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1 EINLEITUNG

Ozeane und Meere bedecken nahezu drei Viertel der Erdoberfliache (70,8%), weshalb die Erde
hiufig auch als ,,blauer Planet* bezeichnet wird. Mit einem Anteil von 95% des gesamten Was-
sers der Erde stellen sie deren grofites Wasserreservoir dar und sind der bei weitem grofite zu-
sammenhdngende Lebensraum der Biosphére (OTT, 1988). Die offenen Ozeane sind von insge-
samt 1,2 x 10*° prokaryontischen Zellen besiedelt, die in den oberen 200 m in einer mittleren
Konzentration von etwa 5 x 10° Zellen pro ml und in Tiefen >200 m mit einer mittleren Kon-
zentration von 5 x 10" Zellen pro ml vorkommen (WHITMAN et al., 1998). Die produktive
Schicht der Ozeane, die euphotische Zone, ist im Vergleich zur gro3en Tiefe (im Mittel 3.800 m)
relativ diinn. Selbst in klarem, subtropischem Ozeanwasser reicht sie lediglich bis etwa 150 m
Tiefe. Sonst finden in der Wassersdule nur heterotrophe Prozesse statt (OTT, 1988), die zur De-
ckung des Energie- und Néhrstoffbedarfes organische Substanzen bendtigen. Diese liegen im
Ozean als gelostes (dissolved organic matter, DOM) und als partikuldres Material (particulate
organic matter, POM) vor. Die Definition von POM und DOM sagt nichts iiber den chemischen
und biologischen Ursprung oder ihre 6kologische Funktion aus (MUNSTER und CHROST, 1990).
Beide sind in Ursprung und Zusammensetzung sehr mannigfaltig und stehen untereinander und
mit den Organismen in einer dynamischen Wechselbeziehung (OTT, 1988). Die Unterscheidung
basiert auf ihrer Trennung durch Filtration, wobei die Porengrofle der Filter jedoch zwischen
0,2 pum (MUNSTER und CHROST, 1990) und 0,7 um (LEE et al., 1995) variiert. Das zuriickgehal-

tene organische Material wird als POM bezeichnet.

1.1  Heterotrophe Bakterien im marinen Nahrungsnetz

In den Ozeanen und anderen aquatischen Habitaten stellen vor allem heterotrophe Bakterien eine
essentielle Komponente der Nahrungsketten und Elementkreisldufe dar (KIRCHMAN, 2000), was
aber erst spit erkannt wurde. Zunédchst wurde nur dem ,,net phytoplankton®, also Zellen, die mit
Hilfe des feinmaschigsten Planktonnetzes gefangen werden konnen (vor allem Diatomeen und
Dinoflagellaten), als einzige mikrobielle Komponente des pelagischen Nahrungsnetzes Auf-
merksamkeit geschenkt und heterotrophe Bakterien lediglich als Nahrungsquelle fiir das Benthos
angesehen (SHERR und SHERR, 2000). Auerdem wurden Metazoen als die Organismen angese-
hen, die den Verbrauch von organischem Material dominieren, deren metabolischer Abfall

(NH4+, Harnstoft, PO43', CO;) der Hauptmechanismus zur Regeneration der Nahrstoffe ist und
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deren Fizes das dominierende Transportmittel fiir organisches Material darstellt (AzAM et al.,
1995). Erst Anfang der 70er Jahre wurden diese Theorien widerlegt und u. a. totes organisches
Material, das sowohl in geldster als auch in partikuldrer Form hauptséchlich von heterotrophen
Mikroorganismen konsumiert wird, als wichtige Nahrungsquelle der marinen Nahrungsnetze
erkannt (SHERR und SHERR, 2000). Spiter wurde herausgefunden, dass Planktonorganismen
<30 pm fiir nahezu die gesamte respiratorische Aktivitét verantwortlich sind und dass Bakterien
aufgrund ihrer groen Oberfliache, die sie hdufiger auf geloste Substanzen treffen und mit ithnen
interagieren ldsst (SHERR und SHERR, 2000), eine wichtige Rolle im Energie- und Materialfluss
in den Ozeanen einnehmen (WILLIAMS, 1981). Auf diesen Erkenntnissen basiert das Konzept der
,Microbial loop* (AzAM et al., 1983), die in den komplexen Nahrungsketten eine zentrale Rolle
einnimmt (s. Abb. 1.1). Durch Aufnahme und Metabolismus des DOM sorgen Bakterien fiir des-
sen Erhalt, das dem trophischen System durch Exkretion, Absonderung und Diffusion sonst ver-
loren gehen wiirde (AzAM et al., 1983). Die ,,Microbial loop* ist somit fiir die Regeneration von

Néhrstoffen und dem Transfer von Energie und Kohlenstoff verantwortlich (MEYER, 2000).

Pollutants
0,, CO, Radionuclides
other gases . Pathogens
hv (incl. uv) Sewage

irus «—Bacteria
Microbial loop

Abb. 1.1: Pelagisches Nahrungsnetz mit der ,,Microbial loop*. DOM, geldstes organisches Material; POM, partiku-
lares organisches Material; DMS, Dimethylsulfid (nach AzAM, 1998)

DOM ist fiir heterotrophe Bakterien sehr wichtig, da diese nur geloste Substanzen aufnehmen
konnen. Zu einem groflen Teil besteht DOM aus vom Phytoplankton abgegebenen photosynthe-
tischen Produkten, u. a. Kohlenhydraten, Aminoséduren, Peptiden, Proteinen und organischen
Sduren wie Glycolat (HELLEBUST, 1965), die sowohl zu den ,,Jlow-molecular-weight*“- (LMW,
<1.000 Da) als auch ,high-molecular-weight*“-Substanzen (HMW) geh6ren (HELLEBUST, 1965;
CHROST und FAUST, 1980; ITURRIAGA, 1981). Die Abgabe des DOM geschieht neben aktiver
Exkretion und passivem Verlust (leakage) von alternden Zellen auch durch Zerstérung von Zel-

len durch Herbivoren- und Bakterivorenfral3 oder Zelllyse durch Viren (LAMPERT, 1978, FUHR-

2
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MAN, 2000; STROM, 2000). Protozoen und Zooplankton geben aufgenommenes organisches Ma-
terial durch Sekretion oder iiber den Féazes als DOM ab (LAMPERT, 1978; STROM et al., 1997,
FERRIER-PAGES et al., 1998). Allerdings ist nur ein geringer Teil des DOM (0,5-5%) durch Bak-
terien direkt aufnehmbar (MUNSTER und CHROST, 1990). Nur LMW-DOM, wie Aminosduren
oder Monosaccharide, wird erkannt und mit Hilfe bakterieller Permeasen durch die Zellmembran
transportiert (DUCKLOW, 2000). Marine Bakterien sind allerdings in der Lage, verschiedene ex-
trazelluldre Enzyme zu bilden, die zur Hydrolyse von Polymeren genutzt werden (DEL GIORGIO
und COLE, 2000). Der wechselnden Verfligbarkeit von Néhrstoffen konnen Bakterien ihre Akti-
vitdt schnell anpassen, weshalb sie eher auf die Zusammensetzung als auf die Menge des ihnen

zur Verfligung stehenden organischen Materials angewiesen sind (MUNSTER und CHROST, 1990).

1.2  Marine organische Partikel

Wihrend der Sedimentation kann POM von Tieren aufgenommen oder von Bakterien hydroly-
siert werden. Die bakterielle Umwandlung von POM in DOM bringt den Kohlenstoff von einem
sinkenden in einen nicht sinkenden Pool, wodurch er im Oberflichenwasser verbleibt und dort
recycelt werden kann (AzAM et al., 1995). Als POM wurden lange Zeit nur Partikel mit einem
Durchmesser groBler als 0,5 mm (SHANKS und TRENT, 1979; ALLDREDGE et al., 1986; ALLDRED-
GE und SILVER, 1988) verstanden, denen erstmals Anfang der 50er Jahre verstarkte Aufmerk-
samkeit geschenkt wurde. Die Partikel wurden als ,,Marine Snow* bezeichnet, da sie beim Ab-
sinken fiir den Beobachter unter Wasser wie ein verlangsamter Schneefall wirken. Entsprechen-
de Aggregate in Seen und Fliissen wurden daraufhin als Lake bzw. River Snow bezeichnet
(GROSSART, 1995; BOCKELMANN et al., 2000). Inzwischen wurden aber auch kleinere Partikel
beschrieben. Marine Kolloide, die mit ihrer Grof3e von 1-1.000 nm im Durchmesser auf der
Grenze zwischen geldster chemischer Substanz und sinkendem Partikel liegen, kommen im Oze-
an hdufig vor (WELLS, 1998). So fanden KOIKE et al. (1990) in den oberen Wasserschichten
(50 m) 10’ ml™" zarte, flexible Partikel in einer GroBe von 0,38-1 pm, die vor allem aus totem
organischem Material bestanden. WELLS und GOLDBERG (1991) fanden <10* bis >10° kolloidale
Partikel mit einer GréBe von <0,12 um pro ml, die ebenfalls hauptsichlich aus organischem Ma-
terial bestanden. LONG und AzaM (1996) fanden 10°-10° ml™ proteinhaltige Partikel (Coomassie
Stained Particles) in einer Grofenordnung von wenigen bis zu einigen hundert um, von denen
20-40% durch Bakterien besiedelt waren, und ALLDREDGE und Mitarbeiter (1993) beschrieben
transparente exopolymere Partikel (TEP, 28-5.000 ml™) einer GroBe von 3 bis >100 um, die

durch Polysaccharid-spezifische Farbemethoden sichtbar gemacht werden konnten. TEP werden
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von lebenden Phytoplankton- und Bakterienzellen ausgeschieden (PASSOW und ALLDREDGE,
1994), spielen eine wichtige Rolle bei der Bildung von Marine Snow und dienen als Substrat und
Mikrohabitat fiir assoziierte Bakterien sowie als Nahrungsquelle fiir Zooplankton (ALLDREDGE et
al., 1993; PAassow et al., 1994). TEP sind somit fiir den Kohlenstoffzyklus wichtig, kommen aber

im offenen Ozean seltener vor als in kiistennahen Regionen (PASSOW und ALLDREDGE, 1994).

Marine Snow, der ubiquitdr im Pelagial der Ozeane verteilt ist (ALLDREDGE et al., 1986) und
innerhalb weniger Tage in grofe Tiefen absinken kann (einige 10-100 m am Tag), wird als
Haupttransportmittel von Material zum Meeresboden angesehen. Im Allgemeinen kommt er in
der oberen Wassersdule und in den produktiveren Gebieten der Ozeane in hoheren Konzentrati-
onen vor (LAMPITT, 1998). Die Haufigkeit ist dabei abhingig von der Produktionsrate, dem Ab-
bau und dem Absinken und dies wiederum von den physikalischen, biologischen und chemi-
schen Eigenschaften der Wassersdule und der Partikel selbst. AuBerdem wird der Migration des
Zooplanktons und der Organismen des Nektons von der Oberfliche (nachts) in bis zu 1.000 m
Tiefe (tagsiiber) ein starker Einfluss auf den vertikalen Transport von sinkendem Material zuge-
schrieben, da die Organismen vor allem in den oberen Wasserschichten Nahrung konsumieren,
aber in der gesamten Wassersédule respirieren, Fdzes abgeben oder absterben (LAMPITT, 1998).
Solange sich ein Aggregat in der euphotischen Zone befindet, kann durch anheftendes Phy-
toplankton eine Primérproduktion stattfinden, wodurch Sauerstoffblasen entstehen, die eine Ver-
langsamung des Absinkprozesses oder sogar einen Aufstieg in der Wassersdule verursachen
(RIEBESELL, 1992). Auch Aggregat-assoziierte Bakterien und Protozoen konnen freie Gase pro-

duzieren, die ebenfalls die Sinkgeschwindigkeit der Aggregate reduzieren (LAMPITT, 1998).

Marine Snow wird iiber zwei Hauptwege gebildet (ALLDREDGE und SILVER, 1988). Zum einen
de novo durch lebendes Zoo- und Phytoplankton (vor allem schleimige Fangnetze und Scheiden)
und zum anderen durch physikalische Aggregation kleinerer Partikel. Mikroaggregate, Phy-
toplanktonzellen, Fizes, organisches und anorganisches Material kollidieren durch unterschied-
liches Sedimentationsverhalten, Scherkrifte und Brownsche Molekularbewegung und kleben
durch verschiedene organische Verbindungen biologischen Ursprungs, wie Exopolymere, zu-
sammen (IRIBERRI und HERNDL, 1995). Auch die Kapselbildung, die bei Partikel-assoziierten
Bakterien héaufiger und stiarker ausgeprigt ist als bei frei lebenden, soll zur Einleitung der Parti-
kelbildung beitragen (HEISSENBERGER et al., 1996). Die aus organischem und anorganischem
Material bestehenden Marine Snow-Partikel (KNAUER et al., 1982; ALLDREDGE und SILVER,

1988) variieren sowohl aufgrund ihres unterschiedlichen Ursprungs als auch wegen der ver-
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schiedenen auf sie wirkenden biologischen Prozesse stark in ihren Strukturen (fragil, poros, lo-
cker bis stabil, gallertartig), ihren Formen (kugelig, fadig oder platt) und in ihren physikalischen
Eigenschaften (klebrig, schnell und langsam absinkend; ALLDREDGE und SILVER, 1988; LAM-
PITT, 1998). Klebrigkeit und Fragilitdt bestimmen, wie gut die Partikel aggregieren konnen, und
ihre Dichte kontrolliert die Geschwindigkeit, mit der sie in der Wassersdule absinken (LAMPITT,
1998). Der Verlust von Marine Snow geschieht durch Zersetzung (Abbau durch Mikroorganis-
men), Verzehr durch Zooplankton oder Organismen des Nektons und Sedimentation der Partikel
sowie Zerstorung durch Turbulenzen beispielsweise hervorgerufen durch Schwimmaktivitéit des

Zooplanktons (ALLDREDGE und SILVER, 1988; DILLING und ALLDREDGE, 2000).

Aggregate sind Organismen- und Nihrstoff-reiche Mikrohabitate, die im Vergleich zum Umge-
bungswasser erhohte Nihrstoffkonzentrationen (SHANKS und TRENT, 1979) und mikrobielle Ak-
tivitdten in einer sonst oligotrophen Umwelt aufweisen (CARON et al., 1982). Die Abundanz der
Mikroorganismen ist auf den Aggregaten um 2-4 GroBenordnungen héher als im Umgebungs-
wasser (IRIBERRI und HERNDL, 1995). PLOUG und Mitarbeiter (1999) fanden auf Marine Snow
sogar eine >2.000fach hohere Bakteriendichte als im Umgebungswasser. Die spezifischen
Wachstumsraten von assoziierten und frei lebenden Bakterien sind aber gew6hnlich vergleichbar
(ALLDREDGE et al., 1986; MULLER-NIKLAS et al., 1994; IRIBERRI und HERNDL, 1995). Zu den
Aggregat-besiedelnden Organismen gehoren heterotrophe Bakterien, Cyanobakterien, Phy-
toplankton, Protozoen und Metazoen (CARON et al., 1982; IRIBERRI und HERNDL, 1995). Anzahl
und Art der besiedelnden Mikroorganismen variieren mit dem Alter (ALLDREDGE und SILVER,
1988) sowie der Entstehung und der Zusammensetzung der einzelnen Partikel (CARON et al.,
1982; ALLDREDGE et al., 1986). Die hohen Nahrstoffkonzentrationen beeinflussen neben der
Artenzusammensetzung auch den metabolischen Zustand der Mikroorganismen, die mit den Ag-
gregaten assoziiert sind (SHANKS und TRENT, 1979). So weisen Partikel-assoziierte Bakterien
einige morphologische und metabolische Eigenschaften auf, die sie von den frei lebenden Arten
unterscheiden (IRIBERRI und HERNDL, 1995). CARON und Mitarbeiter (1982) fanden an den Ag-
gregaten mehr Stdbchen, filamentdse, gekriimmte und spiralformige Bakterien (etwa 54 %) als
im Umgebungswasser (etwa 21 %) und auBBerdem teilweise sehr lange Filamente und Spiroché-
ten-dhnliche Bakterien, die frei lebend nie gefunden wurden. Die assoziierten Bakterien sind in
der Regel groBer (ALLDREDGE und YOUNGBLUTH, 1985; ALLDREDGE et al., 1986; ACINAS et al.,
1999) und verschiedene exoenzymatische Aktivititen (u. a. Proteasen, Phosphatasen und Gluco-
sidasen) sind bei ihnen hoher als im Umgebungswasser. Sie hydrolysieren mehr Substrate als sie

verwerten konnen und geben mehr als 97% der Hydrolysate ins Umgebungswasser ab (SMITH et
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al., 1992), die somit den frei lebenden Bakterien zur Verfiigung stehen (CHO und AzAM, 1988).
Die iiberschiissigen organischen Substanzen bilden eine chemische ,,Spur® hinter dem sinkenden
Aggregat und leiten so kleine Zooplanktonorganismen zum Aggregat hin. Aulerdem kann das

Wachstum frei lebender Bakterien in diesem Bereich gesteigert sein (KIGRBOE, 2001).

Trotz der festgestellten phylogenetischen und funktionalen Unterschiede Partikel-assoziierter im
Vergleich zu frei lebenden Bakterien (DELONG et al., 1993; BIDLE und FLETCHER, 1995; ACINAS
et al., 1997, 1999; RATH et al., 1998; RIEMANN et al., 2000; MOESENEDER et al., 2001) scheint es
mittlerweile fraglich, ob diese beiden Gemeinschaften strikt getrennt werden kdnnen. So stellten
WORM et al. (2001) fest, dass zu Beginn einer Phytoplanktonbliite die funktionelle Diversitét
assoziierter und frei lebender Bakterien sehr dhnlich ist, was sich im weiteren Verlauf der Bliite
andert, und RIEMANN und WINDING (2001) beobachteten, dass frisch entstandenes partikuldres
Material durch Bakterien aus dem Umgebungswasser kolonisiert wird und dass die dominieren-
den Partikel-assoziierten Phylotypen auch frei lebend vorkommen. Die Autoren vermuten, dass
beide Bakteriengemeinschaften nicht als separate Einheiten betrachtet werden kdnnen, sondern
als interagierende Ansammlungen, deren Ubereinstimmung vom partikuliren Material abhiingig
ist. Auch UNANUE und Mitarbeiter (1992) beschreiben ein dynamisches Gleichgewicht zwischen
beiden Gemeinschaften, das durch die Konzentration des partikuldren Materials, der Néhrstoffe
und anderer Umweltfaktoren reguliert wird. Fiir die Ahnlichkeit beider Gemeinschaften bzw. fiir
die Unterschiede in der Zusammensetzung assoziierter Gemeinschaften verschiedener Standorte
sind neben Partikelursprung und -zusammensetzung auch deren Alter und Struktur wichtige Fak-
toren (RATH et al., 1998; RIEMANN und WINDING, 2001). Die Partikelbesiedlung sowie die
Wachstumsrate und hydrolytische Aktivititen der assoziierten Bakterien verdndert sich mit zu-
nehmendem Alter der Partikel (RIEMANN et al., 2000) und &ltere Partikel weisen aufgrund der
schlechteren Wachstumsbedingungen eine spezialisierte Bakteriengemeinschaft auf (RIEMANN
und WINDING, 2001). AuBlerdem konnen sich z. B. durch Turbulenzen eigentlich Aggregat-
assoziierte Bakterien 16sen und ins Umgebungswasser gelangen (RIEMANN und WINDING, 2001).
Ferner vermuten AzAM und LONG (2001), dass Partikel-assoziierte Bakterien ihre Nachkommen
ins Umgebungswasser abgeben, wo diese die Hydrolyseprodukte der assoziierten nutzen, sich
schnell vermehren kénnen und somit dem Fral3 entgehen. Damit hitte der hohe Energieaufwand
von Aggregat-besiedelnden Bakterien bei der Kolonisierung, der Enzymproduktion und der an-
schlieBenden Hydrolyse mit der Freisetzung von ihnen ungenutzten DOMs, zusammen mit der
Gefahr gefressen zu werden bzw. mit dem Partikel in grof8e Tiefen zu gelangen, an die sie nicht

angepasst sind (niedrige Temperatur, hoher Druck), einen ,,Sinn®.
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Die Probennahme von unverdnderten Partikeln stellt wegen deren schleimiger Konsistenz, ihrer
Zerbrechlichkeit und heterogenen Verteilung, ebenso wie die Bestimmung des Einflusses von
Druckénderungen auf den bakteriellen Metabolismus wéhrend der Probennahme, ein methodi-
sches Problem dar (MULLER-NIKLAS et al., 1994; LAMPITT, 1998). GroB3e Partikel werden haufig
aufgrund ihrer Fragilitit wahrend der Probennahme und spéter erfolgender Filtration zerstort.
Sollen die assoziierten Bakterien zudem noch identifiziert werden, kommen die Probleme von

Isolation und Charakterisierung noch hinzu.

1.3  Identifizierung und Charakterisierung von unbekannten Bakterien

Bei der Anwendung klassischer mikrobiologischer Techniken fiir die Untersuchung mariner
Bakterien (Isolation, Bestimmung von Morphologie und biochemischen Charakteristika) wurden
schnell Grenzen erreicht, da zunédchst nur wenige Bakterien isoliert und auf Agarmedien kulti-
viert werden konnten (KIRCHMAN und WILLIAMS, 2000). Daraus wurde zunédchst gefolgert, dass
Bakterien in marinen Habitaten nicht sehr héufig sind. Direkte lichtmikroskopische Untersu-
chungen zeigten jedoch, dass die Anzahl der Bakterien um ein Vielfaches hoher ist als die kolo-
niebildenden Einheiten auf Agarplatten vermuten lassen (JANNASCH und JONES, 1959), was von
STALEY und KONOPKA (1985) als ,,the great plate count anomaly* bezeichnet wurde. Diese Dis-
krepanz beruht zum einen darauf, dass es sich bei einigen mikroskopisch sichtbaren Bakterien
um nicht intakte bzw. tote Zellen handelt. So wurde mit Hilfe von DNA-Firbetechniken und
Elektronenmikroskopie gezeigt, dass lediglich 2-32% aller pelagischen Bakterien Nukleotide
enthalten (ZWEIFEL und HAGSTROM, 1995) bzw. nur maximal 51% aller Marine Snow-
assoziierten und 34% aller frei lebenden Bakterien intakt, d. h. mit intrazelluldren Strukturen
ausgestattet sind (HEISSENBERGER et al., 1996). Zum anderen kann es sich um Arten handeln, die
auf den klassischen mikrobiologischen Medien nicht wachsen koénnen oder um Bakterien, die
sich im Zustand des Hungerns (,,starvation®; AMY und MORITA, 1983) oder dem Schlaf- bzw.
Ruhezustand (,,dormancy*, KAPRELYANTS et al., 1993) befinden und in diesem Zustand, auch als
,»viable but non culturable* bezeichnet (ROSZAK und COLWELL, 1987), unter Laborbedingungen
nicht wachsen konnen. Die Kultivierungspraxis wurde friih in Frage gestellt (JANNASCH und
JONES, 1959). Trotz methodischer Weiterentwicklung kdnnen unter Laborbedingungen mehr als

99% des Bakterioplanktons nicht auf Agarmedien kultiviert werden.

Im Gegensatz zu den meisten Eukaryonten konnen nur die wenigsten Bakterien anhand ihrer

morphologischen Eigenschaften identifiziert werden, da sie nur wenig morphologische Merkma-
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le aufweisen. In der klassischen Bakterienidentifizierung werden zur Bestimmung physiologi-
scher und biochemischer Eigenschaften viele Tests bendtigt, die zeitaufwendig und oft schwierig
zu standardisieren und zu interpretieren sind (FUHRMAN et al., 1994; BUSSE et al., 1996). Auf-
grund der zusitzlichen Probleme bei der Kultivierung mariner Bakterien gewannen die Mitte der
80er Jahre entwickelten Methoden zur Sequenzbestimmung und dem anschlieBenden Vergleich
ribosomaler RNA-Molekiile fiir die Identifizierung von Bakterien immer mehr an Bedeutung
(u. a. OLSEN et al., 1986, PACE et al., 1986) und erbrachten neue Erkenntnisse zur Diversitdt ma-
riner Bakterioplanktongemeinschaften. In zahlreichen mit Hilfe von kultivierungsunabhingigen
Methoden erstellten 16S rDNA-Genbanken, vor allem aus dem Atlantik und dem Pazifik, konn-
ten die Sequenzen trotz Anwendung verschiedener Methoden zur Gewinnung der rDNA-
Fragmente hauptsidchlich den Cyanobakterien (Synechococcus und Prochlorococcus) und den o-
bzw. y-Proteobacteria zugeordnet werden (u. a. BRITSCHGI und GIOVANNONI, 1991; SCHMIDT et
al., 1991; DELONG et al., 1993; FUHRMAN et al., 1993; MULLINS et al., 1995; ACINAS et al.,
1999). In marinen Habitaten wurden auBlerdem Gram-positive Bakterien, Cytophaga-
Flavobacteria (CF), B-Proteobakterien und neue Archaea (Archaea Group I und II) gefunden
(DELONG, 1992; FUHRMAN et al., 1993; GIOVANNONI et al., 1995; RAPPE et al., 1997; SUZUKI et
al., 1997; MASSANA et al., 1997). Im oligotrophen Ozean wurden -Proteobakterien allerdings
bisher nicht gefunden, sondern ausschlief8lich in Kiistengewdssern und Meeresarmen (COTTRELL
und KIRCHMAN, 2000a, 2000b). Dagegen sind sie sowohl frei lebend als auch Partikel-assoziiert
(Lake Snow, River Snow) in SiiBwasserhabitaten hiufig anzutreffen (WEISS et al., 1996; GROS-

SART und SIMON, 1998; BOCKELMANN et al., 2000; SCHWEITZER et al., 2001).

Sequenzanalysen zeigten auBerdem, dass die rDNA Partikel-assoziierter Prokaryonten funda-
mental von der frei lebender abweicht (DELONG et al., 1993; BIDLE und FLETCHER, 1995; ACI-
NAS et al., 1999), wobei die Diversitdt der assoziierten Gemeinschaft aber geringer ist als die der
frei lebenden (ACINAS et al., 1997). Als Partikel-assoziierte heterotrophe Bakterien konnten bis-
her Vertreter der CF, Planctomycetales, Gram-positiven Bakterien sowie a-, y, o- und

e-Proteobacteria gefunden werden (DELONG et al., 1993; RATH et al., 1998).

14 Ziel der Arbeit

Um Informationen iiber das Abbauverhalten heterotropher Partikel-assoziierter Bakterien aus
dem Siidatlantik (Antarktis) zu erhalten, sollten diese in der vorliegenden Arbeit morphologisch,

physiologisch, chemotaxonomisch und molekularbiologisch niher charakterisiert und klassifi-
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ziert werden. Zwei der Isolate aus dem Siidatlantik wurden erginzend zu den Untersuchungen
von HEUCHERT (1999) physiologisch, chemotaxonomisch und molekularbiologisch charakteri-
siert und identifiziert. Zusétzlich wurden aus verschiedenen Wassertiefen des dquatorialen Atlan-
tiks ebenfalls Partikel-assoziierte heterotrophe Bakterien isoliert und morphologisch sowie mo-
lekularbiologisch untersucht, um festzustellen, ob sich die Diversitit mit zunehmender Wasser-
tiefe verdndert. Ferner sollten die Pigmente ausgesuchter Isolate mittels photometrischer, chro-

matographischer und massenspektrometrischer Verfahren eingehender charakterisiert werden.
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2 Material und Methoden

Zur Bearbeitung der Fragestellung standen zum einen Isolate aus dem Siidpolarmeer (siidlicher
Atlantik, Antarktis) zur Verfiigung, die bereits wiahrend der Diplomarbeit von HEUCHERT (1999)
gewonnen wurden, zum anderen wurden wéhrend der Fahrt M49/4 mit dem FS Meteor im dqua-
torialen Atlantik weitere Bakterien isoliert. Im Teil A werden die Methoden dargestellt, die zur
Charakterisierung der Isolate aus dem siidlichen Atlantik (Antarktis) herangezogen wurden, wo-
bei zum besseren Verstdndnis auch noch einmal die Probennahme und die Vorgehensweise bei
der Isolierung erldutert werden, die bereits von HEUCHERT (1999) durchgefiihrt worden sind.
Diese sind durch * in der Uberschrift gekennzeichnet. Teil B gibt die Versuche wieder, die zur
Isolierung sowie zur Beschreibung der Reinkulturen aus dem dquatorialen Atlantik durchgefiihrt

wurden.

Teil A: Isolierung von Reinkulturen aus der Antarktis und deren Charakteri-
sierung

2.1 Herkunft des Probenmaterials

Wihrend der Fahrt ANT XV/4 mit dem FS POLARSTERN von Mirz bis Mai 1998 von Punta
Arenas (Chile) nach Kapstadt (Siidafrika) wurden aus unterschiedlichen Tiefen Wasserproben
entnommen. In der vorliegenden Arbeit wurden Isolate untersucht, die wihrend der Diplomar-
beit (HEUCHERT, 1999) jeweils aus 20 m Wassertiefe an den Stationen 49/020/1' (64°48,1'S,
42°29,8"W) und 49/088/2 (66°27,8’S, 00°00,8 E) gewonnen wurden. Die Lage der Stationen ist
in Abbildung 6.1 (s. Kap. 6.1) ersichtlich.

Die in den beprobten Tiefen der jeweiligen Station vorherrschenden abiotischen Bedingungen
(Messung mit CTD-Sonde bzw. personliche Mitteilung von Dr. E. Fahrbach, Alfred-Wegener-
Institut, Bremerhaven) sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt (fiir Einzelheiten zu den Messmethoden s.

FAHRBACH et al., 1999 und BAKKER, 1999).

" Die Stationsbezeichnung setzt sich aus Fahrt/Station/Cast zusammen. Cast ist die fortlaufende Nummerierung der
jeweils eingesetzten Gerite an den betreffenden Stationen (z. B. Cast 2: zweites eingesetztes Gert)
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Tab. 2.1: Daten der abiotischen Faktoren (CTD-Messung bzw. personlich Mitteilung von Dr. E. Fahrbach) der
beprobten Tiefen der Stationen 49/020/1 und 49/088/2

Stations- Tiefe Druck Temp. Salinitit Sauerstoff Nitrat Nitrit Silikat Phosphat
Nr. (m)* (dbar)* (°C)* (%0)*  (umol/kg)’ (umol/kg)” (umol/kg)® (umol/kg)” (umol/kg)”
49/020/1 20 19,9 -1,73 33,69 348,76° 25,99 0,26 70,90 1,78
49/020/1 100  100,1 -1,65 34,46 278,59° 29,48 0,20 78,15 2,07
49/020/1 150 149,6  -1,10 34,53 k. M. 31,55 0,03 87,96 2,14
49/020/1 250  249,7 0,20 34,66 k. M. 33,50 0,02 106,77 2,30
49/020/1 350  349,0 0,54 34,69 k. M. 34,27 0,03 115,78 2,35
49/088/2 20 20,0 -1,72 34,22 339,88° 27,72¢ 0,26° 58,60° 1,95¢
49/088/2 100 99,5 0,11 34,56 203,04¢ 33,99¢ 0,07° 88,83° 2,37°
49/088/2 200  202,2 1,18 34,70 190,37° 33,16° 0,03¢ 96,10° 2,29¢

* Werte entstammen CTD-Messungen

® Werte von Dr. E. FAHRBACH, Alfred-Wegener-Institut, Bremerhaven

© Werte, die an einem anderen Cast der Station in derselben Tiefe (m) gemessen wurden
Temp., Temperatur; k. M., keine Messwerte vorhanden

2.2 Bearbeitung des Probenmaterials an Bord des FS POLARSTERN*

Da marine Prokaryonten im Allgemeinen nicht grofer als 1-2 um sind (SHERR und SHERR,
2000), wurden zur Gewinnung Partikel-assoziierter Bakterien Filter mit mindestens 5 um Poren-
grofle verwendet (s. u.). Diese sollten demnach nur Partikel mit assoziierten Bakterien zuriick-

halten, wihrend sich die frei lebenden entfernen lassen.

An der jeweiligen Station wurde das Meerwasser mit Hilfe von Niskin-Wasserschopfern ent-
nommen. Je 10 1 des Wassers wurden in Nalgene-Kanister abgefiillt, die vor jeder neuen Proben-
nahme mit autoklaviertem Aqua dest. gespiilt wurden, und anschlieBend zur Gewinnung von
organischen Partikeln mit Hilfe einer Membranpumpe mit 0,2 bar Unterdruck durch Polycarbo-
natfilter (Millipore, Schwalbach) mit 10 pm- (Station 49/020/1) bzw. 5 um- (Station 49/088/2)
Porengrdfle filtriert. Die Filter wurden dann in sterilfiltriertes (0,2 pm Polycarbonatfilter, Milli-
pore), autoklaviertes Meerwasser iiberfiihrt, bis zur Ankunft im Labor der Universitdt Bremen

bei -30 °C und dort schlieBlich bis zur Bearbeitung bei -18 °C gelagert.

2.3 Zusammensetzung des Nihrmediums

Zur Isolierung sowie zur Anzucht und Hélterung der Reinkulturen wurde das kiinstliche Meer-
wassermedium ASNy; (modifiziert nach RIPPKA et al., 1979) benutzt, dem als Kohlenstoffquelle

zur Anzucht der heterotrophen Bakterien 0,1% Hefeextrakt zugesetzt wurde. Die Komponenten

11



2 Material und Methoden

des Mediums sind in den Tabellen 2.2 bis 2.4 angegeben. Alle Losungen wurden mit deminerali-

siertem Wasser (Millipore) angesetzt.

Das Medium hat normalerweise einen Salzgehalt von 2,7%. Da die untersuchten Bakterien der
vorliegenden Arbeit aus einem Habitat mit einer Salinitét von ca. 3,3 bis 3,5% isoliert wurden,
musste die Salinitdt durch zusétzliche Gabe von NaCl auf etwa 3,4% erhoht werden. Der pH-
Wert des Mediums wurde mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCI auf 7,8-8,2 eingestellt. Die 7-Vitamine-
Losung (s. Tab. 2.4) wurde sterilfiltriert (0,2 um Polycarbonatfilter, Millipore) und dem autokla-

vierten Grundmedium (25 min bei 121 °C) steril zugegeben.

Tab. 2.2: Zusammensetzung des kiinstlichen Meerwassermediums ASNy; (modifiziert nach RIPPKA et al., 1979).
Alle Komponenten geldst in Aqua dest.

Mineralsalze und organische Komponenten g/l oder ml/1
NaCl 25¢g
MgClz 6 H20 2 g
KCl1 05¢g
NaNO; 0,75 g
MgSO, * 7 H,0 35¢g
CaC12 2 Hzo 0,5 g
N32CO3 0,02 g
Hefe-Extrakt lg
Spurenelementeldosung SL 10 1 ml
K,HPO, * 3 H,O (8 g/) 2,5 ml
FeNH,-Citrat (6 g/l) 0,5 ml
7-Vitamine-Losung 0,5 ml

Tab. 2.3: Zusammensetzung der Spurenelementelosung SL-10 (TRUPER und PFENNIG, 1992). Alle Mineralsalze

geldst in Aqua dest.
Mineralsalze mg/l oder ml/l
HCI (7,7 M) 10 ml
FeC12 4 H20 1500 mg
H3BO3 6 mg
COC12 6 H20 190 mg
MnCl, « 2 H,O 80 mg
ZnCl, 70 mg
N32M004 2 H20 36 mg
NiCl, « 6 H,O 24 mg
CuCl, * 2 H,O 2 mg

Tab. 2.4: Zusammensetzung der 7-Vitamine-Losung (VOGT, 1997). Alle Vitamine gelost in Aqua dest.

Vitamine mg/l
4-Aminobenzoesiure 80

D(+)-Biotin 20

Nikotinsédure 200
Ca-D(+)-Pantothenat 100
Pyridoxaminhydrochlorid 300
Thiamindichlorid 200
Cyanocobalamin 100

12
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2.4 Isolation und Kultivierungsbedingungen

2.4.1 Isolierung der Bakterien*

Von beiden Stationen (49/020/1 und 49/088/2) wurden von den Proben aus 20 m Wassertiefe
jeweils 50 bzw. 100 pl auf eine ASNp-Agarplatte (s. Kap. 2.4.4.2) gegeben und ausplattiert. Die
Agarplatten wurden bei 27 °C (£ 1 °C) in einem Brutschrank sowie bei 0 °C (ca. £5 °C) in ei-
nem Kiihlschrank inkubiert und taglich auf Wachstum kontrolliert. Aufgrund der grof8en Tempe-
raturschwankungen im Kiihlschrank wurden die Inkubationen fiir die Versuchsansétze im Kiihl-

raum (5 °C £ 1 °C) durchgefiihrt.

Anhand ihrer Morphologie unterscheidbare Kolonien wurden mit Hilfe des 13-Osenausstriches
auf jeweils neue ASNy-Agarplatten iiberfiihrt und erneut bei 27 bzw. 0 °C inkubiert, bis nach
mikroskopischer Kontrolle im Stereomikroskop (Stemi SV 6, Zeiss) und im Durchlicht- und

Auflichtfluoreszenz-Mikroskop (Axiolab, Zeiss) Reinkulturen vorlagen.

2.4.2 Halterung der Reinkulturen

Die im Rahmen der Diplomarbeit von HEUCHERT (1999) erhaltenen Reinkulturen wurden auf
Schrigagar (ASN-Medium mit 2% Agar-Agar) im Kiihlschrank (ca. 0 °C £ 5 °C) gelagert. Im
Laufe der vorliegenden Arbeit (etwa seit Mitte 2001) wurden zur Héilterung der Reinkulturen
Glycerolstocks angelegt. Dazu wurden die einzelnen Isolate in ASNj;-Medium angezogen (s.
Kap. 2.4.3), erneut auf Reinheit kontrolliert und in sterilen Eppendorfreaktionsgefilen (ERG)
bei —80°C in Glycerol (800 ul Reinkultur in 200 pl sterilem 87%igem Glycerol) eingefroren. Fiir
alle weiteren Untersuchungen wurde den ERG mit Hilfe einer Impfose steril ein wenig Material
entnommen und nach Bedarf entweder in ASNy;-Fliissigmedium suspendiert oder auf ASNyy-

Agarplatten ausgestrichen (s. Kap. 2.4.4).

2.4.3 Anzucht von Vorkulturen

Von den Reinkulturen wurde mit Hilfe einer Platindraht-Impfose etwas Bakterienmaterial in
einen mit etwa 30 ml Kulturmedium (s. Kap. 2.3) gefiillten und mit Wattestopfen verschlossenen
50 ml Erlenmeyerkolben tiberimpft. Zur Gewihrleistung einer ausreichenden Sauerstoffversor-
gung wurden die Kolben in einem Rotationsinkubator (innova 4000, New Brunswick Scientific)

bei 130 U/min und 27 °C (£ 1 °C) inkubiert.
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Das Isolat 88/2-1 hatte im Verlauf dieser Arbeit zunidchst sein Wachstum eingestellt. Nach meh-
reren Anzuchtsversuchen aus dlteren Reinkulturen, gelang es jedoch, dieses Isolat durch Inkuba-
tion bei Raumtemperatur (22 = 1 °C, RT) wieder zu kultivieren und zum Wachstum zu bringen.
Die Inkubation dieses Isolates erfolgte seitdem bei RT auf einem Rotationsschiittler (130 U/min,

innova 2003, New Brunswick Scientific) unter aeroben Bedingungen.

2.4.4 Anzucht der Versuchskulturen

2.4.4.1 Flissigmedium

Je nach Versuchsansatz wurden die einzelnen Kultivierungsparameter oder die Zusammenset-
zung des ASNy-Mediums (s. Kap. 2.3) variiert. Das jeweilige Medium wurde aus einer ca. 24-
48 h alten, homogenen Vorkultur (s. Kap. 2.4.3) 2%ig angeimpft. Wurde dem Medium statt He-
feextrakt und Eisenammoniumcitrat eine andere Kohlenstoffquelle zugesetzt (s. Kap. 2.6.4.1), so
wurde mit diesem neuen Medium vor dem eigentlichen Versuchsansatz eine weitere Vorkultur

angeimpft, damit sich die Isolate an die neuen Bedingungen adaptieren konnten.

Die Versuchsansidtze zur Messung der optischen Dichte bei einer Wellenldinge von 600 nm
(O. D.) erfolgten in sterilen Reagenzgldsern, die mit einer Alukappe verschlossen wurden. Je
5 ml des jeweiligen modifizierten ASNp-Mediums wurden 2%ig mit der Vorkultur (s. 0.) ange-
impft. Die Reagenzglidser wurden, wenn nicht anders angegeben, zur besseren Sauerstoffversor-
gung in einem Reagenzglas-Rotationsschiittler (CMV ROM, Frébel Labortechnik, Lindau) in
einem Brutschrank (New Brunswick Scientific Sm 7850) bei 30 °C (£ 1 °C) bzw. bei RT (Isolat
88/2-1) inkubiert.

2.4.4.2 Festes Nahrmedium

Zur Anzucht der Isolate auf festem Nahrmedium wurde das ASNy;-Medium (s. Kap. 2.3) mit 2%
(w/v) Agar-Agar versetzt und nach dem Autoklavieren in sterile Petrischalen gegossen. Nach
Erkalten des Agars wurde mit einer sterilen Platindraht-Impfose etwas Material aus einer Vor-
kultur oder aus einem ERG des Glycerolstocks entnommen, auf der Agarplatte ausgestrichen

und bei 27 °C bzw. RT (Isolat 88/2-1) unter aecroben Bedingungen inkubiert.
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2.5 Morphologische Untersuchungen

Die Reinheitskontrollen sowie die Untersuchungen der Kolonie- und Zellmorphologie wurden
bereits von HEUCHERT (1999) durchgefiihrt. Die durchgefiihrten Methoden sind aber auch in Teil
B (s. Kap. 2.13.1) noch einmal dargestellt.

2.5.1 Untersuchung zur Beweglichkeit

Die Art der Bewegung gibt nach RUGER (1993) erste Hinweise auf die Anordnung der Geif3eln.
Eine langsame, taumelnde Fortbewegung deutet auf peritriche Begeiflelung hin, wihrend eine
schnelle, geradlinige Bewegung mit raschem Wechsel zwischen vor- und riickwirts fiir polar

monotrich begeif3elte Bakterien typisch ist.

Eine erste Beobachtung zur Beweglichkeit der Isolate wurde parallel zur Reinheitskontrolle (s.
Kap. 2.13.1) durchgefiihrt. Zusétzlich wurden die Isolate mittels Schwérmagar und Transmissi-

onselektronenmikroskopie (siehe folgende Kapitel) untersucht.

2.5.1.1 Schwirmagar

Der so genannte Schwarmagar (ASNy; mit 0,3% Agar, modifiziert nach SUBMUTH et al., 1999)
wurde in der Mitte mit dem zu testenden Bakterium punktférmig beimpft, bei 27 °C bzw. RT
(Isolat 88/2-1) inkubiert und tdglich tiber eine Dauer von maximal 14 Tagen auf Wachstum kon-
trolliert. Eine punktformige Kolonie, die sich ausschlieBlich an der Impfstelle befindet, zeigt
Unbeweglichkeit an. Bewegliche Zellen dagegen haben die Moglichkeit, sich vom Impfpunkt zu

entfernen und sich in einem gréBeren Umkreis zu verteilen.

2.5.1.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Der Besitz von Geifleln, deren Anzahl und Anordnung haben vor allem bei der Klassifizierung
und Identifizierung von Gram-negativen Bakterien eine gewisse Bedeutung (BAST, 1999). Auf-
grund ihrer GroBe (Durchmesser: 10-30 nm) sind sie im Lichtmikroskop jedoch ohne besondere

Vorbehandlung nicht sichtbar. Am besten darstellbar sind sie im Elektronenmikroskop.

Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und der Methode der Negativkontras-
tierung nach NAGL (1981) sollte die Anordnung eventuell vorhandener Gei3el(n) ermittelt wer-

den. Dazu wurden Kunststoff-beschichtete (0,5% Pioloform in Chloroform) Kupfergrids mit
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einem Tropfen einer jungen Zellkultur (Wachstum in ASNy;-Medium fiir ca. 24 h bei 27 °C bzw.
fiir Isolat 88/2-1 drei Tage bei RT) versehen. Nachdem die Grids an der Luft getrocknet waren,
wurden die Proben fiir 5 min mit 5% Uranyl-Acetat (in wéssriger Losung) fixiert. Das Fixati-
onsmittel wurde mit Aqua dest. abgespiilt, die Grids erneut an der Luft getrocknet und anschlie-
end im Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss EM 10) der Abteilung Physiologische Pflan-

zenanatomie (Fachbereich Biologie/Chemie, Universitit Bremen) untersucht.

2.5.2 Bestimmung der ZellgroBen

Die Ermittlung der ZellgroBe erfolgte auf nach PFENNIG und WAGENER (1986) hergestellten A-
gar-beschichteten Objekttragern (Agar-Slides). Durch die Benutzung von Agar-Slides wird die
Mikroskopie von Bakterienzellen stark vereinfacht. Die Zellen werden durch den Agar fixiert
und konnen sich deshalb weder durch Eigenbewegung noch durch Brownsche Molekularbewe-
gung bewegen. Aullerdem liegen die Zellen aufgrund der Agarschicht alle in einer horizontalen

Ebene, wodurch nicht mehr stindig fokussiert werden muss.

Auf die Agar-Slides, die ein bis drei Tage staubfrei in einem schwach feuchten Milieu gelagert
wurden, wurde jeweils ein Tropfen der zu untersuchenden homogenen Kultur (24-48 h Wachs-
tum unter Standardbedingungen, s. Kap. 2.4.3) gegeben und mit einem Deckglas abgedeckt.
Nach kurzer Zeit quoll der Agar etwas auf und fixierte so die Bakterien, die dann mit einem
Messokular (Zeiss Durchlicht- und Auflichtfluoreszenz-Mikroskop, Axiolab) vermessen werden

konnten. Von jedem Isolat wurden mindestens zehn zufillig ausgewihlte Zellen vermessen.

2.5.3 Gram-Férbung

Die Anfarbung von Bakterienzellen ist eine hilfreiche Anwendung fiir die Beschreibung von
Bakterien. Zum einen verbessert eine Anfarbung die Sichtbarkeit der Zellen durch die Erh6hung
des Kontrasts, zum anderen konnen bestimmte Zellstrukturen oder —einschliisse, z. B. Sporen,
durch bestimmte Farbstoffe dargestellt werden. AuBerdem werden Unterschiede im Féarbeverhal-
ten von Bakterien zu deren Differenzierung und Identifikation verwendet. Bei dieser Art der
Féarbung (Differentialfirbung) werden mindestens zwei verschiedene Farbstoffe bendtigt. So
auch bei der Gram-Férbung, die in der bakteriellen Klassifikation von gro3er Bedeutung ist. Bei
dieser Methode werden die Bakterien aufgrund von Unterschieden im Zellwandaufbau in zwei
grofle Gruppen, die Gram-positiven und die Gram-negativen, unterteilt (Erklarung fiir das unter-

schiedliche Farbeverhalten s. BAST, 1999).
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Um das Gram-Férbeverhalten der untersuchten Bakterien zu bestimmen wurde die Gram-
Féarbung modifiziert nach DREWS (1983) durchgefiihrt. Im Anschluss an die Hitzefixierung des
Préaparates wurde der Objekttrager mit Grams Kristallviolettlosung (Merck, 1:5 mit Aqua dest.
verdiinnt) iiberschichtet. Nach einer Einwirkungszeit von zwei Minuten wurde dieser Farbstoff
mit Lugolscher Losung (1% lod-Kaliumiodidlésung, Merck) kurz abgespiilt. Die Lugolsche L6-
sung wurde nun aufgetropft und nach ebenfalls zwei Minuten abgegossen. AnschlieBend wurde
mit 96%igem Ethanol so lange gespiilt, bis keine Farbstreifen mehr am Objekttriager herabliefen.
Das Préparat wurde dann mit einer Safraninldsung (s. SUBMUTH, 1999) gegengeférbt und nach
kurzer Einwirkungszeit (ca. 15 s) mit Aqua dest. gespiilt. Das gefarbte Préparat wurde im Zeiss
Durchlicht- und Auflichtfluoreszenz-Mikroskop (Axiolab) betrachtet, um die Reinheit des jewei-
ligen Isolates und dessen Firbeverhalten zu beurteilen: Gram-positive Bakterien erscheinen

blau-violett, Gram-negative Bakterien rot.

2.5.3.1 KOH-Test

Ein Schnellverfahren zur Gram-Differenzierung ist der KOH-Test nach Buck (1982), bei dem
sich bereits ohne Firbung ein erster Uberblick iiber die Gram-Reaktion unbekannter Isolate ge-
winnen ldsst (RUGER, 1993). Die Zellwand Gram-negativer Bakterien wird durch 3%ige Kali-
lauge schnell zerstort, wodurch die DNA frei wird und als viskoser Faden in Erscheinung tritt.
Bei Gram-positiven Bakterien wird die Zellwand nicht lysiert (SUBMUTH et al., 1999). Stark
Schleim bildende Bakterien, die durch die KOH-Losung nicht lysiert werden, kénnen allerdings

Gram-positive Reaktionen vortduschen (RUGER, 1993).

2.6 Physiologische Untersuchungen

2.6.1 Temperaturoptimum

Zur Ermittlung der optimalen Wachstumstemperatur wurden zunichst Vorkulturen unter Stan-
dardbedingungen (s. Kap.2.4.3) angesetzt, die Versuchsansidtze daraus angeimpft (s.
Kap. 2.4.4.1) und bei 5-45 °C (in Abstufungen von ca. 5 °C) inkubiert. Um die gewiinschten
Temperaturen zu erreichen, wurden die Ansitze in verschiedenen Réumen oder Brutschranken

inkubiert (s. dazu Tab. 2.5).
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Tab. 2.5: Inkubationstemperaturen mit den jeweiligen Inkubationsorten

Inkubationstemperatur (°C) Inkubationsort

51 Kiihlraum

10 (£ 1) kiihlbarer Brutschrank®

151 kiihlbarer Brutschrank®

20 bzw. 22 (£ 1) temperiertes Labor bzw. RT

23 (1) RT

30 (£1) Brutschrank®

35(x1) Brutschrank® bzw. Schiittelwasserbad
40 Schiittelwasserbad
45 Schiittelwasserbad

* Heraeus Instruments, BK-600; ° New Brunswick Scientific Sm 7850

Die Versuche wurden in sterilen Reagenzgldsern angesetzt und auf einem Rotationsschiittler (s.
Kap. 2.4.4.1) oder leicht schrag gelagert in einem Schiittelwasserbad inkubiert (s. Tab 2.5). Die
O. D. wurde direkt im Reagenzglas in einem Novaspec II Photometer (Pharmacia) bei einer Wel-
lenldnge von 600 nm gegen die Blindprobe (unbeimpftes ASNy;-Medium) gemessen. Um Mess-
fehler durch eventuelle Verschmutzungen oder Beschddigungen (Kratzspuren) der Reagenzgli-
ser moglichst gering zu halten, wurde die Ausrichtung der Reagenzgliser bei der ersten Messung
markiert. Aulerdem wurde vor jeder Versuchsreihe zunichst die O. D. der einzelnen im Versuch
eingesetzten Reagenzgliser mit unbeimpftem Medium gemessen und die Werte aus der Ver-
suchsreihe mit diesen korrigiert. Das heif3t, bei negativer O. D. des unbeimpften Reagenzglases
wurde der Wert zu der in der Versuchsreihe gemessenen O. D. addiert und bei anfanglich positi-
ver O. D. subtrahiert. In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dass die Reagenzgldser sehr unter-

schiedlich dick sind und somit auch verschiedene ,,Eigen-O. D.-Werte* erreichen.

2.6.2 pH-Wert-Optimum

Zur Bestimmung des optimalen pH-Wertes wurde das ASNy;-Medium mit Hilfe einer | M NaOH
bzw. einer 1 M HCI auf verschiedene pH-Werte (pH 4 bis 10, Erhohung des pH um jeweils eine
pH-Einheit) eingestellt. Von dem jeweiligen Medium wurden je 5 ml in ein Reagenzglas gege-
ben, dieses aus einer Vorkultur mit unverdndertem ASNy-Medium (pH 7,8-8,2) beimpft und bei
RT (23 =1 °C) auf einem Rotationsschiittler (s. Kap. 2.4.4.1) inkubiert. Die Messung der O. D.
wurde, wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben, durchgefiihrt. Nach Beendigung der O. D.-Messungen
wurde der pH-Wert kontrolliert.
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Hohere pH-Werte wurden mit dem ungepufferten Medium nicht eingestellt, da durch den Ausfall
von z. B. Calciumcarbonat eine Triibung des Mediums hervorgerufen wurde, so dass die O. D.-
Messung negativ beeinflusst worden wére. Bei pH 10 traten diese Reaktionen zwar ebenfalls auf,

waren aber so schwach, dass die Messungen trotzdem durchgefiihrt wurden.

2.6.3 Salinitdts-Optimum

Fiir die Ermittlung der NaCl-Toleranz der untersuchten Bakterien wurde das ASNy;-Medium mit
NaCl-Gehalten zwischen 0 und 20% in 2%-Schritten hergestellt. Auch in diesem Versuch wur-
den jeweils 5 ml Medium in Reagenzglédser gefiillt. Zur Beimpfung aus einer Vorkultur mit un-
verdndertem ASNy-Medium (Salinitit 3,4%) und zur Inkubation siehe Kapitel 2.4.4.1. Die Tri-
bungsmessung wurde wiederum im Novaspec II Photometer (Pharmacia), wie in Kapitel 2.6.1

beschrieben, durchgefiihrt.

2.6.4 Kohlenstoffverwertung

Um das Substratspektrum der einzelnen Isolate herauszufinden, wurden einzelne Kohlenstoft-
quellen in verschiedenen Konzentrationen getestet und auBBerdem zusétzlich verschiedene kom-

merziell erwerbliche Testsysteme (BIOLOG GN sowie API 50 CH) mit jedem Isolat angewendet.

2.6.4.1 Kohlenstoffquellen

Um die durch das jeweilige Isolat verwertbaren Kohlenstoffquellen ermitteln zu kénnen, wurde
das ASNp-Medium (s. Kap. 2.3) ohne Eisenammoniumcitrat und ohne Hefeextrakt angesetzt.
Die meisten der Substrate wurden nur in einer Endkonzentration von 1 mM bzw. 5 mM, Cellulo-
se und Tween-20 dagegen 0,05%ig (w/v) zugesetzt. Von den in der folgenden Auffithrung kursiv
gedruckten Substraten wurde in einer weiteren Versuchsreihe jeweils so viel zugegeben, dass
sich 0,03, 0,06 oder 0,1% Kohlenstoff (w/v) im Medium befanden. Oligotrophe Stimme sollten

auch in den ndhrstoffirmeren Medien gut wachsen konnen.
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organische Sduren:  Acetat, Citrat, Propionat
(als Na-Salze)

Zucker: Fructose, Glucose, Glucose, Mannose
Alkohol: Glycerol

Aminoséure: L-Alanin

Disaccharide: Cellobiose, Lactose, Saccharose, Maltose
Polysaccharid: Cellulose

Polymer: Tween-20

Die Organismen wurden in Vorkulturen unter Standardbedingungen (s. Kap. 2.4.3) an die neuen
Substrate adaptiert. Uber maximal zwei bis drei Wochen wurde das Wachstum beobachtet. Die
Versuchskulturen wurden beimpft (s. Kap. 2.4.4.1), sobald Wachstum erkennbar war (Triibung
des Mediums) und bei RT oder 30 °C inkubiert. Das Wachstum wurde in Abhéngigkeit von der
Zeit anhand der Zunahme in der O. D., die gegen unbeimpftes Medium im Novaspec II Photo-
meter (Pharmacia) bei einer Wellenldinge von 600 nm gemessen wurde (s. Kap. 2.6.1), iiber etwa

14 Tage verfolgt.

2.6.4.2 BIOLOG-System

Die BIOLOG-Mikrotiterplatten (GN2 Microplates'™, Biolog, Hayward, USA) erlauben es, 95
verschiedene Kohlenstoffquellen parallel fiir ein Isolat zu testen. Als Substrate werden Kohlen-
hydrate, Carbonsduren, Amide, Ester, Aminosduren, Peptide, Amine, Alkohole, Aromaten, halo-
genierte, phosphor- und schwefelhaltige Substanzen sowie Polymere angeboten, die in dehy-
drierter Form zusammen mit einem gering konzentrierten Ndhrmedium und einem Redoxindika-
tor (Tetrazolium) in den Wells vorliegen. Der zundchst farblose Redoxindikator nimmt durch die

Respiration der Bakterien beim Abbau der jeweiligen Kohlenstoffquelle eine violette Farbe an.

Zur Beimpfung der Testplatten wurde die Vorschrift der Herstellerfirma (Biolog-Handbuch, Re-
lease 4.0, 1999) in modifizierter Form durchgefiihrt. Die Isolate wurden fiir zwei bis sieben Tage
auf R2A-Agar (Difco, Detroit, USA), der mit ASNy;-Medium ohne Hefeextrakt und ohne Ei-
senammoniumcitrat (sonst wie in Kap. 2.3 angegeben) angesetzt (18,2 g Agar/l) und fiir 15 min
bei 121 °C autoklaviert worden war, bei 27 °C bzw. RT (Isolat 88/2-1) inkubiert. Mit Hilfe eines
Wattestidbchens wurde Zellmasse abgenommen und in 18 ml Salzlésung (23,5 g NaCl und 10,6 g
MgCl; x 6 H,O in 11 Aqua dest., RUGER und KRAMBECK, 1994) suspendiert. Die Triibung der

Zellsuspension wurde den Herstellerangaben entsprechend mit einem Turbidimeter (Biolog,
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Hayward, USA) auf eine Transmission von 49-55% eingestellt. Die einzelnen Wells einer
Mikrotiterplatte wurden nun mit je 150 pl dieser Suspension befiillt und die Platten bei 27 °C
bzw. RT (Isolat 88/2-1) in einer feuchten Kammer inkubiert. Taglich (max. 29 Tage lang) wur-
den die Wells der einzelnen Platten visuell im Vergleich zum Well ohne Kohlenstoffquelle (Ne-
gativkontrolle) auf Farbumschlag kontrolliert. Ein deutlicher Farbumschlag wurde als positiv (+)
und eine nur leichte Verdnderung der Farbe gegeniiber der Negativkontrolle als schwach positiv

(£) gewertet.

Um zu untersuchen, ob die Isolate beim Abbau der Substrate ein synergistisches Verhalten zei-
gen, wie es bei dquatorialen Isolaten beobachtet werden konnte (BERKENHEGER et al., 2004, s.
Kap. 8), wurde ein Gemisch aller Isolate einer Station (Station 49/088/2 ohne Isolat 88/2-1) auf
je einer Mikrotiterplatte inkubiert. Dazu wurden die Kulturen erneut auf R2A-Agar (s. 0.) ange-
zogen und ein wenig Bakterienmaterial in Salzlosung (s. 0.) suspendiert. Von allen Suspensionen
wurde die O. D. bei 600 nm in einem Novaspec II Photometer (Pharmacia) gemessen und so
lange mit Salzlosung verdiinnt, bis alle in etwa dieselbe O. D. besalen. Dann wurden die Isolate
zu gleichen Teilen gemischt, die Transmission auf 49-55% eingestellt, die Mikrotiterplatten be-
fiillt (s. 0.) und in einer feuchten Kammer bei 27 °C fiir acht (Isolate der Station 49/088/2, ohne
Isolat 88/2-1) bzw. 12 Tage (Isolate der Station 49/020/1) inkubiert und dabei taglich auf Wachs-

tum kontrolliert.

2.6.4.3 API 50 CH-System

Mit diesem Testsystem kann der Abbau von 49 verschiedenen Kohlenwasserstoffen getestet
werden. Die Anwendung erfolgte nach den Angaben in der Herstellervorschrift (bioMérieux,
Marcy-1'Etoile, Frankreich). Die Bakterien wurden fiir 24-72 h auf R2A-Agar (Herstellung s.
Kap. 2.6.4.2) bei 27 °C bzw. RT (Isolat 88/2-1) angezogen. Als Suspensionsmedium diente nicht
das kéuflich erwerbbare, sondern ein nach LABRENZ (1999) modifiziertes Medium (s. Tab. 2.6).

Der pH-Wert des Mediums wurde vor dem Autoklavieren mit 1 M NaOH auf 8,0 eingestellt.

Die Bakterienkulturen wurden mit einem sterilen Wattestdbchen von der R2A-Agarplatte abge-
nommen und in 16 ml des oben beschriebenen Mediums homogen suspendiert. Mit einer sterilen
Pasteurpipette wurde die Suspension in die Rohrchen und Becher gefiillt und die Streifen in der
Inkubationswanne bei 27 °C bzw. RT (Isolat 88/2-1) inkubiert. Eine positive Reaktion (Verwer-

tung der C-Quelle) wurde durch den Umschlag des Indikators (Phenolrot) von rot bis hin zu gelb
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angezeigt. Die Ansitze wurden tiglich kontrolliert und spétestens nach 14 Tagen bzw. sobald die

Blindkontrolle die Bewertungsstufe 3 (orange) erreichte, wurde der Versuch beendet.

Tab. 2.6: Zusammensetzung des Suspensionsmediums fiir API 50 CH (modifiziert nach LABRENZ, 1999). Alle
Komponenten gelost in Aqua dest.

Mineralsalze und organische Komponenten g/l oder ml/1
Ammoniumsulfat 2g
Hefeextrakt 0,1g
Phenolrot 0,18 g
HEPES lg
K,HPO, * 3 H,0 (8 g/) 2,5 ml
Spurenelementelosung SL10 I ml
7-Vitamine-Losung 0,5 ml
NaCl 25¢g
MgC12 6 HQO 2 g
KCl1 0,5g
NaNO; 0,75 g
MgSO4 7 HzO 3,5 g
CaC12 2 Hzo 0,5 g
N32CO3 0,02 2

2.6.4.4 Distanzverfahren

Eine quantitative Auskunft {iber die Ahnlichkeiten zwischen zwei Proben ist durch Distanzver-
fahren bzw. phenetische Verfahren erhéltlich (SWOFFORD et al., 1996). Aus einer Datenmatrix,
in der die Merkmalszustdnde als 1 bzw. 0 angegeben werden, wird eine Distanzmatrix berechnet.
In dieser werden die Werte fiir die Undhnlichkeiten zwischen den untersuchten Proben vergeben.
Die Distanzmatrix wiederum dient dann der Erstellung eines Phenogramms (Verwandtschafts-
diagramm). Das UPGMA (Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Averages)-Verfahren
stellt die einfachste Methode fiir eine solche Phenogramm-Ermittlung dar (SWOFFORD et al.,
1996). In diesem Verfahren werden die jeweils dhnlichsten Proben zusammengetfasst, ihre Dis-
tanzen dabei gemittelt und daraus ein Baum entwickelt. Mit Hilfe des PC-Programmes PAUP
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) Version 4.0b10 (SWOFFORD, 2002) erfolgen sowohl

die Berechnungen als auch die Phenogrammdarstellungen.

2.6.5 Enzymtests

2.6.5.1 Katalase

Katalase, ein Eisenporphyrin-haltiges Enzym, ermdglicht es den Bakterien, im Stoffwechsel ent-
stehendes und fiir die Zelle toxisches Wasserstoffperoxid (H,0O,) abzufangen. Um zu testen, ob

die Isolate dieses Enzym besitzen, wurden auf gut gewachsene Bakterienkulturen (ASNp-Agar,
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s. Kap. 2.4.4.2) einige Tropfen einer 10%igen Wasserstoffperoxid-Losung gegeben (modifiziert

nach SUBMUTH et al., 1999). An der Entwicklung von Sauerstoff (Gasbldschen) nach der Reakti-

on 2 H,0, — 5 2 H,0+ 0,7 sind Katalase-positive Kulturen erkennbar.

2.6.5.2 Oxidase

Die Cytochromoxidase, das terminale Enzym der Atmungskette, ist in den Membranen vieler

Bakterien enthalten und katalysiert die Reaktion O, +4 e~ —2%*“ 5 2 0* . Zum Nachweis

der Oxidase wurden kommerzielle Teststreifen (Bactident” Oxidase-Teststreifen, Merck) ver-
wendet. Mit einer Platindraht-Impfése wurde etwas Bakterienmaterial (ASNp-Agar, s.
Kap. 2.4.4.2) auf dem Reaktionsfeld des Teststreifens zerrieben. Eine Blaufarbung des Reakti-

onsfeldes zeigt das Vorhandensein des Enzyms an.

2.6.5.3 Cellulase

Cellulosehaltige Agarplatten (Meerwasser mit 0,1% Hefeextrakt, 1,5% Agar-Agar und 1% Cel-
lulose) wurden strichformig beimpft und bei 27 °C inkubiert. Eine Cellulose-Verwertung ist

durch die Bildung eines klaren Hofs in dem vorher triibben Agar zu erkennen.

2.6.5.4 Gelatine-Hydrolyse

Gelatine, ein aus Knochen, Sehnen und Héuten gewonnenes Gerlisteiweil, kann von Bakterien,

die bestimmte Exoenzyme besitzen, hydrolytisch gespalten und damit verfliissigt werden.

Die Agarplatten (Meerwasser mit 0,1% Hefeextrakt, 2% Agar-Agar und 0,4% Gelatine) wurden
strichformig beimpft und bei 27 °C bebriitet. Bei gutem Wachstum wurden die Platten mit etwa
5 ml einer gesittigten Pikrinsdureldsung in 50% Ethanol iiberschichtet. Bei Hydrolyse der Gelati-
ne, war um den Impfstrich eine klare Zone erkennbar, da nicht abgebaute Gelatine mit der Pikrin-

sdure einen gelben Farbkomplex (Niederschlag) bildet (modifiziert nach SUBMUTH et al., 1999).

2.6.5.5 Amylase

Bakterien, die Exoamylasen besitzen, sind in der Lage, Stirke hydrolytisch abzubauen. Die nicht

abgebaute Stérke in einer Agarkultur wird mit Hilfe der Jod-Stiarke-Reaktion nachgewiesen.
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Agarplatten (Meerwasser mit 0,1% Hefeextrakt, 2% Agar-Agar und 2% Stérke) wurden strich-
formig beimpft und bei 27 °C bebriitet. Nachdem gutes Wachstum eingetreten war, wurden die
Platten mit Lugolscher Losung (1% lod-Kaliumiodidlésung, Merck) iiberschichtet. Ein klarer
Hof um den Bakterienausstrich zeigte an, dass Stirke abgebaut wurde (modifiziert nach SUB-

MUTH et al., 1999).

2.7 Chemotaxonomie

2.7.1 Pigmentbestimmung bei Isolat 88/2-1

Die Fahigkeit eines Bakteriums, Farbstoffe zu bilden, ist genetisch fixiert und hat somit Merk-
malscharakter. Bei den Farbstoffen kann es sich um Derivate verschiedener Stoffklassen han-

deln: Carotinoide, Anthocyane u. a. (SCHLEGEL, 1992).

Das Isolat 88/2-1 bildete auf ASNi-Agarplatten (s. Kap.2.4.4.2) gelbe Kolonien aus (s.
Abb. 3.20, Kap. 3.6.2) und auch im ASNy;-Flissigmedium (s. Kap. 2.4.3) waren die Kulturen
leicht gelblich verfarbt. Das fiir die Farbung verantwortliche Pigment sollte ndher untersucht
werden. Mit einem Methanolextrakt wurde zundchst ein Wellenldngenscan und dann eine Caro-

tinoid-Bestimmung mittels Reversed Phase HPLC durchgefiihrt (s. Kap. 2.7.1.11f.).

2.7.1.1 Extraktion von Carotinoiden (modifiziert nach PORADA, 2000)

Zundchst wurden ca. 1,2 1 einer flinf Tage alten, bei 5 °C angezogenen Kultur (ASNy;-Medium,
s. Kap. 2.3) des Isolates fiir 15 min bei 10 °C und 6.500 x g zentrifugiert (Beckman Avanti'™
J-25). Die Uberstinde wurden verworfen und die Pellets in je ca. 10 ml ASNy;-Medium ohne
Hefeextrakt und ohne Eisenammoniumcitrat resuspendiert und anschlieBend vereinigt. Nach
erneuter Zentrifugation (8.500 x g, 15 min, 10 °C) wurde das Pellet in 6 ml eiskaltem Methanol
resuspendiert und auf acht ERG aliquotiert. Jedem ERG wurden zusétzlich 0,5 ml Methanol zu-
gesetzt. Die Extraktion erfolgte bei 4 °C fiir 5 h im Dunkeln. AnschlieBend wurden die Ansétze
bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge (15.000 rpm, Beckman Mikrofuge E™)
zentrifugiert und die Uberstinde in einem mit Gummistopfen verschlossenen Reagenzglas bei
ca. 4 °C im Dunkeln aufbewahrt. Den Pellets wurden erneut 0,5 ml Methanol zugesetzt und bei

4 °C im Dunkeln iiber Nacht extrahiert. Am nédchsten Tag wurde erneut in einer Tischzentrifuge

zentrifugiert (s. 0.), und die Uberstinde wurden denen vom Vortag zugefiigt.
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2.7.1.2 Photometrische Pigmentbestimmung

Von dem unverdiinnten Methanolextrakt (s. Kap. 2.7.1.1) wurde ein Wellenldngenscan (200-
600 nm) mit Hilfe eines Spektrophotometers (Beckman DU640) aufgenommen. Anhand des Ab-
sorptionsspektrums sollte festgestellt werden, ob es sich bei dem Pigment um ein Carotinoid
handelt. Carotinoide zeigen ein charakteristisches Absorptionsspektrum mit mehreren Maxima
im Bereich von etwa 400-500 nm, wobei das mittlere Maximum von einer Schulter im kurzwel-

ligeren und einem kleineren Peak im langwelligeren Bereich flankiert wird.

2.7.1.3 Carotinoidbestimmung mittels Reversed Phase HPLC

Die Bestimmung der Carotinoide in dem Methanolextrakt wurde, modifiziert nach RABENSTEIN
(1997), mit Hilfe eines Merck/Hitachi-HPLC-Systems durchgefiihrt. Uber ein Rheodyne-Ventil
wurden 50 pl Methanolextrakt (s. Kap. 2.7.1.1, 1:10 verdiinnt) injiziert, von denen iiber eine
Injektionsschleife 20 pl auf die Trennsédule gelangten. Die Auftrennung der Probe erfolgte iiber
eine LiChrospher 100 RP 18-Sdule (125-4, 5 um) mit entsprechender Vorsdule (4-4). Der
L-7350 LaChrom-Saulenofen sorgte fiir eine konstante Sédulentemperatur von 35 °C. Das HPLC-
System bestand weiterhin aus einer L-6220 Intelligent Pump, die die mobile Phase iiber einen
Mixer an zwei Detektoren, einen Dioden-Array-Detektor (DAD) L-7455 und einen L-4250 UV-
Vis-Detektor, weiterleitete. Der DAD nahm jede Sekunde das Absorptionsspektrum der Caroti-
noide im Wellenldngenbereich von 360-700 nm auf und leitete die Signale an den Computer mit
D-7000 HPLC-System-Manager-Software von Merck-Hitachi weiter. Der UV-Vis-Detektor re-
gistrierte die Absorptionsspektren bei einer Wellenldnge von 450 nm und sendete seine Signale
iber ein D-6000A-Interface an einen Chromato-Integrator D-2000. Die mobile Phase als binérer
Niederdruckgradient (s. Tab. 2.7) setzte sich aus Eluent A (75% Acetonitril, 15% Methanol und
10% Tetrahydrofuran) und Eluent B (Aqua dest., sterilfiltriert durch 0,2 pum Cellulose-Acetat-

Filter von Schleicher & Schuell) zusammen.

Tab. 2.7: Elutionsgradient zur Auftrennung von Carotinoiden aus methanolischen Zellextrakten mittels HPLC (mo-
difiziert nach RABENSTEIN, 1997)

Zeit (min) Eluent A (%) Eluent B (%) Flufirate (ml/min)
0-1 85 15 1,5
1-15 85-100 15-0 1,5
15-25 100 0 1,5
25-27 100-85 0-15 1,5
27-28 85 15 1,5
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Das erhaltene Absorptionsspektrum des Carotinoids wurde mit Literaturdaten (KARSTEN und
GARCIA-PICHEL, 1996) sowie mit Hilfe kduflich erworbener Standards (s. Tab. 2.8) verglichen

und durch eine Cochromatographie mit dem entsprechenden Standard identifiziert.

Tab. 2.8: Verwendete Carotinoid-Standards und deren Bezugsquelle

Carotinoid Bezugsquelle
[-Carotin DHI Water & Environment (Hersholm, Déanemark)
Astaxanthin DHI Water & Environment (Hersholm, Danemark)
Canthaxanthin DHI Water & Environment (Hersholm, Dénemark)
Zeaxanthin Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe)

2.7.2 Bestimmung der zelluldren Fettsduren

Fettsduren kommen hauptséchlich in der Cytoplasmamembran als Bestandteil von Phospholipi-
den und Lipopolysacchariden der ,,outer membrane* Gram-negativer Bakterien sowie als Lipo-
teichonsduren in Gram-positiven Bakterien vor (BUSSE et al., 1996). Die Zusammensetzung der
Fettsduren, d. h. die Dominanz einer einzigen Fettsdure oder eines bestimmten Fettsduremusters,
ist hiufig ein charakteristisches Merkmal fiir eine bestimmte Bakteriengattung oder -art. Die
Fettsdurezusammensetzung stellt somit ein wichtiges chemotaxonomisches Merkmal fiir die

Einordnung und Identifizierung von Bakterien dar.

2.7.2.1 Probenaufbereitung

Alle Isolate wurden fiir 48 h in 20-30 ml ASNy;-Medium (s. Kap. 2.3) bei 27 °C angezogen. Ei-
ne Ausnahme stellte das Isolat 88/2-1 dar, das vier Tage bei RT inkubiert wurde, bis sich Wachs-
tum eingestellt hatte. Um einen Vergleich der Fettsdurezusammensetzung einzelner Isolate bei
verschiedenen Temperaturen machen zu kénnen, wurden die Isolate 88/2-4 und 88/2-7 zusétzlich
noch bei 5 °C in ASNy-Medium (s. o0.) fiir 12 Tage inkubiert, da sich erst zu diesem Zeitpunkt

eine deutliche Triibung des Mediums zeigte.

Die Ansétze wurden fiir 10 min bei 5.000 x g und 20 °C zentrifugiert (Beckman Avanti™ J-25),
mit wenig Medium resuspendiert und jeweils in ein ERG tiberfiihrt. AnschlieBend wurden sie filir
5 min bei max. Geschwindigkeit (13.000 rpm) und RT in einer Tischzentrifuge (Heraeus Biofu-
ge pico) zentrifugiert. Nach der Entfernung der Uberstéinde wurde das Feuchtgewicht der Pellets
bestimmt. Die erhaltenen Mengen an Zellmaterial lagen zwischen 20 und 70 mg Feuchtgewicht.

Bis zur Fettsdurenbestimmung wurden die ERG bei -18 °C gelagert. Die weitere Bearbeitung der
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Proben wurde durch Herrn Dr. A. Rabenstein (Materialpriifanstalt, Bremen) durchgefiihrt. Der
prinzipielle Ablauf der Fettsdureanalyse ist im Kapitel 2.7.2.2 (RABENSTEIN, personliche Mittei-

lung) aufgefiihrt.

2.7.2.2 Herstellung der Fettsduremethylester und deren Bestimmung mittels GC

Zunichst miissen die Zellmembranen der zu untersuchenden Organismen aufgebrochen und die
jeweiligen Zelllipide verseift werden. Dazu wurde das geerntete Zellmaterial zusammen mit 1 ml
5%iger NaOH in 50%igem Methanol zum Aufschluss in 3 ml-Glashochdruckgefifle gegeben,
auf einem Vortexer suspendiert und anschlieBend bei 100 °C fiir 1 h inkubiert.

Zur Ausfillung von Proteinen und anderen Zellbestandteilen wurden der auf RT abgekiihlten
Suspension 1,5 ml 25%ige HCIl in Methanol zugegeben. Beides wurde auf dem Vortexer gut
durchmischt und anschlieend fiir 20 min bei 80 °C inkubiert. Hierbei reagieren auflerdem die

gelosten Fettsduren mit dem Methanol zu Fettsduremethylestern (FAME).

Nachdem die Losung erneut auf RT abgekiihlt war, wurden 0,5 ml Hexan zugegeben und erneut
auf einem Vortexer gut durchmischt. Von den beiden auftretenden Phasen wurde die obere, aus
Hexan bestehende Phase in ein ERG f{iberfithrt. Wenn die Trennung der beiden Phasen nicht
vollstidndig gelang, musste ein zusétzlicher Zentrifugationsschritt (5.000 rpm, 5 min) eingescho-

ben werden.

Die abgetrennte Hexanphase wurde nun mit 1 ml 60 mM Phosphatpuffer, pH 7, (9,1 g KH,PO,
plus 11,9 g K,HPO4 auf 1.000 ml Aqua dest.) gemischt und gut geschiittelt. Diese nun gereinigte
Phase wurde in Microvials iiberfiihrt und entweder sofort mittels Gaschromatograph analysiert

oder bis zur Analyse bei -20 °C eingefroren.

Die Analyse der FAME erfolgte an einem Gaschromatographen (Shimadzu GC 17A) mit Hilfe
eines Flammenionisationsdetektors (FID). Es wurde jeweils 1 ul Probenvolumen injiziert und
iber eine J&W Scientific DB-5-Sédule (32 m x 0,32 mm, 1 p) aufgetrennt, an der ein Tempera-
turgradient (150-250 °C) angelegt war. Die Injektor- und Detektortemperatur betrug jeweils
250 °C. Als Tréagergas diente Helium mit einer Flussrate von 30 ml/min. Die Identifikation des

jeweiligen FAME erfolgte mit Hilfe einer Standardmischung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen).
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2.7.2.3 Nomenklatur der Fettsduren

Die Wichtigkeit dieser Methode fiir die Identifizierung von Bakterien basiert auf dem groflen
Unterschied in der Struktur dieser Molekiile (BUSSE et al., 1996): a) Variation in der Lén-
ge/Anzahl der C-Atome, wobei hauptsdchlich Fettsduren mit einer Lange zwischen acht und
20 C-Atomen gefunden werden, b) gesittigte oder ungeséttigte (meist einfach ungeséttigte) Fett-
sduren, c) verzweigte (iso- oder anteiso-Verbindung) oder methylierte Fettsduren, d) Fettsduren
mit Cyclopropanring und e) mit Hydroxylgruppen. Zur Namensgebung der Fettsduren gibt es
vier verschiedene Systeme. Zwei der Systeme bezeichnen die Fettsduren mit einem kompletten
Namen (Bezeichnung nach [IUPAC und Trivialname), die beiden anderen verwenden Abkiirzun-
gen. Tabelle 2.9 beinhaltet die Kurzbezeichnungen, die systematischen Bezeichnungen sowie die
Trivialnamen der Fettsduren aller in der vorliegenden Arbeit identifizierten Fettsduremethylester

(s. Kap. 3.6.1).

2.7.2.4 Distanzverfahren

Eine Bestimmung der FAME wurde mit allen elf Isolaten durchgefiihrt. Das Isolat 88/2-1 wurde
unter Beriicksichtigung der im Vergleich zu den anderen Isolaten verdnderten Inkubationsbedin-
gungen (s. Kap. 2.7.2.1) mit in die Auswertung einbezogen. Als Merkmalszustinde galten hier
»~FAME vorhanden* (1) bzw. ,,FAME nicht vorhanden* (0). Zur Berechnung und Phenogramm-
darstellung siehe Kapitel 2.6.4.4.
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Tab. 2.9: Fettsdureklassen, Kurzbezeichnungen, systematische Bezeichnungen sowie Trivialnamen der in der vor-
liegenden Arbeit identifizierten Fettsduremethylester (modifiziert nach BUSSE et al., 1996)

Fettsiaureklasse/
Kurzbezeichnung®

Systematische Bezeichnung
der Fettsiure als Methylester
(ME)

Trivialname”
der Fettsiure

gesittigte Fettsduren
C11:0

C12:0
Cl13:0
C14:0
C15:0
Cl16:0
C17:0
C18:0
C19:0

ungeséttigte Fettsduren
Clé6:1¢9

Cl8:1c¢c9
C18:1t9°
C18:1c11°¢

C18:2¢9,12
verzweigte Fettsduren
CH3-C14:0/1iC15:0

CH3-C14:0/a C15:0
CH3-C15:0/1C16:0

CH3-C16:0/iC17:0
Fettsduren mit Hydroxylgruppe
30H-C12:0

20H-C14:0
30H-C14:0

Undecanoat-ME

Dodecanoat-ME

Tridecanoat-ME
Tetradecanoat-ME
Pentadecanoat-ME
Hexadecanoat-ME
Heptadecanoat-ME
Octadecanoat-ME
Nonadecanoat-ME

cis-9-Hexadecenoat-ME
cis-9-Octadecenoat-ME
trans-9-Octadecenoat-ME
cis-11-Octadecenoat-ME
cis-9,12-Octadecadienoat-ME

13-Methyltetradecanoat-ME
12-Methyltetradecanoat-ME
14-Methylpentadecanoat-ME
15-Methylhexadecanoat-ME

3-Hydroxydodecanoat-ME
2-Hydroxytetradecanoat-ME
3-Hydroxytetradecanoat-ME

Laurinsdure

Myristinsdure

Palmitinsdure
Margarinsdure

Stearinsdure

Palmitoleinsdure

Olsdure

cis-Vaccensaure

Linolsédure

Iso-Palmitinsédure

15-Methyl-Palmitinséure

3-Hydroxylaurinsiure
2-Hydroxymyristinsidure

3-Hydroxymyristinséure

* Gesamtzahl der Kohlenstoffatome (C):Anzahl der Doppelbindungen; ¢ (cis) bzw. t (trans) gibt die Stellung
der Doppelbindung wieder, die Bezeichnung i (iso) bzw. a (anteiso) beschreibt die Art der Verzweigung und
die Zahl vor der Hydroxylgruppe gibt deren Position an.

® wo vorhanden

¢ Diese beiden FAME konnen aufgrund der Methode (s. Kap. 2.7.2.2) nur gemeinsam identifiziert werden. Sie
werden daher weiterhin als C18:1 t 9 + ¢ 11 aufgefiihrt, aber als zwei FAME gezéhlt.

2.8 Molekularbiologische Untersuchungen

Da eine taxonomische Einordnung anhand morphologischer und physiologischer Charakteristika

bei Eubakterien in der Regel schwierig ist, wurden mit den Isolaten verschiedene molekularbio-

logische Untersuchungen durchgefiihrt.
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2.8.1 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Zur ersten groberen Einordnung der Isolate in bestimmte bakterielle Gruppen wurde die Metho-
de der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) durchgefiihrt. Mit dieser Methode, die auf der
Bindung fluoreszenzmarkierter Oligonucleotid-Sonden an komplementidre 16S rRNA beruht,
lassen sich besonders gut stoffwechselaktive Zellen nachweisen, da diese einen hohen Anteil an

rRNA aufweisen und daher ein deutliches Hybridisierungssignal geben.

Fiir die Hybridisierung wurden 48 h alte Reinkulturen (ASN-Agarplatte, s. Kap. 2.4.4.2) einge-
setzt, von denen jeweils eine Impfose Bakterienmaterial in 1 ml 0,85%iger NaCl-Losung gege-
ben und auf dem Vortexer homogen suspendiert wurde. Zur Fixierung wurden 100 pl 37%iges
sterilfiltriertes Formaldehyd zugegeben. Nach einer Fixierungsdauer von 30 min wurden 2 ul der
Bakteriensuspension in jeweils eine Vertiefung des Objekttriagers gegeben. Trocknung, Dehydra-
tisierung und Nachfixierung wurden wie bei HEUCHERT et al. (2004, s. Kap. 8) beschrieben
durchgefiihrt. Auf jedes Feld der Objekttrager wurden 9 pl Hybridisierungspuffer (s. HEUCHERT
et al., 2004) mit 1 pul der jeweiligen fluoreszenzmarkierten (CY3) Oligonucleotid-Sonde
(50 ng/pul) gegeben und gemischt. Bei der BET42a-Sonde wurden nur 8 pl Hybridisierungspuffer
zugegeben, da zusétzlich noch 1 ul des unmarkierten GAM42a-Oligonucleotids (GAM42a-
Competitor) hinzugefiigt werden musste. Ebenso verhielt es sich bei der GAM42a-Sonde. Hier
musste noch 1 pl unmarkiertes BET42a-Oligonucleotid (BET42a-Competitor) zugegeben wer-
den. Die eingesetzten Oligonucleotid-Sonden, ihre Sequenz und ihre Spezifitét sind Tabelle 2.10

zu entnehmen.

Die Objekttrager wurden jeweils in ein verschlieBbares Greiner-Rohrchen (50 ml) gelegt, das mit
Zellstoff ausgelegt war, der wiederum mit 1,9 ml Hybridisierungspuffer getrankt war. Die Hybri-
disierung und das Waschen erfolgten wie bei GLOCKNER et al. (1996) beschrieben, mit der Aus-
nahme, dass die Hybridisierung zunichst durch das Abspiilen der Objekttrager mit 1 ml 48 °C
warmem Waschpuffer (Zusammensetzung s. GLOCKNER et al., 1996) beendet wurde. Im
Anschluss an das Waschen wurden die Objekttridger vorsichtig mit sterilfiltriertem (0,2 um Poly-
carbonatfilter, Millipore) Aqua dest. gespiilt und luftgetrocknet.

Nach der Gegenfarbung (s. HEUCHERT et al., 2004) wurde der Objekttridger in einem Gemisch
aus fiinf Teilen Citifluor (Citifluor, Ltd., Canterbury, UK) und einem Teil Vectashield (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, USA) eingebettet und fiir etwa 10 min im Dunkeln inkubiert, um

ein zu schnelles Ausbleichen des Priparates wihrend der Mikroskopie zu vermeiden. Die Aus-
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wertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiolab) mit den Standard-Filtersets fiir

DAPI (Filtersatz 02, Zeiss) und CY3 (Chroma HQ, AHF Analysentechnik).

Tab. 2.10: Eingesetzte Oligonucleotid-Sonden, deren Sequenz und Spezifitit

Sonde Sequenz (5°-3°) Spezifitit Literatur
EUB338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT Bacteria AMANN et al., 1990
ARCH915  GTG CTC CCC CGC CAATTCCT Archaea STAHL und AMANN, 1991
ALF968 GGT AAG GTT CTG CGC GTT o-Proteobacteria NEEF, 1997
BET42a" GCCTTC CCA CTT CGT TT B-Proteobacteria MANZ et al., 1992
GAM42a* GCC TTC CCA CAT CGT TT y-Proteobacteria MANZ et al., 1992
CF319a TGG TCC GTG TCT CAG TAC Cytophaga-Flavobacteria MANZ et al., 1996

? bendtigen einen Competitor (Erkldrung siehe Text)

2.8.2 Bestimmung des Guanin + Cytosin (G+C)-Gehaltes der DNA

Der molare prozentuale Anteil der Basen Guanin und Cytosin an den Gesamtbasen dient der
ersten Charakterisierung von Bakterien-DNA (SUBMUTH et al., 1999). Es wird vermutet, dass
sich der G+C-Gehalt der DNA eines Organismus nicht dndert. Ein groBer Unterschied im G+C-
Gehalt zweier Organismen weist darauf hin, dass diese nicht eng miteinander verwandt sind.
Wohingegen eine Ubereinstimmung im G+C-Gehalt nicht automatisch bedeutet, dass sie eng
verwandt sind (JOHNSON, 1994). Viele verschiedene Gattungen haben einen dhnlichen G+C-
Gehalt. Bei den Gattungen Alcaligenes, Paracoccus und Pseudomonas und noch einigen anderen
mehr liegt er z. B. zwischen 60 und 70% (BUSSE et al., 1996). Bei der Identifizierung von Bakte-
rien spielt diese Methode daher keine grofle Rolle. Hierfiir miissen andere Methoden (z. B.

DNA-DNA-Hybridisierung) herangezogen werden.

Zwei héufig angewendete Methoden zur Bestimmung des G+C-Gehaltes der DNA sind zum
einen die photometrische Bestimmung des T, und zum anderen die Bestimmung mittels HPLC.
In der vorliegenden Arbeit wurden beide Methoden angewendet (s. Kap. 2.8.2.3 und 2.8.2.4).
Die DNA-Isolierung (s. Kap.2.8.2.1) sowie die Konzentrationsbestimmung der DNA (s.
Kap. 2.8.2.2) waren fiir beide Methoden identisch.

2.8.2.1 Extraktion der genomischen DNA

Die Extraktion der DNA wurde mit Hilfe des QTAGEN® Genomic-tip 100/G (Qiagen, Hilden)
modifiziert nach den Herstellerangaben (Handbuch, September 1997) durchgefiihrt. Zunichst
wurde der Titer der unter Standardbedingungen (s. Kap. 2.4.3) angezogenen Bakterienkulturen

mit Hilfe einer Thoma-Kammer ausgezihlt. Es wurden maximal 2 x 10'° Zellen eingesetzt. Die
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Probe wurde dann bei 5.000 x g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert (Beckman Avanti™ J-25), der
Uberstand moglichst vollstindig dekantiert und das Zellsediment im Zentrifugationsrohrchen auf

Eis gelagert.

Zum Lysieren der Zellen und zur Denaturierung bzw. Degradierung eines Grof3teils der RNA
sowie loslicher Zellproteine wurden 70 pl einer RNase A-Stammlosung (Serva, 88 U/mg) zu
3,5 ml Puffer B1? gegeben. Die RNase A-Stammlosung wurde folgendermaBen angesetzt: 10 mg
RNase A/ml Aqua dest. wurden fiir 10 min bei 100 °C gekocht und in 50% Glycerol bei -18 °C
gelagert. Die sedimentierten Zellen wurden in dem Gemisch aus Puffer und RNase A vollstindig
resuspendiert. Dann wurden 80 pl Lysozym-Losung (100 mg/ml; Fluka) und 100 pl Proteinase
K-Losung (33,3 U/mg; Amresco, Solon, USA) zugegeben und nach kurzem Schiitteln bei 37 °C
fiir wenigstens 30 min inkubiert. Die Denaturierung der Proteine mit Puffer B2%, die Reinigung
der DNA iiber die DEAE-Siule (Qiagen, Hilden) sowie deren vorherige Aquilibrierung erfolgten
nach Herstellerangaben (Handbuch September 1997, Qiagen).

Bei der Eluierung wurde die DNA in einem Reagenzglas aufgefangen und anschlieBend durch
Hinzufiigen von 3,5 ml Isopropanol und gutem Mischen prézipitiert. Mit einer ausgezogenen
Pasteurpipette wurde die DNA herausgezogen und in eiskaltem 70%igem Ethanol zur Entfer-
nung der restlichen Salze und des Isopropanols sowie zu ihrer vollstindigen Dehydrierung ge-
waschen. Nach dem Trocknen an der Luft wurde die DNA in 0,5 ml 0,1 x SSC (0,015 M NaCl
und 0,0015 M Natriumcitrat) gegeben und bei -18 °C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.

Da der T,-Wert, wie alle DNA-Prédparationen, durch die lonenkonzentration der verwendeten
Puffer stark beeinflusst wird, ist es wichtig, dass sowohl Proben- als auch Referenz-DNA in ei-

nem Puffer mit gleichem Salzgehalt gemessen werden (JOHNSON, 1994).

2.8.2.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Mit Hilfe eines Beckman DU 640 Spektrophotometers wurde die Konzentration der isolierten
DNA bestimmt. Dazu wurden 250 pl der in 0,1 x SSC geldsten DNA in eine Quarzkiivette
(Beckman Ty, Cuvette, 1 cm Schichtdicke) pipettiert. AnschlieBend wurde ein Spektrum im Be-

reich von 200-320 nm in dem o. a. Photometer aufgenommen. Die Konzentration der DNA wur-

* Zusammensetzung nach Angaben im Handbuch (Qiagen, September 1997)
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de rechnerisch ermittelt. Eine Absorption von 1 (1 cm Schichtdicke der Kiivette) bei 260 nm
(Aze0) entspricht 50 ug dsSDNA/ml.

Mit Hilfe des Verhéltnisses von Axeo/Azgo kann eine Aussage iiber die Reinheit der DNA getrof-
fen werden. Idealerweise sollte der Wert zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Ein kleinerer Wert zeigt
eine Verunreinigung durch Proteine an und ein groBerer Wert deutet auf die Gegenwart von
RNA hin (MOORE et al., 1999). Die Autoren schlagen auBBerdem das Verhiltnis von Aj30/Azep als
weiteren Indikator einer Kontamination vor. Hier sollte der Wert zwischen 0,3 und 0,9 liegen,
wobei groBere Werte auf die Gegenwart von Polysacchariden hindeuten. Zur Uberpriifung der

Reinheit wurden in der vorliegenden Arbeit beide Verhéltnisse betrachtet (s. Kap. 3.7.1).

2.8.2.3 Thermische Denaturierung der DNA (Bestimmung des Ty,)

Fiir die Bestimmung des T,, wurde, modifiziert nach SLY et al. (1986), eine Schmelzkurve der
DNA im Beckman DU 640 Spektrophotometer aufgenommen. Es wurden 12,5 und 25 pg/ml
DNA fiir die thermische Denaturierung eingesetzt. In eine Quarzkiivette wurden 250 ul DNA (in
0,1 x SSC) pipettiert und 30 min unter Vakuum in einem Exsikkator entgast. Im Photometer
wurde dann die DNA langsam erhitzt (50-95 °C; 0,5 °C/min Temperaturerhdhung®) und die Ex-
tinktionsédnderung bei 260 nm verfolgt. Der fiir die jeweilige DNA geltende T,, wurde vom Pho-
tometerprogramm berechnet. Zum Teil, wenn der Schmelzkurvenverlauf nicht eindeutig und
damit T,, vom Programm nicht berechenbar war, wurden die erhaltenen Extinktionswerte gegen
die Temperatur aufgetragen und aus der Graphik die Schmelztemperatur der DNA (T,,) be-

stimmt, die etwa bei der halbmaximalen Extinktion (2 A T) liegt.

Mit Hilfe von Ty, ist der G+C-Gehalt (mol%) berechenbar (MARMUR und DOTY, 1961), wenn bei

jeder Messung E. coli (hier Stamm K12) als Vergleichswert mitgemessen wird:

{T, Isolat + (90,5 — T, E.coli)} — 69,3
0,41

%GC: Mol% Gehalt der DNA an Guanin und Cytosin
Tt Schmelzpunkt der DNA

%GC =

3 weitere Einstellung des Programms zur T,,-Bestimmung: Verzogerung 2 min, Read intervall 0,5 °C
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2.8.2.4 Bestimmung des G+C-Gehaltes mittels HPLC

Zuséatzlich zur Bestimmung des DNA-Schmelzpunktes (T, s. Kap. 2.8.2.3) wurde der G+C-
Gehalt der DNA weitestgehend nach der Methode von MESBAH et al. (1989) mit Hilfe der HPLC
ermittelt. Die anschlieBende Berechnung des G+C-Gehaltes erfolgte nach folgender Formel

(Herleitung s. MESBAH et al., 1989):

mol% G+C = (xG + xC)/(xG + xC + xA + xT) x 100 (x = area counts)

2.8.2.4.1 Abbau der DNA

Die in 0,1 x SSC aufgenommene DNA (s. Kap. 2.8.2.1) wurde mit Aqua dest. zunichst 1:10 ver-
diinnt, damit sie in 0,01 x SSC vorlag. Dadurch verringerte sich ihre Konzentration auf 0,29-
0,49 pg/25 pl. Nur Isolat 88/2-7 wies eine Konzentration von 2,8 pug/25 pl auf, da dessen DNA
bei der Extraktion direkt in 0,01 x SSC aufgenommen wurde. Als Vergleich diente Lambda-
Phagen-DNA (2 pg/25 ul 0,01 x SSC; aus E. coli GM119, nicht methyliert, Sigma-Aldrich). Die
jeweils 25 pl DNA wurden in ein ERG gegeben und wie bei MESBAH et al. (1989) beschrieben
weiterbehandelt. Nach Zugabe des Glycin-NaOH-Puffers (pH 10,4) und der alkalischen Phospha-
tase (Sigma-Aldrich, Tautkirchen) wurden die Ansdtze iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am
nichsten Morgen wurden sie dann fiir 4 min bei 12.500 x g zentrifugiert (Heraeus Biofuge pico),

der Uberstand in ein neues ERG iiberfiihrt und bei -18 °C bis zur Messung in der HPLC gelagert.

2.8.2.4.2 HPLC-Messung

Die Bestimmung des G+C-Gehaltes der DNA erfolgte als Doppelbestimmung mit einem
Merck/Hitachi-HPLC-System. Die Probenaufnahme erfolgte iiber einen AS-2000A Auto-
sampler, der jeweils 20 ul Probe in das System einbrachte. Die Auftrennung der Probe erfolgte
iber eine LiChrospher 100 RP 18-Saule (125-4, 5 um) mit entsprechender Vorsédule (4-4). Der
L-7350 LaChrom-Saulenofen sorgte fiir eine konstante Sédulentemperatur von 37 °C. Das HPLC-
System bestand weiterhin aus einer L-6220 Intelligent Pump, die die mobile Phase an einen
L-4250 UV-Vis-Detektor weiterleitete. Die Detektion erfolgte bei 254 nm und die Signale wur-
den iiber ein D-6000A-Interface an einen Chromato-Integrator D-2000 weitergeleitet. Die Pro-
ben wurden isokratisch bei einer Flussrate von 1 ml/min durch den Eluenten (12% Methanol mit
20 mM Triethylamin-Phosphat; sterilfiltriert durch 0,45 pm Cellulose-Acetat-Filter, Schleicher
& Schuell) getrennt.
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2.8.3 Amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA)

Die ARDRA ist eine effiziente Methode, um Bakterien taxonomisch auf Gattungs- und Spezies-
Ebene einordnen zu konnen. Bei dieser Methode wird das 16S rRNA-Gen amplifiziert und mit
verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten. Die Fragmente werden dann gelelektrophore-
tisch aufgetrennt (GURTLER et al., 1991). Eine Einordnung der Stdmme in so genannte ARDRA-
Gruppen geschieht iiber einen Vergleich der verschiedenen Bandenmuster, die meist aus weniger
als 10 Fragmenten bestehen (VANEECHOUTTE et al., 1992) und sich innerhalb der Spezies und
Subspezies nur wenig unterscheiden. Je mehr Fragmente eine identische Laufgeschwindigkeit
zeigen, desto grofer ist der Verwandtschaftsgrad der untersuchten Organismen. Diese Methode
wird hédufig genutzt, um eine Vorauswahl fiir zeit- und kostenintensivere Untersuchungen (z. B.

Sequenzierungen) zu treffen.

2.8.3.1 Amplifikation der 16S rRNA

Zur Amplifikation der 16S rRNA wurde ein Aliquot der bereits extrahierten DNA der jeweiligen
Isolate verwendet (s. Kap.2.8.2.1). Als Primer fiir die Anfangssequenz wurde 10-30F
(5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") und fiir die Endsequenz 1542R
(5'-AGAAAGGAGGTGATCCARCC-3") eingesetzt. Beide Primer hatten sich bereits bei den

von HEUCHERT (1999) untersuchten Antarktisisolaten bewéhrt.

Ein Amplifikationsansatz bestand aus etwa 25-30 ng genomischer DNA, je 0,4 uM PCR-Primer
(s.0.), 200 pM dNTP-Mix, 4 ul BSA (2 mg/ml), 2 mM MgCl,, 5 ul 10x REDTaq PCR Reakti-
onspuffer (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), 2 U Taq-Polymerase (REDTaq™, Sigma-Aldrich, Tauf-
kirchen) und Aqua dest. ad 50 pl Endvolumen. Nach dem Hot-Start wurde dem Mix aus Pri-
mern, dNTP’s, BSA, MgCl,, Puffer und DNA, der mit Paraffindl als Verdunstungsschutz iiber-
schichtet war, die Tag-Polymerase zugefiigt. Als Blindprobe wurde eine Negativkontrolle ohne

DNA eingesetzt.

Die PCR wurde mit folgendem Programm in einem Biometra Personal Cycler™ durchgefiihrt.
Nach einem ,,Hot-Start* (95 °C fiir 5 min) und einer Abkiihlung auf 85 °C folgten 30 gleicharti-
ge Temperaturzyklen, die aus einem Denaturierungsschritt (93 °C fiir 30s), einer Primer-
Anlagerung (Annealing, bei 52 °C fiir 30 s) und einer Kettenverldngerung (72 °C fiir 60 s) be-
standen. Nach Beendigung der 30 Zyklen erfolgte eine Schlusspolymerisierung fiir 5 min bei

72 °C mit anschlieBender Abkiihlung auf RT.
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2.8.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der PCR (das 16S rDNA-Amplifikat sollte bei 1,5 kb eine kréftige Bande aufwei-
sen) wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Es wurde ein 1%iges Agarosegel (Ultra Pure
Agarose, GIBCO BRL) in 1 x TBE-Puffer (10 x TBE-Puffer, pH 8,2: 0,89 M Tris, 0,89 M Bor-
sdure und 0,02 M Na,EDTA) hergestellt, in eine Gelform gegossen, mit 1 x TBE-Puffer bedeckt
und mit einem Aliquot der PCR-Produkte beladen.

Zur qualitativen Bewertung der DNA-Proben wurden fiir den optischen Vergleich 5 pul GeneRu-
ler™ DNA-Ladder-Mix (0,1 mg DNA/ml; MBI Fermentas), verschen mit 7 pl Aqua dest., auf-
getragen. Die Proben (5 pl Amplifikat) wurden vor dem Auftragen ebenfalls mit 5 ul Aqua dest.
und 2 pl 6x Slotmarker (2,5 mg/ml Bromphenolblau, 100 mM Tris/HCI, pH 8, 100 mM EDTA,
pH 8, 120 mM NaCl, 50% Glycerol) versetzt und anschlieBend in die Probentaschen gegeben.
Die Elektrophorese wurde bei RT in einer horizontalen Elektrophoresekammer (Biometra) bei
100 V und 75 mA fiir etwa 30 min durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Gel in 0,1%igem E-
thidiumbromid (in 1 x TBE) fiir 15-30 min gefarbt und mit Hilfe eines UV-Transilluminators
(366 nm) und einer Video-Print-Anlage (Easy Image Plus Rev 4.15 (C), Herolab) dokumentiert.

2.8.3.3 DNA-Restriktion

Das Reaktionsvolumen bei einem Restriktionsansatz enthielt 5 ul Amplifikat, 0,3 ul Restrikti-
onsenzym (4-Basen cutter; 10 U/ul, s. Tab. 2.11, alle MBI Fermentas, St. Leon-Rot), 1 ul Puffer
(s. Tab. 2.11, alle MBI Fermentas, St. Leon-Rot) und Aqua dest. ad 10 pl Endvolumen. Die An-
sdtze wurden fiir 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und anschlieend iiber eine Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Durchfiihrung der Gelelektrophorese erfolgte wie in Kapi-
tel 2.8.3.2 beschrieben, mit der Ausnahme, dass ein 2%iges Agarose-Gel verwendet wurde. Der
DNA-Ladder-Mix (10 pl) wurde mit 2 ul Aqua dest. und der Restriktionsansatz (10 pl) mit 2 pl
6x Slotmarker versetzt und beides anschlieBend in die Probentaschen gegeben. Die Elektropho-
rese wurde bei RT fast ausschlieBlich in einer Biometra-Elektrophoresekammer bei 60-87 V und
75 mA fir 79-130 min durchgefiihrt. Nur nach der Restriktion mit Hin 61 (s. Tab. 2.11) fand die
Elektrophorese bei 46 V und 80 mA fiir 125 min in einer Biorad-Elektrophoresekammer statt
(Power Pac 300). Die Farbung der Gele und die Dokumentation wurden, wie in Kapitel 2.8.3.2
beschrieben, durchgefiihrt.
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Tab. 2.11: Restriktionsenzyme®, deren Schnittstelle und die Zusammensetzung der jeweiligen Puffer®

Restriktionsenzym” Schnittstelle (5°-3") Puffer
Alu T (Alu 1) AGLCT 33mM Tris-Acetat (pH 7,9 bei 37 °C),
Hin 61 Gl CcGe } 10 mM Magnesium-Acetat, 66 mM Kalium-
Hpa 11 (Hpa 1T) clcGa Acetat, 0,1 mg/ml BSA
Bsh 12361 (Fnu DII) CGICG 10 mM Tris-HCI (pH 8,5 bei 37 °C), 10 mM
Bsu RI (Hae 111) GGlcc } Magnesiumchlorid, 100 mM Kaliumchlorid,
Mbo 1 (Mbo 1) JGATC 0,1 mg/ml BSA

% alle MBI Fermentas, St. Leon-Rot; ® in Klammern der Name des Prototyps

Mit den Enzymen Alu 1, Hin 61 und Hpa II wurde eine DNA-Restriktion bei allen Isolaten
durchgefiihrt, die weiteren drei Enzyme (Bsh 12361, Bsu RI und Mbo I) wurden nur bei den Iso-
laten angewendet, die bei der Restriktion mit den ersten drei Enzymen keine Unterschiede in

ihrem Bandenmuster aufwiesen (s. Kap. 3.1).

2.8.4 Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (RAPD-PCR)

Die Kombination von PCR (Polymerase Chain Reaction) mit mehr oder weniger willkiirlich ge-
wéhlten 10-mer-Oligonucleotid-Primern, die einen hohen G+C-Anteil aufweisen und zufallsbe-
dingt an polymorphe DNA binden, ist eine Methode zur schnellen und sensitiven Beschreibung
von Bakterienstimmen (NEILAN, 1995; BUSSE et al., 1996; MULLER, 2001). Die RAPD-Methode
gibt keine Informationen iiber die zugrunde liegende DNA-Sequenz. Die zufillige Amplifikation
unbekannter Sequenzen fiihrt zu einem spezifischen, reproduzierbaren DNA-Bandenmuster
(,,Fingerprint®), mit dem taxonomische Untersuchungen sowohl auf Genus-Ebene als auch auf
Art- und Stamm-Niveau durchgefiihrt werden konnen (NEILAN, 1995). In dieser Arbeit wurden
zwei Zufalls-10-mer-Oligonucleotid-Primer eingesetzt. Bei der durchgefiihrten Methode handelt
es sich somit um eine Multiplex-RAPD-PCR, die eine deutlich verbesserte Reproduzierbarkeit

der Ergebnisse gewéhrleistet.

Fiir die RAPD-PCR wurde die gleiche extrahierte DNA verwendet, die auch schon fiir die Be-
stimmung der G+C-Gehalte (s. Kap.2.8.2.1) herangezogen worden war. Die Methode der
RAPD-PCR ist bei NEILAN (1995) beschrieben. Als Primer wurden CRA22 und CRA23 (MWG-
Biotech, s. Tab. 2.12) genutzt, da sich diese bereits bei den von HEUCHERT (1999) untersuchten

Antarktisisolaten bewahrt hatten.

Das Reaktionsvolumen enthielt 3 mM MgCl,, 200 uM dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP und
dTTP), je 0,4 uM PCR-Primer (s. Tab. 2.12), 10-100 ng genomische DNA, 10x REDTaq PCR
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Reaktionspuffer (Sigma-Aldrich), 1,25 U Tag-Polymerase (REDTaq™, Sigma-Aldrich) und Aqua
dest. ad 50 pul Endvolumen. Als Blindprobe wurde eine Negativkontrolle ohne DNA eingesetzt.

Als Verdunstungsschutz wurden die Ansdtze mit etwas Paraffin6l liberschichtet. Die Tag-
Polymerase wurde dem Mix aus Primern, dNTPs, MgCl,, Puffer und DNA erst nach dem ,,Hot-
Start* hinzugefiigt. Die PCR wurde ebenfalls in einem Biometra Personal Cycler™ mit folgen-
dem Programm durchgefiihrt: nach dem ,,Hot-Start* (96 °C fiir 5 min) und einer Abkiihlung auf
85 °C folgten 30 gleichartige Temperaturzyklen, die aus einem Denaturierungsschritt (94 °C fiir
20 sec), der Primer-Anlagerung (Annealing, 45 °C fiir 30 sec) und einer Kettenverldngerung
(72 °C fiir 60 sec) bestanden. Nach Beendigung der 30 Zyklen folgte auch hier eine Schlusspo-
lymerisierung fiir 5 min bei 72 °C mit anschlieBender Abkiihlung auf RT.

Tab. 2.12: Sequenzen, Schmelztemperaturen und G+C-Gehalte der verwendeten 10-mer Primer (MW G-Biotech)
fiir die Multiplex-RAPD-PCR (modifiziert nach NEILAN, 1995)

Primer Sequenz (5°-3") Schmelztemperatur (T,,) G+C-Gehalt (%)
CRA22 CCGCAGCCAA 34°C 70
CRA23 GCGATCCCCA 34 °C 70

2.8.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der PCR-Produkte (s. Kap. 2.8.4) wurde eine Gelelektrophorese, wie in Kapitel
2.8.3.2 beschrieben, durchgefiihrt, mit der Ausnahme, dass die Proben vor dem Auftragen nicht
mit dem 6x Slotmarker versetzt wurden. Die Elektrophorese wurde bei RT in einer horizontalen
Elektrophoresekammer (Biometra) bei 100 V und 45 mA fiir 105 min durchgefiihrt. Die Farbung

des Gels und die Dokumentation erfolgten wie in Kapitel 2.8.3.2 beschrieben.

2.8.4.2 Distanzverfahren

Fiir RAPD-Daten sind Distanzverfahren die einzigen geeigneten Auswerteverfahren, da aus ih-
nen direkt Distanzmalle gebildet werden konnen (HEYDUCK-SOLLER, 2003). Zur Berechnung
und Phenogrammdarstellung sieche Kapitel 2.6.4.4. Das Phenogramm wurde in diesem Fall aus
einer Distanzmatrix erstellt, in die die visuell ausgewerteten RAPD-Fingerprints der in der vor-

liegenden Arbeit untersuchten Isolate eingebracht wurden.
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2.8.5 16S rRNA-Sequenzierung

Die meisten phylogenetischen Untersuchungen beruhen auf der RNA (WOESE, 1987). Ein Ver-
gleich der 16S rRNA-Sequenzen nah verwandter Arten zeigt, dass sich zusitzlich zu den fiir
phylogenetische Untersuchungen wichtigen konservierten Regionen auch Fragmente in diesem
Molekiil befinden, die sehr variabel sind. Gerade die Sequenz dieser variablen Regionen kann
fiir die Unterscheidung dieser Arten herangezogen werden. Allein durch die Sequenzierung kur-
zer Fragmente und deren Vergleich mit Fragmenten von Referenzorganismen kdnnen Bakterien

bestimmten Familien oder Gattungen zugeordnet werden (BUSSE et al., 1996).

Fiir eine Sequenzierung werden Primer eingesetzt, die zu den konservierten Regionen der
16S rRNA komplementir sind (LANE, 1991). Je nach Sequenzierungssystem und der zu sequen-
zierenden Region sind etwa 170-500 Basen mit einem Primer analysierbar. Fiir eine vollstidndige

Sequenzierung miissen die passenden Primer ausgewéhlt werden (BUSSE et al., 1996).

2.8.5.1 16S rRNA-PCR

Auch fiir diese Methode fand ein Aliquot der bereits extrahierten DNA (s. Kap. 2.8.2.1) Ver-
wendung. Der Amplifikationsansatz und die Durchfiihrung der PCR erfolgten wie in Kapi-

tel 2.8.3.1 gezeigt. Die Durchfiihrung der Gelelektrophorese ist in Kapitel 2.8.4.1 beschrieben.

2.8.5.2 DNA-Elution aus Agarosegelen mittels QIAquick Gel Extraktion Kit (Quiagen)

Die Riickgewinnung der DNA-Fragmente aus dem Agarosegel erfolgte mit Hilfe des QIAquick
Gel Extraktion Kit (Qiagen, Hilden), modifiziert nach den Herstellerangaben (Handbuch, Juli
1997). Nachdem die aus dem Agarose-Gel (s. Kap. 2.8.5.1) geschnittenen DNA-Banden ausge-
wogen, das Gel wieder aufgeldst und die Farbe des Gemisches kontrolliert worden waren, wurde
die Probe auf die vorbereitete QIAquick Sdule pipettiert und fiir I min bei maximaler Geschwin-
digkeit (15.000 rpm) in einer Tischzentrifuge (Beckman Mikrofuge E™) zentrifugiert. Um alle
Reste der Agarose zu entfernen, wurden 500 pl des zum Kit gehorenden Puffers QG in das
Zentrifugationsgefdl gegeben und erneut zentrifugiert (s. 0.). Das zum Entfernen der Salze noti-
ge Waschen wurde zweimal gemall Vorschrift (s. 0.) durchgefiihrt, wobei die Proben erst 3 min
nach Pufferzugabe zentrifugiert (s. 0.) wurden. Nach einer weiteren Zentrifugation (s. 0.) zur
Entfernung des restlichen Ethanols, der in dem verwendeten Puffer enthalten ist, wurde das ERG

erneuert und zur Elution der DNA wurden 30 pl des zum Kit gehdérenden Puffers EB (1:10 ver-
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diinnt) in das Zentrum der QIAquick Saule pipettiert. Nach 1 min wurde der Ansatz erneut flir
1 min zentrifugiert (s. 0.). Auch dieser Schritt wurde ein zweites Mal durchgefiihrt, so dass die

DNA schlieBlich in 60 ul EB-Puffer vorlag.

Je 5 ul der eluierten Proben wurden mit 1 pl 6x Slotmarker (s. Kap. 2.8.3.2) vermischt, auf ein
Gel aufgetragen und die Konzentration der DNA mittels Gelelektrophorese bestimmt (s.

Kap. 2.8.4.1).

2.8.5.3 Entsalzung der DNA

Da der Puffer EB (s. 0.) 10 mM Tris-HCI enthilt, mussten die Proben mit Hilfe der Mikrodialyse
entsalzt werden. Dazu wurden die nach der Gelelektrophorese verbliebenen 55 ul Probe auf ei-
nen auf Aqua dest. schwimmenden Mikrodialysefilter (0,025 um Nitrocellulosefilter, Millipore,
Schwalbach) gegeben und fiir 20 min dialysiert. Nach Beendigung der Dialyse wurde die Probe
auf zweimal 25 pl aufgeteilt und in einer Speed Vac® Sc 110 (Fa. Savant) auf jeweils 6 ul einge-

trocknet.

2.8.5.4 Teilsequenzierung der 16S rRNA

Die Sequenzierung der 16S rRNA aller Isolate wurde von der Firma GAG BioScience GmbH
(Bremen) mit einem automatischen Sequenziergerit (Applied Biosystems, Typ 373 A) durchge-
fihrt. Die von GAG BioScience verwendeten Primer waren 518-534F GM1
(5"-CCAGCAGCCGCGGTAAT-3") und GM3F (5 AGAGTTTGATCMTGGC-3").

2.8.5.5 Vollstindige 16S rRNA-Sequenzierung von Isolat 88/2-4 und Isolat 88/2-7

Die vollstindige Sequenzierung der 16S rRNA der Isolate 88/2-4 und 88/2-7 wurde, wie bei
HEUCHERT et al. (2004, s. Kap. 8) beschrieben, freundlicherweise durch Mitarbeiter des Max-
Planck-Instituts fiir marine Mikrobiologie (Bremen) vorbereitet und von der GAG Bioscience
GmbH (Bremen) durchgefiihrt. Als genomische DNA wurde die mittels QTAGEN® Genomic-tip
100/G isolierte DNA eingesetzt (s. Kap. 2.8.2.1).
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2.8.6 Phylogenie

Um die Isolate bestimmten Gattungen zuordnen zu konnen und zur Erstellung eines phylogeneti-
schen Baumes wurden die ermittelten 16S rRNA-Sequenzen mit den Sequenzen einer bzw.

zweier (Isolat 88/2-7) Datenbanken verglichen (s. Kap. 2.8.6.1 und 2.8.6.2).

2.8.6.1 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

Die Suche mittels BLAST in DNA- und Proteinsequenzdatenbanken ist in der Forschung mittler-
weile unentbehrlich (CUMMINGS et al., 2002). Mit Hilfe von BLAST konnen z. B. ermittelte
16S rRNA-Sequenzen (Voll- oder auch Teilsequenzen) mit bereits in Datenbanken eingegebenen
Sequenzen verglichen werden. Somit konnen nah verwandte Gattungen oder Arten ermittelt wer-

den. Die Anwendung BLAST ist tiber die NCBI-Webseite (www.ncbi.nlm.nih.gov) zugénglich.

2.8.6.2 ARB (lateinisch "arbor" = Baum)

Fiir das Isolat 88/2-7 wurde von Dr. F. O. Glockner (Max-Planck-Institut fiir marine Mikrobio-
logie, Bremen) freundlicherweise eine vergleichende Analyse der 16S rRNA-Sequenzen mittels
ARB durchgefiihrt. Das Software-Paket ARB wird fiir die Erstellung phylogenetischer Baume
genutzt, die auf ribosomalen RNAs und funktionalen Proteinen basieren. Die von dem Isolat
erhaltene 16S rRNA-Sequenz (s. Kap.2.8.5.5 und 6.4) wurde mit Hilfe des ARB-
Programmpaketes (LUDWIG et al., 2004) der rRNA-Sequenzdatenbank der Technischen Univer-
sitdt Miinchen (release Januar 2001) zugefiigt. Die weitere Vorgehensweise bis zur Erstellung

des phylogenetischen Baumes kann HEUCHERT et al. (2004, s. Kap. 8) entnommen werden.

2.8.7 DNA-DNA-Hybridisierung

Die DNA-DNA-Hybridisierung ist eine wichtige Methode zur Untersuchung des Verwandt-
schaftsverhéltnisses zwischen verschiedenen Bakterienarten und wird fiir die Beschreibung einer

neuen Spezies verlangt.

In der vorliegenden Arbeit war diese Methode fiir das Isolat 88/2-7 interessant, das nach der
vollstdndigen Sequenzierung mittels Datenbanken (s. Kap. 2.8.6) der Gattung Psychrobacter
zugeordnet werden konnte. Mit der DNA-DNA-Hybridisierung sollte nun geklart werden, ob es

sich bei dem Isolat 88/2-7 um eine neue Art handelte.
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2.8.7.1 Probenaufbereitung

Das Isolat 88/2-7 sollte mit zwei laut BLAST und ARB néchst verwandten Arten (s. Kap. 3.7.1
und 3.7.2) hybridisiert werden. Fiir die DNA-DNA-Hybridisierung wurden die Stimme Psych-
robacter proteolyticus (DSM 13887") sowie Psychrobacter glacincola (DSM 12194") ausge-

wihlt. Beide Spezies wurden von der DSMZ (Braunschweig) bezogen.

Da fiir die DNA-DNA-Hybridisierung jeweils ein Feuchtgewicht von etwa 3 g Zellmaterial be-
notigt wird, wurden fiir die Anzucht jeder Spezies ca. 7,5-9 1 ASNj;-Medium (s. Kap. 2.3,
60 min autoklaviert) auf jeweils sechs 2 1 Erlenmeyerkolben verteilt. Die Anzucht der Organis-
men erfolgte bei RT auf einem Rotationsschiittler (100 rpm, innova 2003, New Brunswick
Scientific). Nach etwa 48 h Wachstum wurden die Ansétze fiir 10 min bei 5.000 x g und 5 °C
zentrifugiert (Beckman Avanti'™ J-25). Die jeweiligen Pellets wurden in etwas ASNy-Medium
(s. 0.) resuspendiert, vereint, in ein Reagenzglas mit Gewinde iiberfiihrt und bei 4.000 x g und
5 °C fiir 10 min zentrifugiert. Die Zellen von Psychrobacter proteolyticus lieBen sich nur schwer
abzentrifugieren. Obwohl sie in diesem letzten Schritt bei 10.000 x g und 5 °C fiir 10 min zentri-
fugiert wurden, entstand kein festes Pellet. Der ,,Uberstand” wurde daher so weit wie moglich
vorsichtig mit einer Glaspipette abgenommen. Anschlieend wurden die Reagenzgldser mit I-
sopropanol/Aqua dest. (1:1, v/v) gefiillt, damit die Zellpellets wahrend des Versands zur DSMZ

nicht austrocknen konnten.

2.8.7.2 Hybridisierung

Die DNA-DNA-Hybridisierung der drei in Kapitel 2.8.7.1 aufgefiihrten Stimme wurde an der
DSMZ in Braunschweig durchgefiihrt (s. auch HEUCHERT et al., 2004, Kap. 8).

2.9 Flockenbildung von Isolat 88/2-7

Es sollte geklart werden, ob sich auch in einem anderen Vollmedium (1% Pepton im ASNyy-
Medium) die temperaturabhéngige Flockenbildung zeigt (s. Kap. 2.9.1). Aulerdem wurde die
Grofe der in Vollmedien gebildeten Flocken bestimmt (s. Kap. 2.9.2). Anschlieend sollte durch
Zugabe verschiedener chemischer Substanzen untersucht werden, ob eventuell Extracellular po-

lymeric substances (EPS) fiir die Flockenbildung verantwortlich sind (s. Kap. 2.9.3ff.).

42



2 Material und Methoden

2.9.1 Einfluss von Pepton auf die Flockenbildung

Um herauszufinden, ob das eingesetzte Kulturmedium einen Einfluss auf das Flockungsverhal-
ten des Isolates hat, sollte es mit einem weiteren Vollmedium angezogen werden. Dazu wurden
der Hefeextrakt und das Eisenammoniumcitrat im ASNy;-Medium (s. Kap. 2.3) durch 1% Pepton
ersetzt. Mit dem Medium wurden dann Kulturen bei 5 °C und 27 °C inkubiert (s. Kap. 2.4.3) und
tiaglich auf Wachstum kontrolliert.

2.9.2 GroBenbestimmung der Flocken

Zur Bestimmung der Flockengrof3e wurde das Isolat 88/2-7 in ASNy;-Medium mit 0,1% Hefeex-
trakt (s. Kap. 2.3) bzw. mit 1% Pepton (s. Kap. 2.9.1) im Kiihlraum bei 5 °C (x1 °C) auf einem
Rotationsschiittler (unimax 2010, Heidolph) angezogen. Nach 10 bis 21 Tagen Wachstum wurde
der Inhalt des jeweiligen Erlenmeyerkolbens in eine mit 70%igem Ethanol gespiilte Plastikschale
mit Deckel (@ 5 cm) umgefiillt. Mit Hilfe eines Stereomikroskops (Stemi SV6, Zeiss) und eines
unter die Plastikschale gelegten Millimeterpapiers wurde dann die GroBe der Aggregate be-

stimmt.

Die Form der Flocken wurde auch mit dem Zeiss Durchlicht- und Auflichtfluoreszenz-
Mikroskop (Axiolab) betrachtet. Um das Zerdriicken der Flocken zwischen Objekttrager und
Deckglas zu vermeiden, wurde in den Agar eines Agar-Slides (s. Kap. 2.5.2) eine kleine Vertie-
fung gestanzt. In diese wurden dann mit Hilfe einer Eppendorfpipette, deren sterile Spitze abge-
schnitten wurde, um mogliche Scherkrifte, die die Flocken zerstdren konnten, zu reduzieren, ein
Flocken enthaltendes Aliquot aus einer 11 Tage alten Kultur (5 °C, ASNy;-Medium mit 0,1%

Hefeextrakt, s. 0.) gegeben und mit einem Deckglas abgedeckt.

2.9.3 Einfluss von Calciumchlorid auf die Flockenbildung

Um Hinweise auf den Ausldser der Flockenbildung zu erlangen, wurde nach Riicksprache mir
Herrn Prof. H.-C. Flemming und Dr. J. Wingender (Fachgebiet Aquatische Mikrobiologie, Ger-
hardt-Mercator-Universitét, Duisburg) zunéchst die Konzentration des CaCl, im ASN-Medium

erhoht.

Dazu wurde das ASNj-Medium mit drei verschiedenen Konzentrationen an CaCl, ¢ 2 H,O an-
gesetzt: 1) ,,Standard”, 3,4 mM (0,5 g/l, s. Kap. 2.3), i1)) 10 mM (1,47 g/I) und iii) 100 mM
(14,7 g/1). Nach dem Autoklavieren (25 min, 121 °C) war der 100 mM Ansatz leicht triib. Von
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diesen drei Medien wurden jeweils etwa 20 ml in je einen 50 ml-Erlenmeyerkolben gefiillt, die
2%ig aus einer vier Tage alten, bei 5 °C in ASNy;-,,Standard* angezogenen Vorkultur von Isolat
88/2-7 (noch keine Flockenbildung) angeimpft wurden. Die Inkubation erfolgte im Kiihlraum bei
5°Cund 100 rpm auf einem Rotationsschiittler (unimax 2010, Heidolph) jeweils in Parallelansit-

zen. Die Ansidtze wurden zehn Tage lang taglich auf Wachstum und Flockenbildung kontrolliert.

2.9.4 Einfluss von EDTA auf die Flocken

Zur chemischen Extraktion von EPS bei periphytischen marinen Bakterien setzten LABARE et al.

(1989) 3,72 g/l EDTA (ca. 10 mM) bei 15-miniitigem Riihren ein.

Zu jeweils einem Ansatz der 10 Tage alten Kulturen (s. Kap. 2.9.3) wurden 40 pl einer sterilen
0,5 M EDTA-Lo6sung (pH 8) gegeben, was in den Ansitzen einer Konzentration von etwa 1 mM
EDTA entsprach. Die Kulturen wurden weiter bei 5 °C auf dem Rotationsschiittler inkubiert.
Nach einem Tag wurde die EDTA-Konzentration auf 10 mM erhdht und einen Tag spdter auf
20 mM. Da nach zwei weiteren Tagen noch immer keinerlei Verdnderung bei den Flocken er-
kennbar war, wurde die EDTA-Konzentration auf 30 mM erhoht. Die Kulturen wurden iiber eine

Dauer von sechs Tagen weiter tdglich kontrolliert.

2.9.5 Einfluss von Natriumhydroxid auf die Flocken

SATO und OSE (1980) nutzten 2 N NaOH zur chemischen Extraktion von EPS bei Escherichia
coli. Um festzustellen, ob NaOH zu einer Auflosung der Flocken von Isolat 88/2-7 fiihrt, wurde
eine Kultur von diesem Isolat mit NaOH versetzt. Zu einer 10 Tage alten bei 5 °C in ASNyy-
Medium (s. Kap. 2.3) angezogenen Kultur, bei der das Medium klar war und die Zellen alle zu
Flocken verklumpt waren, sowie zu einer identischen Menge unbeimpften Mediums wurde zu-
ndchst 1 ml einer 5 M NaOH gegeben (Endkonzentration etwa 2 M). Anschlieend wurde in der

Kultur und im unbeimpften Medium der pH-Wert gemessen.

In einem zweiten Ansatz wurden zu einer 11 Tage alten ebenfalls bei 5 °C angezogenen Kultur
in ASNy;-Medium (Medium klar und Zellen zu Flocken verklumpt) und zu unbeimpftem Medi-
um (Kontrolle) in verschiedenen Zeitabstinden mehrmals kleinere Mengen 5 M NaOH zugege-
ben, um eventuelle Verinderungen in der Kultur beobachten zu kénnen. Uber eine Dauer von
fiinf Tagen wurden zundchst mehrmals jeweils 2 ul einer 5 M NaOH zugegeben, anschlieSend

iiber weitere finf Tage jeweils 4 pul. Dann wurden noch einmal iiber fiinf Tage jeweils 5 ul der
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oben angegebenen NaOH und letztlich bis zur Beendigung des Versuches (weitere drei Tage)
nochmals jeweils 10 ul zugegeben, so dass am Versuchsendende (nach insgesamt 25 Tagen)
insgesamt 314 ul einer 5 M NaOH (Endkonzentration dann etwa 77 mM) zugefiigt worden wa-
ren. Bei jeder erneuten Zugabe von NaOH wurde kontrolliert, ob die Flocken Aufldsungser-
scheinungen zeigten. Nach Beendigung des Versuches wurde der pH-Wert gemessen und mit

dem Anfangswert verglichen.
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Teil B: Isolation von Reinkulturen aus dem Aquatorialen Atlantik und deren
Charakterisierung

2.10 Herkunft des Probenmaterials

Die Wasserproben wurden mit dem FS METEOR von April bis Mai 2001 auf dem Fahrtab-
schnitt M49/4 von Salvador da Bahia (Brasilien) nach Halifax (Kanada) aus unterschiedlichen
Tiefen entnommen. Die einzelnen Probennahmestellen, die zur Gewinnung von Partikel-
assoziierten Bakterien herangezogen wurden, und die jeweiligen Wassertiefen sind in Tabel-

le 2.13 aufgefiihrt und in Abbildung 6.1 ist die Lage der Probennahmestandorte dargestellt.

Tab. 2.13: Position der Probennahmestellen wahrend der Fahrt M49/4 mit Angabe des Probennahmedatums und
der beprobten Wassertiefen

Stationsnummer Breitengrad Lingengrad Probennahme- Beprobte Wasser-
(GeoB) datum tiefen [m]
7002-3 07°30,0'S 28°11,3'W 07.04.01 20, 100, 150, 200
7004-1 03°03,9'N 33°30,0'W 14.04.01 20, 100, 150, 200
7006-1 07°01,8'N 46°30,1'W 17.04.01 20, 100, 150, 200
7015-1 16°00,0'N 55°58,0'W 27.04.01 20, 100, 150, 200

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Station 7004-1 aus dem westlichen dquatorialen
Atlantik bearbeitet. Die an dieser Station in den beprobten Tiefen vorherrschenden abiotischen
Bedingungen (Messung mit CTD-Sonde plus Sauerstoffsensor und Fluorometer, fiir Einzelheiten

der Messung s. FISCHER, 2002) sind in Tabelle 2.14 aufgefiihrt.

Tab. 2.14: Daten (CTD-Messung) der abiotischen Faktoren an der Station 7004-1

Stations-Nr.  Tiefe (m) Druck Temperatur  Salinitit Sauerstoff  Chlorophyll-Gehalt
(dbar)®* (°C)* (%o)* (ml/1)?* (mg/m’)?
7004-1 20 19,89 28,15 33,89 9,11 0,05
7004-1 100 99,436 14,35 33,46 4,31 0,05
7004-1 150 149,22 13,17 33,26 4,46 0,03
7004-1 200 198,81 12,30 33,70 4,80 0,02

* Werte auf zwei Stellen nach dem Komma gerundet
2.11 Bearbeitung des Probenmaterials an Bord des FS METEOR

Wie schon in Kapitel 2.2 erwdhnt, wurde auch hier davon ausgegangen, dass bei der Filtration
durch Filter mit 10 um Porengrofle nur Partikel mit assoziierten Bakterien zuriickgehalten wer-

den, da die frei lebenden Bakterien in der Regel viel kleiner sind.
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Auch auf diesem Fahrtabschnitt wurde an den jeweiligen Stationen mit Hilfe von Niskin-
Wasserschopfern Meerwasser aus verschiedenen Wassertiefen entnommen (s. Tab. 2.13). Je 101
des Wassers wurden in Nalgene-Kanister abgefiillt und anschlieBend durch 10 pm-
Polycarbonatfilter (Millipore, Schwalbach) zur Gewinnung der organischen Partikel mit Hilfe
einer Membranpumpe mit 0,2 bar Unterdruck filtriert. Die Filter wurden geviertelt, und ein Vier-
tel wurde auf eine ASNy-Agarplatte (s. Kap. 2.4.4.2) gelegt, leicht angedriickt und nach weni-
gen Minuten wieder entfernt. Die Agarplatte wurde im Kiihlraum bei 4 °C inkubiert. Die iibrigen

Filterstiicke wurden in einer Petrischale bei —18 °C gelagert.

2.12 Isolation und Kultivierungsbedingungen

Die ASNp-Agarplatten (s. Kap. 2.11; ,,Stammplatten*) wurden téglich auf Wachstum kontrol-
liert. Nach sechs Tagen Wachstum wurden alle makroskopisch sichtbaren Kolonien mit Hilfe
einer Impfose entnommen (,,gepickt™), auf ein Feld einer in mehrere Felder aufgeteilten ASNyy-
Agarplatte (Wachstum verschiedener Isolate auf einer Platte) iibertragen und erneut bei 4 °C
inkubiert®. Alle Platten wurden tiglich auf Wachstum kontrolliert. Auf den ,,Stammplatten wa-
ren schon nach etwa 24 h neue Kolonien erkennbar, die noch sehr klein und den bisher ,,gepick-
ten sehr dhnlich waren. Nach weiteren vier Tagen Inkubation wuchsen auf den ,,Stammplatten‘
Pilze, da dem Medium kein Actidion zum Abtdten eukaryontischer Zellen zugegeben worden
war. Dadurch war es nicht moglich, weitere Bakterienkolonien zu ,,picken®. Ein Teil der beim
ersten Uberimpfen von der ,,Stammplatte* ,,gepickten” Kolonien konnte nach fiinf Tagen Inku-
bation erneut liberimpft werden. Alle Agarplatten wurden bis zur Ankunft der Proben im Insti-

tutslabor bei 4 °C inkubiert bzw. gelagert.

Nach dem Eintreffen der Proben im Labor wurden zunéchst die Isolate aller Tiefen neu iiber-
impft. Aufgrund der Menge an ,,gepickten* Kolonien wurden die ersten Uberimpfungen sowohl
an Bord als auch die ersten im Universititslabor mehrmals (etwa drei- bis viermal) als einfacher
Ausstrich vorgenommen. Zum Erhalt von Reinkulturen wurde dann ein 3-Osenausstrich durch-

gefiihrt.

Die Agarplatten der Proben aus 100 und 150 m Wassertiefe wurden zunédchst bei 5 °C gehaltert.

Die frisch iiberimpften Organismen der Probe aus 20 m Wassertiefe wurden dagegen nun bei

* In einem Vorversuch wurden die Platten bei RT inkubiert. Diese waren aber nach etwa 24 h so dicht bewachsen,
dass keine einzelnen Kolonien mehr entnommen werden konnten.
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27 °C inkubiert und tiglich auf Wachstum kontrolliert. Es wurden so lange Einzelkolonien iiber-
impft, bis nach mikroskopischer Kontrolle unter dem Stereomikroskop (Stemi SV 6, Zeiss) und
im Durch- und Auflichtfluoreszenz-Mikroskop (Axiolab, Zeiss) Reinkulturen vorlagen. Von
diesen Reinkulturen wurden Glycerolstocks angelegt (s. Kap. 2.4.2) und dann die im Folgenden
ndher beschriebenen Untersuchungen (Kap. 2.13 ff.) durchgefiihrt. Parallel dazu wurden jetzt
auch die Isolate aus 100 m Tiefe tiberimpft und bei 27 °C inkubiert, wihrend die aus 150 m wei-
terhin bei 5 °C gelagert wurden. Mit den Isolaten dieser beiden Tiefen wurde dann weiterhin so

verfahren wie fiir die Isolate aus 20 m Wassertiefe beschrieben.

2.13 Morphologische Untersuchungen

2.13.1 Reinheitskontrolle, Kolonie- und Zellmorphologie

Eine makroskopische Reinheitskontrolle sowie die Beschreibung von Wuchsform und —farbe
vereinzelter Kolonien wurde mit Hilfe des Zeiss Stereomikroskops Stemi SV 6 durchgefiihrt.
Die mikroskopische Reinheitskontrolle von Fliissig- (s. Kap. 2.4.4.1) bzw. Plattenkulturen (s.
Kap. 2.4.4.2) sowie die Beschreibung der Zellmorphologie (Zellform und Beweglichkeit) erfolg-
te mit Hilfe eines Zeiss Durch- und Auflichtfluoreszenz-Mikroskops (Axiolab) im Phasenkon-
trast. Dazu wurde ein Tropfen einer homogenen Fliissigkultur bzw. eine Kolonie einer Agarplat-
te in einem Tropfen 0,85%iger NaCl-Losung auf einen mit 70%igem Ethanol gereinigten Ob-

jekttrager gegeben, mit einem Deckglas abgedeckt und im Mikroskop betrachtet.

Die weiteren Untersuchungen zur Zellmorphologie (Untersuchung der Beweglichkeit mit Hilfe
von Schwérmagarplatten, Agar-Slide-Fixierung, Gram-Fiarbung und KOH-Test) wurden, wie in
Teil A (s. Kap. 2.5) beschrieben, durchgefiihrt. Die Inkubation der Reinkulturen erfolgte hier
jedoch ausschlieBlich bei 27 °C.

Aufgrund der grolen Anzahl an Kulturen wurden die Schwirmagarplatten zum Teil nicht nur
mit einem Isolat beimpft, sondern mit bis zu sechs Isolaten. Waren die Isolate wéhrend der Inku-

bation ineinander gewachsen, wurde der Versuch fiir die umwachsene Kultur wiederholt.

2.14 Enzymtests

Mit allen Isolaten wurden ein Katalase- (s. Kap. 2.6.5.1) und ein Oxidase-Test (s. Kap. 2.6.5.2)
durchgefiihrt.
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2.15 Chemotaxonomie

2.15.1 Pigmentbestimmung

Von den auf ASNj-Agar (s. Kap. 2.4.4.2) farbig wachsenden Kulturen aus 150 m Wassertiefe
wurden sieben zufillig ausgewihlt, um eine Bestimmung ihrer Pigmente durchzufiihren. Zu-
nichst wurde versucht, die Pigmente photometrisch und mittels Reversed Phase HPLC (s.
Kap. 2.15.1.2) zu charakterisieren. Im Anschluss daran wurden die Pigmente von zwei der aus-
gewihlten Kulturen, die im HPLC-Chromatogramm keinen Peak zeigten, noch mittels verschie-

dener Massenspektrometrie-Methoden (s. Kap. 2.15.1.3) untersucht.

2.15.1.1 Photometrische Pigmentbestimmung

Von dem unverdiinnten Methanolextrakt (s. Kap. 2.15.1.2.1) wurde zunéchst ein Wellenldngen-

scan aufgenommen (s. Kap. 2.7.1.2).

2.15.1.2 Reversed Phase HPLC

2.15.1.2.1 Modifiziert nach RABENSTEIN (1997)

Die Methanolextraktion wurde gegeniiber der unter Kapitel 2.7.1.1 beschriebenen leicht modifi-
ziert. Je ca. 100 ml einer Kultur wurden nach 24-48 h Wachstum unter Standardbedingungen (s.
Kap. 2.4.3) fir 10 min bei 6.500 x g und 10 °C in je zwei Zentrifugenrohrchen zentrifugiert
(Beckman Avanti™ J-25). Der Uberstand wurde verworfen und eines der Pellets in 1 ml Metha-
nol resuspendiert. Nach etwa 1 h Inkubation bei 4 °C im Dunkeln wurde diese Losung auf das
zweite Pellet gegeben. Dieses wurde dann ebenfalls resuspendiert, in ein ERG {iberfiihrt und bei
4 °C fiir 4 h im Dunkeln extrahiert. Die Zellen wurden anschlieend fiir 10 min in einer Tisch-
zentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit (15.000 rpm; Beckman Mikrofuge E™) abzentrifu-
giert, die Uberstéinde in ein neues ERG gegeben und bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Dem Pellet
wurden erneut 0,5 ml Methanol zugesetzt. Die Probe wurde liber Nacht bei 4 °C im Dunkeln
extrahiert, im Anschluss daran erneut zentrifugiert (s. 0.) und der Uberstand den Extrakten vom

Vortag zugefiigt.

Die Messungen in der HPLC erfolgten wie in Kapitel 2.7.1.3 beschrieben und die erhaltenen
Absorptionsspektren der Carotinoide wurden mit Literaturdaten (KARSTEN und GARCIA-PICHEL,

1996) sowie mit Hilfe kduflich erworbener Standards verglichen (s. Tab. 2.8).
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2.15.1.2.2 Modifiziert nach STEPNOWSKI und BLOTEVOGEL (personliche Mitteilung)

Unter Standardbedingungen angezogene (s. Kap. 2.4.3), vier Tage alte Kulturen wurden fiir
10 min bei 6.500 x g und 10 °C in je zwei Zentrifugenrohrchen zentrifugiert (Beckman Avanti™
J-25) und die Uberstiinde verworfen. Die Extraktion der Pigmente erfolgte mit Methanol-Aceton
(4:1, v/v) lber Nacht bei 4 °C im Dunkeln. Am néchsten Morgen wurden die Ansitze bei
27.000 x g und 15 °C fiir 10 min zentrifugiert (Beckman Avanti'™ J-25). Zur Hydrolyse von
eventuell vorhandenen Carotinoid-Estern wurde nun je ein Ansatz pro Isolat mit 2 ml 0,01 M
NaOH in Methanol versetzt (Verseifung). Aus den ERG aller Ansdtze wurde der Sauerstoff
durch ca. dreiminiitige Begasung mit Stickstoff ausgetrieben. Die Ansédtze wurden dann bis zur

Messung in der HPLC bei RT im Dunkeln gehalten.

Die Bestimmung der Carotinoide im oben angegebenen Methanol-Aceton-Extrakt wurde mit
Hilfe eines Merck/Hitachi-HPLC-Systems durchgefiihrt. Die Trennung erfolgte bei RT mit einer
Flussrate von 0,7 ml/min isokratisch. Die mobile Phase setzte sich aus Acetonitril, Methanol mit
0,1 M Ammoniumformiat und Dichlormethan (71:22:7, v/v/v) zusammen. Die Zusammenset-

zung des Systems entsprach ansonsten der unter Kapitel 2.7.1.3 beschriebenen.

2.15.1.3 Gewinnung und Aufreinigung der Pigmente fiir die Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) wurde lediglich mit den Isolaten 3 und 4alc aus 150 m Wasser-
tiefe (s. Tab. 6.7c, Kap. 6.5) durchgefiihrt, da bei diesen beiden nur nach der in Kapi-
tel 2.15.1.2.2 beschriebenen Methode ein Pigment nachgewiesen werden konnte (s. Kap. 3.10.2).

2.15.1.3.1 Methanolextraktion der Pigmente

Um eine ausreichende Menge an Pigment fiir eine MS-Analyse zu erhalten, wurden von den
beiden Isolaten ca. 1,3 [-Kulturen (ASN-Medium, s. Kap. 2.3) bei 27 °C auf einem Rotations-
inkubator (100 rpm, innova 4000, New Brunswick Scientific) angezogen. Nach 48 h Wachstum
wurden die Zellen fiir 15 min bei 5.000 x g und 10 °C (Beckman Avanti'™ J-25) abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in ca. 50 ml 0,8%iger NaCl-Losung gewaschen und erneut zentrifugiert
(6.000 x g und 10 °C fiir 15 min, Beckman Avanti'™ J-25). AnschlieBend wurde das Pellet in
100 ml Methanol resuspendiert und unter Helium (10 min Begasung) {iber Nacht bei 4 °C im
Dunkeln stehen gelassen, um dann fiir 5 min bei 17.500 x g und 4 °C (Beckman Avanti™ J-25)
zentrifugiert zu werden. Danach wurde der Uberstand iiber einen Papierfilter (Schleicher &

Schuell) in einen 250 ml-Rundkolben tiberfiihrt. Der Rundkolben wurde ebenfalls fiir 10 min mit

50



2 Material und Methoden

Helium begast, damit keine Oxidation der Pigmente stattfinden konnte. Uber einen Rotationsver-
dampfer wurde das Methanol abgezogen und die Pigmentprobe zur vollstdndigen Eintrocknung

anschlieBend an eine Olpumpe angeschlossen. Der Kolben wurde danach mit Argon begast.

2.15.1.3.2 Diinnschichtchromatographie

Vor der Aufreinigung der Pigmente iiber eine Sdulenchromatographie mussten mit Hilfe der
Diinnschichtchromatographie zunichst ein geeignetes Losungsmittel und eine geeignete statio-
nire Phase (Aluminiumoxid- oder Kieselgelplatten, Fluka, Neu Ulm) gefunden werden. Auf eine
mit einem weichen Bleistift etwa 1 cm iiber dem unteren Rand der jeweiligen stationidren Phase
gezogene Linie wurde mit einer Glaskapillare ein wenig Probenmaterial (in Methanol geldstes
Pigment, das vor der Eintrocknung entnommen wurde) aufgebracht und trocknen gelassen. Die
jeweilige stationdre Phase wurde dann in eine mit ca. 10 ml Laufmittel und einem Stiick Filter-
papier gefiillte kleine Chromatographieckammern gestellt. Als eventuelle mobile Phase wurden
verschiedene Kombinationen an Losungsmitteln getestet (s. Tab. 2.15) und anschlieBend aus
dem Verhiltnis der Laufstrecke der Testsubstanz zur Laufstrecke der mobilen Phase der Rf-Wert

errechnet, um das optimale Laufmittel zu ermitteln.

Als optimales Laufmittel erwies sich Dichlormethan-Methanol in einem Mischungsverhiltnis
von 3:1 (v/v). Auf Kieselgelplatten (s. 0.) wiesen die beiden untersuchten Isolate mit diesem
Laufmittel die hochsten Rf-Werte auf (Isolat 3 einen Rf-Wert von 0,85 und Isolat 4alc einen Rf-

Wert von 0,87, weitere Daten nicht gezeigt).

Tab. 2.15: In der Diinnschichtchromatographie getestete Losungsmittel und deren Mischungsverhéltnisse zur Er-
mittlung einer optimalen mobilen Phase fiir die Sdulenchromatographie

Losungsmittel Mischungsverhiiltnis
Acetonitril -
Chloroform : Methanol 10:1 (v/v)
Chloroform : Aceton 9:1 (v/v)
Chloroform : Essigsdureethylester 9:1 (v/v)
Dichlormethan : Essigsdureethylester 4:1 (v/v)
Dichlormethan : Essigsdureethylester 1:2 (v/v)
Dichlormethan : Methanol 1:2 (v/v)
Dichlormethan : Methanol 3:1 (v/v)
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2.15.1.3.3 Séulenchromatographie

Die eingetrocknete Pigmentprobe (s. Kap. 2.15.1.3.1) enthielt neben dem zu untersuchenden
Pigment noch weitere Zellbestandteile (z. B. Proteine, Lipide), die mit Hilfe einer Sdulenchro-

matographie entfernt werden sollten.

Die Proben wurde zunichst in dem als optimal ermittelten Laufmittel geldst (s. Kap. 2.15.1.3.2,
Dichlormethan-Methanol, 3:1, v/v). Zur Kontrolle, ob es sich bei dem Pigment nur um eine ein-
zige Substanz handelte, wurde mit dem optimalen Laufmittel und der optimalen stationédren Pha-
se (Kieselgel) noch einmal eine Diinnschichtchromatographie (s. Kap. 2.15.1.3.2) durchgefiihrt.
Anschliefend wurden etwa 30 g Kieselgelpulver in Dichlormethan-Methanol (3:1, v/v) aufge-
nommen und in eine Chromatographiesiule aus Glas (@ 3 cm) iiberfiihrt. Die im Laufmittel ge-
16ste Pigmentprobe (s. 0.) wurde auf die Sdule gegeben, damit sie ins Kieselgel einziehen konn-
te. Danach wurde so viel Laufmittel auf die Siule gegeben, dass die Pigmentprobe aus der Siule
eluiert werden konnte, ohne dass die Séule dabei trocken lief. Die Pigmentfraktion wurde in ei-
nem 50 ml Rundkolben aufgefangen und das Losungsmittel erneut in einem Rotationsverdamp-
fer abgezogen. Zur vollstindigen Eintrocknung wurde die Probe dann an eine Olpumpe gehiingt

und der Kolben im Anschluss mit Argon begast.

2.15.1.3.4 Massenspektrometrie

Die MS ist eine Methode zur Bestimmung der Molekiilmasse freier lonen im Hochvakuum. Eine
Ionenquelle erzeugt aus einer Substanzprobe einen Strahl gasformiger Ionen, die in einem Mas-
senanalysator hinsichtlich ihres Masse/Ladungs-Quotienten (m/z) aufgetrennt und schlieB8lich in
einem Detektor als Massenspektrum dargestellt werden (LOTTSPEICH und ZORBAS, 1998). Die
Analytmolekiile werden durch Aufnahme oder Abgabe eines Elektrons ionisiert, was z. B. durch
Elektronen- (Elektronenstof-Ionisation, EI) und Atom- oder Ionenbeschuss (Fast-Atom-
Bombardment, FAB-Ionisation) erreicht wird. Durch Versprithen der Probe in einem elektri-
schen Feld (Elektrospray-lonisation, ESI) konnen ebenfalls Ionen erzeugt werden. Die MS-
Spektren sind daher durch das Auftreten von Quasi-Molekiilionen charakterisiert, wie [M + H]"

oder [M + Na]" (M = Masse). Im Folgenden sind die einzelnen Methoden kurz dargestellt.

Die EI war die erste verfiigbare Ionisationstechnik und ist immer noch die am héufigsten genutz-
te Methode zur Aufzeichnung von Massenspektren von Carotinoiden (ENZELL und BACK, 1995).
Die in einen gasformigen Zustand gebrachte Probe wird mit 70 eV Elektronen bombardiert, wo-

bei hdufig ein einfach positiv geladenes Molekiilion zuriickbleibt (LEHMANN, 1996). Im Allge-
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meinen ist ein EI-Spektrum fiir jede Substanz und deren chemische Struktur charakteristisch

(CHAPMAN, 1985).

Das FAB ist besonders zur Untersuchung von polaren Verbindungen mit funktionellen Gruppen
geeignet, die die Bildung von positiv und negativ geladenen Ionen begiinstigen (LEHMANN,
1996). FAB-Spektren werden fiir nichtfliichtige und oft auch empfindliche Substanzen genutzt,
die in einer fliissigen, hochsiedenden Matrix (z. B. Nitrobenzylalkohol) 16slich sein miissen
(www.organik.uni-erlangen.de/vostrowsky/mass_spec/massen01.html). Die Matrix wird ver-
dampft und ionisiert. Dabei werden aus ihrer Oberfldche die Probensubstanzen herausgerissen
und durch Ionentransfer geladen, wobei sich Quasi-Molekiilionen bilden (LEHMANN, 1996;

www.organik.uni-erlangen.de/vostrowsky/mass_spec/massen01.html).

Das Ionisierungsprinzip bei der ESI beruht auf einer Desolvatisierung, d. h. dem Transfer von
Ionen aus der Losung in die Gasphase (Zerfall des Fliissigkeitsstroms in winzige, aneinander
gereihte Tropfchen, ,,Elektrospray*), was unter Atmosphirendruck und durch Anlegung eines
elektrischen Feldes geschieht. Die Analyse der freien Ionen findet im Hochvakuum (ca. 10” torr)
statt (LOTTSPEICH und ZORBAS, 1998). Die Massenanalyse geschieht dann mit einem Quadru-
polmassenspektrometer oder, wie in der vorliegenden Untersuchung, mit einer Ionenfalle. Eine
weitere Strukturaufklarung ist durch die so genannte MS/MS (Tandem-MS) moglich. Bei der
MS/MS sind zwei Analysatoren {iber eine StoBkammer verbunden. Der erste Analysator ldsst
lediglich das interessierende Ion passieren, von dem in der StoBkammer durch StoBe zwischen
Ionen und Gasmolekiilen erneut Fragmentionen erzeugt werden, die dann in dem zweiten Analy-
sator massenanalysiert werden (LEHMANN, 1996). Bei Verwendung einer Ionenfalle geschehen
diese Vorgéinge in einem einzigen Analysator. Sie sind dann nicht rdumlich, sondern zeitlich

getrennt (www.missile.ucd.ie/massspec/MS-MS.htm).

Mit Hilfe der DCI (Direkte Chemische Ionisation bzw. Desorption durch Chemische lonisation)
lassen sich schwer verdampfbare oder thermisch labile Proben untersuchen (LEHMANN, 1996).
Die Probe wird gelost und auf einen heizbaren Draht gebracht, der nach Verdampfen des Lo-
sungsmittels direkt in ein Reaktandgas eingebracht wird, wo die Probe dann ionisiert wird
(www-public.rz.uni-duesseldorf.de/~mundta/acl/keck/Ms-home/MS-HOME.html). Als Reak-

tandgase konnen z. B. NH; oder CHy4 herangezogen werden (BUDZIKIEWICZ, 1992).

Bei einer Massenfeinbestimmung (Hochauflosung) wird die exakte Masse eines lons bestimmt,

aus der sich dann die Elementarzusammensetzung berechnen lédsst (als Berechnungsgrundlage
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werden wahrscheinlich enthaltene Elemente vorgegeben, wie C, H und O). Als Differenz zwi-
schen gemessener und berechneter Masse sind im Allgemeinen bis zu 2,5 ppm zuldssig

(www-public.rz.uni-duesseldorf.de/~mundta/ac1/keck/Ms-home/MS-HOME.html).

Mit den zu untersuchenden Proben wurden von Herrn Dr. T. Diilcks (Abt. Instrumentelle Analy-
tik, Fachbereich Biologie/Chemie, Universitdt Bremen) mit Hilfe eines Finnigan MAT 8200 (Fa.
Thermo Finnigan MAT GmbH, Bremen) bzw. Bruker Esquire LC (Fa. Bruker Daltonics, Bre-
men) freundlicherweise verschiedene Methoden der Massenspektrometrie durchgefiihrt. Dazu

gehorten: EI, FAB, ESI, DCI sowie abschlieend eine Hochauflosungs-EI.

2.16 Molekularbiologische Untersuchungen

Mit Hilfe der FISH sollten die Isolate zundchst bakteriellen Gruppen zugeordnet werden (s.
Kap. 2.16.1). Von den beiden mittels MS nédher untersuchten Isolaten aus 150 m Wassertiefe
(Station 7004-1) wurden anschlieBend noch die G+C-Gehalte bestimmt und ihre 16S rRNAs
sequenziert (s. Kap. 2.16.2 und 2.16.3).

2.16.1 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Bei den Isolaten, die ein Gram-negatives Farbeverhalten zeigten, wurde die Methode der FISH,
wie in Kapitel 2.8.1 beschrieben, angewendet und die dort in Tabelle 2.10 genannten Oligonuc-
leotidsonden eingesetzt. Fiir die Gram-positiven Isolate wurde die Methode modifiziert nach
WAGNER et al. (1998) durchgefiihrt. Die hierfiir neben der Eubakterien-Sonde (EUB338, s.
Tab. 2.10) eingesetzten Oligonucleotid-Sonden, deren Sequenz und Spezifitit sind Tabelle 2.16

zu entnehmen.

Von einer 48 h alten Reinkultur eines Gram-positiven Isolates (ASNj-Agarplatte, s.
Kap. 2.4.4.2) wurde eine Impfose Bakterienmaterial in 479 pl 0,85%iger NaCl-Losung in einem
ERG suspendiert. Zur Fixierung wurden 521 ul 96%iges Ethanol zugegeben (Endkonzentration
50%) und nach einer Fixierungsdauer von 30 min 2 pl der Bakteriensuspension in jeweils eine
Vertiefung eines teflonbeschichteten Objekttragers gegeben. Trocknung, Dehydratisierung und

Nachfixierung wurden, wie in Kapitel 2.8.1 beschrieben, durchgefiihrt.

Tab. 2.16: Eingesetzte Oligonucleotid-Sonden, deren Sequenz und Spezifitit

Sonde Sequenz (5°-3") Spezifitit Literatur
HGC69a TAT AGT TAC CAC CGC CGT Actinobacteria Roller et al., 1994
LGC354a-c  YSG AAG ATT CCC TAC TGC  Gram-positive, niedriger G+C-Gehalt ~ Meier et al., 1999
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Um die Zellwinde aufzulosen und um den Sonden das Eindringen zu erleichtern, wurden zu-
nédchst auf jedes Well 20 pl Lysozym-Losung (10 mg/ml, 100450 U/mg, in 100 mM Tris/HCL,
50 mM EDTA, pH 8,0; Fluka, Neu Ulm) gegeben und fiir 20 min bei RT inkubiert. Die enzymati-
sche Reaktion wurde durch Spiilen mit Aqua dest. gestoppt und die Objekttrager erneut bei 46 °C
getrocknet. AnschlieBend wurde erneut eine Dehydratisierung in einer aufsteigenden Ethanolreihe
(s. Kap. 2.8.1) durchgefiihrt. Auf jedes Well wurden nun 20 pl Proteinase K (0,05 mg/ml Aqua
dest., ca. 33 U/mg; Amresco, Solon, USA) gegeben und fiir 5 min bei RT inkubiert. Auch hier
wurde die Reaktion durch Spiilen mit Aqua dest. gestoppt, die Objekttrager bei 46 °C getrocknet
und anschliefend zur Dehydratisierung noch einmal in eine aufsteigende Ethanolreihe gegeben.
Die Hybridisierung, das Waschen, die Gegenfiarbung sowie die mikroskopische Betrachtung

erfolgten wie in Kapitel 2.8.1 beschrieben.

2.16.2 Bestimmung des G+C-Gehaltes der DNA mittels thermischer Denaturierung (T-

Bestimmung)

Von den beiden Isolaten 3 und 4alc, bei denen die enthaltenen Pigmente mittels MS néher un-
tersucht wurden, wurden die G+C-Gehalte der zuvor extrahierten DNAs bestimmt (s.

Kap. 2.8.2.1 bis 2.8.2.3).

2.16.3 16S rRNA-Sequenzierung

Ein Aliquot der bereits extrahierten DNAs (s. Kap. 2.16.2) der beiden Isolate 3 und 4alc wurde
auBlerdem fiir eine 16S rRNA-PCR genutzt (s. Kap. 2.8.5.1 bis 2.8.5.3). Die anschlielende Se-
quenzierung mit dem Primer 518-534F GMI1 (s. Kap. 2.8.5.4) wurde von der Firma Seqlab (G6t-
tingen) durchgefiihrt.

2.17 Herkunft der Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wiesen iiberwiegend p. A.-Qualitdt bzw. HPLC-grade auf und
wurden, wenn nicht anders angegeben, von den folgenden Firmen bezogen: Acros Organics
(New Jersey), Fluka (Neu Ulm), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Merck (jetzt VWR, Darmstadt),
Riedel de Haén (Seelze), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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3 Ergebnisse

Teil A: Isolate aus dem Siidatlantik (Antarktis)

Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag in dieser Arbeit vor allem auf der Ermittlung physio-
logischer Merkmale der Isolate. Chemotaxonomische und molekularbiologische Untersuchungen
sollten einer groben Einordnung der Isolate dienen. Durch weitere Untersuchungen, vor allem
einer DNA-DNA-Hybridisierung, konnte das Isolat 88/2-7° als neue Art identifiziert werden (s.
dazu auch HEUCHERT et al., 2004, Kap. 8).

3.1 ARDRA

Die ARDRA sollte zunichst kldren, ob es sich bei den untersuchten Isolaten um verschiedene
Arten handelte. Bei allen elf Antarktisisolaten wurde eine Restriktion mit verschiedenen Enzy-
men (Hin 61, Alu 1 und Hpa 1) durchgefiihrt. Bei drei in ihren ,,Fingerprints* bis dahin kaum
unterscheidbaren Isolaten (20/1-1, 88/2-5 und 88/2-6) wurde mit drei weiteren Enzymen restrin-
giert (Bsu RI, Bsh 12361 und Mbo I). Fiir die Auswertung wurden nur Fragmente mit einer mole-
kularen Grofe tiber 200 bp herangezogen.

Die Restriktion mit Hin 61 (s. Abb. 3.1) ergab bei sechs Isolaten ein identisches Bandenmuster
mit je zwei anderen Isolaten (20/1-2, 20/1-3 und 20/1-4 sowie 20/1-1, 88/2-5 und 88/2-6). Bei
drei weiteren Isolaten (88/2-1, 88/2-3 und 88/2-7) waren die ,,Fingerprints* sehr dhnlich. Deutli-
che Polymorphismen zeigten lediglich die Isolate 88/2-2 und 88/2-4.

Die Isolate 20/1-2, 20/1-3 und 20/1-4 wiesen je vier identische Fragmente auf, die alle kleiner als
1.031 bp waren. Mit ebenfalls jeweils vier Banden, alle <500 bp, zeigten die Isolate 20/1-1,
88/2-5 und 88/2-6 ebenfalls keinerlei Unterschiede. Zwei (Isolat 88/2-3 und 88/2-7) der drei in
thren Bandenmustern dhnlichen Isolate wiesen je zwei Banden bei etwa 1.100 und 450 bp Léinge
auf. Das Isolat 88/2-3 besal} zusitzlich noch ein sehr schwaches Fragment von ca. 1.031 bp. Ein
nur geringfiigig anderes Bandenmuster im Vergleich mit diesen beiden Isolaten zeigte das Isolat

88/2-1. Es besal} ebenfalls nur zwei Banden bei etwa 1.031 und 450 bp.

> Bezeichnung der Isolate: setzt sich aus der wihrend der Fahrt ANT XV/4 beprobten Station (s. Kap. 2.1), dem
Cast und dem Isolat zusammen (Station/Cast-Isolat)
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Abb. 3.1: ARDRA-Bandenmuster der elf Antarktisisolate nach Restriktion mit Hin 61.
Probe 5 und 13: GeneRuler™ DNA-Ladder-Mix, MBI Fermentas
(drei Bandenléngen farbig markiert)

Probe 1: Isolat 20/1-1 Probe 2:Isolat 20/1-2
Probe 3: Isolat 20/1-3 Probe 4: Isolat 20/1-4
Probe 6: Isolat 88/2-1 Probe 7: Isolat 88/2-2
Probe 8: Isolat 88/2-3 Probe 9: Isolat 88/2-4
Probe 10: Isolat 88/2-5 Probe 11: Isolat 88/2-6

Probe 12: Isolat 88/2-7

Nach einer Restriktion mit den Enzymen A/u I und Hpa 11 (s. Abb. 3.2a und b) zeigten lediglich
die Isolate 20/1-1, 88/2-5 und 88/2-6 keinerlei Polymorphismen. Beim erstgenannten Isolat wa-
ren die Banden um 1.031 bp allerdings nur sehr schwach ausgepragt. Isolat 88/2-4 zeigte nach
der Restriktion mit A/u I ein diesen drei Isolaten dhnliches Bandenmuster. [hm fehlte lediglich
ein Fragment bei etwa 700 bp. Nach der Restriktion mit Hpa II unterschied es sich, wie schon

nach der mit Hin 61 (s. Abb. 3.1), aber wieder deutlich von diesen Isolaten.

Die in der Untersuchung mit Hin 61 (s. Abb. 3.1) hinsichtlich ihrer ,,Fingerprints* ebenfalls iden-
tischen Isolate 20/1-2, 20/1-3 und 20/1-4 zeigten auch nach der Restriktion mit Hpa Il keinerlei
Polymorphismen (s. Abb. 3.2b). Unterschiede in ihren Bandenmustern, von nur zwei bzw. drei
Banden, wiesen sie nur nach der Restriktion mit A/u I auf (s. Abb. 3.2a). Somit konnten auch

diese Isolate verschiedenen ARDRA-Gruppen zugeordnet werden (s. Kap. 2.8.3).

Das Bandenmuster von Isolat 88/2-2 unterschied sich wiederum deutlich von allen anderen Iso-
laten und stellt somit ebenfalls eine eigene ARDRA-Gruppe dar. Auch das Isolat 88/2-1 lie sich
nun in eine eigene Gruppe einteilen, da sich das Bandenmuster nach der Restriktion mit 4/u |
und Hpa 11 eindeutig von denen der anderen Isolate unterscheiden lie3. Die Isolate 88/2-3 und
88/2-7, die sich nach der Restriktion mit Hin 61 (s. Abb. 3.1) nur geringfiigig unterschieden,
zeigten auch mit A/u I und Hpa 1l wiederum sehr dhnliche ,,Fingerprints“. Sie sind demnach eng

miteinander verwandt, konnten aber eigenen ARDRA-Gruppen zugeordnet werden.
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Abb. 3.2: ARDRA-Bandenmuster der elf Antarktisisolate nach Restriktion mit A/u I (a) und Hpa II (b).

Probe 1: Isolat 20/1-1 Probe 2: Isolat 20/1-2

Probe 3: Isolat 20/1-3 Probe 4: Isolat 20/1-4

Probe 5: GeneRuler™ DNA-Ladder-Mix, MBI Fermentas (rot markierte Banden s. Abb. 3.1)
Probe 6: Isolat 88/2-1 Probe 7: Isolat 88/2-2

Probe 8: Isolat 88/2-3 Probe 9: Isolat 88/2-4

Probe 10: Isolat 88/2-5 Probe 11: Isolat 88/2-6

Probe 12: Isolat 88/2-7

Zur weiteren Unterscheidung der Isolate 20/1-1, 88/2-5 und 88/2-6 wurde eine zusitzliche Re-
striktion mit Bsh 12361, Bsu RI und Mbo I durchgefiihrt (s. Abb. 3.3). Die Fingerprints der Isola-
te 20/1-1 und 88/2-6 zeigten nach der Restriktion mit diesen Enzymen keinerlei Unterschiede.
Das Isolat 88/2-5 wies lediglich nach der Restriktion mit Bsu RI bei etwa 800 bp eine zusétzliche
Bande auf. Demnach bildeten die Isolate 20/1-1 und 88/2-6 eine ARDRA-Gruppe und das mit

thnen eng verwandte Isolat 88/2-5 eine weitere.

Probe
4 5 6 7 8-9 10 11 1%
¢ as - - 4

.
AR

e

Bsu RI Bsh 12361

Abb. 3.3: ARDRA-Bandenmuster der Isolate 20/1-1, 88/2-5 und 88/2-6 nach Restriktion mit Bsu RI (Probe 2 bis
4), Bsh 1236l (Probe 6 bis 8) und Mbo I (Probe 10 bis 12).
Probe 1, 5 und 9: GeneRuler™ DNA-Ladder-Mix, MBI Fermentas (rot markierte Banden s. Abb. 3.1)
Probe 2, 6 und 10: Isolat 20/1-1
Probe 3, 7 und 11: Isolat 88/2-5
Probe 4, 8 und 12: Isolat 88/2-6
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3.1.1 Einteilung in ARDRA-Gruppen

Werden die Ergebnisse aller durchgefiihrten Restriktionen (drei bzw. sechs verschiedene Enzy-
me) zusammen betrachtet, so konnen die elf Isolate in zehn verschiedene ARDRA-Gruppen ein-
geteilt werden (s. u.). Neun Isolate zeigten bei zumindest einem Enzym ein von allen anderen
Isolaten unterscheidbares Bandenmuster. Die Gruppen sind zum Teil aber sehr eng miteinander
verwandt, da teilweise der Unterschied lediglich in dem Vorhandensein einer einzigen Bande
bestand. Eine ganz eigene ARDRA-Gruppe stellte das Isolat 88/2-2 dar, da es bei den verwende-
ten Restriktionsenzymen (Hin 61, Alu 1 und Hpa 11) immer deutliche Polymorphismen aufwies,
und lediglich die Isolate 20/1-1 und 88/2-6 bildeten zusammen eine Gruppe. Aufgrund der be-
schriebenen Ahnlichkeiten bzw. Unterschiede in den ,,Fingerprints* wurden die Isolate in fol-

gende Gruppen eingeteilt:

I Isolat 88/2-2 11 Isolat 20/1-1 und Isolat 88/2-6
I Isolat 88/2-5 v Isolat 20/1-2

\% Isolat 20/1-3 VI Isolat 20/1-4

VII  Isolat88/2-3 VII Isolat 88/2-7

IX [solat 88/2-1 X

Dabei sind eng verwandte Isolate (wenige unterschiedliche Banden) in den gleichen Farben dar-
gestellt. Die beiden Isolate 88/2-1 und 88/2-4 zeigten lediglich bei jeweils einer Restriktion ein
den Gruppen VII und VIII bzw. II und III d4hnliches Bandenmuster und wurden deshalb in einer

Farbe dargestellt, die den jeweiligen Gruppen dhnlich ist.

3.2 Analyse der RAPD-PCR

Die RAPD-PCR wurde lediglich mit sieben Isolaten durchgefiihrt, da von HEUCHERT (1999)
diesbeziiglich bereits vier Isolate (20/1-2, 88/2-3, 88/2-4 und 88/2-7) untersucht worden waren.
Da bei der RAPD-PCR eine Unterscheidung bis hin zum Stamm-Niveau mdglich ist, konnten
mit Hilfe dieser Methode die Ergebnisse der ARDRA ergidnzt werden. In den Abbildungen 3.4a
und b sind die nach durchgefiihrter Multiplex-Primer-Reaktion (s. Kap. 2.8.4) erhaltenen Ban-
denmuster im Vergleich mit einem DNA-Standard (GeneRuler™ DNA-Ladder-Mix, MBI Fer-

mentas) dargestellt.
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Die RAPD-Analyse ergab insgesamt 22 verschiedene Fragmente zwischen 2000 und 200 bp
Léange (s. Abb. 3.4b). Keines der sieben Isolate zeigte ein mit einem anderen Isolat {ibereinstim-
mendes Bandenmuster. Die Isolate 20/1-1 (Probe 3), 88/2-5 (Probe 8) und 88/2-6 (Probe 9) zeig-
ten sehr dhnliche ,,Fingerprints® mit nur einer bzw. zwei zusitzlichen Banden (s. Abb. 3.4b).
Diese drei Isolate hatten schon wéhrend der ARDRA sehr dhnliche ,,Fingerprints® gezeigt (s.

Kap. 3.1) und konnten zwei eng miteinander verwandten ARDRA-Gruppen zugeordnet werden.

Basierend auf einer in PAUP berechneten Distanzmatrix (s. Tab. 6.1, Kap. 6.3) erfolgte die phe-
netische Auswertung der RAPD mit dem UPGMA-Verfahren (s. Kap. 2.6.4.4). Die insgesamt 22
Fragmente zwischen 2000 und 200 bp gingen als ,,Bande vorhanden* (1) bzw. ,,Bande nicht vor-
handen* (0) in die Datenmatrix ein. Im UPGMA-Phenogramm (s. Abb. 3.5) war keine Cluster-

bildung erkennbar.

1
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Abb. 3.4a: RAPD-Bandenmuster von sieben Antarktisisolaten nach Multiplex-Primer-Reaktion mit CRA22 und

CRA23

Probe 1 und 10: GeneRuler™ DNA-Ladder-Mix, MBI Fermentas
Probe 2: Blindprobe, ohne DNA Probe 3: Isolat 20/1-1
Probe 4: Isolat 20/1-3 Probe 5: Isolat 20/1-4
Probe 6: Isolat 88/2-1 Probe 7: Isolat 88/2-2
Probe 8: Isolat 88/2-5 Probe 9: Isolat 88/2-6
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Abb. 3.4b: Visuell markierte RAPD-Bandenmuster von sieben Antarktisisolaten nach Multiplex-Primer-Reaktion
mit CRA22 und CRA23. Die unterschiedlichen Dicken und Farbstirken der Banden entsprechen deren
Intensititen. Die Bezeichnung der Proben ist der Legende von Abb. 3.4a zu entnehmen.

— Isolat 20/1-1

— TIsolat 88/2-5

| Isolat 88/2-6

Isolat 88/2-1

Isolat 20/1-3

Isolat 88/2-2

Isolat 20/1-4

Abb. 3.5: Auf der Distanzmatrix (s. Tab. 6.1; Kap. 6.3) der visuell ausgewerteten RAPD-Bandenmuster (s.
Abb. 3.4a und b) basierendes UPGMA-Phenogramm von sieben Antarktisisolaten.
Der Balken unten links entspricht einer Anderung von 0,05.

3.3 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung sollte der Eingliederung der Reinkulturen in die Bakteri-
engruppen Eubacteria (Sonde EUB338), Archaea (ARCHO915), Cytophaga-Flavobacteria
(CF319a) sowie a-, - und y-Proteobacteria (ALF968, BET42a und GAM42a) dienen. Alle Iso-
late hybridisierten mit der EUB338-Sonde. Die vier Isolate 20/1-1, 88/2-2, 88/2-5 und 88/2-6
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zeigten jeweils mit der a— und die zwei Isolate 20/1-3 und 20/1-4 jeweils mit der
y-Proteobakterien-Sonde ein Signal. Nur das Isolat 88/2-1 gehorte der Gruppe der Cytophaga-
Flavobacteria an und hybridisierte mit der Sonde CF319a (s. Tab. 3.1). Das Isolat 20/1-2, das
bei den von HEUCHERT (1999) durchgefiihrten Untersuchungen mit keiner der Sonden hybridi-
siert hatte, zeigte bei den in der vorliegenden Arbeit erneut durchgefiihrten Hybridisierungen ein
eindeutiges Signal mit der y-Proteobakterien-Sonde. Damit konnten jeweils fiinf der elf isolierten
Reinkulturen aus der Antarktis den o- bzw. den y-Proteobakterien zugeordnet werden (s.
Tab. 3.1), da die Ergebnisse von HEUCHERT (1999) schon gezeigt hatten, dass das Isolat 88/2-4

den a- und die Isolate 88/2-3 und 88/2-7 den y-Proteobakterien zugeordnet werden konnten.

Tab. 3.1: Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung der elf Antarktisisolate mit verschiedenen Oligonucleotid-Sonden®

Oligonucleotid-Sonde
Isolat EUB338 ARCHY15 ALF968 BET42a GAM42a CF319a
20/1-1 + - + - - _
20/1-2 + , . B i a
20/1-3 + - - - - -
20/1-4 + _ - . n i
88/2-1 + - . - _ N
88/2-2 + - + - - -
88/2-3" + , B B n 3
88/2-4" + - + - - .
88/2-5 + - + - - -
88/2-6 + - + - - -
88/2-7" + - - - + -

* EUB338, Eubacteria; ARCH915, Archaea; ALF968, a-Proteobacteria; BET42a, B-Proteobacteria; GAM42a,
y-Proteobacteria; CF319a, Cytophaga-Flavobacteria

® Daten von HEUCHERT (1999)

+, Signal; -, kein Signal

3.4 Morphologie

Zum besseren Vergleich der einzelnen Antarktisisolate werden die in dieser Arbeit erhaltenen
Ergebnisse (Bestimmung der ZellgroBen®, Schwirmagar-Test’ und Untersuchung im TEM')
durch eine kurze Darstellung der bereits bei HEUCHERT (1999) beschriebenen Kolonie- und

Zellmorphologie der auf bzw. in ASNy;-Agar und —Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitét

¢ gilt fiir die Isolate 20/1-1, 88/2-1, 88/2-2, 88/2-5 und 88/2-6
7 gilt fiir die Isolate 20/1-1, 20/1-3, 20/1-4, 88/2-1, 88/2-2, 88/2-5 und 88/2-6
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3,4%, pH 7,8-8,2) unter Standardbedingungen (s. Kap. 2.4.3) gewachsenen Isolate ergénzt. Bei

allen untersuchten Isolaten handelte es sich um aerobe, heterotrophe Zellen.

Isolat 20/1-1 Die milchig weillen Kolonien waren rund, konvex, hatten einen glatten Rand so-
wie eine gldnzende, glatte Oberfliche und besaBlen eine weiche Konsistenz. Im mikroskopischen
Bild zeigten sich kurze Gram-negative Stidbchen (0,7 0,07 um x 1,27 £ 0,2 pm) mit runden,
teilweise leicht spitz zulaufenden Zellenden, die hauptsédchlich einzeln vorlagen (s. Abb. 3.6a)
und unbeweglich waren. Auf einer liber 13 Tage beobachteten Schwirmagarplatte (s.
Kap. 2.5.1.1) wuchs die Kultur bei 27 °C nur am Impfpunkt und nach einer Negativkontrastie-
rung waren keine Geilleln erkennbar (s. Abb. 3.6b).
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Abb. 3.6: Photographien von Isolat 20/1-1
a) Lichtmikroskopische Aufnahme einer 5 Tage alten unter Standardbedingungen inkubierten Kultur (s.
Kap. 2.4.3). Das helle Fenster innerhalb der Maske entspricht 20 um.
b) Elektronenmikroskopische Aufnahme (Negativkontrastierung, 20.000 x) einer 24 h unter Standardbe-
dingungen (s. Kap. 2.4.3) inkubierten Kultur.

Isolat 20/1-2 Die grau durchscheinenden Kolonien waren rund, flach, hatten einen glatten Rand
sowie eine glinzende, glatte Oberfliche und besallen eine weiche Konsistenz. Es waren Gram-
negative Stdbchen (<1 pm x 2 um) mit runden Zellenden, die einzeln vorlagen und monopolar

monotrich begeillelt waren (HEUCHERT, 1999).

Isolat 20/1-3 Dieses Isolat wuchs auf ASNy-Agar (s. Kap. 2.4.4.2) als graue, durchscheinende,
runde und konvexe Kolonien, die einen glatten Rand sowie eine glinzende, glatte Oberfliche
und eine weiche Konsistenz besallen. Es handelte sich um Gram-negative Stdbchen (<1 pm x
1-2 um, DE SILVA, 2001) mit runden Zellenden, die einzeln vorlagen. Das Isolat war beweglich,
nach 24 h Inkubation bei 27 °C auf Schwirmagar hatte es sich {iber einen Durchmesser von
1,3 cm ausgebreitet. Mit Hilfe der Negativkontrastierung wurde eine monopolar monotriche Be-

geiBBelung nachgewiesen (s. Abb. 3.7).
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- Q
Abb. 3.7: Elektronenmikroskopische Aufnahme (Negativkontrastierung, 8.000 x) einer 24 h unter Standardbedin-
gungen (s. Kap. 2.4.3) inkubierten Kultur von Isolat 20/1-3, das eine monopolar monotriche Begeiflelung
aufweist («—).
Isolat 20/1-4 Die durchscheinenden Kolonien waren rund, flach, hatten einen glatten Rand so-
wie eine glinzende, glatte Oberfliche und besaBlen eine weiche Konsistenz. Es waren Gram-
negative Stdbchen (<1 um x 1-2 pum, DE SILVA, 2001) mit runden bis spitzen Enden, die einzeln
oder zu zweit vorlagen und beweglich waren. Das Isolat hatte sich innerhalb von 24 h Inkubation

bei 27 °C auf Schwirmagar iiber einen Durchmesser von 0,7 cm ausgebreitet. Die Negativkon-

trastierung zeigte hier ebenfalls eine monopolar monotriche Begeiflelung (s. Abb. 3.8).

Abb. 3.8: Elektronenmikroskopische Aufnahme (Negativkontrastierung, 12.500 x) einer 24 h unter Standardbedin-
gungen (s. Kap. 2.4.3) inkubierten Kultur von Isolat 20/1-4, das eine monopolar monotriche Begei3elung

aufweist («).

Isolat 88/2-1 Die gelb-orangefarbigen Kolonien (s. Abb. 3.20) waren rund, konvex, hatten ei-
nen glatten Rand sowie eine glédnzende, glatte Oberfldche und besallen eine weiche Konsistenz.
Im mikroskopischen Bild zeigten sich kurze und lange Gram-negative Stibchen (0,3 + 0,05 um x
2,34 £ 1,15 pum, max. 0,37 um x 18,61 um) mit runden Zellenden, die einzeln oder in kurzen
Ketten vorlagen (s. Abb. 3.9a). Sowohl die Untersuchung der Beweglichkeit auf Schwirmagar
(bis 13 Tage nach Beimpfung) als auch die Negativkontrastierung zeigten, dass das Isolat unbe-

weglich war und keinerlei Geilleln besal (s. Abb. 3.9b).

64



3 Ergebnisse
l_._-.. ..—__ » ‘.;_‘i‘.,'.','._._’\"II'-M_- | (
. SR BN ETAL 5 SV YO | b - %

Abb. 3.9: Photographien von Isolat 88/2-1
a) Lichtmikroskopische Aufnahme einer 2 Tage alten unter Standardbedingungen inkubierten Kultur (s.
Kap. 2.4.3). Das helle Fenster innerhalb der Maske entspricht 20 um.
b) Elektronenmikroskopische Aufnahme (Negativkontrastierung, 16.000 x) einer 3 Tage bei RT (s.
Kap. 2.4.3) inkubierten Kultur.

Isolat 88/2-2 Die milchig cremefarbenen Kolonien, deren Zentren sich mit zunehmendem Alter
braunlich farbten, waren rund, flach, hatten einen glatten Rand sowie eine glinzende, glatte O-
berfliche und besaBlen eine weiche Konsistenz. Im mikroskopischen Bild zeigten sich Gram-
negative kokkoide Stidbchen (0,85+0,13 umx 1,18 £0,16 um), die einzeln vorlagen (s.
Abb. 3.10a) und beweglich waren. Nach der Negativkontrastierung wiesen sie eine bis zwei po-
lare oder subpolare Geilleln auf (s. Abb. 3.10b). Auf Schwéirmagar breitete sich das Isolat inner-

halb von sechs Tagen iiber einen Durchmesser von etwa 0,2 cm aus.

Abb. 3.10: Photographien von Isolat 88/2-2
a) Lichtmikroskopische Aufnahme einer 3 Tage alten unter Standardbedingungen inkubierten Kultur (s.
Kap. 2.4.3) auf einem Agarslide. Das helle Fenster innerhalb der Maske entspricht 20 pm.
b) Elektronenmikroskopische Aufnahme (Negativkontrastierung, 16.000 x) polar bzw. subpolar begei-
Belter («—) Zellen einer 24 h unter Standardbedingungen (s. Kap. 2.4.3) inkubierten Kultur.

Isolat 88/2-3 Die milchig weilen Kolonien waren rund, konvex, hatten einen glatten Rand so-

wie eine gldnzende, glatte Oberfliche und besalen eine weiche Konsistenz. Im mikroskopischen
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Bild zeigten sich kokkoide, unbewegliche Gram-negative Stdbchen (1 um x 2 um) mit abge-

flachten Zellenden, die einzeln, zu zweit oder in kurzen Ketten vorlagen (HEUCHERT, 1999).

Isolat 88/2-4 Die grauen Kolonien waren rund, flach, hatten einen glatten Rand sowie eine
glinzende, glatte Oberfldche und besaBlen eine weiche Konsistenz. Im mikroskopischen Bild
zeigten sich kurze und lange Gram-negative Stidbchen (<1 um x 1,5 um bis zu 1 pm x 22 um)
mit runden Zellenden, die einzeln, zu zweit oder in kurzen Ketten vorlagen. Die Zellen zeigten
eine geradlinige, schnelle Bewegung und besaBlen eine oder mehrere subpolare Geifleln

(HEUCHERT, 1999).

Isolat 88/2-5 Die beigefarbigen Kolonien waren rund, konvex, hatten einen glatten Rand sowie
eine glidnzende, glatte Oberfliche und besaflen eine weiche Konsistenz. Im mikroskopischen
Bild zeigten sich hauptsichlich einzeln vorliegende Gram-negative Stdbchen (0,7 £0,11 pum x
1,43 = 0,23 pm) mit runden Zellenden (s. Abb. 3.11), die sich im Schwidrmagar wéhrend einer
Inkubationszeit von 13 Tagen nicht ausbreiteten und nach Negativkontrastierung keine Gei3eln

erkennen lieBen (s. Abb. 3.11Db).
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Abb. 3.11: Photographien von Isolat 88/2-5
a) Lichtmikroskopische Aufnahme einer 5 Tage alten unter Standardbedingungen inkubierten Kultur (s.
Kap. 2.4.3). Das helle Fenster innerhalb der Maske entspricht 20 pm.
b) Elektronenmikroskopische Aufnahme (Negativkontrastierung, 16.000 x) einer 24 h unter Standard-
bedingungen (s. Kap. 2.4.3) inkubierten Kultur.

Isolat 88/2-6 Die beigefarbigen Kolonien waren rund, konvex, hatten einen glatten Rand sowie
eine glinzende, glatte Oberfliche und besaBlen eine weiche Konsistenz. Im mikroskopischen
Bild zeigten sich Gram-negative Stidbchen (0,76 + 0,05 pm x 1,48 £ 0,33 um) mit runden Zell-
enden, die einzeln oder zu zweit vorlagen (s. Abb. 3.12a). Im Lichtmikroskop zeigten die Zellen
eine taumelnde Bewegung, breiteten sich im Schwéirmagar wéhrend einer Inkubationszeit von

14 Tagen allerdings nicht aus. Im TEM waren keine Geilleln erkennbar (s. Abb. 3.12b).
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b

Abb. 3.12: Photographien von Isolat 88/2-6
a) Lichtmikroskopische Aufnahme einer 3 Tage alten unter Standardbedingungen inkubierten Kultur (s.
Kap. 2.4.3).
b) Elektronenmikroskopische Aufnahme (Negativkontrastierung, 25.000 x) einer 24 h unter Standard-
bedingungen (s. Kap. 2.4.3) inkubierten Kultur.

Isolat 88/2-7 Die Eigenschaften dieses Isolates sind bei HEUCHERT et al. (2004; s. Kap. 8) ein-
gehend beschrieben.

3.5 Physiologie

3.5.1 Temperaturoptimum, pH-Wert und NaCl-Konzentration

Zur Bestimmung der optimalen Wachstumsbedingungen (Temperatur, pH-Wert und NaCl-
Konzentration) wurde die O. D. der Kulturen bei 600 nm photometrisch iiber eine Dauer von
maximal 14 Tagen bestimmt. Die resultierenden Wachstumskurven der in der vorliegenden Ar-
beit untersuchten Isolate 20/1-1, 88/2-1, 88/2-2, 88/2-5 und 88/2-6 sind im Anhang (s. Kap. 6.2)
dargestellt. Da die Versuche in Reagenzglisern durchgefiihrt wurden, konnten wéhrend der
0. D.-Messungen keine Verdiinnungen hergestellt werden. Zu Versuchsbeginn lag die O. D.gponm
im Durchschnitt bei etwa 0,002 (bis max. 0,023; Daten nicht gezeigt). O. D.-Werte zwischen
0,05 und 0,2 wurden als geringes Wachstum eingestuft, bei Werten <0,05 lag die jeweilige Be-
dingung aullerhalb des Wachstumsbereiches des jeweils getesteten Isolates. Diese Daten wurden

im Anhang nicht dargestellt.

Alle untersuchten Isolate (s. 0.) zeigten im Bereich von 5-30 °C bzw. 5-40 °C (Isolat 88/2-2)
Wachstum (s. Tab. 3.2, Wachstumskurven s. Kap. 6.2.1). Thre optimalen Wachstumstemperatu-
ren lagen in Bereichen von 10-35 °C (Isolat 88/2-2), 10-23 °C (Isolat 20/1-1, 88/2-5 und 88/2-6)
bzw. 15-23 °C (Isolat 88/2-1). Bei den hoheren Temperaturen (30 bzw. 40 °C) trat bei allen Iso-
laten leicht vermindertes bzw. sehr schlechtes (Isolat 88/2-2) Wachstum auf. Bei Temperaturen

unterhalb des Optimums (5 bzw. 10 °C) erreichten die Isolate meistens ebenfalls die maximale
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0. D., zeigten allerdings dann eine ldngere lag-Phase (15-40 h). Nur Isolat 88/2-6 wies bei 5 °C

neben einer ldngeren lag-Phase auch eine verminderte O. D. auf.

Mit Ausnahme von Isolat 88/2-6 benoétigten alle Isolate zum Wachstum NaCl (s. Tab. 3.2,
Wachstumskurven s. Kap. 6.2.2). Dieses Isolat zeigte bei einer NaCl-Konzentration von 0-4%
(w/v) optimales Wachstum, das sich bei hoheren Konzentrationen aber immer stirker verminder-
te. Ab 14% (w/v) NaCl stellte das Isolat sein Wachstum ein. Bei den anderen untersuchten Isola-
ten zeigte sich ohne NaCl kein Wachstum. Die optimale NaCl-Konzentration der Isolate 20/1-1,
88/2-1 und 88/2-5 lag zwischen 2 und 4% (w/v). Bei 6% (w/v) NaCl zeigten sie vermindertes
und bei hoheren Konzentrationen nur noch sehr geringes Wachstum (O. D.-Werte <0,1) oder
stellten es ein. Das Isolat 88/2-2 zeigte bei 2-10% (w/v) optimales Wachstum, bei 12% (w/v)
vermindertes und ab 14% (w/v) NaCl kein Wachstum mehr.

Beim Wachstum mit verschiedenen pH-Werten des ungepufferten Mediums zeigten die unter-
suchten Isolate verschiedene optimale Bereiche (s. Tab. 3.2, Wachstumskurven s. Kap. 6.2.3). So
konnten die Isolate 20/1-1 und 88/2-5 bei einem pH von 5 bis 10 optimal wachsen. Wihrend
Isolat 88/2-5 aber auch nur in diesem Bereich Wachstum aufwies, konnte das Isolat 20/1-1, wenn
auch nur sehr schwach und erst nach einer langen lag-Phase (>6 Tage), noch bei einem pH von 4
wachsen. Im Bereich von pH 5 bis 10 zeigten auch die Isolate 88/2-2 und 88/2-6 Wachstum. Fiir
das zuerst genannte Isolat waren die pH-Werte 6 bis 10, fiir das zuletzt genannte die pH-Werte 6
bis 9 optimal. Bei pH 5 erreichten beide Isolate ebenfalls die maximalen O. D.-Werte, die sie
auch bei den optimalen pH-Werten erreichten, wiesen dabei aber beide eine lingere lag-Phase
auf (ca. 50 h bzw. ca. 30 h). Bei pH 10 wies das Isolat 88/2-6 nur noch vermindertes Wachstum

auf.

Den engsten Wachstumsbereich (pH 6-10), mit einem optimalen pH von 7 bis 8, wies das Isolat
88/2-1 auf. Bei allen gemessen pH-Werten zeigte das Isolat eine relativ lange lag-Phase (zwi-
schen 30 und 75 h). Moglicherweise wurde aus einer Vorkultur beimpft, die sich nicht in der
log-Phase befand, denn bei der Bestimmung der optimalen Temperatur wies der Ansatz bei

23 °C eine solche lag-Phase nicht auf.

Die Uberpriifung der pH-Werte nach Beendigung der jeweiligen O. D.-Messungen zeigte (Daten
nicht dargestellt), dass die Bakterien den pH-Wert der Medien wéahrend des Wachstums immer
auf einen Wert von etwa 8,1 bis 8,7 (je hoher der Ausgangs-pH, desto hoher auch der pH bei der

Uberpriifung) eingestellt hatten, wihrend die unbeimpften Medien (Kontrollen) in etwa den sel-
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ben pH-Wert aufwiesen wie zu Beginn des Versuches. Lediglich die Kontrolle des pH 10-
Ansatzes wies ebenfalls einen niedrigeren pH auf (etwa 8,5). Wann hier die pH-Wert-Anderung

eingetreten war, konnte nicht geklart werden.

Tab. 3.2: Optimale Wachstumsbedingungen (Temperatur, pH-Wert, NaCl-Konzentration) sowie Wachstumsberei-
che der finf Antarktisisolate 20/1-1, 88/2-1, 88/2-2, 88/2-5 und 88/2-6

Temperatur (°C) NaCl-Konzentration (%) pH-Wert
Isolat | Wachstumsbereich®  optimal | Wachstumsbereich®  optimal | Wachstumsbereich®  optimal
20/1-1 5-30 10-23 2-6 2-4 4-10 5-10
88/2-1 5-30 15-23 2-6 2-4 6-10 7-8
88/2-2 5-40 10-35 2-12 2-10 5-10 6-10
88/2-5 5-30 10-23 2-8 2-4 5-10 5-10
88/2-6 5-30 10-23 0-12 0-4 5-10 6-9

* Zur Festlegung des Wachstumsbereiches siehe 1. Absatz in Kapitel 3.5.1.

3.5.2 Enzyme

Nahezu alle untersuchten Isolate waren sowohl Katalase- als auch Oxidase-positiv, es fand eine
mehr oder weniger starke Entwicklung von Sauerstoffbldschen bzw. eine Blaufiarbung des Test-
streifens statt (Daten nicht gezeigt). Eine Ausnahme bildete Isolat 88/2-1, das keines der beiden

Enzyme besal.

Das Polysaccharid Stirke konnte neben den zu den y—Proteobakterien gehorenden Isolaten
20/1-3 und 20/1-4 (DE SILVA, 2001) nur noch das Isolat 88/2-1 hydrolysieren, der einzige Vertre-
ter der Gruppe der Cytophaga-Flavobacteria (s. Tab. 3.3). Von den in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Isolaten sind die Isolate 20/1-1, 88/2-5 und 88/2-6 zwar in der Lage, Glucose und
auch das Disaccharid Cellobiose abzubauen, sie besitzen aber keine Amylase, um das ebenfalls
aus Glucoseeinheiten aufgebaute Starkemolekiil hydrolysieren zu kénnen. Dies war auch schon
bei den Isolaten 88/2-4 und 20/1-2 (HEUCHERT, 1999) festgestellt worden. Alle anderen Isolate
besitzen ebenfalls keine Amylase, bei ihnen farbte sich die gesamte Agarplatte nach Zugabe von

Lugolscher Losung blau.

Der Vertreter der Cytophaga-Flavobacteria (Isolat 88/2-1) und zwei y—Proteobakterien (Isolat
20/1-3 und 20/1-4) waren neben dem schon von HEUCHERT (1999) untersuchten Isolat 20/1-2
(y-Proteobacteria) die einzigen in der vorliegenden Arbeit untersuchten Isolate, die Gelatine
hydrolysieren konnten (s. Tab. 3.3). Die Uberschichtung der Agarplatte mit gesittigter Pikrin-

sdurelosung ergab nur bei diesen Organismen einen klaren Hof um den Bakterienausstrich. Bei
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allen anderen bildete die nicht abgebaute Gelatine mit der Pikrinsdureldsung (s. 0.) einen gelben

Farbkomplex.

Der Besitz von Cellulase konnte mit Hilfe des durchgefiihrten Tests bei keinem untersuchten
Isolat nachgewiesen werden (s. Tab. 3.3). Einige zeigten zwar Wachstum auf den Cellulose-
haltigen Agarplatten (Isolat 20/1-1, 88/2-2, 88/2-5 und 88/2-6), eine Hofbildung konnte aber

tiber einen Zeitraum von 14 Tagen nie beobachtet werden.

3.5.3 Kohlenstoffverwertung

In diesen Versuchen (Kohlenstoffquellen in ASN-Medium, BIOLOG GN und API 50 CH) soll-
ten die fiir die jeweiligen Isolate verwertbaren Kohlenstoffquellen ermittelt werden. Die Sub-
strattests mit den einzelnen C-Quellen in ASNy;-Medium sollten auBBerdem einem Vergleich mit
dem API- und BIOLOG-Testssystem dienen und zeigen, ob diese das ,,tatsédchliche® Substrat-

spektrum der Isolate wiedergeben konnten.

3.5.3.1 Kohlenstoffquellen in ASNj;-Medium

Die Ergebnisse der Wachstumsversuche mit unterschiedlichen C-Quellen in verschiedenen Kon-
zentrationen (1 mM und 5 mM bzw. 0,03%, 0,06% oder 0,1% Kohlenstoff) in ASNy;-Medium
(s. Kap. 2.3) sind in Tabelle 3.3 fiir alle Antarktisisolate dargestellt. Auch fiir die bereits in den
Diplomarbeiten von HEUCHERT (1999) und DE SILVA (2001) ndher untersuchten Isolate 20/1-2,
20/1-3, 20/1-4, 88/2-3, 88/2-4 und 88/2-7 wurden in der vorliegenden Arbeit noch weitere
C-Quellen als mogliche Substrate getestet. Die in den Diplomarbeiten erzielten Ergebnisse sind

ebenfalls in Tabelle 3.3 aufgefiihrt und wurden farblich gekennzeichnet.

Durch die Versuchsdurchfiihrung bedingt (Ansétze in Reagenzglédsern), konnten bei den O. D.-
Messungen keine Verdiinnungen hergestellt werden. Zu Versuchsbeginn lag die O. D.gpo nm im
Durchschnitt bei etwa 0,002 (bis max. 0,023; Daten nicht gezeigt). Ein Substrat galt als verwert-
bar, wenn die maximale O. D. den Wert 0,05 im Versuchszeitraum von maximal 14 Tagen iiber-
stieg. Unterhalb dieses Wertes variierte die O. D. von einer Messung zur nédchsten zu stark, um
eine Aussage treffen zu konnen. Das Wachstum eines Isolates wurde als schwach (+) gewertet,

wenn die maximale O. D.gp0 nm ZWwischen 0,05 und 0,2 lag.

Bei den Versuchsansitzen mit 0,03%, 0,06% und 0,1% (w/v) Kohlenstoff aus Glucose wurde die

Verwertbarkeit durch die Isolate nicht mittels O. D.-Messung bestimmt, sondern anhand der
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Triibung des Mediums im Erlenmeyerkolben in positiv (+, starke Triibung), mittel (£, schwache
Triilbung) und negativ (-, Medium blieb klar) unterschieden (s. Tab. 3.3). Bei DE SILVA (2001)
wurde das ASNp-Medium fiir die beiden Isolate 20/1-3 und 20/1-4 dagegen mit 0,03%, 0,06%

und 0,1% (w/v) der jeweiligen getesteten C-Quelle versetzt.

Der einzige Vertreter der Cytophaga-Flavobacteria, Isolat 88/2-1, konnte keines der 13 angebo-
tenen Substrate verwerten. In den beiden hauptsichlich vertretenen Bakteriengruppen (o- und
y-Proteobacteria) waren dagegen jeweils Isolate mit groBem und kleinem Substratspektrum ver-
treten. Alle o—Proteobakterien konnten zumindest das Monosaccharid Glucose verwerten, aber
nur das Isolat 88/2-4 aus dieser Gruppe konnte die Aminoséure L-Alanin nutzen (s. Tab. 3.3). Bei
den y-Proteobakterien schien das Substratspektrum ortsabhingig zu sein. Die Vertreter dieser
Gruppe von der Station 49/088/2 (Isolat 88/2-3 und 88/2-7) zeigten sich als Spezialisten, die nur
Acetat (Isolat 88/2-3) bzw. L-Alanin (Isolat 88/2-7) schwach verwerten konnten, wohingegen die
Isolate dieser Gruppe von der Station 49/020/1 (Isolate 20/1-2, 20/1-3 und 20/1-4) alle ein relativ
breites Substratspektrum aufwiesen und aus nahezu jeder Substratgruppe (Mono-, Disaccharide,

Aminosdure etc.) zumindest eine angebotene Kohlenstoffquelle nutzen konnten (s. Tab. 3.3).

Beim Vergleich der beiden Probennahmestationen 49/020/1 und 49/088/2 fiel auf, dass alle Iso-
late der ersten Station (Isolate 20/1-1, 20/1-2, 20/1-3 und 20/1-4) ein relativ breites Substrat-
spektrum aufwiesen, wihrend vier der sieben Isolate von der zweiten Station Spezialisten waren,
die keines (Isolat 88/2-1) bzw. nur eines der angebotenen Substrate (Isolate 88/2-3 und 88/2-7,
s. 0., sowie Isolat 88/2-2) nutzen konnten (s. Tab. 3.3). Das Isolat 88/2-2 zeigte mit Glucose le-
diglich bei einer Kohlenstoffkonzentration von 0,03% (w/v) schwaches Wachstum (geringe Trii-
bung). Die iibrigen drei Isolate der Station 49/088/2, die Isolate 88/2-5 und 88/2-6 sowie das
bereits bei HEUCHERT (1999) untersuchte Isolat 88/2-4, konnten dagegen einen groflen Teil der

angebotenen Kohlenstoffquellen verwerten (s. Tab. 3.3).

Aus Tabelle 3.3 ist ersichtlich, dass die meisten Isolate mit der hoheren Substratkonzentration
besser wachsen konnten. Lediglich drei der elf untersuchten Isolate (Isolate 20/1-1, 88/2-5 und
88/2-6, alles a-Proteobakterien) zeigten bei mindestens zwei Substraten (Fructose und Cellobio-
se) mit der geringeren Substratkonzentration besseres Wachstum bzw. keins bei der hoheren
Konzentration. Beim Isolat 88/2-6 war diese Tendenz zusitzlich noch beim Wachstum mit Gly-
cerol zu beobachten. Die beiden Isolate 88/2-2 und 20/1-4 zeigten bei den hoheren Glucosekon-
zentrationen (>0,06% C und 5 mM) und bei der niedrigsten (1 mM) kein Wachstum, konnten

aber mit 0,03% C schwach wachsen.
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Tab. 3.3: Enzymnachweis (s. Kap. 2.6.5.3-2.6.5.5) und Verwertung® verschiedener Kohlenstoffquellen unterschied-
licher Konzentrationen (1 und 5 mM oder 0,03, 0,06 bzw. 0,1% Kohlenstoff) in ASNy-Medium (3,4%,
pH 7,8-8,2) durch die Antarktisisolate (Inkubationstemperaturen RT bzw. 30 °C)

Phylogenetische Gruppen und Isolate

Enzyme Substrat-
bzw. Sub- konzen- a-Proteobacteria y-Proteobacteria CF
strate tration 20/1-1 88/2-2 88/2-4 88/2-5 88/2-6 | 20/1-2 20/1-3 20/1-4 88/2-3 88/2-7 | 88/2-1
Enzymnachweis
2% (W/v)
- - - - - = + + = = +
Amylase Starke
o
Gelatinase 0,4% (‘.N/V) - - - - - e + + - o +
Gelatine
0,
Cellulase 1% W) g - kH kH | kH - - kH kH | nd
Cellulose
Kohlenhydrate
Glucose 1 mM + - + + + & + - - - nd
5mM + - + + + I nd nd - - -
0,03% C S + e + + + 40 +b - - -
0,06% C + = + + + + +b L - , .
0,1% C + = + + 4 4+ e it , ; ;
Fructose 1 mM + - + + + + + - - - nd
5 mM - - + - - I nd nd = - R
Maltose 5 mM - - - - - - 4 7 - - -
Lactose 1 mM - - e - - + + - - nd
Mannose 1 mM + - + + + = - - - - nd
5 mM + - + + nd + nd nd - - -
Saccharose 1 mM + - + + + - nd nd - - -
5SmM + - S + + S + + - = nd
Cellobiose I mM + - e + + + + + - - -
5 mM - - + - - I nd nd = - R
Aminosiure
L-Alanin 5mM - - 4 - - o 408 ) . 4 )
Carboxylsduren (als Na-Salze)
Acetat 5 mM + - + + - + +b 4 + . N
Citrat 5 mM + - + + - 4+ 4 L . . N
Propionat 0,03% C + - + + + + b L - - -
0,06% C + - + + + + o L - - -
Alkohol
Glycerol 0,03% C + - + - + + b L - - ;
0,1% C + - + + + + b 4l - R -
Polymer
Tween20  0,05% (w/v) - - - - - |- nd nd - -] -

* +, Wachstum (O. D.ggonm >0,2); £, schwaches Wachstum (O
<0,05) innerhalb des maximalen Inkubationszeitraumes von
Wachstum® siehe 2. Absatz in Kapitel 3.5.3.1.

® Konzentration der C-Quelle hier: 0,03%, 0,06% bzw. 0,1% (w/v)

makroskopische Bewertung des Wachstums im Erlenmeyerkolben: +, starke Triibung, +, nur leichte Triibung, -,

kein Wachstum
kH, Wachstum, aber keine Hofbildung; nd, keine Daten; C, Kohlenstoff; Ergebnisse aus HEUCHERT (1999), Ergeb-

nisse aus DE SILVA (2001)

. D.6ooum 0,05-0,2); -, kein Wachstum (O. D.gp0 nm
14 Tagen; zur Festlegung der Definition ,kein

Die phenetische Auswertung erfolgte mit Hilfe des UPGMA-Verfahrens (s. Kap. 2.6.4.4), basie-

rend auf einer in PAUP berechneten Distanzmatrix (s. Tab. 6.2, Kap. 6.3). Die Messwerte aller
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Kohlenstoffquellen (Merkmalszustinde) wurden in eine bindre Matrix iibersetzt, indem positive
Reaktionen (Substrat verwertet, Wachstum) als 1 und negative Reaktionen (Substrat nicht ver-
wertet, kein Wachstum) als 0 gesetzt wurden. Dabei wurde ein in den Tests eventuell als

schwach beurteiltes Wachstum hier ebenfalls als ,,Substrat verwertet* (1) eingestuft.

Fiir die Bildung der Datenmatrix der Kohlenstoffquellen in ASNy;-Medium wurden nur die Koh-
lenstoffquellen herangezogen, mit denen alle elf Isolate inkubiert worden waren (s. Tab. 3.3),
d. h. Lactose wurde nicht mit in die Auswertung einbezogen, da das Isolat 88/2-1 mit diesem
Substrat nicht getestet worden war. Die unterschiedlich eingesetzten Kohlenstoffkonzentrationen
wurden hier nicht beachtet, sondern lediglich, ob ein Isolat mit dem getesteten Substrat bei min-

destens einer Konzentration Wachstum zeigte.

Im UPGMA-Phenogramm ergaben sich somit zwei Hauptcluster (s. Abb. 3.13):
Cluster 1 mit den Isolaten 20/1-1, 20/1-2, 20/1-3, 20/1-4, 88/2-4, 88/2-5 und 88/2-6 und
Cluster 2 mit den Isolaten 88/2-1, 88/2-2, 88/2-3 und 88/2-7.

Die beiden Isolate 20/1-1 und 88/2-5 sind laut Phenogramm identisch. Die Daten zur Kohlen-
stoffverwertung in Tabelle 3.3 zeigen allerdings, dass die beiden Isolate diesbeziiglich nicht abso-
lut identisch sind. Bei manchen der untersuchten Substrate verwerteten die Organismen unter-
schiedliche Konzentrationen und zeigten zum Teil auch unterschiedlich gutes Wachstum. Diese

beiden ,,Eigenschaften” wurden hier zur Erstellung der Datenmatrix aber nicht berticksichtigt

(s. 0.).

Das Phenogramm lésst erkennen, dass in beiden Clustern Isolate existieren, die deutliche Ab-
stinde (Anderungen/Unihnlichkeiten) zu anderen aufweisen, also eine ,,Untergruppe* bilden. Im
Cluster 1 sind dies die Isolate 20/1-3 und 20/1-4, deren identischer Abstand zu den anderen Iso-
laten dieses Clusters relativ grof3 ist. Im zweiten Hauptcluster hebt sich rein optisch das Isolat

88/2-1 von den anderen Isolaten dieser Gruppe ab.
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| Isolat 20/1-1
Isolat 88/2-5

——  Isolat 88/2-4

Isolat 20/1-2

Isolat 88/2-6

Isolat 20/1-3

Isolat 20/1-4

Isolat 88/2-2

Isolat 88/2-3

Isolat 88/2-7

Isolat 88/2-1

Abb. 3.13: Auf der Distanzmatrix (s. Tab. 6.2, Kap. 6.3) des Verwertungsspektrums der Kohlenstoffquellen in
ASNj;-Medium (s. Tab. 3.3) basierendes UPGMA -Phenogramm der elf Antarktisisolate.
Cluster 1, Cluster 2
Der Balken unten links entspricht einer Anderung von 0,05.

3.5.3.2 Auswertung des BIOLOG GN-Systems

Zusitzlich zu den Wachstumsversuchen mit verschieden konzentrierten Kohlenstoffquellen in
ASNj-Medium wurde mit Hilfe des BIOLOG-Systems die Metabolisierung 95 verschiedener
Kohlenstoffquellen untersucht. In Tabelle 3.4 sind die Ergebnisse der makroskopischen Auswer-
tung der BIOLOG-Testplatten der Isolate aus der jeweiligen Gruppe der a- bzw. y-Proteobak-
terien bzw. Cytophaga-Flavobacteria (Isolat 88/2-1) vergleichend dargestellt.

Die Auswertung der BIOLOG-Testplatten nach 5-6 Tagen Inkubationszeit zeigte, dass sich alle
Isolate hinsichtlich ihres Substratspektrums voneinander unterschieden. Isolate mit wenigen po-
sitiven Reaktionen (Isolate 88/2-2, 88/2-5 und 88/2-6) wurden noch bis maximal 29 Tagen wei-
ter inkubiert, zeigten aber auch iiber diesen Zeitraum keine zusétzlichen Verdnderungen. Auftal-
lig ist der groBe Unterschied zwischen den Verwertungsspektren der o— und y-Proteobakterien.
Letztere zeigten alle ein relatives breites Substratspektrum, sind also eher Generalisten, die aus
allen angebotenen Substratgruppen Kohlenstoffquellen nutzen konnten und zumindest immer
schwaches Wachstum aufwiesen. Bei den a—Proteobakterien scheint es sich mit Ausnahme des

Isolates 88/2-4 um Spezialisten zu handeln, die nur ganz bestimmte Substrate zum Wachstum
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und zur Vermehrung nutzen konnten. Die Isolate 88/2-2 und 88/2-6 konnten in diesem Test le-
diglich eines und Isolat 88/2-5 nur zwei der 95 Substrate verwerten. Alle drei genannten Isolate
zeigten ebenso wie das Isolat 20/1-1 ausschlieBlich schwach positive Reaktionen. Im Vergleich
mit allen hier untersuchten Isolaten, auch den y-Proteobakterien und dem Vertreter aus der Cy-
tophaga-Flavobacteria-Gruppe (CF), wies das Isolat 88/2-4 (a-Proteobacteria) das grofite Sub-
stratspektrum auf. Bis auf die angebotenen Amine und phosphorylierten Kohlenstoffquellen
konnte Isolat 88/2-4 zumindest immer eines der angebotenen Substrate jeder Gruppe verwerten.
Dieses Isolat ist damit das einzige seiner Gruppe, das einige der angebotenen Polymere sowie
aromatischen und bromierten Substrate nutzen konnte. Diese Reaktionen waren allerdings nur
schwach positiv. Aus der Gruppe der Polymere konnten dagegen alle untersuchten
y-Proteobakterien und auch das Isolat 88/2-1 (CF) mindestens zwei der Substrate zum Wachstum
nutzen. Ebenso konnten diese Isolate mindestens ein Substrat aus der Gruppe der aromatischen
und bromierten Substanzen verwerten. Keines der elf untersuchten Isolate konnte dagegen die
angebotenen Amine oder phosphorylierten Substrate verwerten. Das Isolat 88/2-1 (CF) konnte
auBerdem mit den angebotenen Amiden, Alkoholen, Estern sowie der Brombernsteinsdure nicht
wachsen. Es verwertete aber einige wenige Kohlenwasserstoffe, Aminosduren und die Polymere

Glycogen und Dextrin gut sowie einzelne Carboxylséduren und aromatische Substrate schwach.

Um zu untersuchen, ob die Isolate ein synergistisches Verhalten zeigen, wurde eine BIOLOG
GN-Testplatte mit jeweils gleichen Anteilen aller Isolate einer Station beimpft. Die Auswertung
der Platten zeigte, dass die Isolate der jeweiligen Station untereinander eher eine hemmende
Wirkung zu haben scheinen. Die Isolate der Station 49/020/1 (o- und y-Proteobacteria) profi-
tierten lediglich bei der Verwertung von Lactulose, p-Hydroxyphenylessigsdure und a-Keto-
buttersdure von der gemeinschaftlichen Inkubation. Hier waren nach fiinf Tagen Inkubation posi-
tive bzw. schwach positive Farbumschlége zu beobachten, obwohl die einzelnen Isolate lediglich
zu schwach positiven bzw. keinen Farbumschldgen gefiihrt hatten. Bei einer Reihe von Substan-
zen wurden schwichere Farbumschldge beobachtet (negativ statt schwach positiv bzw. schwach
positiv statt positiv) als bei der Auswertung der einzeln inkubierten Isolate. Dazu gehorten
D-Arabitol, i-Erythritol, D-Sorbitol, a-Hydroxybuttersdure, y-Hydroxybuttersdure, Chinasdure
und Glycyl-L-asparaginsdure bzw. Methylpyruvat, Monomethylsuccinat, Cis-Aconitsdure,

Brombernsteinsdure und L-Asparaginsdure (Daten nicht gezeigt).
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Tab. 3.4: BIOLOG-Auswertung aller Isolate (o—Proteobacteria, vy—Proteobacteria sowie Cytophaga-
Flavobacteria, CF). Positive Reaktionen sind jeweils mit kréaftiger Farbe, schwach positive Reaktionen
mit hellen Farbtonen dargestellt

Phylogenetische Gruppen und Isolate |
a—Proteobacteria y-Proteobacteria CF
Kohlenstoffquellen 20/1-1 88/2-2 88/2-4 88/2-5 88/2-6 20/1-2 20/1-3 20/1-4 88/2-3 88/2-7 88/2-1
Kohlenwasserstoffe

N-acetyl-D-galactosamin
N-acetyl-D-glucosamin
Adonitol
L-Arabinose
D-Arabitol
Cellobiose
i-Erythritol
D-Fructose

L-Fucose
D-Galactose
Gentiobiose
a-D-Glucose
m-Inositol
a-D-Lactose
Lactulose

Maltose

D-Mannitol
D-Mannose
D-Melibiose
B-Methyl-D-glucosid
D-Psicose
D-Raffinose
L-Rhamnose
D-Sorbitol
Saccharose
D-Trehalose
Turanose

Xylitol

Carboxylsiuren
Essigsdure

Cis-Aconitsdure
Citronenséure
Ameisensdure
D-Galactonsdurelacton
D-Galacturonséure
D-Gluconséure
D-Glucosaminsiure
D-Glucuronsaure
a-Hydroxybuttersaure
B-Hydroxybuttersaure
y-Hydroxybuttersaure
p-Hydroxyphenylessigsaure
Itaconséure

a-Ketobuttersdure

a-Ketoglutarsaure
a-Ketovaleriansdure

D,L-Milchséure

(P18 bkwiit

Malonséure
Propionsdure

Chinaséure

Fortsetzung der Tabelle siehe néichste Seite
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Fortsetzung Tab. 3.4

Kohlenstoffquellen

20/1-1 88/2-2 88/2-4

a—Proteobacteria

Phylogenetische Gruppen und Isolate

y-Proteobacteria
88/2-5 88/2-6 20/1-2 20/1-3 20/1-4

CF

88/2-7 88/2-1

Carboxylsiuren
D-Glucarsdure

Sebacinsdure

Bernsteinsdure

Aminosiuren
D-Alanin

L-Alanin
L-Alanyl-glycin
L-Asparagin
L-Asparaginsdure
L-Glutaminsdure
Glycyl-L-asparaginsdure
Glycyl-L-glutaminsédure
L-Histidin
Hydroxy-L-prolin
L-Leucin

L-Ornithin
L-Phenylalanin
L-Prolin
L-Pyroglutaminsaure
D-Serin

L-Serin

L-Threonin
D,L-Carnithin

y-Aminobuttersdure

Polymere
Glycogen
a-Cyclodextrin
Dextrin

Tween 40
Tween 80

Ester, Alkohole, Amide, Amin
Monomethylsuccinat

Methylpyruvat
2,3-Butandiol

Glycerol
Bernsteinsduremonoamid
Glucuronamid
Alaninamid
Phenylethylamin
2-Aminoethanol

Putrescin

e

Phosphorylierte, aromatische
D,L-Glycerolphosphat
Glucose-1-phosphat
Glucose-6-phosphat

Inosin

Urocanséure

Thymidin

Uridin

Brombernsteinsdure

und bromierte Substrate
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Die Isolate der Station 49/088/2 (ohne Isolat 88/2-1) konnten lediglich bei der Verwertung der
Lactulose von der gemeinsamen Inkubation profitieren. Hier war nach fiinf Tagen eine positive
Farbreaktion zu beobachten, obwohl alle einzelnen Isolate dieser Station zuvor mit diesem Sub-
strat kein Wachstum gezeigt hatten. Auch hier schienen sich die a- und y-Proteobacteria-Isolate
eher zu hemmen, denn die Anzahl der im Vergleich zur Auswertung der einzeln inkubierten Iso-
late schwicheren Farbumschlédge tiberwog auch hier (negativ statt schwach positiv bzw. schwach
positiv statt positiv). Dazu gehorten Dextrin, Glycogen, Lactose, a-Ketobuttersdure und
a-Ketovaleriansdure bzw. Essigsdure, Glucuronamid, Glycyl-L-Asparaginsdure und Glycerol. Es
traten sogar zwei Fille auf (Ameisenséure und o-Hydroxybuttersdure), in denen einzelne Isolate
eine positive Farbreaktion gezeigt hatten und der Isolatmix die Substrate dann nicht mehr ver-

wertet hatte (Daten nicht gezeigt).

Eine phenetische Auswertung erfolgte auch hier mit Hilfe des UPGMA-Verfahrens (s.
Kap. 2.6.4.4), basierend auf einer in PAUP berechneten Distanzmatrix (s. Tab. 6.3, Kap. 6.3).
Die Merkmalszustinde wurden, wie in Kapitel 3.5.3.1 beschrieben, in eine bindre Matrix iiber-

setzt.

Im UPGMA-Phenogramm ergaben sich zwei Hauptcluster (s. Abb. 3.14):
Cluster 1 mit den Isolaten 20/1-1, 88/2-1, 88/2-2, 88/2-3, 88/2-5, 88/2-6 und 88/2-7 und
Cluster 2 mit den Isolaten 20/1-2, 20/1-3, 20/1-4 und 88/2-4.

Die Zusammensetzung der zwei Hauptcluster unterscheidet sich deutlich von der des Phe-
nogramms der Kohlenstoffquellen im ASNy;-Medium (s. Abb. 3.13). AuBlerdem weist hier kei-
nes der Isolate ein mit einem anderen Isolat identisches Verwertungsspektrum auf. In das erste
Cluster konnten nun neben den Isolaten 20/1-1, 88/2-5 und 88/2-6 auch die Isolate 88/2-1, 88/2-2,
88/2-3 und 88/2-7 gruppiert werden, die im Phenogramm der Kohlenstoffquellen in ASNyy-
Medium (s. Abb. 3.13) noch das Cluster 2 gebildet hatten. Im zweiten Cluster wurden hier die
Isolate 20/1-2, 20/1-3, 20/1-4 und 88/2-4 zusammengefasst, die bei der Verwertung der Kohlen-
stoffquellen in ASN-Medium (s. Abb. 3.13) alle im Cluster 1 gruppiert worden waren.

78



3 Ergebnisse

Isolat 88/2-5
Isolat 88/2-6

= Isolat 88/2-2

Isolat 20/1-1

Isolat 88/2-1

— Isolat 88/2-3

L Isolat 88/2-7

— [Isolat 20/1-2

L Isolat 20/1-3

Isolat 20/1-4

Isolat 88/2-4

Abb. 3.14: Auf der Distanzmatrix (s. Tab. 6.3, Kap. 6.3) des im BIOLOG GN-Testsystem ermittelten Verwertungs-
spektrums (s. Tab. 3.4) basierendes UPGMA-Phenogramm der elf Antarktisisolate.
Cluster 1, Cluster 2
Der Balken unten links entspricht einer Anderung von 0,05.

In beiden Clustern des Phenogramms in Abbildung 3.14 sind Isolate zu erkennen, die entweder
durch groBe oder durch identische Abstéinde (Anderungen/Unihnlichkeiten) zu den iibrigen Isola-
ten des jeweiligen Clusters auffallen, also eine eigene ,,Untergruppe® bilden. Im Cluster 1 sind
dies die Isolate 88/2-3 und 88/2-7, die zu den anderen Isolaten identische Abstinde aufweisen.
Diese beiden Isolate hatten schon bei der ARDRA sehr dhnliche Bandenmuster gezeigt (s.
Kap. 3.1) und gehoren laut FISH beide zu den y-Proteobacteria (s. Kap. 3.3), wihrend die ande-
ren Isolate dieses Clusters zu den a—Proteobacteria bzw. Cytophaga-Flavobacteria gehoren. Im
Cluster 2 hebt sich das Isolat 88/2-4 (a—Proteobacteria) durch einen relativ grolen Abstand von

den anderen Isolaten (y-Proteobacteria) ab und kann als eigene ,,Untergruppe* betrachtet werden.

3.5.3.3 Auswertung des API 50 CH-Systems

Die Auswertung der API 50 CH-Teststreifen erfolgte semiquantitativ wie in der Herstellervor-
schrift angegeben. Allerdings war eine einheitliche Auswertung (Zahlengebung 0-5) aufgrund
der recht dhnlichen roten (negativ) bis gelben (positiv) Verfarbungen relativ schwierig. In Tabel-

le 3.5 sind die Ergebnisse der API 50 CH-Teststreifen der Isolate aus der Gruppe der o- und
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y-Proteobakterien sowie des Isolates 88/2-1 (Cytophaga-Flavobacteria) vergleichend dargestellt.
Die in diesem Test als positiv (farbige Darstellung in Tab. 3.5) beurteilten Reaktionen zeigten
eine orange (Wert 3) bis gelbe (Wert 5) bzw. bei Asculin schwarze Firbung im Teststreifen. Die
Platten wurden maximal 14 Tage lang bebriitet bzw. so lange, bis die Kontrolle eine orange Ver-
farbung (Wert 3) annahm, wodurch die unterschiedlichen Inkubationszeiten fiir die einzelnen

Isolate entstanden (s. Tab. 3.5).

Bei Betrachtung der Substratspektren (s. Tab.3.5) fiel zundchst das Isolat 88/2-2
(a-Proteobacteria) auf, das innerhalb der maximalen Inkubationsdauer von 14 Tagen keinen der
angebotenen Kohlenwasserstoffe verwerten konnte. Auffallig war auch, dass keines der elf Isola-

te die angebotenen Carboxylsduren verwerten konnte.

Die Vertreter der a—Proteobakterien verwerteten bis auf zwei Ausnahmen (Isolat 20/1-1 Melibi-
ose und Isolat 88/2-6 Lactose) nur Monosaccharide und deren Derivate (z. B. Alditole), aber
keine Di-, Oligo- oder Polysaccharide. Bei den y—Proteobakterien konnten Substanzen der drei
letztgenannten Gruppen lediglich vom Isolat 88/2-3 nicht hydrolysiert werden. Neben den ange-
botenen Monosacchariden war dieses Isolat nur noch in der Lage, die Desoxyzucker Rhamnose
und D-Fucose als Kohlenstoffquelle zu verwerten. Ein ebenfalls eingeschrinkteres Substrat-
spektrum wies das Isolat 88/2-7 auf. Es verwertete die meisten Monosaccharide, einige Disac-
charide und zwei Desoxyzucker. Die Vertreter der y—Proteobakterien, die von der Station
49/020/1 isoliert wurden, zeigten dagegen ein recht breites Verwertungsspektrum bei den ange-
botenen Kohlenstoffquellen. Sie konnten Substanzen der Monosaccharide, deren Derivate, Di-,
Oligo- und auch Polysaccharide nutzen. Die Isolate 20/1-3 und 20/1-4 konnten ebenso wie das

Isolat 88/2-4 (a-Proteobakterium) die meisten der hier getesteten Substrate hydrolysieren.

Neben dem Isolat 88/2-2 zeigte der Vertreter der Cytophaga-Flavobacteria ein recht enges Sub-
stratspektrum bei den angebotenen Kohlenstoffquellen. Als einziges Monosaccharid konnte das
Isolat 88/2-1 in diesem Test nur Glucose verwerten. Es fillt auf, dass die Glucose immer ein
Bestandteil der von diesem Isolat auBBerdem abgebauten Di- und Polysaccharide war (Maltose,
Lactose, Saccharose, Glycogen und Amidon). Zusédtzlich konnte dieses Isolat lediglich noch

Mannitol und B-Methyl-D-xylosid nutzen.
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Tab. 3.5: Verwertung der 49 Kohlenwasserstoffe des API 50 CH-Testsystems durch alle Isolate® (a—Proteobacte-
ria, y—Proteobacteria sowie Cytophaga-Flavobacteria, CF). Positive Reaktionen (Bewertungsstufe 3-5);
Inkubationstemperatur 27 °C bzw. RT (Isolat 88/2-1)

Phylogenetische Gruppen und Isolate
Kohlenstoffquelle a—Proteobacteria y-Proteobacteria CF
20/1-1 88/2-2 88/2-4 88/2-5 88/2-6 20/1-2 20/1-3 20/1-4 88/2-3 88/2-7 88/2-1

Monosaccharide
D-Arabinose
L-Arabinose
Ribose
D-Xylose
L-Xylose
Galactose
D-Glucose
D-Fructose
D-Mannose
L-Sorbose
D-Lyxose
D-Tagatose

Disaccharide
Cellobiose
Maltose
Lactose
Melibiose
Saccharose
Trehalose
B-Gentiobiose

D-Turanose

Oligo- und Polysaccharide
Melezitose

D-Raffinose

Amidon

Inulin

Glycogen

Alkohole/Alditole
Glycerol
Erythritol
Mannitol

Sorbitol

Xylitol

D-Arabitol
L-Arabitol
Adonitol

Dulcitol

Desoxyzucker, Amine, u. a.
Rhamnose
D-Fucose

L-Fucose

Inositol

N-Acetylglucosamin
B-Methyl-D-xylosid

a-Methyl-D-mannosid
a-Methyl-D-glucosid
Amygdalin

o

Arbutin

Fortsetzung der Tabelle siehe néichste Seite
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Fortsetzung Tab. 3.5
Phylogenetische Gruppen und Isolate

Kohlenstoffquelle o—Proteobacteria y-Proteobacteria CF
20/1-1  88/2-2  88/2-4  88/2-5  88/2-6 | 20/1-2  20/1-3  20/1-4  88/2-3  88/2-7 | 88/2-1

Desoxyzucker, Amine, u. a.

Salicin

Carboxylsiuren

Gluconat
2-Ketogluconat

5-Ketogluconat

* unterschiedliche Inkubationszeiten: 20/1-1 (7 d), 20/1-2 (3 d), 20/1-3 (6 d), 20/1-4 (3 d), 88/2-1 (8 d), 88/2-2
(14 d), 88/2-3 (3 d), 88/2-4 (5 d), 88/2-5 (7 d), 88/2-6 (8 d), 88/2-7 (2 d)

Die phenetische Auswertung erfolgte mit Hilfe des UPGMA-Verfahrens (s. Kap. 2.6.4.4), basie-
rend auf einer in PAUP berechneten Distanzmatrix (s. Tab. 6.4, Kap. 6.3). Die Merkmalszustédn-

de wurden, wie in Kapitel 3.5.3.1 beschrieben, in eine bindre Matrix iibersetzt.

Im UPGMA-Phenogramm ergaben sich zwei Hauptcluster (s. Abb. 3.15):
Cluster 1 mit den Isolaten 20/1-1, 88/2-3, 88/2-4, 88/2-5, 88/2-6 und 88/2-7 und
Cluster 2 mit den Isolaten 20/1-2, 20/1-3, 20/1-4, 88/2-1 und 88/2-2.

Auch bei diesem Phenogramm wurden erneut zwei Hauptcluster gebildet, deren Isolatzusam-
mensetzung von den vorher gezeigten UPGMA-Phenogrammen der beiden anderen Kohlenstoft-
Verwertungsspektren abweicht (s. Kap. 3.5.3.1 und 3.5.3.2). Dem Cluster 1 gehoérten hier nur
noch sechs statt sieben Isolate an (s. 0.). Daraus folgend waren jetzt im Cluster 2 fiinf statt der
bisher vier Isolate gruppiert. Im BIOLOG GN-Phenogramm waren anstelle des Isolates 88/2-4
die beiden Isolate 88/2-1 und 88/2-2 in das Cluster 1 gruppiert (s. Abb. 3.14) und im Phe-
nogramm der Kohlenstoffquellen in ASNyj;-Medium die Isolate 20/1-2, 20/1-3 und 20/1-4 statt
der Isolate 88/2-3 und 88/2-7 (s. Abb. 3.13). Dadurch zeigte auch das zweite Cluster eine etwas
groBere Ubereinstimmung mit dem des BIOLOG GN-Phenogramms als mit dem der Kohlen-
stoffquellen in ASN-Medium.

Wie schon in den beiden vorherigen Phenogrammen der Kohlenstoff-Verwertungsspektren (s.
Abb. 3.13 und 3.14) erkennbar, kénnen auch in dem Phenogramm in Abbildung 3.15 wieder
,suntergruppen® erkannt werden. Es fillt auf, dass in diesem Phenogramm — genauso wie in dem
des BIOLOG GN-Testsystems — die beiden Isolate 88/2-3 und 88/2-7 eine Untergruppe im
Cluster 1 bilden. Damit sind diese beiden Mikroorganismen die einzigen Vertreter der
y-Proteobacteria in dem sonst nur aus a—Proteobacteria bestehenden Cluster. Das zweite

Hauptcluster besteht dagegen zu mehr als 50% aus Vertretern der y—Proteobacteria. Die anderen
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Bakteriengruppen angehorenden Isolate 88/2-1 (Cytophaga-Flavobacteria) und 88/2-2
(a-Proteobacteria) heben sich deutlich von den iibrigen Isolaten dieses Clusters ab. Diese bei-
den Isolate besitzen identisch grofle Abstéinde zu den iibrigen Isolaten dieser Gruppe und bilden

daher ebenfalls eine eigene ,,Untergruppe*.

Isolat 20/1-1

Isolat 88/2-5

Isolat 88/2-4

Isolat 88/2-3

Isolat 88/2-7

Isolat 88/2-6

Isolat 20/1-2

Isolat 20/1-4

Isolat 20/1-3

Isolat 88/2-1

Isolat 88/2-2

Abb. 3.15: Auf der Distanzmatrix (s. Tab. 6.4, Kap. 6.3) des im API 50 CH-Testsystem ermittelten Verwertungs-
spektrums (s. Tab. 3.5) basierendes UPGMA-Phenogramm der elf Antarktisisolate.
Cluster 1, Cluster 2
Der Balken unten links entspricht einer Anderung von 0,05.

3.6 Chemotaxonomie

3.6.1 Zellulidre Fettsduremuster

Zum direkten Vergleich der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung der Fettsdureme-
thylester (FAME) der einzelnen Isolate wurden mit einer Ausnahme alle Isolate unter standardi-
sierten Bedingungen angezogen (s. Kap. 2.7.2.1). Die Ausnahme bildete das Isolat 88/2-1, das
bei 27 °C nur sehr schlecht wuchs. Dies muss bei einem Vergleich aller Isolate beachtet werden.
Um den Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Fettsdurezusammensetzung zu untersuchen,
wurde von den Isolaten 88/2-4 und 88/2-7 zusitzlich auch jeweils eine Probe nach 12 Tagen

Wachstum bei 5 °C in ASNy;-Medium (s. Kap. 2.3) analysiert.
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In Tabelle 3.6 sind die einzelnen in zehn Antarktisisolaten identifizierten FAME in Prozent der
Gesamtfettsauremethylester nach 48 h Wachstum bei 27 °C sowie in Isolat 88/2-1 nach viertagi-
ger Kultivierung bei RT (alle in ASNj;-Medium, s. 0.) zusammengefasst. Es konnten gesittigte,
ungesittigte, verzweigte und mit Hydroxylgruppen versehene FAME identifiziert werden (s.
Tab. 3.6 und Abb. 3.16a und b). Aufgrund der angewendeten Methode (s. Kap. 2.7.2.2) konnten
die beiden FAME cis-11- und trans-9-Octadecenoat-Methylester nicht aufgetrennt werden, wes-

halb sie als C18:1 t9 + c11 aufgefiihrt, aber als zwei FAME gerechnet werden.

Als einziger FAME kommt C16:0 (Bezeichnung s. Tab. 2.9, Kap. 2.7.2.3; Verteilung s. Tab. 3.6)
in allen elf Isolaten beider Stationen (49/020/1 und 49/088/2) vor. Den vier Isolaten der Station
49/020/1 sind dagegen zusétzlich die FAME C19:0, C16:1 ¢9, C18:1t9 +cl1 und i C17:0 ge-

meinsam. Die Isolate der anderen Station wiesen dagegen keine weiteren einheitlichen FAME auf.

Sowohl die absolute Anzahl an identifizierten FAME pro Isolat als auch deren prozentualer An-
teil an den Gesamtfettsduremethylestern variierten innerhalb der Isolate deutlich (s. Tab. 3.6 und
Abb. 3.16a und b). So stellte das Isolat 88/2-1 mit 29,8% den geringsten Anteil an identifizierten
FAME dar, der sich auf 12 verschiedene FAME verteilte, wihrend Isolat 88/2-3 mit 78,2% bei
10 verschiedenen FAME den hdchsten prozentualen Anteil aufwies. Die geringste Anzahl (vier)
an verschiedenen identifizierten FAME, die aber immerhin einen prozentualen Anteil von insge-
samt 58% erbrachten, wies Isolat 88/2-4 auf. Die meisten FAME (19) wiesen die Isolate 20/1-2
und 20/1-3 auf. Diese beiden Isolate besaflen als einzige den FAME C18:2 ¢9,12 (0,1 bzw. 0,7%

der Gesamtfettsduremethylester).

Auffillig ist auch, dass die Isolate, die mittels FISH in die Gruppe der a.-Proteobakterien einge-
ordnet wurden (s. Kap. 3.3), alle eine sehr geringe Anzahl an identifizierten FAME pro Isolat
(£10) aufwiesen, wiahrend die Vertreter der anderen Bakteriengruppen (Cytophaga-
Flavobacteria und y-Proteobacteria, s. Kap. 3.3) alle 10 oder mehr FAME besaflen. Aulerdem
fehlte allen Vertretern der o-Proteobakterien der FAME C12:0, der in den Vertretern der ande-

ren Gruppen mit Anteilen von 0,3 bis 6,1% vorkam (s. Tab. 3.6).

Die Hauptfettsduren der o-Proteobakterien stellten die ungeséttigten FAME C18:1t9 + c11 mit
einem Anteil von 34,5 bis 63,3% an den Gesamtfettsduremethylestern dar. Bei dem Vertreter der
Cytophaga-Flavobacteria-Gruppe (Isolat 88/2-1) stellte der iso-verzweigte FAME 1 C15:0 mit
16,4% den groBten Anteil an den Gesamtfettsduremethylestern. Ein etwas anderes Bild zeigte

sich bei den Vertretern der y-Proteobakterien. Von der Station 49/088/2 wiesen die beiden Ver-
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treter dieser Bakteriengruppe lediglich C18:1 ¢9 als Hauptfettsdure auf (44,2 bis 53,2% aller
FAME), wihrend bei den Vertretern von der Station 49/020/1 die Fettsdure C16:1 ¢9 den Haupt-
anteil (20,1-41,1%) und die Fettsdure C16:0 mit 10,2-14,4% der Gesamtfettsduremethylester
einen zweiten FAME mit relativ hohem Anteil darstellte (s. Tab. 3.6).

Bei den a- und y-Proteobakterien bildeten die ungeséttigten FAME mit 28-67,2% insgesamt den
groflten Anteil an den Gesamtfettsduremethylestern (s. Abb. 3.16a). Einzige Ausnahme war das
Isolat 20/1-3 (y-Proteobacteria), bei dem die gesdttigten FAME mit 26,1% den grof3ten Anteil
darstellten. Die ungesittigten FAME waren mit 22,9% bei diesem Isolat aber annidhernd gleich
stark vertreten. Bei dem einzigen Vertreter der Cytophaga-Flavobacteria-Gruppe (Isolat 88/2-1)
lag der grofite Anteil an Gesamtfettsduremethylestern mit 17,1% bei den iso-verzweigten FAME.
Alle anderen FAME-Gruppen waren bei diesem Isolat nur mit relativ geringen Anteilen (1,4-

7,4%) vertreten (s. Abb. 3.16a).

Alle Vertreter von der Station 49/088/2 wiesen jeweils eine FAME-Gruppe mit einem grof3en
prozentualen Anteil an den Gesamtfettsduremethylestern auf, in der sich auch immer die Haupt-
fettsdure befand, wihrend die anderen FAME-Gruppen dieser Isolate im Verhéltnis dazu nur
sehr geringe Anteile besallen (s. Abb. 3.16a). Das gleiche Bild zeigte sich auch bei dem einzigen
Vertreter der a-Proteobakterien von der Station 49/020/1 (Isolat 20/1-1), wihrend bei den Ver-
tretern der y-Proteobakterien von dieser Station mindestens eine andere Gruppe ebenfalls stark
vertreten war. Bei den drei Isolaten 20/1-2, 20/1-3 und 20/1-4 waren es neben den geséttigten
(22,9, 26,1 bzw. 20,9%) auch die ungesittigten FAME (28, 22,9 bzw. 43,7%). Bei dem Isolat
20/1-2 stellte auBerdem die Gruppe der iso-verzweigten FAME mit 11,5% einen relativ grof3en
Anteil (s. Abb. 3.16a). Bei allen untersuchten Isolaten besal die Gruppe der Fettsduren mit

Hydroxylgruppe generell einen eher geringen Anteil (0-8,7%).
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Tab. 3.6: Prozentualer Anteil des jeweiligen identifizierten Fettsduremethylesters an den Gesamtfettsiuremethyles-
tern der elf Antarktisisolate (Inkubationsbedingungen: 48 h, 27°C, ASNy-Medium; auller 88/2-1: 4 Tage
bei 21 £ 1-2 °C)

Prozentualer Anteil am Gesamtfettsiuremethylestergehalt der Isolate

Kurzbezeich-

nung der Fett- 20/1-1 88/2-2 88/2-4 88/2-5 88/2-6 | 20/1-2 20/1-3 20/1-4 88/2-3 88/2-7 | 88/2-1
siure’ a—Proteobacteria y-Proteobacteria CF
C11:0 0,2 0,2 0,1
C12:0 2,4 1,8 2,3 2,9 6,1 0,3
C13:0 0,9 0,7 0,2 0,8
C14:0 2,4 1,6 1,3 0,4 1,6
C15:0 5,1 8,0 1,8 3,6
C16:0 1,7 6,7 0,9 2,6 3,0 11,1 10,2 14,4 1,1 2,3 1
C17:0 0,7 3.4 0,7

C18:0 0,1

C19:0 0,6 0,3 0,3 0,4 0,1 0,1 0,2 0,5

Cl6:1¢c9 2,6 3,7 2,9 25,9 20,1 41,1 12,3 9,4 3,5
Cl18:1c¢9 0,3 0,8 1,0 1,0 1,3 1,0 532 442 0,4
C18:1t9+c 11 34,5 54,6 56,1 59,3 633 1,0 0,8 1,6

C18:2¢ 9,12 0,1 0,7

iC15:0 0,2 1,1 0,4 0,6 0,5 16,4
aCl15:0 0,3 0,5 1,3 0,4 1,2 0,8 0,6 0,7
i C16:0 8,1 1,2 2,6

iC17:0 0,8 0,4 0,4 0,6 1,0 0,7 0,8 0,6 0,6
30H-C12:0 3.9 3,2 53 5,6 7,7
20H-C14:0 0,5 0,7
30H-C14:0 1,5 1,0 0,8 0,6 0,1 0,8 0,5 0,7
Gesamtanteil (%)

identifizierter 41,7 62,3 58 68,4 723 66,4 549 75,1 782 72,4 | 29,8
Fettsduren/Isolat

;ﬁigﬂ}gﬁieﬁ' 7 6 4 109 19 19 16 10 10 | 12

* Erklarungen s. Fuinote von Tabelle 2.9
graue Felder: Fettsduremethylester bei diesem Isolat nicht vorhanden
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Abb. 3.16a: Prozentualer Anteil der identifizierten Fettsduremethylester-Gruppen (s. u.) an den Gesamtfettsaureme-
thylestern der elf Antarktisisolate.
Einteilung der Fettsduremethylester (FAME) in folgende Gruppen:
gesittigte FAME: C11:0 bis C19:0
ungesittigte FAME: C16:1 ¢9, C18:1¢9, C18:1t9 +¢c11, C18:2¢9 +cl2
verzweigte FAME:  iso FAME: i C15:0,1C16:0 und i C17:0
anteiso FAME: a C15:0
Hydroxy-FAME: 30H-C12:0, 20H-C14:0 und 30H-C14:0

FAME (absolut)
NS ®» 3 B ®» » » S

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
20/1-1  20M1-2 20/1-3 20/1-4 88/2-1 88/2-2 88/2-3 88/2-4 88/2-5 88/2-6 88/2-7

Isolat

O geséttigte FAME m ungeséttigte FAME @ iso FAME 0O anteiso FAME m Hydroxy-FAME

Abb. 3.16b: Absolute Anzahl der bei den elf Antarktisisolaten identifizierten FAME, die hier in Gruppen zusam-
mengefasst wurden.
Fiir die Einteilung in die Gruppen siche Abbildung 3.16a.
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Ein Vergleich der einzelnen identifizierten FAME in Bezug auf den prozentualen Anteil an den
Gesamtfettsauremethylestern in Abhidngigkeit von der Kultivierungstemperatur und Kultivie-
rungsdauer bei den Isolaten 88/2-4 und 88/2-7 nach 12-tdgiger Inkubation bei 5 °C und 48 h
Wachstum bei 27 °C im ASNy;-Medium (s. Kap. 2.3) ist in Tabelle 3.7 dargestellt. Auch bei den
bei 5 °C inkubierten Kulturen wurden gesittigte, ungesittigte, verzweigte und mit Hydro-

xylgruppen versehene FAME identifiziert (s. Tab. 3.7 und Abb. 3.17).

Tab. 3.7: Prozentualer Anteil des jeweiligen identifizierten Fettsduremethylesters an den Gesamtfettsduremethyles-
tern der Isolate 88/2-4 und 88/2-7 nach unterschiedlicher Inkubationsdauer und verschiedenen Temperatu-
ren (5 °C fiir 12 Tage und 27 °C fiir 48 h). Die Anzucht beider Isolate erfolgte im ASNy;-Medium (s.

Kap. 2.3)
Kurzbezeichnung der Fett-  Prozentualer Anteil am Gesamtfettsiuremethylestergehalt der Isolate
siure” 88/2-4 (5 °C) 88/2-4 (27 °C) 88/2-7 (5 °C) 88/2-7 (27 °C)
C11:0 0,3
C12:0 4,1 6,1
C16:0 0,9 0,9 0,8 23
C18:0 1,0
C19:0 0,4
C16:1 ¢9 21,7 9,4
C18:1¢9 31,0 44,2
C18:1t9 +cll 47,7 56,1
C18:2 ¢9,12 1,5 1,7
i C15:0 0,5
a C15:0 0,7 0,5 0,6
1C16:0 1,3
1C17:0 0,6 0,6
30H-C12:0 6,5 7,7
20H-C14:0 0,5
30H-C14:0 0,7 1,0 0,5

Gesamtanteil (%) identifi-
zierter Fettsduren/Isolat

Anzahl der Fettsduren/Isolat 8 4 10 10

* Erklarungen s. Fuinote von Tabelle 2.9
graue Felder: Fettsduremethylester bei diesem Isolat nicht vorhanden

53,8 58 67,3 72,4
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Abb. 3.17: Prozentualer Anteil der identifizierten FAME-Gruppen an den Gesamtfettsduremethylestern (a) sowie
die absolute Anzahl der in Gruppen zusammengefassten identifizierten FAME (b) der Isolate 88/2-4 und
88/2-7 in Abhingigkeit von der Inkubationstemperatur (5 °C und 27 °C) und damit —dauer (12 Tage
bzw. 48 h). Die Anzucht erfolgte im ASNy;-Medium (Salinitét 3,4% und pH 7,8-8,2).
Fiir die Einteilung in die Gruppen siche Abbildung 3.16a.

Beide Isolate wiesen nach 12-tigiger Inkubation bei 5 °C im Vergleich zur Inkubation bei 27 °C
ein verdndertes Fettsdurespektrum auf (s. Tab. 3.7 und Abb. 3.17). Beim Isolat 88/2-4 war der pro-
zentuale Anteil an den Gesamtfettsduremethylestern bei der niedrigeren Inkubationstemperatur
geringer (53,8% statt 58%), wihrend die absolute Anzahl an FAME zunahm (acht anstelle von
vier). Nach Inkubation bei 5 °C wies dieses Isolat nun auch verzweigte FAME (a C15:0 und
1 C 16:0), den gesittigten FAME C18:0 sowie den Hydroxy-FAME 30H-C14:0 auf. Die Haupt-
fettsduren bei dieser Inkubationstemperatur blieben C18:1 t9 +c11 mit lediglich etwas geringerem
prozentualen Anteil an den Gesamtfettsduremethylestern (47,7% statt 56,1%). Beim Isolat 88/2-7
waren ebenfalls Verdnderungen in der Fettsdurezusammensetzung zu erkennen. Der prozentuale
Anteil der identifizierten FAME an den Gesamtfettsduremethylestern war nach einer Inkubation
bei 5 °C ebenfalls geringer (67,3% statt 72,4%). Die absolute Anzahl an FAME blieb dagegen
konstant (10). Bei diesem Isolat waren bei der niedrigeren Inkubationstemperatur nicht nur zu-
sitzliche FAME nachweisbar (C11:0, C19:0 und C18:2 ¢9,12), sondern vorher nachgewiesene
FAME waren nicht mehr vertreten (i C15:0, 20H-C14:0 und 30H-C14:0) und bei manchen der

nachgewiesenen FAME hatte sich aulerdem der prozentuale Anteil stark verdndert (s. Tab. 3.7).
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Bei beiden Inkubationstemperaturen war die Hauptfettsdure C18:1 ¢9, aber zusétzlich war bei

dem 5 °C-Ansatz nun auch der FAME C16:1 ¢9 mit 21,7% (9,4% bei 27 °C) recht stark vertreten.

Eine phenetische Auswertung der nachgewiesenen FAME (s. Tab. 3.6) erfolgte mit dem
UPGMA-Verfahren basierend auf einer in PAUP berechneten Distanzmatrix (s. Tab. 6.5,
Kap. 6.3).

Im UPGMA-Phenogramm bildeten sich zwei Hauptcluster (s. Abb. 3.18):
Cluster 1 mit den Isolaten 20/1-1, 88/2-2, 88/2-3, 88/2-4, 88/2-5, 88/2-6 und 88/2-7 und
Cluster 2 mit den Isolaten 20/1-2, 20/1-3, 20/1-4 und 88/2-1.

Wie schon bei den Phenogrammen der Kohlenstoff-Verwertungsspektren (s. Abb. 3.13ff.) grup-
pierten sich die Isolate wieder in zwei Hauptcluster. Die Isolatzusammensetzung der beiden
Hauptcluster unterscheidet sich von den bisherigen Phenogrammen, ist aber denen aus den Da-
tensdtzen des BIOLOG GN- und des API 50 CH-Testsystems ermittelten sehr dhnlich. Im Ver-
gleich mit dem Phenogramm des BIOLOG GN-Testsystems (s. Abb. 3.14) sind lediglich die
beiden Isolate 88/2-4 und 88/2-1 in ihrer Gruppenzugehorigkeit vertauscht und bei dem Phe-
nogramm des API 50 CH-Tests wurde lediglich das Isolat 88/2-2 in ein anderes Cluster gruppiert.

Vergleichbar mit den Phenogrammen des BIOLOG GN- und des API 50 CH-Testsystems heben
sich im Cluster 1 die beiden Isolate 88/2-3 und 88/2-7 (y—Proteobacteria) durch die identischen
Abstinde (Anderungen/Unihnlichkeiten) von den iibrigen Isolaten dieses Hauptclusters ab, die
alle den a—Proteobakterien angehoren. Auch im zweiten Hauptcluster zeigt Isolat 88/2-1 grof3e
Abstinde zu den iibrigen Isolaten. Der Vertreter der Cytophaga-Flavobacteria bildet hier eine
eigene ,,Untergruppe® gegeniiber den Vertretern der y—Proteobakterien. Damit ist in diesem Phe-
nogramm eine ,,Gruppierung® der Isolate anhand der mit Hilfe der FISH ermittelten Bakterien-

gruppen erkennbar (s. Kap. 3.3).
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Abb. 3.18: UPGMA-Phenogramm der elf Antarktisisolate, basierend auf der Distanzmatrix (s. Tab. 6.5, Kap. 6.3)
der nachgewiesenen FAME (s. Tab. 3.6).
Cluster 1, Cluster 2
Der Balken unten links entspricht einer Anderung von 0,05.

Um die Ahnlichkeiten bzw. Unihnlichkeiten der Isolate genauer bestimmen zu kénnen, wurde
eine groBere Datenmatrix durch Kombination der Datensdtze der FAME-Bestimmung (s.
Tab. 3.6) und der RAPD-Fingerprints erstellt (s. Abb. 3.4a und b). Diese Kombination war nur
mit sieben Antarktisisolaten mdglich, da in der vorliegenden Arbeit nur die RAPD-
Bandenmuster der Isolate 20/1-1, 20/1-3, 20/1-4, 88/2-1, 88/2-2, 88/2-5 und 88/2-6 ermittelt
worden waren. Die mit Hilfe des UPGMA-Verfahrens in PAUP berechnete Distanzmatrix (s.
Tab. 6.6, Kap. 6.3) wurde ebenfalls in einem Phenogramm dargestellt, in dem sich erneut zwei
Hauptcluster bildeten (s. Abb. 3.19):

Cluster 1 mit den Isolaten 20/1-1, 88/2-1, 88/2-2, 88/2-5 und 88/2-6 und

Cluster 2 mit den Isolaten 20/1-3 und 20/1-4.

Werden im UPGMA-Phenogramm der detektierten FAME (s. Abb. 3.18) die vier Antarktisisola-
te 20/1-2, 88/2-3, 88/2-4 und 88/2-7 nicht dargestellt (Daten nicht gezeigt), von denen in der
vorliegenden Arbeit keine RAPD durchgefiihrt worden war, entspricht die dortige Isolatzusam-
mensetzung der Hauptcluster nahezu der Gruppierung der in dem ,,Kombinationsphenogramm®
gebildeten Cluster (s. Abb. 3.19). Lediglich das Isolat 88/2-1 wurde nach der Kombination der
FAME- und RAPD-Datenmatrix nun in einem anderen Hauptcluster (Cluster 1) gruppiert. Eine
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vollstindige Ubereinstimmung weist diese Clusterbildung dagegen mit der auf dem Verwer-
tungsspektrum des BIOLOG GN-Testsystems basierenden auf (s. Abb. 3.14), wenn auch dort die
vier oben genannten Isolate herausgenommen werden (Daten nicht gezeigt). Lediglich die An-
zahl der Anderungen (Unihnlichkeiten) und damit die Abstéinde der einzelnen Isolate zueinander
innerhalb des Cluster 1 variieren bei den beiden Phenogrammen (s. Abb. 3.14 und 3. 19). So
zeigt das Isolat 20/1-1 im ,,Kombinationsphenogramm® eine etwas ndhere Verwandtschaft zu
den Isolaten 88/2-5 und 88/2-6 als im auf dem Verwertungsspektrum des BIOLOG GN-
Testsystems basierenden Phenogramm. Dies entspricht der bei der ARDRA festgestellten nahen
Verwandtschaft dieser drei Isolate (s. Kap. 3.1).

— [solat 88/2-5

Isolat 88/2-6

—— [solat 20/1-1

Isolat 88/2-2

Isolat 88/2-1

Isolat 20/1-3

Isolat 20/1-4

Abb. 3.19: UPGMA-Phenogramm von sieben Antarktisisolaten, basierend auf der Distanzmatrix (s. Tab. 6.6,
Kap. 6.3) aus den Datensdtzen der RAPD-Bandenmuster (s. Abb. 3.4a und b) und der nachgewiesenen
FAME (s. Tab. 3.6).
Cluster 1, Cluster 2
Der Balken unten links entspricht einer Anderung von 0,05.

92



3 Ergebnisse

3.6.2 Pigmentbildung bei Isolat 88/2-1

Beim Wachstum auf ASNj-Agar (s. Kap. 2.4.4.2) zeigte das Isolat 88/2-1 die Ausbildung von

gelb-orangefarbigen Kolonien (s. Abb. 3.20) und beim Wachstum im ASNp-Medium (s.
Kap.2.4.4.1) farbte sich das Medium leicht
gelblich. Mittels Absorptionsspektrum und einer
Reversed Phase HPLC sollte das Pigment néher
charakterisiert werden (s. Kap. 2.7.1).

Abb. 3.20: Kolonien von Isolat 88/2-1 (GroBe: etwa 1,5-
2,5 mm) auf ASNp-Agar mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitit
3,4%, pH 7,8-8,2) nach fiinf Tagen Inkubation bei RT.

3.6.2.1 Spektrophotometrische Pigmentbestimmung

Das zunichst photometrisch bestimmte Absorptionsspektrum des Methanolextraktes von Isolat
88/2-1 (s. Kap. 2.7.1.1) ist in Abbildung 3.21 dargestellt. Es ist das fiir Carotinoide typische drei-
teilige Spektrum (s. Kap. 2.7.1.2) mit dem Hauptmaximum bei 448 nm, dem zweiten Maximum

bei 475 nm und einer Schulter bei 427 nm zu erkennen (s. auch Tab. 3.8).

0,7
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04 -
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0,3

0,2 {
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350 370 390 410 430 450 470 490 510 530 550

Wellenldnge (nm)

Abb. 3.21: Absorptionsspektrum des Methanolextraktes von Isolat 88/2-1 nach fiinf Tagen Wachstum bei 5 °C in
ASNp-Medium (Salinitét 3,4%, pH 7,8-8,2).
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3.6.2.2 Reversed Phase HPLC

Das mit Methanol extrahierte Pigment zeigte nach HPLC-Auftrennung und mittels Dioden-
Array-Detektor (DAD; s. Kap. 2.7.1.3) ebenfalls ein Absorptionsspektrum, das denen von Caroti-
noiden glich. Nach einer Retentionszeit von etwa 6,9 min wies es bei 454 und 474 nm Maxima
und bei 433 nm eine angedeutete Schulter auf (Spektrum nicht gezeigt). Aufgrund eines grof3en
Hintergrundrauschens bei der Messung waren die genaue Lage der Schulter und die der Maxima
nicht exakt bestimmbar. Alle konnten um 1-2 nm verlagert sein, entsprechen aber in etwa dem
Absorptionsspektrum eines Zeaxanthinstandards (Methanolextrakt) bzw. dem bei KARSTEN und
GARCIA-PICHEL (1996) genannten Spektrum eines mit Aceton extrahierten Zeaxanthins (s.
Tab. 3.8).

Eine anschlieBend durchgefiihrte Cochromatographie mit einem Zeaxanthinstandard (s. Tab. 3.8)

zeigte dann, dass es sich bei dem extrahierten Pigment tatsdchlich um Zeaxanthin handelt.

Tab. 3.8: Absorptionsmaxima (Spektrophotometer und DAD) des Pigments von Isolat 88/2-1 im Vergleich mit
einem Zeaxanthin-Standard® bzw. Literaturangaben® fiir Zeaxanthin (Methanol- bzw. Acetonextrakte)

Spektrophotometer Reversed Phase HPLC (DAD)
Losungsmittel Absorptionsmaxima (nm) Absorptionsmaxima® Retentionszeit (min)
(nm)
Isolat 88/2-1 Methanol 427 448 475 (433) 454 474 6,93
Zeaxanthin (Standard®) Methanol - (435) 456 480 6,80
Zeaxanthin® Aceton - (430) 454 480 7,85

? Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe; ® K ARSTEN und GARCIA-PICHEL (1996); © in Klammern: angedeutete Schulter

3.7 Molekularbiologie

3.7.1 G+C-Gehalt der DNA und 16S rRNA-Sequenz

Um die bearbeiteten Isolate taxonomisch einordnen zu kdnnen, wurde zundchst der G+C-Gehalt
threr DNA bestimmt und anschlieend ihre 16S rRNA sequenziert. Der erhaltene G+C-Gehalt
wurde dann mit dem der laut 16S rRNA nédchstverwandten Art verglichen. Gehoren das Isolat
und die nichstverwandte Art einer Gattung an, sollten sie in ithrem G+C-Gehalt nicht mehr als

10 mol% voneinander abweichen (ROSSELLO-MORA und AMANN, 2001).

Die Bestimmung des G+C-Gehaltes wurde mit Hilfe zweier unterschiedlicher Methoden, thermi-
scher Denaturierung (T,-Bestimmung, s. Kap. 2.8.2.3) und HPLC (s. Kap. 2.8.2.4), vorgenom-

men. Die vorab untersuchte Reinheit der DNA anhand der Quotienten aus den Absorptionen bei
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230, 260 und 280 nm (Az60/Azs0 bzw. Az30/Aze0) ergab, dass die Isolate bei Ajgo/Azgo Zum grof3-
ten Teil auBerhalb des Idealwertes von 1,8 bis 2,0, bei A»zo/Azso aber innerhalb des Bereiches
von 0,3 bis 0,9 lagen (s. Tab. 3.9). Da die Reinheitsabschitzung anhand des Verhéltnisses
Az60/Azso laut JOHNSON (1994) und GLASEL (1995) unzuverldssig ist, wurden wegen der nur hier

vorliegenden Uberschreitung des Idealwertes die Proben nicht erneut bearbeitet.

Tab. 3.9: Quotientenwerte A,so/Asg0 bZW. Asze/Asgo zur Ermittlung des DNA-Reinheitsgrades aller elf untersuchten

Antarktisisolate
DNA-Reinheitsgrad

Isolat Azeo/Azgo’” Azso/Azgo”
20/1-1 2,14 0,45
20/1-2 2,06 0,42
20/1-3 1,99 0,43
20/1-4 2,08 0,42
88/2-1 2,12 0,4
88/2-2 2,03 0,49
88/2-3 1,84 0,57
88/2-4 1,91 0,61
88/2-5 2,03 0,49
88/2-6 1,95 0,51
88/2-7 1,73 0,58

? Idealwert 1,8-2,0, ® Idealwert 0,3-0,9

Bei allen Isolaten wurden je nach Methode zwei bis vier Messungen durchgefiihrt, deren Mittel-
werte und jeweiligen Standardabweichungen in Abbildung 3.22 vergleichend dargestellt sind.
Wie deutlich zu erkennen ist, weichen die Werte der beiden Methoden teilweise stark voneinan-
der ab (z. B. bei Isolat 88/2-1). Aufgrund der zum Teil relativ hohen Standardabweichung in den
mittels Tr-Bestimmung erhaltenen G+C-Gehalten, wurde im Weiteren lediglich der mittels

HPLC bestimmte Wert herangezogen.

Die fiinf Isolate 20/1-1, 88/2-2, 88/2-4, 88/2-5 und 88/2-6, die mittels FISH (s. Kap. 3.3) den
a-Proteobacteria zugeordnet werden konnten, wiesen den hdéchsten G+C-Gehalt aller Isolate
auf. Diese Mikroorganismen erreichten als einzige Werte von mehr als 60 mol% (61,62 bis
68,14 mol%). Die laut ARDRA und RAPD (s. Kap. 3.1 und 3.2) eng verwandten Isolate 20/1-1
(62,4 mol%), 88/2-5 (61,76 mol%) und 88/2-6 (61,62 mol%) zeigten nahezu identische G+C-
Gehalte.
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Auch die den y-Proteobacteria zugeordneten Isolate 20/1-2, 20/1-3, 20/1-4, 88/2-3 und 88/2-7
sind hier als Gruppe mit einem G+C-Gehalt um 40 mol% wieder zu erkennen (38,1 bis
46,33 mol%). Deutlich heraus fiel lediglich das Isolat 88/2-1, der einzige Vertreter der Gruppe
der Cytophaga-Flavobacteria, mit einem G+C-Gehalt von lediglich 32,15 mol%.

80

G+C-Gehalt (mol%)

20/1-1 20/1-2 20/1-3 20/1-4 88/2-1 88/2-2 88/2-3 88/2-4 88/2-5 88/2-6 88/2-7

Isolat

Abb. 3.22: G+C-Gehalte (mol%) der elf Antarktisisolate. Angegeben sind die Mittelwerte (T,,- und HPLC-
Bestimmung) aus je zwei bis vier Messungen und die daraus resultierenden Standardabweichungen.

Die ermittelten Teilsequenzen der 16S rRNA der Isolate 20/1-1, 20/1-2, 88/2-1, 88/2-2, 88/2-3,
88/2-5 und 88/2-6 liegen im Anhang bei (s. Kap. 6.4). Die nahezu vollstindige 16S rRNA-
Sequenz der Isolate 88/2-4 und 88/2-7 (s. Kap. 6.4) sind bei EMBL unter den Accession Num-
bers AJ313424 bzw. AJ313425 einsehbar. Der Vergleich der ermittelten Sequenzen der
16S rRNA mit Sequenzen bei BLAST (Januar 2004) ergab die in Tabelle 3.10 angegebenen
Néchstverwandten fiir die einzelnen Isolate. Die Sequenzen der Isolate 20/1-3 und 20/1-4 (DE

SILVA, 2001) wurden hier noch einmal mit der aktuellen Datenbank verglichen.

Die laut ARDRA- und RAPD-Ergebnissen sowie der Bestimmung des G+C-Gehaltes nah ver-
wandten Isolate 20/1-1, 88/2-5 und 88/2-6 besallen nach dem Vergleich der 16S rRNA-
Teilsequenzen mittels BLAST auch den gleichen nichsten Verwandten (Loktanella salsilacus,
99%). Die groBBe Verwandtschaft dieser drei Isolate wurde hier also bestitigt und lie8 darauf
schlieBen, dass sie zumindest derselben Gattung angehdren. Der Vergleich ihrer 16S rRNA-

Sequenzen untereinander ergab bei den Isolaten 20/1-1 und 88/2-5 eine Ubereinstimmung von

99,75% und von 99,73% bzw. 99,63% bei den Isolaten 20/1-1 und 88/2-6 bzw. 88/2-5 und
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88/2-6. Ob es sich bei den Isolaten um verschiedene Arten oder lediglich verschiedene Vertreter
einer Art handelt, miisste durch eine DNA-DNA-Hybridisierung ermittelt werden. Die bei allen
drei Isolaten unterschiedlichen RAPD-Bandenmuster (s. Kap. 3.2) weisen aber darauf hin, dass

es sich um verschiedene Stimme handeln kann.

Tab. 3.10: Nichstverwandte Arten® der elf Antarktisisolate (% Ubereinstimmung) nach Vergleich der 16S rRNA-
Sequenz mit Hilfe von BLAST (Januar 2004)

Isolat Nichstverwandte Arten Ubereinstimmung (%)
20/1-1 Loktanella salsilacus LMG 22002 und LMG 22000 99
20/1-2  Pseudoalteromonas elyakovii®, Pseudoalteromonas distincta® 99
20/1-3  Pseudoalteromonas elyakovii® 99
20/1-4  Pseudoalteromonas citrea CIP105339, Pseudoalteromonas elyakoviib 98
88/2-1 Polaribacter irgensii ANT9210 98
88/2-2  Sulfitobacter dubius KMM3554 99
88/2-3  Psychrobacter glacincola ANT9253 98
88/2-4  Paracoccus zeaxanthinifaciens R-1506 und ATCC 21588 98
88/2-5 Loktanella salsilacus LMG 22002 und LMG 22000 99
88/2-6  Loktanella salsilacus LMG 22002 und LMG 22000 99
88/2-7  Psychrobacter glacincola ANT9253 99

* nur ndchstverwandte Arten mit vollstindigem Artnamen
® Umbenennung von Alteromonas elyakovii in Pseudoalteromonas elyakovii (SAWABE et al., 2000)
¢ Umbenennung von Alteromonas distincta in Pseudoalteromonas distincta (IVANOVA et al., 2000)

Auch die Isolate 88/2-3 und 88/2-7 gehorten laut BLAST derselben Gattung an und weisen mit
98% (Isolat 88/2-3) bzw. 99% (Isolat 88/2-7) den gleichen nédchsten Verwandten auf (Psychro-
bacter glacincola Stamm ANT9253). Die 16S rRNA-Sequenz der beiden Antarktisisolate zeigte
ebenfalls eine 98%ige Ubereinstimmung. Dass beide Isolate wahrscheinlich einer Gattung ange-

horen, zeigten auch ihre G+C-Gehalte, die weniger als 4 mol% auseinander lagen.

Werden die G+C-Gehalte der Isolate 20/1-2, 20/1-3 und 20/ 1-4 betrachtet (s. Abb. 3.22), so ist
erkennbar, dass auch diese eng beieinander liegen (<4 mol%). Laut BLAST gehorten ihre nichs-
ten Verwandten zur Gattung Pseudoalteromonas (99% Ubereinstimmung bei den Isolaten 20/1-2
und 20/1-3 bzw. 98% bei Isolat 20/1-4, s. Tab. 3.10). Bei der ARDRA (s. Kap. 3.1) zeigten diese
drei Isolate nach Restriktion mit den zwei Enzymen Hin 61 und Hpa II identische und bei der
Restriktion mit A/u I relativ dhnliche Bandenmuster. Bei der RAPD (s. Kap. 3.2) unterschieden
sich die ,,Fingerprints“ jedoch deutlich voneinander. Bei den drei Isolaten handelt es sich dem-
nach wahrscheinlich um unterschiedliche Arten, was mit Hilfe einer DNA-DNA-Hybridisierung

untersucht werden miisste.
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Wie ein Vergleich der G+C-Gehalte der einzelnen Isolate mit den Gattungen der mit BLAST er-
mittelten ndchsten Verwandten zeigt (s. Tab. 3.11), stimmen diese relativ gut iiberein. Eine et-
was groflere Abweichung zeigte lediglich Isolat 88/2-2, dessen G+C-Gehalt 5 mol% iiber dem
fiir die Gattung Sulfitobacter angegebenen Wert liegt. Dies spricht dafiir, dass die Isolate durch-
aus der jeweiligen Gattung zugeordnet werden konnen. Die G+C-Gehalte aller untersuchten Isola-

te liegen innerhalb der fiir Angehorige einer Gattung tolerierten Schwankungsbreite von 10 mol%.

Tab. 3.11: G+C-Gehalte (mol%) der elf Antarktisisolate (HPLC-Messung) im Vergleich mit den in der Literatur
angegebenen G+C-Gehalten der jeweils nichstverwandten Gattung®

Isolat G+C-Gehalt (mol%) Nﬁc'g;g:;“dte G+Iitg'zl:zl:v5$(t)::%)

20/1-1 62,4+ 0,07 Loktanella 59,4-66,4 (Van Trappen et al., in press)

20/1-2 39,47 +0,21 Pseudoalteromonas 37-48 (MIKHAILOV et al., 2002)

20/1-3 41,45+ 0,35 Pseudoalteromonas 37-48 (MIKHAILOV et al., 2002)

20/1-4 38,1 + 0,65 Pseudoalteromonas 37-48 (MIKHAILOV et al., 2002)

88/2-1 32,15+ 0,57 Polaribacter 31-33 (GOSINK et al., 1998)

88/2-2 64,5+0,11 Sulfitobacter 57,9-63,7 (SOROKIN, 1995; PUKALL et al.,
1999; IVANOVA et al., 2004)

88/2-3 46,33 £ 0,25 Psychrobacter 41-50,7 (u. a.: JUNI, 1992, BOWMAN et al.,
1996, ROMANENKO et al., 2002)

88/2-4 68,14 £ 0,82 Paracoccus 62,5-71 (u. a.: KOCUR, 1984, OHARA et al.,
1990, DORONINA et al., 2002)

88/2-5 61,76 + 0,02 Loktanella 59,4-66,4 (Van Trappen et al., in press)

88/2-6 61,62+ 0,41 Loktanella 59,4-66,4 (Van Trappen et al., in press)

88/2-7 42,65+ 0,37 Psychrobacter 41-50,7 (u. a.: JUNI, 1992, BOWMAN et al.,

1996, ROMANENKO et al., 2002)

? Jaut BLAST (s. Tab. 3.10)

3.7.2 ARB

In Ubereinstimmung mit BLAST ergab die phylogenetische Sequenzanalyse des Isolates 88/2-7
eine Eingliederung in die Gattung Psychrobacter (y-Proteobacteria). Der mittels ARB (s.
Kap. 2.8.6.2) erstellte Baum (s. Abb. 3.23) basierte auf einer nahezu vollstindigen 16S rRNA-
Sequenz (1498 Basen, s. Kap. 6.4) des Isolates und wurde freundlicherweise von Dr. F. O.

Glockner (Max Planck Institut fiir marine Mikrobiologie, Bremen) zur Verfiigung gestellt.

Beim Vergleich mit Sequenzen der ARB-Datenbank zeigte sich, dass der ndchste Verwandte von
Isolat 88/2-7 mit 99,65% Psychrobacter proteolyticus (DSM 13887") ist, gefolgt von einer aus
mehreren Psychrobacter glacincola-Stimmen bestehenden Gruppe mit 99,44-99,59% Ahnlich-
keit (in Abb. 3.23 nicht dargestellt). Wahrend dieser Datenrecherche konnte ermittelt werden,
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dass der von der DSMZ erhaltene Vertreter der Gattung Psychrobacter, P. glacincola
DSM 12194, nicht in diese Gruppe hineinpasst. Dieser Stamm zeigte zu der Sequenz von Isolat

88/2-7 lediglich eine Ubereinstimmung von etwa 97,6%.

Isolate 88/2-7, AJ313425
Psychrobacter proteolyticus strain 116, AJ272303

: 56— Psychrobacter pacificensis

4 Psychrobacter immobilis
Psychrobacter frigidicola ACAM 304 (T), U46143
Psychrobacter glacincola DSM 12194 (T), AJ312213

_L_ Psychrobacter immobilis DSM 7229 (T), AJ309942
Psychrobacter fozii LMG 21280, AJ430827

Psychrobacter urativorans ATCC 15174 (T), U46141
Psychrobacter glacialis DD43 (T), AJ539102

Psychrobacter halophilus DD2 (T), AJ539103
Psychrobacter salsus DD48 (T), AJ539104
Psychrobacter marincola KMM 277, AJ309941
Psychrobacter submarinus KMM 225, AJ309940
Psychrobacter faecalis 1so-46, AJ421528
| E Psychrobacter pulmonis CECT 5989 (T), AJ437696
Psychrobacter jeotgali YKJ-105, AF441202

L Outgroup

10%

Abb. 3.23: Mittels ARB erstellter phylogentischer Baum von Isolat 88/2-7 und einigen Psychrobacter-Arten (Stand
Juni 2003). Fiir ndhere Erlduterungen siche HEUCHERT et al. (2004).

3.7.3 DNA-DNA-Hybridisierung

Um zu kléren, ob es sich bei dem Isolat 88/2-7 um eine bisher unbeschriebene Art handelte, wur-
de eine DNA-DNA-Hybridisierung mit Psychrobacter proteolyticus (DSM13887") und
Psychrobacter glacincola (DSM12194") durchgefiihrt. Das Ergebnis der Hybridisierung ist Ta-

belle 3.12 zu entnehmen.

Unter Beriicksichtigung der Grenzwertempfehlung von 70% fiir die Definition einer Bakterienart
(WAYNE et al., 1987) konnte das Isolat 88/2-7 als neue Art Psychrobacter nivimaris sp. nov.

innerhalb der Gattung Psychrobacter beschrieben werden (HEUCHERT et al., 2004, s. Kap. 8).

Tab. 3.12: DNA-DNA-Ubereinstimmungen (%) des Isolates 88/2-7 mit Psychrobacter glacincola (DSM12194")
und P. proteolyticus (DSM13887") sowie deren Ubereinstimmung untereinander

DNA-DNA-Ubereinstimmung (%)
1
88/2-7 X 242 26,8
Psych(r];létll\/c[tle; lgglzg;'ncola 242 % 20,2
Psychr(olggc;lef 3{)8r80‘;$;)lyticus 26.8 20,2 x
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3.8 Flockenbildung von Isolat 88/2-7

Das schon von HEUCHERT (1999) beobachtete Phanomen der Flockenbildung von Isolat 88/2-7
wihrend der Inkubation bei 5 °C in ASNp-Medium (s. Kap. 2.3) wurde in der vorliegenden Ar-
beit ndher untersucht. Das beimpfte Medium wurde wéhrend der Inkubation bei 5 °C zunéchst
triib. Nach etwa 60 h waren in der vorher trilben, homogenen Kultur gro3e helle Flocken er-
kennbar. Das Medium wurde bei weiterer Inkubation vollig klar. Auch in einer bei 27 °C inku-
bierten Kultur wurden Flocken gebildet. Diese erreichten aber nicht die Gré8e der bei 5 °C ge-

bildeten und das Medium blieb immer triib.

3.8.1 Flockenbildung in ASNy;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt

Zundchst wurde ein direkter (verschiedene Stadien wurden schon bei HEUCHERT (1999) gezeigt)
zeitlicher Vergleich der Kulturen nach Inkubation bei den beiden oben genannten Temperaturen
dargestellt (s. Abb. 3.24). Die Entstehung der Flocken und das spitere Erscheinungsbild der Kul-
turen sind unabhingig von der Art der Beimpfung. In der Bilderfolge I (s. Abb. 3.24) wurden die
jeweiligen Kulturen aus einer 24 h alten, unter Standardbedingungen (s. Kap. 2.4.3) inkubierten
Vorkultur (ASNp-Medium mit 0,1% Hefeextrakt, Salinitdt 3,4% und pH 7,8-8,2) etwa 2%ig
beimpft. In der Bilderfolge II (s. Abb. 3.24) wurden zwei Vorkulturen des Isolates fiir 36 h unter
Standardbedingungen angezogen (s. 0.) und anschlieBend ein Ansatz bei 27 °C und der andere

bei 5 °C weiter inkubiert.

In beiden Bilderfolgen (s. Abb. 3.24) ist zu erkennen, dass sich lediglich in den 5 °C-Ansétzen
das Medium nach der anfanglichen Triibung vollstidndig aufgeklart hatte und dass sich viele Flo-
cken gebildet hatten. In der Bilderfolge II wird die unterschiedliche Entwicklung besonders deut-
lich. Vorkulturen (s. 0.), die bei 5 bzw. 27 °C {iber eine Dauer von 24 h inkubiert worden waren,
zeigten zundchst identische Triibungen (s. Abb. 3.24 Ila), unterschieden sich dann aber schon
nach weiteren 24 h Inkubation (s. Abb. 3.24 IIb). Wihrend der Ansatz bei 27 °C nach wie vor
triib war, hatte sich das Medium bei 5 °C bereits aufgeklart und es hatten sich Flocken gebildet.
Nach 168 h Inkubation (s. Abb. 3.24 IIc) war das Medium bei dieser Temperatur vollig klar. Bei
27 °C hatten sich bis zu diesem Zeitpunkt zwar ebenfalls einige Flocken gebildet, eine Triibung
blieb aber bestehen. In der Bilderfolge I ist diese Entwicklung ebenfalls zu sehen, geschieht je-
doch zeitlich etwas versetzt, da die Zellen sich zunichst an die geénderte Temperatur adaptieren
mussten (bei 5 °C ist das Medium nach 24 h noch klar; s. Abb. 3.24 Ia). Nach 48 h Inkubation
hatte diese Kultur den ,,Riickstand* zum 27 °C-Ansatz aufgeholt, beide Kulturmedien zeigten
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eine nahezu identische Triibung (s. Abb. 3.24 Ib). Nach 192 h Inkubation wies die 27 °C-Kultur
nach wie vor eine starke Triibung aufund es hatten sich wenige Flocken gebildet. Dagegen war das
Medium der 5 °C-Kultur zwischenzeitlich klar geworden und die Zellen hatten sich zu Flocken
zusammengelagert (s. Abb. 3.24 Ic). Die leichte Flockenbildung in den 27 °C-Ansétzen ist in
dieser Abbildung nicht deutlich zu erkennen, da die Flocken in diesen Ansédtzen in den meisten

Fillen kleiner und nicht so zahlreich waren wie in den 5 °C-Ansétzen.

Abb. 3.24: Zeitlicher Verlauf der Flockenbildung nach unterschiedlicher Beimpfung (I und II, s. u.) der Hauptkul-
tur und Inkubation bei 5 und 27 °C. Alle Anséatze im ASNy-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitdt
3,4% und pH 7,8-8,2).
I: Beimpfung (etwa 2%ig) der Hauptkultur aus einer 24 h alten, bei 27 °C inkubierten Vorkultur.
II: Zwei Kulturen fiir 36 h bei 27 °C vorinkubiert und dann je eine als Hauptkultur bei 5 und 27 °C wei-
ter inkubiert.

Die unterschiedlichen Formen und die GroBe der gebildeten Flocken sind in Abbildung 3.25

dargestellt. Um die Flocken im Mikroskop in unzerstortem Zustand bildlich dokumentieren zu
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konnen (s. Abb. 3.25b), wurde ein wenig Probenmaterial in ein Loch eines Agarslides (s.
Kap. 2.9.2) pipettiert. Wie in Abbildung 3.25b zu erkennen, wird ein ,fester, hier dunkel er-
scheinender ,,Kern* von einem hellen ,,Kranz* umgeben, der aus einzelnen, locker beieinander
liegenden Zellen bestand. Eventuell handelte es sich dabei um erste Auflosungserscheinungen
der Aggregate, die durch Lagerung des Préparates bei Raumtemperatur und anschlieBend durch
die Temperatur der Mikroskoplampe beschleunigt wurden. Abbildung 3.25¢ zeigt eine durch ein
Deckglas zerquetschte Flocke bei 1000facher Vergroferung, dabei ist deutlich die dichte Lage-

rung der einzelnen Zellen zu erkennen.

Die GroBenbestimmung der Flocken wurde mit Hilfe von Millimeterpapier durchgefiihrt (s.
Abb. 3.25a). Im Durchschnitt wiesen die Flocken (11 Tage Wachstum bei 5 °C in ASNy-
Medium mit 0,1% Hefeextrakt) eine GroBBe von 307 £ 113 pm x 410 + 187 um auf.

Abb. 3.25: Photographische Aufnahmen der Zellaggregate (Flocken) von Isolat 88/2-7 (Inkubation bei 5 °C)
a) 11 Tage alte, in ASNy;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitét 3,4%, pH 7,8-8,2) gewachsene Kul-
tur (12x, Stemi SV 6, Zeiss).
b) 10 Tage alte, in ASNy;-Medium mit 1% Pepton (s. Kap. 2.9.1, Salinitit 3,4%, pH 7,8-8,2) gewachse-
ne Kultur (Agarslide mit Vertiefung, 100x, Axiolab, Zeiss). Ein Teilstrich des Okularmikrometers ent-
spricht 10 pm. Pfeile weisen auf hellen ,,Kranz* (s. Text).
¢) ,,Quetschpriparat” einer 9 Tage alten, in ASNy;-Medium mit 1% Pepton (s. Kap. 2.9.1, Salinitét 3,4%,
pH 7,8-8,2) gewachsenen Kultur (1000x, Axiolab, Zeiss).
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3.8.2 Flockenbildung in ASNy-Medium mit 1% Pepton

Das Isolat 88/2-7 zeigte auch bei Wachstum in ASNyp-Medium mit 1% Pepton (s. Kap. 2.9.1)
Flockenbildung. Bei der 5 °C-Inkubation wurde das Medium vollig klar (s. Abb. 3.26), wihrend
es bei 27 °C eine weniger stark ausgeprédgte Flockenbildung zeigte und triib blieb. Der Verlauf
der Flockenbildung entsprach weitestgehend dem der Inkubation in ASN-Medium mit 0,1%
Hefeextrakt (s. Abb. 3.24).

Abb. 3.26: Flissigkulturen von Isolat 88/2-7 mit gebildeten Flocken (b) nach 9 d Inkubation bei 5 °C in ASNyj-
Medium mit 1% Pepton (s. Kap. 2.9.1); (a) unbeimpftes Medium

3.8.3 Ursache der Flockenbildung

Die Vermutung lag nahe, dass an dem Vorgang der Aggregatbildung EPS beteiligt sein konnten,
was durch die Zugabe von Ca®", EDTA und NaOH untersucht werden sollte.

3.8.3.1 Flockenbildung bei verschiedenen Ca®"-Konzentrationen

Mit steigender Ca”"-Konzentration sollten die gebildeten Aggregate an Stabilitit zunchmen. Die
CaCl,-Konzentration, die im normalerweise verwendeten ASN-Medium (s. Kap. 2.3) 3,4 mM

entsprach, wurde auf 10 bzw. 100 mM erhdht.

Die resultierenden drei Ansétze (3,4; 10 und 100 mM CaCl,) wurden aus einer Vorkultur beimpft,
die 4 Tage bei 5 °C in ASNy;-Medium (3,4 mM CaCl,) angezogen worden war und noch keine

Flocken aufwies. Nach dreitidgiger Inkubation der Versuchsansitze bei 5 °C waren in allen An-
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sitzen bereits Flocken erkennbar, die noch recht locker erschienen, und das Medium war bei
allen Kulturen milchig triib. Im Ansatz mit 100 mM CaCl, waren lediglich etwas mehr Flocken
zu erkennen als in den beiden anderen Ansdtzen. Nach einem weiteren Tag zeigten die Ansitze
deutliche Unterschiede. In dem nach wie vor milchig trilben, herkdémmlichen ASN-Medium
(3,4 mM CacCl,) waren die Flocken noch ,.fransig®, wihrend das Medium mit 10 mM CacCl,
schon schwicher getriibt war und mehr Flocken aufwies, die bereits kugelig waren. In dem An-
satz mit der hochsten CaCl,-Konzentration waren zu diesem Zeitpunkt bereits dicke, kugelige
Flocken in einem nur noch schwach triilben Medium zu finden. Einen Tag spéter (5. Inkubations-
tag) war das Medium dieses Ansatzes vollstindig klar, die Flocken — ihre Anzahl war hier am
hochsten - hatten sich nicht mehr sichtlich veridndert, waren aber kleiner als die bei 10 mM ge-
bildeten. Nach sieben Tagen Inkubation war auch der Ansatz mit der geringsten CaCl,-Konzentra-
tion vollig klar. Die Flocken waren etwas zahlreicher und etwas kleiner als die, die mit 10 mM
CaCl, entstandenen waren. Im Ansatz mit 10 mM CacCl, hatten sich die wenigsten Flocken ge-

bildet und das Medium blieb leicht getriibt.

Leider wiesen die Aggregate bei Herunternahme vom Schiittler und Lagerung der Kolben bei RT
nicht mehr die Aufldsungserscheinung auf, wie sie von HEUCHERT (1999) beobachtet worden
war, so dass {iber die Festigkeit der Flocken keine Aussage getroffen werden konnte. Die Flocken
setzten sich lediglich am Boden des Kolbens ab und verklumpten zu einem gro3en Aggregat, das

durch erneutes Schiitteln wieder in kleinere zerfiel.

3.8.3.2 Wirkung von EDTA auf die Flocken

Den drei oben beschriebenen Kulturen (s. Kap. 3.8.3.1) wurde nach 10 Tagen Wachstum bei
5 °C EDTA zugegeben (Endkonzentration 1 mM). Die Kulturen wurden einen weiteren Tag in-
kubiert. Da keine Verdnderung aufgetreten war, wurde erneut EDTA zugegeben, so dass die
Endkonzentration in den einzelnen Ansdtzen 10 mM betrug. Erneut trat nach 24 h keine Veran-
derung auf, so dass die Konzentration auf 20 mM erhoht wurde. Nach zwei weiteren Inkubati-
onstagen hatte sich im Ansatz mit 10 mM CacCl, ein wenig Material am Boden des Erlenmeyer-
kolbens abgesetzt. In den anderen beiden Ansédtzen war keine Verdnderung erkennbar. Die
EDTA-Konzentration wurde daher nochmals erhoht (30 mM). Nach drei weiteren Tagen (insge-
samt jetzt sieben Tage Wachstum mit EDTA) war in allen Ansidtzen eine Verdnderung eingetre-
ten. Im Ansatz mit 3,4 mM CaCl, war das Medium nun triib, aber es waren noch Flocken vor-

handen. Mit 10 mM CaCl, war das Medium nach wie vor klar, es waren noch viele Flocken vor-
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handen, aber es war etwas Calcium ausgefallen, das sich am Boden des Erlenmeyerkolbens ab-
setzte. Bei der hochsten CaCl,-Konzentration (100 mM) war das Medium nun vollstidndig triib
(milchig weiB3), es waren keine Flocken mehr vorhanden und beim Schiitteln des Kolbens waren

im Medium weille Schlieren erkennbar.

3.8.3.3 Wirkung von NaOH auf die Flocken

Eine andere Methode, die zum Aufldsen einer EPS-Matrix verwendet wird, ist z. B. die Zugabe
von NaOH. Durch die Alkalisierung werden geladene Gruppen, z.B. Carboxylgruppen in Protei-
nen oder Polysacchariden, ionisiert, da deren isoelektrischer Punkt im Allgemeinen unter einem

pH von 4 - 6 liegt.

Einer 10 Tage alten Kultur des Isolates 88/2-7 (ASNy;-Medium, 5 °C) wurde zundchst 5 M NaOH
zugegeben, so dass die Endkonzentration 2 M betrug. Der Ansatz sowie ein Kontrollansatz mit
unbeimpftem Medium wurden sofort triib und die Flocken 16sten sich nahezu vollstindig auf.

Die pH-Messung ergab einen Wert von 13,14.

Der Versuch wurde darauthin mit einer 11 Tage alten Kultur wiederholt. Nun wurde die 5 M
NaOH iiber mehrere Tage zugegeben. Eine teilweise erkennbare leichte Triibung des Kulturme-
diums 16ste sich wieder auf, wenn iiber Nacht keine NaOH zugegeben wurde. Nach acht Tagen
(Gesamtzugabe an NaOH 72 ul) war auch in dem Vergleichsansatz eine Triibung erkennbar,
d. h. die Triibung wurde anscheinend nicht durch den Zerfall der Flocken, sondern durch eine
Féllungsreaktion ausgelost. Nach 24 Tagen (Gesamtzugabe an NaOH 314 ul) waren kaum noch
Flocken vorhanden und beide Ansidtze zeigten zusétzlich durch Ausfillungen trilbe Medien. Die

Kultur wies einen pH-Wert von 9,4 auf und in der Kontrolle lag dieser bei 9,33.
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Teil B: Isolation von Reinkulturen aus dem Aquatorialen Atlantik und deren
Charakterisierung

Zum Vergleich der in der Antarktis isolierten Partikel-assoziierten Bakterien mit denen eines
anderen Gebietes wurden im &dquatorialen Atlantik (Station 7004-1, s. Abb. 6.1) ebenfalls an
Aggregaten anheftende Bakterien isoliert. Bei diesen wurden dann vor allem morphologische
Merkmale, aber auch die Enzymaktivitdten (Katalase und Oxidase) untersucht und eine Einord-
nung der Reinkulturen in die Bakteriengruppen o—, B- und y—Proteobacteria, Cytophaga-
Flavobacteria sowie Gram-positive Bakterien (hoher und niedriger G+C-Gehalt, HGC bzw.
LGC) mittels FISH vorgenommen. Bei ausgewihlten pigmentierten Isolaten wurden anschlie-

end die Pigmente néher untersucht, der G+C-Gehalt bestimmt und die 16S rRNA sequenziert.

3.9 Morphologische Eigenschaften, Untersuchungen zur Enzymaktivitit sowie Eingrup-

pierung der Isolate mittels FISH

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Morphologie, Enzymaktivitit sowie der taxonomischen
Einordnung mittels FISH sind in den Tabellen 6.7a-c (s. Kap. 6.5) zusammengefasst. Jede der
Tabellen zeigt die Isolate aus einer bestimmten Wassertiefe (Tab. 6.7a aus 20 m, Tab. 6.7b aus
100 m und Tab. 6.7c aus 150 m Tiefe). Die Bezeichnung der Isolate resultierte aus dem Ablauf
der Gewinnung der Reinkulturen. Die von der Ausgangsplatte (ASNp-Agar, s. Kap. 2.4.4.2)
»gepickten® Kolonien wurden durchnummeriert (z. B. 1, 2, etc.). Waren dann wieder mehrere
Kolonietypen in einem Ausstrich zu erkennen, wurden alle auftretenden Typen erneut iiberimpft
und zusitzlichen mit einem Buchstaben versehen (z. B. 4a, 4b, etc.). Bis zum Erhalt einer Rein-
kultur wurden nun weiter abwechselnd Zahlen und Buchstaben vergeben (z. B. 4alc), wenn ver-
schiedene Kolonietypen in einem Ausstrich wuchsen. Dabei wurden auch solche Kolonien iiber-
impft, die in ithrer Morphologie anderen schon vorher isolierten dhnelten, d. h. es konnte sich

hier teilweise um identische Arten handeln.

3.9.1 Morphologie

Auf den ,,Stammplatten* (s. Kap. 2.12) waren nach 6 Tagen Inkubation aus den verschiedenen
Tiefen unterschiedlich viele Kolonien herangewachsen. Auf der Agarplatte der Probe aus 20 m
Wassertiefe konnten zunichst zehn, aus 100 m Wassertiefe fiinf und aus 150 m Wassertiefe 75
Kolonien erkannt werden. Wihrend der weiteren Inkubation und Isolierung im Labor wurden

letztlich insgesamt 405 Reinkulturen gewonnen. Aus 20 und 100 m Wassertiefe wurden jeweils
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18 Reinkulturen angelegt und aus 150 m 369. Da die Kolonien zum gréf3ten Teil recht klein wa-
ren, war ihre Form, die meist erhaben oder konvex erschien, makroskopisch bzw. mit dem Ste-
reomikroskop (Stemi SV 6, Zeiss) nur schwer erkennbar. Die Koloniemorphologie aller Isolate
unterschied sich zum groften Teil weder in der Oberfldchenbeschaffenheit noch in der Randaus-
bildung. Sie besaBBen meist eine glatte, glinzende Oberfliche und einen ganzen Rand. Wenige
(Isolate 6d1b, 16b, 23al, 27a, 34b1b, 34b2, 44b2b2, 44e2c, 50a2, 53ala, 53a2b, 58b2b, 67c1b2,
69b1 und 70al, alle 150 m) zeigten eine andere Oberflichen- und/oder Randstruktur (s.
Tab. 6.7c, Kap. 6.5). Die Farben der Kolonien reichten von weif3 liber grau bis beige, gelb oder
griinlich-gelb. Auflerdem waren vier Isolate darunter, die bei bestimmtem Lichteinfall leicht
blaulich schimmerten (Isolate 43a2, 43b2, 70a2 und 70c2, alle 150m). Die meisten Kolonien
waren flach, erhaben oder konvex, einige waren knopfformig oder zeigten Ansitze davon (Isola-
te 7b und 8b, beide 20 m Tiefe sowie Isolate 6d1b, 11c2, 15a2a, 19alcl, 28c2, 31blb, 48bla,
48b2b, 49a2, 58blb, 74alc, 74bl, 74cla, alle 150 m Tiefe). Eine Kolonie (Isolat 67¢c1b2, aus
150 m Tiefe) war kreisformig, breitete sich aber flachig aus und eine andere (Isolat 48c2a,
150 m) zeigte bei élteren Kolonien radidre Furchen. Bei drei Reinkulturen (Isolate 15ala, 52clc
und 58a2, alle aus 150 m Tiefe) fiel auf, dass der vorher leicht triibe ASNp-Agar um den Impf-

strich herum klar geworden war.

Die hauptsichlich vertretenen Zellformen waren Stiabchen (s. Abb. 3.28f und g), die u. a. leicht
gekriimmt oder spirillenformig waren (s. Abb. 3.28a). Einige lagerten sich zu Aggregaten zu-
sammen (hdufig sternformig, s. Abb. 3.28b und c), andere traten nur einzeln oder teilweise in
kurzen Ketten auf. Es konnten aber auch Diplokokken (Isolate 3bla, 3b2b2, 5b3b, alle aus
100 m Tiefe, s. Abb. 3.32d) und gestielte Bakterien, die teilweise ,,budding* zeigten (Isolate Sa,
24bla, 28bl,44alal, 44b2b2, 44cl1b,44e2c, 50b2, 52b2b und 68blb, alle aus 150 m Tiefe, s.
Abb. 3.28¢), gefunden werden. Die verschiedenen Zellgroen kdnnen den Tabellen 6.7a-c (s.
Kap. 6.5) entnommen werden. Einige Reinkulturen wiesen in der mikroskopischen Betrachtung

hell erscheinende Einschliisse auf (s. Abb. 3.28h), die aber nicht ndher untersucht wurden.

Als weitere Besonderheit waren bei einigen Isolaten zum Teil schon nach nur 24-stiindiger Inku-
bation in ASNy-Medium zu Sphiroblasten aufgebléhte Zellen erkennbar. Diese waren bei Isolat

37a aus 150 m Wassertiefe besonders deutlich und sind in Abbildung 3.27 dargestellt.

Die Beweglichkeit wurde zum einen mikroskopisch beobachtet, zum anderen mittels Schwarma-
gar (s. Kap. 2.5.1.1) untersucht. Bei mikroskopischer Betrachtung zeigten sich die meisten Isola-

te beweglich und viele breiteten sich im Schwirmagar aus (s. Tab. 6.7a-c, Kap. 6.5). Aufgrund
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der Vorgehensweise, mehrere Isolate auf einer Schwirmagarplatte anzuimpfen, fielen auf einer
Agarplatte drei Isolate auf (Isolate 30bla, 34c1bl und 44b2b2, alle 150 m Tiefe und alle zu den
a-Proteobacteria gehdrend), die alle von einem anderen Isolat (Isolat 44a2, aus 150 m Tiefe,

y-Proteobacteria) umwachsen worden waren, um deren Kolonie sich aber jeweils ein schmaler

Hemmbhof ausgebildet hatte.

Bei den meisten Reinkulturen handelte es sich um Gram-negative Stibchenbakterien. Nur drei
Vertreter aus 100 m Tiefe (Isolate 3bla, 3b2b2 und 5b3b) und ein Vertreter aus 150 m Wasser-
tiefe (Isolat 16b) waren Gram-positiv. Das Gram-Verhalten konnte in den meisten Fillen im
KOH-Test bestdtigt werden. Einige Isolate (u.a. Isolat 5b aus 20 m Tiefe, s. Tab. 6.7a-c,
Kap. 6.5) wurden aber trotz mehrfacher Durchfiihrung des Tests durch die KOH nicht lysiert. In

diesen Fillen zeigte sich aber immer ein eindeutiges Gram-negatives Férbeverhalten.

Abb. 3.27: Lichtmikroskopische Aufnahme von Sphéaroblasten («) in einer Fliissigkultur von Isolat 37a aus 150 m
Wassertiefe (Station 7004-1, M49/4) nach 24 h Inkubation bei 27 °C in ASNj-Medium mit 0,1% Hefe-
extrakt (Salinitét 3,4%, pH 7,8-8,2). Das helle Fenster innerhalb der Maske entspricht 20 um.
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Isolat 54a3, 150 m

Isolat 7b, 20 m

- Isolat 43b1, 150 m

Abb. 3.28:
Legende siehe
nachfolgende
Seite
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Abb. 3.28: Photographische Aufnahmen verschiedener Zellformen einiger Isolate von der Station 7004-1 (M49/4).
Alle Isolate waren fiir 24-48 h bei 27 °C in ASNy;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitét 3,4%, pH
7,8-8,2) inkubiert worden. Das helle Fenster innerhalb der Maske entspricht 20 pm.

a) spirillenférmige Zellen des Isolates 31c aus 150 m Wassertiefe;

b) sternformige Aggregate des Isolates 52d1b2 aus 150 m Wassertiefe;

¢) sternformige Aggregate des Isolates 54a3 aus 150 m Wassertiefe;

d) Diplokokken des Isolates 3bla aus 100 m Wassertiefe;

e) gestielte Bakterien, teilweise mit ,,budding* (<) des Isolates 68b1b aus 150 m Wassertiefe;
f) dicke Stébchen des Isolates 7b aus 20 m Wassertiefe, Agarslidepréparat;

g) diinnere Stibchen des Isolates 5c1b aus 100 m Wassertiefe und

h) Stabchen mit Einschliissen («<—) des Isolates 43b1 aus 150 m Wassertiefe.

3.9.2 Enzymtests

Zum Nachweis der Cytochromoxidase bzw. der Katalase wurden die in den Kapiteln 2.6.5.2
bzw. 2.6.5.1 beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Tests der einzelnen Iso-

late sind in den Tabellen 6.7a-c (s. Kap. 6.5) dargestellt.

Die meisten Isolate besitzen das Enzym Katalase (s. Tab. 6.7a-c, Kap. 6.5). Bei ihnen fand eine
mehr oder weniger starke Entwicklung von Sauerstoff-Gasbléschen statt. Bei einigen Isolaten
waren die Gasbldschen nur schwer zu erkennen, da entweder die Sauerstoff-Entwicklung sehr
schwach war oder aber die Kulturen oftmals nur diinn angewachsen bzw. die Kolonien sehr klein

waren.

Die Cytochromoxidase konnte bei nahezu allen Isolaten nachgewiesen werden. Lediglich bei
den meisten gelb oder beige gefarbten Kolonien war keine oder eine nur sehr schwache Reaktion

zu erkennen. Bei den vier Gram-positiven Isolaten fiel dieser Test negativ aus.

3.9.3 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Alle 405 Isolate der Station 7004-1 (M49/4) hybridisierten mit der Eubakterien-Sonde
(EUB338). Bis auf einen Vertreter aus 150 m Wassertiefe, der bei der Sonde fiir die Cytophaga-
Flavobacteria-Gruppe ein Signal zeigte (0,25% der gesamten Isolate von dieser Station), hybri-
disierten alle Gram-negativen Isolate entweder mit der Sonde fiir die Gruppe der a- oder der
y-Proteobacteria (s. Tab. 3.13 und Tab. 6.7a-c, Kap. 6.5). Dagegen hybridisierten die drei Gram-
positiven Isolate aus 100 m Wassertiefe (Isolate 3bla, 3b2b2, 5b3b) mit der Sonde fiir die LGC
(0,74% aller Isolate von dieser Station) und das Gram-positive Isolat aus 150 m Tiefe (Isolat

16b) mit der HGC-Sonde (Actinobacteria, 0,25% der gesamten Isolate von dieser Station).
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Tabelle 3.13 zeigt eindeutig, dass die o— und y—Proteobakterien den grofiten Anteil aller Isolate
stellten. An der gesamten Station machten sie 58,77% (238 Isolate) bzw. 40% (161 Isolate) aus.
Dabei fallt auf, dass in den Proben aus 20 m und 100 m Tiefe der Anteil der y-Proteobakterien
(61,11%) hoher ist als der der a—Proteobakterien (38,89 bzw. 22,22%), wihrend es in 150 m
Tiefe genau umgekehrt der Fall war (61,52% a— und 37,94% y—Proteobakterien).

Tab. 3.13: Prozentualer Anteil der Vertreter der verschiedenen Bakteriengruppen in den unterschiedlichen Wasser-
tiefen der Station 7004-1 (M49/4)

Prozentualer Anteil der Vertreter der Bakteriengruppe®

Wassertiefe (m)  a-Proteobacteria y-Proteobacteria Cytophaga-Flavobacteria LGC HGC

20 38,89 (7) 61,11 (11) 0 0 0
100 22,22 (4) 61,11 (11) 0 16,67 (3) 0
150 61,52 (227) 37,94 (140) 0,27 (1) 0 0,27 (1)

LGC, niedriger G+C-Gehalt; HGC, hoher G+C-Gehalt
# absolute Anzahl der Isolate in Klammern

Werden alle erhaltenen Merkmale (s. Kap. 3.9.1 bis 3.9.3) der einzelnen Isolate verglichen, so ist
festzustellen, dass sich einige in ihren Eigenschaften sehr dhneln. Hier konnte es sich zum Teil
um identische Arten handeln, was in weiteren molekularbiologischen Untersuchungen, wie

ARDRA, RAPD oder 16S rRNA-Sequenzierung, untersucht werden miisste.

3.10 Carotinoidbestimmung

Beim Wachstum auf ASNy-Agar zeigten einige Isolate die Ausbildung von mattgriinen, gelb-
griinen oder orange-gelben Kolonien (s. Tab. 6.7a-c, Kap. 6.5) und beim Wachstum in ASNyy-
Medium farbte sich das Medium leicht gelblich, wie fiir die Isolate 3 und 4alc dokumentiert (s.
Abb. 3.29). Von den Reinkulturen aus 150 m Wassertiefe wurden zunichst sieben Isolate will-
kiirlich ausgewdhlt. Bei diesen Isolaten sollte das farbgebende Pigment mittels Absorptions-

spektrum und einer Reversed Phase HPLC ndher charakterisiert werden.
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Abb. 3.29: Photographische Aufnahme geférbter Fliissigkulturen der Isolate 3 (a) und Isolat 4alc (b) aus 150 m
Wassertiefe von der Station 7004-1 (M49/4) nach 3 Tagen Wachstum bei 27 °C in ASNy-Medium mit
0,1% Hefeextrakt (Salinitét 3,4%, pH 7,8-8,2).

3.10.1 Spektrophotometrische Pigmentbestimmung

Die zunéchst photometrisch bestimmten Absorptionsspektren der Methanolextrakte der einzel-

nen Isolate (s. Kap. 2.15.1.1) sind in Abbildung 3.30 dargestellt. Bei allen ist das fiir Carotinoide

typische dreiteilige Spektrum (s. Kap. 2.7.1.2) zu erkennen. Auffallend ist, dass die Spektren der

Isolate eine recht dhnlich Lage der Absorptionsmaxima und Schultern aufweisen (alle zwischen

410 und 490 nm; s. Abb. 3.30 und Tab. 3.14).

1,4

1,2 1

Absorption

0,4 4

0,2 -

0

0,8 1

0,6

Isolat 3
Isolat 4alc
Isolat 13a

Isolat 44cla
Isolat 51b1l
Isolat 6blal

350 370 390 410 430 450 470 490 510 530 550

Wellenldnge (nm)

Abb. 3.30: Absorptionsspektren der Methanolextrakte ausgewéhlter Isolate aus 150 m Wassertiefe von Station
7004-1 (M49/4) nach 24-48 h Wachstum bei 27 °C in ASNy;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitét

3,4%, pH 7,8-8.2).
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3.10.2 Reversed Phase HPLC

Bei der Reversed Phase HPLC, modifiziert nach RABENSTEIN (1997), konnte nur bei den Isola-
ten 6blal und 51bl ein Peak nach einer Retentionszeit von 4,83 (Isolat 6blal) bzw. 4,87 min
(Isolat 51b1) im DAD nachgewiesen werden. Die beiden mit dem DAD aufgenommenen Ab-
sorptionsspektren gleichen sich anndhernd in der Lage ihrer Absorptionsmaxima (s. Tab. 3.14).
Die jeweils nur angedeuteten Schultern liegen allerdings 10 nm auseinander. Das Spektrum des
Isolates 6blal entspricht in etwa dem Zeaxanthin-Standard (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe)
mit den Absorptionsmaxima (435), 456 und 480 nm (s. Tab. 3.8).

Die zwei Isolate 3 und 4alc, bei denen mit Hilfe der nach RABENSTEIN (1997) modifizierten Me-
thode keine Pigmentpeaks nachgewiesen werden konnten, wurden anschlie3end mit einer anderen
Methode zur Pigmentbestimmung mittels Reversed Phase HPLC untersucht. Die nach STEPNOWS-
KI und BLOTEVOGEL modifizierte Methode (personliche Mitteilung, s. Kap. 2.15.1.2.2) ergab bei
beiden Isolaten keine Unterschiede zwischen verseifter und unverseifter Probe. Bei allen Ansétzen
zeigte sich nach einer Retentionszeit von etwa 2,1 min im DAD ein Peak. Auch die Absorptions-
spektren (s. Abb. 3.31a und b) verlaufen nahezu identisch und zeigen bei 447 und 474 jeweils

ein Maximum. Bei 422 nm tritt eine Schulter auf, die bei [solat 4alc allerdings nur angedeutet ist.

Tab. 3.14: Vergleich der Absorptionsmaxima aus spektrophotometrischer Messung und Reversed Phase HPLC von
Methanolextrakten ausgewahlter Isolate aus 150 m Wassertiefe von der Station 7004-1 (M49/4)

Absorptionsmaxima® (nm)

Isolat spektrophotometrisch Reversed Phase HPLC (DAD)
modifiziert nach RABENSTEIN (1997)

3 429 448 475 -
4alc 428 447 472 -
6blal 422 446 474 (438) 457 477
13a 424 450 475 ]

13b 423 443 473 -
44cla 421 448 474 ]
51bl 424 449 475 (428) 454 474

? in Klammern: angedeutete Schulter
-, kein Peak registriert
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Abb. 3.31: Absorptionsspektren (DAD) der Methanol-Aceton-Extrakte (4:1, v/v) der Isolate 3 (a) und 4alc (b) aus
150 m Wassertiefe von der Station 7004-1 (M49/4) nach 4 Tagen Wachstum bei 27 °C in ASNy;-
Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitét 3,4%, pH 7,8-8,2). Die Diagramme besitzen unterschiedliche
Skalierungen.

3.10.3 Massenspektrometrie (MS)

Fir die MS standen 3,8 mg (Isolat 3) und 1,78 mg (Isolat 4alc) getrocknetes Pigment (s.
Kap 2.15.1.3.3) zur Verfiigung. Alle durch die verschiedenen MS-Methoden (s. Kap. 2.15.1.3.4)
erhaltenen Chromatogramme waren fiir beide Isolate relativ identisch, wobei die Probe von Iso-
lat 4alc etwas weniger verunreinigt zu sein schien. Bei beiden Proben hatten sich wihrend der
Pigmentextraktion Phthalate - wahrscheinlich aus den Eppendorfreaktionsgefdf3en - gelost, die in
den MS-Spektren ebenfalls zu erkennen waren (m/z u. a. 441). Aufgrund des Auftretens von
Quasi-Molekiilionen in vielen MS-Techniken (s. Kap. 2.15.1.3.4), z. B. [Masse + Na]', muss zur
jeweils gefundenen Massenzahl immer auch die Angabe des identifizierten Protons/Elektrons

oder zumindest deren Masse erfolgen. So z. B. auch bei den wihrend der Analyse von Caroti-
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noiden hiufig auftretenden typischen Ionen [M-92]" (Abspaltung von Toluen) und [M-106]"
(Abspaltung von Xylen).

Bei der Interpretation der aufgenommenen MS-Spektren wurden zundchst zwei Massenzahlen
(m/z, Masse/Ladungsverhiltnis), m/z 662 (M;) und m/z 582 (M,), fiir ein mogliches Carotinoid
ndher in Betracht gezogen, z. B. im Spektrum der Positiv-lonen DCI (s. Abb. 3.32a und b). In
nahezu allen Spektren waren diese Massenzahlen zu finden, die von Quasi-Molekiilionen oder
die von Fragmenten des Pigmentes stammen (z. B. M-92, s. 0.). Dass es sich bei der m/z 662
nicht um ein Carotinoid handeln konnte, zeigte die Auswertung der Negativ-lonen DCI-
Spektren. Hier traten keine Radikal-Anionen von m/z 662 auf (s. Abb. 3.32c¢), die vor allem dann
entstehen, wenn eine Substanz viele Doppelbindungen enthélt, was fiir Carotinoide typisch ist.
Die Analyse der ESI-Spektren bestitigte dies, denn die Tandem-MS von m/z 685 [M; + Na]"
ergab keine fiir Carotinoide typische Fragmentierung (s. o., Daten nicht gezeigt). Somit blieb
lediglich die Massenzahl 582 als mogliches Carotinoid. Von dieser trat im Negativ-lonen DCI-
Spektrum auch ein Radikal-Anion (M;") auf (s. Abb. 3.32d). Dass es sich bei diesem Wert um
ein Carotinoid handeln musste, zeigten vor allem die mittels Positiv-Ionen ESI aufgenommenen
Spektren (s. Abb. 3.33). Bei der Tandem-MS der Massenzahl 725 (s. Abb. 3.33b), die sich aus
der Massenzahl 582 plus ein Natrium-lon (Massenzahl ~23) plus ein Natriumdihydro-
genphosphat- oder Natriumhydrogensulfat-Ion (beide Massenzahl ~ 120) zusammensetzte, traten
auch Peaks auf, die aus einem Pigmentfragment abziiglich eines Toluen-lons (Massenzahl ~ 92)
bestanden, einem der bei der Carotinoidanalyse auftretenden typischen Ionen (s. 0.). Bei der wei-
teren Auftrennung der m/z 605 trat neben dem Toluen-lon auch ein Xylen-Ion (Massenzahl
~ 106) auf (s. Abb. 3.33c). Die ebenfalls vorkommende Massenzahl 18 konnte auf die Abspal-
tung von Wasser zuriickzuftihren sein. In Abbildung 3.33d ist noch einmal das fiir Carotinoide

typische Toluen-Ion nach Auftrennung der Massenzahl 587 wieder zu finden.
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Abb. 3.32: DCI-Massenspektren der Pigmentprobe von Isolat 4alc (150 m Wassertiefe, Station 7004-1, M49/4)
a: Positiv-lonen DCI, NH3, 289 mA; b: Positiv-Ionen DCI, NH3, 370 mA; ¢: Negativ-lonen DCI, NHj;,

94 mA; d: Negativ-lonen DCI, NH;, 352 mA
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Abb. 3.33: Positiv-lonen ESI-Massenspektren der Pigmentprobe von Isolat 4alc (150 m Wassertiefe, Station
7004-1, M49/4). Die Achseneinteilungen sind unterschiedlich.

a: MS-Spektrum; b: Tandem-MS (MS/MS) von m/z 725; ¢: MS® von m/z 725-605; d: MS* von m/z
725-605-587

Die Massenzahl von 582 wurde als die des Pigmentes erfasst, bei dem es sich demnach um ein
Carotinoid handelte (personliche Mitteilung von Herrn Dr. T. Diilcks, Abt. Instrumentelle Analy-

tik, Fachbereich Biologie/Chemie, Universitit Bremen). Eine anschlieBend durchgefiihrte Hoch-
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auflosungs-EI ergab nach Entfernung aller unwahrscheinlichen Summenformeln fiir beide Isola-
te die Summenformel C40Hs40; (zur Berechnung wurden die Elemente C, H und O vorgegeben).
Die dafiir berechnete m/z betrug 582,4073, die fiir Isolat 3 gemessene m/z dagegen 582,40875,
was einer Abweichung von 2,5 ppm entsprach. Fiir Isolat 4alc betrug die Abweichung lediglich

0,5 ppm (m/z 582,40701).

3.11 G+C-Gehalt der DNA und 16S rRNA-Sequenz

Um die beiden Isolate 3 und 4alc, deren Pigmente mittels MS ndher untersucht wurden, taxo-
nomisch einordnen zu konnen, wurde zunédchst der G+C-Gehalt ihrer DNA bestimmt und an-
schlieBend ihre 16S rRNA ansequenziert. Der erhaltene G+C-Gehalt wurde dann mit dem der
laut 16S rRNA néchstverwandten Art verglichen. Wenn die nidchstverwandte Art und das jewei-
lige Isolat einer Gattung angehdren, sollten sie in ihrem G+C-Gehalt nicht mehr als 10 mol%

voneinander abweichen (ROSSELLO-MORA und AMANN, 2001).

Die Bestimmung des G+C-Gehaltes wurde mit Hilfe der thermischen Denaturierung vorgenom-
men (Tp-Bestimmung, s. Kap. 2.16.2). Die vorweg untersuchte Reinheit der DNA anhand der
Quotienten aus den Absorptionen bei 230, 260 und 280 nm (A260/A280 bzw. Aj30/Az0) ergab,
dass die Isolate sowohl bei Aseo/Aszge als auch bei Azzo/Asgo innerhalb des Bereiches der Ideal-

werte von 1,8 bis 2,0 bzw. 0,3 bis 0,9 lagen (MOORE et al., 1999).

Bei beiden Isolaten wurden mehrere Messungen zur Bestimmung des G+C-Gehaltes der DNA
durchgefiihrt, deren Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen in Abbildung 3.34
vergleichend dargestellt sind. Die Berechnung des T, wurde mit Hilfe der jeweiligen Schmelz-
kurve vorgenommen (Daten nicht dargestellt), anhand der die halbmaximale Extinktion be-

stimmt wurde.
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Abb. 3.34: Mittelwert (T,,-Bestimmung) und Standardabweichung der G+C-Gehalte (mol%) der Isolate 3 und 4alc
(150 m Wassertiefe, Station 7004-1, M49/4).

Die beiden Isolate weichen um 4 mol% in ihren G+C-Gehalten voneinander ab. Sie kdnnten
demnach derselben Gattung oder sogar derselben Art angehdren, was die bei der Morphologie,

der Pigmentuntersuchung und der FISH bereits festgestellten Ahnlichkeiten erkliren wiirde.

Eine Teilsequenzierung der 16S rRNA sollte hier weitere Klarheit verschaffen. Die Sequenzie-
rung (s. Kap. 2.16.3) ergab fiir Isolat 3 eine Sequenz von 571 Basen und fiir Isolat 4alc von 573
Basen (s. Kap. 6.6). Beide Teilsequenzen zeigten eine Ubereinstimmung von 99,6% zueinander.
Lediglich an zwei Positionen unterschieden sich die beiden Sequenzen. Die mit Hilfe von
BLAST (s. Kap. 2.8.6.1) ermittelte groBte Ubereinstimmung in der 16S rRNA-Sequenz zeigten
das Isolat 3 mit 99% und das Isolat 4alc mit 100% zur Teilsequenz des ,,Marine arctic deep-sea
bacterium FC8b“ vom Max-Planck-Institut fiir marine Mikrobiologie (Bremen), einem
a-Proteobakterium. Eine Ubereinstimmung von 99% zeigten beide Isolate auBerdem mit der

Teilsequenz von Erythrobacter citreus HY-6.
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4 Diskussion

4.1  Physiologische Eigenschaften — Anpassung der Antarktisisolate an ihr Habitat

4.1.1 Temperatur

In der Antarktis liegen nach menschlichem Empfinden extreme Umweltbedingungen vor. Neben
dauerhaft niedrigen Lufttemperaturen sind auch die Wassertemperaturen relativ gering. Sie lie-
gen im Bereich der Polarfront bei etwa 5 °C und in der Kiistenregion bei etwa -2 °C. Siidlich der
Polarfront (55° stidlicher Breite) variieren die Wassertemperaturen an der Oberfldche im Jahres-
verlauf um nicht mehr als 3-5 °C (VINCENT, 1988). Ebenso wie an hohe Temperaturen (ther-
mophile oder extrem thermophile Arten) haben sich Bakterien auch an niedrige Temperaturen
angepasst. Am wichtigsten ist es fiir die Bakterien, ihre Membranfluiditit und die Aktivitét der
Membran-gebundenen Enzyme aufrecht zu erhalten, was sie iiber eine Verdnderung in ihrer

Fettsdurezusammensetzung regeln konnen (s. Kap. 4.2.1).

In diesem extremen Habitat wurden zunéchst vor allem psychrophile Bakterien, mit einem Tem-
peraturoptimum von <15 °C und einer maximalen Wachstumstemperatur von <20 °C, erwartet.
Sie konnten in Meereisproben auch nachgewiesen werden (BOWMAN et al., 1997a). Die aus ma-
rinen Wasserproben der Antarktis isolierten Bakterien wurden aber eher den psychrotoleranten,
deren optimale Wachstumstemperatur bei >20 °C liegt und die auch bei 4 °C Wachstum zeigen
(BowMAN et al., 1997a), zugeordnet (DELILLE und PERRET, 1989; DELILLE, 1992, 1993;
BOWMAN et al., 1997a). SIMON und Mitarbeiter (1999) wiesen im Oberflichenwasser im Bereich
der Polarfront ebenfalls psychrotolerante oder sogar mesophile Organismen nach, konnten aber
weiter siidlich (u. a. antarktischer Zirkumpolarstrom, Eisrandzone) aus Wasserproben auch
psychrophile Bakterien isolieren. Die in der vorliegenden Arbeit beprobte Station 49/088/2
(66°27,8’S) lag in etwa im Bereich des von SIMON et al. (1999) als Eisrand bezeichneten Gebie-
tes (68°50,57°S). In der vorliegenden Arbeit wurden aber alle untersuchten Isolate dieser Station
ebenso wie die der Station 49/020/1 als psychrotolerant eingestuft. Ihre Temperaturoptima liegen
bei 10-23, 15-23 bzw. 10-35 °C und alle zeigten bei Temperaturen von 5 bis <40 °C Wachstum.
Aufgrund des relativ hohen Temperaturoptimums (10-35 °C) konnte Isolat 88/2-2 auch den me-
sophilen Organismen (Optimum 25-40 °C, MADIGAN et al., 2000) zugeordnet werden, aber kei-
nes der Isolate ist psychrophil. Die bereits von HEUCHERT (1999) und DE SiLVA (2001) unter-

suchten Antarktisisolate wurden ebenfalls alle als psychrotolerant eingestuft. Durch die in dieser
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Arbeit jahreszeitlich spdtere Probennahme lagen die Wassertemperaturen (ca. -1,7 °C) beinahe
2 °C tiefer als bei SIMON et al. (1999), was zunéchst auch hier psychrophile Organismen erwar-
ten ldsst. Eventuell hat die lange Lagerung der Proben bei -30 °C und spéter -18 °C bis zu ihrer
Bearbeitung im Labor zu einer Verdnderung der Bakteriengemeinschaft gefiihrt, also dem Ver-
lust psychrophiler Organismen. So beobachteten FERGUSON et al. (1984) bereits bei der Aufbe-
wahrung einer Pikoplanktonfraktion in einem geschlossenen Gefd3 innerhalb weniger Stunden
eine stark erhohte Koloniebildungsrate und damit verdnderte Diversitit. Auch die Kultivierungs-
bedingungen an sich (27 °C und 5 °C, 0,1% Hefeextrakt) konnen zu einer Selektion ausschliel3-
lich psychrotoleranter oder mesophiler Organismen gefiihrt haben. Eventuell wurden die A-
garplatten nicht lange genug inkubiert und langsamer wachsende, psychrophile Arten somit {i-
bersehen. Psychrotolerante Bakterien sind in der Lage, schnell auf die Verfiigbarkeit von Néhr-
stoffen zu reagieren und konnen einen groBen Bereich an Kohlenstoffquellen nutzen (BOWMAN
et al., 1997a). In der vorliegenden Arbeit wurden aulerdem ausschlieBlich Partikel-assoziierte
Bakterien isoliert, d. h. an den untersuchten Stationen kdnnten durchaus psychrophile Bakterien

in der frei lebenden Bakteriengemeinschaft vertreten gewesen sein.

Die aus antarktischen Kiistenregionen isolierten psychrotoleranten Bakterien wurden von
BOWMAN und Mitarbeitern (1997a) den Gattungen Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Halomo-
nas, Psychrobacter, Sphingomonas, Arthrobacter, Planococcus, Halobacillus und Hyphomonas
zugeordnet. Psychrotolerante Vertreter der ersten drei genannten Gattungen konnten auch aus
Oberflachen- und Tiefseewasserproben des nordwestlichen Pazifiks isoliert werden, was auf eine
weite Verbreitung dieser Gattungen als marine psychrotolerante Organismen hindeutet
(RADJASA et al., 2001). Psychrotolerante Bakterien sind weit verbreitet, konnen in Béden und
Gewdssern, in Fleisch, Milch, Gemiise und Obst sowie weiteren Produkten, die bei 4°C gelagert
werden, gefunden werden (MADIGAN et al., 2000) und sind anpassungsfihiger an einen grofleren
Temperaturbereich als psychrophile Organismen (GOUNOT, 1991). In den bearbeiteten Proben
der vorliegenden Arbeit wurden Partikel-assoziierte Vertreter der Gattungen Pseudoalteromonas

und Psychrobacter ebenfalls als psychrotolerant beschrieben.

4.1.1.1 Flockenbildung

Die bei Isolat 88/2-7 (Psychrobacter nivimaris) wéahrend der Inkubation bei 5 °C beobachtete
Flockenbildung, bei der sich nahezu alle Zellen einer Fliissigkultur zu Flocken zusammenlager-

ten, konnte auf die Bildung ,,klebriger* Substanzen zuriickzufiihren sein, die eine besondere An-
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passung an den Lebensraum ,,Aggregat™ darstellen konnten. Diese Substanzen konnten extrazel-
luldre polymere Substanzen (EPS) sein, die u. a. von marinen Bakterien, z. B. Pseudoalteromo-
nas-Arten, abgesondert werden (WRANGSTADH et al., 1990; HOLMSTROM und KJELLEBERG,
1999; DECHO, 2000).

EPS sind Bestandteil von mikrobiellen Biofilmen, TEP und Marine Snow (ALLDREDGE et al.,
1993) und sind sowohl fiir die Mikroorganismen in den Aggregaten, die dort z. B. synergistische
Gemeinschaften bilden und so komplexe Néhrstoffe abbauen koénnen (FLEMMING, 2000), als
auch fiir deren physikalisch-chemischen Eigenschaften wichtig (NIELSEN und JAHN, 1999). Der-
artige polymere Substanzen stellen einen Schutz vor Antibiotika und rduberischen Protozoen
dar, dienen der Steigerung der Nahrstoffauthahme und reduzieren die Diffusion einiger Substan-
zen zur Zelle und von ihr weg (HOLMSTROM und KJELLEBERG, 1999). EPS sind sehr heterogen
und enthalten neben Polysacchariden und Proteinen als Hauptbestandteile unter anderem auch
noch Nucleinsduren, Lipide und andere Makromolekiile (NIELSEN und JAHN, 1999; FLEMMING,
2000; FLEMMING und WINGENDER, 2001). Die EPS bestehen also nicht nur aus Sekreten der Mik-
roorganismen, sondern auch aus Produkten der Zelllyse und der Hydrolyse von Makromolekiilen
sowie aus der Wasserphase adsorbierten organischen Materialien (NIELSEN und JAHN, 1999).
Aufgrund der Heterogenitdt der EPS-Matrix muss fiir jeden Einzelfall die optimale Extraktions-
methode zunichst in einer Versuchsreihe ermittelt werden. Dabei kommt es zum einen darauf
an, ob eine qualitative oder quantitative Bestimmung erfolgen soll, zum anderen héngt die Extrak-
tionsmethode von der Art der Wechselwirkungen ab (u. a. van der Waals-Kréfte, elektrostatische
Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen), die die EPS-Komponenten in der Matrix
zusammenhalten. Zur Extraktion stehen physikalische (z. B. Zentrifugation) und chemische Me-
thoden oder eine Kombination aus beiden zur Verfligung. Viele chemische Extraktionsmethoden
beruhen auf dem Aufbrechen der elektrostatischen Wechselwirkungen (NIELSEN und JAHN,
1999). Eine Abstoung der EPS-Komponenten untereinander kann z. B. durch NaOH Zugabe
oder Austausch der divalenten Kationen, vor allem Ca®’, das fiir die Vernetzung geladener
Komponenten der EPS-Matrix und damit deren Stabilitdit (FLEMMING und WINGENDER, 2001)
wichtig ist, gesteigert werden (NIELSEN und JAHN, 1999). Werden divalente Kationen z. B. mit
Hilfe von Komplexbildnern wie EDTA entfernt, neigt die Matrix dazu zu zerfallen (NIELSEN und
JAHN, 1999).

Unter den in der vorliegenden Arbeit gegebenen Bedingungen scheint Ca>" eher eine unterge-

ordnete Rolle bei der Verfestigung der EPS-Matrix zu spielen. Eine Erhohung der Ca®'-
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Konzentration im Kulturmedium hatte keinen sichtbaren Effekt auf die Festigkeit der Flocken.
Eine EDTA-Zugabe hatte den groBiten Einfluss auf die Flocken, die in dem Medium mit der
hochsten CaCl,-Konzentration gebildet wurden. Eventuell befinden sich auf der Bakterienober-
fliche nur wenige geladene Molekiile, die an der Aggregatbildung beteiligt sind, so dass der
Verlust an divalenten Kationen keine grofBen Auswirkungen hat. Allerdings zeigte die Behand-
lung mit 5 M NaOH bei einem pH-Wert >9 eine nahezu vollstindige Auflosung der Flocken und
liegt damit in einem pH-Bereich (9-13), der in verschiedenen Untersuchungen zur Ionisierung
geladener Gruppen, wie Carboxylgruppen in Polysacchariden, angewendet wurde (NIELSEN und
JAHN, 1999). Da auch in dem unbeimpften Vergleichsansatz eine Triibung auftrat, ist es moglich,
dass die Auflosung der Flocken durch eine Féllungsreaktion ausgeldst wurde und nicht durch die

Ionisierung moglicher geladener Gruppen auf der Zelloberfléche.

Der Aggregationsausloser bzw. der —verstirkende Faktor miisste in einer weitergehenden Unter-
suchung ermittelt werden. Die Temperatur konnte dabei einen groB3en Einfluss haben, denn die
Flockenbildung war zwar auch bei 27 °C zu beobachten, aber in sehr viel geringerem Ausmal.
Eine von der Temperatur beeinflusste EPS-Produktion wurde kiirzlich von MANCUSO NICHOLS
und Mitarbeitern (2004) bei zwei Partikel-assoziierten Pseudoalteromonas-Arten aus marinen
Proben der Antarktis beschrieben. Diese produzierten bei niedrigeren Temperaturen (-2 und
10 °C) etwa 30mal mehr EPS als bei 20 °C. Diese EPS setzten sich vor allem aus neutralen Zu-
ckern und Uronsduren zusammen. Von einem marinen Vertreter der Gattung Psychrobacter,
Psychrobacter immobilis SW8, ist bekannt, dass er eine Glycocalyx ausbildet und in Biofilmen
vorkommt (PEMBREY et al., 1999; LEIS und SCHNEIDER, 1999). Die Zellen des Isolates 88/2-7
(Psychrobacter nivimaris) bilden ebenfalls eine Kapsel, was mittels Nigrosinfairbung (schmaler

Hof um die Zellen) von HEUCHERT (1999) nachgewiesen wurde.

4.1.2 Salinitat

Eine hohe und/oder wechselnde Salzkonzentration im natiirlichen Habitat bedingt eine besonde-
re Anpassung der dort vorkommenden Mikroorganismen. Eine hohe lonenkonzentration fiihrt zu
einer Herabsetzung der Wasseraktivitdt, d. h. es ist weniger freies Wasser fiir die Zellen verfiig-
bar, was u. a. die Denaturierung von Proteinen durch Zerstorung der Tertidrstruktur bewirken
kann. Um einen Wasserverlust durch Osmose zu verhindern, nimmt die Zelle so genannte ,,kom-
patible Solute” auf oder synthetisiert diese selbst (z. B. Ektoin von Bacillus pasteurii,

KUHLMANN und BREMER, 2002). Durch die Anpassung der intrazelluliren Konzentration osmo-
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tisch wirksamer Substanzen an die Umgebung entgeht die Zelle dem osmotischen Stress. Als
,kompatible Solute* dienen Zucker oder Zuckeralkohole (z. B. Saccharose, Trehalose, Manni-
tol), andere Alkohole (z. B. Glycerol), Aminosduren oder deren Derivate (z. B. Prolin, Glycinbe-

tain, Ektoin) oder Kaliumionen (MADIGAN et al., 2000).

Eine weitere Uberlebensstrategie bei hohen Salzkonzentrationen besteht in der Verinderung der
Fettsdurezusammensetzung zur Aufrechterhaltung der Membranstabilitit. So beobachteten
BROWN et al. (2000) bei Oceanomonas baumanii, einem halotoleranten Bakterium, mit steigen-
der Salinitét eine Zunahme der geséttigten bei gleichzeitiger Abnahme der ungeséttigten Fettsdu-
ren sowie eine Verkiirzung der Kettenldnge. NICOLAUS und Mitarbeiter (2001) dagegen beobach-
teten in halotoleranten Isolaten der Antarktis bei steigender Salinitit einen Anstieg an langen
Fettsdureketten und geradkettigen Fettsduren sowie eine Abnahme an iso-verzweigten Fettsdu-
ren. Weiterhin bieten auch Biofilme Schutz vor hohen Salzkonzentrationen (FLEMMING und
WINGENDER, 2001). So wird z. B. angenommen, dass das Uberleben einiger Pathogener in mari-

nen Habitaten mit ihrer Assoziation an Aggregaten zusammenhéngen konnte (DECHO, 2000).

Im Allgemeinen sind die Schwankungen des Salzgehaltes in den Ozeanen relativ gering, konnen
aber an der Oberfldche durch Niederschlag und Verdunstung (OTT, 1988) oder in den Polarregio-
nen durch Eisbildung bzw. —schmelze vorkommen. Gewohnlich liegt in marinen Habitaten eine
NaCl-Konzentration von ca. 0,5 M (ca. 3%) vor. Hinzu kommen geringere Mengen weiterer
Salze wie MgCl, oder CaCl, (MADIGAN et al., 2000). An diese Bedingungen sind marine Bakte-
rien optimal angepasst. Sie bendtigen z. B. Na” zum Wachstum und fiir Membrantransportaktivi-
titen, und Mg”" stabilisiert u. a. Zellmembranen und wird zur Aufrechterhaltung von Enzymak-
tivitdten benotigt (MEYER, 2000; MADIGAN et al., 2000). Anhand ihrer optimalen NaCl-Konzen-

trationen werden Bakterien nach GALINSKI (1986) in fiinf Gruppen eingeteilt (s. Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Einteilung der Bakterien anhand ihrer optimalen NaCl-Konzentrationen (GALINSKI, 1986)

Optimale NaCl-Konzentration Einteilung der
™M) (%) Bakterien
0-0,25 0-1,5 nicht halophil

0,25-1 1,5-6 marin

0,5-2,5 3-15 gemaBigt halophil
1,5-4 9-24 halophil
3-5 18 -30 extrem halophil
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Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Antarktisisolaten 20/1-1, 88/2-1 und 88/2-5 lag
die optimale NaCl-Konzentration im Bereich von 2-4% NaCl, womit sie im Bereich der fiir ma-
rine Bakterien typischen Salzkonzentration liegen (s. Tab. 4.1). Das Isolat 88/2-2 wies einen
etwas breiteren Bereich mit einer optimalen NaCl-Konzentration von 2-10% auf und liegt somit
in etwa im Bereich der gemiBigt halophilen Organismen. Der wesentliche Unterschied zwischen
den moderat halophilen, den halophilen und den extrem halophilen liegt laut GALINSKI (1986) in
einem breiten Wachstumsoptimum der erstgenannten, wéahrend die halophilen und extrem halo-
philen ein Salzbediirfnis von 9 bzw. 18% haben, das nicht unterschritten werden darf. Das Isolat
88/2-6 zeigt einen noch breiteren Wachstumsbereich. Wéhrend die optimale Salzkonzentration
zwischen 0 und 4% NaCl lag, wies dieses Isolat Wachstum bis zu einer Konzentration von 12%
NacCl auf. Dieses Isolat kann daher den halotoleranten Bakterien zugeordnet werden, die hohere
Salzkonzentrationen tolerieren, aber am besten bei geringen Salzkonzentrationen wachsen (MA-
DIGAN et al., 2000). Die zuvor von HEUCHERT (1999) und DE SILVA (2001) untersuchten Antarktis-
isolate gehoren ebenfalls den marinen (Isolat 20/1-3 und 20/1-4, beide mit einem Optimum etwa 2-
6% NaCl), den halotoleranten (Isolat 88/2-4 mit einem Optimum von 1-13% NaCl und Isolat
88/2-7 mit einem Optimum von 1-9% NaCl) sowie den gemédBigt halophilen Organismen (Isolat
20/1-2, Optimum 6-13% NaCl) an. Das Isolat 88/2-3 zeigte von 0-9% NaCl anndhernd identi-
sches Wachstum und soll daher ebenfalls den halotoleranten Organismen zugeordnet werden.
Das teilweise relativ breite Wachstumsoptimum bzw. der groBle tolerierte Bereich an NaCl-
Konzentrationen (Isolat 88/2-4 zeigte auch bei 20% NaCl noch Wachstum, HEUCHERT, 1999) der
untersuchten Antarktisisolate konnte eine ideale Anpassung an die wechselnden Salinititen
durch Eisbildung und —schmelze in ihrem Habitat darstellen. Allerdings konnte BERKENHEGER
(2004) die von ihr aus dem dquatorialen Atlantik isolierten Organismen ebenfalls den schwach
halophilen bzw. nach GALINSKI (1986) den marinen und den halotoleranten Bakterien zuordnen,
die zum Teil ebenfalls relativ hohe NaCl-Konzentrationen tolerierten (bis zu 20%). Ob die ein-
zelnen bearbeiteten Antarktisisolate bei steigender NaCl-Konzentration ihre Fettsdurezusam-
mensetzung dndern oder in der Lage sind, ,.kompatible Solute® zu bilden, wurde bisher noch

nicht weiter untersucht.

4.1.3 Verwertung verschiedener C-Quellen - Kohlenstoffquellen im ASN-Medium (,,konven-
tionell*) im Vergleich mit dem BIOLOG GN- und dem API-System

Bei der Neubeschreibung von Bakterien in Handbiichern wie Bergey's Manual of Systematic

Bacteriology oder in Originalverdffentlichungen basiert die Untersuchung der Verwertungs-
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spektren meistens auf Wachstumsversuchen mit verschiedenen Substraten als alleinige Kohlen-
stoff- und Energiequelle. Diese in der Regel aufwendigen Methoden sollten durch zeitsparende
Systeme wie API und BIOLOG, die zur Identifizierung klinisch relevanter Bakterien entwickelt
wurden, ersetzt werden, denn bei langer Kultivierungsdauer konnen Bakterieneigenschaften ge-
hemmt werden oder verloren gehen (WITZEL, 1990). Beide Systeme basieren nicht auf einer
Biomassezunahme, sondern auf der Erfassung des Farbumschlags eines Indikators (API) bzw.
eines Elektronenflusses (BIOLOG) und werden zur Erstellung der Substratverwertungsspektren
einzelner Isolate oder von Bakteriengemeinschaften eingesetzt (u. a. BRESCHEL und SINGLETON,

1992; RUGER und KRAMBECK, 1994; LABRENZ et al., 1998; CHOI und DOBBS, 1999).

Die erhaltenen Daten der Anwendung dieser beiden Testsysteme zur Identifizierung mariner
Bakterien sollten jedoch mit Vorsicht ausgewertet, in jede Analyse bekannte Referenzorganis-
men mit aufgenommen und die Inkubationsbedingungen den speziellen Erfordernissen der Isola-
te angepasst werden. So empfehlen RUGER und KRAMBECK (1994), die Zellen nach ihrer An-
zucht auf Seewasseragar in einer Losung aus NaCl und MgCl, zu suspendieren und dann sofort
auf die BIOLOG-Platten zu iibertragen. Bei der Untersuchung von 80 hinsichtlich ihres Verwer-
tungsspektrums bereits charakterisierten marinen Bakterien, die in der BIOLOG-Datenbank
nicht gespeichert waren, konnten die Autoren zwar viele Bakterien identifizieren, aber zum Teil
traten auch grofere Abweichungen zu den Literaturdaten auf, wie bei der Oxidation von Amino-
sduren, was zu falschen Identifizierungen gefiihrt hitte. Sehr gut geeignet sei dieses System da-
gegen fiir eine schnelle Gruppierung mariner Isolate nach Verwertungsmustern (Clusterbildung),
die allerdings von der Clusterbildung nach der Charakterisierung mittels ,,konventioneller Me-
dien* abwichen. TRUU und Mitarbeiter (1999) fanden bei der Untersuchung verschiedener Isola-
te mittels BIOLOG GN- und API 20 NE eine gute Ubereinstimmung der beiden Systeme auf
Gattungsebene. Aufgrund der grofleren Anzahl angebotener C-Quellen ergab das BIOLOG GN-
System allerdings eine bessere Auflosung und ist nach Auffassung von TRUU et al. (1999) fiir die
Erfassung mikrobieller Diversitit geeigneter als das API-System. Unterschiedliche Ergebnisse
bei identischen Substraten begriindeten die genannten Autoren, ebenso wie RUGER und

KRAMBECK (1994), mit den verschiedenen Funktionsweisen der Systeme.

In der vorliegenden Arbeit ergab der Vergleich der ,.,konventionellen® Tests mit den beiden an-
gewendeten Systemen BIOLOG GN und API 50 CH ebenso wie ein Vergleich der Tests unter-
einander nur selten einheitliche Ergebnisse. Dies ist auch anhand der abweichenden Clusterbil-

dungen in den UPGMA-Phenogrammen der drei Substratverwertungstests ersichtlich (s.
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Abb. 3.13 bis 3.15, Kap. 3.5.3). Bei einer Neubeschreibung sollten daher nach Moglichkeit je-
weils nur die Verwertungsspektren verglichen werden, die mit identischen Methoden (gleichen
Testsystemen und gleichen Bedingungen) erzielt wurden. Es zeigte sich ebenso wie bei RUGER
und KRAMBECK (1994), dass BIOLOG fiir eine schnelle Gruppierung mariner Isolate nach ihren
Verwertungsmustern geeignet ist, auch wenn diese von der Clusterbildung nach ,,konventionel-
lem System* abweicht. Der Vergleich der Phenogramme der Kohlenstoffquellen in ASNy-Me-
dium sowie des BIOLOG GN- und des API 50 CH-Systems mit dem Phenogramm der nachge-
wiesenen FAME zeigte ndmlich, dass das Testsystem mit den meisten getesteten Substraten die
groBte Ahnlichkeit mit der Clusterbildung im FAME-Phenogramm aufwies (s. Abb. 3.18,
Kap. 3.6.1).

Auch bei der Betrachtung der Verwertungsspektren differieren die drei Testsysteme teilweise.
Bei allen Substratverwertungstests stellte sich das Isolat 88/2-2 als Spezialist heraus. Die bereits
bei HEUCHERT (1999) bzw. DE SILVA (2001) gemachte Beobachtung, dass die Isolate 88/2-4 und
20/1-2 bzw. 20/1-3 und 20/1-4 ein groBes Substratspektrum besaBen, bestétigte sich hier im
BIOLOG GN- (s. Tab. 3.4, Kap. 3.5.3.2) und im API 50 CH-Testsystem ebenfalls (s. Tab. 3.5,
Kap. 3.5.3.3). Das fiir die Isolate 88/2-3 und 88/2-7 von HEUCHERT (1999) aufgezeigte enge
Substratspektrum bestétigte sich im BIOLOG- und API 50 CH-Testsystem jedoch nicht, dort
konnten die Isolate relativ viele der angebotenen Kohlenstoffquellen umsetzen. Die beiden Isola-
te 88/2-5 und 88/2-6 wiesen im BIOLOG GN-Testsystem ein enges und im API 50 CH- und
»konventionellen“ System ein relativ breites Substratspektrum auf. Ganz unterschiedlich fiel die
Auswertung der Verwertungsspektren beim Isolat 88/2-1 aus. Im ,konventionellen* System
verwertete das Isolat lediglich Gelatine und Stirke, im API 50 CH-System konnte es einige und
im BIOLOG GN-Testsystem schon recht viele Substrate nutzen. Insgesamt handelt es sich bei
den von diesem Isolat verwertbaren Substraten jedoch meistens um Monosaccharide oder Di-
bzw. Polysaccharide, die mindestens ein Glucosemolekiil beinhalten. Dagegen war es im ,,kon-
ventionellen® System nicht in der Lage, Glucose abzubauen. Beim ,,konventionellen® Wachs-
tumstest fiel auBerdem auf, dass die Isolate bei den meisten getesteten Substraten mit der hdhe-
ren Konzentration besseres Wachstum aufwiesen. Nur in wenigen Fillen (Glucose bei den Isola-
ten 20/1-4 und 88/2-2, Fructose und Cellobiose bei den Isolaten 20/1-1, 88/2-5 und 88/2-6 sowie
Glycerol bei Isolat 88/2-6) flihrte eine geringere Substratkonzentration zu besserem Wachstum.
AuBer den Isolaten 88/2-1, 88/2-2, 88/2-3 und 88/2-7, die im ,,konventionellen* System mit zu
wenigen Substraten Wachstum zeigten, konnen die anderen Isolate am ehesten als fakultativ

oligotroph bezeichnet werden, d. h. sie konnen bei hohen und niedrigen Substratkonzentrationen
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wachsen (SCHUT et al., 1993). Dass die untersuchten Isolate bei ein und derselben Substanz, so-
bald sie diese verwerten konnten, hdufig mit allen angebotenen Konzentrationen wachsen konn-
ten, konnte dafiir sprechen, dass sie Transportsysteme besitzen, die ein und dieselbe Substanz bei
hoher oder niedriger Konzentration aufnehmen (AzAM et al., 1995). Die Autoren halten das
Vorhandensein solcher Transportsysteme fiir einen Hinweis darauf, dass pelagische Bakterien
groflen Variationen in den Substratkonzentrationen ausgesetzt sind. Bei den Untersuchungen von
ScHUT et al. (1993) waren alle Isolate, einmal kultiviert, ausnahmslos fakultativ oligotroph.
Auch zunéchst obligat oligotrophe Bakterien adaptierten sich an héhere Nahrstoffkonzentratio-
nen. CARLUCCI und Mitarbeiter (1986) vermuteten, dass die Mehrheit der oligotrophen Bakterien
anscheinend fakultativ oligotroph ist. Dagegen sind laut EGUCHI und ISHIDA (1990) jedoch mehr
als 85% der heterotrophen Bakterien im Pelagial obligat oligotroph, bevorzugen Aminosduren
und besitzen ein engeres Substratspektrum als Heterotrophe in Kiistennéhe. Aufgrund der gerin-
gen Konzentration und Vielfalt an organischen Substanzen in ihrem Habitat wiirden sie aber
auch kein breiteres Spektrum bendtigen. Laut SCHUT et al. (1997) héngt die Reaktion des jeweili-

gen [solates immer von dem zurzeit verfiigbaren Substrat ab.

Im Gegensatz zu den Isolaten von BERKENHEGER (2004) aus dem dquatorialen Atlantik zeigen
nur wenige Antarktisisolate eine Produktion von extrazelluldren Enzymen zum Abbau hochmole-
kularer Substrate, wie Cellulose und Stérke, zwei hdufig vorkommende Aggregat-spezifische Sub-
stanzen. Ein Vergleich assoziierter und frei lebender Bakterien eines Sees wihrend einer Phyto-
planktonbliite lieBen WORM und Mitarbeiter (2001) vermuten, dass nur eine relativ kleine Gruppe
von Bakterien Enzyme zum Abbau von Polymeren bildet, wahrend der groBBere Teil der Bakteri-
engemeinschaft die einfacheren Hydrolysate verarbeitet. Die Autoren fanden wesentlich weniger
Polymer-spaltende Enzyme als solche, die in der Lage sind, endstdndige Monomere von Oligo-
meren abzuspalten. So besalen 29% der assoziierten Isolate B-Glucosidase (spaltet Glycosidbin-
dung von z. B. Cellobiose), aber nur 4% Cellulase (hydrolysiert (31—4)-Bindungen zwischen
Glucoseeinheiten). Die Autoren vermuten daher, ebenso wie COTTRELL und KIRCHMAN (2000b),
die keine Dominanz einer bestimmten phylogenetischen Gruppe mariner Bakterien wahrend der
Verwertung von DOM beobachten konnten, dass ein Zusammenwirken vieler Bakterien notig
sei, um komplexes DOM abzubauen. Ob solche synergistischen Zusammenhinge auch bei den
untersuchten Antarktisisolaten erkennbar sind, die sehr unterschiedliche Substratverwertungs-

spektren besitzen, wurde mit Hilfe des BIOLOG GN-Testsystems untersucht (s. Kap. 4.1.4).
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4.1.4 Mischkulturen im BIOLOG GN-Testsystem

Nachdem die Substratverwertungsspektren der einzelnen Isolate getestet worden waren, sollten
Untersuchungen zum Wachstumsverhalten der Bakteriengemeinschaften beider Stationen in
Mischkulturen durchgefiihrt werden. GARLAND und MILLS (1991) setzten das BIOLOG-Test-
system erstmalig zur Unterscheidung verschiedener Bakteriengesellschaften ein. Es erwies sich
als niitzliches System zur Klassifizierung verschiedener mikrobieller Gemeinschaften. Aller-
dings zeigte sich, dass die Farbreaktion von der Zelldichte des Inokulums abhéngig ist und daher
vergleichbare Zelldichten in den Ansitzen verwendet werden sollten. Auch die Inkubationsdauer
sowie mogliche auftretende synergistische oder antagonistische Effekte innerhalb der Bakterien-
gemeinschaft haben einen Einfluss auf die Farbreaktion (PRESTON-MAFHAM et al., 2002). In der
vorliegenden Arbeit wurde bei der Durchfithrung der Testansétze daher darauf geachtet, dass die
Isolate in den Mischkulturen und auch die beiden eingesetzten Mischkulturen vergleichbare
Zelldichten aufwiesen. Die Ergebnisse spiegeln nicht die Verhéltnisse in der natiirlichen Bakte-
riengemeinschaft der Partikel an diesen Stationen wider, konnen also hinsichtlich des Verwer-
tungsspektrums nicht miteinander verglichen werden, da es sich um kiinstliche Mischkulturen
aus von den jeweiligen Partikeln unter den gegebenen Laborbedingungen kultivierbaren Bakteri-
en handelt. Die Ansitze sollten zeigen, ob die Bakterien synergistisches oder/und antagonisti-
sches Verhalten zeigen. Beides trat bei den Mischkulturen wahrend der Verwertung der ver-
schiedenen Kohlenstoffquellen der BIOLOG GN-Testplatten auf. Die vier Isolate der Station
49/020/1 waren in der Gemeinschaft dazu in der Lage, Hydroxyphenylessigsiure und
a-Ketobuttersdure abzubauen, was die einzelnen Isolate nicht konnten. Ein solches synergisti-
sches Verhalten zeigte die Mischkultur der Station 49/088/2 lediglich bei der Verwertung der
Lactulose, die zuvor von keinem einzigen der sechs Isolate genutzt werden konnte. Die antago-
nistischen Effekte und damit der Anteil an Substraten, die von den einzelnen Isolaten verwertet
wurden und in der Mischkultur nicht mehr, iiberwogen bei beiden Ansitzen. Die kiinstliche Bak-
teriengemeinschaft von der Station 49/020/1 konnte D-Arabitol, i-Erythritol, D-Sorbitol,
o-Hydroxybuttersidure, y-Hydroxybuttersdure, Chinaséure und Glycyl-L-asparaginsidure und die
Mischkultur von der Station 49/088/2 Ameisensédure, a-Hydroxybuttersdure, Dextrin, Glycogen,
Lactose, a-Ketobuttersdure und a-Ketovaleriansdure nicht mehr metabolisieren. Die Mischkul-
turen von beiden Stationen setzten sich jeweils aus a- und y-Proteobakterien zusammen. Die
antagonistischen Effekte konnten z. B. auf der Produktion von antimikrobiellen Substanzen be-
ruhen, die auch bei marinen y-Proteobakterien nachgewiesen werden konnten (IVANOVA et al.,

1998a). Die Organismen zeigten eine gesteigerte Synthese dieser Substanzen, wenn sie an poly-
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meren Oberfldchen assoziiert waren. Auch LONG und AzAaM (2001) zeigten, dass vor allem asso-
ziierte Bakterien antagonistische Aktivitdt aufweisen. Die Autoren fanden heraus, dass die meis-
ten der Mikroorganismen, die inhibitorische Substanzen bilden, der Gruppe der y-Proteobacteria
(Alteromonadales und Vibrionales) zuzuordnen sind. Bei den Vertretern der a-Proteobacteria
sind es vor allem die Partikel-assoziierten Organismen, die zur Produktion dieser Substanzen in
der Lage sind, die dann vor allem gegen andere Vertreter dieser Gruppe und der Bacteroidetes
wirken. Auch GROSSART und Mitarbeiter (2003) konnten bei Aggregat-assoziierten Bakterien
die Bildung antibiotischer Substanzen nachweisen. Bei Marine snow-assoziierten Bakterien (vor
allem Roseobacter-Stimmen) wurde auBlerdem die Fahigkeit zur Produktion von Kommunikati-
onssignalen (acetyliertes Homoserinlacton, AHL) nachgewiesen, die am ,,Quorum sensing*
Gram-negativer Bakterien beteiligt sind und wahrscheinlich die Biofilmbildung, Exoenzym- und
Antibiotikaproduktion steuern (GRAM et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurden drei Par-
tikel-assoziierte Bakterien aus der Gruppe der a-Proteobacteria aus den Proben des dquatorialen
Atlantiks isoliert (Isolat 30bla, 34c1bl und 44b2b2 aus 150 m Wassertiefe der Station 7004-1),
die scheinbar in der Lage sind, inhibitorische Substanzen zu produzieren, die gegen ein Y-
Proteobakterium (Isolat 44a2, 150 m) wirkten. Die abgegebene Substanz wurde im Rahmen der

vorliegenden Arbeit allerdings nicht weiter untersucht.

4.2 Biochemie

4.2.1 Fettsduremuster

Ein spezifisches Fettsduremuster oder eine einzelne dominante Fettsdure kann fiir eine phyloge-
netische Gruppe charakteristisch sein (BUSSE et al., 1996). Das Fettsdureprofil ist fiir die Klassi-
fizierung und Identifizierung eines bestimmten Bakteriums brauchbar, da die Fettsduren in ihrer
Struktur sehr unterschiedlich sein konnen (s. Kap. 2.7.2.3). Ein groBler Vorteil der Methode zur
FAME-Bestimmung ist, dass sie schnell, giinstig, einfach durchfiihrbar und weitestgehend auto-
matisiert ist (GIACOMINI et al., 2000). Der zelluldre Fettsduregehalt ist auerdem ein phénotypi-
sches Merkmal, das nicht durch Mutationen oder den Erwerb oder Verlust von Plasmiden beein-

flusst wird (BERTONE et al., 1996).

Einige Fettsduren konnen als Indikatoren fiir bakterielle Biomasse gelten, jedoch nicht als so
genannte Biomarker, da sie sich wie Palmitinsdure (C16:0) bei nahezu allen Bakterien finden

lassen (LAUER, 2001). FUKUNAGA und RUSSELL (1990) sowie BERTONE und Mitarbeiter (1996)
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wiesen C16:0 in den von ihnen untersuchten Gattungen Pseudomonas, Alteromonas, Deleya,
Oceanospirillum und Vibrio ebenfalls als wichtige Fettsdure nach. In der vorliegenden Untersu-
chung besallen alle Isolate diese fiir Bakterien typische Fettsdure, einige allerdings in sehr gerin-
gen Mengen (s. Tab. 3.6, Kap. 3.6.1). Auch HEYDUCK-SOLLER (2003) wies diese Fettsdure zum
Teil nur in sehr geringen Konzentrationen (0,5-6,5%) bei mit Cyanobakterienkulturen assoziier-
ten heterotrophen Bakterien nach. Fiir Bakterien typisch sind -Hydroxy-Fettsduren (3-OH), die
hiufig bei Gram-negativen Bakterien beschrieben und auch bei einigen Actinomyceten nachge-
wiesen wurden, sowie Fettsduren mit Cyclopropanringen und verzweigte Fettsduren (LECHEVA-
LIER, 1977). Dagegen wurde die Aussage der Autorin, dass Bakterien im Gegensatz zu Eukary-
onten keine ,,polyunsaturated fatty acids* (PUFAs) besitzen, mittlerweile mehrfach widerlegt.
PUFAs wurden z. B. in einem Vibrio-Stamm (HAMAMOTO et al., 1994), in psychrophilen Bakte-
rien (NICHOLS et al., 1997) oder auch in den Gattungen Colwellia und Shewanella gefunden
(RUSSELL und NICHOLS, 1999). Fettsduren mit Cyclopropanringen wies keines der in der vorlie-
genden Arbeit untersuchten Isolate auf, aber bei allen Isolaten konnten verzweigte Fettsduren
und, auBler bei Isolat 88/2-2, B-Hydroxy-Fettsduren (30H-C12:0 und/oder 30H-C14:0) gefunden
werden. Viele Bakterien besitzen methylierte Fettsduren, vor allem aber Gram-positive
(RUSSELL und NICHOLS, 1999), fiir die auch verzweigte Fettsduren charakteristisch sind
(NICOLAUS et al., 2001). Hohe Anteile verzweigter Fettsduren besitzen auch die Vertreter der
Cytophaga-Flavobacteria-Gruppe, wiahrend die Gruppe der a-Proteobacteria durch einen hohen
Anteil (40-70%) an C18:1-Fettsduren charakterisiert ist (BUSSE et al., 1996). Von den fiinf erhalte-
nen Isolaten, die den a-Proteobacteria zugeordnet werden konnten, wiesen alle einen hohen
Anteil an C18:1-Fettsduren (34,5-64,3%) auf. Allerdings besaBen auch zwei der fiinf den
y-Protebacteria zugewiesenen Isolate (Isolat 88/2-3 und 88/2-7, beides Psychrobacter) einen ho-
hen Anteil der ungesittigten Fettsdure C18:1 ¢ 9 (53,2 bzw. 44,2%). Bei den anderen drei Isolaten
dieser Gruppe besal} ebenfalls eine ungesittigte Fettsdure (C16:1 ¢ 9) den hochsten Anteil (20,1-
41,1%). Der einzige Vertreter der Cytophaga-Flavobacteria, das Isolat 88/2-1, wies im Ver-
gleich zu den anderen Isolaten den hochsten Anteil an verzweigten Fettsdauren (17,1%) auf. Die-
ses Isolat wurde zwar am ldngsten und bei einer niedrigeren Temperatur inkubiert, seine Haupt-
fettsdure, die verzweigte Fettsdure i C15:0 mit 16,4%, kommt aber bei anderen Organismen die-

ser Gruppe ebenfalls als Hauptfettsdure vor (z. B. HOLMES, 1992; HEYDUCK-SOLLER, 2003).

Um eine Klassifizierung und Identifizierung von Bakterien iiber das Fettsduremuster durchzu-
fiihren, miissen unbedingt standardisierte Bedingungen angewendet werden. Eine Abweichung

in den Ergebnissen einer Fettsdureanalyse kann bereits auftreten, wenn ein Stamm in zwei ver-
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schiedenen Laboren oder sogar in einem Labor unter denselben Bedingungen wuchs und analy-
siert wurde (LECHEVALIER, 1977). Die unterschiedlichen Gehalte einzelner Fettsduren, die von
den jeweils gegebenen physikalischen und physiologischen Faktoren abhédngig sein kénnen, las-
sen eine exakte Quantifizierung nicht zu (KONNEKE, 2001). Daher sollte lediglich beachtet wer-
den, welche Lipide vorkommen und welche dominieren (LECHEVALIER, 1977). Zu den die Fett-
sdurezusammensetzung beeinflussenden Faktoren gehdren Wachstumstemperatur (LECHEVALIER,
1977; BUSSE et al., 1996; HAMAMOTO et al., 1994; KONNEKE, 2001), Mediumzusammensetzung
(LECHEVALIER, 1977; BUSSE et al., 1996; FUKUNAGA und RUSSELL, 1990), Alter der Kultur/
Wachstumsphase (LECHEVALIER, 1977; BUSSE et al., 1996; HAMAMOTO et al., 1994; KONNEKE,
2001) und Salinitdt (NICOLAUS et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit waren die auftretenden
langeren Inkubationszeiten von den unterschiedlichen Inkubationstemperaturen abhéngig. Es
wurde davon ausgegangen, dass sich die Isolate bei der Zellernte trotz verschiedener Inkubations-
temperaturen in etwa in derselben Wachstumsphase befanden, die sowohl eine qualitative als
auch quantitative Verdnderung der Fettsduren zur Folge haben kann (HAMAMOTO et al., 1994).
Deshalb wird hier nicht weiter auf dadurch modgliche Verdnderungen im Fettsduremuster

eingegangen.

Niedrigere Temperaturen bewirken eine abnehmende Fluiditidt der Membranen und beeinflussen
so die Membranstruktur und —funktion (KLEIN et al., 1999). Am héufigsten findet bei Bakterien
zur Aufrechterhaltung der Membranfluiditdt und der Aktivitit der Membran-gebundenen Enzy-
me bei niedrigen Temperaturen eine Verschiebung des Verhéltnisses von geséttigten zu ungesit-
tigten Fettsduren und/oder die verstiarkte Bildung kiirzerer Fettsduren statt. AuBerdem konnen
auch verzweigte Fettsduren gebildet und Doppelbindungen eingefiigt werden (LECHEVALIER,
1977, BHAKOO und HERBERT, 1980; KIS et al., 1998; KLEIN et al., 1999). Bei Bacillus subtilis
JH642 findet bei niedrigen Temperaturen kein signifikanter Anstieg der ungesittigten Fettsduren
oder eine Verkiirzung der Kettenldnge, sondern ein Wechsel von iso- zu anteiso-verzweigten
Fettsiuren statt (KLEIN et al., 1999). Es gibt aber auch Bakterien, die keine oder nur geringe An-
derungen der Fettsdurezusammensetzung bei wechselnder Temperatur zeigen (BHAKOO und
HERBERT, 1980). Die Autoren vermuten, dass marine Bakterien eventuell keinen Mechanismus
zur Anderung ihres Fettsiuregehalts bei wechselnden Temperaturen entwickelt haben, da ihre
Habitate meist eine relativ konstante niedrige Temperatur besitzen. Psychrophile und psychroto-
lerante Bakterien besitzen zur Erhaltung der Membranfluiditét bei geringen Temperaturen neben
kurzkettigen, verzweigten und/oder Fettsduren mit Cyclopropanringen haufig PUFAs

(HAMAMOTO et al., 1994). Neben dem Erhalt der Fluiditit dienen die PUFAs wahrscheinlich der
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Membranstabilisation (RUSSELL und NICHOLS, 1999). Die Antarktisisolate der vorliegenden Ar-
beit wiesen alle einen relativ hohen Anteil (bis 67,2%) an ungeséttigten Fettsduren auf (C16:1
c9,Cl18:1c9, Cl18:1t9+c1lund C18:2 ¢9,12, s. Tab. 3.6, Kap. 3.6.1), auBBer Isolat 88/2-1,
das nur einen sehr geringen Anteil (3,9%) besal3. Bei allen untersuchten Isolaten stellte eine der
ungesittigten Fettsduren auch die Hauptfettsdure dar. Lediglich zwei der elf untersuchten Isolate
(Isolate 20/1-2 und 20/1-3), beide zur Gruppe der y-Proteobacteria gehdrend, wiesen die zwei-
fach ungesittigte Fettsdure C18:2 ¢ 9,12 mit jeweils nur sehr geringem Anteil auf (0,1 und
0,7%). Nach Inkubation der beiden Isolate 88/2-4 (a-Proteobacteria) und 88/2-7
(y-Proteobacteria) bei 5°C (< optimale Temperatur) war diese Fettsdure auch bei ihnen nach-
weisbar (1,5 bzw. 1,7%). Bei beiden Isolaten ist demnach eine Zunahme der Doppelbindungen
bei sinkender Temperatur zu beobachten. Ansonsten hat die Temperaturerniedrigung bei beiden
Isolaten unterschiedliche Auswirkungen auf das Fettsdurespektrum. Beim Isolat 88/2-4 verdop-
pelt sich die Anzahl der nachgewiesenen Fettsduren und bei der niedrigeren Temperatur konnten
jetzt auch verzweigte Fettsduren nachgewiesen werden. Es wurden weder verstarkt kiirzere Fett-
sduren gebildet (stattdessen mit C18:0 eine ldngere) noch fand eine Verschiebung von gesittig-
ten zu ungesattigten Fettsduren statt. Der Anteil an gesittigten Fettsduren war bei diesem Isolat
allerdings auch bei der héheren Temperatur schon sehr gering (s. Tab. 3.7, Kap. 3.6.1). BHAKOO
und HERBERT (1980), die bei Micrococcus cryophilus bei sinkender Temperatur eine Verkiir-
zung der Kettenliinge beobachteten, aber keine Anderungen im Grad der Ungesittigtheit, hielten
es fur moglich, dass bei ohnehin hohen Werten an ungeséttigten Fettsduren (59-72%) keine
Notwendigkeit fiir eine Kontrolle der Lipidsattigung bei verschiedenen Wachstumstemperaturen
besteht. Beim Isolat 88/2-7 ist dagegen eine Verkiirzung der Kettenlinge zu beobachten. So
nimmt bei niedrigerer Temperatur der Anteil der C16:1 ¢ 9-Fettsdure in etwa dem Malle zu, wie
der Anteil der C18:1 ¢ 9-Fettsdure abnimmt (s. Tab. 3.7, Kap. 3.6.1). AuBerdem nimmt der An-
teil der gesittigten Fettsduren bei geringerer Temperatur ab, stirker als der Anteil an ungesittig-
ten (18:2 ¢ 9,12) zunimmt. Neben einer kiirzeren (C11:0) konnte aber auch eine lingere Kette
(C19:0) nachgewiesen werden. Bei der niedrigeren Temperatur werden von diesem Isolat auf3er-

dem weniger verzweigte Fettsduren gebildet.

Um die Beziehungen der einzelnen Isolate grafisch darzustellen, wurde mittels Cluster-Analyse
aus dem Datensatz der Fettsduremuster ein UPGMA-Phenogramm erstellt (s. Kap. 3.6.1). Diese
Art der Darstellung zeigt, dass eine Zuordnung von Bakterien in die verschiedenen Bakterien-
gruppen anhand ihres Fettsduremusters moglich ist. Die gebildeten ,,Untergruppen‘ beinhalten

jeweils ausschlieBlich Vertreter einer Bakteriengruppe (o- und y-Proteobacteria bzw. Cytopha-
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ga-Flavobacteria). Auch die Isolate, die durch den Vergleich ihrer 16S rRNA-Sequenzen der-
selben Gattung zugeordnet wurden (Isolate 20/1-1, 88/2-5 und 88/2-6; Isolate 20/1-2, 20/1-3 und
20/1-4 sowie die beiden Isolate 88/2-3 und 88/2-7; s. Kap.3.7.1) stehen im UPGMA-Phe-

nogramm dicht beieinander, zeigen also nur geringe Unéhnlichkeiten in ihrem Fettsduremuster.

4.2.2 Carotinoide

Carotinoide dienen in nicht photosynthetisch aktiven Organismen hauptsédchlich dem Schutz vor
Schiaden durch zu starke Lichteinwirkungen, wihrend sie in photosynthetisch aktiven Organis-
men zusitzlich als Lichtsammelpigmente in den Antennen der Photosysteme I und II fungieren.
Vor allem der ultraviolette Bereich des Sonnenlichtes (200-400 nm) kann schidigende Auswir-
kungen auf die biologischen Prozesse im Ozean haben. Wahrend die Strahlen des UV-C (200-
280 nm) bereits in der Atmosphére und der groflte Teil der UV-B-Strahlung (280-315 nm) durch
das Ozon in der Stratosphire absorbiert werden, erreicht vor allem der langwelligere Teil dieser
Strahlung (300-315 nm) zusammen mit nahezu dem gesamten UV-A (315-400 nm) die Ozean-
oberflache. Beide letztgenannten Strahlungstypen konnen stark schdadigende Effekte auf lebende
Organismen und biologische Prozesse haben. Im Ozean selbst wird die UV-Strahlung ebenfalls
absorbiert (DOM, partikuldrer Detritus und Phytoplankton) oder zerstreut (lebende und tote Par-
tikel). Die Exposition der Mikroorganismen zur UV-Strahlung wird durch die vertikale Durch-

mischung beeinflusst (MORAN und ZEPP, 2000).

Die UV-Schidigungen an lebenden Zellen konnen in den meisten Fillen in zwei Gruppen einge-
teilt werden: Schiadigung der DNA (z. B. Einzel- oder Doppelstrangbriiche) oder anderer Mole-
kiile wie Proteine, RNA und Membran-assoziierte Molekiile (MORAN und ZEPP, 2000). Wihrend
die Schiadigung der DNA direkt zum Zelltod fiihrt, beeinflusst die Schidigung anderer Molekiile
zundchst Wachstum und Reproduktion stark, was zusammen mit DNA-Schdden die Letalitdt
erhohen kann. Die Reparatur von Schidden durch UV-Strahlung ist fiir den betroffenen Organis-
mus sehr energicaufwindig (MORAN und ZEpPpP, 2000). Zellen kdnnen sich aber vor zu intensiver
Bestrahlung schiitzen, wobei Bakterien fiir UV-Schéadigungen der DNA anfilliger sind als euka-
ryontische Mikroorganismen (JEFFREY et al., 1996). Dies konnte auf die geringe Grofle der Bak-
terien und den damit verbundenen uneffektiven zelluldren Schutz durch ,,Beschattung® der DNA,
d. h. deren ,,Verstecken* hinter Organellen oder der ,,Lagerung® in der Zellmitte wie es bei gro-
Ben Zellen moglich ist, zuriickzufiihren sein (GARCIA-PICHEL, 1994). Cyanobakterien sind au-

Berdem in der Lage, Verbindungen wie Scytonemin (BRENOWITZ und CASTENHOLZ, 1997) und
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Mycosporin-dhnliche Aminosduren (MAA, GARCIA-PICHEL und CASTENHOLZ, 1993) zu bilden,
die schiadigende Photonen abfangen konnen. Einen Schutz vor durch UV-Strahlung entstehenden
reaktiven Sauerstoffprodukten (z. B. HO;), die z. B. durch Reaktion mit Zelloberflachen-
gebundenen Proteinen, Lipiden oder Polysacchariden fiir eine Schidigung der Zelle sorgen kon-
nen, stellt die Produktion von Enzymen, wie Superoxid-Dismutase, Katalase und Peroxidasen,
dar (MORAN and ZEPP, 2000). In allen Antarktisisolaten, auBer dem pigmentierten Isolat 88/2-1,

und in den meisten Isolaten aus dem dquatorialen Atlantik konnte Katalase nachgewiesen werden.

Die UV-Strahlung hat Auswirkungen auf die Physiologie mariner Mikroorganismen wie i) Ver-
ringerung der Uberlebensrate, ii) Verinderung in der Rate der Primir- und Sekundirproduktion,
iii) den mikrobiellen Metabolismus, iv) der Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft, v)
Orientierung und Beweglichkeit und vi) extrazellulire Enzymaktivitit (MORAN und ZEPP, 2000).
Gleichzeitig besitzt die UV-Strahlung neben dem hemmenden Effekt durch Schddigung einen
steigernden Effekt durch Umwandlung gréBerer Molekiile zu labilem DOM (CHROST und
FAusT, 1999).

Aufgrund der vielen konjugierten Doppelbindungen absorbieren Carotinoide im Wellenlédngen-
bereich zwischen 377 und 548 nm. Carotinoide stellen keine UV-Schutzsubstanz dar, da sie kon-
stitutiv im jeweiligen Organismus vorliegen und nicht im UV-Bereich absorbieren, tragen aber
zum UV-Schutz und zum Schutz vor der Bildung von Singulett-Sauerstoff im jeweiligen Orga-
nismus bei (HEYDUCK-SOLLER, 2003). Sie fungieren als Antioxidantien und entfernen reaktive
Sauerstoffspezies (EDGE et al., 1997). Carotinoide sind hydrophobe Pigmente, die mit Membra-
nen assoziiert oder nicht-kovalent an spezifische Proteine gebunden sind. Sie beeinflussen die
Struktur, die Eigenschaft und die Stabilitit von Zellmembranen (BRITTON, 1995) und spielen
neben der Verdnderung des Fettsduremusters beim Erhalt der Membran-Fluiditdt eine Rolle
(CHATTOPADHYAY und JAGANNADHAM, 2001). Bei niedrigerer Temperatur werden von den Zel-
len mehr polare als unpolare Carotinoide gebildet (CHATTOPADHYAY et al.,, 1997;
JAGANNADHAM et al., 2000). Sphingobacterium antarcticus, ein psychrotolerantes Bakterium aus
der Antarktis, bildete wihrend der Kultivierung bei 5 °C mehr polares Zeaxanthin, das eine Ab-
nahme der Membranfluiditdt bewirkt, und weniger unpolares 3-Carotin als bei 25 °C. Trotzdem
anderte sich die Membranfluiditit nicht. Bei der niedrigeren Temperatur konnte gleichzeitig eine
gesteigerte Synthese Membran-verfliissigender Fettsduren (verzweigte und ungesittigte) festge-
stellt werden, d. h. Carotinoide und Fettsduren scheinen Gegenspieler darzustellen, die fiir eine

optimale Fluiditdt sorgen (JAGANNADHAM et al., 2000).
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Beim Isolat 88/2-1 aus der Antarktis konnte Zeaxanthin nachgewiesen werden, das in diesem Fall
ebenfalls fiir die Aufrechterhaltung der Membranfluiditét in dem Habitat mitverantwortlich sein
konnte. Ob sich die Zeaxanthinkonzentration bei diesem Isolat in Abhéngigkeit von der Tempe-
ratur dndert, wurde jedoch nicht untersucht. Da das Isolat 88/2-1 aus der photischen Zone des
Ozeans isoliert wurde (Wassertiefe 20 m), konnte das Zeaxanthin bei diesem Organismus aul3er-
dem eine UV-Schutzfunktion besitzen. Fiir die Cytophaga-Flavobacteria (CF), denen das Isolat
88/2-1 laut FISH angehort, sind Flexirubin-artige Pigmente charakteristisch (KIRCHMAN, 2002).
Es gibt aber auch Ausnahmen wie Flavobacterium aquatile (Cytophaga aquatilis), das stattdes-
sen das Carotinoid Zeaxanthin besitzt (HOLMES, 1992). Bei der Gattung Polaribacter, ebenfalls
zu den CF gehorend und zu dessen Vertreter P. irgensii das Isolat 88/2-1 eine 98%ige Ahnlich-
keit in der 16S rRNA aufweist, ist das Pigment ebenfalls nicht Flexirubin (GOSINK et al., 1998).

Das Carotinoid der Isolate 3 und 4alc aus dem dquatorialen Atlantik konnte im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit nicht abschlieBend bestimmt werden. Beide Isolate wurden anhand ihrer
16S rRNA-Sequenzen der Gattung Erythrobacter zugeordnet, deren Vertreter als aerobe, oran-
ge-pigmentierte, Bacteriochlorophyll a besitzende Bakterien beschrieben werden (SHIBA, 1992).
DENNER und Mitarbeiter (2002) fanden aber mittlerweile einen Vertreter (Erythrobacter citreus),
der kein Bacteriochlorophyll a besitzt. Die verschiedenen Carotinoide von Erythrobacter longus
wurden von TAKAICHI et al. (1988, 1990) untersucht. Sie fanden u. a. ein monozyklisches Caro-
tinoid mit der Massenzahl 582, das Bacteriorubixanthin (C4;Hs30;) genannt wurde. Dies ent-
spricht der mit Hilfe der Massenspektrometrie (MS) ermittelten Massenzahl der Pigmente der
Isolate 3 und 4alc aus dem dquatorialen Atlantik (s. Kap. 3.10.3). Allerdings weist Bacteriorubi-
xanthin im Methanolextrakt Absorptionsmaxima bei 293, 361, 468 und 499 nm auf (TAKAICHI et
al., 1990), die von denen der Pigmente aus den Isolaten 3 und 4alc abweichen (s. Tab. 3.14,
Kap. 3.10.2). In Tabelle 4.2 ist eine Auswahl an bakteriellen Carotinoiden mit ihren durch MS

nachgewiesenen Massenzahlen sowie ihren Summenformeln aufgefiihrt.

136



4 Diskussion

Tab. 4.2: Auswahl bakterieller Carotinoide, ihre mittels MS nachgewiesenen Massenzahlen und ihre Summenfor-

meln

Carotinoid Massenzahl [m/z] Summenformel Literatur
[-Carotin 536 C4oHse CARERI et al., 1999
Echinenon 550 C4oHs,0 TAKAICHI et al., 1990
Rubixanthin 552 C4oHs60 TAKAICHI et al., 1990
Canthaxanthin 564 C40Hs5,0, CARERI et al., 1999
Zeaxanthin 568 C4H;560, TAKAICHI et al., 1990
Bacteriorubixanthin 582 C41Hs30, TAKAICHI et al., 1990
Caloxanthin 584 C4oHs605 TAKAICHI et al., 1990
Capsanthin 584 C40H;s5605 ENZELL und BACK, 1995
Astaxanthin 596 C4H5,04 CARERI et al., 1999

4.3  Molekularbiologische Charakterisierung

Der Grofiteil der in kultivierungsabhéngigen Untersuchungen mariner Proben gefundenen Isolate
gehort der Gruppe der y-Proteobakterien an (BENLLOCH et al., 1995; MULLINS et al., 1995;
ACINAS et al., 1999; EILERS et al., 2000a, 2000b). Die a-Proteobakterien sind dagegen in kulti-
vierungsunabhéngigen Untersuchungen héufiger vertreten (GIOVANNONI und RAPPE, 2000).
GLOCKNER und Mitarbeiter (1999) zeigten in Untersuchungen mittels FISH ebenfalls, dass die
y-Proteobakterien nur einen kleinen Anteil am Bakterioplankton besitzen (meist <4%; Oberfla-
chenwasser Antarktis bis 9%). Dieses Paradoxon kann wahrscheinlich dadurch erklirt werden,
dass viele y-Proteobakterien copiotroph sind und deshalb gut auf Néhrstoff-reichen Medien
wachsen kdnnen (ZAVARZIN et al., 1991). HAGSTROM und Mitarbeiter (2000) beobachteten auf3er-
dem, dass y-Proteobakterien schnell deutliche Kolonien auf Agar bilden, wihrend a-Proteo-
bakterien langsam wachsen und kleine Kolonien bilden, die leicht iibersehen werden kdnnen. In
der vorliegenden Arbeit ist dagegen der Anteil an kultivierten a-Proteobakterien (Station 7004-1,
dquatorialer Atlantik) in der Probe aus 150 m Wassertiefe groBBer als der der y-Proteobakterien.
Dabei muss allerdings beriicksichtigt werden, dass einige der Vertreter mehrfach isoliert worden
sein konnen und somit diese Gruppe iiberreprasentiert sein kann. Insgesamt stellten unter denen
in der vorliegenden Arbeit mittels FISH untersuchten Isolaten beider Probennahmegebiete die a-
und y-Proteobakterien die dominanten Bakteriengruppen. Im Siidatlantik konnten jeder Gruppe
jeweils fiinf Isolate und im dquatorialen Atlantik, wo die Kolonien nicht nach sichtbaren Krite-
rien selektiert, sondern alle auftretenden Kolonien iiberimpft wurden, konnten insgesamt 59%

bzw. 40% der insgesamt 405 Isolate diesen Gruppen zugeteilt werden. In deutlich geringerer
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Anzahl wurden in den Proben beider Probennahmegebiete aulerdem Vertreter der CF (s.
Kap. 3.3 und 3.9.3) sowie nur im dquatorialen Atlantik Gram-positive Bakterien (LGC und Acti-
nobacteria, s. Kap. 3.9.3) nachgewiesen. Eine dhnliche Verteilung hatte BERKENHEGER (2004)
festgestellt, die vor allem a- und y-Proteobakterien (je 40%) aus Proben des dquatorialen Atlan-
tiks isolieren konnte, wihrend nur 20% ihrer Isolate Vertreter der CF waren. Auf Marine Snow
von der Polarfront dominierten dagegen y-Proteobakterien und CF, wihrend o-Proteobakterien
nur eine geringere Rolle spielten (SCHWEITZER et al., 2001). Auf Kultivierungen beruhenden
Untersuchungen zufolge gehoren 95% der aus aquatischen Habitaten gewonnenen Isolate zu den
Gram-negativen Bakterien, wihrend Gram-positive Bakterien eher in terrestrischen Habitaten
dominieren (WEBSTER et al., 2001), was ihr geringes Vorkommen in den Proben aus dem &dqua-
torialen Atlantik in der vorliegenden Arbeit erklaren wiirde. Allerdings scheint der Anteil Gram-
positiver Bakterien laut WEBSTER et al. (2001) eher unterreprisentiert zu sein, denn ihnen gelang
durch die Auswahl spezieller Medien die Anreicherung verschiedener, den marinen Schwamm
Rhopaloeides odorabile besiedelnder Actinomyceten. REHNSTAM und Mitarbeiter (1993) zeigten
ebenfalls, dass ein groBer Teil der in natiirlichen Gemeinschaften dominierenden Genotypen
kultivierbar ist. Mit ihren anhand von Teilsequenzen kultivierter mariner Bakterien erstellten
Deoxynucleotidsonden hybridisierten bis zu 100% der Bakterien einer Wasserprobe desselben
Standortes. CONNON und GIOVANNONI (2002) konnten mit ihrer ,,high-throughput“-Methode bis
zu 14% der Zellen einer marinen Probe aus Kiistennidhe kultivieren, unter denen auch bisher un-
kultivierte Mikroorganismen waren, was im Gegensatz zu FERGUSON et al. (1984) einer mehr als
140fachen Steigerung entspricht. Die ,richtige* Auswahl der Anzuchtmedien und der Laborbe-
dingungen konnte die phylogenetischen Unterschiede der mittels kultivierungsabhingiger und
-unabhingiger Methoden untersuchten Bakterien (FUHRMAN et al., 1994; PINHASSI et al., 1997,
Suzuki et al., 1997), die dadurch erkldrt werden, dass in Datenbanken hdufig vertretene hete-
rotrophe marine Bakterien auf Standardmedien unkultivierbar sind (SUZUKI et al., 1997), dem-
nach verringern. Fiir SUZUKI und Mitarbeiter (1997) sind die Begriffe kultivierbar und unkulti-

vierbar nur auf die gerade eingesetzten experimentellen Bedingungen anwendbar.

Die Diversitdt der frei lebenden Bakterien im offenen Ozean kann mit der Tiefe variieren (FIELD
etal., 1997; WRIGHT et al., 1997; ACINAS et al., 1999). Untersuchungen der Aggregat-assoziierten
Bakteriengemeinschaften in verschiedenen Tiefen im westlichen Mittelmeer zeigten allerdings
eine in allen Tiefen relativ unverdnderte Zusammensetzung mit hauptsichlich y-Proteobakterien
(ACINAS et al., 1999). Die Diversitit frei lebender Bakterien dnderte sich im gleichen Untersu-

chungsgebiet von hauptsidchlich a-Proteobakterien in Oberflichennéhe zu einem dominierenden
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Anteil an y-Proteobakterien in 400 m Tiefe, wo die Zusammensetzung nahezu der Partikel-
assoziierten Gemeinschaft entsprach (ACINAS et al., 1999). Die Anderung der phylogenetischen
Gemeinschaft der frei lebenden Bakterien begann im Bereich des Chlorophyllmaximums, was
auf einen groBBeren Anteil an Phytoplankton und damit mehr organischen Néhrstoffen oder einem
Wechsel der physikalischen Bedingungen (Temperatur, Lichtintensitit) zuriickgefiihrt wurde
(ACINAS et al., 1999). Die Aggregat-assoziierten scheinen von diesen Verdnderungen demnach

wenig beeinflusst zu werden.

Auch an der Station 7004-1 im westlichen dquatorialen Atlantik scheint die Zusammensetzung
der Partikel-assoziierten Gemeinschaft von der Temperatur, der Salinitit und dem Chlorophyll-
gehalt, der, fiir oligotrophe Bedingungen charakteristisch (FISCHER, 2002), relativ gering war
(Maximum von 0,23 mg/m? in 55 m Tiefe, Daten personliche Mitteilung von Dr. G. Fischer,
Fachbereich Geologie, Universitidt Bremen), nahezu unbeeinflusst zu sein. So konnte an dieser
Station zwar im Gegensatz zu ACINAS et al. (1999) eine Veridnderung in der Partikel-assoziierten
Gemeinschaftsstruktur mit zunehmender Tiefe festgestellt werden, eine Verschiebung aufgrund
von Verdnderungen in der Temperatur oder Salinitdt wird aber ausgeschlossen, da die Salinitét
in den beprobten Tiefen nahezu identische Werte (3,39; 3,35 und 3,33%) zeigte und nur im Be-
reich des Chlorophyllmaximums erhoht war (bis 3,67% anstatt ca. 3,4% in den tibrigen Tiefen;
Daten personliche Mitteilung von Dr. G. Fischer, s. 0.) und die Temperatur sich lediglich zwi-
schen 20 und 100 m Tiefe stark dnderte (von 28,2 auf 14,3 °C), wihrend sie bis in 150 m Was-
sertiefe nur noch geringfiigig absank (13,2 °C; Daten personliche Mitteilung von Dr. G. Fischer,
s.0.). Aus der Oberflichenprobe (20 m) und aus 100 m Wassertiefe konnten vor allem
y-Proteobakterien (s. Tab. 3.13, Kap. 3.9.3) von den Partikeln isoliert werden, was der von
ACINAS et al. (1999) gemachten Beobachtung entspricht, dass Vertreter dieser Gruppe an Aggre-
gaten dominieren. Die Anzahl der a.-Proteobakterien nimmt zunéchst mit zunehmender Tiefe ab,
stellt dann aber in 150 m Tiefe einen groferen Anteil als die y-Proteobakterien (s. Tab. 3.13). Da
a-Proteobakterien neben den CF als schnelle Besiedler mariner Partikel bekannt sind (DANG und
LOVELL, 2000; RIEMANN et al., 2000), ist eine umgekehrte Tiefenverteilung mit einem Maxi-
mum an o-Proteobakterien im Bereich des Chlorophyllmaximums erwartet worden. Durch die
Abhidngigkeit der Zusammensetzung der assoziierten Bakteriengemeinschaften verschiedener
Standorte von Partikelursprung, -zusammensetzung sowie Alter und Struktur (s. Kap. 1.2), ist es
schwierig, unabhéngig voneinander durchgefiihrte Studien ohne weitere Informationen zu den

beeinflussenden Faktoren zu vergleichen.
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4.3.1 Taxonomische Einordnung der Isolate

Die visuelle Auswertung der RAPD-Fingerprints von sieben der elf Antarktisisolate aus dem
Siidatlantik (Abb. 3.4b, Kap. 3.2) wies aufgrund der eingesetzten PCR-Primer deutliche Poly-
morphismen auf. Die Auswertung des Datensatzes in einem UPGMA-Phenogramm (Abb. 3.5,
Kap. 3.2) ergab keine Clusterbildung, was dafiir spricht, dass es sich bei allen Isolaten zumindest
um verschiedene Stimme, eventuell auch verschiedene Arten, handelt. Die Einteilung der elf
Isolate in ARDRA-Gruppen (Kap. 3.1.1) hatte ebenso wie der Vergleich der 16S rRNA-
Sequenzen (Kap. 3.7.1) dagegen eine nahe Verwandtschaft einiger Isolate ergeben, obwohl sie in
zehn verschiedene ARDRA-Gruppen, die jeweils nur ein bzw. zwei Isolate enthielten, eingeteilt
werden konnten. MICHAUD und Mitarbeiter (2004) teilten 146 marine Isolate aus der Antarktis in
52 ARDRA-Gruppen mit meist ebenfalls nur ein oder zwei Isolaten ein. Dieser hohe Grad an
genetischer Diversitét ldsst ihrer Meinung nach vermuteten, dass sich mehrere Bakterienarten an

die extremen Umweltbedingungen der Antarktis anpassen konnen.

Die Antarktisisolate und die beiden Isolate 3 und 4alc aus dem &dquatorialen Atlantik zeigen zu
ihrem nichstverwandten Organismus Ubereinstimmungen von >98% in ihren 16S rRNA-
Sequenzen, was eine DNA-DNA-Hybridisierung zur Absicherung einer neuen Art zwingend
erforderlich machen wiirde. Laut BUSSE und Mitarbeitern (1996) ist eine eindeutige Identifizie-
rung von Bakterien nur durch die Analyse der DNA-Sequenzen moglich. Mittlerweile ist die
durch DNA-DNA-Hybridisierung gemessene Homologie eines der wichtigsten Charakteristika
zur taxonomischen Gruppierung von Bakterien, denn selbst bei einer Ubereinstimmung der
16S rRNA-Sequenz von 99% kann es sich laut Hybridisierung um zwei verschiedene Arten han-
deln. Eine DNA-DNA-Ubereinstimmung von 70% und mehr ist das anerkannte Kriterium fiir
eine phylogenetisch einheitliche Art (WAYNE et al., 1987). Im Allgemeinen haben Arten, die
mindestens 70% DNA-Ubereinstimmung aufweisen, mehr als 97% Sequenziibereinstimmung,
aber es wurden auch einige Organismen identifiziert, die zwar nahezu identische 16S rRNA-
Sequenzen besitzen, aber deren DNA-Hybridisierung deutlich niedriger als 70% ist
(STACKEBRANDT und GOEBEL, 1994). So zeigen z. B. Bacillus globisporus und B. psychrophilus
nahezu eine 16S rRNA-Sequenzidentitit (99,8%), weisen aber eine DNA-DNA-
Ubereinstimmung von weniger als 50% auf (FOX et al., 1992). Auch die von HEUCHERT et al.
(2004, s. Kap. 8) beschriebene Art Psychrobacter nivimaris (Isolat 88/2-7) wies mit Psychrobac-
ter proteolyticus eine Ubereinstimmung von 99,65% bei der 16S rRNA-Sequenz, aber lediglich
26,8% bei der DNA auf. Dagegen ist es unwahrscheinlich, dass zwei Organismen mit einer Se-

quenziibereinstimmung von <97,5% mehr als 60-70% DNA-Ubereinstimmung aufweisen
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(STACKEBRANDT und GOEBEL, 1994). Daher sollte eine Ubereinstimmung in der 16S rRNA-
Sequenz von weniger als 95% laut AMANN und Mitarbeitern (1995) als Beweis fiir die Existenz

einer neuen Art angesehen werden.

4.3.1.1 a-Proteobakterien

Viele der kultivierbaren Vertreter der a-Proteobakterien fallen in die Roseobacter- und Sphin-
gomonas-Gruppen (GIOVANNONI und RAPPE, 2000; HAGSTROM et al., 2000; SuzUKI et al.,
2001). Vor allem Vertreter der Roseobacter-Gruppe zeigten sich als schnelle Besiedler kiinstli-
cher Oberflachen in Kiistenndhe (DANG und LOVELL, 2000) und wurden in zahlreichen Proben
u. a. der Ostsee, dem Sargasso Meer, arktischem und antarktischem Meereis und dem Mittelmeer
gefunden (GIOVANNONI und RAPPE, 2000). Die kultivierbaren Arten scheinen bevorzugt assozi-

iert an marinen Eukaryonten, wie Algen, vorzukommen (EILERS et al., 2001).

Die 16S rRNA-Sequenzen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten a-Proteobakterien (Ant-
arktisisolate 20/1-1, 88/2-2, 88/2-4, 88/2-5 und 88/2-6 sowie aus dem dquatorialen Atlantik die
Isolate 3 und 4alc aus 150 m Wassertiefe) zeigten eine hohe Ubereinstimmung zu den Gattun-
gen Sulfitobacter, Paracoccus, Loktanella und Erythrobacter von denen bereits einige Vertreter
aus marinen Habitaten isoliert wurden. Zu erwédhnen wiren hier z. B. Sulfitobacter dubius
(IvANOVA et al., 2004), der zu Isolat 88/2-2 eine 99%ige, Paracoccus zeaxanthinifaciens (BERRY
et al., 2003), der zu Isolat 88/2-4 eine 98%ige und Erythrobacter citreus (DENNER et al., 2002),
der zu den Isolaten 3 und 4alc der Station 7004-1 jeweils eine 99%ige Ubereinstimmung auf-
weist. Vertreter der kiirzlich beschriebenen Gattung Loktanella wurden aus antarktischen Seen
mittels mariner Medien isoliert (VAN TRAPPEN et al., in press). Die 16S rRNAs der Isolate 20/1-1,
88/2-5 und 88/2-6 stimmen zu 99% mit der RNA von Loktanella salsilacus tiberein. In Tabel-
le 4.3 werden einige charakteristische Eigenschaften der untersuchten Antarktisisolate aus der

Gruppe der a-Proteobacteria mit denen nachstverwandter Organismen verglichen.

Zu den bisher in die Roseobacter-Gruppe eingeordneten 12 Gattungen, u. a. Roseobacter, Sulfi-
tobacter, Antarctobacter (ALLGAIER et al., 2003), wurde noch die Gattung Loktanella hinzuge-
fligt. Bisher wurden drei Arten dieser Gattung beschrieben, Loktanella salsilacus, L. fryxellensis
und L. vestfoldensis (VAN TRAPPEN et al., in press). Die Gattung wird als moderat halotolerant
bezeichnet, mit einer optimalen Wachstumstemperatur von 25 °C. Auch die dieser Gattung nah
verwandten, in der vorliegenden Arbeit untersuchten Isolate sind marin oder halotolerant. Die

von ihnen maximal tolerierte NaCl-Konzentration (s. Tab. 4.3) liegt etwa im Bereich der Lokta-
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nella-Spezies (max. 10%) und die Isolate zeigen bei 23 °C ebenfalls noch gutes Wachstum. Die
groflte Abweichung tritt beim Fettsdurespektrum auf. Wéhrend die Hauptfettsdure C18:1 ¢ 11
der Gattung Loktanella auch bei den marinen Antarktisisolaten vertreten ist, konnten die fiir Lok-
tanella charakteristischen Fettsduren 30H-C10:0 und C18:0 bei den hier untersuchten Isolaten
nicht gefunden werden. Der G+C-Gehalt der bearbeiteten Isolate liegt dagegen wiederum im

Bereich der Loktanella-Spezies.

Isolat 88/2-2 weist zu seinem nichsten Verwandten Sulfitobacter pontiacus viele Ahnlichkeiten
auf. Lediglich im Substratverwertungsspektrum und in der Koloniefarbe zeigen sich Unterschie-
de (s. Tab. 4.3). Ein Vergleich der 16S rRNA-Sequenz mittels BLAST ergab aulerdem eine
99%ige Ahnlichkeit des Antarktisisolates mit Sulfitobacter sp. 4318-8/2 (BERKENHEGER, 2004),
mit dem Isolat 88/2-2 auBerdem einige identische Eigenschaften besitzt. So kdnnen z. B. beide
Partikel-assoziierten Organismen weder Stirke noch Gelatine hydrolysieren, Sulfitobacter sp.
4318-8/2 ist jedoch in der Lage, Cellulose abzubauen (schwach). Beide hier erwdhnten Isolate
weisen ansonsten ein relativ enges Substratspektrum auf. Acetat wird von beiden genutzt, wobei
das Wachstum von Sulfitobacter sp. 4318-8/2 aber nur schwach ist. Isolat 4318-8/2 wéchst mit
Cellobiose (BERKENHEGER et al., 2004) und Isolat 88/2-2 mit Glucose (schwach; Tab. 4.3). Sulfi-
tobacter sp. 4318-8/2 ist jedoch unbeweglich, wéihrend Isolat 88/2-2 eine bis zwei polare oder

subpolare Geilleln aufweist.

Das Antarktisisolat 88/2-4, das ebenfalls der Gruppe der a-Proteobacteria zugeordnet werden
konnte, zeigt in der ZellgroBe und bei der Verwertung der einzelnen Kohlenstoffquellen einige
Abweichungen zu dem nichstverwandten Bakterium Paracoccus (Pc.) zeaxanthinifaciens, au-
Berdem ist es unpigmentiert. Ubereinstimmungen zeigen beide in der relativ hohen maximalen
Wachstumstemperatur von 40 °C, im G+C-Gehalt und bei der Hauptfettsdure. Weitere Vertreter
dieser Gattung, die ebenfalls bei 40 °C Wachstum zeigten (Pc. versutus, Pc. thiocyanatus, Pc.
kondratievae) bzw. bei 37 °C ihre optimale Wachstumstemperatur besallen (Pc. solventivorans),
wurden nicht aus marinen Habitaten isoliert (KATAYAMA et al., 1995; SILLER et al., 1996;

DORONINA et al., 2002).
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4 Diskussion

Zur genaueren taxonomischen Einordnung der im Rahmen der vorliegenden Arbeit ndher unter-
suchten marinen Antarktisisolate miisste noch eine DNA-DNA-Hybridisierung zumindest mit

den jeweils nichstverwandten Organismen durchgefiihrt werden.

Ob die Isolate 3 und 4alc Stimme von Erythrobacter citreus (DENNER et al., 2002) sind oder
moglicherweise einer neuen Art angehoren, konnte aufgrund der geringen Menge an untersuch-
ten Eigenschaften noch nicht abschlieBend geklirt werden. Bei diesen beiden Isolaten handelt es
sich ebenfalls um Stidbchen, die in etwa dieselbe Zellgrole und Koloniefarbe aufweisen wie Ery-
throbacter citreus, von dem sie sich aber dadurch unterscheiden, dass sie keine Oxidase besit-
zen. Die Massenzahl des untersuchten Carotinoids der beiden Isolate entspricht der, die auch
schon bei anderen Vertretern der Gattung Erythrobacter nachgewiesen wurde (s. Kap. 4.2.2).
Ergénzende Untersuchungen sind daher noch nétig (u. a. Fettsdure-Bestimmung, DNA-DNA-

Hybrdisierung), um eine endgiiltige Einordnung dieser Isolate vornehmen zu kénnen.

4.3.1.2 y-Proteobakterien

Vertreter der y-Proteobakterien werden hiufig an Aggregaten gefunden (u. a. ACINAS et al., 1999).
Die in kultivierungsabhingigen Untersuchungen mariner Proben gefundenen Isolate gehdren vor
allem den Genera Alteromonas, Pseudoalteromonas, Shewanella, Oceanospirillum, Pseudomo-

nas und Vibrio an (SCHMIDT et al., 1991; HAGSTROM et al., 2000; EILERS et al., 2000D).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten y-Proteobakterien (Antarktisisolate 20/1-2, 20/1-3,
20/1-4, 88/2-3 und 88/2-7) konnten anhand ihrer 16S rRNA-Sequenzen den Gattungen Pseudo-
alteromonas (Ps.) und Psychrobacter (P.) zugeordnet werden. Vertreter dieser nachstverwandten
Gattungen konnten bereits aus marinen Habitaten isoliert werden. Dazu gehoren Ps. citrea
(IvANOVA et al., 1998b) und Ps. elyakovii (SAWABE et al., 2000) zu denen die Isolate 20/1-2,
20/1-3 und 20/1-4 zwischen 98 und 99% Sequenz-Ubereinstimmung aufweisen (s. Kap. 3.7.1)
oder verschiedene Psychrobacter-Arten, wie P. submarinus oder P. okhotskensis aus Wasser-
proben (ROMANENKO et al., 2002; YUMOTO et al., 2003), P. proteolyticus aus dem antarktischen
Krill Euphausia superba (DENNER et al., 2001) und P. marincola aus der Seescheide Polysyncra-
ton sp. (ROMANENKO et al., 2002). Das Isolat 88/2-7 konnte innerhalb dieser Gattung als neue,
Partikel-assoziierte Art Psychrobacter nivimaris beschrieben werden (HEUCHERT et al., 2004, s.
Kap. 8). In Tabelle 4.4 werden einige charakteristische Eigenschaften der untersuchten Antarkti-
sisolate aus der Gruppe der y-Proteobacteria mit denen nachstverwandter Organismen der Gat-

tungen Pseudoalteromoas bzw. Psychrobacter verglichen.
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Ein Vergleich der drei marinen Antarktisisolate 20/1-2, 20/1-3 und 20/1-4 mit Vertretern der
Gattung Pseudoalteromonas zeigt viele Ubereinstimmungen. Nur Isolat 20/1-2 ist jedoch nicht
in der Lage, Stiarke zu hydrolysieren, kann aber als einziges der untersuchten Antarktisisolate
schwach mit Mannose wachsen, wéhrend die ausgewéhlten Pseudoalteromonas-Spezies alle
diese C-Quelle verwerten konnen. Bei der Betrachtung der Citratverwertung zeigt sich, dass die-
se Kohlenstoffquelle sowohl die beiden Isolate 20/1-2 und 20/1-3 als auch Ps. elyakovii und Ps.
antarctica verwerten konnen, wéhrend Isolat 20/1-4 und Ps. citrea damit kein Wachstum zeigen.
Beim Vergleich der 16S rRNA-Sequenz hatte Isolat 20/1-4 als einziges der drei den Pseudoalte-
romonas zugeordneten Antarktisisolate zu Ps. citrea eine nahe Verwandtschaft gezeigt. Diese
beiden Isolate differieren neben der Mannoseverwertung lediglich in der Koloniefarbe. Die drei
Antarktisisolate scheinen demnach dieser Gattung zugeordnet werden zu kénnen. Ob es sich um
neue Arten handelt oder lediglich um Stamme der schon beschriebenen Arten, miisste mit Hilfe

einer DNA-DNA-Hybridisierung noch geklart werden.

Das Isolat 88/2-7 wurde kiirzlich als neue Art Psychrobacter nivimaris beschrieben (HEUCHERT
et al., 2004). Wie Tabelle 4.4 zeigt, besitzen dieses Isolat und Isolat 88/2-3 nahezu identische
Eigenschaften. Beide zeigten zwar ein unterschiedliches Bandenmuster in der RAPD-PCR
(HEUCHERT, 1999), da diese Methode jedoch eine Unterscheidung bis auf das Stamm-Niveau
erlaubt, konnte es sich bei Isolat 88/2-3 trotz einiger mittels BIOLOG GN- und API 50 CH-
Testsystem festgestellten Unterschiede im Substrat-Verwertungsspektrum (Kap. 3.5.3.2 und
3.5.3.3) mdoglicherweise um einen weiteren Stamm von Psychrobacter nivimaris handeln. Dies

miisste durch eine DNA-DNA-Hybridisierung belegt werden.
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4 Diskussion

4.3.1.3 Cytophaga-Flavobacteria

Neben den Proteobakterien konnen in marinen Habitaten auch Vertreter der Cytophaga-
Flavobacteria-Gruppe (CF) hiufig vertreten sein (KIRCHMAN, 2002). So erreicht die Abundanz
dieser Gruppe, die in einigen 16S rDNA Genbanken scheinbar unterreprasentiert ist, im antarkti-
schen Ozean z. B. bis zu 72% (GLOCKNER et al., 1999; SIMON et al., 1999). Aullerdem stellen die
CF einen groflen Anteil der an Partikeln assoziierten heterotrophen Bakterien dar (DELONG et
al., 1993; RATH et al., 1998). Die charakteristischen Eigenschaften der Vertreter der CF, wie die
Gleitfahigkeit und die Féahigkeit, verschiedene hochmolekulare Substanzen (z. B. Chitin, Cellu-

lose) abbauen zu kénnen (REICHENBACH, 1992), bekriftigen dieses Ergebnis.

Die 16S rRNA-Sequenz des Isolates 88/2-1 zeigte eine hohe Ubereinstimmung (98%) mit Pola-
ribacter irgensii, der ebenfalls aus der Antarktis isoliert wurde (GOSINK et al., 1998).
BRINKMEYER und Mitarbeiter (2003) fanden als Vertreter der CF-Fraktion in Proben aus der
Antarktis vor allem diese Gattung. In Tabelle 4.5 werden einige charakteristische Eigenschaften
des untersuchten Isolates 88/2-1 mit denen des nidchstverwandten Organismus Polaribacter ir-
gensii sowie zwei weiteren Vertretern dieser Gattung, Pb. franzmannii und Pb. filamentus, aus
der CF-Gruppe verglichen. Das Isolat 88/2-1 weist einige Ahnlichkeiten zu diesen drei Organis-
men auf. Die grofiten Unterschiede zeigt es bei der maximalen Wachstumstemperatur, wo es mit
30 °C deutlich iiber der der Polaribacter-Arten liegt (max. 19 °C), und den Hauptfettsduren (An-
teil >10%). AuBerdem besitzt Isolat 88/2-1 weder Oxidase noch Katalase, wihrend die drei Ver-
gleichsorganismen wenigstens eines der beiden Enzyme aufweisen. Es konnte sich demnach um
eine neue Art handeln, was aber, wie schon bei den anderen Antarktisisolaten angefiihrt, nur mit

Hilfe einer DNA-DNA-Hybridisierung geklart werden kann.

4.3.1.4 Gram-positive Bakterien

In den verschiedenen Meeren werden nur wenig Gram-positive Bakterien gefunden (HAGSTROM
et al., 2000), scheinen aber aufgrund der Kultivierungsbedingungen unterreprisentiert zu sein
(WEBSTER et al., 2001). Vertreter dieser Bakteriengruppe kommen auch assoziiert an Partikeln
vor (RATH et al., 1998). Die meisten der kultivierten Bakterien zeigen eine enge Verwandtschaft
zu gut charakterisierten Gattungen der low G+C- und high G+C (Actinobacteria)-Gruppen. Die
bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass die marinen Actinobacteria im Allgemeinen in der

photischen Zone vorkommen, denn in gréoBeren Wassertiefen konnten sie bisher nicht nachge-
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wiesen werden (GIOVANNONI und RAPPE, 2000). Die Gram-positiven Isolate von der Station
7004-1 im dquatorialen Atlantik aus 100 und 150 m Wassertiefe konnten mittels FISH den Bak-
terien der low G+C Gruppe bzw. den Actinobacteria zugeordnet werden (s. Tab. 6.7b und c,

Kap. 6.5).

Tab. 4.5: Vergleich morphologischer, physiologischer, chemotaxonomischer und molekularbiologischer Eigen-
schaften des Isolates 88/2-1 mit Polaribacter (Pb.) irgensii, Pb. franzmannii und Pb. filamentus

Eigenschaften Isolat 88/2-1 Pb. irgensii’ Pb. franzmannii® Pb. filamentus®
kurze und lange lange Stibchen oder . lange Stibchen
Zellform Stiabchen Filamente lange Stabchen oder Filamente
.. 0,3+0,05x2,34+
Zellgrofie (nm) 115 bis 18.6 0,25-0,5 x 0,8-48 0,8-1,6 x 4-16 0,5-1,2 x 1,6-32
Koloniefarbe gelb-orange orange hell- bis dunkel- orange bis lachs-
orange farben
Pigment Zeaxanthin nicht Flexirubin nicht Flexirubin nicht Flexirubin
Beweglichkeit - - - -
Katalase - + + +
Ocxidase - + + -
Wachstum mit
Stirke + + + +
Gelatine + - + +
Saccharose 4o dye - -
Citrat -&e - - -
L-Glutamat +° - - +
Glycerol ode - + +
max. Wachstums-
temperatur (°C) 30 12 10 19
max. NaCl-
Konzentration (%) 6 nd nd nd
G+C-Gehalt der
+ + +
DNA (mol%) 32,15+0,57 31 32+1 32+1
.. . . 30H-i C 15:0, 30H-i C 15:0, 30H-i C 15:0,
Hauptfettsdure(n) 1C15:0 i C15:0, 30H-C15:0 icls:1t i C15:0,i C15:1"
Habitat marin, Partikel- marin Meereis, Antarktis marin

assoziiert

+, positiv; -, negativ; +, schwach positiv; F, Fermentation; nd, keine Daten

* GOSINK et al. (1998)

® trotz polarer Flagellen

¢ Reaktion in BIOLOG GN; ¢ Reaktion in API 50 CH; © Wachstum in ASNy;-Medium mit alleiniger C-Quelle
Position der Doppelbindung unbekannt
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4.4 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse werfen eine Reihe neuer Fragen auf, deren
Bearbeitung zusitzliche Erkenntnisse in die behandelte Thematik bringen kénnte. Im Folgenden

wird auf einige ndher eingegangen.

Die begonnenen Untersuchungen in Bezug auf den Ausldser zur Zellaggregation von Psychro-
bacter nivimaris (Isolat 88/2-7) sollten fortgefiihrt werden. Zum einen, um mehr iiber diesen
Organismus und seine mogliche Aufgabe im natiirlichen Habitat zu erfahren, zum anderen um
mehr iiber die Zusammensetzung der EPS zu erfahren, da diese Substanzen von biotechnologi-
schem Interesse sind. EPS konnen z. B. in Biofiltern umweltrelevant eingesetzt werden und bie-
ten auch der pharmazeutischen Industrie interessante Anwendungsmoglichkeiten (GUTNICK und
BAcH, 2000; COLLIEC JOUAULT et al., 2003). Zundchst konnte versucht werden, die EPS mit
Hilfe Fluoreszenz-markierter Lektine im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop sichtbar zu ma-
chen. Welche chemischen Gruppen in den EPS vorhanden sind, kénnte zunichst durch Zugabe
von Enzymen (Proteasen, Nucleasen oder Polysaccharid-spaltende Enzyme) und den dadurch
bedingten Zerfall der Flocken iiberpriift werden. Zur genaueren Untersuchung der beteiligten
Substanzen miisste versucht werden, die EPS durch Zentrifugation abzutrennen und durch Steril-
filtration und Dialyse aufzureinigen, um dann Zucker, Proteine oder eventuell Nucleinsduren

nachzuweisen.

Die Strukturaufkldrung und Charakterisierung des bei den Isolaten 3 und 4alc aus 150 m Was-
sertiefe der Station 7004-1 gefundenen Carotinoide konnte weiter verfolgt werden. So sollte zu-
nichst eine Cochromatographie mit Bacteriorubixanthin (TAKAICHI et al., 1990) durchgefiihrt
werden. Bringt dies keine Ubereinstimmung, sollte das Pigment fiir eine Kernresonanzspektro-
skopie (NMR) aufgereinigt werden, um Informationen iiber die Struktur zu erhalten. Auch die
Pigmente der anderen an dieser Station isolierten Organismen sollten noch genauer untersucht
werden. Dies betrifft z. B. die der Isolate 13a, 13b und 44cla, da fiir deren Pigmente genauso
wie fiir die der beiden nédher untersuchten Isolate mit Hilfe der modifizierten Methode nach
RABENSTEIN (1997) keine Peaks detektiert werden konnten. Auflerdem konnte versucht werden,
genaueres Uber die Funktion der Carotinoide in diesen marinen Isolaten herauszufinden. Beein-
flussen diese Pigmente eventuell im Zusammenspiel mit den Fettsduren die Membranfluiditit?
Verindern sie sich beziiglich Anteil und Zusammensetzung bei verdnderter Wachstumstempera-

tur und wie dndert sich im gleichen Zusammenhang die Fettsdurezusammensetzung?
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Ebenfalls interessant im Hinblick auf eine Anpassung an das Habitat ,,Aggregat™ konnte die Bil-
dung der inhibitorischen Substanz(en) durch die drei a-Proteobakterien-Isolate 30bla, 34clbl
und 44b2b2 aus 150 m Wassertiefe des dquatorialen Atlantiks sein. Um was fiir eine Substanz
handelt es sich dabei? Wirken sie auch gegen andere Organismen oder nur gegen dieses
y-Proteobakterium? Welche biologische Aktivitit besitzt(en) sie noch? Bringt diese Substanz
thnen einen Vorteil bei der Besiedlung der Partikel und ist dadurch eventuell auch der groBBere

Anteil der a-Proteobakterien in 150 m Wassertiefe erklarbar?
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5 Zusammenfassung

Zusammenfassung

. Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Antarktisisolaten handelt es sich ausschliel3-
lich um Gram-negative Stibchen. Dagegen konnten aus den Proben des dquatorialen Atlan-
tiks sowohl Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien isoliert werden, die aulerdem
eine vielfaltigere Zellmorphologie aufweisen. Unter den Isolaten beider Untersuchungsgebie-

te sind sowohl bewegliche als auch unbewegliche Organismen vertreten.

. Alle Antarktisisolate sind psychrotolerant (Wachstum bei 5 °C bis <40 °C) und marin bzw.

halotolerant.

. Die Antarktisisolate wiesen in den verschiedenen Substratverwertungstests (C-Quelle in
ASNp-Medium, BIOLOG GN, API 50 CH) teilweise ein sehr unterschiedliches Verhalten
auf. So zeigte Isolat 88/2-2 lediglich mit Glucose (0,03% C) im ASNp-Medium schwaches
und mit B-Hydroxybuttersdure im BIOLOG GN gutes Wachstum, wihrend Isolat 88/2-4 in
allen Tests die meisten der angebotenen Substrate verwerten konnte. Nur vier der Isolate be-
sitzen dagegen Enzyme zum Abbau der Polymere Stirke und Gelatine (Isolat 20/1-3, 20/1-4
und 88/2-1) bzw. nur Gelatine (Isolat 20/1-2). Bei den Ansétzen von Mischkulturen der bei-
den Stationen 49/020/1 und 49/088/2 im BIOLOG GN-Testsystem zeigten sich sowohl anta-

gonistische als auch synergistische Effekte.

. Mittels FISH konnten die Isolate beider Probennahmegebiete vor allem den a- und
y-Proteobacteria zugeordnet werden, aullerdem jeweils ein Isolat der Cytophaga-
Flavobacteria-Gruppe. Bei den Isolaten aus dem dquatorialen Atlantik hybridisierten auler-

dem drei mit der Sonde fiir Bakterien mit niedrigem G+C-Gehalt und eines mit der Sonde fiir

Actinobacteria (hoher G+C-Gehalt).

. Aus Proben beider Untersuchungsgebiete wurden pigmentierte Organismen isoliert. Das
Pigment des Antarktisisolates 88/2-1 konnte mittels Cochromatographie als Zeaxanthin be-
stimmt werden. Von den Carotinoiden der Isolate 3 und 4alc aus 150 m Wassertiefe des dqua-
torialen Atlantiks wurde mittels Massenspektrometrie eine Massenzahl von 582 bestimmt.
Dies konnte bedeuten, dass es sich bei ithnen um Bacteriorubixanthin handelt, was mittels

Cochromatographie jedoch noch nachgewiesen werden miisste.
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6. Die Isolate wiesen in ihren Fettsduremustern fiir ihre Bakteriengruppe bzw. Gattung typische
Fettsduren auf. Eine Inkubation der Isolate 88/2-4 und 88/2-7 bei einer niedrigeren Tempera-
tur fiihrte bei beiden Isolaten zu einer Zunahme an Doppelbindungen (Bildung von C18:2
¢ 9,12). Bei Isolat 88/2-4 traten bei der niedrigeren Temperatur zusdtzlich auch verzweigte
Fettsduren auf. Die geringere Temperatur fiithrte bei Isolat 88/2-7 zu einer Verkiirzung der

Kettenldnge sowie zur Abnahme an geséttigten und verzweigten Fettsduren.

7. Die ARDRA-PCR erlaubte eine Einteilung der elf untersuchten Antarktisisolate in zehn ver-
schiedene ARDRA-Gruppen. Lediglich die Isolate 20/1-1 und 88/2-6 bildeten eine Gruppe.
Die RAPD-PCR ergab fiir die sieben untersuchten Isolate 20/1-1, 20/1-3, 20/1-4, 88/2-1,
88/2-2, 88/2-5 und 88/2-6 keine iibereinstimmenden Bandenmuster. Ein Vergleich der
16S rRNA-Sequenzen ergab fiir die Antarktisisolate als nichstverwandte Organismen Vertre-
ter der Gattungen Loktanella, Sulfitobacter, Paracoccus, Pseudoalteromonas, Psychrobacter
und Polaribacter. Die beiden Isolate 3 und 4alc aus dem dquatorialen Atlantik (150 m Wasser-

tiefe) konnten anhand des Sequenzvergleiches der Gattung Erythrobacter zugeordnet werden.

8. Die nahezu vollstindige 16S rRNA-Sequenz des Isolates 88/2-7 wies mit der RNA-Sequenz
von Psychrobacter proteolyticus (DSM 13887") 99,65% und mit der von P. glacincola
(DSM 12194") etwa 97,6% Ubereinstimmung auf.

9. Eine abschlieBende DNA-DNA-Hybridisierung zeigte, dass das Isolat 88/2-7 eine neue Art
innerhalb der Gattung Psychrobacter darstellt. Das Isolat zeigte eine Ubereinstimmung von
24.2% zu Psychrobacter glacincola (DSM12194") bzw. 26,8% zu Psychrobacter proteolyti-
cus (DSM13887") und wurde als die neue Spezies Psychrobacter nivimaris beschrieben (s.

auch HEUCHERT et al., 2004, Kap. 8)

10. Psychrobacter nivimaris sp. nov. zeigte bei 5 °C eine stirkere Flockenbildung als bei 27 °C.
Diese Flockenbildung kann auf EPS zuriickgefiihrt werden. Ca*" scheint allerdings eine un-
tergeordnete Rolle bei der Verfestigung der EPS-Matrix zu spielen. Eine Steigerung der Ca*'-
Konzentration brachte keine sichtbare Verdnderung in der Stabilitdt der Flocken. Aus wel-

chen Substanzen sich die EPS-Matrix zusammensetzt, bedarf noch weiterer Untersuchungen.

11. Einige Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind bereits verdffentlicht oder wurden zur Verot-

fentlichung akzeptiert (s. Kap. 8).
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6 Anhang

6.1  Geographische Lage der Probennahmestellen wihrend ANT XV/4 und M49/4
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T Aug 70 W0 Ms | ONC - Marin ene 0 500 1000

Abb. 6.1: Geographische Lage der bearbeiteten Probennahmestellen wahrend ANT XV/4 (Station 49/020/1 und
49/088/2) und M49/4 (Station 7004-1)
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6.2 Wachstumskurven der Antarktisisolate zur Ermittlung der optimalen Temperatur,

NaCl-Konzentration und des pH-Wertes

Beim Vergleich der Diagramme muss beachtet werden, dass die Skalierungen zum Teil unter-

schiedlich sind.

6.2.1 Temperatur
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Abb. 6.2: Wachstum von Isolat 20/1-1 in ASNy-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitét 3,4%, pH 7,8-8,2) in
Abhéngigkeit von der Temperatur.

a)¢5°C;010°C; A 15°C

b) ¢ 20 °C; 023 °C; A 30 °C; * 35°C
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Abb. 6.3: Wachstum von Isolat 88/2-1 in ASNy-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitat 3,4%, pH 7,8-8,2) in
Abhingigkeit von der Temperatur.
a) ¢ 5°C;010°C; A 15°C
b) ¢ 20 °C; 0 23 °C; A 30°C; *35°C
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Abb. 6.4: Wachstum von Isolat 88/2-2 in ASN-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitét 3,4%, pH 7,8-8,2) in

Abhingigkeit von der Temperatur.
a) ¢ 5°C;010°C; A 15°C

b) ¢ 20 °C; 023 °C; A 30°C

c) ¢ 35°C; m40°C
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Abb. 6.5: Wachstum von Isolat 88/2-5 in ASN-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitét 3,4%, pH 7,8-8,2) in

Abhingigkeit von der Temperatur.
a) ¢ 5°C;010°C; A 15°C
b) ¢ 20 °C; 023 °C; A 30°C; * 35°C
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Abb. 6.6: Wachstum von Isolat 88/2-6 in ASNy-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitét 3,4%, pH 7,8-8,2) in
Abhéngigkeit von der Temperatur.
a)¢5°C;010°C; A 15°C
b) ¢ 20 °C; 0 23 °C; A 30°C; *35°C

6.2.2 NaCl-Konzentration

0.D. {600 nm)

0 100 200 300 400
Zeit (h)

Abb. 6.7: Wachstum von Isolat 20/1-1 in ASN-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (pH 7,8-8,2) bei 30 °C in Abhén-
gigkeit vom NaCl-Gehalt.
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Abb. 6.8: Wachstum von Isolat 88/2-1 in ASNy-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (pH 7,8-8,2) bei 30 °C in Abhén-
gigkeit vom NaCl-Gehalt.
¢ 0%; m2%; A 4%:; * 6%; 0 8%
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Abb. 6.9: Wachstum von Isolat 88/2-2 in ASNy;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (pH 7,8-8,2) bei 30 °C in Abhén-

gigkeit vom NaCl-Gehalt.
a) ¢ 0%; 0 2%; A 4%; * 6%
b) ¢ 8%; 0 10%; A 12%; * 14%
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Abb. 6.10: Wachstum von Isolat 88/2-5 in ASNj;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (pH 7,8-8,2) bei 30 °C in Abhén-

gigkeit vom NaCl-Gehalt.
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Abb. 6.11: Wachstum von Isolat 88/2-6 in ASNj;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (pH 7,8-8,2) bei 30 °C in Abhén-
gigkeit vom NaCl-Gehalt.

a) ¢ 0%; 02%; A 4%; * 6%

b) ¢ 8%; 0 10%; A 12%; * 14%
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6.2.3 pH-Wert
1 1
0g og
E I:IIE i E I:IIE 4
= =
= =
o 041 g 04
=) =)
02 02
0 —tt 0¥ . . .
0 g 100 150 200 250 300 0 S0 100 150 200
a Zeit {h) b Zeit (h)

Abb. 6.12: Wachstum von Isolat 20/1-1 in ASNy;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitit 3,4%) bei 24 + 2 °C in

Abhangigkeit vom pH-Wert.
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Abb. 6.13: Wachstum von Isolat 88/2-1 in ASNy;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitét 3,4%) bei 24 £2 °C in

Abhingigkeit vom pH-Wert.

a) ¢ pH4;0pHS5; A pHO6; *pH 7

b) ¢ pH&, OpH9; A pH 10
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Abb. 6.14: Wachstum von Isolat 88/2-2 in ASNy;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitit 3,4%) bei 24 + 2 °C in
Abhangigkeit vom pH-Wert.
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Abb. 6.15: Wachstum von Isolat 88/2-5 in ASNy;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitét 3,4%) bei 24 £2 °C in
Abhéngigkeit vom pH-Wert.
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Abb. 6.16: Wachstum von Isolat 88/2-6 in ASNy;-Medium mit 0,1% Hefeextrakt (Salinitit 3,4%) bei 24 + 2 °C in
Abhangigkeit vom pH-Wert.

a) e pH4;,0pHS; A pH6; *pH7

b) ¢ pH&, OpH9; A pH 10
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6.3 Distanzmatrizen berechnet nach dem UPGMA-Verfahren in PAUP

Tab. 6.1: Distanzmatrix aus dem Datensatz der visuell ausgewerteten RAPD-Bandenmuster (s. Abb. 3.4a und b)
von sieben Antarktisisolaten, berechnet nach dem UPGMA-Verfahren in PAUP

Isolat 20/1-1 20/1-3 20/1-4 88/2-1 88/2-2 88/2-5 88/2-6

0.27273 0,45455 0,22727 0,36364 0,04545 0,09091

20/1-3 0,63636 0,50000 0,54545 0,31818 0,36364
20/1-4 0,59091 0,54545 0,50000 0,45455
88/2-1 0,50000 0,18182 0,22727
88/2-2 0,40909 0,45455
88/2-5 0,04545
88/2-6

Tab. 6.2: Distanzmatrix aus dem Datensatz des Verwertungsspektrums der Kohlenstoffquellen in ASNy-Medium
der elf Antarktisisolate (s. Tab. 3.3), berechnet nach dem UPGMA-Verfahren in PAUP

Isolat  20/1-1 20/1-2 20/1-3 20/1-4 88/2-1 88/2-2 88/2-3 88/2-4 88/2-5 88/2-6 88/2-7

20/1-1 0,15385 046154 0,61538 084615  0,61538  0,61538  0,07692 0 0,15385  0,76923

20/1-2 0,30769  0,46154  0,84615  0,76923  0,76923  0,07692  0,15385  0,30769  0,76923
20/1-3 030769  0,69231  0,76923  0,76923 038462  0,46154  0,61538  0,76923
20/1-4 0,53846  0,61538  0,61538  0,53846  0,61538  0,61538  0,61538
88/2-1 0,23077  0,23077  0,92308  0,84615  0,69231  0,23077
88/2-2 0,15385  0,69231  0,61538  0,46154  0,15385
88/2-3 0,69231  0,61538  0,61538  0,15385
88/2-4 0,07692  0,23077  0,69231
88/2-5 0,15385  0,76923
88/2-6 0,61538
88/2-7
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Tab. 6.3: Distanzmatrix aus dem Datensatz des im BIOLOG GN-Testsystem ermittelten Verwertungsspektrums der
elf Antarktisisolate (s. Tab. 3.4), berechnet nach dem UPGMA-Verfahren in PAUP

Isolat

20/1-1
20/1-2
20/1-3
20/1-4
88/2-1
88/2-2
88/2-3
88/2-4
88/2-5
88/2-6
88/2-7

20/1-1

20/1-2  20/1-3  20/1-4 88/2-1 88/2-2 88/2-3 88/2-4 88/2-5 88/2-6 88/2-7
0,38947 0,4 0,4 026316  0,17895 037895  0,45263  0,16842  0,17895  0,36842
0,09474  0,11579 037895 044211  0,34737 0.4 045263 046316  0,35789

0,12632 034737 045263 033684 032632 046316 047368  0,32632

036842 049474 037895  0,36842 048421 047368  0,36842

0,18947  0,36842  0,50526 0,2 0,18947  0,33684

0,34737 061053 0,01053  0,02105  0,29474

034737 035789  0,36842  0,09474

0,6 0,61053  0,35789

0,01053

0,30526

0,31579

Tab. 6.4: Distanzmatrix aus dem Datensatz des im API 50 CH-Testsystem ermittelten Verwertungsspektrums der
elf Antarktisisolate (s. Tab. 3.5), berechnet nach dem UPGMA-Verfahren in PAUP

Isolat

20/1-1
20/1-2
20/1-3
20/1-4
88/2-1
88/2-2
88/2-3
88/2-4
88/2-5
88/2-6
88/2-7

20/1-1

20/1-2  20/1-3 20/1-4 88/2-1 88/2-2 88/2-3 88/2-4 88/2-5 88/2-6 88/2-7
0,32653 038776  0,40816 038776  0,26531  0,14286  0,18367  0,08163  0,22449  0,18367
0,18367  0,12245  0,18367  0,26531 038776  0,42857 036735  0,42857  0,30612
0,18367  0,28571 040816  0,44898 036735  0,42857 044898  0,36735

026531 038776  0,5102  0,51020  0,44898 055102  0,42857

0,16327 036735 040816 038776 040816 036735

02449 036735 030612 028571  0,28571

0,24490  0,18367  0,24490  0,12245

0,10204 024490  0,32653

0,26531

0,26531

0,24490
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Tab. 6.5: Distanzmatrix aus dem Datensatz der FAME-Bestimmung der elf Antarktisisolate (s. Tab. 3.6), berechnet
nach dem UPGMA-Verfahren in PAUP

Isolat  20/1-1 20/1-2 20/1-3 20/1-4 88/2-1 88/2-2 88/2-3 88/2-4 88/2-5 88/2-6 88/2-7

20/1-1 0,60000  0,70000  0,55000  0,60000  0,15000  0,30000  0,15000  0,15000  0,10000  0,40000

20/1-2 0,10000  0,15000  0,40000  0,65000  0,40000  0,75000  0,45000  0,50000  0,50000

20/1-3 0,15000  0,50000  0,65000  0,50000  0,85000  0,55000  0,60000  0,60000
20/1-4 0,45000  0,50000  0,35000  0,70000  0,40000  0,45000  0,45000
88/2-1 0,65000  0,40000  0,55000  0,45000  0,50000  0,30000
88/2-2 0,35000  0,20000  0,20000  0,15000  0,45000
88/2-3 0,45000  0,25000  0,20000  0,20000
88/2-4 0,30000  0,25000  0,45000
88/2-5 0,05000  0,25000
88/2-6 0,30000

—

Tab. 6.6: Distanzmatrix aus dem Datensatz der visuell ausgewerteten RAPD-Bandenmuster (s. Abb. 3.4a und b)
und der FAME-Bestimmung (s. Tab. 3.6) von sieben Antarktisisolaten, berechnet nach dem UPGMA -
Verfahren in PAUP

Isolat 20/1-1 20/1-3 20/1-4 88/2-1 88/2-2 88/2-5 88/2-6

20/1-1 0,47619 0,50000 0,40476 0,26190 0,09524 0,09524
20/1-3 0,40476 0,50000 0,59524 0,42857 0,47619
20/1-4 0,52381 0,52381 0,45238 0,45238
88/2-1 0,57143 0,30952 0,35714
88/2-2 0,30952 0,30952
88/2-5 0,04762
88/2-6
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6.4 16S rRNA-Sequenzen der Antarktisisolate

Vollsequenzen der 16S rRNA der Isolate 88/2-4 und 88/2-7 sowie Teilsequenzen der 16S rRNA
aller anderen Antarktisisolate (auBer Isolate 20/1-3 und 20/1-4, s. DE SILVA, 2001):

20/1-1 (1295 nt): 5'-CGAACGCTGGCGGCACGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAGACCTTCGGG
TCTAGCGGCGGACGGGTTAGTAACGCGTGGGAACGTACCTTTTGCTTCGGAA
TAGCCTCGGGAAACTGGGAGTAATACCGAATGTGCCCTTTGGGGGAAAGATT
TATCGGCAAAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGATAGTTGGTGGGGTAATGGC
CTACCAAGTCTGCGATCAGTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCAACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTAG
ACAATGGGCGCAAGCCTGATCTAGCGATGCCGCGTGAGTGACGAAGGCCTTA
GGGTCGTAAAGCTCTTTCGCCAGGGATGATAATGACAGTACCTGGTAAAGAA
ACCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGTTAGCGT
TGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTAGAAAGTTGGGG
GTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTCCAAAACTACTAGTCTAGA
GTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATAT
TCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGA
GGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAATGCCAGACGTCAGGGGGCTTGCCCTTTGGTGTCACACCTA
ACGGATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGCAGAACCTTACCAACCCTTGACATCCTCTGACCGCCTAGGAGACTAG
GTTTTATCGTAAGATACAGAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCACATCCTTAG
TTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGGGAAACTGCCCGTGATAAGCGGGAG
GAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGTTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGCATCTACAGTGAGTTAATCTCCAAAAGATGTTCAGTTCGG
ATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTA
ACAGCAT GACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT-3’

20/1-2 (1326 nt): 5'-GGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTTTG
CTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGG
GGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAA
GGGGGCTTCGGCTCTCGCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGAT
CAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCAGGAGGAAAGGTTAGTAG
TTAATACCTGCTAKCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
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GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGT
GGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCG
ATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTCATGTACGAAAGCGTG
GGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTA
CTAGAAGCTCGGAGCCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTAAGTAGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA
CCTACACTTGACATACAGAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGA
ACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTTAGTTGCTAGCAGGTAAT
GCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGAC
GACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCGCATACAGAGTGCTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCGAATCACTTAAAGTGC
GGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGC
TAGTAAATCGC GTATCAGAAATGGACCGGTG-3’

88/2-1 (1315 nt): 5'-CTAGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGGGGTAACATTGTGCTTGCA
CAGATGACGACCGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTATAGAACCTACCTTTTAC
AGAGGGATAGCCTTTAGAAATGAAGATTAATACCTCATAGTATTGAGACTTG
GCATCAAGTTTTAATTAAAGATTTATCGGTAAAAGATGGCTATGCGTCCTATT
AGTTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGACATCGATAGGTAGGGGTCCTG
AGAGGGAGATCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAATGGAGGAGACTCTGATCCAGCCATGCC
GCGTGTAGGAAGAATGCCCTATGGGTTGTAAACTACTTTTATACAGGAAGAA
ACACTGGTATGTATACCAGCTTGACGGTACTGTAAGAATAAGGACCGGCTAA
CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTCCAAGCGTTATCCGGAATC
ATTGGGTTTAAAGGGTCCGCAGGCGGTCAATTAAGTCAGAGGTGAAATCCCA
TAGCTTAACTATGGAACTGCCTTTGATACTGGTTGACTTGAGTCATATGGAAG
TAGATAGAATGTGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACACAGAATAC
CGATTGCGAAGGCAGTCTACTRCGTATGTACTGACGCTCATGGACCGAAAGC
GTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGA
TACTAGTTGTTGGGATTTATCTCAGTGACTAAGCGAAAGTGATAAGTATCCCA
CCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTAC
CAGGGCTTAAATGTAGTCTGACAGCTTTAGAGATAGAGTTTTCTTCGGACAG
ATTACAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTCAGGTT
AAGTCCTATAACGAGCGCAACCCCTGTCGTTAGTTGCCAGCATGTAAAGATG
GGGACTCTAACGAGACTGCCTACGCAAGTAGAGAGGAAGGTGGGGATGACG
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TCAAATCATCACGGCCCTTACGTCCTGGGCCACACACGTGCTACAATGGTAT
GGACAATGAGCAGCCATCTGGCAACAGAGAGCGAATCTATAAACCATATCAC
AGTTCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAA
TCGGATATCAGCCATG-3’

88/2-2 (1247 nt): 5'-TGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAGACCTTCGGGTCTAGCG
GCGGACGGGTTAGTAACGCGTGGGAACGTGCCCTTCTCTGCGGAATAGCCAC
TGGAAACGGTGAGTAATACCGCATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGA
GAAGGATCGGCCCGCGTTAGATTAGATAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA
GTCTACGATCTATAGCTGGTTTTAGAGGATGATCAGCAACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTAGACAATGG
GCGCAAGCCTGATCTAGCCATGCCGCGTGTGTGATGAAGGTCTTAGGATCGT
AAAGCACTTTCGCCAGGGATGATAATGACAGTACCTGGTAAAGAAACCCCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGTTAGCGTTGTTCGG
AATTACTGGGCGTAAAGCGTACGTAGGCGGATCAGAAAGTTGGGGGTGAAAT
CCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTCCAAAACTCCTGGTCTTGAGTTCGAG
AGAGGTGAGTGGAATTCCAAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTTGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTACGA
AAGTGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACG
ATGAATGCCAGTCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGACACACCTAACGGATT
AAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGC
AGAACCTTACCAACCCTTGACATCCTGTGCTAACCCGAGAGATCGGGCGTTC
ACTTCGGTGACGCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCACATCCTTAGTTGCCA
GCAGTTCGGCTGGGCACTCTAAGGAAACTGCCCGTGATAAGCGGGAGGAAG
GTGTGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGTTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGCAGTGACAATGGGTTAATCCCCAAAAGCTTGTCTCAATTCGGA
ATGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGAA
CAGC-3’

88/2-3 (1295 nt): 5'-CTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACATTTSTAGCTTGC

TAGAAGATGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACTTAGGAATCTACCTAGT
AGTGGGGGATAGCACGGGGAAACTCGTATTAATACCGCATACGACCTACGGG
AGAAAGGGGGCAGTTTACTGCTCTCGCTATTAGATGAGCCTAAGTCGGATTA
GCTAGATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGA
GAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCC
GCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAG
ACCTAATGGTTAATACCCATTARCGATGACATTAGCTGCAGAATAAGCACCG
GCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCG
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GAATTACTGGGCGTAAAGCGAGCGTAGGTGGCTTGATAAGTCAGATGTGAAA
TCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATCTGAAACTGTTAGGCTAGAGTAGGT
GAGAGGGAAGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAG
GAATACCGATGGCGAAGGCAGCTTCCTGGCATCATACTGACACTGAGGCTCG
AAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGTCTACTAGTCGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGACGCAGCTAACGCA
ATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATATCTAGAATCCTGCAGAGATGCGGGAG
TGCCTTCGGGAATTAGAATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTAC
CAGCGGGTTAAGCCGGGAACTCTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGA
AGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTTCACCAC
GTGCTACAATGGTAGGTACAGAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATC
TCAAAAAGCCTATCGTAGTCCAGAATGGAGTCTTGCAACTCGACTCCATG-3’

88/2-4 (1420 nt): 5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATG

(Vollsequenz)

CAAGTCGAGCGAGACCTTCGGGTCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGAACGTGCCCTTTGCTACGGAATAGTCCCGGGAAACTGGGTTTAATACCGT
ATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGCAAAGGATCGGCCCGCGTTGGAT
TAGGTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGCCGACGATCCATAGCTGGTTT
GAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATCTTAGACAATGGGGGCAACCCTGATCTAGCCATG
CCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAGCTGGGAAGA
TAATGACGGTACCAGCAGAAGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GTAGGCGGACTGGAAAGTTGGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCTCGGAAC
TGCCTTCAAAACTATCAGTCTGGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATACCGAG
TGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGTGGAACACCAGTGGGCGAAGGCGG
CTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGTCGTCGGG
TTGCATGCAATTCGGTGACACACCTAACGGATTAAGCATTCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAACCCTTGA
CATCCCTGGACCGATCCGGAGACGGATCTTTCACTTCGGTGACCAGGTGACA
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCG
GCAACGAGCGCAACCCACGTCCCTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTA
TGGAAACTGCCGATGATAAGTCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTC
ATGGCCCTTACGGGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGG
TTAATCCCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGTCCTCTGCAACTCGAGGGCAT
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GAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAACAGCATGCCGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTCTACCCGAC
GGCCGTGCGCTAACCTTTCGGAGGCAGCGGACCACGGTAGGATCAGCGACT
GGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA-3’

88/2-5 (1174 nt): 5'-TGGCGGCACGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAGACCTTCGGGTCTAGCG
GCGGACGGGTTAGTAACGCGTGGGAACGTACCTTTTGCTTCGGAATAGCCTC
GGGAAACTGGGAGTAATACCGAATGTGCCCTTTGGGGGAAAGATTTATCGGC
AAAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGATAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAA
GTCTGCGATCAGTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCAACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTAGACAATGG
GCGCAAGCCTGATCTAGCGATGCCGCGTGAGTGACGAAGGCCTTAGGGTCGT
AAAGCTCTTTCGCCAGGGATGATAATGACAGTACCTGGTAAAGAAACCCCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTGAGGGGTTAGCGTTGTTCGG
AATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTAGAAAGTTGGGGGTGAAAT
CCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTCCAAAACTACTAGTCTAGAGTTCGAG
AGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAATGCCAGACGTCAGGGGGCTTGCCCTTTGGTGTCACACCTAACGGATT
AAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGC
AGAACCTTACCAACCCTTGACATCCTCTGACCGCCTAGGAGACTAGGTTTTAT
CGTAAGATACAGAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCACATCCTTAGTTGCCAT
CATTTAGTTGGGCACTCTAGGGAAACTGCCGTGATAAGCGGGAGGAAGGTGT
GGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGTTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGCATCTACAGTGAGTTAATCTCCAAAAGA-3’

88/2-6 (1095 nt): 5'-TGGCGGCACGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAGACCTTCGGGTCTAGCG
GCGGACGGGTTAGTAACGCGTGGGAACGTACCTTTTGCTTCGGAATAGCCTC
GGGAAACTGGGAGTAATACCGAATGTGCCCTTTGGGGGAAAGATTTATCGGC
AAAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGATAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAA
GTCTGCGATCAGTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCAACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTAGACAATGG
GCGCAAGCCTGATCTAGCGATGCCGCGTGAGTGACGAAGGCCTTAGGGTCGT
AAAGCTCTTTCGCCAGGGATGATAATGACAGTACCTGGTAAAGAAACCCCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGCTAGTCGTTGTTCGG
AATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATTAGAAAGTTGGGGGTGAAAT
CCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTCCAAAACTACTAGTCTAGAGTTCGAG
AGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGG
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AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAATGCCAGACGTCAGGGGGCTTGCCCTTTGGTGTCACACCTAACGGATT
AAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGC
AGAACCTTACCAACCCTTGACATCCTCTGACCGCCTAGGAGACTAGGTTTTAT
CGTAAGATACAGAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCACATCCTTAGTTGCCAT
CATTTAGTTGGGCACTCTAGGGAAACTGCCCGTGATAAGCGGGAGGAAGGTG
TGGAT G-3’

88/2-7 (1498 nt): 5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATG

(Vollsequenz)

CAAGTCGAGCGGAAACGATGGTAGCTTGCTACCAGGCGTCGAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAATACTTAGGAATCTACCTAGTAGTGGGGGATAGCACGGGGAAA
CTCGTATTAATACCGCATACGACCTACGGGAGAAAGGGGGCAGTTTACTGCT
CTCGCTATTAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGATGGTGGGGTAAAGGCC
TACCATGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGG
ACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTT
GGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCTTCGGTTAATACCCGGAG
ACGATGACATTAGCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGAG
CGTAGGTGGCTTGATAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAAC
TGCATCTGAAACTGTTAGGCTAGAGTAGGTGAGAGGGAAGTAGAATTTCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGC
TTCCTGGCATCATACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGTCGTTGGGTC
CCTTGAGGACTTAGTGACGCAGCTAACGCAATAAGTAGACCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGAC
ATATCTAGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATTAGAATACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCGGGTTAAGCCGGGAACTCT
AAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCA
TCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTAGGTACAGAG
GGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCAAAAAGCCTATCGTAGTCCAG
ATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTAGGAATCGCTAGTAATCGCGGA
TCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGAGTTGATTGCACCAGAAGTGGATAGCTTAACCTTTGGGGAGGCG
TTCACCACGGTGTGGTTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAA-3’
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6.5

Charakterisierung der Isolate aus dem dquatorialen Atlantik

Tab. 6.7a: Kolonie- und Zellmorphologie, Beweglichkeit, Gramfarbeverhalten, Enzymaktivitit und taxonomische Einordnung (FISH) der Isolate
aus 20 m Wassertiefe von der Station 7004-1 (M49/4). Wachstum auf/in ASNy;-Agar/-Medium bei 27 °C fiir ein bis zwei Tage (wenn
nicht anders angegeben).

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- .
. . " . . Einordnung
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform Zellgrofie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (FISH)*
che Schwiirmagar)
N o ganz / glatt, dicke Stibchen, runde Enden, tw. taumeln, 1,6 cm
la kreisformig, flach milchig grau glinzend ciformig, cinzeln, 2er. 1,17 40,16 x 2,25 £ 1,08 (34d) - + -(6d) +(6d) v
1b kreisformig, flach milchig grau ganf / glatt, Stébchen, runde Enden, einzeln, 2er 1,23 +0,18 x 2,0+ 0,48 taumeln, 1,3 cm - + - + y
glanzend 3d
NP o ganz / glatt, Stabchen, runde Enden, einzeln, 2er, 1,15+£0,15x 1,92 £0,32
5a kreisformig, flach milchig grau glinzend Ketten (max. 33) + 1,2cm (3 d) - + + + Y
kreisformig, o . ganz / glatt, dicke Stabchen, einzeln, 2er, runde -
5b erhaben milchig weil = end Enden 1x 145£0,29 (4 d) - do TEO @ o
kreisformig, o ganz / glatt,  dicke Stibchen, auch lange, einzeln, 2er,
6al erhaben milchig grau glinzend runde Enden 1,08 £0,1 x2,19+0,38 +,1,7cm (3 d) - + + + %
P g ganz / glatt, Stibchen, runde Enden, einzeln, 2er, 0,74 £ 0,05 x 1,82 £ 0,46 . _ ~
6a2 kreisformig, flach gelb-griin glinzend sternformige Aggregate @d) +,3-4 mm (6 d) + ++ o
NP e ganz / glatt, dicke Stibchen, versch. Léinge, runde 1,15£0,15x 2,04 £ 0,33  taumeln, 2,4 cm B R
6b kreisformig, flach milchig grau glanzend Enden, meist einzeln, auch 2er (max. 55) 3d * * v
P transparent, ganz / glatt, Stabchen, versch. Linge, einzeln, 2er,
7al kreisformig, flach Zentrum milchig  gldnzend Ketten (6er), runde Enden, Aggregate 0.85£0,08x225£0062  +19em(3d) B * (6 d) *(6d) v
NP . ganz / glatt, Stabchen, runde Enden, einzeln, 2er, 0,78 £0,29 x 1,64 + 0,42 . R R
7a2 kreisformig, flach griin-gelb alinzend Aggregate Gd) +,3-4 mm (6 d) + +(6d) (6 d) o
kreisformig, anz / glatt. taumeln, 2,3 cm
7b erhaben, evtl. milchig grau ganz/ glatl, dicke Stabchen, einzeln, 2er 1,08 +0,15x 2,27 £0,98 Y - + + + %
- gldnzend (24d)
knopfformig
P o ganz / glatt,  dicke Stdbchen, versch. Lange, scheinen
7cl kreisformig, flach milchig grau glinzend leicht gekriimmt, cinzeln, 2er, 3er 1,06 + 0,07 x 2,13 £ 0,67 +,2,8cm (2 d) - + + + %
Zentrum leicht
7c2 kreisformig, flach milchig, Rand ganﬂz / glatt, Stidbchen, einzeln, 2er, tw. ,,Einschliisse 0,95+0,05x 2,66 +1,36 +,3 mm (2 d) - + + + v
gldnzend (4d)
transparent
’ kreisformig, ganz / glatt, Stébchen, runde Enden, einzeln, 2er, 0,7+0,09 x 1,52 £ 0,53 ~ ~
8a konvex gelb glanzend viele Aggregate (4d) 1,5 mm (3 d) * * @
kreisformig, . 1 .
8b erhaben, evtl. milchig grau ganf / glatt, dicke Stabchen, runde Enden, einzeln, 1,18 £ 0,14 x 2,06 £ 0,28 +,2,5cm (3 d) - + + + %
- glanzend 2er
knopfformig
3¢ kreisformig, milchig weil ganf / glatt, dicke Stibchen, einzeln, 2er, einen 3er, X 1,5+039 (4d) ; R a - . o
konvex glanzend runde Enden
kreisformig, . ganz / glatt,  Stibchen, versch. Lingen, runde Enden, 0,8 +£0,07 x 1,97 £ 0,47 _
0 erhaben griingelb glénzend sternformige Aggregate 3d > 2 mm (4 d) * THed +(64d) @
kreisformig, . ganz / glatt, Stébchen, versch. Lange, runde Enden, 0,74 £0,28 x 1,71 £0,45
10a erhaben griingelb glénzend sternformige Aggregate (44d) * 6 mm (4 d) B * * * @
10b kreisformig, milchig weill ganﬂz / glatt, Stibchen, einzeln, 2er, tw. ,,Einschliisse 0.94+0,08x 1,81 £0,39 +, 1,8 cm (3 d) - + ++ + %
konvex glinzend (4 d)

-, negativ oder unbeweglich; +, positiv oder beweglich; ++ (nur Katalase-Test), starke Sauerstoffbildung; tw., teilweise; versch., verschiedene;
evtl., eventuell
* a, o-Proteobacteria; vy, y-Proteobacteria
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Tab. 6.7b: Kolonie- und Zellmorphologie, Beweglichkeit, Gramfarbeverhalten, Enzymaktivitat und taxonomische Einordnung (FISH) der Isolate
aus 100 m Wassertiefe der Station 7004-1 (M49/4). Wachstum auf/in ASNy-Agar/-Medium bei 27 °C fiir ein bis zwei Tage (wenn
nicht anders angegeben).

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Einordnun
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform ZellgroBie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (FISH)® S
che Schwirmagar)
1 kreisformig, flach milchig grau ganf / glatt, dicke Stidbchen, runde Enden, einzeln, 1294 0,15 x 1,95+ 0.28 taumeln, 8 mm R 4 4 4 v
glanzend 2er (154d)
kreisformig, P ganz / glatt, dicke Stibchen, versch. Linge, runde taumeln, 5 mm ~ ~ .
2 konvex milchig grau glanzend Enden, meist einzeln, 2er 1,3+0,26x 1,87+0,38 (154d) * * v
3a kreisformig, milchig weil ganﬂz / glatt, dicke Stibchen, ‘_/ersgh. Linge, runde 1,3+0,17x 1,98 + 0,35 +, 11 mm (15 d) - + - + Y
konvex gldnzend Enden, meist einzeln, 2er
kreisformig, S ganz / glatt, Diplokokken, auch einzeln, 3er,
3bla ethaben milchig beige glinzend Tetraden, Ketten 1£0,09x1,33+£0,21 - + - ++ - LGC
kreisformig, - ganz / glatt, Stibchen versch. Linge, einzeln, 2er, R :
3blb erhaben gelb-griin glinzend 3er, runde Enden, Aggregate 0,7+0,12x 1,94 +0,57 +,3,5mm (5 d) ++(6d) +(6d) o
P R - ganz / glatt, dicke Stibchen, versch. Linge, runde taumeln, 5 mm ~ .
3ble lreisformig, flach milchig grau glanzend Enden, tw. eiférmig, einzeln, 2er 1,32£0,16x2,11£0,37 (15d) * * * v
kreisformig, o ganz / glatt, dicke Stébchen, runde Enden, einzeln,
3b2a erhaben milchig grau glanzend 2er, auch ldngere, tw. ,Einschliisse* 0.89+£0,03x 1.9+0,26 * 3,5 mm (15 d) B * * * ¥
kreisformig, - ganz / glatt,  Stdbchen, versch. Linge, runde Enden, + 1,5-4mm
3b2b1 erhaben gelb-griin glanzend einzeln bis 4er Kette 0,59£0,06x 1,91£0,32 (54d) : * A * o
3b2b2 kreisformig, milchig weil ganf / glatt, Diplokokken, einzeln, 3er, Tetraden, 0.97 40,12 x 112 £ 0,09 ; 4 a — R LGC
erhaben glanzend Ketten
. kreisformig, - ganz / glatt, kokkoide Stébchen, runde Enden, taumeln, 4,5 mm ~ .
sa erhaben milchig grau glanzend einzeln, 2er 1384024 x1,81£0,28 (154d) * * * Y
I . . . 4 +
Sbla kreisformig, milchig weil ganz / glatt, dicke Stdbchen, runde Enden, einzeln, 1,27 +£0,22x2,03£0,17 taumeln, 2 mm R . 4 4 v
konvex gldnzend 2er (max. 1 x 15u.1,2x 8) (15d)
I . . . 4 N
5b2 kreisformig, milchig grau ganz / glatt, dicke Stdbchen, runde Enden, einzeln, 1,22+0,13x2+04 3,5 mm (15 d) R . . . v
erhaben glanzend 2er (max. 1,1 x 10u. 1,2 x 5)
Shia kreisformig, gelb-griin ganﬂz / glatt, Stidbchen, versgh Liange, runde Enden, 0744007 x 1,84 40,17 +,1-3mm R 4 - 4 o
konvex glanzend einzeln, 2er (54d)
Sb3b kreisformig, milchig wei gan% / glatt, Diplokokken, 3er, Tetraden, Ketten, 1,03 £0,05 x 1,15 +0,07 } N : —- R LGC
erhaben glanzend Aggregate
scla kreisformig, milchig-grau, ganf / glatt, dicke Stabcheg, r.un(!e Enden, leicht 12240,12x207£0,19  + 3,5 mm (15 d) R 4 ~(64d) +(64) v
erhaben Rand transparent  glédnzend eiformig
anz / olatt Stibchen, versch. Linge, tw. ,,Ein-
5clb  kreisformig, flach transparent & . gatt, schliisse, meist einzeln, wenig 2er, 1ler 1,01 £0,03x 2,61 £0,83  +,3,5mm (15d) - + + + %
glénzend X
Kette, runde Enden, tw. leicht gebogen
kreisformig, milchig grau, ganz / glatt, dicke Stibchen, runde Enden, tw. 1,21+£0,14x 2,11 £0,19
5¢2b erhaben Rand transparent glanzend ciformig, einzeln, 2er, tw. Sphéroblasten  (max. 1,1 x 22 u. 1,1 x 16) 45 mm (15 d) B * -(6d) *(6d) ¥
500¢ kreisformig, gelb ganf / glatt, Stiabchen, Aggregate, runde Enden, 075401 x 2,11 +0,54 +,0,5 -3 mm . — . o
konvex lanzend einzeln, 2er (5d)

-, negativ oder unbeweglich; +, positiv oder beweglich; ++ (nur Katalase-Test), starke Sauerstoffbildung; tw., teilweise; versch., verschiedene;
evtl., eventuell

* a,, a-Proteobacteria; vy, y-Proteobacteria; LGC, niedriger G+C-Gehalt
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Tab. 6.7c: Kolonie- und Zellmorphologie, Beweglichkeit, Gramfarbeverhalten, Enzymaktivitéit und taxonomische Einordnung (FISH) der Isolate
aus 150 m Wassertiefe der Station 7004-1 (M49/4). Wachstum auf/in ASNy-Agar/-Medium bei 27 °C fiir ein bis zwei Tage (wenn
nicht anders angegeben).

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Gruppierun
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform Zellgrofie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (I?II;H)“ S
che Schwiirmagar)
kreisformig, flach . ganz / glatt, diinne Stibchen, versch. Lange, runde +, bis 2 mm -
lal erhaben mattgriin glénzend Enden, einzeln, 2er, kleine Aggregate 0.29£0,06x 1.97+0,35 (1d) B (44d) *@d *@d @
kreisformig, . ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden, R -
la2 konvex weil glanzend einzeln, 2er, sternférmige Aggregate 0,74£0,07x 1,74029 1 mm (13 d) “4d T@d T@d @
P oo ganz / glatt, . . . taumeln, 4 mm ~
1b kreisformig milchig-grau alinzend dicke Stabchen, einzeln, 2er 1,1£0,07x1,95+0,11 74d) + + + Y
2a kreisfrmig milchig-grau &7/ glatt, kokkoide Stibchen, cinzeln, 2er 12440,12x 1,01 £0,11  2umeln, 3,5 mm + + + v
glanzend (7d)
anz / elatt Stabchen, versch. Lange, auch sehr lange, :
2b2 kreisformig, flach mattgriin gglénzind * runde Enden, einzeln, 2er, 10er, Aggrega- 0,24 £0,05x 1,62+0,55 +,0,5mm (14 d) - “d +(4d) +(4d) o
te
2l kreisformig, flach mllchlg-'grau bis ganﬂz / glatt, dicke Stabchenj \_/ers.ch4 Lange, runde 0,99 40,03 x 1,64 £ 0,31 taumeln, 1,4-2,1 R " " . v
beige glanzend Enden, tw. eiformig, einzeln, 2er cm (1d)
— . ganz / glatt,  diinnere Stibchen, versch. Linge, runde +, bis 2 mm -
2¢c2 kreisformig, flach mattgriin glinzend Enden, cinzeln, 2er, Ansammlungen 0,4+0,07x 1,55+ 0,37 74d - “d +(4d) +(4d) o
dicke, tw. kokkoide Stibchen, versch.
kreisformig, flach milchig grau, ganz / glatt,  Lange/Dicke, runde Enden, einzeln, 2er, taumeln, 1,1 cm
23 erhaben Zentrum triiber glanzend 3er, eine 16er-Kette, tw. eiformig bis 1,09:£0,06 x 1,64 0,32 (1d) B * * * v
etwas spitzer zulaufend
3 kreisformig, flach  gelblich-gran 827/ glatt,  Stébchen, versch, Lange, einzeln, 1 lange 1) 4 g5 184058 + 2 mm (1 d) . Ca@dd) -(4d) o
& & ¢ glanzend Kette, sternformige Aggregate HHe 2008 X 51820, ’ (4d)
kreisformig, grau, transparen-  ganz / glatt, dickere Stibchen, versch. Linge, runde 0,97 +0,05x1,9+0,17 . . +
4alb erhaben ter Rand glanzend Enden, einzeln, 2er, tw. helle Einschliisse (max. 1 x 4,5) +0.9-Lem (5 d) (3d) +Gd +Gd Y
anz / alatt diinne Stibchen, versch. Linge, einzeln, a
4alc  kreisformig, flach griin ganz/ gat, 2er-4er-Kette, sternformige Aggregate, 0,36 £0,07x2,21+£0,55 +,2mm(15d) - +(3d) -(34d) o
glanzend (3d)
runde Enden
P Zentrum weil, ganz / glatt, Stabchen, versch. Lange/Dicke, runde +, 1,1-1,2 cm ~
4a2al  laeisformig, flach Rand grau glanzend Enden, tw. eiformig, einzeln, 2er 140,07x1,92£0,25 (6 d) * A * v
I . N + +
4a2a2 kreisformig, milchig-grau ganz / glatt, Stabchcn‘, versch. Lange, runde Enden, 09+0,11x1,73+0,3 -(64d) R . . . o
konvex glanzend einzeln, 2er, Aggregate (max. 1 x 4)
4a2b kreisformig, gelbgriin, Rand ganﬂz / glatt, St_abchen, versch. La.nge_, runde Enden, 0,42 40,04 x 2,09 40,49 +, 1-1,5 mm R a 4 n o
erhaben heller glanzend einzeln, u. a. sternformige Aggregate (6 d)
Kreisformi Zentrum srau anz / elatt dicke Stibchen, versch. Léinge, runde "
4a2c & erau, ganz/ glatl, Enden, einzeln, 2er; auch lingere und 0,98 £ 0,04 x 1,86 + 0,35 +,2,8 cm (4 d) - +(3d) +(3d) %
flach, erhaben Rand transparent glanzend « (3d
angeschwollene
— . - ganz / glatt, Stébchen, versch. Lange, runde Enden, -
4b kreisformig, flach gelblich-griin glinzend cinzeln; sternformige Aggregate 0,46 £ 0,05 x 2,06 + 0,43 +,2mm (1 d) - “d +(4d) +(4d) o
4el kreisformig, gelbgriin, Rand ganz / glatt, Slabchen, versch. Lange, r_unde Enden, 044£005x 1,734046  + 1-2mm (6 d) R : N " o
konvex (schmal) heller glanzend einzeln, 2er, u. a. sternférmige Aggregate
Kreisformi milchig weif3/ anz / elatt dickere Stébchen, versch. Liange, runde a
4c2 & grau, Rand S22/ 88 phden tw. leicht abgeflachte Enden, 0,93 +0,07 x 1,99 + 0,21 -(12d) - +(3d) +(3d) o
konvex glénzend - X . . 3d)
transparenter einzeln, 2er; helle Einschliisse
kreisformig, orange-gelb, ganz / glatt, Stabchen, versch. Linge, runde Enden, -
4dla erhaben Rand transparent  glédnzend cinzeln, 2er, 3er 0.57£0,08x2,05£049  +0,5mm (15d) B 3d) *Gd) +Gd @
P . ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden, R -
4dlb  kreisformig, flach weif3 glinzend cinzeln, 2er, Aggregate 0,77+0,05x 1,89 £0,35  +, 1,5 mm (1 d) @d +4d +4d o
kreisformig, Zentrum weil, ganz /glatt, dickere Stibchen, versch. Linge, runde +, bis 4 mm R
4d2a erhaben Rand transparent  glédnzend Enden, einzeln, 2er, Sphiroblasten 0.93£0,05x1,94£0,24 (6 d) * * * v
— gelblich griin, - . .
kreisformig, . ganz /glatt, diinne Stibchen, versch. Linge, runde taumeln, 2 mm ~ -
4d2b leicht erhaben tran;{yn:;znter glanzend Enden, einzeln, 2er, Aggregate 0,38£0,06x0,73+0,2 (24d) (44d) @ @ @
kreisformig, . ganz / glatt, Stibchen, versch. Linge, runde Enden, ~ -
4d2d erhaben mattgrin glanzend sehr agil, einzeln, 2er, 3er, Aggregate 042£004x 1794022 + 15 mm (2 d) 34d) 3 34 @
diinnere Stidbchen, versch. Linge, tw.
kreisformig, wei}, Rand ganz / glatt,  gestielt, tw. budding, einzeln, Aggregate, B R +
2 konvex transparent glanzend runde Enden, tw. zum Stiel hin spitzer 0,58£0,1x 1474037 > 1-4 mm (6 d) 3d TG TG @
zulaufend
P weif}, Rand ganz / glatt, Stébchen, versch. Lange, runde Enden, +
5bl kreisformig, flach heller alinzend cinzeln bis derKette 0,91+0,07x1,9+0,4 +,0,85cm (1.d) - (34 +(3d) +(34d) v
kreisformi; riingelb, Rand anz / glatt. diinne Stabchen, versch. Lange, einzeln, +, bis 2 mm -
5b2 s grungers, 8aNZ/ AL oo der-Kette, sternformige Aggregate, 0,31 % 0,03 x 2,18 £ 0,52 > - +@3d  +Gd) o
konvex transparent glanzend (154d) (34d
runde Enden
P " Stabchen, versch. Linge, einzeln, 2er- .
Sc kreisformig, gringelb, Rand ganz / glatt, 4erKette, sternformige Aggregate, runde 0,53 0,07 x 2,21 £ 0,42 + bis 1,5 mm - . +(3d) +(3d) o
konvex transparent gldnzend Enden (1d) 3d
— Zentrum milchig . . .
6al kreisformig, grau, Rand gan% / glatt, dicke Stabchf:n, versch. Linge, runde 1.04£0,05x2,164044  + 3,5 mm (4d) R 4 . . v
konvex glanzend Enden, einzeln, 2er-4er Kette
transparent
622 kreisformig, gelb-griin ganf / glatt, Stidbchen, \{cljsch. Lénge, runde Enden, 0,56+ 0,08 x 2,36 £ 0.38 +, bis 2 mm ~ R - . o
erhaben glanzend einzeln, Aggregate (1d)
— gelblich griin, . .
Gblal  KreISOMMIE g transparen. €307/ glatt, - Stdbchen, versch. Lange, runde Enden, o 5y ) 6 053161042 4 1smm1ad) - T+ Gd 64 a
erhaben ter glanzend einzeln, 2er, 3er, groflere Aggregate 34d)
Kreisformi weiB-orau: Rand anz / olatt Stibchen, versch. Linge, runde Enden, :
6bla2 & srat; ganz/ gatl, einzeln, 2er, sternformige Aggregate, tw. 0,84 £ 0,05 x 2,21 £ 0,27 +, 1 mm (7 d) - +(3d) +(3d) o
konvex transparent glénzend . - 34d)
Einschliisse
Kreisformi gelblich griin, anz / elatt diinne Stébchen, versch. Lange, einzeln, + bis 2 mm a
6blb e Rand transparen- & N satt, 2er-4erKette, sternformige Aggregate, 0,26 £ 0,05 x 2,32 £ 0,39 ’ - +(3d) +(3d) o
konvex glanzend (1d) (34d
ter runde Enden
6b2b1 Kreisformig gelblich griin, gla{l/ glatt,  diinne Stidbchen, verscl:A: Lz?nge, einzeln, 038+004x 1844035 -+, 1,5 mm (6.d) R } N N o
Rand transparent glanzend runde Enden, u.a. sternformige Aggregate
6b2b2 kreisformig, gelb-griin, Rand ganf / glatt, Stibchen, etwas dlckgr, versch. Lange, 0,5+ 0,08 x 1,68 %035 +,1 mm (14 d) R 4 4 4 o
erhaben transparent glanzend runde Enden, einzeln, 2er
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6 Anhang

Fortsetzung Tab. 6.7¢

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Gruppierun
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform ZellgroBie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (I'E'Il;H)“ s
che Schwirmagar)
6b2b3 kreisformig, grau ganf / glatt, Stz}bchen, versch. Léngg, runde Enden, 07340,06x 1944047  + 1,5mm (6 d) R : 4 4 o
konvex glanzend einzeln, 2er, sternférmige Aggregate
P gelblich griin, diinne Stabchen, versch. Linge, runde . R
6¢cl kreisformig, breiter transpa- gan"z /glatt, Enden, einzeln, selten 2er o. 3er, kleine 0,31 +0,07x1,94£0,2 *+0,5-1,5 mm - +(4d) +(4d) o
erhaben glanzend ®d) “4d)
renter Rand Aggregate
kreisformig, [ . ganz / glatt, dickere Stdbchen, versch. Liange, runde -, bis 1,5 mm R -
6c2 Konvex milchig weif3 glinzend Enden, einzeln, 2er 0,88 £0,04x 1,89 £0,2 5d) @d +@4d +4d o
P gelblich griin, - . N .
kreisformig, ganz / glatt, diinne Stibchen, versch. Lange, runde 0,37 +£0,05x 1,64 £0,3 +, bis 2 mm R -
6dla konvex lran;paanr(einler glénzend Enden, einzeln, Aggregate (max. 0,6 x 6) (1d) 34 G TG d @
kreisformig, galrzizné i‘;" Stabchen, versch. Liange, runde Enden, :
6d1b konvex (leicht milchig grau gkonzen-, einzeln, 2er, sternformige Aggregate, 2er 0,75 £ 0,07 x 1,87 £ 0,51 +,2 mm (5 d) - (34 +(3d) +(3d) o
knopff6rmig) . tiber ,,Steg* verbunden
trisch
kreisformig, . . ganz / glatt, diinne Stibchen, versch. Lange, runde +, bis 5 mm R :
6d2a erhaben gelblich griin glanzend Enden, einzeln, 2er, 3er, Aggregate 0,36+0,05x1,83+0,39 (1d) * * @
6d2b kreisformig, grau gan% / glatt, Stébchen, versch. Lange, e}nzeln, runde 0774007x 1784024+ 1,5mm (6d) R } 4 4 o
konvex glanzend Enden, 2er, u. a. sternformige Aggregate
7al kreisformig, flach grau gan,.z /glatt, Stébchen, ve.rschA Lénge, runde Enden, 0,85+ 0,05 x 2,04 £ 0,31 +2-2,5 mm - - + + y
glanzend einzeln, 2er, 3er (1d)
P P . ganz /glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden, +, bis 1,5 mm _
Ta2 kreisformig, flach milchig weif3 alinzend cinzeln, helle ,Einschlisse®, Aggregate 0,7£0,11x1,9+0,38 64d) + + + Y
kreisformig, milchig grau; ganz / glatt, Stébchen, versch. Lénge, einzeln bis ~
70l erhaben Rand transparent  glédnzend 4erKette, hiufig Ketten, runde Enden 0.93£0,05x2,07+0,39 +2em(11d) * * * ¥
PP Zentrum . . :
7b2 kreisformig, gelblich griin, ganf / glatt, Stabchc?n, versch. Liange, runde Enden, 0.7+0,12 x 1,67+ 0,59 +, bis 2 mm ~ R 4 4 o
erhaben glanzend einzeln, Ketten, Aggregate (1d)
Rand transparent
I . « " . 4 4
7 kreisformig, milchig grau ganz /glatt,  dicke Stibchen, versch. Lange, einzeln, 1,05+0,07 x 1,84 0,34 + 1,5 mm 9 d) R . 4 N v
konvex glanzend 2er. (max. 1 x 4,8)
7d1 kreisformig, beige, “chlrum gan% / glatt, dicke Stibchen, vq»sch, Lénge, runde 0,89 40,03 x 2,01 4026 +, 1,3 cm (4 d) R . . . v
erhaben triiber glanzend Enden, einzeln, 2er
kreisformig, flach grau, Zentrum ganz / glatt, dicke Stdbchen, versch. Linge, runde +, 1-1,5 mm
742 erhaben triiber glanzend Enden, einzeln, 2er 0.9x2,07+0,32 (54d) : * * * ¥
8 kreisformig, milchig grau ganz / glatt, dicke Stébchen 1,06 £0,05x 1,89 £0,13 taumeln, 5 mm - + + + %
konvex glanzend (74d)
Zentrum
P milchig-grau, ganz / glatt,  dicke Stidbchen, versch. Lénge, einzeln, 1,05£0,05x 1,93 +£0,18  taumeln, 7 mm
9a kreisformig, flach Rand transparen- glanzend 2er, Sphéroblasten (max. 1 x 5,2-8) (7d) - + + + Y
ter
kreisformig, —— ganz / glatt, Stibchen, versch. Linge, runde Enden, -
obla erhaben milchig-grau glanzend einzeln, 2er, sternférmige Aggregate 0,78 0,06 x 2,08 0,28 *+ 1 mm (1d) (4d) t@d ted @
kreisformig, anz /alatt dinne Stibchen, versch. Lange, runde
9blb flach, leicht mattgriin ganz/gat, Enden, einzeln, Aggregate, daran tw. 0,28 £0,06 x 2,18 + 0,51 +, 1 mm (13 d) - - + + o
glanzend
erhaben auch sehr lange
kreisformig, anz / olatt Stibchen, versch. Lange, runde Enden,
9b2b konvex (sehr grau ganz/ gatl, einzeln, 2er, sternformige Aggregate, 0,75+£0,05x 1,84 £ 0,18 +,3 mm (4 d) - - + + o
. glanzend
klein) daran auch sehr lange
kreisformig, e ganz / glatt, dicke Stéibchen, einzeln, 2er, Spha- 1,04 £0,07 x 2,01 £0,19
e konvex milchig-grau glanzend roblasten (max. 0,9-1,1 x 6-19) 3 mm (7d) B * B * ¥
P . . " N B B
92 kreisformig, schwach griin, ganf / glatt, Stibchen, v»erschA Liange, runde Enden, 0,47 +£0,07 x 2,23 £ 0,42 +35mm(7d) R ) - . o
erhaben Rand transparent glanzend einzeln, Aggregate (max. 0,6 x 15)
10a kreisformig, milchig weil ganf / glatt, Stibchen, versch: Lénge, runde Enden, 0934007 x 1,83 £0.25 +2mm (7 d) R 4 +(64) +(64) v
konvex glanzend einzeln
10b1 kreisformig, flach weiB ganf / glatt, Stabchf:n, versch. Linge, run(%c Enden, 0,68 40,09 x 1,47 +0.25 taumeln, 2mm R . 4 4 o
erhaben glanzend einzeln, tw. hellere Bereiche (2d)
1062 kreisformig, flach gelbgriin, Rand ganz / glatt, Stabch.en, versch. Linge, runde Enden, 0,38+ 0,08x 1,72£029  +, 1 mm (10 d) - - + + o
transparent glanzend einzeln, 2er, 3er, Aggregate
la kreisformig, milchig wei gan% / glatt, dicke Stiabchen, ru}*lde: Enden, einzeln, 1,08 40,06 x 1.99 40,13 +, 11 mm (6 d) R " R " v
konvex glanzend 2er, Sphéroblasten
kreisformi, Zentrum anz / glatt. dicke Stébchen, runde Enden, eiférmi taumeln, 1,3 cm
11b1 & milchig-grau, £/ &2t : : & 1,05+0,07x2,07+039 e - +(6d)  +(6d) y
konvex glanzend einzeln, 2er (6d)
Rand transparent
1162 kreisformig, gelblich griin gan% / glatt, Stabchen, versch. Linge, einzeln, 2er, 041 40,07 x 1754029 +, bis 1,5 mm R " " R o
konvex glanzend Aggregate (1d)
milchie. Rand anz / elatt Stibchen, versch. Lange, runde Enden,
11cl kreisformig, flach e & N gatt, einzeln, Aggregate, helle ,,Einschliisse® 0,77+0,05x 1,6+ 0,3 +,1cm (4d) - + + + %
transparent glénzend .
terminal oder zentral
kreisformig, - . .
112 erhaben bis milchig-grau, - ganz /glatt, - Stdbchen, versch. Linge, runde Enden, = 5, 65 1932038 +2mm(Gd) - Tt @dd +@d a
N Zentrum triiber gldnzend einzeln, 2er, kleine Aggregate “4d
knopfformig
13al kreisformig, (griingelb) ganz / glatt, Stabchcn,‘vcrsch, Linge, ,,Einschliisse”, 0,42+0,08x1,44+0,3 + Tmm(11d) R ) . . o
konvex orange-gelb glanzend einzeln, 2er, Aggregate (max. 0,5 x 6,5)
e diinne Stibchen, versch. Lange, runde .
13a2 kreisformig, gelblich griin 842/ glatt, Enden, einzeln, 2er, Aggregate, tw. 041+006x 1,66+042 i 23 mm - - + + o
konvex glanzend - (1d)
sternformig
Kreisformi matteriin anz / olatt diinne Stibchen, versch. Lange, runde R
13b & U ganz/ gatl, Enden, einzeln, 2er, u. a. sternformige 0,22 £0,04 x 1,97 £0,34 +, 1 mm (1d) - ++(3d) +(3d) o
konvex (blaugriin) glanzend 3d
Aggregate
Kreisformi anz / elatt Stibchen, versch. Lange, runde Enden, + bis 4 mm a
14al e grau & N satt, einzeln, 2er, sternférmige Aggregate, 0,72+ 0,09 x 1,82 £ 0,12 ’ - +(4d) +(4d) o
konvex glanzend (1d) “4d
daran tw. sehr lange
1422 kreisformig, flach gelblich griin, ganz / glatt, diinne Slab.chen, vers<.:h, Liange, runde 0.3140,07 x 1,96 40,29 +2 mm (4 d) R : N " o
Rand transparent glanzend Enden, cinzeln, kleine Aggregate
kreisformig " N .
: Z 0,24 +£0,07 x 2,09 £0,51 - -
14bla erhaben (schr grau ganz /glatt, Stabchen, versch. La.nge/chke, runde X +, 1-1,5 mm +4d) +4d) o
Klein) glanzend Enden, einzeln 0,68+0,12x227+1,5 (1d) “4d)
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Fortsetzung Tab. 6.7¢

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Gruppierun
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform ZellgroBie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (I'E'Il;H)“ s
che Schwirmagar)
anz / elatt diinne Stébchen, versch. Linge, runde 4 bis 1 mm 4
14b2  kreisformig, flach mattgriin & N satt, Enden, einzeln, 2er, u. a. sternformige 0,37+0,05x 1,6 £0,31 ’ - +(4d) +(4d) o
glanzend ©d (4d)
Aggregate
— . . ganz / glatt, diinne Stiabchen, versch. Linge, runde
14cl kreisformig, flach gelblich griin glinzend Enden, cinzeln, 2er, 3er, Aggregate 0,36 +0,05x 1,88 £0,4 +, 1 mm (10 d) - - + + o
PP gelbgriin, ’ diinne Stibchen, versch. Lange, runde . a
14c2a kreisformig, transparenter ganz / glatt, Enden, einzeln, 2er, u. a. sternformige 0,44+0,05x 1,85+0,4 * bis 2 mm - ++(3d) +(3d) o
erhaben glanzend (1d) (34d
Rand Aggregate
kreisformig, milchig weil- ganz / glatt, Stabchen, versch. Linge, runde Enden, -
14e2b erhaben grau glénzend einzeln, 2er, sternformige Aggregate 0.81£0,06x 1,78 £0,18  +,2mm (10d) B 3d) *Gd *Gd @
4¢3 kreisformig, flach Zentrum weil, ganf / glatt, dickere Stdbchen, Yersch. Lénge, runde 0.94 % 0,05 x 1.91 0,38 + 5mm 3 d) R 4 4 . v
Rand eher grau glénzend Enden, einzeln, 2er
kreisformig, weiB-grau, ganz / glatt, Stébchen, versch. Lénge, runde Enden, -, 1-1,5 mm ~ R
l4dla erhaben Zentrum triiber glanzend einzeln, 2er, Aggregate 0.87£0,05x1,79£0,14 (12d) * * @
14d1b kreisformig, gelbgriin, Rand ganz /glatt,  diinnere Stabchgn, versch. Linge, runde 0,33+0,05x2,16+0,38 +, Imm (13 d) - - + + o
konvex transparent glanzend Enden, einzeln, Aggregate
crl}()zet:&s::(')r\jlrﬁl)lr%cr Zentrum milchi anz / glatt Stibchen, versch. Lange, runde Enden, +
15ala © > VO ) e ganz/gall i seln bis der, tw. helle , Binschliisse® 0,82 0,06 x 1,78£031  + 2 mm (2 d) - +3d)  +3d) y
triiber Agar ist um beige glanzend Kleinere Agerceate (3d)
Impfstriche klar sereg
kreisformig, transparent, ; . .
15a2a  flach, leicht Zentrum ga‘l‘fn/z gfs" d“““i,‘.‘:' Sefrignggni‘afcﬁi‘;’ ]V:r“h‘ 0,23 +0,05x 5,38+ 4,14 ‘a”m?;“é)l mmo + + + CF
knopfformig gelblich glanzel ange, runde tnden, einze
Kreisformi anz /alatt Stabchen, versch. Liange, runde Enden,
15a2b & weily ganz/gatl, -y ine Seite oder beide spitz zulaufend, 0,94 + 0,07 x 1,74 £ 0,18 +, Imm (3 d) - - + + o
erhaben glanzend 5 X
einzeln, 2er, 3er, kleine Aggregate
Stabchen, runde Enden, versch. Linge,
P ganz / glatt,  mit , Einschliissen, einzeln, 2er, Aggre- +, 1,3-1,6 cm R +
15b1  kreisformig, flach  transparent grau glinzend gate, auch: ,,Negativbakerien = nahezu 0,83 £0,08x 1,8 0,36 (5d) Gd +(3d) +(3d) Y
durchsichtig und ,,Einschliisse” dunkel
15b2a Kreisformi Rand transpa- anz / elatt dickere Stibchen, versch. Lange/Dicke, "
s rent, Zentrum S04/ 84y de Bnden, tw. eiformig, einzeln, 2er, 0,96 +0,05x 1,9+023  + 3,25 cm (3 d) - +3d  +@d) y
1 erhaben L glanzend (3d
weify Ger-Kette
15b2a kreisformig, flach Zentrum weil, ganﬂz / glatt, Stibchen, rHHQe Enden, mit ,,Einschliis- 0.92£0,06x 1.8 %038 +, 1,5 mm (3 d) R 4 4 4 v
2 Rand eher grau glanzend sen”, einzeln, Aggregate
gelblich griin, . . N .
19026y isformig, flach  transparenter 2207/ glatt, - diinne Stébchen, versch. Lange, einzeln, 1o\ (0530 004049+, 1 mm (7 d) B + + + o
1 Hof gldnzend 2er, Kette, Aggregate, runde Enden
15b2b Rand transpa- ./ olatt,  dicke Staibchen, versch, Linge, rund
kreisformig, flach  rent, Zentrum S0 2/ 8% cke sabehen, verseh. Lange, runde 093+0,07x1,77+0,5  +55mm(3d) - + + + y
2 weiB glanzend Enden, einzeln 2er, 3er
P Zentrum beige, ganz /glatt, dicke Stibchen, versch. Linge, runde +,2-2,5 mm ~ -
l6ala  kreisformig, flach Rand transparent  glénzend Enden, einzeln, 2er, 3er 0.89£0,03x1,940,33 (2d) (4d) t@d t@d ¥
kreisformig, . ganz / glatt, Stabchen, versch. Lange, runde Enden, -
16alb konvex weill glanzend einzeln, 2er, sternformige Aggregate 0.82£0,04x1,75£0,18 > 1 mm (12 d) : “4d) @ @ *
- Zentrum ganz / . N " .
16b kreisformig, gelblich, weifier  glanzend,  Gickere langere Stabchen, versch. Lénge, o7 4 o0 3564 0 g5 - + B + - HGC
konvex . runde Enden, einzeln, 2er, tw. in Paketen
Rand kornig
Kreisformi milchie weiB- anz / alatt Stabchen, versch. Lange, runde Enden,
17a s s g2/ LA oinzeln, 2er, Aggregate, tw. , Einschliis- 0,84 £0,1x 1,78£023  + 2 mm (6 d) - + +(6d)  +(6d) y
konvex grau glanzend et
17 kreisformig, milchig weil3- ganz / glatt, Stapo»hon, vcrscb. Lange, runde Enden, 0.87 40,05 x 1,74 4035 + 6 mm (1 d) R . . i v
konvex grau glanzend einzeln, 2er, ein Ser, tw. Aggregate
kreisformig, gelblich griin, ganz / glatt, diinne Stibchen, versch. Linge, runde 0,41+0,03x1,97+0,3 +, bis 1,5 mm
18 Rand transparen- N . - + ++(5d) + o
erhaben ter glanzend Enden, einzeln, 2er, Aggregate (max. 0,7 x 6,5) (1d)
19ala kreisformig, griin-gelb gan% / glatt, Stabchcn‘, versch. Linge, runde Enden, 0.534007x1.994049 + 1,5mm (1 d) R i +(5d) . o
erhaben glanzend einzeln, 2er, Aggregate
kreisformig, . ganz / glatt, Stabchen, versch. Lange, runde Enden, +, bis 2 mm
19a1b erhaben grin-gelb glinzend einzeln, kleinere Aggregate 04£0,05x 188404 (1d) : * G + o
kreisformig, Stabchen, versch. Linge, runde Enden,
19alc o . ganz / glatt, . L e
konvex (fast milchig weill . tw. helle ,,Einschliisse®, einzeln, 2er, 0,77+0,07x2,15+0,42 +,1-22mm (2 d) - - + + o
1 N glanzend .
knopff6rmig) kleine Aggregate
19alc kreisformig, gelbgriin, Rand ganz / glatt, Stabchen., versch. Liange, runde Enden, 0,53 40,07 x 1,62 40,44 1,3 mm (4 d) R 4 - " o
2 erhaben transparent glanzend einzeln, 2er, Aggregate
kreisformig, griinlich-gelb, ganz / glatt, Stabchen, versch. Linge, runde Enden, -
19a2 erhaben Rand transparent  glianzend einzeln, 2er, 3er, Aggregate 0,43£0,05x 1,65£0,41 + 1mm (S d) B 3d G +Gd @
Stibchen, versch. Liange, runde Enden.
; N s N 5 158 +
19b1 kreisformig, flach milchig weill ga[llfn/zgha;’ einzeln, 2er, helle ,,Einschliisse*, 0.75 0’070)(9 ’5682 0.36 +, 1 mm (6 d) - + + + y
glanzel Aggregate (max. 0,9x 6,2)
1962 kreisformig, orange-gelb ganz / glatt, Slabchen., versch. Liange, runde Enden, 0.4+007x 1,92 % 0,64 1 mm (13 d) R N N N o
konvex glanzend einzeln, 2er, Aggregate
anz / elatt diinne Stébchen, versch. Linge, runde
19b3  kreisformig, flach mattgriin gglénzcg;nd * Enden, einzeln, Aggregate, daran tw. sehr 0,22 + 0,04 x 2,6 £+ 1,01 +,2mm (6 d) - - + + o
lange
20a kreisformig, griin-gelb, Rand ganz / glatt, Slabchen, versch. Lapge, runde Enden, 04340,05x 1494036 -+ 1,5mm (14 d) R N (5 d) " o
konvex transparent glanzend cinzeln, 2er, kleine Aggregate
matteriin. heller anz /alatt diinne Stébchen, versch. Lange/Dicke,
20bl  kreisformig, flach grun, & = st runde Enden, meist einzeln, 3er, Aggre- 0,21£0,03x1,61£0,34 + 1,5mm(6d) - - + + o
Rand glanzend gate
kreisformig, ganz / glatt, dltere Kultur, ca. 6 d, Stibchen, versch. taumeln, bis 1,5 -
20b2 leicht erhaben gelb-orange glanzend Lénge, runde Enden, einzeln, 2er 0,51+0,06x 1,95+0,19 mm (1 d) “4d) +@d +éd @
— . - ganz / glatt, Stabchen, versch. Lange, runde Enden, 0,48 £0,04 x 1,85+0,23 -
2la kreisformig, flach gelblich griin glinzend cinzeln, Aggrogate 02x 1,65 +039 +,2mm (2 d) - Gd ++(3d) +(3d) o
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Fortsetzung Tab. 6.7¢

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Gruppierun
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform ZellgroBie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (I'E'Il;H)“ s
che Schwirmagar)
dicke Stabchen, versch. Lange, runde
kreisformig, o ganz / glatt, Enden, einzeln, tw. mit ,,Einschliissen®,
21bl erhaben milchig grau glanzend 2er-8er-Kette, tiber ,,Stege™ verbunden, 0.98£0,04x203£038 +,1,05cm(1d) - * A * Y
Aggregate
21b2 kreisformig, gelbgriin ganz / glatt,  Stdbchen, versch. Lénge, runde Enden, 0,58 40,06 x 1,92 40,79 + 1 mm (1 d) R . i 4 o
konvex glanzend ler, Aggregate
kreisformig, . ganz / glatt, Stabchen, versch. Lange, runde Enden, +, bis 2mm
2lel erhaben gelb-griin glanzend einzeln, Aggregate, tw. ,,Einschliisse” 043£0,13x1,83£0,41 (14 d) - * G * o
22al kreisformig, milchig weil- gan% / glatt, dicke Stabchen, runde Enden, einzeln, 109 40,03 x 1,82 40,15 taumeln, 3 mm R " " N v
konvex grau glanzend 2er (11d)
2222 kreisformig, griin-gelb, Rand ganf / glatt, Stébchen, versrl:h. Lénge, runde Enden, 0444005x1.91£0,17 + Lsmm (11 d) R 4 ++(64) +(64) o
erhaben transparent glanzend einzeln, 2er
Zentrum
+ +
22b kreisformig, flach milchig, Rand ganz / glatt, dicke Stébchen, einzeln, 2er, 4er LI£0,05x 191 £0,12 +,3mm (11 d) - + + + y
P glanzend (max. 1 x 6,5)
ransparent
Zentrum anz / elatt
22¢ kreisformig, flach milchig, Rand & l'a{nzcg;nd ? dicke Stébchen, einzeln, 2er, ein 4er 1,06 £0,05x 1,92+ 0,1 + 1em(11d) - + + + %
transparent &
Kreisformie” = gi:z}}t’ Stabchen, versch. Lange/Dicke, runde
23al ” ormig transparent L . Enden, einzeln, 2er, Kette, helle ,,Ein- 0,82+0,11x1,9+0,34 +, 1 mm (5 d) - + + + %
unruhig, flach hig/pickeli o w
e schliisse
Kreisformi anz /elatt Stébchen, versch. Lange/Dicke, Enden
23a2a e milchig weill & L gatl, -y spitz zulaufend, einzeln, 2er, bis 12er, 0,9 0,05 x 1,75 £ 0,25 +, 1 mm (3 d) - - + + o
konvex glanzend
Aggregate
23a3 kreisformig, grau ganz / glatt,  Spirillen, versch. Liange, runde bis spitze 0.5+008x2.11£048  + 1,9cm(10d) R N N " o
erhaben glanzend Enden, einzeln, Aggregate
P gelbgriin, Rand  ganz/ glatt,  Stibchen, sehr agil, versch. Lénge, runde 0,48 £ 0,04 x 2,2 + 0,49 -
23bl kreisformig, flach transparent glanzend Enden, einzeln, 2er, Aggregate (max. 0,7 x 5,9) H1mm(1d) (34d +Gd +Gd o
2362 kreisformig, flach grau ganz/glati,  Spirillen, versch. Lange, runde-spitze 4o, 0415 164037 -+ 2mm (1 d) . + + + o
glanzend Enden, einzeln, 2er
P milchig weiBl- ganz / glatt, dicke Stibchen, versch. Linge, runde taumeln, 3 mm ~ ~
2e kreisformig, flach grau glanzend Enden, tw. eiformig, einzeln, 2er 0.98£0,04x1,7+0,31 (7d) * ©d +©d ¥
23d1 kreisformig, milchig grau ganz / glatt, Stabche.n, versch. Lagge, rupde}inden, 0.8440,07x 1,77 4033 1 mm (9 d) R 4 +(64) " v
konvex (klarer) glanzend einzeln, tw. ,,Einschliisse
kreisformig, milchig grau ganz / glatt, dicke Stibchen, versch. Léinge, runde taumeln, 2 mm
23d2 konvex (milchiger) glanzend Enden, tw. eiformig, einzeln, 2er 1,12£0,06x 1,8+0,27 (7d) B * -6d * ¥
24al  kreisformig, flach  OSA-transparent, - ganz/glatt, - Kurzstibchen, versch. Lange, runde ) o7\ (551994037 4, 1 mm 4 d) N + + + ¥
Zentrum triiber glanzend Enden, einzeln, tw. eiformig
2422 kreisformig, flach weiB gan% / glatt, dickere Stabchen, Ycrsch. Lénge, runde 0,84 40,05 x 1,74 4025 . R : . 4 o
erhaben glanzend Enden, einzeln, 2er
— . gestielte Bakterien, einzeln, Aggregate,
24pla  Kreisformig, weil, transpa- - ganz/ glatt, tw. zum Stiel hin etwas schmaler 0,57+0,07x1,76£02 -+ 1 mm (15 d) - + 4G54 + o
konvex renter Rand glanzend A
werdend, tw. budding tiber Hyphe
24b1b kreisformig, gelb-griin, Rand gan% / glatt, Stidbchen, \{crsch. Lénge, runde Enden, 0.4140,07 x 1,58 £ 0.41 +, 1 mm (14 d) R } +(5d) . o
konvex transparent glanzend einzeln, Aggregate
diinne Stibchen, versch. Lange, runde
24blc kreisformig, gelb-griin, Rand  ganz/ glatt, Enden, einzeln, Aggregate, daran tw. R -
1 konvex transparent glanzend langere und dickere; Gram: Zellen héufig 0.33£008x 1.76£032 1,5 mm (14d) 3d TG TG @
leicht gekrimmt
Zentrum: beige- . . .
. . . . 0,91 £ 0,06 x 1,52 + 0,36
2412)10 kreisformig, flach  braunlich, Rand gatlléln/zilla(;l, dickere Slab%l‘:ledr:nveerisnczlzlﬁange » runde 0’; 112 +, ca. 2 mm (3d) - (3+d) +(3d) +(3d) %
transparent g ’ (max. 0,7 x 11,2)
kreisformig, gelb-griin, Rand  ganz / glatt, diinne Stibchen, versch. Lange, runde -
24b2a konvex transparent glanzend Enden, einzeln, 2er, Aggregate 0,32£0,04x 1,66+ 0,49 1 mm (14 d) : (3d 3 3 o
Kreisformi anz / elatt Spirillen, tw. erst vibrioformig, sehr agil,
24c¢ & grau ganz/ glatl, versch. Lange, Enden rund bis spitz, 0,48 £ 0,04 x 2,54 + 0,77 +,3mm (2 d) - + + + o
erhaben glanzend .
einzeln, Aggregate
Kreisformi elbariin. Rand anz / alatt diinne Stibchen, versch. Lange, runde a
25al s getbsrun, ganz/ gat, Enden, einzeln, eine 8er-Kette aus 0,25 £ 0,05 x 2,26 £ 0,54 +, 1 mm (6 d) - +(3d) +(3d) o
konvex transparenter glanzend . . 34d)
langeren Zellen, wenig Aggregate
kreisformig, . ganz / glatt, Stabchen, versch. Lange, runde Enden, ~ -
2522 konvex mattgriin glanzend einzeln, 2er, kleinere Aggregate 0A41£0,6x1,75+0,5 *+ 1.5 mm (1d) (3d) +*3d +*3d @
kreisformig, flach  gelbgriin, Rand ~ ganz/ glatt, diinne Stibchen, versch. Lange, runde -
25b1 erhaben transparent glanzend Enden, einzeln, Aggregate 0,17£0,05x2,09+0,39 + 1 mm (1d) : “4d td td o
beige, Zentrum anz / elatt Stabchen, versch. Linge, runde Enden, 152 mm "
2562 kreisformig, flach  triib,Rand S0 8L ginzeln, der, oft zentral (0. terminal) helle 0,85 + 0,05 x 1,59 40,3 R - +@d)  +@d ¥
gldnzend . L (4d) 4d)
transparent ,.Einschliisse’
R . - b + 4
25¢1 kreisformig, milchig weil ganz / glatt,  Stibchen, t\{v. mit ,,Einschliissen B runde 0,82 +0,09 x 2,03 £ 0,85 + 1 mm (6.d) R . +(6d) +(6d) v
erhaben glanzend Enden, einzeln, 2er, versch. Linge (max. 0,8 x 10,6)
kreisformig, o . ganz / glatt, dicke Stabchen, runde Enden, einzeln, taumeln, 2,5 mm
25¢2 erhaben milchig weill glinzend Der, 3er 1x1,56+0,28 64d) - + -(6d) +(6d) %
kreisformig, milchig weiB, ganz /glatt, dickere Stabchen, versch. Linge, runde -
26 leicht erhaben Zentrum dichter glanzend Enden, einzeln, 2er 0.82+0,06x 1,95 +0,33 + 1 mm (4 d) B “4d NS NS @
gewellt / " .
o matt-glin- _Slabchen, versch. Lange,»runde"Enden, 074022 x 2,26 + 0,62
27a kreisformig, flach  grau transparent einzeln, 2er—8er-Kette, ,,Einschliisse®, tw. +,4,5mm (1d) - + +(5d) + Y
zend, Ver- X z 0,84 +0,07 x 2,02 £0,23
X leicht gekrimmt
tiefungen
beice. Rand anz / olatt Stibchen, versch. Linge, tw. etwas
27b kreisformig, flach ¢, & N eatt, eiformig, runde Enden, einzeln, 2er, tw. 0,9 +0,05x 1,93 £0,47 +, 1,5 mm (7 d) - + + + %
transparent glénzend . S
,,Einschliisse
kreisformig, " ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden, +, 1-1,5 mm _ -
28a konvex griingelb glanzend einzeln, 2er, Aggregate 0,79£0,03x2,12+£0,35 (5d) “4d @ d) T@d @
kreisformig, ganz / glatt, Stibchen, tw. mit Stiel, einzeln, grofie ~ +
28b1 Konvex grau glinzend Agregate 0,66 +0,14 x 1,34 £ 0,33 +,2mm (4 d) Gd +(3d) +(3d) o
kreisformig, - ganz / glatt, diinne Stabchen, versch. Linge, runde -
28cl konvex griin-gelb glanzend Enden, einzeln, 2er, kleine Aggregate 031£0,07x2,16£0,53 +4mm(4d) : (34d HGd 3 o
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Fortsetzung Tab. 6.7¢

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Gr ierun.
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform ZellgroBie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase ;ll'?II;H)I: s
che Schwirmagar)
kreisformig, kon- . ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden , R :
28¢2 vex, knopfahnlich wei glanzend einzeln, 2er, sternférmige Aggregate 0,73£0,08x 1,66 £0,2 1 mm (13 d) TG * @
7 i i 0,44 £0,05x 1,27 £ 0,25
29a kreisformig, flach gelblich griin ganz / glatt, Slabchen., versch. Liange, runde Enden, 5 05 x 1, 5 + 1 mm (13 d) _ + ++(5d) + o
glanzend einzeln, 2er, Aggregate 0,6+0,16x 1,59 +0,24
P - ganz / glatt, Stébchen, versch. Lange, runde Enden, +, bis 1,5 mm -
30a kreisformig, flach griinlich glinzend cinzeln, Aggrogate 0,47 £0,08 x 1,61 £0,26 (d - “d ++(4d) +(4d) o
+,5-6 mm (4 d),
30bla kreisformig, mattgriin, Rand ganz / glatt, Stabchen, V'ersch. Liange, runde Enden, 0.28 40,04 x 1,66 4037 umwachsen, R a . . o
konvex transparent glanzend einzeln, Aggregate schmaler
Hemmbhof
Kreisformi anz / olatt dickere Stibchen, versch. Linge, runde :
30blb e weil ganz / glatt, Enden, einzeln, 2er, sternformige 0,79 £0,06 x 1,88+ 0,26  +,2mm (10d) - +(4d) +(4d) o
konvex glanzend “4d)
Aggregate
kreisformig, ; " .
30626 erhaben bis milchig gra 812/ glatt, - Stébchen, versch. Linge, runde Enden, 5 77 50 184034 +2mmsd) - T+Gd 4G9 a
Konvex glanzend einzeln, 2er, sternformige Aggregate 3d
kreisformig, P . ganz / glatt,  Stdbchen, versch. Lange, einzeln, 2er, mit
3la konvex milchig weil} glanzend ,.Einschliissen®, Sphiroblasten 0.88+0,04x1,63+0.36 +7mm(1d) : * * * v
anz | elatt Stabchen, versch. Linge, runde Enden, 0,89 +£0,07 x 1,96 + 0,42 N
31bla  kreisformig, flach grau & . glatt, einzeln, 4er-Kette, ,,Einschliisse* zentral (max. 0,9 x 5 und 0,8 x +, 8 mm (1 d) - +(3d) +(3d) %
gldnzend . ’ ’ 3d
oder terminal >12)
kreisformig, 0z / elatt Stabchen, versch. Lange, runde Enden,
31blb  konvex (knopf- weil} ganz/ gat, einzeln, sehr viele sternformige Aggrega- 0,77 £ 0,07 x 2,04 £ 0,28 +,2mm (1d) - . +(3d) +(3d) o
P glanzend 34d)
ahnlich) te
kreisformig, flach  gelbgriin, Rand  ganz/ glatt, diinne Stabchen, versch. Linge, runde ~ -
31b2a erhaben transparent glanzend Enden, einzeln, Aggregate 031£0,060x1.95+0,57  + 1mm(13d) 4d) ted ted @
- ganz / glatt, Spirillen, versch. Lange, runde - spitze +
31b2b  kreisformig, flach grau glinzend Enden, cinzeln, 2er, Aggregate (klein) 0,47+0,05x2,15+£039 + 1,5mm(2d) - “d +(4d) +(4d) o
31b3a P . ganz / glatt, kurze Stabchen, versch. Lange, runde +
1 kreisformig, flach beige glinzend Enden, cinzeln, viel  Einschlisse 0,86 £ 0,08 x 1,68 + 0,37 +, 1,2 cm (4 d) - (4 +(3d) +(3d) %
M3 eisformig, flach  weip-grau S/ glatt - Spirillen, versch. Lange, runde Enden. 514 0035034035 +,095em(7d) -+ + + a
2 glénzend evtl. leicht spitz, einzeln
31630 cisformig, flach grau ganz/glatt,  Spirillen, versch. Lange, runde Enden, 174 07, 558405 + 2,1 em (4 ) - + + + a
1 glanzend evtl. leicht spitz, einzeln
31b3b Kreisfomi nz/ alatt Stébchen, versch. Lange, runde Enden,
cistormig, weil}-grau ganz/ gat, einzeln, 2er, sternformige Aggregate, 2er:  0,85+0,05x 1,68 0,23  +,2mm (15d) - . +(3d) +(3d) o
2 konvex glanzend - « (3d)
iber ,,Steg“ verbunden
B . . Stibchen, versch. Lange, runde Enden.
31b3b kreisformig, gelblich griin, ganz / glatt, . . ’ L _ -
3 erhaben Rand transparent _glanzend einzeln, kleine Agririzgale, tw. sternfor: 0,35 £0,05 x 2,25+ 0,56 +,2mm (5 d) ) +(34d) +(3d) o
3lc kreisformig, milchig beige, ganf / glatt, Spirillen, rgnde Enden, versch. Linge, 0,53 £0,05% 2,6 % 0,55 +1em(3d) R . . . o
erhaben fast transparent glénzend einzeln, Aggregate
kreisformi; elb-griin, Rand anz / glatt, diinne Stabchen, versch. Lange, runde -
32 & geb-grun, ganz/ gatl, Enden, einzeln, meist sternformige 0,34+0,05x 1,64 £0,28  +, 1,5mm (4 d) - ++(3d) +(3d) o
konvex transparent glanzend 3d
Aggregate
kreisformig, . ganz / glatt, Stibchen, versch. Linge, runde Enden, R -
34a erhaben griin-blau glinzend cinzeln, Aggregate 0,5+0,07x2,01 £0,28 +, 1 mm (11 d) @d +(4d) +(4d) o
kreisformig, gelb-orange, ganz / glatt, Stibchen, versch. Linge, runde Enden, +,2-2,5 mm R -
34bla konvex Rand transparent  gldnzend einzeln, Aggregate 0,5£0,09x1,834022 (44d) 34d) G 34 @
langere dickere Stdbchen, versch. Linge,
kreisformig oder . gewellt / runde, tw. spitze Enden, tw. gekrimmt +, 1-1,5 mm _ -
34blb flachig, flach transparent-grau kornig wie Spirillen, einzeln, 2er-5er-Kette, tw. 0.89+0,07x2,22:+£0,54 (5d) 3d +Gd TG ¥
,,Einschliisse*
ganz-
Kreisformio- gewellt / lange Stébchen, versch. Lange/Dicke, 4
34b2 . & transparent glatt, runde Enden, einzeln, 2er-7er-Kette, tw. 0,86 £0,05x 2,56 +0,79  +,2,5mm (5d) - +(4d) +(4d) %
flachig, flach R . X e “4d
picke-lig helle ,,Einschliisse
glanzend
34cla kreisformig, gelb-griin, Rand  ganz / glatt, Stabchen, versch. Linge, runde Enden, -
1 konvex transparent glanzend einzeln, kleine Aggregate 0,38£0,06x 1,97 £0,43 + 1 mm (4d) : (3d HGd +3d o
34cla kreisformig, transparent, ganz / glatt, dickere Stabchen, versch. Lange, runde taumeln, bis
2 flachig Zentrum triiber glénzend Enden, einzeln, 2er 0.79£0,1x1,94£0,51 5mm (4 d) B * * * v
34clb kreisformi; elblich griin, anz / glatt. Stébchen, versch. Lange, runde Enden, t;;fw?o?s(etd)’ -
e & grun, ganz/ giatt, einzeln, kleine Aggregate (daran tw. sehr 0,3+0,05x 1,73 +£0,29 ’ - +(3d) +(3d) o
1 erhaben Rand heller gldnzend B . " w schmaler 3d
lange, tw. mit hellen ,,Einschliissen®)
Hemmbhof
Zentrum grau, " .
34clb flachig, flach Rand transparent ganz / glatt, Stébchen, velrsch. Lange, runde Enden, 0,76 £0,12x 1,76 £0,25 +, 1,5mm (13 d) - y +(3d) +(3d) Y
2 B glanzend einzeln, 2er, 3er 3d
und breit
3dclc kreisformig, griin-gelb, Rand ganf / glatt, Stébchen, \iersch. Lénge, runde Enden, 0.3640.05x 1.75+0.3 +,1,5 mm (4 d) R - +(3d) +34d) o
erhaben transparent glanzend einzeln, Aggregate 3d
3402 kreisformig, grau bIS.mllchlg ganz / glatt, Stabchc‘n, versch. Langc,. rgndf: Enden, 1x 1,78 40,3 + 14cm (1 d) R . . . v
erhaben beige glanzend einzeln, 2er, tw. eiférmig
kreisformig, - ganz / glatt, Stabchen, versch. Lange, runde Enden, +, bis 1,5 mm -
35 erhaben griinlich-gelb glinzend cinzeln, Aggrogate 0,44 £ 0,08 x 1,65 £ 0,43 (14d) - “d ++(4d) +(4d) o
Stabchen, versch. Linge, runde Enden, 4 4
36 kreisformig milchig weill gatllézn/ i;a(;t' einzeln, 2er, tw. mit ,,Einschliissen®, 0.98+0,06x 1,88 +0,37 +, 1,5 mm (5 d) - + + + y
glanz Sphéroblasten (max. 1x5,6)
Kreisformi anz / alatt Stabchen, sehr versch. Linge (pleo- "
37a s milchig weip 5407/ 8% morph), runde Enden, tw. leicht ge- 1,19+0,19x 8,72 £9,12  + 2,5 mm (6 d) - +@4d) @ y
erhaben glanzend " . (44d)
kriimmt, Spharoblasten
kreisformig, o . ganz / glatt, dicke Stibchen, versch. Linge, runde ~ R
3761 erhaben milchig beige glanzend Enden, einzeln, 2er, Aggregate 1x2,05£0,59 + Llem @4d) * * @
3762 kreisformig, flach mattgriin ganﬂz / glatt, Stabchen., versch. Linge, runde Enden, 0.640.13x 2,63 £ 1,66 +, bis 3,5 mm a - R o
glanzend einzeln, 2er, Aggregate (1d)
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6 Anhang

Fortsetzung Tab. 6.7¢

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Gruppierun
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform ZellgroBie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (I'E'Il;H)“ s
che Schwirmagar)
P : dicke Stéibchen, auch extrem lange
38a kreisformig, milchig grau ganz / glatt, (pleomorph), runde Enden, einzeln, 2er, 0.99+0,03x9,06 + +,5,7 cm (4 d) - + + + Y
erhaben glénzend . 11,84
Ketten, Sphéroblasten
kreisformig, - ganz / glatt, Stabchen, versch. Lange, runde Enden, 0,92 £0,06 x 1,99 £ 0,17
38b1 erhaben milchig grau glanzend einzeln, 2er, Ketten, Sphiroblasten (max. 0,9 x 8) +3mm (7d) - + + + Y
kreisformig, . . ganz / glatt, Stébchen, versch. Lange, runde Enden, +, bis 2-6 mm
38b2 erhaben gelblich griin glinzend cinzeln, Zer 0,5+0,07x 1,51 £0,37 d - + ++(6d) +(6d) o
Spirillen und tw. nur leicht gekriimmte o.
F— ganz / glatt, gerade Stébchen, versch. Linge, runde +
38cla  kreisformig, flach grau glinzend bis spitze Enden, cinzeln, tw, helle 0,66 +0,05x 1,78 +0,5 +,3mm (1d) - 3d +(3d) +(3d) Y
,,Einschliisse*
38¢1b kreisformig, gelbgriin, Rand gan% / glatt, Stidbchen, \{crsch. Lénge, runde Enden, 0394 0.06x 1,61 £03 + 1mm (12 d) B + A A o
konvex transparent glanzend einzeln, Aggregate (44d)
diinne Stibchen, versch. Lange, runde
PP " ganz / glatt,  Enden, einzeln, 3er (Reihe und sternfor- 0,25+0,05x 1,9+0,42 R -
40al kreisformig, flach mattgriin alinzend mig), 7er (Reihe), klcine Aggregate, (max. 0.3 x >14) +,2,5mm (4 d) “d +(4d) +(4d) o
daran tw. sehr lange
kreisformig, gelbgriin, Rand  ganz / glatt, diinne Stiabchen, versch. Linge, runde -
402 konvex transparent glanzend Enden, einzeln, 2er, 4er, kleine Aggregate 0,22+0,04x2,03+0,62 2 mm (4 d) B “4d) NS +@d @
kreisformig, milchig weil3, ganz / glatt, dickere Stébchen, versch. Liange, runde ; R a
40a3 erhaben Zentrum triiber glanzend Enden, einzeln, 2er, Aggregate 0.9£0,05x184+0,14 * * @
P gelblich griin, . " N .
kreisformig, _ ganz / glatt, kiirzere Stabchen, versch. Lange, runde +, bis 2,5 mm _ -
400 (klein) Rand lr;;sparen glanzend Enden, einzeln, kleinere Aggregate 0,38£0,04x1,5+0,25 2d) 3d +Gd +Gd @
elblich eriin. anz / elatt diinne Stébchen, versch. Lange/Dicke, a
40cla  kreisformig, flach & erun, & . satt, runde Enden, einzeln, 2er, kleine 0,22 £ 0,04 x 1,68 £ 0,37 +, 1 mm (11 d) - +(3d) +(3d) o
Rand transparent  glénzend 3d)
Aggregate
40¢1b kreisformig, orange-gelb, ganz / glatt, Stabchen, versch: Liange, runde Enden, 0.57+0,07x 2,05 03 taumeln, bis 1 R : " " o
konvex Rand transparent  glédnzend einzeln mm (1 d)
kreisformig, . ganz / glatt, Stabchen, versch. Linge, runde Enden, R -
40cle konvex wei glénzend einzeln, 2er, sternformige Aggregate 0.76£0,05x 196 £045  + 1 mm (14 4d) 34d) +Gd) +Gd) @
kreisformig, P . ganz / glatt,  Stibchen, versch. Linge, tw. ,,Einschliis- +,9mm- 1,3 ~
4lal erhaben milchig weil glanzend se“, einzeln bis Ser Kette 140,07x1,92£0,16 cm (6 d) * * * v
milchie beige anz / alatt dicke Stdbchen, versch. Linge, runde
41a2  kreisformig, flach s belge, ganz/gat, Enden, einzeln, 2er-4erKette, Sphi- 1,04 £0,07 x 2,15 + 0,44 +,6mm (3 d) - + ++ + %
Rand transparent  glédnzend
roblasten
kreisformig, [ . ganz / glatt, Stibchen, versch. Linge, runde Enden,
41bl Konvex milchig weill glinzend cinzeln, 2er, tw. , Binschliisse™ 0,89 £0,03x 1,97+£0,44 +, 1,55cm (1 d) - + +(6d) +(6d) %
kreisformig, [ . ganz / glatt, Stébchen mit ,,Einschliissen®, versch.
41b2 konvex milchig wei glanzend Lénge, runde Enden , einzeln, 2er 0.89£0,06x2,14+0,3 + Llem (1d) : * +(©6d) +(©6d) v
N gelblich griin, ganz / glatt, Slabchen, versch. Le.mge, rundg Epden, 0314003x 179+
42 kreisformig Rand transparen- N einzeln, 2er, wenige sternformige +, 1 mm (10 d) - + + + o
glanzend 0,24
ter Aggregate
43al kreisformig milchig weig 2207/ glatt,  Stabchen, versch. Lange, runde Enden, - ¢0 4 062 124034 + 9 mm (5 d) B + +6d  +6d) ¥
glanzend einzeln, 2er
kreisformig, Lo . ganz / glatt, Stiabchen, sehr agil!, 1 ,,Korkenzieher®,
43a2 ethaben blaulich weill glinzend auf Agar vicle leicht gekriimmt 0,57+0,08x1,14£038  + 1,8cm (2d) - + + (6 d) + (6 d) Y
43bl  kreisformig, flach  milchig grau %7/ glatt,  Stabchen, versch. Lange, tw. , Binschllis- (o5, 05y 1 604043 + 145cm(6d) - + + + v
glanzend se“, runde Enden, einzeln, 2er
4302 kreisformig, flach bléulich (Bino), ganf / glatt,  sehr klclv‘c, leicht gekriimmte .Stabchcn, 0,42+ 0,11 x 1,26 % 0,46 + 13 em (1 d) ~ 4 4 4 v
sonst transparent  glanzend versch. Liange, runde Enden, einzeln, 2er
P . Stdbchen, versch. Lange, tw. mit Stiel, .
4dala - kreisformig, well, transpa- - ganz / glat, runde Enden, zum Stiel hin etwas 059+0,11x143£033 b L.ymm - + + + o
1 konvex renter Rand glanzend > . ’ ’ ’ ’ (1d)
schmaler, einzeln, tw. budding
Zentrum: beige- . . .
44ala kreisformig, flach  bréunlich, Rand ganf / glatt, dickere Stidbchen, ve{sch. Lénge, runde 0.93 % 0,05 x 1.47 £ 0,36 taumeln, R + +34d) +34d) v
2 glanzend Enden, einzeln 2,75 cm (4 d) 3d
transparent
PP mattgriin, : . " .
44alb kreisformig, Zentrum triiber, ganf / glatt, diinne Slgbchen, versch. Lange, runde 0.2940,03 x 1,61 +0.35 +,1-1,5 mm " " " o
konvex glanzend Enden, einzeln, tw. Ketten, Aggregate 84d)
Rand transparent
Zentrum milchig
P graubraun, Rand  ganz / glatt, dicke Stibchen, versch. Linge, runde +, bis fast 5 ¢ m R +
4422 reisformig, flach transparent; an glanzend Enden, einzeln, selten 2er 0.85£0,05x 1,58 +0,3 (4 d) (3d) +*3d +*3d v
Impfose rotlich
44b1 kreisformig, gelblich griin, ganf / glatt, Stabf:hen, versc}}. Lange, runde Enden, 037+ 0,05 x 1,78 4 0,47 +,1 mm (14 d) R } 4 . o
konvex Rand transparent  glédnzend einzeln, wenig kleine Aggregate
44b2a kreisformig, mattgriin, Rand gan% / glatt, Stabchcn‘, Ycrsch. Lénge, runde Enden, 0.3 % 0,05 x 2,06 0,42 +,3 mm (12 d) R . 4 . o
1 erhaben transparent glanzend einzeln, 2er, Aggregate
44b2a - transparent-grau, — ganz /glatt, dickere Stabchen, versch. Lange, runde +
2 kreisformig, flach Zentrum triiber glanzend Enden, tw. eiformig, einzeln 0.91£0,03x1,59+0,27 > 1mm 2 d) : “4d t@d t@d v
P " diinne Stibchen, versch. Lange, runde
44b2b kreisformig, mattgriin, Rand gla}t/ glatt, Enden, einzeln, 2er, Aggregate, daran tw. 0,34 £ 0,05 x 2,04 £0,36 +, 1,5 mm (14 d) - . +(3d) +(3d) o
1 erhaben transparent glanzend h L« 3d
sehr lange, tw. helle ,,Einschliisse
ganz / glatt,
44b2b Kreisformi Zentrum weil, glanzend; Stibchen, versch. Linge, ein rundes t‘;;::h(;?’ .
e breiter transpa- evtl. Gru-  Ende, ein spitzer zulaufendes, dort haufig 0,51 £0,12 x 1,63 £ 0,26 § - +(3d) +(3d) o
2 konvex . . K R aber schmaler (34d
renter Rand ben, wirkt Stiel, einzeln, budding, Aggregate .
Hemmstreifen
gepunktet
Kreisformi anz / olatt Stabchen, versch. Lange, runde Enden,
44b3 e gelbgriin & . gatt, meist einzeln, 2er, kleine bis mittlere 0,36 £0,05x 1,57 £ 0,45 +, 1 mm (14 d) - - + + o
konvex glanzend
Aggregate
44cla kreisformig, mattgriin, Rand ganf / glatt, Stébchen, versph. Lange/Dicke, runde 0314006 1,83 4035 +,2mm (11 d) R 4 4 4 o
erhaben transparent glanzend Enden einzeln, Aggregate
Kreisformi anz / olatt kiirzere Stidbchen, ein Ende rund, ande- +und-.2 mm
44c1b e weif} & . gt s spitzer zulaufend, gestielte unbeweg- 0,62 + 0,12 x 1,43 +0,27 ’ + + + o
konvex glanzend (124d)

lich, einzeln, tw. budding, Aggregate
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Fortsetzung Tab. 6.7¢

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Gruppierun
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform ZellgroBie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (I'E'Il;H)“ s
che Schwirmagar)
grau, Zentrum : . . 5
44c2  kreisformig, flach triiber, Rand ganz / glatt, dickere Stabchen, \./erschA Linge, runde 0,87 +0,05x 1,64 £0,26  +,3,1cm (4d), - + + + v
glanzend Enden, einzeln, 2er
transparent
kreisformig, e ganz / glatt, dickere Stibchen, sehr versch. Léingen, -
44d ethaben milchig beige alinzend runde Enden, cinzeln, 2er 0,88 +0,04x 1,76 £ 0,21 +, 1,5 mm (1d) - (4 +(3d) +(3d) v
kreisformig, ’ . .
4443 erhaben o. weils ganz/glatt,  Stabchen, versch. Lange, runde Enden, 0,8 x 1,99 + 0,35 +,2mm (12 d) B - +3d) +Gd) o
Konvex glénzend einzeln, 2er, sternformige Aggregate 34d)
elblich eriin. anz /alatt diinne Stibchen, versch. Lange, runde :
44ela  kreisformig, flach S grun, - ganz /gl g jen, einzeln, 2er, lange oft an Aggre- 0,19+ 0,06 x 1,63 £0,37  +, Imm (3 d) - +@4d @ a
Rand transparent gldnzend . . . " « 4d)
gaten, wenige mit hellen ,,Einschliissen’
grau, Zentrum ganz, leicht
4delb  kreisformig, flach  triiber, leicht ~ SSWell dickere Kurzstibehen, versch. Lange, o)\ 4y 574005 taUMeln, bis2 : + + + y
rosa glatt, runde Enden, tw. leicht eiformig, einzeln. mm (5 d)
glanzend
Kreisformi anz / elatt Stabchen, tw. kokkoid, tw. ldnger, runde :
44elc s weiB ganz gl g den, einzeln, 2er-Ser-Kette, lange mit 0,77 £ 0,05 x 1,46£025  +, 1,5 mm (3 d) - +3d)  +3d) a
konvex gldnzend . N ' 3d
hellen ,,Einschliissen'
anz / alatt Stabchen, versch. Lange, runde Enden, + ca. 1.5 mm a
44e2a  kreisformig, flach mattgriin ganz/ gat, einzeln, 2er, Aggregate, daran auch 0,31 £0,03 x 1,92 £ 0,53 P - +(3d) +(3d) o
glinzend < (1d) 3d)
langere
- grau, Zentrum dickere Stibchen, versch. Lange/ Dicke,
44e2b kreisformig, flach triiber, Rand ganz / glatt, runde Enden, tw. eiformig, einzeln, tw. 1,03 £ 0,05 x 1,68 + 0,34 taumeln, 9 mm - + + - %
erhaben glanzend (1d)
transparent aufgequollene
ganz / glatt,
Kreisformi Zentrum weiB, gla:vZJnd; Stabchen, versch. Linge, ein rundes +bis 2 mm .
44e2c e breiter transpa- § Ende, ein spitzer zulaufendes, dort haufig 0,67 £0,11 x 1,51 £ 0,34 ’ - +(3d) +(3d) o
konvex Gruben, . " R (1d) 3d
renter Rand wirkt Stiel, einzeln, budding, Aggregate
gepunktet
kreisformig, gelbgriin, Rand ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden, +,3,5-4 mm ~ -
45a konvex heller glanzend einzeln, 2er, Aggregate 0,33£0,05x 1,940,536 (4d) 34d) 3 3 @
kreisformig, o . ganz / glatt, dicke Stabchen, runde Enden, einzeln, taumeln, 4 mm
45b1 erhaben milchig weil glinzend Jer, auch ganz langes 1,1£0,05x 1,81 +0,3 d) - + -(6d) +(6d) %
Kreisformi milchie weiB anz / elatt dicke Stibchen, versch. Léinge, runde
45b2 s g welm, - ganz/gat, Enden, tw. ciformig, einzeln, wenig 0,99 £ 0,03 x 1,68 £ 0,32 -(14d) - - + + a
konvex Rand transparent gldnzend
Aggregate
4sc  Kreisformig, flach - milchig grau-  ganz / glatt, dicke Stibchen, einzeln, 2er 1,02£0,04x 1,89 £024  + 1,3cm (6d) - + + + y
erhaben weily glanzend
— P . Stdbchen, tw. eine Seite etwas ange- e
45d1 kreisformig, milchig wei, gan% / glatt, schwollen, runde Enden, versch. Linge, 0,69 £ 0,05x 1,81 £ 0,19 taumeln; bis 1,5 - - + + a
konvex Rand transparent gldnzend L mm (14 d)
einzeln, selten Aggregate
kreisformig, - ganz / glatt, Stébchen, versch. Lange, runde Enden, -
46a Konvex griingelb glinzend cinzeln, 2er, Aggregate 0,38+ 0,06x2,09+0,44 + 3,5mm(4d) Gd +(3d) +(3d) o
milchie erau anz / elatt dicke Stibchen, versch. Léinge, runde + ca. 3.5 mm
46b  kreisformig, flach 1 trai Sg e & L;min '\ Enden, tw. ciformig, cinzeln, 2cr, lange 1,14 :+0,05 x 1,77 +0,33 ed - + + + y
P g Kette (>20), Sphiroblasten
— Stébchen, versch. Lange, runde Enden, X
décla kreisformig, milohig weip £/ 8L oot b, eiformig, Zer, tw. Bin- 0.89£003x1,59£03  aumen LS - + + a
1 konvex glanzend PR mm (14 d)
schliisse
46¢cla kreisformig, beige, Rand gan% / glatt, Stabchcn‘, versch. Liange, runde Enden, 0,89 40,07 x 1,53 4033 taumeln, 2,5 mm R : - 4 o
2 konvex transparenter glanzend einzeln, 2er, Aggregate 2d)
kreisformig, S ganz / glatt, dicke Stibchen, versch. Linge, runde 1,17 +£0,13x 1,97 £0,27 +, 3,5-4 mm R
46clb erhaben milchig grau glanzend Enden, einzeln, tw. eiférmig, selten 2er (max. 1 x >12) (7d) + + + Y
kreisformig, o ganz / glatt, dicke, kiirzere Stébchen, versch. Linge, taumeln, bis 4
46¢2 erhaben milchig grau glinzend runde Enden, einzeln, 2er 0.97+0,07x1,33£0,23 mm (2 d) : B A * o
Kreisformi anz / elatt dickere Stabchen, versch. Liange, runde
47al & weiB ganz/ glatl, Enden, einzeln, 2er-9er-Kette, viele 0,89+ 0,06x 1,87+ 028  + 8 mm (10 d) - - + + y
konvex glanzend .
Ketten, kleinere Aggregate
kreisformig, gelblich griin, ganz / glatt, Stabchen, versch. Lange, runde Enden, -
47222 konvex Rand transparent glanzend einzeln, 2er, Aggregate 0,39£0,07x1,99£0,56 * 1 mm (18 d) (3d +3d +3d o
47a2b kreisformig, ganz / glatt, Spirillen, versch. Lange, runde-spitze +
) erhaben grau-transparent glinzend Enden, einzeln, Aggregate 0,43+0,05x2,38+0,45 +,1,7cm(7d) (34 +(3d) +(3d) o
+7b kreisformig, gelbgriin, Rand ganf / glatt, Stabchen, versch. Lalnge, runde Enden, 0.3940.06x 1,81 £0.6 +,2,5mm (3 d) R : 4 . o
konvex heller glanzend einzeln, 2er, kleine Aggregate
kreisformig, . . ganz / glatt, dicke Stibchen, versch. Léinge, runde 1,09 +£0,07x 1,87 £0,22  taumeln, 4,5 mm R
47cl erhaben milchig beige glanzend Enden, tw. eiformig, einzeln, 2er (max. 1 x >22) (7d) * * * Y
N kreisformig, g ganz / glatt, Stabchen, versch. Linge, runde Enden, +, bis 2 mm ~ R ~
472 erhaben gelb-grin glanzend einzeln, 2er, Aggregate 0,5£0,08x 1,58 +0.45 (1d) * @
milchie erau anz / alatt Stdbchen, sehr lange und sehr kurze,
48al  kreisformig, flach S grav, ganz/ gat, runde Enden, einzeln, 2er, Aggregate, 0,99 £0,03x2,25+0,76 +,ca.2cm(5d) - + + + %
Rand transparent  glédnzend
Ketten
48a2a - beige- ganz / glatt, dicke Stibchen, versch. Linge, runde R
1 kreisformig, flach transparent glanzend Enden, einzeln—7er Ketten 1,03£0,05 x 2,06 £ 0,49 *+ 3 mm (4d) * * * ¥
kreisférmig, flach ~ Zentrum milchig dicke Stdbchen, versch. Linge, runde N N
48;221 (Kolonien groBer beige, Rand garlign/zia(;t, Enden, einzeln-7er Kette, auch dicke, 1£005 x12il3 1_30’33 +,2,4 cm (7 d) - + ++ + Y
als bei al) transparent & aufgequollene, unférmige (max. 1,1 x 13)
48a2b kreisformig, griingelb ganz / glatt,  Stiibchen, \{crsch. Linge, runde Enden, 0.6+ 0,08 x 2,02 % 0,62 +, bis 3 mm R : - 4 o
erhaben glanzend einzeln, Aggregate (1d)
kreisformig, Zen-
trum leicht milchig, ganz / glatt, dicke Stabchen, versch. Lange, runde R R a
48bla konvex (knopf- Zentrum triiber glanzend Enden, einzeln, 2er, Aggregate 0.86+0,05x 1,78 £0,54 a4d * * @
dhnlich)
beise. Zentrum anz / elatt Stabchen, versch. Linge, runde Enden,
48blb  kreisformig, flach g - & . glatt, einzeln, 2er, Ser, kleinere Aggregate, 0,8+0,05x 1,77 £0,13 +, 7mm (1 d) - + + + Y
triiber glanzend

helle ,,Einschliisse*
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Fortsetzung Tab. 6.7¢

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Gruppierun
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform ZellgroBie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (I'E'Il;H)“ s
che Schwirmagar)
PP . ganz / glatt, Stabchen, versch. Linge, runde Enden, R
48blc  kreisformig, flach beige alinzend cinzeln, 2er, helle , Binschliisse™ 0,82 +0,1 x 2,03 £0,55 +,3mm (1d) + + + %
kreisformig, erha- milchig weil},
ben, evtl knopf- Zentrum trilber,  ganz /glatt, dickere Stabchen, versch. Liange, runde -
48b2b formig (sehr Rand transparen-  gldnzend Enden, einzeln, 2er, viele Aggregate 0.834£0,07x 1,56 +0,21 (49 B 34d) *Gd *Gd @
klein) ter
beige, Zentrum . . . .
48b2¢ kreisformig, flach triib, Rand gan% / glatt, dicke Stabchcq, vchfh, I:angc, runde 0.91 40,07 x 1,85 4026 +, bis 2 mm R . . . v
1 glanzend Enden, helle ,,Einschliisse®, einzeln, 2er (7d)
transparent
kreisformig, weil, Rand latt / latt dickere Stibchen, versch. Linge, runde taumeln. bis :
48c2a konvex, iltere transparent, g . glatt, Enden, einzeln, 2er, tw. helle ,,Einschliis- 0,83 + 0,05 x 1,96 + 0,33 N - +(3d) +(34d) o
5 N glanzend o 2mm (14 d) 3d
Kol. konzentrisch ~ Zentrum dichter s¢
transparent latt / elatt Spirillen, versch. Léange, runde Enden, .
48c2b  kreisformig, flach P! L & . St Jeicht gekriimmt, einzeln, Aggregate, 0,72 +0,06 x 1,8 £0,07 +,4mm (2 d) - +(3d) +(3d) v
Zentrum triiber glanzend A L (34d
tw. helle ,,Einschliisse
P milchig weif3- ganz / glatt,  dicke Stibchen, langere + kiirzere, runde +
48d kreisformig, flach grau glinzend Enden, cinzeln, 2er, tw. , Einschliisse 1,02+ 0,08 x 1,93 + 0,47 +,2mm (6 d), - “d +(4d) +(4d) v
PP gelbgriin, ’ . N
49al kreisformig, {ransparenter ganz / glatt, Stabchen, v»erschA Liange, runde Enden, 0314003 % .24+044 + 4 mm (12 d) R } N " o
konvex Rand glanzend einzeln, Aggregate
Kreisformi Wil orau anz / elatt dickere Stabchen, versch. Linge, runde
4922 ormig, grau. ganz g, jen, einzeln, 2er, Aggregate (kleine 0,8 +£0,05x 1,98 40,34 +, 6 mm (12 d) - - + + o
knopfahnlich Zentrum triiber gldnzend . .
sternférmig und grofiere)
kreisformig, gelblich griin, ganz / glatt, diinne Stibchen, versch. Lange, runde +,1,5-4 mm -
49 konvex Rand heller glanzend Enden, einzeln, 2er, 3er, Aggregate 0.33+0,05%2,39+0,53 (1d) B 3d G4 G4 @
49cl  kreisformig, flach transparent ganz / glatt, Spirillen, ve rsch. Lange, runde Enden, 0,54 £ 0,05 x 2,36 £ 0,54 + ca. 9 mm - + + + o
glénzend cinzeln, Aggregate (6d)
durchscheinend - .
49¢2  kreisformig, flach  boige, Rand  £20Z/ glatt, - Spirillen, versch. Linge, runde Enden, 50 6505 064033+ 7mm (7 d) . + + + o
glanzend einzeln, Aggregate
transparenter
50al  kreisformig, flach orange-gelb ganz / glatt, Stébchen, vers»chA Lange/Dicke, runde 0,46+0,2x 1,42+0,36 +, 1 mm (5 d) - - + + o
glanzend Enden, einzeln, Aggregate
ganz- dicke Stabchen, versch. Lange, runde
kreisformig, . gewellt / Enden, tw. eiformig, einzeln, 2er, 3er, tw. -
5022 erhaben weill glatt, haben Stabchen hellen Einschluss am 0.85+0,05x2,03+0,3 > 4mm 2d) : “4d @ @ v
glanzend Ende
kreisformig, gelblich griin, ganz / glatt,  diinnere Stibchen, versch. Linge, runde R R -
30b1 erhaben Rand transparent  glédnzend Enden, einzeln, 2er, Aggregate 032£0,04x207£0,51  + 1-2mm (3 d) (3d) +*3d +*3d @
kreisformig, . ganz / glatt, kiirzere Stibchen, tw. spitz zulaufend, tw. +, bis 3 mm +
3062 konvex weil glanzend gestielt, einzeln, budding, Aggregate 0.84+0,07x 1,68+0,38 (4d) B 3d G4 G4 @
Kreisformi gelblich griin, anz / elatt Stabchen, versch. Lange (auch sehr :
50c e Rand transparen- ganz/ glatl, lange), runde Enden, einzeln, 2er, 0,39 £ 0,06 x 2,04 + 0,42 +,3 mm (2 d) - +(3d) +(3d) o
erhaben gldnzend -~ 3d
ter sternformige Aggregate
kreisformig, orange-gelb, ganz /glatt, Stabchen, versch. Lange, runde Enden, +, bis 2 mm -
Slala konvex Rand transparent glanzend einzeln, 2er, Aggregate 0.48£0,04x 1,77 40,21 (1d) : (3d 3 3 *
anz /alatt diinne Stibchen, versch. Lange, runde :
Slalb  kreisformig, flach gelblich griin ganz/glatl, Enden, einzeln, 2er-5er-Kette, Aggregate, 0,28 £0,06 x 1,99 £0,26  +,3,5mm (2 d) - +(3d) +(3d) o
glanzend P " [€X)
daran hiufig sehr lange Stibchen
milchig beige-
kreisformig, flach  grau, bei groler  ganz /glatt, Spirillen, versch. Langen, Enden rund- R +
Sla2 erhaben Kol. Zentrum glinzend  spitz, kleine sternformige (3er) Aggregate 0,48+0,08x2,15+0,49 Hlem2d) 3d TG TG @
dunkler Punkt
51bl kreisformig, orange-gelb, ganz / glatt, Stabchen, v»erschA Liange, runde Enden, 0444007x 1844042  + 1mm(11d) R N N " o
erhaben Rand heller glénzend cinzeln, Aggregate
S1b2  kreisformig, flach  matigran 8207/ glatt, - dinne Stébehen, versch. Lange, runde )3, 0530044050+ 4mm(2d) . T s@d) +@d)
& &r glanzend Enden, einzeln, Aggregate hed 2UD X 204 =0, ’ “4d) @
Zentrum matt- " .
Slcl  kreisformig, flach  griin, Rand 8217/ glatt, - Stébchen, versch. Lange, runde Enden, 13, (40 5 204 046+ 4mm (2 d) . ; + + o
glanzend einzeln, 2er, wenige kleine Aggregate
transparent
kreisformig, flach  griingelb, Rand  ganz/ glatt, dickere Stdbchen, versch. Liange, runde taumeln, 2-3,5 R -
Sle2 konvex transparent glanzend Enden, einzeln, 2er, Aggregate 0,74£0,07x 2,03 £0,56 mm (5 d) “4d @ d) T@d @
N kreisformig, . ganz / glatt, Stibchen, versch. Linge, runde-spitze taumeln, bis 2 R +
Sle3 konvex weill glanzend Enden, gestielt, einzeln, Aggregate 0,5+0,09x1,6+0,35 mm (1 d) (4d) t@d +@d @
grau-wei, dicke Stibchen, versch. Linge, runde
P e ganz /glatt, Enden, einzeln, tw. eiformig, 2er, tw. +, 1-1,5 mm R +
52ala  kreisformig, flach lran;paanr(einler glinzend haben Stabehen hellen Einschluss am 1,01 £0,03 x 1,79 £ 0,33 ' @d +@4d +4d Y
Ende
kreisformig, flach " ganz /glatt, Stébchen, versch. Lange, runde Enden, -
52alb erhaben griingelb glénzend cinzeln, 2er, kleinere Aggregate 0,194£0,03x2,07+0,31 *3mm 2 d) B 34d) *Gd G4 o
Kreisformi gelblich griin, anz / elatt Stibchen, versch. Léange, auch sehr lange,
52a2a e Rand transparen- & z satt, runde Enden, einzeln, 2er, kleinere 0,34 £ 0,05 x 2,46 + 0,48 +, 3 mm (2 d) - - + + o
konvex glanzend
ter Aggregate
grau, Zentrum . . "
52a2b  kreisformig, flach  triiber, Rand  S27/#latt, - dicke, tw. kokkoide Stabehen, versch. 0 o5\ j g3 g3 tAumEln, 2Zmm FoolGd +(4d ¥
glanzend Lénge, runde Enden, einzeln, 2er (64d) (3d
transparent
Kreisformie. flach anz / alatt Stabchen, versch. Lange, runde Enden,
52bla & weil} ganz/ gat, einzeln, 2er, sternformige Aggregate, 0,76 £0,05 x ,1,8 £ 0,21 +, Imm (3 d) - - + + o
erhaben glanzend
daran tw. auch sehr lange
kreisformig, . ganz / glatt, diinne Stibchen, versch. Lange/Dicke, ~ -
32b2a erhaben mattgriin glanzend runde Enden, einzeln, 2er, Aggregate 0,31£0,06x 1,4+0,33 +2mm (4d) (4d) t@d t@d @
— . gestielte und ungestielte, runde Enden, .
52b2b kr‘;‘zg"';“'g’ ‘::::lr; ':r‘::l‘f s n/ i::;" cine Seite hiufig spitz zulaufend (bei ge- 0,55+ 0,07 x 1,65£039  ° b('i ‘;)‘"m B + + + o
vex P glanz stielten = die Stielseite), budding, einzeln
P grau, Zentrum Stabchen, versch. Linge, runde Enden, .
Spcla  Kreisformig, triib, Rand 2202/ glatt, tw. leicht gekriimmt, einzeln, 2Zer, 078 4006x2,504033 > L32mm N . + + o
erhaben glanzen i (6 d)
transparent kleinere Aggregate
52clb  kreisformig, flach mattgriin ganz/glatt,  diinne Stabchen, versch. Lange, runde ) 45 144065 o DiS1mm - - + + o
glanzen Enden, einzeln, Aggregate (1d)
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6 Anhang

Fortsetzung Tab. 6.7¢

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Gruppierun
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform ZellgroBie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (I'E'Il;H)“ s
che Schwirmagar)
tz:f‘:::é%’;;gz; anz / elatt Stabchen, versch. Liange, runde Enden, "
52clc ’ beige g8 cinzeln, 2er, tw. helle ,Einschliisse”, ~ 0,8+0,07x 1,84+028  + 1,5Smm(3d) - +3d)  +(3d
Agar um Impf- glanzend Kloinere Ageregate (3d
strich klar s8res
kreisformig, [ . ganz / glatt, dicke Stibchen, versch. Linge, runde taumeln, 8 mm- B
S2dla erhaben milchig beige glanzend Enden, tw. eiformig, einzeln, 2er L15£0,1x1,944028 1,1 cm (7 d) * * *
3241 cisformig, flach  milchig beige 8207/ 8latt, - dickere Stibchen, versch. Lange, runde o | 034 1974031+ 2mm (7d) - + - +
1 glanzend Enden, tw. eiformig, einzeln
52d1b Kreisformi anz / elatt dickere Stébchen, runde Enden, einzeln,
& milchig grau ganz/ giatl, 2er, sternformige Aggregate, versch. 0,77 £ 0,08 x 2,08 £ 0,5 +,2mm (1 d) - - + +
2 erhaben gldnzend N
Lange
52d2a kreisformig, schwach griin ganz / glatt, Stabchen, V'ersch. Liange, runde Enden, 0.5440,12 x 2,13 £ 0,86 +2mm (7 d) R : - .
erhaben glanzend einzeln, Aggregate
52d2b kreisformig, milchig grau ganz / glatt,  dickere Slabchen,' ve?schA Linge, einzeln, 0,83£008x201 4037 + 1,5 mm (1 d) R ) N "
konvex glanzend 2er, sternformige Aggregate
kreisformig, o ganz / glatt, dicke Stabchen, versch. Lange, runde +, 1,1 bis 1,4 cm
S2el erhaben milchig grau glanzend Enden, einzeln, 2er-8erKette 1074005 x 1.8:£0,41 (6 d) * * *
5262 kreisformig, flach griingelb ganz / glatt, Stibchen, \{crsch. Lénge, runde Enden, 0.48 +0,04 x 1.9 0,46 + 3 mm (7 d) R : - .
(schwach) glanzend einzeln, Aggregate
P gewellt / langere Stabchen, versch. Linge, runde +,1,5-2 mm
53ala  kreisformig, flach transparent gepunkiet Enden, cinzeln, helle , Einschltisse® 0,81 £0,03 x 2,29 +£ 0,42 6d - + + +
anz / elatt Stabchen, versch. Linge, runde Enden,
53alb  kreisformig, flach milchig beige & l.‘inzind *  einzeln, Aggregate, tw. helle ,,Einschliis- 0,78 £0,04 x 1,73+0,19  +, 1,5mm (3 d) - + + +
g se“ (terminal o. zentral)
weill-beige, anz / alatt Stabchen, versch. Lange, auch sehr lange, taumeln. 8 mm n
53a2a  kreisformig, flach  Zentrum triiber, ganz/ glatt, runde Enden, einzeln, 2er, 3er, helle 0,8+0,07x 1,61 £0,45 ’ - +(4d) +(4d)
glanzend s P (4d) (4d)
heller Rand Einschliisse®, Aggregate
matt, unru- " .
53a2b  kreisformig, flach transparent hig / glatt- Stabf:hen, versch. Langez rund? Enfen, 0,81 £0,07 x 2,03 £ 0,34 +,4mm (1d) - + + +
einzeln, 2er, helle ,,Einschliisse’
gewellt
P ganz / glatt, langere Stibchen, versch. Lange, runde taumelnd, 1 mm R +
53bl  kreisformig, flach transparent glinzend Enden, helle , Einschliisse 0,82 +0,06x 2,26 +0,71 (6d) @d +(4d) +(4d)
S3¢  kreisformig, flach  milchig weip 7/ 8lalt,  Stébchen, versch. Lange, runde Enden, 0 1 0335084047 + 9 mm (1 d) - + + +
glanzend einzeln, 2er, Ketten
S4al kreisformig, gelbgriin, Rand ganﬂz / glatt, Stébchen, V'ersch. Liange, runde Enden, 0.6440,13x 1,71 £0,52 +,1,5-2 mm R a - .
erhaben transparent glanzend einzeln, Aggregate 24d)
T milchig grau, ganz / glatt, dicke Stébchen, versch. Lange, runde taumeln, 1,4 cm
42 kreisformi, flach Rand transparent  glédnzend Enden, tw. eiformig, einzeln, 2er LO3£0,11x1.86+0,19 (6d) B * * *
5423 kreisformig, milchig grau ganf / glatt,  dickere Stabchen,. ve¥sch. Léange, einzeln, 0.8140,07x20240,52  + 1,5mm (1 d) R : 4 .
konvex glanzend 2er, sternformige Aggregate
B milchig weil- . . .
kreisformig, ganz / glatt, dicke Stabchen, versch. Lange, runde R -
54bl erhaben grau, Rand glanzend Enden, einzeln, 2er-4er-Kette 0.89£007x 1.85£0,14  +,2,5mm (2d) “4d T@d T@d
transparent
Kreisformi anz | elatt Stibchen, versch. Lange, runde Enden, a
54b2 ! & wei gz AL inzeln, 2er, sternformige und grofere 0,74 0,08 x 1,91 £0,14 -+, 2,5 mm (I d) - +(3d) +(3d)
leicht konvex glanzend (34d
Aggregate
P gelbgriin, " " . +
5463 kreisformig, transparenter ganz /glatt,  diinnere Stabchgn, versch. Linge, runde 0,2x1,55+£0,31 T lmm (3 d) ) B 4 4
erhaben Rand gldnzend Enden, einzeln, Aggregate (max. 0,4 x 7,2)
— - ganz / glatt, dicke Stdbchen, versch. Linge, runde taumeln, 1,3 cm
S4cl kreisformig, flach milchig grau gliinzend Enden, tw. ciformig, cinzeln-18er-Kette 1,15+ 0,07 x 1,94 £0,21 ed - + + +
542 kreisformig, gelberiin gan% / glatt, Stébchen, ve.rschA Liange, runde Enden, 0624011 x 3,05 +2.36 +3mm2d) R : — "
konvex glanzend einzeln, 2er, 3er
55a kreisformig, gelbgriin ganf / glatt, Stabchen., versch. Léange, runde Enden, 0,5440,07x22140,58 + 2,5mm (2d) R : T R
konvex glanzend einzeln, 2er, Aggregate
- orange-gelb, ganz / glatt, Stibchen, versch. Linge, runde Enden, +, bis | mm R -
3bla  lkreisformig, flach Rand transparent  glédnzend einzeln, 2er, Aggregate 043£0,05x1,71£0,35 ©d) (4d) t@d t@d
kreisformig, milchig grau- . . .
Ssblc  flach-leicht weif, Rand 2207/ glatt, - dickere Stabchen, versch. Lange, runde o7 4 45, 5014022+ 1 mm @2 d) . T a@d) +@d)
glanzend Enden, einzeln, 2er 4d)
erhaben transparent
anz / olatt diinne Stibchen, versch. Lange, runde :
55b2  kreisformig, flach gelblich griin ganz/ gatl, Enden, einzeln, 2er, 4er, Aggregate, 0,28 £0,04 x 1,84 £0,28 +,2mm (1d) - +(3d) +(3d)
glanzend 3d
daran auch sehr lange
55¢1 kreisformig, gelblich griin, ganf / glatt, Stabchen., versch. Léange, runde Enden, 0.3340.05x 1,89 403 +3mm (2 d) R : . .
konvex Rand transparent  glédnzend einzeln, 2er, Aggregate
56 kreisformig, gelbgriin gan% / glatt, Stabchcn‘, versch. Liange, runde Enden, 0.71+0,11x 2.4 0,79 + 4mm (4 d) R : - +
konvex glanzend einzeln, 2er, Aggregate
Zentrum milchig . . .
S8al  kreisformig, flach weiB, Rand ganz / glatt, dickere Stabthn, versch. Linge, runde 0,97 £0,05x,1,85+ +2 mm (4 d) ~ - +34d) +34d)
glanzend Enden, einzeln, 2er, Aggregate 0,39 34d)
transparent
kreisformig,
leicht erhaben; anz / elatt dickere Stibchen, versch. Lange, auch "
58a2 vorher triiber milchig grau ganz/ glat, sehr lange, runde Enden, einzeln, 2er, 0,83 +0,05x1,9+0,34 +, 1,5mm (3 d) - +(3d) +(3d)
glanzend . P [€X)
Agar um Impf- Aggregate, tw. helle ,,Einschliisse’
strich klar
kreisformig, . ganz / glatt, Spirillen, versch. Linge, runde-spitze R
58bla leicht erhaben beige glanzend Enden, einzeln, Aggregate 0,48£0,06x2,32:£0,7 2,9 om (4.d) * A *
kreisformig, . “
581b  konvex - knopf- weil ganz/glalt, - Stdbchen, versch. Linge, runde Enden, = 7 634 18514022+ tmm(1d) - T+ Gd 4G
formig glénzend einzeln, 2er, sternformige Aggregate 34d)
P weil}, Zentrum ganz / glatt, dicke Stabchen, versch. Lange, runde +
58b2a  kreisformig, flach ctwas triiber glinzend Enden, einzeln, 2er 0,94+0,05x1,96+£04 +25mm(2d) - Gd +(3d) +(3d)
transparent, gewellt / Stabchen, versch. Lange, auch sehr lange,
58b2b  kreisformig, flach  Zentrum etwas glatt, runde Enden, einzeln, 2er, kleinere 0,78 £0,04 x 1,76 £ 0,25 +,6 mm (1 d) - + + +
triiber glanzend Aggregate, helle ,,Einschliisse®
60 kreisformig, griingrau ganf / glatt, Stabchen., versch. Lange, runde Enden, 0,76 40,08x 1,91 40,55  + 2,5mm (2 d) R 4 . .
konvex glanzend einzeln, 2er, Aggregate
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Fortsetzung Tab. 6.7¢

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Gruppierun
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform ZellgroBie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (I'E'Il;H)“ s
che Schwirmagar)
62 kreisformig, griingelb, Rand ganf / glatt, Stabchgn, versch. Ijange, runde Enden, 0324 0,04 x 1,86 4 0,45 +3mm (2 d) R : 4 4 o
konvex transparent glénzend einzeln, wenige Aggregate
63ala kreisformig, flach gelblich griin, gan% / glatt, Stidbchen, VCTS?}I. Lénge, runde Enden, 0.2440,05x 1,93 40,19 +, 3mm (2 d) R : 4 4 o
1 Rand transparent  gldnzend einzeln, 2er
Stabchen, versch. Lange, runde Enden,
63ala - P ganz / glatt, . N .
kreisformig, flach milchig beige . einzeln, 2er — 9er-Kette, langere St. mit 0,55 +0,08 x 1,74 £ 0,33 +, 1,5cm (6 d) - + - + %
2 glanzend B - «
,,Einschliissen
kreisformig, S ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden,
63alb erhaben milchig grau glinzend cinzeln-derKette 0,61+0,09x 1,72+0,3 + 3 cm(6d) - + + + %
63222 kreisformig, eriingelb ganz / glatt, Stabchen, V'ersch. Liange, runde Enden, 0,53 40,05 x 1,82 4047 + 1 mm (2 d) R : - . o
erhaben gldnzend einzeln, Aggregate
6322b kreisformig, beige gan% / glatt, Stibchen, ver.schA Lange, runde Enden, 0,69+ 0,09 % 1,92 £ 0.1 + 1,5em3d) R N N N v
erhaben glanzend leicht gekriimmt
milchie beioe- anz / elatt Stébchen, vollig versch. Lange, extrem
63b2  kreisformig, flach tran e r ngt & l"nzgnd ? lange, runde Enden, einzeln, 2er, tw. 1,13+0,14x 3,12+ 1,5 + 1,4 cm (1d). - + + + y
anspare glanze ,.Einschliisse®, Ketten, Sphéroblasten
— - ganz / glatt, Spirillen, versch. Lange, runde Enden, 0,54 +£0,08x,2,28 +
63clb  kreisformig, flach milchig grau glinzend cinzeln, 2er, Kette (>20) 0.49 +, 1,5cm (2 d) - + + + o
63clc kreisformig, milchig beige ganﬂz / glatt, Spirillen, runde Enden, versch. Linge, 0,56 40,07 x 2,29 4 0.39 +, ca. 6 mm R " " . o
erhaben gldnzend einzeln (6 d)
63c2a  kreisformig, flach milchig grau- ganz / glatt, Spirillen, vgrsch. Liange, runde Enden, 0,53 40,05 x 2,19 £ 041 +, ca. 5 mm B 4 4 4 o
transparent glanzend einzeln, Aggregate (6 d)
kreisformi, Zentrum anz / glatt. Stébchen, versch. Lange, runde Enden
63c2b s gelbgriin, Rand 5277/ £t > VEIsch. Lange, 1u > 028+004x1,66+041  + 3,5mm(2d) - + + + o
konvex glanzend einzeln, 2er, Aggregate
transparent
65 kreisformig, gelberiin ganz / glatt, Slabchen., versch. Liange, runde Enden, 0.59+0.11x 1.9+ 043 +.3,5mm 2 d) R ; — " o
erhaben glanzend einzeln, 2er, Aggregate
gelblich griin, ; . .
66 kreisformig, flach ~ Rand transparen- ganz / glatt, Slabche‘n, versch. Lange, runde Enden, 0,33 £0,05x 1,87 +£0,22 +,4mm (2 d) - - + + o
ter glénzend cinzeln, kleine Aggregate
67a  kreisformig, flach  milchig weip &2/ gt dicke Stabchen, runde Enden, einzeln, -y ) | 041694003 42 0em(6d) - + + + v
glanzend 2er, tw. eiformig, versch. Lange
weil erau anz / elatt dicke Stabchen, versch. Lange, runde .
67b1  kreisformig, flach g P & N satt, Enden, einzeln, 2er-5er-Kette, viele 0,9+0,05x1,93+0,13 +,2mm (2 d) - +(4d) +(4d) v
Zentrum triiber glanzend Ketten 4d
dicke Stibchen, versch. Léinge, runde 4 4
67b2  kreisformig, flach weily ganz / glatt, Enden, einzeln, 2er-17er-Kette, viele 0.98+0,04x 1,87+0,29 +,bis 1 cm (5 d) - . ++(3d) +(3d) y
glanzend K (max. 1 x 6) 3d)
etten,
— mattgriin, Rand  ganz /glatt, diinne Stabchen, versch. Linge, runde +,ca. 1,5 mm +
67cla  kreisformig, flach transparent glanzend Enden, einzeln, Aggregate 0.2820,04x1,7+0,31 (1d) : (3d 3 +3d o
Stébchen, versch. Lange, runde Enden,
67clb kreisformig, flach grau, Rand ganz /glatt, einzeln, Aggregate, helle ,,Einschliisse, 0,67 £ 0,07 x 1,54 £ 0,26 +, 1,6cm (6 d) - y +(3d) +(3d) %
1 transparent glanzend h " e 3d
tw. leicht gekriimmte Stabchen
ganz-
67clb kreisformig- gewellt / dickere Stdbchen, versch. Liange, runde
2 flachig, flach transparent glatt, Enden, einzeln, 2er, 3er, Aggregate 0,78£0,04x1,93£0,31 +2mm (2 d) ° ) * * @
glanzend
Kreisformi anz / elatt Stabchen, versch. Liange, runde Enden, n
67c2a & milchig grau ganz/ glatl, einzeln, kleine Aggregate, tw. helle 0,7+0,08 x 1,58 £ 0,28 +, 1,9 cm (4 d) - +(4d) +(4d) Y
erhaben gldnzend . L “4d)
,.Einschliisse’
anz / alatt Stabchen, versch. Lange, runde Enden, .
67c3a  kreisformig, flach grau weif3 8 léinzind * tw. leicht gekriimmt, helle ,,Einschliisse, 0,72 + 0,08 x 1,77 + 0,28 +,3 mm (4 d) - “d) +(4d) +(4d) %
& einzeln
kreisformig, in ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden, B -
67c¢3b Konvex weil}-grau glinzend cinzeln, 2er, Aggregate 0,75 +£0,05x 1,94+ 0,31 +, 1 mm (1d) “d +(4d) +(4d) o
clblich eriin anz / alatt Stabchen, versch. Lange, runde Enden,
67dla  kreisformig, flach 8 erun, ganz/gat, einzeln, 2er-5er-Kette, kleinere Aggrega- 0,28 £ 0,04 x 1,64 + 0,3 +,3,5mm (2 d) - + + + o
Rand transparent  gldnzend te
- beige, Rand ganz /glatt, dicke Stibchen, versch. Linge, runde . ~ R
67d2a  lreisformig, flach transparent glanzend Enden, einzeln — 6er Kette (viele Ketten) 0.92£0,06x1,73£0,32  +,3-44cm (3 d) * * ¥
67d2b — . - ganz / glatt, Stébchen, versch. Lange, runde Enden, -
la kreisformig, flach gelblich griin glinzend cinzeln, Aggrogate 0,31£0,11 x 1,68 £ 0,36 +,3mm (2 d) - 3d +(3d) +(3d) o
dicke Stibchen, versch. Léinge, runde 4 4
672(1a2b kreisformig, flach beige-grau ga[llézn/zilla(;t! Enden, einzeln, 2er-6er Kette, Aggre- 0.86+0,07 x11,885 0,16 +,3,6 cm (1 d) - + + + y
g gate, Ketten: Verbindung iiber ,,Stege* (max. 1x8)
67d2b - ganz / glatt, Stdabchen, versch. Lange/Dicke, runde +
2 kreisformig, flach transparent glinzend Enden, tw. _Hohlriume®, einzeln, der 0,85+0,05x2,06+0,41 +, 1,5mm (12d) - “d) +(4d +(4d) Y
T milchig beige,  ganz/ glatt, dicke Stibchen, runde Enden, tw. . +
68a kreisformig Rand transparent  glénzend ciférmig, einzeln, 2er, Kette, Aggregate 1,08£0,04x 1794028+ bis4em(5d) B (44d) @4 @4 ¥
P . ganz / glatt, dicke Stabchen, versch. Lange, runde taumeln, 2-3 mm R
68bla  kreisformig, flach beige alinzend Enden, tw. ciformig 1,11£0,07 x 2,01 £0,14 (34 + + + Y
isformi 7 i i inz - 0,54+£0,07x1,26+0,28 -
68b1b kreisformig, milchig wei ganz / glatt,  gestielte Stibchen, einzeln, 2er, Aggrega ,54£0, x 1, , +,1,5-6mm R " " N o
konvex glinzend te (mit Stiel: 2,83 £ 0,59) (54d)
kreisformig, . . ganz / glatt, Stabchen, versch. Liange, runde Enden, +,3,5-4 mm
68b2 erhaben gelblich griin glanzend cinzeln, 2er 0,63+0,14x2,04+0,16 4d B . * * @
68cla kreisformig, griingelb, Rand ganf / glatt, diinne Stabchep, versch. Lange, runde 03340,05x 1,8440,58  + 45mm (3 d) R 4 4 4 o
konvex transparent glanzend Enden, einzeln, Aggregate
rau. Zentrum anz / olatt dicke Stibchen, versch. Linge/ Dicke,
68clb  kreisformig, flach srau, - & . eatt, runde Enden, tw. leicht gekriimmt, tw. 1,05+ 0,07 x 1,66 £ 0,29 -, 1,5em(1d) - + + + %
triiber glanzend . [P
leicht eiformig, einzeln, 2er
kreisformig, griin, Rand ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden, +
68¢2 erhaben transparent glanzend einzeln, 2er, kleine Aggregate 043£005x 1.63£0,16  +,2,5mm (3 d) 3d TG TG @
P . . ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden, 0,43+0,07x,1,66 + _ R
69al kreisformig gelblich griin alinzend cinzeln, Aggrogate 0.51 +,3mm (2d) ++ + o

Fortsetzung der Tabelle siehe nichste Seite

180



6 Anhang

Fortsetzung Tab. 6.7¢

Koloniemorphologie Zellmorphologie Beweglichkeit Taxonomische
Rand/ (mikrosko- Gruppierun
Isolat Form Farbe Oberfli- Zellform ZellgroBie (um) pisch/ Gram KOH Katalase Oxidase (I?Il;H)“ s
che Schwirmagar)
milchig beige,
6922 kreisformig, Rand transpa- ganz / glatt, dicke Stabchen,. versch. Linge, runde 0.96 40,05 x 2,27 4033 +3mm (2d) R : - i v
erhaben rent, Zentrum glanzend Enden, einzeln, 2er, 3er
triiber
ganz / Zen-
kreisformig bis transparent, trum glén- Stabchen, versch. Liange, runde Enden, +, bis 5 mm
691 flichig Zentrum trilber  zend, Rand cinzeln, 2er 0,75£0,07x 1,91 + 0,4 2d) B * * * v
matt
kreisformig, gelblich griin, ganz / glatt, diinne Stibchen, versch. Lange, runde -
6962 erhaben Rand heller gldnzend Enden einzeln, Aggregate 0,32£0,04x 1,91 +0.4 2 mm (11 d) B 3d G4 G4 @
Zﬁe;;:?m f!l(;:]lf_ Zentrum cg;];fl-t / Stabchen, sehr versch. Langen, runde .
70al " & N milchig, breiter & Enden, einzeln, 2er, helle ,,Einschliisse® 0,69+0,07 x 1,82 £ 0,34 +,0,7 cm (1 d) - +(3d) +(3d) Y
Rénder verlaufen Rand transparent glatt, oft mittig, Aggregate Gd
ineinander P glénzend &, ABEICE;
. R kleine Stabchen, versch. Lange, leicht
Bino: bléulich, anz / glatt. ekriimmt, Spirillen, runde Enden +
7022 kreisformig, flach  so:milchig, ~ £ 88L& o OpIT e, TURCE BRCEM, 0 4140,03x1,234032  +cadem(Sd) - +3d) +Gd) v
glanzend einzeln, ein Korkenzieherformiges (34d
Rand transparent .
Bakterium
70b kreisformig, milchig beige gan% / glatt, St‘abchcn, versch. Linge, rqndc E“ndcT 0,99 + 0,06 x 2,27 + 0.4 + 8 mm (1 d) R . . 4 v
konvex glanzend einzeln, Aggregate, tw. ,,Einschliisse
. . epi + +
70c1  kreisformig, flach milchig beige ganz / glatt, Spirillen, Ycrsch. Laljgc, runde-spitze 0,37 £ 0,05 x 2,29 + 0,39 + 4mm (1 d) B . . N o
glanzend Enden, einzeln, kleinere Aggregate (max. 0,4 x 9)
anz / alatt diinne, kurze Stdbchen, versch. Linge, n
70c2  kreisformig, flach blaulich ganz/ glatt, runde Enden, tw. leicht gekriimmt, 0,37+0,05x 1,27+0,38  +,7,5mm (1d) - +(4d) +(4d) %
glanzend . . L. (4d)
einzeln, groe unbewegliche Spirillen
P " ganz / glatt, Stabchen, versch. Linge, runde Enden, 0,41+0,03x 1,75+ 0,38 R -
T2a kreisformig gelbgriin glinzend cinzeln, Aggregate (max. 0.5 x 10) +,5mm (5 d) @d +(4d) +(4d) o
kreisformig, griingelb, Rand  ganz / glatt, diinne Stabchen, versch. Liange, runde ~ -
72b1 erhaben transparent glanzend Enden, einzeln 0.25£0,05x2214047 +35mm(2d) 4d) t@d t@d @
kreisformig, milchig weiB, ganz / glatt, dickere Stibchen, versch. Linge, runde 0,88 £0,04 x 2,03 £ 0,29
72b2 N . - - - + + o
konvex Rand transparent glanzen Enden, einzeln, 2er, Aggregate 0,83+0,07x1,92+02
73a kreisformig, gelbgriin ganf / glatt, Stibchen, Yersch. Lénge, runde Enden, 0,66+ 0,05 x 1,71 0,38 + 3 mm (1 d) R a i 4 o
konvex glanzend einzeln, Aggregate
73b kreisformig, gelblich griin ganz / glatt,  Stiibchen, \{crsch. Linge, runde Enden, 0,57 % 0,09 x 1,59 + 0,46 +4mm (2 d) R : - i o
konvex glanzend einzeln, Aggregate
kreisformig, . ganz / glatt, dickere Stabchen, versch. Lange, runde -
7dala konvex weill glinzend Enden, cinzeln, Aggregate 0,84+0,08x 2,41 £0,55 -, 2mm (12d) . @y @O +@9 o
kreisformig, grau-beige, Rand  ganz/ glatt,  dicke, kiirzere Stabchen, versch. Linge, +
74alb erhaben transparent glénzend runde Enden, tw. eiformig, einzeln, 2er 1L01£0,03x 1,64£037  +,ca. 1em (7d) ) 3d) -Gd +Gd) ¥
kreisformig, " ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden, R :
7dale knopfformig gelbgriin glénzend einzeln, 3er-Ser-Kette, Aggregate 0.2x1,95+034 > 3 mm (1.d) * * @
Kreisformi gelblich griin, anz / olatt diinnere Stibchen, versch. Linge, auch R
7422 & Rand transparen- ganz/ gatl, sehr lange, runde Enden, einzeln, 2er, 0,34+ 0,05x 2,1 +0,52 +,2mm (5 d) - +(3d) +(3d) o
konvex glanzend 3d
ter Aggregate
kreisformig, weifl, Zentrum anz / glatt. Stibchen, versch. Lange, runde Enden. -
74b1 konvex (fast ist leicht rotlich- 20/ 82t y - Lange, ©08+005x2,51£054  +3mm2d) - +(3d) +(3d) o
- glénzend einzeln, 2er, Aggregate 3d)
knopfformig) braun
Kreisformi anz / elatt diinnere Stiabchen, versch. Linge, runde :
74b2 & griingelb ganz/ glatl, Enden, cinzeln, Aggregate, daran tw. 0,32+0,04x 1,274+0,28 +,2,5mm(7d) - +(3d) +(3d) o
erhaben gldnzend . 3d
auch sehr lange Stabchen
Jacla krelsiopnlg, griin-grau ganz / glatt, Stabchen., versch. Linge, runde Enden, 0324004x2024053 + 3,5mm(2d) R } . . o
knopfférmig (mattgriin) glanzend einzeln, 2er, Aggregate
T Zentrum - . "
Jaclb kreisformig, flach gelbgriin, Rand ganﬂz / glatt, diinne Stabchen, versch. L'ange, runde 0,21 40,03 x 2,13+ 0,74 +, 1 mm (11 d) - . +(4d) +(4d) a
erhaben . glanzend Enden, einzeln, 2er, 3er, kleine Aggregate “4d
durchscheinend
dicke, kiirzere Stibchen, versch. Lange/
74clc  kreisformig, flach milchig grau gan“z /glatt, Dicke, runde Enden, einzeln, 2er, tw. 0.99+0,06x,1.61 + taumeln, 1,2- - + + + Y
glanzend IO 0,36 1,5cm (1d)
eiformig
I R . ganz / glatt, diinne Stibchen, versch. Lange, runde +,1,5-3 mm R -
74dla  kreisformig, flach matt gelbgriin glinzend Enden, einzeln, Zer, kleincre Aggregate 0,2x2,09+0,37 2d Gd +(3d) +(3d) o
P weif}, Zentrum . .. P
74d1b kreisformig, triiber, Rand ganf / glatt, dlckcrc,}(urzc Stébchen, tw. f:lfbrmlg, 0.8140,1x 131 +031 R _ - +34d) +34d) o
erhaben heller glanzend versch. Linge, runde Enden, einzeln, 2er 34d)
mattgriin-blau- anz / olatt diinne Stibchen, versch. Linge, runde R
74d2  kreisformig, flach  griin, griin-trans- ganz/ gatl, Enden, einzeln, 2er, Aggregate, daran tw. 0,24 +0,05x 1,61+£0,36  +,3,5mm (2d) - +4d +(4d) o
glanzend “4d
parenter Rand sehr lange
P R ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden, taumeln, 2,5 mm
73al - kreisformig, flach milchig grau glénzend einzeln, 2er, tw. ,,Einschliisse* 0.8420,13x2,06 +0,45 (54d) * * * v
Stébchen, versch. Lénge, runde Enden, N N N
75a2  kreisformig, flach milchig weif3 g:f;;zg;a;" einzeln, 2er, Agg:resiite, tw. ,,Einschliis- (ln(l):x_ 10;02 :n{j:fs_xofi +6 ‘(I;n;_)l om - + + + y
kreisformig, o . ganz / glatt, Stibchen, versch. Lange, runde Enden,
75bl erhaben milchig beige glanzend einzeln, 2er, tw. mit ,,Einschliissen‘ 0.88£0,08x 1,94 +0.49 + 8mm (1d) : * * * Y
PO .. N N 4
75b2 kreisformig, griingelb ganf / glatt, Stébchen, \iersch. Lénge, runde Enden, 0,44+0,1x1,82+0,32 + 3 mm (6 d) R a i . o
konvex glanzend einzeln, Aggregate (max. 0,7 x 8)
N - S gefurcht / dicke Stibchen, versch. Linge, runde +, 6 mm-1,3 cm R
75cl kreisformig, flach milchig grau gewellt Enden, einzeln, 2er, Ageregate 1,04 £ 0,05 x 2,28 £ 0,39 ed + ++ + Y
. N + +
752 kreisformig, flach griingelb ganz / glatt, Stibchen, \{crsch. Lénge, runde Enden, 0,53 £0,08 x 1,75 £ 0,44 15 mm (6 d) R ) - . o
glanzend einzeln, Aggregate (max. 0,7 x 5)

-, negativ oder unbeweglich; +, positiv oder beweglich; ++ (nur Katalase-Test), starke Sauerstoffbildung; tw., teilweise; versch., verschiedene;
evtl., eventuell
* a, o-Proteobacteria; vy, y-Proteobacteria; HGC, hoher G+C-Gehalt; CF, Cytophaga-Flavobacteria
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6 Anhang

6.6 16S rRNA-Sequenzen der Isolate 3 und 4alc aus 150 m Wassertiefe von Station
7004-1

Isolat 3 (571 nt): 5'-AGGAGGGAGCTAGCCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAG
GCGGCTTTCCAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCC
TTGAAACTGGATGGCTAGAATACTGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAG
AGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCACT
GGACAGTTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCCGAGCTCAT
GGAGCTTGGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTATCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCTGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACATCCT
AGGACGACTTCTGGAGACAGATTTCTTCCCTTCGGGGACCTAGTGACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
C-3’

Isolat 4alc (573 nt): 5'~-ACGGAGGGAGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACG
TAGGCGGCTTTCCAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTG
CCCTTGAAACTGGATGGCTAGAATACTGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTG
TAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC
ACTGGACAGTTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCCGAGCTC
ATGGAGCTTGGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTATCCGCCTGGGGAGTAC
GGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCTGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCTTTGACAT
CCTAGGACGACTTCTGGAGACAGATTTCTTCCCTTCGGGGACCTAGTGACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGA-3’
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Abstract: Samples of the Equatorial Atlantic (EA) and the South Atlantic/Antarctica (SA) were taken
during two cruises with RV Mefeor in 1996 and 1997 and one cruise with RV Polarstern in 1998 in
order to study the bacterial communities attached to organic particles. Ten heterotrophic bacterial
strains, isolated from particles of the EA, and 11 strains, isolated from particles of the SA, were
chosen for further investigations. All isolates are Gram-negative rods, which differ strongly in their
ability to metabolize high and low molecular weight organic compounds (polysaccharides, di- and
monosaccharides, organic acids). The phylogenetic composition of the bacterial communities on
sinking particles was investigated by random amplified polymorphic DNA (RAPD), amplified ribosomal
DNA restriction analysis (ARDRA), fluorescence in situ hybridization (FISH), and 16S rDNA-
sequencing. In both investigation areas, members of the o- and y-subclass of Proteobacteria and
also of the Cytophaga/Flavobacteria-cluster were detected. The genus Sulfitobacter was present
in both investigation areas, whereas other genera such as Marinobacter and Psychrobacter could

each be found on only one sampling site.

Introduction

Macroscopic aggregates (marine snow, particles
> (.5 mm in size) are the dominant fraction involved
in the transport of biogenic carbon from the sur-
face water to the deep-sea bottom (Alldredge and
Silver 1988).

Marine snow shows highly variable physical
characteristics, appearance, and composition. The
aggregates originate from two general pathways
of formation (Alldredge and Silver 1988): (a) par-
ticles can be produced de novo by plants and mu-
cus feeding webs of zooplankton, and (b) particles
result from the biologically-enhanced physical ag-
gregation of smaller particles (e.g. micro-aggre-
gates, fecal pellets). In the senescent phase of the
phytoplankton bloom, the cell surface becomes
sticky due to the release of polysaccharides, and
then single phytoplankton cells aggregate (Iriberri
and Herndl 1995).

Meanwhile, several new classes of organic par-
ticles of smaller size (from 20 nm to hundreds of
micrometers) have been discovered, hence chang-
ing the ideas of the physical and chemical nature of
the particle field with which pelagic bacteria inter-
act (Long and Azam 1996; Azam 1998). These
smaller particles were 2 to 3 orders of magnitude
more abundant than large particles and their com-
ponents are polysaccharides, transparent exopoly-
mer particles (TEP), or proteins (Alldredge et al.
1993; Long and Azam 1996).

TEP are highly significant components of ma-
rine aggregates, form the matrix of marine snow,
and serve as substrates and microhabitats which
provide attached bacteria with physical refuges
from predators unable to feed on surfaces. Investi-
gations of marine snow samples collected off
coastal California showed that 24-68% of the bac-

From WEFER G, MULITZA S, RATMEYER V (eds), 2003, The South Atlantic in the Late Quaternary: Reconstruction of Material
Budgets and Current Systems. Springer-Verlag Berlin Heidelberg New York Tokyo, pp 65-79
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teria in seawater samples were attached to TEP
(Alldredge et al. 1993).

All aggregates have higher concentrations of
nutrients and show elevated microbial activities in
comparison to the surrounding water (Shanks and
Trent 1979; Caron et al. 1982; Azam et al. 1993).
Their degradation is characterized by microbial suc-
cession in which auto- and heterotrophic bacteria
and bacterivorous protozoa are involved (Biddanda
and Pomeroy 1988; Iriberri and Herndl 1995). The
particle-associated microbial communities undergo
complex successional changes which significantly
alter the chemical and biological properties of the
particles. Rates of particle production and break-
down are difficult to predict flux and to understand
biological community structure and transforma-
tions of matter and energy in the water column
(Alldredge and Silver 1988). Aggregates provide
enriched microenvironments of organic matter in
the oligotrophic ocean and are in so far hotspots of
microbial respiration which cause a fast and effi-
cient respiratory turnover of particulate organic
carbon in the sea (Caron et al. 1982; Azam 1998;
Ploug et al. 1999). Marine snow is a microhabitat
highly enriched in phytoplankton, bacteria, flagel-
lates and detritus compared to the surrounding
water (Ploug et al. 1999). In both habitats, differ-
ent bacterial populations developed concerning their
metabolic, morphological and biochemical proper-
ties. More rod-like and in general larger bacteria
exist on the aggregates than in the surrounding
water (Alldredge et al. 1986), and phylogenetic dif-
ferences exist, as well. Associated heterotrophic
bacteria could be classified as Cytophaga/Flavo-
bacteria, Planctomyces, or 7y-Proteobacteria,
whereas most of the free-living bacteria could be
classified as o-Proteobacteria and some as Y-
Proteobacteria (DeLong et al. 1993; Rath et al.
1998; Schweitzer et al. 2001). Acinas et al. (1999)
showed a very low diversity of attached bacteria-
assemblages from the Mediterranean Sea, which
consist only of o~ and y-Proteobacteria.

Fukami and coworkers (1981) found high abun-
dances of species of the Cytophaga/Flavobac-
teria-group on particles. Members of this branch
are able to degrade a large spectrum of polymers
(proteins, polysaccharides, chitin, nucleic acids) and

some species are well-known for their ability of
surface-associated gliding motility and the produc-
tion of hydrolytic exoenzymes. In the decomposi-
tion of marine phytoplankton, the change of the
population structure correlates with the ability of
degrading high-molecular organic components.
Laboratory investigations on the microbial degra-
dation of chitin over a long period have shown a
decrease of attached bacteria, whereas the number
of free-living bacteria increased (Kirchner 1995).
While particle-associated bacteria are able to solu-
bilize more dissolved organic matter (DOM) than
they can actually consume, free-living bacteria can
benefit from the DOM pool cleaved by the attached
bacterial community (Karner and Herndl 1992).

It is known that, in spite of better cultivation
conditions, usually only a small part of bacteria (of-
ten less than 1%) of a natural marine sample can
be cultivated with conventional cultivation ap-
proaches. Molecular methods, such as sequencing
of 16S rDNA or fluorescence in situ hybridization
(FISH), may help to solve this problem. Because
of better fluorescent dyes (e.g. CY3, a very sensi-
tive carbocyanine-dye), FISH enables identification
of routinely more than 50% of the cells even in
oligotrophic aquatic samples in which the visuali-
zation of small cells with low numbers of ribosomes
had been problematic so far (Amann et al. 1997).
But there is still a need of classical methods for a
better identification and comparison of microorgan-
isms (Riiger 1993).

It was the aim of this study to describe and char-
acterize the bacterial community attached to sink-
ing particles in the Equatorial Atlantic and in the
South Atlantic (Antarctica). Since there exists
nearly no information about the examined habitats
concerning bacterial abundances, it was necessary
to determine the most densely populated layer first.
Then, bacterial strains could be isolated from par-
ticles, representing typical microorganisms of these
habitats. In order to study the microbial decompo-
sition potential of sinking aggregates, which de-
pends upon multiple interacting factors, the isolated
strains were investigated with classical, modern
microbiological, and molecular-biological methods
concerning their physiological and phylogenetic
properties.
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Sampling Site

Seawater samples were taken in the Equatorial
Atlantic (EA) and in the South Atlantic/Antarctica
(SA) during two cruises with RV Mefeor in 1996
and 1997 (stations 3906-3, 3907-3, 3908-10,
3925-4,4301-10,4302-2,4303-3, 4305-5 and 4318-
8) and one cruise with RV Polarstern in 1998 (sta-
tions 49/020/1 and 49/088/2). The sampling sites
(Fig. 1) differ significantly in their grade of
eutrophication. Stations 4301-10 (north of Gran
Canaria), 4302-2 (Cape Blanc) and 4303-3 (south
of Cape Verde Islands) represent habitats in an
eutrophic upwelling zone in the eastern EA, stations
3906-3, 3907-3, 3908-10, and 4318-8 stand for
oligotrophic areas in the western EA (continental
slope off Northern Brazil). The sampling sites in the
SA were chosen to investigate the influence of the
water temperature on the composition of the at-
tached bacterial community and physiological prop-
erties of single isolates.

Methods

Water sampling and cell count. Water samples
were taken using 10 I Niskin-bottle water samplers
(Hydrobios, Kiel, Germany) and portions of 20 ml
were fixed with formaldehyde (2% v/v). Two ml
of such preserved samples were stained with DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole) as described by
Grossart (1995). Total cell counts were determined
by epifluorescence microscopy (Zeiss Axiolab)
equipped with a filterset for DAPI (filterset 02,
Zeiss, Germany). For each sample, at least 100
fields (14,4 mm?) were counted.

Isolation of bacteria. Water samples from 50 m
waterdepth of stations 4301-10 and 4318-8 (EA)
were filtered using Isopore membranes (2.5 cm in
diameter, 10 um pore-size, Millipore, Eschborn,
Germany), which were then transferred into ster-
ile seawater, gently shaken to suspend the aggre-
gates, and stored at 4 °C on board of the RV and
in the lab until cultivation. Dilution series up to 10°
were made with these aggregate suspensions in
order to isolate dominant species. Agar plates with
ASN, medium (Rippka et al. 1979) were used as
isolation medium (3.3-3.7% salinity) with the fol-
lowing modification: citric acid and EDTA were

omitted, but 0,1% w/v yeast extract, trace elements
SL10 (Triiper and Pfennig 1992), a 7 vitamin-solu-
tion (Vogt, 1997), 0.05% w/v actidione, and 2% agar
were added. Plates were inoculated with material
from the highest dilution rate and incubated at 19 °C
(station 4301-10) and 27 °C (station 4318-8) up to
two weeks.

Water samples from Antarctica were also taken
using 10 I Niskin-bottle water samplers. Water sam-
ples from 20 m waterdepth were filtrated either
through polycarbonate membranes with 10 pm pore
size (station 49/020/1) or with 5 um pore size (sta-
tion 49/088/2). The filters were then transferred
into sterile seawater and stored at -30 °C on board
ofthe RV and at -18 °C in the lab until cultivation.
50 and 100 pl of each thawed sample were streaked
onto ASN, -agar plates and incubated at 27 °C and
nearly 0 °C up to four weeks.

Colonies were randomly picked and purification
of isolates was performed by streaking a single-cell
colony onto new agar plates. This procedure was
repeated several times in order to get pure isolates.
Plates were incubated in the dark at the same tem-
peratures as described above.

Utilization of substrates. Since aggregates con-
sist of different polymers, enzymatic activities of
cellulase, gelatinase, amylase, lecithinase and
DNase were tested by streaking the isolates on
artificial seawater agar plates (ASN, with 0.1%
w/v yeast extract, supplemented with either 1%
w/v cellulose, 0.4% w/v gelatin, 2% w/v starch, 5%
w/v egg yolk emulsion or 0.2% w/v DNA and
0.005% w/v methylgreen, respectively). Cellulase
activity of the EA isolates was tested by streaking
them onto agar plates with ASN and cellulose (1%
w/v) as sole carbon source. The plates were incu-
bated at 27 °C for 4-6 days. Cellulose hydrolysis
resulted in clear zones (SA) or forming of colonies
(EA) on the agar plates, while lecithinase was de-
tectable by its appearance of cloudy precipitations
(modified after Gerhardt et al. 1994). Starch hy-
drolysis was documented using Lugol's iodine so-
lution forming colorless areas around the growth,
and gelatin degradation by using picric acid to visu-
alize unhydrolyzed polymers (modified after Sii3-
muth et al. 1999). DNA hydrolysis was analyzed
treating the plates with 2 M HCI to reveal undi-
gested DNA (modified after Smith et al. 1969).
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Fig.1. Sampling sites of two cruises with RV Meteor in spring 1996 (stations 3906-3, 3907-3,3908-10 and 3925-4)
and spring 1997 (stations 4301-10, 4302-2, 4303-3, 4305-5 and 4318-8) and one cruise with RV Polarstern in spring

1998 (stations 49/020/1 and 49/088/2).

Utilization of low molecular weight organic com-
pounds such as sugars, organic — or amino acids
as sole carbon sources for growth was examined
by following the increase of the optical density at
600 nm. ASN, -medium without yeast and Fe-
NH,-citrate served as basic growth medium.
Activity of exoenzymes (amylase, DNase, and

protease) in dependence of temperature was docu-

mented by measuring the clear zones on agar plates
(methods as described above, protease was esti-
mated as reported by Frazier and Rupp 1928 and
modified after Brand 1939) after incubating at 5,
27,and 30 °C. The influence of salinity was inves-
tigated with NaCl concentrations ranging from 0.5
to 10%. The pH-optimum was detected by incu-
bating the organisms between pH 5 and pH 10.
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BIOLOG GN microtiter plates (Biolog, Hay-
ward, USA) were inoculated with the following
mixtures of strains (in equal amounts): i) all 10 EA
isolates, ii) strains 4301-10/1, 4301-10/2, 4301-
10/3, 4301-10/4, 4301-10/5, 4301-10/6 and iii)
strains 4318-8/1, 4318-8/2, 4318-8/4, 4318-8/7.
The plates were incubated at 27 °C for 72 h.
RAPD-PCR. DNA was isolated with Qiagen Ge-
nomic-tips 100/G as described in the Qiagen Ge-
nomic DNA Handbook (1997). The genomic DNA
was amplified by using 7ag Polymerase (1.25 U,
REDTaq™, Sigma-Aldrich Co.). Bacterial primers
CRA22 (5'-CCGCAGCCAA-3") and CRA23 (5'-
GCGATCCCCA-3") were used for amplification
(Neilan, 1995).

ARDRA. Genomic DNA (isolation as described
above) was amplified using REDTaq™ and the
bacterial primers 10-30F (5'-AGAGTTTGATC
MTGGCTCGA-3") and 1542R (5'-AGAAAGGAG
GTGATCCARCC-3"). The amplificational mixture
consisted of 25-30 ng template DNA, 0.4 uM of
each primer, 200 uM dNTP-Mix, 4 pl bovine serum
albumin (2 mg/ml), 2 mM MgCl,, 5 ul reaction
buffer (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 11 mM
MgCl,, and 0.1% gelatin), 2 U REDTaq Polymer-
ase and sterile water to a final volume of 50 ul. The
PCR products (5 pl) were digested for 1 hat37 °C
with 3 U of the following restriction enzymes each,
recognizing four bp sites: Hin6l, Alul, Hpall,
Bsh12361, BsuRI, and Mbol, 1 pul reaction buffer
(MBI Fermentas), and sterile water to a final vol-
ume of 10 pl. Amplification was performed with a
Biometra Personal Cycler™. Thermal cycling con-
ditions consisted of a hot start (95 °C for 5 min) and
a cooling down to 85 °C, followed by 30 cycles of
denaturing (93 °C, 30 s), annealing (52 °C, 30 s),
and extension steps (72 °C, 60 s). Afterwards, a
final polymerization for 5 min at 72 °C was per-
formed. The patterns were analyzed in a 2%
(w/v) agarose gel and stained with ethidium bro-
mide.

FISH. Formaldehyde-fixed (7% final concentra-
tion) cells from a single colony of each isolate were
transferred onto Teflon-coated microscope slides
and immobilized by drying at 46 °C. After dehydra-
tion and fixation with 50, 80, and 96%
(v/v) ethanol, slide-fixed cells were hybridized with
oligonucleotide probes EUB338 (5'-GCTGCCT

CCCGTAGGAGT-3"), ARCHI15 (5'-GTGCTCC
CCCGCCAATTCCT-3"), CF319a (5'-TGGTCCG
TGTCTCAGTAC-3"), ALF968 (5'-GGTAAGGT
TCTGCGCGTT-3'), BET42a (5'-GCCTTCCCA
CTTCGTTT-3"), and GAM42a (5'-GCCTTCCCA
CATCGTTT-3") (modified after Eilers et al. 2000).
All probes were CY3-labeled and synthesized by
Interactiva (Ulm, Germany). The cells were coun-
ter-stained with DAPI (1 pg/ml) and incubated for
5 min in the dark. After washing (70% ethanol,
aqua bidest.) and air drying, the slides were
mounted with a 5:1 (v/v) mixture of Citifluor AF1
(Citifluor, London, UK) and Vectashield (Linaris,
Wertheim, Germany). The evaluation was per-
formed by an epifluorescence microscope (Zeiss
Axiolab) with filtersets for DAPI (see above) and
CY3 (Chroma HQ 41007).

16S rDNA sequencing. Isolation of DNA, bacte-
rial primers and amplification were the same as
described above. PCR amplification was confirmed
via gel electrophoresis with a 1% agarose gel
stained with ethidium bromide. PCR products were
purified with QIAquick Gel Extraction Kits
(Qiagen) and desalted by using 0.025 um nitrocel-
lulose filters (Millipore). Sequencing was conducted
with the bacterial primers 10-30F (5'-AGAGTTTG
ATCMTGGCTCGA-3") and 518F (5'-CCAGCAG
CCGCGGTAAT-3") by MWG Biotech, Germany.
For each sequence, the closest relative was deter-
mined by comparison to the NCBI database (http:
//'www.ncbi.nlm.nih.gov).

Results and Discussion

Abundances of Free Living Bacteria

In order to define the layer with the highest micro-
bial density, the abundances of free-living bacteria
in the upper 250 m of the watercolumn were esti-
mated by staining with DAPI. The results are sum-
marized in Table 1. The highest abundances were
found in a waterdepth of 20 m (0.95 to 2.89 x 10°
cells ml!), with the exception of station 4301-10.
At this station, the most densely populated layer
was found at 100 m depth (0.59 x 10° cells ml™).
Only little is known about the abundances of
free-living bacteria in the Equatorial Atlantic de-
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Station No. Sampling site Date Depth Temperature® Total cell numbers
(Latitude/Longitude) (m) (°C) (10° ml'™)
3906-3 07°24.8'S/28°08.0'W 21.03.96 20 28.4 0.95+0.3
50 27.5 095+04
100 234 0.64+0.2
250 9.9 0.42+0.2
3907-3 03°55.87S/25°41.0'W 23.03.96 20 28.5 1.99+0.5
50 255 1.02+ 0.4
100 13.3 0.25+0.2
250 10.6 0.33+0.2
3908-10 00°00.4'S/23°26.4"W 26.03.96 20 27.8 2.16+£0.9
100 16.0 0.29+0.1
250 13.1 0.24+0.3
3925-4 05°08.3'N/47°30.7'W 07.04.96 20 27.5 1.49+0.5
50 27.5 0.88+0.5
100 273 0.98+0.4
250 9.9 0.21+0.2
4301-10 29°10.0'N/15°30.1'W 26.01.97 25 19.2 0.20+0.1
50 19.2 0.49+0.3
100 18.9 0.59+0.3
200 15.8 0.14+0.1
4302-2 21°18.5'N/20°39.6'W 28.01.97 20 21.3 2.89+0.7
50 21.2 1.70 + 0.6
100 20.2 0.67+0.3
200 16.7 0.20+0.1
4303-3 11°28.9'N/21°01.0'W 01.02.97 20 24.6 1.42+0.5
50 18.8 0.23+0.2
100 14.3 0.20+0.2
200 12.5 0.73+0.3
4305-5 08°29.7'N/39°57.3'W 08.02.97 20 25.5 2.81+0.6
50 18.9 0.18+0.2
100 13.1 0.12%0.1
200 10.0 0.57+0.1

*measured by CTD (Conductivity-Temperature-Depth) -profiler (Ratmeyer, 2002)

Table 1. Total cell numbers (DAPI cell counts) of free-living bacteria from seawater-samples of stations 3906-3,
3907-3,3908-10 and 3925-4, taken in March/April 1996 (cruise M34/4) and stations 4301-10, 4302-2, 4303-3 and
4305-5, taken in January/February 1997 (cruise M38/1).

tected by direct counting. Eilers and coworkers ~ Pacific range from 0.6 x 10° cells ml"' (Oregon
(2000) found 1.2 —10.5 x 10° cells ml"! inthe North ~ Coast, Suzuki et al. 1993) to 3 x 10° cells ml!
Sea near Helgoland, while Glockner et al. (1999)  (Playa del Rey, Glockner at al. 1999). All these data
detected 0.7 — 1.6 x 10° cells ml" in the South At-  show 10fold higher cell numbers which could at-
lantic (Antarctica). Bacterial abundances in the tribute to higher nutrient contents.
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Morphological, Physiological and Taxo-
Nomical Properties of Particle-Associated
Bacteria

Twenty-one strains of heterotrophic bacteria were
isolated from organic particles with sizes >10 um
(see Fig. 2). Ten strains originated from stations
4301-10 and 4318-8 (EA) and eleven strains were
isolated from stations 49/020/1 and 49/088/2 (SA).
These isolates were taken for a comparative char-
acterization of particle-associated bacteria.
Morphology: All of the 21 isolates are Gram-nega-
tive, rodshaped (0.5 x 1-20 um) or more or less
coccoid (0.7 x 0.8-2 um). Twelve strains showed
motility on swarming agar. All isolates form colo-
nies of similar shape (circular with convex or flat
surface) on artificial seawater agar plates (ASN
plus 0.1% yeast extract). The pigmentation of the
colonies varied from colorless to white, grayish, yel-
low or brown.

Utilization of substrates: The obtained isolates
were examined with regard to their enzymatic
equipment and ability to use different substances
as sole carbon source (Tab. 2). All strains differ
strongly in their capacity to metabolize high-mo-
lecular organic compounds such as starch and cel-
lulose. As shown in Table 2, only one of the SA

strains (strain 88/2-1) and three of the EA ones
(strains 4301-10/1,4301-10/4 and 4301-10/5) can
use starch and gelatin, while three of the SA iso-
lates and four of the EA isolates metabolize only
either starch or gelatin. Seven SA and three EA
isolates are not able to use neither starch nor gela-
tin. Cellulose is metabolized by seven of the ten EA
isolates (strains 4301-10/1,4301-10/2,4301-10/5,
4301-10/6,4318-8/2,4318-8/4 and 4318-8/7). Like-
wise, the isolates vary in their ability to metabolize
different lower molecular weight compounds (or-
ganic acids, mono- and disaccharides or amino
acids), which were offered in different concentra-
tions (1 mM or 5 mM). The majority of the isolates
shows better growth with the higher concentration.
This is in agreement to Unanue and coworkers
(1999), who found two different uptake systems for
carbohydrates and proteins. The authors suggested
that free-living bacteria should be adapted to low
concentrations, while attached bacteria could op-
erate efficiently at very high substrate concentra-
tions. Strains 4301-10/2, 4301-10/5, 4301-10/4,
4301-10/7,20/1-2,20/1-3, and 20/1-4 can use nearly
all organic compounds tested, while strain 88/2-4
uses only the lower molecular weight ones. Some
isolates are very restricted in their enzymatic equip-
ment and are only able to use one or two of the

Fig. 2. Photomicrographs of aggregates and attached bacteria from the Equatorial Atlantic demonstrating isolation
of a single bacterial strain from a mixed culture. a) organic particle, consisting of zoo- and phytoplankton debris,
bar = 100 pm; b) particle colonised with a bacterial community consisting of different bacterial cell types, bar =
10 pum; ¢) pure culture of strain 4301-10/1, isolated from particles, bar =10 pm.
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Equatorial Atlantic strains South Atlantic (Antarctica) strains
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szl |z|s(z|2lz(e|dlelg|gelglgl|glz|zz]z
SIS (T[T || (|88 |2 |&|&|]|S|S]|S
Catalase + + + + + + + + + + - + + + + (+) + + + + +
Oxidase - - + + - + + + - - - + + + + - + |- + + +
§ Cellulase |+ |+ |- |- |+ [+ |- |® @[+ [nt|nt - [nt|nt|- |nt]|- |nt|nt
&'| Gelatinase |+ |- |- L + - - |t - - - - - - - + |n.t.|n.t.
5 Amylase + + - + + - - - + + + - - - - - - - - + +
Lecithinase | + + + - + + + + + + n.t. [n.t. [+ - n.t. (n.t. |+ |n.t [+ n.t. | n.t.
DNase - + |- - + |- - + |+ |+ |[nt |nt|- - n.t.|nt. |- nt. |+ |+ [+
Acetate N G I R G R A R G R G
L-Alanine | - + |+ |- + |+ |+ |- + |+ |- - - + |- nt.|+ |- [+ |+
Cellobiose |+ |+ |- - + |+ |- + |+ |t |- - - + [+ |+ |- + |+ |n.t|nt
g Citrate - + |+ |- + + - - + [+ |- - - + ) [n.t. |- o |+ [+ [+
2 | Fructose + |+ |+ |- [+ [+ |- |- |+ |+ |- |- {- [+ [- {+ |- |- |+ |+ [+
: Glucose + + |+ - + + - - + + |- - - + + + - + + + +
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s Maltose - + |- - + |- - - + |+ |- - - - - - - - - + |+
Mannose + |+ |- - + |- - - + |t |- - - OO - BB ]- -
Propionat n.t. | n.t. [n.t. | n.t. [n.t. [ n.t. | n.t. | n.t. [ n.t. | n.t. |- - - + + + - + + + +
Sucrose + - - - - - - - - - - - - + + + - + - + +

- negative reaction, (+) weak reaction, + positive reaction, n.t. not tested

Table 2. Physiological investigations of 21 bacterial strains isolated from particles of Meteor-cruise M38/1 (EA

1997) and Polarstern-cruise ANTXV/4 (SA 1998).

offered carbon sources: strains 4301-10/4 (gelatin
and starch), 88/2-2 (acetate), 88/2-3 (lecithin), and
88/2-7 (lecithin and alanine). Only one EA isolate
(4301-10/1) utilizes sucrose as sole carbon source,
while the majority of SA isolates is able to degrade
this disaccharide.

Production of exoenzymes (amylase, DNase,
and protease) in dependence of time, temperature,
salinity, and pH was investigated with SA isolates
20/1-3 and 20/1-4. Hydrolysis of starch depending
on the incubation time is shown in Figure 3. Iso-
late 20/1-4 exhibits amylase activity immediately,
while isolate 20/1-3 needs a lag-time of two days
until starch can be degraded. Amylase seems to be
constitutively available in isolate 20/1-4, while it is
synthesized de novo inisolate 20/1-3. Both isolates
exhibit highest amylase activity at 30 °C, while that
of isolate 20/1-3 is strongly inhibited at 5 °C.
DNase activity of both isolates is highest at 27 °C,
but is inhibited at 5 °C. The psychrophilic bacte-
rium Pseudoalteromonas haloplanktis, a mem-

ber of the same genus as isolate 20/1-3, shows high-
est amylase activities also at relative high tempera-
tures between 30 and 40 °C (Feller et al. 1994).
The production of extracellular protease, amylase,
and DNase depends on the sodium chloride con-
centration in the medium. For both isolates, the de-
composition of the substrates by these enzymes oc-
curs between 1 and 3.5% NaCl (salinity of sea-
water). No amylase and DNase activity were
found in the presence of 10% NaCl. High sodium
chloride concentrations inhibit the production of
enzymes, because they induce an instability (Cope-
land 1996). While isolate 20/1-3 prefers weak al-
kaline pH values (7-8) for optimal amylase activ-
ity, the other isolate needs weak acidic conditions
(pH 6-7).

Additionally to the investigation of the metabolic
properties of each individual isolate, experiments
with defined mixed cultures were carried out us-
ing the BIOLOG-method, in order to examine bac-
terial community behavior. BIOLOG-plates (micro-
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Fig. 3. Time dependent hydrolysis of starch by amylase
excreted by the isolates 20/1-3 (M) and 20/1-4 (#). Amy-
lase activity is expressed by the clear zones (cm) formed
(data taken from de Silva 2001).

titer plates with 95 different substrates, indicating
a positive reaction by a change of color) were in-
oculated with three different mixed cultures: all six
isolates from station 4301-10 (A), all four isolates
from station 4318-8 (B), and all 10 isolates from
both stations (C). It could be demonstrated that the
culture-mixtures (A) and (B) had more positive
reactions than single isolates and that the combined
culture (C) had more positive reactions than the
other two culture mixtures (A) and (B). These
results suggest the existence of a synergetic
behavior of aggregate-attached bacteria. Single
species or groups of bacteria profit from each other
and are able to degrade more substrates in a com-
munity than alone.

Salinity range: The isolates were grown in me-
dia containing 0-20% NaCl (except isolates 20/1-3
and 20/1-4, which were cultivated in the range of
0-16% NaCl). EA strains 4301-10/2, 4301-10/5,
4318-8/4 and 4318-8/7 and SA strain 88/2-4 grow
in the presence of 0-20% NaCl and, therefore,
show a halotolerant growth behavior (Brock et al.
2000). At low NaCl concentrations, growth of EA
strains 4301-10/4 and 4318-8/1 (growth at 3.4-5%
NaCl) and SA strains 88/2-1,20/1-1 (growth at 2-
4% NaCl) and 88/2-5 (growth at 2-8% NacCl) is
inhibited. This is typical for marine organisms, which
have a demand of sodium ions for their growth
activities (Brock et al. 2000; see also chapter: Uti-
lization of substrates).

Temperature range: Temperature dependency for
growth was investigated by incubating the cultures

at temperatures ranging from 5-40 °C for SA strains
and 5-42 °C for EA strains. All strains grow well
at temperatures between 5 and 30 °C. Some iso-
lates (4301-10/2, 4301-10/5, 4318-8/4, 4318-8/7,
88/2-2 and 88/2-4) are even able to grow at rela-
tively high temperatures (40-42 °C). Therefore,
these isolates could be classified as psychrotroph
(optimal growth temperature >20 °C, but growth
can occur also at about 4 °C; Bowman 1997).
Within the Antarctic strains, no psychrophilic strains
were found, which are characterized by inhibition
of growth above 20 °C. Bowman and coworkers
(1997) as well as Delille (1992) have demonstrated
that most of the Antarctic bacterial strains, isolated
from seawater, must be considered as psychro-
trophs and not as psychrophiles.

SA isolate 88/2-7 showed an unusual growth
behavior when a 24 h old liquid culture, pregrown
at 27 °C, was incubated for four days at 5 °C on a
rotary shaker (Fig. 4). Under this low temperature
condition, the cells of the culture developed large,
spherical to elliptic shaped flocs (up to 1 mm in
diameter), and the medium became clear. After
transferring the culture back to 27 °C, the flocs
disaggregated and the medium became turbid
again. The observed aggregation could be a kind
of adaptation mechanism to low temperatures,
because such a strong reaction did not occur at
27 °C. Isolate 88/2-7 seems to produce exopoly-
meric substances (EPS), which were visible as
small slime layers after staining with nigrosin. The
EPS could be necessary for the attachment of the
cells to other cells or particles.

Taxonomy: To divide the isolated bacterial strains
into groups of very related ones and those which
are nearly identical, different molecular-biological
methods such as random amplified polymorphic
DNA (RAPD), amplified ribosomal DNA restric-
tion analysis (ARDRA), or fluorescence in situ
hybridization (FISH) were used for a taxonomical
characterization. RAPD produces DNA-frag-
ments of varying nuclear size which can be used
as fingerprints on agarose gels to distinguish be-
tween related individuals. Using this method, four
of our EA isolates 4301-10/2,4301-10/5,4318-8/4,
and 4318-8/7 can be summarized in one group,
while the two isolates 4301-10/3 and 4301-10/6
form another distinct group (see Fig. 5). All other
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Fig. 4. Comparison of flocculation of isolate 88/2-7 at different temperatures and incubation times. a) and b) appear-
ance of the culture after growth at 27 °C for 8 and 16 d, respectively. ¢) appearance of the culture after growth at
5 °Cfor5 d (the culture was pregrown at 27 °C for 24 h). d) appearance of the culture after growth at 5 °C for 26 d
(the culture was inoculated with a colony taken from a slant agar tube). Modified after Heuchert 1999.

isolates are very different from each other and can
therefore not be combined in one group. The SA-
isolates seem to have a higher diversity in their
RAPD PCR pattern than the EA-isolates. Only
isolates 20/1-1 and 88/2-5 match in their DNA-fin-
gerprints (data not shown).

Different restriction enzymes (e.g. Hin6I, Alul,
Hpall, Bsh12361, BsuRI and Mbol) are applied in

ARDRA, which is an efficient method to examine
the diversity of a microbial community and which
was used to reduce the number of isolated strains
that were analyzed further. The isolates 88/2-5 and
88/2-6 show no difference in their PCR-patterns
independent of the restriction enzymes used (data
not shown). All other SA isolates show mismatch
by the use of at least one restriction enzyme. The
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Fig. 5. RAPD-PCR of ten bacterial isolates from two sampling sites of the Equatorial Atlantic (B: control; M: DNA

Ladder Mix).

discrepancies in the RAPD- and ARDRA-results
do not contradict to each other, because the distin-
guishable ARDRA patterns may be derived from
the same organism as reported by Dang and Lovell
(2000).

FISH with different rRNA-targeted oligonucle-
otide probes for Bacteria, Archaea, Cytophagal/
Flavobacteria, a-Proteobacteria, B-Proteobac-
teria, and y-Proteobacteria was used for a system-
atic classification of our EA and SA isolates (see
Tab. 3). As expected, all strains hybridized with the
Bacteria probe and none with the probe for
Archaea. Four strains of the EA and SA samples
each could be detected with the probe for the
v-subclass of Proteobacteria (GAM42a). The
probe, specific for most members of the Cyto-
phagal/Flavobacteria group (CF319a), hybridized
with two EA and one SA strains. This corresponds

to the investigations of DeLong and coworkers
(1993) with aggregates collected in the Santa
Barbara Channel. The most abundant phylogenetic
types detected in macroaggregate-associated
bacterial populations fell within the groups of
CytophagalFlavobacteria, Planctomyces and
v-Proteobacteria. Cytophaga was highly abundant
in aggregate-associated bacterial communities in
the Southern Californian Bight (Ploug et al. 1999).
The probe for the o-subclass of Proteobacteria hy-
bridized with four EA and three SA strains, while
the probe for the B-subclass of the Proteobacteria
did not hybridize with any of the isolates tested. Al-
though B- and y-Proteobacteria coexist in coastal
environments, -Proteobacteria are not found in the
oligotrophic ocean but are abundant in freshwater
habitats, where they seem to displace y-Proteobac-
teria (Cottrell and Kirchman 2000). Representa-
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Investigation area

and Isolate
EUB338 ARCHO915

Equatorial Atlantic

4301-10/1

4301-10/2

4301-10/3

4301-10/4

4301-10/5

4301-10/6

4318-8/1

4318-8/2

4318-8/4

4318-8/7

e e e S S S
1

South Atlantic
(Antarctica)
88/2-1

88/2-3

88/2-4

88/2-5

88/2-6

88/2-7

20/1-3

20/1-4 + -

I
1

Oligonucleotide probe
CF319a ALF968 BET42a GAM42a
+ - - _
- - - +
+ - - -
- - - +
- + - -
- + - -
- + - -
- - - +
- - - +
+ - - -
- - - +
- + - -
- + - -
- + - -
- - - +
- - - +
- - - +

EUB338, Bacteria; ARCH915, Archaea; CF319a, Cytophaga-Flavobacteria ; ALF968, a-Proteobacteria; BET42a, B-Proteobacteria;

GAM42a, y-Proteobacteria
+, positive reaction; -, no reaction

Table 3. Fluorescence in situ hybridization with samples collected from the Equatorial and South Atlantic using

different oligonucleotide probes.

tives of the B-Proteobacteria group were found
only within lake or river snow-associated bac-
teria and free-living bacteria in coastal oceans and
freshwater habitats, whereas members of the
a-Proteobacteria occur particle-associated as well
as free-living in both, seawater and freshwater en-
vironments (Schweitzer et al. 2001; Crump et al.
1999; Rath et al. 1998; Acinas et al. 1999). Bow-
man and coworkers (1997) found bacterial isolates
from Antarctic sea ice, which belong to the a- and
v-subdivisions of Proteobacteria and the Flexi-
bacter-Bacteroides-Cytophaga phylum.

Based on the results obtained by RAPD, 16S
rDNA-sequencing was carried out with one rep-
resentative of each group of the EA samples and
with all isolates of the SA samples. Sequence re-
sults correspond with the investigations obtained by
FISH (Tab. 4). Only members of the a- and y-sub-
class of Proteobacteria and of the Cytophaga/

Flavobacteria group were found. The genus Sul-
fitobacter was present in both investigation areas,
whereas other genera such as Cytophaga, Roseo-
bacter and Marinobacter (EA) and Polaribacter,
Paracoccus, Pseudoalteromonas and Psychro-
bacter (SA) were found only in one sampling site
each. Members of the genus Roseobacter (0.-
Proteobacteria) are known as ubiquitously occur-
ring organisms and rapid colonizers of surfaces in
coastal environments (Dang and Lovell 2000),
playing an important role in primary succession of
surfaces. Members of the y-subclass of Proteo-
bacteria appeared to be involved in the very early
stages of colonization as well. DeLong and co-
workers (1993) reported that Cytophaga/Flavo-
bacteria-species show highest abundances on par-
ticles. This finding differs from our observation,
because only one representative of this group was
detected in the EA (isolate 4301-10/1) and SA (iso-
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Bacterial groups/species Isolates 16S rDNA-sequence
Equatorial Atlantic South Atlantic similarity (%)
(Antarctica)

Cytophaga/Flavobacteria

Cytophaga sp. KT11ds2 4301-10/1 99

Polaribacter irgensii 88/2-1 97

a-Proteobacteria

a-Proteobacterium QSSC9-5 88/2-5, 88/2-6, 20/1-1 97-98

Paracoccus sp. MBIC3966 88/2-4 98.1%

Roseobacter sp.DSS-8 4318-8/1 97

Sulfitobacter mediterraneus 88/2-2 97

Sulfitobacter pontiacus 4301-10/3; 4301-10/6 99

Marine bacterium SCRIPPS_101 4318-8/2 99

Y-Proteobacteria

Marinobacter sp. 4301-10/2; 4301-10/5; 99
4318-8/4; 4318-8/7

Pseudoalteromonas sp. ER72M2 20/1-2, 20/1-3 99

Psychrophilic sea water bacterium PS16 20/1-4 99

Psychrobacter glacincola 88/2-7, 88/2-3 99.6%, 97

* Isolate 88/2-4 and 88/2-7 are completely sequenced (Heuchert personal communication)

Table 4. Percent similarity of the isolates originating from organic particles of the Equatorial and South Atlantic,
respectively, with strains in BLAST based on their 16S rDNA-sequences.

late 88/2-1), each. Both of these species are able
to use high-molecular weight compounds such as
gelatin and starch, as mentioned above (Tab. 2). It
is known that representatives of this group produce
one ore more exoenzymes and are able to degrade
a wide spectrum of polymeric compounds such as
proteins, polysaccharides, chitin, and nucleic acids
(DeLong et al. 1993).

Conclusions

All our bacterial strains, isolated from particles, can
be classified as o (42.85%) or y-Proteobacteria
(42.85%) or as a member of the Cytophagal/
Flavobacteria group (14.3%). The isolates are all
Gram-negative, psychrotrophic and differ strongly
in their capacity to utilize the major polymeric com-
ponents of sinking particles in the watercolumn
(cellulose, starch, chitin) as well as the hydrolyzed
products (di- and monosaccharides, organic acids).
From this consumption behavior we presume that
there must exist a complex synergy between the

different species which is very interesting and de-
mands further investigation. This assumption is
confirmed by a study with seawater samples of the
Delaware Bay estuary (Cottrell and Kirchman
2000). The authors detected that no phylogenetic
group dominated the consumption of all DOM,
suggesting that the participation of a diverse assem-
blage of bacteria is essential for the complete deg-
radation of complex DOM in the oceans. Grossart
(1995) demonstrated for Lake Constance that Lake
Snow plays an important role in the supply of
substrates for bacteria of the aphotic zone because
of the significant DOM release even beyond the
thermokline.
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Summary

An aggregate-attached bacterium, strain 88/2-7, was isolated from samples of the Southern
Ocean and investigated in a polyphasic approach. The novel marine isolate is an aerobic,
Gram-negative, oxidase- and cartalase-positive, non-motile short rod and grows in form of
cream-colored colonies. Growth was observed at 5-35 °C. The bacterium tolerated concen-
trations of 0-13% {w/v) NaCl and utilized a relatively restricted spectrum of carbon sources.
The analysis of the fatty acids revealed 18:1 cis 9 (18:1w9¢) as main fatty acid. The G+C con-
tent of the DNA was approximately 42 mol%. The sequence of the 165 rDNA assigned strain
88/2-7 to the y-subclass of Proteobacteria with a similarity of 99.65% to Psychrobacter prote-
olyticus (DSM 13887"). A DNA-DNA-hybridization study showed only 26.8% renaturation
to the respective strain. Based on the morphological, physiological and molecular properties
of the new isolate, the name Psychrobacter nivimaris sp. nov. (type strain 88/2-77) is pro-
posed.

Key words: Psychrobacter nivimaris - gammaproteobacteria — attached bacteria — organic

particles — South Atlantic

Introduction

The genus Psychrobacter belongs to the family
Moraxellaceae [34] within the y-subclass of Proteobacte-
ria. The Moraxellaceae also includes the genera Moraxel-
la and Acinetobacter |3, 34]. Members of the genus Psy-
chrobacter are psychrotolerant or psychrophilic and
halotolerant [3] and differ in these types of behavior in
most cases from the other genera mentioned above. Psy-
chrobacter species are described as aerobic, Gram-nega-
tive, non-motile, non-pigmented, catalase-, and oxidase-
positive coccoidal or rod-like cells [23] and were found in
different habitats. They have been isolated from fish, pro-
cessed meat, poultry, lungs of lambs, seafood [3, 23, 41,
44], human blood [3], seawater, internal tissues of an as-
cidian [28, 33, 45], and from pigeon faeces [25]. Psy-
chrobacter species are also widespread in the Antarctic
environment. Bowman et al. [3, 4, 5], Denner et al. [14],

and Bozal and coworkers [6] isolated species from or-
nithogenic soils (P. urativorans and P. frigidicola), an-
chore ice (P. glacincola), stomach specimen of an Antartic
krill (P. proteolyticus), and from muddy soil and sediment
at the South Shetland Islands (P. luti and P. fozii), respec-
tively.

Since macroscopic aggregates (particles >0.5 mm in
size, e. g. marine snow) are the dominant fraction in-
volved in the transport of biogenic carbon from the sur-
face water to the sediments [1, 20], it was the aim of the
present study to learn more about the bacterial diversity
of organic particles of the South Atlantic. We succeeded

*The nearly complete 165 rDNA sequence is deposited at the
EMBL data bank under accession number AJ313425.

0723-2020/04/27/04-399 § 30.00/0
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in isolating a heterotrophic bacterium which according to
its physiological and molecular properties represents a
novel species of the genus Psychrobacter and the name
Psychrobacter nivimaris sp. nov. is proposed.

Materials and Methods

Isolation and morphology

Seawater samples from a depth of 20 m were taken in the
southern Atlantic Ocean (66° 27.8" S, 00° 00.8" E) during a
cruise with the R. V. “Polarstern” from March to May 1998.
The samples were collected with a Niskin water sampler, and
10 | of seawater were filtered through a 5 pm polycarbonate fil-
ter to retain organic particles. Each filter was transferred into
sterile seawater and stored at -30 °C on board of the R. V. and
later in the lab at =18 °C until it was used to isolate aggregate-
associated bacteria,

ASNy-medium [32] was used as isolation and cultivation
medium (salinity 3.3-3.4%; pH 7.8-8.2) with the following
modifications: citric acid and EDTA were omitted, but 0.1%
(wiv) yeast extract, trace elements SL10 [40], and a 7-vitamin-
solution [42] were added.

The frozen sample (see above) was thawed and an aliquot
was cultivated on ASNp-agar plates. Repeated transfers were
performed until a pure culture of strain 88/2-7 was obtained.
Gram reaction was tested using a Gram staining set (Merck) ac-
cording to the manufacturer’s instructions and was confirmed
by the KOH-lysis test [8]. Morphology of cells and colonies
were examined by phase-contrast microscopy (Zeiss) and stere-
omicroscopy (Zeiss) with cells and colonies grown for 2448 h
in ASNj-medium, respectively. Cell dimensions were deter-
mined with a calibrated micrometer for the phase-contrast mi-
croscope. Bacterial motility was proved under the microscope
and additionally tested on a semi-solid agar-plate (ASNy-medi-
um with 0.3% Agar-Agar).

Physiological and biochemical characterization

The cultivation conditions were modified by varying the tem-
perature (5-45 °C), pH (4-10) or salinity (0-20% (w/v) NaCl),
respectively, by omitting 7-vitamin-solution, and by replacing
yeast extract with different carbon sources (acetate, benzoate,
citrate, fumarate, glucoronate, malate, propionate, succinate,
glucose, mannose, and L-alanine) in two concentrations (1 mM
and 5 mM). Growth was measured photometrically at 600 nm
(Novaspec 11, Pharmacia). Additionally, the aerobic dissimila-
tion of 95 carbon sources was studied by using the BIOLOG
GN-system. Cells, raken from a culture grown for 48 h ar 27 °C
on R2A agar (Difco) plates prepared with ASNy-medium, were
suspended in a sterile solution of 23.5 g NaCl plus 10.6 g
MgCl, - 6 H,O in 1,000 ml distilled water [35] to a transmission
of 49-55% and inoculated into microplate wells. Evaluation
was performed after 4, 26, 48 and 119 h, respectively. Oxidase-

Table 1. Description of the oligonucleotide probes.

acrivity was tested using Bactident-Oxidase test strips (Merck).
Catalase-activity was tested as described by Gerhardt et al. [18].
Hydrolysis of DNA was investigated by a method modified after
Smith et al. [37]. Instead of complex media, sterilized original
seawater, supplemented with 0.1% (w/v) yeast extract, was
used.

Lipid analysis

Fatty acid methyl esters were extracted from cells grown in
ASNy-medium at 27 °C for 48 h. The extraction was done by
the Amtliche Materialpriifungsanstalt (Bremen, Germany). For
analysis, a gas chromatograph (Shimadzu GC 17A) equipped
with a flame ionization detector was used. The “Farty Acid
Methyl Esters”-mix (Sigma, Germany) served as reference stan-

dard.

Molecular analysis

For fluorescence in situ hybridization (FISH) aliquots of a
formaldehyde-fixed (3.4%, v/v) pure culture were placed on
each well of a Teflon-coated slide and treated as described by
Eilers et al. [15]. Hybridization and washing was performed in a
hybridization solution as described by Gléckner et al. [19] ex-
cept that the pH of Tris/HCI (20 mM) was 8.0. Counterstaining
with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 1 pg/ml) and mount-
ing for microscopic evaluation were performed as described by
Glockner er al. [19]. The CY3-labeled group-specific oligonu-
cleotide probes, their sequences and references are given in
Table 1.

Genomic DNA was isolated using Qiagen Genomic-tip 100
(Qiagen, Germany) according to the manufacturer’s instruc-
tions. For the amplification of the 165 rRNA genes two primers,
8F (5-AGAGTTTGATCMTGG-3) and 1492R (5-TAC-
CTTGTTACGACTT-3') |7], were used. The 165 rDNA PCR
amplification was performed as follows: 25-30 ng of target
DNA, 0.4 pM of each primer, 200 pM dNTP-mix, 4 pl BSA
(2 mg/ml), 2 mM MgCl,, and 5 pl REDTaq reaction buffer
(Sigma-Aldrich, Germany) were adjusted to a final volume of
50 pl with sterile distilled water. REDTaq DNA Polymerase was
added to the reaction mixture after the “Hot start” (96 °C,
5 min). PCR products were resolved on an 1% (wi/v) agarose gel
in 1x TBE buffer (pH 8.2) and visualized under UV light
(366 nm) after staining with ethidium bromide (0.1%, wiv).

DNA sequencing was conducted by GAG BioScience GmbH
(Bremen, Germany) on automated sequencers (ABI 377, Perkin
Elmer, Germany) by cycle sequencing with the chain termination
technique using dye-labeled dideoxynucleotides [10].

The mol% G+C content was determined by the thermal de-
naturation method [36]. Genomic DNA was isolated as de-
scribed above. DNA from Escherichia coli K12 was used as an
internal reference standard.

Phylogeny
The retrieved 16S rDNA sequence was added to the rDNA
sequence database of the Technical University Munich (release

Probe Specificity Sequence (5-3") Reference
EUB338 Bacteria GCT GCC TCC CGT AGG AGT [2]
ARCH915 Archaea GTG CTC CCCCGC CAATTICCT [38]
ALF968 o-proteobacteria GGT AAG GTT CTG CGC GTT [30]
BET42a B-proteobacteria GCCTTCCCACTTCGTTT [26]
GAM42a y-proteobacteria GCCTTCCCACATCGTTT [26]
CF319a Cytophaga-Flavobacteria TGG TCC GTG TCT CAG TAC [27]




January 2001) using the program package ARB [39]. The tool
ARB_ALIGN was used for automatic sequence alignment. The
resulting alignments were checked by eye and corrected manual-
ly, considering the secondary structure of the rRNA molecule.
The ARB-database was supplemented by importing nearly all of
the available 16S rDNA sequences (June 2003) from the genus
Psychrobacter. Tree topologies were evaluated by performing
maximum parsimony, neighbor joining, and maximum likeli-
hood analysis. Only at least 90% complete sequences were used
for treeing. Alignment positions, at which less then 50% of
sequences shared the same residues within the genus Psychro-
bacter, were excluded from the calculations.

DNA-DNA-Hybridization

DNA was isolated and purified by chromatography on hy-
droxyapatite as described by Cashion er al. [9]. The hybridiza-
tion was carried out as described previously [11] with modifica-
tions as described by Huss et al. [21] and Escara and Hutton
[16] using a model 2600 spectrophotometer equipped with a
model 2527-R thermoprogrammer and plotter (Gilford Instru-
ment Laboratories). Renaturation rates were computed with the
TRANSFER.BAS program by Jahnke [22]. The DNA-DNA-hy-
bridization was carried out by the Identification Service of the
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ, Germany).

Results and Discussion

Morphological and physiological characterization

Strain 88/2-7 was a Gram-negative short to coccoidal
rod, which occurred in single cells or in pairs. It grew aer-
obically and was oxidase- and catalase-positive. It showed
cream-colored circular and slightly convex colonies. Cells
generally were 0.8-1 x 1.7-2.2 pm in size and mortility
was never observed. This is in accordance with the de-
scription of the genus Psychrobacter, which also includes
Gram-negative cells showing coccoidal or rod-like mor-
phology and cells were 0.5-2 x 1-2.5 pm in size (Table 2).
Members of this genus were non-motile or moved by glid-
ing and were oxidase- and caralase-positive |3, 24].

The optimal growth temperature for strain 88/2-7 was
between 10 and 15 °C. It was able to grow at tempera-
tures higher than 20 °C, ceased growth at 40 °C, and
showed good growth at 5°C. Therefore, this strain
should be classified as psychrotolerant (optimal growth
temperature >20 °C; growth can occur also at abour 4 °C
[4]). It has been demonstrated that a large majority of the
Antarctic bacterial strains isolated from seawater must be
considered as psychrotolerant and not as psychrophilic
(4, 12].

The genus Psychrobacter contains both psychrophilic
and psychrotolerant strains. According to the tempera-
ture classification given by Morita [29] and Bowman and
coworkers [4], Psychrobacter pacificensis, P. submarinus,
and P. marincola should therefore better be classified as
psychrotolerant than as psychrophilic. The optimal
growth temperature of different Psychrobacter species
lies between 13 and 32 °C, while their maximum growth
temperature ranges from 19 to 39 °C (see Table 2).

Salt-requirement for optimal growth was tested with
NaCl from 0 to 20% (w/v). Optimal growth was ob-
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tained with NaCl between 0 and 9% (w/v). Higher salini-
ty concentrations (10-13% (w/v) NaCl) led to a decrease
in growth, and no growth occurred at 14% (w/v). This
corresponds to Psychrobacter-species from under-ice sea-
water and some ice-derived species which are broadly
halotolerant (growth with 0-15% NaCl, growth is not
stimulated by seawater) [4]. About 30% of ice-derived
species are moderately halotolerant (growth is stimulated
by seawater) [4] and others, such as Psychrobacter sub-
marinus and Psychrobacter marincola, are moderately
halophilic (growth with 0.5-15.5% (w/v) NaCl, seawater
is required for growth [33]).

The optimal temperature and the maximum concen-
tration of NaCl for growth of strain 88/2-7 was rather
similar to those of Psychrobacter glacincola, while the
maximum temperature corresponds to the one of Psy-
chrobacter immobilis, P. submarinus, P. marincola, P.
pacificensis, and P. proteolyticus (see Table 2) and the
maximum concentration of NaCl to P. fozii.

Strain 88/2-7 adjusted the pH of unbuffered ASNy,-
medium, supplemented with 0.1% (w/v) yeast extract,
during growth to pH-values between 8 and 8.8, which is
in the range of seawater pH-values. It grew at pH-values
ranging from 5.5 to 10, with weaker growth at pH 10.
The optimal pH-range for growth in unbuffered medium
was berween pH 8 and pH 9.5.

Growth was stimulated by the addition of the 7-vita-
min-solution, resulting in a nearly twofold optical density
(600 nm, data not shown). The strain was unable to hy-
drolyse gelartine, starch, or DNA.

Strain 88/2-7 seemed to be relatively restricted in its
utilization of organic compounds, because it used only
some carboxylic and amino acids as well as a few poly-
mers as carbon and energy sources and showed only
weak growth with some monosaccharides (Table 2). With
only one exception (Psychrobacter faecalis [25]) none of
the other Psychrobacter-species described so far urilized
sugars as sole carbon source.

In the BIOLOG GN-system, strain 88/2-7 metabolized
tween 40, tween 80, acetic acid, B-hydroxybutyric acid,
a-keto glutaric acid, D,L-lactic acid, succinic acid, bromo
succinic acid, L-glutamic acid, glycyl-L-glutamic acid, L-
histidine, L-proline, L-serine, y-amino butyric acid,
methyl pyruvate, and mono-methyl succinate. The isolate
showed a weak reaction with L-arabinose, D-galactose,
a-D-glucose, D-mannose, cis-aconitic acid, propionic
acid, succinamic acid, urocanic acid, glycogen, D-alanine,
L-asparagine, L-leucine, and L-pyroglutamic acid after
5 d of incubation.

Isolate 88/2-7 showed only weak growth in liquid
media with 1 mM benzoate or § mM L-alanine, but good
growth with § mM succinate (data not shown). All other
carbon sources (see “Materials and Methods”) tested
under this condition were not utilized, independent of
the concentration offered (1 or 5 mM). This is in con-
trast to the BIOLOG GN-system, where weak growth
was observed with propionate, glucose or mannose while
good growth occurred with acetate. No growth was
found with L-alanine but a weak one with D-alanine.
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Table 3. Cellular farty acid composition (%) of strain 88/2-7 and different Psychrobacter-species.
Fatry acid Strain/species’

88/2-7 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
10:0 0.8 3.4 3.1 2.2 5.8 2.9
11:0 0.1
i11:0
12:0 6.1 2,51 1.8 7.1 4.4 2.4
3-0OH12:0 77 4.83 Tr 2.1 3.1 Tr 2.4 Tr 7.1
14:0 0.15 Tr 0.6 1
2-0OH14:0 0.5
3-0OH14:0 0.5 0.29
Z14:1° 1 0.1
15:0 0.3
i15:0 0.5
als:0 0.6 0.36
16:0 2.3 5.03 2 i 1 1.4 3 2.3
16:1w5¢c 1.4 1.6
16:1m7c 9.4 44 35 10.7 4.1 3.4 40 16 47 21 9.4
16:1w9¢ 1
Zl6:1" 229 0.4
17:0 0.57 4.4
117:0 0.6 0.44 3 0.3 1
17:1w8¢ 6.67 3 7 + 9.7 7 12.6 2.3
E17:1b 3.9 21.5
18:0 2.91 1 9.4 1 1
18:1 w7c¢ Tr 0.9 32 1 2
18:1 w9¢ 44.2 45.45 49 51 51.3 78.9 §4.4 52 60.1 37 41.3 574
18:1 w9/11c 0.8
18:2 25 Tr
19:0 0.5
20:0 X%

', 1, P. proteolyticus; 2, P. glacincola; 3, P. immobilis; 4, P. pacificensis; 5, P. submarinus; 6, P, marincola; 7, P. [frigidicola; 8, P. luti;
9, P. wrativorans; 10, P. fozii; 11, P. okhotskensis |3, 5, 6, 14, 28, 33, 45]

", exact double-bond positions are not known
Tr, trace amount (<0.1%)

gray blocks, strain does not contain these fatty acids or no data, resp.

As shown in Table 2, strain 88/2-7 shares a lot of simi-
larities with Psychrobacter proteolyticus, P. glacincola, P.
immobilis, and P. fozii (4, 5, 6, 14]. These organisms, like
most of the Psychrobacter strains, are isolated from a
more or less marine environment.

Lipid analysis

The analysis of the fatty acids revealed 18:1 cis 9
(18:1m9¢) as main fatty acid (44.2%). This is similar to
other Psychrobacter species [see 3, S, 6, 14, 25, 28, 33,
44, 45]. The whole profile of cellular fatty acids of strain
88/2-7 in comparison with some other Psychrobacter
species is given in Table 3.

Molecular analysis and phylogeny

By FISH, strain 88/2-7, was typed with group-specific
probes. It hybridized with the y-proteobacteria probe
(GAM42a). This corresponds with DeLong et al. [13],
who described the y-proteobacteria as typically aggre-
gate-associated phyla and also with Rath et al. [31], who
classified all groups of Proteobacteria, except the B-pro-
teobacteria, as marine snow-associated bacteria.

In agreement with FISH, phylogenetic sequence analy-
sis assigns the isolate into the Psychrobacter group. The
tree shown in Figure 1 was calculated with Maximum
likelihood based on nearly full-length sequences (>1,300
bases). Trees constructed with other tree reconstruction
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Isolate 88/2-7, AJ313425
|r— Psychrobacter proteclyticus strain 116, AJ272303
{ 6 __— Psychrobacter pacificensis

Psychrobacter immobilis

i

Psychrobacter glacincola DSM 12194 (T), AJ312213

Psychrobacter frigidicola ACAM 304 (T), U46143

ter

bilis DSM 7229 (T), AJ309942

PPy

_'L Psychrob i
Psychrobacter fozii LMG 21280, AJ430827

Psychr urativorans ATCC 15174 (T), U46141

Psychrobacter glacialis DD43 (T), AJ539102

Psychrobacter halophilus DD2 (T), AJ539103

Psychrobacter salsus DD48 (T), AJ539104
Psychrobacter marincola KMM 277, AJ309941
Psychrobacter submarinus KMM 225, AJ309940

— Psychrobacter faecalis |so-48, AJ421528

- Psychrobacter pull is CECT 5988 (T), AJ437696
Psychrobacter jeotgali YKJ-105, AF441202

1 Outgroup

__--—-—'__.--._—-__

10%

Fig. 1. Maximum likelihood tree based on 135 sequences (1446 alignment positions) of nearly full length 165 rRNA sequences. Se-
lected sequences from the y-subclass of Proteobacteria were taken to roor the tree. (T) indicates type strains. Accession numbers of
the reference sequences are given behind the strains. The bar indicates 10% estimated sequence divergence.

algorithms (neighbor joining and parsimony) generally
resulted in the same overall tree topology. The closest rel-
ative of strain 88/2-7 was Psychrobacter proteolyticus
(DSM 13887") with 99.65% similarity.

The DNA G+C content (thermal denaturation proce-
dure) of strain 88/2-7 was approximately 42 mol%. Den-
ner et al. [14] found a base composition of 43.6 mol%
(T,) for the type species Psychrobacter proteolyticus
(DSM 13887"). In general, the G+C content of Psy-
chrobacter strains lies between 41 and 50.7 mol%
(Table 2).

Strain 88/2-7 and the type strain Psychrobacter prote-
olyticus (DSM 13887") as well as the type strain Psy-
chrobacter glacincola (DSM 121947) were found to ex-
hibit only a low level of DNA similarity. They only
showed 26.8% and 24.2% DNA-DNA similarity, respec-
tively. P. glacincola and P. proteolyticus showed only
20.2% DNA-DNA similarity. They could therefore be
considered as different species, following the definition of
species stated by Wayne et al. [43].

The high similarity in 16S rRNA sequences appears to
be inconsistent with the low DNA-DNA-similarity. How-
ever, it has been shown before by Fox and co-workers
[17] that separate bacterial species might have identical
16S rRNA sequences. Therefore, two organisms — al-
though sharing a nearly identical 165 rRNA sequence —
might be clearly distinguished by their DNA-DNA-simi-
larity and phenotypic traits allowing for the definition of
two separate species.

On the basis of all morphological, physiological, geno-
typic, and phylogenetic tests performed, we, therefore,
describe strain 88/2-7 as a representative of a new species
of the genus Psychrobacter for which the name Psy-
chrobacter nivimaris sp. nov. is proposed.

Description of Psychrobacter nivimaris sp. nov.:

(ni.vi.ma.ris. L. n. nix, nivis snow; L. gen. n. maris of
the sea; N. L. gen. n. mivimaris from marine snow). Aero-
bic, Gram-negative, non-motile, non-pigmented, short to
coccoidal rod, 0.8-1 x 1.7-2.2 pm in size. Cells occur
singly or in pairs. Oxidase- and cartalase-positive.
Colonies on nutrient agar are circular, slightly convex
with an entired margin, and cream-colored. Psychrotoler-
ant. Growth occurs at 5-35 °C, with an optimum at
10-15 °C and no growth at 40 °C. The pH-range for
growth in unbuffered medium is 5.5-10, with an opti-
mum at pH 8-9.5. Broadly halotolerant. Seawater is not
required for growth. Optimum growth with 0-9% NaCl
(w/v), growth occurs at 0-13% (w/v) NaCl. The major
fatry acid 1s 18:1w9¢ (44.2%).

Growth factors (vitamins) increased growth. Unable to
hydrolyze gelatine, starch, or DNA, Utilization of the fol-
lowing substances was positive: acetic acid, cis-aconitic
acid (weak), benzoate (weak), L-glutamic acid, glycyl-L-
glutamic acid, L-pyroglutamic acid (weak), methyl-pyru-
vate, mono-methyl-succinate, D,L-lactic acid, propionic
acid (weak), succinic acid, bromo succinic acid, succi-
namid acid (weak), urocanic acid (weak), B-hydroxybu-
tyric acid, y-amino butyric acid, o-keto glutaric acid, o-D-
glucose (weak), D-galactose (weak), L-arabinose (weak),
mannose (weak), L-alanine (weak), D-alanine (weak), L-
asparagine (weak), L-histidine, L-leucine (weak), L-pro-
line, L-serine, glycogen (weak), tween 40, and tween 80.

The G+C content of the DNA is approximately
42 mol% (determined by the thermal denaturation
method). The type strain is 88/2-7 (= DSM 160937,
=NCIMB 139827). It has been isolated from organic
particles originating from the South Atlantic, Antarctica
(66°27.8"S, 00° 00.8' E).
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