
Funktionelle Untersuchungen
der mikrobiellen Gemeinschaft 

in Sedimenten von
 marinen

Schlammvulkanen

Diplomarbeit

Dorothée anne makarow

Christian-albrechts-Universität zu Kiel
Mathematisch-Naturwissenschaftliche Fakultät

Sektion Biologie 
Institut für allgemeine Mikrobiologie

und

leibniz institut für meereswissenschaften 
(iFm Geomar)

Kiel 2010



Referent: Prof. Dr. R. A. Schmitz-Streit
Tag der Abgabe der Diplomarbeit: 01.03.2010
Letzter Tag der mündlichen Prüfung: 15.02.2009



Inhaltsverzeichnis

1. einleitUnG

inhaltSverzeiChniS

abKürzUnGen

2. material UnD methoDen

1.1   Submarine Schlammvulkane 
1.2   Die Anaerobe Oxidation von Methan
1.3   AOM-katalysierende Mikroorganismen
1.4   Physiologie der AOM-Konsortien
1.5   Der Einfluss von Umweltparametern auf die Prozessraten
1.6   Das Leben in Zellaggregaten
1.7   Mikrobielle Kooperation über chemische Kommunikation
1.8   Quorum quenching 
1.9   Metagenomik
1.10 Ziele dieser Arbeit

2.1   Untersuchungsgebiet - North Alex Schlammvulkan
2.2   Organismen und Plasmide
2.3   Oligonukleotide und Kits
2.4   Chemikalien und Biochemikalien
2.5   Nährmedien und Medienzusätze
2.6   Puffer und Lösungen
2.7   Anzucht und Zellernte
2.8   Extraktion von AHL-Molekülen
2.9   Herstellung von Zellextrakt und Überstand für QQ
2.10 DNA-Isolierung
2.11 Gelelektrophorese
2.12 Standardtechniken zum Arbeiten mit Nukleinsäuren
2.13 Polymerase-Ketten-Reaktion
2.14 Ligation
2.15 Transformation von DNA in E. coli    
2.16 DNA-Sequenzierung und Analyse
2.17 Screening auf QS-/QQ-Aktivität
2.18 Proteinaufreinigung mittels Affinitätschromatographie
2.19 CARD FISH
2.20 Gaschromatographie        
2.21 Photometrie

001
003
005
006
007
007
009
011
012
012

015
019
020
022
023
026
028
029
030
030
031
033 
034 
035
035
036
037
038
039
042
043

zUSammenFaSSUnG



Inhaltsverzeichnis

043

046
047
049
051
052
056
058
058
060

061
062
064
065
066

067
069
073
073
075
075
077
078

080

093

2.22 Radiotracer-Inkubationen 
            
               

3.1   Temperaturoptimum der methan-abhängigen Sulfatreduktion
3.2   AOM:SR Stöchiometrie
3.3   Diversitätsanalyse der bakteriellen 16S rDNA-Sequenzen
3.4   Diversitätsanalyse der archaeellen 16S rDNA-Sequenzen
3.5   Strukturanalyse der mikrobiellen Lebensgemeinschaften 
3.6   Screeningtests zum Nachweis AHL-produzierender Bakterien
3.7   Durchmusterung der Metagenombank auf QQ-Aktivität
3.8   Subklonierung
3.9   Identifikation Protein-kodierender offener Leserahmen auf          
        pRS628 und pRS629
3.10 Sequenzanalyse des Klons E. coli DH5α/pRS629 
3.11 Sequenzanalyse des Klons E. coli DH5α/pRS628
3.12 Überexpression und Affinitätschromatographie von QQ 1
3.13 Überprüfung des gereinigten Proteins QQ 1 auf QQ-Aktivität
3.14 Effekt von QQ 1 auf das Schwärmverhalten 
       bei E. coli BL21 (DE3) 

4.1   Anaerobe Oxidation von Methan
4.2   Diversität mikrobieller Lebensgemeinschaften am NAMV
4.3   Mikrobielle Konsortien am NAMV
4.4   Quorum sensing mikrobieller Lebensgemeinschaften am NAMV
4.5   Quorum quenching mikrobieller Lebensgemeinschaften am NAMV
4.6   Mögliche QQ-Moleküle von E. coli DH5α/pRS628   
4.7   Identifikation des QQ-ORFs von E. coli DH5α/pRS629
4.8   Ausblick

3. erGebniSSe

4. DiSKUSSion

5. literatUrverzeiChniS

6. anhanG



Abkürzungsverzeichnis

ad     bis
AHL     N-Acyl-L-Homoserin-Lacton
AI     Autoinducer
Amp    Ampicillin
ANME    anaerobe Methanotrophe
AOM    Anaerobe Oxidation von Methan
BLAST    Basic Local Alignment Search Tool
bp     Basenpaare
CARD-FISH   catalyzed reporter deposition fluorescence in situ
     hybridization
Cm     Chloramphenicol
DMSO    Dimethylsulfoxid
DNA     Desoxyribonukleinsäure
dNTP    2´-Desoxyribonukleosid-5´-triphosphat
DSS    Desulfosarcina
E.     Escherichia
EDTA     Ethylendiamintetraessigsäure
EK    Einzelklone
EPS    extrazellulären polymeren Substanzen 
et al.     und andere
GC     Gaschromatograph
HRP    Meerrettichperoxidase (engl.: Horseradish)   
IPTG     Isopropyl-β-thiogalaktopyranosid
K-Ac    Kalium-Acetat
kb     Kilobasen
lacZ    Gen für das α-Peptid der ß-Galaktosidase
NAMV    North Alex Schlammvulkan (engl.: mud volcano) 
mod.     modifiziert
MTP     Mikrotiterplatte
MUC    Multicorer
MV    Schlammvulkan (engl.: mud volcano)
NCBI     National Center for Biotechnology Information
NIOZ    Royal Netherlands Institute for Sea Research
OD    optische Dichte
ORF     offener Leserahmen (engl.: open reading frame)
PCR     Polymerasekettenreaktion
QQ     Quorum Quenching
QS     Quorum Sensing
rDNA     ribosomale Desoxyribonukleinsäure
RG     Reaktionsgefäß

abKürzUnGen



Abkürzungsverzeichnis

RNA     Ribonukleinsäure
rpm     Umdrehung pro Minute (engl.: rounds per minute)
RT     Raumtemperatur
SDS     Sodium-Dodecyl-Sulfat
SMTZ     Sulfat-Methantransitionszone
SN     Überstand (engl.: supernatant)
SRB    Sulfatreduzierer (engl.: sulfate-reducing bacteria)
SRR     Sulfatreduzierungsrate
TAE     Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TE     Tris-EDTA
Tris     Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
ÜN-Kultur   Übernachtkultur
UV     Ultraviolett
X-Gal     5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-ß-DGalactopyranosid
ZE    Zellextrakt



Zusammenfassung

zUSammenFaSSUnG

In marinen Sedimenten stellt die anaerobe Methanoxidation (AOM) eine wich-
tige Senke des Treibhausgases Methan dar. In submarinen Schlammvulkanen 
kann der kontinuierliche Austritt von Gasblasen und methanreichen Fluiden 
bewirken, dass ein nicht unwesentlicher Anteil des Methans den mikrobiellen 
Filter aus Methanotrophen passieren kann. Um den Kontrollmechanismus der 
Methan-emission in so einem Ökosystem besser zu verstehen, wurden in die-
ser Arbeit mikrobielle AOM- und Sulfatreduktionsraten (SRR) des North Alex 
Schlammvulkans bestimmt und die Temperaturabhängigkeit des Prozesses un-
tersucht. Diese wurden durch eine Analyse der Diversität und Struktur mikrobi-
eller Lebensgemeinschaften in Sedimenten des Kraterzentrums ergänzt, die an 
geologische und biogeochemische Prozesse der Gas- und Flüssigkeitsausstritte 
gekoppelt sind. Ein weiterer Aspekt der Arbeit beschäftigt sich mit der bakteri-
ellen Zell-Zell-Kommunikation (Quorom Sensing) über Autoinducer, Grundlage 
für Entstehung von Biofilmen und Konsortien. Für eine Charakterisierung des 
Habitats sollte daher eine Metagenombank der mikrobiellen Gemeinschaft des 
Schlammvulkans nach Quorum Sensing-Molekülen und Quorum Sensing inhi-
bierenden Proteinen durchmustert werden. 

An Sedimentproben von North Alex konnte die direkte Abhängig-
keit der Sulfat-Reduktion von Methan als Elektronendonator gezeigt 
werden, da nur in Inkubationen mit Methan aus der Reduktion von 
Sulfat Sulfid gebildet wurde, nicht aber in Kontrollexperimenten 
ohne Methan. Die Sedimentproben zeigten ein mesophiles Tem-
peraturprofil mit den höchsten methanabhängigen Sulfat-Reduk-
tionsraten zwischen 16 und 23 °C. Bei höheren und niedrigeren 
Temperaturen sank die Aktivität. Das Temperaturoptimum der AOM 
wurde bei 23 °C erreicht, mit einem Aktivitätsmaximum von ~ 200 
nmol cm-3 Tag-1.

Aus drei verschiedenen Sedimentschichten (0-1 cm, 4-5 cm und 
29-31cm) des Kraterzentrums wurde Gesamt-DNA isoliert und 
ein vertikales Profil der Biodiversität erstellt. In der bakteriel-
len 16S rDNA-Analyse dominierten die δ-(40 %), γ-(28 %) und 
ε-Proteobacteria (11 %). Innerhalb der δ-Proteobacteria wurden 
von den typischen Seep-Sulfatreduzierern nur Desulfobulbus (2 %) 
gefunden. Sequenzen mit hohen Frequenzen konnten den Gattun-
gen Desulfobacterium (14 %), Desulfobacula (13 %) und Desulfa-
tibacillum (7 %) zugeordnet werden. Ein Großteil der Sequenzen in 
der archaeellen 16S rDNA-Analyse erzielten die größten Ähnlichkei-
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Zusammenfassung

keiten zu Vertretern der GOM Arc I (44 %) und der Marine Group  
I (41 %). Lediglich 7 % der Sequenzen konnten bekannten Metho-
trophen (ANME-2a) zugeordnet werden.

Die quantitative Zusammensetzung und die vertikale Verteilung 
AOM-assoziierter Gruppen wurden mittels Catalyzed Reporter De-
position Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung untersucht. In Sedimen-
ten am North Alex wurden Gesamtzellzahlen von 109-1010 Zellen × 
ml−1 ermittelt. Entgegen der 16S rDNA-Analyse zeigte die Desul-
fosarcina/Desulfococcus-Gruppe in situ große Abundanzen mit ei-
ner maximalen Detektionsrate von 34 % DAPI-gefärbter Zellen. In 
der mittleren Sedimentschicht stellten Aggregate (4-20 μM), aus 
einem inneren Kern unbekannter Archaea umgeben von unbekann-
ten Bacteria, den Großteil der Biomasse. Obwohl bekannte AOM-
assoziierte Mikroorganismen wie ANME-2/-2a und Desulfosarcina/
Desulfococcus- und Desulfobulbus-Verwandte detektiert wurden, 
bildeten sie keine Aggregate. Im tiefsten Sedimenthorizont wurden 
vereinzelt bakterielle und archaeelle Aggregate (10-15 μM) gefun-
den. Ein besonderes Merkmal dieser Aggregate war die fehlende 
Vergesellschaftung von Bacteria und Archaea. Auch kleine Aggre-
gate (< 5 μM) von ANME-2 mit unbekanntem bakteriellem Partner 
konnten detektiert werden. 

Aus isolierter Gesamt-DNA der mittleren Sedimentschicht wurde 
eine 8.064 Einzelklone umfassende Metagenombank (abgelegt in 
96 Mikrotiterplatten) konstruiert. Aus Kulturüberständen dieser 
metagenomischen Klone sowie aus Kulturüberstand  der in vitro 
Inkubationen der Sedimente wurden potentielle AHL extrahiert und 
anschließend auf Quorum sensing-Aktivität gestestet. Die Detekti-
on von AHL-Signalmolekülen erfolgte mit Hilfe des AHL-Sensorbak-
teriums C. violaceum CV026 und dem Reporterstamm E. coli DH5α/
pRS354. Mit dem Reporterstamm E. coli DH5α/pRS354 konnte in 
der Metagenombank ein AHL-Signal im 96er Poolmaßstab detek-
tiert werden. Dieses Signal konnte jedoch in weiteren Analysen 
nicht verifiziert werden. 

Die Klone der Metagenombank „North Alex MV“ wurden unter Ver-
wendung der beiden Reporterstämme E. coli DH5α/pRS354 und 
E. coli DH5α/pRS356 auf QQ-Aktivität hin untersucht. Die Analyse 
zeigte, dass insgesamt 22 96er-Pools im Kulturüberstand, sowie 7 
96er-Pools im Zellextrakt mit AHL interferierten. Weiterhin zeigten 
8 96er-Pools im Kulturüberstand und 2 96er-Pools im Zellextrakt 
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AI-2-Interferenz. Aus einer Auswahl von je 4 96er-Pools, die simul-
tan QQ-Wirkung gegenüber den beiden Signalmolekülen AHL und 
AI-2 zeigten, wurden die entsprechenden QQ-vermittelnden Einzel-
klone identifiziert. Insgesamt wurden 34 Einzelklone mit QQ-Akti-
vität gegenüber AHL im Kulturüberstand und 20 aktive Einzelklone 
im Zellextrakt identifiziert. AI-2-Interferenz zeigten 31 Einzelklone 
im Kulturüberstand und 3 Einzelklone im Zellextrakt. Zwei Klone 
aus der Metagenombank „North Alex MV“ (37/F10, 79/E4) die si-
multan AHL- und AI-2-Interferenz zeigten, wurden für weitere Un-
tersuchungen und zur Identifizierung potentieller QQ-vermittelnder 
ORFs ausgewählt.

Der Fosmidklon 79/E4 der Metagenombank „North Alex MV“ zeig-
te simultan QQ-Aktivität gegenüber AHL und AI-2. Auf einem 2,8 
kb subklonierten BamHI-Fragment wurde unter Verwendung der 
Reporterstämme DH5a/pRS354 und DH5a/pRS356 Interferenz ge-
genüber beiden Signalmolekülen detektiert. Mittels Sequenzanaly-
se wurden auf dem subklonierten Fargment (pRS629) zwei putati-
ve QQ-ORFs identifiziert. Aus Zeitgründen konnten keine weiteren 
Analysen hinsichtlich der beobachteten QQ-Aktivität unternommen 
werden.

Das Originalfosmid 37/F10 der Metagenombank „North Alex MV“ 
vermittelte ebenfalls Interferenz simultan mit AHL und AI-2. Auf 
dem 20 kb Fosmidinsert wurde nach Subklonierung mit EcoRI ein 
3 kb Fragment identifiziert, welches im Test mit den Reporterstäm-
men DH5a/pRS354 und DH5a/pRS356 QQ-Aktivität gegenüber 
beiden Signalmolekülen vermittelte. Die Sequenzanalyse des sub-
klonierten ORFs (pRS628) ergab Sequenzhomologien zu dem zy-
klischen di-GMP Bindeprotein (bcsB) aus E. coli str. K12 substr. 
MG1655. Der putative QQ-ORF wurde nach Klonierung in pMALTM-
c2X überexprimiert und das entsprechende MBP-Fusionsprotein 
mittels Affinitätschromatographie partiell aufgereinigt. Das partiell 
aufgereinigte Protein MBP-QQ 1 zeigte bis zu einer Zugabe von ca. 
2 μg eine deutliche Interferenz gegenüber AHL und AI-2 im Test 
mit den oben genannten Reporterstämmen. In vivo konnte gezeigt 
werden, dass die Expression des QQ1-ORFs in E. coli BL21 (DE3) 
dass AI-2 gesteuerte Schwärmen um ~ 80 % verminderte, ohne 
dabei das Wachstum negativ zu beeinflussen.
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Einleitung

Schlammvulkane sind geologische Strukturen, die weltweit sowohl am Meeres-
boden als auch an Land zu finden sind (z.B. Kopf, 2002). Am Meeresboden tre-
ten Schlammvulkane an aktiven und passiven Kontinentalrändern auf, an denen 
sich mächtige Sedimentablagerungen gebildet haben. Durch die Entstehung von 
Erdöl und Erdgas, die Entwässerung von Tonmineralen und hohe Sedimenta-
tionsraten kann hier in einigen Kilometern Tiefe ein Überdruck im Porenraum 
entstehen, der sich oft entlang von Schwäche- oder Störungszonen entlädt und 
dabei ein Gemisch aus Schlamm, Wasser und Gas aufsteigen lässt. Durch kon-
tinuierliche oder wiederholte Schlammextrusionen können sich dann am Mee-
resboden vulkanähnliche Strukturen bilden. Grundsätzlich werden dabei zwei 
Entstehungsformen unterschieden (Kopf, 2002; Abb. 1): Wenn wasser- und 
gasreiches Sediment aufgrund seiner geringen Dichte im Vergleich zum darü-
berliegenden Sediment pilzartig aufsteigt, bildet sich zunächst ein Schlammdia-
pir. Schlammvulkane können dann sekundär durch einen weiteren Aufstieg vom 
Diapir bis zum Meeresboden entstehen. Diatreme bezeichnen dagegen direkte 
Durchbrechungen von Schlammextrusionen aus der Mutterschicht unmittelbar 
bis zum Meeresboden. Häufig wird die Entstehung von Schlammvulkanen durch 
tektonische Kompression begünstigt (Kopf, 2002). 
Neben höheren Kohlenwasserstoffen bildet Methan in der Regel den größten Teil 
der an Schlammvulkanen austretenden Gase. Der Ursprung des Methans kann 
anhand der spezifischen isotopischen Kohlenstoffsignatur bestimmt werden: Es 
entsteht vorwiegend durch mikrobielle Methanogenese, aber auch durch ther-
mogene Umbildung von organischem Material (Wellsbury et al., 2000). Biogenes 
und thermogenes Methan migriert als freies Gas oder in gelöster Form mit Flu-
iden entlang von Störungszonen oder grobkörnigen Sedimenthorizonten in die 
oberflächennahen Sedimente (z.B. Tréhu et al., 2004). An Schlammvulkanen 
sind die Flussraten von Methan aus dem Sediment in die Wassersäule erheblich 
(z.B. Bohrmann et al., 2003, Kopf, 2003; Milkov et al., 2003).
Die methanreichen Fluide bilden in oberflächennahen Sedimenten die Grundlage  
für hoch spezialisierte Organismengemeinschaften wie großflächige Schwefel-
bakterienmatten, Bartwürmerkolonien und eine Vielzahl von Muscheln, die in 
diesem Habitat ein eigenes Tiefsee-Ökosystem bilden (Sibuet & Olu, 1998).
Aktive submarine Schlammvulkane mit solch einem Ökosystem sind bekannt 
vom zentralen Mittelmeerrücken (z.B. Omoregie et al., 2008), dem zentralen 
amerikanischen Kontinentalrand (z.B. Hensen et al., 2004), dem Golf von Cadiz 
(z.B. Nuzzo et al., 2008) und der Barentssee (z.B. Niemann et al., 2006). 
Die Zahl der submarinen Schlammvulkane wird weltweit auf 103 bis 105 geschätzt 
(Milkov 2000, Milkov et al. 2003). Sie stellen somit eine bisher kaum quantifi-

1. einleitUnG
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2

Einleitung

zierbare Methanquelle der benthischen Grenzschicht und der Hydrosphäre dar.  

abb. 1: Schemazeichnung von verschiedenartigem Schlammaufstieg aus einer
Ursprungsschicht im tiefen Untergrund

Schlammvulkane fördern ein Gemisch aus Tonen, Wasser und Gas. Diatreme und Diapire sind 
unterschiedliche Strukturen von Schlammvulkanen. Wichtigste Quelle der Fluide, die den Tonbrei 
antreiben, sind das durch Zersetzung organischer Materie entstehende Methan, sowie Wasser, das 
bei der Verdichtung der Sedimente oder durch mineralisch-chemische Umwandlung in der Tiefe 
freigesetzt wird. (verändert nach Kopf, 2002)

freies 
 Gas

Schlamm-
 aufstieg

  seitlicher
Fluidzufluss

  
fluidreiche Schlammursprungssschicht

  
Sedimentgesteine durch Kompaktion entwässert

 Schlammvulkane
           über
  Schlammdiapir

Schlammvulkan
         einer
Diatremstruktur

Sedimente und 
Sedimentgesteine

Sedimentgesteine

Ursprungs- oder
mutterschicht

Sedimentgesteine durch
Kompaktion entwässert

Sedimente

Die jährliche Methanogeneserate in den Ozeanen wird auf 85-300 T g CH4 ge-
schätzt - das entspräche 7-25 % der globalen Methanproduktion (Matthews, 
2000). Die aerobe und anaerobe mikrobielle Umsetzung von Methan stellt den 
Kontrollmechanismus der Methanemission in Ökosystemen mit Methansaustrit-
ten dar (cf. Judd & Hovland, 2007). Man geht davon aus, das mehr als 90 % des 
in den Sedimenten gebildeten Methans von methanotrophen Mikroorganismen 
anaerob oxidiert wird bevor es die Atmosphäre erreichen kann (Hinrichs & Boe-
tius 2002; Reeburgh, 2007). In submarinen Schlammvulkanen bewirkt der kon-
tinuierliche Austritt von Gasblasen und methanreichen Fluiden, dass ein nicht 
unwesentlicher Anteil des Methans den mikrobiellen Filter aus Methanotrophen 
passieren kann. Am Håkon Mosby Schlammvulkan werden zum Beispiel mehr 
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1.2 Die anaerobe oxidation von methan

als 60 % des jährlichen Methanflusses nicht mikrobiell umgesetzt (Niemann et 
al., 2006). Der Beitrag von Schlammvulkanen zum globalen Methanhaushalt ist 
demnach nicht zu unterschätzen. 
Für das Verständnis des globalen Kohlenstoffkreislaufs und die Rolle der Ozeane 
in Zeiten des Klimawandels ist die genaue Kenntnis des Prozesses der anaeroben 
Oxidation von Methan (AOM) und der involvierten Mikroorganismen von großer 
Wichtigkeit. Neben der Quantifizierung des Methanumsatzes durch mikrobielle 
Aktivität sind Faktoren, die die anaeroben Methanotrophen beeinflussen, von 
zentraler Bedeutung.

In natürlichen Lebensräumen stellt die aerobe Oxidation von Methan mit mole-
kularem Sauerstoff als Elektronenakzeptor eine wichtige Reaktion zur Energie-
erzeugung dar.
Bereits vor über 30 Jahren wurde der anaeroben Oxidation von Methan (AOM) 
eine ebenso hohe Relevanz in marinen Habitaten zugesprochen. Vertikale Pro-
file des Porenwasser mariner Sedimente zeigten die Diffusion von Methan aus 
tieferen Schichten bis zu einer Zone, in der Methan abgereichert wird, ohne in 
Kontakt mit Sauerstoff gekommen zu sein. In der gleichen Zone wiesen gegen-
läufige Profile der Sulfatkonzentration eine Sulfatabreicherung auf. (Barnes & 
Goldberg, 1976; Martens & Berner, 1977; Reeburgh, 1976). Die beiden über-
lappenden Profile bilden die sogenannte Sulfat-Methan-Übergangszone (eng-
lisch: sulfate-methane-transition zone = SMTZ, siehe Abb. 2). Zehnder & Brock 
(1979) konnten an Hand von Anreicherungskulturen methanogener Archaeen 
zeigen, dass gebildetes Methan nach dem Prinzip der Mikroreversibilität reoxi-
diert werden kann. In Konsequenz schlugen sie eine Syntrophie zwischen Me-
thanogenen und einem als Elektronenakzeptor fungierenden Partner vor. Diese 
Annahme konnte durch Experimente mit radioaktiv markierten Substanzen ge-
stützt werden, die die Abhängigkeit von Methanoxidation und Sulfatreduktion 
in den gleichen Sedimenthorizonten zeigten (Iversen & Jørgensen, 1985, siehe 
Abb. 2). Sulfat würde somit als terminaler Elektronenakzeptor des Prozesses 
fungieren, entsprechend folgender Gleichung:

CH4 + SO4
2−  HCO3

− + HS− + H2O               ΔGo = -16,6 kJ/mol Methan      (1)

Die Änderung der Freien Energie ist jedoch abhängig von den in situ Konzentra-
tionen der Reaktanden und Produkte, welche in biologischen Systemen nie den 
Standardbedingungen entsprechen. Ungeachtet dieses dennoch sehr geringen 
Energiegewinns, den eine mit Sulfatreduktion gekoppelte anaerobe Oxidation 
von Methan bereitstellt, schlugen Hoehler et al. (1994) zur Katalyse des Pro-



4

Einleitung

zesses ein mikrobielles Konsortium, bestehend aus methanogenen Archaea und 
sulfatreduzierenden Bakterien (SRB) vor. In diesem Modell oxidieren die Metha-
nogenen Methan über eine „reverse Methanogenese“, mit Wasser als termina-
lem Elektronenakzeptor (Reaktion 2).
Die bakteriellen Partner würden den bei der Oxidation des Methans entstehen-
den Wasserstoff verwerten. Ein Interspezies Wasserstofftransfer würde somit 
die Grundlage dieses Konsortiums bilden. Die Fähigkeit der SRB, Wasserstoff 
als Elektronendonator sehr effizient zu nutzen (Reaktion 3), würde konstant 
niedrige in situ-Wasserstoffkonzentrationen schaffen, welche die Oxidation von 
Methan thermodynamisch begünstigen könnten.

CH4  + 2 H2O  CO2 + 4 H2                           (Methanoxidierer)                     (2)
SO4

2- + 4 H2 + H-  HS- + 4 H2O                 (SRB)                                       (3)

SO4
2- + CH4  HCO3

- + HS- + H2O               (Gesamtreaktion)                     (4)

Jedoch ist noch offen, ob zwei Organismen in AOM und Sulfatreduktion invol-
viert sind oder ob die gesamte Redoxredaktion von nur einem Organismus aus-
geführt wird. Zudem konnte bis heute für kein vorgeschlagenes Intermediat wie 
Wasserstoff, Acetat, Formiat, Methanol oder Methylamine experimentell gezeigt 
werden, dass es zwischen sulfatreduzierenden Bakterien und methanotrophen 
Archaeen ausgetauscht wird (Nauhaus et al., 2002; Nauhaus et al., 2005; Sø-
rensen et al., 2001).
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Abb. 2: Typische AOM-assoziierte Vertikalprofile 

Typische Tiefenprofile der Methan- und Sulfatkonzentration in anoxischen marinen Sedimenten.
(links) Sulfat und Methankonzentrationen des Porenwassers. Die Kreuzung der Sulfat- und Meth-
an-konzentrationsprofile kennzeichnet die Sulfat-Methantransitionszone (SMTZ).
(rechts) Sulfatreduktions- und Methanoxidationsraten. Die AOM-Rate verzeichnet in der SMTZ ein 
Maximum, in der gleichen Tiefe ist die Sulfatreduktionsaktivität erhöht. Die Methanzone beginnt 
unterhalb der Tiefe mit Sulfateintrag. (verändert nach Iversen & Jørgensen, 1985)



5

Einleitung

1.3 aom-katalysierende mikroorganismen

Den ersten Beweis zur Existenz anaerober Methanotropher lieferten Hinrichs 
et al. (1999). Durch den geringen 13C-Gehalt extrahierter Archaea-spezifischer 
Lipidbiomarker konnte als C-Quelle für die Synthese der Lipide das isotopisch 
leichte Methan identifiziert werden. Orphan et al. (2001, 2002) bestätigten 
durch in situ Hybridisierung von 16S rRNA, kombiniert mit sekundärer Ionen-
Massenspektrometrie, dass die angefärbten Zellaggregate ihre Biomasse auch 
aus leichtem Methankohlenstoff aufgebaut haben.
Alle heute bekannten anaeroben Methanotrophen (ANME) sind verwandt mit 
methanogenen Euryarchaeota (Knittel et al., 2005), bisher konnte jedoch kein 
einziges Mitglied dieser Gruppe kultiviert werden.
Seit der Entdeckung in den späten 1990er Jahren wurde die Diversität und Ver-
teilung der ANME mit kultivierungsunabhängigen Methoden, die meist auf der 
Phylogenie von 16S rRNA Genen basieren, intensiv studiert.
Es werden drei Gruppen unterschieden: ANME-1, ANME-2 und ANME-3, die alle 
nah oder entfernt verwandt mit den Ordnungen Methanomicrobiales und Metha-
nosarcinales sind. Die phylogenetische Distanz zwischen den unterschiedlichen 
ANME Vertretern ist groß. Selbst die Ähnlichkeiten innerhalb der ANME-2 Unter-
guppen (-2a, -2b, -2c) sind vergleichsweise gering.  
Methan-Sulfat-Übergangszonen (SMTZ) bilden die ökologische Nische für an-
aerobe Methanotrophe (Reeburgh, 2007), in ihr werden meist mehrere ANME 
Vertreter gefunden, jedoch dominiert meist eine der Gruppen. ANME-2 zum 
Beispiel in der SMTZ von Sedimenten der Eckernförder Bucht oder des Wat-
tenmeers (Ishii et al., 2004) und ANME-1 in der tiefen SMTZ der Tommeliten 
(Niemann et al., 2005) und des Santa Barbara Beckens (Harrison et al., 2009).
Bisherige Studien deuten eine weltweite Verbreitung der ANME-1 und ANME-2 
an. Beide Gruppen wurden im natürlichen Lebensraum in Form aggregierter 
Zellpakete, oft im Verbund mit Bakterien und eingebettet in einer dicken or-
ganischen Matrix, gefunden (Knittel & Boetius, 2009). ANME-1 bildet jedoch 
meist kurze Ketten aus einzelnen Zellen, in Sedimenten des schwarzen Meeres 
kommen auch lange multizelluläre Ketten von über 100 µm vor (Reitner et al., 
2005). Der Großteil der in methanreichen, marinen Sedimenten detektierten 
ANME-2-Zellen ist mit Deltaproteobakterien der Gattungen Desulfosarcina/De-
sulfococcus (DSS; SEEP-SRB I) assoziiert (z.B. Boetius et al., 2000). Die Unter-
gruppen ANME-2a und ANME-2c können durch die Morphologie der Aggregate 
unterschieden werden. In den nicht immer sphärischen ANME-2a/Desulfosar-
cina-Konsortien sind beide Zelltypen durchmischt. Bei ANME-2c/DSS dagegen 
entsteht die bisher bekannte „Schalenstruktur“, bei der die Sulfat-Reduzierer 
um einen zentralen Bereich aus Archaeen angeordnet sind (Boetius et al., 2000).
Die Größe und die Zellzahlen innerhalb der Konsortien variieren stark, jedoch 
scheint es eine kritische Größe zu geben, nach deren Überschreitung die Kon-
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sortien sich auflösen und Einzelzellen in die Umgebung abgegeben werden.
ANME-3 wurde bislang hauptsächlich in Sedimenten submariner Schlammvulka-
ne und nur sporadisch in anderen methanreichen Sedimenten gefunden.
Dort kommen ANME-3 als Einzelzellen (Omoregie et al., 2008) vor oder sie 
bilden Konsortien mit Schalenstruktur. Der sulfatreduzierende Partner gehört 
meist der Gattung Desulfobulbus an (Lösekann et al., 2007). Desulfobulbus 
wurde auch schon zusammen mit ANME-2c detektiert. Diese Tatsache und die 
vielfältigen Zellmorphologien der Sulfatreduzierer deuten eine Flexibilität der 
bakteriellen Partner in den AOM-Syntrophien an. 
ANME-2d, eine neue Gruppe, nahe verwandt mit ANME-2, wurde als die vierte 
ANME-2 Untergruppe beschrieben (Martinez et al., 2006; Mills et al., 2005).
Die gleiche Gruppe wurde bereits von Lloyd et al. (2006) im Golf von Mexiko 
entdeckt, aber GoM Arc I genannt, da sie nicht monophyletisch mit den anderen 
ANME-2 Untergruppen ist. Zudem ist ihre Rolle im Methankreislauf ungewiss, da 
bisher weder gezeigt werden konnte, dass diese Gruppe AOM katalysiert, noch 
Konsortien mit SRB bildet.

Die erwartete 1:1 Stöchiometrie von AOM konnte in in vitro Experimenten durch 
den Verbrauch von Methan und die gleichzeitige Bildung von Sulfid aus Sulfat in 
einem annähernd molaren Verhältnis von 1:1, bestätigt werden (Nauhaus et al., 
2002). Kontrollexperimente ohne Methan zeigten eine eindeutige Abhängigkeit 
der Sulfidbildung von Methan. Eine methanunabhängige Sulfidbildung wurde 
nur in sehr öligen Sedimenten festgestellt, da viele Sulfatreduzierer in der Lage 
sind, andere Kohlenwasserstoffe als alternative Elektronendonoren zu nutzen 
(Omoregie et al., 2008; Orcutt et al., 2008). 
Die Assoziation von ANME und einem sulfatreduzierenden Partner wird als syn-
trophe Interaktion interpretiert. Syntrophie ist eine spezielle Form von Symbi-
ose, in der stoffwechselphysiologisch unterschiedliche Mikroorganismen vonei-
nander abhängen, um ein spezifisches Substrat zu degradieren, das keiner der 
Organismen alleine umsetzen kann (Schink, 1997).
In methanreichen Habitaten beträgt die berechnete Energieausbeute der an-
aeroben Oxidation von Methan, gekoppelt an die Sulfatreduktion, schätzungs-
weise 40 kJ mol-1 CH4. Da dieser Energiebetrag von den beiden syntrophischen 
Partnerorganismen geteilt werden müsste, ist dieser Prozess bekannt als einer 
der am wenigsten effizienten Stoffwechselvorgänge überhaupt (Strous & Jetten, 
2004).
Über die biochemische Kopplung von Wachstum und anaeroben mikrobiellen 
Prozessen mit niedrigem Energieertrag ist bisher wenig bekannt. Bei der anae-
roben Methanoxidation wird nur 1 % des umgesetzten Methans für den Bau-

1.4 physiologie der aom-Konsortien
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AOM- und Sulfatreduktionsraten sowie das Wachstum von AOM Konsortien ist 
hauptsächlich von der Verfügbarkeit von Methan und Sulfat abhängig (Girguis 
et al., 2005; Nauhaus et al., 2007). Der Energiegewinn aus Methan ist für AN-
MEs nur in der Anwesenheit von Sulfat möglich. Die höchsten AOM-Aktivitäten 
werden in gashydratreichen sulfatpenetrierten Oberflächensedimenten (Treude 
et al., 2003) und in oberflächennahen aktiven marinen Schlammvulkanen mit 
hohen advektiven Methanflussraten gemessen (Dale et al., 2008). 
Da sowohl ANMEs als auch die assoziierten Sulfatreduzierer eine anaerobe Le-
bensweise führen, ist die Verfügbarkeit von Sauerstoff ein weiterer limitierender 
Faktor. Andere Einflussfaktoren wie Druck, Salinität, Temperatur und der pH-
Wert zeigen eine Adaption der Organismen an verschiedene marine Bedingun-
gen. So wurden ANME Populationen auch schon in extremen Habitaten gefun-
den, zum Beispiel bei Temperaturen über 95 °C in hydrothermalen Sedimenten 
des Guaymas Beckens (Teske et al., 2002; Kallmeyer & Boetius, 2004) oder in 
CO2 gesättigten Sedimenten von Yonaguni Knoll mit einem in situ pH-Wert von 
weniger als 4 (Inagaki et al., 2006). 
Allgemein gilt jedoch, dass wegen der steigenden Löslichkeit von Methan eine 
Druckerhöhung AOM verstärken kann. In vitro-Experimente zeigten, dass das 
Temperaturoptimum für AOM 5-10 °C über der tatsächlichen in situ-Temperatur 
liegt (Boetius et al., 2008). Das pH-Optimum für AOM liegt bei 7-8 und entspricht 
demnach dem pH-Bereich in marinen Sedimenten (Nauhaus et al., 2005).

1.5 Der Einfluss von Umweltparametern auf die Prozessraten

stoffwechsel verwendet, die restlichen 99 % werden zu CO2 oxidiert. Die Koh-
lenstoffdioxid-Assimilation über den Acetyl-CoA-Weg stellt eine Möglichkeit dar, 
den Methankohlenstoff für die Biosynthese zu nutzen.

In marinen Sedimenten kommen gemischte mikrobielle Lebensgemeinschaften 
nicht nur an der Grenzfläche zwischen Sedimentoberfläche und Wassersäule 
vor. Organisiert in Aggregaten, ist die Besiedlung aller Grenzflächen zwischen 
Gas- und Flüssigphasen, Flüssig- und Festphasen oder zwischen verschiedenen 
Flüssigphasen (z.B. Wasser-Öl) möglich, was die Verteilung der Mikroorganis-
men entlang beträchtlicher Sedimentiefen begünstigt (Battin & Sengschmitt, 
1999). Die Zellen in den Aggregaten, auch als Biofilme bezeichnet, werden zu-
sammengehalten durch eine Matrix von extrazellulären polymeren Substanzen 
(EPS) (Flemming & Wingender, 2001). Die EPS bildet somit die Grundlage für die 
Entstehung synergistischer Mikrokonsortien, da sie eine längere Verweildauer 

1.6 Das leben in zellaggregaten
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von Zellen in einer stabilen Position erst ermöglicht. Bedingt durch die physio-
logische Aktivität der Organismen, spielt die EPS zudem als Reaktionsraum eine 
entscheidende Rolle. Zonen verminderter Diffusion werden geschaffen, wodurch 
der Aufbau von pH-Gradienten und Redoxpotentialen ermöglicht und die Ver-
fügbarkeit von Elektronenakzeptoren/-donoren sichergestellt wird (Flemming et 
al., 2007). Durch die teilweise oder komplette Immobilisierung von Exoenzymen 
in der unmittelbaren Umgebung der Zelle kann zudem die Effizienz des Abbaus, 
von beispielsweise partikulärem Material, deutlich verbessert und die Aufnahme 
von Spaltprodukten begünstigt werden. Die am besten untersuchten Beispiele 
sind die syntrophen Beziehungen anaerober Bakterien und der Co-Metabolismus 
beim Abbau von Schadstoffen (Noguera et al., 1999). Gleichzeitig können für 
bestimmte Gruppen ökologische Nischen durch lokal veränderte Umweltbedin-
gungen (z.B. anaerobe Bereiche in tieferen Biofilmschichten) entstehen. 
Ferner bietet der Biofilm einen gewissen Schutz vor hydraulischen Belastungen, 
osmotischem Stress und Bioziden. Es wurde gezeigt, dass identische Spezies bis 
zu 1000-fach resistenter gegenüber Antibiotika und Bioziden sind als die plank-
tonischen Zellen (Ceri et al., 1999).

Marine Biofilme sind, bedingt durch die biologische Diversität und die moleku-
lare Komplexität, Gegenstand der aktuellen Forschung. Aufgrund der durch sie 
hervorgerufenen Materialschäden nehmen sie eine besondere Rolle ein. Marine 
Biofilme verursachen jährlich milliardenschwere Kosten in der internationalen 
Schifffahrt und der maritimen Industrie (z.B. Offshore-Plattformen, Aquakul-
tur), wo der Oberflächenbewuchs (Biofouling) Fahrt- und Pumpwiderstände er-
höht sowie Metalle und andere Materialien korrodiert. Bei der Suche nach effi-
zienteren und vor allem umweltschonenden Antifouling-Substanzen werden seit 
einigen Jahren verstärkt die molekularen Interaktionen in natürlichen Biofilmge-
meinschaften mit einbezogen (Matz, 2009). 



9

Einleitung

Abb.3 Schematische Darstellung der Entstehung eines Biofilms

(1) Initiale reversible Adhäsion frei beweglicher planktonischer Zellen an eine Oberfläche 
(2) irreversible Adhäsion - Verlust von Flagellen und die Ausscheidung von Exopolymersubstanzen 
führen zur Bildung von Mikrokolonien (Quorum sensing-abhängiger Schritt)
(3)+(4) Reifung I+II - Aufbau eines heterogenen dreidimensionalen Biofilms (QS-abhängiger 
Schritt)
(5) Einstellung des Gleichgewichts zwischen Zuwachs und Abbau (QS-abhängiger Schritt)

1 2 3 4 5

Die Entstehung und Anordnung von Zellen in Biofilmen und Aggregaten ob-
liegen hydrodynamischen Kräften und der Fähigkeit von Mikroorganismen zur 
inner- und zwischenartlichen Kommunikation und Interaktion (van Loosdrecht 
et al., 1997). Die Fähigkeit von Bakterien untereinander zu kommunizieren wird 
als Quorum sensing (QS) bezeichnet und basiert auf der Detektion der Zell-
dichte, über niedermolekulare Signalmoleküle (Autoinducer), die in der Umge-
bung akkumulieren und deren Konzentration wahrgenommen werden können 
(Eberhard, 1972; Parsek & Greenberg, 2005). Eine spezifische Genexpression 
in Abhängigen von der Populationsdichte ist die Folge (Camilli & Bassler, 2006; 
Williams, 2007).
QS stellt den Regulationsmechanismus für eine Vielzahl zellulärer Prozesse wie 
Differenzierung, Sporulation, DNA-Transfer und Antibiotika-Produktion dar (Fu-
qua et al., 1994; Miller & Bassler, 2001). Parsek & Greenberg (2005) konn-
ten zeigen, dass auch der Aufbau eines dreidimensionalen Biofilms an einer 
Grenzfläche QS abhängig ist. Als Folge der Oberflächenadsorption organischer 
Makromoleküle (Proteine, Polysaccharide etc.) finden sich in kürzester Zeit Bak-
terien ein, die sich mittels Geißeln (Flagellen) und Proteinfäden (Fimbrien, Pili) 
anheften. QS steuert den Verlust der Zellanhänge und die Absonderung von ex-

1.7 mikrobielle Kooperation über chemische Kommunikation
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trazellulären polymeren Substanzen (EPS), wodurch Bakterien zu Mikrokolonien 
heranwachsen und strukturierte Zellaggregate bilden (siehe Abb. 3).
Gram-negative Bakterien nutzen als Signalmoleküle hauptsächlich frei diffun-
dierbare N-Acyl-Homoserin-Lactone (AHL), die sich in ihrer Seitenkettenlänge 
und –substitution unterscheiden und dadurch spezifisch für verschiedene Spe-
zies sein können (Eberl, 1999; Miller & Bassler, 2001). Diese Signalmoleküle 
werden von einer spezifischen AI-Synthase (LuxI) produziert. Ein Rezeptor, der 
als Transkriptionsaktivator fungiert (LuxR), detektiert die Signalmoleküle ab ei-
nem bestimmten Schwellenwert und induziert infolge die Expression bestimm-
ter Zielgene. LuxR/LuxI-homologe QS-Systeme sind ubiquitär verbreitet, die 
meisten Bakterien mit diesen Systemen verwenden mehrere AHLs und besitzen 
mehr als eine AHL-Synthetase (Williams et al., 2007).
Das interspezifische QS-System mit dem Autoinducer-2 Signalmolekül ermög-
licht es dem marinen Bakterium V. harveyi, neben der eigenen Populations-
dichte auch die der anderen AI-2-synthetisierenden Bakterienspezies in ihrer 
lokalen Umgebung wahrzunehmen (Miller & Bassler, 2001; Federle & Bassler, 
2003). Dabei nimmt AI-2 als Signalmolekül eine Sonderrolle ein, es wird nicht 
von einer spezialisierten Synthase hergestellt, sondern ist das Nebenprodukt 
der Regeneration von S-Adenosyl-L-Methionin (SAM), dem zentralen Methyldo-
nor in der Zelle (Vendeville et al., 2005). Das betreffende Enzym, S-Ribosyl-L-
Homocysteinase (LuxS), bildet eine Vorstufe von AI-2, und zwar 4,5-Dihydroxy-
2,3-Pentandion (DPD). 
Das weit verbreitete bakterielle Signalmolekül AI-2 stellt wahrscheinlich ein in-
terspeziesspefisches System der Zell-Zell-Kommunikation dar (Bassler et al., 
1997). Es informiert die Zelle über die Dichte und phylogenetische Zusammen-
setzung der umgebenden bakteriellen Gemeinschaften und könnte auch invol-
viert in die Entstehung der engen assoziierten Lebensgemeinschaften anaero-
ber methanotropher Archaeen (ANME) und sulfatreduzierender Bakterien (SRB) 
sein. Über die Zell-Zell-Kommunikation der Archaeen ist bislang nichts bekannt. 
Für δ-Proteobacteria und auch andere SRB konnten bislang zwar keine AHLs 
nachgewiesen werden, jedoch konnten in heterogenen Bakterienmatten mit 
SRBs diverse AHLs identifiziert werden (Decho et al., 2009). Zudem wurden bei 
einigen Vertretern LuxI-und auch LuxS-Homologe gefunden (Kawaguchi et al., 
2008).
Unter diesem besonderen Hintergrund stellt sich die Frage, in wieweit die Ge-
meinschaften durch intra- und interspeziesspezifische Signalmoleküle miteinan-
der kommunizieren und über QS-gesteuerte Prozesse beeinflusst werden.
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Neben Sedimenten und Felsen besiedeln Biofilme auch die belebten Oberflächen 
vieler Tiere und Pflanzen (Epibiose). Marine Tiere und Pflanzen sind dem stän-
digen Risiko ausgesetzt, durch Epibionten regelrecht überwuchert zu werden.  
Eine Strategie, die Besiedlung abzuwehren, ist die Produktion von Antifouling 
Substanzen. Ein prominentes Beispiel ist die australische Rotalge Delisa pulchra, 
die sich durch die Freisetzung von halogenierten Furanonen, vor dem Bewuchs 
durch marine Bakterien schützt (Givskov et al., 1996). Halogenierte Furanone 
in ihrer Struktur den AHLs und vor allem AI-2 erstaunlich ähnlich, binden an 
die AHL-Rezeptorproteine der LuxR-Familie in den bakteriellen Quorum Sen-
sing-Systemen (Ren et al., 2001). Das Blockieren der Kommunikation zwischen 
Bakterien führt zu einer Störung überlebenswichtiger ökologischer Funktionen, 
unter anderem werden Bakterien in Anwesenheit von QS-Antagonisten in ihrer 
Verteidigung gegenüber Fraßfeinden geschwächt (Manefield et al., 2002). Wei-
tergehend konnte gezeigt werden, dass Furanon-Verbindungen auch bei den 
Spezies E. coli und P. aeruginosa das Schwärmverhalten und die Biofilmbildung 
inhibieren (Hentzer et al., 2002; Ren et al., 2002). Auch marine Tiere produzie-
ren AHL-Antagonisten, um die Biofilmbildung einzudämmen, wie beispielsweise 
bromierte Alkaloide, die aus dem Blättermoostierchen Flustra foliacea isoliert 
wurden (Peters et al., 2003).
Die Inhibition von Quorum Sensing kann durch unterschiedliche Mechanismen 
erfolgen. Möglichkeiten sind die chemische oder enzymatische Inaktivierung der 
Signalmoleküle, die Blockierung des AHL-Rezeptorproteins durch antagonisti-
sche Moleküle oder auf Transkriptionsebene mit sogenannten Small RNAs.
Die Degradierung von AHL durch QQ-Proteine ist in natürlichen Lebensräumen 
weit verbreitet, jedoch sind die Gründe für die Entwicklung der QS-Inhibiton 
noch größtenteils unbekannt. Einige Daten deuten an, dass die Produkte, die bei 
der Degradierung von AHL entstehen als N-/C-Quelle und als Energiereservoir 
genutzt werden können (z.B. Yang et al., 2006). Dadurch könnten Bakterien in 
nährstoffarmen Habitaten das Überleben sichern.
QS-Inhibitoren können in bakteriellen Interaktionen aber auch als erfolgreiche 
Waffen im Wettkampf um limitierte natürliche Ressourcen eingesetzt werden 
(Dong et al., 2004). Sie können Bakterien aber auch als Überlebensstrategie 
dienen: 3-oxo-AHLs können eine Claisen-Umlagerung vollziehen, die in Tetram-
säurederivaten resultiert. Beide Stoffe sind giftig für Gram-positive Bakterien, 
jedoch nicht für Gram-negative Bakterien (Kaufmann et al., 2005). AHL Lacto-
nasen könnten demnach von Gram-Positiven exprimiert werden, um im natürli-
chen Lebensraum zu bestehen.

1.8 Quorum Quenching
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Der Erforschung chemischer Interaktionen in marinen Biofilmen stellt sich je-
doch das Problem der nahezu uneingeschränkten Komplexität der Gemein-
schaften und der eingeschränkten Kultivierbarkeit ihrer Mitglieder. Ein viel ver-
sprechender Ansatz ist dabei die Anwendung ganzheitlicher Analysemethoden 
wie der Metagenomik. Mit dem Einsatz der Metagenomik, bei der Gesamt-DNA 
direkt aus Umweltproben oder komplexen Anreicherungskulturen isoliert und 
als rekombinante Genbibliothek (Metagenombank) in heterologen Wirten expri-
miert wird, steht das genetische Material von nicht kultivierbaren Organismen 
für funktionelle Analysen zur Verfügung (Steele et al., 2009; Hugenholtz, 2008; 
Handelsmann, 2004). Für die Durchmusterung der Metagenombanken können 
grundsätzlich zwei Wege beschritten werden. Sie kann zum einen auf der Basis 
von Sequenzähnlichkeiten durchgeführt werden (Knietsch et al., 2003). Hier-
durch gelingt es, neue Proteine bekannter Proteinfamilien oder funktioneller 
Klassen zu identifizieren. Besonders vielversprechend ist zum anderen die akti-
vitätsbasierte Durchmusterung, bei der z.B. durch Verwendung von Plattentests 
die Standort-Genbank nach der gewünschten Aktivität durchsucht wird. Hier-
durch können strukturell neue biologisch aktive Moleküle entdeckt werden.
Mit Hilfe dieser Technik wurden bereits viele neue biologisch aktive Moleküle 
identifiziert (Elend et al., 2006; Williamson et al., 2005; Voget et al., 2003). 
Dabei steht die Identifizierung von Eigenschaften im Vordergrund, die medizini-
sche oder industrielle Bedeutsamkeit haben, wie beispielsweise neuartige Enzy-
me für einen weiten Anwendungsbereich zu finden (Streit & Schmitz, 2004).
Künftige Erkenntnisse über marine Biofilme bergen aber nicht nur das Potential 
neuartige Wirkstoffe hervorzubringen, sondern auch Einblicke in das molekulare 
Wechselspiel mariner Habitate zu erlangen.

1.9 metagenomik

Im Rahmen des West Nil Delta (WND)-Projekts (Leibniz Institut für Meereswis-
senschaften, IFM-GEOMAR) wurden an dem Schlammvulkan North Alex unter 
anderem biogeochemische Untersuchungen durchgeführt. Die Verbindung zwi-
schen Methanaustritt und biologischen Prozessen, die mit Methan gekoppelt 
sind, stehen im Vordergrund. Um den Kontrollmechanismus der Methanemis-
sion in solchen Ökosystemen besser zu verstehen, wurden in der vorliegenden 
Arbeit Sedimentproben des North Alex Schlammvulkans untersucht. 
Im ersten Teil dieser Arbeit sollten mikrobielle AOM- und Sulfatreduktionsraten 
des North Alex Schlammvulkans bestimmt und die Temperaturabhängigkeit des 
Prozesses untersucht werden. 
Diese wurden im zweiten Teil ergänzt, durch eine Analyse der Diversität und 

1.10 ziele dieser arbeit
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Struktur mikrobieller Lebensgemeinschaften in Sedimenten des Kraterzent-
rums, die an geologische und biogeochemische Prozesse der Gas- und Flüssig-
keitsausstritte gekoppelt sind. Durch die Erstellung bakterieller und archaeeller 
16S rDNA-Genbanken sollten die am Methanumsatz beteiligten Fraktionen der 
benthischen Lebensgemeinschaft identifiziert und durch Einsatz von „Catalyzed 
Reporter Deposition Fluorescence in situ hybridization“ die Zusammensetzung 
der mikrobiellen Lebensgemeinschaft visualisiert und quantifiziert werden. 
In einem dritten Schwerpunkt sollten durch den metagenomischen Ansatz QS- 
und QQ-Strategien dieser mikrobiellen Konsortien untersucht werden.
Zur Verdeutlichung des Forschungsvorhabens ist in Abb. 4 eine schematische 
Übersicht der geplanten Experimente dargestellt.
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Material und Methoden

Das Nildelta stellt das Mündungsdelta des afrikanischen Nils dar. Flüsse trans-
portieren enorme Sedimentmengen unterschiedlichster Art, die in die Ozeane 
gelangen. Sie haben die höchste Transportkapazität und führen dem Meer pro 
Jahr eine Sedimentfracht an festen und gelösten Substanzen von ungefähr 25 
Milliarden Tonnen zu (Siever, 2003). Ausgehend von der Mündung der Flüsse 
breiten sich Tiefseefächer aus. Der Tiefseefächer im Nildelta ist die wichtigste 
Sedimentakkumulation im östlichen Mittelmeer. Morphologische Details konnten 
durch die Erstellung bathymetrischer Karten aufgeklärt werden (Mascle et al., 
2001; Loncke et al., 2002, 2004) und führten zur Entdeckung von verschiede-
nen kreisförmigen Sedimentstrukturen, mit einigen Kilometern Durchmessern 
und wenigen 10er Metern Höhe, am Oberhang dieses Tiefseefächers. 
Der aktive North Alex MV (31°58.19‘N and 030°08.21‘E) als Teil dieser Oberflä-
chenformationen im westlichen Bereich des Nil-Tiefseefächers, fördert Methan  
und höhere Kohlenwasserstoffe aus Tiefen von ca. 3-4 km. Er ist 30 nautische 
Meilen (nmi) von der Ägyptischen Küste entfernt (Abb. 5A) und befindet sich 
in einer Wassertiefe von ca. 500 m, innerhalb einer Caldera-ähnlichen Struktur, 
mit einem Durchmesser von weniger als zwei Kilometern. Die Kraterhöhe be-
läuft sich am höchsten Punkt auf fast 50 m (Abb. 5B). 

Charakterisierung des untersuchten Ökosystems

2.1 Untersuchungsgebiet - north alex Schlammvulkan (namv)                                         

2. material & methoDen

a b

abb. 5: Untersuchungsgebiet north alex mv 
(A) Lokalisierung des North Alex Schlammvulkans im westlichen Nildelta 
(B) Bathymetrische Karte des North Alex MV. Eingezeichnet sind die mit dem Multicorer beprob-
ten, in dieser Arbeit untersuchten Stationen MUC 4 und MUC 10. H0802-7 und H0804-5 markieren 
die Stationen mit den für diese Arbeit relevanten Temperaturprofilen.



16

Material und Methoden

Am North Alex MV konnten über bestimmte Sedimentbereiche die Freisetzung 
von Methan in die Wassersäule und die Ansiedlung typischer Lebensgemein-
schaften, die auf der Primärproduktion schwefeloxidierender und methanotro-
pher Mikroorganismen basieren, beobachtet werden. Der gasreiche Zentral-
bereich des Schlammvulkans ist durch die Bedeckung des Meeresbodens mit 
weißen Matten filamentöser Schwefelbakterien (Beggiatoa spp.) und symbion-
tischen Muscheln (Calyptogena spp.) markiert (Abb. 6A). Diese Organismen 
gelten als Indikator für AOM in methanreichen Habitaten. Schwefelbakterien 
nutzen das durch AOM produzierte Sulfid zur Oxidation zu Sulfat. Sauerstoff aus 
der Wassersäule dient bei diesem katabolischen Prozess als terminaler Elektro-
nenakzeptor. Die Muschel Calyptogena beherbergt Schwefelbakterien in ihren 
Kiemen. Die Aufnahme von Schwefelwasserstoff erfolgt über ihren verlängerten 
Fuß, den sie tief in das Sediment hineinsteckt. Sauerstoff wird aus dem Wasser 
mittels eines Siphons aufgenommen.
Die in dieser Arbeit untersuchten Multicorer Sedimentkerne MUC 4 (Abb. 6B) 
und MUC 10 stammen aus dem Kraterzentrum und zeigten alle Anzeichen für 
AOM - eine grau-schwarze Färbung als Indikator für die Anwesenheit von Eisen-
sulfiden, einen starken Geruch von Schwefelwasserstoff, eine gasdurchsetzte 
Konsistenz und Präzipitationen von authigenem Carbonat. 
Die entsprechenden in situ Temperaturprofile (Abb. 6C) zeigen für MUC 4 einen 
sehr steilen Temperaturgradienten von 7,09 °C m-1 (mündliche Mitteilung T. 
Feseker). Das bedeutet einen Temperaturanstieg von 13,78 °C (Bodenwasser) 
auf 56,32 °C innerhalb der ersten sechs Meter und ist ein Indiz für die hohe 
Aktivität von North Alex an der Probennahmenstelle. Das dazugehörige Tempe-
raturprofil von dem 75 m entfernt genommenen Sedimentkern MUC 10 zeigte 
einen deutlich geringeren Temperaturgradienten von 2,04 °C m-1.  Im Gegen-
satz zu anderen bekannten Schlammvulkanen (z.B. Håkon Mosby) zeigt North 
Alex die höchsten AOM-Aktivitäten im sehr aktiven Zentrum, mit abnehmenden 
Raten zum Kraterrand hin (Treude, unveröffentlicht).  Die höchsten mikrobiellen 
Umsatzraten für Methan und Sulfat (Abb. 6D+E) wurden in oberflächennahen 
Sedimenten von MUC 4 gemessen und liegen damit im mittleren Größenbe-
reich von Schlammvulkanen und Gaskaminen („gas chimneys“) (Niemann et al. 
2006, Omoregie et al. 2008). Für MUC 10 liegen keine AOM- und SR-Raten vor.

zentrum des namv
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abb.6: Charakteristika des Untersuchungsgebiets north alex mv
(A) Chemosynthetische Muschel Calyptogena spp. (links) und der, auf Grund von Eisensulfiden, 
stark reduzierte Sedimentkern MUC 4 (rechts).
(B) Bathymetrische Karte des North Alex MV. Eingezeichnet sind die mit dem Multicorer beprob-
ten, in dieser Arbeit untersuchten Stationen MUC 4 und MUC 10. H0802-7 und H0804-5 markieren 
die Stationen mit den für diese Arbeit relevanten Temperaturprofilen.
(C) In situ Temperaturprofile, von einer Temperaturlanze in unmittelbarer Nähe der Stationen
MUC 4 und MUC 10 aufgenommen (Daten freundlicherweise von Tomas Feseker (IFM GEOMAR) 
zur Verfügung gestellt.)
(D) Tiefenprofil der AOM-Raten von MUC 4 durch Radiotracer Inkubationen mit 14C-markiertem 
Methan erstellt
(E) Tiefenprofil der SR-Raten von MUC 4 durch Radiotracer Inkubationen mit 35S-markiertem Sul-
fat erstellt
(F) Tiefenprofil der Methan und Sulfatkonzentrationen im Porenwasser
(D-E; Daten freundlicherweise von Tina Treude (IFM GEOMAR) zur Verfügung gestellt.)

b

Fe

D

mUC 4

mUC 10

C

a
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Die in dieser Arbeit untersuchten Sedimentproben stammen von der Forschungs-
fahrt WND-3/ 64PE298 des niederländischen Forschungsschiffs R/V PELAGIA 
(NIOZ) im Jahr 2008 zum Schlammvulkan North Alex im westlichen Nildelta.
Sedimente des Kraterzentrums wurden mit dem Multicorer (Kerne von 40 cm 
Länge) beprobt. An Bord wurden Unterproben der Sedimentkerne, in Schicht-
intervallen von 1-2 cm, genommen. Für nachfolgende CARD-FISH-Experimente 
wurden die Unterproben (MUC 4) mit 4 % (v/v) Formaldehyd fixiert, in PBS/
Ethanol gelagert und bei -20 °C aufbewahrt. Die Unterproben (MUC 4) zur DNA-
Isolierung für die 16S rDNA-Analyse und zur Konstruktion der Metagenombank 
wurden unbehandelt bei -80 °C gelagert. Für in vitro Experimente und Radio-
tracer-Inkubationen wurde der Sedimentkern (MUC 10) in die Tiefenabschnitte 
0-2, 2-5 und 5-10 cm unterteilt, in Glasflaschen transferriert und mit einem 
Gummistopfen gasdicht verschlossen. Der Transport der Proben und die Lage-
rung bis zur weiteren Verwendung erfolgten gekühlt, bzw. gefroren.
In Tabelle 1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Sedimentkerne und die durch-
geführten Experimente aufgelistet.

probennahme

  Kern Sediment-
schicht [cm]

 16S
rDna

CarD 
FiSh

 QS QQ in-vitro
exp.

aom Sr

MUC 10 2-5 cm x x x x x
MUC 10 5-10 cm
MUC 4 0-1 cm x x
MUC 4 4-5 cm x x x x
MUC 4 29-31 cm x x

tab. 1: Sedimentproben und Untersuchungsmethoden
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Die in der Arbeit verwendeten Bakterienstämme und Plasmide sind in Tabelle 2 
und 3 aufgelistet. Für die Detektion von QS-/QQ-Aktivität wurden Chromobac-
terium violaceum, E. coli DH5α/pRS354 und E. coli DH5α/pRS356 zur Verfügung 
gestellt. C. violaceum CV026 synthetisiert durch gentechnische Veränderungen 
keine AHL-Signalmoleküle, ist aber in der Lage kurzkettige, unsubstituierte AHL-
Signalmoleküle (vor allem C6-HSL) nachzuweisen (Mc Clean et al.,1997) In An-
wesenheit dieser Signalmoleküle wird die Violaceinproduktion angeregt. E. coli 
DH5α/pRS354 und E. coli DH5α/pRS356 enthalten ein Reportergenkonstrukt 
mit einem letalen Gen, welches hinter einen durch AHL (3-oxo-HSL) bzw. AI-2 
induzierbaren Promotor geschaltet ist (Weiland & Schmitz-Streit, unveröffent-
licht). In Anwesenheit der entsprechenden Signalmoleküle kann der Reporter-
stamm auf Grund der Anreicherung des letalen Proteins nicht wachsen. Sind 
Moleküle vorhanden, die mit dem Signalmolekül interferieren wird der Promotor 
nicht induziert, das letale Gen nicht abgelesen und der Stamm kann wachsen.

2.2 organismen und plasmide

bezeichnung relevanter Genotyp referenz

Escherichia coli DH5 α
F-ø80dlacZΔM15 recA1 
Δ(lacZYAargF) U169de-
oR endA1 hsdR17(rk

- 

mk
+)

phoA supE44 λ- thi-1 
gyrA96 relA1

Hanahan et al., 1983

Escherichia coli EPI300™
-T1R

F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ø80dlacZΔM15 
ΔlacX74 recA1 endA1 
araD139 Δ(ara,leu)7697
galU galKλ- rpsL nupG 
trfA tonA dhfr

Epicentre, Oldendorf

Escherichia coli BL21 
(DE3)

F- dcm ompT hsdS (rB
- 

mB
-) gal l (DE3)

Stratagene, Heidelberg

E. coli DH5α/pRS354
E. coli DH5α-Derivat Weiland & Schmitz-Streit

(unveröffentlicht)

E. coli DH5α/pRS356
E. coli DH5α-Derivat Weiland & Schmitz-Streit

(unveröffentlicht)

Chromobacterium viola-
ceum CV026 

luxI:Tn5-Mutante Mc Clean et al.,1997

tab. 2: in dieser arbeit verwendete bakterienstämme
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tab. 3: in dieser arbeit verwendete plasmide

tab. 4: in dieser arbeit verwendete oligonukleotide

plasmide relevanter eigen-
schaften

referenz

pCC1FOS™ Fosmid Epicentre, Oldendorf
pCR®II-TOPO® Klonierungsvektor für

E. coli, AmpR
Invitrogen, Karlsruhe

pDrive Klonierungsvektor für
E. coli, AmpR

Qiagen, Hilden

pMALTM-c2X Expressionsvektor von 
MBP-Fusionsproteinen

New England Biolabs 
GmbH, Schwalbach

pRS628 QQ-ORFs des Subklons 
79/E4 E, AmpR

diese Arbeit

pRS629 QQ-ORFs des Subklons 
37/F10 E, AmpR

diese Arbeit

pRS630 malE-QQ-ORF unter 
der Kontrolle des ptac; 
Ampr, Tetr

diese Arbeit

bezeichnung/
richtung

Sequenz 5`-3` verwendung herkunft

16S Bac/for AGAGTTTGATCCTG 
GCTCAG

Amplifikation 
des 16S rRNA-
Fragments der 
Bacteria

(Orphan et al.
2001)

16S Bac/rev GGTTACCTTGTAC 
GACTT

Amplifikation 
des 16S rRNA-
Fragments der 
Bacteria

(Orphan et al.
2001)

16S Arch/for TTCCGGTTGATC 
CYGCCRG

Amplifikation 
des 16S rRNA-
Fragments der 
Archaea

(Orphan et al.
2001)

16S Arch/rev TCCGGCGTTGAMTC 
CAATT

Amplifikation 
des 16S rRNA-
Fragments der 
Archaea

(Orphan et al.
2001)

2.3 oligonukleotide und Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 4 aufgeführt 
und wurden bei der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert.
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bezeichnung/
richtung

Sequenz 5`-3` verwendung herkunft

M13/for GTAAAACGACGGC 
CAG

Sequenzierung 
von 16S rDNA-
Klonen und Sub-
klonen

Invitrogen,
Karlsruhe

M13/rev AGAGTTTGATCCT 
GCTCAG

Sequenzierung 
von 16S rDNA-
Klonen und Sub-
klonen

Invitrogen,
Karlsruhe

37F10_1/rev GAATTCTCACATATG 
CTGTATCCAG

Primer walking diese Arbeit

37F10_2/rev GAATTCTTACCGCGG 
CGCCATA

Primer walking diese Arbeit

37F10_3/rev GAATTCATGCTGGGC 
ATACAGTTC

Primer walking diese Arbeit

37F10_4/for GAATTCATGAAATTC 
ACTGATATTG

Primer walking diese Arbeit

37F10_5/for CGATCCTGATCTCGG 
GGCAGG

Primer walking diese Arbeit

37F10_6/for GGGTATTGACTTCT 
GACTCG

Primer walking diese Arbeit

79E4_1/rev GAATTCATGAGACAC 
CATGAGGATT

Primer walking diese Arbeit

79E4_2/rev GGATCCTTATTCGGC 
GGCAGG

Primer walking diese Arbeit

79E4_3/rev GGATCCTCAGCGTGC 
CTCGTC

Primer walking diese Arbeit

79E4_4/for GGATCCTTATTGGTT 
TTTATTTTCG

Primer walking diese Arbeit

79E4_5/for GGATCCTCATCTCCC 
CCTCGAC

Primer walking diese Arbeit

79E4_6/rev CAGAGGCGGTAGTAG 
AGATC

Primer walking diese Arbeit

CopyControl™ Fosmid Library Produc-
tion 
NucleoSpin® Extract II 
NucleoSpin® Plasmid QuickPure 
TOPO TA Cloning® 
QIAEX II Gel Extraction
SoilMasterTM DNA Extraction Kit
TSATM Kit #22/ #23

Epicentre (Oldendorf)

Macherey-Nagel (Düren)
Macherey-Nagel (Düren)

Invitrogen (Karlsruhe)
Qiagen (Hilden)

Epicentre (Oldendorf)
Invitrogen (Karlsruhe)

 Kit    bezugsquelle     

tab. 5: in dieser arbeit verwendete Kits
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Agarose
Ampicillin
Bromphenolblau
Chloramphenicol
Glycerin
Glycogen
4-Hydroxy-5-methyl-3-furanone 
IPTG
Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kanamycin
N-(β-Ketocaroyl)-L-homoserine lacto-
ne
Resazurin
X-Gal
ZnCl2

GoTaq® DNA Polymerase
Proteinase K
RNase A
Taq-DNA-Polymerase
T4 DNA Ligase
Alkaline Phosphatase
MungBean Exonuklease

Invitrogen (Karlsruhe) 
Gerbu (Gaiberg)

Serva (Heidelberg)
Gerbu (Gaiberg)

Merk (Darmstadt)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Gerbu (Gaiberg)

Merk (Darmstadt)
Merk (Darmstadt)

Gerbu (Gaiberg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Gerbu (Gaiberg)

VWR (Darmstadt)

Promega (Mannheim)
Fermentas (St.Leon-Rot)

Qiagen (Hilden)
Fermentas (St.Leon-Rot)
Fermentas (St.Leon-Rot)
Fermentas (St.Leon-Rot)

New England Biolabs (Schwalbach)

 Substanz    bezugsquelle     
 

2.4 Chemikalien und biochemikalien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden Chemikalien der Firma Carl Roth GmbH + 
Co (Karlsruhe) mit dem Reinheitsgrad „p.a.” oder „reinst” verwendet. Die Gase 
wurden von der Firma Air Liquide Deutschland GmbH (Düsseldorf) bezogen. Die 
Restriktionsenzyme stammten von den Firmen New England Biolabs (Schwalm-
bach) und MBI Fermentas (St. Leon-Rot). Darüber hinaus fanden die Chemika-
lien und Enzyme folgender Firmen Verwendung:

tab. 6: in dieser arbeit verwendete Chemikalien und enzyme
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Alle hitzestabilen Geräte, Materialien und Lösungen wurden zur Sterilisation und 
Inaktivierung von Nukleasen autoklaviert. Nicht autoklavierbare Geräte wurden 
mit 70 % (v/v) Ethanol gereinigt. Metallische Materialien wie Pinzetten, Stempel 
und Impfösen wurden vor Gebrauch abgeflammt. Nicht autoklavierbare Lösun-
gen, sowie Gase wurden sterilfiltriert. 

behandlung von Geräten und lösungen

2.5 nährmedien und mediumzusätze

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Medien, sowie die dafür benötig-
ten Lösungen, in H2Odest. angesetzt und durch Autoklavieren bei 121 °C für 20 
min sterilisiert. Zur Herstellung von festen Nährböden wurde dem Medium, mit 
Ausnahme des Schwärm-Agars, vor dem Autoklavieren 1,5 % (w/v) Agar-Agar 
zugefügt. Zur Herstellung von LB-Topagar wurde dem Medium vor dem Autokla-
vieren 0,8 % (w/v) Agar-Agar zugegeben. Der Zusatz von Antibiotika erfolgte 
nach Abkühlung der Medien auf 50-60 °C.

luria-bertani (lb)-medium (Sambrook et al. 1989)

Trypton                          
Hefeextrakt                      
NaCl                              
H2Odest.                             

SoC-medium

Trypton                          
Hefeextrakt                      
NaCl                             
KCl                             
H2Odest.

Abschließend wurden die Medium wie folgt komplementiert:
MgCl2 
MgSO4 

Glukose

10 g
5 g

10 g
ad 1000 ml

20 g
5 g

0,58 g
0,18 g

ad 1000 ml

10 mM
10 mM
20 mM

10 g
5 g
5 g

ad 1000 ml

2 g   

nb-medium

Trypton
Hefeextrakt
NaCl
H2Odest.

Glukose
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Schwärm-agar für E. coli (harshey et al., 1994)

Als Basis des Schwärm-Agars diente LB-Agar mit 0,4% Eiken-Agar (Fa. Eiken, 
Tokyo, Japan). Als Zusätze wurden 0,4 % (w/v) Glucose und 30 µM IPTG bei-
gefügt.

Trypton
Hefeextrakt
NaCl
Eiken-Agar
H2Odest.

Künstliches Seewassermedium (modifiziert nach Widdel, 1992)

a. 6-vitamin-lösung
4-Aminobenzoat
D-(+)-Biotin  
Nicotinsäure          
Calcium-D-(+)-panthothenat 
Pyridoxaminedihydrochlorid   
Liponsäure                           
Folsäure 
20 mM NaP-Puffer (pH 7)

b. thiamin (b1)
Thiamin
25 mM NaP-Puffer (pH 3,4)

C. Cyanocobalamin (b12)           
Cyanocobalamin
H2Odest.

D. Riboflavin (B2)
Riboflavin
25 mM NaP-Puffer (pH 3,4)

E. Selenit/Wolframat
NaOH
Na2WO2

Na2SeO3

H2Odest.

10 g
5 g

10 g
4 g

ad 1000 ml

  4 mg
  1 mg
 10 mg
  5 mg
 15 mg
1,5 mg
   4 mg

ad 100 ml

10 mg
ad 100 ml

5 mg
ad 100 ml

5 mg
ad 100 ml

400 mg
8 mg
6 mg

ad 1000 ml
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F. Spurenelemente
HCl (37 %, rauchend)
FeSO4 ∙ 7 H2O
H3BO3 
I2 ∙ 4 H2O        
CoCl2 ∙ 6 H2O
NiCl2 ∙ 6 H2O   
CuCl2 ∙ 2 H2O                      
ZnSO4 ∙ 7 H2O
Na2MoO2

MnCl2 ∙ 4 H2O
H2Odest.

G. bicarbonat-lösung
NaHCO3    

H2Odest.

h. Stickstoff-/phosphat-lösung
NH4Cl
KH2PO4

H2Odest.

I. 1-M-Sulfid-Lösung
Na2 ∙ 9 H2O
H2Odest.

J. benötigte Salze
KBr
KCl
CaCl2 ∙ 2 H2O
Mg2Cl2 ∙ 6 H2O
Mg2SO4 ∙ 7 H2O
NaCl

A-D wurden steril filtriert, E-I autoklaviert. Das Medium wurde unter anaerober 
Atmosphäre hergestellt. Für 1 l Medium wurden folgende Mengen benötigt:
A-F und I
G
H
Als Sauerstoff-Idikator wurde dem Medium Resazurin (1 mg) beigesetzt. Der pH 
wurde auf 7,5 eingestellt.

1 ml
30 ml
50 ml

12,5 ml
2100 mg

30 mg
100 mg
190 mg
24 mg
2 mg

144 mg
36 mg

100 mg
ad 1000 ml

  2,52 g
ad 30 ml

 0,25 g
0,2 g

ad 50 ml

 24 g
ad 100 ml

0,756 mM
8,05 mM

10 mM
27,89 mM
27,6 mM
451 mM
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tab. 7: Stammlösungen von antibiotika sowie anderer zusätze und ihre endkonzen-
tration im medium

zusatz lösungsmittel Stammlösung endkonzentra-
tion im medium

Ampicillin 70 % Ethanol 
(v/v)

100 mg/ml 100 μg/ml

Chloramphenicol 100 % Ethanol 
(v/v)

12,5 mg/ml 100 μl/ml

4-Hydroxy-5-meth-
yl-3-furanone

H2Odest. 2 M 67 mM

IPTG H2Odest. 100 mM 200 μM
Kanamycin H2Odest. 30 mg/ml 30 μl/ml
N-(β-Ketocaroyl)-
L-homoserine lac-
tone

Ethylacetat 100 mM 0,5 mM

X-Gal N,N-Dimethyl-
formamid

40 mg/ml 40 μg/ml

2.6 puffer und lösungen

Cb-puffer
Tris-HCl (pH 7,4)
NaCl
EDTA 
Zur Elution wurde der Puffer anschließend, wie folgt komplementiert:
Maltose

20 mm nap-puffer
Na2HPO4 

NaH2PO4

H2Odest.

20 mM
200 mM

1 mM

10 mM

0,356 g
0,27 g

ad 100 ml

antibiotika und andere medienzusätze

In Tabelle 4 sind die den Medien nach dem Autoklavieren zugesetzten Subs-
tanzen aufgeführt. Antibiotika-Stammlösungen wurden nach Sambrook et al., 
(1989) angesetzt. Die wässrigen Stammlösungen wurden sterilfiltriert, aliquo-
tiert und bei -20 °C gelagert.
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Dna-extraktionspuffer (Dep)
Tris
Sodium EDTA
Sodium Phosphat
NaCl 
CTAB 
pH 8,0

50 x tae-puffer

Tris
Eisessig (99 % (w/v) 
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 
H2Odest. 

10 x Dna-ladepuffer
1 x TAE-Puffer
Glycerin 
Bromphenolblau 
Xylencyanol FF

tb-puffer
Pipes 
CaCl2 x 2H2O
KCl
pH 6,7 einstellen
Autoklavieren für 20 min bei 121 °C.
Zugabe von sterilem
MnCl2 x 4H2O

1 x te
Tris/ HCl 
EDTA
pH 8,0

Kupfersulfat-lösung
HCl (25%) 
CuSO4

H2Odest.

100 mM
100 mM
100 mM

1,5 M
5 %

242 g
57 ml

100 ml
ad 1000 ml

50 %
0,1 % (w/v)
0,1 % (w/v)

10 mM
15 mM

250 mM

55 mM

10 mM
2 mM

50 mM
5 mM

ad 1000 ml

hybridisierungspuffer
Tris-HCl (pH 7,4)
Dextransulfat
Formamid
NaCl 
Blocking Reagenz
Triton X-100
SDS
H2Odest. 

lysozym-lösung
Tris-HCl (pH 7,4)
EDTA (pH 8)
H2Odest. 
Lysozym (10.000 U)
 

achromopeptidase-lösung
Tris-HCl (pH 8)
NaCl
H2Odest. 
Achromopeptidase
(30 U/µl) 

1x pbS-puffer
NaCl
KCl
Na2HPO4*7H20
KH2PO4

H2Odest. 
pH 7,3 einstellen

2 x SSC-puffer
NaCl
Na-citrate*2H2O
H2Odest. 
pH 7 einstellen

20 mM
10 % (w/v)

35-60 % (v/v)
900 mM

2 % (v/v)
0,05 % (v/v)
0,02 % (v/v)

ad 100 ml

100 mM
50 mM

ad 10 ml
10 mg/ml

10 mM
10 mM

ad 10 ml

2 µl/ml

8 g
0,2 g

1,44 g
0,24 g

ad 1000 ml

17,5 g
10,03 g

ad 1000 ml
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Alle E. coli- Stämme, die auf LB-Agarplatten gezogen wurden, wurden bei 37 °C 
über Nacht inkubiert. Die Anzucht von E. coli in flüssigem LB-Medium erfolgte 
bei 37 °C in sterilen Kulturröhrchen oder Erlenmeyerkolben auf einem Rund-
schüttler (150 rpm, Certomat® R, B. Braun, Melsungen). Zur Herstellung von 
Hauptkulturen wurden diese mit 2-4 % (v/v) einer Vorkultur beimpft.
Zur Selektion von transformierten E. coli-Zellen wurde dem LB-Medium in Ab-
hängigkeit der Plasmid- bzw. Fosmid-vermittelten Resistenz das entsprechen-
de Antibiotikum zugefügt. Für die Blau-Weiß-Selektion wurde dem LB-Agar der 
künstliche Induktor IPTG und X-Gal als chromogene Substanz zugegeben.
Für die parallele Anzucht von 96 Klonen wurden Mikrotiterplatten (MTP, Greiner 
Bio-One, PS-Microplate, U-Form) mit einem Kulturvolumen von 150 μl/well oder 
deepwell-Platten (Sarstedt, MegaBlock 96 Well) mit einem Volumen von 1,5 
ml/well genutzt. Diese wurden mit atmungsaktiven Membranen (Breathe-Easy 
Roth, Karlsruhe) verschlossen und bei 80 rpm und 37 °C (Gerhardt Thermos-
hake, Königswinter) inkubiert. Die MTP wurden ohne Schütteln bei 37 °C inku-
biert.
C. violaceum CV026 wurde auf LB-Agarplatten oder in flüssigem LB-Medium in 
sterilen Kulturröhrchen bei 30 °C über Nacht inkubiert.

Aerobe Wachstumsbedingungen

2.7 anzucht und zellernte

Zur Herstellung von Stammkulturen von E. coli wurden die Zellen in LB-Medium 
mit entsprechenden Zusätzen bis zur logarithmischen Wachstumsphase inku-
biert, mit 30 % (v/v) Glycerin versetzt und bei -70 °C gelagert. 

Stammhaltung

Das QQ-Protein wurde in Fusion mit dem Maltosebindeprotein (MBP) vom Plas-
mid pRS630 in E. coli BL21 (DE 3) überexprimiert. Dafür wurden 10 ml einer 
üN-Kultur in 10 ml NB-Amp-Medium bei 37 °C und 150 rpm gezogen. Die Ex-
pression des Fusionsproteins wurde vom tac-Promotor durch die Zugabe von 
0,3 mM IPTG bei einer OD600 = 0,6 induziert. Nach 3 h Inkubation unter den 
oben genannten Bedingungen erfolgte bei einer OD600 = 1,2 die Zellernte und 
der Zellaufschluss. 

überexpression in E. coli bl21 (De 3)
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bestimmung der optischen Dichte

Die Bestimmung der Zelldichte von Flüssigkulturen wurde mit Hilfe photometri-
scher Messungen in 1,5 ml Halbmikroküvetten aus Polystyrol (Roth, Karlsruhe) 
mit einer Schichtdicke von 1 cm durchgeführt. Hierzu wurde die optische Dichte 
(OD) einer Flüssigkeit in einem Spektralphotometer (Beckman DU 640 Spectro-
photometer, Krefeld) bei einer Wellenlänge von 600 nm gemessen, unbeimpftes 
Medium diente als Referenzwert. Bei E. coli entspricht eine OD600 = 0,1 etwa 
einer Zellkonzentration von 1x108 Zellen ml-1.

Zur Herstellung der Sediment-Medium-Gemische wurden Sedimentproben mit 
anaerobisiertem künstlichem Seewassermedium versetzt und in sterilen Glas-
flaschen (Schott, Mainz), Serumflaschen (1:6, Schott, Mainz) oder Hungate 
Kulturröhrchen (1:8, Dunn, Asbach) gasdicht mittels Hungate-Technik und Bu-
tylgummistopfen verschlossen (Hungate, 1969). Der Gasraum (50 %) der Kul-
turflaschen wurde nach dem Abfüllvorgang mit Methan bzw. N2/CO2 (Kontrollen) 
ausgetauscht. Die Sediment-Medium-Gemische in Glas- (1:1) und Serumfla-
schen (1:6) wurden liegend, bei 18 °C im Dunkeln inkubiert.
Die Sediment-Medium-Gemische in den Hungate Kulturröhrchen (1:8) wurden 
bei verschiedenen Temperaturen in Kühlräumen (0 °C, 4° C), im Wasserbad (16 
°C, 35 °C), im Brutschrank (70 °C) oder bei RT im Dunkeln liegend inkubiert.

Anaerobe Wachstumsbedingungen für methanoxidierende 
mikroorganismen aus Sedimentproben

2.8 extraktion von ahl-molekülen

Zur Extraktion von AHL-Signalmolekülen aus Klonen der Metagenombank wur-
den zunächst alle 96 Klone einer MTP als Pool behandelt. Die duplizierten 96er-
Kulturen jeder MTP wurden in einem sterilen 15 ml Falcontube vereinigt und bei 
4 °C, 4.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810 R) für min. 30 min zentrifugiert. 
Der Überstand wurde in ein 50 ml Falcontube überführt und mit dem gleichen 
Volumen Ethylacetat versetzt und durch 10 x invertieren gemischt. Nach deut-
licher Phasentrennung wurde die obere Phase in ein neues 50 ml Falcontube 
überführt und unter dem Abzug eingedampft. Die Aufnahme des Rückstandes 
erfolgte in 200 μl Ethylacetat. 
Zur Extraktion von AHL-Signalmolekülen aus Einzelklonen wurden die MTP in 
deepwell-Platten in 1,5 ml LB-Cm je well dupliziert. Die Aufnahme des Rück-
standes erfolgte in 100 μl Ethylacetat.
Die Extraktion von AHL-Signalmolekülen aus den Sediment-Medium-Gemischen 
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Für den Nachweis von QQ-Molekülen aus Überständen (SN) und Zellextrakten 
(ZE) wurden die Zellkulturen entsprechend ihrer Volumina abzentrifugiert und 
500 μl Überstand über sterile Zentrifugenfilter mit einer Porengröße von 0,2 μm 
für 5 min bei 12.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der sterilfiltrierte Überstand 
wurde bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.
Für die Herstellung von Zellextrakt wurde das erhaltene Zellpellet in einem an-
gemessenen Volumen 50 mM Tris-HCl (pH 8) resuspendiert und mit 0,1 mm und 
0,5 mm Glaskügelchen (Roth, Karlsruhe) versetzt. Für den Zellaufschluss wur-
den die Proben mechanisch am GenoGrinder (Spex SamplePrep Geno/Grinder 
2000) für 6 min bei 1.500 strokes/min aufgeschlossen. Anschließend erfolgte 
eine Zentrifugation für  30 min bei 4500 rpm und 4 °C zur Abtrennung der Zell-
trümmer. 500 μl des Zellextrakts wurden ebenfalls mittels der Zentrifugenfilter 
sterilfiltriert und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

2.9 herstellung von überstand und zellextrakten für den nach-
weis von QQ 

Die Isolierung der chromosomalen DNA aus den Sedimentschichten 0-1 cm und 
4-5 cm erfolgte mittels direkter Lyse mit modifiziertem Protokoll nach Henne et 
al.. Für die Isolierung von chromosomaler DNA aus der Schicht 29-31 cm wurde 
das Protokoll wie folgt ergänzt. Nachdem die Sedimentprobe mit 1,85 ml DNA-
Extraktionspuffer (DEP) versetzt wurde, folgte ein thermischer Zellaufschluss, 
indem die Proben im dreimaligen Wechsel  je 1 min zwischen flüssigen N2 und 
kochendem Wasser inkubiert wurden. Daraufhin wurden die Proben mit 0,1 mm 

2.10 Dna-isolierung

isolierung chromosomaler Dna

erfolgte nach zweimonatiger Inkubation. Hierzu wurden 60 ml Medium in ei-
nen 1000 ml Scheidetrichter vorgelegt, mit dem gleichen Volumen Ethylacetat 
versetzt und für 10 min durch kräftiges Schütteln gemischt. Nach deutlicher 
Phasentrennung wurde die untere Phase verworfen und die obere Phase in ei-
nem 250 ml Erlenmeyerrundkolben aufgefangen. Nachfolgend wurde der Ex-
trakt im Rotationsevaporator (Rotavapor-EL, Büchi, Flawil, Schweiz) bei einer 
Wasserbadtemperatur von 40 °C durch Anlegen eines Vakuums eingetrocknet. 
Der Rückstand im Rundkolben wurde in 1 ml Ethylacetat aufgenommen und 
in ein Eppendorfreaktionsgefäß überführt. Anschließend wurde der Extrakt im 
Heizblock unter dem Abzug auf 100 µl eingeengt. 
Die Lagerung aller Proben erfolgte bis zur Verwendung bei -20 °C.
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Zur schnellen Isolierung von Fosmiden aus einem Kultur-Volumen von 5 ml 
wurde eine modifizierte Form der Plasmidisolierung nach Birnbiom und Doly 
(Birnbiom & Doly, 1979) angewandt. Die DNA wurde zweimal mittels Ethanol 
und einmal durch Phenol/Chloroform (24:1) gefällt und nach dem Trocknen in 
25 μl H2Odest. resuspendiert.

Für die Isolierung wurde ein Kulturvolumen von 3 ml eingesetzt. Die Isolation 
erfolgte mit dem NucleoSpin® Plasmid QuickPure-Kit nach Angaben des Herstel-
lers (Macherey-Nagel, Düren).

isolierung von Fosmid-Dna

isolierung von plasmid-Dna

Mit Hilfe der Standard-Agarose-Gelelektrophorese können DNA-Fragmente ana-
lytisch und präparativ aufgetrennt werden (Sambrook et al., 1989). In hori-
zontalen Kammern mit 10-30 ml Volumen und einer Trennstrecke von bis zu 8 
cm wurde 1 % (w/v) Agarose, gelöst in 1 x TAE-Puffer, gegossen. Nach dem 
Aushärten des Gels konnten die mit DNA-Ladepuffer versetzten Proben aufge-
tragen werden. Als Elektrophoresepuffer diente 1 x TAE-Puffer. Die konstante 
Spannung betrug 80-100 Volt (BIO-RAD Power Pac 300, BIO-RAD, München; 
Electrophoresis Power Supply-EPS 200, Pharmacia Biotech, Freiburg). 
Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die Agarosegele in einem Ethidium-
bromidbad (1 μg ml-1) für 15-30 min gefärbt. Nach anschließender Entfärbung 
im Wasserbad wurden die Nukleinsäuren unter UV-Licht bei einer Wellenlänge 
von 254 nm sichtbar gemacht.

Standard-agarose-Gelelektrophorese

2.11 Gelelektrophorese

und 0,5 mm Glaskügelchen (Roth, Karlsruhe) versetzt und mechanisch am Ge-
noGrinder für 6 min bei 1.500 strokes/min aufgeschlossen. Danach wurden die 
Proben nach Protokoll weiter behandelt. Um organische PCR-Inhibitoren wie z.B. 
Huminsäuren oder Fulvinsäuren zu entfernen, wurde die Probe mit dem Soil-
MasterTM DNA Extraction Kit nach Angaben des Herstellers (Epicentre, Olden-
dorf) aufgereinigt.
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SDS-polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE nach Lämmli (1970) findet unter denaturierenden Bedingungen 
statt und dient der Auftrennung von Proteinen nach der Masse. Die SDS-Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese wurden in einer Bio-Rad Elektrophorese-Apparatur 
(Mini Protean Tetra Cell, Bio-Rad, München) durchgeführt. Vor der Elektrophore-
se wurden die Proben mit 2 × SDS-Probenpuffer verdünnt und 10 min bei 95 °C 
im Heizblock denaturiert. Von dieser Probelösung wurden 20 µl pro Spur auf das 
Gel aufgetragen. Die Spannung während der 80 minütigen Gelelektrophorese 
betrug 180 V.

2 × SDS-Ladepuffer 
Tris-HCl                           1,15 g 
SDS                                     4 g 
Mercaptoethanol                10 ml 
Bromphenolblau                20 mg
H2Odest.                        ad 100 ml

10 × SDS-Laufpuffer

Tris-HCl                           30 g           
Glycin                            144 g  
SDS                                10 g
H2Odest.                   ad 1000 ml   

Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele (die Angaben beziehen sich auf 
die Herstellung von einem Gel):

Trenngel (8 %ig)
0,27 % SDS in 1M Tris-HCl (pH = 8,8)
H2Odest. 

Acryamid/Bisacrylamid (29:1) 
TEMED (Roth) 
APS 10 % (w/v)

Sammelgel (5 %ig)
1,2 % SDS in 1M Tris-HCl (pH = 8,8)
H2Odest. 

Acryamid/Bisacrylamid (29:1) 
TEMED (Roth) 
APS 10 % (w/v)

Coomassiefärbung von Polyacrylamidgelen
Zur unspezifischen Proteinfärbung mit ”Coomassie Brillant Blue” wurden die Po-
lyacrylamidgele in der Färbelösung für 1 min in der Mikrowelle aufgekocht und 
anschließend für 5 - 10 min in der Färbelösung geschwenkt. Die Gele wurden 
danach kurz mit H2Odest. gespült und dann in H2Odest. wiederum in der Mikrowelle 
aufgekocht, bis der Hintergrund beinahe vollständig entfärbt war. Zur Doku-

1,2 ml
2,63 ml
960 µl

6 µl
30 µl

460 µl
1,1 ml
230 µl

2 µl
11 µl



33

Material und Methoden

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte photometrisch am NanoDrop 
(Peqlab, Erlangen). Die Extinktion der Probe wurde bei 260 nm gemessen, wo-
bei zur Abschätzung der DNA-Konzentration folgende Richtwerte gelten (Davis 
et al., 1980):
OD260nm = 1,0                 50 μg ml-1 (bei doppelsträngiger DNA)

bestimmung von nukleinsäurekonzentrationen

2.12 Standardtechniken zum arbeiten mit nukleinsäuren

mentation konnten die Gele sofort nass am Computer, mit Hilfe eines Flachbett-
Scanners, aufgenommen werden.

Färbelösung für Gele
Ethanol                                           2,5 % 
Eisessig                                           10 % 
Phast Gel Blue            2 Tabletten/1000 ml

Das sequenzspezifische Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen er-
folgte in Kombination mit den vom Hersteller als 10-fache Stammlösungen mit-
gelieferten Puffersystemen. Es wurde 1 μg DNA in einem Gesamtvolumen von 
10 µl, 20 μl oder 100 µl bei 37 °C für 2 h hydrolysiert. 
Restriktionshydrolysen von Vektoren wurde Alkaline Phosphatase (1 U) beige-
setzt. Der Reaktionsansatz wurde für 2 h bei 37 °C inkubiert, gefolgt von einer 
15 min Inkubation bei 65 °C zur Inaktivierung der Alkalinen Phosphatase.

Enzymatische Modifikation von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Gelaufreinigung der benötigten Banden wurde durch das NucleoSpin Extract 
II Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) nach Angaben des Herstellers 
durchgeführt. Die DNA wurde in 20 μl mitgeliefertem Elutionspuffer gelöst.

isolierung der Dna-Fragmente aus agarosegelen

Die Aufreinigung von PCR-Produkten und Restriktionshydrolysen erfolgte durch 
das NucleoSpin® Extract II-Kit (Macherey-Nagel, Düren) nach Angaben des Her-

aufreinigung von reaktionsansätzen



34

Material und Methoden

Degradierung von Dna-einzelsträngen mit mung bean nuklease

Für den den Abbau einzelsträngiger DNA-Moleküle wurden 5 μg dsDNA mit 25 U 
Mung Bean Nuklease und 10x Reaktionspuffer versetzt (1x in der Endkonzent-
ration) und 30 min bei 37 °C inkubiert.

Zur Amplifikation der 16S rDNA wurde eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
unter Verwendung bakterieller/archaeeller 16S-Primer-Paare (je 100 μM) an-
gewendet. Für die Sedimentschichten 0-1 cm und 4-5 cm wurde die Taq-DNA-
Polymerase (Fermentas, St.Leon-Rot), für die Schicht 29-31 cm die GoTaq® DNA 
Polymerase (Promega, Mannheim) benutzt. Als Template dienten 2-10 ng chro-
mosomale DNA. Zu dem 25 μl Ansatz wurden weiterhin 1,25 mM eines dNTP-
Mixes, 2,5 μl 10 × Puffer und 1 µl BSA (Bovine Serum Albumin) zugefügt.

2.13 polymerase-Ketten-reaktion (pCr)

stellers.

Das Standard-PCR-Programm bestand aus folgenden Schritten:

96 °C 
94 °C
50 °C                           30 Zyklen
72 °C
72 °C 

Die Temperaturzyklen wurden mit einem Eppendorf Master cycler personal (Ep-
pendorf, Hamburg) oder einem Minicycler™ (MJ Research, USA) durchgeführt. 

Die Amplifikation von inserierten DNA-Fragmenten erfolgte nach dem gleichen 
Programm, aber mit vektorspezifischen Primern, welche die multiple Klonie-
rungsstelle einrahmen.
Die Amplifikation des möglichen QQ-ORFs durch PCR, erfolgte mit ORF-flankie-
renden Primern in einem Gesamtvolumen von 50 μl. Das Standard-PCR-Pro-
gramm wurde entsprechend der verwendeten Primer und der Länge des zu 
amplifizierenden DNA-Fragments modifiziert. 

5 min
30 sec
45 sec

1,5 min
10 min
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Die amplifizierten PCR-Produkte wurden in den TOPO-TA-Cloning-Vektor pCR®II 
TOPO® durch die am Vektor kovalent gebundene Topoisomerase I und die vor-
handenen T-Überhänge kloniert. Die Berechnung der einzusetzenden DNA-Men-
ge für die Ligation, mit einem Verhältnis von Insert zu Vektor von 3:1, beruhte 
auf der Annahme, dass 1 μg eines 1 kb-Fragments 1,53 pmol Teilchen enthält. 
Die Ligationsreaktion erfolgte nach Herstellerangaben (Invitrogen, Karlsruhe). 

ligation von Dna-Fragmenten in pCr®ii-topo®

2.14 ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten in pDrive/ pMALTM-c2X wurde in einem Volu-
men von 20 μl mit jeweils 30 bis 50 ng Vektor- und Insert-DNA (1:1) durchge-
führt. Zum Reaktionsansatz wurden 0,1 Volumen eines zehnfach konzentrierten 
ATP-haltigen Ligationspuffer und 1 U T4-DNA-Ligase zugegeben und üN bei 16 
°C inkubiert. 

ligation von Dna-Fragmente in pDrive/ pmaltm-c2X

250 ml SOB-Medium mit 1 mM MgCl2 und 1 mM MgSO4 wurden mit 250 μl einer 
5 ml ÜN-Kultur (37 °C, 150 rpm) beimpft und bei 18 °C im Wasserbad unter 
Schütteln (120 rpm) bis zu einer OD600 = 0,6 – 1,0 angezogen. Es folgte eine 
Inkubation für 10 min auf Eis und anschließend ein Zentrifugationsschritt bei 
5.500 rpm für 10 min bei 4 °C. Das Zellpellet wurde in 80 ml kaltem TB-Puffer 
gewaschen. Dieser Schritt wurde wiederholt und das Zellpellet wurde anschlie-
ßend in 10 ml TB-Puffer resuspendiert wobei unter leichtem Schwenken 700 
μl DMSO hinzugefügt wurde. Die Zellen wurden in 200 μl Aliquots in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -70 °C.

2.15 transformation von Dna in E. coli

herstellung chemisch kompetenter zellen
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200 μl chemisch kompetente E. coli DH5α-Zellen wurden zunächst auf Eis auf-
getaut, mit 2 μl Ligationsansatz bzw. Fosmiden versetzt und mind. 30 min auf 
Eis inkubiert. Darauf folgte der Hitzeschock bei 42 °C für 90 Sekunden (Permea-
bilisierung der Membran), die Zugabe von 1 ml eiskaltem SOC-Medium und eine 
erneute Inkubation für mind. 2 min auf Eis. Zur Resistenzausprägung wurde 
eine weitere Inkubation für eine Stunde bei 37 °C durchgeführt. Für die Selek-
tion der rekombinanten Klone wurde der Transformationsansatz auf LB-Platten 
mit den entsprechenden Antibiotika und Zusätzen ausplattiert.

hitzeschock-methode

50 μl der elektrokompetenten Zellen des E. coli-Stammes BL21 (DE 3) wurden 
zunächst auf Eis aufgetaut. Die Zellen wurden mit 2 μl des Ligationsansatzes 
versetzt und in vorgekühlte Elektroporations-Küvetten mit einer Spaltbreite von 
2 mm luftblasenfrei überführt. Die Elektroporation erfolgte unter folgenden Be-
dingungen: 200 Ω, 25 μF, 2,5 kV. Die Zeitkonstante für E. coli betrug 4-5 ms. 
Danach wurden 950 μl SOC-Medium auf den Ansatz gegeben und es folgte eine 
Inkubation für 1 h bei 37 °C und 200 rpm für die Ausprägung der durch pMALTM-
c2X vermittelten Ampicillinresistenz. Die Ansätze wurden zur Selektion auf LB-
Amp-Platten ausplattiert.

elektroporation

Die Sequenzierreaktionen wurden am Institut für Klinische Molekularbiologie 
(Uniklinikum SH) am ABI 3730xl DNA Analyzer durchgeführt. Die Fluoreszenzsi-
gnale wurden automatisch in Sequenzdaten umgewandelt, die in dem Programm 
Chromas (Technelysium Pty Ltd, Queensland) angezeigt werden konnten. Die 
16S rDNA-Sequenzen wurden mit der Software BioEdit (Ibis Therapeutics, USA) 
editiert. Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe des Programm-
pakets ARB (Strunk et al., 1998), das eine erweiterbare Datenbank mit ca. 
446.000 16S rDNA-Sequenzen (MPI Bremen, Jan 2010) zur Verfügung stellt. 
Die folgenden Programme wurden für die Ableitung von Pimern, die Assemblie-
rung der Sequenzen und die Analyse von putativen ORFs verwendet. 

• CodonCodeAligner http://www.codoncode.com/aligner/
• orf finder http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
• web map preferences http://pga.mgh.harvard.edu/web apps/web map/

start

2.16 Dna-Sequenzierung und analyse
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Konstruktion einer metagenombank

Die Konstruktion der Metagenombank erfolgte mit dem CopyControl™ Fosmid 
Library Production Kit (Epicentre, Oldendorf) nach modifizierten Herstelleranga-
ben (mündliche Übermittlung von N. Pinnow). Die Fragmente der genomischen 
DNA wurden in das Fosmid pCC1FOS™ kloniert und mittels λ-Phagenpartikel in 
E. coli EPI 300™-T1R transduziert. 

• OligoExplorer http://www.genelink.com/tools/gl-oe.asp
• Clone Manager Suite (Sci Ed Software, Durham, USA)

Die Chromatogramme der erhaltenen Sequenzen wurden im CodonCodeAligner 
geladen und die Sequenzen editiert. Die assemblierten Sequenzen wurden hier 
als Contig dargestellt. Die Sequenz der gefundenen Contigs wurde daraufhin
parallel in das Programm orf finder und web map preferences eingespeist. Die
angezeigten putativen ORFs wurden mit der NCBI-Proteindatenbank (blastp) 
abgeglichen, um den möglichen QQ-ORF zu identifizieren.
Zur vollständigen Sequenzierung des Inserts und zur Amplifikation des QQ-ORFs 
wurden Oligonukleotide, mit Hilfe des Programms OligoExplorer, im Hinblick auf 
die Ausbildung von Sekundärstrukturen, sowie auf geeignete Hybridisierungs-
temperaturen abgeleitet.
Schnittstellen für Restriktionsenzyme innerhalb putativer QQ-ORFs konnten mit 
Hilfe der Clone Manager Suite aufgespürt werden und so geeignete Schnittstel-
lensequenzen zur Konstruktion der Primer gefunden werden.

Screening-platten

2.17 Screening auf QS- und QQ-aktivität

Zum Nachweis von AHLs mit den Stämmen C. violaceum CV026 und E. coli 
DH5α/pRS354 wurden LB-Agarplatten mit jeweils 3 ml LB-Topagar und 25 % 
üN-Kultur des jeweiligen Stamms überschichtet. Die E. coli DH5α/pRS354-Indi-
katorplatten wurden aus LB-Amp-Agarplatten hergestellt.
Zum Nachweis der QQ-Aktivität wurden LB-Amp-Agarplatten verwendet, die mit 
3 ml Top-Agar überschichtet wurden. Dem Top-Agar wurde Ampicillin, Kana-
mycin, 10 % des jeweiligen Reporterstamms E. coli DH5α/pRS354 oder E. coli 
DH5α/pRS356 und 100 mM N-(β-Ketocaproyl)-L-homoserine-lactone bzw. 2 M 
4-Hydroxy-5-methyl-3-furanone zugefügt.
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ahl-Screening 

Von den AHL-Extrakten wurden jeweils 20 µl auf Rotilabo®-Testblättchen pipet-
tiert damit das Ethylacetat verdampfen kann. Anschliessend wurden die Test-
plättchen  mit den AHL-Extrakten auf die Indikatorplatten gegeben. Als Positiv-
kontrolle wurden synthetische AHL-Moleküle, gelöst in Ethylacetat eingesetzt. 
Als Negativkontrolle diente reines Ethylacetat. 

Die Klone der Fosmid-Banken wurden zunächst auf QQ-Aktivität untersucht, 
indem alle 96 Klone einer MTP als Pool behandelt wurden. Jeweils 5 µl der Über-
stände und Zellextrakte aus den 96er-Pools einer jeden MTP wurden für das 
Screening auf QQ-Aktivität auf die vorbereiteten Screening-Platten pipettiert.
Die als positiv bewerteten 96er-Pools wurden anschließend im 96er-Platten-
format gescreent. Hierzu wurden positive SN-Pools erneut in MTP dupliziert. 
Die Überstände der einzelnen 96 putativ positiven Klone konnten mittels 48er-
Metallstempel (Eigenbau, Kiel) direkt auf die vorbereiteten Screening-Platten 
übertragen werden. 
Putativ positive Einzel- und Subklone wurden in 2 ml Eppendorfgefäßen (Löcher 
im Deckel) angezogen und 5 µl der Überstande auf die vorbereiteten Screening-
Platten pipettiert.
5 µl des aufgereinigten MBP-Fusionsproteins QQ 1 und Proteinverdünnungen 
(1:10, 1:100, 1:500, 1:1000) wurden auf die vorbereiteten Screening-Platten 
pipettiert.

QQ-Screening

2.18 Proteinaufreinigung mittels Affinitätschromatographie

Die Zellernte der Kultur erfolgte bei einer OD600= 1,2. Die Flüssigkultur wurde 
mit einem JA10-Rotor in einer Avanti J-26 XP-Zentrifuge (Beckman Coulter, USA) 
bei 4 °C und 9500 rpm für 30 min zentrifugiert. Die Zellpellets wurden bis zur 
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Zur Herstellung von Gesamtzellex-
trakten wurden die Zellen in 10 ml kaltem CB-Puffer resuspendiert. Es folgte ein 
Zellaufschluss in einer Frenchpress (SLM Instruments Company, Urbana, USA) 
bei einem Druck von 600 psi. Der so gewonnene Rohextrakt wurde für 30 min 
im JA 25.50 Rotor der Avanti-Zentrifuge bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der aus 
dem Überstand gewonnene Zellextrakt wurde über einen Glasfaser Rundfilter 
und anschließend über einen 0,45 μm porigen Polycarbonat-Sterilfilter filtriert.
Für die Aufreinigung des MBP-Fusionsproteins QQ 1 wurde eine Amylose-Resin-
matrix (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main) verwendet. Eine 5 ml
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Chromatographiesäule (Bio-Rad, München) mit eingebetteter Matrix (1 ml), wur-
de mit einem Säulenvolumen H2Odest. gewaschen und mit zwei Säulenvolumen 
CB-Puffer equilibriert. Zu dem filtrierten Rohextrakt wurde Amylose Resin gege-
ben und bei 4 °C auf dem 3D-Schüttler (Polymax 1040, Heidolph, Schwabach) 
für 30 min inkubiert. Der gesamte Rohextrakt wurde auf die Säule gegeben 
und 2 ml des Durchflusses in einem Reaktionsgefäß aufgefangen. Anschliessend 
wurde mit einem Säulenvolumen CB-Puffer gewaschen und in 3 RG aufgenom-
men. Die Elution erfolgte mit 10 mM Maltose in 4 ml CB-Puffer. Die Eluate wur-
den, auf 10 RG aufgeteilt, aufgenommen. Zur Regeneration der Amylosematrix 
wurde diese mit zwei Volumen CB-Puffer gewaschen und in Ethanol gelagert. 
Die Eluate mit dem aufgereinigten Protein wurden vereinigt, in flüssigem Stick-
stoff schockgefroren und zur weiteren Verwendung bei - 70 °C gelagert.

Die Fixierung erfolgte direkt nach Probennahme auf dem Schiff. 1 Vol. Probe 
wurde mit 3 Vol. 4 % (v/v) Formaldehyd vermischt und 2-4 h bei 4 °C inkubiert. 
Anschließend wurde das Probengemisch bei 10.000 x g für 1 min zentrifugiert 
und der Überstand verworfen. Zweimal wurde die fixierte Probe mit 1 ml 1x PBS 
gewaschen und zur Endfixierung in einem geeigneten Volumen 1:1 Gemisch 
(v/v) aus 96 % Ethanol und 1x PBS resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei 
-20 °C.

2.19 CarD-FiSh (Catalyzed reporter Deposition Fluorescence in 
situ hybridization)

Fixierung von Sedimentproben

Filtration fixierter Zellen auf Polycarbonatfilter

Fixierte Sedimentproben wurden 1:10 mit einem 1:1 Gemisch (v/v) aus 96 % 
Ethanol und 1x PBS verdünnt und auf Eis gekühlt für 20 s einer schwachen Ul-
traschallbehandlung (1 Puls/s, 20% Intensität) mit einer Ultraschallsonde (So-
nopuls HD70, Bandelin, Berlin) unterzogen.
Anschließend wurden Verdünnungen zwischen 1:300 und 1:500 der vorbehan-
delten Sedimentproben mit 1x PBS hergestellt und 1 ml davon in 9 ml 1x PBS 
aufgenommen. Ein Zellulosenitrat-Stützfilter wurde auf die Glasfritte aufgelegt, 
darauf wurde einen Polycarbonatfilter mit der glänzenden Seite nach oben posi-
tioniert. Die Probe wurde in den befestigten Filterturm geladen und unter leich-
tem Vakuum auf den Polycarbonatfilter gesaugt. Der Polycarbonatfilter wurde 
luftgetrocknet und bei -20°C gelagert.
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In anoxischen Sedimenten kommen Mikroorganismen mit endogenen Peroxida-
sen oder Proteinen mit Pseudo-Peroxidase-Aktivität vor. Da Zellen mit Peroxi-
dase-Aktivität zu fehlerhaften Hybridisierungssignale führen, wurden diese En-
zyme, durch eine Methanolbehandlung mit 0,15 % H2O2 (v/v) für 30 min bei RT 
inaktiviert. Danach wurden die Filter mit H2Odest. gewaschen und luftgetrocknet.

Die Permeabilisierung der Zellwände ist essentiell für das Gelingen der Hyb-
ridisierung. Durch die vielfältigen Beschaffenheiten mikrobieller Zellwände, 
variieren die optimalen Permeabilisierungsbedingungen in Abhängigkeit vom 
Zielorganismus. Die Permeabilisierungsschritte für die verwendeten Oligonuk-
leotidsonden sind im Anhang aufgeführt. Anschließend wurden die Filter mit 
H2Odest. gewaschen und luftgetrocknet.

Zur Befestigung der Sedimentprobe wurden die Filter mit Hilfe eines Dispensers 
in 0,2 %iger (w/v), handwarmer Agarose mit niedrigem Gelierpunkt eingebettet 
und bei 37 °C getrocknet.

inaktivierung von endogenen peroxidasen

permeabilisierung von zellwänden

einbettung der Filter in agarose

Aus den lyophilisierten Biotin-markierten Sonden wurden Stammlösungen und 
daraus Verdünnungen der Konzentration 50 ng μl-1 hergestellt.
Die Filterteile wurden mit einem 400 µl Hybridisierungspuffer-Sondengemisch 
(300:1) beschichtet. Die Formamidkonzentrationen der jeweiligen Hybridisie-
rungspuffer für die verwendeten Sonden sind dem Anhang zu entnehmen.
Die Hybridisierung erfolgte im Hybridisierungsofen bei 46 °C für 2 Stunden. 
Nicht gebundene Sondenmoleküle wurden nachfolgend durch 2x SSC Puffer aus-
gewaschen. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen folgte ein 30 min (RT) 
Inkubationsschritt mit 100 µl Blockingreagenz in PBS.

hybridisierung
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Die Bindung von streptavidin-HRP an die Biotin-markierte Sonden und die an-
schließende Tyramid-Signalamplifikation wurden mit Hilfe des TSA™ Kit #22 
*with HRP—streptavidin and Alexa Fluor® 488 tyramide* (Invitrogen, Karlsruhe), 
bzw. mit TSA™ Kit #23 *with HRP—streptavidin and Alexa Fluor® 546 tyramide* 

nach Herstellerangaben durchgeführt.

HRP-Markierung & Tyramid-Signalamplifikation 

Für die Doppelhybridisierung musste die gebundene HRP aus dem ersten Hyb-
ridisierungsschritt durch eine Methanolbehandlung mit 0,5 % H2O2 (v/v) für 30 
min bei RT inaktiviert werden. Danach wurden die Filter mit H2Odest. gewaschen 
und luftgetrocknet. Es folgte der zweite Hybridisierungsschritt mit einer anderen 
Biotin-markierten Sonde und anschließend die HRP-Markierung und Tyramid-
Signalamplifikation.

Doppelhybridisierung

Um den relativen Anteil hybridisierter Zellen bestimmen zu können, wurde nach 
der Hybridisierung eine Färbung aller Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI 
(4´,6´-Diamino-2-phenylindol) durchgeführt. Die Färbung der Proben erfolgte 
durch Überschichtung mit ca. 10 μl DAPI-Lösung (1 μg μl-1) und Inkubation für 
ca. 10 min. Die Proben auf den Objektträgern bzw. Filterstücken wurden darauf 
kurz mit Milli-Q Wasser gewaschen und in 80 % Ethanol fixiert. Nach Trocknung 
an der Luft erfolgte die Einbettung der Proben mit einem Citifluor/Vectashield-
Gemisch (4:1). Die präparierten Objektträger wurden bis zur mikroskopischen 
Auswertung bei -20 °C gelagert.

Kombination von CarD-FiSh und Dapi-Färbung
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Die präparierten Objektträger wurden mit einem Epifluoreszenzmikroskop der 
Fa. Leitz ausgewertet (Leitz Aristoplan, Leica DM/RE, Olympus). Die Auflichtein-
richtung des Mikroskops war mit einer 100 W Quecksilberhochdrucklampe aus-
gestattet. Zur Dokumentation der Ergebnisse bestand die Möglichkeit, digitale 
Aufnahmen mit einer verbundenen Kamera (Leica DFC 420) und der Bildverar-
beitungssoftware des Herstellers (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germa-
ny) zu machen. Verschiedene Filtersätze standen zur Anregung der Fluoreszenz-
farbstoffe zur Verfügung:

Detektion und Dokumentation der hybridisierungsergebnisse

 Filtersatz Anregungsfilter     
         [nm]

Farbteiler 
   [nm]

Emissionsfilter    
        [nm]

  anwendung
     

L5 BP 480/40 505 BP 527/30 Alexa 488

Y3 BP 545/30 565 BP 610/75 Alexa 546
A BP 340-380 400 LP 425 DAPI

Tab. 8: Für die Epifluoreszenzmikroskopie verwendete Filtersätze

Zur Messung der Methankonzentration wurden aus der Gasphase der Ansätze 
Gasproben (100 µl) entnommen und in das Septum des Gaschromatographen 
(HP 5890 series II, Hewlett-Packard, Waldbronn), ausgestattet mit einer 6 FT 
Poropak Q (19001A - Q00) - Säule und einem Flamenionendetektor (FID) inje-
ziert.

Injektor
Säule
Detektor
Trägergas
Brenngase

Die Identifizierung erfolgte über die Retentionszeit. Die Kalibrierung der Mes-
sung erfolgte durch Injektion eines externen Standards 100 ppm (Scotty ana-
lyzed gases; Sulpelco; analytische Genauigkeit: 2 %), bzw. 1000 ppm (Air Pro-
ducts, Hattingen)

150 °C
50 °C
200 °C
Helium (UN1046, verdichtet; 30 ml/min)
H2 (H2-Generator PG H2 100; Schmidlin - DBS AG; 30 ml/min) 
synthetische Luft (5,0; KW-frei; 20,5% 02 in N2; 300 ml/min)

2.20 Gaschromatographie (GC)
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Nach viermonatiger Inkubation wurden die ermittelten Prozessraten durch 
Messungen mit radioaktiv markierten Substanzen überprüft. Dabei wurden die 
Prozesse AOM und SR in getrennten Proben gemessen. Die Ansätze wurden, 
versetzt mit anoxischem, künstlichem Seewassermedium im Verhältnis 1:1, in 
Hungate Kulturröhrchen überführt und gasblasenfrei verschlossen. Für die Mes-
sung der SRR wurden der Hälfte der Hungate Kulturröhrchen eine mit radio-
aktivem 35S markierte Sulfatlösung (~ 500 kBq) injiziert. Für die Messung der 
AOM-Rate wurde der anderen Hälfte der Kulturröhrchen eine mit radioaktivem 
14C markierte Methanlösung (~ 12 kBq) injiziert. Nach intensivem Schütteln 
wurden die Ansätze, im Dunkeln liegend, bei RT inkubiert. Nach 23 h wurde das 
Experiment durch Zugabe von ZnAc (SR) bzw. NaOH (AOM) gestoppt. Die SR-
Ansätze wurden in 50 ml Plastikzentrifugenröhrchen transferiert, welche mit 20 
ml Zinkacetat (20 % (w/w)) befüllt waren. Die AOM-Ansätze wurden in Glasge-
fäße (Wheaton, 44 ml) mit vorgelegter Natronlauge (NaOH, 20 ml, 2,5 % (w/w) 
überführt und sofort mit Butylstopfen verschlossen. Bis zur Messung der Raten 
wurden die Proben bei RT gelagert.

2.22 radiotracer-inkubationen

Die Sulfidmessung, aus der Reduktion von Sulfat wurde photometrisch nach 
der Cord-Ruwisch-Methode (Cord-Ruwisch, 1985) bestimmt. Die Methode be-
ruht auf der Bildung und Präzipitation von löslichem Kupfersulfid, welche eine 
Absorption im sichtbaren Licht besitzt. Nachdem sich das Sediment in den An-
sätzen abgesetzt hatte, wurden 100 µl aus dem Überstand mit einer Kupfersul-
fatlösung versetzt und dann bei einer Wellenlänge von 480 nm die Absorption 
im Photometer (UV - mini - 1240 UV - VIS Spectrophotometer Shimadzu) ge-
messen. Anhand einer Kalibrationskurve (0-20 mM Sulfid in anoxischem H2O) 
konnten die Sulfidkonzentrationen in den Ansätzen ermittelt werden.

2.21 photometrie



44

Material und Methoden

anaerobe oxidation von methan (aom)

Die AOM-Raten wurden nach Treude et al. (2005) aus dem Gesamtmethange-
halt (CH4), der Aktivität des radioaktiven Methans (14CH4) und der Aktivität des 
produzierten Kohlendioxids 14CO2 bestimmt. Die AOM-Raten wurden nach fol-
gender Gleichung berechnet:

AOM =                                                                                                    (5)
14CO2 ∙ CH4

14CH4 ∙ t

Die Proben wurden in Rundkolben überführt und unter Zugabe von DMF (je 20 
ml) aufgeschlossen. Unter anaeroben Bedingungen (Begasung mit N2) wurden 
die Proben mit HCL (6 N, 8 ml) und anschliessend mit CrCl2 (1 M, 16 ml) ver-
setzt. Über impermeable nichtreaktive Tygon-Schläuche wurde die Gasphase 
über 2 h lang mit einer Rate von ca. 5 Blasen s-1) in zwei aufeinander folgende 
Fallen geleitet: die erste Falle (Citrat, 0,1 M) diente der Filterung von Aerosolen, 
die zweite Falle (ZnAC, 5 % (w/v)) konzentrierte die durch Distillation entstan-
denen Sulfide als Zinksulfide an. Durch die Zugabe des Scintilationcocktails (10 
ml, Ultima Gold XR, Packard) wurde die Aktivität der Zinksulfide durch Scintil-
lationzählung quantifiziert (TRI - CARB 2100 TR Liquid Scintillation Analyser, 
Packard A Canberra Company).
Die Sulfatreduktionsraten wurden nach der Formel von Ingvorsen (1995) be-
rechnet:

SRR =                                                                                                    (6) 

Die Aktivitäten werden in cpm (counts per minute) gemessen.
SRR    = Sulfatreduktionsrate [µmol cm-3 Tag-1]
[SO4]  = Sulfatkonzentration in mol l-1

Φ        = Porosität des Sediments
t          = Die Inkubationsdauer in Tagen
35TRIS = Aktivität des reduzierten 35S-Schwefels
35TOT  = Aktivität des reduzierten 35S-Schwefels + Aktivität des am Sulfat ver-    
             bliebenen 35S-Schwefels 
1,06    = Korrekturfaktor für die erwartete Isotopenfraktionierung

Kalte Chromdistillation

[SO4]∙Φ∙35TRIS∙1.06
t∙35TOT

Sulfatreduktion (Sr)
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Zur Messung des 14CH4-Gehalts in den AOM-Proben wurde die leicht modifizierte 
Methode nach Iversen & Blackburn (1981) verwendet. Die gesamte Gasphase 
jeder Probe wurde mit synthetischer Luft (5,0 KW-frei; 20,5 % O2 in N2) in einer 
langsamen Fließgeschwindigkeit (25 ml min-1) durch beheizte, mit Cu(II)-Oxid 
befüllte Quarzröhren (850 °C; 21100 Tube Furnance BI Barnsted Thermolyne) 
geleitet. In den Röhren wurde 14CH4 zu 14CO2 oxidiert, welches in 2 hintereinander 
geschalteten Scintivials (20 ml) aufgefangen wurde. Die Scintivials waren be-
füllt mit 10 ml Phenylethylamin/ Ethylenglycolmonomethylether (1:8). Nach der 
Zugabe des gleichen Volumens Scintillationscocktail (Ultima Gold XR, Packard) 
wurde die Aktivität durch Scintillationszählung quantifiziert (TRI - CARB 2100 
TR Liquid Scintillation Analyser, Packard A Canberra Company).  

Zuerst wurde die Gesamtkonzentration von Methan in den AOM-Proben ge-
messen. Dazu wurden 100 µl aus der Gasphase jeder Probe entnommen und 
durch Injektion in den Gaschromatographen die totale Methankonzentration be-
stimmt.

messung von 14Ch4 

Um den Anteil des mikrobiell produzierten 4CO2 zu messen, wurde die modifi-
zierte Schüttelmethode nach Joye et al. (2004) angewandt. Dazu wurden die 
Sedimentproben zunächst gewogen und anschließend in einen 250 ml Erlen-
meyerkolben überführt. Um Rückstände zu vermeiden, wurden die Glasgefäße 
je zweimal mit 1 ml 2,5 %igem NaOH (w/w) gespült. Über eine mit einem Bu-
tylstopfen verbundene Drahtkonstruktion wurde ein, mit 2 ml Phenylethylamin/ 
NaOH (1:1) befülltes Scintivial so in dem Glas platziert, dass der Austausch mit 
der Flüssigphase nicht möglich war. Danach wurde die Probe mit 6 ml 6M HCL 
versetzt, mit einem Gummistopfen und einer Metallklammer verschlossen und 
durch Schütteln vermischt. Die Erlenmeyerkolben wurden 4 h bei RT schüttelnd 
inkubiert (100 U min-1, KS - 501 digital IKA-Weihe) 
Anschließend wurde der Inhalt der Scintivials mit je 3 ml Scintillationscocktail 
versetzt und die Aktivität im Scinticounter (TRI - CARB 2100 TR Liquid Scintilla-
tion Analyser, Packard A Canberra Company) bestimmt. 

messung von 14Co2

messung von Ch4
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die mikrobielle Gemeinschaft aus methan-
reichen Sedimenten des Kraterzentrums von North Alex MV zu charakterisie-
ren. Dabei lag der Fokus auf dem Prozess der anaeroben Oxidation von Methan 
(AOM), gekoppelt an die Reduktion von Sulfat und den beteiligten Mikroorga-
nismen. 
Um den Kontrollmechanismus der Methanemission in Sedimenten des North 
Alex Schlammvulkans besser zu verstehen, wurden im ersten Teil dieser Arbeit 
mikrobielle AOM- und Sulfatreduktionsraten (SRR) in in vitro Experimenten des 
North Alex Schlammvulkans bestimmt und die Temperaturabhängigkeit des Pro-
zesses untersucht. Radiotracer Inkubationen mit 14C-markiertem Methan und 
35S-markiertem Sulfat dienten der Verifizierung der gemessenen Raten. 
Im zweiten Teil wurde ein vertikales Profil der Diversität mikrobieller Lebens-
gemeinschaften in Sedimenten des Kraterzentrums mittels 16S rDNA-Analyse 
erstellt. Durch den Einsatz von CARD FISH konnte die Zusammensetzung der 
mikrobiellen Lebensgemeinschaft in Abhängigkeit von der Sedimenttiefe visua-
lisiert und quantifiziert werden. 
Im dritten Teil sollten Faktoren untersucht werden, die Einfluss auf die AOM-
katalysierenden Konsortien in den Sedimenten haben. Dazu wurde eine bereits 
angelegte Metagenombank des Habitats auf QS-Aktivität und auf Interferenz 
gegenüber dem intraspeziesspezifischen Signalmolekül AHL und dem interspe-
ziesspezifischen Signalmolekül AI-2 durchmustert. 
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Teilprojekte dargestellt. 

3. erGebniSSe

3.1 temperaturoptimum der methan-abhängigen Sulfatreduktion

In Inkubationsexperimenten sollte der Einfluss von Temperatur auf die Sulfat-
Reduktionsraten mit Methan als Elektronendonator untersucht werden, um im
Rückschluss den eng begrenzten Bereich der höchsten AOM-Aktivität zu ermit-
teln. 
Die Rate der anaeroben Oxidation von Methan zeigte eine deutliche Abhängigkeit 
von der Temperatur. Die Sedimentproben zeigten ein mesophiles Temperatur-
profil mit den höchsten methan-abhängigen Sulfat-Reduktionsraten zwischen
16 und 23 °C. Bei höheren und niedrigeren Temperaturen sank die Aktivität.
Das Temperaturoptimum der AOM wurde bei 23 °C erreicht, mit einem Aktivi-
tätsmaximum von ~ 200 nmol cm-3 Tag-1. Die höchste Einzelrate wurde jedoch 
bei 16 °C gemessen und zeigt eine mehr als dreimal so hohe Intensität wie die 
beiden anderen Replikate bei dieser Temperatur (siehe Abb. 7).
Die Kontrollen (ohne Methan) zeigten bei 0 °C und 23 °C  deutlich niedrigere 
Raten als die Ansätze mit Methan.
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abb. 7: temperaturoptimum der methan abhängigen Sulfat-reduktion
 
Die Proben (3 Replikate) stammen aus einem Sedimentkern (MUC 10; 2-5 cm Tiefe) vom Zentrum 
des North Alex MV und wurden unter anoxischen Bedingungen mit künstlichem Seewassermedium 
(im Verhältnis 1:8) und Methanheadspace in Hungate Kulturröhrchen angesetzt. Der Gasraum der 
Kontrolle ( ) bestand aus N2/CO2. Die Inkubation erfolgte liegend bei verschiedenen Temperaturen 
in einem Zeitraum von 138 Tagen. In den Sediment-Medium-Gemischen wurde die Produktion von 
Sulfid (nmol cm-3 d-1) aus Sulfat mit Methan als Elektronendonator photometrisch bestimmt. Die 
Trendlinie wurde per Hand eingefügt. 
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3.2 aom:Sr Stöchiometrie

In Inkubationsansätzen mit Sedimenten des Kerns MUC 10 sollte durch die di-
rekte Messung des Methanverbrauchs und der Bildung von Sulfid aus der Re-
duktion von Sulfat bestimmt werden, ob beide Prozesse in einem molaren Ver-
hältnis von 1:1  erfolgen.
Während der Inkubation von über vier Monaten konnte jedoch in den in vitro In-
kubationsansätzen keine Sulfidbildung, als Produkt der von Methan abhängigen 
Sulfat-Reduktion, nachgewiesen werden. Die photometrisch gemessenen 
Sulfidkonzentrationen der 3 Replikate verzeichneten in dem Zeitraum sogar ei-
nen minimalen Rückgang von durchschnittlich 1 mmol l-1 (Daten nicht darge-
stellt). Unabhängig von einem Zusatz von Methan zeigte die Kontrolle eine Sul-
fidabnahme in der gleichen Größenordnung.
Die Methankonzentrationen der in vitro Inkubationsansätze zeigten starke 
Schwankungen innerhalb des gemessenen Zeitraums und wurden deshalb zur 
Bestimmung von Prozessraten in Intervalle unterteilt. Für das erste Viertel der 
viermonatigen Inkubation konnte eine AOM-Rate von ~ 465 nmol cm-3 Tag-1 
berechnet werden. Im zweiten und dritten Viertel zeigte das Konzentrations-
profil (siehe Anhang) eine Zunahme von Methan. Die Methanogeneserate für 
diesen Zeitraum beträgt ~ 232 nmol cm-3 Tag-1. Im letzten Viertel sank die Me-
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thankonzentration erneut ab und resultierte in einer AOM-Rate von ~ 300 nmol 
cm-3 Tag-1. Das Kontrollexperiment zeigte eine geringe aber stetige Zunahme 
der Methankonzentration (ca. 5 nmol cm-3 Tag-1). Zur Verifizierung der gemes-
senen Raten, folgten Radiotracer Inkubationen mit 14C-markiertem Methan und 
35S-markiertem Sulfat. Im Gegensatz zu der direkten Messung am GC, konnten 
durch diese Methode AOM-Raten von durchschnittlich nur 0,978 nmol cm-3 Tag-

1 errechnet werden (siehe Abb. 8A). In den Kontrollexperimenten wurde keine 
AOM-Aktivität nachgewiesen. 
Das arithmetische Mittel der methan-abhängigen Sulfat-Reduktionsraten zeigte 
eine sehr geringe Aktivität von ~ 0,9 nmol cm-3 Tag-1. In Kontrollexperimenten 
ohne Methan wurde nur ein Zehntel der Aktivitäten (ca. 0,1 nmol cm-3 Tag-1) 

gemessen, was verdeutlicht, dass die Sulfat-Reduktion von Methan als Elektro-
nendonator abhängig war (siehe Abb. 8B).
Ursache für diese geringen Raten könnte sein, dass die Proben für diesen Ver-
suchsansatz längere Zeit bei 4 °C lagerten bevor das Experiment durchgeführt 
wurde. Negative Auswirkungen auf die Organismen könnten daraus resultieren. 
Die Ergebnisse des Experiments werden im Folgenden nicht näher diskutiert.

(A) AOM-Rate und (B) SRR durch Radiotracer-Experimente ermittelt. Die Kontrolle der SR ist in 
grau dargestellt. Die Kontrollen der AOM, zeigten keine Aktivitäten und sind deswegen nicht dar-
gestellt. Die Raten wurden von 3 Replikaten bestimmt.
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abb. 8: aom und Sr-raten eines Sedimentkerns (mUC 10; 2-5 cm tiefe) aus dem 
zentrum des north alex mv
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Zur Erfassung der bakteriellen Diversität konnten, nach Sequenzierung 88 16S 
rRNA-Gene analysiert und phylogenetisch zugeordnet werden. (Sedimenttiefe 
0-1 cm n=27; 4-5 cm n=28; 29-31 cm n=33).
Ein Großteil der erhaltenen Sequenzen konnte den δ- und γ-Proteobacteria zu-
geordnet werden (vgl. Abb. 9). Auffällig an der vertikalen Verteilung ist, dass 
der Anteil der δ-Proteobacteria in der obersten Sedimentschicht (0-1 cm) bei 37 
% liegt, in der mittleren Sedimentschicht (4-5 cm) hingegen, in der die höchs-
ten AOM-Raten gemessen wurden (Treude, unveröffentlicht) nur bei 7 %. Hier 
dominieren die γ-Proteobacteria (46 %) und Sulfurovum (32 %) , ein Vertreter 
der ε-Proteobacteria. Methanotrophe Bakterien der Ordnung Methylococcales 
bildeten die größte Gruppe innerhalb der γ-Proteobacteria in der oberen (50 %) 
und in der mittleren Sedimentschicht. In der tiefsten untersuchten Sediment-
schicht (29-31 cm) steigt der relative Anteil der δ-Proteobacteria auf 73 % an, 
hier wurden keine Klone mit Sequenzähnlichkeiten zu γ-Proteobacteria gefun-
den.

3.3 Diversitätsanalyse der bakteriellen 16S rDna-Sequenzen

Die an Hand der 16S rDNA-Sequenz identifizierten Bakterien wurden in den Diagrammen unter-
schiedlich farbig dargestellt. (A) zeigt die bakterielle Zusammensetzung der Sedimentschicht 0-1 
cm, (B) der Sedimentschicht 4-5 cm und (C) der Sedimentschicht 29-31 cm. Insgesamt wurden 
88 Klone unter Verwendung des 16S rDNA-forward (27f)-Primers sequenziert.

abb. 9 phylogenetische analyse der bakteriellen Diversität am namv

a

b

C
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Innerhalb der δ-Proteobacteria waren unter den erhaltenen Klonsequenzen drei 
Ordnungen vertreten: Desulfobacterales, Desulfuromonadales und Myxococca-
les. Wobei am häufigsten marine, sulfatreduzierende Bakterien die nächsten 
Verwandten darstellten. Jedoch konnte keine Sequenz den typischen Seep-Sul-
fatreduzierern, den Desulfosarcina-verwandten, zugeordnet werden. 
In der Sedimentschicht 0-1 cm (siehe Abb. 10A) dominierten die Desulfobacte-
rales (91 %), mit Vertretern der Familien Desulfobacteraceae (36 %) und Desul-
fobulbaceae (55 %). Die Desulfobacteraceae splitten sich zu gleichen Teilen in 
Desulfobacterium und Desulfobacula auf. Innerhalb der Desulfobulbaceae fan-
den sich 9 % der Gattung Desulfobulbus, welche bereits assoziiert mit ANME-3, 
aber auch mit ANME-2c in Sedimenten des Eel River Beckens (Pernthaler et al., 
2008) gefunden wurden. Weitere 9 % fielen auf Desulfocapsa.
Aus Sediment der Schicht 4-5 cm konnten lediglich zwei Klonsequenzen (7 %) 
in die δ-Proteobacteria gruppiert werden. Diese Klone zeigten höchste Ähnlich-
keiten zu Sequenzen innerhalb der Desulfobulbaceae.
91% der Sequenzen in der untersten Sedimentschicht (29-31 cm) zeigten die 
größten Sequenzähnlichkeiten zu Mitgliedern der Familie Desulfobacteraceae 
(siehe Abb. 10B). Innerhalb dieser Familie wiesen 37 % die größten Überein-
stimmungen mit Desulfatibacillum, weitere 21 % mit Desulfobacterium und 17 
% mit Desulfobacula auf.  

δ-Proteobacteria

Die an Hand der 16S rDNA-Sequenz identifizierten δ-Proteobakterien wurden in den Diagrammen 
unterschiedlich farbig dargestellt. (A) zeigt die Aufsplittung der δ-Proteobakterien in der Sedi-
mentschicht 0-1 cm und (B) die der Sedimentschicht 29-31 cm. In den beiden Schichten cluster-
ten insgesamt 35 Klonsequenzen innerhalb der δ-Proteobakterien.

abb. 10 Systematische aufspaltung der δ-Proteobacteria am namv
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b
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Die Phylogenetische Analyse der archaeellen Diversität der Sedimenthorizonte 
ist in Abb. 11 aufgeführt. Ein Großteil der Sequenzen der Sedimentschichten 
ließ sich in die Gruppe GOM Arc I einordnen (0-1 cm n=18; 4-5 cm n=9). Diese 
Gruppe wird auch ANME-2d (Martinez et al. 2005; Mills et al. 2006) genannt. Sie 
ist jedoch weder monophyletisch mit den anderen drei ANME-2 Untergruppen 
(ANME-2a,-2b,-2c), noch konnte bisher gezeigt werden, dass sie Methan assi-
milieren oder Konsortien mit Sulfatreduzierern bilden. 
Die nächst größte Gruppe konnte dem ANME-2a Cluster zugeordnet werden.
3 % der Sequenzen der oberen Schicht und 13 % der mittleren Schicht fielen 
in diese Gruppe, welche Vertreter aus Habitaten aktiver AOM enthält. Nieder-
frequenzierte (n=1-2) Sequenzen wurden der Ordnung Thermoplasmatales als 
nächste kultivierte Verwandte zugeordnet.
Auf Grund von schlechter DNA-Qualität konnten in der tiefsten Schicht (29-31 
cm) nur 6 Klone erfolgreich sequenziert werden. Alle zeigten die größte Sequen-
zähnlichkeit zu Methanosarcina.

Die mittels der 16S rDNA-Sequenz identifizierten Archaeen wurden in den Diagrammen unter-
schiedlich farbig dargestellt. (A) zeigt die archaeelle Zusammensetzung der Sedimentschicht 0-1 
cm und (B) der Sedimentschicht 4-5 cm. Insgesamt wurden 62 Klone unter Verwendung des 16S 
rDNA-Arch20forward-Primers sequenziert.

abb. 11 phylogenetische analyse der archaeellen Diversität am namv

Nach Sequenzierung konnten 68 archaeelle 16S rRNA-Gene analysiert und phy-
logenetisch zugeordnet werden (Sedimenttiefe 0-1 cm n=32; 4-5 cm n=30; 
29-31 cm n=6).
Die archaeelle Diversität war in allen drei Schichten gering. Innerhalb des Phy-
lums Euryarchaeota konnten vier, bei den Crenarchaeota nur zwei phylogene-
tische Gruppen (Marine Group I und Candidatus Nitrosopumilus) identifiziert 
werden.

3.4 Diversitätsanalyse der archaeellen 16S rDna-Sequenzen

a

b
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Die Catalyzed Reporter Deposition Fluoreszenz in situ Hybridisierung (CARD 
FISH) wurde eingesetzt, um quantitative Aussagen über die in situ Abundanz 
verschiedener Gruppen im natürlichen Lebensraum des North Alex MV, zu tref-
fen. Eine Übersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 6 aufgeführt. Der Einsatz AOM-
spezifischer Sonden hatte zum Ziel, die am Methanumsatz beteiligte Fraktion 
der benthischen Lebensgemeinschaft zu identifizieren und zu quantifizieren. 
Durch den Einsatz verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe war es möglich neben 
der vertikalen Verteilung dieser Organismen, auch die Vergesellschaftung dieser 
zu untersuchen. Zudem wurden Sonden eingesetzt, die Mikroorganismen der 
Domänen Archaea und Bacteria in den unterschiedlichen Sedimenttiefen erfas-
sen. 

3.5 Strukturanalyse der mikrobiellen lebensgemeinschaften am 
namv

vertikale verteilung von bacteria und archaea im Sediment und die 
abundanz von aggregaten

tab. 9: ergebnisse der CarD-Fluoreszenz in situ hybridisierung freilebender zellen 

Sedimentkern Sediment-

tiefe [cm]

Relativer Anteil freilebender Zellen [% DAPI-gefärbte Zellen]

Bacteria Archaea δ-Proteobacteria ANME-2 ANME-2a

(EUB338 I) (ARCH915) (DSS658) (DBB660) (ANME2-538) (ANME2a-647)

MUC 4
North Alex MV

(Zentrum)

0-1 cm 47,57 35,69 5,21 1,12 2,05 1,34
4-5 cm 28,28 42,76 33,90 3,73 5,86 1,54

29-31 cm 23,76 31,40 10,99 6,47 9,59 4,91

Die Detektion von Mikroorganismen der 
Domänen Bacteria bzw. Archaea er-
folgte mittels CARD-FISH mit den Son-
den EUB338 I bzw. Arch915. Maxima-
le Detektionen mit Bacteria wurden in 
einer Sedimenttiefe von 0-1 cm, das 
entsprach einem relativen Anteil DAPI-
gefärbter Zellen von >47 %. Archaea 
waren in der Sedimentschicht 4-5 cm in 
höchsten Abundanzen zu detektieren, 
mit einem relativen Anteil von >42 % 
DAPI-gefärbter Zellen.

Relativer Anteil freilebender Zellen [% DAPI]
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Tiefenprofile der relativen Abundanz von Archaea  /Bacteria  [% DAPI-gefärbte Zellen]. Dunkel-
grau gedruckt ist der relative Anteil hybridisierter freilebender Zellen, die mit der Sonde Arch915 
detektiert wurden. Hellgrau gedruckt ist der relative Anteil hybridisierter freilebender Zellen, die 
mit der Sonde EUB338 I-III detektiert wurden.

Abb. 12 Tiefenprofil der Bacteria/Archaea am NAMV
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Abb. 13: Epifluoreszenzaufnahmen

Hybridisierungssignale verschiedener 16S rRNA-gerichteter Oligonukleotidsonden, visualisiert du-
rch CARD-FISH und bestätigt durch DAPI.
(A) Mischaggregate mit Schalenstruktur, Bakterien (EUB338 I, rot) die in den zentralen Bereich 
der Archaeen (Arch915, grün) hineinwachsen (Sedimenttiefe 4-5 cm) 
(B) kleine Konsortien die sich von Größeren ablösen (EUB338 I, rot; Arch915, grün) der Sedi-
menttiefe 4-5 cm.
(C) Einzelaggregate von Bakterien (EUB338 I, rot) der Schicht 29-31 cm.
(D) Einzelaggregate von Archaeen (Arch915, grün) der Schicht 29-31 cm. 
(E) Hybridisierungssignale der Sonde DSS658 (Desulfosarcina, rot) zeigen im Sedimenthoriz-
ont 4-5 cm perlschnurartig angeordnete kleinere Zellzusammenschlüsse von Sulfat-Reduzierern. 
(F)  kleine Konsortien von ANME-2 (ANME 2-538, grün) mit unbekanntem bakteriellem Partner 
(EUB338 I, rot) der Sedimenttiefe 29-31 cm.
Wenn nicht anders angegeben entspricht der Kalibrierungsbalken 10 μm.
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Während die relativen Zellzahlen für Archaea in den verschiedenen Sedimentho-
rizonten weitestgehend stabil blieben, war bei den bakteriellen Zellzahlen ein si-
gnifikanter Rückgang mit der Sedimenttiefe zu beobachten (siehe Abb. 12). Eine 
Korrektur der Zellzählungen aufgrund unspezifischer Hybridisierungssignale war 
nicht notwendig. CARD FISH-Signale mit der reversen EUB-Sonde NON338 la-
gen unterhalb der Detektionsgrenze in allen Sedimenttiefen. Die Abundanz der 
Aggregate unterschied sich signifikant in den untersuchten Sedimenttiefen. In 
der Sedimentschicht 4-5 cm stellten Aggregate aus dicht gepackten Archaea mit 
Bacteria assoziiert, den Großteil der Biomasse. Die Form dieser Konsortien war 
sphärisch bis ellipsoid. Der innere Kern bestand in den meisten Fällen aus Ar-
chaea und war von äußeren Schichten bakterieller Zellen umgeben (Abb. 13A). 
Auch die Ablösung kleiner Konsortien von Größeren wurde beobachtet (Abb.  
13B). Die Größe der gefundenen Aggregate variierte zwischen 4-20 μm.
In den Sedimenthorizonten 0-1 cm und 29-31 cm wurden kaum Vergesellschaf-
tungen zwischen Bacteria und Archaea gefunden. Zwar wurden Ballungszentren 
beider Gruppen nachgewiesen, jedoch selten in Assoziation.    
In der unteren Schicht konnten vereinzelt Aggregate ausgemacht werden, je-
doch keine Mischaggregate aus Archaea und Bacteria (Abb. 13C und D).
Die Hybridisierungssignale konnten durch DAPI bestätigt werden.

Neben der Quantifizierung sollte der Einsatz der Sonden DSS658 (Desulfosarci-
na/Desulfococcus) und DBB660 (Desulfobulbus), welche spezifisch verschiede-
ne Gruppen sulfatreduzierender Bakterien erfassen, den bakteriellen Partner in 
den beobachteten Bacteria/Archaea-Aggregaten (4-5 cm) identifizieren. AOM-
spezifische Sonden (ANME-2-538 und ANME-2a-647) wurden verwendet, um 
den archaeellen Partner der Konsortien zu detektieren. 
Die Quantifizierung der Zellen, die von diesen Sonden erfasst werden, erfolgte 
in allen drei Sedimentschichten (Abb. 14).
Die Sonde DBB660 wurde ausgewählt, da die 16S rDNA-Analyse Hinweise auf 
das Vorkommen von Desulfobulbus lieferte. An der Sedimentoberfläche (0-1 cm) 
in der 9 % der bakteriellen Sequenzen Ähnlichkeiten zu Desulfobulbus aufwie-
sen, waren die Hybridisierungssignale deutlich niedriger (~ 1 %). Mit einer ma-
ximalen Detektion von ca. 6 % DAPI-gefärbter Zellen wurde in der Tiefe 29-31 
cm die höchste Dichte gefunden (Vgl. Abb. 14A). Desulfosarcina-ähnliche wur-
den in der phylogenetischen Untersuchung nicht erfasst. Da die Desulfosarcina-
verwandten aber meist in allen marinen Sedimenten in großer Zahl zu finden 
sind und bekanntermaßen Konsortien mit ANME-2a (siehe 16 S rDNA-Analyse) 
bilden, wurde auch die Sonde DSS658 ausgewählt.

Quantifizierung verschiedener phylogenetischer Gruppen
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Die Sonde DSS658 detektierte die meisten Hybridisierungssignale in der Sedi-
mentschicht 4-5 cm, mit einem relativen Anteil von ca. 34 % DAPI-gefärbter 
Zellen (Abb. 14A). Organismen, die von der Sonde erfasst wurden, waren meist 
in kleineren Zellzusammenschlüssen perlschnurartig angeordnet (Abb. 13E). 
Beide Sonden zeigten keine Signale in Zellen von Aggregaten und ermöglichten 
keine Identifizierung der vermeintlich sulfatreduzierenden Partner des ANME-
Konsortiums.

Die Hybridisierungssignale der Sonde ANME-2-538, die spezifisch Vertreter der 
ANME-2 erfasst, zeigte in der oberflächennahen Sedimentschicht eine relative 
Abundanz von 2 %, in der tiefsten Sedimentschicht die meisten Hybridisierungs-
signale mit > 9 % DAPI-gefärbter Zellen (Abb. 14B). Hybridisierungssignale mit 
Zellen strukturierter, jedoch viel kleinerer Aggregate (2-4 µm, Abb. 13F) mit 
unbekanntem bakteriellem Partner wurden detektiert.
Die Sonde ANME-2a-647, die mit der 16S rRNA von Bakterien der Untergruppe 
ANME-2a hybridisiert, detektierte ebenfalls im tiefsten Sedimenthorizont den 
maximalen relativen Anteil hybridisierter Zellen (ca. 5 % der DAPI-gefärbten 
Zellen; Abb. 14B). Es konnten keine Signale mit den strukturierten Aggregaten 
im Sediment nachgewiesen werden.
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Tiefenprofil der relativen Abundanz von (A) Desulfosarcina/Desulfococcus ( )/Desulfobulbus (
) bzw. (B) ANME 2 ( )/ ANME 2a ( ) [% DAPI-gefärbte Zellen]. Desulfosarcina/Desulfococcus-
Verwandte wurden mit der Sonde DSS658, Desulfobulbus-Verwandte mit der Sonde DBB660 de-
tektiert. Die relative Abundanz von ANME-2 wurde mit der Sonde ANME-2-538 und ANME-2a mit 
der Sonde ANME-2a-647 festgestellt.

Abb. 14 Tiefenprofile AOM-assoziierter Organismen am NAMV 
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Zur Untersuchung, ob die detektierten Konsortien des Habitats North Alex MV 
durch QS und QQ gesteuert werden, wurde in Vorarbeit eine Fosmid-Genom-
bank des Sedimenthorizont 4-5 cm angelegt. Dazu wurde die genomische DNA 
dieser Probe mittels direkter Lyse isoliert. Nach der DNA Extraktion wurden 
DNA-Fragmente in das Fosmid pCC1FOS™ kloniert und mittels λ-Phagenpartikel 
in E. coli EPI 300™-T1R transduziert.
Die Charakterisierung der Fosmidgenbank zeigte eine minimale Insertgröße von 
17 kb und eine maximale Insertgröße von 40 kb, womit die mediane Insertgrö-
ße bei 31,6 kb lag. Die Inserthäufigkeit betrug 100 %. Die erstellte Metagenom-
bank für dieses Habitat setzt sich aus 8.064 stabilen Einzelklonen zusammen, 
die in 84 MTP abgelegt wurden. 

Die Detektion von AHL-Signalmolekülen erfolgte mit Hilfe des AHL-Sensorbak-
teriums C. violaceum CV026 und dem Reporterstamm E. coli DH5α/pRS354.  
Für einen AHL-Nachweis kurzkettiger AHL-Moleküle wurde der Agarplattentest 
durchgeführt. Es wurden AHL-Extrakte von den 84 MTP der Metagenombank 
„North Alex MV“ und aus dem Überstand des Sediment-Medium-Gemischs ge-
testet. 
Mit dem Biosensor C. violaceum CV026 konnten keine AHL-Signalmoleküle über 
eine violette Pigmentierung der Indikatorplatten um die jeweiligen Auftragungs-
punkte nachgewiesen werden.
Der Reporterstamm E. coli DH5α/pRS354 konnte in der MTP 12 AHL-Signalmo-
leküle detektieren. Jedoch konnten keine AHL-Signale bei den Einzelklonen der 
MTP 12 nachgewiesen werden und somit die AHL Moleküle nicht näher charak-
terisiert werden (Ergebnisse nicht dargestellt).

3.6 Screeningtests zum nachweis ahl-produzierender bakterien



57

Ergebnisse

Das Laufschema zeigt das QQ-Screening-Verfahren beginnend mit der Erstellung von Pools pro 96 
Klonen (MTP) einer Metagenombank bis hin zum positiven Einzelklon einer MTP. Die QQ-Aktivität 
wird durch Wachstum der Reporterstämme angezeigt.

abb. 15 Schematische Darstellung des Screeningablaufs einer metagenombank auf
QQ-aktivität.
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Die identifizierten QQ vermittelnden Fosmide wurden molekularbiologisch un-
tersucht. Hierbei zeigte sich, dass zwei unterschiedliche Fosmide vorlagen mit 
einem inserierten DNA-Fragment von >20 kb bei dem Klon 37/F10 und einem 
inserierten DNA-Fragment von ca. 17,5 kb bei dem Klons 79/E4. Nach Restrik-
tionsydrolyse mit EcoRI konnten von dem Klon 37/F10 5 Banden mit Größen 
zwischen 3000 bp und > 10.000 (Abb. 16A-E) eluiert werden.
Die Restriktionshydrolyse des Klons 79/E4 mit BamHI resultierte in der Elution 
von 6 Banden mit Insertgrößen zwischen 2000 bp und >10.000 (Abb. 16A-F). 
Die eluierten Banden wurden in den Vektor pDrive kloniert. Je Platte wurden 
dreimal unabhängige 1,5 ml LB-Amp-Flüssigkulturen der Klone angezogen und 
auf QQ-Aktivität im Überstand gegenüber AHL und AI-2 untersucht.

3.8 Subklonierung

QQ-Aktivitäten der angelegten Metagenombank „North Alex MV“, wurde durch 
Wachstum der beiden Reporterstämme E. coli DH5α/pRS354 und E. coli DH5α/
pRS356 auf den Screening-Platten angezeigt. Eine schematische Darstellung 
vom Ablauf der Untersuchung einer Genombank auf QQ-Aktivität ist in Abbil-
dung 15 dargestellt. 
Im initialen Schritt wurden die Pools (96 Klone) der 84 MTP auf Interferenz ge-
genüber AHL und AI-2 im Überstand und Zellextrakt getestet. Insgesamt inter-
ferierten 22 Pools im Überstand, sowie 7 Pools im Zellextrakt mit AHL. Weiterhin 
zeigten 8 Pools im Überstand und 2 Pools im Zellextrakt AI-2-Interferenz. 
Im Folgenden wurde eine Auswahl von je 4 positiven Pools, die QQ-Aktivität 
simultan gegenüber beiden Signalmolekülen im Überstand zeigten, getrof-
fen. Die entsprechenden MTP-Pools wurden daraufhin im 96er-Plattenmaßstab 
durchmustert, indem jeder Klon der MTP, mit Hilfe 48er-Metallstempel, auf die 
Screening-Platten übertragen wurde. Mehr als 9 % der Einzelklone zeigten AHL-
Interferenz, gegenüber AI-2 interferierten ca. 2 % der Klone. Acht putativ posi-
tive Einzelklone, die eine starke QQ-Aktivität gegenüber beiden Signalmolekü-
len zeigten, wurden für weitere Analysen ausgewählt.
Die ausgewählten Klone wurden in größeren Volumina (in 1,5 ml, 5 ml oder 20 
ml LB-Cm) angezogen und der zellfreie Überstand der Kulturen erneut getestet. 
Für zwei Klone (37/F10 und 79/E4) wurde der Phänotyp bestätigt, eine starke 
QQ-Aktivität simultan gegenüber AHL und AI-2 war nachweisbar. 

3.7 Durchmusterung der metagenombank auf QQ-aktivität
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Zur Einschränkung des QQ-vermittelnden Insertbereichs wurden die Fosmide der Klone 37/F10 
mit EcoRI, bzw. 79/E4 mit BamHI restringiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die eluierten 
Banden sind mit Buchstaben beschriftet. Das linearisierte Fosmid läuft auf Höhe von 8,1 kb. M, 1 
kb Marker (Fermentas); Spur 1, Restriktion von Fosmid-DNA des Klons 37/F10 mit EcoRI; Spur 
2, Restriktion mit BamHI (79/E4). 

abb. 16 restriktionsanalyse der Fosmiden 37/F10 und 79/e4
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Im Screen der Subklone wurden solche Klone als positiv beurteilt, deren Über-
stände ein Wachstum der Reporterstämme hervorriefen, d.h. deren Insert die 
verantwortliche DNA-Region für die QQ-Aktivität trug.
Isolierten Plasmid-DNA (300 ng) wurde von den positiven Subklonen 37/F10 E 
(pRS628, Insertgröße ~ 3000 bp) und 79/E4 E (pRS629,Insertgröße ~ 2800 bp) 
mit Insert-flankierenden Primern (M13 for/rev) ansequenziert und anschließend 
mittels Primer walking das vollständige Insert doppelstränig sequenziert. Beide 
Subklone trugen das kleinste Insert, das gleichzeitig zu keinem QQ-Aktivitäts-
verlust gegenüber AHL und AI-2 führte.

Screening der Subklone auf QQ-aktivitätsverlust
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Mit dem Programm „CodonCodeAligner“ (CodonCode Corporation) wurde aus 
6 Teilsequenzen des Subklons E. coli DH5α/pRS628 ein Contig mit einer Länge 
von 3.587 bp erstellt. Das Contig des Klons E. coli DH5α/pRS629 verfügte über 
ein Länge von 2.907 bp.
Mit dem Programm ORF Finder (open reading frame finder) des NCBI („National 
Center for Biotechnology Information“) wurden kodierende Bereiche auf den in-
serierten DNA-Fragmenten der Subklone E. coli DH5α/pRS628 und E. coli DH5α/
pRS629 (siehe Abb. 17) identifiziert und auf Sequenzübereinstimmungen in der 
Datenbank geprüft. 

3.9 Identifikation Protein-kodierender offener Leserahmen auf 
prS628 und prS629

ORF 1

34 - 1.035 bp

ORF 2

1.187- 2.778 bp

2.907 bp1 bp

pDrivepDrive

(A) Insertbereich des Plasmids pRS628. Dargestellt ist der Contig aus 6 assemblierten Sequenzen 
mit einer Größe von 3.587 bp. Zwei hochsignifikanten ORFs mit einer Größe von 2.340 bp (ORF 
1), bzw. 1.107 bp (ORF 2) wurden als putative Transkriptionseinheit bcsBZ aus E. coli str. K12 
substr. MG1655 identifiziert.
(B) Insertbereich des des Plasmids pRS629. Dargestellt ist der Contig aus 6 assemblierten Se-
quenzen mit einer Größe von 2.907 bp und zwei signifikanten ORFs in verschiedenen Leserastern. 
ORF 1 ist 1.002 bp und ORF 2 1.596 bp lang. 

abb. 17 inserierte Dna-Fragmente der Klone E. coli DH5α-/pRS628 und -pRS629

ORF 1

Escherichia coli K-12 substr. MG1655  Transcription Unit: bcsBZ

70 - 2.409 bp 3.416 - 3.522 bp
pDrivepDrive

1 bp 3.587 bp

ORF 2

1-25 bp potentielle Signalsequenz

Fnr

26-779 bp zyklisches di-GMP Bindeprotein

793-763 bp potentielle Transmembran-Region

1-21 bp potentielle Signalsequenz

22-3689 bp Endoglucanase

bcsB bcsZ

a

b

1 kbp
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Der Contig des sequenzierten Inserts des Klons E. coli DH5α/pRS629 hatte eine 
Größe von 2.907 bp. Mittels ORF Finder konnten neun offene Leserahmen iden-
tifiziert werden, von denen jeoch nur zwei signifikante Ergebnisse lieferten. 
Der erste, gleichzeitig größte ORF (Score = 516; E-Value = 2e-144) wurde im 
zweiten Leseraster identifiziert und hatte eine Größe von 1.596 bp (532 AS). 
ORF 1 erzielte die längste Sequenzübereinstimmung mit dem sigma 54 ab-
hängigen Transkriptionsregulator von Candidatus Solibacter usitatus Ellin6076, 
einem Vertreter der Acidobacteria. Die beiden Sequenzen sind bis zur Amino-
säure 522 zumindest ähnlich. Absolut identisch ist die Übereinstimmung in 269 
Aminosäuren. Alle weiteren Ergebnisse mit signifikanten Sequenzähnlichkeiten 
zeigten Proteine mit Interaktions-Domänen für σ54 -Domäne aus marinen Orga-
nismen der δ-Proteobacteria.

Der zweite Leserahmen (ORF 2) kodiert für ein 334 AS großes Protein. Mittlere 
Sequenzähnlichkeiten wurden bei einem E-Wert von 5e-41 mit einer Vault Pro-
tein Inter-alpha-Trypsin Untereinheit aus Syntrophobacter fumaroxidans MPOB 
erzielt. Die Aminosäuresequenz des ORFs weist Überseinstimmungen mit zwei 
konservierten „vault protein inter-alpha-trypsin“ (VIT)-Domänen auf. Eine der 
VIT-Domänen wurde im N-Terminus einer „vonWillebrand factor type A“ (vWA)-
Domäne in den schweren Ketten des Inter-alpha-Trypsin-Inhibitors  (ITIH) ge-
funden. 
Nach der Sequenzanalyse konnte kein ORF eindeutig, im Hinblick auf die Ver-
mittlung von QQ-Aktivität, bestimmt werden. Die  Inaktivierung eines der Gene 
mit anschliessendem Aktivitätstest sollte Aufschluss darüber geben.

3.10 Sequenzanalyse des Klons E. coli DH5α/pRS629

Nach der Sequenzanalyse des inserierten DNA-Fragments von E. coli DH5α/
pRS629 konnte keiner der beiden angezeigten ORFs hinsichtlich der Vermittlung 
von QQ-Aktivität ausgeschlossen werden. Hier sollte durch Inaktivierung eines 
ORFs herausgefunden werden, welches Genprodukt mit AHL/AI-2 interferiert.
pRS629 (Abb. 17) wurde mit BglII geschnitten und nach Abbau der überhän-
genden Enden mittels Mung bean Nuklease die Enden religiert. Die Eliminierung 
der BglII-Schnittstelle konnte nicht bestätigt werden. Aus Zeitgründen konnte 
der entsprechende QQ-vermittelnde ORF nicht identifiziert werden.

Strategie zur Identifikation des QQ-ORFs von E. coli DH5α/pRS629
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Plasmidkarte von pRS629 des Subklons 79/E4 E. Dargestellt sind wichtige Restriktionsschnittstel-
len. Der rote Pfeil zeigt die BglII-Schnittstelle an.

abb. 18: plasmidkarte von prS629

3.11 Sequenzanalyse des Klons E. coli DH5α/pRS628

Das inserierte DNA-Fragments des E. coli DH5α/pRS628 hatte einer Gesamtgrö-
ße von 3.587 bp. Es wurden zwei signifikante ORFs, mit Größen von 2.340 bp 
(779 AS), bzw. 1.107 bp (368 AS), identifiziert.  
Die Sequenzähnlichkeitssuche mittels blastp identifizierte ORF 1 (2.340 bp) 
als zyklischen di-GMP Bindeprotein (bcsB) aus Escherichia coli str. K12 substr. 
MG1655. Die beiden Sequenzen zeigen über den gesamten Bereich eine 99 % 
ige Übereinstimmung. Alle angezeigten Alignments deuteten auf das gleiche 
Genprodukt aus verschiedenen Enterobakterien hin.  
Die Sequenz des ORF 2 (1.107 bp) konnte als endo-1,4-D-glucanase (bcsZ) 
identifiziert werden. Der gesamte Bereich (368 AS) zeigte eine 100%ige Über-
einstimmung mit dieser Cellulase aus Escherichia coli str. K12 substr. MG1655. 
Auch alle weiteren Ergebnisse zielten auf dieses bakterielle Enzym aus verschie-
denen Mikrooganismen.
Die beiden ORFs des sequenzierten Inserts liegen 6 bp auseinander und neh-
men zusammen >96 % (3447 bp) des Inserts ein. Es scheint eine Operonstruk-
tur vorzuliegen (Abb. 15). Im folgenden sollte ORF 1 näher untersucht werden. 
Hierfür wurde der ORF in einen Expressionsvektor inseriert und kloniert.
Die Klonierungsstrategie zur Überexpression des ORFs ist in Abb. 19 darge-
stellt.
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(A) putative QQ-ORF von E. coli DH5α/pRS628 wurde mittels PCR mit Plasmid-DNA als Template 
amplifiziert und (B) über Ligation in den geschnittenen pCR®II TOPO® eingefügt und in E. coli DH5α 
transformiert. Durch Restriktionshydrolyse über Primer-vermittelte EcoRI/XmnI-Schnittstellen 
wurde das putative QQ-Gen isoliert und (C) in das geöffnete Plasmid pMALTM-c2X inseriert. Durch 
die Transformation in E. coli BL21 (DE3) konnte das MBP-QQ-Protein überexprimiert werden. 

abb. 19: Klonierungsstrategie zur überexpression des mbp-QQ-proteins
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Der ORF 1 (~ 2,3 kb-Fragment) des E. coli DH5α/pRS628 wurde in EcoRI/XmnI-
Schnittstelle des Überexpressionsvektors pMALTM-c2X ligiert und anschließend in 
kompetente Zellen des E. coli-Stammes BL21 (DE 3) transformiert. 
Das QQ-Protein QQ 1 wurde in Fusion mit dem Maltosebindeprotein (MBP) in ei-
ner 10 ml Kultur (LB) von E. coli DH5α/pRS30 überproduziert. Die Induktion mit 
0,3 mM IPTG erfolgte bei einer Zelldichte von OD600 = 0,6. Nach 2 h wurden die 
Zellen gerntet und mittels Frenchpress aufgeschlossen. Der gewonnene Rohex-
trakt wurde über einen 0,45 μm Sterilfilter filtriert und dadurch von zellulären 
Resten befreit. QQ 1 wurde chromatographisch über eine Amylose-Resinmatrix 
mit einem Säulenvolumen von 1 ml aufgereinigt. Die Elution erfolgte mittels 10 
mM Maltose in CB-Puffer. Durch die Untersuchung mittels SDS-PAGE wurden die 
Fraktionen mit dem QQ 1 identifiziert und vereint . Zur Größenbestimmung wur-
den 5 µg in einer SDS-PAGE mit 8 %igem Trenngel und PPM-Marker aufgetragen 
(Abb. 20). Der Rest wurde aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren 
und zur weiteren Verwendung bei - 70 °C gelagert. 

3.12 Überexpression und Affinitätschromatographie von QQ 1

QQ 1 wurde nach Induktion mit 0,3 mM IPTG in E.coli BL21 (DE3) überexprimiert. Nach Zellernte 
und -aufschluß wurde QQ 1 mittels Amylose-Resin aufgereinigt. Ein Aliquot der drei vereinten 
Elutionsfraktionen, die das Fusionsprotein ~ 137 kDa  (MBP: 42,5 kDa und QQ-Protein: 86,1 kDa) 
enthielten, wurden mit 2 fach SDS-Ladepuffer versetzt und in einem 8 %igen Trenngel durch 
SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt. Spur 1: vereinte Eluate (5 µg); M1: 2 μl Größenstan-
dard LMW (Pharmacia, Amersham); M2: 2 µl Größenstandard PPM (NEB, Schwalbach)

abb. 20: aufreinigung von mbp-QQ-Protein mittels Affinitätschromatographie.
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Das überexprimierte MBP-Fusionsprotein QQ 1 wurde auf QQ-Aktivität gegen-
über AHL und AI-2, in Abhängigkeit der Proteinzugabe, getestet.
Dazu wurden 20 µg des Proteins und Verdünnungen (1:10, 1:100, 1:500, 1:1000 
und 1:5000) auf die Screening-Platten aufgetropft. An Hand des Wachstums der 
Reporterstämme konnte die minimale Proteinmenge für die Interferenz mit den 
Signalmolekülen abgeschätzt werden. 
Das QQ-Protein wechselwirkte mit AI-2 bis zu einer Zugabe von ~ 200 ng in 
ausreichender Weise, bei AHL reichten ~ 40 ng um den Effekt des Signalmole-
küls zumindest teilweise zu überlagern. Eine deutliche Interferenz zeigte sich 
bei beiden Autoinducern bis zu einer Proteinverdünnung von 1:10, das ent-
spricht einer Proteinmenge von ca. 2 µg (Abb. 21)

3.13 überprüfung des gereinigten proteins QQ 1

Nach Überexpression des putativen QQ-ORFs als MBP-Fusionsprotein in E. coli BL21 (DE3) und 
chromatographischer Aufreinigung des QQ-Proteins über eine Amylose-Resinmatrix wurden 20 µg 
der Proteinlösung und Verdünnungen (1:10; 1:100; 1:500; 1:1000; 1:5000) auf Testplatten mit 
den Reporterstämmen E. coli DH5α/pRS354 (links), bzw. pRS356 (rechts) aufgetropft und nach 
16 h Inkubation bei 37 °C ausgewertet.

abb. 21: bestimmung der QQ-aktivität in abhängigkeit von der proteinkonzentration.
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Das Schwärmen bei E. coli kann durch AI-2 inhibierende Substanzen unter-
drückt werden (Barrios et al., 2006). 
Die Schwärmfähigkeit des Klons E. coli DH5α/pRS630 im Vergleich zu E. coli 
BL21 (DE3) wurde getestet, um nachzuweisen, dass das exprimierte Protein QQ 
1 tatsächlich Interferenz gegenüber AI-2 vermittelt. Als Kontrolle diente der E. 
coli-Stamm K12, da dieser ein ausgeprägtes Schwärmverhalten auf Schwärma-
gar zeigt. 
Für den Test wurden frische üN-Flüssigkulturen der E. coli-Stämme BL21 (DE3) 
und K12, sowie des Klons E. coli DH5α/pRS630 hergestellt. Die Komplementie-
rung des Schwärmagars erfolgte mit 4 % (w/v) Glukose und 30 µM IPTG. Die 
angetrockneten Platten wurde mit den üN-Kulturen beimpft und nach 48 h In-
kubation bei 37 °C ausgewertet.
Der Nachweis auf Schwärmfähigkeit zeigte, dass das rekombinante Fusions-
protein von E. coli DH5α/pRS630 das Schwärmen in E. coli BL21 (DE3) deutlich 
einschränkte (Abb. 22). 

3.14 effekt von QQ 1 auf das Schwärmverhalten bei E. coli bl21 
(De3)

Die Platte wurden mit je 1 µl von Flüssigkulturen der entsprechenden E. coli-Stämme angeimpft 
und für 48 h bei 37 °C inkubiert. E. coli DH5α/pRS630: E. coli BL21 (DE3) mit inseriertem QQ-ORF 
in pMALTM-c2X;  E. coli BL21 (DE3): Kontrolle, ohne Vektor; E. coli K12: Kontrolle, ohne Vektor.

abb. 22: Schwärmtest mit dem E. coli bl21 (De3) Klon E. coli DH5α/pRS630 auf Platte 
nach 48 h inkubation bei 37 °C.

E. coli K12E. coli BL21 (DE3)

E. coli DH5α/pRS630



67

Diskussion

4. DiSKUSSion

North Alex (NAMV) ist ein aktiver submariner Schlammvulkan am oberen Hang 
in der westlichen Provinz des Nil-Tiefseefächers. Ein Indikator für die Aktivität 
von Schlammvulkanen ist der Temperaturgradient in den Sedimenten. So wer-
den steile Temperaturgradienten durch den Aufstieg warmer Fluide mit hohen 
Geschwindigkeiten oder durch warme Schlammextrusionen verursacht (Feseker 
et al., 2008). Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivität des North Alex in den 
Jahren 2003 bis 2008 stark variierte und sich vermutlich in besonders aktive 
Phasen und Ruhephasen gliedern lässt (Feseker et al., 2009). Hohe Tempera-
turgradienten im Zentrum des Schlammvulkans sind ein Indiz dafür, dass North 
Alex zum Zeitpunkt der Probennahme besonders aktiv war: Temperaturen von 
bis zu 70 °C wenige Meter unter dem Meeresboden übertreffen alle bisher an 
anderen Schlammvulkanen weltweit gemessenen Werte (Feseker et al., 2009). 
Zudem wurden im zentralen Bereich des Schlammvulkans Gasaustritte beob-
achtet, die sich auch in der gasdurchsetzten Konsistenz der genommenen Se-
dimentkerne widerspiegelten. Methankonzentrationen im Porenwasser der Se-
dimentkerne aus dem Zentrum erreichten Werte bis zu 2,5 mM, wobei in der 
Grenzschicht zur Wassersäule noch 0,2 mM Methan gemessen wurde (unveröf-
fentlichte Daten T. Treude).
Vergleichsweise zeigen Gebiete in der Nähe von Pockennarben („pockmarks“) 
oder Karbonaten des mittleren und unteren Hang des Nil-Tiefseefächers keine 
oder nur sehr geringe Methananomalien (Bayon et al., 2009). Dementsprechend 
wurden in Sedimentkernen dieser Gebiete nur 10 µM Methan gemessen (Omo-
regie et al., 2009).

4.1 anaerobe oxidation von methan

Zur Untersuchung der Auswirkung von Temperaturänderungen auf die Aktivi-
täten der AOM in den Sedimenten des North Alex MV wurden im Labor In-
kubationsexperimente unter methanhaltiger Atmosphäre durchgeführt. In den 
Sedimentproben zeigte die anaerobe Oxidation von Methan, gekoppelt an die 
Sulfatreduktion ein mesophiles Temperaturoptimum bei 23 °C. Die Sulfatreduk-
tion war eindeutig von einem Zusatz von Methan als Elektronendonator abhän-
gig. Bei 16 °C, nahe der in situ Temperatur von ~ 14 °C (mündliche Mitteilung 
T. Feseker) konnten nur noch die Hälfte der AOM-Aktivitäten gemessen werden. 
Dies deckt sich mit den in vitro Experimenten von Boetius et al. (2008), die 
zeigten, dass das Temperaturoptimum für AOM 5-10 °C über der tatsächlichen 
in situ Temperatur liegt. Bei höheren und niedrigeren Temperaturen nahm die 
Rate der Sulfatreduktion mit Methan als Elektronendonator stark ab. Das zeigt, 
dass die Populationen des Schlammvulkans weder an kalte noch an sehr war-
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me Bedingungen adaptiert sind und wie eng begrenzt der Bereich der höchsten 
Aktivität ist. 
Im Gegensatz zu anderen bekannten Schlammvulkanen (z.B. Håkon Mosby; 
Niemann et al., 2006) konnte für North Alex gezeigt werden, dass die höchsten 
AOM-Aktivitäten im aktiven Zentrum erzielt werden, mit abnehmenden Raten 
zum Kraterrand hin (unveröffentlichte Daten T. Treude). Der Temperaturgradi-
ent im Sediment kann Methanflüsse anzeigen, da sich das Sediment durch den 
Transport von methanreichen Fluiden, Gasen und Schlamm aus tieferen Schich-
ten erwärmt (Niemann et al., 2006; De Beer et al., 2006). Parallel zur Proben-
nahme durchgeführte in-situ Temperaturmessungen weisen auf einen Tempera-
turgradienten von etwa 7,09 °C m-1 für die Position des Vergleichkerns hin und 
belegen somit, dass der Vergleichskern direkt aus dem sehr aktiven Zentrum 
geborgen wurde (unveröffentlichte Daten T. Feseker). Für den in dieser Arbeit 
untersuchten Kern kann dagegen ein deutlich niedrigerer Temperaturgradient 
von 2,04 °C m-1 angenommen werden (mündliche Mitteilung T. Feseker).
In Sedimenten mit hohem Porenwasseraufstrom wird die Sulfatpenetration aus 
der Wassersäule in das Sediment behindert (Niemann et al., 2006). Trotz des 
vermuteten hohen advektiven Transports von Methan im Zentrum von North 
Alex war die Sulfateindringung jedoch sehr hoch. Das könnte bedeuten, dass 
an dieser Stelle hohe Temperaturgradienten nicht zwingend auf hohe Flußraten 
schließen lassen, sondern durch Schlammextrusionen verursacht wurden.
Zum anderen zeigen die Verfügbarkeit von Methan und Sulfat im Vergleichkern, 
dass weder Elektronendonor noch Elektronenakzeptor limitierende Faktoren für 
die AOM-Aktivitäten darstellten und lassen somit den Vergleich der Ratenmes-
sung zu den in vitro Experimenten zu.
Das Aktivitätsmaximum der SRR, von ~ 200 nmol cm-3 Tag-1 deckt sich mit 
den durch Radiotracer-Messungen ermittelten Raten des entsprechenden ober-
flächennahen Sedimenthorizonts des Vergleichkerns (siehe Abb. 6). Die gleich 
hohen Raten sprechen dafür, dass es einen Sättigungsbereich für Methan in 
Bezug auf die AOM-Aktivitäten gibt, da die Verfügbarkeit von Methan im Ver-
gleichskern, bedingt durch die Aktivität, höher sein müsste. Das deutet auch der 
Vergleich mit einer Studie (Omoregie et al., 2009) an, in der ähnlich hohe AOM- 
und SR-Raten am North Alex gemessen wurden, der Schlammvulkan jedoch in 
einer Phase mit geringerer Aktivität war (Feseker et al., 2009).
Die ermittelte Rate der methanabhängigen Sulfatreduktion liegt in der gleichen 
Größenordnung wie die SRR anderer aktiver submariner Schlammvulkane des 
Nil-Tiefseefächers, wie Amon, Isis, Chefren und Napoli (Omoregie et al., 2009). 
Im Gegensatz zu anderen Schlammvulkanen im Golf von Cadiz oder Håkon 
Mosby in der Arktis liegt keine Limitierung durch die Verfügbarkeit des Elekt-
ronendonors Methan oder des Elektonenakzeptors Sulfat vor (Niemann et al., 
2006). Trotz der hohen Verfügbarkeit von Methan und Sulfat in den Sedimenten 
der Schlammvulkane des Nil-Tiefseefächers, sind die Prozessraten vergleichs-
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weise gering. In anderen bekannten seep Systemen wie Hydrate Ridge (NE 
Pazifik) werden AOM- und SR-Raten von bis zu 100 mmol m−2 d−1 gemessen 
(Treude et al., 2003). Eine Erklärung für die geringeren Raten am NAMV könnte 
sein, dass die Sulfat-Methan-Übergangszone unterhalb der untersuchten Se-
dimenthorizonte liegt und die ermittelten Raten somit nicht das Maximum der 
AOM-Aktivitäten in diesem Habitat widerspiegeln. 
Die Methananomalien in der Wassersäule überhalb des Meeresbodens am NAMV 
(Omoregie et al., 2009) und die hohen gemessenen Sulfatkonzentrationen im 
Vergleichskern (unveröffentlichte Daten T. Treude) sprechen jedoch dagegen,  
da durch den Porenwasseraufstrom die Sulfatpenetration aus der Wassersäule 
in das Sediment behindert werden müsste.

4.2 Diversität mikrobieller lebensgemeinschaften am namv

Zur Untersuchung der Diversität und Struktur mikrobieller Lebensgemeinschaf-
ten in Schlammvulkansedimenten von North Alex wurden 16S rDNA-Genbanken 
von Sedimenthorizonten der oberflächennahen oxischen Zone (0-1 cm), der 
Zone mit den höchsten gemessenen AOM- und SR-Raten (4-5 cm) und der 
tiefsten Zone des Kerns (29-31 cm) erstellt. In Kombination mit der Cataly-
zed reporter deposition Fluorescence in situ hybridization (CARD FISH) wurden 
einzelne Gruppen AOM-assoziierter Mikroorganismen quantifiziert und vertikale 
Veränderungen analysiert. Im Folgenden werden die Ergebnisse im Hinblick auf 
verschiedene mögliche Stoffwechselprozesse am NAMV diskutiert.

bakterielle Diversität am namv

In den Sedimenten von North Alex konnten 73-85 % aller bakterieller Sequen-
zen den δ-, γ- und ε-Proteobacteria zugeordnet werden. Damit ist die bakteriel-
le Diversität im Vergleich zu anderen methanreichen Habitaten wie Sedimenten 
über Gashydraten (Knittel et al., 2003) oder hydrothermalen Sedimenten des 
Guaymas Beckens (Teske et al., 2002) als gering einzuschätzen. Jedoch ist das 
Ergebniss im Einklang mit früheren phylogenetischen Analysen von Schlamm-
vulkanen des Nil-Tiefseefächers (Omoregie et al., 2009) oder von Håkon Mosby 
(Lösekann et al., 2006).
Die Hälfte aller Sequenzen des oberen und mittleren Sedimenthorizonts konnten 
den γ-Proteobacteria zugeordnet werden. Innerhalb dieser Klasse dominierten 
Vertreter der Methylococcales. Diese aeroben methanotrophen Bakterien kön-
nen mit Methan als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen (Lidstrom, 
2002) und treten in Sedimenten bevorzugt an oxisch/anoxischen Grenzschich-
ten auf. Die hohen Abundanzen dieser Gruppe lässt eine Dominanz methanotro-
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pher Bakterien im Lebensraum des North Alex MV vermuten. Diese Beobachtung 
legt nahe, dass trotz des anscheinend dominierenden methanverbrauchenden 
Prozesses der AOM, ein Teil des Methans, das bis an die Sedimentoberfläche 
gelangt von methanotrophen γ-Proteobacteria aerob oxidiert wird. Die Subst-
ratverfügbarkeit in den Sedimenten des Kraterzentrums beschränkt sich meist 
auf Methan und sedimentiertem organischen Kohlenstoff aus der Wassersäule. 
Der Eintrag aus der Wassersäule ist limitiert, da ein Großteil der Partikel bereits 
in der Wassersäule abgebaut wird, bevor er die Tiefsee erreicht. Methanotrophe 
Bakterien haben daher einen entscheidenden Selektionsvorteil gegenüber an-
deren Organismen in der Besiedlung dieses Lebensraums. Die Dominanz dieser 
Gruppe in der mittleren anoxischen Schicht könnte mit der Aktivität von North 
Alex und dem damit verbundenen Transport neuer Sedimente aus der Tiefe 
in Zusammenhang stehen. Eine andere Möglichkeit ist, dass sie durch Biotur-
bation benthischer Makrofauna in diese Sedimenttiefe gelangen. Andererseits 
ist die Ausbildung von Dauerstadien (Exosporen und Zysten) innerhalb dieser 
Bakteriengruppe weit verbreitet und die 16S rDNA-Analyse gibt zudem keine 
Auskunft über den Stoffwechselzustand der Zellen. Beispielsweise wurden an 
Schlammvulkansedimenten im Golf von Mexiko gezeigt, dass die Abundanz der 
γ-Proteobacteria in tieferen Schichten zunahm, die Aktivität der in situ Populati-
onen sich aber umkehrt proportional verhielt (Martinez et al., 2006). 

Sulfatreduzierende bakterien am north alex mv

Sequenzen innerhalb der δ-Proteobacteria stellten den Großteil aller bakteriel-
len 16S rDNA-Sequenzen in Sedimenten von North Alex. Innerhalb dieser Klasse 
dominierten sulfatreduzierenden Bakterien der Familien Desulfobacteraceae (67 
%) and Desulfobulbaceae (33%). Dies deckt sich mit den gemessenen SR-Raten 
in allen Sedimenthorizonten und bestätigt, dass die Reduktion von Sulfat ein 
wichtiger Prozess in dem Habitat ist. Kultivierte Vertreter der Desulfobactera-
ceae sind in der Lage eine Vielzahl von Elektronendonatoren vollständig zu CO2 
zu oxidieren, wodurch die Besiedlung anoxischer mariner Habitate erleichtert 
wird (z.B. Mußmann et al., 2005, Leloup et al., 2006).
Von den bereits bekannten AOM-assoziierten SRBs konnten nur 9 % der Se-
quenzen der Gattung Desulfobulbus zugeordnet werden, was in etwa den Hyb-
ridisierungssignalen dieser Gruppe (5 %) entsprach. In der der mittleren Sedi-
mentschicht, d.h. aus dem Bereich mit den höchsten AOM-Aktivitäten, wurden 
δ-Proteobacteria nur in niedrigen Frequenzen (7 %) in der 16S rDNA-Genbank 
gefunden. Die typischen Seep-Sulfatreduzierer, die Desulfosarcina-verwandten 
(Knittel et al., 2009) wurden in der 16S rDNA-Analyse gar nicht erfasst, in 
situ zeigte diese Gruppe jedoch große Abundanzen mit einer maximalen De-
tektionsrate von 34 % DAPI-gefärbter Zellen in der mittleren Sedimentschicht. 
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Diese Diskrepanz verdeutlicht, dass die ermittelte mikrobielle Zusammenset-
zung durch die kultivierungsunabhängige Methode der 16S rDNA-Analyse nicht 
zwingend die Abundanz im natürlichen Lebensraum widerspiegelt. Jeder Schritt 
der Methode ist durch unterschiedliche Fehlerquellen limitiert, die v.a. auf der 
unterschiedlichen Effizienz während der Zell-Lyse und Nukleinsäure-Extraktion 
und der selektiven Amplifikation der 16S rDNA-Gene während der PCR beruhen 
können (Venter et al., 2004). 
Sequenzen, mit Verwandschaft zu sulfatreduzierenden Bakterien der Familie 
Desulfobacteracea stellten nahezu die Gesamtheit aller bakteriellen 16S rD-
NA-Sequenzen im tiefsten Sedimenthorizont. In dieser Sedimenttiefe wurden 
Sulfatreduktionsraten von ~50 nmol cm-3 d-1 bei Sulfatkonzentrationen um die 
20 mM nachgewiesen (unveröffentlichte Daten T. Treude). Möglicherweise be-
werkstelligen Desulfobacteracea den Großteil des Sulfatumsatzes in dieser Se-
dimenttiefe. Vertreter der Desulfosarcina/Desulfococcus-Gruppe zeigten in situ 
keine hohe Abundanz in dieser Sedimenttiefe. Sequenzen mit hohen Frequen-
zen konnten den Gattungen Desulfobacterium, Desulfobacula und Desulfatiba-
cillum zugeordnet werden. Interessanterweise, konnte für marine Vertreter die-
ser Gattungen gezeigt werden, dass sie aromatische Verbindungen wie Toloul 
oder höhere aliphatische Kohlenwasserstoffe oxidieren können (So & Young, 
1999; Kuever et al., 2001; Cravo-Laureau et al. ,2004). Dies deutet an, dass 
Mikroorganismen erdölhaltige Bestandteile degradieren können die durch den 
Schlammvulkan nach oben transportiert werden. Probleme bei der DNA-Iso-
lierung aus Sedimentproben dieser Tiefe und die Wahrnehmung eines starken 
Petroleumgeruchs ab einer Sedimenttiefe von 21 cm bei der Probennahme (per-
sönliche Mitteilung T. Treude) stützen diese These.

Die archaelle Diversität war in allen drei Schichten ähnlich gering wie die der 
Bakterien. Innerhalb des Phylums Euryarchaeota konnten vier, bei den Crenar-
chaeota nur zwei phylogenetische Gruppen identifiziert werden. Ein Großteil der 
Sequenzen ließ sich in Gruppen GOM Arc I (Euryarchaeota) und Marine Group I 
(Crenarchaeota) einordnen, wobei GOM Arc I die obere Sedimentschicht domi-
nierte und Marine Group I den mittleren Sedimenthorizont. GOM Arc I konnte in 
methanreichen Sedimenten im Golf von Mexiko in großen Abundanzen detektiert 
werden (Lloyd et al., 2006). Auf Grund von 16S rDNA Ähnlichkeiten wurde diese 
Gruppe ANME-2d genannt (Martinez et al., 2005; Mills et al., 2006), jedoch ist 
sie weder monophyletisch mit den anderen drei ANME-2 Untergruppen, noch 
konnte bisher gezeigt werden, dass sie Methan assimilieren oder Konsortien mit 
Sulfatreduzierern bilden. Die nächsten Verwandten dieser Gruppe sind unkulti-
vierte Klone aus terrestrischen, methan-produzierenden Ökosystemen (Lloyd et 

archaelle Diversität am namv
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al., 2006), daher ist es möglich, dass diese Gruppe unkultivierte Methanogene 
repräsentieren.
Innerhalb der Crenarchaeota wurden Vertreter der Marine Group I und in nied-
rigen Abundanzen Candidatus Nitrosopumilus gefunden. Konneke et al. (2005) 
konnten innerhalb der Marine Group I den ersten chemolithoautotrophen Nitri-
fizierer innerhalb der Archaea identifizieren und isolieren (Nitrosopumilaceae). 
Diese Beobachtung deutet eine Kopplung von Methan-, Schwefel- und Stick-
stoffkreislauf in den Schlammvulkansedimenten an. Die Vorsilbe Nitroso- zeigt 
bei Nitrifizierern die Fähigkeit an, Ammonium zu Nitrit zu oxidieren. Die Ammo-
niumionen können von Diazotrophen zur Vefügung gestellt werden, die einzigen 
Organismen die imstande sind molekularen Stickstoff umzuwandeln. Als hoch 
konserviertes funktionelles Gen, kann nifH unter anderem für phylogenetische 
Studien genutzt werden. Das nifH-Gen (Dinitrogenasereduktase) kodiert eine 
Komponente des Schlüsselenzyms der Stickstofffixierung. In einer nifH nested-
PCR mit DNA der mittleren Sedimentschicht wurde festgestellt, dass die meis-
ten der nifH-Sequenzen in ein gemeinsames Cluster von Methanotrophen und 
Sulfatreduzierern fielen (Daten nicht gezeigt; mündliche Mitteilung C. Löscher). 
Es ist nicht davon auszugehen, dass dieses Ergebniss evolutionäre Beziehungen 
der Mikroorganismen untereinander widerspiegelt, da die Übertragung der Gene 
durch horizontalen Gentransfer möglich ist. Die molekularen Daten legen jedoch 
die Aufnahme des δ-proteobakteriellen nifH-Gens durch Methanotrophe nahe, 
da Methanogene einem anderen Cluster angehören. Der Nachweis von nifH Ge-
nen bedeutet allerdings nicht, daß aktive Stickstoffixierung stattfindet, jeoch 
konnten Dekas et al. (2009) unter Laborbedingungen bereits nachweisen, das 
anaerobe methanotrophe Archaeen (ANME-2) Stickstoff fixieren können und 
die daraus resultierenden Produkte mit Sulfatreduzierern (DSS) geteilt werden. 
Geht man davon aus, dass Stickstofffixierung und AOM auch am NAMV gekop-
pelt vorliegen, könnten die gefundenen Nitrifizierer die Ammoniumkonzentrati-
onen im Sediment niedrig halten und so der Hemmung der Stickstofffixierung 
entgegen wirken. 
In der 16S rDNA-Analyse konnten nur wenige Sequenzen (6,5 %) den bekann-
ten Methanotrophen Archaeen zugeordnet werden. Die Sequenzen zeigten die 
größte Ähnlichkeit zu der ANME-2 Untergruppe 2a. Diese Untergruppe wurden 
schon in diversen methanreichen Sedimenten, wie z.B. Hydrate Ridge (Knittel 
et al., 2004) identifiziert und bildet dort Konsortien mit Desulfosarcina/Desul-
fococcus. Die Quantifizierung mittels CARD FISH zeigte in situ ähnliche Abun-
danzen dieser Gruppe, mit einem Detektionsmaximum von 5 % in der tiefsten 
Sedimentschicht. 
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In Sedimenten am North Alex wurden Gesamtzellzahlen von 1010 Zellen×ml−1 
ermittelt. Im Vergleich dazu wurden in Zeiten geringer Aktivitäten des Schlamm-
vulkans Gesamtzellzahlen von 109 Zellen×ml−1 festgestellt (Omoregie et al., 
2009).
Die Abundanz mikrobieller Aggregate unterschied sich signifikant in den un-
tersuchten Sedimenttiefen. In der mittleren Sedimentschicht stellten Aggre-
gate (Durchmesser 4-20 µm), bestehend aus einem inneren Archaeen-Kern, 
umgeben von einer äußeren Schicht Bakterien, den Großteil der mikrobiellen 
Biomasse. Obwohl bekannte AOM-assoziierte Mikroorganismen wie ANME-2/-
2a und Desulfosarcina/Desulfococcus- und Desulfobulbus-Verwandte detektiert 
wurden, bildeten sie keine Aggregate. In Anlehnung an die 16S rDNA-Analyse 
könnte der bakterielle Partner den Proteobacteria und der archaeelle Partner 
der Marine Group I oder GOM Arc I angehören. Unter dem Gesichtspunkt, dass 
in diesem Sedimenthorizont hohe AOM-Raten gemessen wurden, ist es eher 
vorstellbar dass GOM Arc I (ANME-2d) das unbekannte Archaeon in den Kon-
sortien ist und würde damit einen Hinweis auf die Involierung von GOM Arc I in 
AOM liefern. Dies müsste jedoch mit dem Einsatz einer entsprechenden Sonde 
verifiziert werden.
Im tiefsten Sedimenthorizont (29-31 cm) wurden vereinzelt bakterielle und 
archaeelle Aggregate (10-15 µM) gefunden. Ein besonderes Merkmal der Ag-
gregate war die fehlende Vergesellschaftung von Bacteria und Archaea. Auch 
kleine Aggregate (< 5 µM) von ANME-2 mit unbekanntem bakteriellem Partner 
konnten detektiert werden. Die gleiche Beobachtung machten auch Omoregie et 
al. (2009) am NAMV. Die 16S rDNA-Analyse lieferte Hinweise auf mögliche sul-
fatreduzierende Partner der δ-Proteobacteria. Dies verdeutlicht die Flexibilität 
der bakteriellen Partner in den AOM-Syntrophien. Aus Zeitgründen konnte der 
bakterielle Partner jedoch nicht identifiziert werden.

An Hand der Epifluoreszenzaufnahmen der gefundenen Aggregate von Bakte-
rien und Archaeen bzw. anaeroben methanotrophen Archaeen (ANME-2) am 
NAMV konnte man deutlich sehen, dass die Zellen in einer Matrix eingebettet 
sind. Parsek & Greenberg (2005) konnten zeigen, dass die Ausscheidung von 
Exopolymersubstanzen, die zur Bildung von Mikrokolonien führen, durch Quo-
rum Sensing gesteuert werden kann. Zwar ist bislang nicht bekannt, ob Ar-
chaeen Quorum Sensing zur Zell-Zell-Kommunikation nutzen, jedoch weiß man 
das gramnegative Bakterien, wie δ-Proteobacteria N-Acyl-Homoserin-Lactone 

4.4 Quorum sensing mikrobieller lebensgemeinschaften am 
namv

4.3  Konsortien am north alex mv
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(AHL), mit verschiedenen Seitenkettenlängen und –substitutionen, für die in-
nerartliche Kommunikation nutzen können. Zudem konnten aus heterogenen 
Bakterienmatten mit hohen Abundanzen von Archaeen und SRB diverse AHLs 
identifiziert werden (Decho et al., 2009), was andeutet das verschiedene Bak-
terien über Artgrenzen hinweg mittels gleicher AHLs kommunizieren und so 
das Zellverhalten steuern könnten. Die schnelle Adaption AHL-abhängiger QS-
Systeme in Anwesenheit neuer Bakterienspezies (Collins et al., 2005) und die 
Verwendung mehrer QS Systeme (Henke & Bassler, 2004) könnten die Entste-
hung von Konsortien in den Schlammvulkansedimenten erleichtern und zur Fle-
xibilität der bakteriellen Partner in AOM-Syntophien beitragen.
Zur Untersuchung in wieweit die mikrobiellen Lebensgemeinschaften in Sedi-
menten des NAMV durch das intraspezifische Signalmolekül AHL miteinander 
kommunizieren, wurde eine konstruierte Metagenombank des NAMV und Über-
stand aus den in vitro Inkubationen aktivitätsbasiert nach AHL-Signalmolekülen 
durchmustert. Für die Identifizierung dieser QS-Aktivitäten standen Reporter-
stämme zur Verfügung, die in der Lage sind kurzkettige, unsubstituierte AHL-
Signalmoleküle (vor allem C6-HSL) oder 3-oxo-HSL nachzuweisen.
Auf diesem Wege konnten in einer MTP der Metagenombank ein AHL-Signal de-
tektiert werden. Jedoch konnte das AHL-Signal nicht weiter verifiziert werden, 
da im Einzelklonmaßstab kein Nachweis des AHL-Signals mehr möglich war. Eine 
mögliche Ursache dafür, könnten zu niedrige Konzentrationen der AHL-Moleküle 
bei der Anzucht von Einzelklonen gewesen sein. Vorstellbar ist auch, dass meh-
rere Klone dieser Metagenombank AHLs produzieren und nur die Summe der 
AHL-Moleküle einen positiven Nachweis erbringen konnten. Um diesen Annah-
men auf den Grund zu gehen, wurde die entsprechende MTP mit QS-Aktivität 
erneut dupliziert. Beim erneuten Test konnte das AHL-Signal nicht mehr bestä-
tigt werden und somit das AHL-Signal nicht weiter verifiziert werden. Auf Grund 
der hohen Abundanzen archaeeller DNA in den Sedimenten am NAMV ist es 
denkbar, das die Fremd-DNA inkompatibel gegenüber dem verwendeten gram-
negativen Wirtsstamm E. coli war, was in einem Verlust des Inserts resultieren 
könnte. Zudem konnte festgestellt werden, dass nach der erneuten Duplikation, 
zwei Klone der MTP nicht mehr anwuchsen. Ein Erklärungung könnte sein, dass 
die Genprodukte der transformierten DNA toxisch auf den Wirtsstamm wirkten.
Die verwendeten Biosensoren konnten lediglich eine kleine Bandbreite an AHL-
Molekülen detektieren. Bedingt durch die chemischen Strukturunterschiede der 
N-Acyl-Seitenkette, konnte nicht das gesamte Repertoire der gramnegativen 
Signalmoleküle detektiert werden. Zudem wurden andere mögliche Formen der 
Kommunikation, mit Signalmolekülen wie AI-2, AI-3, Peptiden oder Metaboli-
ten (Camilli & Bassler, 2006; Monds & O´Toole, 2008) nicht untersucht. Für die 
Detektion dieser Signalmoleküle standen keine adäquaten Reportersysteme zur 
Verfügung. Daher bietet die konstruierte Metagenombank Potential zur Identifi-
kation weiterer QS-Systeme in den Sedimenten des NAMV. 
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Um weitere Einblicke in die chemische Interaktion der Konsortien zu erlangen, 
wurde die Metagenombank „NAMV“ im Hinklick auf QQ-Aktivitäten untersucht. 
Das Hauptaugenmerk bei der Durchmusterung galt QQ-Aktivitäten mit simulta-
ner Interferenz gegenüber AHL und und dem zwischenartlichen Signalmolekül 
AI-2.
Durch Verwendung entsprechender Reporterstämme, konnten Einzelklone der 
Metagenombank mit QQ-Aktivitäten gegenüber AHL und AI-2 identifiziert wer-
den. Zur Einschränkung des dafür verantwortlichen DNA-Bereichs, wurde die 
inserierte DNA fragmentiert und subkloniert. Die zwei Subklone E. coli DH5α/
pRS628 und E. coli DH5α/pRS629 wurden zur Identifizierung möglicher QQ-
Gene vollständig sequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzanalyse werden im 
Folgenden näher erläutert.

Auf dem inserierten DNA-Fragment von E. coli DH5α/pRS628 kamen zwei of-
fene Leserahmen (ORF) als QQ-Gen in Frage. Der eine ORF zeigte die größte 
Ähnlichkeiten mit Bereichen des σ54-abhängigen Transkriptionsregulators von 
Candidatus Solibacter usitatus Ellin6076. Solibacter usitatus ist ein Vertreter 
der Acidobacteria, die durch molekularbiologische Studien in zahlreichen Bo-
denhabitaten und Sedimenten gefunden wurden (Barns et al., 1999; Liles et al., 
2003). Die Fähigkeit AHL zu degradieren, konnte für Vertreter dieses Phylums 
bereits gezeigt werden (Wang & Leadbetter, 2005). Auch alle weiteren Ergeb-
nisse mit signifikanten Sequenzähnlichkeiten zeigten Proteine mit Interaktions-
domäne für σ54. Die homologen Proteine stammten zum Großteil aus marinen, 
benthischen Organismen der δ-Proteobacteria, darunter auch Sulfatreduzierer, 
wie Desulfobacterium und Desulfatibacillum. Beide Gattungen konnten in hohen 
Abundanzen in der 16S rDNA-Analyse detektiert werden, und stellen potentielle 
bakterielle Partner der Konsortien von ANME-2 dar. 
Auf Grund der erheblichen Struktur- und Größenunterschiede von σ54 und den 
Autoinducern kann nicht davon ausgegangen werden, dass die Bindedomäne 
des Proteins alternativ auch AHL/AI-2 binden könnte, was die Bindung der Auto-
inducer an den Promotor verhindern würde. Der detektierten QQ-Aktivität muß 
demnach ein anderer Wirkmechanismus zu Grunde liegen. Man weiß, dass in E. 
coli-Zellen annähernd 100 σ54-Moleküle vorliegen (Jishage et al., 2000) und das 
für die Aktivierung der σ54-RNA Polymerase bei Stickstoffmangel diverse Aktiva-
toren benötigt werden (Shingler et al., 1996).
Diese Aktivatoren haben den gemeinsamen Mechanismus der ATPase Aktivität, 

4.6 mögliche QQ-moleküle von E. coli DH5α/pRS628

4.5 Quorum quenching mikrobieller lebensgemeinschaften am 
namv
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was in der Initiation der Transkription resultiert (Wedel et al., 1995). Auch der 
ORF scheint eine konservierte Domäne mit ATPase-Aktivität zu haben (AAA+ 
Superfamilie). Somit könnte ein möglicher QQ-Wirkmechanismus sein, dass 
durch die Anwesenheit eines σ54-abhängigen Aktivators, Gene in E. coli tran-
skribiert werden, die z.B zur Degradierung von den Autoinducern führen. Auch 
andere Studien deuten an, dass die Produkte die bei der Degradierung von AHL 
entstehen als N-Quelle genutzt werden können (z.B Yang et al., 2006). Gegen 
diese Hypothese spricht jedoch, dass das Protein aus dem Überstand extrahiert 
wurde und somit extrazellulär vorliegt. 
Das Zusammenspiel zwischen σ54 und QS-gesteuerten zellulären Prozessen 
konnte bereits für einige Organismen gezeigt werden. In V. harveyi  steuert σ54 
neben der Siderophore-Produktion und der Koloniemorphologie auch die Zell-
dichte-abhängige Regulation der Biolumineszenz (Lilley & Bassler, 2000). Bei 
niedriger Zelldichte bildet der alternative Sigma-Faktor σ54 zusammen mit dem 
phosphorylierten Antwortregulator LuxO einen Komplex, der in der Repression 
lux-abhängiger Gene resultiert (Tu und Bassler, 2007).
Auch da Silva Neto et al. (2008) konnten den negativen Einfluß von σ54 auf die 
Biofilmbildung bei dem γ-Proteobakterium Xylella fastidiosa zeigen. Die weite 
Verbreitung von σ54 in verschiedenen Mikroorganismen (Buck et al., 2000), lässt 
die Schlussfolgerung zu, dass Aktivatoren mit Bindedomäne für σ54 in den Ur-
sprungsorganismen wie Desulfobacterium oder Desulfatibacillum Quorum sen-
sing-gesteuerten Prozesse mit regulieren. Jedoch kann auf Grund der Datenlage 
nicht gezeigt werden, dass dieser ORF die QQ-Aktivität vermittelt, somit sind 
mögliche QQ-Wirkmechanismen nur Spekulationen.
Der zweite identifizierte putative QQ-ORF von E. coli DH5α/pRS628 zeigte die 
größte Übereinstimmung mit einer Vault Protein Inter-alpha-Trypsin Unterein-
heit aus Syntrophobacter fumaroxidans MPOB. Dieses sulfatreduzierende Bak-
terium lebt in Syntrophie mit dem methanogenen Archaeon Methanospirillum 
hungateii. Die Aminosäuresequenz weißt zwei konservierte „vault protein inter-
alphatrypsin“ (VIT)-Domänen auf. VIT-Domänen sind bei Eukaryoten charakte-
ristische Merkmale von Proteinen, die unter anderem eine Rolle bei der Stabili-
sierung der extrazellulären Matrix spielen. Die Stabilisierung der extrazellulären 
Matrix  vollzieht sich durch kovalente Bindung der Proteine an Strukturkompo-
nenten (z.B. Hyaluronsäure, Kollagene und Proteoglykane). Obwohl die Funkti-
on bei Prokaryoten nicht geklärt ist, ist es denkbar, das bakterielle Proteine mit 
diesen Domänen ebenfalls zur Stabilisierung der EPS beitragen, da diese Struk-
turkomponenten auch Bestandteile der bakteriellen EPS sein können.
Eine auf dem ORF kodierte Signalsequenz und die Tatsache, das dieses Prote-
in aus dem Überstand extrahiert wurde, deuten auf einen extrazellulären QQ-
Wirkmechanismus hin. Möglicherweise vermittelt die VIT-Domäne eine kovalen-
te Bindung an die Autoinducer und verhindert dadurch deren Promotorbindung. 
Die Tatsache, dass es aus einem in Sytrophie mit Methanogenen lebenden Sul-
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fatreduzierer stammt, macht es als potentielles QQ-Protein für AOM-Konsortien 
interessant.
Allein basierend auf der Sequenzanalyse konnte der QQ-ORF nicht identifiziert 
werden. Möglicherweise werden auch beide ORFs für die Vermittlung von QQ-
Aktivitäten benötigt. Weiterführende Untersuchungen zum QQ-Mechanismus 
sind nötig. 

Durch Sequenzanalyse des inserierten DNA-Fragments von E. coli DH5α/pRS629 
wurde die potentielle Transkriptionseinheit bcsBZ aus E. coli str. K12 substr. MG 
1655 und anderen Enterobacteriaceae identifiziert. Diese Gene sind Teil des 
Cellulosebiosynthese-Operons. Als extrazelluläres, von vielen Mikroorganismen 
gebildetes Stoffwechselprodukt ist die Synthese von Cellulose in ihren Eigen-
schaften ein Charakteristikum des rdar (red, dry and rough) Morphotyps. Im 
rdar Morphotyp besteht die extrazelluläre Matrix aus zwei Hauptkomponenten: 
Cellulose und Curli-Fimbrien. Aufgrund der Interaktion dieser beiden Komponen-
ten halten die Bakterienaggregate fest zusammen und lassen sich nur schwer 
resuspendieren.
Die beiden ORFs (bcsB und bcsZ) des sequenzierten Inserts lagen 6 bp ausein-
ander und machten zusammen >96 % des Inserts aus. Die ORF-flankierenden 
Sequenzen zeigten keine Übereinstimmung mit anderen Genen des Operons die 
für die Cellulose Biosynthese erforderlich sind. 
BcsZ ist eine 41,7 kDa (369 As) große periplasmatische Cellulase. Endo-1,4-ß-
Glucanasen sind in der Lage Carboxymethylcellulose (CMC) zu hydrolysieren. 
Nichts deutete darauf hin, das AHL bzw. AI-2 alternative Substrate dieser En-
zymklasse sein könnten. Es konnte davon ausgegangen werden, dass BcsB die 
QQ-Aktivität bedingt.
Das bcsB-Gen kodiert für ein bis-(3’,5’)-di-Guanosinmonophosphat (c-di-GMP) 
bindendes Protein, mit einem Molekulargewicht von 86 kD (779 AS), das in der 
Cytoplasma-Membran lokalisiert ist. 
C-di-GMP ist als bakterielles intrazelluläres Signalmolekül in diversen Bakteri-
enspezies an der Regulation einer Vielzahl unterschiedlicher Prozesse beteiligt. 
Auf Grund von partiellen Strukturähnlichkeiten zwischen c-di-GMP und den Au-
toinducern, wäre die Bindung der extrazellulären Signalmoleküle AHL und AI-2 
vorstellbar. Durch Bindung der Signalmoleküle stehen diese Induktoren des QS-
Wegs zur Verfügung.
Zur Bestätigung das dieser ORF die QQ-Aktivität tatsächlich bedingt, wurde das 
entsprechende Protein QQ 1 überexpremiert und aufgereinigt. Die simultane 
Interferenz des Proteins QQ 1 mit AHL und AI-2 wurde im Test mit den entspre-
chenden Reporterstämmen bestätigt. Zur weiteren Charakterisierung des Prote-

4.7 Identifikation des QQ-orFs von E.coli DH5α/pRS629
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ins wurde der Einfluss auf das Schwärmverhalten bei E. coli K12 untersucht. E. 
coli K12 besitzt kein eigenes AI-1 System, verfügt aber genauso wie Vibrio har-
veyi über ein AI-2 Quorum Sensing-System (Surette & Bassler, 1998). Es wurde 
bereits gezeigt, dass halogenierte Furanone Biofilmbildung und Schwärmen in 
E. coli inhibieren (Ren et al., 2001) und über Microarray-Analyse nachgewiesen, 
dass dies über die Inhibition des AI-2 Systems geschieht, indem unter anderem 
die Gene für Chemotaxis, Motilität und Flagellensynthese in Anwesenheit halo-
genierter Furanone inhibiert werden. Auch die Expression des QQ-Gens in E. coli 
BL21 (DE3) zeigte dass AI-2 gesteuertes Schwärmen um ~ 80 % vermindert 
wurde, ohne dabei das Wachstum negativ zu beeinflussen.
Über den Wirkmechanismus des QQ-Proteins kann an dieser Stelle keine konkre-
te Aussage getroffen werden. Es liegt aber die Vermutung nahe, dass AHL und 
AI-2 durch Bindung an QQ 1 für die QS-Transkriptionsaktivierung nicht mehr zur 
Verfügung stehen. Zur Verifizierung dieser Aussage sind jedoch weitergehende 
Untersuchungen notwendig, um festzustellen, ob c-di-GMP-Bindeproteine eine 
solch weite Substratspezifität besitzen. Strukturanalysen von dem QQ-Protein 
inkubiert mit AHL- , AI-2- und c-di-GMP-Molekülen unter Verwendung der HPLC-
MS-Analyse müssten folgen. 

I. Zur Untersuchung der Methanemission am NAMV, müssten AOM-Raten im 
Rahmen einer Langzeitmessung ermittelt werden. Dabei wäre interessant, den 
Zusammenhang zwischen der Aktivität von North Alex und der Effizienz des 
mikrobiellen Filters zu analysieren. In vitro Experimente mit erhöhtem Methan-
partialdruck könnten verifizieren ob es einen Sättigungsbereich von Methan für 
AOM gibt. Die phylogenetischen Analysen, deuten eine Kopplung von AOM und 
Stickstofffixierung am NAMV an. Radiotracer Experimente mit radioaktiv mar-
kiertem 15N könnten diese Annahme verifizieren. Eine FISH-SIMS Analyse könn-
te den direkten Beweis für die Inkorporation von 15N liefern.

II. Zur Identifierung des archaeellen Partners in den Bacteria/Archaea-Aggrega-
te könnten in Anlehnung an die 16S rDNA-Analyse, Oligonukleotidsonden einge-
setzt werden, die mit GoM Arc I und Nitrosopumilaceae hybridisieren. Durch die 
Verwendung drei verschiedener Tyramide könnte die Strukturanalyse der mikro-
biellen Lebensgemeinschaften erweitert werden. Die detektierten Abundanzen 
der SRB könnten durch den Einsatz entsprechender Sonden bestätigt werden. 
Durch Doppelhybridisierung könnte überprüft werden, ob eine der Gruppen den 
unbekannten bakteriellen Partner in den ANME-2-Aggregaten darstellt. 

4.8 ausblick
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III. Um die Quorum sensing Mechanismen der mikrobiellen Lebensgemeinschaf-
ten am North Alex weiterführend zu studieren, könnte die angelegte Metage-
nombank mit Hilfe weiterer Biosensoren durchmustert werden. Durch Verwen-
dung von A. tumefaciens als Biosensor könnte ein breiteres Spektrum an AHLs 
detektiert werden. Weiterführende Untersuchungen zur Detektion grampositiver 
Signalmoleküle oder des interspezies-spezifischen Signalmoleküls AI-2 wären 
interessant. Hiefür müssten entweder ebenfalls adäquate Reportersysteme ent-
wickelt werden oder auf bereits bekannte Biosensoren, wie Vibrio harveyi, zur 
Detektion von AI-2, zurückgegriffen werden. 

IV. Zur Identifizierung des QQ-Wirkmechanismus von E. coli DH5α/pRS629 
müssten die beiden putativen QQ-ORFs in einen Expressionsvektor inseriert und 
kloniert werden. Eine Aufreinigung der überexprimierten Proteine und der Nach-
weis mittels der Reporterstämme würden Aufschluss darüber geben, welcher 
ORF die QQ-Aktivität vermittelt.

V. Die Analyse aller identifizierten putativen QQ-ORFs in in vivo und in vit-
ro Experimenten müsste folgen. So könnte die Expression der entsprechenden 
ORFs in E. coli den Einfluss der generierten Genprodukte auf das AI-2 gesteuer-
te  Schwärmverhalten geben. Die Expression in P. aeruginosa könnte hingegen 
eine Interferenz mit AHL-basiertem Schwärmen suggerieren.

VI. Ein Einfluss der Expression der QQ-ORFs auf die AI-2 gesteuerte Biofilmbil-
dung von E. coli könnte in vivo durch die Anzucht in Durchflusszellen gezeigt 
werden. Eine Veränderung der Biofilmstrukturen, wie Dicke, Biomasse und 3D-
Struktur des Biofilms, wären ein Hinweis auf QQ-Aktivitäten. Diese Analysen 
könnten ebenso mit anderen Biofilmbildnern, wie z.B. K. pneumoniae oder P. 
aeruginosa durchgeführt werden.

VII. Die direkte Wirkung der QQ-Proteine auf die Biofilmbildung von Modellor-
ganismen wie E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis und V. harveyi, deren Biofilmbil-
dung durch unterschiedliche QS-Systeme gesteuert ist, könnte in weiterführen-
den in vitro Experimenten beobachtet werden.

VIII. Zur Analyse des molekularen Wirkmechanismus der putativen QQ-Proteine 
müsste eine HPLC-MS-Analyse erfolgen. Dadurch könnte gezeigt werden, ob die 
Autoinducer durch die QQ-Proteine chemisch verändert werden oder die QQ-
Aktivität, durch einen anderen Wirkmechanismus zu stande kommt.
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