Abbildung 3-3: Karte des Untersuchungsgebietes SterKoldewey in Nordost-Grénland
(http://www.uni-leipzig.de/~geologie/Forschung/Pidfgeiten/UmweltGroenl/Groenlandl.jpapodifizierd

Gronland liegt in der polaren bis subpolaren Klioraz, d.h. das Klima ist ganzjahrig gepragt
von niedrigen Temperaturen und wenig NiederschladenNordost-Gronland herrschen
Temperaturen zwischen -24°C und 4°C und durchdtibh# Jahresniederschlage von ca.
150 mm vor (BRN & BOCHER 2001). Exemplarisch ist dafur ein Klimadiagraman\Dan-
markshavn (Abb.: 3-4) aufgezeigt, welches in etwa gkeographischen Lage des Untersu-
chungsgebietes entspricht. Zum Zeitpunkt der Extjediim August 2003 erreichten die
Temperaturen mit etwa 4°C ihren Hochstwert, dieddischlagsmenge ist mit rund 20 mm
dem Jahresverlauf entsprechend gleichmalig gebag.raue Klima behindert auch die Bo-
denbildungsprozesse im Permafrostboden Nordosti@ids. Die Vegetation Nordost-
Gronlands ist charakterisiert durch einen spartichad niedrigen Bewuchs, wobei haupt-
sachlich Moose, Flechten, Algen und einige Samanpén vorzufinden sind. Typische Ver-
treter sind die Arktische Weid&4élix arcticg oder die WeilRe Silberwurbfyas octopetala

Des Weiteren findet man immergriine Zwergstrauchvex,Cassiope tetragonéAbb.: 3-5),
und Vertreter der WollgraseEfiophorum sp.). Zur charakteristischen Fauna zahlen viele
Vogelarten, wie die Schneeeule und verschiedenesdadien, aul3erdem einige Saugetiere

wie Polarfuichse, Eisbaren und Lemminge.
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Abbildung 3-4: Klimadiagramm Danmarkshavn Ab.bildung 3_'5: Blihende Vierkantige Schuppen-
Lage: 76°46'N 18°46'W heide (Cassiope tetragorja
(http://www.klimadiagramme.de/Europa/danmarks(http://de.wikipedia.org/wiki/Cassiope_tetragpna
avn.htm)

Geologisch besteht Store Koldewey aus metamorpleste{dsfeldern, die ihren Ursprung im
frihen Proterozoikum (Prakambrium) haben. Bei dest€@nen handelt es sich meist aphibol-
reiche Arten wie Aphibol-Gneisse (Abb.: 3-6). Anrdestlichen Kuste befinden sich aul3er-
dem fossilhaltige marine Sedimente aus der Jurd-Kuaidezeit. Des Weiteren sind quartare
glaziale Ablagerungen und Sedimente weit verbredas Untersuchungsgebiet befindet sich
im Ketilidian Folt Belt, der aus dem kaledonischeadtungsgurtel hervorgeht EBNICKE et
al., 2004).

Abbildung 3-6: Gesteinsbeispiel (Bandergneis,
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4. Material und Methoden

Soweit nicht anders angegeben wurden zum HerstddeMedien und Losungen Chemika-

lien der Firmen Merck, Roth und AppliChem verwendet

4.1 Probennahme am Untersuchungsstandort

4.1.1 Livingston Island (Antarktis)

Wahrend der Expedition UNGSTON 2005 auf Livingston Island (Stdliche Shetlandinkel
wurden im Zeitraum von Januar bis Februar 2005 rébéh aus 19 verschiedenen Boden-
und Sedimentprofilen genommen ABNER et al, 2006). Dazu kamen weitere 19 Oberfla-
chenproben, die die verschiedenen Habitateigensehaivie Vegetationsbeschaffenheit,
Feuchtigkeits- oder Trockenheitsgrad, beispieldakumentierten. Die Probenentnahme er-
folgte entlang dreier Transekts in der Nahe dem&uschen Antarktis-Station St. Kliment
Ohridski. Transekt 1 befand sich norddstlich, Tedi® 6stlich und Transekt 3 im Siden der
Station. Die zur naheren Charakterisierung ausgkevéReinkulturen stammen vom Stand-
ort T1-1 aus 0 bis 14 cm Tiefe. Auf Grund der haesgebildeten Moosschicht wiesen vor
allem die Bodenproben aus den oberen Schichtem @iredrigeren pH-Wert von 4,8 bis 6,1,
eine hohere Feuchtigkeit und einen hoheren Koldérsind Stickstoffgehalt auf. Lagerung
und Transport der Proben zur mikrobiologischen gsmlerfolgte bei -22°C in sterilen 500

ml NALGENE-Boxen.
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4.1.2 Store Koldewey (Nordost-Grénland)

Im Rahmen der Expedition ARK XIX/4 08/09 2003 wunda Nordost-Gronland (Store Kol-
dewey) und in Ost-Grénland (Geographical Societyam) unterschiedlichen Standorten Bo-
denproben zur Untersuchung der mikrobiellen Gensbigiten entnommen EBINICKE et al.,
2004). Die zur naheren Charakterisierung ausgeesldolate von Store Koldewey stammen
aus der Bodenprobe G 03-78 vom Ende eines flaclayés am Ufer des Melles-Sees. Die
Probenentnahme von 0,5 kg Bodenmaterial erfolgtAugust von Standort 1 Horizont Go2/
B 2 aus 0 bis 2 cm Tiefe. Der Standort war zu makiemem Drittel mit Vegetation bedeckt,
welche vorrangig durch Moose und Flechten gepréagt Wer Standort zeichnete sich durch
eine hohe Feuchtigkeit von etwa 70 %, einen métikohlenstoff- und Stickstoffgehalt und
einen leicht sauren pH-Wert von 5,69 aus (Tab.). ie Proben fir die geochemischen und
geophysikalischen Analysen wurden bei 4°C tranggomind gelagert. Der Transport und die
Lagerung der Proben zur mikrobiologischen und mdégbiologischen Untersuchung erfolg-
ten bei -18°C.

4.2 Anreicherung, Isolierung und Kultivierung

4.2.1 Nahrmedien

Zur Anreicherung heterotropher Mikroorganismen &aslenproben von Livingston Island
wurde das BRII-Medium nachUBIiT-RoVIRA (1955) verwendet.

Zusammensetzung BRII-Medium mit Glucose

BRII-Phosphat-Stammldsung 100 ml
BRII-Salzlsung 100 ml
Steinextrakt 250 ml
Trypticase Pepton (Becton/ Dickinson = BDY
Hefeextrakt (BD) 19
Glucose-Monohydrat 50
Na,CO; 039

deion. HO ad 1000 ml
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BRII-Phosphat-Stammlésung (10 fach)

KoPO, * 3 HO 49
(NH)HPO, 59

deion. HO ad 1000 mi
BRII-Salzldsung (10 fach)

MgSOy * 7 H,O 0,05¢g
MgCl, * 6 H,O 19

FeCb * 4 H,O 0,01¢g
CaChL* 2 H,O 1g

deion. HBO ad 1000m|
Steinextraktldsung

NacCl 0,0415¢
AICl3 * 6 H,O 0,0126 g
KNO3 0,00505 g
KoSOy 0,08004 g
CasQ * 2 H,0O 0,06708 g
MgSQO, *7 H,0O 0,05406 g
Oligoelementelosung BG11 1ml
deion. HO ad 1000 mi
Oligoelementelésung BG11

H3BOs 2,869
ZnSQy * 7 H,O 0,222
Co(NGs), * 6 H,O 0,049 ¢
MnCl; * 4 H,O 1819
CusSQ *5 H,0 0,079 ¢
NaMoQO, * 2 H,O 0,391¢
deion. HO ad 1000 ml

Fiar die weitere Kultivierung wurden verschiedenehid@edien getestet. Dazu z&hlten das
LB-Medium nach BRTANI (1951), Trypticase Soy Broth, Nutrient-Medium, aleds aul3er-
dem als ,Nutrient Special* modifiziert wurde, unith &inimalmedium mit und ohne Zugabe

von Glucose.
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LB-Medium
Trypticase Pepton
Hefeextrakt

NaCl

deion. HO

Trypticase Soy Broth
Trypticase Soy Broth (BD)
deion. HO

Nutrient-Medium

Trypticase Pepton
Fleischextrakt
deion. HO

Nutrient Special

Trypticase Pepton
Hefeextrakt
Fleischextrakt
Glucose-Monohydrat
deion. HO

Minimalmedium

NH4CI

KoHPO,

KH.PO,

MgSOy* 7 H,O

CaCh * 2 H,O
Spurenelementelésung
deion. HO

Spurenelementelésung
H3BOs

CuSQ * 5 H,O

FeCk * 6 H,O

MnCl,* 4 H,O

109
59
10g
ad 1000 mi

3049
ad 1000 ml

59

39
ad 1000 m

1g
1g
19
59
ad 1000 ml

0,29
0,01g

2 ml
ad 1000 ml

50 mg
4 mg
20 mg
40 mg
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NHsM00O, 20 mg
ZnSQy* 7 HO 40 mg

Die Substanzen wurden einzeln in deionisiertem Afaasfgeldst, zusammengefihrt und auf
1000 ml aufgefullt.

Mit dem pH-Meter (handylab 1,c80TT-Gerate) erfolgte die Einstellung eines pH-Wertes
von 7,0 bis 7,2 bei allen Medien. Zur pH-Werteifistey wurde 0,1...5 M NaOH-LOsung
und 0,1...5 M HCI-L6sung genutzt.

Die Kulturmedien wurden 20 min bei 121°C im Autokl®@ystec GmbH) sterilisiert.

Zur Herstellung von festem Medium wurde 1,5 % ABaiver (VWR) zum vorbereiteten
Flussigmedium gegeben. Nach dem Autoklavieren wulae Medium im Wasserbad auf
60°C abgekihlt und unter der Sterilbank in Petasam portioniert.

Alle weiteren Arbeitsschritte nach dem Autoklaviergurden ebenfalls unter sterilen Bedin-

gungen unter der Sterilbank durchgefihrt.
4.2.2 Aufbereitung der Bodenproben (Livingston Island)

Nach dem Auftauen der Bodenproben wurden jewegd86den eingewogen und in ein steri-
les 50 ml Plastikréhrchen uberfiihrt. Der Arbeitsgtkerfolgte unter halbsterilen Bedingun-
gen mit Hilfe des Bunsenbrenners. Unter der Stamitbwurden 10 ml einer 0,9%igen NaCl-
Losung zu dem Boden gegeben. Das Gemisch aus BoukMaCl-Losung schiittelte an-
schlieBend 20 min waagerecht auf einem Vortexer korthte dann zur Anreicherung von

Mikroorganismen verwendet werden.
4.2.3 Anreicherung von Mikroorganismen

Fir einen Plattentest zur Lebendkeimzahlbestimnwamglen aus der Original-Boden-NacCl-
Lésung Verdiunnungsstufen von™010% und 10° angesetzt. Die Verdiinnung erfolgte mit
0,9%iger NaCl-Losung. 0,1 ml der jeweiligen Prolisnhg wurden auf eine BR-Agarplatte
pipettiert und mit dem BIGALSKI-Spatel ausplattiert. Sowohl fur die Originalprolésang,
als auch fur die Verdinnungsstufen wurde eine Beeibestimmung angesetzt. Die beimpften
Platten wurden fur 10 Tage bei 10°C im Brutschramkkibiert. Die gewachsenen Bakterien-

kulturen dienten gleichzeitig als Anreicherungskrén.
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4.2.4 |solation von Reinkulturen

Nach Abschluss der Lebendkeimzahlbestimmung wudiemewachsenen Platten der Origi-
nalbodenlésung und der Verdiinnungsstufen zur Gewignivon Isolaten genutzt. Die Aus-
wabhl erfolgte an Hand visuell erkennbarer Untemsd&iin der Koloniemorphologie. Alle un-

terschiedlichen Kolonien einer Probe wurden mifédéiner abgeflammten Impfose gepickt
und auf einer neuen BR-Agarplatte ausgestrichea.bBimpften Platten wurden bei 10°C im
Brutschrank inkubiert. Nachdem die Kulturen gewachwaren, wurden erneut einzelne Ko-
lonien isoliert und auf frische BR-Agarplatten tbgsft. Durch mehrmalige Wiederholung

dieses Schrittes wurden Reinkulturen gewonnen.

4.2.5 Kultivierung der Isolate

Die Anreicherungskulturen wurden zunachst weitérBf-Agarplatten tberimpft und fur 14
Tage bei 10°C im Brutschrank angezogen. Die arefgéhde Lagerung erfolgte bei 4°C im
Kdhlraum. Um die Kulturerhaltung zu optimieren, werdas Wachstum der Anreicherungs-
kulturen auf % LB-Medium, welches sich einfach difzaben lasst, getestet. Die weitere Kul-
tivierung erfolgte auf % LB-Agarplatten.

AulRerdem wurde getestet, ob die Isolate, die zberg Charakterisierung ausgewéahlt wor-
den sind, auf verschiedenen Nahrmedien wachsenMBdien sind unter 4.2.1 beschrieben.
Fur die Kultivierung der Stamme LI-1, LI-2, LI-3,-4, SK-1 und SK-3 wurde das %2 LB-
Medium und fur die Stamme SK-2 und SK-4 das Nutrlgpecial-Medium ausgewahlt. Der
Kulturerhalt erfolgte auf den entsprechenden Adattéh, indem die Stamme einmal im Mo-
nat Uberimpft wurden. Fir die verschiedenen Te&taaswar es aul3erdem erforderlich ein-
mal in der Woche zusétzlich frische Kulturen in gdiggmedium und auf festen Agarplatten

anzusetzen.

4.3 Molekularbiologische Analysen

4.3.1 Extraktion von DNA aus den Reinkulturen

Zur Extraktion von genomischer DNA aus den Reinkelh wurde das UltraCle&h Micro-
bial DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Incyerwendet. Als Ausgangsmaterial diente
eine Impfose der jeweiligen Bakterienkultur, dieder, vom Hersteller gelieferten, Micro-
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Bead Solution resuspendiert wurde. Danach erfagteDurchfihrung der Extraktion nach
Anleitung des Herstellers. Um die Ausbeute an DNiech6hen, wurden die Zellen zun&chst
10 min bei 65°C im Thermomixer lysiert (,alternaivysis methods” des Herstellers). Der
weitere Zellaufschluss erfolgte mechanisch mit éd#dines horizontalen Flachbett-Vortexers
(Murter, Heidolph). Alle Zentrifugationsschritte vden bei Raumtemperatur und 10,000 x g
(Biofuge pico, Heraeus) durchgefuhrt. Die Aufreumg und Elution der DNA erfolgte Uber
einen Spinfilter mit Silica-Membran. Der Erfolg d@NA-Extraktion wurde mittels Agarose-
gelelektrophorese Uberprift und die isolierte DN#schlieRend bei -20°C bis zur weiteren

Analyse gelagert.

4.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion nactuiMis (1983) dient der Vervielfaltigung von spezifi-
schen DNA-Abschnitten. Um das 16S rRNA-Genfragntemteinzelnen Isolate fur die spate-
re Sequenzierung zu amplifizieren, wurde das aligeen bakterielle Primerpaar ES8F
(RAVENSCHLAG et al, 1999) und E1492R (QukA et al, 1998) eingesetzt. Fir die PCR wurde
der Mango-Taqg-Polymerase-Mix (Bioline) eingesetatl wlie Reaktion im iCycler (BioRad)
durchgefuhrt.
Chemikalien
Mango-Mix (Bioline) 25,0 ul
Primer E8F 20 uM (TIB Molbiol) 0,5 pl

(Sequenz: 5" AGA GTT TGA TCC TGG CTC 3)
Primer E1492F 20 uM (TIB Molbiol) 0,5 pl

(Sequenz: 5° GG TTACCT TGT TAC GACTT 3")
DNA-Template 0,5 ul
reinst HO 23,5 ul

Um zu Uberprifen, ob die PCR funktionierte, wuischerichia colials Positivkontrolle
eingesetzt. Als Negativkontrolle, um mogliche Verinigungen im Reaktionsansatz nach-

zuweisen, diente Reinstwasser.
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PCR-Programm (iCycler)
Zyklus (1 %) 95°C 5:00 min (Denaturierung)
Zyklus 2 (35 x) 94°C 1:00min (Denaturierung)
48°C 0:45 min (Annealing)
72°C 1:30 min (Elongation)
Zyklus 3 (1 x)  72°C 20:00 min (finale Elongation)
4°C

4.3.3 Agaraosegelelektrophorese

Chemikalien
50 x TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer (AppliChem)
Agarose (neolab): DNA-Extraktion (1 %); PCR (1,5#%)L x TAE-Puffer

10 x Ladepuffer fir Agarosegele

Glycerol 50 %
Bromphenolblau 0,25 %
Xylencyanolblau FF 0,25 %

in 1 x TAE-Puffer
SYBROGoId-Farbelésung

SyBR ©Gold (Invitrogen) 5 pl

1 x TAE-Puffer 50 ml
GrolRenstandard:
PCR: DNA-Marker 1 kb-Leiter (MoBi Tec)
DNA-Extraktion: Leiter Lambda Eco RI/Hind 11l (MoBiec)

Mit der Agarosegelelektrophorese wird sowohl dageBnis der DNA-Extraktion als auch
das Resultat der PCR uberprift, indem die DNA-Feagm in einem Agarosegel in einem
elektrischen Feld ihrer GroRe nach aufgetrennt @rerdur Kontrolle der DNA-Extraktion
wurde ein Gemisch aus 0,5 pl 10 x Ladepuffer updl BNA auf die Gelmatrix (1 %) aufget-
ragen. Da der Mango-Mix bereits einen Farbstofhaiut konnten je 3 pl des PCR-Produktes
ohne weiteren Ladepuffer in die Geltaschen (1,5 §ardse) gegeben werden. Zur Auswer-
tung wurde das Gel zusatzlich mit einem GroRenstahdir die DNA-Extraktion Lambda
Eco RI/Hind 1ll und zur Uberpriifung der PCR-Prodikine 1 kb-Leiter, beladen. Die Elekt-

rophorese erfolgte fr 40 min bei 100 V in eineek&Elophoresekammer (BioRad). Anschlie-
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Rend wurde das Gel mit SYBROGold fir 35 min gefarbtd die Banden mit UV-Licht

(Syngene, Gene Flash) sichtbar gemacht.

4.3.4 Aufreinigung der PCR-Produkte und Sequenzierung

Um die PCR-Produkte fir die anschlieRende Sequemgersorzubereiten, wurden die DNA-
Fragmente der PCR-Reaktion mit Hilfe des MinElu@RPPurification Kit (Qiagen) aufge-
reinigt. Dem Protokoll des Herstellers folgend, dem die PCR-Produkte tber eine Spinfilter
Saule von Primern, Nukleotiden, Polymerasen unde®abefreit.

Die Sequenzierung der Fragmente unter Einbezuetgenzenden Primer ES8F und E1492R
wurde von der Firma GATC nach Methode vORNSER (1977) mit dem System ABI
3730XL (Applied Biosystems/ Sanger) durchgefuhrt.

4.3.5 Phylogenetische Analyse

Die von GATC erhaltenen Sequenzen wurden mit desgrBmm Sequencher (Version 4.7;
Gene Codes, USA) bearbeitet. Dabei wurde eine f@@ualon ca. 98 % angestrebt und die
Einzelsequenzen des Primerpaares (vorwarts, ritkwhei einer Ubereinstimmung von
mindestens 90 % und bei einer Uberlappung von esitasths 60 Basenpaaren zu Volllangen-
sequenzen, sogenannten Contigs, zusammengefulirtidden Contigs wurde anschlielend
eine Datenbanksuche Uber die Internetseitemv.ncbi.nim.nih.govFunktion: BLAST) und
www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.htr{FASTA - Nucleotide Similarity Search) durchge-
fuhrt, um die nachsten Verwandten der Isolate uaekr phylogenetischen Einordnung zu

ermitteln.

4.4 Mikroskopische Analysen

4.4.1 Phasen-Kontrast-Mikroskopie

Auf einen fett- und staubfreien Objekttrager wundie einer RSTEURpipette ein Tropfen der
entsprechenden Bakterienkultur aufgetragen undemiém Deckglaschen abgedeckt. Die
Mikroskopie erfolgte mit dem Mikroskop ,Zeiss Axiagp 2 plus® mit einem Phasen-
Kontrast-Objektiv ,PH3 Plan NeoFluar 160 x/1,30“Odur Bildeaufnahme diente die Axio-

Cam von Zeiss.
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4.4.2 Lichtmikroskopie

4.4.2.1Gram-Farbung nacham (1884)

Chemikalien

Karbol-Gentianaviolett (Merck)

o Alkoholisch geséttigte Stammlosung 10 mi
0 2,5%ige Phenol-L6sung 90 ml

Lugol’sche Losung
o Kaliumiodid 2 g inetwas deion. pO l6sen
o lod 1g inderKI-Losung lésen
o deion. HO ad 300 ml

Ethanol 96%ig

Wassrige Safranin-Lésung (Merck) 1%ig

Von der zu untersuchenden Bakterienkultur wurde heipefixierter Ausstrich hergestellt.
Dazu wurde auf einen fett- und staubfreien Objager ein bis zwei Tropfen Wasser gegeben
und darin eine Impfése mit einer 5...7 Tage alterssitikultur verteilt. Die Ausstriche wur-
den unter der Sterilbank luftgetrocknet und UbaeeiBunsenbrenner hitzefixiert, indem der
Objekttrager im Abstand von 30 s dreimal durchilemme geflihrt wurde. Die hitzefixier-
ten Ausstriche wurden mit Karbol-Gentianavioletisudg Uberschichtet, 3 min gefarbt und
die Losung wieder abgegossen. Danach wurde dekdjger mit Lugol’scher Lésung ge-
spult, 2 min lang inkubiert, mit Leitungswasser edgjilt und luftgetrocknet. Dann wurde der
Objekttrager mit 96%igen Alkohol entfarbt bis keiRarbwolken mehr zu sehen waren und
abschlieBend getrocknet. Dabei zeigen gramposBiaieterien eine violette, gramnegative
eine rote, Farbung.

4.4.2.2GeilRelfarbung nach@erFrFLER(1898)

Chemikalien
Geil3elbeize
0 A) FeSQ (kaltgesattigt) 5 ml
o B) Tannin (Roth) 30

deion. HO 12 ml
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o Davon 10 ml heil3 zu Lésung A geben

o Alkoholisch gesattigte Fuchsin-Losung (Fluka) 1ml
Tannin wurde unter Erwarmen in 12 ml deion. Wagsdist, davon 10 ml heil3 zu Losung A
gegeben. Die Losungen A und B wurden vor jedem &adbr frisch hergestellt und zu dem
Gemisch 1 ml der Fuchsin-Lésung gegeben.

Karbol-Fuchsin nach EHL-NEELSEN (1882/1883)
0 Gesittigte alkoholische Lésung basischen Fuchsins 0 ml1
0 5%iges Phenol 90 ml

Beide Lésungen wurden miteinander vermischt.

Die Herstellung der hitzefixierten Ausstriche mesiilr die GeiRelfarbung besonders vorsich-
tig erfolgen, da sonst die Geif3eln bereits im Mdrebgetrennt werden. Der Ausstrich wurde
fur 8 min mit Geil3elbeize bedeckt, mit Leitungsveasgespult und luftgetrocknet. Im zweiten
Schritt wurde der Objekttrager fur 2 min mit Karbalchsin-Losung inkubiert, mit Lei-

tungswasser gespult und abschlieBend luftgetrocknet

4.4.2.3Sporenfarbung nach Mfrz (1908)

Chemikalien
Wassrige Malachitgrin-Losung 5%
o0 Malachitgriin (Fluka) 50
o0 deion. HBO ad 100 ml
Wassrige Safranin-Lésung (Merck) 1%

Die hitzefixierten Ausstriche wurden mit MalachiigrL6sung bedeckt und tUber dem Bun-
senbrenner eingedampft bis ein metallischer Glamgteht. Danach wurde der Objekttrager
mit Leitungswasser abgespult, zusatzlich 5 minimem Becherglas mit Leitungswasser ein-
gestellt und anschlie3end luftgetrocknet. Die G&gbnng erfolgte fur 10 min mit Safranin,
wonach ebenfalls mit Leitungswasser abgespult tnsdhdie3end luftgetrocknet wurde. Vor-

handene Sporen werden griin, vegetative Zelleneférlof.
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4.5 Physiologische und 0kologische Analysen

4.5.1 Temperatur

Fur die ausgewahlten Isolate wurde ein Temperagtagm von -6°C bis 32°C aufgenom-
men. Das % LB-Medium fir die Isolate LI-1, LI-2,-B] LI-4, SK-1 und SK-3, und das Nut-
rient Special-Medium fir die Isolate SK-2 und SKwlyrden a 19,5 ml in 50 mIcBOTT -
Flaschen portioniert und anschlieRend 20 min bé&°@2steril autoklaviert. Als Inokulum
dienten 0,5 ml einer frischen, gut bewachsen Batkultur. Der Reaktionsansatz erfolgte
als Duplikat. Die beimpften &GioTT-Flaschen wurden entweder in einem Brutschrank mit
integriertem Schittler (Certomat BS-1, BRAUN) oder auf einen externen Schittler (B.
BRAUN) im Inkubationsschrank (Binder) bei -6, -3, 0,18, 15, 20, 24, 28 und 32°C inku-
biert. Als Mal3 fur das Bakterienwachstum wurdeapésche Dichte der Bakterienkultur bei
600 nm bestimmt. Die Messung erfolgte, angepassti@Wachstumsgeschwindigkeit, ein-
bis zweimal pro Tag, mit einem Photometer (Gend€ySeries, Thermo Spectronic). Dazu
wurden 100 pl der Kultur in eine Kivette RKBND) Uberfuhrt. Das entsprechende Medium

diente sowohl als Referenz, als auch zur Verdunminginer Olgy, > 0,8.

4.5.2 pH-Wert

Das Wachstum der ausgewahlten Bakterienstamme wiurelaem pH-Bereich von pH 2 bis
pH 11 untersucht. Das ¥2 LB-Medium fur die Isolatel| LI-2, LI-3, LI-4, SK-1 und SK-3,
und das Nutrient Special-Medium fir die Isolate Skind SK-4, wurden folgendermal3en
gepuffert (Hoaki et al., 1994):

pH 2,0/ 3,0/ 4,0/ 4,5/ 5,0 Glycin

pH 5,0/ 5,5/ 6,0/ 6,5 2-(N-Morpholino)ethansubénre (MES)

pH 7,0; 7,5; 8,0 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazijpgthansulfonsaure
(HEPES)

pH 8,5/ 9,0/ 9,5 Bis-Tris-propan (BTP)

pH 10,0/ 11,0 Glycin

Die Endkonzentration der Puffersubstanzen (Signuaigh) im Medium betrug jeweils 25
mM.
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Mit HCI (0,1...5 M) und NaOH (0,1...5 M) wurden die gehiedenen pH-Werte in den Me-
dien eingestellt. AnschlieBend wurden je 19,5 nd Mediums in 50 ml &HoTT-Flaschen
gefullt, autoklaviert und nach dem Abkulhlen mit @bBakterienkultur beimpft. Die Inkuba-
tion erfolgte bei 15°C im Brutschrank mit integtean Schiittler. Die Probenmessung der
Parallelen entsprach der des Temperaturtests. Nasbhluss der Messreihe wurde der pH-

Wert der Bakterienkultur mit Hilfe von pH-Indikagireifen ermittelt.

4 5.3 Salztoleranz

Der Salzbedarf und die Salztoleranz der zu untéenoten Isolate wurden in einem Konzen-
trationsbereich von 0 bis 10 % NaCl getestet. DasBY¥.und das Nutrient Special-Medium
wurden fur den Versuch modifiziert, indem mit Ng®lerck) Salzkonzentrationen von 0,0;
0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,5; 9,0 und01% eingestellt wurden. Genau wie bei den
anderen physiologischen Tests wurden 19,5 ml eteklledium mit 0,5 ml Inokulum versetzt.
Der Versuchsansatz erfolgte als Duplikat in 100Eménmeyerkolben, welche bei 15°C auf
dem Schuttler inkubiert wurden. Die Probenentnahumé —messung entsprachen der von

Temperatur- und pH-Test.

4.5.4 Berechnung der Spezifischen Wachstumsrate p

Wie bereits unter 4.6.1 erwahnt, diente die opasbichte bei 600 nm (Ofgy) als Mal3 fur
das Bakterienwachstum. Uber die @fkann man die spezifische Wachstumsrate p berech-
nen. Indem man die logarithmierten g@BPWerte auf einer arithmetischen Skala auftragt,
werden die typischen Phasen des Bakterienwachslenttich. Aus dem exponentiellen Be-
reich der Kurve lasst sich durch anlegen eineraliee Regressionsgeraden y = a + bx der

Anstieg ermitteln.

Aus den Anstiegen der Parallelen wurde der Mittelvgebildet. Der entlogarithmierte Ans-

tieg b ergibt die spezifische Wachstumsrate p.
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4.5.5 Verhalten gegenuber Sauerstoff

Die Isolierung und Kultivierung der Isolate erf@gtinter aeroben Bedingungen. In zwei
Testansatzen wurde getestet, ob die Isolate ihalge sind ohne Sauerstoff zu wachsen. Der
erste Test wurde in Flissigmedium durchgefiihrt. den Medien %2 LB (LI-1, LI-2, LI-3,
LI-4, SK-1, SK-3) und Nutrient Special (SK-2, SKmurden je 19,5 ml in 100 ml Serumfla-
schen gegeben und Resazurin als Indikator fur Stoferugesetzt. Ist Sauerstoff vorhanden,
farbt sich der Indikator rosa. Nachdem die FlasahérStopfen und Bérdelkappen verschlos-
sen worden waren, wurden diese anaerobisiert wichdr mit N begast, um eine sauerstoff-
freie Atmosphéare zu schaffen. Die prépariertendfles wurden 20 min bei 121°C steril au-
toklaviert. Anschlie3end wurden die anaerobisie&erumflaschen mit 0,5 ml einer frischen
Bakterienkultur mit Hilfe einer sterilen Spritze geimpft und 7 Tage bei 16°C im Brut-
schrank inkubiert. Fir den zweiten Test wurde f%tel B und Nutrient Special-Medium in
Petrischalen verwendet. Als Inokulum diente jeweilse Bakterienkolonie, die mit Hilfe ei-
ner Impfose auf der Petrischale verteilt wurdedén Vorkammer der Glove-Box wurden die
beimpften Petrischalen einem Vakuum ausgesetztiies# dann in der Glove-Box fiur 7 Ta-
ge unter anaeroben Bedingungen inkubiert. Beidesivdre wurden als Triplikat durchge-

fuhrt. Nach Abschluss der Tests wurde das visigitisare Wachstum dokumentiert.

4.5.6 Antibiotika und Lysozym

Des Weiteren wurde die Empfindlichkeit der isokertBakterien gegeniuber Antibiotika
Uberprift. Antibiotika aus den verschiedenen Staff&en (Tab.: 4-1) sollten zeigen, wie die
unterschiedlichen Mechanismen auf die Bakteriekevirund ob diese auch Resistenzen aus-
bilden. Es wurde ein Hemmbhoftest mit, in Antibiatilgetrankten, Filterpapierscheibchen
durchgefuhrt. Mit einem handelsiblichen Locher veurchus Filterpapier Scheibchen mit
einem Durchmesser von 6 mm gestanzt, diese inetleziljgen Antibiotikalosung (1 mg/ml)
getrankt und wieder getrocknet. Fir den Hemmhoftestlen %2 LB- und Nutrient Special-
Agarplatten verwendet. FUr jedes Antibiotikum wairgine Agarplatte mit 0,1 ml des ent-
sprechenden Testkeims mit einemri@nLskI-Spatel beimpft und darauf drei Filterpapier-
scheibchen pro Antibiotikum und Testkeim gleichngafderteilt. Die Agarplatten wurden
Uber 14 Tage bei 15°C bebritet. Nach 14 Tage ¢efalge Messung des Hemmhofradius,

woraus der Hemmhofdurchmesser bestimmt werden &onnt
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Formel zur Berechnung des Hemmbhofdurchmessers:
Der Filterscheibchendurchmesser betrug 0,6 mm wndlevin der Formel als feste Zahl be-
ricksichtigt.

d = Hemmhofdurchmesser

r = Radius

Tabelle 4-1: Beschreibung der verwendeten Antibiokia

Antibiotikum Wirkprinzip Stoffklasse
Penicillin G Kaliumsalz Zellwandsynthesehemmer -Lactamantibiotika
(Merck)

Ampicillin Zellwandsynthesehemmer -Lactamantibiotika (Aminopeni-
(Sigma-Aldrich) cillin)
Streptomycin Hemmung der Proteinbiosyntheséminoglykoside
(Fluka) am Ribosomen

Neomycin Hemmung der Proteinbiosyntheséminoglykoside
(Sigma-Aldrich) am Ribosomen

Kanamycinsulfat Hemmung der Proteinbiosynthesé&minoglykoside
(Roth) am Ribosomen

Erythromycin Hemmung der Proteinbiosynthes&akrolide

(Pierrel s.p.a.) am Ribosomen

Oxytetracyclin Hemmung der Proteinbiosynthesd etracycline
(Jenapharm) am Ribosomen

Rifampicin Hemmer der bakteriellen RNA-Ansamycine
(Merck) Polymerase

Novobiocin Gyrasehemmer Chinolone
(LEPETITS.p.a.) (Hemmung der DNA-Replikation)

Lysozym

Das Enzym Lysozym zahlt zu den Bacteriocinen undded1922 von AEXANDER FLEMING
entdeckt. Es wirkt als Muramidase, indem es inMereinschicht der Bakterienzellwand die
-1,4-glykosidischen Bindungen spaltet. Die Wirkuhes Lysozyms auf Mikroben hat sich
als eingeschrankt erwiesen. Im Versuch solltengnampositive Bakterien betroffen sein, da
das Lysozym fiur die Anwendung gegen gramnegativeréter in EDTA gel6st sein muss,
um auch die aul3ere Zellwand aufzuldésen. Im Versmolde Lysozym aus Huhnereiweis
(Sigma-Aldrich) verwendet. Die Durchfihrung erf@gtentsprechend der Antibiotika-

Testreihe.
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4.6 Biochemische Leistungsfahigkeit

4.6.1 Zuckerverwertbarkeit

Das Potential zum Abbau verschiedener Zucker untketalkohole war ein Kriterium zur
Charakterisierung der ausgewahlten Isolate. Bei Ablvau von Zuckern entstehen Sauren,
die einen Farbumschlag des Indikators Bromthymalbtan blau (pH 7,6) nach gelb (pH 6,0)
zur Folge haben.

Chemikalien
Peptonwasser
o0 Pepton aus Laktalbumin (Ferak Berlin) 10,0 g
o NaCl (Merck) 500
o Bromthymolblau als Indikator (Roth)
o0 deion. HO ad 1000 ml

Parallel zur Zugabe des Indikators erfolgte diestalung des pH-Wertes auf 7,6.
Zuckerlosung 1%

Phenolphtalein-Lésung (Feinchemie K.-H. Kallies KG)1 % in 96%igem Ethanol

Tabelle 4-2: Auflistung der verwendeten Zucker

,Kleine Bunte Reihe" ,Grofe Bunte Reihe"
Glucose-Monohydrat (Merck)  Adonitol (Roth)
D(+)-Galaktose (Merck) L-Arabinose (Germed)

Laktose-Monohydrat (Merck)  Dulcitol (Lachema/ CheroB
Maltose (VEB-Berlin Chemie) Meso-Inositol (Merck)
D-Mannitol (Ferak Berlin) L(+)-Rhamnose (Agrocheriierlin)
Saccharose (Merck) D(-)-Salicin (Roth)

D(-)-Sorbitol (Germed)

Trehalose (Roth)

D(+)-Xylose (Merck)

Der Versuch wurde als Triplikat durchgefihrt. DR&agenzglasrohrchen je Zucker (Tab.: 4-
2) und Testkeim wurden mit 5 ml Peptonwasser defdlir Uberprifung der Gasbildung
wurde in jedes Reagenzglas eioRBIAM-Rohrchen eingelegt. Die N&hrlosung wurde 20 min
bei 121°C im Autoklav sterilisiert. Die Sterilisati der Zuckerldsungen erfolgte an drei auf-
einander folgenden Tagen fur je 20 min bei 97°Ciampftopf. Zu den 5 ml Peptonwasser
wurde anschlieBend je 1 ml der entsprechenden HAdskeg gegeben, das Gemisch mit 30
pl Testkeim beimpft und 14 Tage bei 15°C auf demi&ter inkubiert und die Farbung beo-
bachtet.
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Nachweis einer Alkalisierung des Medium durch dean®n SK-4 mit Phenolphthalein

Auf Grund der unerwarteten Ergebnisse (5.3.8) isteer Teil des Zuckertests wurde der
Stamm SK4 zusatzlich auf die Bildung alkalischeod®ikte getestet. Der Versuchsansatz
entsprach dem des Zuckertests. An Stelle von Brgmmblblau wurde Phenolphthalein als
Indikator eingesetzt, welcher allerdings erst ndem Bebriten zu der Bakterienkultur gege-
ben wurde. Eine Alkalisierung lag bei einem Farbcimesy von gelb (pH 0...8,2) nach rot-
lich/rosa (pH 8,2...12), wobei gelb die Farbe des iMied wiederspiegelte. AulRerdem wurde

der pH der Bakteriensuspension mit Indikatorstreifberprtift.

4.6.2 Methylrot-Probe

Mit Hilfe der Methylrot-Probe sollte festgestellevden, ob die Isolate Glucose unter so star-
ker Saurebildung umsetzen, dass der Indikator Methyon gelb (pH 7,2) nach rot (pH <
4,4) umschlagt.

Chemikalien
Glucose-Peptonwasser
o0 Pepton aus Laktalbumin (Ferak Berlin) 1%
o NaCl (Merck) 0,5 %
0 Glucose-Monohydrat (Merck) 1%
Die Chemikalien wurden in deion.,8 gel6st und der pH auf 7,2 eingestellt.
Methylrot-Losung 0,04 %
o 0,2 g Methylrot (Feinchemie K.-H. Kallies KG) wurdén 300 ml 96%igem

Ethanol gelost und mit deion..@ auf 500 ml aufgefullt.

Das Glucose-Peptonwasser wurde in Reagenzglasegir@h3 ml portioniert, 20 min bei
121°C autoklaviert und nach dem Abkuhlen mit 30rgstkeim beimpft. Die Inkubation des
Triplikat-Versuchsansatzes erfolgte tber 12 Tagel58C auf dem Schittler. Nach dem Be-
briten wurde 1 ml der Methylrot-L6sung zu jedemtdesatz gegeben und der Farbumschlag

dokumentiert.
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4.6.3 Starkehydrolyse (Amylase-Test)

Der Amylase-Test sollte zeigen, ob die zu untersadken Bakterienstamme in der Lage sind
Starke mit Hilfe des Exoenzyms Amylase zu hydretisi.

Chemikalien
Starkeagarplatten
o Nahragar Il (SIFIN: TN 1166) 59
0 Losliche Starke (Merck) 49
o deion. HO ad 200 ml
Nahragar und Starke wurde vermischt, unter Rihrateion. HO geldst, im Dampf-
topf erhitzt, in Reagenzglaser a 13 ml portionigrtl abschlieRend 20 min bei 121°C
autoklaviert.

Lugol’sche Lésung

o Ki 29 inetwas deion. b l6sen
o lod 1g inderKI-Losung l6sen
o0 deion. HBO ad 300 ml

Der Starkeagar in den Reagenzglasern wurde dutaitz&n verfliissigt und in Petrischalen
gegossen. Der abgekuhlte Agar wurde mit einer Iswfider jeweiligen Bakterienkultur be-
impft. Auf jede Platte wurden zwei verschiedenetkeime aufgetragen und der Versuch
insgesamt als Triplikat durchgefuhrt. Die beimpftetérkeagarplatten wurden tber 12 Tage
bei 15°C bebritet und anschlieBend mit Lugol sdtissung Gbergossen. Wurde Amylase
gebildet und in das Medium abgegeben, blieb dieStintke-Reaktion an dieser Stelle aus

und es bildete sich ein heller Hof um den Impfstider sonst blaugefarbten Platte.
4.6.4 Nachweis von Gelatinase
Mit dem Gelatinase-Test wurden die Bakterienstaranfehre Fahigkeit Gelatine zu hydroli-

sieren untersucht. Das Vorhandensein von Gelatilefsete gleichzeitig Aufschluss Gber die
proteolytische Aktivitat der Bakterien.
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Chemikalien
DEV-Gelatine-Agar (Merck) 50 g/l
Gesattigte Ammonium-Sulfat-Lésung
0 (NH,)2SO, (Germed) 15,08 g
o deion. HO 20,0 ml

Der Gelatine-Agar wurde in deion,@® unter Erhitzen geldst, 20 min bei 121°C autolddyi
auf 60°C abgekuhlt und dann in Petrischalen paditnDer Versuch wurde als Triplikat
durchgefuhrt, d.h. jeder Testkeim wurde dreimal Platte mit einer Impfése ausgestrichen.
Nach dem Bebruten der Platten bei 15°C fur 7 Tageden die Gelatinase-Agarplatten mit
gesattigter Ammoniumsulfat-Lésung (Pfennig) Ubeicdiet und die Bildung klarer Hofe um
den Impfausstrich dokumentiert. Aul3erdem wurde ichr&gagarrohrchen getestet, ob die
Bakterien den Gelatineagar verflissigen. Die Isolatirden als Triplikat im Schragagarrohr-
chen als Stichkultur angeimpft und bei 15°C furag@& bebritet.

4.6.5 Protease-Test

Der Protease-Test diente, neben dem Gelatinaseaeshals Test auf das Vorhandensein
proteolytischer Enzyme. Speziell wurde tUberpritftdee isolierten Bakterien Casein mit Hil-

fe einer Protease abbauen konnen.

Chemikalien
Calcium-Caseinat-Agar (Merck) 5,8 g
deion. HO ad 200 mi

Der Calcium-Caseinat-Agar wurde im Dampftopf inaeiWasser geldst, anschliel3end je 13
ml in Reagenzgléaser portioniert und diese 20 min 18 °C autoklaviert. Der Calcium-
Caseinat-Agar wurde durch Erhitzen verfllissigt imBetrischalen gegossen. Der abgekuhl-
te Agar wurde mit einer Impfése der jeweiligen Baldnkultur beimpft. Auf jede Platte wur-
den zwei verschiedene Testkeime aufgetragen undvdesuch insgesamt als Triplikat
durchgefiihrt. Die beimpften Calcium-Caseinat-Agaiteih wurden fir 12 Tage bei 15°C
bebritet und anschlieBend visuell ausgewertetetath ein durchscheinender Hof um den

Impfstrich gebildet, waren die Kulturen positiv filien Protease-Test.
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4.6.6 Harnstoffspaltung (Urease-Test)

Ein weiterer Test zur biochemischen Leistungsfagigktellte der Nachweis des Enzyms
Urease dar, welches die Umwandlung von HarnstaffAmmoniumkarbonat katalysiert. Der

Nachweis erfolgte mit dem Indikator Phenolphtalein.

Chemikalien

Glucose-Peptonwasser

0 Pepton aus Laktalbumin (Ferak Berlin) 1%

o NaCl (Merck) 0,5%

0 Glucose-Monohydrat (Merck) 1%
Harnstoff (Merck) 1%
Phenolphtalein-L6sung (Feinchemie) 1% in 96%hidethanol

Die Chemikalien des Glucose-Peptonwassers wurddaion. HO geldst und der pH auf 7,2
eingestellt. Der Harnstoff wurde in Glucose-Peptasser geldst, das Medium anschliel3end
steril filtriert und a 3 ml in sterile Reagenzglégpertioniert. Das Harnstoffmedium wurde als
Triplikat mit je 30 pl Bakterienkultur angeimpft driiber 7 Tage bei 15°C auf dem Schiuittler
inkubiert. Die Auswertung erfolgte unter Zugabe vbmml der 1%igen Phenolphthalein-
Losung je Versuchsansatz. Es wurde sowohl der Rasblolag, als auch der abschliel3ende

pH-Wert notiert.

4.6.7 Indolbildung aus Tryptophan

In diesem Versuch wurde Uberprift, ob die zu charaéderenden Bakterien in der Lage sind,
mit Hilfe des Enzyms Tryptophanase, aus Tryptoghdnol zu bilden. Bei einer Indolproduk-
tion kdme es unter Zugabe von p-Dimethylaminobeletald zur Ausbildung eines kirschro-

ten Ringes am oberen Rand der Nahrlésung.

Chemikalien
Tryptophan-haltige Nahrbouillon
0 Nahrbouillon Il Standard (SFIN) 159
0 DL-Tryptophan 0,19
o deion. HO ad 100 ml
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Von der Nahrbouillon wurden je 3 ml in Reagenzglagegefillt und diese 20 min bei
121°C steril autoklaviert.

Indol-Reagenz nachd¥Aacs

0 p-Dimethylaminobenzaldehyd 59
o Amylalkohol 75 ml
o konzentrierte HCI 25 ml

Die tryptophanreiche N&hrbouillon wurde als Tripi&nsatz mit je 30 pl Bakterienkultur
angeimpft und fur 7 Tage bei 15°C auf dem Schiiittlenbiert.

4.6.8 Bildung von Schwefelwasserstoff

Ein weiteres Charakteristikum stellte die Bilduramschwefelwasserstoff aus schwefelhalti-
gen Aminosauren dar, wobei der Abbau von Cystirst€lg oder Methionin tber die Bildung
schwarzgefarbter Sulfide nachgewiesen wurde, didnwesenheit von Schwermetallsalzen

mit Schwefelwasserstoff entstehen.

Chemikalien

Nahrbouillon mit Schwefelquelle

o Nabhrbouillon Il Standard (SFIN) 159

o Natriumthiosulfat 0,19

0 deion. HBO ad 100 ml
Bleiacetat-Losung 5%

Von der Nahbouillon wurden je 3 ml in Reagenzgladagefillt und diese 20 min bei 121°C
steril autoklaviert. Filterpapierstreifen mit ein@rof3e von etwa 20 cm x 1 cm wurden in der
Bleiacetat-Losung getrankt und getrocknet. Dig¥@s-haltige Nahrbouillon wurde als Trip-
likat mit je 30 pl Testkeim beimpft, der Bleiaceggtrankte Filterpapierstreifen etwa 1...2 cm
mit der Bordel-Verschlusskappe Uber der Nahrlosefgstigt und die praparierte Kultur Gber
12 Tage bei 15°C auf dem Schittler bebritet. Dien@&ezfarbung des Filterpapiers im Falle
einer Bleisulfid-Bildung wurde festgehalten.
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4.6.9 Katalase-Test

Der Nachweis von Katalase diente als weiteres Eiffeierungsmerkmal der ausgewahlten
Bakterienstamme. Indem Katalase WasserstoffpermxidVasser und Sauerstoff umwandelt,

spielt das Enzym eine wichtige Rolle beim Abbalktigar Sauerstoffspezies. Der Katalase-
Test erfolgte, indem 1 ml einer 10%igepQ4-Losung auf eine gut bewachsene Kultur gege-
ben wurde. Die ausgewahlten Stamme wurden dafitirém bevorzugten Medien fiir 7 Tage

bei 15°C auf dem Schuttler angezogen. Die Blasdabg auf Grund des beim,8,-Abbau

entstehenden Sauerstoffs wurde dokumentiert.

4.6.10 Oxidase-Test

Mit dem Oxidase-Test nachd¥acs (1956) wurde die Cytochrom-c-Oxidase, die in einer
Variante in den Zellmembranen aerober Bakterietkasmmen kann, nachgewiesen. Bakte-
rielle Cytochrom-c-Oxidase besitzen oft andere Kufeen oder es werden generell andere
Elektronenubertrager wie zum Beispiel Chinol-Oxelayon den Bakterien genutzt. Diese
werden im Oxidase-Test nicht erfasst. Die Cytochm@xidase spielt eine wichtige Rolle

als Elektronenubertrager bei Redoxprozessen imderen Tellmembran der Bakterien.

Kovacs-Reagenz

N, N, N, N"Tetramethyl-p-phenylendiamin-Lésung lirv#hosphat-
Puffer nach SRENSEN

Phosphatpuffer nachd®ENSEN

o Loésung A: KHPO, (Merck) 1,816 g
deion. @ ad 200 ml

0 Loésung B: NgHPO, * 2 H,O (Merck) 2,376 g
deion. HO ad 200 ml

Puffer pH 7: 62,2 ml Lésung B und 38,8 ml LosungvArden mit deion. kD auf 100 ml

aufgefullt. Filterpapierecken wurden mit Kovacs-Beaz getrankt, leicht getrocknet und in
eine Petrischale gegeben. Der Oxidase-Nachweisenmit Bakterienkulturen durchgefihrt,
die zuvor 7 Tage bei 15°C auf ihren bevorzugtertrkedien angezogen wurden. Mit einer
Kunststoffpipettenspitze wurde eine Kolonie jedeftldr entnommen, auf die getréankten Fil-

terpapierscheiben ausgestrichen und die Zeit gamgesdse bis zur Blaufarbung der Kolonie
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verging. Der Versuch wurde fir jedes Isolat dreima¢derholt. Die Verwendung einer
Kunststoffpipettenspitze war notwendig, da eineftiap aus Eisen das Ergebnis verfalschen
wurde.

4.7 Fremdmaterial (Store Koldewey)

Verschiedene Reinkulturen aus Bodenproben von $toldewey wurden von apl. Prof. Dr.

André Lipski und Friederike Bruns isoliert.

Anreicherung und Isolierung

Zur Anreicherung wurden 2 g Bodenmaterial in 20steriler Ringerlésung (9,0 g/l NaCl,
0,42 g/l KCl, 0,24 g/l NaHC¢) geldst und fir 20 min gerthrt. Um heterotrophi&rbbrga-
nismen zu isolieren, wurden Nutrient-AgarplatterD(§/| Pepton, 3,0 g/l Fleischextrakt, 1,0
g/l Hefeextrakt, 5,0 g/l Glucose, 15 g/l Agar pk2)7mit der Zellsuspension beimpft und bei
4°C, 10°C und 20°C inkubiert.

Die Isolate FB 3 = SK-1, FB 7 = SK-2, FB 10 = SKx3d FB 14.2 = SK-4 wurden zur nahe-

ren Charakterisierung ausgewahlt.
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5. Ergebnisse

5.1 Auswahl von Isolaten aus den Anreicherungskulturenzur ndheren

Charakterisierung

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, aus Badéen von Livingston Island (Antarktis)
und Store Koldewey (Gronland, Arktis) Mikroorganismanzureichern, daraus Reinkulturen
zu gewinnen und einige Isolate ndher zu charakteeis. Die Anreicherungskulturen ergaben
eine Vielzahl kultivierbarer heterotropher Mikroardgsmen. Nach morphologischen Ge-
sichtspunkten wurden daraus viele verschiedeneri@togepickt und insgesamt 8 Reinkultu-
ren etabliert. Von den Reinkulturen wurde die DN#rahiert, ein Fragment des 16S rRNA-
Gens mittels PCR spezifisch amplifiziert und zuylpgenetischen Einordnung sequenziert.
Anhand einer ersten phylogenetischen Einordnungsadierten Bakterienstamme, wurden 8
Isolate zur nédheren Charakterisierung ausgewaldh Mteresse waren dabei insbesondere
Reinkulturen, die moglicherweise noch nicht besdten worden sind. Von den Reinkulturen
von Livingston Island wurden die Stamme LI-1, LIt2;3 und LI-4 charakterisiert. Von den
zur Verfigung gestellten Isolaten von Store Koldgwerden die Kulturen SK-1, SK-2,

SK-3 und SK-4 ausgewahlt.

5.2 Phylogenetische Einordnung der ausgewahlten Isolate

Fur die phylogenetische Analyse wurde von allennRdiuren genomische DNA isoliert.
Das Ergebnis der DNA-Extraktion wurde mit der Agaegelelektrophorese Uberprift und
dabei gleichzeitig mit dem DNA-Standard Lambda RdfHind 11l verglichen. Wie erwartet,
wurde fur jedes Isolat eine Bande im Bereich desrsibn Abschnitts des Grof3enstandards
sichtbar (Abb.: 5-1).
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Abbildung 5-1: Ergebnis der DNA-Extraktion der Isolate; Uberpriifung mittels Agarosegelelektropho-
rese mit Eco RI/Hind Il als GréRenstandard

Die anschlieBende PCR des 16S rRNA-Genfragmentdiifi@ der universellen Bakterien-
primer ES8F und 1492R war erfolgreich. In der Agagedelektrophorese zur Uberpriifung der
PCR wurden die gewlnschten Banden mit je einer &g ca. 1500 bp sichtbar (Abb.: 5-
2), was der GroRRe des 16S rRNA-Gens entspricht.R&ferenzstandard diente eine 1 kb-
Leiter.

PCR der Isolate

Ot b G Pnp G Qe G G g -

L] ]

1kb LI1 LI2 LI3 LI4 SK1SK2 SK3SK4 nk pk 1kb
Leiter Leiter

Abbildung 5-2: Ergebnis der PCR der Isolate, Uberpriifung mittes Agarosegelelektrophorese mit eine
1 kb Leiter als Standard; nk: Negativkontrolle; pk: Positivkontrolle ( E. coli K12

Die Sequenzierung der aufgereinigten PCR-Produkitelevwwon der Firma GATC in unserem
Auftrag durchgefuhrt. Die Datenbanksuche mittelSABI (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.goy
und FASTA (EBI, www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.himbrachte Aufschluss lber die

nachsten Verwandten der Isolate, welche auf Grueged Informationen phylogenetisch ein-

geordnet werden konnten (Tab.:5-1).
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Tabelle 5-1: Ergebnis der Nucleotide Similarity Selch von EBI und Blast von NCBI

N Iden-
Standort Isolat ID Nachster titat Klassifizierung (Bacteria)
Verwandter %
Microterricola Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomy-
Living- LI-1 AB282862 viridarii 98,2 cetales; Micrococcineae; Microbacteriaceae;
ston Is- Microterricola
land Leifsonia Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomy-
T1-1 AM900767 . L 98,1 cetales; Micrococcineae; Microbacteriaceae;
pindariensis : :
Leifsonia
Arthrobacter Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomy-
Living- LI-2  AF134181 psychrolacto- 97,8 cetales; Micrococcineae; Micrococcaceae;
ston Is- philus Arthrobacter.
land Arthrobacter Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomy-
T1-1 AJ640198 stackebrandtii 97,7 cetales; Micrococcineae; Micrococcaceae;
Arthrobacter
Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomy-
- Arthrobacter h ; R ’
Living- LI-3  AJ606062 ; 97,6  cetales; Micrococcineae; Micrococcaceae;
kerguelensis
ston Is- Arthrobacter
land Arthrobacter Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomy-
T1-1 AJ617763 psychrophenoli- 97,6 cetales; Micrococcineae; Micrococcaceae;
cus Arthrobacter
. Sporosarcina _ ) . ) ]
Living- L4 X68415 Globispora 98,8 F|rm|cutes_, Bacillales; Planococcaceae;
ston Is- Sporosarcina.
land o o - . - -
T1-1 AJ292316 E|I|pacter 98.7 F!r_mlcutes, Bacillales; Planococcaceae;
limicola Filibacter
Crvobacterium Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomy-
SK-1 DQ515963 y 97,5 cetales; Micrococcineae; Microbacteriaceae;
Store psychrotolerans )
Koldewe Cryobacterium
G03-78 y Salinibacterium Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomy-
DQ515964 - 96,7 cetales; Micrococcineae; Microbacteriaceae;
xinjiangense o .
Salinibacterium.
Friqoribacte- Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomy-
NR026511 "9 . 96,6 cetales; Micrococcineae; Microbacteriaceae;
rium faeni e )
Frigoribacterium.
Store . Bacteroidetes; Flavobacteria; Flavobacte-
Koldewey SK-2 AM230487 Eladvegibsactenum 98,6 riales; Flavobacteriaceae;
G03-78 y Flavobacterium
Flavobacterium Bacteria; Bacteroidetes; Flavobacteria; Fla-
DQ515962 . 98,3 vobacteriales; Flavobacteriaceae;
glaciei .
Flavobacterium
Adreia Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomy-
SK-3  NR025460 9 . 99,8 cetales; Micrococcineae; Microbacteriaceae;
Store pratensis .
Koldewey Agr_e|a : : . .
G03-78 Adreia Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomy-
AF159363 g 99,6 cetales; Micrococcineae; Microbacteriaceae;
bicolorata )
Agreia
Pseudomonas Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
SK-4  AF074383 - 99,9 Pseudomonadales; Pseudomonadaceae;
Store migulae
Pseudomonas
Koldewey i o
G03-78 Pseudomonas Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
AM933513 brenneri 99,5 Pseudomonadales; Pseudomonadaceae;

Pseudomonas
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Die Isolate LI-1, LI-2, LI-3, SK-1 und SK-3 gehdrenm Phylum deActinobacteria Dabei
werden die Reinkulturen LI-1, SK-1 und SK-3 der Hander Microbacteriaceage die Isolate
LI-2 und LI-3 der Familien deiicrococcaceagugeordnet. Mit 98,2 % weist LI-1 die groéf3te
Ahnlichkeit zu Microterricola viridarii auf. Die Ahnlichkeit zwischen SK-1 und
Cryobacterium psychrotoleranst mit nur 97,5 % wesentlich geringer. SK-3 daagegst mit
einer Identitat von tber 99 % dem GerAgreia zu zuordnen. Die Ahnlichkeit zAgreia
pratensisbetragt 99,8 %, zégreia bicolorata99,6 %. Die Isolate LI-2 und LI-3 gehoren
laut phylogenetischer Einordnung zum GeAuthrobacter wobei die Ahnlichkeiten von LI-

2 zu Arthrobacter psychrolactophilugd7,8 %) und von LI-3 zWArthrobacter kerguelensis
(97,6 %) nicht sehr hoch sin8porosarcina globisporanit 98,8 % und-ilibacter limicola
mit 98,7 % Ahnlichkeit zu Isolat LI4, werden in d@byllum derFirmicutesund in die Fami-
lie der Planococcaceaeingeordnet, wobdtilibacter limicola bisher als einzige Art im Ge-
nusFilibacter beschrieben ist. Isolat SK-2 ist Vertretern aes®Eamilie defFlavobacteria-
ceaeim Phyllum demBacteriodetegu zuordnen. Zirlavobacterium hydatibesitzt SK-2 eine
Ahnlichkeit von 98,6 %, z&lavobacterium glacie®8,3 %. Die Sequenz von SK-4 ist nahezu
identisch mitPseudomonas migulg®89,9 %). Auch zdPseudomonas brenndsesitzt SK-4
mit 99,5 % eine hohe Sequenzibereinstimmung. DeeidBnonaden gehoéren zur Familie der

Pseudomonadaceae der Klasse deGammaproteobacteria

Zur besseren Ubersicht wurden die Isolate undniahsten kultivierten Verwandten in einen

Stammbaum integriert (Abb.:5-3). Dazu erfolgte aush das Ausrichten (Alignement) der

Sequenzen untereinander mit dem ProgranRB-3iLVA (www.arb-silva.d@ und das Impor-
tieren der Dateien in dasr&-Programm Version 5.3. Uber einen Maximum-Likelitloo
Algorithmus wurden die Sequenzen dann in bestehBradienbanken integriert und ein Den-

drogram erstellt.
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'L Pseudomonas antarctica, AJ537601, Pseudomonadaceae, 1517
Pseudomonas fluorescens, DB4013, Pseudomonadaceae, 1527
Pseudomonas brenneri, AF268968, Pseudomonadaceas, 1502
Pseudomonas gessardii, AF074384, Pseudomonadaceas, 1516
[1 Isolat SK 4
Pseudomonas migulae, AFD74383, 1516
Sporosarcina kareensis, DO073393, 1498
Sporosarcina soli, DO0733%94, 1505
Sporgsarcina globispora, X68415, 1544
|— Filihacter limicola, AJ292316, Planacoccaceae, 1517
Isalat Ll 4

Flanococcaceas Psaudomonaceas

— Flavobacterium antarcticum, AY581113, Flavobacteriaceae, 1407
H’ Flavobacterium xinjiangense, AF433173, Flavobacteriaceae, 1466
=~ Flavobacterium sp, DO515967, Flavobacteriaceae, 1424
Flavobacterium saccharophilum, AM230491, 1494
Flavobacterium hydatis, AM230487
Isolat SK 2
1 Agreia bicelorata, AF159363, 1486
Agreia pratensis, A1310412, 1513
Isolat SK 3
| Subtercola boreus, AF224722, Microbacteriaceae, 1467
_|_ Salinibacterium amurskyense, AF539697, Microbacteriaceae, 1431
Salinibacterium xinjiangense, DO515%64
Leifsonia poae, AF116342, Microbacteriaceae, 1479
— Phycicola gilvus, AM286414, Micrebacteriaceae, 1416
_| Leifsonia pindariensis, AMS007567
Micraterricola virdani, AB282852
lsolat LI 1
— Lahedella gwakjiensis, D0533552
|_|— Cryobacterium psychrophilum, 41544063, Microbacteriaceae, 1525
i'l__ Isolat SK 1
Cryobacterium sp. 0549, DO515963, Microbacteriaceae, 1399
Cryabacterium sp, MSL 15, EF466127, Microbacteriaceae, 1448
Frigoribacterium faeni, Y18807, Microbacteriaceas, 1467
— Rathaylbacter rathayl, X77439, Microbacteriaceae, 1474
—— Arthrobacter russicus, ABOT1950, Micrococcaceae, 1341
L Arthrobacter psychrolactophilus, AF134179, Micrococcaceas, 1414
Arthrobacter stackebrandtii, AJ640198, Micrococcaceas, 1517
Isolat LI 2
r Arthrobacter gangotriensis, AJGDS061, Micracoccaceae, 1454
- Arthrobacter sulfureus, X83409, Micrococcaceae, 1478
— Arthrobacter kerguelensis, AJB06062, Micrococcaceae, 1482
|| — Arthrobacter psychrophenolicus, AJ616763, Micrococcaceas, 1501
~ lsolatUi3 6

Abbildung 5-3: Phylogenetischer Stammbaum mit integerten Isolaten (Fettdruck)

Flavobacteriaceas

Microbacteriaceae

Micrococcaceae
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5.3 Morphologische, physiologisch-6kologische und bioemische

Charakterisierung der Isolate

5.3.1 Morphologische Charakterisierung

In einer ersten qualitativen Untersuchung wurdes rdakroskopisch sichtbaren und wahr-
nehmbaren Eigenschaften der Kolonien festgehaenKolonien wurden hinsichtlich ihrer
Farbe, Geruch, Form, Profil, Randbeschaffenheierirhe, Konsistenz und Gré3e beurteilt
(5.4.1 bis 5.4.8).

Mit Hilfe verschiedener Farbemethoden konnten weiteigenschaften der Isolate ermittelt
werden. Die Unterscheidung der Bakterien in graratiegind grampositiv ist ein wichtiges
Kriterium, da mit der Beschaffenheit der Zellwanditere wichtige Eigenschaften verbunden
sind. Bei der ®@AmM-Farbung (&AM, 1884) wurden in einem ersten Schritt alle Baktemit
Gentianaviolett eingefarbt. Wahrend die violettebt&ig der grampositiven Bakterien bei der
anschlieBenden Entfarbung mit Lugol’'scher Losurdy Ethanol erhalten blieb, verloren die
gramnegativen Bakterien die Farbung auf Grund ihDerchlassigkeit fur den lod-
Farbstoffkomplex. AnschlieBend wurden die gramriegatBakterien mit Safranin als Kont-
rastfarbstoff rotlich gefarbt. Die Isolate LI-3,-4l(Abb.: 5-4) und SK-1 zeigten eine violette
Farbung und sind demnach grampositiv, wohingegeh ILI-2, SK-2, SK-3 und SK-4 rétlich

eingefarbt waren und daher den gramnegativen Bakteuzuordnen sind.
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Abbildung: 5- 4. GRAM-Farbung von LI-4 (grampositiv)



Ergebnisse

Die GeilRRelfarbung nachderFLER (1898) sollte einen Hinweis auf die Beweglichkedr
Bakterien liefern. Durch eine Geil3elbeize mit Tanand Eisen(ll)Sulfat wurden Bakterien
und GeilReln zunachst aufgequollen, um die feinemei GeilReln Gberhaupt farb- und sicht-
bar zu machen. Die Bakterien wirken daher in daR&g&irbung deutlich gréRer als zum Bei-
spiel wahrend der &wm-Farbung. Das Anfarben der GeifReln erfolgte mit dééuchsin
(ZIEHL & NEELSEN 1882; 1883) und resultierte in einer Rotfarbueg Bakterien und vor-
handenen Geil3eln. Die Geil3elfarbung gestalteteagclschwierig, da man nicht sicher sein
kann, dass die Geif3eln an den Organismen befédéidpen. Die Ergebnisse kdnnten daher
nicht eindeutig sein. Mit grol3er Wahrscheinlichlsitd die meisten der untersuchten Bakte-
rien begeil3elt (LI-1, LI-2 (Abb.: 5-5a), LI-3, LI-§Abb.: 5-5b), SK-2, SK-3). Nur bei den
Isolaten SK-1 und SK-4 konnte durch die Geil3elfagbkein Hinweis auf ein Vorhandensein

von GeilReln erbracht werden.
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Abbildung: 5- 5: Geil3elfarbung (5-5a: LI-2; 5-5b: LI-4)

Des Weiteren wurde getestet, ob unter den zu cteisikrenden Isolaten Sporenbildner vor-
handen sind. In der Sporenfarbung nactri& (1908) wurden reife Sporen unter Hitzeein-
wirkung mit Malachitgriin eingefarbt. Es konnten uhitr Sporenfarbung keine Sporen in den
zu charakterisierenden Isolaten nachgewiesen wekEdeamplarisch ist das Ergebnis der Spo-

renfarbung von LI-3 in Abbildung 5-6 dargestelit.

—

Abbildung: 5-6: Sporenfarbung LI-3
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Die Ergebnisse der mikroskopischen Farbungen sifd@belle 5-2 zusammengefasst.

Tabelle 5-2: Ergebnisse der mikroskopischen Farburen

LI-1 LI-2 LI-3 LI-4 SK-1 SK-2 SK-3 SK-4

Gram-Farbung - - + + + - - -
GeilRelfarbung + + + + - + + -
Sporenfarbung - - - - - - - -

5.3.2 Physiologisch-Okologische Charakterisierung

Nach der Anreicherung verschiedener heterotroplateBien auf BR-Agarplatten wurden
die zur ndheren Charakterisierung ausgewahlteattsbinsichtlich ihres Wachstums auf ver-
schiedenen Nahrmedien getestet. Die Ergebnissarsifabelle 5-3 zusammengefasst. Insge-
samt wachsen alle Isolate gut auf den getestetdim®dien LB, TSA und Nutrient, wobei
sich die Anzucht in Flissigmedien teilweise schigier gestaltete als auf Agarplatten. Ledig-
lich SK-2 und SK-4 bendétigen ein modifiziertes Nemt Medium mit geringerer Nahrstoff-
konzentration fur ein optimales Wachstum. Alle &te| bis auf LI-4, zeigen aul3erdem Wach-
stum auf Minimalmedium mit Glucose, die Stamme |L-R3, SK-1 und SK-3 wachsen so-

gar auf Minimalmedium ohne Glucose.

Tabelle 5-3: Wachstum auf unterschiedlichen Nahrmeién

Isolat
Medium LI-1 LIk2 LI-3 LI-4 SK-1 SK-2 SK-3 SK4
Minimalmedium fest - -+ - + - +/- -
MM fliissig - - - - - - - -
MM+Glc fest +- o+ + - + + + +
MM+Gilc flussig - + - - - - - -
Nutrient fest + + + + + n.g. + n.g.
Nutrient flussig - + - + - ng. + n.g.
LB fest + + + + + n.g. + n.g.
LB flussig + + + + + n.g. + n.g.
1/2 LB fest + + i i + - + +/-
1/2 LB flussig + + + + + n.g + n.g.
TSA fest + + + + + + + +
TSA flissig + + + + + n.g. + n.g.
Nutrient special fest + + 4 4 + 4 + +
Nutrient special flissig +/- - - - + 4 +/- +

n.g. = nicht getestet; MM = Minimalmedium; LB uRIA BERTANI; TSA = Tryptic Soy Agar

Zur weiteren Kultivierung wurde fiur die Isolate L)-LI-2, LI-3, LI-4, SK-1 und SK-3 das Y2
LB-Medium genutzt. SK-2 und SK-4 wurden auf einenodifizierten DUNGER-Medium
(DUNGER & FIEDLER, 1997), welches in dieser Arbeit ,Nutrient Spetcggnannt wird, kulti-
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viert. Da das DNGER-Medium von ANDRE LIPSkl zur Kultivierung von SK-2 und SK-4 vor-
geschlagen worden war, erfolgten fur diese StameneekTests mit Nutrient-Medium, LB-
Medium und TSA.

Um die Isolate bezglich ihrer physiologisch-6kasafpen Eigenschaften zu charakterisieren,
wurde die Temperaturwachstumskurve aufgenommemplddBereich bestimmt, in welchem
die Bakterien wachsen kdnnen, und der Salzbedarf the Salztoleranz der Bakterien ermit-
telt. FUr die unterschiedlichen Parameter wurde htilfe der Optischen Dichte bei 600 nm

jeweils die spezifische Wachstumsrate p berechnet.
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Abbildung 5-7: Temperaturspektren der Isolate

Das Wachstum der Bakterienkulturen wurde in einBemperaturbereich von -6°C bis
32°C aufgenommen (Abb.: 5-7). Von den acht untérarclsolaten sind funf (LI-1, LI-2, LI-
3, SK-1, SK-3) in der Lage bei Temperaturen unt€ Bis maximal -6°C zu wachsen. Dabei
zeigen insbesondere LI-1 und SK-1 auch noch b& @gutliche Wachstumsaktivitat. SK-2

kann bei Temperaturen bis 0°C wachsen, wahrend wigl SK-4 kbnnen ab Temperaturen
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von 5°C wachsen. In den héheren Temperaturbereitben 30°C ist fur die Mehrheit der
Isolate kein Wachstum zu beobachten. Lediglich Steigt bei 32°C ein geringes Wachstum
Uber einer OD von 0,1. Die Isolate LI-1, LI-2, LJ-8K-1, SK-2 und SK-3 kdnnen bis zu
28°C, Isolat LI-3 bis zu 24°C, gut wachsen. Das peraturoptimum liegt bei dem Grol3teil
der Reinkulturen (LI-1, LI-2, LI-3, LI-4, SK-3) urh6°C. SK-1 und SK-2 haben ihr Tempe-
raturoptimum bei 20°C und SK-4 wéchst bei 24°Cropti
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Abbildung 5-8: pH-Spektrum der Isolate; Pfeile im Graphen zeigen pH-Wert-Anpassung an, bedingt
durch Veranderungen im Medium auf Grund der mikrobi ellen Aktivitat

DaspH-Spektrum wurde zwischen pH 2,0 und pH 11,0 getestet (AB!8). Von den getes-
teten Isolaten besitzt lediglich LI-4 ein enges $pkktrum von pH 6,0 bis pH 8,5. Im sauren
Bereich um pH 4 kénnen LI-2, LI-3 und SK-4 wachsAab. pH 4,5 bis 5,0 sind auch LI-1,
SK-1, SK-2 und SK-3 fahig zu wachsen. Bis auf Livdd SK-2 zeigen alle Stamme Wach-
stum im basischen Bereich bis pH 9,5. SK-2 wécksizb einem pH-Wert von 9,0 und bei
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SK-4 war auch bei pH 11,0 Wachstum noch deutlidterambar. Die pH-Optima liegen um
einen neutralen pH-Wert von 7,0. Bei LI-1, SK-1,-3Kind SK-3 liegt das pH-Optimum um
pH 6,5. Der optimale pH-Bereich der Isolate LI-3(B,0...9,0) und LI-4 (pH 7,5...8,0) ist
leicht ins Basische verschoben, wahrend SK-4 sgiin@m im leicht Sauren bei pH
5,5...6,5 hat. LI-2 besitzt ein sehr breites pH-Opiim von pH 5,0 bis 7,5.
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Abbildung 5-9: Salztoleranzkurven der Isolate

Die Salztoleranzder untersuchten Isolate wurde in einem Bereicisdven 0 % und 10,0 %
NaCl ermittelt (Abb.: 5-9). Alle Isolate kbnnen sl mit als auch ohne Salz wachsen. Von
den acht getesteten Stammen wachsen SK-1 und $K4eaten ohne Salz, tolerieren aber
Salzkonzentrationen von 5,0 % (SK-1) bis 6,0 % @KNaCl. Fur LI-1 (0,5...2,0 %), LI-3
(0,5...3,0 %), SK-2 (0,5 %) und SK-3 (0,5...1,5 %)aste geringe bis mittlere Salzkonzent-
ration fur das optimale Wachstum erforderlich. Liwachst optimal von 0 % bis 1,0 %, LI-4
von 0 % bis 2,0 % NacCl. Bis auf SK-2, welcher nuischen 0 % und 1,5% NaCl wachst,

weisen alle Isolate einen breiten Salztoleranzblerauf. LI-2 und LI-3 zeigen auch noch bei
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9,0 % bis 10,0 % NaCl ein sichtbares Wachstum. uhd4 SK-4 wachsen bis zu einer Kon-
zentration von 7,0 % NacCl, LI-1 und SK-1 bis hin%0 %. SK-3 toleriert Salzkonzentratio-
nen bis 4,5 % NacCl.

DasVerhalten gegentberSauerstoff wurde in Flissig- und auf Festmedium Uberprifts Da
Flissigmedium in den Serumflaschen war nach denoldardieren leicht rosa, was darauf
schlie3en lasst, dass sich noch ein geringer Testdauerstoff in der Flasche befand. Bei
Testabschluss waren bis auf SK-3 alle FlascheradifEine deutliche Tribung, die als
Wachstumsparameter diente, war nicht erkennbarLB2j LI-3 und SK-1 hatte sich ein mil-
chiger Film am Flaschenboden abgesetzt, was aujezginges Wachstum hindeutet. Die an-
deren Isolate zeigen im Flussigmedium kein WachstuAbwesenheit von Sauerstoff. Beim
Test auf Agarplatten wurde die Koloniebildung beilirt LI-4 und SK-2 bildeten eindeutige
Kolonien aus, bei LI-1, LI-2, LI-3 und SK-4 waregrls kleine, feine Kolonien sichtbar, ein
geringes Wachstum ist vorhanden. SK-1 und SK-3 s@&cttohne Sauerstoff gar nicht auf
dem Festmedium. In beiden Tests erwies sich nuB s eindeutig strikt aerob. LI-2, LI-3
LI-4 und SK-2 sind demnach fakultativ anaerob. 2] SK-1 und SK-4 kann keine eindeu-
tige Aussage gemacht werden, da die Ergebnisseusédmschiedlich sind. Die Isolate wach-
sen insgesamt optimal mit Sauerstoff und zeigemmwigherhaupt, nur sehr geringes Wach-
stum ohne Sauerstoff.

In einem Test zuwWachstumshemmungwurde die Empfindlichkeit der Bakterien gegenu-
ber 9 verschiedenen Antibiotika (Abb.: 5-10) undgayym (Abb.: 5-11) im Filterscheibchen-
test geprift. Je groRer der gebildete Hemmhofduesiser, desto grél3er ist auch die Hem-
mung durch das Antibiotikum. Eine maximale Hemmuhgh. Wachstum war lediglich am
aulRersten Rand der Agarplatte oder gar nicht edennwurde in der graphischen Auswer-
tung mit einem Hemmhofdurchmesser von 60 mm betveBei einigen Antibiotika und
Stammen bildete sich ein doppelter Hemmhof aus.vizader Fall bei Erythromycin (SK-3),
Streptomycin (LI-4), Rifampicin (SK-4) und Oxytetsglin (LI-3, SK-4). Gemessen wurde
der aul3ere Ring, weil sich im inneren Ring offehich resistente Zellen befanden. Die Er-
gebnisse sind in Abbildung 5-10 zusammengefasstwerdlen in den folgenden Kapiteln
(5.4.1 bis 5.4.8) erklart. Insgesamt wird deutlidass die Isolate von Store Koldewey eine
hohere Resistenz gegentber Antibiotika aufweisisngia von Livingston Island. Besonders
SK-2 und SK-4 sind gegenuber einen Grol3teil dezggeten Antibiotika resistent, bzw. wei-
sen nur eine geringe Hemmung auf. Die Isolate viemgston Island sind gegenuber einer

wesentlich groReren Bandbreite der getesteten ittt empfindlich.
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Abbildung 5-10: Hemmhofdurchmesser (mm) der Isolateausgelést durch ihre Empfindlichkeit gegenu-
ber Antibiotika
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Abbildung 5-11: Hemmhofdurchmesser (mm) der Isolateausgeldst durch Lysozym
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Eine Hemmung durchysozym ist in diesem Versuch nur bei grampositiven Baktemog-
lich, da zur Zellwandlyse der gramnegativen BaktedleDTA dazu gegeben werden muss.
Die &ulRere Membran der gramnegativen Bakterien &leih durch Lysozym nicht abgebaut
(ELLISON & GIEHL, 1991). LI-3, LI-4 und SK-3 (Abb.: 5-11) zeigemeiHemmhofbildung
und sind gegeniber Lysozym empfindlich. Der LysoZiest unterstitzt demnach die Er-
gebnisse der am-Farbung, wonach LI-1, LI-2, SK-2, SK-3 und SK-&gmegativ und Ly-
sozym unempfindlich sind, wahrend LI-3, LI-4 und-&Kyrampositiv und Lysozym empfind-

lich sind.

5.3.3 Biochemische Leistungsfahigkeit

Das Potential der zu charakterisierenden Baktenigverwertung von Zuckern wurde tber
die sogenannte ,Bunte Reihe* und mit Hilfe der Martbt-Probe getestet. Beim Abbau von
Zuckern und Zuckeralkoholen entstehen unter and&&ummen, die mit einem Indikator nach-
gewiesen werden kdénnen. Bromthymolblau schlagteloeer pH-Absenkung auf pH 6 von
blau (neutral bis alkalisch) nach gelb/orange uns. Referenzorganismen dient&scheri-
chia coli und Proteus mirabilis In Abbildung 5-12 ist der Farbumschlag des Inthks von

der Negativkontrolle (blau) z&scherichia coli(orange/ gelb) undéroteus mirabilis(gelb/

grun) erkennbar.

Tabelle 5-4: Ergebnisse der Zuckerverwertbarkeit

LI-1 | LI-2 | LI-3 |LI-4 | SK-1| SK-2 | SK-3| SK-4
1) Glucose + + - + ++ + + +/-
2) Galactose | + -+ | - - + H-| +-| -
3) Lactose - - - - -
4) Maltose - - - - + +- | +/-
5) Mannitol |- + - - ++ |- +/-
6)Saccharose| +/-| +/-| - - + +/- +/- -
7) Adonitol - - - - - -
8) Arabinose | - - - - - - - -
9) Dulcitol - - +/- |- - -
10) Inositol - - - - - - -
11) Rhamnosg + - +- |- - -
12) Salicin +- | - - - ++ +/- +/-
13) Sorbitol - - - - - - -
‘ ) - | 14) Trehalose| - - - - - +- | H- | -
- 15) Xylose - - - - +H- | - +

Abbildung 5-12: Beispiel zur ,Bunten  ++ hellgelb = stark positiv; + gelb-hellgriin = podiv;
Reihe* +/- grin-dunkelgrin = schwach positiv; - blau = ngativ
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Die untersuchten Stamme zeigten insgesamt einesehefache Reaktion von blau nach grin
bis gelb-grin und gelb (Tab.: 5-4), &hnlich videoteus mirabilis,und bauen demnach nur
wenige Zucker und Zuckeralkohole unter Saurebildaingl ediglich Glucose wird von allen
Isolaten aufRer LI-3 genutzt. Lactose, Arabinosepritl, Inositol und Sorbitol spielen of-
fenbar gar keine Rolle. Insgesamt zeigen die Isolah Store Koldewey ein etwas grof3eres
Abbaupotential der getesteten Zucker als die Isolan Livingston Island. Fir Stamm SK-4
wurde festgestellt, dass der Abbau des Zucker-Regtssers zu einer Alkalisierung (starkere
Blaufarbung) des Mediums fuhrt. Daher wurde SK<4imem weiteren Zuckertest mit dem
basischen Indikator Phenolphthalein untersucht&h.Als weiteres Abbauprodukt entstehen
bei der Zuckerverwertung Gase wie £g8der H. Eine Gasbildung konnte bei den untersuch-

ten Isolaten nicht beobachtet werden.

Abbildung 5-13: Ergebnis Methylrot-Probe (5-13a: I®late von Livingston Island; 5-13b: Isolate von
StoreKoldewey)

Die Methylrot-Probe ergab Aufschluss dartber, ob die Isolate Glucaosgeriso starker Sau-
rebildung abbauen kdnnen, dass der pH-Wert im Medimter pH 4,4 absinkt. Dann erst
schlagt der Indikator Methylrot von gelb (neutnadich rot (pH < 4,4) um. Als Positivkontrol-
le dienteProteus mirabilis(Abb.: 5-13a/b). Wie in Abbildung 5-13b erkennbeagieren SK-

1, SK-3 und SK-4 positiv auf die Methylrot-Probeilwend bei LI-1 (Abb.: 5-13a) und SK-2
(Abb.: 5-13b) durch ihre Orangefarbung auf einensathe Saurebildung zu schliel3en ist. Bei
den Isolaten LI-2, LI-3 und LI-4 ist die Methylr&*obe negativ. Laut Zuckertest bauen LI-2

und LI-4 Glucose durchaus ab, aber offensichtlischunter geringer Saurebildung.
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Auch komplexere Kohlenhydrate wie Starke kénnen Mikroorganismen abgebaut werden.
Im Starkehydrolyse-Testwurde festgestellt, ob die zu untersuchenden tisdanylase pro-
duzieren und als Exoenzym ins Medium abgeben, wddriin enthaltene Starke zu spalten
und zu verwerten. Der Nachweis erfolgte mit Lugdier Losung. Wurde die Starke zu Oli-
gosacchariden abgebaut, blieb die lod-Starke-Reakin dieser Stelle aus und es bildete sich
ein heller Hof um den Impfstrich der sonst blauega#platte. Von den untersuchten Isolaten
sind nur SK-3 (stark positiv) und LI-1 (schwach itig¥ in der Lage Starke mit Hilfe von
Amylase zu spalten. Die anderen Stamme wachsen awfadem Stérkeagar, konnen das
Kohlenhydrat aber nicht verwerten.

Ein weiteres Exoenzym ist d{@elatinase Im Test wurde Uberprift, ob die Bakterien in der
Lage sind den Gelatine-Agar zu verflussigen (Stttok im Schragagarrohrchen), oder ob
sich unter Einfluss des Entwicklers Ammoniumsukiaire Hofe um den Impfstrich ausbilden
(Test auf Gelatine-Agarplatten). Alle Kulturen eeaen sich in beiden Tests als Gelatinase-
negativ. Die Stichkultur im Schragagarrohrchereliegjleichzeitig eine Aussage zum Verhal-
ten der Kulturen gegeniber Sauerstoff. Generelhggt alle Kulturen aerob. SK-4, LI-3 und
LI-4 wachsen nur oberhalb des Stichkanals auf dgar And sind daher wahrscheinlich strikt
aerob. Dagegen findet man bei LI-2 und SK-1 Wachstmtlang des gesamten Stichkanals,
was auf ein fakultativ aerobes Verhalten hindeud&t. weiteren Isolate LI-1, SK-2 uns SK-3
bewegen sich dazwischen, indem sie vorwiegend eufdarschicht bis leicht in diese hinein

wachsen.

T [Rtalase-Tesy

)

Abbildung 5-14: Ergebnisse des Katalase-Tests (5-d4Isolate von Livingston Island; 5-14b: Isolate va
Store Koldewey)
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Auch die EnzymeKatalase und Oxidase kénnen einen Hinweis dazu geben, isfedse zu
charakterisierenden Bakterien im Wachstum gegen8haerstoff verhalten. Katalase spielt
eine wichtige Rolle bei der Entgiftung reaktiveuusestoffspezies, indem es Wasserstoffpero-
xid in Sauerstoff und Wasser umwandelt. Eine pasiReaktion wurde an der Blasenbildung
auf Grund des Sauerstoffes sichtbar (Abb.: 5-148&® Isolate LI-1, LI-2, LI-3, LI-4, SK-1
und SK-3 sind stark Katalase positiv, wahrend deal&ion bei SK4 sehr schwach ausfallt.
SK-2 ist Katalase-negativ.

Entsprechend der@xidase-Testnach KovAcs (1956) wurde eine Bakterienkolonie des je-
weiligen Testkeims auf ein, mit N,N,N,N"-Tetramdtbyphenylendiamin getranktes, Filter-
papier ausgestrichen. Farben sich die Kolonienrirale von 10 s (+) bis 30 s (+/-) blau-
schwarz, besitzen die Bakterien dieses Enzym. $K-2nd SK-4 (+/-) zeigten sich Oxidase-
positiv.

Das alle untersuchten Kulturen Gelatinase-negatid, $st ein Hinweis auf die geringe pro-
teolytische Aktivitdt der Bakterien. Das bestatigieh auch imProtease-Test bei dem der
Abbau von Casein getestet wurde. Wurde das Cabgebaut, bildete sich ein durchschei-
nender, klarer Hof um den Impfstrich der sonstéruPlatte. Die Isolate SK-2 und SK-4 bil-
deten einen solchen klaren Hof und besitzen dempeatiolytische Enzyme. LI-2 und LI-4
reagierten leicht Protease-positiv. LI-1, LI, 3,-3Kind SK-3 bauen das Casein im Medium

nicht ab und weisen daher in den angewendetenk&est proteolytische Aktivitat auf.

Abbildung 5-15: Ergebnisse des Urease-Tests, Isadaton Livingston Island
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Die Fahigkeit Harnstoff zu spalten ist mit der Fahigkeit verbunden, das Enzym Urease
bilden. Das mit den Testkeimen angeimpfte Harnsteffium wurde zur Auswertung mit
dem basischen Indikator Phenolphthalein versetzt)ckase aus Harnstoff unter Wasserein-
lagerung das stark alkalische Ammoniumcarbonatehilln Abbildung 5-15 wird der Farb-
umschlag des Indikators von farblos/Medium (neltnalch rot (basisch) deutlich. LI-2 und
LI-4 sind demnach in der Lage Harnstoff zu spalteohingegen die anderen Isolate LI-1, LI-
2 sowie SK-1, SK-2, SK-3 und SK-4 nicht dazu fésiid.

In einem weiteren Versuch zur biochemischen Legdtiahigkeit wurde tGberpruft, ob die zu
charakterisierenden Bakterien in der Lage sind, hiilfe des EnzymsIryptophanase, aus
Tryptophan Indol zu bilden. Bei einéndolproduktion kommt es unter Zugabe von p-
Dimethylaminobenzaldehyd zur Ausbildung eines kireten Ringes am oberen Rand der
Nahrlésung wie bei der Positivkontrolie coli (Abb.: 5-16a/b) erkennbar. Sowohl die Isolate
von Livingston Island als auch die Kulturen von r8té&oldewey reagierten im Indol-Test

negativ und kénnen demnach kein Indol aus Tryptotiaen.

-

L% LI LE8' L4 . ' SK2 SK3 SK4

Abbildung 5-16: Ergebnisse des Indol-Tests (5-16&solate von Livingston Island; 5416b: Isolate
von Store Koldewey)

Ein weiteres Charakteristikum stellte @édung von Schwefelwasserstofaus schwefelhal-
tigen Aminoséauren dar, wobei der Abbau von Cydiiystein oder Methionin tber die Bil-
dung schwarz gefarbter Sulfide nachgewiesen wutiéein Anwesenheit von Schwermetall-
salzen und Schwefelwasserstoff entstehen. Dietesdlal, LI-2, LI-3, LI-4, SK-1 und SK-2

sind in der Lage aus schwefelhaltigen EiweiRvennmygn Schwefelwasserstoff zu bilden,
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wie am Beispiel LI-1 (Abb.: 5-17a/b) an der braunsarzen Farbung des Bleiacetatstreifens
zu sehen ist. Das Isolat SK-2 zeigte nur eine geriRdrbung. Im Test mit SK-3 und SK-4
entstanden keine Sulfide, der Filterstreifen b3, wonach von diesen Isolaten keigSH

gebildet werden kann.

sserstoffiD

Abbildung 5-17: Bildung von H,S (5-17a: Isolate LI-1, SK-4 und SK-3 als Beispie§-17b: Bildung von
H,S: Detail)

5.4 Detailierte Charakterisierung der Isolate

5.4.1 Beschreibung von LI-1

Abbildung 5-18: Morphologie von Isolat LI-1 (5-18a:Kolonien und Impfstrich; 5-18b: Zellform in
der Phasen-Kontrast-Mikroskopie)

Das Isolat LI-1 (Abb.: 5-18a) bildete nach 7 bis Td@gen sehr kleine Kolonien mit einem

Koloniedurchmesser von kleiner als 0,5 mm. Die am#&olonien schliel3en mit einem glat-
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ten Rand ab, sind leicht erhaben und in der Fadpehdichtig hell zitronengelb, dabei aber
eher matt als glanzend. Die Bakterien weisen ekd@sigen Geruch auf und die Konsistenz ist
butterartig schleimig. Bei Isolat LI-1 handelt éshsum gramnegative, 0,5 bis 2,5 um lange
und 0,3 bis 0,5 um breite Stadbchenbakterien, dieRarbung durch Geil3eln beweglich sind,
aber keine Sporen bilden (Abb.: 5-18b).

Isolat LI-1 zeigte Wachstum im Bereich von -6°G BB°C und hat ein Temperaturoptimum
von 16°C. Der Stamm waéchst in einem relativ brepgehBereich von pH 4,5...9,5 und hat
sein pH-Optimum im leicht sauren bis neutralen fiidi 5,5...6,5. Eine abschlieBende pH-
Messung des Mediums ergab eine pH-Wertanpassuegpt®iWerte 4,5, 5 und 5,5 wurden
auf pH 6,5 bis pH 7,0 angehoben. Der Test auf 8lalznz ergab bei Isolat LI-1 einen Salz-
bedarf von 1 % bis 2 % NaCl (Optimum), wobei Waahstauch ohne Salz und bis zu einer
Konzentration von 5 % NaCl auftrat. Das Wachstumbls NaCl war nur gering.

Im Test auf Wachstumshemmung in Anwesenheit veegelmer Antibiotika zeigte sich Isolat
LI-1 gegenuber Penicillin, Neomycin, Streptomydxytetracyclin, Novobiocin und Rifam-
picin empfindlich. Kanamycin |6ste mit einem Hemrfthachmesser unter 10 mm nur eine
geringe Hemmung aus. Gegenuber Erythromycin und iéitinp erwies sich LI-1 als resis-
tent. Der Lysozym-Test war negativ.

Isolat LI-1 ist in der Lage Glucose, Galactose, cBacose, Rhamnose und Salicin unter
schwacher Saurebildung abzubauen und diese aleksibffquelle zu nutzen. Bei Saccharo-
se und Salicin erfolgte der Indikatorumschlag lédigvon blau nach griin, d.h. diese Zucker
konnten nur unter schwacher Saurebildung genutademe Lactose, Maltose, Mannitol, Ado-
nitol, Arabinose, Dulcitol, Inositol, Sorbitol, Tmalose und Xylose wurden nicht umgesetzt.
Die Methylrot-Probe war schwach positiv. Starkeniki@ hydrolisiert werden (Amylase-
positiv). Der Gelatinase- und der Proteasetestiwaegativ. Isolat LI-1 besitzt keine Trypto-
phanase-, Urease und Oxidase-Aktivitat, kann abbw8felwasserstoff aus schwefelhaltigen

Eiweil3verbindungen herstellen und ist Katalasetposi
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5.4.2 Beschreibung von LI-2

Abbildung 5-19: Morphologie von Isolat LI-2 (5-19a:Kolonien und Impfstrich; 5-19b: Zellform in der
Phaser-Kontrast-Mikroskonie)

Die Runden Kolonien des Isolates LI-2 (Abb.: 5-19a@ben nach 7 bis 14 Tagen einen
Durchmesser von ca. 0,5 mm, besitzen einen gl&sem und sind leicht erhaben. Die leicht
glanzenden Kolonien sind créme- bis eierschalergamb ihrer Konsistenz feucht schleimig
und riechen leicht kasig bis muffig. Die Zellen vbhR2 sind gramnegative Bakterien, die je
nach Entwicklungsstadium Kokken oder Stabchen @B3m x 0,5-2,0 um) ausbilden, be-
geil3elt sind und keine Sporen besitzen (Abb.: 5:1@bseiner Entwicklung weist LI-2 einen
Rod-Coccus-Zyklus auf.

Isolat LI-2 zeigt Wachstum von -6°C bis 28°C, kaber nicht mehr bei 32°C wachsen. Das
Temperaturoptimum liegt bei 16°C. Isolat LI-2 wécimherhalb eines pH-Spektrums von pH
4,0 bis pH 9,5. Optimales Wachstum ist in einenitémneBereich von pH 5,0 bis 8,0 mdglich.
Dabei wurde der Medium-pH-Wert durch die Aktivitir Mikroorganismen bei pH 4,5...6,0
auf pH 7,0...8,0 angehoben. Bei Salzkonzentratioman7ib % NaCl zeigte LI-2 noch ein
deutliches Wachstum mit einer OD > 0,5. Isolat LIk&sitzt einen grof3en Salz-
Toleranzbereich von 0 bis hin zu geringem Wachdbem10,0 % NaCl und wéchst optimal

ohne Salz bis hin zu einer Konzentration von 1,N&&riumchlorid.

.

Abbildung 5—20:mfnd|ichkeit gegeniber Antibiotika, Beispiel: Erythromycin LI-2
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Isolat LI-2 erwies sich gegeniballen getesteten Antibiotika als enndlich. Erythromycin
(Abb.: 5-20 und Rifampicin |6stn mit einem Hemmhofdurchmesser tber 3n die grof3te
Hemmung aus. Bei Neomycin U Kanamycir-Sulfat bildete sich nur ein kleir (< 10 mm
Hemmbhof aus, was darauf schlen lasst, dass die Bakterien dagegen nahesistent sinc
Das gramnegative Bakterium LIsagiert im Lysozyi-Test negativ.

Von den 15 getesteten Zuckennd Zuckeralkoholen konnte IsolLI-2 nur Glucose unc
Mannitol gut, Galactose und Saiarose geringfligig, unter Saurebildung veren. Lactose,
Maltose, Adonitol Arabinose, Dtcitol, Inositol, Rhamnose, Salicin, Sorbitdlrehalose un
Xylose wurden nicht unteSaurelildung abgebaut. Die Methyli-Probe war ngativ. Starke
wurde durch LI-2nicht hydrolisert (Amylas-negativ). Der Gelatinas€ests war negativ,
Casein konnte protedigch abgehut werden (Protease schwipositiv). LI-2ist nicht in del
Lage Indol aus Tryptophan zuden, kann aber Schwefelwasserstoff aus sefelhaltigen
Aminosauren herstellen und bet Ureas-Aktivitat. Im Katalase-Test zeigte 12 eine deut-

liche Schaumbildung. Der Oxida3est war negativ.

5.4.3 Beschreibung von LI-3

Abbildung 5-21: Morphologie von Isolet LI -3 (5-21a: Kolonien und Impfstrich; 5-21b: Zellform in der
Phaser-Kontrast-Mikroskonie)

LI-3 (Abb.: 5-21a)zeichnet sichlurch eine leuchtend gelbe Farbe aus, wdie Kolonien
nicht durchscheinend aber gland sind. Die Koloien sind nach 7 bis 14 Taga 0,5 mm bit
2,0 mm grof3 und riechen stark ;ig Der Rand der runden Kolonien ist glatt,s Profil erla-
benund die Konsistenz feucht, fssig bisschleimig. Bei Isolat LI-handelt es £h umgram-
positive 0,4 um bis 2,am langeund 0,3 pm bis 0,5 pum bre, kurze stabchddrmige Zé-
len, die begeil3elt sind, aber keisporen bilde (Abb.: 5-21b).

LI-3 wachst in einem Temperatipektrum vor-6°C bis 24°Cdas Temperatuntimun liegt

bei 16°C. Isolat LI-3vachst in eiem pk-Bereich von pH 4,®is pH 9,5 und bsitzt ein (p-
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timum bei pH 7,5 bis pH 9,0. Bei pH-Werten um pl9.45,0 erfolgte eine Anpassung des
Mediums durch die Mikroorganismen auf pH 6,0...7,@e BbschlielRende Messung von Test
pH 6,0 ergab eine pH-Wertanhebung auf pH 7,5...8j0.optimales Wachstum bendtigt Iso-
lat LI-3 eine Salzkonzentration von mindestens%,®aCl bis hin zu 3,0 %. Wachstum er-
folgt in einem breiten Salzkonzentrationsbereich 88% bis maximal 10,0 % NacCl.
Gegenuber den getesteten Antibiotika bildet Isble8 keine Resistenzen aus. Bei Penicillin
war eine starke Hemmung zu beobachten. AmpiciNepmycin, Erythromycin, Oxytetracyc-
lin (Abb.: 5-22), Novobiocin und Rifampicin I6seteanfalls eine deutliche Hemmung aus.
Bei Streptomycin und Kanamycin-Sulfat bildete I$d&/&3 nur einen kleinen Hemmhof (< 10
mm) aus. In Abbildung 5-22 ist zu erkennen, dass Blakterien in einigen Féallen zwei
Hemmhofe ausbilden. Der &uRere Durchmesser zaggeherelle Hemmung, jedoch haben
sich teilweise resistente Zellen gebildet die meeir ndheren Umkreis zum Filterpapier wach-

sen konnen.

Abbildung 5-22: Empfindlichkeit von Isolat LI-3 gegenliber Oxytetracyclin, Beispiel: Ausbildung doppeléer
Hemmhofe

Im Test mit Lysozym zeigte sich eine Hemmung miteen Hemmhofdurchmesser unter 10
mm.

Von den getesteten Zuckern kann Isolat LI-3 nurrRi@se unter schwacher Saurebildung
umsetzen. Glucose, Galactose, Lactose, MaltosenibhnSaccharose, Adonitol, Dulcitol,
Inositol, Salicin, Sorbitol, Trehalose und Xyloserden nicht als Kohlenstoffquelle genutzt.
Dem entsprechend war auch die Methylrot-Probe neddt3 ist Amylase-, Gelatinase- und
Protease-negativ, kann aber auf den jeweiligen &fediachsen. Indol- und Urease-Test war-
en ebenfalls negativ. 43-Bildung konnte beobachtet werden. LI-3 besitztakese-, jedoch
keine Oxidase-Aktivitat.
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5.4.4 Beschreibung von LI-4

Abbildung 5-23: Morphologie von Isolat LI-4 (5-23a:Kolonien und Impfstrich; 5-23b: Zellform in der
Phaser-Kontrast-Mikroskopie)

Die beige- bis ockerfarbenen Kolonien von LI-4 (AbB-23a) sind knopfformig konvex mit
einem glatten Rand. Die Kolonien, mit einem Durchgee von 1,0...4,5 mm nach 7 bis 14
Tagen, riechen gestockt muffig bis sauerlich kasngl sind leicht glanzend, butterartig
schleimig. Bei LI-4 handelt es sich um gramposi@y@ bis 10,0 um lange und 0,5 bis 0,8 um
breite Stabchen, die eindeutig begeil3elt sind ahenindest unter normalen Wachstumsbe-
dingungen, keine Sporen besitzen (Abb.: 5-23b).

Isolat LI-4 zeigt Wachstum in einem Bereich von 33i€ 28°C, wobei das Temperaturopti-
mum fur diesen Stamm bei 16°C liegt. Der Stamm steh einem relativ engen pH-
Spektrum von pH 6,0 bis pH 8,5. Der optimale pH-Wiegt bei 7,5. Dem entsprechend er-
folgte auch die Anpassung des Mediums durch digohiklle Aktivitat bei pH 6,0 auf pH
7,5 bis pH 8,0. Wachstum konnte bei Salzkonzewotmati zwischen 0 % und 6,0 % beobach-
tet werden, mit einem Optimum von 0 % bis 2,0 % NaC

Isolat LI-4 zeigt gegenuber den getesteten Antikeogine hohe Empfindlichkeit. Sowohl bei
Ampicillin, als auch bei Rifampicin konnte eine nragle Hemmung festgestellt werden
(Hemmung bis an den Petrischalenrand). Auch diermdAntibiotika wie Penicillin, Kana-
mycin-Sulfat, Neomycin, Streptomycin, Erythromyc@xytetracyclin und Novobiocin fuhr-
ten zu einer Hemmhofausbildung (> 10 mm). Gegenlpsozym zeigt sich das Isolat emp-
findlich.

Im Test zur Zuckerverwertbarkeit wurden lediglichu€se mit starker und Dulcitol mit
schwacher Saurebildung umgesetzt. Die Methylrob®@mit Glucose war negativ. Die Koh-
lenhydrate Galactose, Lactose, Maltose, MannitatcBarose, Adonitol, Arabinose, Inositol,
Rhamnose, Salicin, Sorbitol, Trehalose und Xylozenken nicht unter Saurebildung verwer-

tet werden. Isolat LI-4 zeigt eine leichte protéisighe Aktivitat im Abbau von Casein (leicht
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Protease positiv), ist aber nicht in der Lage Getabder Starke zu hydrolisieren. Das Isolat
besitzt die Fahigkeit $$ aus schwefelhaltigen Eiweil3verbindungen zu bilaleth Harnstoff
mit Urease-Aktivitat zu spalten, kann aber keindlnaus Tryptophan herstellen. LI-4 hat Ka-

talase-Aktivitat. Ein Typ der Cytochrom-c-Oxidasein der Zellwand nicht vorhanden.

5.4.5 Charakterisierung von SK-1

Abbildung 5-24: Morphologie von Isolat SK-1 (5-24aKolonien und Impfstrich; 5-24b: Zellform in der
Phasen-Kontrast-Mikroskopie)

Das Isolat SK-1 (Abb.: 5-24a) bildet nach 7 bisTagen 0,5...1,5 mm kleine, runde Kolo-
nien mit glattem Rand. Die leicht erhabenen Kolorsend hellgelb, aber nicht durchschei-
nend, die Oberflache ist eher matt als glanzend.charakteristischer Geruch ist nicht wahr-
nehmbar und die Konsistenz erwies sich als zahsaiglebis klebrig. Bei SK-1 handelt es
sich um grampositive 0,4 um bis 2,0 um lange, Orhis 0,4 um breite, kurze Stébchen, die
nach Farbung weder Geil3eln noch Sporen aufweisieln. (A-24b).

Isolat SK-1 wachst in einem Temperaturbereich \&C-bis 28°C und hat sein Temperatur-
optimum bei 20°C. In einem pH-Bereich von pH 5,9 piH 9,5 konnte Wachstum beobachtet
werden. Das pH-Optimum fir Isolat SK-1 befindetstvischen pH 6,5 und pH 7,5. Ist das
Bakterium niedrigeren pH-Werten von pH 5,0 bis pB &usgesetzt, kann es sich anpassen,
indem der Umgebungs-pH-Wert auf pH 7,0...8,0 angehowird. Isolat SK-1 besitzt eine
geringe Salztoleranz im Bereich von 0 % bis 3,0 8Nmit gutem Wachstum, bis 5,0 %
NaCl mit geringem Wachstum und kann am Besten &atewachsen.

Gegenuber den Antibiotika Neomycin, Streptomycixy®®tracyclin, Novobiocin und Ri-
fampicin ist Isolat SK-1 empfindlich, wobei Rifangpi eine starke Hemmung auslést und
Oxytetracyclin eine schwache Hemmung bewirkt. Restsgegentber Penicillin, Ampicillin,
Kanamycin-Sulfat und Erythromycin bildet das Isddaine Hemmhofe aus.

Im Test mit Lysozym war eine Hemmung zu beobachten.
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Isolat SK-1 ist in der Lage mehrere Zucker und Znakkohole zu nutzen. Es werden Gluco-
se, Galactose, Maltose, Mannitol, Saccharose, iBalitd Xylose unter Séaurebildung umge-
setzt. Die Methylrot-Probe war positiv. Lactose, oAdol, Arabinose, Dulcitol, Inositol,

Rhamnose, Sorbitol und Trehalose werden nicht weetvedmylase-, Gelatinase- und Protea-
se-Aktivitat konnten nicht festgestellt werden. $blvder Indol-, als auch der Urease-Test
waren negativ. SK-1 bildet Schwefelwasserstoff sciswefelhaltigen Eiweil3verbindungen.

Das Isolat besitzt Katalase-, jedoch keine Oxidsls®sitat.

5.4.6 Charakterisierung von SK-2

Abbildung 5-25: Morphologie von Isolat SK-2 (5-25aKolonien und Impfstrich; 5-25b: Zellform in
der Phasen-Kontrast-Mikroskopie)

Die flachen, runden Kolonien des Isolates SK-2 (ABb25a) sind nach 7 bis 14 d ca. 3,5
mm grol3 und durch eine durchscheinend gelb-oradgeuRg, einer eher stumpfen Oberfla-
che, einen wimpernformigen Rand, einen leicht stil3t&sigen Geruch und einer butterartig
weichen, leicht klebrigen Konsistenz charakterisiBei SK-2 handelt es sich um 0,2 um bis
0,5 um breite, 2,5 um bis 8,0 um lange, gramneg&iabchen, die laut Farbung durch Gei-
Reln beweglich sind aber keine Endosporen besfixie.: 5-25b).

Isolat SK-2 wéachst in einem Temperaturspektrum @D bis 28°C mit einem Temperaturop-
timum von 20°C. Bei pH-Werten im Bereich zwischéth 4,5 und pH 9,0 kann Isolat SK-2

gut wachsen, wobei ein pH von 6,5 optimal istSKt2 niedrigen pH-Werten (pH 5,0) ausge-
setzt, passt es seine Umgebung an, indem es dasriviedf pH 6,0 anhebt. Bei pH 6,0 er-
folgt eine Anpassung auf pH 7,0. SK-2 toleriert sahr geringe Salzkonzentrationen zwi-
schen 0 % und 1,5 % NaCl, benétigt aber eine gerMignge Salz (0,5 %) fir das optimale

Wachstum.
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Im Test auf Wachstumshemmung erwies sich SK-2 géggnLysozym als resistent. Eine
Empfindlichkeit ist gegenuber Rifampicin und Nowotin, in geringem Mal3e gegenuber
Oxytetracyclin, vorhanden. Penicillin, Ampicillilkanamycin-Sulfat (Abb.: 5-26), Neomy-

cin, Streptomycin und Erythromycin l6sen keine Haimgaus.

Abbildung 5-26: Empfindlichkeit gegenlber Antibiotika, keine Hemmung durch Kanamycin-Sulfat

Glucose kann von SK-2 als einziger Zucker unterkstaSaurebildung verwertet werden,
wobei die pH-Absenkung aber nicht unter pH 4,4lgtfa.h. die Methylrot-Probe war nega-
tiv. Galactose, Maltose, Saccharose, Salicin urthdlose werden unter schwacher Saurebil-
dung umgesetzt. Im Test mit Lactose, Mannitol, AtidnArabinose, Inositol, Rhamnose,
Dulcitol, Sorbitol und Xylose war keine Saurebilduturch SK-2 erkennbar. Starke kann von
Isolat SK-2 hydrolisiert und Casein abgebaut werdssiat SK-2 ist Gelatinase-, Urease, und
Indol-negativ. Eine Bildung von 4% erfolgt in geringem Mal3e. Im Gegensatz zu fdenal
anderen getesteten Stamme weist SK-2 eine deutlxtidase-, jedoch keine Katalase-
Aktivitat auf.
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5.4.7 Charakterisierung von SK-3

Abbildung 5-27: Morphologie von Isolat SK-3 (5-27aKolonien und Impfstrich; 5-27b: Zellform in der
Phaser-Kontrast-Mikroskonie)

Die runden Kolonien von SK-3 (Abb.: 5-27a) sind m&cbis 14 Tagen zwischen 2,0 mm und
4,0 mm grol3 und weisen einen stark kasigen GeruthDee Kolonien haben einen glatten
Rand, sind leicht erhaben und fest bis zahklebridnier Konsistenz. Die Bakterien besitzen
eine helle, sonnenblumengelbe Pigmentierung, wdigeKolonien durchscheinend glanzend
sind. Bei SK-3 handelt es sich um gramnegative u2bis 3,5 um lange und 0,4 um bis 0,6
um breite Stabchen, die laut Farbung GeiReln zubBwegung, aber keine Sporen als Uber-
dauerungsstadium ausbilden (Abb.: 5-27b).

Isolat SK-3 ist in der Lage in einem breiten Tenaparspektrum von -6°C bis 28°C zu wach-
sen. Das Temperaturoptimum liegt bei 16°C. Wachstuiolgt in einem pH-Spektrum von
pH 5,0 bis pH 9,0 mit einem Optimum bei pH 6,5 pk$ 7,5. Bei eingestellten pH-Werten
von pH 5,0...6,0 im Medium war eine pH-Wert-Anpassuog pH 7,0...8,0 nachweisbar.

Der Salztoleranzbereich fur Isolat SK-3 liegt zwaise 0 % und 4,0 % NacCl, optimales Wach-
stum wird bei Konzentrationen von 0 % bis 1,5 % Nax@eicht.

Innerhalb der untersuchten Bakterienstamme voneStmidewey weist SK-3 die hochste
Empfindlichkeit gegenuber Antibiotika auf. Eine deihe Hemmung wird durch Penicillin,
Ampicillin, Neomycin, Streptomycin, Erythromycin x§etracyclin, Novobiocin und Rifam-
picin hervorgerufen. Gegenlber Kanamycin-Sulfagtzeich Isolat SK-3 resistent.

Durch Lysozym wird keine Hemmung ausgelost.

Folgende Zucker und Zuckeralkohole werden von SKxgr S&urebildung verwertet: Gluco-
se, Galactose, Maltose, Mannitol, Saccharose, iBallcehalose und Xylose. Bei Lactose,
Adonitol, Arabinose, Dulcitol, Inositol, RhamnosaduSorbitol konnte keine Saurebildung
nachgewiesen werden. SK-3 ist Methylrot-positiv.den weiteren Tests zeigte SK-3 eine
geringe biochemische Leistungsfahigkeit. Weder td®anoch Starke oder Casein werden
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durch SK-3 abgebaut. Auch die Tests zur IndolbitjuSchwefelwasserstoffbildung und

Harnstoffspaltung waren negativ. Isolat SK-3 istdfase-positiv und Oxidase-negativ.

5.4.8 Charakterisierung von SK-4

Abbildung 5-28: Morphologie von Isolat SK-4 (5-28aKolonien und Impfstrich; 5-28b: Zellform in der
Phasen-Kontrast-Mikroskopie)

Die weil3-, beige- oder cremefarbig pigmentiertektBaen SK-4 (Abb.: 5-28a) bilden runde
Kolonien, die nach 7 bis 14 Tagen eine Grol3e vor3amm erreichen und einen wimpern-
formigen Rand aufweisen. Des Weiteren sind sieatttarisiert durch einen sauerlich-kasigen
Geruch, einem leicht erhabenen Profil und einetr besterartigen, krisseligen Konsistenz.
Bei SK-4 handelt es sich um gramnegative 0,8 bisp2n lange, 0,5 um bis 0,8 um breite
Stabchen, die laut Farbung weder Geif3eln noch Spgmasitzen (Abb.: 5-28b).

Isolat SK-4 besitzt ein Temperaturspektrum von BRC28°C. Auch bei 32°C konnte ein sehr
schwaches Wachstum registriert werden. Das Tempemtmum betragt 24°C.

Eine Anpassung an ein sehr breites pH-Spektrump¥bd,0 bis pH 11,0 wurde beobachtet.
Das pH-Optimum von SK-4 liegt im leicht Sauren ul $,5 und pH 6,5. Bei allen pH-
Werten wurde insgesamt ein sehr gutes Wachstum ggemerealisiert Gber eine pH-Wert-
Anpassung durch Isolat SK-4. Im Bereich pH 4,0.. &lgte eine pH-Wert-Erh6hung auf
pH 6,0...7,0 und bei eingestellten pH-Werten von pbl.911,0 wurde der pH-Wert auf pH
7,5...8,5 abgesenkt. SK-4 wachst optimal ohne Saanlaber Konzentrationen von bis zu
6,0 % NacCl tolerieren.

Isolat SK-4 zeigt nur eine geringe Empfindlichkgétgeniber den getesteten Antibiotika. Ka-
namycin-Sulfat, Neomycin (Abb.: 5-29), Streptomyaimd Oxytetracyclin I6sen eine geringe
Hemmung aus. Gegenuber Penicillin, Ampicillin, Brgmycin, Novobiocin und Rifampicin

ist SK-4 resistent. Der Lysozym-Test erwies sichredgativ.
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Abbildung 5-29: Empfindlichkeit gegentiber Antibiotika: Neomycin bewirkt bei Isolat SK-4 sehr kleine
Hemmhofe.

Im Test zur Zuckerverwertbarkeit setzte SK-4 Gleacals einzigen Zucker unter starker Sau-
rebildung um, wobei auch die Methylrot-Probe pesitar. Die anderen verwendeten Zucker
und Zuckeralkohole fuhrten zu einer verstarkteruileboung des Indikators Bromthymolblau,
was ein Hinweis auf Alkalisierung des Mediums daistDaher wurde ein zweiter Zucker-
test, diesmal mit dem basischen Indikator Phenbidbin, durchgefuhrt, der bei allen Zu-
ckern, auRer Glucose, zu einem leicht positivertergsbnis fiihrte (Abb.: 5-30). Ein starker
Indikatorumschlag, wie etwa beim Urease-Nachweis fwver nicht zu erwarten. Eine pH-
Wertmessung mit Teststreifen ergab im Medium miid8se, bei weililich-gelber Medium-
Farbung (Indikator um pH 7,0 farblos), einen pH-Wean pH 7,5. Bei den unterschiedlich
rosa-gefarbten Proben 2 bis 15 lag ein pH um 8r5&ia Abbau des zuckerhaltigen Pepton-
wassers unter pH-Wert-Erhohung wurde fir SK-4 naeahesen.

Abbildung 5-30: Zuckerverwertbarkeit SK 4 im Test mit Phenolphthalein

Zucker: 1) Glucose, 2) Galactose, 3) Lactose, 4jdda, 5) Mannitol, 6) Saccharose, 7) AdonitolABbinose, 9)
Dulcitol, 10) Inosiol, 11) Rhamnose, 12) Salicin, 13) Scol, 14) Treheose, 15 Xylose
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6. Diskussion

6.1 Isolation von Reinkulturen

Die Isolierung von Reinkulturen aus extremen Haériawie der Arktis oder der Antarktis,
gilt als schwierig (WAGNER et al, 2006). Die mikrobielle Gemeinschatt ist insgesaranig
erforscht und erst ca. 1 % der Mikroorganismeni\ieltt (TORSVIK et al, 2002). Aus diesem
Grund war ein Ziel dieser Arbeit, Anreicherungsltgin aus Bodenproben von Store Kolde-
wey (Nordost-Gronland) und Livingston Island (Akti#sche Inseln) zu gewinnen und daraus
Reinkulturen zu isolieren. Ein wichtiger Faktor dsé extreme Kalte, die an den Standorten
vorherrscht. In Nordost-Gronland liegen die Tempeen auch im Sommer im Durchschnitt
nur um 4°C (BRN & BOCHER 2001). Im antarktischen Sommer (November bis Mat#
Livingston Island werden ebenfalls nur Temperatunem 0°C, selten bis zu 10°C erreicht
(Toro et al, 2007). Die Anreicherung erfolgte daher angepaisslie Bedingungen der Ha-
bitate bei niedrigen Temperaturen von 10°C mit mirahrstoff reduzierten Medium, da es
sich um Standorte mit relativ geringem Kohlensteffglt handelt (Tab.: 4-1). Da die Anrei-
cherung in einer sauerstoffhaltigen Atmospharelgtgo konnten nur aerobe oder fakultativ
anaerobe Mikroorganismen isoliert werden.

Fir die genauere taxonomische Einordnung von Pyokem ist heutzutage ein polyphasi-
scher Ansatz notwendig ANDAMME et al, 1996). Die Klassifikation von Mikroorganismen
erfordert zwei verschiedene Herangehensweis@sgR.O-MORA & AMANN, 2001). Einer-
seits sollte der Genotyp charakterisiert werdemspaelsweise direkt tiber DNA-Sequenzie-
rung oder indirekt durch DNA-DNA-Hybridisierung ur@gh-C mol%-Bestimmung. Anderer-
seits ist es erforderlich, den im Habitat ausgeera@hanotyp morphologisch, physiologisch-
Okologisch und biochemisch zu beschreiben. Im Rahdes vorliegenden Arbeit wurde der
phanotypische Ansatz bearbeitet, indem zellulage®schaften, wie Form, Grol3e, Sporen-
bildung oder Zellwandaufbau ermittelt, und die Ko&morphologien beschrieben wurden.
AulBerdem wurden die Isolate hinsichtlich ihrer pblgisch-6kologischen und bioche-
mischen Eigenschaften, wie Temperatur, pH-WergztSl@ranz, Verhalten gegenuber Sauers-
toff, Enzymausstattung und Stoffwechsel, charaiem. Problematisch gestaltet sich die
Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der vielenschiedenen Methoden AMDAMME et
al., 1996). Die Auswahl der Tests und die Interpretatier Daten bestimmt die Charakteri-
sierung der Mikroorgansimen und ihre taxonomischienung. AuRerdem kdénnen Phéano-

typen unterschiedlich ausgepréagt sein, da die Geassgion direkt mit den jeweils vorherr-
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schenden Umweltbedingungen assoziiert ist. Als gesche Information diente der Ver-
gleich der 16S rRNA-Gensequenzen. NadACKEBRANDT & GOEBEL (1994) bildet eine
97%ige Ahnlichkeit der 16S rRNA-Sequenzen die Sge@renze. Ein Problem dabei ist,
dass es auf dem Spezies-Level nur eine geringégwril innerhalb der 16S rRNA gibt, dass
heil3t, es existieren verschiedene Arten mit (naheantischer 16S rRNA-Sequenzoff et

al., 1992; MARTINEZ-MURCIA et al, 1992). An Hand der vorliegenden Ergebnisse esdila-
sierend auf diesen Grundlagen, der Versuch untememmwerden, die ausgewahlten Isolate

phylogenetisch einzuordnen und eine Klassifizierumguschlagen.

6.2 Verwandtschaftsvergleich der untersuchten Bakteriestamme

Isolat LI-1 von Livingston Island gehdrt zusammeit 8K-1 und SK-3 von Store Koldewey
innerhalb des Phylums déwctinobacteriazur Familie deMicrobacteriaceae Obwohl LI-1
eine relativ hohe Sequenzahnlichkeit blicroterricola viridarii (98,2 %) undLeifsonia
pindariensis(98,1 %) aufweist, existieren neben verschied€hemeinsamkeiten auch einige
Unterschiede zu diesen nachsten Verwandten demtdsolMorphologisch sind sich die drei
Stamme durchaus &hnlich. Es handelt sich bei ditenStammen um kurze, unregelmalige
Stabchen, die beweglich sind, was bei LI-1 hidroterricola viridarii (MATSUMOTO et al,
2008) durch Geil3eln realisiert ist. Sowohl LI-1 alghLeifsonia pindariensi®esitzen keine
Sporen (RDDY et al, 2008). Die Koloniefarben der Stamme variiereohiezwischen ver-
schiedenen Gelbtbnen. Der Hauptunterschied der iogie liegt in der @Am-Farbung. Im
Gegensatz zu Isolat LI-1, welches sich sowohl in@eam-Farbung als auch im Lysozym-
Test als gramnegativ erwies, sihticroterricola viridarii und Leifsonia pindariensigram-
positiv. Bei der Betrachtung der physiologisch-@gi$chen Eigenschaften fallt auf, dass sich
vor allem das Temperaturspektrum der drei Stamntersecheidet. LI-1 hat ein Temperatur-
spektrum von -6°C bis 28°C, wahrebdifsonia pindariensig4°C-35°C) undMicroterricola
viridarii (10°C-38°C) nur im positiven Temperaturbereich W&iom zeigen. Wahrend das
Temperaturoptimum beéWicroterricola viridarii zwischen 15°C und 30°C liegt, kann LI-1
bei Temperaturen tber 28°C nicht mehr wachsen esidzbein Optimum bei 16°C. Auch die
Fahigkeit bei verschiedenen pH-Werten zu wachse¢ersecheidet sich leicht zwischen LI-1
(pH 4,5-9,5) undMicroterricola viridarii (pH 6,0-11,0). Alle drei Stamme sind aerob. Die
biochemische Leistungsfahigkeit der drei Stammestlagh nur einschrankt vergleichen, da
unterschiedliche Methoden zur Charakterisierungutetnwurden, ein Problem der phéno-
typischen Charakterisierung @BELLO-MORA & AMANN, 2001). RDDY et al (2008) haben
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bei der Zuckerverwertbarkeit den Schwerpunkt aafNutzung der Zucker und Zuckeralko-
hole als alleinige Kohlenstoffquelle gelegt, an 8ezlle ist kein Vergleich moglich.eifsonia
pindariensisbaut nach MTsumoTo et al (2008) vorrangig andere Zucker unter Saurebildung
ab als LI-1. LI-1 verwertet Glucose und Galactosg §accharose und Salicin schwach, wah-
rend Leifsonia pindariensisdiese Zucker nicht, dafir aber Maltose, nutzennkabie
Methylrot-Probe war bei LI-1 schwach positiv, haifsonia pindariensisiegativ. Amylase
wird von LI-1 produziert. Die beiden nachsten Vemdgen konnen Stérke nicht hydrolisieren.
Alle drei Stamme produzieren Katalase. Innerhalb gigesteten Antibiotika erwiesen sich
die drei Stamme gegenuber (Oxy-)Tetracyclin undafaycin(-Sulfat) resistent. Penicillin G,
Streptomycin, Novobiocin und Rifampicin induziertbei LI-1 undLeifsonia pindariensis
eine Hemmung, wurden béflicroterricola viridarii nicht getestet. Unterschiedlich ist die
Empfindlichkeit gegentiber Ampicillin und Erythromyggcdie bei den nachsten Verwandten

von LI-1 eine Hemmung auslosen, bei dem Isolatsselizht.

Trotz der hohen Sequenziibereinstimmung von Ubeéx98d einer morphologischen Ahn-
lichkeit, unterscheidet sich Isolat LI-1 in viel@hysiologisch-biochemischen Eigenschaften
eindeutig vonMicroterricola viridarii und Leifsonia pindariensisVor allem das stark unter-
schiedliche Temperaturspektrum vdvicroterricola viridarii spricht dagegen, dass der
Stamm zusammen mit LI-1 zu einer Art gehort. Dienfidhkeit zuLeifsonia pindariensisst
unter diesem Aspekt etwas hoher, da der Stamm augleinem Niedrigtemperatur-Habitat,
einem Himalaya-Gletscher, isoliert wurde. Hochstwaheinlich handelt es sich bei LI-1 um
eine neue Art in der Familie d&fircrobacteriaceae zur genaueren taxonomischen Einord-

nung sind aber weitere Test notwendig (siehe Aakpli

Auch aus den arktischen Bodenproben konnten mit1SKhd SK-3 Vertreter der
Microbacteriaceaesoliert werden. SK-1 un@€ryobacterium psychrotoleransefinden sich
mit 97,5 % Sequenzahnlichkeit lautASKEBRANDT & GOEBEL (1994) knapp innerhalb einer
Artgrenze. Sowohl zBalinibacterium xinjiangens€6,7 %) als auch zErigoribacterium
faeni (96,6 %) weist Isolat SK-1 eine geringere Sequbaminstimmung als die der vorge-
schlagene 97 % auf, und wirde daher an Hand derRRS8-Analytik nicht mehr zu diesen
Spezies gehoren. Die phéanotypische Analyse ergdbe @emeinsamkeiten, aber auch einige
Unterschiede zwischen den verwandten Stammen. Mgisch betrachtet weisen die vier
Stamme einige Gemeinsamkeiten auf. Es handeltbgicallen um grampositive kurze (SK-1)

bis unregelméRig geformte Stabchen von &ahnliché3&r wobei SK-1Salinibacterium
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xinjiangense(ZHANG et al, 2008) undrrigoribacterium faeni(KAMPFER et al, 2000) keine
Sporen bilden. SK-1 zeigt im Vergleich Ziryobacterium psychrotoleran@HANG et al,
2007),Salinibacterium xinjiangensend Frigoribacterium faenieine groRe Ahnlichkeit in der
Koloniemorphologie. Die vier verwandten Stamme drildgelbe, runde, konvexe Kolonien
mit einem geschlossenen Rand aus. Das Temperditmspeliegt bei SK-1 (-6°C-28°C),
Cryobacterium psychrotoleran@°C-27°C), Salinibacterium xinjiangens@°C-23°C) und
Frigoribacterium faeni(-2°C-25°C) im psychrotoleranten bis psychrophi@ereich. Auf-
fallig ist, dass die vier Stamme schon ab Tempegatiiber 28°C nicht mehr wachsen kénnen
und Isolat SK-1 undFrigoribacterium faeniauch im negativen Temperaturbereich moderates
Wachstum aufweiserkrigoribacterium faenibesitzt ein niedriges Temperaturoptimum zwi-
schen 4°C und 10°C, dagegen liegen das OptimumSkod und das der anderen nah ver-
wandten Stamme um 20°C. Sowie das pH-Spektrurmuals das pH-Optimum von SK-1 (pH
5,0-9,5/ pH 6,5-7,5) ist im Vergleich Z0ryobacterium psychrotolerangH 5,0-10,0/ pH
6,0-7,0) undSalinibacterium xinjiangenséH 5,0-9,0/ pH 6,0-8,0) sehr &hnlich. Physiolo-
gische Unterschiede gibt es in der Salztoleranz.hfdfi@ SK-1 undCryobacterium
psychrotolerans) % bis maximal 5 % bzw. 4 % NaCl tolerieren, waichalinibacterium
xinjiangensebei Salzkonzentrationen bis zu 14 %. SK-1 unddie nachsten Verwandten
wachsen aerob. Deutliche Unterschiede zwischen SiRdlFrigoribacterium faenitreten
hinsichtlich der Zuckerverwertbarkeit unter Sauldiimg auf. SK-1 kann mit Glucose, Ga-
lactose, Maltose, Mannitol, Saccharose, Salicin Xiyldse wesentlich mehr Zucker oder Zu-
ckeralkohole verwerten, alBrigoribacterium faeni welches nur Glucose und Adonitol
schwach umsetzt. Glucose und Galactose werden\ewrc8alinibacterium xinjiangensge-
nutzt. SK-1 undCryobacterium psychrotolerarsnd in der Lage Glucose, Maltose und Xy-
lose zu verwerten, Galactose und Saccharose kdmmewnon SK-1, Arabinose dagegen nur
von Cryobacterium psychrotoleranster Saurebildung abgebaut werden. Gemeinsamkeite
in der biochemischen Leistungsfahigkeit aller \i¢&mme existieren in der Bildung von Ka-
talase und dem Nichtvorhandensein einer Cytochrgbxidase. Gelatinase-, Indol- und
Urease-Test waren sowohl bei SK-1 als auch ®giobacterium psychrotoleransind
Salinibacterium xinjiangenseegativ. Im Gegensatz zu den beiden letztgenarBti@&mmen
ist Isolat SK-1 nicht dazu in der Lage Starke zdrbiisieren.Cryobacterium psychrotolerans
kann auf3erdem Casein proteolytisch abbauen, SkdiSahnibacterium xinjiangensdage-
gen nicht.
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Die vorhandenen Unterschiede in der phanotypiscltesrakterisierung bestatigen das Er-
gebnis der 16S rRNA-Analyse. Im Vergleich von SktlFrigoribacterium faenisprechen,
sowohl die geringen Sequenzubereinstimmung (96,Gauch das abweichende Tempera-
turoptimum und die Unterschiede in der Zuckervetwsy dagegen, dass die beiden Stamme
zu einer Art gehoren. Der sehr deutliche Unteestin der Salztoleranz und eine Sequenz-
ahnlichkeit unter 97 % deuten auch bei SK-1 Gatinibacterium xinjiangensauf zwei ver-
schiedene Arten hin. Obwohl die 16S rRNA-Sequensaven SK-1 undCryobacterium
psychrotolerandiber 97 % liegt, weisen beide Stamme Unterschiedier Zuckerverwert-
barkeit und in der biochemischen Leistungsfahigieft Daher handelt es sich bei Isolat SK-
1, unter Vorbehalt weiterer Tests, wahrscheinlialn eine neue Spezies und vielleicht auch

um eine neue Gattung in der Familie NBcrobacteriaceae

Bei Isolat SK-3 von Store Koldewey handelt es sioheinen weiteren Vertreter aus der Fa-
milie der Microbacteriaceae Die Reinkultur weist eine sehr hohe Sequenzibstieamung

zu Agreia pratensig99,8 %) undAgreia bicolorata(99,6 %) auf, aber gerade diese beiden
Stamme sind ein gutes Beispiel dafir, dass auchkRkiren mit einer hohen Sequenz-
ahnlichkeit von tUber 97 % zu unterschiedlichen Agehdren kénnen. Obwohl die Sequenz-
Ubereinstimmung vorAgreia pratensisund Agreia bicolorata99,6 % betragt, bilden die
Stamme auf Grund ihrer unterschiedlichen andergartSchaften jeweils eine eigene Spezies.
Agreia pratensidgst identisch mitSubtercola pratensisvelcher 2003 von GiUMANN et al
zum AgreiaGenus reklassifiziert wurde. Als Zellform bildeheadrei Vertreter unregelma-
Rige, sporenlose Stabchen aus. Hinsichtlich ddg@@e findet man eine Ahnlichkeit zwi-
schen SK-3 (0,4-0,6 um x 2,0-3,5 um) uAdreia bicolorata(0,4-0,5 pm x 1,2-2,5 pm;
EVTUSHENKO et al, 2001). Die Koloniemorphologie von SK-3 uAdreia pratensisst nahe-

zu identisch. Beide Stamme bilden ganzrandige,euglédnzend gelbe Kolonien, die in ihrem
Profil leicht erhaben sind. Die Kolonien véwgreia bicoloratadagegen sind, wie der Name
schon sagt, zweifarbig von gelb-orange bis braamge ausgeprégt und in ihrer Konsistenz
eher halbflissig bis fllissig, anstatt klebrig bidgchleimig, wie SK-3. Laut @m-Farbung
und Lysozym-Test gehort SK-3 zu den gramnegativaktédien. Die beideAgreiaVertreter
werden den grampositiven Bakterien zugeordnet. Nelee Koloniemorphologie unterschei-
det sich SK-3 auch physiologisch véwmreia bicolorata Agreia bicolorataist mit einem
Temperaturoptimum um 25°C und Wachstum bis 37°Coptag wéahrend die psychrophilen
Vertreter SK-3 (bis -6°C) unfAgreia pratensigbis -2°C) auch bei Temperaturen unter dem

Gefrierpunkt wachsen. Das Temperaturoptimum von33ikegt mit 16°C deutlich unter dem
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von Agreia pratensig21-25°C). Alle drei Stamme sind obligat aerobdber biochemischen
Charakterisierung weisen SK-3 uAdreia pratensiviele Gemeinsamkeiten auf, wahrend zu
Agreia bicoloratamehrere Unterschiede deutlich werden. Sowohl S#s3 auchAgreia
pratensiskbnnen Glucose, Galactose, Mannitol, Trehalose Xiyldse unter Saurebildung
verwerten, die Zuckeralkohole Adonitol und Sorbwetrden nicht abgebaut. Einen Unter-
schied stellt die Nutzung von Rhamnose und AraldndisrchAgreia pratensisdar. Beide
Stamme sind Amylase-, Gelatinase-, Protease- unda®e-negativ und Katalase positiv.
Katalase kann auch vdkgreia bicolorataproduziert werden, Unterschiede treten im Test auf
Bildung von Schwefelwasserstoff, beim Oxidase-Text in der Methylrot-Probe auf. SK-3
ist H,S- und Oxidase-negativ und Methylrot-positAygreia bicoloratadagegen k5- und
Oxidase-positiv und Methylrot-negativ. SK-3 uAdreia bicoloratasind gegenuber Penicil-
lin, Ampicillin, (Oxy-)Tetracyclin und Rifampicin rapfindlich. Gegentiber Neomycin und
Streptomycin isfAgreia bicolorataresistent, SK-3 empfindlich.

Trotz der hohen Sequenzibereinstimmung von SK-Agneia bicolorata(99,6 %) unter-
scheiden sich die Stamme eindeutig hinsichtlicleriiitoloniemorphologie, im Temperatur-
spektrum und in der biochemischen Leistungsfahigked konnen daher nicht einer Art zu-
geordnet werden. Die morphologische, physiologisam@ biochemische Charakteristik von
SK-3 undAgreia pratensisveisen tberwiegend Gemeinsamkeiten auf. Unterdehieerden

in der physiologischen Charakteristik hinsichtlads Temperaturspektrums und des Tempe-
raturoptimums deutlich. Die hohe Ahnlichkeit in deenotypischen (Sequenziiber-
einstimmung von 99,8 %) und phéanotypischen Charigiteung deuten darauf hin, dass die
StammeAgreia pratensiund SK-3 zu einer Gattung gehéren. Auf Grund deerachied-
lichen Temperaturoptimums kénnte es sich bei Is8lkt3 um eine neue Art im Genus
Agreiaoder zumindest um einen neuen Stamm dieser AdelanFur eine endgultige Klassi-

fizierung von SK-3 sind auch hier weitere Testsasotdig.

Zu denActinobacteriazédhlen auch die Isolate LI-2 und LI-3, die inndbhder Familie der
Micrococcaceaadem GenusArthrobacter zugeordnet sind. Isolat LI-2 weist eine Sequenz-
Ubereinstimmung von 97,8 % zArthrobacter psychrolactophilusind von 97,7 % zu
Arthrobacter stackebrandtiauf. Obwohl eine Artzugehdorigkeit bei Uber 97 %q&nz-
ahnlichkeit (SACKEBRANDT & GOEBEL, 1994) wahrscheinlich ist, wurden deutliche Unter-
schiede im Phanotyp festgestellt, was in den Unb&dihgungen der unterschiedlichen Stan-
dorte begrindet sein kann. Wahrend LI-2 aus arnsahieém Permafrostboden isoliert wurde,

stammt Arthrobacter psychrolactophilu§LoveELAND-CURTZE et al, 1999) aus Farmland-
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Boden undArthrobacter stackebrandti{TvrRzovA et al, 2005) aus Geflugelabfall. In der
Zellmorphologie unterscheidet sich LI-2 von seinéchsten Verwandten. LI-2 erwies sich in
der QRAM-Farbung und im Lysozym-Test als gramnegativ urgitbieGeil3eln zur Fortbewe-
gung, dieArthrobacterVertreter sind grampositiv und nicht beweglicheQiellen von LI-2
(0,3-0,5 um x 0,5-2,0 ymArthrobacter psychrolactophilug0,5-1,4 um) undirthrobacter
stackebrandtii(0,6-1,0 um x 1,0-3,0 um) bilden einen Rod-CocZyklus aus und variieren
daher, abhéngig vom Entwicklungsstadium, hinsichtiellgrof3e und —form. Sporen werden
von keinen der Stamme gebildet. Die Temperaturspekton LI-2 (-6°C-28°C)Arthobacter
psychrolactophilug0°C-30°C) undA. stackebrandti{4°C-30°C) unterscheiden sich. Weitere
physiologische Unterschiede werden zwischen LI-@ Anstackebrandtiiin Bezug auf pH-
Wert und Salztoleranz deutlich. LI-2 ist in der keag einem pH-Bereich von pH 4,0 bis pH
9,5 und bei Salzkonzentrationen von 0 % bis 10 %INau wachsenA. stackebrandtii
wachst in einem etwas engeren pH-Spektrum von @F 3, und kann nur Salzkonzentratio-
nen bis 5 % NacCl tolerieren. WahreAd psychrolactophilusind A. stackebrandtiiobligat
aerob sind, wéchst LI-2 zwar bevorzugt mit Sauéfiskann aber auch fakultativ anaerob
ohne Sauerstoff Uberlebef. psychrolactophilukann im Gegensatz zu LI-2 keine Séure aus
Glucose bilden, nutzt aber Lactose als alleinigdl&stoffquelle. Lactose wird von LI-2,
hinsichtlich der Saurebildung, nicht verwertet. . baut Glucose, Galactose, Mannitol und
Saccharose unter Saurebildung Abstackebrandtiist dazu nicht in der Lage. Bis auf die
Fahigkeit zur Bildung von Katalase, die alle dr&irBme auszeichnet, treten in der biochemi-
schen Charakteristik deutliche Unterschiede auf2 kbnn weder Starke hydrolisieren noch
Gelatine abbauerA. psychrolactophilusind A. stackebrandtisind in diesen Tests positiv.
LI-2 und A. stackebrandtisind Urease-positiv und Oxidase-nega#\.psychrolactophilus
kann Harnstoff nicht spalten.

Vor allem die Unterschiede in der biochemischensiugigsfahigkeit sprechen dafir, dass
Isolat LI-2 wederArthrobacter psychrolactophilysnoch Arthrobacter stackebrandtizu-
geordnet werden kann, sondern eine eigene Speies. b-Ur A. psychrolactophilusst die
Verwertbarkeit von Lactose eine bestimmende Chareigenschaft, die bei LI-2 nicht gege-
ben ist. Zwischen LI-2 und. stackebrandtiexistieren auf3erdem physiologische Diskrepan-
zen hinsichtlich der Salztoleranz und der pH-Vejtchkeit, die den Vorschlag von LI-2 als
neue Art bekraftigen.

Die Sequenzibereinstimmung von LI-3 Auhrobacter kerguelensisund zuArthrobacter

psychrophenolicubetragt 97,6 %, wonach auch diese Reinkultur vimmgston Island zur
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Familie derMicrococcaceaegehért und dem Genusrthrobacter zugeordnet sein koénnte.
Sowie Arthrobacter kerguelensi@GUPTA et al, 2004), isoliert aus Seewasser von den Ker-
guelen Islands (Sub-Antarktis), als auktthrobacter psychrophenolicUMARGESIN et al,
2004), aus einer alpinen Eishohle (Osterreich)nstan aus extremen Niedrigtemperatur-
habitaten. Zellmorphologisch betrachtet handekiels bei allen drei Stammen um sporenlo-
se, grampositive, unregelmalige kurze Stabchenewmdbkerguelensisund Arthrobacter
psychrophenolicuseinen Rod-Coccus-Zyklus aufweisen. Isolat LI-3 uAdhrobacter
psychrophenolicudilden runde, ganzrandige, konvexe, glanzend getidenien aus. Auch
die Kolonien vonA. kerguelensisind gelb. Isolat LI-3 (-6°C-24°CA. psychrophenolicus
(1°C-25°C) undArthrobacter kerguelensig°C-30°C) unterscheiden sich in ihrem Tempera-
turspektrum, wobei LI-3 auch deutliches Wachstum Temmperaturen unter 0°C aufweist.
Auch die Temperaturoptima vakrthrobacter kerguelensi@2°C) und LI-3 (16°C) sind ver-
schieden. Im Salztoleranzverhalten werden Unteegehzwischen den drei Stammen deut-
lich. Wéahrend LI-3 bis zu 10 % NaCl toleriert, waeh A. kerguelensig6é % NaCl) und
A. psychrophenolicuél-3 % NacCl) bei deutlich geringeren Salzkonzarmren. Alle drei
Stamme wachsen bevorzugt aerob, wobei LI-3 audhlttiky anaerobes Wachstum zeigt. In
Hinblick auf die Zuckerverwertbarkeit lassen sialr hl-3 undA. kerguelensisergleichen.
Glucose, Galactose, Lactose, Mannitol und Sacchanesden von beiden Stammen nicht
abgebaut. LI-3 verwertet Rhamnose in geringem MaR&erguelensisicht. Mit der Nut-
zung von Xylose verhélt es sich entgegengeset#.dei Stamme sind Indol-negativ und
Katalase-positiv. Im weiteren biochemischen Vedleisind sowohl LI-3 als auclA.
kerguelensisAmylase- und Methylrot-negativ. Unterschiede egrsin in der Gelatinase-,
Protease-, Urease- und Oxidase-Aktivitat. LI-3 teeigich in diesen Tests negati,
kerguelensisdagegen produziert diese Enzynde. psychrophenolicusst, genau wie LI-3,
Gelatinase- und Oxidase-negativ, kann aber im Gagerzu LI-3 kein Schwefelwasserstoff
aus schwefelhaltigen Eiweif3verbindungen herstel@egentber den Antibiotika Ampicillin
und (Oxy-)Tetracyclin sind alle drei Stamme emplicid LI-3 und A. kerguelensisverden
auRerdem durch Penicillin, Kanamycin(-Sulfat), Stoenycin und Erythromycin gehemmt.
Hinsichtlich der Antibiotika-Empfindlichkeit und dezellmorphologie sind sich LI-3 und
Arthrobacter kerguelensislurchaus ahnlich, vergleicht man dagegen physibgisEigen-
schaften, wie Temperaturspektrum und Salztolerater die biochemische Leistungsfahig-
keit, werden viele Unterschiede deutlich. Trotz 8eguenzibereinstimmung von tber 97 %
sprechen diese Unterschiede dafir, dass LI-3Autidobacter kerguelensisicht zu einer Art

gehoren. LI-3 undArthrobacter psychrophenolicushneln sich in ihrer Zell- und Kolonie-
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morphologie und mehreren biochemischen Eigenschaller Hauptunterschied liegt in der
Salztoleranz und im Wachstum im Minus-Temperatwgiser Es ist durchaus moglich, dass
es sich bei LI-3 um eine neue Art in der Familie ig&crococcaceaéandelt. Um Isolat LI-3

einer eigenen neuen Spezies zu zuordnen, sindrev@igsts erforderlich.

Isolat LI-4 besitzt eine hohe SequenziibereinstimgraunSporosarcina globispor&98,8 %)
und Filibacter limicola (98,7 %) und wird demnach der Familie éBanococcaceaen dem
Phylum Firmicutes zugeordnet.Sporosarcina globisporavurde urspringlich al8acillus
globisporusbeschrieben (ARKIN & STOKES, 1967) und von ¥oN et al (2001) in dem neuen
GenusSporosarcinaeklassifiziert. Wahrend sich LI-4 ur&porosarcina globispord_ARKIN

& STOKES, 1967) morphologisch ahneln, weist LI-4Filibacter limicola (MAIDEN & JONES
1984) in dieser Hinsicht Unterschiede auf. Die &elNonFilibacter limicola sind (1,1 um x
3-30 um) filamentos. Isolat LI-4 (0,5-0,8 um x 2,0;0 um) undSporosarcina globispora
(0,8-1,1 pm x 1,3-6,4 um) bilden kleinere stdbctiemige Zellen aus. Sowohl LI-4 als auch
Sporosarcina globisporaind grampositiv (letzterer auch gramvariabel) beditzen Geil3eln
zur Fortbewegungilibacter limicola ist unbegeif3elt und gramnegativ. Von den drei Stam
men bildet nurSporosarcina globispordei Temperaturen um 0°C Sporen aus. Bei LI-4
konnte unter normalen Wachstumsbedingungen keinee8bildung beobachtet werden. Die
Kolonien sind hell beige oder ocker (LI-4) bis we&fporosarcina globispojagefarbt oder
ohne Pigmentierung béilibacter limicola. Filibacter limicola(4°C bis 26°C) und LI-4 (5°C
bis 28°C) zeigen psychrotolerantes Wachstum mit lichhem Temperaturspektrum,
Sporosarcina globisporavachst auch bei Temperaturen um 0°C und nur 5i€ 2Allerdings
liegt das Temperaturoptimum von LI-4 (16°C) niedrigls das vosporosarcina globispora
(20°C-25°C) undFilibacter limicola (20°C). Der Salztoleranzbereich vd@porosarcina
globisporavariiert zwischen 2 % und 4 % NaCl und liegt wis bl-4 (0-6 %) unter 7 %
NaCl. Im Gegensatz ztrilibacter limicola, der strikt aerob wachst, konnen LI-4 und
Sporosarcina globisporauch fakultativ anaerob tberleben. WahrEiitacter limicola kei-

ne Zucker unter Saurebildung abbaut, sind LI-4 &pdrosarcina globisporan der Lage
Glucose zu verwerten, unterscheiden sich aber lirNdézung von Dulcitol (LI-4 — positiv)
und Saccharose (LI-4 — negativ). Alle drei Stamimd §hig Harnstoff zu spalten und Kata-
lase zu bilden. Gelatine wird von den nachsten edten von LI-4 abgebaut, von dem
Stamm selbst nicht. LI-4 urflibacter limicolaunterscheiden sich au3erdem in der Protease-
(LI-4 — positiv) und Oxidase-Aktivitat (LI-4 — netj@). Beide Stamme sind nicht in der Lage

Starke zu spalten.
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Die deutlichen Unterschiede in der morphologiscinet biochemischen Charakteristik lassen
trotz eines ahnlichen Temperaturspektrums und diern Sequenzibereinstimmung darauf
schlieen, dass LI-4 urfdlibacter limicola nicht zu einer Art oder zu einer Gattung gehoren.
Zwischen LI-4 undSporosarcina globisporaxistieren nur geringe morphologische (Kolonie-
farbe), physiologische (Temperaturspektrum) undcheonische Unterschiede. Allerding
zeichnet sich der Gen@&porosarcinaindeutig durch Sporenbildung ausof et al, 2001),
was unter normalen Wachstumsbedingungen bei Lichtrder Fall war. Auf Grund dieser
Unterschiede konnte Isolat LI-4 eine neue Art ddliest. Die genaue phylogenetische Einord-

nung kann erst nach weiteren Tests abgeschlosseenve

Isolat SK-2 gehort, mit einer Sequenziubereinstimgnuon 98,6 % zuFlavobacterium
hydatis und 98,3 % zuFlavobacterium glaciei,zur Familie der Flavobacteriaceae
Flavobacterium hydatigjrspringlichCytophaga aquatilisaus den Kiemen eines SuR3wasser-
fisches isoliert (8ROHL & TAIT, 1978), wurde 1996 vonEHRNADET et al reklassifiziert.
Flavobacterium glaciestammt von Chinas Gletscher Nr. IHARG et al, 2006). Die drei
Stamme unterscheiden sich morphologisch hinsi¢htdellgrofie und Geil3el-Ausbildung.
SK-2 (0,2-0,5 pm x 2,5-8,0 umiflavobacterium hydati¢0,5-0,75 pum x 5,0-15,0 um) und
Flavobacterium glacie(0,45-0,55 pm x 2,7-6,3 um) bilden gramnegativ&&hen, wobei
nur SK-2 begeil3elt ist. Die Koloniefarbe variiegtcht von durchscheinend gelb-orange (SK-
2), Uber gelb-orange oder hellbrauRlajvobacterium hydatjs bis gelb Flavobacterium
glaciei). Die Kolonien von SK-2 sind flach im Profil miirem wimpernférmigen Rand,
Flavobacterium glacieidagegen bildet ganzrandige konvexe Kolonien abysiBlogisch
sind sich die drei Stamme &hnlich. Das Temperatumepn der Stamme liegt um 20°C. SK-2
wachst bereits bei 0°C bis hin zu 28%avobacterium hydatikann bei Temperaturen tber
0°C und unter 37°C wachsefRlavobacterium glaciezeigt, wie SK-2, psychrotolerantes
Wachstum (4°C-25°C). Der tolerierte pH-Wertbereiglon SK-2 (pH 5,0-9,0) und
Flavobacterium glacie{pH 6,0-9,0) ist sehr ahnlich, inklusive der Omiwvon pH 6,5 bzw.
pH 6,5-7,5. Sowohl SK-2 als auétavobacterium glacietolerieren niedrige Salzkonzentra-
tionen von 0-1,5 % bzw. 0-1 % NaCl. WahreRlvobacterium glacieiobligat aerob ist,
kénnen SK-2 undrlavobacterium hydatisuch fakultativ anaerob wachsen. Die Zuckerver-
wertbarkeit zeigt weitere Unterschiede auf. Beivobacterium glacieikonnte keine S&aure-
bildung aus Kohlenhydraten nachgewiesen werden2 $iKe Flavobacterium hydati®auen
Glucose, Maltose und Trehalose unter Saurebilding.actose, Mannitol und Inositol kann

von keinen der Stamme verwertet werden. Im Gegesatlavobacterium hydatiautzt SK-
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2 zusatzlich Galactose, Saccharose und Salicine@nlohlenhydrate, wie Arabinose, Dul-
citol (variabel) und Xylose werden vdAavobacterium hydatisimgesetzt und von SK-2
nicht. SK-2 und seine nachsten Verwandten sind Ase#, Protease- und Oxidase-positiv,
aber Indol-, Urease- und Methylrot-negatMavobacterium hydatisund Flavobacterium
glaciei bilden Gelatinase und Katalase, SK-2 besitzt digsgymaktivitaten nicht. Allerdings
ist SK-2 in der Lage in geringem MalRe Schwefelwatst# aus schwefelhaltigen Eiweil3-
verbindungen herzustellen. Gegenuber (Oxy-)Tettacynd Novobiocin sind SK-2 und
Flavobacterium hydatiempfindlich. Penicillin und Ampicillin |I6sen keindemmung aus.
SK-2 ist gegeniber Kanamycin-Sulfat, Neomycin, @tmycin und Erythromycin resistent,
Flavobacterium hydatist gegentber diesen Antibiotika empfindlich.

Trotz der Sequenzibereinstimmung von 98,3 % undptgsiologischen Ahnlichkeit zwi-
schen SK-2 undFlavobacterium glacigisprechen die Unterschiede in der Zell- und Kaeni
morphologie, der Zuckerverwertbarkeit und der benischen Leistungsfahigkeit dafir, dass
diese beiden Stamme nicht zu einer Spezies gehdte zuFlavobacterium hydatisveist
Isolat SK-2 in jedem Bereich der ph&notypischenr@ktaristik Unterschiede auf, wonach
auch diese Stamme nicht einer Art zugeordnet wekdanen. Hochstwahrscheinlich handelt

es sich bei Isolat SK-2 um eine neue Art in der ifarder Flavobacteriaceae

Mit einer Sequenzubereinstimmung von 99,9 %Pagudomonas migulagnd 99,5 % zu
Pseudomonas brenneist Isolat SK-4 dem GenuBseudomonasn der Familie der der
Pseudomonadaceaaigeordnet. SowoHPseudomonas migula@ERHILLE et al, 1999) als
auchPseudomonas brenngiBADIA et al,, 2001) wurden aus natirlichem Mineralwasser iso-
liert. Es handelt sich bei den drei Stammen um gegative Stabchen, wobei SK-4 (0,5-0,8
pum x 0,8-2,7 um) uné. migulae(0,5-0,7 um x 1,5-2,5 um) nahezu gleich gro3 s8i4
und P. brenneribesitzen keine Sporen. Im Gegensatz zu den beideinsten Verwandten
bildet SK-4 laut Farbung auch keine Geif3eln aus. Kolonien der Stamme sind rund, bei
SK-4 mit wimpernférmigem, bd?. migulaeundP. brennerimit glattem Rand. SK-4 wachst
in einem Temperaturbereich von 5°C bis 28°C, mitngem Wachstum auch bei 32°C. Der
tolerierte Temperaturbereich f&x migulae(4°C-35°C) undP. brenneri(4°C bis < 41°C) ist
etwas hoher, aber ahnlich. Das TemperaturoptimumSk-4 liegt mit 24°C unter dem von
P. migulae(30°C). Die Salztoleranz verhalt sich bei SK-460@-NaCl) undP. brenneri(0-
3%, < 5 % NaCl) sehr ahnlich, wahreRd migulaenur Salzkonzentrationen > 0,8 % NaCl
toleriert. Sowohl SK-4 als audh. migulaesind Amylase-, Gelatinase- und Indol-negativ.

Alle drei Stamme sind nicht in der Lage Harnstaffspalten, besitzen aber Oxidase- und Ka-



Diskussion

talase-Aktivitat. Hinsichtlich der Zuckerverwertkait unter Saurebildung oder der Empfind-
lichkeit gegeniber Antibiotika kdnnen auf Grund |étfder vergleichbarer Daten, d.h. An-
wendung unterschiedlicher Tests, keine Aussageradgenwerden, was die phanotypische
Einordnung des Isolates SK-4 insgesamt erschwert.

In der biochemischen Leistungsfahigkeit gleicherh dsolat SK-4,Pseudomonas migulae
und Pseudomonas brennettim Bereich der morphologischen und physiologiscGharakte-
ristik existieren sowohl z®. migulae(Salztoleranz) als auch Zu brenneri(Temperatur-
spektrum) leichte Unterschiede. Die hohen Sequmetizékeiten von Uber 99 % deuten dar-
auf hin, dass SK-4 dem GenBseudomonagugeordnet ist. Mit 99,9 % Sequenzibereins-
timmung und einer hohen phéanotypischen Ahnlichistieine Artzugehorigkeit von SK-4 zu
P. migulaewahrscheinlich. Um diese Vermutung zu bestatigéissten weitere phanotypi-
sche Merkmale verglichen werden oder die Charalégting durch weitere genotypische

Untersuchungen erganzt werden.

Die Isolate LI-1, LI-2 und SK-3 erwiesen sich sowimhder GRAM-Farbung, als auch im Ly-
sozym-Test als gramnegativ. In der phylogenetisohealyse wurden diese Isolate zusam-
men mit LI-3 und SK-1 dem Phylum und der Klasse Aetinobacteriazugeordnet. Die
Actinobacteriaund ihre Vertreter z&hlen zu den grampositivent&an, wonach auch fur
die Isolate LI-1, LI-2 und SK-3 ein positivesrR&v-Verhalten zu erwarten gewesen ware.
Eine Erklarung ware, dass es sich hierbei um graabla Bakterien handelt. Auf3erdem
kénnte das Ergebnis dem@mv-Farbung fehlerhaft sein, da oft auch gramposiBagterien
beim Waschen mit Ethanol entfarbt werdem{BENDT et al 2002). Im Fall von LI-2, LI-3
und SK-3 wirde der negative Lysozym-Test deaf@-Farbung bestatigen. Um ein sicheres

Ergebnis hinsichtlich deskam-Verhaltens zu erzielen, waren weitere Tests eeftiah.

6.3 Bedeutung der untersuchten Organismen

Der Wachstumstest auf unterschiedlichen Medienkerdass die Mehrzahl der Stamme auch
mit einem verdinnten Vollimedium wie % LB wachst.-3Kund SK-4 bendtigen, wahr-
scheinlich in optimaler Anpassung an ihren Kohlefidimitierten Standort, ein N&hrstoff-
reduziertes Nutrient-Medium fur ein gutes Wachstine Anpassung an geringe Nahrstoff-
konzentrationen wird auch darin deutlich, dass kigate, auRer LI-4, auf einem Minimal-
medium mit Glucose, die Reinkulturen LI-2, LI-3, 8Kund SK-3 auch auf einem Minimal-

medium ohne Glucose, wachsen.
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Innerhalb der mikrobiellen Gemeinschaft der Antarktominieren Vertreter aus den Phyla
der Actinobacteria und der Bakteroidetes wobei auch Acidobacteria Cyanobacteria,
Deinococcus-Thermus, Firmicutesd Proteobacteriavorkommen (lGOLINI & BOCKHEIM,
2007). In der vorliegenden Arbeit konnten drei dgel(LI-1, LI-2, LI-3) dem dominierenden
Phylum derActinobacteriaund LI-4 denFirmicuteszugeordnet werden. In arktischen Habi-
taten findet marActinobacteria Acidobacteria Flavobacteriaund -, -, -Proteobacteria
(HANSEN et al, 2007). Aus den Bodenproben von Store Koldeweaynten, diese Aussage
bestétigend, exemplarisch Vertreter detinobacteria(SK-1, SK-3), defFlavobacteria(SK-

2) und der -Proteobacteria(SK-4) identifiziert werden. DiActinobacteriaund insbesondere
der GenudArthrobacterweisen einen sehr heterogenen Stoffwechsel aufsimtioft in der
Lage ungewdhnliche Substanzen wie Herbizide, Pleerdér Nicotine abzubauen. Mit diesen
Fahigkeiten konnten die isolierten Reinkulturereaivichtige Rolle in ihrem Okosystem spie-
len. Die Analyse unterschiedlicher Nahrmedien leaieggt, dass die Isolate LI-2 und LI-3 von
Livingston Island, sowie SK-1 und SK-3 von Storeld@wvey fahig sind auf einem Mi-
nimalmedium ohne Glucose als Kohlenstoffquelle achgen. Da das Minimalmedium kei-
nen Kohlenstoff enthélt, stand den Organismen asr@Q in der Luft als Kohlenstoffquelle
zur Verfugung. Es ist naheliegend, dass diese @Gng@m zu autotrophen Wachstum befahigt
sein konnen und auf diese Weise als Primarprodeaegine wichtige Grundlage im Okosys-
tem bilden. Auf Grund ihrer Fahigkeit aus anorgelnén, organische Stoffe herzustellen und
CO, zu fixieren, sind autotrophe Organismen von emisemder Bedeutung im Okosystem.
Die Kohlenstofffixierung der Mikroorganismen konnite Calvin-Zyklus, im ricklaufigen
Citrat-Zyklus oder im Hydroxypropionat-Zyklus erfigin. Photoautotrophes Wachstum, mit
dem Sonnenlicht als Energiequelle, ware beziglerhBsbdenproben nur in den oberen licht-
durchlassigen Bodenschichten mdéglich. Photoautb&o@rganismen wieCyanobakteria
konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht isoliert vardda alle Reinkulturen ohne Licht ange-
zogen wurden. Autotrophie ist aul3erdem im RahmenGioemolithotrophie (aerob), Metha-
nogenese (anaerob) oder Acetogenese (anaerob)cmoDie Bakterien liefern, ob als Pri-
marproduzenten oder mit heterotrophem Wachstunhtige Substanzen und Nahrstoffe, die
als Grundlage zum Wachstum anderer Lebewesen intatiaenen. In den, im Rahmen der
Arbeit untersuchten, polaren Gebieten existierinrwéberhaupt, eine initiale Bodenbildung.
Bei der initialen Bodenbildung werden zunachst &east physikalisch und chemisch verwit-
tert. Die dabei entstehenden anorganischen Sulestakimnten von chemolithoautotrophen

Mikroorganismen als Elektronendonatoren zur Oxatatienutzt werden. Das von den autot-
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rophen bereit gestellte organische Material diéniGrundlage fir chemoorganotrophe Mik-
roorganismen, die Teil der biologischen Bodenbifghprozesse sind, indem sie organische
Saure oder Kohlenséure produzieren. Des WeitetetigsMineralisierung des organischen
Materials durch Mikroorganismen von besonderer Badey, um Kohlenstoffdioxid, Wasser,
Mineralstoffe und Spurenelemente fur héhere Orga@isbereit zu stellen. Die Aktivitat von
Mikroorganismen ermdglicht die weitere Besiedlures dodens durch andere Mikroorga-
nismen und Pflanzen und bildet damit eine Grundfégelie Entwicklung des Habitats. Da
Bakterien an einer Vielzahl geochemischer Stoffuresdvie dem Kohlenstoff- oder Stick-
stoffkreislauf der Erde beteiligt sind, beeinflussge aulerdem das gesamte globale Klima-
system.

Die extremen Umweltbedingen der polaren Habitatenk®® ungewohnlichen Eigenschaften
und Fahigkeiten der Mikroorganismen resultieree, @n groRes Potential fir biotechnolo-
gischen Anwendungen, in Bereich der Mullentsorguriigungs- und Nahrungsmittelindust-
rie, Enzymologie oder Medizin, beinhalten kbnnem@deSIN& SCHINNER, 1994). Kalteop-
timierte Enzyme konnten die Arbeitstemperaturerntsprechenden industriellen Produkti-
onsprozessen herabsetzen und somit zur Energieeimgpbeitragen oder hitzeempfindliche
Materialien werden durch Einsatz kalteadaptiertezyine geschont. Bei Wasch- und Reini-
gungsmitteln kdbnnen Proteasen, Cellulasen oderskipanit Leitungswasser eingesetzt wer-
den. In der Nahrungsmittelindustrie sorgen verstdnste Enzyme fur den Erhalt von Fri-
sche, Geschmack und Produktqualitat. Der Einsate Katalase fuhrt in der Abwasserbe-
handlung zur Energieersparnis ARGESIN & SCHINNER, 1999; QiGIYA et al, 1999) Das Ab-
baupotential vorArthrobacterVertretern bietet eventuell Einsatzmdglichkeitarder Biore-
midation oder Dekontamination, denn viele Bodendxaéh nutzen organische Giftstoffe als
Kohlenstoff- oder Energiequelle oder unter anaemoBedingungen als Elektronenakzeptor
(Scow, 2000). Arthrobacter psychrophenolicukann beispielsweise phenolische Verbin-
dungen abbauen. Audirthrobacter chlorophenolicuserwertet 4-Chlorophenol optimal bei
niedrigen Temperaturen (5°CABKMAN et al, 2004). Viele Bodenbakterien er6ffnen aul3er-
dem Moglichkeiten hinsichtlich ihrer Antibiotika-8tuktion. Es kdnnten neue Antibiotika
entdeckt werden, was in Anbetracht auftretendelisRasen von grof3er medizinischer Be-

deutung ist.

6.4 Ausblick

Die Untersuchung der prokaryotischen Diversitat immd Beziehung zum Okosystem beson-

ders in extremen Habitaten wie Arktis und Antarkstsund bleibt ein wichtiges und interes-
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santes Forschungsgebiet. Um die mikrobielle Gembaft und ihre Relevanz und Funktion
im Okosystem besser verstehen zu konnen, ist @gendig, Reinkulturen zu gewinnen und
die isolierten Mikroorganismen phylogenetisch zstimemen und physiologisch zu charakte-
risieren. FUr diese Charakterisierung ist ein plagischer Ansatz erforderlich AMDAMME

et al, 1996), indem molekulare Techniken in klassisgitgsiologische und biochemische
Kultivierungsmethoden integriert werdenig&=RT et al, 1996). In der vorliegenden Arbeit
wurden die ausgewahlten Isolate LI-1, LI-2, LI-3;4, SK-1, SK-2, SK-3 und SK-4 geno-
typisch hinsichtlich ihrer 16S rRNA analysiert. AarBem wurde in der morphologischen,
physiologisch-6kologischen und biochemischen Charaerung der Phanotyp beschrieben.
Die anerkanntesten Parameter in der prokaryotisdfexonomie hinsichtlich der Spezies-
grenze stellen die Gesamt-DNA-Ahnlichkeit (DNA-DNAybridisierung) und der G+C-Ge-
halt dar (RSELLO-MORA & AMANN, 2001). Um eine sichere Einordnung der Reinkutture
gewahrleisten, sollten daher eine DNA-DNA-Hybridising durchgefihrt und der G+C
mol% bestimmt werden, was in dieser Arbeit wegenfelelenden Analysegeréte nicht mog-
lich war. Ist der relative Bindungsgrad (RBR) wéideler DNA-DNA-Hybridisierung gleich
oder hoher als 70 % gehoren die untersuchten Bratesr zu einer Spezies ANE et al,
1987). Unterscheiden sich Organismen in ihrem G-ebaB um mehr als 10 mol% sind sie
nicht mehr einer Gattung zu zuordnen, die Artgrdiezt bei einem Unterschied von 5 mol%
(ROSELLO-MORA & AMANN, 2001). Eine andere Moglichkeit ware, ein weseséark kon-
serviertes Gen zu sequenzieren. So kdonnten beggisle House-Keeping-Gene als moleku-
lare Marker eingesetzt werden. Die allgemeine Ghiarsierung sollte au3erdem um chemo-
taxonomische Aspekte ergénzt werden. Dazu gehértZdilwandzusammensetzung unter
Angabe der vorherrschenden Zucker und Peptidogitarktur, die Analyse der Lipide
(Fettsaureanalytik, polare Lipide, Lipopolysacctarilsoprenoid-Chinone) und die Bestim-
mung der Polyamine. Mit Hilfe der Ergebnisse delirekten genotypischen Analyse und der
chemotaxonomischen Charakterisierung des Phan&typste die abschlieliende phylogene-
tische Einordnung der Isolate erfolgen.

Des Weiteren ware es sinnvoll den Ruckschluss zaiited zu erbringen und die Frage zu
klaren, in welcher Anzahl die charakterisiertenriRalturen im Boden vorkommen und wel-
che Rolle sie demnach tatsachlich fir das Okosystgiglen. Im Rahmen dieser Fragestel-
lung kdnnte man fur die Isolate spezifische Soriderstruieren, um eine Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) durchfiihren. Ein anderer Ampankt wére die Analyse der Anpas-
sungsmechanismen der Bakterien. Die extremen Urpeditigungen in den polaren Re-

gionen generieren besondere strukturelle und misahe Eigenschaften der Bakterien. Die
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Einzigartigkeit der (ant-)arktischen Stamme wirdeiner Divergenz zwischen diesen Stam-
men und ihren nicht-(ant-)arktischen Verwandtentlgdu(WYNN-WILLIAMS , 1996). Bezlg-
lich der vorliegenden Arbeit konnten zum BeispiiE Bubstanzen analysiert werden, die zur
pH-Wertanpassung ins Medium abgeben werden. Auffewdéde sich die Frage stellen, in
welcher Form die Isolate an die niedrigen Tempeeatwoder an hohe Salzkonzentrationen
angepasst sind. Die Anpassung an Psychrophiliatkdiber kalte-aktive Enzyme, die einen
erhohten Anteil an-Helix-Strukturen und polaren Aminosauren habereradne veranderte
Membran-Zusammensetzung mit einem hoheren Gehalhgesattigten Fettsauren, erfolgen.
Um hohe Salzkonzentrationen bzw. geringe Wasseitten zu tolerieren, kénnen die Or-
ganismen entweder Mechanismen aufweisen um dieganischen lonen aus der Zelle zu
pumpen, oder sie produzieren oder reichern ,Corbjgagolute”, wie Glycin, Betain Zucker

oder Prolin, an.
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10. Anhang

Tabelle 10-1: Zusammenfassung der Ergebnisse der @takterisierung der Isolate

rob)

Eigenschaft| LI-1 LI-2 LI-3 LI-4 SK-1 SK-2 SK-3 SK-4
; 0,5-2,5 |0,5-2,0 2,0-10,0 2,5-8,0 0,8...2,7
Lange um um 0,4-2,5 pm um 0,4-2,0 pm um 2,0-3,5 um um
. 0,3-0,5 |~0,5 0,5-0,8 - i 0,5-0,8

Breite um um 0,3-0,5 pm um 0,2-0,4 pm 0,2 pm 0,4-0,6 p num
Gram - - + - - -
GeilRel + + - + + +
Sporen - - - - - - - -

Stab- | Stab- |kurze Stab- kurze unre- (Svt-é;grcr:iene
Form Stabchen | gelméRige | Stédbchen 9€ | stabchen

chen chen |chen . Anord-

Stabchen
nung)

hell- leuchtend gelb-

. zitro- créme/ . . hell-gelb/ hell son- | weil3/
Kolonie- . gelb/ nicht | hell bei- . orange/ .
farbe nengelb/| eier- durchschei- | gefocker nlcht_durch- durch- nenblu- beige/

durch- |schale scheinend . mengelb | créme
S nend scheinend
sichtig
]t;(:lrgnle— rund rund rund mgpffor- rund rund rund rund
wimpern- wim-
Rand glatt glatt glatt glatt glatt o P glatt pernfor-
ormig .
mig
. . : . flach bis
. leicht leicht leicht erha- leicht er- .
Profil erhaben | erhaber erhaben konvex ben flach haben leicht
erhaben
stumpf . eher nicht leuch-
X leicht : . durch- .
Oberfliche bis glan- | glanzend stumpf bis| tend/glanzer eher scheinend leicht
leicht leicht d, eher stumpf N glanzend
N zend i glanzend
glanzend glanzend | stumpf
leicht leicht butterarti fest
butterar- feuch feucht- b .| zah- ich/ 9 klebrig b
Konsistenz |tig euc t flissig ““efaf.“g schleimig/ weie zah- .““e.raf'
. schlei- 2 schleimig : leicht .. |tig bis
schlei- . schleimig klebrig . schleimig g .
mig mig klebrig krisselig
Tempera- . . .
-6 bis -6 bis . o . ol R hi o . ok @ hi o~ 5 bis 28
Etdrns]pekt- 28°C 28°C -6 bis 24°C | 5 bis 28°C-6 bis 28°C | 0 bis 28°C-6 bis 28°C (32)°C
Tempera-
turopti- 16°C 16°C 16°C 16°C 20°C 20°C 16°C 24°C
mum
pH- 4,5 bis | 4,0 bis . . B . . . 4,0 bis
Spektrum | 9.5 95 4,0bis 9,5 | 6,0 bis 8,55,0 bis 9,5 5,0 bis 9,0 5,0 bis 9’011,0
pH- 5,5bis | 7,5 bis . 5 6,0 bis
Optimum | 6.5 80 6,5 7,5 6,5 bis 7,5 6,5 8,07 6.5
NaCl- - 0 0- - 0 -69 - 0 -1 509 .40 -69
Toleranz 0-4(5)% 9(10)% 0-9(10)% 0-6% 0-3(5)% 0-1,5% 0-4% 0-6%
NaCl- 12% | 0-1% | 0,5-3% 02% | 0% 0,5% 0-15% | 0%
Optimum
Vgrgilé%r;r aerob g‘gfb, aerob (fak. |aerob (fak aerob aerob, fak,| obligat aerob
% 9 anae- |anaerob) anaerob) Anaerob |aerob
2
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Zuckerverwertbarkeit (Saurebildung)

1) Glucose

+

++

2) Galacto-
se

+

3) Lactose

4) Maltose

5) Mannitol

6)Saccharo
se

7) Adonit

8) L-
Arabinose

9) Dulcitol

10) Inositol

11) L-
Rhamnose

12) Salicin

+/-

+/-

+/-

13) Sorbitol

14) Treha-
lose

+/-

+/-

15) Xylose

Amylase

+/-

Gelatinase

Protease

Indolbil-
dung

H,S-
Bildung

Harnstoff-
spaltung

Katalase

+

+/-

Oxidase

+/-

Methylrot-
Probe

+/-

Empfindlichkeit gegentber Ant

ibiotika

Penicillin

+

+

++

Ampicillin

+

+

Kanamy-
cin-Sulfat

+/-

+/-

Neomycin

+/-

Streptomy-
cin

+

Erythro-
mycin

++

Oxytetra-
cyclin

+/-

Novobiocin

Rifampicin

Lysozym




