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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Uber 100 Pseudomonas-ahnliche Bakterienstdamme, einige
Bradyrhizobium-ahnliche und ein Ralstonia-ahnlicher Bakterienstamm mit der Féhigkeit
zum aeroben Abbau chlorierter Aromaten isoliert. Die Bradyrhizobium-ahnlichen Isolate
kénnen vermutlich einer neuen Art zugeordnet werden. Die Pseudomonas- und Ralsto-
nia-dhnlichen Isolate stammen aus einer Umweltprobe und zeigen die sehr geringe
Diversitat an Schadstoff-Verwertern in einem stark belasteten Standort. Spezifische
PCR-Primer fur die Gensequenzen der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase und
Chlormuconat-Cycloisomerasen wurden anhand dieser Isolate Uberpiift. Diese Ergeb-
nisse bestatigten die Aussagekraft der Primer in Bezug auf die Abbaugene des
modifizierten ortho-Brenzcatechin-Weges flr diesen Taxa. Diese kultivierungsunab-
héngige Methode ermdglicht die Uberwachung des mikrobiellen Schadstoffabbaus in

der Umwelt.
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1 Einleitung

Ein grosser Verlierer des Wirtschaftswachstums nach dem zweiten Weltkrieg war die
Natur. Von 1950 bis 1970 stieg der Energieverbrauch auf mehr als das Doppelte an.
1969 wurde von Innenminister Hans-Dietrich Genscher der Begriff Umweltpolitik als
freie Ubersetzung aus dem US-Amerikanischen 'environmental policy' gepragt
(Hinemorder 2004). Es trat eine Wende im persénlichen Umgang mit der Natur ein. Ab
1980 regelte schliesslich in Deutschland das Chemikaliengesetz das 'Inverkehrbringen'
von neuen Stoffen in Bezug auf Gesundheits-, Arbeits- und Umweltschutz (Waskow
und Goel 2000).

Viele giftige und persistente Stoffe wie chlorierte organische Substanzen bleiben fiir die
Industrie allerdings unverzichtbar (Malle 1991). Die Einfihrung eines Chloratoms in das
Kohlenstoffgerist hat oft eine Verringerung der Brennbarkeit zur Folge. Chlororganika
werden deshalb haufig als nicht brennbare organische Lésungsmittel, Hydraulikble und
KUhlmittel, aber auch als Synthesevorstufen oder Pflanzenschutzmittel eingesetzt
(Lyons et al. 1985; Malle 1991). Durch Unfalle und lecke Leitungen wird es deshalb
auch in Zukunft zu ungewollten Freisetzungen kommen. Zu den vorhandenen, mit
schwer oder nicht abbaubaren Schadstoffen verunreinigten Grundstiicken werden
neue Standorte dazukommen. Die Sanierung von belasteten Standorten wird daher

nicht nur bei Altlasten eine wichtige Aufgabe bleiben (Ghisalba 1983).

Lange Zeit wurde vermutet, es gdbe kaum natirliche Quellen flr chlorierte organische
Verbindungen. Durch leistungsféhige Analytik gelang allerdings in den letzten Jahren
immer 6fter der Nachweis von natirlichen Organohalogenen (Hoekstra et al. 1999).
Eine wichtige Quelle von natrlich gebildeten, chlorierten aromatischen Verbindungen
sind holzabbauende Pilze (de Jong et al. 1994). Inzwischen sind Uber 3800 Organoha-
logene natlrlichen Ursprungs bekannt (Gribble 2003). Die grosse Diversitéat der natir-

lich vorkommenden halogenierten organischen Verbindungen und ihre weite Verbrei-
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tung sind sicher ein Grund fir die verbreitete Abbaubarkeit der anthropogenen Schad-
stoffe (Haggblom et al. 2000).

1.1 Bioremediation

Schwer abbaubare Substanzen sind also abbaubar. Chlorierte aromatische Verbindun-
gen gehdren ebenfalls zu den schwer abbaubaren, persistenten Substanzen kénnen
aber durch Bakterien vollstandig mineralisiert werden (Schiémann 1994). Bioremedia-
tion, die Sanierung eines mit Schadstoffen belasteten Standortes, mit Unterstitzung

der belebten Natur ist deshalb ein grosses Forschungsfeld (Pieper und Reineke 2000).

1.1.1 Methoden der Bioremediation

Die einfachste Methode zur Bioremediation basiert auf der Annahme einer ‘black box'.
Als einziger Parameter wird das Verschwinden der Verunreinigung gemessen. Im Er-
folgsfall ist die Methode giinstig. Wenn kein Abbau des Schadstoffes messbar ist, kann
es hingegen schwer werden, Ursachen fir das Ausbleiben einer Verdnderung zu fin-
den. Mdgliche Ursachen fur nicht gemessenen Abbau kénnen unpassende Parameter
wie pH, Temperatur, die lokale Bakterienflora oder fehlende Nahrstoffe sein. Es ist aber
auch mdglich, dass kein Abbau gemessen wird, weil der Schadstoff standig aus einem
Reservoir nachgeldst wird, wie dies in Bitterfeld mit dem an Kohlepartikeln absorbier-
ten Chlorbenzol geschah (Vogt et al. 2004a).

Die mikrobielle Aktivitdt und damit auch der Schadstoffumsatz am Standort kann durch
Zugabe des oft limitierten Stickstoffes erhéht werden. Belluftung kann Sauerstofflimi-
tierung bei aerob abgebauten Schadstoffen verhindern (Hess et al. 1997). Durch Zuga-
be von spezifischen Elektronenakzeptoren (NO,, Mn**, Fe**, SO,?, ...) oder Elektronen-
donatoren (Wasserstoff, Milchsaure, Methanol, Ethanol, Propionsdure, Essigsaure,
Fumarat, ...) kann unter anaeroben Bedingungen versucht werden, mdglichst nur die
am Abbau beteiligte Bakteriengruppe davon profitieren zu lassen (Reineke 2001; El
Mamouni et al. 2002).

Bei der in situ Bioremediation wird durch BelUftung oder Injektion von Dinger die mit

Schadstoffen kontaminierte Umwelt am Ort saniert (Romantschuk et al. 2000). Bei der
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ex situ Sanierung wird das verschmutzte Substrat in einen abgeschlossenen Bereich
gegeben, um eine weitere Verschleppung der Schadstoffe zu verhindern (Wilson und
Jones 1993).

Manchmal wird versucht, Bioremediation mit im Labor kultivierten Organismen zu be-
schleunigen. Mit der fortschreitenden Erforschung des Abbaupotentials von Mikro-
organismen reifte auch der Wunsch auf Konstruktion oder Isolierung eines
omnipotenten Bakteriums, das mehrere Schadstoffe abbauen kann (Kréckel und Focht
1987; Ramos et al. 1994; Brazil et al. 1995; Top et al. 1998; Lovley 2003). Aus prinzi-
piellen Bedenken gegenulber der Freisetzung von gentechnisch verdnderten Organis-
men (GVO) oder um den rechtlichen Hirden einer entsprechenden Bewilligung aus
dem Weg zu gehen, wird diese Methode selten in Betracht gezogen (Molina et al.
1998; Romantschuk et al. 2000). Zur Anreicherung von Abbaugenen in einem Bakte-
rienstamm koénnen auch Kreuzungsversuche mit zwei sich ergdnzenden Stammen

gemacht werden (Reineke und Knackmuss 1979; Potrawfke et al. 1998a).

Die Bestéandigkeit von Bakterienkulturen aus dem Labor ist in der Natur allerdings un-
gewiss. Sowohl GVO-Kulturen, wie auch Kulturen aus Stdmmen, die aus dem belaste-
ten Standort selber isoliert wurden, missen mit der lokalen Bakterienflora konkurrieren
kdnnen oder ziehen in natirlicher Umgebung andere Substrate vor als im Labor
(Goldstein et al. 1985). Fir eine effiziente Elimination der Schadstoffe kann es deshalb
erforderlich sein, die abbauenden Bakterien mehrmals zu applizieren, was die Kosten

der Renaturierung erhéht (Lajoie et al. 1993; Daubaras et al. 1996).

Aus diesen Grinden ist winschenswert, nicht Laborstdmme aussetzen zu missen,
sondern die lokalen Bakterien des belasteten Standortes im Abbau zu Uberwachen

oder gegebenenfalls zu unterstitzen.

1.1.2 Voruntersuchungen zur Mikrobiologie belasteter Standorte

Zur Steuerung oder Uberwachung des Abbau-Prozesses ist es unerlasslich zu wissen,
ob sich Uberhaupt Bakterienstdmme mit den richtigen katabolen Genen in der Umwelt-
probe befinden, ob die Abbauwege induziert werden, und ob gegebenenfalls die phy-
siologischen Bedingungen so angepasst werden kdnnen, dass der Schadstoff effizient

mineralisiert wird (Lovley 2003). Erscheint ein Eingriff von aussen notwendig, um eine
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weitere Gefdhrdung der Umwelt zu verhindern, sollte versucht werden, das Gleichge-
wicht der lokalen Bakterienflora zu Gunsten der Bakterien mit Abbaupotential zu ver-
schieben (Romantschuk et al. 2000).

Um das Abbaupotential eines Standortes bestimmen zu kdnnen, sind klassische Kulti-
vierungsmethoden unbefriedigend. Nur ein Bruchteil der in der Natur vorhandenen
Mikroorganismen ist unter Laborbedingungen kultivierbar (Amann et al. 1995;
Dykhuizen 1998; Bartscht et al. 1999; Lynch 2002). Durch ungtinstige Umweltbedin-
gungen kann es vorkommen, dass potente Bakterien am untersuchten Standort nur in
geringer Zahl vorhanden sind, was deren Nachweis mit klassischen Kultivierungsme-

thoden erschwert.

Molekularbiologische Techniken wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) oder die
Hybridisierung von ganzen Zellen erméglichen einen empfindlichen und kultivierungs-
unabhéngigen Nachweis von DNA in den Umweltproben (Amann et al. 1995). Durch
gezielte Suche nach den katabolen 'broad-host-range'-Plasmiden oder -Genen, kann
herausgefunden werden, welche Bakterientaxa am Abbau der toxischen Substanzen
beteiligt sind (Lovley 2003) oder welches Substratspektrum durch die nachgewiesenen
Enzyme abgedeckt wird. Durch Nachweis der entsprechenden mRNA kénnen Aussa-

gen Uber die Abbauaktivitat in der Umweltprobe gemacht werden (Wilson et al. 1999).

1.1.3 Mikrobieller Abbau von Chloraromaten

Seit Uber 35 Jahren wird der mikrobielle Abbau von Chloraromaten erforscht
(Schiémann 2002). Der Abbau von Chlorphenoxyessigséuren tUber Chlorbrenzcatechin,
wurde erstmals in den spaten 1960er Jahren beschrieben (Bollag et al. 1968). Ausser
bei cometabolischen Umsétzen wird der bakterielle Chloraromatenabbau als Energie-
und Kohlenstoff-Quelle verwendet (Janke und |hn 1989).

Es sind verschiedene bakterielle Abbaustrategien bekannt geworden. Abhangig vom
Zeitpunkt der Elimination des Halogenides werden sie in friilhe oder spéte Dechlorie-
rung eingeteilt. Bei den Abbauwegen mit frihen Dechlorierungen wird das Chlorid vor
der aromatischen Ring&ffnung eliminiert. Der Abbauweg Uber die spéte Dechlorierung

fahrt Gber Chlorbrenzcatechine in den Citronensdurezyklus (Schiémann et al. 1999).
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Frihe Dechlorierung

Bei der frihen Dechlorierung eines einfach chlorierten aromatischen Ringes wird der
resultierende Aromat Uber den Ublichen Aromatenstoffwechsel abgebaut. Aus mehr-
fach chlorierten Aromaten entstehen nach der frihen Dechlorierung Chlorhydroxy-
hydrochinone oder Chlorbrenzcatechine oder Chloroprotocatechuate.
Chlorhydroxyhydrochinone werden Uber den Chlorhydroxyhydrochinon-Abbauweg

zerlegt, in dem das Chlorid am Aromaten eliminiert wird (Reineke 2001).

Die hydrolytische Dechlorierung wurde an 4-Chlorbenzoesdure aufgedeckt. Sie ist
ausschliesslich flr para-stdndig halogenierte Benzoeséuren spezifisch (Marks et al.
1984Db). Der Chlorsubstituent wird durch ein Hydroxyl-Anion des Wassers ersetzt
(Muller et al. 1984).

Bei der oxygenolytischen Dechlorierung wird das aromatische Chlorid durch ein
Hydroxyl aus molekularem Sauerstoff ersetzt. Eine Dioxygenase aktiviert den aromati-
schen Ring zu einem cis-Dihydrodiol, so dass zwischenzeitlich eine der beiden Hydro-
xyl-Gruppen an denselben Kohlenstoff wie das Chlorid gebunden werden. Durch
spontane Dehydrohalogenierung wird schliesslich aus diesem instabilen Dihydrodiol

ein ortho-Diphenol.

Die reduktive Dechlorierung ist der erste Schritt beim anaeroben Abbau der chlorier-
ten Aromaten (Suflita et al. 1982; Boyd et al. 1983; Boyd und Shelton 1984; Gibson
und Suflita 1986). Mit der so genannten 'Halorespiration' kbnnen die Bakterien aus der
reduktiven Dechlorierung Energie gewinnen, allerdings ist dieser Prozess oft durch
andere Elektronenakzeptoren wie SO, oder NO, inhibiert (Haggblom et al. 2000).
Mehrfach chlorierte Aromaten werden erst vollstandig reduktiv dehalogeniert, bevor sie
anschliessend zu CH, und CO, mineralisiert werden. Der Chloraromat fungiert bei der

reduktiven Dechlorierung als Elektronenakzeptor (Suflita et al. 1982).

Spate Dechlorierung

Bei der spaten Dechlorierung von Chloraromaten wird das Chloridion erst nach Aufl6-
sung der aromatischen Ringstruktur vom Kohlenstoffgeriist getrennt. Der chlorierte
aromatische Ring wird anfangs mit einer sauerstoffabhangigen Dioxygenase oder

Monooxygenase zu einem cis-Dihydrodiol aktiviert, welches anschliessend durch eine
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Dehydrogenase zu entsprechenden Chlorbrenzcatechinen umgesetzt wird. Die Ein-
fuhrung elektronenschiebender Hydroxysubstituenten erhéht die Elektronendichte am

Aromaten und aktiviert diesen somit fir weitere elektrophile Umsetzungen.

Chlorbrenzcatechine werden entweder zwischen den Kohlenstoffatomen der beiden
Hydroxylgruppen gespalten (intradiol) oder unmittelbar daneben (extradiol). Der Ab-
bauweg mit intradioler Ringspaltung wird auch modifizierter ortho-Spaltungsweg ge-
nannt, in Anlehnung an den ortho-Abbauweg von nicht halogenierten Brenzcatechinen.
Dies ist der mit Abstand wichtigste Abbauweg fir Chloraromaten. Der Abbauweg Uber
die extradiole Ringspaltung ist seltener und wird meta-Spaltungsweg genannt
(Schldmann 1994; Reineke 2001). Ublicherweise werden Chlorbrenzcatechine in ortho-
Position geschnitten, wahrend flr Methylbrenzcatechine eher die meta-Position bevor-
zugt wird (Rojo et al. 1987; Reineke und Knackmuss 1988; Kaschabek et al. 1998).

Bei der meta-Ringspaltung wird Brenzcatechin zwischen dem Kohlenstoffatom mit
einer Hydroxylgruppe und einem mit Wasserstoff oder anders substituierten Kohlen-
stoffatom gespalten. Extradiol-Dioxygenasen sind die Brenzcatechin-2,3-Dioxygenase
oder die Protocatechuat-4,5-Dioxygenase (Kaschabek et al. 1998; Mars et al. 1999). In
vielen Fallen fihrt die meta-Spaltung von 3-Chlorcatechol zur Suizid-Inaktivierung des
Enzymes (Bartels et al. 1984). Die meta-Ringspaltung ist aber ein mdglicher Weg um
Chlorbenzol Gber 3-Chlorbrenzcatechin zu 2-Hydroxy-cis,cis-muconat zu oxidieren

und dechlorieren (Mars et al. 1997).

Im modifizierten ortho-Weg Uber Brenzcatechine wird der aromatische Ring zwischen
den beiden Hydroxylgruppen des Chlorbrenzcatechines gedffnet (Abbildung 1). Die
Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase entlasst aus diesem Schritt ein Chlormuconat.
Ublicherweise wird dieses Chlormuconat in einem Schritt durch eine Chlormuconat-
Cycloisomerase dehalogeniert und in ein Dienlacton Uberfihrt (Schmidt und
Knackmuss 1980). In Rhodococcus opacus 1CP wurde allerdings eine Chlormuconat-
Cycloisomerase beschrieben, die zwar zur Dehalogenierung von 3-Chlor- und
2,4-Dichlor-cis,cis-muconat fahig ist, nicht aber zur Dehalogenierung von 2-Chlor-

cis,cis-muconat (Gorlatov et al. 1989; Solyanikova et al. 1995).

Beide alternativen ortho-Abbauwege enden in einem cis-Dienlacton, welches durch

eine normale Dienlacton-Hydrolase in Maleylacetat Uberfihrt wird. Je nach Chlorie-
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rungsgrad des Brenzcatechines kann das Maleylacetat in diesem Schritt noch einfach
chloriert sein, die Maleylacetat-Reduktase eliminiert dieses potentielle Chlorid und
reduziert Maleylacetat zu 3-Oxoadipat, welches dann endlich durch Spaltung in Acetyl-
CoenzymA und Succinyl-CoenzymA in den Citronensdurezyklus fuhrt (Schmidt und
Knackmuss 1980).

Enzyme des modifizierten ortho-Abbauweges

Die Enzyme des modifizierten ortho-Abbauweges wurden charakterisiert (Schiémann
1994, 2002; Solyanikova und Golovleva 2004). Die Nukleotid- und Aminosauresequen-
zen der Enzyme von vielen - und y-Proteobakterien (Frantz und Chakrabarty 1987)
und von wenigen a-Proteobakterien (Thiel 2004) und Actinomyceten (Eulberg et al.

1998; Moiseeva et al. 2002) sind beschrieben worden.

Die Sequenzen der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen und Chlormuconat-Cyclo-
isomerasen der (3- und y-Proteobakterien sind ziemlich ahnlich mit den entsprechenden
Sequenzen der Enzyme fiir nicht chlorierte Substrate. Diese Ahnlichkeit deutet darauf
hin, dass die Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen aus den Brenzcatechin-1,2-Dioxy-
genasen und die Chlormuconat-Cycloisomerasen aus den Muconat-Cycloisomerasen
hervorgegangen sind (Schidmann 1994). Die Dienlacton-Hydrolasen hingegen sind nur
extrem entfernt verwandt mit der 3-Oxoadipat-enol-lacton-hydrolase, und stammen
vermutlich wie die Maleylacetat-Reduktase von einem anderen Abbauweg ab
(Schiémann 1994).

Die Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen-Gene der Proteobakterien liegen praktisch
alle in einer Gruppe. Die der a-Proteobakterien bilden allerdings eine von den (- und y-
proteobakteriellen Sequenzen paraphyletische Gruppe (Eulberg et al. 1998; Thiel 2004).
Der Rhodococcus-Chlorbrenzcatechin-Weg ist zwar auch ein Brenzcatechin-Weg,
aber offenbar unabhangig vom Proteobakteriellen entstanden (Eulberg et al. 1997). Bei
den Chlormuconat-Cycloisomerasen bilden die a-proteobakteriellen Gene mehrere von
den Ubrigen Proteobakterien noch starker unabhangige Gruppen. Die Chlormuconat-
Cycloisomerase TfdDIl von pJP4 (W. eutropha JMP134) schert véllig aus (Laemmli et
al. 2000): Vom beschrankten Substratspektrum her betrachtet, hat sie mehr Ahnlich-

keiten mit der Cycloisomerase (ClcB) aus Rhodococcus opacus 1CP (Laemmli et al.
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2002; Solyanikova et al. 2003), von der Sequenz her gehdrt sie schon irgendwie zu den

Ubrigen Muconat-Cycloisomerasen, ist aber weit entfernt davon.

Bis jetzt sind in Bezug auf den modifizierten ortho Brenzcatechin-Weg einzig die 8- und
v-Proteobakterien befriedigend erforscht. Bei den a-Proteobakterien wurden immerhin
schon die entsprechenden Enzyme von Isolaten aus mindestens drei Familien gefun-
den, Actinobakterien sind bis jetzt vor allem durch Rhodococcus vertreten worden,
Bacillus ist bis jetzt auch nur einer beschrieben worden, und aus dem cfb-Cluster
(Cytophaga / Flavobacterium / Bacteroidetes) ist noch kein Stamm bekannt, der
reproduzierbar Chloraromaten verwerten kann (Tabelle 1). Es ist anzunehmen, dass
molekulare Methoden zum Nachweis des Chlorbrenzcatechin-Abbauweges, die auf-
grund der jetzigen Datenbasis erstellt wurden, die Diversitat in der Natur nicht

angemessen berucksichtigen.
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Abbildung 1: Abbauwege fir 3-Chlorbrenzcatechin (3-CC), 4-Chlorbrenzcatechin (4-CC), und 3,5-Di-
chlorbrenzcatechin (3,5-DCC), den zentralen Metaboliten im Chlorphenol-Abbau. Durchgezogene Pfeile
entsprechen jlngst identifizierten Enzymschritten in Rhodococcus opacus Stamm 1CP, gestrichelte
Linien reprasentieren langer bekannte Wege in Proteobakterien. Entnommen aus: (Moiseeva et al. 2002).
TCC: Zitronensaurezyclus.
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1.2 Ziel dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollten neuartige Chloraromaten verwertende Bakterien isoliert werden.
Die neuen Isolate sollten Chloraromaten als einzige Energie- und Kohlenstoffquelle
benutzen kénnen und mdéglichst aus einem in diesem Zusammenhang kaum beschrie-
benen Phylum stammen (Tabelle 1). Die Diversitdt der bekannten Chloraromaten
verwertenden Bakterien sollte mit untblichen Anreicherungs- und Isolierungsmethoden
erweitert werden. Die isolierten Bakterien sollten von kontaminierten und von
unberthrten Standorten stammen und in Zusammenhang mit Chloraromatenabbau
einer mdglichst wenig erforschten Gattung oder Klasse angehdren. Die am besten
untersuchten Bakterien sind die, die sich am einfachsten aus der Umwelt isolieren
lassen (Watanabe und Baker 2000).

Klassische Anreicherungsverfahren beinhalten weit verbreitete Medienzusammen-
setzungen, hohe Substratkonzentrationen und sind auf kurze Generationszeiten
ausgelegt. Mit diesen Methoden werden vor allem r-Strategen angereichert (Tabelle 1).
Dank ihrer kurzen Generationszeiten kdnnen r-Strategen sehr schnell ein unbewohntes
Biotop besiedeln, wie zum Beispiel ein frisches Kulturmedium. Im Gegensatz dazu sind
K-Strategen gut an ihre 6kologische Nische angepasst, es sind Spezialisten die sich

langsam vermehren und stabile Okosysteme bewohnen (MacArhur und Wilson 2001).

Anhand der neuen, '‘ungewdhnlichen' Isolate sollten kultivierungsunabhangige Metho-
den zum Nachweis der Gene des modifizierten ortho-Abbauweges weiterentwickelt
werden, um den Schadstoffabbau effizient in der Umwelt vorhersagen oder Uberwa-
chen zu kénnen. Diese neuen Informationen sollten dann zur Verfeinerung der
molekularbiologischen Methoden zur Bestimmung des Abbaupotentials eines belaste-

ten Standortes genutzt werden.

Die neu isolierten Bakterienstdmme sollten charakterisiert werden und die Sequenzen
ihrer Chlorbrenzcatechin-katabolen Gene bestimmt werden. Die neuen Daten sollten
mit den publizierten Sequenzen verglichen werden, um die Diversitat dieser Gene zu
bestimmen. Mit den neuen Sequenzdaten sollte die Grundlage dafiir geschaffen wer-
den, die Chloraromaten abbauenden Bakterien in einer Umweltprobe umfassender als

bisher bestimmen zu kdnnen. Die kultivierungsunabhangigen Methoden zum Nachweis
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des Chloraromatenabbaus in Umweltproben sollten mit Hilfe dieser Daten verfeinert

werden kdnnen.

Eine Erweiterung der Datenbank der bekannten Sequenzen wirde zum Beispiel die
Weiterentwicklung der spezifischen PCR-Primer fir die katabolen Gene ermdglichen,
womit in der Umweltprobe eine genauere Bestimmung der am Abbau beteiligten kata-
bolen Gene ermdéglicht wiirde (Kleinsteuber et al. 1998; Leander et al. 1998; Cavalca et
al. 1999; Thiel 2004). Durch in situ Nachweis der mRNA der katabolen Gene kdnnte

eine Aussage Uber die Abbauaktivitat in der Umweltprobe gemacht werden (Madsen

1996; Wilson et al. 1999).

Tabelle 1: Einige bekannte Chloraromaten abbauende Bakterien.

Stamm Klasse* Substrat Literatur
RCO, BTH, HWK 12, HW 13, a 24D (Fulthorpe et al. 1996;
RD5-C2 Kamagata et al. 1997; Itoh et
al. 2000)
Sphingomonas sp. TFD43 & -44 a 24D (Fulthorpe et al. 1995)
Sphingomonas sp. EML146 a 24D (Amy et al. 1985)
Xanthobacter flavus 14p1 o 1,4-Dichlorobenzol (Spiess et al. 1995)
Burkholderia sp. LB400 B 3-Chlorbenzoat (Potrawfke et al. 1998a)
Burkholderia sp. RASC B 24D (Suwa et al. 1996)
Burkholderia sp. PS12** B 1,2,4-Trichlor- und (Sander et al. 1991)
1,2,4,5-Tetrachlorbenzol
Delftia acidovorans CA28 ** B Chloranilin (Loidl et al. 1990)
Delftia acidovorans MCH1 B 24D (Mdller et al. 1999)
Delftia acidovorans BN3.1 ** B 2-Chlor-, 3-Chlor und 4-Chloranilin (Brunsbach und Reineke 1993)
‘Pseudomonas' sp. P51 *** B Chlorbenzol (van der Meer et al. 1991)
Wautersia eutropha JMP134**** B 2,4-D (Pemberton et al. 1979)
Wautersia eutropha JMP363-366 B 2,4-D, ausser 363 auch 3-Chlorbenzoat (Pemberton et al. 1979)
Wautersia eutropha JS705 B Chlorbenzol (van der Meer et al. 1998)
Wautersia eutropha NH9* B 3-Chlorbenzoat (Ogawa und Miyashita 1995)
Variovorax paradoxus TVA1 B 2,4-D (Vallaeys et al. 1998)
Pseudomonas sp. FRB4.5 Y  3-Chlor- und 4-Chloranilin (Brunsbach und Reineke 1993)
Pseudomonas sp. CBS3 Y  4-Chlorbenzoat (Klages et al. 1981)
Pseudomonas sp. B13 Y  3-Chlorbenzoat (Dorn et al. 1974)
Pseudomonas aeruginosa JB2 Y  2-Chlor-, 3-Chlor-,-2,3-Dichlor-, 2,5- (Hickey und Focht 1990)
Dichlor- und 2,3,5-Trichlorbenzoesaure
Pseudomonas alcaligenes C-0 Y  3-Chlorbenzoat (Focht und Shelton 1987)
Pseudomonas cepacia CSV90 Yy 24D (Radjendirane et al. 1991)
Pseudomonas chlororaphis RW71 Y 1,2,3,4-Tetrachlorbenzol (Potrawfke et al. 1998b)
Pseudomonas putida GJ31 Y  Chlorbenzol (Mars et al. 1997)
Pseudomonas putida P111 Y 2-Chlor-, 3-Chlor-, 4-Chlor-,-2,3-Dichlor- (Hernandez et al. 1991)
, 2,4-Dichlor-, 2,5-Dichlor- und
2,3,5-Trichlorbenzoesaure
Rhodococcus opacus 1CP actino 2-Chlor-Phenol, 3-Chlorbenzoat, (Gorlatov et al. 1989)
4-Chlor- und 2,4-Dichlorphenol
Rhodococcus zopfii sp. nov. T1 actino Chlorbenzol (Stoecker et al. 1994)
Rhodococcus rhodochrous CTM  actino chlorierte Isomere von 2-Methylanilin (Fuchs et al. 1991)
Cellulomonas turbata B529 actino Chlorbenzol (Vogt et al. 2004b)
Paenibacillus polymyxa B550 Bacilli Chlorbenzol (Vogt et al. 2004b)

*a, B, y: a-, B-, y-Proteobakterien, actino: Actinobacteria. ** Friher Pseudomonas, *** Heute: Burkhol-
deriales, Comamonadaceae (Acc AF015487), **** Friiher Ralstonia, noch friher Alcaligenes eutrophus.
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2.1 Bakterienstamme und Plasmide

2.1.1 Bakterienstamme

Die Bakterienstdmme Escherichia coli DH5 o und Rhodococcus opacus 1CP wurden
von der laboreigenen Stammsammlung bezogen (Tabelle 2). Die Ubrigen Stdmme

wurden in dieser Arbeit isoliert (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme.

Stamm Eigenschaften Quelle

Escherichia coli DH5 alpha Klonierungsstamm, unterstitzt blau/weiss Selektion durch a- Gibco BRL, heute
Komplementation der beta-Galaktosidase Invitrogen

Rhodococcus opacus 1CP  Abbau von 2- und 4-Chlorphenol, 2,4-Dichlorphenol und (Gorlatov et al. 1989)
3-Chlorbenzoat

AZDx Angereichert in 2,4-D-Medium Diese Arbeit (Seite 56)
Abbau von 2,4-D nachgewiesen

M001-M132 Isoliert in Chlorbenzolatmosphére Diese Arbeit (Seite 64)

Abbau von Chlorbenzol teilweise nachgewiesen

2.1.2 Plasmide

Der Plasmidvektor pBluescript Il SK+ (Stratagene) wurde verwendet, um PCR-Pro-

dukte oder genomische DNA-Fragmente in Escherichia coli DH5 alpha zu klonieren.

2.2 Anreicherung, Isolierung und Kultivierung

2.2.1 Anreicherung aus Umweltproben

Bakterien wurden aus Umweltproben von verschiedenen Standorten isoliert. Proben
wurden von Schlamm, Landwirtschafts- und Walderde, von Flusssediment und von
Grundwasser genommen (Tabelle 3). Die Probenstandorte waren entweder unberihrt
oder kontaminiert mit Chloraromaten teilweise auch mit Chloraliphaten oder weiteren

anthropogenen Schadstoffen.

2.2.2 Medien zur Anreicherung von Bakterien

Mehrere in der Literatur beschriebene Anreicherungsmedien wurden abgeéndert. Die
Energie- und Kohlenstoffquelle des urspriinglichen Mediums wurde durch einen Chlor-
aromaten ersetzt. Ausserdem wurde versucht, unerwiinschte Bakteriengruppen am
Wachstum zu hindern, zum Beispiel durch Zugabe von hemmenden Stoffen, oder

durch mechanische Behandlung der Bakterienkultur mit der Schwingmahle.
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Mineralmedium nach Dorn et al. (1974)

Dieses Mineralmedium wurde verwendet, um Bakterien anzureichern, direkt aus Um-
weltproben zu isolieren oder zur Kultivierung von Bakterien. Als einziges Substrat
wurde jeweils ein Chloraromat zugegeben. Bei Verwendung von Chlorbenzol als Anrei-
cherungssubstrat wurde Phosphatpuffer (pH 7) in der urspriinglichen Konzentration
von 28 mM eingesetzt (Dorn et al. 1974). Bei Verwendung von 2,4-D, 3-Chlorbenzoat
und 3-Chloranilin wurde die Pufferkonzentration zur besseren pH-Stabilisierung

verdoppelt (55 mM).

Zusammensetzung
Na,HPO,-2H,0 709
KH,PO, 20g
(NH,),SO, 1.09
Mg(SO,)-7H,0 02g
Ca(NO,),-4H,0 0.06 g
Fe(lll)Ammoniumcitrat-7H,0O 0.01g
Spurenelementlésung SL6 ohne EDTA und FeSO,

(Pfennig und Lippert 1966) 1.0 ml
ddH.,O ad 1000 ml

Die Salzlésung wurde in einer 50-fachen Stammldsung hergestellt, sterilfiltriert und im
Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert. Um die Ausféllung unldslicher Metallphosphate
beim Autoklavieren zu vermeiden, wurden die Pufferkomponenten Na,HPO,-2H,O und
KH,PO, in Form einer 20-fache Stammldésung getrennt hergestellt und autoklaviert. Je
nach Verwendung wurde der Puffer autoklaviert oder unsteril gelagert. 2,4-D, 3-Chlor-
benzoat und 3-Chloranilin wurden als sterilfiltrierte Stamml&sung (Seite 27) zugegeben.

Chlorbenzol wurde in definierten Mengen Uber die Gasphase zugefittert (Seite 27).

Modifiziertes Azotobacter-Medium nach Holt et al. (1994)

Dieses Medium ist zur Anreicherung von Azotobacter beschrieben (Holt und Krieg
1994). Es handelt sich um ein stickstofffreies Minimalmedium. Anstelle des angegebe-
nen Mannitol (10 mM) wurde 2,4-D (1.5, 3.0 und 6.0 mM) als einzige Quelle von Koh-

lenstoff und Energie zugegeben.
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Zusammensetzung

K,HPO, 05¢
MgSO,-7H,0 0.2g
FeSO,-7H,0 0149
ddH,O ad 1000 ml

Die drei Salzlésungen wurden separat in konzentrierten Stammldsungen hergestellt
und sterilisiert. Die K,HPO,- und MgSO,-7H,0O-Lésung wurden 200-fach hergestellt,
autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert. Die FeSO,-7H,0-Lésung wurde 50-fach
zubereitet und sterilfiltriert (0.22 pm), sie war nur wenige Wochen haltbar. Zur Erhéhung
der Haltbarkeit wurde der Eisensulfat-Stammlésung ein Tropfen konzentrierte HCI

zugegeben.

Modifiziertes Malat-Medium (Nfb) nach Holt et al. (1994)

Mit halbfestem, stickstofffreiem Mineralmedium (Nfb-Medium) sollten mikroaerophile,
stickstofffixierende Bakterien angereichert werden. In der Literatur wird damit die An-
reicherung von Azospirillum und Azotobacter beschrieben (Holt und Krieg 1994). Statt
der angegebenen L-Apfelsdure (37 mM) wurden 2,4-D oder 3-Chlorbenzoat in den

Konzentrationen 1.5 oder 3.0 mM verwendet.

Zusammensetzung
Fe-EDTA (1.6% L&sung)

Spurenldsung

Bromthymolblau (0.1%)

Vitaminlésung
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K,HPO,

MgSQO,-7H,0 029
NaCl 0.1g
CaCl,-2H,0 2.710%¢g
Agarose 159
ddH,O ad 1000 ml

Die Stammldésungen wurden folgendermassen zubereitet: Von der 1.6% Fe-EDTA-
Lésung (w/w) wurden 100 ml hergestellt. Anfangs verfarbte sich die Losung orange und
wurde trib, |6ste sich dann aber bei Raumtemperatur tber Nacht. Die Vitamine wurden
in 100 ml ddH,O aufgenommen und zum L&sen des Biotins, bis kurz vor Erreichen des
Siedepunktes erhitzt. Von der 0.1% Bromthymolblau-Lésung (0.1% (w/w) in 5% (v/v)
Ethanol) wurden 10 ml hergestellt, von der Spurenlésung wurden 200 ml hergestellt.

Die vier Stammlésungen wurden bei 4°C gelagert.

Abweichend vom Originalrezept wurde auf die Zugabe von 4.0 g KOH (pro Liter
Medium) verzichtet, da statt der sauren Apfelsdure die neutralen Stammldésungen der
Substrate 2,4-D und 3-Chlorbenzoat zugegeben wurden. Die Kohlenstoffquelle wurde
erst nach dem Autoklavieren, kurz vor Erstarren des Mediums zugegeben. Wie be-
schrieben, wird dem Medium als pH-Indikator Bromthymolblau zugegeben (gelb pH
6.5, griin pH 6.5-7.0, blau pH > 7.0). Urspriinglich war das Medium hellgriin, sollte sich
aber bei Mineralisierung der Chloraromaten, bzw. bei der Freisetzung von HCI, gelb

verfarben.

Modifiziertes AGS-Medium nach El-Nakeeb et al. (1963)

Das Arginin-Glycerin-Salz-Medium ist beschrieben zur Anreicherung von aeroben
Actinomyceten (EI-Nakeeb und Lechevalier 1963). Statt der vorgeschlagenen Kohlen-
stoff- und Stickstoffquellen Arginin (5 mM) und Glycerin (136 mM), wurde die Substrat-

konzentration in 14-tdgigen Schritten um 0.1 mM 3-Chloranilin erhéht.
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Zusammensetzung

K,HPO, 109
NaCl 1.0g
MgSO,-7H,0 05¢
Fe(lll),(SO,),-6H,0 1.010%g
CuS0,-5H,0 1.010%¢g
ZnS0O,-7H,0 1.010%g
MnSO,-H,0O 1.010%g
ddH,O ad 1000 ml

Die Salzlésungen wurden einzeln in 100-fachen Stammlésungen hergestellt, autokla-
viert und bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Die Phosphatlésung wurde auf pH
6.9-7.1 eingestellt. Die Eisensulfat-Lésung wurde jeweils frisch zubereitet, mit einem
Tropfen conc. HCI angeséuert und sterilfiltriert. Als einzige Kohlenstoffquelle wurde
3-Chloranilin (0.1 mM/14 d) verwendet. Zur Herstellung des Mediums wurden die
einzelnen Stammldsungen in einem mit ddH,O vorgelegten Kolben steril zusammen-

gemischt.

2.2.3 Methoden zur Anreicherung von Bakterien

Die beschriebenen Flissigmedien wurden zur Anreicherung ungewdhnlicher Bakterien,
mit der Fahigkeit zum Abbau chloraromatischer Verbindungen verwendet. Falls nicht
ausdrucklich vermerkt, wurden alle Kulturen bei Raumtemperatur inkubiert. 10-30 ml
Medium wurden aerob in 100-ml-Schuttelkolben mit Schraubverschluss bei 130 UPM
gezogen. Zur Stammisolierung wurden die Anreicherungen oder direkt die verdinnten
Umweltproben auf Agarplatten (15 g/l) desselben Mediums plattiert. Festes Medium
wurde in Plastikpetrischalen (@ 9.5 cm) gegossen, jede Petrischale fasste zwischen 20
und 25 ml Medium.

Anreicherung und direkte Isolierung auf Mineralmedium nach Dorn et al.

Anreicherung und anschliessende Stammisolierung erfolgten mit dem Mineralmedium
nach Dorn et al (1974) auf drei Arten: Mehrmalige starke mechanische Behandlung der

Kultur mit der Schwingmiihle, Zugabe von Methylrot zum Medium, oder direkte



20 Material und Methoden

Isolierung von Chloraromatenverwertern durch Ausplattieren einer Umweltprobe auf

festes Mineralmedium.

Voranreicherung in Mineralmedium

1 g Erde (Feuchtgewicht) der Proben von Mary Walters (Tabelle 3) wurde in 30 ml
Mineralmedium (Seite 16) mit 2-fach Phosphatpuffer gegeben. Die Vorkultur wurde
sieben Tage lang geschittelt, 2,4-D oder 3-Chlorbenzoat in den Konzentrationen 1.5

oder 3.0 mM verwendet.

Anreicherung in Mineralmedium mit Schwingmuhlenbehandlung

Durch die staken Scherkréfte in der mit Glasperlen gefilllten Schwingmiihle sollten
Bakterienzellen mit dicker Zellwand angereichert werden. Gram-negative Bakterien

hingegen, sollten aufgrund ihrer diinneren Zellwand die Prozedur nicht tberstehen.

1 ml der Voranreicherung wurde in 10 ml frisches Mineralmedium gegeben (C-Quelle
und -konzentration identisch) und weitere 27 Tage bei 130 UPM geschiittelt. Die fir
den folgenden Zellaufschluss verwendeten, 10 ml fassenden Edelstahlbehélter
(Retsch), wurden vor Gebrauch 5 min mit 70% Ethanol sterilisiert. Die gesamte
Schwingmihlenbehandlung wurde bei 4°C durchgefihrt. Es wurden 3 ml der erhalte-
nen Kultur zusammen mit etwa 8 ml sterilen Glasperlen (@ 0.2-0.3 mm) in den Edel-
stahl-Aufschlussbehélter gegeben. Der Metallbehalter wurde bis zum Rand mit 0.85%
(w/w) NaCl-Lésung geflllt und verschlossen. AnschlieBend wurde mit der Schwing-

muihle (MM200, Retsch) 10 min mit maximaler Frequenz (30 s™') homogenisiert.

Der gesamte Inhalt der Metallbehélter wurde anschliessend erst in 10 ml frisches
Mineralmedium ohne Chloraromaten gegeben. Um die Behalter vollstandig zu entlee-
ren, wurden sie mit 2-3 ml 0.85% NaCl gespult. Eine Lebendzellzahl-Bestimmung der
frisch angeimpften Kolben wurde auf 10%-TSA-Platten vorgenommen. Die inokulierten
Kolben wurden erst am folgenden Morgen mit den entsprechenden Chloraromaten
unter identischen Konzentrationen der Vorkulturen gefittert. Sechs Tage nach Inoku-
lierung wurde 1 ml der Kultur in 10 ml frisches Medium derselben Bedingungen
transferiert. Weitere sechs Tage spater wurde eine dezimale Verdlinnungsreihe dieser
letzten Kultur auf Agarplatten derselben Medien gebracht. Nach weiteren 14 Tagen

wurden von jeder Platte einige Kolonien zum Vereinzeln auf frische Platten gestrichen.
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Anreicherung in Mineralmedium mit Methylrot

Die Zugabe von Methylrot zum Medium soll Arthrobacter anreichern. Methylrot (0.16 g
/ 1000 ml) hemmt das Wachstum von Gram-positiven und -negativen Bakterien, nicht
jedoch das von Arthrobacter (Holt und Krieg 1994). Das urspriingliche komplexe
Medium basiert auf Hefeextrakt und tryptisch verdauter Soya (Holt und Krieg 1994).
Zur Herstellung einer 5-fache Stammldsung wurden 0.16 g Methylrot in 150 ml ddH,O
geldst. Dazu war es notwendig, mehrmals den pH mit conc. NaOH zwischen 10 und 11
einzustellen. Nach vollstandiger Lésung wurde mit HCI auf pH 8 zurlcktitriert. An-
schliessend wurde die Lésung mit ddH,O auf 200 ml aufgeflllt, sterilfiltriert (0.22 pm)

und dem Medium zugegeben.

1 ml einer sieben Tage alten Vorkultur (Seite 20) wurde als Inokulum verwendet. Die
Anreicherung wurde in 10 ml Mineralmedium mit 2-fach Phosphatpuffern und Methyl-
rot (160 mg/l) durchgefiihrt. Als Substrate wurden 2,4-D oder 3-Chlorbenzoat in den
Konzentrationen 1.5 oder 3.0 mM verwendet, entsprechend der Konzentration und des
Substrates der Vorkultur. Sieben Tage spéater wurde 1 ml dieser Kultur in frisches
Medium mit denselben Bedingungen gebracht. Nach weiteren 14 Tagen wurden von
der Anreicherungskultur 100 pl einer dezimalen Verdinnungsreihe in autoklaviertem
ddH,O auf Festmedien &hnlicher Zusammensetzung (Kohlenstoffquelle 1.5 mM, Rest
identisch) plattiert. Nach 13 Tagen wurden von jeder Platte zwei Kolonien auf frischen

Mineralmedium-Platten ohne Methylrot vereinzelt (Kohlenstoffquelle 1.5 mM).

Das Wachstum der vereinzelten Kolonien wurde in Zellkulturplatten (Nunclon™ Sur-
face, Nalgene Nunc International) in Flissigmedium Uberprift. Eine Zellkulturplatte hat
24 Geféasse mit jeweils einem Maximalvolumen von 3 ml. Jedes dieser Gefdsse wurde
mit 2 ml Mineralmedium (2-fach Phosphatpuffer) gefillt. Die Substrate 2,4-D bzw.
3-Chlorbenzoat entsprachen denen der Anreicherung. Die Zellkulturplatten wurden bei
130 UPM geschittelt. Innerhalb von 27 Tagen wurde mit der HPLC zweimal die Chlor-
aromatenkonzentration dieser Kulturen gemessen. Die isolierten Bakterienstdmme
wurden durch einen Gram-Schnelltest (KOH-Test) vorlaufig charakterisiert (SiBmuth et
al. 1999).
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Direkte Isolierung auf Mineralmedium

Unmittelbares Ausplattieren verschiedener Umweltproben (Tabelle 3) auf festem
Mineralmedium (1-fach Phosphatpuffer) in Gegenwart von Chlorbenzol sollte zur
direkten Isolierung entsprechender Verwerter fihren. Die Proben waren mit einfach
chlorierten Aromaten und vermutlich weiteren unbekannten Umweltgiften belastet, sie
wurden im Rahmen des MAROC-Projektes bereitgestellt. 1 g Erdprobe (Feuchtgewicht)
oder 1 ml Wasserprobe wurden in 1 ml 0.85% NaCl suspendiert und 1 min auf dem
Vortex bei héchster Stufe geschittelt. Von jeder so resultierenden Schlamm-Probe
wurde eine dezimale Verdinnungsreihe in 0.85% NaCl angefertigt. Proben der Verdin-

nungen wurden parallel auf festem Mineral- und TSA-Medium ausplattiert.

Die Zugabe des Chlorbenzols zu den Plattierungen erfolgte Uber die Gasphase (Seite
27). Der starke Geruch des Aromaten wurde ausgenutzt, um dessen vollstandigen
Verbrauch in den luftdicht verschlossenen Inkubationstépfen nachzuweisen. War kein
typischer Aromatenduft mehr auszumachen, wurde mit der urspringlichen Menge
Chlorbenzol nachgefittert. Bei dieser Gelegenheit wurde das Inkubationsgefass 30 min
bis 1 h unter dem Abzug geliftet. Dadurch sollte den Kulturen Sauerstoff zugefihrt
werden sowie allenfalls noch vorhandenes Chlorbenzol vor erneutem Zusatz entfernt

werden.

Um Einzelkolonien zu erhalten, wurden nach drei Wochen alle Kolonien der Mineral-
festmediumplatten in Dreistrichtechnik auf frische Platten Gberimpft, und wie beschrie-
ben erneut mit Chlorbenzol inkubiert. Die nach wenigen Tagen erkennbaren einzelnen
Kolonien wurden auf NB-Platten transferiert, von wo aus nach einer oder zwei weiteren
Wochen einzelne Kolonien wieder zuriick auf frisches Mineralmedium mit Chloraroma-
ten Uberimpft wurden. Nach dieser Prozedur waren die meisten Stdmme rein und

konnten in die Stammsammlung einsortiert werden.

Anreicherung mit modifiziertem Azotobacter-Medium

Das Azotobacter-Medium (Seite 16) wurde nur wahrend der Anreicherung und Isolie-
rung verwendet, jede weitere Kultivierung der Isolate wurde in Mineralmedium nach
Dorn et al. (Seite 16) durchgefihrt. Als Inokulum wurde 1 g Bodenprobe (Feuchtge-

wicht) verwendet (Landwirtschaftliche Erde, Mary Walters, Tabelle 3). Die Anreiche-
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rungskulturen wurden bei wechselnder 2,4-D Konzentration (1.5 und 3.0 mM resp. 3.0
und 6.0 mM) durchgefiihrt. Zweimal wurde ein Aliquot der Anreicherungskulturen in
frisches Medium Uberimpft, anschliessend eine Verdlinnungsreihe auf Agarplatten

ausgestrichen:

Zu Beginn wurden die Umweltproben in 30 ml Azotobacter-Anreicherungsmedium mit
2,4-D (1.5 und 3.0 mM) gegeben und wéhrend 47 Tagen bei 130 UPM geschdittelt. Je
3 ml dieser ersten Kultur wurden in 10 ml frisches Medium mit verdoppelter 2,4-D
Konzentration (3.0 resp. 6.0 mM 2,4-D) gegeben. Von dieser zweiten Anreicherungskul-
tur wurden neun Tage spater wiederum je 1 ml in frisches Medium Uberimpft, diesmal
in 10 ml Medium und der urspringlichen 2,4-D-Konzentration (1.5 mM resp. 3.0 mM
2,4-D). Die dritte Kultur wurde nach 14 Tagen auf Festmedium ausgestrichen (1.5 mM
resp. 3.0 mM 2,4-D). Weitere 14 Tage spéater wurden einzelne Kolonien mit der Drei-

strichmethode auf frischen Agarplatten vereinzelt.

Anreicherung mit modifiziertem halbfestem Malat-Medium (Nfb)

1 g (Feuchtgewicht) der Erdprobe (Mary Walters, Tabelle 3) wurde auf 30 ml halbfestes
Malat-Medium (1.5 und 3.0 mM 2,4-D bzw. 1.5 und 3.0 mM 3-Chlorbenzoat) gelegt.
Die Anreicherung wurde in einem 100 ml Erlenmeyerkolben mit Wattestopfen mit
130 UPM geschittelt. Die Erdprobe tauchte dabei nur wenig ins Medium und vorhan-
dene Krumel zersetzten sich kaum. Nach 14 Tagen wurden die Anreicherungen kurz
und intensiv von Hand geschuttelt. Mit einer 1000 pyl Mikropipette mit abgeschnittener
Spitze wurde 1 ml des Breis auf 10 ml frisches Medium derselben Zusammensetzung
gegeben. Erneut wurde unter identischen Bedingungen inkubiert. Nach 14 Tagen
erschien die Oberflache des Mediums leicht eingetrocknet, worauf die Kolben wieder
kurz und intensiv von Hand geschittelt wurden. 100 pl der Mischung wurden in einer
dezimalen Verdiinnungsreihe mit 0.85% NaCl verdiinnt. 100 pl der Verdiinnungen 107" -
10 wurden auf festes Medium identischer Zusammensetzung plattiert. Zur Abschét-
zung der Anzahl Kolonie-bildender Einheiten wurden 100 pl der Verdinnungen auf
10% TSA plattiert.

Zur Uberpriifung des Wachstums der Isolate wurden Einzelkulturen vom festen
Medium erneut auf halbfestes Malat-Medium Uberimpft: 5 ml halbfestes Medium mit

der Substratkonzentration ensprechend der Anreicherung, wurde in 15 cm lange
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Reagenzglaser mit Aludeckel gegeben. Durch kurzes Schitteln auf dem Vortex wurde
das Medium gemischt. Von jeder Agarplatte wurden vier Kolonien mit der Impfése in
jeweils eines dieser Réhrchen gegeben. Die Kulturen wurden in einem um 30° ange-
winkelten Rotator bei 30°C inkubiert. Nach 20 Tagen hatte sich das halbfeste, durch-
sichtige und hellgriine Medium bei manchen Kulturen leicht rostbraun verfarbt, bei

anderen Kulturen war Wachstum ohne Verfarbung erkennbar.

Anreicherung mit modifiziertem AGS-Medium

In einem 100-ml-Schikanenkolben mit Schraubverschluss wurden 5 ml der dreifach
konzentrierten AGS-Stammldsung (Seite 18) mit 10 ml Bitterfelder Grundwasserprobe
(Tabelle 3) gemischt. Der 3-Chloranilin-Gehalt war anfangs 0.1 mM, aber im Abstand
von 14 Tagen wurde jeweils 0.1 mM zugefittert. Die Kulturen wurden bei 100 UPM

geschlittelt.

Nur drei Tage nach der ersten Erhéhung der 3-Chloranilin-Konzentration waren die
Kulturen flockig oder homogen triib. Die Anreicherungen wurden nun in einer dezima-
len Verdinnung in 0.85% NaCl auf Festmedium nahezu identischer Zusammensetzung
(0.5 mM 3-Chloranilin) gestrichen. In den folgenden Wochen wurden die auftretenden
Kolonien auf diesen Platten in regelméssigen Abstanden ausgezahlt. Anschliessend
wurde von einem Grossteil der Kolonien der 3-Chloranilin-Abbau auf Replikaplatten
gepruft (Seite 30). Nach 54 Tagen wurden einige interessante Stdmme in 20-ml-
Flaschchen mit 7.5 ml AGS-Medium gegeben (0.1 mM 3-Chloranilin). Ein unbeimpftes
Flaschchen diente als Kontrolle. Im Unterschied zur Anreicherung wurde ein Zehntel
des ursprunglich beschriebenen Arginins (0.5 mM) und Glycerins (14 mM) beigegeben,
dies sollte die Bakterien beim Wachstum unterstitzen. Wéhrend 35 Tagen wurde alle
finf Tage 0.1 mM 3-Chloranilin zugeflttert. Gelegentlich wurde bei triben, erkennbar
wachsenden Kulturen die Chloraromaten-Konzentration mit der HPLC gemessen.
Geeignete Kulturen wurden dann zur Uberpriifung der Reinheit auf Mineralmedium
nach Dorn et al. (0.5 mM 3-Chloranilin) plattiert und durch Sequenzierung der

16S rDNA phylogenetisch eingeordnet.

Parallel zur Gewinnung von Reinkulturen wurde die urspriingliche Anreicherung insge-
samt funf Mal alle 14 Tage mit 0.1 mM 3-Chloranilin gefuttert. Dann allerdings wurden

die Kulturen viereinhalb Jahre bei 4°C im Dunkeln und ohne Schuitteln gelagert. Das
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Medium eines Kolbens farbte sich in dieser Zeit leicht braun, von den anderen wurde
1 mlin 10 ml frisches Mineralmedium nach Dorn et al., (1-fach Phosphatpuffer, 0.1 mM
3-Chloranilin) gegeben. Nach zwei Wochen war wieder Wachstum zu erkennen, die

Kolben wurden weiter in 0.1 mM Schritten gefittert.

2.2.4 Medien zur Kultivierung von Bakterien

Mineralmedium nach Dorn et al.

Die isolierten Bakterien wurden meistens in Mineralmedium nach Dorn et al. (Seite 16)
kultiviert. Dieses Medium ist geeignet flr Kulturen, aus denen spater DNA isoliert
werden soll. Als Substrat wurde der Chloraromat in der Konzentration verwendet, mit

dem die Bakterien isoliert worden waren.

Modifiziertes Rhizobium X-Medium

Bradyrhizobium-ahnliche Stdmme wurden mit einem auf Erdextrakt basierenden
Medium angezogen (Atlas 1995). Rhizobium X-Medium wurde nur flr die Anzucht von
Vorkulturen mit sehr geringen Mengen Inokulum verwendet, zum Beispiel beim An-
impfen einer 10 ml Flussigkultur mit einer einzigen Kolonie. Fir die Herstellung von
Zellmasse fir DNA-Extraktion eignet sich dieses Medium nicht, weil die im Erdextrakt
enthaltenen Huminstoffe die DNA-Extraktion und die PCR behindern.

Anfangs wurde dieses Medium mit Zugabe der beschriebenen 55 mM (10 g/l) Mannitol
und zuséatzlichen 3 mM 2,4-D angewendet. Nach dem ersten Versuch wurde allerdings
auf die Zugabe von Mannitol verzichtet. Nach wenigen weiteren Versuchen wurde
Rhizobium X-Medium nur noch 0.1-fach verdiinnt, als Zusatz zum oben beschriebenen
Mineralmedium nach Dorn et al. verwendet. Zur Herstellung von 1000 ml Medium
wurden also 900 ml Mineralmedium nach Dorn et al. und 100 ml Rhizobium X-Medium

verwendet. 2,4-D wurde zum Schluss zugegeben.
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Zusammensetzung

Erdextrakt

Mannitol 10g
Hefeextrakt 1.0g
ddH,O ad 1000 ml

Die Erde fUr den Erdextrakt wurde von der obersten Erdschicht einer Wiese genom-
men, vorzugsweise von einem Maulwurfshiigel. Zur Herstellung des Erdextraktes,
wurde Natriumcarbonat mit der Erde und 200 ml ddH,O vermengt, autoklaviert und
10 min bei 14'000 g zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde fiir das Medium verwen-

det. Vor dem Autoklavieren des Mediums wurde der pH auf 7.0-7.4 eingestellt.

'Nutrient Broth'-Medium (NB-Medium)'

NB-Festmedium wurde verwendet, um die Reinheit eines Stammes durch Uberimpfen
festzustellen oder herzustellen. Weiterhin wurde NB verwendet, um innert kiirze Bio-
masse zu erzeugen, die fir PCR verwendet werden kann. Die isolierten Bakterien-
stdmme wurden aus der Stammsammlung direkt auf 'Nutrient Broth'-Festmedium

ausgestrichen und wenige Tage bei Raumtemperatur inkubiert.

Zusammensetzung

Pepton 5009
NaCl 509
Hefeextrakt 20g9
ddH,O ad 1000 ml

10% 'Tryptic Soy Agar' (TSA-Medium)

TSA wurde verwendet, um Lebendzellzahl-Bestimmungen durchzufiihren. Die
Agarplatten wurden nur mit 10% (w/w) Substrat hergestellt, das entspricht 3 g 'Tryptic
soy broth' (Difco) pro 1000 ml Wasser.

" NB-Medium wird in jedem Labor anders hergestellt. Es wird deshalb auf eine Quellenangabe verzichtet
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Luria-Bertani-Medium (LB- und LB Amp50-Medium)

LB-Medium wurde fir die Kultivierung von Escherichia coli DH5 alpha verwendet
(Sambrook und Russel 2001a). Ampicillin (Anwendungskonzentration: 50 pg/ml) wurde
zugegeben, um den Selektionsdruck auf den Vektor pBluescript Il SK+ aufrechtzuer-
halten (LB Amp50). Ublicherweise wurde Ampicillin (Stammlésung: 50 mg/ml) direkt in
die Platten gegossen, die Platten wurden bei 4°C gelagert. Bei Verwendung der LB
Amp50 Platten mehr als zwei Wochen nach Herstellung, wurde kurz vorher noch

einmal Ampicillin in der Anfangskonzentration gleichméassig auf der Oberflache verteilt.

2.2.5 Stammlésungen und Medienzusatze

Alle gut wasserloslichen Chloraromaten wurden in konzentrierten, wéssrigen Stamm-
I6sungen gelagert. Chlorbenzol wurde aufgrund seiner geringen Wasserl6slichkeit und
hohen Fllichtigkeit ausschliesslich Uber die Gasphase geflttert. Einigen isolierten und
charakterisierten Bakterien wurde das Wachstum durch passende komplexe Medien-

zusatze erleichtert.

Chloraromaten

Die entsprechende Menge der freien Sauren 2,4-Dichlorphenoxyacetat (2,4-D) und
3-Chlorbenzoat, fir eine 50 mM Stammlésung, wurde unter Rihren in ddH,O und
durch Zugabe von 1 M NaOH gelést. Nach vollstandiger Lésung wurde pH 7 einge-
stellt, die Lésung mit ddH,O auf das gewiinschte Volumen aufgeflllt und steril filtriert

(0.22 pm) und bei Raumtemperatur gelagert.

Die entsprechende Menge (gewogen) des freien Amins 3-Chloranilin, fir eine 50 mM
Stammlésung, wurde unter Rihren und durch Zugabe von konzentrierter Salzsdure
geldst, bis der 6lige Film auf der Oberflache verschwand. Braun-schwarze Klimpchen
I6sten sich auch nach langerem Rihren nicht und wurden durch steriles Filtrieren
(0.22 um) entfernt. Die rosafarbene, klare Losung wurde im Dunkeln bei Raumtem-

peratur gelagert.

Chlorbenzol wurde Uber die Gasphase gefittert. Unter Annahme sofortiger Verfllich-
tigung und vollstandiger Verteilung betrug die Konzentration im Gasraum 7.9 mg/I. Dies

entspricht unter Annahme eines idealen Gasverhaltens einer Volumenkonzentration von
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0.16%. Agarplatten wurden dem Chlorbenzol in einem geschlossenen Glasgefass
ausgesetzt. Die entsprechende Menge Chlorbenzol wurde in ein offenes, an der
inneren Glaswand befestigtes, 1.5 ml-Reaktionsgefdss getan. Bei FlUssigkulturen
wurde Chlorbenzol Gber einen im Deckel befindlichen Verdampferaufsatz zugegeben.
Das flissige Chlorbenzol kam zu keinem Zeitpunkt in Kontakt mit der wéssrigen Phase

des Mediums.

Wachstumsfordernde Zusatze

Mit wachstumsfdérdernden Zuséatzen wurde versucht, langsam wachsende, isolierte und
charakterisierte Bakterien im Wachstum zu unterstiitzen. Durch ein komplexes Sub-
stratangebot, oder eine definierte Mischung aus verschiedenen C-Quellen, sollte

gewéhrleistet werden, dass 'flr jeden etwas dabei ist'.

Der 1 M C-Quellenmix enthallt vier verschiedene C-Quellen. Jede der zugegebenen C-
Quellen wurde in der Stammldsung auf 250 mM konzentriert und in den Medien mit

0.43 mM angewendet.

Zusammensetzung

Pyruvat 0.44 ¢
D-Glucose Monohydrat 0.99¢
D-Fructose 0.90¢
Succinat 0.59¢
ddH,O ad 20 mi

Mit 1 M NaOH wurde der pH zwischen 3 und 4 eingestellt. Die L6sung wurde auto-

klaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

Zur Stimulierung nicht mehr wachsender Actinomyceten-ahnlicher Kulturen wurde
verdinnte Casamino Acids-L6ésung (Difco oder Roth) gefittert. Die 100-fache
Stammldsung enthielt 50 g/I, angewendet wurde die Lésung einfach (0.5 g/l). Die

Stammldsung wurde autoklaviert und im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert.
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2.2.6 Lagerung der Bakterienstamme

Herstellung von Reinkulturen / Uberpriifung der Reinheit

Um Kontaminationen eines Chloraromaten verwertenden Isolates zu erkennen und zu
entfernen, wurde eine einzelne Kolonie von Mineralfestmedium auf NB-Festmedium

und von da wieder auf Mineralmedium tGberimpft.

Die Reinheit eines Stammes wurde durch paralleles Ausstreichen auf passendem
Mineralmedium und NB-Medium Uberprift. Die Kolonien wurden von Auge oder unter
dem Mikroskop auf Homogenitat Gberprift und verglichen. Zum Weiterarbeiten wurden
die auf Mineralmedium gewachsenen Kolonien verwendet. Manche Bakterienstdmme
wuchsen allerdings nicht auf NB, diese wurden dann so lange auf Mineralmedium
Uberimpft, bis nur noch homogene Kolonien auf den Agarplatten erkennbar waren,

bzw. bis unter dem Mikroskop nur ein Bakterientyp erkennbar waren.

Lagerung von Bakterienisolaten

Von jedem isolierten Stamm wurde eine Reinkultur der Stammsammlung (-80°C) zuge-
fugt. Die einzufrierenden Stdmme wurden auf Mineralfestmedium mit geeigneten Chlor-
aromaten als einzigem Substrat kultiviert. Mit einer Impfése wurden mehrere Kolonien
einer Reinkultur auf einmal von der Agarplatte gekratzt und in 1.8 ml 50% (v/v) Glycerin
gegeben. Es wurde darauf geachtet, frische, im Wachstum befindliche Kolonien
auszuwéhlen. Die Rdéhrchen wurden kurz auf dem Vortex gemischt, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und anschliessend in die Stammsammlung einsortiert.

2.3 Charakterisierung der Bakterien

Die frisch isolierten Stamme wurden meist mit dem Schnellverfahren (KOH-Test) zur
Gram-Differenzierung grob eingeordnet (SiBmuth et al. 1999). Spater wurden alle
isolierten Bakterienstdmme aufgrund eines Fragmentes der 16S rDNA-Sequenz
charakterisiert. Der betriebene Aufwand hing vom Wert des Stammes flr die weiteren
Arbeiten ab. Interessant waren insbesondere Stdmme, die definitiv zum Abbau chlor-

aromatischer Verbindungen beféhigt waren, und gleichzeitig Bakteriengruppen ange-
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hdrten, welche in anderen Arbeiten beziglich dieser Fahigkeit noch nicht hinreichend

untersucht worden waren.

2.3.1 Methoden zur Charakterisierung des Wachstums

Lebendzellzahl-Bestimmung

Die Lebendzellzahl wurde auf 0.1-fach TSA-Festmedium bestimmt. Dazu wurde eine
dezimale Verdunnungsreihe (ddH,O oder 0.85% NaCl) einer bekannten Menge Um-

weltprobe ausgestrichen.

Tribungsmessung

Die optische Dichte einer Bakterienkultur wurde bei 560 nm und einer Schichtdicke von
1 cm gemessen. Zum Nullabgleich wurde bei Mineralmedien nicht beimpftes Mineral-
medium genommen, bei Komplexmedien der zellfreie Uberstand der Bakterienkultur.
Uberstieg die Extinktion den Wert von 0.2, wurde die zu messende Ldsung entspre-

chend verdinnt.

Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeits-Chromatografie (RP-HPLC)

Die 2,4-D und 3-Chlorbenzoat-Konzentration einer Kultur wurde mit Umkehrphasen-
HPLC gemessen. Als mobile Phase wurde ein 50% Methanol/Wasser-Gemisch mit
0.1% H,PO, verwendet. Das Saulenmaterial war Eurospher-100 C18 (Partikelgrésse
5 pm) in einer Sdule von 4 mm x 12 cm Innendurchmesser (Knauer). Zur Berechnung
der zu messenden Konzentrationen wurden externe Standards vor und nach der Probe
aufgetragen. Als Detektor wurde ein Dionex UVD 340 S Diodenarraydetektor verwen-
det. Das Signal der Chloraromaten wurde bei einer Wellenlange von 210 nm gemes-

sen.

Nachweis der Substratverwertung mit Replikaplatten

Das Wachstum mit Chloraromaten als einziger Energie- und Kohlenstoffquelle wurde

mit Replikaplatten nachgewiesen. Wuchs ein Stamm besser auf Festmedium mit Sub-
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strat als ohne, so wurde angenommen, dass dieser Stamm fahig ist, Chloraromaten zu

verwerten.

Nachweis der Substratverwertung in Fliissigkultur

Das bakterielle Wachstum mit Chloraromaten als einziger Energie- und Kohlenstoff-
quelle wurde auch in FlUssigkultur gepruft. Die Kulturen wurden in 100-ml-Schittel-
kolben mit 10 ml Mineralmedium nach Dorn et al. (Seite 16) und der entsprechenden
Menge Chloraromaten als einzigem Substrat gezogen. Inokuliert wurde eine Kolonie ab
Festmedium. Entweder wurde mit der HPLC der Substratabbau nachgewiesen, oder
die Bakterienvermehrung wurde anhand der Tribungsmessung der Kultur nachge-
wiesen. Es wurde erwartet, dass eine Kultur, die fahig, ist mit Chloraromaten als
einzigem Substrat zu wachsen, innerhalb von 30 Tagen mindestens eine um 0.05
héhere OD (560) hat.

Bei manchen Stdmmen wurden zusatzlich zu den Chloraromaten komplexe Zuséatze
wie Casamino-Acids ins Medium gegeben (Seite 28). In diesem Fall wurde die OD (560)
der Kulturen mit Chloraromaten mit entsprechenden Kulturen ohne Chloraromaten

verglichen.

Wachstumskurve

Vom isolierten Stamm AZD10a_EZLN1 wurde eine Wachstumskurve gemessen. Die
Vorkultur wurde in zwei Schritten in Rhizobium X-Medium hergestellt (RT, 100 UPM,
55 mM Mannitol, 3 mM 2,4-D). 5 ml einer auf Rhizobium X-Medium (3 mM 2,4-D)
gewachsenen Kultur wurden verwendet, um 50 ml desselben Mediums mit einer

zweiten Kultur anzuimpfen.

Nach vier Tagen waren in der zweiten Vorkultur lediglich 25% des urspringlich beige-
fugten 2,4-Ds mit HPLC nachzuweisen, die OD (560) betrug 0.37. Es wurden je 5 ml als
Inokulum fir die verschiedenen Kulturen (Tabelle 4) verwendet. 50 ml Medium wurden
in 500 ml Schuttelkolben bei 100 UPM, 30°C geschlittelt.

Von den Kulturen wurden in Abstanden von wenigen Stunden bis ganzen Tagen jeweils

1 ml-Proben genommen. Von diesen Proben wurde zuerst die Tribung bei 560 nm
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gemessen. AnschlieBend wurde die 2,4-D-Konzentration mit HPLC bestimmt. Die
Verdoppelungszeit t; wurde anhand der folgenden Formel berechnet:
ty=1log(2)/ m

log(2) ist der natirliche Logarithmus von 2, m ist die Steigung der Geraden durch die
Punkte der halblogarithmischen Wachstumskurve. Die Wachstumskurve wird beschrie-
ben durch die logarithmierten Werte der Optischen Dichte (x-Werte) und die Zeitpunkte
der Messung (y-Werte). Die Steigung m wurde mit einer linearen Regression (RGP-
Funktion, Excel) bestimmt. Der hier verwendete Wert fir die Verdoppelungszeit wurde
also nicht als arithmetisches Mittel aus den einzelnen Punktepaaren, sondern Uber die

Steigung der optimalen Geraden flr die Punkte der Wachstumskurve im Sinne der

kleinsten Fehlerquadrate abgeleitet.

Tabelle 4: Medien in denen eine Wachstumskurve des Stammes AZD10a_EZLN1 gemessen wurde.

Bezeichnung der Kultur Medium Mannitol [mM] 2,4-D [mM]
A Rhizobium X 55.0 5.0
B Rhizobium X 27.5 5.0
C Rhizobium X 0.0 5.0
D Rhizobium X 55.0 3.0
E Rhizobium X 55.0 10.0
F Mineralmedium 55.0 5.0
G Mineralmedium 27.5 5.0
H Mineralmedium 0.0 5.0
| Mineralmedium 55.0 10.0

2.3.2 Methoden zur taxonomischen Einteilung von Bakterien

Schnellverfahren zur Gram-Bestimmung (KOH-Test)

In einem Tropfen 3% (w/w) KOH wurde eine frische Kolonie mit der Impfése verrieben.
Gram-negative Bakterien sollten lysieren und sich in kurzer Zeit in eine fadige, viskose
Masse verwandeln. Gram-positive Bakterien sollten hingegen krimelig bleiben
(SUBmMuth et al. 1999). Zu Beginn wurde der Test mit bekannten Stdmmen durch-
gefuhrt. Als Gram-negative Referenz wurde E. coli DH5 alpha, als Gram-positive Refe-
renz wurde z.B. Rhodococcus opacus 1CP verwendet (Tabelle 2). Um genlgend
Zellmasse fur den Test zur Verfligung zu haben, wurden die Kolonien oft auf komple-

xem Medium, wie 0.1-fach TSA-Medium oder NB-Medium, gezogen.
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Charakterisierung der Stamme aufgrund der 16S rDNA

Die PCR-Produkte der 16S rDNA wurden in beide Richtungen sequenziert. Mit dem
Sequenzbearbeitungsprogramm 'Staden Package' (Bonfield et al. 2002) wurden die
resultierenden Sequenzen zu einer Konsensussequenz zusammengefigt. Die voll-
standigen Sequenzen wurden mit dem Programm Arb (Ludwig et al. 2004) in eine

entsprechende Datenbank integriert und in einem Dendrogramm dargestellt (Seite 52).

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Allgemeine Stammlésungen

Agarose-Gele wurden Ublicherweise mit TAE-Puffer (Stammlésung: 50-fach, pH 8.5)
hergestellt (Moore 2000). Der Puffer wurde 1-fach angewendet.

Zusammensetzung TAE-Puffer (50-fach)

Tris base 242 g
Eisessig 57.1 ml
Na,EDTA-2H,0 37.2¢
ddH,O ad 1000 ml

Polyacrylamid-Gele wurden mit TBE-Puffer (Stammldsung: 10-fach, pH 8.0) zuberei-
tet (Moore 2000). Der Puffer wurde 1-fach angewendet.

Zusammensetzung TBE-Puffer (10-fach)

Tris base 108 g
Borsaure 55¢
EDTA-Ldsung (0.5 M, pH 8.0) 40 ml
ddH,O ad 1000 ml

DNA-Proben wurden mit Ladepuffer (Stammldésung 10-fach) auf Agarose- oder

Polyacrylamid-Gele geladen. Angewendet wurde der Puffer 1-fach.
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Zusammensetzung Ladepuffer (10-fach)

Glycerin 50%

EDTA 0.25M
Bromphenolblau 0.25%
Xylencycenol 0.25%

2.4.2 DNA-Extraktion und Reinigung

DNA wurde auf zwei Arten gewonnen. Die einfache Methode war die der 'Kochprepa-
ration', alternativ wurde DNA durch konventionelle DNA-Extraktion mittels
CTAB/Chloroform/Isoamylalkohol-Methode erhalten.

'Kochpreparation'

‘Kochpreparation' ist eine einfache Methode, um aus wenig Zellmasse gentigend DNA
fir PCR zu erhalten (Higuchi 1992). Die zu untersuchenden Bakterienstdmme wurden
aus der Stammsammlung direkt auf NB-Platten ausgestrichen. Nach wenigen Tagen
Wachstum bei Raumtemperatur wurde eine einzelne Kolonie mit der Impfése in 200 pl
steril filtriertes ddH,O transferiert und durch Vortexen suspendiert. Die Suspension
wurde im Thermo-cycler 5 min auf 98°C erhitzt, bei -20°C gefroren und erneut 5 min

auf 98°C erhitzt. Die 'Kochpreps' wurden bei -20°C gelagert.

Bei Gram-positiven Stdmmen wurde mehr Zellmasse verwendet als bei Gram-nega-
tiven. Die Uberschissige Zellmasse sollte gewahrleisten, dass trotz méglicherweise
unvollstdndigem Zellaufschluss gentigend DNA fir die PCR rausgel6st wird. Vor dem
ersten 98°C-Schritt wurde die Biomasse zusatzlich in der Schwingmuhle aufgeschl-
ossen. In ein 2-ml-Reaktionsgefdss wurden zwei Spatelspitzen (ca. 400 pl) Glasperlen
(@ 0.1-0.25 mm, unsteril), 1-2 ml steril filtriertes ddH,0 und 5-10 Kolonien von einer
Agarplatte gegeben. Die Reaktionsgefdsse wurden in der Schwingmihle (MM 200,
Retsch) 2 min bei 30 Hz und 4°C geschittelt. Nach kurzem Zentrifugieren wurde etwa
100 pl Uberstand in ein frisches Eppendorfgefass gegeben und in 0.1-fach Schritten
mit steril filtriertem Wasser verdinnt, bis die Suspension fast klar erschien. Ublicher-
weise wurde 0.1-0.01-fach verdinnt. Diese Suspension wurde wie flir Gram-negative

Bakterien beschrieben auf 98°C erhitzt, tiefgefroren und wieder auf 98°C erhitzt.
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FlUr eine erfolgreiche PCR entscheidende Faktoren bei der Kochpreparation sind

frische, wachsende Zellen und eine genigend starke Verdlinnung der Suspension.

DNA-Extraktion mittels CTAB/Chloroform/Ilsoamylalkohol

Grdssere Mengen DNA wurden aus der Zellmasse von 2-5 ml Flussigkultur mit der
CTAB/Chloroform/Isoamylalkohol-Methode erhalten (Voytas 2000):

Stammlésungen zur DNA-Extraktion
Lysozym 10 mg/ml
TE-Puffer, pH 8 (Moore 2000)

SDS 10%
Proteinase K 20 mg/ml
NaCl 5M

CTAB/NaCl-Lésung (10% CTAB, 0.7 M NaCl)

Chloroform-lsoamylalkohol 24:1
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 25:24:1
Isopropanol

Ethanol 70%

1. 1.5 ml einer Bakterienkultur wurden 2 min in der Mikrozentrifuge pelletiert, der
Uberstand wurde verworfen. Alternativ wurden 0.5 g Erde oder Schlamm verwen-
det.

2. Das Pellet wurde in 567 pl TE-Puffer (Moore 2000) durch Pipettieren resuspendiert.
30 pl SDS (10%) und 3 pl Proteinase K (20 mg/ml) wurden zugegeben und nach
grindlichem Mischen 1 h bei 37°C inkubiert. Sollten Gram-positive Bakterien auf-
geschlossen werden, wurde vor der Proteinase K-Behandlung das Pellet in 50 pl
Lysozym (10 mg/ml) suspendiert und 15 min inkubiert (RT).

3. Zur Suspension wurden 100 pl NaCl-Lésung (5 M) zugegeben und stark vermischt.
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Der L6sung wurden 80 pl CTAB-NaCl Lésung zugegeben. Es wurde gut vermischt
und 10 min bei 65°C inkubiert.

Dasselbe Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (0.7-0.8 ml) wurde zugegeben, gut
vermischt und 4-5 min in der Mikrozentrifuge zentrifugiert.

Der viskose aber wassrige Uberstand wurde in ein frisches Reaktionsgeféss
gegeben. Dasselbe Volumen Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol wurde zugegeben.
Es wurde stark vermischt und 5 min in der Mikrozentrifuge zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in ein frisches Reaktionsgefiss gefiillt. Sollte die Probe
Huminstoffe enthalten, wurde der Lésung 0.3 Volumen Ammoniumacetat (10 M)
zugegeben. Die DNA wurde anschliessend mit 0.7 oder 0.6 Volumen Isopropanol
gefallt. Durch einfaches vorwarts und rickwarts Schaukeln des Reaktionsgefédsses
wurde die DNA als 'Schlieren' in der L8sung sichtbar. In der Mikrozentrifuge wurde
die DNA pelletiert (5 min), anschliessend wurde der Uberstand verworfen.

Um Uberschissiges CTAB und Salze zu entfernen, wurde die DNA mit 70%
Ethanol gewaschen und 5 min in der Mikrozentrifuge zentrifugiert Der Uberstand
wurde wiederum verworfen. Das DNA-Pellet im Reaktionsgefass konnte kopflber
auf der Laborbank getrocknet werden (10-30 min).

Zum Schluss wurden dem DNA-Pellet 100 pl ddH,O zugegeben und wéhrend 2 h
bei 65°C geldst. Die DNA wurde bei -20°C gelagert.

DNA-Extraktion aus Boden

Aus Boden wurde die DNA mit zwei verschiedenen Methoden extrahiert. Die erste

Methode war aus der oben beschriebenen CTAB/Chloroform/Isoamylalkohol-Extrak-

tion abgewandelt: Vor der Nukleinsaurefallung mit Isopropanol wurden die Huminstoffe

mit 1 vol 7.5 M Ammoniumacetat gebunden (Miller et al. 1999).

Nach der zweiten Methode wurden die Zellen statt mit Lysozym mit Zirkonium-Perlen

aufgeschlossen (Miller et al. 1999) und durch Gelfiltration gereinigt (Tsai und Olson
1992).
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Die Tauglichkeit der extrahierten DNA zur PCR wurde mit den universellen Primern 27f
und 1522r (Lane 1991) fir 16S rDNA getestet.

DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Aus Agarose-Gelen wurde die DNA mit EasyPure® DNA Purification Kit (Biozym),
gemass der Vorschrift des Herstellers, isoliert. Die Methode beruht auf DNA-Extraktion

mit Glasmilch. Resultierende DNA wurde in 15 pl ddH,O geldst und bei -20°C gelagert.

Plasmidprep zur Extraktion von Plasmiden aus Zellkultur

E. coli-Plasmide wurden aus jeweils 3 ml Ubernacht-Kultur mit dem FlexiPrep-Kit
(Amersham Biosciences) isoliert und gereinigt. Die Methode beruht auf DNA-Extraktion
mit Glasmilch (Sephaglas). Die Durchflihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.
Die resultierende DNA wurde in 50 pyl ddH,O geldst und bei -20°C gelagert.

Ethanol-Fallung

Mit der Ethanol-Fallung kann DNA von Salzen gereinigt werden. Zur DNA-L&sung
wurden 0.1 Volumen 3 M Natrium-Acetat (pH 5.2) und 2-2.5 Volumina 100% Ethanol
gegeben. Die Lésung wurde 10 min in der Mikrozentrifuge bei voller Geschwindigkeit
zentrifugiert (14'000 g). Anschliessend wurde der Uberstand mit der Pipette abgesaugt
und es wurden 100 pl 70% Ethanol zugegeben. Die Lésung wurde ein zweites Mal
5 min bei 4°C und voller Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wurde abge-
saugt, das DNA-Pellet in der Speedvac (Eppendorf) getrocknet und in 10 pyl ddH,O

resuspendiert.

Microcon-PCR zur Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung von PCR-Produkten die zur Klonierung oder Sequenzierung weiterver-
wendet wurden, erfolgte mit Microcon-PCR-Kit (Millipore) geméss Herstellerangaben.
Bei dieser Methode wird Uber eine kleine Saule aufgereinigt. Die resultierende DNA
wurde in 20 pl ddH,O eluiert und bei -20°C gelagert.
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2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR wurde auf den Thermocyclern T1 und TGradient (Biometra) gemacht, beide mit
beheizter Abdeckung, in 200-pl-PCR-ReaktionsgefaBen durchgefihrt. Die Taqg-Poly-
merase wurde in der Konzentration 1 Unit pro 50 pl Reaktion angewendet. Die Tem-
peraturprogramme und Primerkonzentrationen wurden entsprechend der Anwendung
gewahlt: Amplifizierung der 16S rDNA (unten), Amplifizierung von Genen des Chlor-

aromatenabbauweges (Seite 39).

PCR von Fragmenten der 16S rDNA

Die 16S rDNA wurden mit den Primern 27f und 1522r amplifiziert (Lane 1991). Sollte
das PCR-Produkt anschliessend sequenziert werden, wurden 30-pl-Reaktionsansétze,
in den Ubrigen Féllen 20- oder 15-pl-Ansatze gemacht. Das Reaktionsgemisch wurde
entweder fertig eingekauft (1.1 x PCR-Master Mix (1.5 mM MgCl,), ABgene®) oder
selber pipettiert:

Zusammensetzung

Primer Vorwarts 0.2 uM
Primer RUckwaérts 0.2 uM
PCR-Puffer (10-fach) 1-fach
Mg** 1.5mM
dNTP (je Base) 0.15 mM
BSA (Rinder Serum Albumin) 0.1 mg/ml
Tag-Polymerase 1 U/50pl

Pro 20 ul Reaktion wurden 1.0 yl DNA aus den beschriebenen 'Kochpreps' verwendet
(Seite 34), beziehungsweise 0.1 ug DNA aus konventioneller DNA-Extraktion (Seite 35).
Der 10-fache PCR-Puffer wurde mit dem Enzym geliefert (Fermentas). Auf einem
Thermocycler (T-Gradient oder T1, Biometra) wurde das folgende Temperaturpro-

gramm verwendet:
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Temperaturprogramm
94°C 180 s
30x | 55°C 30s
| 72°C 60 s
| 94°C 30s
55°C 30s
72°C 120 s
10°C Pause

5 pl des PCR-Ansatzes wurden auf einem 1%-Agarose-Gel (w/w) Gberprift (Seite 40).
Nur PCR-Produkte mit einfachen Banden wurden sequenziert. Bei manchen Stdmmen
wurde in der PCR zum erwarteten 1'500 bp grossen Fragment ein zuséatzliches, etwa
1'200 bp grosses Fragment gebildet. In diesem Fall wurde die 'Annealing'-Temperatur
von 55°C auf 58°C angehoben und die PCR wiederholt. Die erhéhte Temperatur im

‘Annealing' fuhrte wunschgemass zu einem einzigen PCR-Produkt.

PCR von Genen des Chloraromaten-Abbauweges

Es wurden Fragmente der Gene der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase und Chlor-
muconat-Cycloisomerase mit PCR amplifiziert. Die spezifischen Primer sind in
Tabelle 5 aufgelistet. Vorlagen-DNA fir die PCR wurde in den meisten Fallen durch
'‘Kochpreps' (Seite 34) gewonnen. Sollte das PCR-Produkt kloniert werden, wurden
Reaktionsansatze zu 30 ul gemacht. In den ubrigen Fallen wurden 20 pl Ansatze
zubereitet. Die Primer wurden 0.5 uM konzentriert. Das Temperaturprogramm wurde

unverandert von Thiel (2004) Gbernommen:

Temperaturprogramm
94°C 180 s
10x |60°C T, =T, -1.0°C 30 s
| 72°C 60 s
| 94°C 30's
20x | 50°C 30 s
| 72°C 60 s
| 94°C 30's
55°C 30's
72°C 120's

10°C Pause
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Als Reaktionsgemisch wurde 1.1 x PCR-Master Mix (1.5 mM MgCl,, ABgene®) verwen-
det, alternativ wurde der Reaktionsansatz mit denselben Konzentrationen selber

zusammengemischt.

Tabelle 5: Bezeichung und Spezifitdt der Primer, die verwendet wurden, um Genfragmente von
Enzymen des modifizierten ortho-Chloraromaten-Abbauweges zu amplifizieren (Thiel 2004).

Bezeichnung Spezifitat* Sequenz (5'-> 3') Produktgrésse (bp)
fw-diox-gram(-) diox, proteo ATC GAY RTS TGG CAY TCS ACI C 270
rev-diox-gram(-) TCR AAG TAG TAY TGS GTS GTC AI

fw-diox-gram-rhod diox, actino TGC CGA TGC GSG MWG ACG AG 270
rev-diox-gram-rhod CTC GAA GTA SAG CTG GGT SRT CA

FwCICyclIChpA cyclo, proteo CAA GGT CAT CAT CGA CTG CTA YYT NGC NCC 810
RevCICycIChpJ CAC CCA CGG GCC GAT CAR YTC RCA

FwCICycIChpF cyclo, proteo GAC CGG CAA CTA CTC CGC NAA RGC NGC 810
RevCICyclChpD TGG TGG AGT CCA GCA TGG TNC CNC CRT A

* Zielsequenz der Primer: diox: Chlorbrencatechin-1,2-Dioxygenase, cyclo: Chlormuconat-Cyclo-
isomerase, actino: Actinomyceten, proteo: Proteobakterien.

Der Nachweis des PCR-Produktes erfolgte mit Agarose-Gelelektrophorese. Nach dem
ersten Schritt war allerdings oft kein oder nur ein schwaches PCR-Produkt erkennbar.
In diesem Fall wurde 1 pl der ersten PCR als Vorlage fir eine Reamplifikation unter
identischen Bedingungen verwendet. Alternativ wurde das Volumen der Reaktion mit
Reaktions-Puffer verdoppelt und soviel Tag-Polymerase zugegeben, dass die Kon-
zentration des frischen Enzyms der urspriinglich eingesetzten entsprach (doppelt soviel

Enzym wie in der ersten Reaktion).

Nachweis von DNA-Fragmenten mit Agarose-Gelektrophorese

Extrahierte genomische DNA und DNA-Fragmente aus Restriktionsversuchen und PCR
wurden mit Agarose-Gelelektrophorese Uberprift. Von PCR-Proben wurden jeweils 5-
10 pl, von frisch extrahierter DNA jeweils 1 pl 0.1-fach und 0.01-fach verdiinnter DNA
verwendet. Die Agarose-Gele wurden in 1-fach TAE-Puffer (Seite 33) hergestellt und
entsprechend der erwarteten Grosse des nachzuweisenden Fragmentes konzentriert.
Bei Fragmenten der Grdsse 200-3'000 bp wurde die Agarose 1.5% (w/w) angewendet.
Far den Nachweis von grésseren Fragmenten wurde die Agarose 1% konzentriert.
Ublicherweise wurden die Proben bei 1.3-2 V/cm elektrophoretisch aufgetrennt. Vor
dem Auftragen der Proben auf das Gel, wurde die Menge 10-facher Ladepuffer

zugegeben, um eine 1-fach konzentrierte Ladepuffer-Lésung zu erhalten.
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Restriktionsanalyse der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte der Gene der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase wurden mit
verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut. Die entstandenen Fragmente wurden
untereinander verglichen. Um mdglichst haufiges Schneiden in kleinen PCR-Fragmen-
ten zu garantieren, wurden Restriktionsenzyme mit 4-Basenpaar-Erkennungssequenz
ausgesucht: Bsh12361 (CGACG), BsuRI (GGACC), Mbol (A\GATC), Taq! (TACGA) und
Trul (TATAA) (alle Fermentas). Restriktionsverdaue wurden mit 15 pl eines nicht gerei-

nigten PCR-Ansatzes nach Angaben des Herstellers durchgeftihrt.

Die Proben wurden auf einem 20%-Polyacrylamidgel (v/v) in 1-fachen TBE-Puffer
(Seite 33) aufgetrennt (200 x 200 x 0.8 mm). Die Polymerisation der Monomere wurde
durch Zugabe von 10 pl 10% APS (Ammoniumperoxodisulfat) und 1 yl TEMED (Tetra-
methylethylendiamin) pro ml Gellésung eingeleitet. Die Proben wurden so auf das Gel
aufgetragen, dass jeweils vier Proben von zwei Molekulargewichtsmarkern umrahmt
wurden. Der Ladepuffer wurde als 10-fache Stammlésung gelagert und 1-fach ange-
wendet (Seite 33). Das Gel wurde mit einem Kihlaggregat (F12-EC, Julabo) oder im

Kihlraum auf 4°C gekuhlt und tber Nacht bei 10 mA laufen gelassen.

Nachweis der DNA mit Silberfarbung

Aufgetrennte DNA-Fragmente wurden durch Silberfarbung sichtbar gemacht (Bassam
et al. 1991). Alle Lésungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser hergestellt, das

Gel wurde in einer wenig grésseren Wanne leicht geschuttelt (50-70 UPM).

Stammlésungen zur Silberfarbung von DNA-Gelen
Fixierldsung

Silberfarbelésung 0.19%

Entwicklerlésung

Stop-L&sung
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DNA Fixieren: Das Gel wurde 10 min in Fixierlésung inkubiert. Silberfarbung: Das Gel
wurde 20 min in Férbelésung inkubiert und anschliessend kurz mit doppelt destilliertem
Wasser gewaschen. Entwicklung: Abhangig von der Intensitét der sichtbaren Banden
wurde das Gel in Entwicklerldsung geschwenkt, Ublicherweise etwa 20 min. Abbruch
der Entwicklung: Der Entwicklungsvorgang wurde durch 15 min Inkubation in Stop-
Lésung abgebrochen. Lagerung: Das Gel wurde nass in Plastikfolie eingeschweisst
und im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert. Die Farbelésung wurde mehrmals

verwendet.

2.4.4 Sequenzierung

Reagenzien und Gerate

Die Sequenzierungs-PCR wurde mit einem der folgenden 'Kits' durchgefihrt: Thermo
Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP
(Amersham Biosciences) oder CycleReader™ Auto DNA Sequencing Kit (Fermentas).
Die Proben wurden mit einem Sequencer (Long reader 4200, Li-Cor) auf einem 66 cm

langen und 0.22 mm dicken Polyacrylamidgel aufgetrennt:

Zusammensetzung Sequenziergel

Harnstoff 21.0g

TBE-Puffer (10-fach) 5.0 ml
ddH,O 30.0 ml
Rapid gel XL (40%, Amersham Biosciences) 5.8 ml

Die Polymerisation wurde mit 350 pl 10% APS (Ammoniumperoxodisulfat) eingeleitet,
und mit 75pl TEMED (Tetramethylethylendiamin) verstarkt.

Sequenzier-Primer

PCR-Produkte von 16S rDNA-Fragmenten wurden direkt sequenziert, passend zur
Sequenz der 16S rDNA wurden IRD-800-markierte Primer bestellt (MWG-Biotech). In
den anderen Féllen wurden PCR-Produkte zuerst in den Vektor pBluescript || SK+
kloniert und mit den IRD-800-markierten Primern T3 und T7 (MWG-Biotech) sequen-
Ziert (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Sequenzen der IRD-800-markierten Sequenzier-Primer.

Name* ** Bestimmung Sequenz 5' -> 3' Quelle
T3 T3 Promotorsequenz  CGC GCA ATT AAC CCT CAC TAA AG Fermentas, Produkt-Katalog
T7 T7 Promotorsequenz GCG CGT AAT ACG ACT CAC TAT AG Fermentas, Produkt-Katalog
27f 16S rDNA AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG (Lane 1991)
1387r 16S rDNA GGG CGG WGT GTA CAA GGC (Marchesi et al. 1998)
1522r 16S rDNA AAG GAG GTG ATC CAN CCG CA (Lane 1991)

* Die Primer T3 und T7 sind komplementér zur entsprechenden RNA Polymerase Promotor Region auf
dem verwendeten pBluescript || SK+ Vektor.

** Die Primer 27f - 1522r benennen die E. coli Position auf der 16S rDNA, an denen die Primer binden. 'f'
und 'r' beschreiben Vorwarts- und Rickwartsprimer).

Sequenzierung

Die Konzentration der gereinigten PCR-Produkte oder Plasmidpreps wurde nur grob
auf einem Agarose-Gel bestimmt. Entsprechend der Stérke der Bande und eigenen
Erfahrungen, wurde 5-8 pl der gereinigten DNA (Seite 37) als Vorlage in der Sequen-
zierungs-PCR verwendet. Die markierten Primer und Sequenzierreagenzien wurden
nach Angaben des Herstellers zugesetzt. Das Gerat wurde unter folgenden Bedingun-

gen benutzt:

Datenspeicherung

Signal Filter 3
Bin Size 17
Pixel Size 16
Images (beobachtete Wellenl&nge) 800 nm
Motor Speed 3

Laufbedingungen

Dauer Vorlauf 10 min
Dauer Hauptlauf 13 h
Spannung 2800V
Stromstéarke 40 mA
Leistung 55 W
Temperatur 45°C

Die zu untersuchenden DNA-Fragmente wurden in beiden Richtungen sequenziert. Die
Rohdaten wurden mit dem Programm eSeq (V1.1 und V1.2) ausgewertet. Die resultie-
renden Sequenzen wurden anschliessend mit dem Staden Package (Bonfield et al.

2002) zusammengefigt.
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Zur vorlaufigen Einordnung der Sequenziergebnisse wurden die partiellen Sequenzen
oft mit BLAST (Altschul et al. 1990) mit der NCBI-Datenbank verglichen. Sequenzen
der 16S rDNA wurden mit Hilfe von Blastn, potentielle Gensequenzen mit Hilfe von
Blastx verglichen. In beiden Fallen wurde die zusammengefasste Datenbank 'nr'
gewahlt (All GenBank, RefSeq Nucleotides, EMBL, DDBJ, PDB).

2.4.5 'Southern-Blot'

Auf dem 'Southern-Blot' wird das gesamte Genom eines Organismus mit einer kurzen
DNA-Sonde hybridisiert. Die Methode wird Ublicherweise zum Nachweis von Genen
verwendet. Das zu untersuchende Genom wird mit einem Restriktionsenzym in ver-
schieden grosse Fragmente zerschnitten und im Agarose-Gel aufgetrennt. Die DNA
wird auf eine Nylonmembran transferiert, immobilisiert und mit einer markierten Sonde
hybridisiert und nachgewiesen. Die Auftrennung der Genom-Fragmente nach Grosse
ermdglicht es, aus einem identischen Agarose-Gel, DNA-Fragmente derselben Grosse

wie die mit der Sonde hybridisierten, zu isolieren.

Vorbereitungen zum 'Southern Blot'

Je 1 ug gereinigte genomische DNA wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen
verdaut. Es wurden Enzyme mit 6-bp-Erkennungssequenz verwendet, die in der
'multiple cloning site' des Vektors pBluescript Il SK+ schneiden: BamHI, Xhol, Sall,
Pstl, Hindlll und EcoRI. Die Ansatze wurden nach Herstellerangaben durchgefihrt.
Verdaute DNA wurde auf einem 15 cm langen Agarose-Gel (0.8%, TAE-Puffer, Seite
33) Uber Nacht (12-14 h) mit 1.3 V/cm aufgetrennt. Als Molekulargewichtsmarker wurde
mit Hindlll und EcoRl verdaute lambda-Phagen-DNA verwendet (Enzyme und Phagen-
DNA: Gibco BRL, heute Invitrogen). Dieser Standard hat Fragmente der Grdssen:
21'226, 5'148, 4'973, 4'268, 2'022, 1'904, 1584, 1'375, 947, 831 und 564 bp. In
spateren Versuchen wurde zur praziseren Bestimmung der Framente Uber 5 kb DIG-
markierte, Hindlll-verdaute lambda-Phagen-DNA verwendet (23130, 9416, 6557, 4361,
2322, 2027, 564, 125 bp, Boehringer Mannheim). Die mit Ethidiumbromid im Gel
nachgewiesene DNA wurde fotografisch dokumentiert. Der DNA-Transfer vom Gel auf

die Nylonmembran wurde geméass Anleitung durchgefihrt (Brown 2000).
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Stammlésungen fiir 'Southern Blot'(Brown 2000)
HCI-Loésung 0.25M
Denaturierungslésung

Neutralisierungslésung

SSC (sodium chloride/sodium citrate) 20-fach

SSC 2-fach

Vorbereitung des Agarose-Gels: Das Gel wurde 10-30 min in der HCI-Lésung
geschwenkt, wodurch die DNA partiell depuriniert wurde. Als Folge der Depurinierung
entstehen Einzelstrangbriiche, wodurch die DNA einfacher auf die Membran transfe-
riert wird. Anschliessend wurde das Gel 10 min mit doppelt destilliertem Wasser
gewaschen und 2 mal 15 min in der Denaturierungslésung geschwenkt. Einzelstrédngige
DNA bindet einfacher an die Sonde als doppelstrangige. Daraufhin wurde der pH des
Agarose-Gels 2 mal 15-20 min in der Neutralisierungslésung neutralisiert. Vorberei-
tung der Nylonmembran: Die positiv geladene Nylonmembran (Hybond™-N*, Amers-
ham Biosciences) wurde 5 min in doppelt destilliertem Wasser getrdnkt und
anschliessend 5 min in Neutralisierungsldsung &aquilibriert. DNA-Transfer durch
Kapillarkrafte: Das Agarose-Gel wurde auf eine Glasplatte gelegt, darauf kam die
Membran, dariber 15 Whatman 3M Filterpapiere, mehrere Lagen Papierhandtiicher
und ein Gewicht (~1 kg) zum Andriicken. Nach etwa 3 h wurde die Membran kurz in
2-fachem SSC-Puffer gewaschen, luftgetrocknet und durch 4-stiindige Inkubation bei
70°C immobilisiert. Wie spéter in Erfahrung gebracht wurde, ist die Immobilisierung der

DNA bei 70°C mit der verwendeten Membran nicht notwendig.

DNA-DNA-Hybridisierung

Die DNA auf dem 'Southern Blot' wurde mit einer DIG-markierten Sonde hybridisiert.

Um grosse Mengen Sonden-DNA zu erhalten, wurde das PCR-Produkt in den Vektor
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pBluescript || SK+ eingefigt und in E.coli DH5 alpha vermehrt. Das gesuchte Stlck
DNA wurde durch Plasmidprep (Seite 37) aus der Zellmasse isoliert, mit dem Restrik-
tionsenzym Pvull (Fermentas) rausgeschnitten, durch Agarose-Gelektrophorese (Seite
40) von den Vektorrickstanden befreit und schliesslich durch Extraktion vom Agarose-
Gel gereinigt (Seite 37).

Die Sonden-DNA wurde in einer Klenow-Reaktion gemass Herstellerangaben markiert
(DIG DNA Labeling Mix, Boehringer Mannheim: Mit Hexanukleotidmix, Klenow Enzym,
dNTP, DIG-dUTP). Die Préhybridisierung, Hybridisierung, das anschliessende
Waschen, und die Detektion der Sonde wurde wie in Miltenburg et al. (1995) beschrie-

ben durchgeflihrt.

Lésungen fiir Hybridisierung (Miltenburg et al. 1995)
SSC-Puffer 20-Fach

Hybridisierungslésung (frisch zubereitet)

Waschlésung A (frisch zubereitet)

Waschlésung B (frisch zubereitet)

Prahybridisierung: Die Membran wurde mit der Hybridisierungslésung zusammen in
einen Plastikbeutel eingeschweisst und im Wasserbad mindestens 3 h inkubiert.
Gelegentlich wurde der Plastikbeutel etwas geschwenkt. Die Hybridisierungstem-
peratur betrug 61°C. Spater stand ein Hybridisierungsofen (HB-1000 Hybridizer, UVP)
mit rotierenden Glaszylindern zur Verfiigung. Hybridisierung: Der Plastikbeutel wurde
an einer Ecke leicht gedffnet, um die frisch denaturierte, markierte Probe zugeben zu

kénnen. Anschliessend wurde der Plastikbeutel wieder verschweisst. Der Glaszylinder
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mit Schraubverschluss wurde entsprechend kurz gedffnet, um die Sonde zuzugeben.
Hybridisiert wurde Uber Nacht, ebenfalls im Wasserbad bzw. im Hybridisierungsofen
bei 61°C. Waschen: Am nachsten Tag wurde bei Raumtemperatur zunéchst die nicht
gebundene Sonde mit der Waschlésung A weggespdult. Dann wurde mit der Waschld-

sung B zwei mal 15 min bei 61°C stringent gewaschen.

Nachweis der DIG-markierten Sonde

Die Sonde wurde mittels Niederschlagsmethode durch mit alkalischer Phosphatase
gekoppelten Anti-DIG-Antikérpern (DIG Nucleic Acid Detection Kit, Boehringer Mann-
heim, heute Roche Applied Science) nachgewiesen. Als Farbstoff wurde 5-Brom-4-
Chlor-3-Indolyl-Phosphat (BCIP) verwendet, das nach seiner Dephosphorylierung
oxidativ in einen blauen Indigofarbstoff Gberfihrt wird. Als Oxidationsmittel diente
Nitroblau-Tetrazoliumsalz (BNT), welches bei dieser Reaktion ebenfalls zu einem
blauen Farbstoff reagiert. Dabei wurde die Farbintensitat verstarkt, und die Detektion

wurde sensitiver.

Lésungen fiir den Nachweis der Sonde (Miltenburg et al. 1995)
Waschpuffer

Maleinsaurepuffer

Detektionspuffer

Blockierungsstammldsung 10-fach

Blockierungslésung 1-fach (frisch zubereitet)
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Farbsubstratlésung (frisch zubereitet)

Vorbereitung: Die Membran wurde kurz in Waschpuffer gewaschen und anschliessend
30 min in 100 ml Blockierungslésung inkubiert. Antikérper: Anschliessend wurde
30 min in 20 ml Antikdrperldsung inkubiert, 2 mal 15 min in 100 ml Waschpuffer gewa-
schen und anschliessend 2-5 min in 20 ml Detektionspuffer aquilibriert. Farbung: Die
Membran wurde in 10 ml frisch hergestellte Farbsubstratlésung gegeben und in einem
Geféss im Dunkeln inkubiert. Wahrend der Farbentwicklung wurde das Geféss nicht
geschuttelt. Abbruch der Farbung: Das Farbprazipitat bildete sich in wenigen Minu-
ten. Die Reaktion wurde mit doppelt destilliertem Wasser gestoppt, sobald die Signale

befriedigend stark waren.

Abschatzung der Fragmentgrosse

Die Fragmentgrosse auf dem 'Blot' wurde mit Hilfe einer Naherungsformel anhand

des Langenstandards abgeschétzt (Sambrook et al. 1989):
Distanz = Dilatation * (4 - log (Fragmentgrésse))
bzw: Fragmentgrdosse = 10 exp(4 - Distanz/Dilatation)

Distanz ist der Abstand der betrachteten Bande vom Ladeort. Dilation (Ausdehnung)
ist ein Summenfaktor flr die Laufbedingungen des Gels, dessen Wert sich aus einem
Wertepaar des Markers (Fragmentgrésse und Distanz) mit der genannten Formel
berechnen lasst. In den betrachteten Gelen zeigte sich, dass sich die Dilation noch
besser mit einer linearen Regression durch alle Wertepaare (fir Fragmentgrosse <

10'000) des Langenmarkers annadhern lasst (Berechnungen mit Microsoft Excel).

Isolierung von Restriktionsfragmenten aus Agarosegelen

Zur genauen Bestimmung der Genomfragmente, die mit der Sonde hybridisiert haben,
wurden entsprechende DNA-Fragmente aus einem zweiten Agarose-Gel isoliert. Hierzu
wurde die genomische DNA mit denselben Restriktionsenzymen geschnitten und unter

mdoglichst identischen Bedingungen, wie auf dem 'Southern Blot', elektrophoretisch
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aufgetrennt. Aus dem zweiten Gel sollten Fragmente derselben Grdsse isoliert werden
wie die im 'Southern Blot' gefundenen. Zur genaueren Untersuchung sollten die

Fragmente in einen Sequenziervektor, wie pBluescript Il SK+, kloniert werden.

Nach Farbung des zweiten Agarose-Gels mit Ethidiumbromid wurde der Bereich mit
den DNA-Fragmenten der richtigen Groésse mit Hilfe des Molekulargewichtsmarkers
abgeschatzt (Seite 48). Vorzlglicherweise wurde derselbe Molekulargewichtsmarker
wie flr den 'Southern Blot' verwendet. Auf dem UV-Tisch wurde dann méglichst zlgig
ein 0.5-1 cm langes Agarbléckchen in der Breite der Spur ausgeschnitten, in dem das
Fragment der bekannten Lange erwartet wurde. Anschliessend wurde die gesuchte
DNA aus der Agarose isoliert (Seite 37) und in einen Sequenzierungsvektor kloniert

(unten).

2.4.6 Klonierungen

Transformationskompetente Zellen

Zum Transformieren wurde E. coli DH5 alpha (Gibco BRL, heute Invitrogen) verwendet.
Der Stamm wurde aus der Stammsammlung direkt auf LB-Agarplatten ohne Ampicillin
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C gezogen. Ausgehend von einer Kolonie dieser
Platte wurden die transformationskompetenten Zellen zubereitet (Seidman 1997). Die

kompetenten Zellen wurden bei -80°C gelagert.

Loésungen zur Transformation
CaCl,-Ldsung, eiskalt

1. Eine einzelne Kolonie des Stammes E. coli DH5 alpha wurde in 50 ml LB-Medium
inokuliert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert (250 UPM).

2. Am Morgen wurden von dieser Kultur 4 ml in 400 ml frisches LB-Medium transfe-
riert. Die frische Kultur wurde bis zu einer OD (590) von 0.375 kultiviert (37°C,
250 UPM).
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3. Die Kultur wurde in acht vorgeklhlte 50-ml-Zentrifugenréhrchen aufgeteilt und 5-
10 min auf Eis gekunhlt.

4. Die Zellen wurden 7 min zentrifugiert (4°C, 1600 g), der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet wurde in 10 ml eiskalter CaCl,-Lésung resuspendiert.

5. Ein zweites Mal wurden die Zellen 5 min zentrifugiert (4°C, 1100 g), der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet nocheinmal in 10 ml eiskalter CaCl,-L&sung re-
suspendiert.

6. Die resuspendierten Zellen wurden 30 min auf Eis gelagert und danach ein drittes
mal 5 min zentrifugiert (4°C, 1100 g), der Uberstand wurde wieder verworfen, das
dritte Mal wurden die Zellen nur in 2 ml eiskalter CaCl,-Lésung resuspendiert.

7. Die Zellen wurden in vorgekihlten Reaktionsgefassen in 500 ml Aliquots verteilt
und sofort bei -80°C gelagert.

Klonierungsvektor

Der Plasmidvektor pBluescript Il SK+ (Stratagene) wurde verwendet, um PCR-Pro-
dukte oder genomische DNA-Fragmente zu klonieren. Der Vektor wurde aus einer 10-
ml-Kultur des Stammes E. coli DH5 alpha (pBluescript Il SK+) gewonnen (Seite 37).
Das gereinigte Plasmid wurde bei -20°C gelagert.

Um PCR-Produkte effizient zu ligieren, wurde dem EcoRV-geschnittenen pBlue-
script Il SK+ an den 3'-Enden mindestens ein dThymidin angehéngt (Finney 2000). Der
so zubereitete T-Vektor wurde mit Microcon-PCR gereinigt (Seite 37). Zur Ligation
genomischer Restriktionsfragmente wurde pBluescript Il SK+ mit dem entsprechen-
den Restriktionsenzym geschnitten. Um die Religation des ged6ffneten Vektors zu
verhindern, wurden die 5'-Enden mit Alkalischer Shrimp Phosphatase (Boehringer
Mannheim, heute Roche Applied Science) gemédss den Angaben des Herstellers
dephosphoryliert. Die Phosphatase wurde anschliessend 15 min bei 65°C deaktiviert.
Der Vektor wurde mit Microcon-PCR gereinigt (Seite 37).

Ligation und Transformation

DNA-Fragment und Vektor wurden mit T4 DNA Ligase (MBI Fermentas) nach Herstel-
lerangaben ligiert. Kompetente E.coli DH5 alpha-Zellen (Seite 49) wurden mit dem
Vektor durch Hitzeschock transformiert (Struhl 1987; Seidman 1997).
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Verwendete Lésungen (Struhl 1987; Seidman 1997).
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactoside) 20 mg/ml

IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid) 1M

1. 10 ng DNA (10-25 pl) aus einer Ligation von Vektor mit gesuchter DNA wurden in
ein frisches 2 ml Reaktionsgefass gegeben und auf Eis gelagert.

2. Die kompetenten Zellen (Seite 49) wurden aufgetaut und sofort wieder auf Eis
gelagert. 200 pl davon wurden in die Reaktionsgefasse gegeben, die Gefdsse wur-
den leicht geschuttelt und 10 min auf Eis gelagert.

3. Die Zellen mit Vektor wurden 2 min im 42°C warmen Wasserbad einem Hitze-
schock ausgesetzt.

4. In jedes Reaktionsgefadss wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und es wurde 1 h bei
37°C und 250 UPM geschdttelt.

5. In der Zwischenzeit wurde jede LB-Amp50 Platte mit 3.3 pl IPTG- und 40 pl X-Gal-
Lésung bestrichen (Sambrook und Russel 2001b).

6. Die transformierten Zellen wurden in zwei verschiedenen Verdinnungen auf die
vorbereiteten LB-Amp50 Platten gestrichen und lber Nacht bei 37°C inkubiert.

7. Am folgenden Tag wurden nach Ausbildung der blauen Farbe (nach 12-16 h) die
nicht blau gefarbten Kolonien (die weissen) weiterverwendet.

Bezeichnung der Klone

Zur einfachen ldentifikation der hergestellten Klone, wurden die drei wichtigsten
Eigenschaften in deren Bezeichnung festgehalten. Diese Eigenschaften sind: Das

untersuchte Gen (cyclo, diox), der Bakterienstamm von dem die urspriingliche DNA
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stammt (AZDx, Mxxx) und ein Buchstaben aus dem lateinischen Alphabet (a, b, ..).
Beispiele sind: cyclo_MO013_b, diox_AZD9W2_c, cyclo_M054_c.

2.5 Computerprogramme

2.5.1 Staden Package

Die DNA-Sequenzen wurden mit Staden Package, Version 2002.0 (Bonfield et al. 2002)
auf Mac OS 10.2 bearbeitet. Mit Pregap4 1.3 wurden die Rohdaten von Vektorsequen-
zen und Sequenzen schlechter Qualitat bereinigt. Mit Gap4 4.7 wurden Sequenzab-
schnitte zu zusammenhé&ngenden Konsenssequenzen zusammengefiigt. Die vom

Programm errechnete Konsenssequenz wurde Uberprift und von Hand korrigiert.

2.5.2 ARB

Alle Dendrogramme wurden mit ARB (Ludwig et al. 2004) erstellt. Die Berechnungen

wurden auf der Programmversion 03_02_04 auf Mac OS 10.2 gemacht.

Dendrogramm mit Sequenzen der 16S rDNA

Die auf der 16S rDNA beruhenden Dendrogramme wurden mit der ARB-Datenbank (12.
Juni 2002) erstellt. Bei Bedarf wurde diese mit Sequenzen aus der GenBank (Burks et
al. 1985) ergéanzt. In der Datenbank sind die Sequenzen aufgrund ihrer Sekundarstruk-
tur untereinander ausgerichtet (‘aligned'). Die importierten Sequenzen wurden unter die

vorhandenen Sequenzen ausgerichtet.

Die Dendrogramme wurden mit der 'maximum likelihood'-Methode gerechnet, kurze
Sequenzen (< 1350 bp) wurden dem fertig gerechneten Dendrogramm mit der 'Parsi-
mony'-Methode zugefligt. Als Parameter wurden die Filter fir die betrachtete Bak-
teriengruppe und die Anfangs- und Endposition der kirzesten beteiligten Sequenz
eingegeben. Es wurden die in der Datenbank vorhandenen Filter verwendet (Tabelle 7).
Ein Filter gibt an, welche Nukleotidpositionen bei der Berechnung der Ahnlichkeit der
Sequenzen berlcksichtigt werden sollen und wird eingesetzt um den Einfluss von

hochvariablen Positionen zu verringern. Die Filter wurden mit der Datenbank geliefert,
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sie wurden errechnet aus der Haufigkeit der homologen Nukleotide: Ein Nukleotid wird
bei der kommenden Berechnung des Dendrogrammes berlcksichtigt werden, wenn es
in mindestens 50% der bei der Berechnung des Filters vorkommenden Sequenzen
aufgetreten ist. Die Distanzmatrices wurden ohne Filter gerechnet, jedoch beschrankt

auf die grésste gemeinsame Sequenz der beteiligten Sequenzen.

Tabelle 7: Zur Berechnung der Dendrogramme hinzugezogene Filter aus dem Programm ARB.

Filter Beriicksichtigte Bakteriengruppe
alphaproteobacteria_rr5_may02 alpha-Proteobakterien
betaproteobacteria_rr5_may02 beta-Proteobakterien
gammaproteobacteria_rr5_may02 gamma-Proteobakterien
actinobacteria_rr5_may02 Gram-positive Bakterien

Dendrogramm mit Aminosaurensequenzen

Es wurde je eine ARB-Datenbank flir die Aminosauresequenzen der Chlormuconat-
Cycloisomerasen und der Chlorbrenzcatechin-1,2-dioxygenasen erstellt. Die
Sequenzen wurden von GenBank (Burks et al. 1985) bezogen. Von 'Pfam' (Bateman et
al. 2002) wurde ein 'family alignment' der entsprechenden Proteinfamilie geladen. In
diesen Alignments werden die Aminosauren aufgrund ihrer Funktion im Protein unter-
einander gestellt. Mit dem Programm Cn3D v4.1 (Hogue 1997) wurden diese
Alignments um weitere Sequenzen erganzt (BLAST Algorythmus). Von den eigenen
Isolaten wurden die Sequenzen von klonierten PCR-Produkten erhalten, diese wurden
mit dem genetischen Code N° 11 flr Bakterien (Nakamura et al. 2000) in Aminoséaure-

Sequenzen Ubersetzt.

Die Dendrogramme wurden mit der 'maximum likelihood'-Methode berechnet (Jones-
Taylor-Thornton Wahrscheinlichkeitsmodell). Fiir das Chlormuconat-Cycloisomerasen-
Dendrogramm wurden die Sequenzen auf der Lange der PCR-Produkte beriicksichtigt
(251 AS = 65% der Gesamtproteinlange). Als 'Outgroup' wurden die Sequenzen von
Chlormuconat-Cycloisomerasen ahnlichen, hypothetischen Proteinen von Bacillus
subtilis und Halobacterium sp. NBC1 verwendet.

Fir das Dendrogramm der Chlorbrenzcatechin-1,2-dioxygenasen wurden die Sequen-

zen auf der vollen Lange der Enzymsequenzen (242 AS) gerechnet. Die Sequenzen der
PCR-Produkte (75 AS 31% = der Gesamtproteinlange) wurden dann mit 'Quick add
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using Parsimony' dazugerechnet. Als 'Outgroup' wurden Sequenzen, oder Sequenz-
homologe der Hydroxyhydrochinon-1,2-Dioxygenasen von Agrabacterium tumefaciens
C58, Burkholderia cepacia AC1100 und Corynebacterium glutamicum ATCC13032

gewahlt.

Tabellen und Berechnungen in Excel

HPLC Messungen und Daten der Wachstumskurve wurden mit MS Excel erfasst und

verrechnet.

2.5.3 Restrifind9.pl

Es wurde ein Programm geschrieben zur Unterstitzung der Planung eines RFLP
Experimentes: Das Programm restrifind9.pl hilft, die Diversitat von homologen Gen-
sequenzen zu untersuchen. Es findet die Unterschiede in DNA-Sequenzen und sucht
die Restriktionenzyme, die diese Polymorphismen in einer Gelelektrophorese aufzeigen

wirden.

Als Eingabe wird eine Datei mit den zu untersuchenden Sequenzen erwartet. Ausgege-
ben wird neben einer Liste aller Restriktionsenzyme, die bei den untersuchten Sequen-
zen einzigartige Muster produzieren, auch die Simulationen von entsprechenden RFLP-
Bildern. Das Programm wurde in Perl geschrieben und verwendet Module von
bioperl 1.2 (Stajich et al. 2002). Das Bioperl Modul Bio::Tools::Run::Alignment::Clustalw

‘aligned' die Sequenzen mit dem Programm Clustalw (Thompson et al. 1994).
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3.1 Anreicherung mit 2,4-D-Azotobacter-Medium

Azotobacter-Medium ist ein stickstofffreies Mineralmedium zur Anreicherung von
Sticktoff-Fixierern. Azotobacter sind stickstofffixierende y-Proteobakterien. Zur Anrei-
cherung von Chloraromatenabbauern wurde das vorgeschlagene Mannitol (Holt und
Krieg 1994) durch 2,4-D ersetzt. Von der ersten Anreicherungskultur bis zu den ersten
Reinkulturen von 2,4-D-Abbauern vergingen tUber 10 Monate. Die Kulturen und die

isolierten Bakterien wuchsen ausgesprochen langsam.

Unabhangig von der Verdlinnung, mit der die dritte Anreicherungskultur schliesslich auf
Azotobacter-Festmedium plattiert wurde (10°, 10, 107), konnten nach einer Woche
nur ein bis zwei Kolonien pro Platte gez&hlt werden. Eine weitere Woche spater wurden

alle diese Kolonien mit der Dreistrichmethode auf frischen Platten vereinzelt.
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3.1.1 Isolierung

Insgesamt wurden 22 Kolonien auf 2,4-D-haltigem Mineral-Festmedium vereinzelt. Der
Gram-Schnelltest (KOH-Test) und ein Replikatest zum Wachstum auf 2,4-D deuteten
auf 2,4-D-abhangiges Wachstum und auf Gram-positives Verhalten einiger Isolate hin.
Allerdings stellte sich wenig spéater heraus, dass es sich bei den meisten untersuchten
mutmasslichen Isolaten um Mischkulturen handelte, den Ergebnissen des Gram-
Schnelltests konnte also keine gréssere Beachtung geschenkt werden. In flissigem
Mineralmedium (1.5 mM oder 3.0 mM 2,4-D) angezogen, hatten die Isolate mit der
héchsten Abbaurate das verfligbare 2,4-D in 40 Tagen vollstandig abgebaut. Kulturen
hingegen, die in 40 Tagen weniger als 25% des Substrates abgebaut hatten, wurden

nicht weiter untersucht (Tabelle 8).

Sechs Kulturen waren fur weitere Untersuchungen interessant. Bis Reinkulturen vorla-
gen, mussten diese Stamme allerdings noch mehrmals auf festes Mineralmedium
Uberimpft werden. Bei einigen Kulturen wurden Kolonien mit unterschiedlichem Er-
scheinungsbild erkannt. Die sich morphologisch unterscheidenden Kolonien wurden
nochmals einzeln auf 2,4-D-Abbau getestet. Die Bezeichnung fiir das unterschiedliche

Aussehen floss in den Stammnamen ein: Beige (B), Weiss (W), Glatt (G).

Tabelle 8: Ergebnisse der Anreicherung in Azotobacter-Medium mit 2,4-D als einzigem Substrat®.

Inokulum Kontamination Anreicherung Mischkultur Abbau Reine Stimme
2,4-D [mM]** [%/40 d]***

Boden U PCB, TCB 3.0/6.0 AZD5 100 AZD5_G10

Boden U PCB, TCB 3.0/6.0 AZD8 100 AZD8_5

Boden U PCB, TCB 3.0/6.0 AZD9 56 AZD9_B1
AZD9_B2
AZD9_WA1
AZD9_W2

Boden U PCB, TCB 3.0/6.0 AZD10 27 AZD10a_EZLN1
AZD10a_EZLN2

Boden U PCB, TCB 3.0/6.0 AZD11 29 AZD11_3

* Nicht aufgefiihrt sind Isolate, die in Replikatests negative Ergebnisse lieferten, sowie Isolate, die in 40
Tagen in Flussigkultur weniger als 25% des zugegebenen 2,4-D abgebaut hatten. ** 2,4-D-Konzentra-
tion der drei folgenden Anreicherungskulturen: 3.0, 6.0, 3.0 mM. . *** Gemessen nach 40 d in Flissig-
kultur in % der urspriinglich eingesetzten Menge.

Insgesamt wurden neun Reinkulturen isoliert, die mit 2,4-D als einziger Kohlenstoff-
und Energiequelle wachsen. Die Stdmme wurden folgendermassen benannt:
AZD5_G10, AZD8_5, AZD9_B1, AZD9_B2, AZD9_W1, AZD9_W2, AZD10a_EZLN1,
AZD10a_EZLN2 und AZD11_3. Die Stdmme AZD10a_EZLN1 und AZD10a_EZLN2
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stammen jedoch nicht von zwei verschiedenen Kolonien einer Agarplatte, sondern
wurden von einer Reinkultur zu verschiedenen Zeitpunkten isoliert und der Stamm-
sammlung zugeflhrt. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die beiden Stamme identisch
sind. Um sie jedoch in der Stammsammlung unterscheiden zu kdnnen, wurden sie

nummeriert.

Alle Stdmme wurden aus der Anreicherungskultur mit den 2,4-D-Konzentrationen 3.0 -
6.0 - 3.0 mM, aus Landwirtschaftserde isoliert. Aus den Umweltproben Boden U und
Boden A (Tabelle 3, Seite 15), sowie von den Anreicherungen mit den von 1.5 mM auf
3.0 mM wechselnden 2,4-D-Konzentrationen, konnten letztlich keine Reinkulturen von

2,4-D-Abbauern isoliert werden.

Wurden die Isolate aus der Stammsammlung (-80°C) direkt auf 2,4-D-haltiges Mineral-
Festmedium gestrichen, dauerte es mindestens zwei Wochen, bis kleine Kolonien er-
kennbar waren. Im beobachteten Zeitraum von einem Monat, konnte bei keinem der

isolierten Stamme Wachstum auf NB- oder TSA- Komplexmedium beobachtet werden.

3.1.2 Charakterisierung der Isolate

Ubersicht

Alle Isolate der Azotobacter-Anreicherung wurden aufgrund ihrer 16S rDNA taxono-
misch zugeordnet. Der Sequenzvergleich erlaubte die Einteilung zu den Afipia- bzw.

Bradyrhizobium-ahnlichen a-Proteobakterien.

Kultivierung

Die Bakterien wuchsen auf Mineralmedium-Agar mit konstanter Geschwindigkeit. Die
Kultivierung der Isolate AZDx wurde aber durch das langsame Wachstum erschwert.
Etwa 10 Tage nach Ausstreichen der Stdmme aus den Glycerinréhrchen der Stamm-
sammlung ausgestrichen waren, wurden die ersten kleinen Kolonien entdeckt, eine
Woche spéater konnten diese Einzelkulturen auf frische Platten tUberimpft werden. Bei
Animpfung einer dieser Zweit-Generation-Einzelkulturen in 10 ml Flissigmedium

derselben Zusammensetzung hingegen, wurden Lag-Phasen von bis zu 40 Tagen
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beobachtet. In dieser Zeit war kein 2,4-D-Abbau messbar und keine Tribung feststell-

bar.

Dendrogramm

Es wurde ein Dendrogramm mit den 16S rDNA-Sequenzen der Isolate AZDx, zusam-
men mit solchen von nah verwandten Typstdmmen, Umweltisolaten und nicht kulti-
vierten Bakterien gerechnet. Das 'maximum likelihood'-Dendrogramm wurde Uber fast
die gesamte Lange (92%) der 16S rDNA Sequenz gerechnet (Abbildung 2).

Die Isolate AZDx bilden ein 'Cluster' mit dem 'Unidentified Bacterium RCO' (Acc
D89030) und dem Stamm Bradyrhizobium sp. 1 (Acc AY238503). Die Stamme RCO
(Fulthorpe et al. 1996) und Bradyrhizobium sp. 1 (Macur et al. 2003) sind in Zusam-
menhang mit mikrobiellen Untersuchungen zu 2,4-D im Boden isoliert worden, beim
Stamm RCO wurde 2,4-D-Abbau nachgewiesen. Ein paarweiser Vergleich der Sequen-
zen dieses 'Clusters' mit den anderen Sequenzen im Dendrogramm offenbart, dass die
erwahnten Umweltisolate die geringste Distanz zum Typstamm Bradyrhizobium elkanii
USDA 76 (Acc U35000) haben.

Zwischen den drei erwahnten 'Clustern' liegen vom Verzweigungsmuster und von der
Distanz her betrachtet, einige unvollstandig dokumentierte Umweltisolate. Von diesen
Isolaten wurden vier als 2,4-D-Abbauer charakterisiert: Die Stdmme BTH (Acc D89029),
HWK12 (Acc D89028), RD5C2 (Acc AB035489) und HW13 (Acc D89027) (Abbildung 2,
mit * markiert). Eine Distanzmatrix zum Dendrogramm ist im Anhang aufgefthrt

(Tabelle 17, Seite 178).

Der Unterschied der Isolate AZD10a_EZLN1 und AZD10a_EZLN2 beruht auf einem
einzigen Nukleotid der 16S rDNA an der E. coli-Position 932. Diese Sequenz liegt in der
fraglichen Region nur einfach vor, es wird vermutet, dass es sich beim Sequenzunter-
schied um einen Artefakt handelt: AZD10a_EZLN1 (CGGGGGCCCGC), AZD10a_EZLN2
(CGGGGGCC. GC).



Anreicherung mit 2,4-D-Azotobacter-Medium 59

Bosea thiooxidans DSM 9653 (T), Acc AJ250796
Bosea eneae 34614 (T), Acc AF288300
Bosea vestrisii 34635 (T), Acc AF288306
Bosea massiliensis 63287 (T), Acc AF288309
Bosea minatitlanensis AMX51 (T), Acc AF273081
Afipia felis ATCC 53690 (T), Acc M65248
Afipia clevelandensis B-91-007353 (T), Acc M69186
Oligotropha carboxidovorans S23, Acc AB099659
* Bodenisolat UO
Afipia birgiae 34632 (T), Acc AF288304
Afipia massiliensis 34633 (T), Acc AY029562
Afipia broomeae G5958, Acc U87761
[ rape rhizosphere bacterium AJ295467, Acc AJ295467
rape rhizosphere bacterium AJ295474, Acc AJ295474
~uncultured bacterium AF382111, Acc AF382111
(*) Bradyrhizobium sp. 1, Acc AY238503
* unidentified bacterium RCO, Acc D89030
* Bodenisolat AZD5 G10
* Bodenisolat AZD9 B1
* Bodenisolat AZD8 5
* Bodenisolat AZD10a EZLN2
* Bodenisolat AZD11 3
* Bodenisolat AZD10a EZLN1
* Bodenisolat AZD9 B2
* Bodenisolat AZD9 W2
i * Bodenisolat AZD9 W1
Bradyrhizobium sp. SH 283012, Acc AF041446
* unidentified bacterium BTH, Acc D89029
* unidentified bacterium HWK12, Acc D89028
Bradyrhizobium elkanii USDA 76 (T), Acc U35000
* unidentified bacterium RD5C2, Acc AB035489
* unidentified bacterium HW13, Acc D89027
Nitrobacter winogradskyi ATCC 25381 (T), Acc L35506
Bradyrhizobium lupini FN13, Acc U69636
Bradyrhizobium liaoningense 2281 (T), Acc AB029402
Rhodopseudomonas palustris ATCC 17001 (T), Acc D25312
Bradyrhizobium japonicum DSM 30131 (T), Acc ARB_6744FOE6
Agromonas oligotrophica JCM1494 (T), Acc D78366
Blastobacter denitrificans LMG 8443 (T), Acc X66025

0.10

Abbildung 2: 'Maximum likelihood'-Dendrogramm zum Vergleich der isolierten Bradyrhizobium-&ahnli-
chen Stdmme mit nah verwandten Typstdmmen, Umweltisolaten und nicht kultivierten Bakterien. *
2,4-D-abbauende Stamme. (*) 2,4-D-Abbau nicht erwiesen, aber vermutet. (T) Typstamme. Filter:
alphaproteobacteria_rr5_may02 (E. coli-Position 83-1477). Abbildung 16 (Seite 108) vergleicht dieselben
Sequenzen anhand der 'Neighbor-Joining'-Methode. Die Stdmme Bodenisolat UO und rape rhizosphere
bacterium AJ2954 wurden mit 'Quick add using parsiomony' eingefligt. Oligotropha carboxidovorans
S23, Afipia broomeae G5958 und Blastobacter denitrificans LMG8443 sind keine Typstdmme. Bradyrhi-
zobium lupini FN13 ist noch kein gultig publizierter Name (August 2004).

Wachstumskurve

Vom Stamm AZD10a_EZLN1 wurde eine Wachstumskurve angefertigt. Dieser Stamm

wurde ausgesucht, weil er als Erster in Reinkultur vorlag. Die Wachstumskurve wurde
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insgesamt in zehn Ansétzen gemessen: In komplexem Rhizobium X-Medium, in
Mineralmedium (ohne Bodenextrakt) und mit unterschiedlichen 2,4-D-Konzentrationen
zwischen 3.0 und 10 mM. Die Daten wurden Uber einen Zeitraum von drei Tagen
gesammelt (Abbildung 3). Die Verdoppelungs- und Halbwertszeiten wurden anhand

der Daten zwischen der 21. und der 63. Stunde berechnet.

Flr die Kulturen in Mineralmedium wurden geringere Verdoppelungszeiten ausgerech-
net als fur die Kulturen in Komplexmedium, sie betragen 17-21 h. In Rhizobium X-Me-
dium betragen die Verdoppelungszeiten 29-32 h (Tabelle 9). Die Verdoppelungszeiten
in 10 mM 2,4-D unterschieden sich kaum von denen in 3.0 mM. Die geringste Verdop-
pelungszeit unter allen Kulturen wurde in Mineralmedium mit hoher Mannitol-

Konzentration (55 mM) und geringer 2,4-D-Konzentration (5 mM) gemessen.

Ein Vergleich dreier Kulturen mit variierender Mannitol-Konzentration (55, 28 und
0 mM), bei gleich bleibender 2,4-D-Konzentration (5 mM), lieferte in Rhizobium X-Me-
dium andere Ergebnisse als in Mineralmedium. Wahrend im Komplexmedium die
Halbwertszeit fir 2,4-D mit sinkendem Mannitol-Gehalt ebenfalls sank, war die 2,4-D-

Halbwertszeit in Mineralmedium ohne Mannitol leicht grésser als mit Mannitol.

Der schnellste 2,4-D-Abbau fand in beiden Medien bei 5 mM 2,4-D statt, die Halb-
wertszeit betrug dann 16 h. In Rhizobium X-Medium bauten die Kulturen 2,4-D aller-
dings am schnellsten ohne Mannitol ab, in Mineralmedium brauchte es fir schnellen
Abbau Mannitol (28 mM oder 55 mM). Die grésste Halbwertszeit flir 2,4-D wurde in den
Medien mit hoher 2,4-D-Konzentration (10 mM) gemessen: 77 h in Mineralmedium,

107 h in komplexem Rhizobium X-Medium.
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Abbildung 3: Wachstumskurven des Stammes AZD10a_EZLN1 in verschiedenen Medien. A) Triibungs-
messung bei 560 nm (ODs). B) Riickgang der 2,4-D-Konzentration. Schwarz: Rhizobium X-Medium
(RX), Mineralmedium (MM). Vertikale gestrichelte Linien begrenzen den Zeitabschnitt fir Berech-
nung der Verdoppelungs- und Halbwertszeit (Stunde 21-63, Tabelle 9). Jede Linie steht flr eine Kultur,
unterschieden nach der urspriinglichen Mannitol- sowie 2,4-D-Konzentrationen (mM): a) RX 55/5,
b) RX 28/5, c) RX 0/5, d) RX 55/3, e) RX 55/10, f) MM 55/5, f) MM 28/5, g) MM 0/5, h) MM 55/10, siehe
auch Tabelle 4 (Seite 32).

Tabelle 9: Wachstumsparameter des Isolates AZD10a_EZLN1 in 2,4-D-haltigem Rhizobium X-Medium
und Mineralmedium: Verdoppelungsrate (t;) und Halbwertszeit von 2,4-D (t,,5).

Medium Rhizobium X Medium Mineralmedium

Mannitol [mM] 55 28 0 55 55 55 28 0 55
2,4-D [mM] 5 5 5 3 10 5 5 5 10
tq (OD 560) [h] 30 29 32 29 31 17 18 21 18
t1/5(2,4-D) [h] 23 19 16 42 107 16 16 18 77

Zur Ermittlung der Verdopplungs- und Halbwertszeiten wurden die Werte der Optischen Dichte (560 nm),
und der 2,4-D-Konzentration zwischen der 21. und der 63. Stunde berilicksichtigt (Abbildung 3).
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3.2 Anreicherung in Arginin-Glycerin-Salz-Medium

Das Arginin-Glycerin-Salz-Medium (AGS-Medium) ist fir die Anreicherung aerober Ac-
tinomyceten geeignet. In dieser Anreicherung wurde 3-Chloranilin statt des urspriing-
lich beschriebenen Arginins verwendet (EI-Nakeeb und Lechevalier 1963). 3-Chloranilin
wurde als einzige Stickstoff-, Kohlenstoff- und Energiequelle angewendet. In Arginin
kommt Stickstoff ebenfalls als Aminogruppe vor, es wurde erwartet, dass die Substitu-
tion von Arginin mit 3-Chloranilin den Selektionsdruck von Actinomyceten auf Chlorani-

lin-abbauende Actinomyceten erhéht.

Als Inokulum wurde mit Chlorbenzol verunreinigtes Grundwasser aus Bitterfeld-Wolfen
verwendet (Safira-Pilotanlage). Im Wasser der Safira-Brunnen wurde kein Chloranilin

entdeckt, hingegen in benachbarten Brunnen von Bitterfeld-Wolfen (Franke et al. 2004).

15 Tage nach Ansetzen der Anreicherungskulturen in 0.1 mM 3-Chloranilin AGS-Me-
dium wurde der 3-Chloranilin-Gehalt um 0.1 mM erhéht. Zwei Tage spéater zeigten die
Anreicherungskulturen eine leichte Tribung. Spatere Messungen des 3-Chloranilin-
Gehaltes enthillten allerdings nur bei Pegel 27 einen bedeutsamen Abbau von Chlor-

aromaten.

3.2.1 Isolierung

Von jeder Anreicherung wurden, 18 Tage nach Inokulierung, 100 pl der Verdinnungen
10%, 10% 10° und 10° auf Festmedium derselben Zusammensetzung (0.5 mM
3-Chloranilin) plattiert. Die Kolonien der Verdiinnung 10 wurden wéhrend drei Wochen
viermal ausgezéhlt. Auf der Agarplatte von Pegel 27 sind zwischen dem elften und
dreizehnten Tag etwa 180 Kolonien gewachsen. Auf den anderen Agarplatten stieg die

Koloniezahl stetig an (2 - 3 Kolonien pro Tag, Abbildung 4).

Es wurden 80 Kolonien, représentativ fir den Zeitpunkt ihres Erscheinens, auf die Fa-
higkeit zum 3-Chloranilin-Abbau gepruft. Dazu wurde das Wachstum von Kolonien auf
3-Chloranilin-haltigem Festmedium mit dem auf Kontrollplatten ohne Substrat vergli-
chen. Als Ergebnis wurde von 69 Stdmmen 3-Chloranilin-Verwertung nicht ausge-

schlossen, 11 Stdmme wuchsen eindeutig schlechter mit Substrat als ohne.
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Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der Anzahl detektierbarer Kolonien nach dem Plattieren der 3-Chloranilin-
Anreicherungen. Pro Anreicherung wurde eine Platte mit 100 pl der Verdiinnung 10 ausgezahit. Pegel
7 / 8/ 10/ 27: Bitterfelder Grundwasserproben, die als Inokulum verwendet wurden.

3.2.2 Flussigkultur in Zellkulturflaschchen

Insgesamt wurden 41 lIsolate in 20-ml-Flaschchen kultiviert (0.1 mM 3-Chloranilin,
0.5 mM Arginin, 14 mM Glycerin). Nach 30 Tagen waren 24 Kulturen sichtbar gewach-
sen. Allerdings konnten nur bei drei gewachsenen Kulturen mit der HPLC ein Rick-
gang der 3-Chloranilin-Konzentration detektiert werden. Gegenuber der sterilen
Kontrolle wurde 3-Chloranilin durch Isolat AGS_CI_20 zu 30%, durch Isolat AGS_CI_21
zu 45% und durch Isolat AGS_CI_22 zu 100% abgebaut. Alle diese drei Kulturen

stammten urspringlich aus der Anreicherung von Pegel 8.

Finf Monate spéater wurde noch einmal der 3-Chloranilin-Gehalt aller 42 Kulturen ge-
messen. In der sterilen Kontrolle war nur noch 40% der anfanglich gemessenen Menge
3-Chloranilin nachweisbar. In 14 Flaschchen war die 3-Chloranilin-Konzentration
hingegen Uber 30% geringer als in der sterilen Kontrolle. Je vier Kulturen stammten
von Pegel 7 und 10, finf von Pegel 8 (inkl. die drei oben erwahnten) und eine war aus

der Anreicherung von Pegel 27.

3.2.3 Charakterisierung der Isolate

Entsprechend eines amplifizierten Bereichs der 16S rDNA gehdren die Stdmme
AGS_CI_20 und AGS_CI_21 zu den Pseudomonas-ahnlichen y-Proteobakterien und

der Stamm AGS_CI_22 zu den Agrobacterium-ahnlichen Rhizobien. Leider gelang es in



64 Resultate

keiner neuerlichen Kultivierung dieser Stdmme, einen Abbau von 3-Chloranilin zu
beobachten. Weder die Zugabe von Rhizobium X-Medium, noch von 'Casamino
Acids', stimulierten die Isolate zum Chloraromatenabbau. Auf eine Einordnung der

betreffenden Stdmme in die Stammsammlung wurde daher verzichtet.

3.2.4 Weiterflihrende Anreicherung

Nach der Isolation der oben beschriebenen Stdmme, wurde den Anreicherungskulturen
noch drei Mal 0.1 mM 3-Chloranilin zugegeben. Anschliessend wurden die Kulturen
viereinhalb Jahre bei 4°C im Dunkeln und ohne Schitteln gelagert. Das Medium des
Kolbens mit Grundwasser von Pegel 8 farbte sich in dieser Zeit leicht braun, von den
anderen Kolben wurde 1 ml Anreicherungskultur in 10 ml frisches Mineralmedium nach
Dorn et al., (1-facher Phosphatpuffer, 0.1 mM 3-Chloranilin) gegeben. Nach zwei
Wochen war wieder Wachstum zu erkennen, den Kolben wurde weiterhin in 0.1 mM
Schritten 3-Chloranilin zugegeben. Die Verantwortung fir die Anreicherungskulturen

tragt jetzt Frau Jana Seifert.

3.3 Direkte Isolierung von Chlorbenzol-Verwertern

3.3.1 Direkte Isolierung

Die direkte Isolierung von Chlorbenzol-verwertenden Bakterien sollte deren Diversitat in
der untersuchten Umweltprobe aufzeigen. Weiterhin sollte die Ergebnisse der direkten
Isolierung als positive Kontrolle fur die nachfolgenden genetischen Untesuchungen
verwendet werden. Anhand der Isolate sollten anschliessend molekularbiologische
Methoden entwickelt oder verfeinert werden, um die fir den Abbau verantwortlichen
Gene in der betrachteten Umweltprobe nachweisen zu kénnen. Ein Ziel war, Aussagen
Uber die Rolle der einzelnen Bakterien am Chlorbenzol-Abbau in der Umweltprobe
machen zu kénnen. Anhand einer Quantifizierung der fir den Abbau verantwortlichen
Gene in der Umweltprobe sollte schliesslich ein Bezug zwischen den Daten der
direkten Isolierung und den mit molekularbiologischen Methoden erhobenen Daten

hergestellt werden.
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Die direkte Isolierung auf Mineralfestmedium, in Gegenwart von Chlorbenzol in der
Gasphase, wurde zweimal mit den Proben MAROC N° 1, 5, 6, 7, 12 durchgeflhrt.
Lediglich aus der Probe N° 5 wurden Chlorbenzol-verwertende Stamme isoliert
(6 * 10° cfu/g Boden). Bei den Ubrigen Umweltproben wurden hoéchstens einzelne
Kolonien auf dem Festmedium beobachtet, die sich jedoch anschliessend nicht

erfolgreich auf frisches Medium Uberimpfen liessen (Tabelle 10).

Die mit Chlorbenzol inkubierten Platten der Probe N° 6 verfarbten sich vermutlich auf-
grund der Bildung von Chlorbrenzcatechinen braun, in Grésse und Zahl der Kolonien
war allerdings kein weiterer Unterschied zu den Kontroll-Platten ohne Chlorbenzol
erkennbar. Bei den MAROC-Proben N° 1, 7, und 12 unterschieden sich die Kontroll-
plattierungen, auch nach mehrwéchiger Inkubation, von Auge nicht von den mit Chlor-
benzol inkubierten. Unabhangig von der Verdinnung dieser Umweltproben, wurde
nach einer Woche nicht mehr als ein grauer durchsichtiger Rasen erkennbar, durch-

brochen von wenigen mageren Kolonien.

Aus der Probe MAROC N° 5 wurden 129 Bakterienstdmme in die Stammsammlung
eingeordnet. Von den Ubrigen MAROC-Proben konnte kein Isolat der Stammsammlung
zugefligt werden. Die wenigen in Frage kommenden Isolate der Proben MAROC N° 4,
7 und 12 zeigten nach Uberimpfen auf frisches Medium kein Wachstum mehr in
Gegenwart von Chlorbenzol. Bei keinem dieser Isolate gelang es daher, eine Reinkultur
herzustellen. Im Gegensatz zu allen anderen MAROC-Proben war N° 1 nicht mit Chlor-
aromaten, sondern mit Chlorethen und BTEX (Benzol, Toluol, Ethylbenzol und Xylol)
kontaminiert. Aufgrund dieser Tatsache Uberraschte auch nicht, dass von dieser Probe
gar keine Chloraromaten-Abbauer isoliert werden konnten, sie wurde als Negativkon-

trolle verwendet (Tabelle 10).

Die Lebendzellzahl-Bestimmung auf 0.1-fach TSA-Medium ergab fir Proben MAROC
N° 1, 5, 6, 7, 12 Werte zwischen 5 x 10° cfu/ml (Grundwasser) und 2 - 30 x 10° cfu/g
(Boden).
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Tabelle 10: Lebendzellzahlen verschiedener MAROC-Proben auf 0.1-fach TSA-Medium und auf
Mineralfestmedium in Gegenwart von Chlorbenzol.

Umweltprobe Kontamination * 0.1-fach TSA MM + CB **
cfu/g oder cfu/ml cfu
MAROC N°1  Boden: Monochlorethen (0-5 mg/l Grundwasser), BTEX 2 x 106 zk
MAROC N° 4  Schlamm: Chlorbenzol, Anilin 3x 107 1(1)
MAROC N° 5  Boden: Chlorbenzol (1 mg/kg), 1,2,3-Trichlorpropan, 1x 107 152

Hexachlorbenzol, Tri- und Dichlorbenzol, Biphenyl,
Trichlorethylen, Trichlormethan, cis-Dichlorethen

MAROC N° 6 Boden: Chlorbenzol (1 mg/kg), 1,2,3-Trichlorpropan, 2 %107 zk, B
Hexachlorbenzol, Tri- und Dichlorbenzol, Biphenyl,
Trichlorethylen, Trichlormethan, cis-Dichlorethen

MAROC N° 7  Boden: Chlorbenzol (1 mg/kg), 1,2,3-Trichlorpropan, 1x10° 1(1)
Hexachlorbenzol, Tri- und Dichlorbenzol, Biphenyl, Tri-
chlorethylen, Trichlormethan, cis-Dichlorethen

MAROC N° 12 Grundwasser: Chlorbenzol (56 mg/l), 1,2,3-Trichlorpropan, 5x10° 17 (1)
Hexachlorbenzol, Tri- und Dichlorbenzol, Biphenyl, Tri-
chlorethylen, Trichlormethan, cis-Dichlorethen

* BTEX: Benzol/Toluol/Ethylbenzol/Xylol. ** + Konnte nicht weiter kultiviert werden. B Agarplatte braun
geférbt. zk Zu klein: Keine Kolonie gross genug, um Wachstum auf Substrat annehmen zu kénnen.

3.3.2 Charakterisierung der Isolate

Von der Probe MAROC N° 5 wurden alle 152 Kolonien isoliert, die in Chlorbenzol-
Atmosphéare gewachsen waren. Das entspricht 6 x 10° cfu pro Gramm Erde. Zur Her-
stellung von Einzelkulturen wurden diese Kolonien erst auf NB und anschliessend wie-
der auf Mineral-Festmedium mit Chlorbenzol-Atmosphare tberimpft. Nach diesen zwei
Bearbeitungsschritten handelte es sich beim grossten Teil der Kulturen um Reinkultu-
ren. Die Ubrigen wurden mit der Dreistrich-Methode so lange auf Mineral-Festmedium
in Chlorbenzol-Atmosphare Gberimpft, bis auch sie rein waren. Anschliessend bildeten
noch 129 Isolate Kolonien in Gegenwart von Chlorbenzol. Sie wurden in die Stamm-
sammlung (-80°C) aufgenommen und anhand der 16S rDNA-Sequenz phylogenetisch

untersucht.

Bei spateren Versuchen stellte sich heraus, dass von den 129 Isolaten in der Stamm-
sammlung noch 123 Isolate kultiviert werden konnten. Allerdings wuchsen nur 107 da-
von problemlos mit Chlorbenzol, und diese sind bis auf einen Ralstonia-ahnlichen
Stamm alle Pseudomonas-ahnlich. Diese Stdmme wurden von M001 bis M109 num-
meriert, der Ralstonia-dhnliche Stamm wurde mit M013 bezeichnet. Bei diesen Stam-
men wurden keine Unterschiede beobachtet, wenn das Substrat auf Brombenzol

derselben Konzentration gewechselt wurde.
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Die Stdmme mit den Bezeichnungen M110 bis M134 wuchsen im Vergleich zu den
Stdmmen M001-M109 schlechter mit Chlorbenzol. Deshalb wurden von allen diesen
Stdmmen, Kontrollausstriche auf Mineral-Festmedium ohne Chlorbenzol gemacht. Ei-
nige Stdmme wuchsen von Anfang an mit Chlorbenzol schlechter als ohne, die ande-
ren hatten nach dem Einfrieren in die Stammsammlung die Eigenschaft der Chlorben-
zol-Verwertung verloren (Tabelle 11). Die Stdmme wurden trotzdem weiter untersucht,
es wurde angenommen, dass Kolonien die auf Mineral-Festmedium mit Chlorbenzol-
Atmosphare isoliert wurden, Chlorbenzol als Substrat verwerten kénnen und deshalb

von Interesse sein kdnnten.

Es wurde in Betracht gezogen, dass bei den Stdmmen M110-M131 Chloraromaten-
Abbau Uber 'Quorum Sensing' gesteuert wird. Um auszuschliessen, dass eine zu
geringe Zelldichte die Bakterien am Wachstum hindert, wurden die zwei Stdmme M121
und M131 in Mineralmedium mit 10% Casamino-Acids-L6sung angezogen. Um den
Selektionsdruck aufrecht zu erhalten, wurde in den 100-ml-Schuttelkolben 1 pl Chlor-
benzol Uber die Gasphase zugegeben. Die Kulturen wuchsen schnell an, aber noch
nach mehreren Monaten war Chlorbenzol in den Kulturen nachweisbar. Es blieben
auch die Versuche erfolglos, diese dicht angewachsenen Kulturen in reines Mineralme-
dium mit Chlorbenzol zu inokulieren. Dieses Ergebnis machte es unwahrscheinlich,
dass die Bakterien aufgrund von 'Quorum Sensing' nicht mehr bereit waren Chlorben-
zol abzubauen. Die Bakterien waren in genugender Zellzahl vorhanden, um im mit
wenig Komplexmedium versetztem Mineralmedium zu wachsen. Es wurde deshalb

angenommen, dass die Bakterien nicht mehr fahig waren, Chlorbenzol zu verwerten.
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Tabelle 11: Wachstumsverhalten und phylogenetische Einteilung der direkt auf Chlorbenzol isolierten
Stamme.

Stammname Wachstum mit Chlorbenzol * Nachster verwandter Typstamm
urspr. Isolat Isolat aus Stammsammlung
Festmedium Festmedium Fliissigkultur
MO001 - M012 + + + Pseudomonas jessenii CIP 105274
MO013 + + + Ralstonia solanacearum ATCC 1696
MO014 - M035 + + + Pseudomonas jessenii CIP 105274
MO036 + + + Pseudomonas resinovorans LMG 2274
MO037 + + n.b. Pseudomonas mevalonii **
MO038 - M080 + + + Pseudomonas jessenii CIP 105274
MO081 + + n.b. Pseudomonas fluorescens **
MO082 - M090 + + + Pseudomonas jessenii CIP 105274
MO092 - M093 + + + Pseudomonas jessenii CIP 105274
MO094 + + n.b Pseudomonas resinovorans LMG 2274
MO095 - M103 + + + Pseudomonas jessenii CIP 105274
M105 - M109 + + + Pseudomonas jessenii CIP 105274
M110 = = Micrococcus luteus DSM 20030
M111 = n.b. Sphingomonas herbicidovorans 11019
M112 + + - Rhodococcus erythropolis ATCC 4277
M114 = - n.b. Rhodococcus erythropolis ATCC 4277
M115 = - n.b. Rhodococcus erythropolis ATCC 4277
M116 - - n.b. Microbacterium luteolum DSM 20143
M117 - = n.b. Sphingomonas herbicidovorans 11019
M120 = - n.b. Rhodococcus erythropolis ATCC 4277
M121 + = - Rhodococcus erythropolis ATCC 4277
M123 = = n.b. Rhodococcus erythropolis ATCC 4277
M124 - - n.b. Pedobacter africanus DSM 12126
M125 - - n.b. Rhodococcus erythropolis ATCC 4277
M126 + = - Micrococcus luteus DSM 20030
M127 = - n.b. uncultured actinomycete **
M128 + - - Rhodococcus erythropolis ATCC 4277
M129 = = n.b. Microbacterium luteolum DSM 20143
M131 + = - Brevibacterium casei NCDO 2048
M134 - - n.b. Sphingomonas herbicidovorans 11019

* In Mineralmedium mit Chlorbenzol-Atmosphéare. Festmedium: Bei Unklarheiten wurden Kontrollaus-
striche auf Platten ohne Substrat gemacht: +/=/- = besseres / vergleichbares / schlechteres Wachstum
in Gegenwart von Chlorbenzol als in Kontrolle ohne Substrat. n.b. nicht bestimmt. ** Nur BLAST Ver-
gleich (Altschul et al. 1990) mit 400 bp Sequenz. Kein Wachstum mehr auf keinem Medium.

Diversitat

Unter den 123 Isolaten der Probe MAROC N° 5 waren vor allem Pseudomonas-ahnli-
che y-Proteobakterien. Es wurden aber auch Actinobakterien und Bakteroidetes isoliert

(Tabelle 12).
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Tabelle 12: Zusammenfassende taxonomische Klassifizierung (Garrity und Holt 2001) der Isolate M001-
M134 anhand eines Sequenzfragmentes der 16S rDNA.

Phylum Klasse Ordnung Familie N&chst verwandte Art Isolate
Actinobacteria  Actinobacteria Actinomycetales Nocardiaceae Rhodococcus erythropolis 8
Brevibacteriaceae Brevibacterium casei 1
Micrococcaceae Micrococcus luteus 2
Microbacteriaceae Microbacterium luteolum 2
Proteobacteria  'Alphaproteo- '‘Sphingomonadales'  'Sphingomonadaceae' Sphingomonas herbicidovorans 3
bakteria'
'Betaproteo- 'Burkholderiales' 'Ralstoniaceae’ Ralstonia solanacearum 1
bakteria'
'Gammaproteo- Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas jessenii 101
bacteria'

Pseudomonas resinovorans

Pseudomonas mevalonii

Pseudomonas fluorescens
Bacteroidetes ~ 'Sphingobacteria’ 'Sphingobacteriales'  Sphingobacteriaceae Pedobacter heparinus

o a N

Alle Isolate stammen aus der Umweltprobe MAROC N°5 und wurden im Rahmen einer direkten Isolie-
rung auf Mineralfestmedium mit Chlorbenzol als einzigem Substrat erhalten.

Dendrogramme

Es wurden finf Dendrogramme erstellt, um die Isolate aus der Umweltprobe MAROC
N° & phylogenetisch einzuordnen. Die Dendrogramme wurden fir folgende Bakte-
riengruppen erstellt: Sphingomonas-é&hnliche a-Proteobakterien (Abbildung 6),
Ralstonia-&hnliche p-Proteobakterien (Abbildung 7 ), Pseudomonas-éhnliche
v-Proteobakterien (Abbildung 8), Actinomyceten (Abbildung 5) und Bacteroidetes
(CFB-Cluster) (Abbildung 10). In Tabelle 12 werden die zu den Isolaten am nachsten
verwandten Typstamme aufgelistet: Der grosste Teil (101 Stdmme) der isolierten
v-Proteobakterien kann zu einer eigenen Gruppe zusammengefasst werden, die sehr
nah zum Typstamm P. jessenii CIP 105274 steht. Die Isolate M036 und M094 hinge-
gen, stehen naher beim Typstamm P. resinovorans LMG 2274, noch einiges ndher
allerdings zum Umweltisolat Pseudomonas sp. PCP2, das aus 'creek sediment' isoliert

wurde. Die Distanzmatrices der Dendrogramme stehen im Anhang (Seite 95).
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Rhodococcus rhodnii DSM 43336 (T), Acc X80621

Rhodococcus ruber DSM 43338 (T), Acc X80625

Rhodococcus zopfii DSM 44108 (T), Acc AF191343

Rhodococcus rhodochrous DSM 43241 (T), Acc X79288
Rhodococcus fascians DSM 20669 (T), Acc X79186

Rhodococcus opacus DSM 43205 (T), Acc X80630

Rhodococcus marinonascens DSM 43752 (T), Acc X80617
Rhodococcus globerulus DSM 43954 (T), Acc X80619

Rhodococcus koreensis DNP 505 (T), Acc AF124343
— Bodenisolat M115

Bodenisolat M123
i Bodenisolat M125
Bodenisolat M112
Bodenisolat M114
Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 (T), Acc X81929
" Bodenisolat M121
— Bodenisolat M120
- Bodenisolat M128

Brevibacterium mcbrellneri ATCC 49030 (T), Acc X93594

— Brevibacterium otitidis NCFB 3053 (T), Acc X93593

Bodenisolat M131

Brevibacterium casei NCDO 2048 (T), Acc X76564

Brevibacterium epidermidis NCDO 2286 (T), Acc X76565

Brevibacterium iodinum DSM 2062 (T), Acc X83813

Brevibacterium linens DSM 20425 (T), Acc X77451
Nesterenkonia halobia DSM 20541 (T), Acc X80747
Arthrobacter agilis DSM 20550 (T), Acc X80748
Bodenisolat M110
Micrococcus luteus DSM 20030 (T), Acc AF542073
Bodenisolat M126
Micrococcus lylae DSM 20315 (T), Acc X80750
Micrococcus antarcticus AS 1.2372 (T), Acc AJ005932
[ Microbacterium dextranolyticum IFO 14592 (T), Acc D21341
Microbacterium resistens DSM 11986 (T), Acc Y14699
Microbacterium arabinogalactanolyticum IFO 14344 (T), Acc AB004715
Microbacterium schleiferi IFO 15075 (T), Acc AB004723
Microbacterium terregens IFO 12961 (T), Acc AB004721
Bodenisolat M116
Bodenisolat M129
Microbacterium luteolum DSM 20143 (T), Acc Y17235
Microbacterium saperdae IFO 15038 (T), Acc AB004719V

0.10

Abbildung 5: Dendrogramm der isolierten Actinomyceten (M110, M112, M114, M115, M116, M120,
M121, M123, M125, M126, M128, M129, M131). Berechnungsmethode: 'Maximum likelihood', Filter:
actinobacteria_rr5_may02 (E. coli-Position 113-1034). Die Sequenzen der Isolate M110, M112, M115,

M116, M129 und M131 wurden mit 'Quick add using Parsimony' eingefligt (selber Filter wie oben).
Distanzmatrices ab Seite 179.
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r Blastomonas denitrificans LMC 8843 (T), Acc S46917

L Bradyrhizobium japonicum DSM 30131 (T), Acc X87272

— Sphingomonas terrae IFO 15098 (T), Acc D84531

Sphingomonas alaskensis RB2256 (T), Acc AF378795
Sphingomonas taejonensis JSS554 (T), Acc AF131297
Sphingomonas macrogoltabidus IFO15033 (T), Acc D12640
Sphingomonas subarctica KF1 (T), Acc X94102

Sphingomonas rosa IFO 15208 (T), Acc D13945
Sphingomonas stygialis SMCC B0712 (T), Acc U20775
Sphingomonas capsulata GIFU 11526 (T), Acc D16147
Sphingomonas subterraneae SMCC B0478 (T), Acc U20773
—— Sphingomonas natatoria DSM 3183 (T), Acc Y13774
Bodenisolat M134

Bodenisolat M117

Bodenisolat M111

Sphingomonas herbicidovorans 11019 (T), Acc AB022428
Sphingomonas chlorophenolica ATCC 33790 (T), Acc X87161
Sphingomonas yanoikuyae JCM 7371 (T), Acc X72725
Sphingomonas wittichii DSM 6014 (T), Acc AB021492
Sphingomonas adhaesiva DSM 7418 (T), Acc D84527
Sphingomonas sanguis IFO13937 (T), Acc D13726
Sphingomonas pituitosa EDIV (T), Acc AJ243751
Sphingomonas koreensis JSS526 (T), Acc AF131296
Sphingomonas aquatilis JSS57 (T), Acc AF131295
Sphingomonas echinoides ATCC 14820 (T), Acc AB021370
Sphingomonas mali IFO 105505 (T), Acc Y09638
Sphingomonas pruni IFO 154985 (T), Acc Y09637

0.10

Abbildung 6: Dendrogramm der isolierten Sphingomonas-ahnlichen Isolate (M111, M117 und M134).
Grau: Outgroup. Berechnungsmethode: 'Maximum likelihood', Filter: aplhaproteobacteria_rr5_may02,
ganze Lange. Alle Referenzstdmme sind Typstdmme. Die Sequenzen der Isolate wurden anschliessend
mit 'Quick add using Parsimony' dazugerechnet (selber Filter wie oben). Distanzmatrix auf Seite 184.

Burkholderia graminis ATCC 700544 (T), Acc US96939

L Burkholderia phenazinium LMG 2247 (T), Acc U96936
Burkholderia pyrrocinia LMG 14191 (T), Acc U96930
Burkholderia cepacia ATCC 25416 (T), Acc U06027
Burkholderia vietnamiensis LMG 10929 (T), Acc AF097534
Burkholderia multivorans LMG 13010 (T), Acc Y18703
Burkholderia plantarii LMG 9035 (T), Acc U96933
Bodenisolat M013

Ralstonia solanacearum ATCC 1696 (T), Acc U28221
—Ei Ralstonia pickettii ATCC 27512 (T), Acc X67042
Ralstonia mannitolilytica LMG 6866 (T), Acc AJ27058
— Wautersia basilensis DSM 11853 (T), Acc AF312022
— Wautersia eutropha ATCC 17697 (T), Acc M32021
Wautersia gilardii LMG 5886 (T), Acc AF076645

Wautersia campinensis WS2 (T), Acc AF312020
Wautersia paucula LMG 3413 (T), Acc AF085226

0.10

Abbildung 7: Dendrogramm fir den isolierten Stamm MO013. Grau: Outgroup. Berechnungsmethode:
‘Maximum likelihood', Filter: betaproteobacteria_rr5_may02 (E. coli-Position 73-1479). Die Wautersia-
Stamme waren friher unter dem Namen Ralstonia bekannt (Vaneechoutte et al. 2004). Distanzmatrix auf
Seite 183.
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— Xanthomonas melonis LMG 8670 (T), Acc Y10756
Xanthomonas campestris LMG 568%$ (T), Acc X95917
Xanthomonas cucurbitae LMG (T), Acc Y10760
— Pseudomonas oleovorans DSM 1045 (T), Acc Z76665
Pseudomonas pseudoalcaligenes 3 LMG 1225 (T), Acc Z76666
— Pseudomonas mendocina 6 LMG 1223 (T), Acc Z76664
Pseudomonas anguilliseptica NCMB 1949 (T), Acc AB021376
Pseudomonas alcaligenes LMG 1224 (T), Acc Z76653
Pseudomonas aeruginosa 6 LMG 1242 (T), Acc Z76651
Pseudomonas citronellolis DSM 50332 (T), Acc Z76659
Pseudomonas resinovorans LMG 2274 (T), Acc Z76668
Pseudomonas sp. PCP2, Acc AF326380
Bodenisolat M036
] Bodenisolat M094
Pseudomonas asplenii LMG 2137 (T), Acc Z76655
~ Pseudomonas putida 2 DSM 291 (T), Acc Z76667
— Pseudomonas agarici LMG 2112 (T), Acc Z76652
Pseudomonas aureofaciens DSM 6698 (T), Acc Z76656
Pseudomonas cichorii LMG 2162 (T), Acc Z76658
Pseudomonas chlororaphis 4 LMG 5004 (T), Acc Z76657
Pseudomonas coronafaciens LMG 13190 (T), Acc Z76660
Pseudomonas syringae 2 LMG 1247t1 (T), Acc 76669
Pseudomonas amygdali LMG 2123 (T), Acc Z76654
Pseudomonas viridiflava LMG 2352 (T), Acc Z76671
Pseudomonas ficuserectae LMG 5694 (T), Acc 76661
Pseudomonas fluorescens DSM 50090 (T), Acc Z76662
Pseudomonas marginalis LMG 2210 (T), Acc Z76663
Pseudomonas tolaasii LMG 2342 (T), Acc Z76670
Pseudomonas jessenii CIP 105274 (T), Acc AF068259

0.10 101 Bodenisolate M001-M109

Abbildung 8: Dendrogramm flr die isolierten y-Proteobakterien. 101 Sequenzen der Isolate M001-M109
liegen im selben 'Cluster' und sind zusammengefasst, das vollstdndige Dendrogramm in . Abbildung 9.
Grau: Outgroup. Berechnungsmethode: '‘Maximum likelihood', Filter: gammaproteobacteria_rr5_may02
(E. coli-Position 135-1252) fur Typstamme und Isolate M043G, M054, M056, M067, M075, M080, M094.
Die Sequenzen der Ubrigen Bodenisolate wurden mit 'Quick add using Parsimony' eingefligt (selber
Filter wie oben, volle Lange). Die Distanzmatrix ist auf Seite 177.
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——— Xanthomonas m?/(mr% LMG 8670 (T), Acc Y10756
Xanthomonas pestris LMG 568 ), Acc X95917
Xanthomone /rh’fd? LMG (T), Acc_ Y10760

—— _Pseudomonas oleovorans DSM 1045 Acc 276665

0.10

Pseudomonas pseudoalcaligenes 3 LM 1225 (T), Acc 276666
Pseudomonas mendocina 6 LMG 1223 (T), Acc 276664
Pseudomonas angurl/lseptrca NCMB 1949 Acc AB021376
Pseudomonas alcaligenes LMG 1 , Acc Z
Pseudomonas aeruginosa 6 LM 1 42 (T) Acc Z7665
Pseudomonas citronellolis DSM 50332 (T), Acc Z76659
Pseudomonas resinovorans LMG 2274 (T), Acc 276668
Pseudomonas | IVF PCP2, Acc AF32638
Bodenisolat M036
Bodenisolat M094
Pseudomonas asplenii LMG 2137 (T), Acc Z76655
Pseudomonas putida 2 DSM 291 (T), Acc Z76667
Pseudomonas agarici LMG 2112 (T), Acc Z7665:
Pseudomonas aureofaciens DSM 6698 (T), Acc 276656
udomonas cichorii LMG 2162 (T), Acc 276658
Pseudomonas chlororaphis 4 LMG 5004 (T), Acc Z76657
Pseudomonas coronafaciens LMG 13190 Acc 276660
Pseudomonas dvrmgae 2 LMG 12471 (T), Acc 76669
Pseudomonas amygdali LMG 2123 Acc
Pseudomonas viridiflava LMG (T) Acc Z76671
Pseudomonas flcuserectae LMG 5694 Acc

Pseudomonas marginalis LMG 2210

Pse
Pseudomonas jessenii CIP 105274 (T), Acc AF068259
Bodenisolat MO!

Bodenisolat M012
Bodenisolat M079

Bodenisolat M024
Bodenisolat M035

Bodenisolat M109
Bodenisolat M107

Bodenisolat M102
Bodenisolat M101
Bodenisolat M092
Bodenisolat M103
Bodenisolat M016
r Bodenisolat M073

Bodenisolat M040
Bodenisolat M009
Bodenisolat M023
Bodenisolat M032
; Bodenisolat M084

r Bodenisolat M003
— Bodenisolat M0O1
— Bodenisolat M062
 Bodenisolat M034
Bodenisolat M106
Bodenisolat M058
Bodenisolat M047
Bodenisolat M006
Bodenisolat M076
Bodenisolat M002
Bodenisolat M019
Bodenisolat M005
Bodenlsolat M099
Bodenisolat M090
Bodemsolat M004
Bodenisolat M060
Bodenisolat M087
Bodenisolat M096
Bodenisolat M095
Bodenisolat M069
Bodenisolat M018
Bodenisolat M028
Bodenisolat M083
Bodenisolat M042
Bodenisolat M072
Bodenisolat M026
Bodenisolat M078
Bodenisolat M066
Bodenisolat M055
Bodenisolat M105
Bodenisolat M061
Bodenisolat M071
Bodenisolat M030
Bodenisolat M008
Bodenisolat M059
Bodenisolat M038
Bodenisolat M041
Bodenisolat M010
Bodenisolat M045
Bodenisolat M085
Bodenisolat M044
Bodenisolat M033
Bodenisolat M029
Bodenisolat M039
Bodenisolat M074
Bodenisolat M088
Bodenisolat M015
Bodenisolat M086
Bodenisolat M053
Bodenisolat M108
Bodenisolat M031
@nisolat MO65
Bodenisolat M068
Bodenisolat M075
Bodenisolat M098
Bodenlsolat Mog4

isolat
Bodenlsolat MOBAJ
Bodenisolat M007
Bodenisolat M043G
Bodenisolat M014
Bodenisolat M067
Bodenisolat M011
Bodenisolat M049
Bodenisolat M051
Bodenisolat M097
Bodenisolat M093
Bodenisolat M089

=}
®

=

Bodenisolat M017
Bodenisolat M052
Bodenisolat M070
Bodenisolat M063

Bodenisolat M046
Bodenisolat M020

Bodenisolat M056

Bodenisolat M077
Bodenisolat M048
Bodenisolat M082
Bodenisolat M057

Abbildung 9: Dasselbe Dendrogramm wie in Abbildung 8. Die Gruppe der Umweltisolate

zusammengefasst.

6661
udomonas fluorescens DSM 50090 Q’) Acc Z76662
ccZ
domonas tolaasii LMG 2342 (1), Acc Z7SS70

Bodenisolat M027

nicht
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Sphingobacterium multivorum DSM 11691 (T), Acc AB020205
Sphingobacterium thalpophilum ATCC 43320 (T), Acc M58779
Flavobacterium mizutaii ATCC 33299 (T), Acc M58796
Sphingobacterium spiritivorum ATCC 33861 (T), Acc M58778
Pedobacter africanus DSM 12126 (T), Acc AJ438171
Pedobacter heparinus ATCC 13125 (T), Acc M11657
Bodenisolat M124

Pedobacter piscium DSM 11725 (T), Acc AJ438174
Pedobacter saltans DSM 12145 (T), Acc AJ438173

0.10

Abbildung 10: Dendrogramm fir den isolierten Stamm M124. Outgroup. Berechnungsmethode:
‘Maximum likelihood', kein Filter (E. coli-Position 111-1376). Die Sequenz des Isolates M124 wurde mit
'‘Quick add using Parsimony' zum Dendrogramm hinzugeflgt (E. coli-Position 533-1069). Die Distanz-
matrix ist auf Seite 185.

3.4 Gene des Chloraromaten-Abbauweges

Es sollte untersucht werden, welcher Abbauweg in den neuen Isolaten flr die Chlor-
aromaten-Verwertung verantwortlich ist und es sollte sichergestellt werden, dass die
entsprechenden Gene erfasst werden kénnen. Die Sequenzen der fir den Abbau
verantwortlichen Gene sollten bestimmt und mit bekannten Sequenzen verglichen
werden. Am besten dokumentiert ist der ortho-Chlorbrenzcatechin-Abbauweg
(Schlémann 1994, 2002; Solyanikova und Golovleva 2004). Es wurde deswegen
zunédchst versucht, die Gene dieses Abbauweges nachzuweisen. Vom ortho-Chlor-
brenzcatechin-Abbauweg sind PCR-Primer fir die Gene der Chlormuconat-Cyclo-
isomerase und Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase bekannt (Thiel 2004). Mit diesen
Primern wurden PCR-Produkte der erwarteten Grdsse produziert, diese wurden
kloniert und sequenziert. Die neuen Daten wurden mit den publizierten Sequenzen
verglichen, schliesslich war das Ziel, die Diversitat der Gene des Chlorbrenzcatechin-
Abbauweges in der Umweltprobe, sowie in Vergleich mit vorhandenen Sequenzen

bestimmen zu kbnnen.
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3.4.1 Chlormuconat-Cycloisomerase

Mit PCR wurden die isolierten Bakterien auf die Existenz von Chlormuconat-Cyclo-
isomerase-Genen geprift. Das PCR-Primerpaar fwCICyclChpA / revCICyclChpd (Thiel
2004) wurde verwendet, um entsprechende Gen-Fragmente durch Amplifikation nach-
zuweisen. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschliessend kloniert und sequen-

ziert.

Stamme der direkten Isolierung in Chlorbenzol-Atmosphare

Von den Umweltisolaten der Bodenprobe MAROC N° 5 wurden sieben Stdmme repra-
sentativ fUr die Gruppe der y-Proteobakterien-dhnlichen sowie der eine -Proteobakte-
rium-ahnliche Stamm genauer betrachtet. Mit den sieben P. jessenii-édhnlichen Isolaten
M034, M038, M039, M043k, M053, M054 und M058 und dem Ralstonia-ahnlichen
Stamm MO013 wurde PCR mit Primern fiir die Chlormuconat-Cycloisomerase durchge-
fUhrt. In einer ersten PCR wurden keine auf dem Agarose-Gel sichtbaren PCR-Pro-
dukte gebildet. Eine darauf folgende PCR, die statt mit genomischer DNA mit einem
Aliquot der ersten Reaktion durchgefuihrt wurde, lieferte bei allen Isolaten ein einziges
Produkt von 780 bp Lange.

Dieses PCR-Produkt wurde in den Sequenziervektor pBluescript SK Il eingefiigt und in
E. coli DH5 a kloniert. Um potentielle Sequenzunterschiede in moglicherweise mehr-
fach auftretenden Genkopien in den Isolaten zu erkennen, wurden je zwei Klone von
PCR-Produkten der Isolate M034, M053 und M058 sequenziert, von den Ubrigen Isola-
ten nur je einer. Vom Ralstonia-ahnlichen Isolat M013 wurde mit denselben Primern
ebenso erst in der zweiten PCR ein auf dem Agarose-Gel erkennbares Produkt gebil-
det. Von den ebenfalls 780 bp grossen Fragmenten wurden drei Klone sequenziert. Die
13 Klone mit dem PCR-Produkt von mutmasslichen Chlormuconat-Cycloisomerase-
Genen, wurden mindestens einmal in jede Richtung sequenziert und mit dem geneti-

schen Code N° 11 (Nakamura et al. 2000) in Aminos&ure-Sequenzen Ubersetzt.

Alle untersuchten Sequenzen sind auf dem 248 AS langen Fragment nahezu identisch
mit den Sequenzen der Stdamme P. aeruginosa JB2 (Acc AAC69475) und Burkholderia
fungorum Bcep138 (Acc ZP_00028110), die Distanzen variieren zwischen 0 und 1.2%.

Durchschnittlich gibt es auf jeder der 248 Aminosauren (AS) langen Sequenz etwa eine
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Unsicherheit, bedingt durch schlechte Qualitdt der Sequenzierung. Drei sich unter-
scheidende Aminosaurereste der Pseudomonas-ahnlichen lIsolate sind jedoch
gesichert, zwei treten nur an einer Sequenz auf, ein Unterschied kommt in den beiden

Sequenzen vor, die vom selben Isolat stammen:

Die zwei Klone M034_klon_a und M034_klon_c unterscheiden sich untereinander in der
AS-Position 137 in der Sequenz von M034_klon_a steht ein Arginin-, in der von
MO034_klon_c ein Alanin-Rest. Zu den anderen Sequenzen unterschieden sich die bei-
den Klone gemeinsam in der AS-Position 201 durch einen eindeutigen Alanin-Rest in
MO034_klon_b bzw. eine Unsicherheit (Alanin/Glycin) von M034_klon_a. Bei allen ande-
ren Sequenzen steht an dieser Stelle ein Glycin-Rest. Es wird angenommen, dass die

beiden Klone von verschiedenen Genen stammen.

Die Klone M058_klon_a und M058_klon_b unterschieden sich gemeinsam von den an-
deren Sequenzen, in Position 216 durch einen Phenylalanin- statt einem Serin-Rest.
Zwei weitere Unterschiede zwischen M058_klon_a und M058_klon_b beruhen vermut-
lich auf schlechter Qualitat der Sequenz von M058_klon_a. Es wird angenommen, dass

beide Klone identisch sind.

Die drei Unterschiede zwischen den Klonen M053_klon_b und M053_klon_c beruhen

auf Unsicherheiten in der Interpretation der Sequenzdaten.

Die Sequenz von M054_klon_b unterscheidet sich eindeutig von der Konsensus-Se-
quenz der anderen Fragmente in Position 96, wo ein Histidin- statt einem Arginin-Rest
steht.

Die Sequenzen der Klone M013_klon_2[abc] sind 1.6 bis 2.7% von der entsprechen-
den Sequenz von Wautersia eutropha NH9 (Acc BAA74531) (friher Ralstonia) entfernt.
Untereinander sind die Sequenzen M013_klon_2b und M013_klon_2c vermutlich iden-
tisch, sie unterscheiden sich an AS-Position 13 in einer Sequenz-Unsicherheit. Im Un-
terschied dazu, hat M013_klon_2a an AS-Position 139 einen Prolin- statt, wie die an-

deren zwei, einen Leucin-Rest.

2 Die Aminoséure-Position beginnt bei den transkribierten PCR-Fragmenten ohne Primer-Sequenz zu
zéhlen, so wie sie flr die Berechnung des Dendrogrammes benutzt wurden.
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Isolate der Anreicherung in Azotobacter-Medium

Bei allen Isolaten AZDx konnten mit dem Primerpaar fwCICyclChpA / revCICyclChpJ
PCR-Produkte von 780 bp Grdsse produziert werden. Stellvertretend fir alle isolierten
a-Proteobakterien wurden PCR-Produkte von den Stammen AZD5_G10, AZD9_B2 und
AZD9_W?2 kloniert und sequenziert. Auch bei diesen Isolaten musste eine doppelte
PCR durchgefihrt werden, um Produkte in genigender Menge fir die Klonierung zu
erhalten. Zur Vermeidung von Unsicherheiten in der Sequenz wurden diese Klone

mindestens drei Mal sequenziert, mindestens einmal in jede Richtung.

Zur né&chst gelegenen Sequenz des ebenfalls Bradyrhizobium-&hnlichen Bodenisolates
UO sind die Aminosaure-Sequenzen der Isolate AZDx 2.5-3.3% entfernt, zu der des
zweitnéchst gelegenen a-Proteobakteriums Sphingomonas sp. TFD44 immerhin 38-

40%.

Die Sequenz des Klones AZD5_G10_klon_1 unterscheidet sich in sechs Aminosaure-
Resten von der Konsensus-Sequenz der anderen Isolate AZDx. Am zweitstéarksten
unterscheidet sich die Sequenz AZD9_W2_klon_6b von den Ubrigen, sie ist an drei Po-
sitionen von den anderen verschieden, also auch von der anderen Sequenz desselben
Stammes, AZD9_W2_klon_6c¢c. Die Sequenzen von AZD9_W2_klon_6c¢c und

AZD9_B2_klon_4c entsprechen der Konsensus-Sequenz.

Dendrogramm

Das 'maximum-likelihood'-Dendrogramm wurde mit den Aminosauresequenzen der
Muconat- und Chlormuconat-Cycloisomerasen gerechnet. Die Sequenzen der PCR-
Produkte wurden ebenfalls in Proteinsequenzen Ubersetzt und mit 'Quick add using

Parsimony' in das Dendrogramm eingeordnet (Abbildung 11).

Das Dendrogramm teilt die Enzymsequenzen in mehrere Gruppen ein, die sowohl ta-
xonomische, als auch ihrer Funktion entsprechende Einheiten bilden. Die Sequenzen
der Enzyme fir nicht chlorierte Substrate mischen sich nicht mit den entsprechenden
Sequenzen der Enzyme fir chlorierte Substrate. Die Sequenzen der a-Proteobakterien
erscheinen als eine taxonomische Einheit, die andere Einheit wird durch die Gruppe

der - und y-proteobakteriellen Sequenzen gebildet. Allerdings lassen sich nicht die
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gesamten proteobakteriellen Sequenzen in eine monophyletische Gruppe zusammen-

fassen, das Actinobakterien-'Cluster’ liegt dazwischen.

Die Gruppe der a-proteobakteriellen Muconat-Cycloisomerasen ist lediglich aufgrund
von Sequenzhomologien bestimmt worden, es fehlen eindeutige Daten zur Funktion
dieser Enzyme, sie werden deshalb im Dendrogramm nicht aufgefuhrt. Dasselbe
Dendrogramm, jedoch mit zusammengefassten Enzymgruppen, ist in der Diskussion
abgebildet (Abbildung 20).
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—{ CatB (Rhodococcus erythropolis AN113), Acc BAC76455
CatB (Rhodococcus opacus 1CP), Acc CAA67934

TfdDIl (Wautersia eutropha JMP134 (pJP4)), Acc YP025395
TfdD (Sphingomonas sp. TFD44)
Bodenisolat AZD5 G10 Klon 1
TfdD (Bodenisolat UO)
Bodenisolat AZD9 W2 Klon 6¢
Bodenisolat AZD9 B2 Klon 4c
Bodenisolat AZD9 W2 Klon 6b
ClcB2 (Rhodococcus opacus 1CP), Acc CAD28144
ClcB (Rhodococcus opacus 1CP), Acc AAC38249
CatB1 (Acinetobacter Iwoffii K24), Acc 033946
CatB (Acinetobacter calcoaceticus BD413), Acc Q43931
CatB2 (Burkholderia sp. TH2), Acc BAC16768
ECatB (Burkholderia sp. NK8), Acc BAB21460
CatB1 (Burkholderia sp. TH2), Acc BAC16777

CatB (Pseudomonas aeruginosa PAO1), Acc NP_251199
CatB (Pseudomonas sp. CA10), Acc BAB32456
CatB (Pseudomonas putida KT2440), Acc NP_745848

CatB (Pseudomonas putida PRS2015), Acc A28630
TfdD (Burkholderia sp. NK8), Acc BAB56010
{ﬁdeD (Plasmid pJP4 JMP134), Acc AAA98267
TfdD (Wautersia eutropha JMP134), Acc P05404

TfdD (Variovorax paradoxus TV1), Acc BAA88065
TetD (Pseudomonas chlororaphis RW71), Acc CAB89822
TcbD ('Pseudomonas' sp. P51), Acc P27099
CbnB (Ralstonia eutropha NH9), Acc BAA74531
Bodenisolat M013 Klon 2¢
Bodenisolat M013 Klon 2a
Bodenisolat M013 Klon 2b

Bodenisolat M034 Klon ¢

Bodenisolat M034 Klon a

Bodenisolat M038 Klon b

Bodenisolat M053 Klon b

Bodenisolat M058 Klon a

Bodenisolat M053 Klon ¢

Bodenisolat M058 Klon b

Bodenisolat M039 Klon b

Bodenisolat M043k Klon a

Bodenisolat M054 Klon b
10 Bcep0882 (Burkholderia fungorum Bcep 138), Acc ZP_00028110
ClcB (Pseudomonas aeruginosa JB2), Acc AAC69475

Abbildung 11: 'Maximum likelihood'-Dendrogramm der vollstdndigen Aminosdure-Sequenzen der
Chlormuconat- und Muconat-Cycloisomerasen. CbnB, ClcB, CicB2, TcbD, TfdD, oder TfdD: Chlor-
muconat-Cycloisomerasen. CatB, CatB1, CatB2: Muconat-Cycloisomerasen. MdIA,
8$S04124: Mandelat Racemase, RspA: Starvation sensing protein, Atu5478, YkfB: Homologe Sequenz
zu Chloromuconat-Cycloisomerase. Ubersetzte Sequenzen der eigenen Bodenisolate (PCR-Produkte)
wurden mit '‘Quick add using Parsimony' hinzugerechnet.

'Southern Blot'

Natdrlich interessiert viel mehr das gesamte Gen, beziehungsweis das Operon eines

Abbauweges, als das PCR-Produkt eines Gen-Fragmentes. Mit Hilfe eines 'Southern
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Blot' wurde versucht, das vollstdndige Gen der Chlormuconat-Cycloisomerase des
Stammes AZD10a_EZLN1 zu isolieren, um es sequenzieren zu kdnnen. Der 'Southern
Blot' wurde verwendet, um die Grosse des Genomfragmentes bestimmen zu kdnnen,
damit anschliessend das Fragment der richtigen Grésse zur Klonierung auzuwahlen.
Das mit Restriktions-Endonukleasen verdaute Genom des Stammes AZD10a_EZLN1,
wurde mit einer DNA-Sonde des Chlormuconat-Cycloisomerase-Gens hybridisiert. Als
DNA-Sonde wurde ein DIG-markiertes, kloniertes PCR-Produkt verwendet. Vor der
Herstellung der Sonde wurde die Sequenz des PCR-Produktes bestimmt und als
gentgend ahnlich zu bekannten Chlormuconat-Cycloisomerasen deklariert, um damit

homologe Gen-Sequenzen zu finden.

Die genomische DNA des Stammes wurde mit den Enzymen EcoRl, Hindlll, Pstl, Sall,
Xhol und BamHI verdaut. Die Sonde wurde durch PCR eines Chlormuconat-Cycloiso-
merase-Gens aus dem Stamm AZD10a_EZLN1 gewonnen, kloniert und DIG markiert.
Sie hybridisierte bei 61°C gut auf die genomische DNA desselben Stammes. Die DIG-
Niederschlagsmethode fUhrte in den verschiedenen Restriktionsansatzen zum
Nachweis hybridisierender Banden (Angaben in kb): EcoRl, 5.9; Hindlll, 4.2; Pstl, 5.9
(schwach), 5.2 (stark); Sall, 5.8 (schwach), 4.7 (wegen Luftblase schlecht erkennbar);
Xhol, 5.7; BamHI, 6.5 (Abbildung 12). Die Abschatzung der Fragmentgréssen zwischen
5.1 kb und 21 kb war mit dem verwendeten Molekulargewichtsmarker (Hindlll und
EcoRI verdaute Lambda-Phagen-DNA) unbefriedigend. In einem spéateren Blot wurde
die Bande in der EcoRI-Spur mit nur Hindlll verdautem Lambda-DNA-Marker auf
6.9 kb geschatzt.

Auch die genomische DNA der anderen Bradyrhizobium-&hnlichen Isolate (Stdmme
AZD5, AZD7, AZD9 und AZD11) wurde nach Restriktion mit den Enzymen BamHlI, Sall,
Pstl und Hindlll, mit dieser Sonde hybridisiert. Fir alle Stdmme wurde hierbei dasselbe
Bandenmuster wie beim Stamm AZD10a_EZLN1 erhalten (ohne Abbildung).

Es wurde versucht, die Region um das Chlormuconat-Cycloisomerase-Gen des
Stammes AZD10a_EZLN1, durch Klonierung genomischer Fragmente zu isolieren, um
damit die Grundlage fir eine Sequenzanalyse zu schaffen. Nach acht erfolglosen Ver-
suchen, die 6.1 kb und 4.2 kb Fragmente der Restriktionsenzyme EcoRI bzw. Hindlll zu

klonieren, wurde der Versuch eingestellt. Inzwischen war es im selben Labor J. Gréning
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gelungen, das gesamte Operon des ortho-Chlorbrenzcatechin-Abbauweges des

ebenfalls Bradyrhizobium-&hnlichen Stammes UO zu sequenzieren.

B)
. 5T = o
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Abbildung 12: A) Agarose-Gel-Elektrophorese unterschiedlich verdauter genomischer DNA des
Stammes AZD10a_EZLN1. B) 'Southern-Blot' desselben Geles. Als Sonde wurde ein DIG-markiertes
PCR-Produkt eines Chlormuconat-Cycloisomerase-Gens desselben Stammes verwendet und mit
Niederschlagsmethode nachgewiesen. Molekulargewichtsmarker war Hindlll- und EcoRl-verdaute
lambda-Phagen-DNA, Fragmentgrdssen sind in Basenpaaren (bp) angegeben. Der Massstab neben dem
Agarosegel und die Ladeorte wurden wegen der schlechten Bildqualitat nachgezeichnet.

3.4.2 Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase

Wie bei den Chlormuconat-Cycloisomerasen wurden die Umweltisolate in Bezug auf
das Vorhandensein und auf die Diversitat der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen
mit PCR und anschliessender Sequenzierung untersucht. PCR wurden mit dem Pri-
merpaar fw-diox-gram(-) / rev-diox-gram(-) (Thiel 2004) durchgefihrt, die PCR-

Fragmente von einigen Umweltisolaten wurden kloniert und sequenziert.
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Stamme der direkten Isolierung in Chloraromaten-Atmosphare

Von den Umweltisolaten der Bodenprobe MAROC N° 5 wurden, reprasentativ flr die
ganze Gruppe der isolierten y-Proteobakterien, acht Pseudomonas-ahnliche Isolate
sowie das eine p-Proteobakterium-ahnliche Isolat M013 fur weitere Untersuchungen
ausgewahlt. Die ausgewahlten acht Pseudomonas-ahnlichen Stdmme waren M0OG,
M016, M021, M034, M038, M039, M043k und M053.

Wiederum wurden mit keinem der Isolate in einer ersten PCR, auf dem Agarose-Gel
sichtbare PCR-Produkte gebildet. Eine darauffolgende PCR, die statt mit genomischer
DNA mit einem Aliquot der ersten Reaktion durchgefuihrt wurde, lieferte allerdings mit

allen Isolaten ein einziges Produkt von 270 bp Lange.

Von den y-Proteobakterium-ahnlichen Isolaten, wurden insgesamt 19 Klone mit den
PCR-Produkten sequenziert. Vom Ralstonia-&hnlichen p-Proteobakterium M013 wurde
lediglich ein Klon sequenziert. Um potentielle Sequenzunterschiede in moglicherweise
mehrfach auftretenden Genkopien in den Isolaten zu erkennen, wurden von den
meisten Isolaten drei verschiedene Klone mit PCR-Produkten sequenziert. Von M043k

wurden nur zwei Klone sequenziert, von M038 nur einer.

Die 19 Klone mit dem PCR-Produkt von mutmasslichen Chlormuconat-Cycloiso-
merase-Genen wurden mindestens einmal in jede Richtung sequenziert und mit dem

genetischen Code N° 11 (Nakamura et al. 2000) in Aminoséure-Sequenzen Ubersetzt.

Die Sequenzen der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen-Gen-Fragmente sind weni-
ger als ein Drittel so lang wie die Chlormuconat-Cycloisomerasen-Sequenzen, dem-
entsprechend einfacher wurden klare Ergebnisse erhalten. In den 19 Sequenzen findet

sich nur eine Unsicherheit im Aminosaure-Rest.

In den 19 Sequenzen wurden drei Polymorphismen gefunden. Einer betrifft alle Klone
und tritt im Verhéltnis 7:12 auf. Zwei Polymorphismen betreffen nur die verschiedenen

Klone eines Isolates.
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In der Aminosaure-Position 29° befindet sich bei sieben Klonen ein Tyrosin- statt eines
Phenylalanin-Restes. Der AS-Unterschied beruht auf ein Ersetzen von T durch A im
Codon TTT (Phe, F) zu TAT (Tyr, Y) oder umgekehrt. Bei M006, M034 und MO039 sind
die unterschiedlichen Sequenzen desselben Isolates von diesem Polymorphismus
betroffen. Mit einem Tyrosin-Rest an Position 29 wurden folgende Klone beobachtet:
MO006_klon_5b, MO016_klon_7b, M034_klon_2b, M039_klon 4a, M053_klon_5a,
MO053_klon_5b, M053_klon_5c. An derselben Position haben folgende Klone ein
Phenylalanin: MO006_klon_5a, MO006_klon_5c, MO021_klon_8a, MO021_klon_8c,
MO021_klon_21, MO034_klon_2a, M034_klon_2c, M038_klon_3b, M039_klon_4b,
MO039_klon_4d, M043k_klon_1a, M043k_klon_1b. Aufgrund der Tatsache, dass dieser
Polymorphismus quer durch die untersuchten Isolate geht, kann angenommen werden,
dass die Isolate mehr als eine Kopie des Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen-Genes
haben, oder mindestens mehr als eine Kopie des Gen-Fragmentes, das mit den ver-
wendeten Primern amplifiziert werden kann. Dieser F/Y-Polymorphismus tritt auch bei
mindestens sieben weiteren bekannten Sequenzen auf. Bei Ralstonia sp. C-0 (Acc
AAC35835) und bei Ralstonia sp. JS705 (Acc CAA06968) tritt ebenfalls ein Phenylala-
nin-Rest auf, bei Pseudomonas putida JB2 (Acc AAC69474), P. putida AC866 (Acc
P11451) und weiteren Pseudomonas-Sequenzen ein Tyrosin-Rest. Die untersuchten
Sequenzen der Umweltisolate sind bis auf zwei weitere Auffalligkeiten der Stamme

MO034 und M0583 identisch mit diesen sieben Sequenzen.

Von drei untersuchten Sequenzen des Isolates M034 haben zwei eine 'Nonsense'-
Mutation an der AS-Position 59, die Sequenzen von M034_klon_2a und -2c. Bei der
Stopp-Mutation wurde ein Tryptophan-Rest (TGG) durch Amber (TAG) ersetzt. Beide
Sequenzen sind unublich kurz, der Rickwartsprimer wird nur zur Halfte wiedergefun-
den. Fur das Dendrogramm spielt dies allerdings keine Rolle, da hierfir die Primerse-
quenzen sowieso abgeschnitten wurden. Dieselben zwei Sequenzen mit der Stopp-
Mutation haben an Position 29 ein Phenylalanin, wahrend die dritte Sequenz des
Isolates M034 (M034_klon_2b) an dieser Stelle ein Tyrosin stehen hat.

3 Die Aminosaure-Position beginnt bei den transkribierten PCR-Fragmenten ohne Primer-Sequenz zu
zéhlen, so wie sie fir die Berechnung des Dendrogrammes benutzt wurden.
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Der dritte Polymorphismus innerhalb der y-proteobakteriellen Sequenzen betrifft nur
das Isolat M053. An der AS-Position 68 von M053_klon_5a steht statt eines Alanin-

Restes (GCG), wie bei allen anderen Sequenzen, ein Valin-Rest (GTG).

Die eine Sequenz des Isolates M013 (M013_klon_6a) ist auf dem kurzen Stick von 75
Aminosauren identisch mit denen von sechs bekannten Stammen, darunter zum Bei-
spiel Ralstonia eutropha NH9 (Acc BAA74530), Achromobacter xylosoxidans A8 (Acc
CAD56206) oder Delftia acidovorans P4a (Acc AAC35836).

Isolate der Anreicherung in Azotobacter-Medium

Auch bei den isolierten a-Proteobakterien der Azotobacter-Anreicherung lieferte die
PCR in zwei Schritten von allen Isolaten gute Ergebnisse der erwarteten Grdsse. Es
wurden die PCR-Produkte von den Stdmmen AZD5_G10 und AZD9_W1 kloniert. Die
Klone AZD5_G10_klon_14, AZD9_W1_klon_5a wurden sequenziert. Beide Sequenzen
unterscheiden sich auf dem 75 Aminosauren langen Stlick nicht von der entsprechen-

den Sequenz des ebenfalls Bradyrhizobium-ahnlichen Bodenisolates UO.

Dendrogramm

Das 'maximum-likelihood'-Dendrogramm wurde mit den vollstdndigen Aminosaure-
sequenzen der Brenzcatechin- und Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase gerechnet,
als Outgroup wurden Sequenzen oder Sequenzhomologe der Hydroxyhydrochinon-
1,2-Dioxygenasen von Agrobacterium tumefaciens C58, Burkholderia cepacia AC1100
und Corynebacterium glutamicum ATCC13032 gewé&hlt. Die in Aminosauresequenzen
Ubersetzten PCR-Produkte der Isolate wurden mit 'Quick add using Parsimony' dem
Dendrogramm hinzugefligt. Das gesamte Protein ist 242 AS lang, die PCR-Fragmente
75 AS, was 31% der Gesamtproteinldnge ausmacht.

Die untersuchten Sequenzen der PCR-Produkte der y-Proteobakterien-dhnlichen Iso-
late Mxxx liegen im Dendrogramm neben den Sequenzen CIcA von Ralstonia sp.
JS705 (Acc Caa06968) und CIcA von Pseudomonas aeruginosa JB2 (AccT44616), mit
denen sie fast identisch sind. Die Sequenzen der PCR-Produkte der Isolate AZD9_W1
und AZD5_G10 treten im selben 'Cluster' mit dem ebenfalls Bradyrhizobium-ahnlichen

Bodenisolat UO auf (Abbildung 13).
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AGR_C_4592 (Agrobacterium tumefaciens C58), Acc NP_355473

o B

TftH (Burkholderia cepacia, AC1100), Acc AAC43338

NCgl2951 (Corynebacterium glutamicum ATCC13032), Acc NP_602248

ECatA (Burkholderia sp. NK8), Acc BAB21462

CatAl (Frateuria sp. ANA318), Acc BAC82534
iCatA (Acinetobacter calcoaceticus NCIB8250), Acc S47293
CatA (Ralstonia eutropha 335T), Acc AAG42033
{CatAII Burkho/derla sp. TH2), Acc BAC16769

CatAll (Frateuria sp. ANA318), Acc T48871

PheB (Pseudomonas sp. EST 1001), Acc P31019
CatA (Pseudomonas aeruginosa PAO1), Acc AAG05895
CatA (Pseudomonas putida KT2440), Acc AAN69310

CatA (Pseudomonas putida KT2440), Acc NP_745310

ClIcA (Rhodococcus opacus 1CP), Acc 067987

ClcAll (Rhodococcus opacus 1CP), Acc CAD28142
CatA (Arthrobacter sp. mA3), Acc JT0613
iCatA (Streptomyces setonii), Acc AAN76673

ﬂA (Rhodococcus erythropolis CCM2595), Acc CAE53841
CatA (Rhodococcus rhodochrous NCIMB13259), Acc AAC33003

Bodenisolat AZD5_G10 Klon 14
TfdC (Bodenisolat UO)
Bodenisolat AZD9 W1 Klon 5a

ClpC (Defluvibacter lusatiensis S1), Acc CAD60254
TfdCII (Sphingomonas sp. Tfd44)
TfdC (Sphingomonas sp. AW5), Acc AAC23512
DccAll (Sphingobium herbicidovorans MH), Acc AJ628863
TfdC (Sphingomonas sp. Tfd44)
TfdCII (Sphingomonas sp. EML146)
{deo (Burkholderia sp. NK8), Acc BAB56009
TfdC (Ralstonia eutropha JMP134 (pJP4)), Acc AAA98262
rdeC (Pseudomonas putida (pEST4011)), Acc JC5014
TfdCII (Ralstonia eutropha JMP134), Acc AAC44730

[ FI-CbC (Pseudomonas sp. P51), Acc A43673

TfdCllI (Delftia acidovorans P4a), Acc AAM76776
TetC (Pseudomonas chlororaphis RW71), Acc CAB52140
Bodenisolat M013 Klon 6
Bodenisolat M043k Klon 1a
Bodenisolat M043k Klon 1b
Bodenisolat M021 Klon 21
Bodenisolat M006 Klon 5a
Bodenisolat M039 Kion 4d
Bodenisolat M038 Klon 3b
4Bodenisolat MO034 Klon 2a
Bodenisolat M034 Klon 2c
Bodenisolat M021 Klon 8c
Bodenisolat M039 Klon 4b
Bodenisolat M006 Klon 5c
Bodenisolat M021 Klon 8a
ClIcA (Ralstonia sp. JS705), Acc CAA06968
Bodenisolat M034 Klon 2b
Bodenisolat M053 Klon 5¢
-Bodenisolat M053 Klon 5a
Bodenisolat M039 Klon 4a
Bodenisolat M006 Klon 5b
Bodenisolat M053 Klon 5b
ClcA (Pseudomonas aeruginosa JB2), Acc T44616
Bodenisolat M016 Klon 7b

Abbildung 13: 'Maximum likelihood'-Dendrogramm der Brenzcatechin- und Chlorbrenzcatechin-1,2-
Dioxygenasen. CatA, CatAl, CatAll: Brenzcatechin-1,2-Dioxygenase; CIcA, CbnA, TcbC, TetC, TfdC,
TfdCII: Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase. Outgroup: TftH, NCgl2951, AGR_C_4592: Hydroxyhydro-
chinon-1,2-Dioxygenase.
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Restriktionsanalyse einiger y-Proteobakterien-ahnlichen Isolate

Da die Sequenzierung von klonierten PCR-Produkten sowohl arbeits- wie auch geld-
intensiv ist, wurde alternativ versucht, die Diversitdt der Chlorbrenzcatechin-1,2-
Dioxygenase-Gene mit einer Restriktionsanalyse zu untersuchen. Anhand des
erhaltenen Musters sollte auch gleich Uberprtft werden kénnen, ob das PCR-Produkt
von den gesuchten Genen stammt. Wiederum liess sich von allen ausgewahlten
Pseudomonas-ahnlichen Isolaten, in einer doppelten PCR ein PCR-Produkt mit dem
Primerpaar fw-diox-gram(-) / rev-diox-gram(-) (Thiel 2004) gut herstellen. Dieses
Produkt wurde anschliessend mit Restriktions-Endonukleasen verdaut, mit dem Ziel,
far unterschiedliche Isolate unterschiedliche Bandenmuster zu erhalten. Insgesamt
wurden die PCR-Produkte von 30 Isolaten mit den Restriktionsendonukleasen Taql,
BsuRI und Bsh12361 verdaut und die entstandenen Fragmente gelelektrophoretisch
verglichen. Es wurden Nukleasen mit einer 4 bp Erkennungssequenz ausgewéhlt, um
die maximale Wahrscheinlichkeit einer Schnittstelle im 260 Nukleotide grossen PCR-
Produkt zu erhalten. Bei der Auswahl dreier Enzyme wurden mdéglichst preislich

gunstige Nukleasen verwendet (Abbildung 14).

Die Restriktionsendonuklease Taql schnitt das PCR-Produkt aller Pseudomonas-ahnli-
chen lIsolate in drei Fragmente. Eine Doppelbande war zwischen 200 und 250 bp
sichtbar, eine kleine Bande war leicht grosser als 20 bp. Die gréssere Doppelbande
war kleiner als die des unverdauten PCR-Produktes. Die Summe der Fragmentgrdssen
war nicht teilbar durch die gesamte Lange des PCR-Produktes, es fehlten etwa 30 bp,
um die vollstandige DNA von zwei PCR-Fragmenten zu erhalten (215+225+30=470).
Das legte den Schluss nahe, dass zwei unterschiedliche Sequenzen verdaut wurden,
und dass beim Verdauen mindestens ein weiteres kleines Fragment entstand, welches
der Detektion entging. Bei Wiederholungen tauchten auch verschwommene Banden

bei 100, 50, 35 und 20 bp auf, diese waren aber nicht reproduzierbar.

Das Enzym BsuRI schnitt das PCR-Produkt aller Pseudomonas-ahnlichen Isolate in
drei Fragmente der Grésse 145, 90 und 20 bp. Diese drei Fragmente waren bei allen
Isolaten deutlich zu erkennen, und deren Summe entspricht der Lange des unverdau-
ten PCR-Produktes. Daneben tauchten verschwommene, nicht reproduzierbare Ban-
den bei 70, 50, 35 und 30 bp auf.
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Das Enzym Bsh1236l schnitt das PCR-Produkt aller Pseudomonas-ahnlichen Isolate in
drei Fragmente der Grésse 160, 75, und 40 bp; zusammen entspricht dies auch der
Grdsse des unverdauten PCR-Produktes. Banden zwischen 60 und 20 bp stellten sich

als nicht reproduzierbar heraus.

Innerhalb der untersuchten Isolate fand sich mit den getesteten Restriktionsenzymen
keine Diversitat. Beobachtete Polymorphismen beruhen vermutlich auf Artefakten,
bedingt durch unspezifische PCR-Produkte um 50 bp Grésse. Das unverdaute PCR-
Produkt wird auf dem Polyacrylamid-Gel als Bande um 260 bp detektiert. Bei genaue-
rer Betrachtung erkennt man noch eine weitere unscharfe und weniger ausgepréagte
Bande um 50 bp Grésse.
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Abbildung 14: Mit den Restriktionsendonukleasen geschnittene PCR-Produkte einiger Pseudomonas-
ahnlicher Isolate (Mxxx). Die PCR-Produkte wurden mit den Primern fw-diox-gram(-) / rev-diox-gram(-)
fur Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen hergestellt (Thiel 2004). Je drei Spuren wurden fiir eine Probe
verwendet, von links nach rechts: Unverdaut (Mxxx), BsuRl, Taql.Perl-Programm zur Planung eines
RFLP-Experimentes
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3.4.3 Perl-Programm zur Simulation einer Restriktionsanalyse

Die Diversitdt von PCR-Produkten kann unter Umsténden zu gering sein, um mit zufal-
lig ausgesuchten Restriktions-Endonukleasen die vorhandenen Polymorphismen
aufdecken zu kénnen. Es wurde deshalb ein Perl-Programm geschrieben, welches in
einer Auswahl von homologen Nukleotid-Sequenzen Unterschiede findet und Nuklea-
sen vorschlagt, die diese Unterschiede in einer Gel-Elektrophorese aufzeigen wirden.
Zur Visualisierung der Tauglichkeit dieser Enzyme werden von dem Programm
anschliessend die urspringlich eingesetzten DNA-Sequenzen mit eben diesen
gefundenen Enzymen verdaut und damit Bilder einer simulierten Gel-Elektrophorese
gezeichnet (Abbildung 15).

Von den 19 Sequenzen klonierter PCR Produkte der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxy-
genase von acht Pseudomonas-ahnlichen MAROC N° 5 Isolaten, wurden die flnf ein-
zigartigen Sequenzen ausgesucht und mit dem Programm 'restrifind9.pl' verglichen.
Genauer untersucht wurden die Sequenzen: MO006_klon_5a, MO006_klon_5b,
MO034_klon_2a, M034_klon_2b und M053_klon_5a (Ausdruck 1).

Die Ausgabe des Programms Uber die Kommandozeile dient nur als momentane Sta-
tusangabe und kurzer Uberblick. Es werden zusétzlich noch eine Textdatei mit dem
'‘Alignment' der untersuchten Sequenzen ausgegeben (Ausdruck 2) und eine Textdatei
mit den errechneten Fragmentgréssen (Ausdruck 3). Fir jede untersuchte Sequenz
wird eine Abbildung generiert, die eine Gel-Elektrophorese mit den verdauten Sequen-

zen simuliert (Abbildung 15).

Erklarungen zum Protokoll (Ausdruck 1 und 2)

Die finf Sequenzen unterscheiden sich in den Nukleotid-Positionen 90, 107, 197 und
224. Gesucht wurden 4-bp-Cutter, deren Erkennungssequenzen genau in diesen Posi-
tionen jeder einzelnen der untersuchten Sequenzen liegen. Da die Lange der verwen-
deten Primer angegeben wurde, wurde die Primer-Region nicht bei der Suche nach

Sequenzunterschieden bericksichtigt (Ausdruck 1).

Fir die Sequenzen M006_klon_5a und M006_klon_5b wurden keine Enzyme aufgelis-
tet. Dies ist ernlichternd, weil der Unterschied zwischen den beiden Sequenzen den

Aminosaure-Rest an Position 29 (Nukleotid-Position 107) betrifft. Das ist der einzige in



Gene des Chloraromaten-Abbauweges 89

den untersuchten PCR-Produkten gefundene Polymorphismus, der auch in veréffent-
lichten Sequenzen prasent ist. Ein anderer Durchgang zeigte, dass auch keine
handelslUbliche Endonuklease mit 6-bp-Erkennungssequenz gefunden wurde, die den
Tyrosin/Phenylalanin-Polymorphismus aufzeigen kénnte. Die Datenbank der bekannten

Nukleasen beriicksichtigt alle Enzyme der bekannten Hersteller (bioperl 1.4.0).

Fir die Mutation der Sequenz M034_klon_2b in Nukleotid-Position 90 wurde ebenfalls
kein passendes Enzym gefunden. Diese Mutation von G zu C betrifft nur diese

Sequenz und hat keinen Einfluss auf die damit codierte Aminosaure.

Far die Sequenz M053_klon_5a wurden hingegen gleich mehrere Enzyme gefunden,
deren Erkennungssequenz in der fraglichen Region von Nukleotid-Position 224 liegt
(Accll, AspLEl, Hin6l, Sell). Nach der betreffenden Nukleotid-Position, wird die gesamte
mogliche Erkennungssequenz in Klammern aufgefuhrt. Das fragliche Nukleotid ist
unterstrichen. Darauf folgen die Bezeichnungen der Enzyme mit ihren Isoschizomeren.
In diesem Fall schneiden in der untersuchten Position vier verschiedene Enzyme, alle
mit derselben Erkennungssequenz, aber unterschiedlichen Schnittstellen. Unter allen
19 sequenzierten PCR-Produkten tritt diese Mutation nur in Sequenz M053_klon_5a

auf.

Es wurde auch ein Enzym gefunden, das die 'Nonsense'-Mutation der Sequenz
MO034_klon_2a, in Nukleotid-Position 197 von anderen Sequenzen unterscheiden hilft
(Bfal). Auch diese Mutation wurde nur beim Isolat M034 beobachtet.

Auffallend am 'Alignment' (Ausdruck 2) ist die verklrzte Sequenz von M034_klon_2a.
Die Sequenz des Ruckwaérts-Primers ist nicht vollstandig, da aber die Ladnge der Primer
angegeben werden konnte, hat das Programm restrifind9.pl in diesem Sequenz-Ab-

schnitt nicht nach Nukleasen gesucht.
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Maria:~ felipe$ ./restrifind9.pl
align 5 sequences ...
percent identity: 98.403

Primer-length is defined:
@not_equal: 90.107.197.224

Missmatches are only considered between 21 - 246

looking for enzymes...
range of interest: 4 bp cutters

spot (SITE): EnzyME (CLEA"“VAGE)

MOO6_klon_5a
MOO6_ klon_5b
MO34_ klon_2b

MO53_ klon_5a
in 224 (AGGCGCG): AccII Bsh1236I BstFNI BstUI FnuDII MvnI Thal (CG"CG)
AspLEI BstHHI Cfol Hhal (GCG"C)
Hin6I HinP1I HspAI (G"CGC)
Sell (CGCG)
MO34 2a
in 197 (CCTAGCG): Bfal Mael XspI (C"TAG)

interesting enzyme(s): Hin6l AspLEI Sell AccII Bfal

Ausdruck 1: Protokoll des Programms restrifind9.pl auf der Kommandozeile. Nur fir die Sequenzen
MO053_5a und M034_2a werden sich mit Endonukleasen eindeutige Bandenmuster herstellen lassen. Die
letzte Zeile (Interesting enzymes) gibt alle Enzyme an, mit denen sich die Sequenzen unterscheiden

lassen, ohne Isoschizomere.

CLUSTAL W(1.81) multiple sequence alignment

MOO6_5a/1-269
MOO6_5b/1-269
MO34 2b/1-269
MO53 5a/1-269
MO34_2a/1-254

MOO6_5a/1-269
MOO6 5b/1-269
MO34_2b/1-269
MO53 5a/1-269
MO34_2a/1-254

MOO6_5a/1-269
MOO6_5b/1-269
MO34_2b/1-269
MO53_5a/1-269
MO34_2a/1-254

ATCGACGTGTGGCATTCGACGCCTGATGGCTTGTACAGCGGGATCCACGACAACATCCCC
ATCGACGTGTGGCATTCGACGCCTGATGGCTTGTACAGCGGGATCCACGACAACATCCCC
ATCGATGTGTGGCACTCGACGCCTGATGGCTTGTACAGCGGGATCCACGACAACATCCCC
ATCGATGTGTGGCACTCCACGCCTGATGGCTTGTACAGCGGGATCCACGACAACATCCCC
ATCGATATGTGGCACTCGACGCCTGATGGCTTGTACAGCGGGATCCACGACAACATCCCC

* % % % % Xk ok k k k k ok ok %k Xk Kk 5k k k %k Xk %k 5k %k >k %k Xk %k %k %k %k %k %k % % % %k % % % % % % % % % % % %k % % % % % X%

GTGGACTACTACCGCGGAAAACTCGTGACGGATTCCCAGGGCAACTTTCGCGTGCGCACC
GTGGACTACTACCGCGGAAAACTCGTGACGGATTCCCAGGGCAACTATCGCGTGCGCACC
GTGGACTACTACCGCGGAAAACTCGTGACAGATTCCCAGGGCAACTATCGCGTGCGCACC
GTGGACTACTACCGCGGAAAACTCGTGACGGATTCCCAGGGCAACTATCGCGTGCGCACC
GTGGACTACTACCGCGGAAAACTCGTGACGGATTCCCAGGGCAACTTTCGCGTGCGCACC

%k %k %k %k %k Xk %k %k %k 5k Xk Xk %k %k %k %k Xk Xk %k %k %k %k Xk %k %k %k >k k %k % %k %k %k %k % %k % %k %k Xk % %k %k k %k %k %k %k %k %k ¥ % %k %k %k % x ¥

ACGATGCCAGTGCCATACCAGATCCCCTACGAGGGGCCGACTGGGCGTCTGCTGGGCCAC
ACGATGCCAGTGCCATACCAGATCCCCTACGAGGGGCCGACTGGGCGTCTGCTGGGCCAC
ACGATGCCAGTGCCATACCAGATCCCCTACGAGGGGCCGACTGGGCGTCTGCTGGGCCAC
ACGATGCCAGTGCCATACCAGATCCCCTACGAGGGGCCGACTGGGCGTCTGCTGGGCCAC
ACGATGCCAGTGCCATACCAGATCCCCTACGAGGGGCCGACTGGGCGTCTGCTGGGCCAC

%k X %k %k %k %k Xk Xk %k %k %k % Xk % % %k % % Xk % % % %k % % % %k % % Xk % % % % % %k % % % % % X% % % % % % X% % % % % % X % % % %k % %
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MOO6_5a/1-269 CTGGGCAGCCATACCTGGCGTCCGGCGCACGTGCACTTCAAGGTGCGCAAGGACGGTTTC
MOO6_5b/1-269 CTGGGCAGCCATACCTGGCGTCCGGCGCACGTGCACTTCAAGGTGCGCAAGGACGGTTTC
MO34_2b/1-269 CTGGGCAGCCATACCTGGCGTCCGGCGCACGTGCACTTCAAGGTGCGCAAGGACGGTTTC
MO53_5a/1-269 CTGGGCAGCCATACCTGGCGTCCGGCGCACGTGCACTTCAAGGCGCGCAAGGACGGTTTC
MO34_2a/1-254 CTGGGCAGCCATACCTAGCGTCCGGCGCACGTGCACTTCAAGGTGCGCAAGGACGGTTTC

%k 3k %k %k k Xk %k 3k %k %k k Xk %k %k %k k %k %k %k %k 5k Xk Xk %k % %k % % Xk % %k %k % % Xk %k %k %k % Xk %k %k 3k % % %k % % % % % % % % % % % ¥

MOO6_5a/1-269 GAACCGCTGACCACCCAGTACTACTTCGA
MOO6_5b/1-269 GAACCGCTGACCACCCAGTACTACTTCGA
MO34_2b/1-269 GAACCGCTGACCACCCAGTACTACTTCGA
MO53_5a/1-269 GAACCGCTGACCACCCAGTACTACTTCGA
MO34_2a/1-254 GAACCGCTGACCAA...............

X X %k %k %k X X X% % %k %k X X%

Ausdruck 2: 'Alignment' der untersuchten Sequenzen (hier in ClustalW-Format). Die Liicken in der
untersten Linie geben die Sequenz-Unterschiede an. Eine Linie ist 60 Nukleotide breit.

ENZYME FRAGMENTS

MOO6_klon_5a

AcclI 74 36 159
Hin6l 114 91 20 44
Sell 72 36 161
AspLEI 116 91 20 42
Bfal 269

MOO6_klon_5b

AcclI 74 36 159
Hinél 114 91 20 44
Sell 72 36 161
AspLEI 116 91 20 42
Bfal 269

MO53_klon_5a

Accll 74 36 115 44
Hin6l 114 91 18 46
Sell 72 36 115 46
AspLEI 116 91 18 44
Bfal 269

MO34_klon_2b

AccllI 74 36 159
Hin6l 114 91 20 44
Sell 72 36 161
AspLEI 116 91 20 42

Bfal 269
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MO34_klon_2a

AccllI 74 36 144

Hin6I 114 91 20 29

Sell 72 36 146

AspLEI 116 91 20 27

Bfal 195 59

SITE ISOSHIZOMER

CG"CG AccII Bsh1236I BstFNI BstUI FnuDII MvnI Thal
G"CGC Hin6I HinPlI HspAI
~CGCG Sell

GCG"C AspLEI BstHHI Cfol Hhal
C TAG Bfal Mael Xspl

Ausdruck 3: Erwartete Fragmentgrossen der untersuchten Sequenzen nach Verdau mit den gefundenen
Nukleasen. Zuunterst sind zur besseren Ubersicht die einzelnen Enzyme mit ihren Isoschizomeren
angegeben.

Abbildung 15: Mit dem Programm restrifind9.pl generierte Bilder. Von links nach rechts sind die
simulierten Gel-Elektrophorese-Bilder der Sequenzen M006_klon_5a, M006_klon_5b, M034_klon_2a,
MO034_klon_2b und M053_klon_5a. Die Sequenzen wurden mit den Enzymen Hiné6l, Accll, Bfal, Sall und
AspLEl verdaut.

Simulation mit den Enzymen der Restriktionsanalyse

Die untersuchten Sequenzen wurden in einer Simulation auch mit den Enzymen BsuRl,
Taql verdaut. Ein simulierter Verdau der 269 bp langen Sequenzen offenbart, dass die
Doppelbande, die mit Taql zwischen 200 und 250 bp entsteht (Abbildung 14), aus
Fragmenten von 223 und 237 bp von zwei unterschiedlichen Sequenzen besteht. Der
Polymorphismus beruht aber auf den degenerierten Primern. Je nach Primer entstehen
folgende Fragmente: (2, 237, 26 bp) und (2, 14, 223, 26 bp).
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Funktionen des Programms restrifind9.pl

Das Programm restrifind9.pl wurde mit einigen Funktionen ausgestattet, die die Benut-

zung vereinfachen sollten.

1.
2.

Revers komplementare Sequenzen werden erkannt und nach Bedarf umgedreht.

Ungleich lange Sequenzen kénnen auf ihre kirzeste gemeinsame Sequenz be-
schnitten werden. Mit dieser Option ist es méglich, einer grossen Menge Sequen-
zen die Primer- oder Vektorsequenzen gemass einer Vorlage wegzuschneiden.

Flr eine bessere Simulation der Restriktionsanalyse, kann die Lange der Primer
definiert werden. Damit ist es mdéglich, die Primer-Sequenzen nur bei der simulier-
ten Restriktion und Gel-Elektrophorese zu berlicksichtigen, nicht aber bei der Su-
che nach Sequenzunterschieden.

Auf den simulierten Gel-Bildern wird zur Orientierung ein Molekulargewichtsmarker
mit eingezeichnet. Beliebige Banden des Markers kdnnen gekennzeichnet und be-
schriftet werden.

Die Sequenzen kénnen in vielen verschiedenen Formaten importiert oder exportiert
werden, unter anderem in Fasta, Nexus, Phylip, msf (GCG).

Es wird die redundante Restriktionsenzymdatenbank von bioperl verwendet. Beim
Programmieren wurde darauf geachtet, die unterschiedlich benannten Enzyme mit
gleicher Erkennungssequenz als Einheit zu behandeln. Damit wird nicht nur Re-
chenzeit eingespart, sondern vor allem wird der Ausdruck tbersichtlicher. Um die
anschliessende Suche im Katalog zu erleichtern, werden die Isoschizomere im
Anhang aufgelistet.

Das Programm ist ein 'SourceForge'-Projekt, aktuelle Versionen kédnnen von der
folgenden Web-Seite geladen werden: http://restrifind.sourceforge.net .
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4.1 Nachweis von Abbauprozessen

Das Ziel der Arbeit war die Weiterentwicklung von kultivierungsunabhéngigen Metho-
den zum Nachweis von Chloraromaten-Abbau in einer Umweltprobe. Diese Techniken
sollten helfen, einen verunreinigten Standort in Bezug auf die bestehenden Abbau-
prozesse einschatzen und kontrollieren zu kénnen. Es sollte ermdglicht werden, einen
Uberblick liber die vorhandenen Schadstoff abbauenden Gene zu erhalten, zu beo-
bachten, wie sie sich entwickeln, und herauszufinden, unter welchen Bedingungen sie

induziert werden.

4.1.1 Kultivierungsabhangige Methoden

Schadstoff-Abbau wurde traditionell Gber kultivierungsabhangige Methoden nachge-
wiesen werden. Techniken dazu sind die Anreicherung oder die direkte Isolierung von
Schadstoff-Verwertern. Beide Methoden haben gegentber einem kultivierungsunab-
hangigen Ansatz betrachtliche Nachteile, sind aber unerlasslich, um neue Stdmme mit

den gesuchten katabolen Genen zu erhalten.
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Die Anreicherung in einem Schuttelkolben selektioniert die Bakterien auch auf ihre
Toleranz zum Wachstum unter Laborbedingungen (Watanabe und Baker 2000). Beim
Uberimpfen oder bei Substratzugabe werden die Bakterien sprunghaften Veranderun-
gen wichtiger Mediumsparameter ausgesetzt. Dazu zéhlen die Zelldichte, der pH-Wert,
die Konzentrationen von Nahr- und Giftstoffen, von Signalmolekilen und von osmo-
tisch aktiven Verbindungen. Dieser Selektionsdruck behindert das Wachstum von
schwer kultivierbaren Bakterien, es setzen sich vor allem Stamme durch, die diesem
Stress standhalten. Die Zugabe von Nahrstoffen hat einen starken Einfluss auf die
Diversitat der in Kultur befindlichen Bakterien, tUblicherweise hin zu y-Proteobakterien,

weshalb dieses Phdnomen auch 'y-shift' genannt wird (Amann et al. 1995).

Bei der direkten Isolierung findet Selektion hingegen allein durch das Festmedium und
die Umgebungsbedingungen statt. Das verdinnte Inokulum wird direkt auf geeignetes
Festmedium ausgestrichen. Jede Bakterienzelle, die auf diesem Medium zur Kolo-
niebildung fahig ist, wird auch eine Kolonie bilden. Bei Verwendung einer chlor-
aromatischen Verbindung als einziger Kohlenstoffquelle sollten dementsprechend nur
solche Bakterien wachsen, die diese Verbindung als Energie- und Kohlenstoffquelle
nutzen kénnen. Allerdings mindern bioverfugbare Bestandteile des Agars, potentielle
Substrate der Umweltprobe und autotrophes Wachstum zahlreicher Bakterien den
Selektionsdruck durch die zugefligte Kohlenstoffquelle und verfalschen so die Auswahl
der wachsenden Kolonien. Die Wahl der richtigen Verdiinnung ist flr den Erfolg einer
direkten Isolierung wichtig. Zu starke Verdinnung der Umweltprobe verhindert tenden-
tiell die Detektion seltener Bakterien. Bei zu niedriger Verdinnung hingegen, spielen
die mit dem Inokulum eingebrachten Nahrstoffe der Umweltprobe eine gréssere Rolle.
Bei niedrigen Verdinnungen werden die Agarplatten bald mit schnell wachsenden
Kolonien besiedelt und die langsameren Bakterien werden durch Hemmstoffe oder

Substratmangel am Wachstum gehindert.

Die direkte Isolierung auf Festmedium bringt im Vergleich zur Anreicherungs-Kultur
eine grosse Diversitat unter den Isolaten hervor (Dunbar et al. 1997; Marchesi und
Weightman 2003). Es kann allerdings sein, dass es schwierig wird, daraus Reinkulturen
herzustellen. Marchesi, aber auch Lilley et al., beschreiben, wie Bakterien nach der
direkten Isolierung auf weiteres Wachstum 'verzichteten' (Lilley et al. 1996). Marchesi

et al. machten daflir einen Mangel an Wachstumsfaktoren im frischen Medium verant-
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wortlich, die im urspringlichen Aliquot vorhanden waren. Lilley et al. beobachteten in
diesem Zusammenhang signifikant weniger Kolonien auf Medien ohne CSE (Cold Soil

Extract), als auf solchen mit CSE.

Es kann ziemlich aufwandig sein, in einer Kultivierung natlrliche Bedingungen nachzu-
bilden. Zum Beispiel bilden Oberflachen von Festkdrpern einzigartige 6kologische
Nischen flr bakterielles Wachstum (Ellwood et al. 1982). Brown gab in einer von zwei
verglichenen Anreicherungen mit Flusswasser Stiickchen von Aluminium-Folie zu, und
fand in der Anreicherung mit Aluminium-Folie eine viel gréssere bakterielle Diversitat.

Die wenigsten Isolate waren aber anschliessend kultivierbar (Brown et al. 1977).

Ein Problem bei Anreicherung oder direkten Isolierung sind die unterschiedlichen
Wachstumsraten von Bakterien. Bei den ublichen Kultivierungsmethoden kdnnen
Bakterien mit einer geringen Teilungsrate, von den 'schnelleren' Stdmmen 'Uberwach-
sen' werden. Erst kirzlich wurde ein neuer Weg zur Isolierung von langsam wachsen-
den Bakterien beschrieben. Bei der 'filtration-acclimatization method' (FAM) werden
durch Filterung einer Wasserprobe (0.2 pm) erst die in hoch konzentrierten Medien
schnell wachsenden Bakterien ausgeschieden. Der anschliessende Akklimatisierungs-
Schritt erhdht die Nahrstoff-Konzentration im Medium langsam auf die von Standard-
Medien. Mit dieser Methode wurden von 65 isolierten Reinkulturen, 88% nicht
beschriebene gefunden. Die isolierten Stdamme gehdren zu den Actinomyceten, a- und
B-Proteobakterien, Bacteroidetes und Spirochaeta, wachsen auch mit hohen
Substratkonzentrationen und bilden auf Festmedium Kolonien (Hahn et al. 2004). Es
waére sicher sehr interessant, diese Technik fir die Isolierung von Schadstoff-Abbauern

zU anzuwenden.

Bis jetzt wurden mit den Methoden der Anreicherung und der direkten Isolierung von
Chloraromaten-Verwertern, ausser wenigen Actinomyceten, vor allem Proteobakterien

erfasst (Tabelle 1, Seite 11).

4.1.2 Kultivierungsunabhangige Methoden

Weder die Anreicherung, noch die direkte Isolierung von Bakterien kbnnen die Abbau-
Vorgéange im Boden geniligend genau abbilden, um damit Schadstoffabbau zu Gberwa-

chen. Um den Nachteilen der Isolierung von Chloraromaten-abbauenden Bakterien zu
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entgehen und mit steigender Kenntnis tUber die genetischen Zusammenhange wurden
kultivierungsunabhéngige Ansétze immer wichtiger (Pieper et al. 2004). Die Ergebnisse
dieser Arbeit sollten dazu beitragen die kultivierungsunabhangigen Methoden zu
verfeinern. Genetische Methoden setzen voraus, dass die verwendeten Sonden
hinreichend spezifisch fir die gesuchte Aktivitat sind. So sollten zum Beispiel Brenz-
catechin- von Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen unterschieden werden kdnnen.
Anderseits sollten die verwendeten Sonden gentigend unspezifisch sein, um die in der

Natur vorkommende Diversitat der untersuchten Enzyme zu bertcksichtigen.

In dieser Arbeit sollten aus Umweltproben Bakterienstdmme isoliert werden, die bis
heute als Chloraromaten-Verwerter unbekannt sind. Ungewdhnliche Anreicherungs-
Methoden sollten zur Isolierung von mdglichst ungewdhnlichen Chloraromaten-Ver-
werter fuhren. Die verfugbaren PCR-Primer zur Amplifizierung von Fragmenten der
Chlormuconat-Cycloisomerasen und Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen sollten

dann an den in dieser Arbeit isolierten Bakterien-Stammen getestet werden.

Die direkte Isolierung von Chloraromaten-Verwertern aus einer kontaminierten Um-
weltprobe sollte sicherstellen, dass alle dort vorkommenden kultivierbaren Bakterien
erfasst werden. Mit der direkten Isolierung sollte die Abbauféhigkeit in der Probe mit
herkdbmmlichen Methoden abgeschatzt und mit den Ergebnissen der genetischen
Methoden verglichen werden. Sollten mit der direkten Isolierung Stdmme erhalten
werden, deren Gene sich mit den bekannten PCR-Primern nicht oder nur schwer
amplifizieren lassen, sollte eine Sequenzierung dieser Gene zur Erhéhung der Se-

quenzdatenbasis beitragen.

4.2 Neue Chloraromaten verwertende lIsolate aus

Anreicherungen

4.2.1 Beurteilung der verwendeten Anreicherungsstrategien

Es ist sehr wahrscheinlich, mit Anreicherungskulturen haufig beschriebene Organismen
zu isolieren (Watanabe und Baker 2000; Marchesi und Weightman 2003). Die Methode

der Anreicherung in FlUssigkultur fihrt oft nur zu einem oder wenigen sehr &hnlichen
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Stdmmen. Dem Problem der geringen Diversitat in einer Anreicherungskultur kann be-
gegnet werden, indem mehrere Anséatze parallel durchgeftihrt werden, Ublicherweise
wird aber trotz dieser Massnahme die Diversitat geringer sein, als sie durch direkte
Isolierung auf Festmedium erreicht werden kann (Dunbar et al. 1997). Fir eine Anrei-
cherung in Flussigkultur sprechen die Isolation von ‘robusten' Laborstdmmen
(Marchesi und Weightman 2003) und die sich prinzipell von der direkten Isolierung
unterscheidenden Bedingungen. In der Flissigkultur kénnen Bakterien wachsen, die

nicht fahig sind, auf Agarplatten Kolonien zu bilden (Dunbar et al. 1997).

Anreicherung in AGS-Medium mit 3-Chloranilin

Aniline und Derivate werden zur Herstellung von Farbstoffen, Pestiziden, Kunststoffen,
Pharmazeutika und anderen Stoffen verwendet (Gheewala und Annachhatre 1997).
Aufgrund der Carzinogenitat der Aniline (Lyons et al. 1985) wurde schon 6fters ver-
sucht, Chloranilin-abbauende Stdmme zu isolieren (Dejonghe et al. 2002). Bis auf eine
Ausnahme wurden allerdings bis jetzt nur proteobakterielle Chloraniln abbauende
Stamme beschrieben. Es wére interessant, Chloranilin degradierende Actinomyceten

zu isolieren.

Mit Ausnahme von Rhodococcus rhodochrous CTM sind alle isolierten Chloranilin-
abbauenden Stdmme Proteobakterien. Der Stamm R. rhodochrous CTM kann aller-
dings 2-Methylanilin und einige chlorinierte Isomere nur mit Ethanol als Substrat
cometabolisch abbauen (Fuchs et al. 1991). Die restlichen bekannten Isolate sind
Proteobakterien: Moraxella (friher Pseudomonas) sp. Stamm G wurde im Chemostaten
angereichert (Zeyer und Kearney 1982), Pseudomonas sp. Stamm JL2, JL4, JL5 durch
Anreicherung in Co-Kultivierung mit Pseudomonas acidovorans B13 (Dorn et al. 1974),
Brevundimonas (frGher Pseudomonas) diminuta INMI KS-7 (Suroviseva et al. 1986),
Delftia (friher Pseudomonas) acidovorans CA28, isoliert aus Anreicherung (Loidl et al.
1990) und Delftia (friher Pseudomonas) acidovorans BN3.1 (Brunsbach und Reineke
1993), Aquaspirillum sp. Stamm 2CA und Paracoccus denitrificans Stamm 3CA
(Surovtseva et al. 1996), Comamonas testosteroni Stamm 12, isoliert aus Anreiche-

rungskultur (Boon et al. 2000).

Das Arginin-Glycerin-Salz-Medium (AGS-Medium) ist fir die Anreicherung aerober

Actinomyceten geeignet (EI-Nakeeb und Lechevalier 1963). Die Autoren bemerken in
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ihrer Verdffentlichung, dass das beschriebene Medium bei der direkten Isolierung von
Actinomyceten sehr gute Ergebnisse liefert. Sie betonen, dass die Mediumszusam-
mensetzung als Ganzes ausgereift ist und jede Anderung schlechtere Ergebnisse
liefert. Interessanterweise flihren sie allerdings auch auf, dass beim Weglassen der
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen Glycerin und Arginin nur die Gesamtzahl der isolier-
ten Bakterien, nicht aber der Actinomyceten-Anteil verringert wird. Dank dieser
Tatsache schien es Erfolg versprechend Arginin durch 3-Chloranilin zu ersetzten und
Glycerin ganz wegzulassen. Immerhin liegt bei 3-Chloranilin der Stickstoff wie bei
Arginin in derselben Reduktionsstufe vor, ndmlich als Aminogruppe. Aufgrund der
geringen Glycerin-Konzentration (136 mM = 1.3% (w/w)) wird davon ausgegangen,
dass die selektive Wirkung von Glycerin als Kohlenstoffquelle, nicht aber von seiner

hygroskopischen Eigenschaft ausgeht.

Eine Schwierigkeit bei der Isolierung und beim Nachweis der Verwertung einer be-
stimmten Kohlenstoffquelle von Actinomyceten sind ihre geringen Substratanspriiche.
Actinomyceten kénnen sehr gut mit Verunreinigungen des Agars wachsen (EI-Nakeeb
und Lechevalier 1963). Aus diesem bescheidenen Umgang mit dem Substrat folgt,
dass es schwierig ist, mit der Energie- und Kohlenstoffquelle einen Selektionsdruck auf
Actinomyceten auszulben. Obwohl in der urspringlichen Verdffentlichung des AGS-
Mediums die Actinomyceten direkt auf Festmedium isoliert wurden, schien es in
diesem Fall angebracht, die Stamm-Isolierung erst nach kurzer Anreicherung in FlUs-

sigmedium, also ohne potentielles alternatives Substrat durchzufihren.

Das AGS-Flussigmedium wurde mit Grundwasser aus dem Bitterfelder SAFIRA-Projekt
inokuliert. Zwei Tage nach Erh6hung der Substratkonzentration auf 0.2 mM zeigten die
Anreicherungskulturen eine leichte Tribung, nach weiteren zwei Tagen (18 Tage nach

Inokulum) wurden die Kulturen auf AGS-Festmedium (0.5 mM) ausplattiert.

Von 80 Kolonien wurde schliesslich auf Replikaplatten das Wachstum mit 3-Chloranilin
Uberprift, aus den 69 potentiell 3-Chloranilin-abbauenden Stdmmen wurden dann 41
in Flussigkultur angezogen. Nur drei dieser Kulturen hatten allerdings nach 30 Tagen
Uber 30% des zugefligten 3-Chloranilines abgebaut. Diese Isolate wurden als Pseu-
domonas-ahnliche y-Proteobakterien charakterisiert. Argerlicherweise versagten diese

nach kurzer Zeit das weitere Wachstum auf 3-Chloranilin.
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Es wurde erwartet, dass Chloranilin-Verwertung nachgewiesen werden konnte. Das
Bitterfelder Grundwasser in der Umgebung der SAFIRA-Brunnen war zwar in der
jungeren Geschichte vor allem mit Chlorbenzol belastet worden. Chloranilin-Verunrei-
nigungen wurden aber in der Nahe der SAFIRA-Brunnen gefunden (Franke et al. 2004).
Es konnte angenommen werden, dass sich in den benutzten Umweltproben einige
Chloranilin-Abbauer befinden wirden, schliesslich war Bitterfeld der friihere Standort
der Firma AGFA (Aktien-Gesellschaft flr Anilin-Fabrikation) und Chloraniline sind
Zwischenstufen in der Synthese von Diazofarbstoffen (Mitteilung S. Kaschabek).
Aufgrund der Anreicherungs- und Isolierungs-Bedingungen wurde erwartet, dass sich
unter den verwertenden Stdmmen einige Actinomyceten befinden. Trotz der geringen
Néhrstoffkonzentration von 0.1-0.2 mM 3-Chloranilin in Flissigmedium, bzw. 0.5 mM

in Festmedium, wurden nur drei y-Proteobakterien-&hnliche Bakterien isoliert.

Von der Molaritat her gesehen war die Stickstoffquelle (Arginin) im urspringlichen
Medium Uber 10-fach starker konzentriert (5 mM). Es wird deshalb nicht angenommen,
dass in der Anreicherung der so genannte 'y-shift' eine Rolle gespielt hat. Als 'y-shift'
bezeichnet man die beobachtete Uberproportionale Vermehrung der y-Proteobakterien
in einer Anreicherung bei Zugabe von Nahrstoffen (Amann et al. 1995). Es wird vielmehr
angenommen, dass sich viele der auf Festmedium isolierten Bakterien auf Grund der
veranderten Umweltbedingungen nicht mehr in Flissigmedium kultivieren liessen.
Erklarungen fir die Unfahigkeit, in Flissigmedium zu wachsen, kédnnen mangelnde
Oberflachen (Brown et al. 1977), fehlende Wachstumsfaktoren (Lilley et al. 1996;
Marchesi und Weightman 2003) oder oft beobachtete Schwierigkeiten bei der Kultivie-

rung von Actinomyceten (EI-Nakeeb und Lechevalier 1963) sein.

Die 69 auf Festmedium isolierten Stdmme, bei denen nach einem ersten Replikatest
3-Chloranilin-Verwertung nicht ausgeschlossen werden konnte, waren in Kolonie-Farbe
und -Grosse sehr divers. Sie sollten aber erst nach dem definitiven Nachweis der
3-Chloranilin-Verwertung in Flissigmedium genauer untersucht werden. Es kann des-
halb nicht geklart werden, ob die Anreicherung von 3-Chloraromaten verwertenden
Actinomyceten mit AGS-Medium erfolgreich war, die Actinomyceten jedoch anschlies-
send die Fahigkeit verloren, in Flissigmedium zu wachsen und 3-Chloranilin zu ver-
werten. Der Verlust der Féhigkeit zum Chloraromaten-Abbau ist immerhin schon an

anderer Stelle beobachtet worden (Kamagata et al. 1997), es kann deshalb nicht aus-
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geschlossen werden, dass AGS-Medium ohne Arginin und Glycerin, aber mit
3-Chloranilin ein geeignetes Medium zur Anreicherung von Chloraromaten verwerten-

den Bakterien ist.

Anreicherung in Azotobacter-Medium mit 2,4-D

Dieses Medium besteht nur aus den drei Salzen MgSO,, K,HPO, und FeSO,. Mannitol
ist die einzige Kohlenstoffquelle, Stickstoff und Spurenelemente fehlen, das verwen-
dete Wasser soll destilliert sein (Holt und Krieg 1994). Die Salze wurden rein (99%)
verwendet. Die angereicherten Bakterien mussten sich mit den Spurensalzen aus dem
Inokulum begniigen und selber Stickstoff unter aeroben Bedingungen und nicht sym-
biotisch fixieren. Fur die Anreicherung von Chloraromaten-Verwertern wurde Mannitol
durch 2,4-D ersetzt.

Die mit diesem Medium angereicherten Stdmme AZDx gehdren geméass 16S rDNA-
Analyse alle zu den Bradyrhizobium-&hnlichen a-Proteobakterien. Diese werden als
langsam wachsende®, oligotrophe, Stickstoff fixierende Leguminosen-Symbionten
beschrieben. Das verwendete Azotobacter-Medium ist nicht selektiv flr oligotrophe
Bedingungen. Wird Oligothrophie definiert als die Fahigkeit, mit héchstens 1-15 mg
Kohlenstoff pro Liter Medium wachsen zu kénnen (Kuznetsov et al. 1979), so Uber-
schreitet 3.0 mM 2,4-D diese Minimalmenge um ein 20-faches (290 mg Kohlenstoff /
| Medium). Aerobe, nicht-symbiotische Stickstoff-Fixierung stimmen hingegen mit den
Anreicherungsbedingungen uberein. Manche Bradyrhizobium-Stdmme sind namlich
auch zu frei lebender Stickstoff Fixierung féhig (Jordan 1984; Kuykendall et al. 1992).
Im 16S rDNA-Dendrogramm der Bradyrhizobium- und Blastobacter-Spezies findet man
in derselben monophyletischen Gruppe mit Agromonas auch noch weitere frei
lebenden Stickstoff-Fixierer (Sawada et al. 2003). Interessanterweise kénnen
Bradyrhizobium Spezies ebenfalls Mannitol verwerten (Jordan 1984), das urspriingliche

Substrat des verwendeten Anreicherungsmediums.

Obwohl das Medium zur Anreicherung von Azotobacter beschrieben ist (aerobe, Stick-

stoff fixierende Pseudomonadales, y-Proteobakterien), wurden Bradyrhizobium-

* Griechisch: bradys = langsam
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ahnliche Isolate erhalten. Bradyrhizobium-Arten sind fur ausgesprochen langsames
Wachstum bekannt, nach 5-7 Tagen haben Kolonien immer noch weniger als 1 mm
Durchmesser (Jordan 1984), bei Azotobacter hingegen sind auf stickstofffreiem
Mineralmedium schon nach 48 h Kolonien erkennbar (Tchan und New 1984). Es wird
deshalb angenommen, dass sich in einer Anreicherung in Azotobacter-Medium Azo-
tobacter-Stamme vor den Bradyrhizobium-Stammen durchsetzten (sonst wirde das
Medium vermutlich Bradyrhizobium-Medium heissen). Daraus wird gefolgert, dass sich

in der Bodenprobe keine 2,4-D-verwertenden Azotobacter befunden haben.

Normalerweise wird in stickstofffreien Anreicherungsmedien nur kurze Zeit inkubiert.
Dadurch soll verhindert werden, dass der durch die erwlnschten Stickstoff-Fixierer
angebotene Stickstoff auch anderen Bakterien das Wachstum ermdglicht. Beim Azo-
tobacter-Medium (Holt und Krieg 1994) ist keine Inkubationszeit vorgeschrieben. Es
steht nur, man soll regelméssig mikroskopisch nach langen, eiférmigen Zellen mit
einem Durchmesser Uber 2 pm suchen, einmal in frisches Medium tberimpfen und
anschliessend auf Azotobacter-Festmedium plattieren. Da offensichtlich keine 2,4-D
abbauenden Azotobacter gewachsen sind, hatte diese Vorgehensweise im vorliegen-

den Fall vermutlich zu keinen Ergebnissen gefihrt.

Beurteilung der erfolglosen Anreicherungen

Zur Isolierung von neuen Chloraromaten-abbauenden Stdmmen, wurden einige An-
reicherungsstrategien ausgetestet. Zum Beispiel wurde eine Anreicherungskultur in
2,4-D und 3-Chlorbenzoat, mit der Schwingmuhle zwei mal homogenisiert, um die
Bakterien mit diinner Zellwand durch den mechanischen Stress zu lysieren. Es wurde
auch versucht, mit Antibiotika oder hemmenden Stoffen wie Methylrot gewisse un-
erwlnschte Bakteriengruppen abzutéten, um den gewiinschten Bakterien mehr Raum

Zu geben.

Aber die meisten Versuche blieben erfolglos. Je mehr Zeit damit verbracht wurde,
Reinkulturen herzustellen oder in vergleichenden Wachstumstests, mit und ohne
Substrat, den Abbau nachzuweisen, desto weniger Isolate Gberlebten. Je langer die
Versuche dauerten, desto weniger Stdmme schienen zu wachsen. Mit jedem Transfer
auf frisches Festmedium verloren die Stdmme an Vitalitat. Es wurde bewusst viel Zeit

investiert in Stdmme, die nicht gut wuchsen, um die 'uniblichen' unter den Chloraro-



104 Diskussion

maten-Verwertern zu erhalten. Um schlecht wachsende Bakterien zu kultivieren,
wurden sie in Zellkulturplatten in Flissigmedium gezogen, oder es wurden zusétzliche

Kohlenstoffquellen beigegeben, oder geringe Mengen von Komplexmedien.

Auf jeden Fall hat die Wahl des Chloraromaten einen starken Einfluss auf den Erfolg.
Wie Kamagata et al. beobachtet hatten, wurden zum Beispiel mit 2,4-D viel weniger,
daflr andere Chloraromaten-Verwerter gefunden als mit 3-Chlorbenzol (Fulthorpe et al.
1996; Kamagata et al. 1997). Bei der Anreicherung in Azotobacter-Medium mit 2,4-D
konnten daflir nur aus der Anreicherung mit 3.0/6.0/3.0 mM 2,4-D, Stamme isoliert
werden. Eine parallele Anreicherung mit 3-Chlorbenzoat lieferte keine Ergebnisse,
ebenfalls wurden keine Stdmme aus der Anreicherung mit 1.5/3.0/1.5 mM 2,4-D

erhalten.

4.2.2 Bradyrhizobium-Verwandschaft der 2,4-D Verwerter

Die Isolate AZDx wurden in einer Studienarbeit taxonomisch genauer untersucht
(Gléckner 2004). Gléckner kommt aufgrund von Unterschieden in den ITS-Fragment-
langen (Internal Transcribed Spacer) und chemotaxonomischen Untersuchungen zum
Schluss, dass es sich bei den Isolaten wahrscheinlich um Vertreter einer neuen Spe-
zies des Bradyrhizobium-Genus handelt. Aufgrund von Ganzzell-Proteingelen und Box-
PCR konnten die Isolate in zwei Gruppen geteilt werden. Sie vermutete, dass es sich
bei allen Isolaten um nur zwei unterschiedliche Stamme handelte. Die ITS-Sequenzen
wiesen hingegen eine grdssere Diversitat auf, worauf Gléckner vermutete, dass es sich

bei den meisten Isolaten um unterschiedliche Stamme handelt.

Zusatzlich zu diesen Arbeiten wurde in der vorliegenden Arbeit die ndchste Verwand-
schaft der Stdmme AZDx auch noch mit Hilfe eines 'maximum likelihood' und eines

'neigbor joining'-Dendrogrammes beleuchtet.

Interpretation des Dendrogrammes

Der Hauptzweck des 16S rDNA-Dendrogrammes lag darin, die phylogenetischen
Beziehungen zu anderen Umweltisolaten und Typstammen auf eine einpragsame Art
darzustellen. Alle Isolate AZDx stammen aus der Anreicherung in Azotobacter-Medium
mit 2,4-D. Bei all diesen Isolaten wurde 2,4-D-Verwertung nachgewiesen, und sie

wurden alle mit Hilfe eines 16S rDNA-Dendrogrammes als Bradyrhizobium-ahnlich
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eingeordnet. Bis zum endgliltig abgebildeten 'maximum likelihood'-Dendrogramm
(Abbildung 2, Seite 59) wurden probeweise unterschiedliche Sequenzen als 'Outgroup’
mitgerechnet, oder es wurden das Bosea-'Cluster' und verschiedene Umweltisolate in
die Berechnung miteinbezogen oder weggelassen. Es fiel auf, dass das Verzweigungs-
muster der Typstdmme mit jeder Berechnung leicht variierte. Diese Unsicherheit bei
der Deutung der genauen phylogenetischen Beziehungen aufgrund eines 16S rDNA-
Dendrogrammes war innerhalb der 'Bradyrhizobiaceae' schon friher aufgefallen
(van Berkum und Eardly 2002). Gerade das 'Cluster' der Sequenzen der 2,4-D-
abbauenden Umweltisolate anderte oft seine Nachbarschaft zu den Typstdmmen in
Abhangigkeit der miteinbezogenen Sequenzen. In keinem Fall gelang es allerdings, mit
der 'maximum likelihood'-Methode dieselbe Struktur wie Itoh et al. (2000) oder Sawada
et al. (2003) zu erhalten (Abbildung 17, Seite 109), in beiden Publikationen sind
'‘bootstrap'-Dendrogramme abgebildet. Zum Vergleich wurde deshalb zusatzlich eine
auf 'neighbor joining'-Berechnungen basierende 'bootstrap'-Analyse durchgeflhrt
(Abbildung 16, Seite 108).

Sowohl im 'bootstrap'- als auch im 'maximum likelihood'-Dendrogramm bildeten die
Sequenzen der Bodenisolate AZDx ein 'Cluster' mit denen der Umweltisolate Bradyrhi-
zobium sp. 1 (Acc AY238503), Stamm RCO (Acc D89030) und des nicht kultivierten
Bakteriums AF382111 (Acc AF382111). Bei beiden Dendrogrammen lagen auch die
Sequenzen der Stamme Bradyrhizobium sp. SH28301 (Acc AF041446) und BTH (Acc
D89029) in derselben monophyletischen Gruppe, allerdings eine Verzweigung weiter
entfernt von den Isolaten AZDx. Eine weitere Verzweigung ndher zum Ursprung hin,
wurden die Unterschiede zwischen dem 'maximum likelihood'- und dem 'bootstrap'-
Dendrogramm offenbar: Im 'bootstrap'-Dendrogramm hatten Bradyrhizobium elkanii
USDA76 (Acc U35000) und die Umweltisolate HW13 (Acc D89027), HWK12 (Acc
D89028), RD5C2 (Acc AB035489) zusammen mit den Stdmmen AZDx einen gemein-
samen Vorfahren, der unabhangig war von den Utbrigen Typstdmmen der 'Bradyrhizo-
biaceae'. Im 'maximum likelihood'-Dendrogramm hingegen war das 'Cluster' der
verschiedenen Umweltisolate um die Stdamme AZDx nur Teil einer grossen monophyle-
tischen Gruppe, die alle 'Bradyrhizobiaceae' ausser Bosea enthielt. Vom Ursprung des
‘'maximum likelihood'-Dendrogrammes her betrachtet, zweigten von diesem grossen

'‘Cluster’ erst die Typstamme von Afipia und Oligotropha ab, dann das 'Cluster' um die
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Stadmme AZDx und zum Schluss die Typstdmme von Bradyrhizobium, Nitrobacter,

Rhodopseudomnas, Agromonas und Blastobacter.

Die Verzweigungen des 'bootstrap'-Dendrogramms (Abbildung 16) stimmen Uberein
mit denen der Dendrogramme von Sawada et al. (2003) (Abbildung 17 A) und Itoh et
al. (2000) (Abbildung 17 B). Charakteristisch an allen drei Dendrogrammen ist die
Position des Typstammes von B. elkanii USD76, der in 100% der berechneten Badume
vom 'Cluster' der Ubrigen 'Bradyrhizobiaceae' abzweigt. Im Dendrogramm von Itoh et
al. (2000) liegen die 2,4-D-abbauenden Umweltisolate BTH, RCO, HWK12 und HW13,
RD5C2 ebenfalls mit B. elkanii in einem 'Cluster' (Abbildung 17 B). Die Positionen der
Ubrigen 'Bradyrhizobiaceae' in Itos Dendrogramm lassen sich im Unterschied zu denen
in Sawadas Dendrogramm allerdings schlecht mit denen in Abbildung 16 vergleichen,

weil es sich nur bei den wenigsten um Typstdmme handelt.

Im paarweisen Vergleich, ohne Anwendung von Filtern, haben die Sequenzen des
AZDx-'Clusters' die geringste Distanz zu den Sequenzen des Typstammes Afipia bir-
giae 34632 (Acc AF288304), 2.1-2.2%, gefolgt von B. elkanii USDA76 und A. bromeae
G5958 (Acc U87761), beide 2.3-2.4%, gefolgt von und A. massiliensis 63287 (Acc
AF288309), 2.7-2.8% (Tabelle 17).

Aufgrund der grossen Ahnlichkeiten der 16S rDNA Sequenzen wurde von Willems et al.
(2001) in Betracht gezogen, alle Gattungen des grossen 'Clusters' mit Afipia, Bradyrhi-
zobium, Nitrobacter und Rhodopseudomonas zusammenzufligen. Die ldee wurde aber
mit dem Hinweis verworfen, dass die einzelnen Gattungen ja gut durch hohe
'‘bootstrap'-Werte voneinander unterschieden werden kénnen und die phéanotypischen
Beobachtungen, die zur Bildung dieser Gattungen fihrten, ihre Gultigkeit behalten
haben (Willems et al. 2001a).

Interessant im Zusammenhang mit der grossen 6kologischen Diversitat der 'Bradyrhi-
zobiaceae' sind die Versuche von van Berkum et al. (2002) mit Blastobacter, einem
Siisswasserbakterium. Aufgrund der grossen Ubereinstimmung der 16S rDNA von
Blastobacter denitrificans mit Bradyrhizobium-ahnlichen Isolaten aus Wurzelkndéllchen
von Aeschynomene indica wurde vermutet, dass Blastobacter denitrificans ebenfalls zu
Symbiose mit A. indica fahig ist, was dann auch tatséchlich im Experiment bestétigt
werden konnte. Aufgrund dieser Beobachtung wurde wieder in Betracht gezogen,

Blastobacter denitrificans in eine eigene Bradyrhizobium-Art neben B. japonicum,
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B. elkanii, und B. liaoningense umzubenennen (van Berkum und Eardly 2002). Das
Ergebnis ist Ubrigens bemerkenswert, weil damit gelungen war, ein Indiz aus mole-
kularen phylogenetischen Untersuchungen zur Vorhersage eines Phéanotyps zu benut-

zen.

Zur groben Einteilung ist die Sequenz des 16S rDNA-Genes ideal, weil es funktionell
konserviert ist und in allen Bakterien vorkommt. Fir die eindeutige Zuordnung eines
Stammes sind jedoch weitere Abklarungen empfohlen. 16S rDNA kann in verschiede-
ner Kopienzahl vorkommen, es wurde auch Uber Transfer und Rekombination der
ribosomalen Gene berichtet (van Berkum et al. 2003). Durch den genauen Vergleich
von 16S rDNA-Sequenzen aus B. elkanii USDA76 und B. japonicum USDA6 wurde
gezeigt, dass mdgliche, kurze und umgedrehte Gen-Fragmente von B. japonicum
einen Einfluss auf seine Position im Dendrogramm haben. Wurde hingegen das
besagte Gen-Fragment bei der Berechnung des Dendrogrammes nicht beriicksichtigt,
reihte sich B. japonicum im 16S rDNA-Dendrogramm genau so ein wie aufgrund des
ITS- oder 23S rDNA-Dendrogrammes erwartet (van Berkum et al. 2003).
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100 Agrobacterium tumefaciens DSM 30105, Acc M11223
87 Defluvibacter lusatiae DSM11099 (T), Acc AJ132378
Mesorhizobium ciceri UPMCa7, Acc U07934
100[ Bosea minatitlanensis AMX51 (T), Acc AF273081
s Bosea thiooxidans DSM 9653 (T), Acc AJ250796
o[ Bosea massiliensis 63287 (T), Acc AF288309
Bosea eneae 34614 (T), Acc AF288300
100 Bosea vestrisii 34635 (T), Acc AF288306
o7 Afipia broomeae G5958, Acc U87761
1~ Afipia birgiae 34632 (T), Acc AF288304
Afipia massiliensis 34633 (T), Acc AY029562
Afipia felis ATCC 53690 (T), Acc M65248
Afipia clevelandensis CCI (T), Acc M69186
Oligotropha carboxidovorans S23, Acc AB099659
Nitrobacter winogradskyi ATCC 25381 (T), Acc L35506
9af Agromonas oligotrophica JCM1494 (T), Acc D78366
Blastobacter denitrificans LMG 8443 (T), Acc X66025
Rhodopseudomonas palustris ATCC 17001 (T), Acc D25312
se[ Bradyrhizobium lupini FN 13, Acc U69636
Bradyrhizobium japonicum DSM 30131 (T)
100 Bradyrhizobium liaoningense 2281 (T), Acc AB029402
* unidentified bacterium HW13, Acc D89027
* unidentified bacterium HWK12, Acc D89028
Bradyrhizobium elkanii USDA 76 (T), Acc U35000
* unidentified bacterium RD5C2, Acc AB035489
Bradyrhizobium sp. SH 283012, Acc AF041446
* unidentified bacterium BTH, Acc D89029
uncultured bacterium AF382111, Acc AF382111
* unidentified bacterium RCO, Acc D89030
(*) Bradyrhizobium sp. 1, Acc AY238503
' * Bodenisolat AZD11 3
* Bodenisolat AZD8 5
* Bodenisolat AZD10a EZLN2
* Bodenisolat AZD5 G10
* Bodenisolat AZD9 B1
[* Bodenisolat AZD10a EZLN1
* Bodenisolat AZD9 B2
0.02 * Bodenisolat AZD9 W2
- * Bodenisolat AZD9 W1

0.10

Abbildung 16: 'Neighbor-joining'-Dendrogramm aufgrund der 16S rDNA der 'Bradyrhizobiaceae' und
verwandter Bodenisolate AZDx. Abbildung 2 (Seite 59) vergleicht dieselben Sequenzen anhand der
'maximum likelihood'-Methode. Mit * markiert sind Isolate die zu 2,4-D-Abbau fahig sind, bei (*) wird
2,4-D-Abbau vermutet. Typstdmme sind mit (T) markiert. 'Bootstrap'-Werte sind in % und basieren auf
1087 Rechnungen. Werte unter 50% sind nicht angegeben. Grau: 'Outgroup'.
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A) Rhodoplanes roseus (T)
| Bradyrhizobium elkanii (T)
100 — Afipia clevadensis (T)
—— Afipia felis (T)
Bradyrhizobium sp. ORS278
ﬂastobacter denitrificans (T)
Agromonas oligotropha (T)
Nitrobacter winogradskyi (T)
Rhodopseudomonas palustris (T)
Bradyrhizobium japonicum (T)
0.02 Bradyrhizobium liaoningense (T)
0.1 Bradyrhizobium yuanmingense (T)

B)

Rhizobium huakuii, Acc D13431
Methylobacterium extorquens, Acc D32224
BTH, Acc D89029
RCO, Acc D89030
HWK12, Acc D89028
Bradyrhizobium elkanii (T), Acc U35000
HW13, Acc D89027
RD5-C2, Acc AB035489
Bradyrhizobium sp., Acc X70404
Afipia broomeae (T), Acc U87761
9 Afipia clevadensis (T), Acc M69186
91 Afipia felis (T), Acc M65248
% Nitrobacter hamburgensis, Acc L35502
82 ﬂitrobacter winogradskyi (T), Acc L35506
Rhodopseudomonas palustris (T), Acc D25312
o Bradyrhizobium lupini, Acc U69637
Jgi——/\gromonas oligotrophica (T), Acc D78366
Bradyrhizobium japonicum, Acc D13430

100

0.02

0.1

Abbildung 17: 'Neighbor-joining'-Dendrogramm augrund der 16S rDNA der 'Bradyrhizobiaceae' aus
Sawada et al. (2003) (A, Ausschnitt) und Itoh et al. (2000) (B). Die Dendrogramme wurden vom Original
abgezeichnet und auf dieselbe Grosse skaliert. Bei A) wurden die 'bootstrap'-Werte unter 100% nicht
angegeben, bei B) die unter 50% nicht.

Die Familie der 'Bradyrhizobiaceae'

Zur Gattung Bradyrhizobium gehdéren Stickstoff fixierende Leguminosen-Symbionten.
Kirzlich wurde ein neues Konzept zur Einteilung der Stickstoff fixierenden Legumino-
sen-Symbionten vorgestellt (Sawada et al. 2003). Leguminosen-Symbionten sind
derzeit in 44 Arten in 12 Gattungen geordnet. Bei 16S rDNA-Dendrogrammen werden
aber nur neun monophyletische Gruppen gebildet, zwei in der Klasse der 3-Proteo-
bakterien und sieben bei den a-Proteobakterien. Sawada et al. schlugen vor, aus jeder
monophyletischen Gruppe eine neue Gattung zu bilden. Die den Bodenisolaten AZDx
am nachsten verwandten Gattungen Afipia, Blastobacter und Bradyrhizobium befinden

sich in der Gruppe Nummer 4. Diese Gruppe wird an anderer Stelle BANA-Cluster
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genannt, Bradyrhizobium-Agromonas-Nitrobacter-Afipia (Itoh et al. 2000) oder auch die

Familie der 'Bradyrhizobiaceae' (Ludwig und Klenk 2001).

Die Vertreter dieser Familie haben sehr unterschiedliche Eigenschaften: Saugetier-
pathogen (Afipia) (Brenner et al. 1991), frei lebende Stickstoff-Fixierung (Agromonas)
(Ohta und Hattori 1983), Vorkommen in Stsswasser (Blastobacter) (Hirsch und Mduller
1985; Willems und Collins 1992), heterotrophe Thiosulfat-Oxidation (Bosea) (Das et al.
1996), symbiotische und frei lebende Stickstoff Fixierung (Bradyrhizobium) (Jordan
1984), chemolithoautotrophe Nitrit-Oxidation (Nitrobacter) (Bock und Koops 1992) und
Photosynthese (Rhodopseudomonas) (Eaglesham et al. 1990). In anderen Parametern
finden sich in dieser Gruppe starke Ahnlichkeiten: G+C Gehalt, Genomgrdsse,
Wachstumsrate, Oberflachenladung, Gram-Farbung und Hitzeresistenz (Hattori et al.
1997).

Trotz der starken phanotypischen Unterschiede innerhalb der '‘Bradyrhizobiaceae'
wurde aufgrund der grossen Ubereinstimmung der 16S rDNA-Sequenzen schon friih
vorgeschlagen, einige Gattungen zusammenzulegen, ohne allerdings einen Namen zu
empfehlen (Willems und Collins 1992). Die Zusammenlegung einiger Gattungen
innerhalb der 'Bradyrhizobiaceae' wurde in den folgenden Jahren immer wieder
diskutiert (Willems et al. 2001a; van Berkum und Eardly 2002; Sawada et al. 20083;
van Berkum et al. 2003). Diese Spekulationen endeten allerdings immer wieder in
einem gut dokumentierten 'Lamento' Uber die aufzuwendende Sorgfalt bei den not-
wendigen Umbenennungen und der Unerldsslichkeit der Uber die 16S rDNA-Sequen-
zen hinausgehenden Daten. Es wurde bemerkt, dass B. japonicum Stdmme zu divers
sind, um in einer Art zusammengefasst zu werden (Sawada et al. 2003). Zudem gibt es
viele nicht weiter klassifizierte Umweltisolate, aus denen neue Arten gebildet werden
mussten. Die isolierten Stamme AZDx bilden eine monophyletische Gruppe mit zwei
anderen kultivierbaren Stdmmen (Bradyrhizobium sp. 1 und Stamm RCO). In n&chster
Nachbarschaft von Bradyrhizobium elkannii USDA 76 aber in sicherer Distanz zu den
Isolaten AZDx befinden sich weitere nicht naher definierte 2,4-D-Abbauer (Stamme
BTH, HWK 12, HW 13 und RD5-C2).

Die meisten bekannten Afipia (A. birgiae, A. broomeae, A. felis, A. massiliensis)
wurden aus menschlichen klinischen Proben isoliert. Afipia felis ist als mdglicher

Erreger der Katzenkratz-Krankheit bekannt geworden. Inzwischen wird aber vor allem
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Bartonella henselae daflr verantwortlich gemacht (Giladi et al. 1998; Windsor 2001).
Eine einzige Geissel macht Afipia motil (Brenner et al. 1991). Als einziger kann A. felis
Nitrat reduzieren. Von keinem Afipia wurde Uber Phototrophie berichtet. Aufgrund ihrer
maoglichen oder opportunistischen Pathogenitat werden alle Afipia in Deutschland in

die Risikogruppe 2 eingeordnet.

Agromonas oligotrophica ist die einzige Art der Gattung Agromonas. Sie werden wie
Bradyrhizobium als aerobe, oligotrophe, Stickstoff fixierende Bakterien beschrieben,
eine polare Geissel verleiht ihnen Mobilitat. Auf normalem NB-Agar wird kein Wachs-
tum beobachtet, auf 0.1-0.001-fach verdinntem NB kann Agromonas wachsen (Ohta
und Hattori 1983).

Die Gattung Blastobacter ist eine klUnstlich definierte, polyphyletische Gruppe
(Sawada et al. 2003). Zu Blastobacter werden im Wasser lebende, Haufen bildende
Bakterien gezahlt. B. denitrificans ist die einzige Art innerhalb der 'Bradyrhizobiaceae'
(Sawada et al. 2003), die Ubrigen Blastobacter-Arten werden zu den Rhizobiaceae
gezahlt (Young et al. 2001). Die 16S rDNA Sequenzen von B. denitrificans sind fast
identisch mit denen mancher Bradyrhizobium-Stdmme die aus den Wurzelkndlichen
von Aeschynomene indica isoliert wurden (van Berkum und Eardly 2002). Es wurde
auch schon gezeigt, dass der Typstamm von Blastobacter denitrificans zu Symbiose
mit A. indica fahig ist (van Berkum und Eardly 2002). Fir die Phylogenetik wurden
Sequenzen der ITS Region und von 16S rDNA genommen, es wurde aber vorgeschla-
gen, zusatzliche Sequenzen von B. denitrificans mit entsprechenden Sequenzen aus
der Gattung Bradyrhizobium zu vergleichen, bevor B. denitrificans endgultig zur

Gattung Bradyrhizobium gezéhlt wird (van Berkum und Eardly 2002).

Die Gattung Bosea (B. eneae, B. massiliensis, B. minatitlanensis, B. thiooxidans
und B. vestrisii) enthalt chemolithoheterotrophe, strikt aerobe Bakterien, sie kdnnen
nicht in Mineralmedien mit Ammonium oder Nitrat als einziger Stickstoffquelle wach-
sen. Eine polare Geissel verleiht ihnen Motilitdt (Das et al. 1996). Bosea wachsen auf
NB, nicht aber auf NB mit 6% NaCl (La Scola et al. 2003). Urspriinglich war B. thio-
oxidans die einzige Art der Gattung Bosea, und Thiosulfat-Oxidation wurde als phéno-
typisches Merkmal der gesamten Gattung beschrieben. Seit der Bestimmung weiterer

Bosea-Arten wird Thiosulfat-Oxidation nur noch zur Beschreibung von B. thiooxidans
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verwendet. B. massiliensis, B. eneae und B. vestrisi wurden aus dem Leitungswasser

eines Spitals, in Co-Kultur mit Amében isoliert (La Scola et al. 2003).

Die Gattung Bradyrhizobium (B. elkanii, B. japonicum, B. liaoningense, B. lupini)
enthalt oligotrophe, Stickstoff fixierende Leguminosen-Symbionten (Jordan 1984).
B. elkanii ist auch zu nicht symbiotischer Stickstoff Fixierung fahig, dies im Unterschied
zu B. japonicum (Kuykendall et al. 1992). Oligothrophie ist die Fahigkeit, mit hdchstens
1-15 mg Kohlenstoff pro Liter Medium wachsen zu kdnnen (Kuznetsov et al. 1979).
Manche Bradyrhizobien haben ein breites Wirtspektrum, andere kédnnen nur mit
bestimmten Pflanzenarten zusammenleben, die Zugehdrigkeit zu einer Art ist unabhan-
gig von der Wirtsspezifitat (Young und Haukka 1996), aber sowohl B. japonicum als
auch B. elkanii sind Soja-Symbionten. Es gibt im Genus Bradyrhizobium sehr viele
nicht klassifizierte Wildstdmme, die aufgrund ihrer 16S rDNA als eine neue Art eingeteilt
werden muissten (Sawada et al. 2003). Die hier isolierten Stamme AZDx wirden ver-
mutlich auch in eine neue Art gezdhlt und sich aufgrund der 16S rDNA zusammen mit
anderen 2,4-D-abbauenden lIsolaten in denselben Zweig mit B. elkanii einordnen
(Abbildung 16). Aufgrund des Dendrogrammes wird angenommen, dass in diesem
Zweig 2,4-D-Abbau ein urspringliches Merkmal ist, die neuen Arten kdnnten als
oligotrophe, nicht obligat symbiotisch Stickstoff fixierende 2,4-D-Abbauer beschrieben
werden. Alle Bradyrhizobium-lsolate, die mit der Sojabohne eine Symbiose eingehen
kénnen, wurden zu B. japonicum gezahlt, phylogenetische Analysen aufgrund von
DNA-DNA Hybridisierungen und der 16S rDNA haben allerdings ergeben, dass die
vielen bekannten B. japonicum Stamme zu divers sind, um in eine Art eingeteilt zu
werden (Young und Haukka 1996; Willems et al. 2001b). 1995 wurde die neue Art
B. liaoningense vorgestellt, interessanterweise unterscheidet sich diese von den
anderen Bradyrhizobium-Arten durch ausgesprochen langsames Wachstum (Xu et al.
1995).

Rhodopseudomonas palustris (friiher Photorhizobium thompsonum) ist eine ziemlich
spezielle Gattung. Sie kbnnen mit verschiedenen Aeschynomene-Arten in Symbiose
leben, bilden da aber am Stamm und nicht an der Wurzel die symbiotischen Knéllchen
zur Fixierung von Stickstoff (Eaglesham et al. 1990). In einem hell / dunkel Wechsel
unter aeroben Bedingungen in Flussigmedium bilden diese Bakterien photosyntheti-

sche Aktivitat, sie sind aber auch féhig, unter anaeroben Bedingungen photoautotroph
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zu wachsen (Molouba et al. 1999). Kirzlich wurden einige R. palustris Isolate beschrie-
ben, die unter anoxischen Bedingungen 2- und 3-Chlorbenzoat cometabolisch
abbauen kdénnen. Als Substrat wurde Benzoat benétigt, nach 1-5 Monaten waren
allerdings alle Isolate fahig, die chlorierten Benzoate als einzige Kohlenstoffquelle zu
verwenden (Oda et al. 2003).

Vergleich der Anreicherungsstrategien, die zu nah verwandten Stammen fiihrten

Im Unterschied zu den Isolaten AZDx, wurden die Stamme RCO und BTH (Fulthorpe et
al. 1996) von unberihrten Standorten und unter sehr milden Bedingungen isoliert. Die
Anreicherung erfolgte in der urspriinglichen Erde, und es wurden nur geringe Mengen
2,4-D gefuttert. Um die Bakterien nicht alleine mit den Chloraromaten 'darben’ zu
lassen, wurden sogar kleine Mengen Casamino Acids und Hefeextrakt dazugegeben.
In der bis zu 60 Tage dauernden Anreicherung mit acht Bodenproben gelang es, aus
einer Auswahl von anschliessend 610 isolierten 2,4-D-Abbauern nur insgesamt funf
2,4-D-Abbauer weiter zu kultivieren. Die Ubrigen 2,4-D-abbauenden Stdmme des be-
sprochenen 'Clusters', HW13, HWK12 (Kamagata et al. 1997) und RD5-C2 (Itoh et al.
2000) wurden in Bezug auf die Zugabe von 2,4-D, ebenfalls sehr schonend aus Erde

isoliert, die nie mit 2,4-D in Berllhrung gekommen war.

Im Gegensatz dazu wurde die Anreicherung der Stamme AZDx im Azotobacter-Me-
dium bewusst mehrmals 0.1-fach verdinnt, um mdgliche alternative Energie- und
Kohlenstoffquellen des Inokulums zu verdinnen. 2,4-D wurde 10-mal starker konzent-
riert (mind. 3 mM) als in Fulthorpes Versuchen, und wahrend der Anreicherung wurden
keine Hilfsstoffe zugegeben. Die sechs isolierten Stdmme AZDx sind aber auch die
einzigen 2,4-D-Abbauer, die aus drei verschiedenen Umweltproben isoliert werden

konnten. Die Anreicherung hat dhnlich lange gedauert (70 Tage).

Vergleich der nah verwandten 2,4-D-Abbauer

Der zu den Isolaten AZDx n&chst verwandte und beschriebene Stamm RCO (Kamagata
et al. 1997) wird sehr &hnlich beschrieben: Generationszeit t, = 16-30 h
(AZD10a_EZLN1: 17-31 h), kein Wachstum auf reichen Medien wie LB oder NB, 2,4-D-
Abbau. Im Dendrogramm liegen auf demselben Ast mit den Isolaten AZDx weitere

Stadmme, die im Zusammenhang mit 2,4-D isoliert wurden (Abbildung 16, 2,4-D-Abbau
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mit * markiert). Die Stamme BTH, HWK 12, HW 13 und RD5-C2 wachsen ebenfalls mit
2,4-D (Kamagata et al. 1997; Itoh et al. 2000). Vom Stamm Bradyrhizobium sp. 1 wurde
nur die 16S rDNA-Sequenz veroffentlicht, der Genbank-Eintrag (Acc AY238503) deutet
aber auf Abbaufahigkeit hin: Molecular analysis of 2,4-D driven shifts in soil microbial

communities (Macur et al. 2003).

Die Isolate RCO, BTH, HWK 12, HW 13 und RD5-C2 waren die ersten bekannten lang-
sam wachsenden 2,4-D-Abbauer, sie wurden aus unberihrten Standorten isoliert
(Fulthorpe et al. 1996; Kamagata et al. 1997). Aus diesen Erkenntnissen postulierte
Kamagata, dass der Typ der langsam wachsenden oligotrophen Bakterien in unbe-
ruhrten Standorten dominant ist. In Industrie- und Landwirtschaftsbéden sollen seiner
Meinung nach andere Bakterien vorherrschen (Kamagata et al. 1997). Die Isolierung
der Stdmme AZDx aus 2,4-D-belasteter Landwirtschaftserde stellt diese Aussage in

Frage.

2,4-D-Verwertung als urspriingliches Merkmal

Die 16S rDNA-Sequenzen der Nicht-typstdmme des Dendrogramms (Abbildung 16,
Seite 108) wurden nach zwei Kriterien ausgewéhlt: 1) Die Sequenzen waren gemass
einer BLAST-Suche (Altschul et al. 1990) in der NCBI-Nukleotid-Datenbank am
ahnlichsten zu denen der Isolate AZDx. 2) Bezlglich des Verzweigungsmusters eines
vorlaufigen Dendrogrammes gliederten sich die ausgewahlten 16S rDNA-Sequenzen
naher zu den untersuchten Sequenzen als die des zweitndchsten Typstammes. Damit
sollte gewahrleistet werden, dass nur die Sequenzen der Nicht-Typstdmme im
Dendrogramm erscheinen, die eine minimale Relevanz fur die Charakterisierung der

untersuchten Stamme haben.

Von den Uber 100'000° publizierten 16S rDNA Sequenzen fanden sich in nachster
Nachbarschaft zu den isolierten AZDx sechs Umweltisolate, die mit 2,4-D Abbau in
Verbindung gebracht werden konnten, der Typstamm B. elkanii und zwei Umweltiso-

late, die nicht auf 2,4-D-Abbau untersucht wurden. Die meisten Stamme dieses

® Am 29.9.2004 wurden in der RDP-Datenbank 108'781 16S rDNA Sequenzen gezahlt. In der
redundanten Nukleotid-Datenbank von 'Entrez-Nucleotide' (NCBI) wurden am selben Tag mit ((16s[Title]
AND rRNA[Title]) OR (16s[Title] AND ribosomal[Title] AND RNA[Title])) 162'752 Eintrage gefunden.
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Clusters wurden in den letzten Jahren aus unberlhrten Standorten isoliert (Kamagata
et al. 1997; Itoh et al. 2000). Beim Betrachten des Dendrogrammes (Abbildung 16,
Seite 108) drangte sich die Vermutung auf, das alle Stdmme dieses 'Clusters' 2,4-D
abbauen kénnen. Es wird vermutet, dass 2,4-D-Abbau in diesem 'Cluster' ein ur-

sprungliches Merkmal ist.

Eine Erklarung fur das potentiell urspriingliche Merkmal des 2,4-D-Abbaus kdnnte in
der Fahigkeit vieler 'Bradyrhizobiaceae' zu Symbiose mit Leguminosen liegen (Jordan
1984; Sawada et al. 2003). Es ist vorstellbar, dass bei der Symbiose eine zu 2,4-D
ahnliche Verbindung eine Rolle spielt. 2,4-D ist ein Dikotyledonen-Herbizid, es wird
auch als synthetisches Auxin (Pflanzenhormon) bezeichnet (Mohr und Schopfer 1992).
Die Wirkung als Herbizid entfaltet 2,4-D, indem es viel starker wirkt als die pflanzen-
eigene Indol-3-essigsédure (IAA, Abbildung 18) (Mohr und Schopfer 1992).

H Cl
l /? O //O
C cl Ne—C
C N\ C—
A) H,  OH B) Ho Yol

Abbildung 18: A) Indol-3-essigsaure, B) 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D).

Es ist allerdings unwahrscheinlich, dass die potentiell urspringliche 2,4-D-Abbau-
fahigkeit mit seiner zu IAA analogen Wirkungsweise zusammenhangt. Beide Strukturen
haben zwar eine genligend grosse sterische Affinitat, um in der Pflanze gleich zu wir-
ken, es ist aber ausgeschlossen, dass sie lUber denselben Abbauweg mineralisiert
werden. 2,4-D ist ein Aromat und IAA ein Heteroaromat (Indol). Konsequenterweise
kénnte man in diesem Fall auch annehmen, dass alle Leguminosen-Symbionten 2,4-D
abbauen kénnen, weil IAA in allen Dikotyledonen vorkommt. Bis jetzt ist allerdings nicht
aufgefallen, dass unter den symbiotisch Stickstoff fixierenden 'Bradyrhizobiaceae'
besonders viele 2,4-D-Verwerter sind. Sollte bei den diskutierten Isolaten der Chlor-
aromaten-Abbauweg mit der Fahigkeit zur Symbiose zusammenhangen, dann kénnte
dies mit der Wirtsspezifitat zu tun haben. Es ist vorstellbar, dass eine zu 2,4-D &hnliche

Substanz in der Wirtspflanze hergestellt und dann in den Bakterien abgebaut wird.

Bis jetzt wurde in der Natur keine zu 2,4-D ahnliche Substanz gefunden (Ka et al.
1994a; Fulthorpe et al. 1995; Top et al. 1995; McGowan et al. 1998). Aber es wurde
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das erste Zwischenprodukt, das beim Abbau von 2,4-D entsteht, gefunden,
2,4-Dichlorphenol ist schon langer als Naturstoff bekannt (Ando et al. 1970; de Jong
und Field 1997; Hoekstra et al. 1999). Da 2,4-D-Abbauer viel schwieriger aus unbe-
lasteten Bdden zu isolieren sind als 3-Chlorbenzoat-Abbauer, wurde postuliert, dass in
unberthrten Standorten andere Bakterien fir den 2,4-D-Abbau zusténdig sind als in

belasteten (Kamagata et al. 1997).

Aus Ergebnissen von 'mating'-Experimenten zur Untersuchung der Ubertragbarkeit der
Gene des 2,4-D-Abbauweges wurde schon friher vermutet, dass der 2,4-D-Abbauweg
von a-Proteobakterien nicht auf Plasmiden lokalisiert ist (McGowan et al. 1998).
Gewissheit Uber den allenfalls urspringlichen 2,4-D-Abbau dieser Bakteriengruppe
kann durch Kultivierungsversuche mit 2,4-D als einziger Energie- und Kohlenstoffquelle
gegeben werden. Am interessantesten wéare es, den Stamm Bradyrhizobium sp. 1 zu
testen, aber auch die etwas weiter entfernten Stamme B. elkanii USDA76 (T), oder
Bradyrhizobium sp. SH283012 sollten untersucht werden. Interessante Ergebnisse sind
auch von PCR-Versuchen zum Nachweis der Gene der Chlormuconat-Cycloisomera-
sen oder Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen von diesen zu den Isolaten AZDx nah

verwandten Bakterienstdmmen zu erwarten.

Physiologie, Kultivierung, 'Quorum sensing'

Mit der Messung verschiedener Wachstumskurven mit unterschiedlichen Substrat-
angeboten sollten die optimalen Kulturbedingungen der Stamme AZDx bestimmt
werden. Die Isolate schienen in Mineralmedium generell schneller zu wachsen als im
komplexen Rhizobium X-Medium (Tabelle 9, Seite 61). Interessant war auch, wie hohe
2,4-D-Konzentrationen keinen hemmenden Einfluss auf die Verdoppelungszeit hatten,
in 10 mM 2,4-D unterschieden sich die Verdoppelungszeiten kaum von denen in 3 mM.
Die geringste Verdoppelungszeit wurde trotzdem in héchster Mannitol-Konzentration

und mittlerer 2,4-D-Konzentration gemessen.

Interessant war auch die Halbwertszeit von 2,4-D. In Rhizobium X-Medium waren die
Kulturen am schnellsten ohne Mannitol, in Mineralmedium brauchte es fiir den schnel-
len Abbau Mannitol (28 mM oder 55 mM). Die grésste Halbwertszeit fir 2,4-D wurde in
den Medien mit hoher 2,4-D-Konzentration (10 mM) gemessen: 77 h in Mineralmedium,

107 h in komplexem Rhizobium X-Medium. Das kann so gedeutet werden, dass zwar
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2,4-D in hohen Konzentrationen nicht das Wachstum behindert, aber offenbar den
2,4-D-Abbau. In Kulturen mit gleich viel Mannitol (55 mM), aber weniger 2,4-D (5 mM),

war die Halbwertszeit bedeutend geringer (16 h in Mineralmedium).

Aus diesen Ergebnissen kdnnen zwei Schllisse gezogen werden: Sollen die Bakterien
maoglichst schnell anwachsen, sollte Mineralmedium mit hoher Mannitolkonzentration
(55 mM) und moderater 2,4-D-Konzentration (5 mM) gewahlt werden. Sollte mdglichst
schnell 2,4-D abgebaut werden, kann komplexes Medium ohne Mannitol-Zusatz
gewahlt werden, oder Mineralmedium mit Mannitol (28 oder 55 mM), die 2,4-D-

Konzentration sollte nicht zu hoch sein (5 mM).

Aus den Wachstumskurven (Abbildung 3, Seite 61) konnte zudem herausgelesen
werden, dass die Bakterien bei einer gewissen optischen Dichte eine Séattigung
erfahren haben. Ausser dem pH des Mediums, der konstant bei 7 lag und den ange-
gebenen Werte fir OD und 2,4-D-Konzentration lagen aber keine weiteren Daten vor.

Es ist denkbar, dass die Zelldichte eine wichtige Rolle fur das weitere Wachstum spielt.

Von Auge betrachtet wuchsen die Stamme AZDx auf Mineralmedium-Agar kontinuier-
lich. Nach Inokulierung in Flissigmedium ab Einzelkolonie von Festmedium wurden
aber Lag-Phasen von bis zu 40 Tagen beobachtet. In dieser Zeit waren kein 2,4-D-
Abbau und keine Triilbung messbar. Da Bakterienkonzentration unter 107 'Zellen pro ml
Medium mittels Trlbungsmessung nicht nachweisbar sind (Brenner et al. 1993), wird
angenommen, dass in den ersten 40 Tagen die Bakterienkonzentration nicht tiber 10’

Zellen pro ml Medium gestiegen ist.

Eine mogliche Erklarung fur die sehr lange Lag-Phase bietet der ‘Quorum Sensing'
genannte Mechanismus (Hussain et al. 1998; Wisniewski-Dye und Downie 2002).
'‘Quorum Sensing' kann mit 'Gruppen-Sinn' wiedergegeben werden. Dieser Mechanis-
mus ermdglicht den Bakterien, eine koordinierte Reaktion zu starten, sobald die
Bakterien 'Gewissheit' haben, dass sie in genltigender Zelldichte vorhanden sind, um
die Reaktion wirkungsvoll zu starten. Mit Rezeptoren messen sie die Konzentration von
selbst ausgeschiedenen Signalmolekilen. Durch Autoinduktion der Signalmolekile
wird bei ausreichender Zelldichte sehr schnell ein Schwellenwert erreicht. Auf die
Uberschreitung dieses Schwellenwertes reagieren alle beteiligten Bakterien gleichzeitig

auf eine bestimmte Art (Wisniewski-Dye und Downie 2002).
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Als Signalmolektle wurden verschiedene N-Acyl-L-homoserinlactone gefunden
(Hussain et al. 1998). Der Mechanismus wurde urspriinglich bei Vibrio beobachtet in
Zusammenhang mit Biolumineszenz, bei einigen pathogenen Mikroorganismen wie
Pseudomonas aeruginosa und Erwinia carotovora in Zusammenhang mit der Synthese
von Exoenzymen. Bei verschiedenen Rhizobium-Arten wurde beobachtet, wie dieser
Mechanismus das Wachstum von anfélligen Bakterien behindert oder die Expression
von Nodulationsgenen steuert (Wisniewski-Dye und Downie 2002). 'Quorum sensing'
ermoglicht es den Bakterien, zu wachsen, wenn sie eine erhéhte Chance auf Erfolg
haben. Es ist nicht auszuschliessen, dass Uber diesen Mechanismus auch das

Wachstum in Kulturen mit sehr geringer Zelldichte geregelt wird.

Bedeutung der Isolate

Die isolierten Stdamme AZDx sind flr weitere Arbeiten interessant. Mégliche Bedeutun-
gen haben sie bei weiteren Untersuchungen der Diversitdt der Gene des Chlorbrenz-
katechin-Abbauweges, bei der genaueren taxonomischen Beschreibung der Familie

der 'Bradyrhizobiaceae' und bei der Bioremediation.

Bis jetzt wurden erst wenige Chloraromaten-Abbaugene von a-Proteobakterien be-
schrieben. Es wurden zwar schon einige andere Chloraromaten-abbauende a-Proteo-
bakterien isoliert, von den meisten wurden aber keine Sequenzen des Abbauweges
publiziert, unter ihnen die Stdmmen Xanthobacter flavus 14p1 (1,4-Dichlorbenzol-Ab-
bau) (Spiess et al. 1995), oder die Stdmme RCO, BTH, HWK 12, HW 13 (2,4-D-Abbau)
(Kamagata et al. 1997; Itoh et al. 2000). Vom Stamm RD5-C2 wurde immerhin die
Sequenz einer (2,4-D)/a-Ketoglutarat-Dioxygenase (TfdA) beschrieben (ltoh et al.
2002). Bis jetzt wurden nur sechs Sequenzen der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxyge-
nase publiziert, sie stammen von vier verschiedenen Stammen: Defluvibacter lusatien-
sis S1 (Acc CAD60254), S. herbicidovorans MH (Acc AJ628863), Sphingomonas sp.
EML146 (AAC23511), Sphingomonas sp. TFD44 (AAT99373 und AAT99364). Aus un-
serem Labor wurde eine weitere Sequenz des Stammes Sphingomonas sp. TFD44
bestimmt (Thiel 2004) und eine weitere des Bradyrhizobium-ahnlichen Stammes UO
(J. Groning, unvero6ffentlicht). Von den Chlormuconat-Cycloisomerasen-Genen
wurde bis jetzt nur die Sequenz des Stammes Sphingomonas sp. TFD44 publiziert (Acc

AAT99367), vom Bradyrhizobium-ahnlichen Stamm UO steht eine weitere unpublizierte
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Sequenz (J. Gréning) zur Verfigung. Einige Chlormuconat-Cycloisomerasen-Sequen-
zen wurden aus Genomsequenzierungen aufgrund von Sequenzhomologien bestimmt,
diese unterscheiden sich in der Sequenz aber stark von den richtig charakterisierten,

erwdhnten Sequenzen.

Wie bei der Diskussion der Dendrogramme erwahnt, sind die isolierten Bakterien-
stdmme AZDx sicher auch interessant in Bezug auf die Charakterisierung einer neuen

Gattung innerhalb der 'Bradyrhizobiaceae'.

Eine weitere Bedeutung haben die isolierten AZDx als mdgliche Leguminosen-Sym-
bionten. Damit wirden sie sich namlich als Rhizospharen-Bakterien im metabolisch
aktivsten Bereich des Bodens aufhalten und wéren dadurch besonders gut geeignet

zur Bioremediation (Brazil et al. 1995).

4.2.3 Gene des Chloraromaten-Abbauweges

Dendrogramme zweier Enzyme des ortho-Abbauweges

Es wurde je ein Dendrogramm fiir die Aminosdure-Sequenzen der Chlorbrenzcatechin-
1,2-Dioxygenasen und der Chlormuconat-Cycloisomerasen erstellt. Im folgenden
Abschnitt wurden die einzelnen Sequenzen der Dendrogramme in monophyletischen
Gruppen zusammengefasst (Abbildung 19 und Abbildung 20). Die Darstellung in
monophyletischen Gruppen soll die Interpretation vereinfachen. Die Verzweigungs-
muster basieren auf den selben Berechnungen wie die der Dendrogramme in
Abbildung 13 (Seite 85) und Abbildung 11 (Seite 79).

Die meisten Sequenzen liessen sich erwartungsgemass in Gruppen einteilen, geordnet
nach Funktion und Taxonomie. Sowohl aus den - und y-proteobakteriellen Sequenzen
der Brenzcatechin- und der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen, als auch aus denen
der Muconat- und Chlormuconat-Cycloisomerasen liess sich je eine monophyletische
Gruppe bilden. Eine Ausnahme bildete allerdings die Chlormuconat-Cycloisomerasen-
Sequenz TfdDIl des Stammes Wautersia (frUher Ralstonia) eutropha JMP134 (pJP4,
Acc YP025395), diese Sequenz bildete unlblicherweise mit den entsprechenden
Sequenzen der a-Proteobakterien eine paraphyletische Gruppe. Durch die stark

unterschiedliche Sequenz, den unterschiedlichen GC-Gehalt und die unibliche An-
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ordnung des Genes tfdDIl im Operon auf pJP4 wurde schon friher auf eine unter-
schiedliche evolutiondre Herkunft der beiden Gene tfdDIl und tfdD geschlossen
(Eulberg et al. 1998; Laemmli et al. 2000).

Das Verzweigungsmuster von Abbildung 20 darauf hin, dass sich die Muconat-Cycloi-
somerasen der (3- und y-Proteobakterien und der Actinomyceten divergent aus einem
gemeinsamen Vorfahren flr chlorierte Substrate entwickelt haben. Aufgrund von feh-
lenden Sequenzen von a-proteobakteriellen Muconat-Cycloisomerasen und einer
geringen Datenbasis von solchen Enzymen der Actinomyceten ist diese Aussage aber
ziemlich spekulativ. Auch wenn eine breitere Datenbasis oder andere Berechnungs-
methoden das Verzweigungsmuster verschieben kénnen (Ludwig und Klenk 2001), ist
es unwahrscheinlich, dass die noch zu findenden, a-proteobakteriellen Sequenzen von
Muconat-Cycloisomerasen sich so im Dendrogramm anordnen wurden, dass sich die
beiden 'Cluster' der a-proteobakteriellen Muconat- und Chlormuconat-Cycloisome-
rasen neben die entsprechenden Enzyme der (- und y-Proteobakterien gliedern wur-
den, vergleichbar mit der Anordnung im Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen-

Dendrogramm.

Aufgrund des Dendrogrammes in Abbildung 19 kann ebenfalls vermutet werden, dass
sich die proteobakteriellen Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen einmal von einem
gemeinsamen Vorlaufer von der Entwicklung der Brenzcatechin-1,2-Dioxygenasen
getrennt haben. Allerdings kdnnte auch hier das Auftreten von a-proteobakteriellen
Brenzcatechin-1,2-Dioxygenasen-Sequenzen in dem bis jetzt homogenen 'Cluster' von
proteobakteriellen Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen die These in Frage stellen.
Eine sichere Interpretation der Entwicklung der Gene dieser zwei Enzyme des ortho-
Chlorbrenzkatechin-Abbauweges ist mit der jetzigen Datenlage nicht mdglich. Hori-
zontaler Gentransfer, wie es auch im Fall des Genes tfdDIl vermutet wird (Laemmli et
al. 2000), kann diese Interpretation etwas erschweren. Die Sequenz TfdDII ist etwa
gleich weit entfernt von homologen Sequenzen im Bradyrhizobium-&hnlichen Isolat UO

wie von Sequenzen anderer 3-Proteobakterien (61 PAM, Tabelle 14).

Von der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase wurden zwei und von der Chlormuconat-
Cycloisomerase wurden vier Sequenz-Fragmente der Bradyrhizobium-ahnlichen Isolate
AZDx in das entsprechende Dendrogramm integriert. Sowohl die Sequenzen der

Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen als auch die der Chlormuconat-Cycloisomera-



Neue Chloraromaten verwertende Isolate aus Anreicherungen 121

sen gliederten sich erwartungsgemass neben die entsprechenden Sequenzen des
Bradyrhizobium-ahnlichen Stammes UO. Beim Dioxygenasen-Dendrogramm liess sich
mit den Ubrigen a-proteobakteriellen Sequenzen nur zusammen mit den Sequenzen
der - und y-Proteobakterien eine paraphyletische Gruppe bilden. Im Chlormuconat-
Cycloisomerasen-Dendrogramm hingegen liess sich mit den Ubrigen a-proteo-

bakteriellen Sequenzen eine klare monophyletische Gruppe abspalten.

Bei der Auswahl der verwendeten Sequenzen flr das Dendrogramm wurden zwei
proteobakterielle Sequenzen bewusst weggelassen. Sie reihten sich nicht erwartungs-
gemass ein, vermutlich weil sie falsch bestimmt wurden: Variovorax paradoxus TV1
(Acc BAA88069) und 'Pseudomonas' sp. P51 (Acc A43673). Die zweite Sequenz wurde
Marz 2004 noch mal einmal publiziert als Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase, ohne
allerdings die alte zu widerrufen. Die Bezeichnung der ersten Sequenz hingegen wurde
bis jetzt nicht widerrufen, aufgrund der eindeutigen Lage innerhalb der Chlorbrenzcate-
chin-1,2-Dioxygenasen wird aber angenommen, dass es sich um eine Chlorbrenz-
catechin-1,2-Dioxygenase und nicht wie angegeben um eine Brenzcatechin-1,2-Dioxy-

genase handelt.
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4 Cat actino

1 CIcA2 actino (Rhodococcu
3 Clc alpha (Bradyrhizobium, Bodenisolate)

1 Clc alpha (Defluvibacter)

1 ClcA actino (Rhodococcus)

5 Clc alpha (Sphingomonas)

10 Cat beta, gamma 29 Clc beta, gamma

Abbildung 19: Dendrogramm der Brenzcatechin- und Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen, identisch
mit Abbildung 13 (Seite 85), aber in Gruppen zusammengefasst. Die Zahl gibt an, wieviele Sequenzen
zusammengefasst sind. Cat und Clc: Brenzcatechin- und Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen, alpha,
beta und gamma: a-, p- und y-Proteobakterien, actino: Actinobakterien, Hydroxyquinol-
1,2-Dioxygenasen. Die 'Accession-Numbers' der verwendeten Sequenzen und weitere Details zur
Berechnung sind bei Abbildung 13 aufgefiihrt.



Neue Chloraromaten verwertende Isolate aus Anreicherungen 123

9 CatB beta, gamma

22 ClcB beta, gamma

2 ClcB actino (Rhodococcus)

6 ClcB alpha (Bradyrhizobiom
Sphingomonas, Bodenisolate)

2 CatB actino (Rhod
0.10 atB actino (Rhodococcus) 1 TfdDII beta (Wautersia)

Abbildung 20: Dendrogramm der Muconat- und Chlormuconat-Cycloisomerasen, identisch mit
Abbildung 11 (Seite 79), aber in Gruppen zusammengefasst. Die Zahl gibt an, wieviele Sequenzen
zusammengefasst sind. CatB bzw. (ClcB und TfdDIl): Muconat- bzw. Chlormuconat-Cycloisomerasen,
alpha, beta und gamma: a-, $- und y-Proteobakterien, actino: Actinobakterien. Mandelatra-
cemase von Sulfolobus (Archaea) und put. Chlormuconat-Cycloisomerasen von Bacillus und Agromo-
nas. Die 'Accession-Numbers' der verwendeten Sequenzen und weitere Details zur Berechnung sind bei
Abbildung 11 aufgefihrt.

Vergleich der Gene von a-, - und y-Proteobakterien

Die funf Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase Sequenzen von Sphingomonas sind un-
tereinander etwa so divers wie alle 29 Sequenzen der (- und y-Proteobakterien zu-
sammen. Innerhalb der Sequenzen von a-Proteobakterien wurde eine maximale
Distanz von 25 PAM (percent accepted mutations) berechnet (Stamm UO - Defluvi-
bacter lusatiensis S1, ClpC, Tabelle 13). Dagegen betrug die langste Distanz innerhalb
des - und y-Proteobakterien-Zweiges nur gerade 19 PAM (W. eutropha JMP134, TfdC
- 'Pseudomonas’' sp. P51, TcbC). Dies entspricht nicht den bekannten Mustern des
16S rDNA-Dendrogramms, wo die gréssten Distanzen innerhalb der a-Proteobakterien
insgesamt kleiner sind als die innerhalb der - und y-Proteobakterien (Tabelle 15). Wird

die a-Proteobakterien-adhnliche Sequenz TfdDIl von W. eutropha JMP134 nicht be-
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ricksichtigt, kann im Cycloisomerasen-Dendrogramm dasselbe beobachtet werden
(Tabelle 14). Die Distanz zwischen den zwei TfdD-Sequenzen von Sphingomonas sp.
TFD44 und dem Bradyrhizobium-&hnlichen Bodenisolat UO betragt 33 PAM, wahrend
innerhalb des B-y-'Clusters' die grosste Distanz mit 30 PAM geringer ist (Tabelle 14).
Aufgrund der 16S rDNA sind p- und y-Proteobakterien zwar phylogenetisch auch nicht
einfach zu trennen, aber y-Proteobakterien bilden ein Paraphylum, zu dem die p-Pro-
teobakterien als eine von vielen klar abtrennbaren Gruppen dazugehéren (Ludwig und
Klenk 2001). Bei den Genen des ortho-Chlorbrenzkatechin-Abbauweges lassen sich
die Sequenzen der - und y-Proteobakterien Uberhaupt nicht voneinander trennen (mit

Ausnahme von tfdDIl aus W. eutropha JMP134).

Es wurde die Vermutung gedussert, dass die - und y-Proteobakterien leicht Gbertrag-
bare Chloraromaten-Abbaugene haben, wahrend die von a-Proteobakterien fest im
Genom verankert sind (Kamagata et al. 1997). Die Sequenzen des Genes von verschie-
denen Proteobakterien der a-Ketoglutarat-abhangigen 2,4-D-Dioxygenase (TfdA) wur-
den verglichen und daraus gefolgert, dass die Haufigkeit, mit der diese Gene zwischen
der Klasse der - und y-Proteobakterien transferiert werden, héher sein muss als die
Haufigkeit in der Mutationen anfallen (McGowan et al. 1998). Mit den Sphingomonas-
Sequenzen, die seitdem gefunden wurden (Thiel 2004), sind weitere Sequenzen der
Abbaugene von a-Proteobakterien bekannt geworden, die diese Anomalie der Distan-
zen zwischen dem 16S rDNA- und dem Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase-

Dendrogramm bestatigen.

Die zwei Rhodococcus-Sequenzen der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen bildeten
ebenfalls eine paraphyletische Gruppe, allerdings nicht mit den Chlorbrenzcatechin-
1,2-Dioxygenasen-Sequenzen anderer Klassen, sondern mit den Brenzcatechin-1,2-

Dioxygenasen-Sequenzen anderer Actinomyceten.
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Tabelle 13: Distanzmatrix zum Dendrogramm der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen (Abbil-
dung 19). Aufgelistet ist nur eine Auswahl der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen von a-, - und
v-Proteobakterien. Berechnet mit der PAM-Ersetzungsmatrix, Angaben in PAM (percent accepted
mutations). Die Sequenzen der eigenen Umweltisolate wurden nicht mitgerechnet, weil sich die
Sequenzen nicht stark von den publizierten unterscheiden, aber einiges kiirzer sind.
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aBodenisolat UO 0 25 21 23 21 20 21 22 20 22 21 21 21 20 21
Defluvibacter lusatiensis S1, Acc CAD60254 25 0 22 21 22 22 23 22 23 23 23 22 22 2223
Sphingomonas sp. TFD44 TfdC 2122 015 2 20 21 19 20 19 20 21 21 20 20
Sphingomonas sp. TFD44 TfdClI 23 21 15 0 15 20 20 21 21 20 20 22 22 20 20
Sphingomonas sp. EML146 TfdCl| 2122 215 0 21 21 20 21 19 20 22 22 21 21
B Delftia acidovorans P4a, Acc AAC35836 20 22 20 20 21 0 14 16 2 18 12 15 14 0 14
Burkholderia cepacia 2A, Acc AAK81678 21 23 21 20219 14 0 18 14 18 4 15 15 15 O
Burkholderia sp. NK8, Acc BAB56009 22 22 19 21 20 16 18 O 17 6 17 15 16 16 18
‘Pseudomonas' sp. P51, Acc P27098 * 20 23 20 21 21 2 14 17 0 19 13 15 15 3 14
Wautersia eutropha JMP134, TfdC, Acc AAA98262 22 23 19 20 19 18 18 6 19 0 17 16 16 18 18
Wautersia eutropha JMP134, TfdCll, Acc AAC44730 21 23 20 20 20 12 4 17 13 17 0 16 15 13 4
Ralstonia sp. JS705, Acc CAA06968 21 22 21 22 22 15 15 15 15 16 16 O 0 15 15
Y Pseudomonas aeruginosa JB2, Acc T44616 21 22 21 22 22 14 15 16 15 16 15 O 0 15 15
Pseudomonas chlororaphis RW71, Acc CAB52140 20 22 20 20 21 0 1516 3 18 13 15 15 0 15
Pseudomonas putida (pEST 4011), Acc JC5014 21 23 20 20 21 14 0 18 14 18 4 15 15 15 0

* Heute Comamonadaceae (Tchelet et al. 1997).

Tabelle 14: Distanzmatrix zum Dendrogramm der
Weitere Angaben wie in Tabelle 13.

Chlormuconat-Cycloisomerasen (Abbildung 20).
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o Bodenisolat UO 0 33 55 54 55 61 52 53 55 58
Sphingomonas sp. TFD44, TfdD 33 0 65 57 60 69 63 56 62 63
B Burkholderia sp. NK8, TfdD, Acc BAB56010 55 65 0 24 26 62 8 25 26 30
'Pseudomonas' sp. P51, ClcB, Acc P27099 * 54 57 24 0 12 61 26 2 16 10
Variovorax paradoxus TV1, TfdD, Acc BAA88065 55 60 26 12 0 65 29 12 19 19
Wautersia eutropha JMP134, TfdDII (pdP4), Acc YP025395 61 69 62 61 65 0 62 61 63 65
Wautersia eutropha JMP134, TfdD, (pJP4), Acc P05404 52 63 8 26 29 62 0 25 27 31
Wautersia eutropha NH9, CbnB, Acc BAA74531 53 56 25 2 12 61 25 0 16 8
Y Pseudomonas aeruginosa JB2, ClcB, Acc AAC69475 55 62 26 16 19 63 27 16 0 22
Pseudomonas chlororaphis RW71, TetD, Acc CAB89822 58 63 30 10 19 65 31 8 22 0

* Heute Comamonadaceae (Tchelet et al. 1997).
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Tabelle 15: Distanzmatrix der 16S rDNA mdglichst vergleichbarer Stdmme wie in Tabelle 13. Angaben
in % Unterschied, Berechnung ohne Korrektur und ohne Filter.
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o Bodenisolat UO 0 1 10 15 22 20 20 21 21 20 22 20 20 20 20 20
Bodenisolat AZD9 W1 1 0 10 13 21 20 20 20 20 20 20 19 19 19 19 20
Defluvibacter lusatiae DSM11099 (T), Acc 132378 10 10 0 13 21 20 20 20 20 22 22 18 19 18 18 20
Sphingomonas sp. S213, Acc AB018439 15 13 13 0 21 20 19 20 21 19 18 17 18 18 17 21
B Burkholderia sp. TH2, Acc AB041772 22 21 21 21 0 4 9 8 8 11 12 17 17 17 17 28
Burkholderia cepacia ATCC25416 (T), AM22518 20 20 20 20 4 0 8 8 8 11 10 16 16 15 16 20
Wautersia eutropha JS705, Acc AF027407 20 20 20 19 9 8 0 3 4 10 10 17 17 17 16 21
Wautersia eutropha JMP134, Acc AF027047 21 20 20 20 8 8 3 0 4 11 9 18 18 17 17 21
Bodenisolat M013 21 20 20 21 8 8 4 4 0 12 11 17 16 16 15 21
'Pseudomonas' sp. P51, Acc Af015487 * 20 20 22 19 11 11 10 11 12 0 6 18 18 18 17 283
Delftia acidovorans ACM489 (T), Acc AF0788774 22 20 22 18 12 10 10 9 11 6 0 16 17 16 16 23
Y Pseudomonas putida DSM291 (T), Acc Z76667 20 19 18 17 17 16 17 18 17 18 16 0 5 3 2 4
Pseudomonas aeruginosa LMG1242 (T), Z776651 20 19 19 18 17 16 17 18 16 18 17 5 0 6 5 7
Pseudomonas chlororaphis LMG5004 (T), Z776657 20 19 18 18 17 15 17 17 16 18 16 3 6 0 2 5
Bodenisolat M043G 20 19 18 17 17 16 16 17 15 17 16 2 5 2 0 3
Bodenisolat M016 20 20 20 21 23 20 21 21 21 23 23 4 7 5 3 0

* Heute Comamonadaceae (Tchelet et al. 1997).

Rolle des horizontalen Gentransfers

Bis jetzt gibt es mehrere Hinweise dafir, dass innerhalb der - und y-Proteobakterien
horizontaler Gentransfer des ortho-Chlorbrenzcatechin-Abbauweges eine wichtige
Rolle spielt (Kamagata et al. 1997; McGowan et al. 1998). In den meisten Féllen wurden
die Gene von nah verwandten Arten aufgenommen; allerdings gibt es auch Hinweise
dafur, dass - und y-Proteobakterien auch Gene von weiter entfernten Arten
aufgenommen haben (Laemmli et al. 2000). Hingegen wurde bis jetzt noch kein hori-
zontaler Gentransfer innerhalb der a-Proteobakterien beobachtet (Itoh et al. 2002). Die
grosse Variabilitdt der wenigen a-proteobakteriellen Sequenzen innerhalb der zwei hier
berechneten Dendrogramme, deutet ebenfalls darauf hin, dass in diesem Fall Mutation
haufiger geschieht als Transfer.

Die bis jetzt nicht beobachtete Ubertragung der Gene innerhalb der Klasse der a-Pro-
teobakterien, bzw. die beobachtete Ubertragung innerhalb der - und y-Proteobakte-

rien, kann ihren Ursprung in der Art haben, wie diese Gene hauptsachlich im Bakterium

lokalisiert sind. Bei der Untersuchung von 47 2,4-D-abbauenden Stdmmen wurden
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interessante Verteilungen der Plasmide in den Proteobakterien gefunden (Ka et al.
1994a). Mit Hybridisierungsversuchen bestimmten Ka et al. die Ahnlichkeit der katabo-
len Gene zu denen des Plasmides pJP4 (W. eutropha) und zu solchen aus Sphingomo-
nas paucimobilis. In der Gruppe mit starken Ahnlichkeiten zu den tfd Genen aus pJP4,
waren alle Stdmme - und y-Proteobakterien, 75% dieser Gene waren auf Plasmiden
lokalisiert. In der Gruppe, die mit der Sonde aus S. paucimobilis hybridisiert hatte,
waren nur Sphingomonas-ahnliche a-Proteobakterien und in diesen Bakterien waren
fast keine Plasmide vorhanden. In anderen Untersuchungen zur Lokalisierung der
Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen-Gene (tfdC) in - und y-Proteobakterien, wur-
den 87% der katabolen Gene auf Plasmiden vorgefunden. Es wurde ebenfalls eine
gute Ubertragbarkeit der besprochenen Gene vermutet, da tiberhaupt keine Korrelation
zwischen den verschiedenen, stark homologen oder identischen tfdC-Genen und den
ARDRA-Gruppen der untersuchten Bakterien gefunden wurde (Cavalca et al. 1999);

diese Ergebnisse bestatigten die vorangehenden Versuche von McGowan et al.

Es gibt weiterhin keinen Grund zur Annahme, dass der horizontale Gentransfer der
a-proteobakteriellen katabolen Gene eine entscheidende Rolle spielt. Das Verzwei-
gungsmuster der Dendrogramme, die nicht beobachteten Gen-Transfers, die seltene
Lokalisierung der Gene auf Plasmiden und die starke Diversitat der a-proteobakteriel-

len Gen-Sequenzen untermauern diese These.

4.2.4 Nachweis der katabolen Gene in Umweltproben

Eines der Ziele dieser Arbeit war die Verfeinerung von Methoden zum Nachweis von
Genen des ortho-Chlorbrenzcatechin-Abbauweges in Umweltproben. Zum Nachweis
der Gene oder des Abbaupotentials eines Standortes sind verschiedene Methoden
moglich. Die Aussagekraft, oder die Anwendbarkeit der einzelnen Methoden héngen

stark vom Uber den Abbauweg zur Verfigung stehenden Wissen ab.

Bekannte Strategien

Fir die Untersuchung der Diversitat der Chloraromaten-Abbauer in einer Umweltprobe,
wurden friher Bakterien aus einer Umweltprobe isoliert, um deren DNA mit Sonden

bekannter Abbaugene zu hybridisieren (Fulthorpe et al. 1995). Es wurde aber auch
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schon DNA aus Boden isoliert und mit Gen-Sonden hybridisiert (Holben et al. 1992).
Mit der Isolierung von Bakterien ist es immerhin gelungen, in verschiedenen Umwelt-
proben unterschiedliche Vorherrschaften der Proteobakterien-Klassen nachzuweisen
(Ka et al. 1994b). Ein grosser Nachteil der vorangehenden lIsolierung ist aber die
Ungewissheit Gber den Einfluss der Isolierungsmethode auf die Diversitat der Isolate
(‘'Kultivierungsabhangige Methoden', Seite 95). Beide Methoden sind anféllig auf die
Auswahl der zur Verfigung stehenden Sonden, die die Vielfalt der nachweisbaren
katabolen Gene einschrankt. Bei Holben et al. (1992) und Fulthorpe et al. (1995) wurde
nur eine p-proteobakterielle Sonde mit den tfd-Genen aus pJP4 verwendet. Bei Ka et
al. (1994) wurde zuséatzlich eine a-proteobakterielle Sonde (Spa) verwendet, mit den

nachzuweisenden katabolen Genen aus dem Genom von Sphingomonas paucimobilis.

Eine weitere Méglichkeit bietet die Methode der PCR mit spezifischen Primern und
aus der Umweltprobe extrahierter DNA (Leander et al. 1998; Cavalca et al. 1999). Ist
die Methode der PCR einmal etabliert, kann sie relativ schnell durchgefihrt werden.
Vorausgesetzt, es gelingt, von allen in der Umweltprobe befindlichen Bakterien, DNA in
guter Qualitat zu extrahieren, erlaubt die PCR im Prinzip einen représentativen Einblick
in die Diversitdt der vorhandenen Gene in der Umweltprobe. Im Unterschied zur
Hybridisierung einer Sonde mit aus Boden isolierter DNA, wird zudem fiir eine PCR nur
sehr wenig DNA benétigt. Gut funktionierende PCR-Primer binden spezifisch an die
konservierten Regionen der gesuchten Gene. Das setzt voraus, dass geniigend

Sequenzen bekannt sind, um die konservierten Regionen beschreiben zu kénnen.

Mit Hilfe der nicht gegliickten Klonierung des Chlormuconat-Cycloisomerasen-Genes
des Bodenisolates AZD10a_EZLN1 hétte die genaue Sequenz der konservierten
Primer-Region bestimmt werden kénnen. Dadurch hatten mdglicherweise die Primer-
sequenzen angepasst werden kénnen, um je nach Wunsch ein mehr oder weniger
breiteres Spektrum von Genen damit zu erfassen. Die weitere Suche wurde allerdings
aufgegeben, als es J. Groning im selben Labor gelang, aus dem nah verwandten
Bradyrhizobium-ahnlichen Stamm UQO, mehrere Gene des ortho-Chlorbrenzkatechin-

Abbauweges zu charakterisieren.
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Vorteile des Nachweises der Abbaugene durch PCR

Interessant an der Methode der PCR ist die Méglichkeit, mit unterschiedlichen Primern
die Spezifitdt des Nachweises der katabolen Gene zu variieren. Je nach Wissensstand
und Wunsch, kénnen Primer spezifisch fiir verschiedene Taxa oder verschiedene
Enzyme hergestellt werden. Zur Uberwachung oder Beurteilung eines kontaminierten
Standortes kann es entscheidend sein, die richtigen Gene nachzuweisen. Zum Beispiel
kann es aufgrund des unterschiedlichen Substratspektrums verschiedener Chlor-
muconat-Cycloisomerasen unerlasslich sein zu wissen, welcher Typ vorherrscht. Der
Stamm Rhodococcus opacus 1CP kann 2,4-Dichlor, 3-Chlor- und 4-Chlorphenol, nicht
aber 2-Chlorphenol umsetzen (Gorlatov et al. 1989). Der Grund hierzu liegt in der
Chlormuconat-Cycloisomerase ClcB, die zwar zur Dehalogenierung von 3-Chlor- und
2,4-Dichlor-cis,cis-muconat fahig ist, nicht aber zur Dehalogenierung von 2-Chlor-
cis,cis-muconat (Gorlatov et al. 1989; Solyanikova et al. 1995). Vergleichbar dazu ist
die Chlormuconat-Cycloisomerase TfdDIl aus Wautersia (friher Ralstonia) eutropha
JMP134 (pJP4) ebenfalls nur eingeschrankt zur Umsetzung von 2-Chlor-cis,cis-
muconat fahig (Laemmli et al. 2002). Das 'normale’ Enzym TfdD aus JMP134, ClcB2
aus R. opacus 1CP (Moiseeva et al. 2001; Solyanikova et al. 2003) und auch die
meisten beschriebenen - und y-proteobakteriellen Chlormuconat-Cycloisomerasen

sind nicht so spezifisch und kénnen auch 2-Chlor-cis,cis-muconat dehalogenieren.

Die starken Sequenz-Unterschiede, die bis jetzt unter den Abbaugenen der verschiede-
nen a-Proteobakterien beobachtet wurden, entsprechen innerhalb dieser Klasse den
taxonomischen Strukturen. Das heisst, die Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen der
Sphingomonas Stdmme bilden eine Gruppe, die eine Defluvibacter-Sequenz und die
Bradyrhizobium-ahnlichen eine andere (Abbildung 19, Seite 122). Unter diesem
Gesichtspunkt erstaunt es auch wenig, wenn es mit der Sphingomonas-Sonde nur
gelang, die Abbaugene von Sphingomonas-ahnlichen Bakterien nachzuweisen (Ka et
al. 1994b) und nicht diejenigen anderer Bakterien-Taxa. Es wird deshalb angenommen,
dass auch spezifische Primer zum Nachweis dieser Enzyme in engen taxonomischen
Gruppen hergestellt werden kdnnten. Aufgrund der Austauschbarkeit dieser Gene bei
den - und y-Proteobakterien hingegen, wird es nicht méglich sein, von diesen Abbau-
genen auf die vorherrschende Art der Chloraromaten abbauenden Bakterien zu

schliessen.
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Nachweis von Arten bei Chloraromatenabbau als urspriinglichem Merkmal

Ein Nachweis des Abbaupotentials einer Umweltprobe auf Basis der 16S rDNA wére
von der Methode her einfacher als ein Nachweis der katabolen Gene. Die 16S rDNA
kommt oft in mehrfacher Kopienzahl vor und Arbeiten mit 16S rDNA gehéren in vielen
Labors zu den Standardmethoden. Sollte sich bestéatigen, dass 2,4-D-Abbau fir die
nachste Verwandtschaft der Isolate AZDx ein urspringliches Merkmal ist, kbnnte ein
Nachweis der 16S rDNA-Gene dieser Bakteriengruppe verwendet werden, um das

2,4-D-Abbaupotential einer Umweltprobe nachzuweisen.

Methoden, die sich zum Nachweis von Arten eignen, zielen auf die hochvariablen
Regionen der 16S rDNA. Zur Unterscheidung von Rhizobium-Stdmmen wurde von
Eardly et al. die 16S rDNA-Sequenz von E. coli Position 20-361 zu Hilfe genommen
(Eardly et al. 1992). Mehrere solche Methoden sind denkbar: In situ Hybridisierung mit
Fluoreszenzmarkierung (Amann et al. 1995) und 'nested PCR' (Degrange und Bardin
1995; Loffler et al. 2000). Weitere bekannte Methoden eignen sich vor allem zur
Unterscheidung von bestimmten Stdmmen, sind also nicht unbedingt geeignet, um
unbekannte, aus der Umwelt isolierte DNA zu untersuchen. Sie kdnnen aber durchaus
sinnvoll zur Uberwachung eines Standortes sein, in dem einige vorkommende Stadmme
bekannt sind. Die nicht 16S rDNA basierenden Methoden, sind 'REP'- oder 'ERIC'-
Fingerprinting. Bei beiden Methoden wird das Bandenmuster nach einer PCR von
repetitiven Sequenzen verglichen. Beide Nachweismethoden erlauben eine Unter-
scheidung von Bakterien auf der Ebene von Stdmmen, Arten und Gattungen (de Bruijn
1992).

4.3 Chlorbenzol-Verwerter aus direkter Isolierung

Aus mehreren, hauptséchlich mit Chlorbenzol kontaminierten Umweltproben sollten
Bakterien direkt isoliert werden. Die Isolate sollten als positive Kontrolle flr den
genetischen Nachweis herhalten, aber es sollte damit auch ein Einblick in die vorherr-
schende Diversitat der Chlorbenzol abbauenden Bakterien erhalten werden. Durch die
direkte Isolierung werden wie erwahnt (Kultivierungsabhangige Methoden, Seite 95)
Anreicherungseffekte vermieden und damit ist eine quantitative Abschéatzung der

Diversitdt von Abbaustdmmen in den verschiedenen kontaminierten Proben mdglich.
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Ein weiteres Ziel war die Isolierung zuséatzlicher Chloraromaten abbauender Stdmme.
Diese Isolate sollten fur eine Weiterentwicklung der PCR-Primer zum Nachweis der
katabolen Gene des Chlorbrenzkatechin-Abbauweges, direkt in nattrlichen Lebens-

gemeinschaften verwendet werden.

4.3.1 Taxonomische Diversitat der Isolate

Anfangs war die Diversitat der Isolate der direkten Anreicherung in Chlorbenzol-Atmos-
phare bemerkenswert (Tabelle 12, Seite 69). In Uber 120 Isolaten waren Proteo-
bakterien, Actinomyceten und zu Bacteroidetes gehdrende Bakterien isoliert. Innerhalb
der Proteobakterien wurden Bakterien in den drei verbreiteten Klassen der a-, - und

v-Proteobakterien isoliert.

Wurden allerdings nur die Stdmme gezahlt, die ihre Fahigkeit zum Chloraromaten-
Abbau behalten haben, sieht es schon ganz anders aus: Uber 99% der Stdmme sind
Pseudomonas-ahnliche y-Proteobakterien und nur ein einziger Vertreter der
-Proteobakterien wurde isoliert. Innerhalb der Familie der Pseudomonas wurden nur

zwei Gruppen gebildet, deren Diversitat mit zwei zu 100 Isolaten dusserst gering ist.

Verluste von Stammen

19 Bakterien-Stamme aus der direkten Isolierung mit Chlorbenzol konnten schliesslich
Chlorbenzol nicht mehr verwerten. Die Stdmme wurden anfanglich als Chlorbenzol-
Verwerter angesehen, da Versuche darauf hindeuteten, dass die Isolate auf
Festmedium besser in Chlorbenzol-Atmosphére wuchsen als ohne. Wenige Monate
spater allerdings verweigerten sie das Wachstum mit Chlorbenzol als einziger Energie-

und Kohlenstoffquelle.

Eine mdégliche Ursache flr den Verlust der Chlorbenzol-Verwertung kann in der Metho-
de der Herstellung von Reinkulturen liegen. Um Kontaminationen nach Mdéglichkeit
auszuschliessen, wurden die Kulturen einmal auf NB-Agar kultiviert, also auf Komplex-
medium ohne Selektionsdruck. Als anschliessend festgestellt wurde, dass die
Bakterien nicht mehr mit Chlorbenzol wuchsen, wurden die folgenden Versuche mit
den urspringlichen Kolonien gemacht. Allerdings waren diese ein bis zwei Monate im

4°C Raum ohne Chlorbenzol-Atmosphére gelagert worden.
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Manche Stamme (M121 und M131) wurden in Flissigkultur, in Mineralmedium, mit
10% Casamino-Acid-Ldésung und der ublichen Menge Chlorbenzol angezogen. Die
Kolonien wuchsen, Chlorbenzol wurde aber auch nach mehreren Monaten nicht
abgebaut. Um sicher zu gehen, dass nicht fehlende komplexe Zusétze die Chlor-
benzol-Verwertung behinderten, wurden die vergleichenden Wachstumsversuche (mit
und ohne Chlorbenzol) auch auf Mineral-Festmedium mit wenig Casamino-Acid
durchgefuhrt. Tatséchlich bildeten die Isolate schéne Kolonien, allerdings waren keine
Unterschiede zu erkennen zwischen den Stdmmen die zusétzlich Chlorbenzol zur

Verfigung hatten und den anderen.

Der Verlust einer Substrat-Verwertung wurde in Zusammenhang mit Chloraromaten
schon &fters beobachtet. Auch in anderen Labors wurde schon erfolglos versucht, die
Stdmme mit geringen Mengen Casamino-Acids oder Hefe-Extrakt wieder zum Abbau

von chloraromatischen Verbindungen zu bewegen (Kamagata et al. 1997).

Erwahnenswert ist auch der Stamm Arthrobacter fluorescens DL-1 (DSMZ 3680)
(Cacciari et al. 1971) und Stamm Arthrobacter sp. HEID (Hofmann 1998) die in unserem
Labor nicht mehr auf den Substraten wuchsen, auf denen sie friiher wuchsen (2,4-D,

bzw. 4-Chlorphenol, mindliche Mitteilung J. Gréning).

Mogliche Ursachen fiir den Verlust der Abbau-Fahigkeit

Eine mogliche Erklarung fur den Verlust der Abbau-Fahigkeit oder die Weigerung, mit
Chloraromaten zu wachsen, kénnte der 'Quorum Sensing' genannte Mechanismus
sein (Physiologie, Kultivierung, '‘Quorum sensing', Seite 116). In Micrococcus luteus
(Actinomycetales) wurde das Wachstum steuernde Protein Rpf isoliert und charakte-
risiert (Mukamolova et al. 1998; Mukamolova et al. 2002). Rpf ist das Protein, das
‘'schlafende' Zellen wieder zum Leben erweckt: Resuscitation-promoting factor. Es
wurde beobachtet, wie gewaschene oder in geringer Zelldichte in Mineralmedium
inkubierte Bakterien nicht mehr wuchsen. Der Zustand von niedriger metabolischer
Aktivitat hilft den Bakterien, langere Zeiten in nicht idealen Wachstumsbedingungen zu
Uberleben (Kaprelyants et al. 1994). 'Viable' (metabolisch aktive) Zellen konnten aber
die nicht kultivierbaren Zellen wieder zum Leben erwecken (Votyakova et al. 1994;
Kaprelyants und Kell 1996; Batchelor et al. 1997). Interessanterweise kann Rpf von

einem Stamm auch das Wachstum von anderen Micrococcus-Arten stimulieren.
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Ahnliche Gene wurden auch unter vielen anderen Gram-positiven hoch-GC-haltigen
Bakterien gefunden, unter ihnen sind einige Mycobacterium, Corynebacterium und
Streptomyces (Mukamolova et al. 1998). Nachdem die Stdamme M121 und M131 in
Flissigkultur mit wenig 'Casamino-Acids' wachsen konnten, hatte die Bakterien-Dichte
genldgend gross sein sollen, um auf mdgliche 'Quorum sensing'-Signale angemessen
zu reagieren zu kénnen. Da die Bakterien trotzdem nicht Chlorbenzol verwerteten, wird
nicht weiter vermutet, dass 'Quorum sensing' bei diesen Isolaten eine Rolle in Zusam-

menhang mit dem Abbau spielt.

Fahigkeiten, die Bakterien nicht standig brauchen, werden oft extrachromosomal auf
Plasmiden beherbergt (Nojiri et al. 2004). Auf Plasmiden werden zum Beispiel Resis-
tenzmechanismen gegen Schwermetalle oder Antibiotika kodiert, oder es werden
exotische Abbauwege, wie jene des Chloraromaten-Abbauweges oder anderer Xeno-
biotika darauf gespeichert. Ohne Selektionsdruck kénnen die Nachkommen das
Plasmid sehr schnell verlieren (Bhat et al. 1994). Die Bakterien behalten auf diese
Weise ein schlankes Genom und kdnnen sich schnell reproduzieren. Sollten sich die
Umweltbedingungen so verdndern, dass die Information auf den Plasmiden einen
Selektionsvorteil bietet, vermehren sich die wenigen Bakterien, die das Plasmid noch
besitzen schneller und verteilen es im Fall konjugativer Plasmide unter verwandten
Arten oder solchen, zu denen sie kompatibel sind. Plasmide ermdglichen eine rasche

Adaption an verdnderte Umweltbedingungen (Nojiri et al. 2004).

Das bekannteste Plasmid mit Genen des Chloraromaten-Abbaues ist pJP4, urspring-
lich aus Wautersia eutropha JMP134 isoliert (Don und Pemberton 1981). Es wurde eine
Reihe anderer Plasmide mit vergleichbaren Abbaugenen beschrieben: pTV1 kodiert
2,4-D-Abbau und wurde aus Variovorax paradoxus isoliert (Vallaeys et al. 1998),
pEST 4011 kodiert ebenfalls 2,4-D-Abbau und wurde aus Pseudomonas putida isoliert
(Ausmees und Heinaru 1990), pMAB1 wurde aus Burkholderia cepacia CSV90 isoliert
und kodiert auch 2,4-D-Abbau (Bhat et al. 1994). Die Liste von Plasmiden mit katabo-
len Genen des Chloraromaten-Abbaus ist schon seit ldngerer Zeit ziemlich gross
(Schiémann 1995). Interessanterweise wurden Plasmide mit Chloraromaten-Abbauwe-
gen Ofter aus pB- oder y-Proteobakterien isoliert als aus a-Proteobakterien (Ka et al.

1994a). Erst kirzlich wurde das lineare Mega-Plasmid p1CP aus Rhodococcus opacus
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1CP mit verschiedenen Genen des Chlorbrenzcatechin-Abbauweges beschrieben
(Konig et al. 2004).

Da Plasmide bei mangelndem Selektionsdruck oder bei Stress verloren gehen kdnnen
(Nojiri et al. 2004), liefert dies eine denkbare Erklarung fir den schnellen Verlust der
Chloraromaten-Abbaugene der Isolate M110-M131. Allerdings erstaunt es in diesem
Zusammenhang, dass sich keine einzige Zelle manifestieren konnte, die noch eine
Kopie des Plasmids besass (Brenner et al. 1993). Deshalb ist auch noch nach anderen

moglichen Erklarungen zu suchen.

Die Stabilitdt von Abbaugenen wird ebenfalls stark von Transposons beeinflusst
(Brenner et al. 1993). Seit immer mehr vollstdndige Genome sequenziert sind, wird
immer offensichtlicher, wie viele Mikroorganismen Teile ihres Genoms untereinander
ausgetauscht haben. Durch den Vergleich der Genom-Sequenzen verschiedener
Bakterien, wird deutlich wie durch Austausch und Rekombinatioin von Genen sich die
Bakterien entwickelt haben und an veranderte Umweltbedingungen anpassungsféhig
blieben (van der Meer und Sentchilo 2003). Interessanterweise entwickeln sich manche
Bakterien sogar weiter, indem sie ausgewahlte Gene verlieren (Ochman und Moran
2001).

An beiden Enden von Chlorbrenzcatechin-Genclustern wurden schon identische IS
('insertions sequences') gefunden, die zusammen ein Transposon bilden (Brenner et al.
1993). Leveau und van der Meer beschreiben, wie sie im Stamm W. eutropha JMP134
identische Kopien eines 0.9 kb-Fragmentes des Plasmides im Chromosom gefunden
haben, umgeben von IS Elementen (Leveau und van der Meer 1997). Brenner et al.
beschreiben, wie im Stamm Pseudomonas putida P111 das Plasmid pPB111, das fir
den Abbau der Chloraromaten Uber den ortho-Chlorbrenzcatechin-Abbauweg kodiert,
in den Kulturen verloren ging, wenn die Kulturen auf Substraten ohne ortho-stéandiges
Chlor kultiviert wurden (3- und 4-Chlorbenzoat, Benzoat). Das Plasmid verblieb aller-
dings in den Zellen, wenn der Stamm auf Substanzen mit ortho-stdndigem
Chlorsubstituent kultiviert wurden (verschieden substituierte 2-Mono, Di- und Trichlor-
benzoate). Interessanterweise gelang es ihnen, eine Mutante zu isolieren, die bei
Kultivierung ohne ortho-stéandigem Chlor, die Fahigkeit darauf zu wachsen, nicht mehr

verlor. Die Mutante hatte das entsprechende Operon ins Chromosom integriert und
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kopierte offenbar nach Bedarf das entsprechende Gencluster auf das Plasmid zuriick
(Brenner et al. 1993).

Der Verlust von degradativen Operons ist nicht gut beschrieben, daflir das wieder
Auftreten eines Phénotyps. In E. coli wurden 'silent' oder 'cryptic catabolic operons'
beobachtet, die in 90% der Wildstdmme vorkamen, zum Beispiel das p-Glucosid-
Operon. Die 'abgeschalteten' Operons trugen nichts zum Phanotyp der untersuchten
Bakterien bei, gingen aber beim Wachstum auf anderen Substraten nicht als 'unnétiger
Ballast' verloren. Nach Hungersituationen wurden diese Gene dann gezielt durch kleine
'transposable elements' eingeschalten und zwar in manchen Fallen sogar nur, wenn

das angebotene Substrat auch den abgeschalteten Genen ensprach (Hall 1999).

Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte vielleicht einmal versucht werden, die Isolate
M110-M131 in Flussigkultur langere Zeit aushungern zu lassen, ohne irgend ein
Substrat anzubieten. Nach einer Weile kbnnte dann versucht werden, die Bakterien mit

geringen Chlorbenzol-Konzentrationen 'aufzuwecken'.

Bedeutung der Isolate die nicht mehr Chlorbenzol verwerten

Die Stdmme M110-M131 liessen sich taxonomisch einordnen in die Gruppen Sphingo-
monas-ahnliche a-Proteobakterien, Actinomyceten und Bacteroidetes. Die Actino-
myceten bilden mit den Isolaten M110, M112, M114, M115, M116, M120, M121,
M123, M125, M128, M129 und M131 die grésste Gruppe (Abbildung 5, Seite 70). Es
wurden acht Rhodococcus-ahnliche Stdmme isoliert, ein Brevibacterium-ahnlicher,
zwei Micrococcus-ahnliche und zwei Microbacterium-ahnliche. Die Isolate M111, M117
und M134 sind Sphingomonas-éhnliche a-Proteobakterien (Abbildung 6, Seite 71).
Stamm M124 wurde als Pedobacter-ahnliches Bakterium zu den Bacteroidetes
eingeordnet (Abbildung 10, Seite 74). Eine genauere taxonomische Bestimmung der
Isolate ist mit den zugrunde liegenden 16S rDNA Sequenzen nicht méglich. Zum Teil
sind die Sequenzen nur wenig langer als 250 bp und mit vielen Unsicherheiten belegt.
Die Dendrogramme widerspiegeln grob die taxonomische Einteilung, die Distanzen
zwischen den vollstdandig und den unvollstdndig und schlecht sequenzierten
16S rDNA-Sequenzen sind allerdings undblich langer als dies bei lAngeren Sequenzen

besserer Qualitat der Fall wére.



136 Diskussion

Bis jetzt sind sehr wenige Chloraromaten verwertende Gram-positive Stdmme intensi-
ver untersucht worden. Lange Zeit war der Stamm Rhodococcus opacus 1CP, der
einzige bekannte Rhodococcus mit bekanntem Chlorbrenzcatechin-Weg (Gorlatov et
al. 1989). Inzwischen sind aber weitere solche Stdmme bekannt geworden: Rhodococ-
cus zopfii T1 baut Chlorbenzol und einige nicht mit Chlor substituierte Aromaten ab
(Stoecker et al. 1994) und Rhodococcus rhodochrous CTM baut 2-Methylanilin und
chlorierte Isomere ab (Fuchs et al. 1991), Cellulomonas turbata B529 baut Chlorbenzol
ab (Vogt et al. 2004b). Kirzlich wurde sogar mit Paenibacillus polymyxa B550 ein zu
den Firmicutes gehdrendes Chlorbenzol abbauendes Isolat beschrieben (Vogt et al.
2004b). Auch a-Proteobakterien mit Chlorbrenzcatechin-Abbauweg wurden schon
erwahnt: Xanthobacter flavus 14p1 baut 1,4-Dichlorobenzol ab (Spiess et al. 1995). Bis
jetzt (September 2004) sind allerdings nur die entsprechenden Gene des Stammes
R. opacus 1CP veréffentlicht worden (Eulberg und Schiémann 1998; Seibert et al.
1998; Moiseeva et al. 2002).

Fir eine vollstandige Beschreibung der Rolle der einzelnen Arten im Chloraromaten-
Abbau wére es winschenswert, weitere Bakterien mit dieser Fahigkeit zu kennen.
Interessant wédren insbesondere Actinomyceten oder Bakterien des diesbezlglich
kaum erforschten CFB-Clusters (Cytophaga - Flavobacterium - Bacteroidetes). Die
vorliegenden Stdmme, von denen anfangs einige positive Ergebnisse bei den Replika-
versuchen lieferten, hétten diesbezlglich interessante Ergebnisse liefern kénnen.
Leider ist es nicht gelungen, diese Bakterien wieder zur Verwertung von Chloraromaten

zu bewegen.

Der Ralstonia-ahnliche Stamm M013 wachst mit Chlorbenzol

Trotz all der Isolate die pl6tzlich nicht mehr Chlorbenzol verwerteten, darf nicht verges-
sen werden, dass der grésste Teil der Isolate problemlos mit Chlorbenzol wuchs. Zu
diesen Isolaten gehdrte das Isolat M013, ein Ralstonia-ahnliches p-Proteobakterium.
Von der taxonomischen Einteilung her betrachtet, ist M013 also nichts aussergewo6hnli-
ches, es wurden schon einige p-proteobakterielle Chloraromaten-Verwerter
beschrieben (Tabelle 1, Seite 11). Der Stamme M013 wuchs etwas langsamer als die
Pseudomonas-ahnlichen Stdmme Mxxx, bereitete aber genauso wenige Probleme bei

den Versuchen eine Reinkultur zu erhalten und bei der DNA-Extraktion. Wurde zuviel



Chlorbenzol-Verwerter aus direkter Isolierung 137

Chlorbenzol gefittert, verfarbte sich das Medium ebenfalls braun und die Kultur wuchs

nach Transfer in frisches Medium nicht mehr an (Interpretation auf Seite 138).

Im 16S rDNA-Dendrogramm liegen auf demselben Zweig mit M013 die Typstamme
von R. solanacearum, R. mannitolilytica und R. picketti. Es wurden keine Umwelt-
isolate gefunden, die ndher an diesem Isolat liegen als der Typstamm R. solanacearum.
Wegen der Tiefe der Abzweigung (Abbildung 7, Seite 71), dirfte der Stamm MO013 eine
neue Ralstonia-Art reprasentieren. Die publizierten Chloraromaten-Verwerter Wautersia
eutropha JMP134, W. paucula LMG 3413, W. eutropha JS705 und der nicht weiter
definierte '2,4-D-degrading bacterium TFD43' liegen aufgrund der 16S rDNA auf dem
anderen Zweig des Dendrogrammes und hiessen noch anfangs dieses Jahres, eben-

falls Ralstonia (Vaneechoutte et al. 2004).

R. solanacearum war friher als Pseudomonas solanacearum oder Burkholderia
solanacearum bekannt und ist ein Pflanzenpathogen (Poussier et al. 2003;
Vaneechoutte et al. 2004). Es beféllt vor allem die Wurzeln von Tomaten, Kartoffeln und
Tabak (Solanacea) aber auch Bananen und Erdnusspflanzen. Durch das Xylem wan-
dern die sich vermehrenden Bakterien bis an die Spitze der Pflanze. Sie verstopfen den
wichtigen Transportweg, verursachen erst Welke und anschliessend den Tod der
Pflanze (Poussier et al. 2003). R. mannitolilytica und R. pickettii wurden schon aus
den Atemwegen von cystischer Fibrose-Patienten isoliert (Coenye et al. 2002). Als
einzige Ralstonia-Art versauert R. mannitolilytica das Medium bei Mannitol oder D-
Arabinol als Substrat. Von dieser Eigenschaft leitet sich der Name ab (De Baere et al.
2001).

Alle Pseudomonas-ahnlichen Isolate verwerten Chlorbenzol

Aus der direkten Isolierung mit Chlorbenzol sind tGber 100 Pseudomonas-ahnliche
v-Proteobakterien hervorgegangen, die problemlos mit Chlorbenzol als einziger

Energie- und Kohlenstoffquelle leben kénnen (Abbildung 8, Seite 72).

Keiner der Pseudomonas-ahnlichen Stdmme bereitete Mihe bei der Kultivierung.
Ausstriche von den Glycerin-Réhrchen aus der Stammsammlung, wuchsen in zwei
Tagen zu stattlichen Kolonien auf Mineralmedium mit Chlorbenzol als einzigem Sub-

strat. Eine einzelne Kolonie von Agarplatte konnte 10 ml Flissigmedium tber Nacht in
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eine tribe Kultur verwandeln. Nach 24 h konnte an der Kultur kein Chlorbenzol mehr

gerochen werden.

Bei der Herstellung von Reinkulturen wurde zum Teil dreimal hintereinander auf
reichhaltigem Medium wie NB Uberimpft, was bei keinem der Stdmme zum Verlust der
Chlorbenzol-Abbauféhigkeiten fihrte. Diese Beobachtung kénnte als Hinweis dafir
gewertet werden, dass die Chloraromaten-Abbaugene nicht auf Plasmiden gespeichert
sind, kdnnte aber auch bedeuten, dass ein vorhandenes Plasmid stabil in den Stam-

men weitergegeben wird.

Wurde allerdings eine Kultur zu schnell hintereinander mit Chlorbenzol gefittert,
verfarbten sich das Medium und die Zellen braun oder dunkelviolett. Dies deutet
darauf hin, dass sich Chlorbrenzcatechin und Autooxidationsprodukte davon akkumu-
liert hatten. Die Autooxidationsprodukte entstehen dann, wenn die (Chlor-) Brenz-
catechine nicht sofort durch die Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase oxidiert werden
kdénnen. Ursachen fir diesen Engpass sind wahrscheinlich Sauerstoffmangel,
abhdnging von der Anzahl der Proteine und deren katalytischen Parametern (km, kcat)
flr organische Substrate und O,. (Mars et al. 1997), oder Substratinhibition (Kaschabek
et al. 1998). Diese Engpasse kénnen bei der initialen Dioxygenase (Chlorbenzol-Dioxy-

genase) und bei der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase auftreten.

Flr einen Sauerstoffengpass bei Kulturen gibt es drei Erklarungen: Wenn der verflg-
bare Sauerstoff nicht schnell genug im Medium geldst werden kann, wenn der Sauer-
stoff von den Zellen nicht schnell genug aufgenommen werden kann oder wenn im
geschlossenen Kulturgefass zu wenig Sauerstoff zur Verfligung steht. Geht man davon
aus, dass ein geschlossener 100 ml Schikanenkolben ein totales Volumen von 110 ml
hat, der Versuch bei Standardbedingungen stattfindet und Sauerstoff ein ideales Gas
ist, so kénnten in einem unbellfteten Kolben bis zu 16 pl Chlorbenzol vollstandig
verbrannt werden®. In einem 100 ml Kolben trat der Effekt der Braunverfarbung ein,
wenn innerhalb von zwei Tagen 6-8 pl Chlorbenzol verfuttert wurden. Es wird
angenommen, dass in der exponentiellen Wachstumsphase, der Sauerstoff nicht

schnell genug im Medium nachgeldst werden konnte.

100 ml Luft -> 21 ml O, -> 9.4 10 mol O, -> 1.6 10™* mol CB = 16 pl CB.
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Verwandtschaft der Pseudomonas-ahnlichen Isolate

Fir eine grobe Einteilung der Isolate sind 16S rDNA-Sequenzen gut geeignet. Zum
Abgleich mit den eigenen Sequenzen steht eine grosse Datenbank zu Verfligung (Cole
et al. 2003). Fur die Feinauflésung bestimmter Taxa hat aber die Gruppe der Pseudo-
monas eine zu geringe Diversitat innerhalb der 16S rDNA Gene. Sequenzen von
weniger konservierten Genen wéren besser geeignet, um die Verwandtschaft unter den
verschiedenen Pseudomonas-Arten wiederzuspiegeln (Yamamoto et al. 2000). In
Pseudomonas ist die ribosomale DNA stérker konserviert, als gewisse ubiquitare
Proteinsequenzen, fur prédzise Dendrogramme wird unter anderem vorgeschlagen,

Sequenzen der Gyrase zu verwenden (Yamamoto et al. 2000).

Obwohl schon sehr viele Pseudomonas-ahnliche Chloraromaten-Verwerter bekannt
sind (Tabelle 1, Seite 11), wurden erstaunlicherweise wenige 16S rDNA-Sequenzen
von Stdmmen gefunden, deren Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen Gene bekannt
sind. Viele Pseudomonas-ahnliche Chloraromaten-Verwerter wurden in den 70er und
frihen 80er Jahren gefunden und publiziert, als taxonomische Zuordnung aufgrund der
16S rDNA noch untblich war. Wenn mit den Stdmmen heute noch gearbeitet wird, so
wird manchmal erkannt, dass die Isolate im Grunde B-Proteobakterien sind (Burkhol-
deria sp. PS12, Delftia acidovorans CA28, 'Pseudomonas' sp. P51, Tabelle 1, Seite
11).

101 Isolate bilden eine monophyletische Gruppe mit dem Typstamm P. jessenii. Kein
Umweltisolat liegt ndher an den hier besprochenen Stdmmen (Abbildung 8, Seite 72).
P. jessenii unterscheidet sich von den anderen Pseudomonaden unter anderem durch
die Fahigkeit zur Denitrifizierung und zu Wachstum zwischen 4 und 41°C (Verhille et al.
1999). Etwas weiter entfernt, aber auf dem selben Zweig liegen P. agarici, P. putida,
P. asplenii, P. cichorii, P. chloraphis und noch etwas weiter entfernt schliesslich

P. fluorescens, um nur einige dieser grossen Gruppe zu nennen.

Die Isolate M036 und M094 liegen auf dem anderen Pseudomonas-Zweig. Zusammen
mit den Typstdmmen P. anguilliseptica, P. alcaligenes, P. aeruginosa, P. citronello-
lis und P. resinovorans. Gleich neben den Stammen M036 und M094 liegt das
Umweltisolat Pseudomonas sp. PCP2, ein Mn(ll) oxidierendes Bakterium (Francis und

Tebo 2001). Der Stamm P. resinovorans CA10 ist interessanterweise bekannt flr
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‘Carbazole'-Abbau Uber 'Anthranil-sédure’, zu Brenzcatechin und weiter zu cis,cis-
Muconat (Kimura et al. 1996). 29 Stdmme von P. citronellolis wurden aus
verschiedenen, mit Mineraldl kontaminierten Standorten isoliert. Mineralél-Kontamina-
tionen bestehen zu einem gewissen Teil aus verschieden polycyclischen aromatischen
Verbindungen, P. citronellolis ist fdhig, manche solcher Verbindungen vollstandig

abzubauen (Bhattacharya et al. 2003).

Geringe Diversitat unter den Isolaten

Es wurde erwartet, dass die Methode der direkten Isolierung die Diversitét der Chlor-
benzol-Verwerter in der Umweltprobe gut wiedergibt. Die grosse Uberzahl von Pseudo-
monas-ahnlichen y-Proteobakterien in der direkten Isolierung erinnert stark an ein
vergleichbares Projekt, in dem drei verschieden stark mit BTEX kontaminierte
Grundwasser Uber langere Zeit beobachtet wurden (Junca und Pieper 2003). Das Ziel
jenes Versuches war die Beobachtung einer Verschiebung der bakteriellen Zusammen-
setzung (‘shift') in Proben mit unterschiedlichen Schadstoff-Konzentrationen. Von
direkten Isolierungen auf unspezifischem R2A-Festmedium von verschieden stark mit
BTEX kontaminierten Umweltproben, wurde die Bakterien-Stdmme nachtraglich durch
einen colorimetrischen Nachweis fir die gesuchte Stoffwechselaktivitat ausgewahit.
Von den 30 nadher betrachteten Isolaten der stark verunreinigten Umwelt-Probe,

erwiesen sich alle als Pseudomonas-ahnlich (Junca und Pieper 2004).

Die direkte Isolierung auf Mineralmedium mit Chlorbenzol hat in diesem Fall sehr klar
die Dominanz der Pseudomonas-ahnlichen Stdmme beim Abbau von Xenobiotika in
der Umwelt gezeigt. Auch wenn Bakterienstdmme aus anderen Taxa isoliert wurden,
die anfangs ebenfalls zu Chlorbenzol-Verwertung fahig waren, so waren diese trotzdem
von Anfang an in der Minderzahl. Das Ergebnis bestatigt die Theorie vom 'y-shift'
genannten Effekt (Amann et al. 1995), der im Fall eines grossen Substratangebotes die
Isolierung einer Uberzahl von y-Proteobakterien beschreibt. Die starke Verunreinigung
der Bodenprobe mit Chlorbenzol (Tabelle 3), oder im oben beschriebenen Fall von
BTEX (Junca und Pieper 2003), ist ja flr die Schadstoff-Verwerter nichts anderes als

eine hohe Substratkonzentration.

Es qilt aber zu bedenken, dass trotz dieser Ergebnisse davon ausgegangen werden

kann, dass es in der Vielfalt der dkologischen Nischen in der Natur Platz flr eine
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gréssere Anzahl von Arten gibt. Es ist bekannt, dass mit den heutigen Methoden nur
1% der Bakterienflora einer Umweltprobe kultiviert werden kann und anscheinend hat
es in nur 30 g Walderde Uber eine halbe Million Bakterienarten (Dykhuizen 1998). Die
direkte Plattierung auf Mineralmedium-Agar mit einfachem Phosphatpuffer und einer
betrachlichen Menge Chlorbenzol favorisierte schnell wachsende Bakterien, die ohne
Vitamine gedeihen kdnnen. Langsam wachsende Bakterien wurden von den schnelle-

ren verdeckt oder durch Hemmstoffe am Wachstum gehindert.

Die gezahlten koloniebildenden Einheiten auf den Festmedium-Platten verhielten sich
nicht proportional zur aufgetragenen Verdinnung. Auf Platten mit starker verdinnten
Proben wurden im Verhaltnis mehr Kolonien gezahlt als auf Platten mit geringerer
Verdinnung. Diese unulbliche Feststellung deutet auf sich verdeckende Kolonien oder
Hemmhofe von Kolonien, die auf den dicht besiedelten Platten den sensitiven Bakte-
rien das Wachstum erschweren. Es wére interessant, eine andere Isolierungsstrategie
auszuprobieren, zum Beispiel die kurzlich vorgestellte 'filtration—-acclimatization
method' (FAM) (Hahn et al. 2004), mit der eine Reihe neuer Arten gefunden wurden, die
leicht und in konzentrierten Nahrstoff-Lésungen zu kultivieren waren, aber langsam

wuchsen.

Bedeutung der Pseudomonas-ahnlichen Isolate

Pseudomonas sind sehr interessante Bakterien. Sie sind bekannt flr ein sehr breites
und ausgefallenes Substratspektrum und wurden schon oft von mit Chemikalien
belasteten Standorten isoliert (Nojiri et al. 2004). Einzelne Pseudomonaden sind aber
auch wichtige Pathogene flir Menschen, Tiere und Pflanzen. (Yamamoto et al. 2000).
Pseudomonas sind anspruchslose, schnell wachsende Bakterien, was sie flr die
Biotechnologie oder fur Arbeiten im Labor pradestiniert. Das schnelle Wachstum der
Kulturen erleichtert die Planung von Experimenten und behindert Kontaminationen in
den Kulturen. Als Proteobakterien haben sie eine nicht zu stabile Zellwand, und die
meisten Ublichen Laborprotokolle zur Extraktion von DNA oder Proteinen fuhren ohne

Umsténde zum Erfolg.

Ein Hinweis, wie pflegeleicht Pseudomonas-éhnliche Isolate sind, liefern die verwen-
deten Stammnamen. Jede reine Einzellzellkolonie, deren Wachstum auf Chlorbenzol

gepruft worden war, wurde von MO0O1 beginnend mit einer fortlaufenden Nummer
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versehen. Die Pseudomonas-ahnlichen Isolate erhielten die Bezeichnungen MO0O01-
M109. Von den restlichen Stammen (a-Proteobakterien, Actinomyceten, Bacteroidetes)

wurde eine Reinkultur erst nach mehreren Schritten erhalten.

Das Ziel dieser Arbeit war jedoch nicht, mdglichst anspruchslose Bakterien zu isolie-
ren, sondern auch einen direkten Einblick in die Diversitat der Chloraromaten verwer-
tenden Bakterien einer stark kontaminierte Umweltprobe zu erhalten. Dies ist gelungen
und wird durch die Erwartungen oder andere Versuche bestéatigt (Junca und Pieper
2004).

Leider muss davon ausgegangen werden, dass die Diversitat in der Umweltprobe in
Bezug auf die Chloraromaten-Verwerter gering und die beteiligten Bakterien wohlbe-
kannt waren. Ein Blick auf das Dendrogramm der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygena-
sen (Abbildung 13) oder Chlormuconat-Cycloisomerasen (Abbildung 11) genilgt, um
Gewissheit zu erhalten, dass es mit den vielen Pseudomonas-ahnlichen Isolaten nicht
gelungen war, die Sequenzdatenbank der Gene des modifizierten Brenzcatechin-
Abbauweges wirklich zu bereichern. Interessant ist das Ergebnis allerdings in Bezug
auf die Diversitéat der Chlorbenzol verwertenden Bakterien der untersuchten Umwelt-

probe.

4.3.2 Gene des Chlorbrenzcatechin-Weges der direkt isolierten

Stamme

Durch die direkte Isolierung sollte die Diversitéat der Chlorbenzol verwertenden Stdmme
in der kontaminierten Umweltprobe aufgezeigt werden. Es interessierte aber auch die
Diversitdt der Gene des Chlorbrenzcatechin-Weges, um die molekulargenetischen
Methoden zum Nachweis dieser Gene testen zu kénnen. Die Isolate sollten als positive
Kontrolle fir den genetischen Nachweis verwendet werden kdnnen. Bei allen
untersuchten Chlorbenzol verwertenden Isolate der direkten Isolierung wurden mit den

entsprechenden PCR-Primern Produkte erhalten.

Geringe Diversitiat der Enzymsequenzen

Bei den Dendrogrammen der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen (Abbildung 13,

Seite 85) und Chlormuconat-Cycloisomerasen (Abbildung 11, Seite 79) fielen in Bezug
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auf die Sequenzen der direkt isolierten Stdmme Mxxx zwei Punkte auf: 1) Alle
Sequenzen der Pseudomonas-ahnlichen Isolate lagen in einer Gruppe zusammen mit
den jeweiligen Sequenzen des Stammes Pseudomonas aeruginosa JB2 (CIcA und
ClcB). 2) Die Sequenzen des Ralstonia-dhnlichen Isolates M013 hingegen, lagen in
beiden Dendrogrammen in einer Gruppe mit den Sequenzen des Stammes 'Pseudo-
monas' sp. P51 (TcbC und TcbD) und Pseudomonas chloraphis RW71 (TetC und
TetD). Bei beiden Gattungen waren also die betrachteten Enzyme je zu den
entsprechenden Enzymen der selben Stdmme nachst verwandt. Diese gleichartige
Anordnung in den beiden Dendrogrammen liess vermuten, dass nicht nur die Gene der
Isolate zu den Stdmmen P51 bzw. RW71 nah verwandt waren, sondern das gesamte

Operon des Chlorbrenzcatechin-Weges.

Schliesslich fiel noch die sehr geringe Sequenzdiversitat der Sequenzen der Pseudo-
monas-ahnlichen Isolate auf, in der Proteinsequenz der Chlormuconat-Cycloisome-
rasen wurden in 248 Aminosdure-Resten drei Polymorphismen gezahlt. In der ein drittel
so langen Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen-Sequenz wurden ebenfalls drei
Polymorphismen gezéhlt. Interessant war der Polimorphismus an Aminosaure-Position
29 des PCR-Produktes, wo sich bei sieben Sequenzen ein Tyrosin- statt eines Phenyl-
alanin-Restes befand. Dieser Unterschied war nicht nur in den verschiedenen
Sequenzen eines Isolates nachzuweisen, sondern trat ebenfalls in etwa demselben
Verhaltnis in den anderen veréffentlichten Sequenzen auf. Durch die Verbreitung des
Polymorphismus bei veroffentlichten Sequenzen etwa im Verhdaltnis 1:1 wird
ausgeschlossen, dass es sich bei den Sequenzen Mxxx um einen methodenbedingten
Artefakt handelt. Da der Polymorphismus in unterschiedlichen Sequenzen desselben
Organismus auftrat, wurde angenommen, das die Isolate Mxxx mindestens zwei unter-
schiedliche Kopien der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen-Sequenz besitzen,

vermutlich mindestens zwei Kopien des Chlorbrenzcatechin-Weg-Operons.

Erfassung der Gene in der Umwelt

Die sehr geringe Diversitat der Chlorbenzol-Verwerter in der Umweltprobe und die
ebenfalls sehr geringe Diversitét innerhalb der katabolen Gene dieser Stamme, erleich-
tert deren Nachweis mit kultivierungsunabhangigen Methoden in der Umweltprobe. Mit

einigen Actinomyceten der direkten Isolierung, die das Wachstum auf Chlorbenzol
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verweigerten, wurde versucht, PCR zum Nachweis der katabolen Gene zu machen. Es
wurde zwar mit manchen Stdmmen ein PCR-Produkt erhalten, das Produkt lag aber
nicht im Rahmen der erwarteten Grdsse. Die von der anschliessenden Sequenzierung
erhaltenen Sequenzen der PCR-Produkte hatten keine Ahnlichkeit zu bekannten
Enzymen des Chlorbrenzcatechin-Weges. Es konnte also nicht gezeigt werden, dass
diese Stdmme 'schlafende' oder 'ausgeschaltene' Gene hatten. Sollten diese direkt
isolierten, nicht zu den Proteobakterien gehérenden Stamme beim Chlorbenzol-Abbau
in der Umweltprobe eine Rolle spielen, so werden sie aufgrund der fehlenden

Vergleichssequenzen bis auf weiteres nicht nachweisbar sein.

Die PCR mit den Primern fir die Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase und Chlor-
muconat-Cycloisomerase der y-Proteobakterien hat hingegen immer PCR-Produkte
ergeben. Inzwischen ist es Jana Seifert in unserem Labor sogar gelungen, das PCR-
Programm durch Erhéhung der Zyklen-Zahl so anzupassen, dass die Reaktion in
einem Durchlauf gute Ergebnisse liefert. Die von Thiel (2004) hergestellten Primer sind
gut geeignet, um die zwei besprochenen Gene des modifizierten ortho-Brenzkatechin-
Weges nachzuweisen, es wird aber davon ausgegangen, dass damit die proteobak-

teriellen Sequenzen gut nachzuweisen sind.
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1. Fur eine moglichst effiziente Steuerung von Prozessen des mikrobiellen Schad-
stoff-Abbaus sowie fir eine Vorhersage der Sanierbarkeit eines Schadens durch
biologische Verfahren ist es winschenswert, Informationen zur Haufigkeit von
Mikroorganismen mit dem entsprechenden Abbaupotenzial in der Lebensgemein-
schaft zu haben. Da die Mehrzahl der in der Natur vorkommenden Mikroorganis-
men mit gdngigen Methoden nicht kultiviert werden kann, bietet sich fir derartige
Untersuchungen die Verwendung kultivierungsunabhéngiger, molekulargenetischer

Methoden wie Hybridisierung oder Polymerase-Kettenreaktion (PCR) an.

2. Voraussetzung fUr die Aussagekraft molekulargenetischer Analysen des Abbau-
potenzials ist die Verfiigbarkeit von Gensonden oder PCR-Primerpaaren, die einer-
seits hinreichend spezifisch fir die gesuchte Abbauleistung sind, andererseits aber
auch der in der Natur vorkommenden Sequenzdiversitat fir diesen Phanotyp in
ausreichendem Masse Rechnung tragen. Entsprechende Gensonden oder
Primerpaare sollten also an moglichst unterschiedlichen Mikroorganismen, die Uber

die gesuchte Abbauleistung verfiigen, Uberprift werden.

3. Um neue Mikroorganismen mit der Fahigkeit zum aeroben Abbau chlorierter
Aromaten isolieren zu kénnen, wurden im Rahmen der Dissertation mehrere An-
reicherungen durchgefiihrt, die so angelegt waren, dass sie eher ungewdéhnliche

Mikroorganismen mit der Fahigkeit zum Chloraromatenabbau bevorzugen sollten.

4. Aus einer Anreicherungskultur in stickstofffreiemm Medium mit 2,4- Dichlorphenoxy-
acetat (2,4-D) als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle wurden neun
Bakterienstamme isoliert, die 2,4-D verwerten kdonnen. Alle neun Isolate wurden
durch Analyse ihrer 16 S rRNA taxonomisch eingeordnet und erwiesen sich als mit
einander nah verwandte Bradyrhizobium-ahnliche Stamme. Diese Isolate sind zu

nicht-symbiotischer Stickstoff-Fixierung fahig. Im Unterschied zu den néchst
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verwandten Isolaten, die von unberihrten Standorten ohne friheren Kontakt zu
2,4-D stammen, wurden die vorliegenden Stdmme aus landwirtschaftlicher Erde

isoliert.

5. Es ist davon auszugehen, dass die neuen 2,4-D verwertenden Stdmme zusammen
mit anderen Umweltisolaten einer neuen, noch nicht beschriebenen Art der
Gattung Bradyrhizobium zugeordnet werden sollten. In einem auf 16S rRNA-
Sequenzen beruhenden Dendrogramm mit ‘bootstrap’'-Analyse wurde der nachst
verwandte Typstamm, Bradyrhizobium elkanii USDA 76, in 98% der gerechneten

Dendrogramme in einen stark abgegrenzten, benachbarten Zweig eingeteilt.

6. Aufgrund des 16S rRNA-Dendrogrammes wird angenommen, dass 2,4-D-
Verwertung bei der neu zu beschreibenden Bradyrhizobium-Art, ein urspringliches
Merkmal ist. In ndchster Nachbarschaft zu den neuen Isolaten befinden sich
mehrere weitere 2,4-D-Verwerter. Auf demselben Zweig liegen nur zwei Sequenzen
von deren Stdmmen 2,4-D-Verwertung nicht bestimmt wurde, eine stammt von

einem nicht kultivierten Bakterium.

7. Mit PCR konnten Fragmente der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenase- und der
Chlormuconat-Cycloisomerase-Gene der neuen Bradyrhizobium-ahnlichen Isolate
amplifiziert werden. Deren Sequenzen unterschieden sich stark von den ent-
sprechenden Sequenzen der im Hinblick auf den Chloraromaten-Abbau gut
untersuchten g- und y-Proteobakterien. In einem Dendrogramm gliederten sich die
Sequenzen der PCR-Produkte der neuen Isolate eindeutig in einen Ast mit anderen
homologen a-proteobakteriellen Sequenzen. Wéahrend im Zweig der - und
v-Proteobakterien, die Protein-Sequenzen nicht nach deren Klasse unterschieden
werden konnten, bildeten die Proteine der a-Proteobakterien eine nach Familien
geordnete monophyletische Gruppe. Aufgrund des klaren Verzweigungsmusters
des a-Proteobakterien-Zweiges wird angenommen, dass horizontaler Gentransfer
Uber die Gattungs-Grenze bei den katabolen Gene der a-Proteobakterien keine

wichtige Rolle spielt.

8. Durch direkte Isolierung wurden von einer stark mit Chlorbenzol belasteten

Umweltprobe 123 Bakterien-Stdmme isoliert. Auch diese Stdmme wurden durch
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10.

11.

12.

13.

Analyse der 16S rRNA taxonomisch zugeordnet. Unter den Chlorbenzol-Abbauern
waren etwa 100 Pseudomonas-ahnliche y-Proteobakterien, ein Ralstonia-ahnliches
p-Proteobakterium, drei Sphingomonas-ahnliche a-Proteobakterien, einige
Actinomycetales und ein den 'Sphingobacteriales'-ahnliches Bakterium aus der
Gruppe der Bacteroidetes. Nach kurzer Zeit konnten aber nur noch die - und

v-Proteobakterien Chlorbenzol verwerten.

Der Verlust der katabolen Gene bei den nicht - oder y-Proteobakterien ist ein
bekanntes Phanomen. Er kdnnte eventuell mit dem Verlust eines katabolen Plas-

mides oder der Ausschaltung der Gene durch Transposons erklérbar sein.

Aufgrund der schon anfangs geringen Diversitat zugunsten der y-Proteobakterien
wird angenommen, dass durch die starke Chlorbenzol-Belastung in der Umwelt-
probe der so genannte 'y-shift', eine Anreicherung der y-Proteobakterien, stattge-
funden hat. FlUr Chloraromaten-Verwerter ist die hohe Chlorbenzol-Belastung
lediglich eine hohe Substrat-Konzentration. Diese Ergebnisse stimmen mit den

Ergebnissen vergleichbarer Versuche anderer Arbeitsgruppen Uberein.

Bei der direkten Isolierung auf Festmedium mit Chlorbenzol als einziger Kohlen-
stoff- und Energiequelle spielen Anreicherungseffekte zu Gunsten schneller Bak-
terien mit hohen Substratanspriichen eine geringe Rolle. Deshalb kdnnte es sein,
dass die isolierten Bakterien die Verteilung der kultivierbaren Chloraromaten-Ver-

werter in der Umweltprobe relativ gut reprasentieren.

Die Gene der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen und Chlormuconat-Cyclo-
isomerasen der Pseudomonas-ahnlichen Isolate und des Ralstonia-ahnlichen
Isolates, liessen sich gut mit PCR amplifizieren. Es bestehen insofern gute Chan-
cen, am Standort die fir den Chloraromaten-Abbau relevanten Gene mit kultivie-

rungsunabhangigen Methoden zu erfassen.

Die untersuchten katabolen Gene der Pseudomonas-ahnlichen Isolate waren
untereinander beinahe identisch. In den Aminosaure-Sequenzen der Chlorbrenz-
catechin-1,2-Dioxygenasen wurde aber ein Polymorphismus entdeckt, der etwa im
selben Verhéltnis in anderen, ver6ffentlichten Sequenzen auftritt. Interessan-

terweise trat der Polymorphismus aber auch innerhalb der verschiedenen Sequen-
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zen eines Stammes auf. Daraus wird geschlossen, dass in den Stammen der
direkten Isolierung mindestens zwei Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen-Gene
vorhanden sind, vermutlich sind es aber zwei Operone des Chlorbrenzcatechin-

Weges.
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7 Anhang

7.1
7.1.1
71.2

7.2
7.3

Protein-Sequenzen
PCR-Produkte der Chlormuconat-Cycloisomerasen
PCR-Produkte der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen

PCR-Produkte der 16S rDNA
Distanzmatrices

7.1 Protein-Sequenzen

165
165
167

168
176

Von den 16S rDNA Sequenzen der Pseudomonas-ahnlichen Isolate Mxxx wurden

reprasentativ einige ausgesucht, der Rest ist sehr &hnlich.

7.1.1 PCR-Produkte der Chlormuconat-Cycloisomerasen

>Bodenisolat AZD5 G10 Klon 1

LLMGRNVFAY
EADVEDATRQ
FQDAGFSLIE
KGAAVAEAAG

EALLTAMDRA
LEQRYHRFFK
QPVSHWNVAA
LPLYGGMALE

ASHNQFAKAA
IKIGKGDPNA
MSRLAARLDM
SSLGTAAGLQ

>Bodenisolat AZD9 B2 Klon 4c

LVMGRNVFAY
DADVEDARRQ
FQDAGFSLIE
KGAAVAEAAG

EALLTAMDRA
LEQRYHRFFK
QPVPHWNVAA
LPLYGGMALE

ASHNQFAKAA
IKIGKGDPNA
MSRLAARLDM
SSLGTAAGLQ

>Bodenisolat AZD9 W2 Klon 6b

LIMGRNVFAY
DADVEDVRRQ
FQDAGFSLIE
KGAAVAEAAG

EALLTAMDRA
LEQRYHRFFK
QPVPHWNVAA
LPLYGGMALE

ASHNQFAKAA
IKIGKGDSNA
MSRLAARLDM
SSLGTAAGLQ

>Bodenisolat AZD9 W2 Klon 6c

LLMGRNVFAY
DADVEDARRQ
FQDAGFSLIE
KGAAVAEAAG

EALLTAMDRA
LEQRYHRFFK
QPVPHWNVAA
LPLYGGMALE

>Bodenisolat MO13 Klon

LLIGKDASNL
ARDIDSALEM
AGVELVEQPV
ATAEAAGISS

SDRRALMDRA
TEARRHNRFK
PRANFGALRR
YGGTMLDSTV

ASHNQFAKAA
IKIGKGDPNA
MSRLAARLDM
SSLGTAAGLQ

2a
VTGNLSAKAA
VKLGARTPAQ
LTEQNGVAIL
GTXXALHVYA

VDVALHDLVG
EAQRAIKTAE
PILSDESLWD
LFSALAGLPW

VDVALHDLVG
EAQRAIKTAE
PILSDESLWD
LFSALAQLPW

VDVALHDLVG
EAQRAIKTAE
PILSDESLWD
LFSALAQLPW

VDVALHDLVG
EAQRAIKTAE
PILSDESLWD
LFSALAQLPW

IDIALHDLKA
DLEHIRSIVK
ADESLSSLSS
TLPSL1

RLLDIPVAVL
AIRNISNEAT
FHDVFDAAAR

RLLNIPVAVL
AIRNISNEAT
FHDVFDAAAR

RLLNIPVAVL
AIRNISNEAT
FHDVFDAAaR

RLLNIPVAVL
AIRNISNEAT
FHDVFDAAAR

RALNLSIADL
AVGDKASVRV
AFELAPTRAV

YGGRVRESIP
FSVDLNQAWD
RSTDVYAVKI

YGGRIRESIP
FSVDLNQAWD
RSTDVYAVKI

YGGRIRESIP
FSADLNQAWD
rSTDVYAVKI

YGGRIRESIP
FSVDLNQAWD
RSTDVYAVKI

IGGTMRKSIP
DVNQGWDEQT
DAFSLKLCNM

VLWALAAATF
EPTAAKLLPR
AKGGGIRRAY

VLWALAAATF
EPTAAMLLPR
AKGGGIRRAY

VLWALAAATF
EPTAAMLLPR
AKGGGIRRAY

VLWALAAATF
EPTAAMLLPR
AKGGGIRRAY

TAWTLASGDT
ASIWIPRPEE
GGIANTLKVA
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Anhang

>Bodenisolat MO13 Klon

LLIGKDASNL
ARDIDSALEM
AGVELVEQPV
AIAEAAGISS

SDRRALMDRA
TEARRHNRFK
PRANFGalRR
YGGTMLDSTV

>Bodenisolat MO13 Klon

LLIGKDASNL
ARDIDSALEM
AGVELVEQPV
ATAEAAGISS

SDERALMDRA
TEARRHNRFK
PRANFGALRR
YGGTMLDSTV

>Bodenisolat M034 Klon

LLIGKDATNL
QRDIAIAEEM
AGVELVEQPV
ATAEASGIAS

RELQHLMERA
TERRRHNRFK
ARSNFDALRr
yGGTM1DSSI

>Bodenisolat M034 Klon

LLIGKDATNL
QRDIATAEEM
AGVELVEQPV
ATIAEASGIAS

RELQHLMERA
TERRRHNRFK
ARSNFDALRX
YGGTMLNsSS i

>Bodenisolat M038 Klon

PLIGKDATNL
QRDIAIAEEM
AGVELVEQPV
AIAEASGIPS

RELQHLMERA
TERRRHNRFK
ARSNFDALRR
YGGTMLDSSS

>Bodenisolat MO39 Klon

LLIGKDaTN1
gRDIAIAEEM
AgVELVeQPV
ATIAEaSGIAS

RELQHLMERA
TERRRHNRFK
ARSNFDALRR
YGGTMLDSsI

2b
VTGNLSAKAA
VKLGARTPAQ
LTEQNGVAIL
GTXAALHVYA

2¢C
VTGNLSAKAA
VKLGARTPAQ
LTEQNGVaIL
GTXAALHVYA

a
VTGNYSAKAA
IKLGVRSPAD
LSADNGVAIL
GTAAALHVYA

C
VTGNYSAKAA
IKLGVRSPAD
LSADNGVAIL
GTAAALHVYA

b
VTGNYSAKAA
IKLGVRSPAD
LSADNGVAIL
GTAAALHVYA

b
VTGNYSAKAA
IKLGVRSPAD
LSADNGVAIL
GTAAALHVYA

>Bodenisolat MO43k Klon a

LLIGKDATNL
QRDIAIAEEM
AGVELVEQPV
ATAEASGIAS

RELQHLMERA
TERRRHNRFK
ARSNFdALRR
YGGTMLDSSI

>Bodenisolat MO53 Klon

VLIGKDATNL
QRDIATAEEM
AGVELVEQPV
AIAEASGIPS

RELQHLMERA
TERRRHNRFK
ARSNFDALRR
YGGTMLDSSN

>Bodenisolat MO53 Klon

LLIGKDAtNL
QRDIAIAEEM
AGVELVEQPV
ATIAEASGIAS

RELQHLMERA
TERRRHNRFK
ARSNFDALRR
YGGTMLDSSI

>Bodenisolat MO54 Klon

LLIGKDGTNL
QRDIAIAEEM
AGVELVEQPV
XIAEASGIaS

RELQHLMERA
TERRRHNRFK
ARSNFDALRR
YGGTMLDSSX

>Bodenisolat MO58 Klon

LLIGKDATNL
QrDIAIAEEM
AGVELVEQPV
AIAEAPGIAS

RELQHLMERA
TERRRHNRFK
ARSNFDsLRr
YGGTMLDSSI

VTGNYSAKAA
IKLGVRSPAD
LSADNGVAIL
GTAAALHVYA

b
VTGNYSAKAA
IKLGVRSPAD
LSADNGVAIL
GTAAALHVYA

C
VTGNYSAKAA
IKLGVRSPAD
LSADNGVAIL
GTAAALHVYA

b
VTGNYSAKAA
IKLGVHSPAD
LSADNGVAIL
GTAAALHVYA

a
VTGNYSAKAA
IKLGVRSPAD
1sADNGVAIL
GTAAALHVYA

IDIALHDLKA
DLEHIRSIVK
ADESLSSLSS
TLPSL1

IDIALHDLKA
DLEHIRSIVK
ADESLSSLSS
TLPSL1

IDVALHDLKA
DLRHIEKIIE
ADESLSSLAS
TLPTMP

IDVALHDLKA
DLRHIEKIIE
ADESLSSLAS
TLPTmP

IDVALHDLKA
DLRHIEKIIE
ADESLSSLAS
TLPtMP

IDVALHDLKA
DLRHIEKIIE
ADESLSSLAS
tLPTMp

IDVALHDLKA
DLRHIEKIIE
ADESLSSLAS
TLPTMP

IDVALHDLKA
DLRHIEKIIE
ADESLSSLAS
TLPTMP

IDVALHDLKA
DLRHIEKIIE
ADESLSSLAS
TLPTMp

IDVALHDLKA
DLRHIEKIIE
ADESLSSLAS
tLPTMP

IDVALHDLKA
DLRHIEKIIE
ADESLSSLAS
TLPTMp

RALNLSIAdL
AVGDKASVRV
AFELAPTRAV

RALNLSIAdL
AVGDKASVRV
AFELAptRAV

RSLNLPLSDL
RVGDRAAVRV
AFELARHHCV

RSLNLPLSDL
RVGDRAAVRV
AFELARHHCV

RSLNLPLSDL
RVGDRAAVRV
AFELARHHCV

RSLNLPLSDL
RVGDRAAVRV
AFELARHHCV

RSLNLPLSDL
RVGDRAAVRV
AFELARHHCV

RSLNLPLSDL
RVGDRAAVRV
AFELARHHCV

RSLNLPLSDL
RVGDRAAVRV
AFELARHHCV

RSLNLPLSDL
RVGDRAAVRV
AFELARHHCV

RSLNLPLSDL
RVGDRAAVRV
AFELARHHCV

IGGTMRKSIP
DVNQGWDEQT
DAFSLKLCNM

IGGTMRKSIP
DVNQGWDEQT
DAFSLKLCNM

IGGAIQQGIP
DINQAWDENT
DAFSLKLCNM

IGGAIQQGIP
DINQAWDENT
DAFSLKLCNM

IGGAIQQGIP
DINQAWDENT
DaFSLKLCNM

IGGAIQQGIP
DINQAWDENT
DaFSLKLCNM

IGGAIQQGIP
DINQaWDENT
DAFSLKLCNM

IGGAIQQGIP
DINQAWDENT
DaFSLK1CNM

IGGAIQQGIP
DINQAWDENT
DAFSLKLCNM

IGGAIQQGIP
DINQAWDENT
DAFSLKLCNM

IGGAIQQGIP
DINQAWDENT
DAFSLKLCNM

TAWTLASGDT
ASIWIPRLEE
GGIANTLKVA

TAWTLASGDT
ASIWIPRLEE
GGIANTLKVA

TAWTLASGDT
ASVWIPRLEA
XgVANTLKVA

TAWTTASGDT
ASVWIPALEA
AGVANTLKVA

TAWTLASGDT
AsSVWIPRLEA
GGVANTLKVA

TAWTLASGDT
ASVWIPRLEA
GGAANTLKVA

TAWTLASGDT
ASVWIPRLEA
GGVANTLKVA

TAWTLASGDT
ASVWIPRLEA
GGVANTLKVA

TAWTLASGDT
ASVWIPRLEA
GGVANTLKVA

TAWTLASGDT
ASVWIPRLEA
GGVaNTLKVA

TAWTLASGDT
ASVWiprLEA
GGVANTLKVA



Protein-Sequenzen
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>Bodenisolat MO58 Klon b

LLIGKDATNL
QRDIAIAEEM
AGVELVEQPV
AIAEAPGIAS

RELQHLMERA
TERRRHNRFK
ARSNFDALRR
YGGTMLDSSI

VTGNYSAKAA
IKLGVRSPAD
LSADNGVAIL
GTAAALHVYA

IDVALHDLKA RSLNLPLSDL IGGAIQQGIP IAWTLASGDT
DLRHIEKIIE RVGDRAAVRV DINQAWDENT ASVWIPRLEA
ADESLSSLAS AFELARHHCV DAFSLKLCNM GGVANTLKVA
TLPTMp

7.1.2 PCR-Produkte der Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen

>Bodenisolat AZD5_G10 Klon 14

PDGAYAGIHK GIPAEFYRGR
DGFRE

LKTGADGKFE

>Bodenisolat AZD9 W1 Klon 5a

VWHSTPDGAY AGIHKGIPAE
FKVRKDGFRE

>Bodenisolat MOO6 Klon
PAdGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

>Bodenisolat MOO6 Klon
PAGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

>Bodenisolat MOO6 Klon
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

>Bodenisolat MO13 Klon
PDGKYSGFHD QIPTDLYRGK
DGFVP

>Bodenisolat MO16 Klon
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

>Bodenisolat M021 Klon
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

>Bodenisolat MO21 Klon

PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP
>Bodenisolat M021 Klon
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP
>Bodenisolat M034 Klon
PDGLYsGIHd NIPVDYYrGK
DGFEP
>Bodenisolat M034 Klon
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

>Bodenisolat M034 Klon
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

>Bodenisolat MO38 Klon
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

>Bodenisolat MO39 Klon
PAGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

FYRGRLKTGA

5a
LVTDSQGNFR

5b
LVTDSQGNYR

5c¢
LVTDSQGNFR

6a
VVADAQGKYA

7b
LVTDSQGNYR

21
LVTDSQGNFR

8a
LVTDSQGNFR

8c
LVTDSQGNFR

2a
LVtDSQGNFR

2b
LVTDSQGNYR

2¢C
LVTDSQGNFR

3b
LVTDSQGNFR

4a
LVTDSQGNYR

IATTLPVPYT

DGKFEIATTL

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPAPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

IPDKGPVGAL

PVPYTIPdKG

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPNKGPTGVL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

ITMMGHHTWR

PVGALITMMG

LGHLGSHTWR

LGHLGSHTWR

LGHLGSHTWR

LEMMGSHTwWR

LGHLGSHTWR

LGHLGSHTWR

LGHLGSHTWR

LGHLGSHTWR

LGHLGSHT*R

LGHLGSHtWR

LGXLGSHT*R

LGHLGSHTWR

LGHLGSHTWr

PAHVHFKVRK

HHTWRPAHVH

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK
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>Bodenisolat MO39 Klon 4b
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK LVTDSQGNFR
DGFEP

>Bodenisolat MO39 Klon 4d
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK LVTDSQGNFR
DGFEP

>Bodenisolat MO43k Klon 1la
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK LVTDSQGNFR
DGFEP

>Bodenisolat MO43k Klon 1b
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK LVTDSQGNFR
DGFEP

>Bodenisolat MO53 Klon
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

>Bodenisolat MO53 Klon
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

>Bodenisolat MO53 Klon
PDGLYSGIHD NIPVDYYRGK
DGFEP

5a
LVTDSQGNYR

5b
LVTDSQGNYR

5c¢
LVTDSQGNYR

7.2 PCR-Produkte der 16S rDNA

>Bodenisolat AZD1OA EZLN2

CTTGCTCAGA GCGAACGCTG GCGGCAGGCT
TGGGAACGTA CCTTTTGGTT CGGAACAACA
TCGGCCCGCG TCTGATTAGC TAGTTGGTGA
GGACTGAGAC ACGGCCCAAA CTCCTACGGG
TGATGAAGGC CCTAGGGTTG TAAAGCTCTT
GCCGCGGTAA TACGAAGGGG GCTAGCGTTG
GGAGCTCAAC TCCAGAACTG CCTTTGATAC
ATATTCGCAA GAACACCAGT GGCGAAGGCG
ACCCTGGTAG TCCACGCCGT AAACGATGAA
GGGGAGTACG GTCGCAAGAT TAAAACTCAA
GAACCTTACC AGCCCTTGAC ATCCCGGTCG
TCGTCAGCTC GTGTCGTGAG ATGTTGGGTT
GGAGACTGCC GGTGATAAGC CGCGAGGAAG
GGTGACAATG GGACGCAAAG GCGCAAGCCC
TTGGAATCGC TAGTAATCGT GGATCAGCAT
TTTACCTGAA GACGGTGCGC TAACCCGCAA

>Bodenisolat AZD1OA EZLN1

TCCTGGCTCA GAGCGAACGC TGGCGGCAGG
CGTGGGAACG TACCTTTTGG TTCGGAACAA
GATCGGCCCG CGTCTGATTA GCTAGTTGGT
TGGGACTGAG ACACGGCCCA AACTCCTACG
AGTGATGAAG GCCCTAGGGT TGTAAAGCTC
CAGCCGCGGT AATACGAAGG GGGCTAGCGT
CTGGAGCTCA ACTCCAGAAC TGCCTTTGAT
AGATATTCGC AAGAACACCA GTNGCGAAGG
ATACCCTGGT AGTCCACGCC GTAAACGATG
CTGGGGAGTA CGGTCGCAAG ATTAAAACTC
GCAGAACCTT ACCAGCCCTT GACATCCCGG
CTGTCGTCAG CTCGTGTCGT GAGATGTTGG
TAAGGAGACT GCCGGTGATA AGCCGCGAGG
GGCGGTGACA ATGGGACGCA AAGGCGCAAG
AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGTGGATCAG
GGTTTTACCT GAAGACGGTG CGCTAACCCG

TAACACATGC
CAGGGAAACT
GGTAACGGCT
AGGCAGCAGT
TTGTGCGGGA
CTCGGAATCA
TGAGGATCTT
GCTCACTGGC
TGCCAGCCGT
AGGNATTGAC
CGGTTTCCAG
AAGTCCCGCA
GTGGGGATGA
TAGCAAATCT
GCCACGGTGA
GGGAGGCAGC

CTTAACACAT
CACAGGGAAA
GAGGTAACGG
GGAGGCAGCA
TTTTGTGCGG
TGCTCGGAAT
ACTGAGGATC
CGGCTCACTG
AATGCCAGCC
AAAGGAATTG
TCGCGGTTTC
GTTAAGTCCC
AAGGTGGGGA
CCCTAGCAAA
CATGCCACGG
CAAGGGAGGC

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

VRTTMPVPYQ

AAGTCGAGCG
TGTGCTAATA
CACCAAGGCG
GGGGAATATT
AGATAATGAC
CTGGGCGTAA
GAGTTCGGGA
CCGATACTGA
TGGGGAGTTT
GGGGGCCGCA
AGATGGATTC
ACGAGCGCAA
CGTCAAGTCC
CAAAAAGCCG
ATACGTTCCC
CGGCCACGGT

GCAAGTCGAG
CTTGTGCTAA
CTCACCAAGG
GTGGGGAATA
GAAGATAATG
CACTGGGCGT
TTGAGTTCGG
GCCCGATACT
GTTGGGGAGT
ACGGGGGCCC
CAGAGATGGA
GCAACGAGCG
TGACGTCAAG
TCTCAAAAAG
TGAATACGTT
AGCCGGCCAC

GGCGTAGCAA
CCGGATAAGC
ACGATCAGTA
GGACAATGGG
GGTACCGCAA
AGGGTGCGTA
GAGGTGAGTG
CGCTGAGGCA
ACTCTTCAGT
CAAGCGGTGG
CTTCAGTTCG
CCCccaTCCT
TCATGCCTTA
TCTCAGTTCG
GGGCCTTGTA
AGGGTCAGCG

CGGGCGTAGC
TACCGGATAA
CGACGATCAG
TTGGACAATG
ACGGTACCGC
AAAGGGTGCG
GAGAGGTGAG
GACGCTGAGG
TTACTCTTCA
GCACAAGCGG
TTCCTTCAGT
CAACCCCCGT
TCCTCATGCC
CCGTCTCAGT
CCCGGGCCTT
GGTAGGGTCA

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

IPYEGPTGRL

TACGTCAGCG
CCTTACGGGG
GCTGGTCTGA
CGCAAGCCTG
GAATAAGCCC
GGCGGGTCTT
GAACTGCGAG
CGAAAGCGTG
GGCGCAGTTA
AGCATGTGGT
GCTGGACCGG
TAGTTGCTAC
CGGGCTGGGC
GATTGGGCTC
CACACCGCCC
ACTGGGGTGA A

AATACGTCAG
GCCCTTACGG
TAGCTGGTCT
GGCGCAAGCC
AAGAATAAGC
TAGGCGGGTC
TTGAACTGCG
CACGAAAGCG
GTGGCGCAGT
TGGAGCATGT
TCGGCTGGAC
CCTTAGTTGC
TTACGGGCTG
TCGGATTGGG
GTACACACCG
GCGACTGG

LGHLGSHTWR

LGHLGSHTWR

LGHLGSHTWr

LGHLGSHTWR

LGHLGSHTWR

LGHLGSHTWR

LGHLGSHTWR

GCAGACGGGT
AAAGATTTAT
GAGGATGATC
ATCCAGCCAT
CGGCTAACTT
TAAGTCAGGG
TGTAGAGGTG
GGGAGCAAAC
ACGCTTTAAG
TTAATTCGAC
TGACAGGTGC
CATTTAGTTG
TACACACGTG
TGCAACTCGA
GTCACACCAT

CGGCAGACGG
GGAAAGATTT
GAGAGGATGA
TGATCCAGCC
CCCGGCTAAC
TTTAAGTCAG
AGTGTAGAGG
TGGGGAGCAA
TAACGCTTTA
GGTTTAATTC
CGGTGACAGG
TACCATTTAG
GGCTACACAC
CTCTGCAACT
CCCGTCACAC

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKARK

PAHVHFKVRK

PAHVHFKVRK

GAGTAACGCG
CGCCGAAAGA
AGCCACATTG
GCCGCGTGAG
CGTGCCAGCA
GTGAAATCCT
AAATTCGTAG
AGGATTAGAT
CATTCCGCCT
GCAACGCGCA
TGCATGGCTG
AGCACTCTAA
CTACAATGGC
GCCCATGAAG
GGGAGTTGGT

GTGAGTAACG
ATCGCCGAAA
TCAGCCACAT
ATGCCGCGTG
TTCGTGCCAA
GGGTGAAATC
TGAAATTCGT
ACAGGATTAG
AGCATTCCGC
GACGCAACGC
TGCTGCATGG
TTGAGCACTC
GTGCTACAAT
CGAGCCCATG
CATGGGAGTT



PCR-Produkte der 16S rDNA 169

>Bodenisolat AZD9 W2

AGAGCGAACG CTGGCGGCAG GCTTAACACA TGCAAGTCGA GCGGGCGTAG CAATACGTCA GCGGCAGACG GGTGAGTAAC GCGTGGGAAC
GTACCTTTTG GTTCGGAACA ACACAGGGAA ACTTGTGCTA ATACCGGATA AGCCTTACGG GGAAAGATTT ATCGCCGAAA GATCGGCCCG
CGTCTGATTA GCTAGTTGGT GAGGTAACGG CTCACCAAGG CGACGATCAG TAGCTGGTCT GAGAGGATGA TCAGCCACAT TGGGACTGAG
ACACGGCCCA AACTCCTACG GGAGGCAGCA GTGGGGAATA TTGGACAATG GGCGCAAGCC TGATCCAGCC ATGCCGCGTG AGTGATGAAG
GCCCTAGGGT TGTAAAGCTC TTTTGTGCGG GAAGATAATG ACGGTACCGC AAGAATAAGC CCCGGCTAAC TTCGTGCCAG CAGCCGCGGT
AATACGAAGG GGGCTAGCGT TGCTCGGAAT CACTGGGCGT AAAGGGTGCG TAGGCGGGTC TTTAAGTCAG GGGTGAAATC CTGGAGCTCA
ACTCCAGAAC TGCCTTTGAT ACTGAGGATC TTGAGTTCGG GAGAGGTGAG TGGAACTGCG AGTGTAGAGG TGAAATTCGT AGATATTCGC
AAGAACACCA GTNGCGAAGG CGGCTCACTG GCCCGATACT GACGCTGAGG CACGAAAGCG TGGGGAGCAA ACAGGATTAG ATACCCTGGT
AGTCCACGCC GTAAACGATG AATGCCAGCC GTTGGGGAGT TTACTCTTCA GTGGCGCAGT TAACGCTTTA AGCATTCCGC CTGGGGAGTA
CGGTCGCAAG ATTAAAACTC AAAGGAATTG ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GACGCAACGC GCAGAACCTT
ACCAGCCCTT GACATCCCGG TCGCGGTTTC CAGAGATGGA TTCCTTCAGT TCGGCTGGAC CGGTGACAGG TGCTGCATGG CTGTCGTCAG
CTCGTGTCGT GAGATGTTGG GTTAAGTCCC GCAACGAGCG CAACCCCCGT CCTTAGTTGC TACCATTTAG TTGAGCACTC TAAGGAGACT
GCCGGTGATA AGCCGCGAGG AAGGTGGGGA TGACGTCAAG TCCTCATGCC TTACGGGCTG GGCTACACAC GTGCTACAAT GGCGGTGACA
ATGGGACGCA AAGGCGCAAG CCCTAGCAAA TCTCAAAAAG CCGTCTCAGT TCGGATTGGG CTCTGCAACT CGAGCCCATG AAGTTGGAAT
CGCTAGTAAT CGTGGATCAG CATGCCACGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGTCACAC CATGGGAGTT GGTTTTACCT
GAAGACGGTG CGCTAACCCG CAAGGGAGGC AGCCGGCCAC GGTAGGGTCA GCGACAGGGG
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GAACGCTGGC GGCAGGCTTA ACACATGCAA GTCGAGCGGG CGTAGCAATA CGTCAGCGGC AGACGGGTGA GTAACGCGTG GGAACGTACC
TTTTGGTTCG GAACAACACA GGGAAACTTG TGCTAATACC GGATAAGCCT TACGGGGAAA GATTTATCGC CGAAAGATCG GCCCGCGTCT
GATTAGCTAG TTGGTGAGGT AACGGCTCAC CAAGGCGACG ATCAGTAGCT GGTCTGAGAG GATGATCAGC CACATTGGGA CTGAGACACG
GCCCAAACTC CTACGGGAGG CAGCAGTGGG GAATATTGGA CAATGGGCGC AAGCCTGATC CAGCCATGCC GCGTGAGTGA TGAAGGCCCT
AGGGTTGTAA AGCTCTTTTG TGCGGGAAGA TAATGACGGT ACCGCAAGAA TAAGCCCCGG CTAACTTCGT GCCAACAGCC GCGGTAATAC
GAAGGGGGCT AGCGTTGCTC GGAATCACTG GGCGTAAAGG GTGCGTAGGC GGGTCTTTAA GTCAGGGGTG AAATCCTGGA GCTCAACTCC
AGAACTGCCT TTGATACTGA GGATCTTGAG TTCGGGAGAG GTGAGTGGAA CTGCGAGTGT AGAGGTGAAA TTCGTAGATA TTCGCAAGAA
CACCAGTGGC GAAGGCGGCT CACTGGCCCG ATACTGACGC TGAGGCACGA AAGCGTGGGG AGCAAACAGG ATTAGATACC CTGGTAGTCC
ACGCCGTAAA CGATGAATGC CAGCCGTTGG GGAGTTTACT CTTCAGTGGC GCAGTTAACG CTTTAAGCAT TCCGCCTGGG GAGTACGGTC
GCAAGATTAA AACTCAAAGG AATTGACGGG GGCCGCACAA GCGGTGGAGC ATGTGGTTTA ATTCGACGCA ACGCGCAGAA CCTTACCAGC
CCTTGACATC CCGGTCGCGG TTTCCAGAGA TGGATTCCTT CAGTTCGGCT GGACCGGTGA CAGGTGCTGC ATGGCTGTCG TCAGCTCGTG
TCGTGAGATG TTGGGTTAAG NCCCGCAACG AGCGCAACCC CCGTCCTTAG TTGCTACCAT TTAGTTGAGC ACTCTAAGGA GACTGCCGGT
GATAAGCCGC GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAGTCCTCA TGCCTTACGG GCTGGGCTAC ACACGTGCTA CAATGGCGGT GACAATGGGA
CGCAAAGGCG CAAGCCCTAG NAAATCTCAA AAAGCCGTCT CAGTTCGGAT TGGGCTCTGC AACTCGAGCC CATGAAGTTG GAATCGCTAG
TAATCGTGGA TCAGCATGCC ACGGTGAATA CGTTCCCGGG CCTTGTACAC ACCGCCCGTC ACACCATGGG AGTTGGTTTT ACCTGAAGAC
GGTGCGCTAA CCCGCAAGGG AGGCAGCCGG CCACGGTAGG GNCAGCGACN GGGGTGAAG
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ATCCTGGCTC AGAGCGAACG CTGGCGGCAG GCTTAACACA TGCAAGTCGA GCGGGCGTAG CAATACGTCA GCGGCAGACG GGTGAGTAAC
GCGTGGGAAC GTACCTTTTG GTTCGGAACA ACACAGGGAA ACTTGTGCTA ATACCGGATA AGACCTTACG GGGAAAGATT TATCGCCGAA
AGATCGGCCC GCGTCTGATT AGCTAGTTGG TGAGGTAACG GCTCACCAAG GCGACGATCA GTAGCTGGTC TGAGAGGATG ATCAGCCACA
TTGGGACTGA GACACGGCCC AAACTCCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGGACAAT GGGCGCAAGC CTGATCCAGC CATGCCGCGT
GAGTGATGAA GGCCCTAGGG TTGTAAAGCT CTTTTGTGCG GGAAGATAAT GACGGTACCG CAAGAATAAG CCCCGGCTAA CTTCGTGCCA
ACAGCCGCGG TAATACGAAG GGGGCTAGCG TTGCTCGGAA TCACTGGGCG TAAAGGGTGC GTAGGCGGGT CTTTAAGTCA GGGGTGAAAT
CCTGGAGCTC AACTCCAGAA CTGCCTTTGA TACTGAGGAT CTTGAGTNCG GGAGAGGTGA GTGGAACTGC GAGTGTAGAG GTGAAATTCG
TAGATATTCG CAAGAACACC AGTGGCGAAG GCGGCTCACT GGCCCGATAC TGACGCTGAG GCACGAAAGC GTGGGGAGCA AACAGGATTA
GATACCCTGG TAGTCCACGC CGTAAACGAT GAATGCCAGC CGTTGGGGAG TTTACTCTTC AGTGGCGCAG TTAACGCTTT AAGCATTCCG
CCTGGGGAGT ACGGTCGCAA GATTAAAACT CAAAGGAATT GACGGGGGCC CGCACAAGCG GTGGAGCATG TGGTTTAATT CGACGCAACG
CGCAGAACCT TACCAGCCCT TGACATCCCG GTCGCGGTTT CCAGAGATGG ATTCCTTCAG TTCGGCTGGA CCGGTGACAG GTGCTGCATG
GCTGTCGTCA GCTCGTGTCG TGAGATGTTG GGTTAAGTCC CGCAACGAGC GCAACCCCCG TCCTTAGTTG CTACCATTTA GTTGAGCACT
CTAAGGAGAC TGCCGGTGAT AAGCCGCGAG GAAGGTGGGG ATGACGTCAA GTCCTCATGC CTTACGGGCT GGGCTACACA CGTGCTACAA
TGGCGGTGAC AATGGGACGC AAAGGCGCAA GCCCTAGCAA ATCTCAAAAA GCCGTCTCAG TTCGGATTGG GCTCTGCAAC TCGAGCCCAT
GAAGTTGGAA TCGCTAGTAA TCGTGGATCA GCATGCCACG GTGAATACGT TCCCGGGCCT TGTACACACC GCCCGTCACA CCATGGGAGT
TGGTTTTACC TGAAGACGGT GCGCTAACCC GCANGGGAGG CAGCCGGCCA CGGTAGGGTC AGCGACGTGG GGTGAAG
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CTGGCGGCAG GCTTAACACA TGCAAGTCGA GCGGGCGTmG AATACGTCAG CGGCAGACGG GTGAGTAACG CGTGGGAACG TACCTTTTGG
TTCGGAACAA CACAGGGAAA CTTGTGCTAA TACCGGATAA GCCCTTACGG GGAAAGATTT ATCGCCGAAA GATCGGCCCG CGTCTGATTA
GCTAGTTGGT GAGGTAACGG CTCACCAAGG CGACGATCAG TAGCTGGTCT GAGAGGATGA TCAGCCACAT TGGGACTGAG ACACGGCCCA
AACTCCTACG GGAGGCAGCA GTGGGGAATA TTGGACAATG GGCGCAAGCC TGATCCAGCC ATGCCGCGTG AGTGATGAAG GCCCTAGGGT
TGTAAAGCTC TTTTGTGCGG GAAGATAATG ACGGTACCGC AAGAATAAGC CCCGGCTAAC TTCGTGCCAG CAGCCGCGGT AATACGAAGG
GGGCTAGCGT TGCTCGGAAT CACTGGGCGT AAAGGGTGCG TAGGCGGGTC TTTAAGTCAG GGGTGAAATC CTGGAGCTCA ACTCCAGAAC
TGCCTTTGAT ACTGAGGATC TTGAGTTCGG GAGAGGTGAG TGGAACTGCG AGTGTAGAGG TGAAATTCGT AGATATTCGC AAGAACACCA
GTGGCGAAGG CGGCTCACTG GCCCGATACT NACGCTGAGG CACGAAAGCG TGGGGAGCAA ACAGGATTAG ATACCCTGGT AGTCCACGCC
GTAAACGATG AATGCCAGCC GTTGGGGAGT TTACTCTTCA GTGGCGCAGT TAACGCTTTA AGCATTCCGC CTGGGGAGTA CGGTCGCAAG
ATTAAAACTC AAAGGAATTG ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GACGCAACGC GCAGAACCTT ACCAGCCCTT
GACATCCCGG TCGCGGTTTC CAGAGATGGA TTCCTTCAGT TCGGCTGGAC CGGTGACAGG TGCTGCATGG CTGTCGNCAG CTCGTGTCGT
GAGATGTTGG GTTAAGTCCC GCAACGAGCG CAACCCCCGT CCTTAGTTGC TACCATTTAG TTGAGCACTC TAAGGAGACT GCCGGTGATA
AGCCGCGAGG AAGGTGGGGA TGACGTCAAG TCCTCATGGC CTTACGGGCT GGGCTACACA CGTGCTACAA TGGCGGTGAC AATGGGACGC
AAAGGCGCAA GCCCTAGCAA ATCTCAAAAA GCCGTCTCAG TTCGGATTGG GCTCTGCAAC TCGAGCCCAT GAAGTTGGAA TCGCTAGTAA
TCGTGGATCA GCATGCCACG GTGAATACGT TCCCGGGCCT TGTACACACC GCCCGTCACA CCATGGGAGT TGGTTTTACC TGAAGACGGT
GCGCTAACCC GCAAGGGAGG CAGCCGGCCA CGGTAAGGGT CAGCGACTGG GGTG
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Anhang
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CAGAGCGAAC
CGTACCTTTT
CGCGTCTGAT
AGACACGGCC
AGGCCCTAGG
GTAATACGAA
CAACTCCAGA
GCAAGAACAC
GTAGTCCACG
TACGGTCGCA
TTACCAGCCC
AGCTCGTGTC
CTGCCGGTGA
ACAATGGGAC
AATCGCTAGT
CCTGAAGACG

GCTGGCGGCA
GGTTCGGAAC
TAGCTAGTTG
CAAACTCCTA
GTTGTAAAGC
GGGGGCTAGC
ACTGCCTTTG
CAGTGGCGAA
CCGTAAACGA
AGATTAAAAC
TTGACATCCC
GTGAGATGTT
TAAGCCGCGA
GCAAAGGCGC
AATCGTGGAT
GTGCGCTAAC
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GGCGGCAGGC
CGGAACAACA
TAGTTGGTGA
CTCCTACGGG
TAAAGCTCTT
GCTAGCGTTG
CCTTTGATAC
GGCGAAGGCG
AAACGATGAA
TAAAACTCAA
ATCCCGGTCG
ATGTTGGGTT
CCGCGAGGAA
AGGCGCAAGC
GTGGATCAGC
GCTAACCCGC

TTAACACATG
CAGGGAAACT
GGTAACGGCT
AGGCAGCAGT
TTGTGCGGGA
CTCGGAATCA
TGAGGATCTT
GCTCACTGGC
TGCCAGCCGT
AGGAATTGAC
CGGTTTCCAG
AAGTCCCGCA
GGTGGGGATG
CCTAGCAAAT
ATGCCACGGT
AAGGGAGGCA
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GTTTGATCCT
GTAACGCGTG
CCGAAAGATC
CCACATTGGG
CGCGTGAGTG
TGCCAGCAGC
GAAATCCTGG
ATTCGTAGAT
GATTAGATAC
TTCCGCCTGG
CAACGCGCAG
GCATGGCTGT
GCACTCTAAG
CTACAATGGC
GCCCATGAAG
TGGGAGTTGG

TGCTCAGAGC
GGAACGTACC
GGCCCGCGTC
ACTGAGACAC
ATGAAGGCCC
CGCGGTAATA
AGCTCAACTC
ATTCGCAAGA
CCTGGTAGTC
GGAGTACGGT
AACCTTACCA
CGTCAGCTCG
GAGACTGCCG
GGTGACAATG
TTGGAATCGC
TTTTACCTGA
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AGCTTGCTCT
ACCGCATACG
TGGCTCACCA
GCAGTGGGGA
TGGGAGGAAG
TACAGAGGGT
CTGGGAACTG
GAACACCAGT
TCCACGCCGT
GGNCGCAAGG
ACCNGGGCCT

CTGATTCAGC
TCCTACGGGA
AGGCGACGAT
ATATTGGACA
GGCAGTAAAT
GCAAGCGTTA
CATTCAAAAC
GGCGAAGGCG
AAACGATGTC
TTAAAACTCA
TNA

GGCTTAACAC
AACACAGGGA
GTGAGGTAAC
CGGGAGGCAG
TCTTTTGTGC
GTTGCTCGGA
ATACTGAGGA
GGCGGCTCAC
TGAATGCCAG
TCAAAGGAAT
GGTCGCGGTT
GGGTTAAGNC
GGAAGGTGGG
AAGCCCTAGC
CAGCATGCCA
CCGCAAGGGA

CAAGTCGAGC
TGTGCTAATA
CACCAAGGCG
GGGGAATATT
AGATAATGAC
CTGGGCGTAA
GAGTTCGGGA
CCGATACTGA
TGGGGAGTTT
GGGGGCCGCA
AGATGGATTC
NTCGAGCGCA
ACGTCAAGTC
CTCAAAAAGC
GAATACGTTC
GCCGGCCACG

GAACGCTGGC
TTTTGGTTCG
TGATTAGCTA
GGCCCAAACT
TAGGGTTGTA
CGAAGGGGGC
CAGAACTGCC
ACACCAGTGG
CACGCCGTAA
CGCAAGATTA
GCCCTTGACA
TGTCGTGAGA
GTGATAAGCC
GGACGCAAAG
TAGTAATCGT
AGACGGTGCG

GGCGGACGGG
GAAAGCAGGG
CCGTAACTGG
ATGGGCGAAA
TAATACTTTG
ATCGGAATTA
TGACAAGCTA
ACCACCTGGA
AACTAGCCGT
AATGAATTNA

ATGCAAGTCG
AACTTGTGCT
GGCTCACCAA
CAGTGGGGAA
GGGAAGATAA
ATCACTGGGC
TCTTGAGTTC
TGGCCCGATA
CCGTTGGGGA
TGACGGGGGC
TCCAGAGATG
CCGCAACGAG
GATGACGTCA
AAATCTCAAA
CGGTGAATAC
GGCAGCCGGC

GGGCGTAGAD
CCGGATAAGC
ACGATCAGTA
GGACAATGGG
GGTACCGCAA
AGGGTGCGTA
GAGGTGAGTG
CGCTGAGGCA
ACTCTTCAGT
CAAGCGGTGG
CTTCAGTTCG
ACCCCCGTCC
CTCATGGCCT
CGTCTCAGTT
CCGGGCCTTG
GTAGGGTCAG

GGCAGGCTTA
GAACAACACA
GTTGGTGAGG
CCTACGGGAG
AAGCTCTTTT
TAGCGTTGCT
TTTGATACTG
CGAAGGCGGC
ACGATGAATG
AAACTCAAAG
TCCCGGTCGC
TGTTGGGTTA
GCGAGGAAGG
GCGCAAGCCC
GGATCAGCAT
CTAACCCGCA

TGAGTAATGC
GACCTTCGGG
TCTGAGAGGA
GCNTGATCCA
CTGTTTTGAC
CTGGGCGTAA
GAGTATGGTA
CTGATACTGA
TGGGAGCCTT
CGGGGGCCCG

AGCGGGCGTA
AATACCGGAT
GGCGACGATC
TATTGGACAA
TGACGGTACC
GTAAAGGGTG
GGGAGAGGTG
CTGACGCTGA
GTTTACTCTT
CCGCACAAGC
GATTCCTTCA
CGCAACCCCC
AGTCCTCATG
AAGCCGTCTC
GTTCCCGGGC
CACGGTAGGG

TACGTCAGCG
CCTTACGGGG
GCTGGTCTGA
CGCAAGCCTG
GAATAAGCCC
GGCGGGTCTT
GAACTGCGAG
CGAAAGCGTG
GGCGCAGTTA
AGCATGTGGT
GCTGGACCGG
TTAGTTGCTA
TACGGGCTGG
CGGATTGGGC
TACACACCGC
CGACTG

ACACATGCAA
GGGAAACTTG
TAACGGCTCA
GCAGCAGTGG
GTGCGGGAAG
CGGAATCACT
AGGATCTTGA
TCACTGGCCC
CCAGCCGTTG
GAATTGACGG
GGTTTCCAGA
AGTCCCGCAA
TGGGGATGAC
TAGAAAATCT
GCCACGGTGA
AGGGAGGCAG

CTAGGAATCT
CCTTGCGCTA
TGATCAGTCA
GCCATGCCGC
GTTACCGACA
AGCGCGCGTA
GAGGGTGGTG
CACTGAGGTG
GAGCTCTTAG
CACAAGCGGT

GCAATACGTC
AAGCCCTTAC
AGTAGCTGGT
TGGGCGCAAG
GCAAGAATAA
CGTAGGCGGG
AGTNGAACTG
GGCACGAAAG
CAGTGGCGCA
GGTGGAGCAT
GTTCGGCTGG
GTCCTTAGTT
GCCTTACGGG
AGTTCGGATT
CTTGTACACA
TCAGCGACNG

GCAGACGGGT
AAAGATTTAT
GAGGATGATC
ATCCAGCCAT
CGGCTAACTT
TAAGTCAGGG
TGTAGAGGTG
GGGAGCAAAC
ACGCTTTAAG
TTAATTCGAC
TGACAGGTGC
CCATTTAGTT
GCTACACACG
TCTGCAACTC
CCGTCACACC

GTCGAGCGGG
TGCTAATACC
CCAAGGCGAC
GGAATATTGG
ATAATGACGG
GGGCGTAAAG
GTTCGGGAGA
GATACTGACG
GGGAGTTTAC
GGGCCCGCAC
GATGGATTCC
CGAGCGCAAC
GTCAAGTCCT
CAAAAAGCCG
ATACGTTCCC
CCGGCCACGG

GCCTGGTAGT
TCAGATGAGC
CACTGGAACT
GTGTGTGAAG
GAATAAGCAC
GGTGGTTTGT
GAATTTCCTG
CGAAAGGTGG
TGGCGCAGTA
GGAGCATGTG

AGCGGCAGAC
GGGGAAAGAT
CTGAGAGGAT
CCTGATCCAG
GCCCCGGCTA
TCTTTAAGTC
CGAGTGTAGA
CGTGGGGAGC
GTTAACGCTT
GTGGTTTAAT
ACCGGTGACA
GCTACCATTT
CTGGGCTACA
GGGCTCTGCA
CCGCCCGTCA
GGGTGAAG

GAGTAACGCG
CGCCGAAAGA
AGCCACATTG
GCCGCGTGAG
CGTGCCAGCA
GTGAAATCCT
AAATTCGTAG
AGGATTAGAT
CATTCCGCCT
GCAACGCGCA
TGCATGGCTG
GAGCACTCTA
TGCTACAATG
GAGCCCATGA
ATGGGAGTTG

CGTAGCAATA
GGATAAGCCC
GATCAGTAGC
ACAATGGGCG
TACCGCAAGA
GGTGCGTAGG
GGTGAGTGGA
CTGAGGCACG
TCTTCAGTGG
AAGCGGTGGA
TTCAGTTCGG
CCCCGTCCTT
CATGGCCTTA
TCTCAGTTCG
GGGCCTTGTA
TAGGGT

GGGGGACAAC
CTAGGTCGGA
GAGACACGGT
AAGGTCTTCG
CGGCTAACTC
TAAGTTGGAT
TGTAGCGGTG
GGGAGCAAAC
ACGCATTTAA
GTTTTAATTT

GGGTGAGTAA
TTATCGCCGA
GATCAGCCAC
CCATGCCGCG
ACTTCGTGCC
AGGGGTGAAA
GGTGAAATTC
AAACAGGATT
TAAGCATTCC
TCGACGCAAC
GGTGCTGCAT
AGTTGAGCAC
CACGTGCTAC
ACTCGAGCCC
CACCATGGGA

TGGGAACGTA
TCGGCCCGCG
GGACTGAGAC
TNATGAAGGC
GCCGCGGTAA
GGAGCTCAAC
ATATTCGCAA
ACCCTGGTAG
GGGGAGTACG
GAACCTTACC
TCGTCAGCTC
AGGAGACTGC
GCGGTGACAA
AGTTGGAATC
GTTTTACCTG

CGTCAGCGGC
TTACGGGGAA
TGGTCTGAGA
CAAGCCTGAT
ATAAGCCCCG
CGGGTCTTTA
ACTGCGAGTG
AAAGCGTGGG
CGCAGTTAAC
GCATGTGGTT
CTGGACCGGT
AGTTGCTACC
CGGGCTGGGC
GATTGGGCTC
CACACCCGCC

GTCTCGAAAG
TTAGCTAGTT
CCAGACTCCT
GATTGTAAAG
TGTGCCAGCA
GTGAAATCCC
AAATGCGTAG
AGGATTAGAT
GTTGACCGCC
GGAGCAACGG

CGCGTGGGAA
AAGATCGGCC
ATTGGGACTG
TGAGTGATGA
AGCAGCCGCG
TCCTGGAGCT
GTAGATATTC
AGATACCCTG
GCCTGGGGAG
GCGCAGAACC
GGCTGTCGTC
TCTAAGGAGA
AATGGCGGTG
ATGAAGTTGG
GTTGGTTTTA

CCTTTTGGTT
TCTGATTAGC
ACGGCCCAAA
CCTAGGGTTG
TACGAAGGGG
TCCAGAACTG
GAACACCAGT
TCCACGCCGT
GTCGCAAGAT
AGCCCTTGAC
GTGTCGTGAG
CGGTGATAAG
TGGGACGCAA
GCTAGTAATC
AAGACGGTGC

AGACGGGTGA
AGATTTATCG
GGATGATCAG
CCAGCCATGC
GCTAACTTCG
AGTCAGGGGT
TAGAGGTGAA
GAGCAAACAG
GCTTTAAGCA
TAATTCGACG
GACAGGTGCT
ATTTAGTTGA
TACACACGTG
TGCAACTCGA
CGTCACACCA

GGACGCTAAT
GGTGAGGTAA
ACGGGAGGCA
CACTTTAAGT
GCCGCGGTAA
CGGGCTCAAC
ATATAGGAAG
ACCCTGGTAG
TGGGGAGTAC
GGAGAACCTT
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CACGGGTGCT TGCACNNGGT GGCGTGTGGC GAACGGGTGA GTAATATATC GGAACGTGCC CTGTAGTGGG GGATAACTAG TCGAAAGATT
AGCTAATACC GCATACGACC TGAGGGTGAA AGTGGGGGAC CGCAAGGCCT CACGCTATAG GAGCGGCCGA TATCTGATTA GCTAGTTGGT
GGGGTAAAGG CCCACCAAGG CGACGATCAG TAGCTGGTCT GAGAGGACGA TCAGCCACAC TGGGACTGAG ACACGGCCCA GACTCCTACG
GGAGGCAGCA GTGGGGAATT TTGGACAATG GGGGCAACCC TGATCCAGCA ATGCCGCGTG TGTNAAGAAG GCCTTCGGGT TGTAAAGCAC
TTTTGTCCGG AAAGAAATCC CCTGGGATAA TACCTCGGGG GGATGACGGT ACCGGAAGAA TAAGGACCGG CTAACTACGT GCCAGCAGCC
GCGGTAATAC GTAGGGTCCG AGCGTTAATC GGAATTACTG GGCGTAAAGC GTGCGCAGGC GGTTTTGTAA GACAGATGTG AAATCCCCGG
GCTCAACCTG GGAATTGCAT TTGTTACTGC AAGGCTAGAG TGTGTCAGAG GGGGGTAGAA TTCCACGTGT AGCAGTGAAA TGCGTAGAGA
TGTGGAGGAA TACCGATGGC GAAGGCAGCC CCCTGGGATA ACACTGACGC TCATGCACGA AAGCGTGGGG AGCAAACAGG ATTAGATACC
CTGGTAGTCC ACGCCCTAAA CGATGTCAAC TAGTTGTTGG GGATTCATTT CCTTAGTAAC GAAGCTAACG CATGAAGTTG ACCGCCTGGG
GAGTACGGTC GCAAGATTAA AACTCAAAGG AATTGACGGG GACCGCACAA GCGGTGGATG ATGTGGATTA ATTCGATGCA ACGCGAAAAA
CCTTACCTAC CCTTGACATG CCACTAACGA AGCAGAGATG CATTAGGTGC CCGAAAGGGA AAGTGGACAC AGGTGCTGCA TGGCTGTCGT
CAGCTCGTGT CGTGAGATGT TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TGTCTTTAGT TGCTACGCAA GAGCACTCTA GAGAGACTGC
CGGTGACAAA CCGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAGTCC TCATGGCCCT TATGGGTAGG GCTTCACACG TCATACAATG GTGCATACAG
AGGGTTGCCA AGCCGCGAGG TGGAGCTAAT CCCAGAAAAT GCATCGTAGT CCGGATCGTA GTCTGCAACT CGACTACGTG AAGCTGGAAT
CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGTCTT GTACACACCG CCCGTCACAC CATGGGAGTG GGCTTTACCA
GAAGTAGTTA GCCTAACCGC AAGGAGGGCG ATTACCACGG TAGGGTTCAT GAC
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TGAAGAGAGC TTGCTCTCTG ATTCAGCGGC GGACGGGTGA GTAATGCCTA GGAATCTGCC TGGTAGTGGG GGACAACGTT TCGAAAGGAA
CGCTAATACC GCATACGTCC TACGGGAGAA AGCAGGGGAC CTCCGGGCCT TGCGCTATCA GATGAGCCTA GGTCGGATTA GCTAGTTGGT
GGGGTAATGG CTCACCAAGG CGACGATCCG TAACTGGTCT GAGAGGATGA TCAGTCACAC TGGAACTGAG ACACGGTCCA GTATGTTGTT
TGTTAAGTTG AATGTGAAAT CCCCGGCTCA ACCTGGAACT GCATTCAAAA CTGACAAGCT AGAGTATGGT AGAGGGTGGT GGAATTTCCT
GTGTAGCGGT GAAATGCGTA GATATAGGAA GGAACACCAG TGGCGAAGGC GACCACCTGG ACTGATACTG ACACTGAGGT GCGAAAGCGT
GGGGAGCAAA CAGGATTAGA TACCCTGGTA GTCCACGCCG TAAACGATGT CAACTAGCCG TTGGGAGCCT TGAGCTCTTA GTGGCGCACT
AACGCATTAA GTTGACCGCC TGGGGAGTAC GGCCGCAAGG TTAAAACTCA AATGAATTGA CGGGGGCCGC ACAAGCGGTG GAGCATGTGG
TTTAATTCGA AGCAACGCGA AGAACCTTAC CAGGCCTTGA CATCCAATGA ACTTTCCAGA GATGGATTGG TGCTTCGGGA ACATTGAGAC
AGGTGCTGCA TGGCTGTCGT CAGCTCGTGT CGTGAGATGT TGGGTTAAGT CCCGTAACGA GCGCAACCCT TGTCCTTAGT TACCAGCACG
TTATGGTGGG CACTCTAAGG AGACTGCCGG TGACAAACCG GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAGTCATCA TGGCCCTTAC GGCCTGGGCT
ACACACGTGC TACAATGGTC GGTANNAGAG GGTTGCCAAG CCGCGAGGTG GAGCTAATCC CATAAAACCG ATCGTAGTCC GGATCGCAGT
CTGCAACTCG ACTGCGTGAA GTCGGAATCG CTAGTAATCG CGAATCAGAA TGTCGCGGTG AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC
CGTCACACCA TGGGAGTGGG TTGCACCAGA AGTAGCTAGT CTAACTTCGG GAGGACGGTT ACCACG
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GAGCTTGCTC TCTGATTCAG CGGCGGACGG GTGAGTNATG CCTAGGAATC TGCCTGGTAG TGGGGGACAA CGTCTCGAAA GGGACGCTAA
TACCGCATAC GTCCTACGGG AGAAAGCAGG GGACCTTCGG GCCTTGCGCT ATCAGATGAG CCTAGGTCGG ATTAGCTAGT TGGTGAGGTA
ATGGCTCACC AAGGCGACGA TCCGTAACTG GTCTGAGAGG ATGATCAGTC ACACTGGAAC TGAGACACGG TCCAGACTCC TACGGGAGGC
AGCAGGTGGG GAATATTGGA CAATGGGCGA AAGCNTGATC CAGCCATGCC GCGTGTGTGA AGAAGGTCTT CGGATTGTAA AGCACTTTAA
GTTGGGAGGA AGGGCAGTAA ATTAATACTT TGCTGTTTTG ACGTTACCGA CAGAATAAGC ACCGGCTAAC TCTGTGCCAG CAGCCGCGGT
AAATAACAAG AGGGTGCAAG CGTTAATTCG GAATTACTGG GCGTAAAGCG CGCGTAGGTG GTTTGTTAAG TTGGATGTGA AATCCCCGGG
CTCAACCTGG GAACTGCATT CAAAACTGAC AAGCTAGAGT ATGGTAGAGG GTGGTGGAAT TTCCTGTGTA GCGGTGAAAT GCGTAGATAT
AGGAAGGAAC ACCAGTGGCG AAGGCGACCA CCTGGACTGA TACTGACACT GAGGTGCGAA AGCGTGGGGA GCAAACAGGA TTAGATACCC
TGGTAGTCCA CGCCGTAAAC GATGTCAACT AGCCGTTGGG AGCCTTGAGC TCTTAGTGGC GCANTAACGC ATTAAGTTGA CCGCCTGGGG
AGTACGGCCG CAAGGTTAAA ACTCAAATGA ATTGACGGGG GCCCGCACAA GCGGTGGNGC ATGTGGTTTA ATTCGAAGCA ACGCGAAGAN
CCTTNCCAGG CCTTGACATC CAATGAACTT TCCAGAGATG GATTGGTGCT TCGGGAACAT TGAGACAGGT GCTGCAT
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GCGGACGGGT GAGTAATGCC TAGGAATCTN CCTGGTAGTG GGGGACAACG TTTCGAAAGG AACGCTAATA CCGCATACGT CCTACGGGAG
AAAGCAGGGG ACCTTCGGGC CTTGCGCTAT CAGATGAGCC TAGGTCGGAT TAGCTAGTTG GTGGGGTAAT GGCTCACCAA GGCGACGATC
CGTAACTGGT CTGAGAGGAT GATCAGTCAC ACTGGAACTG AGACACGGTC CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGGACAA
TGGGCGAAAG CTGAATCCAG CCATGCCGCG TGTGTGAAGA AGGTCTTCGG ATTGTAAAGC ACTTTAAGTT GGGAGGAAGG GTTGTAGATT
AATACTCTGC AATTTTTACG TTACCGACAG AATAAGCACC GGCTAACTCT GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT ACAGAGGGTG CAAGCGTTAA
TCGGAATTAC TGGGCGTAAA GCGCGCGTAG GTGGTTTGTT AAGTTGGATG TGAAATCCCC GGGCTCAACC TGGGAACTGC ATTCAAAACT
GACAAGCTAG AGTATGGTAG AGGGTGGTGG AATTTCCTGT GTAGCGGTGA AATGCGTAGA TATAGGAAGG AACACCAGTG GCGAAGGCGA
CCACCTGGAC TGATACTGAC ACTGAGGTGC GAAANCGTGG GGAGCAAACA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCACGCCGTA AACGATGTCA
ACTAGCCGTT GGGAGCCTTG AGCTCTTAGT GGCGCCACTA ACGCATTAAG TTGACCGCCT GGGGAGTACG GCCGCAAGGT TAAAACTCAA
ATGAATTGAC GGGGGCCGCA CAAGCGGTGG AGCATGTGGT TTAATTCGAA GCAACGCGAA GAACCTTACC AGGCCTTGAC ATCCAATGAA
CTTTCCAGAG ATGGATTGGT GCTTCGGGAA CATTGAGACA GGTGCTGCAT GGCTGTCGTC AGCTCGTGTC GTGAGATGTT GGGTTAAGTC
CCGTAACGAG CGCAACCCTT GTCCTTAGTT ACCAGCACNT TATGGTGGGC ACTCTAAGGA GACTGCCGGT GACAAACCGG AGGAAGGTGG
GGATGACGTC AAGTCATCAT GGCCCTTACG GCCTGGGCTA CACACGTGCT ACAATGGTCG GTACAGAGGG TTGCCAAGCC GCGAGGTGGA
GCTAATCCCA TAAAACCGAT CGTAGTCCGG ATCGCAGTCT GCAACTCGAC TGCGTGAAGT CGGAATCGCT AGTAATCGCG AATCAGAATG
TCGCGGTGAA TACGTTCCCG GGCCTTGTAC ACACCGCCCG TCACACCATG GGAGTGGGTG CACCAGAAGT AGCTAGTCTA ACTTCGGGAG
GACGGTTACC ACGGTGTGAT TCATGACTGT

>Bodenisolat MO38

AGAGCTTGCT CTCTGATTCA GCNGCGGACG GGTGAGTAAT GCCTANGAAT CTGCCTGGTA GTGGGGGACA ACGTCTCNAA AGGGACGCTA
ATACCGCATA CGTCCTACGG GAGAAAGCAG GGGACCTTCG GGCCTTGCGC TATCAGATGA GCCTAGGTCG GATTAGCTAG TTGGTGAGGT
AATGGCTCAC CAAGGCGACN ATCCGTAACT GGTCTGAGAG GATGATCAGT CACACTGGAA CTGAGACACG GTNCAGANTN NTACGGGAGG
NAGNAGTGGG GAATATTGGA CAATGGGCGA AAGCCTGATC CAGCCATGCC GCGTGTGTGA AGAAGGTCTT CGGATTGTAA AGCACTTTAA
GTTGGGAGGA AGGGCAGTAA ATTAATACTT TGNNGTTTTG AGGTTAGNGA GAGAATAAGN ACCGGCTAAC TCTGTGCCAG CAGCCGCGGN
AATACAGAGG GTGCAAGCGT TAATCGGAAT TACTGGGCGT AAAGCGCGCG TAGGTGGTTT GTTAAGTTGG ATGTGAAATC CCCGGGCTCA
ACCTGGGAAC TGCATTCAAA ACTGACAAGC TAGAGTATGG TAGAGGGTGG TGGAATTTCC TGTGTAGCGG TGAATGCGTA GATATAGGAA
GGAACACCAG TGGCGAAGGC GACCACCTGG ACTGATACTG ACACTGAGGT GCGAAAGCGT GGGGGAGCAA ACAGGATTAG ATACCCTGGT
AGTCCACGCC GTAAACNNTG TCAACTAGCC GTTGGGAGCC TTGAGCTCTT AGTGGCGNAN TAACGCATTT AGTTGACCGC CTGGGGAGTA
CGGCCGCAAG GTTTACGACT CAAATGAATT GACGGGGGCC CGCACAAGCG GTGGAGCATG TGGTTTAATT CGAAGCAACG CGAA
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>Bodenisolat MO43G

CAGCGGCGGA
GGGNGAAAGC
CGATCCGTAA
GACAATGGGC
AATTAATACT
TTAATCGGAA
AACTGACAAG
GCGACCACCT
TGTCAACTAG
CTCAAATGAA
ATGAACTTTC
AAGTCCCGTA
GGTGGGGATG
GTGGAGCTAA
GAATGTCGCG

CGGGTGAGTA
AGGGGACCTT
CTGGTCTGAG
GAAAGCTGAT
TTGCTGTTTT
TTACTGGGCG
CTAGAGTATG
GGACTGATAC
CCGTTGGGAG
TTGACGGGGG
CAGAGATGGA
ACGAGCGCAA
ACGTCAAGTC
TCCCATAAAA
GTGAATACGT

>Bodenisolat M045

ATGAAGAGAG
GACGNTAATA
GTGAGGTAAT
CGGGAGGCAG
ANTTTAAGTT
CCGCGGTAAT
GGGCTCAACC
TATAGGAAGG
CNTNGTAGTG
TGTCGTCAGC
TCAGGAGACT
TGAGTACGGT
GCGTGAAGTC
GAGAGGGT

CTTNCTCTCT
CCGCATACGT
GGCTCACCAA
CAGTGGGGAA
GGGAGGAAGG
ACAGAGGGTG
TGGGAACTGC
AACACCAATG
CACGCTTCCA
TCGTGTCGTA
GCCGGTGACA
ACCGGAGGGT
GGAATCGCTA

>Bodenisolat M054

CCTGGTAGTG
CAGATGAGCC
ACTGGAACTN
GTNTNAAGAA
ATAAGCACCG
TGGTTTGTTA
ATTTCCTGTG
AAANCGTGGG
GCGCCACTAA
GCATGTGGTT
ATTGAGACAG
CCAGCACNTT
CCTGGGCTAC
TCGCAGTCTG
CACCGCCCGT

GGGGACAACG
TAGGTCGGAT
AGACACGGTC
GGTCTTCGGA
GCTAACTCTG
AGTTGGATGT
TAGCGGTGAA
GAGCAAACAG
CGCATTAAGT
TAATTCGAAG
GTGCTGCATG
ATGGTGGGCA
ACACGTGCTA
CAACTCGACT
CACACCATGG

>Bodenisolat MO67

GAGCGGATGA
AAAGGAACGC
AGTTGGTGGG
TCCTACGGGA
AAGCACTTTA
GCAGCCGCGG
CCCCGGGCTC
TAGATATAGG
GATACCCTGG
GCCTGGGGAG
GCGAAGAACC
TCGTCAGCTC
AAGGAGACTG
GGTCGGTACA
GAAGTCGGAA
GGGTTGCNCC

NGAGAGCTTN
TAATACCGCA
GTAATGGCTC
GGCAGCAGTG
AGTTGGGAGG
TAATACAGAG
AACCTGGGAA
AAGGAACACC
TAGTCCACGC
TACGGCCGCA
TTACCAGGCC
GTGTCGTGAG
CCGGTNACAA
GAGGGTTGCC
TCGCTAGTAA
TGNNGTAGCT

ATGCCTAGGA
CGGGCCTTGC
AGGATGATCA
CCAGCCATGC
GACGTTACCG
TAAAGCGCGC
GTAGAGGGTG
TGACACTGAG
CCTTGAGCTC
CCGNACAAGC
TTGGTGCTTC
CCCTTGTCCT
ATCATGGCCC
CCGATCGTAG
TCCCGGGCCT

GAATTCANNN
CCTACGGGAG
GGCGACNATC
TATTGGACAA
GCAGTAAATT
CAAGCGTTAA
ATTNAAAACT
GCGAAGGCGA
AGCCTTGACA
GATGTTGGGT
AACCGGAGGA
TGCCAAGCCG
GTAATCGCGA

TTTCGANAGG
TAGCTAGTTG
CAGACTCCTA
TTGTNAAGCA
TGCCAGCAGC
GAAATCCCCG
ATGCGTAGAT
GATTAGATAC
TGACCGCCTG
CAACGCGAAG
GCTGTCGTCA
CTCTAAGGAG
CAATGGTCGG
GCGTGAAGTC
GAGTGGGTGC

CTCTCTGATT
TACGTCCTAC
ACCAAGGCGA
GGGAATATTG
AAGGGTTGTA
GGTGCAAGCG
CTGCATTCAA
AGTGGCGAAG
CGTAAACGAT
AGGTTAAAAC
TTGACATCCA
ATGTTGGGTT
ACCGGAGGAA
AAGCCGCGAG
TCGCGAATCA
AGTCTTANCT

ATCTGCCTGG
GCTATCAGAT
GTCACACTGG
CGCGTGTGTN
ACAGAATAAG
GTAGGTGGTT
GTGGAATTTC
GTGCGAAAGC
TTAGTGGCGC
GGTGGAGCAT
GGGAACATTG
TAGTTACCAG
TTACGGCCTG
TCCGGATCGC
TGTACACACC

NCGGNCGGGT
AAAGCAGGGG
CGTAACTGGT
TGGGCGAAAG
AATACTTTGC
TCGGAATTAC
GACAAGNTAG
CCACCTGGAC
TCCAATAACT
TAAGTCCCGT
AGGTGGGATG
CGAGGTGGAG
ATCAGAATGT

AACGCTAATA
GTGGGGTAAT
CGGGAGGCAG
CTTTAAGTTG
CGCGGTAATA
GGCTCAACCT
ATAGGAAGGA
CCTGGTAGTC
GGGAGTACGG
AACCTTACCA
GCTCGTGTCG
ACTGCCGGTG
TACAGAGGGT
GGAATCGCTA
ACCAGAAGTA

CAGCGGCGGA
GGGAGAAAGC
CGATCCGTAA
GACAATGGGC
GATTAATACT
TTAATCGGAA
AACTGACAAG
GCGACCACCT
GTCAACTAGC
TAAAATGAAT
ATGAACTTTC
AAGTCCCGTA
GGTGGGGATG
GTGGAGCTAA
GAATGTCGCG
TCGGGAGGAA

TAGTGGGGGA
GAGCCTAGGT
AACTGAGACA
AAGAAGGTCT
CACCGGCTAA
TGTTAAGTTG
CTGTGTAGCG
GTGGGGGAGC
CANNAACGCA
GTGGTNTAAT
AGACAGGTGC
CACGNAATGG
GGCTACACAC
AGTCTGCAAC
GCCCGTCACA

TGAGTAATGC
ACCTTCGGGC
CTGAGAGGAT
CCTGATCCAG
TGTTTTGACG
TGGGCGTAAA
AGTATGGTAG
TGATACTGAN
TTCCAGAGCT
AACGAGCGCA
ACGTCAATTC
CTAATCCCAT
CGCGGTGAAT

CCGCATACGT
GGCTCACCAA
CAGTGGGGAA
GGAGGAAGGG
CAGAGGGTGC
GGGAACTGCA
ACACCAGTGG
CACGCCGTAA
CCGCAAGGTT
GGCCTTGACA
TGAGATGTTG
ACAAACCGGA
TGCCAAGCCG
GTAATCGCGA
GCTAGTCTAA

CGGGNGAGTA
AGGGGACCTT
CTGGTCTGAG
GAAAGCTGAT
CTGCAATTTT
TTACTGGGCG
CTAGAGTATG
GGACTGATAC
CGTTGGGAGC
TNACGGGGGC
CAGAGATGGA
ACGAGNGCAA
ACGTCAAGTC
TCCCATAAAA
GTGAATACGT
GGTTACCACG

CAACGTCTCG
CGGATTAGCT
CGGTCCAGAC
TCGGATTGTA
CTCTGTGCCA
GATGTNAAAT
GTGAAATGCG
AAACAGGATT
TTAAGTTGAC
TCGAAGCAAC
TGCATGGCTG
TGGGCACTCT
GTGCTACAAT
TCGACTGCGT
CCATGGGAGT

CTAGGAATCT
CTTGCGNTAT
GATCAGTCAC
CCATGCCGCG
TTACCGACAG
GCGCGCGTAG
AGGGTGGNGG
ACTGAGGTGC
GGATTGGTCC
ACCCTTGTCC
CTCATGGCCG
AAAACCGAAC
TCGTTCCCGG

CCTACGGGAG
GGCGACGATC
TATTGGACAA
TTGTAGATTA
AAGCNTTAAT
TTCAAAACTG
CGAAGGCGAC
ACGATGTCAA
AAAACTCAAA
TCCAATGAAC
GGTTAAGTCC
GGAAGGTGGG
CGAGGTGGAG
ATCAGAATGT
CTTCGGGAGG

ATGCCTAGGA
CGGGCCTTGC
AGGATGATCA
CCAGCCATGC
GACGTTACCG
TAAAGCGCGC
GTAGAGGGTG
TGACACTGAG
CTTGAGCTCT
CCGAACAAGC
TTGGTGCTTC
CCCTTGTCCT
ATCATGGCCC
CCGATCGTAG
TCCCGGGCCT
GTGTGATTNA

AAAGGGACGC
AGTTGGNGAG
TCCTACGGGA
AAGCACTTTA
GCAGCCGCGG
CCCCGGGCTC
TAGATATAGG
AGATACCCTG
CGCCTGGGGA
GCGAAGAACC
TCGTCAGCTC
AAGGAGACTG
GGTCGGTACA
GAAGTCGGAA
GGGTGCACCA

GCCTNGTATG
CAGATNAGCC
ACTGGAACTG
TGTGTGAAGA
AATAAGCACC
GTGGTTTGTT
AATTTCCTGT
GAAAGGTGGG
TTGGGAACAT
TTAGTTACCA
TTCCGGACCT
GAAGTCCGGA
GCCTTGTACA

AAAGCAGGGG
CGTAACTNGT
TGGGCGAAAG
ATACTCTGCA
CGGAATTACT
ACAAGCTAGA
CACCTGGACT
CTAGCCGTTG
TGAATTGACG
TTTCCAGAGA
CGTAACGAGC
GATGACGTCA
CTAATCCCAT
CGCGGTGAAT
ACGGTTACCA

ATCTGCCTGG
GCTATCAGAT
GTCACACTGG
CGCGTGTGTN
ACAGAATAAG
GTAGGTGGTT
GTGGAATTTC
GTGCGAAAGC
TAGTGGCGCA
GGTGGAGCAT
GGGAACATTG
TAGTTACCAG
TTACGGCCTG
TCCGGATAGC
TGTACACACC
TGACTG

TAATACCGCA
GTAATGGCTC
GGCAGCAGTG
AGTTGGGAGG
TAATACAGAG
AACCTGGGAA
AAGGAACACC
GTAGTCCACG
GTACGGCCGC
TTACCAGGCC
GTGTCGTGAG
CCGGTGACAA
GAGGGTTGCC
TCGCTAGTAA
GAAGTAGCTA

GGGGACAACG
TAGGTCGGAT
AGACACGGTC
AGGTCTTCGG
GGCTAACTCT
AAGTTGGATG
GTAGNGGTGA
GAGCAAACAG
TGAGAGAGGT
GCACGTAATG
GGGCTACACA
TCGCAAACAG
CACCGCCCGT

ACCTTCGGGC
CTGAGAGGAT
CTGATCCAGC
ATTTTTACGT
GGGCGTAAAG
GTATGGTAGA
GATACTGACA
GGAGCCTTGA
GGGGCCGCAC
TGGATTGGTG
GCAACCCTTG
AGTCATCATG
AAAACCGATC
ACGTTCCCGG
CGGTGTGAT

TAGTGGGGGA
GAGCCTAGGT
AACTGAGACA
AAGAAGGTCT
CACCGGCTAA
TGTTAAGTTG
CTGTGTAGCG
GTGGGGAGCA
CTAAACGCAT
GTGGTNTAAT
ANACAGGTGC
CACGTTATGG
GGCTACACAC
AGTCTGCAAC
GCCCGTCACA

TACGTCCTAC
ACCAAGGCGA
GGGAATATTG
AAGGGCAGTA
GGTGCAAGCG
CTGCATTCAA
AGTGGCGAAG
CCGTAAACGA
AAGGTTAAAA
TTGACATCCA
ATGTTGGGTT
ACCGGAGGAA
AAGCCGCGAG
TCGCGAATCA
GCT

TCTTNAAAGG
TAGCTAGTTG
CAGACTCCTA
ATTGTAAAGC
GTGCCAGCAG
TGAAATCCCC
AATGCGTAGA
GATTAGATAC
GCTGCATGGC
GTGGGCAGTC
CGTGCTACAA
CAACTCGACT
CACACCATGG

CTTGCNCTAT
GATCAGTCAC
CATGCCGCGT
TACCGACAGA
CGCNCGTAGG
GGGTGGTGGA
CTGAGGTGCG
GCTCTTAGTG
AAGCGGTGGA
CTTCGGGAAC
TCCTTAGTTA
GCCCTTACGG
GTAGTCCGGA
GCCTTGTACA

CAACGTTTCG
CGGATTAGCT
CGGTCCAGAC
TCGGATTGTA
CTCTGTGCCA
GATGTGAAAT
GTGAAATGCG
AACAGGATTA
TAAGTTGACC
TCGAAGCAAC
TGCATGGCTG
TGGGCACTCT
GTGCTACAAT
TCGACTGCGT
CCATGGGAGT
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GGCGGACGGG TGAGTAATGC CTAGGAATCT GCCTGGTAGT GGGGGACAAC GTTTCGAAAG GAACGCTAAT ACCGCATACG TCCTACGGGA
GAAAGCAGGG GACCTTCGGG CCTTGCGCTA TCAGATGAGC CTAGGTCGTG ATTAGCTAGT TGGTGGGGTA ATGGCTCACC AAGGCGACGA
TCCGTAACTG GTCTGAGAGG ATGATCAGTC ACACTGGAAC TGAGACACGG TCCAGACTCC TACGGGAGGC AGCAGTGGGG AATATTGGAC
AATGGGCGAA AGCTGATCCA GCCATGCCGC GTGTGTGAAG AAGGTCTTCG GATTGTAAAG CACTTTAAGT TGGGAGGAAG GGTTGTAGAT
TAATACTCTG CAATTTTGAC GTTACCGACA GAATAAGCAC CGGCTAACTC TGTGCCAGCA GCCGCGGTAA TACAGAGGGT GCAAGCGTTA
ATCGGAATTA CTGGGCGTAA AGCGCGCGTA GGTGGTTTGT TAAGTTGNGA TGTGAAATCC CCGGGCTCAA CCTGGGAACT GCATTCAAAA
CTGACAAGCT AGAGTATGGT AGAGGGTGGT GGAATTTCCT GTGTAGCGGT GAAATGCGTA GATATAGGAA GGAACACCAG TGGCGAAGGC
GACCACCTGG ACTGATACTG ACACTGAGGT GCGAAAGCGT GGGGAGCAAA CAGGATTAGA TACCCTGGTA GTCCACGCCG TAAACGATGT
CAACTAGCCG TTGGGAGCCT TGAGCTCTTA GTGGCGCACT AACGCATTAA GTTGACCGCC TGGGGAGTAC GGCCGCAAGG TTAAAACTCA
AATGAATTGA CGGGGGCCCG CACAAGCGGT GGAGCATGTG GTTTAATTCG AAGCAACGCG AAGAACCTTA CCAGGCCTTG ACATCCAATG
AACTTTCCAG AGATGGATTG GTGCCTTCGG GAACATTGAG ACAGGTGCTG CATGGCTGTC GTCAGCTCGT GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA
GTCCCGTAAC GAGCGCAACC CTTGTCCTTA GTTACCAGCA CGTTATGGTG GGCACTCTAA GGAGACTGCC GGTGACAAAC CGGAGGAAGG
TGGGGATGAC GTCAAGTCAT CATGGCCCTT ACGGCCTGGG CTACACACGT GCTACAATGG TCGGTACAGA GGGTTGCCAA GCCGCGAGGT
GGAGCTAATC CCATAAAACC GATCGTAGTC CGGATCGCAN TCTGCAACTC GACTGCGTGA AGTCGGAATC GCTAGTAATC GCGAATCAGA
ATGTCGCGGT GAATACGTTC CCGGGCCTTG TACACACCGC CCGTCACACC ATGGGAGTGG NTGCACCAGA AGTAGCTAGT CTAACTTCGG
GAGGAC

>Bodenisolat M0O8O

CGGGTGAGTA ATGCCTAGGA NTCTTCCTGG TAGTGGGGGA CAACGTTTCG AAAGGNACGC TAATACCGCA TACGTCCTAC GGGAGAAAGC
AGGGGACCTT CGGGCCTTGC NCTATCAGAT GAGCCTAGGT CGGATTAGCT AGTTGGTGGG GTAATGGCTC ACCAAGGCGA CGATCCGTAA
CTNGTCTGAG AGGATGATCA GTCACACTGG AACTNAGACA CGGTCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATATTG GACAATGGGC
GAAAGCTGAT CCAGCCATGC CGCGTGTNTN AAGAAGGTCT TCGGATTGTA AAGCACTTTA AGTTGGGAGG AAGGGTTGTA GATTAATACT
CTGCAATTTT NACGTTACCG ACAGANTAAG CACCGGCTAA CTCTGTGCCA GCAGCCGCGG TAATACAGAG GGTGCAAGCN TTAATCGGAA
TTACTNGGCG TAAAGCGCGC GTAGGTGGTT TGTTAAGTTG GATGTNAAAT CCCCGGGCTC AACCTGGGAA CTGCATTCAA AACTGACAAG
CTAGAGTATG GTAGAGGGTG GTGGAATTTN CTGTGTAGCG NTGAAATGCG TAGATATAGG AAGGAACACC AGTGGCGAAG GCGACCACCT
GGACTGATAC TGACACTGAG GTGCGAAAGC GTGGGGAGCA AACAGGATTA GATACCCTNG TAGTCCACGC CGTAAACGAT GTCAACTAGC
CGTTGGGAGC CTTGAGCTCT TAGTGGCGCA CTAACGCATT AAGTTGACCG CCTGGGGAGT ACGGCCGCAA GGTTAAAACT CAAATGAATT
GACGGGGGCC GNACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GAAGCAACGC GAAGAACCTT ACCAGGCCTT GACATCCAAT GAACTTTCNA
NAGATGGATT GGTGCTTCGG GAACATTGAN ACAGGTGCTG CATGGCTGTC GTCAGCTCGT GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGTAAC
GAGCGCAACC CTTGTCCTTA GTTACCAGCA CNTTATGGTG GGCACTCTAA GGAGACTGCC GGTGACAAAC CGGAGGAAGG TGGGGATGAC
GTCAAGTCAT CATGGCCCTT ACGGCCTGGG CTACACACGT GCTACAATGG TCGGTACAGA GGGTTGCCAA GCCGCGAGGT GGAGCTAATC
CCATAAAACC GATCGTAGTC CGGATCGCAG TCTGCAACTC GACTGCGTGA AGTCGGAATC GCTAGTAATC GCGAATCAGA ATGTCGCGGT
GAATACGTTC CCGGGCCTTG TACACACCGC CCGTCACACC ATGGGAGTGG GTGCACCAGA AGTAGCTAGT CTAACTTCGG GAGGACGGTT
ACCACGGTGT GATTCNTGAC TG

>Bodenisolat M094

CTGCCTNGGC CTCTNCCTGG TAGTGGGGGA CAACGTTTCG NCGGNACGCT AATTCCGCAT ACGTCCTACG GGAGANAGCA GGGGACCTTC
GGGCCTTGCG CTATCAGATG AGCCTAGGTC GGATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAGGCTCA CCAAGGCGAC GNTCCGTAAC TGGTCTGAGA
GGATGATCAG TCACACTGGA ACTGAGACAC GGTCCAGACT CCTANGGGAG GCAGCAGTGG GGAATATTGG ACAATGGGCG AAAGCCTGAT
CCAGCCATGC CGCGTGTGTG AAGAAGGTNT TCGGATTGTA AAGCACTTTA AGTTGGGAGG AAGGGCATTA ACCTAATACG TTAGTGTTTT
GACGTTACCG ACAGAATAAG CACCGGCTAA CTTCGTGCCA GCAGCCGCGG TAATACGAAG GGTGCAAGCG TTAATCGGAA TTACTGGGCG
TAAAGCGCGC GTAGGTGGTT CAGCAAGTTG GATGTGAAAG CCCCGGGCTC AACCTGGGAA CTGCATCCAA AACTACTGAG CTAGAGTATG
GTAGAGGGTG GTGGAATTTC CTGTGTAGCG GTGAAATGCG TAGATATAGG AAGGAACACC AGTGGCGAAG GCGACCACCT GGACTGATAC
TGACACTGAG GTGCGAAAGC GTGGGGAGCA AACAGGATTA GATACCCTGG TAGTCCACGC CGTAAACGAT GTCAACTAGT TGTTGGGTTC
CTTGAGAACT TAGTAACGAA GCTAACGCGA TAAGTTGACC GCCTGGGGAG TACGGCCGCA AGGTTAAAAC TCAAATGAAT TGACGGGGGC
CGCACAAGCG GTGGAGCATG TGGTTTAATT CGAAGCAACG CGAAGAACCT TACCTGGCCT TGACATGCTG AGAACTTTCC AGAGATGGAT
TGGTGCTTCG GGAACTCAGA CACAGGTGCT GCATGGCTGT CGTCAGCTCG TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGTAA CGAGCGCAAC
CCTTGTCCTT AGTTACCAGC ACGTNATGGT GGGCACTCTA AGGAGACTGC CGGTGACAAA CCGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAGTCA
TCATGGCCCT TACGGCCAGG GCTACACACG TGCTACAATG GTCGGTACAG AGGGTTGCCA AGCCGCGAGG CGGAGCTAAT CTCACAAAAC
CGATCGTAGT CCGGATCGCA GTCTGCAACT CGACTGCGTG AAGTCGGAAT CGCTAGTAAT CGTGAATCAG AATGTCACGG TGAATACGTT
CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGTCACAC CATGGGAGTG GGTTGCTCNN GAAGTAGCTA GTCTAATCTT TTNGGGGGAC GGTTACCACG
GAGTGATT

>Bodenisolat M107

TGAGTAATGC CTAGGNATCT GCCTGGTAGT GGGGGACAAC GTTTCGAAAG GAACGCTAAT ACCGCATACG TCCTACGGGA GAAAGCAGGG
GACCTTCGGG CCTTGCGCTA TCAGATGAGC CTAGGTCGGA TTAGCTAGTT GGTGGGGTAA TGGCTCACCA AGGCGACGAT CCGTAACTGG
TCTGAGAGGA TGATCAGTCA CACTGGAACT GAGACACGGT CCAGACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTGGGGA ATATTGGACA ATGGGCGAAA
GCCTGATCCA GCCATGCCGC GTGTGTNAAG AAGGTCTTCG GATTGTAAAG CACTTTAAGT TGGGAGGAAG GGTTGTAGAT TAATACTCTG
CAATTTTGAC GTTACCGACA GAATAAGCAC CGGCTAACTC TGTGCCAGCA GCCGCGGTAA TACAGAGGGT GCAAGCGTTA ATCGGAATTA
CTGGGCGTAA AGCGCGCGTA GGTGGTTTGT TAAGTTGGAT GTGAAATCCC CGGGCTCAAC CTGGGAACTG CATTCAAAAC TGACAAGCTA
GAGTATGGTA GAGGGTGGTG GAATTTCCTG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATAGGAAG GAACACCAGT GGCGAAGGCG ACCACCTGGA
CTGATACTGA CACTGAGGTG CGAAAGCGTG GGGAGCAAAC AGGGTTAGAT ACCCTGGTAG TCCACGCCGT AAACGATGTC AACTAGCCGT
TGGGAGCCTT GAGCTCTTAG TGGCGAGTAA ACGCATTAAG TTGACCGCCT GGGGAGTACG GCCNCAAGGT TAAAA

>Bodenisolat M108

GTCGAGCGGA TGAAGAGAGC TTGCTCTCTG ATTCAGCGGC GGACGGGTGA GTAATGCCTA GGAATCTGCC TGGTAGTGGG GGACAACGTT
TCGAAAGGAA CGCTAATACC GCATACGTCC TACGGGAGAA AGCAGGGGAC CTTCGGGCCT TGCGCTATCA GATGAGCCTA GGTCGGATTA
GCTAGTTGGT GGGGTAATGG CTCACCAAGG CGACGATCCG TAACTGGTCT GAGAGGATGA TCAGTCACAC TGGAACTGAG ACACGGTCCA
GACTCCTACG GGAGGCAGCA GTGGGGAATA TTGGACAATG GGCGAAAGCT GNATCCAGCC ATGCCGCGTG TGTAAAGAAG GTCTTCGGAT
TGTAAAGCAC TTTAAGTTGG GAGGAAGGGT TGTAGATTAA TACTCTGCAA TTTTGACGTT ACCGACAGAA TAAGCACCGG CTAACTCTGT
GCCAGCAGCC GCGGTAATAC AGAGGGTGCA AGCGTTAATC GGAATTACTG GGCGTAAAGC GCGCGTAGGT GGTTTGTTAA GTTGGATGTG
AAATCCCCGG GCTCAACCTG GGAACTGCAT TCAAAACTGA CAAGCTAGAG TATGGTAGAG GGTGGTGGAA TTTCCTGTGT AGCGGTGAAA
TGCGTAGATA TAGGAAGGAA CACCAGTTGC GAAGGCGACC ACCTGGACTG ATACTGACAC TGAGGTGCGA AAGCGTGGGG GAGCAAACAG
GATTAGATAC CCTGGTAGTC CACGCCGTAA ACGATGTCAA CTAGCCGTTG GGAGCCTTGA GCTCTTAGTG GCGCATAAAC GCATTAAGTT
GACCNCCTGG GGAGTACGGC CGCAAGGTTA AAACTCAAAT GAATTGACGG GGGCCCNCAC AAGCGGTGGA GCATGTNGTT TAATTCGAAG
CAACGCGGAG AACCTTACCA GGCCTTGACA TNCAATGAAC TTTCCAGAGA TGGATTGGTG CCTTCGGGAA CATTGAGACA GGTGCTGCAT
NGCTTTCGTC ANTCGGTGTC GTGAGATGTT TGTGTTAA
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CGAGCGGATG AAGAGAGCTT
GAAAGGAACG CTAATACCGC
TAGTTGGTGG GGTAATGGCT
CTCCTACGGG AGGCAGCAGT
TAAAGCACTT TAAGTTGGGA
CAGCAGCCGC GGTAATACAG
ATCCCCGGGC TCAACCTGGG
CGTAGATATA GGAAGGAACA
TAGATACCCT GGTAGTCCAC

>Bodenisolat M110

TAACCTGCCC TTAACTCTGG
ATCGGTTTTG GATGGACTCG
CCNGCCACAC TGGGACTGAG
CGCCGCGTGA GGGATGACGN
TAACTACGTG CCAGCAGCCG
TCTCTCNTGA AAGTCCTGGG

>Bodenisolat M111

GGAGGGNGCT AGCGTTGTTC
CCGGNACTGC CTTTGAGACT
AACACCAGTG GCGAAGGCNG
CCACGCCGTA AACGATGATA
TCGCAAGATT AANACTCAAA
AGCGTTTNAC ATCCTCATCG

>Bodenisolat M112

CTNANACACG GCCCANAACT
TGACGGCTTC GGGTTGTAAA
AGCCGCGGTA ATACGTAGGG
AGCAGCTCAA CTGCTGGCTT
GATATCAGGN GGAACACCGG
TACCCTGGTA GTCCACGCCG
CCTGGGGAGT ACGGCCGCAA
CGAAGAACCT TACCTGGGTT

>Bodenisolat M114

AGTCGAGCGG TAAGGCCTTT
AAACTGGGTC TAATACCGGA
TTGTTGGTGG GGTAATGGCC
CTCCTACGGG AGGCAGCAGT
TAAACCTCTT TCAGCAGGGA
AGGGTGCAAG CGTTGTCCGG
GCTTGCAGGC GATACGGGCA
CCGGTGGCGA AGGCGGGTCT
GCCGTAAACG GTGGGCGCTN
GCAAGGCTAA AACTCAAAGG
GGTTTGACAT ATACCGGAAA

>Bodenisolat M115

ATTACTGGGN GTAAAGAGTT
ACTTGAGTAC TGCAGGGGAG
TAACTTACGC TGAGGAACGA
GGTTCCTTCC ACGGAATCCG

>Bodenisolat M116

GATGGGATCA GTGGCGAACG
ATGTGACGTG ACCGCATGGT
ACCAAGGCGT CGACGGGTAG
GGGAATATTG CACAATGGGC
AAGAAGCGAA AGTGACGGTA
TCCGGAATTA TTGGGCGTAA
GTGGGGTACG GGCAGACTAG
ATTCCACGGA TTCGTGACGC
CCCCGNACAA GCGGNGGAGC
GGTCAACTCT TTGNACACTC

>Bodenisolat M117

GCTAGCGTTG TTCGGAATTA
CCTTTGAGAC TGGATTGCTA
GGCGAAGGCG GCTCGCTGNA
AAACGATGAT NACTNGCTGC
TAAAACTCAA AGGAATTNAC
CATCCTCATC GCGGATNTCA

GCTCTCTGAT
ATACGTCCTA
CACCAAGGCG
GGGGAATATT
GGAAGGGTTG
AGGGTGCAAG
AACTGCATTC
CCAGTNGCGA
GNCGTAAACG

GATAAGCCTG
NGGCCTATCA
ACACGGCCCA
CCTTCGGGTT
CGGTAATACG
NTTAACCCNT

GGGGAATTAC
GGATTGCTAG
CTCGCTGNAC
ACTNGCTGCT
GGAATTNACG
CGNATNTCAG

CTACGGGAGG
CCTCTTTCAG
TGCAAGCGTT
GCAGGCGATA
TGGCGAAGGC
TAAACGGTGG
GGCTAAAACT
TGACATATAC

CGGGGTACAG
TATGACCTCA
TACCAAGGCG
GGGGAATATT
CGAAGCGCAA
AATTACTGGG
GACTTGAGTA
CTGGGCAGTN
GGTGTGGGTT
AATTGACGGG
GCTGCAGAGA

CGTAGGCGGT
TTNCTGGTGT
AAGCGTGGGT
TGCCGTAGCT

GGTGAGTAAC
CTGCGTCTGG
CCGGCCTGAG
GCAAGCCTGA
CCTGCAGAAA
AGACGCTTCG
AGTGCGGTAG
CANCTAACGC
ATGCGGATTA
GTAAACA

CTGGGCGTAA
GAATCTTGNA
CAAGTATTGA
TGGGGCACAT
GGGGGCCTGC
GAGATGATTN

TCAGCGGCGG
CGGGAGAAAG
ACGATCCGTA
GGACAATGGG
TAGATTAATA
CGTTAATCGG
AAAACTGACA
AGGCNACCAC
ATGTCAACTN

GGAAACTGGG
GCTTGTTGGT
GACTNCTACG
GTAAACCTCT
TAGGGTGCGA
GATCTNCNGT

TGGGCGTAAA
AATCTTGNAG
AAGTATTGAC
GGGGCACATG
GGNGCCTGCA
AGATGATTTC

CAGCAGTGGG
CAGGGACNAA
GTCCGGAATT
CGGGCAGACT
GGGTCTCTGG
GCGCTAGGTG
CAAAGGAATT
CGGAAAGCTG

AGCGGNNAAC
GGTTGCATGN
ACGACGGGTA
GCACAATGGG
GTGACGGTAC
CGTAAAGAGT
CTGCAGGGGA
ACTGACGCTG
CCTTCCACGG
GGCCCGCACA
TGTGGCCCCC

TTGTCGCGTC
AGCGGTGAAA
AGCGAANCAG
AACG

ACGTGAGCAA
AAAGAATTTC
AGGGTGACCG
TGCAGCAACG
AAGCGCCGGC
TAGGCGGGTT
GGGAGATTGG
ATTTAAGTTC
ATTCGATGCA

AGCGCACGTA
GAGGCGAGTG
CGCTNAGGTG
GGTGTTTCGG
ACAAGCGGTG
CCTTCAGTTC

ACGGGTGAGT
CAGGGGACCT
ACTGGTCTGA
CGAAAGCCTG
CTCTGCAATT
AATTACTGGG
AGCTAGAGTA
CTGGACTGAT
AGCNTTGGGA

TCTAATACCG
GAGGTAATGG
GGAGGCAGCA
TTNAGTAGGG
GCNTTATCCG
GGGTAC

GCGCACGTAG
AGGCGAGTGG
GCTNAGGTGC
GTGTTTCGGT
CAAGCGNTGG
CTTCAGTTCG

NAATATTGCA
GCGCAAGTGA
ACTGGGCGTA
TGAGTACTGC
GCAGTAACTG
TGGGTTCCTT
GACGGGGGCC
CAGAGATGTG

GGGTGAGTAA
NTNGGGGTGG
GCCGACCTGA
CGAAAGCCTG
CTGCAGAAGA
TCGTAGGCGG
GACTGGAATT
AGGAACGAAN
AATCCGTGCC
AGCNGCGGNG
CCTTGTGGTC

GTTTGTGAAA
TGCGCAGATA
GATTAGATAC

CCTGCCCCTG
GGTTGGGGAT
GCCACACTGG
CCGCGTGAGG
TAACTACGTG
TTGTCCGCGT
AATTCCTGGT
CCGCNTGGGG
ACCCGAAGAA

GGCGGCGATT
GAATTCCGAG
CGAAAGCGTG
TGGCGCANTA
GNGCATGTGG
GGCTGGATGA

AATGCCTAGG
TCGGGCCTTG
GAGGATGATC
ATCCAGCCAT
TTGACGTTAC
CGTAAAGCGC
TGGTAGGAGG
ACTGACACTG
GCCTTG

GATAGGNGCG
CTCACCAAGG
GTGGGGAATA
AAGAAGCGAA
GAATTATTNG

GCGGCNATTT
AATTCCGAGT
GAAAGCGTGG
GGCGCNCTAA
NGCATGTGGT
GCTGGATGAG

CAATGGGCGA
CGGTACCTGC
AAGAGTTCGT
AGGGGAGACT
ACGCTGAGGA
CCACGGAATC
CGCACAAGCN
GCCCCCCTTG

CACGTGGGTG
AAAGATTTAT
GAGGGTGACC
ATGCAGCGAC
AGCACCGGCT
TTTGTCGCGT
CCTGGTGTAG
NCGTGGGTNG
GTTNNTAACG
CATGTGGATT
GGCCTACNAG

ACCAGCAGCT
TCAGGAGGAA
CCTGGTAGTC

ACTCTGGGAT
GGGCTCGCGG
GACTGAGACA
GACGACGGCC
CCAGCAGCCG
CTGCTGGTGA
GTAGCGGTGG
AGTACGGCGC
CCTTACCAAG

TAAGTCAGAG
TGTAGAGGTG
GGGAGCAAAC
ACGCATTAAG
TTTAATTCGA
GTGACAGGTG

AATCTGCCTG
CGCTATCAGA
AGTCACACTG
GCCGCGTGTG
CGACAGAATA
GCGTAGGTGG
GTGTGGAATT
AGGTGCGAAA

TCNACCGCAT
CGACGACGGG
TTGCACAATG
AGTTACGGTA
GCGTAAAGAG

AAGTCAGAGG
GTAGAGGTGA
GGNGCAAACA
CGCATTAAGT
TTAATTCGAA
TNACAGGTGC

AAGCCTGATG
AGAAGAAGCA
AGNCGGTTTG
GGAATTCCTG
ACGAANGCGT
CGTGCCCGTA
GCGGNGCATG
TGGTCGG

ATCTGCCCTG
CGGTGCAGGA
GGCCACACTG
GCCGCGTGAG
AACTACGTGC
CGTTTGTGAA
CGGTNAAATG
CGAACAGNNT
CATTAAGCGC
AATTCGATGC
GTGGTGCA

TAACTGCTGG
CACCGGTGGC
CACGCCGTAA

AAGCGCTGGA
CCTATCAGCT
CGGCCCAGAC
TTGCGGGTTG
CGGGTAATTA
AATTCCGGAG
AATGCGCAGA
AAGGCTAAAA
GCTTGACATA

GTGAAAGCCC
AAATTCGTAG
AGGATTAGAT
TTATCCGCCT
AGCAACGCGC
CTGCATGGCT

GTAGTGGGGG
TGAGCCTAGG
GAACTGAGAC
TGAAGAAGGT
AGCACCGGCT
TTTNTTAAGT
TCCTGTGTAG
CNNGGNNGAG

GGNGGGTGTT
TAGCCGGCCT
GGCGCAACTG
CCTGCAGAAG
CTCGTAGGCN

TGAAAGCCCG
AATTCGTAGA
GGNTTAGATA
TATCCGCCTG
GCAACGCGCA
TGCATNGCTG

CAGCGACGCC
CCGGCTAACT
TCGCGTCGTT
GTGTAGCGGT
GGGTAGCGAA
CTAACGCATT
TGGATTAATT

CACTTCGGGA
TGGGCCCGCG
GGACTGAGAC
GGATGACGGC
CAGCAGCCGC
AACCAGCAGC
CGCAGATATC
NNGATACCCT
CCCGCCTNCG
AACGCGAAGA

CTTTCAGGCG
GAAGGCGGGT
ACGGTGGGCC

AACGGCGTCT
TGTTGGTGAG
TCCTACGGGA
GTAAACCTCT
CGTAGGGCGC
GCCTCAACCT
TNTCAGGAAG
CTCAAAGGAA
TACGAGAACG

GGGGCTCAAC
ATATTCGGAA
ACCCTGGTAG
GGGGAGTACG
AGAACCTTAC
GTCGTCAG

ACAACGTTTC
TCGGATTAGC
ACGGTCCAGA
CTTCGGATTG
AACTCTGTGC
TGGATGTGAA
CGGTGAAATG
CAAACAGGNT

GGAAAGATTT
GAGAGGGTGA
GATGCAGCNA
AAGCACCNNC
GTTTGTCACN

GGGCTCAACC
TATTCGGAAG
CCCTGGTAGT
GGGAGNACGG
GAACCTTACC
TC

GCGTGAGGGA
ACGTGCCAGC
TGTGAAAACC
GAAATGCGCA
CAGGATTAGA
AAGCGCCCCG
CGATGCAACG

TAAGTCTGGG
GCCTATCAGC
ACGGCCNAGA
CTTCGGGTTG
GGTAATACGT
TCAACTGCTG
AGNNNNNACA
GGTAGTCCAC
GAGTACGGCC
ACCTTACCTG

ATACGGGCAG
CTCTGGGCAG
GCTAGGTGTG

AATACTGGAT
GTAATGGCTC
GGCAGCAGTG
TTTAGCAGGG
CAANCGTTTA
CCGGCCTGCA
TTGTGGGNNC
TTGACGGGGA
GGCCAGAAAT

CCCGGAACTG
GAACACCAGT
TCCACGCCGT
GTCGCAAGAT
CAGCGTTTNA
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>Bodenisolat M120

GCGGTAAGGC TTTNGGGGTA CACGAGCGGC GAACGGGTGA GTAACACGTG GGTGATCTGC CCTGCACTTC GGGATAAGCC TGGGAAACTG
GGTCTAATAC CGGATATGAC CTCAGGTTGC ATGATTTGGG GTGGAAAGAT TTATCGGTGC AGGATGGGCC CGCGGCCTAT CAGCTTGTTG
GTGGGGTAAT GGCCTACCAA GGCGACGACG GGTAGCCGAC CTGAGAGGGT GACCGGCCAC ACTGGGACTG AGACACGGCC CAGACTCCTA
CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGCACAA TGGGCGAAAG CGTGATGCAG CGACGCCGCG TGAGGGATNA CGGCCTTCGG GTTGTAANCC
TCTTTCAGCA GGGACGAAGC GCAAGTGACG GTACCTGCAG AAGAAGCACC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT ACGTAGGGTG
CAAGCGTTGT CCGGAATTAC TGGGCGTAAA GAGTTCGTAG GCGGTTTGTC GCGTCGTTTG TGAAAACCAG CAGCTCAACT GCTGGCTTGC
AGGCGATACG GGCAGACTTG AGTACTGCAG GGGAGACTGG AATTCCTGGT GTAGCGGTGA AATGCGCAGA TATCAGGAGG AACACCGGTG
GCGAAGGCGG GTCTCTGGGC AGTAACTGAC GCTGAGGAAC GAAAGCGTGG GTAGCGAACA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCACGCCGTA
AACGGTGGGC GCTAGGTGTG GGTTCCTTCC ACGGAATCGT GCCGTACTAA CGCATTAAGC GCCCCGCCTG GGGAGTACGG CCGCAAGGCT
AAAACTCAAA GGAATTGACG GGGGCCCGCA CAAGCGGCGG NGCATGTGGA TTAATTCGAT GCAACGCGAA GACACCTTTC ACCTGGGTTT
GACATATACC GGAAAGCTGN AGAGATGTGG CCCCCCTTGT GGTCGGNATA CAGGTGGTGA TN

>Bodenisolat M121

GGTAAGGCCT TTCGGGGTAT GGNGCGGATA CGGGTGAGTA ACACGTGGGT GATCTGCCCT GCACTTCGGG ATAAGCCTGG GAAACTGGGT
CTAATACCGG ATATGACCTC AGGTTGCATG ANTTGGGGTG GAAAGATTTA TCGGTGCAGG ATGGGCCCGC GGCCTATCAG CTTGTTGGTG
GGGTAATGGC CTACCAAGGC GACGACGGGT AGCCGACCTG AGAGGGTGAC CGGCCACACT GGGACTGAGA CACGGCCCAG ACTCCTACGG
GAGGCAGCAG TGGGGAATAT TGCACAATGG GCGAAAGCCT GATGCAGCGA CGCCGCGTGA GGGATGACGG CCTTCGGGTT GTAAACCTCT
TTCAGCAGGG ACGAAGCGCA AGTGACGGTA CCTGCAGAAG AAGCACCGGC TAACTACGTG CCAGCAGCCG CGGTAATACG TAGGGTGCAA
GCGTTGTCCG GAATTACTGG GCGTAAAGAG TTCGTAGGCG GTTTGTCGCG TCGTTTGTGA AAACCAGCAG CTCAACTGCT GGCTTGCAGG
CGATACGGGC AGACTTGAGT NCTGCAGGGG AGACTGGAAT TCCTGGTGTA GCGGTGAAAT GCGCAGATAT CAGGAGGAAC ACCGGTGGCG
AAGGCGGGTC TCTGGGCAGT NACTGACGCT GAGGAACGAA AGCGTGGGTA GCGAACAGGA TTAGATACCC TGGTAGTCCA CGCCGTAAAC
GGTGGGCGCT AGGTGTGGGT TCCTTCCACG GAATCCGTGC CGTAGCTAAN GCATTAAGCG CCCCGCCTGG GGAGTACGGC CGCAAGGCTA
AAACTCAAAG GAATTGACGG GGGCCGCACA AGCGGCGGNG CATGTGGATT AATTCGATGC AACGCGAAGA ACCTTACCTG GGTTTGACAT
ATACCGGAAA GCTGCAGAGA TGTGGCCCCC CTTGTGG

>Bodenisolat M123

GTGAGTAACA CGTGGGTGTA TCTGCCCTGC ACTTCGGGAT AAGNCTGAGG AAACTGGGTC TAATACCGGA TATNACCTCC TATCGCANGG
TGGGTGNGTG GAAAGATTTA TCGGTGCAGG ATNGGNCCCG CGGCTATCAG CTTGTTGGTG GGGTAATGGC CTACCAAGGC GACGACGGGT
AGCCGACCTG AGAGGGTGAC CGGCCACANT GGGACTGAGA CACGGCCCAG ACTNCTACGG GAGGCAGCAG TGGGGAATAT TGCACAATGG
GCGAAAGCCT GATGCAGCGA CGCCGCGTGA GGGATGACGG CCTTCGGGTT GTAAACCTCT TTCAGCAGGG ACGAAGCGCA AGTNACGGTA
CCTGCAGAAG AAGCACCGGC TAACTACGTG CCAGCAGCCG CGGTAATACG TAGGGTGCAA GCGTTGTCCG GAATTACTGG GCGTAAAGAG
TTCGTAGGCG GTTTGTCGCG TCGTTTGTGA AAACCAGCAG CTCAACTGCT GGCTTGCAGG CGATACGGGC AGACTTGAGT ACTGCAGGGG
AGACTGGAAT TCCTGGTGTA GCGGTGAAAT GCGCAGATAT CAGGAGGAAC ACCGGTGGCG AAGGCGGGTC TCTGGGCAGT NACTGACGCT
GAGGAACGAA NGCGTGGGTN GCGAACAGGA TTAGATACCC TGGTAGTCCA CGCGTAAACG GTGGGCGCTA GGTGTGGGTT CCTTCCACGG
AATCCGTGCC GTANTAACGC ATTAAGCGCC CCGCCTGGGG AGTACGGCCG CAAGGCTAAA ACTCAAAGGA ATTGACGGGG GCCGCACAAG
CGGCGGNGCA TGTGGATTAA TTCGATGCAA CGCGAAGAAC CTTACCTGGG TTTGACATAT ACCGGAAAGC TGCAGAGATG TGGCCCCCCT
TGTGGTCGGT ATACAGGTGG TG

>Bodenisolat M124

ATACGGAGGA TCCAAGCGTT ATCCGGATTT ATTGGGTTTA AAGGGTGCGT AGGCGGCTTA TTAAGTCAGG GGTGAAAGAC GGTGGCTCAA
CCATCGCAGT GCCCTTGATA CTGATGAGCT TGAATGGACT AGAGGTAGGC GGAATGTGAC AAGTAGCGGT GAAATGCATA GATATGTCAC
AGAACACCGA TTGCGAAGGC AGCTTACTAT GGTTTTATTG ACGCTGAGGC ACGAAAGCGT GGGGATCAAA CAGGATTAGA TACCCTGGTA
GTCCACGCCC TAAACGATGA ATACTCGCTG TTAGCGATAT ACAGTTAGCG GCTAAGCGAA AGCGTTAAGT ATTCCACCTG GGGAGTACGC
CCGCAAGGGT GAAACTCAAA GGAATTGACG GGGGCCCGCA CAAGCGGAGG AGCATGTGGT TTAATTCGAT GATACGCGAG GAACCTTACC
CGGGCTTGAA AGTTAGTGAC GATACTAGAG ATAGTATTTT GAGCAATCAC ACGAAACTAG GTGCTGCATG GCTGTCGTCA GC

>Bodenisolat M125

GCGGTAAGGC CTTTCGGGGT ACACGNGCGG NGNACGGGTG AGTAACACGT GGGTNNNTCT GCCCTGCACT TCGGGATAAG CCTGGGAAAC
TGGGTCTAAT ACCGGATATG ACCTCCTATC GCATGGTGGG TGGTGGAAAG ATTTATCGGT GCAGGATGGG CCCGCGGCTA TCAGCTTGTT
GGTGGGGTAA TGGCCTACCA AGGCGACGAC GGGTAGCCGA CCTGAGAGGG TGACCNGCCA CAATNGGACT GAGACACGGC CCAGACTCCT
ACGGGAGGCA GCAGTNGGGA ATATTGCACA ATGGGCGAAA GCCTGATGCA GCGACGCCGC GTGAGGGATG ACGGCCTTCG GGTTGTAAAC
CTCTTTCAGC AGGGACGAAG CGCAAGTTAC GGTACCTGCA GAAGAAGCAC CGGCTAACTA CGTGCCAGCA GCCGCGGTAA TACGTAGGGT
GCAAGCNTTG TCCGGAATTA CTGGGCGTAA AGAGTTCGTA GGCGGTTTGT CGCGTCNTTT GTGAAAACCA GCAGCTCAAC TGCTGGCTTG
CAGGCGATAC GGGCANACTT GAGTACTGCA GGGGAGACTG GAATTCCTGG TGTAGCGGTG AAATGCGCAG ATATCAGGAG GAACACCNGT
GGCGAAGGCG GGTCTCTGGG CAGTAACTGA CGCTGAGAAA CNAAAGCGTG GNTAGCGAAC AGNNTTAGAT ACCCTGGTAG TCCACGCCNT
AAACGGTGGN CGCTAGNTGT GGNTCCCTNC CACGGAATCN TGCCGTANTA ACGCATTAAG CNCCCCGCNT GGGGAGTACG GCCGNAAGGC
TAAAACTCAA AGGAATTNAC GGGGNCCGCA CAANCNNCGG NNCATGTNNA TTAATTCGAT GCAACGCNAA NAACCTTACC TGGNTTTAAA
ATATACCGNA AAGCTGAANA NATGTGGCCC CCCCTTGTGG TCGNTATACA GGTGGTGCAT

>Bodenisolat M126

CGNTGAAGCC CAGCTTGCTG GTTGGTATTA NTGGCGAACG GGTGAGTAAC ACGTGNGTAA CCTGCCCTTA ACTCTGGGAT AAGCCTGGGA
AACTAGGTCT AATACCGGAT AGGAGCGTCC ACCGCATGGT GGGTGTTGGA AAGATTTATC GGTTTTGGAT GGACTCGCGG CCTATCAGCT
TGTTGGTGAG GTAATGGCTC ACCAAGGCGA CGACGGGTAG CCGGCCTNAN AGGGTGACCN GCCACACTGG NACTGAGACA CGGCCCANAC
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATATTG CACAATGGGC GAAAGCNTGA TGCAGCGACG CCGCGTGAGG GATNACGGCC TTCGGGTTGT
AAACCTCTTT CAGTAGGGAA GAAGCGAAAG TNACGGTACC TGCAGAAGAA GCACCGGCTA ACTACGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGTA
GGGTGCGAGC GTTATCCGGA ATTATTGGGC GTAAAGAGCT CGTAGGCGGT TTGTCGCGTC TGTNGTGAAA GTCCGGGGCT TAACCCCGGA
TCTGCGGTGG GTACGGGCAG ACTAGAGTNC AGTAGGGGAG ACTGGAATTC CTGGTGTAGC GGTGGAATNC GCAGATATCA GGAGGAACAC
CGATGGCGAA GGCAGGTCTC TNGGCTGTAA CTNACGCTGA GGAGCGAAAG CATGGGGAGC GAACANGATT AGATACCCTN GTAGTCCATN
CCGTAAACNT TGGNCACTAN GTNTGGGGAC CATTCCACGG TTTCCGCGCC NCAGNTAACG CATTAAGTNC CCCGNCTGGG GAGTACGGCC
GCAAGGCTAA AACTCAAAGG AATTGACGGG GGCCCGCACA AGCGGCGGNG CATGCGGATT AATTCGATGC AACGCGAAGA ACCTTACCAA
GGCTTGACAT GTTCTCGATC GCCGTAGAGA TACGGTTTCC CCTTGGGGGC GGGTTCACAG GTGGTGCAT
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Anhang

>Bodenisolat M128

GCGGTAAGGC
GNTCTAATAC
GTGGGGTAAT
CTGGGAGGCA
CTCTTTCAGC
GCAAGCGTTG
CAGGCGATAC
GGCGAAGGCG
AAACGGTGGG
CTAAAACTCA
ACATATACCG

TTTCGGGGTA
CGGATATGAC
GGCCTACCAA
GCAGTGGGGA
AGGGACGAAG
TCCGGAATTA
GGGCANACTT
GGTCTCTGGG
CGCTAGGTGT
AAGGAATTGA
GAAAGCTGCA

>Bodenisolat M129

CGGTGAACAC
AAACGGCGTC
TTGTTGGTGA
CTCCTACGGG
TAAACCTCTT
AGGGCGCAAG
CCTGCAGTNG
ACCGATGGCG

GGAGCTTGCT
TAATACTGGA
GGTAATGGCT
AGGCAGCAGT
TTAGCAGGGA
GTTATCCGGA
GTACGGGCAG
AANGCAGATC

>Bodenisolat M131

TCCGGAATTA
GGGCTGACTN
CGGGNACTCT
GGGCACTAGG
CTCAAAGGAA
ACTGGANACG

TTNGGCGTAA
GAGTGCAGTA
GGGCTGTAAC
TGTGGGGNAC
TTGACGGGGG
TTCTGGAAAC

>Bodenisolat M134

GGACTTAGAC
GATGAAGGCC
CCGCGGTAAT
GGGCTCAACC
ATATTCGGAA
ACCCTGGTAG
GGGGAGTACG
AGAACCTTAC

ACGGCCCANA
TTAGGGTTGT
ACGGAGGGNG
CCGGAACTGC
GAACACCAGT
TCCACGCCGT
GTCGCAAGAT
CAGCGTTTGA

CACGAGCGGC
CTCAGGTTGC
GGCGACGACG
ATATTGCACA
CGCAAGTGAC
CTGGGCGTAA
GAGTACTGCA
CAGTCACTGA
GGGTNCCTTC
CGGGGGCCCG
GAGATGTGGC

CTGTGGGNTC
TATGTGACGT
CACCAAGGCG
NGGGAATATT
AGAAGCGAAA
ATTATTGGGC
ACTAGAGTTC
TCTGGGCCGT

AGAGCTCGTA
GGGGGAGTCT
TGACACTGAG
ATTCCACGTT
CCCGCACAAG
AAGTTCTTCT

CTCTACGGGA
AAAGCTNTTT
CTAGCGTTGT
CTTTGAGACT
GGCGAAGGCG
AAACGATGAT
TAAAACTCAA
CATCCTCATC

GAACGGGTGA
ATGACTTGGG
GGTAGCCGAC
ATGGGCGAAA
GGTACCTGCA
AGAGTTCGTA
GGGGAGACTG
CGCTGAGGAA
CACGGAATCC
CACAAGCGGC
CNCCCCTTGT

AGTGGCGAAC
GACCGCATGG
TCGACGGGTA
GCACAATGGG
GTNACGGTAC
GTNAAGAGCT
GGTAGGGGGA
AACTNACGCT

GGTGTTGGTC
GGAATTCCTG
GAGCGAAAGC
CTCCGCGCCG
CGGCGGNGCA
CTTTGGAGCT

NGCAGCAGTA
TACCCGAGAT
TCGGAATTAC
GGGATTGCTA
GCTCGCTGGA
AACTNGCTGC
AGGAATTGAC
GCGGATTTCA

7.3 Distanzmatrices

GTAACACGTG
GTGGAAAGAT
CTGAGAGGGT
GCCTGATGCA
GAAGAAGCAC
GGCGGTTTGT
GAATTCCTGG
CGAAAGCGTG
GTGCCGTANT
GGNGCATGTG
GGTCGGTATA

GGGTGAGTAA
TCTGCGTCTG
GCCGGCCTGA
CGCAAGCTGA
CTGCAGAAAA
CGTAGGCGGT
GATTGGAATT
GAGGAGCGAA

ACGTCTGCTG
GTGTAGCGGG
ATGGGGAGCG
TNNTAACGCA
TGCGGATTAA
GGTGTACAGG

GGGAATATTG
GATAATNACA
TGGGCGTAAA
GAATCTTGNA
CAAGTATTGA
TGGGGCACAT
GGGGGCCTGC
GAGATGATTN

GGTGATCTGC
TTATCGGTGC
GACCGGCCAC
GCGACGCCGC
CGGCTAACTA
CGCGTCGTTT
TGTAGCGGTG
GGTAGCGAAC
AACGCATTAA
GATTAATTCG
CAGGTGGTGC

CACGTGAGCA
GAAAGAATTT
GAGGGTGACC
ATGCAGCAAC
AGCGCCGGCT
TTGTCGCGTC
CCTGGTGTAG
A

TGGAAACGAA
TGAAATGCGC
AACAGGATTN
TTAAGTGCCC
TTCGATGCAA
TGGTGCAT

GACAATGGGC
GTATCGGGAG
GCGCACGTAG
GAGGCGAGTG
CGCTGAGGTG
GGTGTTTCGG
ACAAGCGGTG
CCTTCAGTTC

CCTGCACTTC
AGGATGGGCC
ACTGGGACTG
GTGAGGGATN
CGTGCCAGCA
GTGAAAACCA
AAATGCGCAG
AGGATTAGAT
GCGCCCCGLC
ATGCAACGCG
AT

ACCTGCCCCT
CGGTTGGGGA
GGCCACACTG
GCCGCGTGAG
AACTACGTNC
TTCTGTGAAA
CGNNGTGAAT

ACGGCTTAAC
AGATATCAGG
GATACCCTGG
CGCCTGGGGA
CGCGAAGAAC

GAAAGCCTGA
AATAAGCTCC
GCGGCGATTT
GAATTCCGAG
CGAAAGCGTG
TGGCGCANTA
GAGCATGTGG
GGCTGGATGA

GGGATAAGCC
CGCGGCCTAT
AGACACGGCC
ACGGCCTTCG
GCCGCGGTAA
GCAGCTCAAC
ATATCAGGAG
ACCCTGGTAG
TGGGGAGTAC
AAGAACCTTA

GACTCTGGGA
TGGGCTCGCG
GGACTGAGAC
GGACGACGGC
CANCNGCCGC
NCCGGAGGCT
GCGCAATATN

GTTGCGCGTG
AGGAACACCG
TAGTCCATGC
GTACGGTCGC
CTTACCAAGG

TCCAGCAATG
GGCTAACTCC
AAGTCAGAGG
TGTAGAGGTG
GGGAGCAAAC
ACGCATTAAG
TTTAATTCGA
GTGACAGGTG

TGGGAAACTG
CAGCTTGTTG
CAGACTCCTA
GGTTGTAAAC
TACGTAGGGT
TGCTNGCTTG
GAACACCGGT
TCCACGCCGT
GGCCGCAAGG
CCTGGGTTTG

TAAGCGCTGG
GCCTATCAGC
ACGGCCCANA
CTTCGGGTTG
GGTAATACGT
CAACCTCCGG
CAGGAGGAAC

CAGTGGGTAC
GTGGCGAAGG
CGTAAACGTT
AAGGCTAAAA
CTTCACATAC

CCGCGTGAGT
GTGCCAGCAG
TGAAAGCCCG
AAATTCGTAG
AGGATTAGAT
TTATCCGCCT
AGCAACGCGC
CTGCAT
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8 Abkurzungen

2,4-D
AGS

Amp

2,4-Dichlorphenoxyacetat
Arginin-Glycerin-Salz-Medium

Ampicillin

Amp50 Ampicillin (50 pg/ml)

AS
BANA
bp
BCIP
BNT
BTEX
cfu
CSE
CB
ddH,0
DIG
DNA
dNTP
GVO

ITS
kb

LB
NA

Aminosaure

Bradyrhizobium-Agromonas-Nitrobacter-Afipia

Basenpaar
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat
Nitroblau-Tetrazoliumsalz

Benzol, Toluol, Ethylbenzol und Xylen

Koloniebildende Einheiten (engl. colony forming units)

Cold Soil Extract

Chlorbenzol

deionisiertes Wasser (15 puS)
Digoxygenin-dUTP
Desoxyribnukleinsédure
2'-Desoxynukleosid 5'-Triphosphat
Gentechnisch veranderter Organismus
Indol-3-essigsaure

Internal transcribed spacer
Kilobasen (1 kb = 1000 Basen)
Luria-Bertani Medium fur E. coli

Nutrient Agar
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oD
PAM
PCR
PCB
RFLP
RT
TCB

TE
TAE
TBE
TSA
UPM

Optische Dichte

Percent Accepted Mutations

Polymerase Kettenreaktion

Polychloriertes Biphenyl

Restriction Fragment Length Polymorphism
Raumtemperatur

Trichlorbenzol

Verdoppelungszeit

Tris-EDTA, Puffer mit HCI titriert auf pH 7 oder 8
Tris-Acetat-EDTA, Puffer flur Gelelektrophorese
Tris-Borsaure-EDTA Puffer flr Gelelektrophorese
Tryptic Soy Agar

Umdrehungen pro Minute






Lebenslauf

1975
1978
1981

1984

1990

1998
2000

1969

- 1978
- 1981
- 1984

- 1989

- 1996

- 2000
- 2004

Geburt, 9. September, Barcelona

Escuela Suiza, Barcelona
Primarschule, Churwalden

Sekundarschule, Churwalden

Kantonsschule, Chur

Naturwissenschaftlich Technische Matur

Naturwissenschaftliches Studium, ETH Zirich
Fachrichtung Biotechnologie,Vertiefung Phytopathologie
Dipl. Natw. ETH

Institut fir Mikrobiologie, Universitat Stuttgart
IOZ Umweltmikrobiologie, TU Bergakademie Freiberg
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