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1 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS

1 Abkürzungsverzeichnis

µ mikro (SI-Einheit)
a Jahr
A Adenin
Abb. Abbildung
ad auf
Amp Ampicillin
APS Ammoniumperoxodisulfat
bp Basenpaare
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
bzw. beziehungsweise
C Cytosin, Kohlensto�
ca. circa
CARD Catalized Reporter-Deposition
CFU Colony Forming Unit
CLSM Confocal Laser Scanning Microscope
Cy3 5, 5′-Disulfo-1, 1′−(γ-carbopentynyl)-3, 3, 3′, 3′-

tetramethylindolocarbocyanin-N-hydroxysuccinimidester
Cy5 Cy5.18 Derivat, N-hydroxysuccinimidester
d Tag
Da Dalton
DEPC Diethyldicarbonat
dest. destilliert
DGGE Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DNase Desoxyribonuklease
dNTPs Desoxyribonukleosid-5′-Triphosphate
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen GmbH
EDTA Ethylendiamintetraacetat
et al. et alteri, und andere
etc. et cetera
EtOH absoluter Ethanol
FA Formamid
FISH Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
Fluos Fluorescein
g Gramm
G Guanin
GC mol% Guanin zu Cytosin
h Stunde
H Wassersto�
ha Hektar
H2O Wasser
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2 EINLEITUNG

2 Einleitung

2.1 Saccharum o�cinarum

2.1.1 Bedeutung

Zuckerrohr (Saccharum o�cinarum) ist eine vornehmlich in den Subtropen und Tro-

pen kultivierte P�anze, die einen sehr hohen Zuckergehalt von 11-20 % in ihrem Mark

speichern kann (Lexikon, 2004). Dabei werden die bei der Photosynthese gewonnenen

Monosaccharide Fruktose und Glukose in Disaccharide umgewandelt und gespeichert.

Der nach der Ernte aus der P�anze gewonnene Zuckersaft wird zur Herstellung von

Speisezucker und in groÿem Maÿe für die Ra�nierung von Bio-Ethanol genutzt. Beim

klassischen Anbau von Zuckerrohr wird in den meisten Anbauländern eine groÿe Menge

an künstlichen, chemischen Düngern eingesetzt (bis zu 250 kg N/ha pro Jahr), da die

verwendeten Zuckerrohr-Varietäten zum Einen sehr hohe Nährsto�ansprüche stellen

und zum Anderen sehr häu�g auf kargen Böden kultiviert werden. Eine Ausnahme bil-

det dabei der Anbau in Brasilien, da hier Zuckerrohr-Varietäten mit relativ geringem

Nährsto�bedarf angebaut werden. Daher ist hier die eingesetzte Menge an künstlichem

Dünger mit ca. 60 kg N/ha bei der P�anzung und 80-120 kg N/ha kurz vor der Reife

geringer als in den meisten Anbaugebieten (Reis et al., 2007; Urquiaga et al., 1992).

Hierbei ist der Ein�uss der Sticksto�düngung sehr gering und zeigt nur bei Düngung

direkt vor der Reifung der P�anze positive Wirkung (Carnauba, 1990). Die Redukti-

on des Sticksto�-Düngers für die Produktion von P�anzen wie Zuckerrohr, welche zur

Produktion von Bio-Ethanol genutzt werden, repräsentiert den Schlüssel zu einer posi-

tiven Energiebilanz, da die Synthese synthetischen Düngers (Haber-Bosch-Verfahren)

unter Nutzung von Erdgas abläuft. Die Energiebilanz stellt den Aufwand an Energie

beim Anbau (inkl. Maschinen und Dünger) und der Prozessführung dem Gewinn an

Energie in Form von z. B. Bioethanol gegenüber. Dabei ist der Anteil der biologisch-

en Sticksto��xierung bei Zuckerrohr der höchste bei nicht zu der Familie Fabaceae

gehörenden P�anzen (Reis et al., 2007). Langzeitstudien, die Messungen der Stick-

sto�balance unter der Verwendung von modernen 15N Isotopentechniken zum Inhalt

haben, zeigten deutlich, dass bei bestimmten Zuckerrohr-Varietäten bis zu 70 % des

Sticksto�s der P�anze von Biologischer Sticksto��xierung (biological nitrogen �xation,

BNF) stammen (Urquiaga et al., 1992). Die biologische Sticksto��xierung wird bei

Zuckerrohr weltweit untersucht.

Um 1600 lag die Zuckerproduktion von Brasilien bei ca. 10000 t/a. Sie stieg bis Anfang

1900 nicht über 20000 t/a an (Galloway, 1989). Um 1960 erreichte die Produktion

5 Mio t/a und stieg bis 1994 auf 10 Mio t/a an (Boddey et al., 2003). Die aktu-
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2 EINLEITUNG

elle weltweite Produktion von Saccharose liegt bei 120 Mio t/a, wobei 70 % davon

aus Zuckerrohr stammen. Aus einer Tonne Zuckerrohr können 740 kg Zuckerrohrsaft

gewonnen werden, aus dem sich 135 kg Saccharose gewinnen lassen. Die Saccharose

kann in nachfolgenden Fermentationsschritten zu 70 l Ethanol pro Tonne Zuckerrohr

verarbeitet werden. Durchschnittlich können pro Hektar Anbau�äche im Jahr 4000 l

Ethanol gewonnen werden. Die E�zienz von Sonnenenergie zu Ethanol liegt bei 0,13

% (www.en.wikipedia.org/wiki/Sugarcane).

Brasilien ist der gröÿte Produzent von Zuckerrohr weltweit. Eine detaillierte Übersicht

zur weltweiten Produktion von Zuckerrohr im Jahr 2008 und zur Produktion von Bio-

Ethanol (gesamt) ist in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tab. 1: Weltweite Zuckerrohr- und Bio-Ethanolproduktion im Jahr 2008, Quellen:
(http://en.wikipedia.org/wiki/Sugarcane) RFA, F.O. Licht 2008 Estimates, ∗keine Angabe

Land Produktion Zuckerrohr Menge Bio-Ethanol

in Mio t in Mio Gallonen

USA 28 9000,0
Brasilien 514 6472,2

EU ∗ 733,6
China 106 501.9
Kanada ∗ 237,7
andere ∗ 128,4
Thailand 64 89,8
Kolumbien 40 79,29
Indien 356 66,0

Australien 36 26,4

2.1.2 Historisches

Zuckerrohr ist eine ursprünglich in Neuguinea beheimatete P�anze, die dort seit etwa

6000 v. Chr. angebaut wurde. Ab etwa 1000 v. Chr. wurde Zuckerrohr entlang der

menschlichen Migrationsrouten nach Südostasien, Indien und dem östlichen Pazi�k

verbreitet. Im Laufe der Zeit wurde es vermutlich mit wildwachsendem Zuckerrohr von

Indien und China gekreuzt, um dickere Stängel zu erhalten. Somit konnte die Ausbeu-

te an Zuckerrohrsaft pro P�anze erhöht werden. Die Ausbreitung von Zuckerrohr als

Kulturp�anze in westlicher Richtung erfolgte in den Jahren 600-1400 n. Chr.. Während

ihrer Eroberungszüge brachten die Araber das Zuckerrohr um 640 nach Ägypten, als

sie in Gebiete um das Mittelmeer vorrückten, und trugen im Folgenden zur Verbrei-

tung der P�anze unter anderem in Syrien, auf Zypern und Kreta und in Spanien (um

715) bei. Um 1420 führten die Portugiesen die P�anze in Madeira und bald darauf

auf den Azoren, den Kanarischen Inseln und Westafrika ein. Christopher Kolumbus

brachte Zuckerrohr 1493 in die heutige Dominikanische Republik, von wo aus es um

2



2 EINLEITUNG

1520 nach Mittel- und Südamerika gelangte (www.plantcultures.org/plants). Die erste

Besiedlungs-Expedition 1532 brachte Zuckerrohr von Madeira nach Brasilien, die ers-

te Zuckermühle wurde ein Jahr später in Sao Vincente im heutigen Staat Sao Paulo

errichtet (Machado et al., 1987).

Es wird vermutet, dass zunächst nur ein einziges Kultivar eingeführt wurde. Unter dem

Namen Creole bzw. Cana Criolla wurde es in Lateinamerika bekannt. Dieses wurde

mehr als 250 Jahre lang in der Neuen Welt angebaut, bis es Ende des 18. Jahrhunderts

vom �edlen� Kultivar Otaheite (Bourbon) abgelöst wurde (www.nhm.ac.uk/jdsml/-

nature-online/seeds-of-trade). Mittlerweile existiert eine Reihe an kommerziellen in-

fertilen Zuckerrohr-Hybriden, welche die ursprünglichen Varietäten längst verdrängt

haben.

2.1.3 Beschreibung der P�anze und Agronomie

Taxonomisch wird Zuckerrohr in die Familie der Poaceae, Gramineae (Süÿgräser), in

die Unterfamilie der Panicoide, eingeordnet. Zuckerrohrp�anzen erreichen eine Höhe

von bis zu 6 m, einen Stängeldurchmesser von bis zu 5 cm (Lexikon, 2004) und wer-

den vornehmlich vegetativ vermehrt. Angebaute P�anzen sind sog. Trispecies Hybride,

sterile Varietäten, welche durch Kreuzung ertragsstarker und krankheitsresistenter Va-

rietäten gewonnen wurden. Bekannte Krankheiten bei Zuckerrohr sind �Mottled Strip

Disease� hervorgerufen durch Herbaspirillum rubrisubalbicans, �Leaf Scald� (Xantho-

monas albilineans), �Smut� (Ustilago scitaminea), �Red Rot� (Colletrichum falcatum),

�Ratoon Stunting Disease� (Clavibacterium xyli), �Rust� (Puccinia melanocephala),

�Yellow-Leaf Syndrome� und �Sugarcane Mosaic Virus�. Manche der kommerziellen Hy-

bride sind gegen Krankheiten resistent, wie z. B. SP70 4311 gegen die �Mottled Strip

Disease� (Boddey et al., 2003).

Bei dieser Tropenp�anze mit einem Wachstumsoptimum von 25 − 27 ◦C und einem

hohen Wasserbedarf von 1200-1500 mm (www.umweltlexikon-online.de) handelt es

sich um eine C4-P�anze mit einer sehr e�zienten Nutzung der Sonnenenergie von

2 %. C4-P�anzen besitzen eine spezielle Adaption, um bei hohen Temperaturen e�-

zient Photosynthese zu betreiben. Durch diese evolutionäre Anpassung ist es für die

P�anze möglich, dass - trotz geschlossener Stomata als Verdunstungsschutz - mittels

Phosphoenolpyruvat(PEP)-Carboxylase geringste CO2-Konzentrationen für die Photo-

synthese genutzt werden können. So können in einem tropischen Anbaugebiet auf einem

Quadratmeter pro Erntezyklus 20 kg Biomasse gebildet werden.

Zuckerrohr wird heute insgesamt in etwa 110 Ländern weltweit kommerziell angebaut,

Brasilien, Indien und China sind die Hauptproduzenten. Der Zuckerrohrsaft kann au-

3



2 EINLEITUNG

ÿer zur Bioethanol- und Saccharose-Gewinnung (durch Fermentation bzw. Konzentra-

tion) zur Herstellung von Cachaça, einem hochprozentigen Destillat aus fermentiertem

Zuckerrohrsaft, verwendet werden. Die Melasse kann zur Herstellung von Rum genutzt

werden. Zuckerrohr zählt zu den �umweltfreundlichsten� Energiep�anzen, da zudem

die Bagasse als Nebenprodukt der Zuckersaft-Gewinnung entsteht, welche vielfältig

eingesetzt werden kann. Bagasse besteht zu 40-60 % aus Cellulose, zu 20-30 % aus

Hemicellulose und zu 20 % aus Lignin (www.wikipedia.de). Zum Einen wird dieses

�Abfallprodukt�, welches zu einem Teil von 34 % bei der Pressextraktion entsteht, zur

Energiegewinnung durch Verbrennung genutzt, zum Anderen lässt es sich durch seinen

geringen Lignin-Anteil als Futtermittel bzw. zur umweltfreundlichen Herstellung von

Papier und Pappe verwenden.

Trotz der Möglichkeit, Zuckerrohr über Samen zu vermehren, wird industriell vor-

nehmlich die vegetative Vermehrung über Stecklinge genutzt. Hierbei werden Stängel

durchtrennt, sodass mindestens ein Knoten pro Stück vorhanden ist. Die so gewonne-

nen Stecklinge werden in das jeweilige Feld gelegt und mit Boden bedeckt. Die nach

entsprechendem Wachstum bis zu 6 m hohe P�anze kann mehrmals geerntet (alle 3-6

Monate, insgesamt ca. 8 Mal pro Anbau) und bis zu 20 Jahre alt werden. Der Pro-

zess der Reife, die Speicherung von Disacchariden im Mark des Zuckerrohrstängels,

erfolgt in der P�anze von unten nach oben. Daher ist der Zuckergehalt an der Basis

der P�anze am höchsten. Zur Ernte, welche nur in wohlhabenderen Ländern und gut

befahrbaren Gebieten maschinell abläuft, wird der Stängel knapp über dem Erdboden

abgeschnitten. Aus den im Boden verbleibenden Knoten der Stecklinge entwickeln sich

neue Sprosse (sog. ratoons). Bei der manuellen Ernte werden kurz zuvor die trockenen

Blätter der P�anzen abgebrannt und damit z. B. giftige Schlangen getötet, welche den

Arbeitern gefährlich werden könnten. Der wasserreiche Teil der P�anze (Spross und

Wurzel) bleibt unbeschädigt.

Abbildung 1 zeigt einen Wurzelstock einer Versuchsp�anze. Darauf ist zu erkennen,

dass sich die Wurzeln voneinander di�erenzieren lassen. Lange Wurzeln dienen dem

Erreichen neuer Nährsto�- und Wasserquellen in gröÿerer Entfernung. Alte Wurzeln

(braune Wurzeln) sind scheinbar leblose Wurzelteile, die zum Transport der Nährstof-

fe und des Wassers dienen, an denen jedoch keine aktive Aufnahme und Abgabe von

Substraten erfolgt. Weiÿe Wurzeln sind im Speziellen für die e�ziente Wasseraufnahme

zuständig. Diese Beschreibungen der verschiedenen Wurzeltypen �nden sich in den Be-

schreibungen der Proben wieder. Abbildung 2 zeigt Blattscheiden einer Versuchsp�anze

aus dem Gewächshausversuch (Seropedica, RJ, Brasilien) im Jahr 2009.

4



2 EINLEITUNG

Abb. 1: Wurzelstock einer Zuckerrohrp�anze des Tankver-
suchs, Fotogra�e von Dr. Thomas Hurek (Bremen)

Abb. 2: Blätter der Blattscheide bei Zuckerrohr des Ge-
wächshausversuchs, Seropedica, 2009, ca. 4 Wochen alte
P�anze

2.2 Biologische Sticksto��xierung

2.2.1 Die Nitrogenase-Reaktion

Sticksto� (N) ist ein Hauptelement aller Organismen und nimmt 6,25 % deren durch-

schnittlicher Trockenmasse ein. Eukaryoten ist es nicht möglich, Luftsticksto� (N2)

zu �xieren. Diese Fähigkeit besitzen nur bestimmte Bakterien und Archaeen. Die Ab-

bildung 3 zeigt die Stellung der biologischen Sticksto��xierung im Sticksto�kreislauf;

neben den Redox-Reaktionen im Kreislauf zwischen Nitrat, Nitrit, Stickoxiden und Am-

moniak kommt der biologischen Sticksto��xierung (biological nitrogen �xation, BNF)

aus der Luft sehr groÿe Bedeutung zu. Im Prozess der N2-Fixierung wird primär mo-

lekularer Luftsticksto� zu Ammonium reduziert. Somit stehen verschiedene organische

sticksto�haltige Verbindungen für den Sto�wechsel von Eukaryoten zur Verfügung. Der
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Anteil des Sticksto�s der Luft liegt bei 78,09 vol%. Jährlich beträgt die terrestrische

BNF 90− 140x1012 g, die marine ca. 80x1012 g (Vitousek et al., 1997).

Abb. 3: Schematische Darstellung des Stick-
sto�kreislaufs, nach Bothe et al. (2007), mo-
di�ziert

Die Sticksto�-Fixierung bildet neben der Photosynthese als Energielieferant die Grund-

lage allen Lebens auf der Erde. Sie liefert die Basis-Komponente � �xierten Sticksto�

in Form von Ammoniak � für im Wesentlichen zwei essenzielle Molekülgruppen: Nu-

kleinsäuren und Proteine. Fixierter Sticksto� wird für die sticksto�haltigen Heterozy-

klen und Basen der Nukleotide benötigt, die die grundlegenden codierenden Einheiten

der DNA und RNA bilden. Unabdingbar ist er für die Bausteine der Proteine, die

Aminosäuren, die den Sto�wechsel und Zellaufbau in der lebenden Zelle verrichten.

Sticksto� ist zudem für Stützsubstanzen wie Chitin essentiell, welche aus Polymeren

von N-Acetylglucosaminen bestehen.

Die Fixierung molekularen Sticksto�s wird von dem Enzym Nitrogenase katalysiert, da-

bei wird N2 zu NH
+
4 reduziert. Derzeit sind vier Klassen an Nitrogenasen bekannt, drei

miteinander nah verwandte, die nach dem jeweiligen Metallatom in ihrem Kofaktor und

Reaktionszentrum benannt sind (Molybdän (Mo), Vanadium (Va) und Eisen (Fe)), und

eine nur in Streptomyces thermoautotrophicus vorkommende (ST)-Nitrogenase (Bo-

the et al., 2007; Gadkari et al., 1992). Dabei ist die Mo-Nitrogenase nach heuti-

gem Wissensstand die am häu�gsten vorkommende und e�zienteste Nitrogenase. Die

Nitrogenase-Reduktase (Fe-Protein) ist ein Homodimer mit einem 4Fe-4S-Cluster als
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Interpeptid-Brücke, die Nitrogenase (MoFe-Protein) ist ein α2β2-Heterotetramer. Jede

α-Untereinheit enthält einen MoFe-Kofaktor, jede αβ-Untereinheit ein P-Cluster an ih-

rer Berührungs�äche. Der MoFe-Kofaktor bildet die Substratbindungsstelle und den ei-

gentlichen Reduktionsort. Die V-Nitrogenase konnte bisher in aeroben Bakterien (A. vi-

nelandii, A. chroococum), phototrophen Bakterien (Anabeana variabilis) und Archaeen

(Methanosarcina barkeri) nachgewiesen werden, das Gen für die Fe-Nitrogenase konnte

aus A. vinelandii, Rhodobacter capsulatus und Rhodospirillum rubrum ampli�ziert, klo-

niert und sequenziert werden (Bothe et al., 2007). Diese Nitrogenasen weisen neben

der α- und β-Untereinheit zusätzlich eine δ-Untereinheit auf (α2β2δ2-Komposition).

Eine weit verbreitete Methode der Messung der Sticksto��xierung ist die Acetylen-

Reduktion (Stewart et al., 1967). Dabei wird die Nitrogenase-abhängige Reduktion

von Acetylen zu Ethylen gaschromatographisch bestimmt (siehe Abb. 4). So ist es

möglich, die biologische Sticksto��xierung beispielsweise von Bakterienstämmen oder

Boden- und Rhizosphärenproben zu analysieren.

Abb. 4: Schema der Sto�wechsel-
wege bei der 15N2-Fixierung und die
Umwandlung von Acetylen zu Ethy-
len, aus Bothe et al. (2007), modi-
�ziert

In den frühen 80er Jahren wurde erstmals ein Gen-Cluster, welches für die Biogenese

der Enzyme der Sticksto��xierung bei Klebsiella pneumoniae kodiert, analysiert (siehe

Abb. 5, (Riedel et al., 1979; Bothe et al., 2007)). Die Bezeichnung der Gene homo-

loger Funktion werden seitdem für andere Diazotrophe eingesetzt, wie z. B. nifH (für

das Fe-Protein) und nifD/nifK, die für die α- und β-Untereinheiten des MoFe-Protein

kodieren (Jacobson et al., 1989). Der hohe Energieaufwand bei der BNF, die Sensiti-

vität der Nitrogenase gegenüber Sauersto� und die Heterometall-Ionen-Verfügbarkeit
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benötigen eine gute Regulation. Hierbei wird zwischen zeitlichem und/oder räumlichem

Schutz vor Sauersto� und die Regulation über �xierten Sticksto� mit Hilfe der nifLA

Regulationsgene unterschieden.

Abb. 5: Schematische Darstellung der Anordnung der nif-Gene bei Klebsiella pneumoniae,
aus Bothe et al. (2007), modi�ziert

2.2.2 Landwirtschaftliche Bedeutung der Sticksto��xierung

Bereits vor 2000 Jahren entwickelten die Römer eine Technik zur Ertragssteigerung ih-

rer Felderwirtschaft durch die Integration einer N2-�xierenden Leguminose. Die Erfor-

schung der Sticksto�-Fixierung und ihre Applikation in der Landwirtschaft �nden seit

mehreren Jahrhunderten statt. Um 1800 meinte man zu erkennen, worauf der positive

Ein�uss der Leguminosen zurückzuführen ist. Da Teile des gebundenen Sticksto�s in

Form der Knöllchen im Boden verblieben und dort durch Mineralisierung der Überreste

zur Verfügung gestellt wurden, käme es zum ertragssteigernden Ein�uss der Legumi-

nosen. Hellriegel und Wilfarth publizierten 1886 die ersten eindeutigen Untersuchungs-

ergebnisse zur symbiontischen Sticksto��xierung durch Bakterien in Wurzelknöllchen

von Leguminosen in Pisum sativum (Erbse) (Hellriegel, 1886). Zwei Jahre später

beschrieb Beijerinck spirillenförmige, vermutlich sticksto��xierende Bakterien, welche

er aus ober�ächensterilisierten Wurzelknöllchen isoliert hat (Beijerinck, 1888). Be-

reits 1890 wurden Inokulationsexperimente mit diversen Bakterienisolaten von Legu-

minosen wie Vicia faba (Ackerbohne) und Pisum sativum (Erbse) durchgeführt, bei

denen die Bakterien erfolgreich zur Knöllchenbildung und Sticksto��xierung beitru-

gen (Beijerinck, 1890; Prazmowski, 1891). Winogradsky beschrieb 1893 Clostri-

dium pasteurianum, ein freilebendes sticksto��xierendes Bakterium (Winogradsky,

8



2 EINLEITUNG

1893). Nobbe und Hiltner zogen in einer klassischen Studie die Schlussfolgerung, dass:

�...die Sticksto�assimilation mit der Bakteriodbildung (Knöllchenbildung) in Beziehung

steht ...� (Nobbe und Hiltner, 1893). Diese Erkenntnisse führten im Laufe der fol-

genden Jahre zur Kommerzialisierung von Bakterieninokulationen für Leguminosen in

Form von Inokulationspräparaten (z. B. �Nitragin�). 1910 meldeten die beiden Che-

miker Fritz Haber und Carl Bosch ein Verfahren zur chemischen Ammoniaksynthese

an (Haber-Bosch-Verfahren). Damit konnten aus abiotischem Sticksto� im industriel-

len Maÿstab organische Verbindungen gewonnen werden. Bei diesem Verfahren wird

unter Verwendung des Katalysators Eisen-(II/III)-Oxid Fe3O4 Ammoniak gewonnen,

das im Weiteren zu anderen Verbindungen wie Harnsto� oder im Ostwald-Verfahren zu

Salpetersäure weiterverarbeitet werden kann. Da �xierter Sticksto� fast immer der li-

mitierende Faktor in der Landwirtschaft ist, hat der massive Anstieg der synthetischen

Sticksto�-Produktion in der 2. Hälfte des 20. Jahrhunderts und die Möglichkeit, ihn als

Dünger nutzen zu können, zu einem deutlichen Anstieg der Nahrungsmittelprodukti-

on geführt. Im Zusammenhang mit neuen Varietäten von Getreide (�Green Revolution

Crops�) kam es zu einer enormen Produktion an Nahrung, die die Menschheit vorher

nicht kannte und welche die Produktionsseite der Ernährungskrise gelöst hat.

Leider hat die immense Applikation von synthetischem Sticksto�-Dünger viele nega-

tive Begleiterscheinungen. Die traditionelle Felderwirtschaft mit Leguminosen wurde

zurückgedrängt. Das Resultat ist ein kontinuierlicher Verlust des Bodens an organi-

schem Material, der die Wasserspeicherkapazität, die Lockerheit und die Eigenschaft,

mikrobielle Gemeinschaften zu unterstützen, herabsetzt. Eine Überdüngung des Bodens

mit Sticksto� führt letztlich zu einem induzierten Mangel an anderen Nährsto�en. So

kann bestenfalls 50 % des eingebrachten Sticksto�s von P�anzen überhaupt genutzt

werden (Elmerich und Newton, 2007). Der Rest wird ausgewaschen und gelangt

über Bäche und Flüsse ins Meer. Die resultierende Eutrophierung kann sich negativ

auf die Ökologie anderer Ökosysteme und der Lebewesen auswirken. Die Oxidation

von Harnsto� und Ammoniak bewirkt eine Ansäuerung des Bodens. Die Emission von

Stickoxiden durch die Aktivität von Mikroorganismen, welche mehr als 50 % bei auf

die Bodenober�äche ausgebrachtem Dünger einnehmen kann, trägt zu saurem Regen,

damit zum Waldsterben und folglich zur Verringerung der Biodiversität bei. Dies gilt

auch für die bei jeder Verbrennung entstehenden Stickoxide aus Industrie- und Fahr-

zeugabgasen. Stickoxide sind als Treibhausgase mit einem Treibhauspotential (GWP,

Global Warming Potential) von 298 viel wirksamer als CO2.

Manche der genannten Probleme könnten durch einen verbesserten Einsatz des aufge-

brachten Düngers behoben werden. Ein Ansatz ist die balancierte Ausbringung mehre-

rer Nährsto�e in verschiedenen kleinen Applikationen unter der Ober�äche des Acker-

bodens. Ein anderer Ansatz beruht auf der Ausbringung von Hemmsto�en der Nitri�-

kation, welche die Umwandlung von Ammonium zu Nitrat stark verlangsamen und so
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das Auswaschungsrisiko senken. Der dritte Ansatz wäre eine ausgedehnte Anwendung

biologischer Sticksto�-Fixierung.

Zum Ablauf der biologischen Sticksto��xierung sind bestimmte Nährsto�e für die Bak-

terien essentiell. Zum Einen werden durch die stark energieaufwendige Reaktion ener-

giereiche Kohlensto�quellen benötigt, welche von den P�anzen zur Verfügung gestellt

werden müssen. Als Energiequelle für wurzelassoziierte diazotrophe Bakterien handelt

es sich letztlich um Sto�wechselprodukte der P�anze, die bei der Photosynthese ge-

wonnen werden. Zum anderen gibt es limitierende Nährsto�e wie Molybdän, Eisen und

Schwefel, welches in der biologischen Sticksto��xierung essentiell ist, da die Substrat-

bindungsstelle der Nitrogenase aus Molybdän und Eisen besteht. Aus diesem Grund

wurden Studien zur E�ektivität der Düngung mit Molybdän durchgeführt (Boddey

et al., 2003). Aus dieser Arbeit geht hervor, dass durch die Auswahl des Zuckerrohr-

Kultivars und anschlieÿende Bewässerung in Kombination mit Molybdän-Düngung ei-

ne hohe Steigerung der Biologischen Sticksto��xierung erwarten lässt. Vor allem durch

das saure Milieu des Ultisol-Bodens, in welchem Molybdän schlecht verfügbar ist, ist

eine Steigerung der BNF durch diese Applikation zu erwarten (Boddey et al., 2003).

Untersuchungen zeigten, dass aus einer kombinierten Düngung mit Phosphat und Mo-

lybdän und Gieÿen der P�anzen bis zu 150 kg N/ha durch BNF erzielt werden können

(Boddey et al., 2001).

Bekannt ist, dass groÿe und diverse Bakterien-Populationen mit Zuckerrohr assoziiert

sind. Das hauptsächlich �xierende Bakterium bzw. ein Konsortium bestimmter Bak-

terien, welche wirklich für die hohe Biologische Sticksto��xierung in Zuckerrohr ver-

antwortlich sind, ist bisher nicht bekannt (Boddey et al., 2003). Sticksto��xierende

Bakterien können durch die Applikation von synthetischem Dünger stark beein�usst

werden. So konnten folgende Beobachtungen von Pedraza (2008) zusammengefasst

werden: Um die Abundanz von G. diazotrophicus unter Ein�uss von Sticksto�düngung

zu untersuchen wurden diverse Experimente durchgeführt. Bei Applikation von mehr

als 200kgN/ha wurde eine Isolierungsfrequenz von 0−2% festgestellt, die bei Applikati-

on von weniger als 120kgN/ha auf 70% anstieg (Fuentes-Ramirez et al., 1993). Eine

Studie zur Applikation mit mehr als 300 kgN/ha wurde von Dos Reis Junior et al.

(2000) durchgeführt. Hier konnte gezeigt werden, dass die Abundanz mancher Bakte-

rien bei hohen Sticksto�-Applikationen nicht beein�usst wird. So wird Herbaspirillum

spp. in der Zuckerrohr-Varietät SP79 2312 nicht beein�usst, die Abundanz von G. dia-

zotrophicus verringerte sich jedoch durch die Sticksto�-Düngung. Eine Reduktion der

Anzahl an G. diazotrophicus konnte in der Varietät SP70 1143 nicht beobachtet werden.

Zudem konnte eine Reduktion der Zahl an G. diazotrophicus während der Reife- bzw.

Erntezeit festgestellt werden, welche mit Trockenzeiten korrelierten (Dos Reis Juni-

or et al., 2000; Muthukumarasamy et al., 2002a). Der erfolgreiche Einsatz von G.
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diazotrophicus und H. seropedicae zur Einsparung synthetischen Sticksto�düngers bei

in Indien kommerziell genutztem Zuckerrohr wurde von Muthukumarasamy et al.

(2006) beschrieben.

2.3 Diazotrophe Bakterien

Da der N2-Fixierungsprozess wegen der sehr stabilen Dreifachbindung des Disticksto�s

mit 946 Kilojoule pro Mol N2 besonders energieaufwendig ist, ist ein enger Kontakt mit

der Wirtsp�anze erforderlich, um ausreichende Substratversorgung der N2-�xierenden

Bakterien sicherzustellen. Die endophytische bzw. Wirts-assoziierte Lebensweise ist ei-

ne wichtige Voraussetzung hierfür. Zudem sind endophytische Mikroorganismen der

Konkurrenz durch die zahlreiche Rhizosphärengemeinschaft nicht mehr ausgesetzt.

Knöllchenbildung durch Rhizobium spp. in Leguminosen oder von Frankia sp. in der

Actinorhiza-Symbiose stellen endophytische Assoziationen dar, die durch spezi�sche

symbiotische Wechselwirkungen mit der Wirtsp�anze hohe E�ektivität erreicht haben.

Aber auch von P�anzen der Familie Gramineae konnten eine Vielzahl an endophytisch

lebenden bzw. P�anzen-assoziierten Bakterien isoliert und beschrieben werden.

Nach eingehenden Untersuchungen mittels 15N -Isotopenanalyse konnte bei der Zucker-

rohr-Varietät Krakatau und den kommerziell erwerbbaren Hybriden SP 70 1143 und CB

45 3 in einem dreijährigen Experiment sehr groÿe Einträge via BNF gemessen werden

(Boddey et al., 2003). Bei der normalerweise im kommerziellen Anbau von Zucker-

rohr eingesetzten Düngung mit synthetischem Sticksto� wurde in mehreren, voneinan-

der unabhängigen Versuchsansätzen ein negativer Ein�uss auf diazotrophe Bakterien

beobachtet (Fuentes-Ramirez et al., 1999; Boddey et al., 2003).

Nicht alle p�anzenwachstumsfördernde E�ekte können jedoch auf die biologische Stick-

sto��xierung zurückgeführt werden. Wachstumsfördernde E�ekte von Bakterien kön-

nen ebenfalls durch die Ausscheidung von P�anzenhormonen wie Indol-Essigsäure oder

Gibberellin verursacht werden. Zudem kann eine biologische Kontrolle beispielsweise

durch die Abwehr von P�anzen-Pathogenen zu symbiontischen Interaktionen von P�an-

zen und Bakterien führen. In dieser Arbeit wurde die diazotrophe P�anzen-assoziierte

Bakteriengemeinschaft von Zuckerrohr durch die Analyse der exprimierten nifH -Gene

untersucht. Die meisten der bisher bekannten, mit P�anzen der Familie Gramineae

vergesellschafteten Bakterien gehören den α- und β-Proteobacteria an. Im Folgenden

wird ein Einblick über die bisher bekannten Informationen dieser Bakterien gegeben.
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Endophytisch lebende Bakterien

Endophytische Mikroorganismen besiedeln das Innere von P�anzen, zum Teil intrazel-

lulär, ohne Krankheiten bei den jeweiligen Wirtsp�anzen auszulösen. In bestimmten

Fällen kann es unter besonderen Bedingungen zur Erkrankung der P�anze kommen

(Stone et al., 2000). Auch wenn diese De�nition die Interaktion von Pilzen mit P�an-

zen primär beschreibt, so ist sie ebenfalls auf die P�anzen-Bakterien-Interaktionen

übertragbar. Während negative Ein�üsse wie makroskopisch auftretende Krankheits-

symptome nicht nachweisbar sind, kann es zum positiven Ein�uss, wie z. B. gestei-

gertem Wachstum und höherem Ertrag der P�anze (plant growth promoting (rhizo-

bacteria), PGP(R)), kommen. PGP-Bakterien konnten aus der Rhizosphäre fast aller

P�anzen isoliert werden (Rosenblueth und Martinez-Romero, 2006; Hallmann

et al., 2006). Dabei können die endophytischen Bakterien grob in ubiquitär auftreten-

de und in wirtsspezi�sche Arten unterteilt werden. Wirtsspezi�sch besiedelnde Arten

beinhalten sowohl Organismen, die eine Vorliebe für eine gewisse P�anzenart haben,

als auch Organismen, die spezi�sch nur eine einzige Art besiedeln. Hierbei sind spezielle

Adaptionen der Wirts- und Besiedlungsorganismen zu beobachten, die sich nicht nur auf

spezielle Arten beziehen, sondern zum Einen auf deren Varietäten und die zum Anderen

spezi�sche P�anzenorgane bzw. Wachstumsstadien betre�en können. Da ein Teil der

Endophyten mit den bisher in der Mikrobiologie zur Verfügung stehenden Methoden

nicht kultiviert werden kann, werden drei Methoden bei der Erforschung von Endophy-

ten angewandt: 1. Ober�ächensterilisierung der Wirtsp�anze und anschlieÿende Isolie-

rung der Bakterien mit speziellen Medien; wenn sie nicht kultivierbar sind; 2. Nachweis

und anschlieÿende vergleichende Analyse der Sequenzen von Marker-Genen wie z. B.

16S-rRNA oder -DNA mittels PCR-Ampli�kation und 3. in situ-Detektion mit z. B.

immunologischen Methoden, phylogenetischen Oligonukleotid-Sonden im Rahmen der

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (Amann et al., 1995; Wagner et al., 2003), oder,

falls Endophyten kultiviert wurden Fluoreszenz-Markierung (GFP, (Elbeltagy et al.,

2001; Tombolini et al., 1999)) und anschlieÿender mikroskopischer Detektion z. B.

mit einem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop (Schmid et al., 2004). Sowohl eine er-

folgreiche Isolierung aus ober�ächensterilisiertem Material als auch ein PCR-Nachweis

aus diesem Material reichen für eine eindeutige Charakterisierung einer endophytischen

Kolonisierung nicht aus. Ein mikroskopischer in situ Nachweis ist daher unabdingbar.

Bei der Applikation mancher P�anzen-assoziierter Bakterien, Endophyten eingeschlos-

sen, konnte eine Reduktion der Häu�gkeit bzw. der Intensität phänotypischer Merkmale

von Krankheiten festgestellt werden. Dieses Phänomen bezeichnet man als Biologische

Kontrolle. Die involvierten Bakterien sind Antagonisten, die zu einer e�zienten Reduk-

tion der Population pathogener Bakterien bzw. Pilze und somit zur Reduzierung des

Potentials Krankheiten auszulösen, führen (Weller, 1988; Costacurta und Van-
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derleyden, 1995). Daneben ist die sogenannte induzierte systemische Resistenz (ISR)

der P�anze bekannt, bei der bakterielle Metabolite, die die Resistenz der P�anze be-

ein�ussen, eine groÿe Rolle spielen. Elicitoren solcher Reaktionen sind Komponenten

auf der Bakterienober�äche, wie z. B. Lipo- und Exopolysaccharide und Flagellin.

Auch bakterielle Signalmoleküle z. B. vom N-Acylhomoserinlacton Typ, die mit dem

Phänomen des Quorum Sensing im Zusammenhang stehen, können eine ISR-ähnliche

Reaktion auslösen (Schuhegger et al., 2006). Dies ist für dikotyledone P�anzen be-

schrieben, die Forschung bei Monokotyledonen steht noch am Anfang.

Sowohl Endophyten als auch Wurzel-assoziierte Bakterien sind in der Lage die Archi-

tektur des Wurzelsystems zu beein�ussen. Diese Form des PGPR-E�ekts kann durch

Produktion und Exkretion von P�anzenhormonen wie Indol-Essigsäure (IAA), anderer

Auxine oder Giberelline geschehen (Costacurta und Vanderleyden, 1995).

Bisher ist der Nachweis einer aktivenN2-Fixierung in situ (durch inokulierte Bakterien)

nur in wenigen Fällen eindeutig gelungen, obwohl eine groÿe Vielfalt N2-�xierender

Bakterien aus Zuckerrohr und anderen Gramineen isoliert und als Inokulate eingesetzt

worden sind.

2.3.1 Alpha-Proteobacteria

Rhizobium spp. und Bradyrhizobium spp.

Rhizobien sind in der Lage, spezi�sche symbiontische Interaktionen mit Leguminosen

einzugehen und in Knöllchen e�ektiv N2 zu �xieren. Darüber hinaus können Rhizo-

bien als Endophyten verschiedene Monokotyledonen besiedeln (Rosenblueth und

Martinez-Romero, 2006; Schloter et al., 1997; Yanni et al., 1997). Bei wechseln-

dem Anbau von Reis (ge�utete Felder) und Klee (trockene Felder) mit dem knöllchen-

bildenden Rhizobium leguminasorum bv. trifolii wurden p�anzenwachstumsfördernde

E�ekte beobachtet; das sticksto��xierende Bakterium R. leguminasorum bv. trifolii

geht mit den Reiswurzeln eine endophytische Beziehung ein (Dazzo und Yanni, 2006).

Spezies der Gattung Bradyrhizobium sind ebenfalls in der Lage, symbiontische Bezie-

hungen mit Leguminosen, wie z. B. Glycine spp. (Bradyrhizobium japonicum, Fuhr-

manna undVasilasa (1993)), Lupinus spp. (Bradyrhizobium lupinus, Barrera et al.

(1997)), Arachis hypogaea (Bradyrhizobium arachis, Gillette und Elkan (1996))

und Aeschynomene spp. (Molouba et al., 1999), einzugehen. Eine endophytische Be-

siedlung verschiedener Reis-P�anzen (Wild- bzw. kommerziell angebauter Reis) durch

Bradyrhizobium sp. konnte von Tan et al. (2001) beobachtet werden. Bradyrhizobium

betae konnte als Endophyt der Zuckerrübe identi�ziert werden (Rivas et al., 2004).
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Azospirillum spp.

Die erste Charakterisierung des spirillenförmigen Bakteriums Spirillum lipoferum ist

auf Beijerinck im Jahr 1923 zurückzuführen (Beijerinck, 1925), es sind jedoch kei-

ne Kulturen erhalten geblieben. Becking entdeckte Spirillum lipoferum im Jahr 1963

wieder und beschrieb dessen Fähigkeit in Reinkultur Sticksto� zu �xieren im Jahr

1982 (Becking, 1963, 1982). In den 70er Jahren konnte die Arbeitsgruppe um Johan-

na Döbereiner regelmäÿig Spirillen-artige Bakterien von Gräsern und Getreide, unter

Nutzung von Malat-haltigem semisolidem Sticksto�-freiem Medium (NFb) isolieren

(Döbereiner und Day, 1976). Die Gattung Azospirillum wurde 1978 mit den Spe-

zies A. lipoferum und A. brasilense beschrieben (Tarrand et al., 1978). In den fol-

genden Jahren wurden A. amazonense (Magalhaes et al., 1983), A. halopreferens

(Reinhold et al., 1987), A. irakense (Khammas et al., 1989), A. largimobile (Sly

und Stackebrandt, 1999), A. doebereinereae (Eckert et al., 2001) und A. thiophi-

lum (Lavrinenko et al., 2010) beschrieben. Die Taxonomie, Physiologie und Ökologie

der Gattung Azospirillum wurden ausführlich beschrieben (Steenhoudt und Van-

derleyden, 2000; Hartmann und Baldani, 2006). Die Spezies A. brasilense und

A. lipoferum haben sich als e�ziente Kolonisierer der Wurzelober�äche von diversen

P�anzen gezeigt. Assmus et al. (1995) konnten die Kolonisierung von Weizenwurzeln

durch A. brasilense Sp7 mit Hilfe von phylogenetischen Sonden und der FISH-Methode

zeigen. Mit Hilfe von hochspezi�schen Detektionsmethoden wie Stamm-spezi�schen

monoklonalen Antikörpern und Immunogoldfärbung war es möglich, die Besiedlung

von A. brasilense Sp245 im Interzellularraum und in den Rinden-Zellen von Weizen zu

lokalisieren (Schloter und Hartmann, 1998; Rothballer et al., 2003). A. brasi-

lense Sp7 konnte jedoch nur auf der Wurzelober�äche gefunden werden (Schloter

und Hartmann, 1998). Die Besiedlung interner Gewebe kann von Bakterienstamm,

P�anzenspezies und anderen, nicht näher bekannten Faktoren abhängen (Bashan und

Levanony, 1990). Azospirillum brasilense ist jedoch nicht in der Lage, die inokulierte

P�anze systemisch zu besiedeln. Weltweit wurde bei Inokulationen mit Azospirillum

im Feld ein signi�kanter Anstieg der Ernte von 5-30 % nachgewiesen (Dobbelae-

re et al., 2001; Okon und Labandera-Gonzalez, 1994). Da die Böden wenig oder

nicht mit Sticksto� gedüngt waren, geht man davon aus, dass der PGPR-E�ekt teilwei-

se auf Sticksto��xierung zurückzuführen ist. Zudem ist bei den inokulierten P�anzen

die Wurzelarchitektur durch von Azospirillum gebildete Phytohormone (Okon, 1994;

Dobbelaere und Okon, 2007), wie Auxine und Gibberelline, verändert. Dieses Phä-

nomen der P�anzenwachstumsförderung ist auch bei anderen PGPR bekannt. PGPR

vergröÿern die Wurzelober�äche und damit die Fläche zur Besiedlung. Damit setzen sie

die P�anze in die Lage, mehr limitierte Nährsto�e und Wasser aufzunehmen. Auch eine

N2-Fixierung wird vermutet. Jedoch konnte bisher nur eine sehr geringe N2-Fixierung
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von Azospirillum an Wurzeln festgestellt werden (Rothballer et al., 2008).

Gluconacetobacter spp.

Die Isolierung eines neuen diazotrophen endophytisch lebenden Bakteriums gelang 1988

am EMBRAPA Agrobiologia (Seropedica, Rio de Janeiro, Brasilien) aus Stengel- und

Wurzelproben von Zuckerrohr (Cavalcante und Doebereiner, 1988). Im darauf-

folgenden Jahr wurde es von Gillis et al. (1989) als Acetobacter diazotrophicus be-

schrieben und später zu Gluconacetobacter diazotrophicus umbenannt (Yamada et al.,

1997). Die Übertragung des Bakteriums �ndet hauptsächlich über die für die P�an-

zung eingesetzten Stecklinge statt (Reis et al., 1994), da G. diazotrophicus nicht im

Boden überleben kann (Baldani et al., 1997). G. diazotrophicus gilt als echt en-

dophytisch lebend, da es im P�anzeninneren in Wurzeln, Stamm und Blättern von

Zuckerrohr gefunden werden konnte. Lokalisiert wurde das Bakterium in den Xylem-

Gefäÿen (James et al., 1994, 2001; Sevilla et al., 2001) und im apoplastischen Raum

(Dong et al., 1994). Interessanterweise konnte G. diazotrophicus aus der rosa Zucker-

rohrschmierlaus Saccharicoccus sacchari isoliert werden (Ashbolt und Inkerman,

1990), welche eine typische Krankheit des Zuckerrohrs verursacht. Die Spezies Gluco-

nacetobacter diazotrophicus konnte ebenfalls in anderen tropischen P�anzen wie Kaf-

fee, Ananas, Süÿkarto�el, Tee, Mango, Banane und diversen Gräsern gefunden werden

(Tapia-Hernandez et al., 2000; Paula et al., 1991; Jimenez-Salgado et al., 1997;

Loganathan et al., 1999;Muthukumarasamy et al., 2002b). Mit G. johannae und

G. azotocaptans wurden zwei weitere sticksto��xierende Arten aus Ka�ee und Ana-

nas isoliert und beschrieben, diese konnten jedoch nicht in Zuckerrohr gefunden werden

(Fuentes-Ramirez et al., 2001). Desweiteren wurden Acetobacter peroxydans (Mut-

hukumarasamy et al., 2005), Swaminathania salitolerans (Loganathan und Nair,

2004) und Acetobacter nitrogeni�gens (Dutta und Gachhui, 2006) als diazotrophe

Vertreter beschrieben.

Auch bei einer hohen Konzentration von Nitrat �xiert G. diazotrophicus Sticksto�, da

eine assimilatorische Nitrat-Reduktion fehlt. G. diazotrophicus scheidet das saccharoly-

tische Enzym Levansucrase aus, welches Glukose zum Wachstum des Bakteriums und

Fruktose für die Bildung des Exopolysaccharids Levan verfügbar macht. Vermutlich

dient Levan zum Einen als klebrige Matrix, um die Kolonien des Bakteriums mit der

Kolonisierungs�äche des Zuckerrohrs zu verbinden (Reis et al., 2007), zum Anderen

könnte durch Levan der Schutz der sticksto��xierenden Bakterien vor Sauersto� ge-

währleistet werden. Abgesehen vom PGP-E�ekt via BNF konnten Fuentes-Ramirez

et al. (1993) die Bildung von Auxin in vitro nachweisen. Die Produktion eines Bak-

teriozins gegen Xanthomonas albilineans, dem Verursacher der Zuckerrohrkrankheit

leaf scald (Pinon et al., 2002) und ein antagonistischer E�ekt gegen Collelotrichum
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falcatum, der Verursacher der Krankheit �Red Rot� (Muthukumarasamy et al.,

2002b) konnte gezeigt werden. Detaillierte Studien von Sevilla et al. (2001) mit ei-

ner Nif -negativen Mutante von G. diazotrophicus PAL5 zeigten bei nicht limitierenden

Sticksto�bedingungen einen nicht auf BNF beruhenden PGP-E�ekt. Im Vergleich dazu

konnte bei limitierenden Sticksto�bedingungen mit dem BNF Wildtyp-Stamm PAL5

via 15N Gas Inkooperation von 15N in der Biomasse der P�anze gezeigt werden; dies

belegt einen Transfer bakteriell �xierten Sticksto� zur Wirtsp�anze. Weitere Inokula-

tionsexperimente mit PAL5 mit Reis und Mais zeigten ähnliche Resultate. In beiden

P�anzen konnte eine Wachstumssteigerung erzielt werden, wobei die Besiedlung von

Mais nur an der Wurzelober�äche stattfand (Reis et al., 2007; Riggs et al., 2001).

Während hohe Sticksto�konzentrationen die BNF nicht störten, konnte jedoch eine

verringerte Besiedlung von G. diazotrophicus beobachtet werden (Fuentes-Ramirez

et al., 1999).

In Studien der Gruppe um Prof. Dr. A. Hemerly (Universidade Federal do Rio de

Janeiro) wird die Assoziation und Regulation von Zuckerrohr und dessen Endophy-

ten untersucht. Kürzlich wurde das Proteom von G. diazotrophicus, cokultiviert mit

Zuckerrohrp�änzchen, untersucht (dos Santos et al., 2010). Dabei wurden neben

anderen ein Transkriptom-Elongationsfaktor (GreA), ein Chaperonin (GroEL) und

Aussenmembran-Lipoprotein (Omp16) gefunden, welche schon im Zusammenhang mit

anderen P�anzen-Bakterien-Interaktionen beschrieben wurden. Dies lässt auf ein gene-

relles Protein-Expressions-Muster bei Symbiosen schlieÿen (dos Santos et al., 2010).

dos Santos et al. (2010) und Vinagre et al. (2006) vermuten, dass die P�anzen

auf biotische Faktoren, d. h. bei endophytischen Bakterien ebenfalls, mit einer Abwehr

reagieren, bis eine e�ziente Assoziation zustande kommt. In einer Studie von Blanco

et al. (2005) konnten Glykoproteine aus Zuckerrohrstengeln aus dem Feldanbau isoliert

werden. Einige dieser Proteine konnten an die Zellwand von G. diazotrophicus binden.

Die Fähigkeit von Glykoproteinen, an spezi�sche Rezeptoren der bakteriellen Zellwand

zu binden, lässt vermuten, dass es sich bei diesen Proteinen um Erkennungssensoren

handelt, die die Kompatibilität von Endophyten überprüfen (Pedraza, 2008).

2.3.2 Beta-Proteobacteria

Herbaspirillum spp.

Die erste Art der Gattung Herbaspirillum, H. seropedicae, wurde 1986 beschrieben

(Baldani et al., 1986a). Phylogenie, Physiologie und Ökologie der Gattung sind in

Schmid et al. (2006) zusammengefasst. Es konnte eine e�ektive endophytische Be-

siedlung von Zuckerrohr in Wurzel, Stamm und Blättern gezeigt werden (Baldani

et al., 1996). Ferner wurde die Besiedlung der Wurzeln von 13 weiteren Gramineae,
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aber auch des Sprosses von Mais und Reis beobachtet (James und Olivares, 1997;

Olivares et al., 1996). H. seropedicae kann die Sticksto��xierung in einem weiten pH-

Spektrum durchführen (5,3-8,0) (Baldani et al., 1986a). Die Inokulation von Herba-

spirillum spp. führte, durch verstärkte Exsudation organischer Säuren aus den Wurzeln

von Aluminium-toleranten Varietäten von Reis zu einem gesteigerten Wachstum und

höherem Sticksto�gehalt (Gyaneshwar et al., 2002). Ein Beleg für die endophyti-

sche, diazotrophe Assoziation von Herbaspirillum mit Reis konnte durch Verwendung

einer nifH:GFP Reporterfusion gefunden werden (Elbeltagy et al., 2001). Herba-

spirillum rubrisubalbicans war im Zusammenhang mit der �Mottled Strip Disease� als

mild-pathogener Vertreter im Jahr 1972 beschrieben (Hale und Wilke, 1972) und

im Jahr 1996 von Pseudomonas zu Herbaspirillum reklassi�ziert worden (Baldani

et al., 1996). Da bekannt ist, dass H. rubrisubalbicans ebenfalls Sticksto� �xiert und

bei Koinokulation mit H. seropedicae keine phänotypischen Krankheitsmerkmale in re-

sistenten Zuckerrohr-Varietäten hervoruft, ist es möglich, diese Art als PGP-Bakterium

einzusetzen (Olivares et al., 1997). Ein Groÿteil der kommerziellen Varietäten von

Zuckerrohr ist resistent gegen die pathogene Wirkung von H. rubrisubalbicans (Bod-

dey et al., 2003). H. frisingense, ein weiterer sticksto��xierender Vertreter, konnte

von ober�ächensterilisierten Wurzeln und Sprossen der C4-Energie-P�anzen Pennise-

tum purpureum in Brasilien und Miscanthus sinensis in Deutschland isoliert werden

(Kirchhof et al., 2001). H. hiltneri konnte von ober�ächensterilisierten Wurzeln von

Weizen (Rothballer et al., 2006) und H. putei aus Brunnenwasser isoliert werden

(Ding und Yokota, 2004), jedoch konnte bei beiden keine Sticksto��xierung un-

ter Laborbedingungen gemessen werden. Die beiden Vertreter zeigen jedoch eine nahe

Verwandtschaft zu H. lusitanum, welches von Knöllchen von Phaseolus vulgaris iso-

liert worden war und Sticksto� �xiert (Valverde et al., 2003). Durch die Entwicklung

eines FISH-basierten Detektionssystems unter Verwendung spezi�scher phylogeneti-

scher Oligonukleotid-Sonden auf Art-Ebene der Gattung Herbaspirillum (Rothbal-

ler et al., 2006), ist die Unterscheidung verschiedener Arten in kurzer Zeit möglich. So

konnten mehrere Bakterienisolate aus anderen P�anzen wie Ananas, Banane und Reis

als Herbaspirillum spp. identi�ziert werden (Magalhaes Cruz et al., 2001; Weber

et al., 1999). Mit immunologischen Methoden, GFP-Markierung und FISH-Analyse

konnte eine e�ziente endophytische Kolonisierung der Wurzeln von Miscanthus und

Weizen durch H. frisingense gezeigt werden (Rothballer et al., 2008).

Burkholderia spp.

Die Gattung Burkholderia wurde im Jahr 1995 von Gillis et al. aus der Gattung Pseu-

domonas genommen und reklassi�ziert. Es stellte sich heraus, dass viele der diazotro-

phen Bakterien-Isolate von ober�ächensterilisierten Bananen und Ananasp�anzen aus

Brasilien (Magalhaes Cruz et al., 2001; Weber et al., 1999) und Mais und Ka�ee
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verschiedener klimatischer Bedingungen in Mexiko (Estrada-De Los Santos et al.,

2001) dieser Gattung angehören. Die Identi�zierung des aus Zuckerrohr aus Brasilien,

Südafrika sowie von Mais und Teosinte aus Mexiko isolierten diazotrophen Burkholde-

ria tropica erfolgte im Jahr 2004 (Reis et al., 2004). B. unamae konnte als Endophyt

von Teosinte beschrieben werden (Caballero-Mellado et al., 2004). Candidatus B.

brasilense enthält das �Bakterium E�, welches aus Zuckerrohr, Süÿkarto�el und Ma-

niok isoliert wurde (Baldani V.L., persönl. Komm.). Knöllchenbildende diazotrophe

Burkholderia spp. konnten aus den Leguminosen Aspalathus carnoas und Machaerium

lunatum isoliert werden (Moulin et al., 2001). Diese als B. tuberum und B. phyma-

tum bezeichneten Arten weisen auÿer dem nif -Gencluster das für die Knöllchenbildung

verantwortliche nodA-Gen auf und werden als Beta-Rhizobia bezeichnet (Vandamme

et al., 2002). In axenischen Systemen mit Mimosarum spp. konnte B. phymatum hoch-

e�ziente sticksto��xierende Knöllchen bilden (Elliott et al., 2007). B. mimosarum

konnte aus den Knöllchen von Mimosa spp. isoliert werden (Chen et al., 2006). Un-

ter der Vielzahl neu beschriebener Burkholderia spp. �ndet sich ein Vertreter, der als

Endophyt in Sporen des arbuskulären Mykorhiza-Pilz Gigaspora margarita vorkommt

(Jargeat et al., 2004) und nachweislich das nifH -Gen besitzt. Bakterien der Gattung

Burkholderia haben also durchaus ein bedeutendes und diversi�ziertes Potential zur

N2-Fixierung in bestimmten P�anzen.

2.4 Molekulare Analyse der Mikro�ora

Die Kultivierung von Mikroben in künstlichen Medien unter Laborbedingungen und

die Mikroskopie zur Identi�zierung und Quanti�zierung gehören zu den klassischen

Methoden der Mikrobiologie. Seit Carl Woeses Arbeiten zur phylogenetischen Analy-

se (1987) gehören die molekularbiologischen Ansätze zur mikrobiellen Ökologie. Diese

Techniken liefern Informationen zur Identi�kation nicht kultivierter Mikroorganismen,

zur biologischen Varietät, zur Zusammensetzung von bakteriellen Gemeinschaften und

zu spezi�schen Interaktionen von Mikroben untereinander und mit P�anzen und Tie-

ren. Viele dieser Methoden nutzen die Nukleinsäuren RNA und DNA, je nach Frage-

und Zielstellung der Experimente. Durch den Vorteil ihrer vergleichsweise hohen Sta-

bilität wird in den meisten Studien DNA als Zielobjekt eingesetzt; diese zeigt jedoch

lediglich die Präsenz der Mikroorganismen in einem Habitat, da sie ebenfalls in nicht

aktiven Bakterien vorhanden ist. Sie kann jedoch für die Untersuchung funktionel-

ler Gene und damit möglicher biochemischer Prozesse verwendet werden (Kande-

ler et al., 2006; Adair und Schwartz, 2008; Coelho et al., 2009). Der Nachweis

der bei Weitem instabileren RNA steht jedoch für spezi�sche Funktionen exprimierter

Gene (mRNA) und für Zellwachstum und Aktivität (rRNA) zur Verfügung. Da die
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mRNA eine sehr kurze Halbwertszeit von wenigen Minuten bis zu Stunden aufweist

(Hambraeus et al., 2003), ist mit einer Analyse der mRNA nur ein Schnappschuss

der vorhandenen Expression funktioneller Gene möglich. Die rRNA hingegen ist für

die Charakterisierung der Zusammensetzung einer bakteriellen Gemeinschaft gut ge-

eignet. Die Kombination der Erkenntnisse von Genom, Transkriptom und Proteom

bietet ein groÿes Potential für das Verständnis komplexer mikrobieller Systeme und er-

möglicht synökologische Untersuchungen in komplexen mikrobiellen Ökosystemen und

Mikroben-P�anzen-Interaktionen. Als kombinierende Methodik zur kultivierungsun-

abhängigen Untersuchung mikrobieller Gemeinschaften bietet sich der sog. Full Cycle

RNA Approach (Abb. 6) an. Hierbei werden Nukleinsäuren von Umweltproben mit-

tels Nukleinsäure-Extraktion, cDNA-Synthese, Ampli�kation und Sequenzierung der

16S-rRNA und deren Gene bzw. anderer funktioneller Gene zur Erstellung von Klon-

datenbanken bearbeitet. Auf Basis der Klondatenbank kann die bakterielle Gemein-

schaft phylogenetisch charakterisiert werden und spezi�sche Detektionssysteme ent-

wickelt werden. Diese Detektionssysteme können sowohl PCR-basierend (spezi�sche

Primer) als auch zur visuellen (mikroskopischen) Lokalisierung in der Umweltprobe

(spezi�sche Sonden) geeignet sein und damit zielgerichtet bei der Umweltprobe einge-

setzt werden. Zudem können Nukleinsäure-basierende Fingerprint-Analysen, wie z. B.

Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE) und terminale Restriktions-

Fragment-Längen-Polymorphismus-Analyse (tRFLP), zum Vergleich bakterieller Ge-

meinschaften verschiedener Umweltproben eingesetzt werden.

Abb. 6: Schematische Darstellung des Full Cycle RNA Ap-

proach
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2.5 Aufgabe- und Zielstellung dieser Arbeit

Im Laufe der letzten Jahrzehnte konnten zahlreiche diazotrophe, mit Zuckerrohr asso-

ziierte Bakterien isoliert und beschrieben werden (siehe 2.3). Unklar ist jedoch, welche

bisher nicht kultivierten Bakterienarten für den groÿen Anteil der biologischen Stick-

sto��xierung in Zuckerrohr entscheidend sind, bzw. ob es sich um Konsortien von Bak-

terien aus unterschiedlichen phylogenetischen Gruppen handelt. Bisher ist ein Groÿteil

der Bakterien in ihrem jeweiligen Ökosystem mit den derzeit verfügbaren Methoden

der Mikrobiologie nicht kultivierbar. In Zusammenarbeit mit dem Landwirtschaftlichen

Forschungsinstitut EMBRAPA Agrobiologia in Seropedica (Rio de Janeiro, Brasilien)

und der AG Allgemeine Mikrobiologie der Universität Bremen (Deutschland) sollte in

einem DFG-geförderten Projekt die gesamte Diversität der mikrobiellen Gemeinschaft

assoziiert mit Zuckerrohr untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die aktive P�anzen-assoziierte Bakteriengemeinschaft

von Zuckerrohr mit molekularbiologischen Methoden untersucht werden. Hierzu war

geplant, mit dem bereits erwähnten Full Cycle RNA Approach Klondatenbanken zu

erstellen und eingehend zu analysieren. Mit den gewonnenen Informationen sollten

spezi�sche Nachweissysteme durch Entwicklung neuer Primer und Sonden auf Basis

der 16S-rRNA und deren Gene erstellt werden, um in diesem Ökosystem wichtige

Bakteriengruppen mittels PCR und FISH schnell nachweisen zu können. Ein besonderer

Fokus sollte auf die vergleichende Fingerprint-Analyse mittels DGGE gelegt werden,

um in den verschiedenen experimentellen Ansätzen abundante Bakterien zu �nden.

Methodisch sollte die Erstellung von 16S-rRNA Klondatenbanken auf Basis der DNA

und der RNA, d. h. vorhandene und aktive Bakterien, miteinander verglichen werden.

Die verschiedenen experimentellen Ansätze gaben eine Reihe von Untersuchungsansät-

zen vor. Zum Einen sollte die abundanten Bakteriengemeinschaften der Zuckerrohr-

Varietäten SP 70 1143, RB 72 454 und RB 82 5336 in einem nicht Sticksto�-gedüngten

Tank-Experiment miteinander verglichen werden. Zum Anderen sollten die aktiven

Bakteriengemeinschaften in Inokulations-Experimenten im Gewächshaus und auf dem

Feld untersucht werden. Im Gewächshaus- und Feld-Experiment lag der Fokus auf der

Detektion von fünf inokulierten diazotrophen Bakterienarten, um festzustellen, ob diese

Bakterien nach der Inokulation die P�anze endophytisch besiedeln, P�anzen-assoziiert

vorkommen oder nicht detektierbar sind. Eine hohe Sticksto��xierung via BNF erfolgt

vermutlich in der vegetativen Wachstumsphase der P�anze, daher wurde ein Fokus die-

ser Arbeit auf P�anzen in dieser Phase gelegt. In einem mehrjährigen Feld-Experiment,

in welchem P�anzen in zwei verschiedenen Varianten mit einem Gemisch diazotropher

Proteobakterien, isoliert aus Zuckerrohr, inokuliert worden sind, galt es, die Bakterien

einige Zeit nach der Inokulation nachzuweisen bzw. bisher unbekannte Zuckerrohr-
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assoziierte Bakterien molekularbiologisch zu identi�zieren. Zudem sollten die beiden

nicht-inokulierten Kontrollvarianten mit und ohne zusätzliche Sticksto�düngung eben-

falls auf diazotrophe und abundante Bakteriengruppen untersucht werden. Da nicht

bekannt ist, wo die biologische Sticksto��xierung in der Zuckerrohrp�anze abläuft,

sollten verschiedene Wurzeltypen und die Blattscheide hinsichtlich ihrer aktiven stick-

sto��xierenden Bakteriengemeinschaften verglichen werden.

Für alle hier erwähnten experimentellen Ansätze galt es, bereits bekannte P�anzen-

assoziierte Bakterien mikroskopisch mittels Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung und Im-

muno�uoreszenz im P�anzengewebe zu lokalisieren, um deren Kolonisierungsverhal-

ten P�anzen-assoziiert und endophytisch zu untersuchen. Zudem sollten mit Hilfe der

gewonnenen phylogenetischen Datenbanken Oligonukleotid-Sonden entwickelt werden,

um bisher unbekannte diazotrophe P�anzen-assoziierte Bakterien lokalisieren zu kön-

nen.

21



3 MATERIAL UND METHODEN

3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial

3.1.1 Untersuchte Proben

Die während dieses Projekts bearbeiteten P�anzenproben stammen vom Landwirt-

schaftlichen Forschungsinstitut EMBRAPA Agrobiologia in Seropedica (Rio de Ja-

neiro, Brasilien). Im September 2006 wurden verschiedene Varietäten von Saccharum

o�cinarum (SP70 1143, RB72454, RB82 5336 und RB86 7515) in Langzeitversuchen

gep�anzt. Zum Anbau wurden Stecklinge (Sprossstücke aus dem unteren Bereich, die

zwei oder mehr Knoten aufweisen) in Vertiefungen in Boden (Ultisol, Typ Hapludult,

USDA-Bodenklassi�kation (Urquiaga et al., 1992; Oliveira et al., 2003)) gelegt und

mit Boden bedeckt. Die P�anzen wurden nicht bzw. mit 120 kg/ha Harnsto� zur Zeit

der Anp�anzung gedüngt. Alle 6 Monate erfolgte eine Ernte der Zuckerrohrp�anzen,

bei der die Biomasse dicht über dem Boden abgeschlagen und entfernt wurde. Von

den Varietäten SP70, RB72 und RB82 ist bekannt, dass der Anteil an BNF 58− 60%

beträgt (Reis, VM, persönliche Kommunikation).

Tank-Experiment

Die Varietäten SP70, RB72 und RB82 wurden in einem betonierten Tank (20 x 6 x 0,8

m; siehe Abb.7) kultiviert, der einen Austausch von Sticksto� mit dem umliegenden

Boden verhindern soll. Dabei wurden die Varietäten in räumlich getrennten Parzellen

angebaut.

Abb. 7: Bep�anzung des Versuchs-
Tanks im März 2007.
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Feld-Experiment

Die Zuckerrohr-Varietäten RB72 und RB86 wurden in sandigem Boden (Ultisol) auf

dem Versuchsgut des EMBRAPA-Instituts in groÿen Parzellen angebaut (siehe Abb.

8). Die verschiedenen Behandlungen sollten einen Vergleich zwischen mit Bakterienge-

misch (siehe Tab. 2) inokulierten, nicht inokulierten und gedüngten (120 kg/ha Urea)

sowie nicht gedüngten P�anzen ermöglichen. Die Inokulation (OD 0,8) erfolgte nach

James et al. (1994) und Oliveira et al. (2002) �üssig (gesprüht) oder mittels Ein-

tauchen in ein Gel mit dem Bakteriengemisch.

Abb. 8: Zuckerrohr-Versuchsfeld im
Jahr 2009

Tab. 2: Verwendete Bakterienstämme für die Inokulation der Zuckerrohrstecklinge, †Nummer
in der Bakterien-Stammsammlung vom EMBRAPA-Agrobiologia, Seropedica

Bakterium Stamm Bezeichnung †
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL-5 BR 11281

Herbaspirillum seropedicae HR 54 BR 11335
Herbaspirillum rubrisubalbicans HCC 103 BR 11504

Azospirillum amazonense CBAMc BR 11145
Burkholderia tropica PPe 8 BR 11366

Gewächshaus-Experiment

Anfang des Jahres 2009 wurden die Varietäten RB72 und RB86 mit dem Bakterien-

gemisch inokuliert (s. o.), in einem Sand-Teosint-Gemisch gep�anzt (6 P�anzen pro

Gefäÿ, siehe Abb. 9); zur Kontrolle wurden nicht inokulierte P�anzen angesetzt. Nach

ca. 4 Wochen Wachstum im Gewächshaus wurden die P�anzen geerntet.
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3 MATERIAL UND METHODEN

Abb. 9: P�anzung des Gewächshausver-
suchs im März 2009. Die Varietäten RB72
und RB86 wurden 4 Wochen in einem Ge-
wächshaus des Instituts Agrobiologia in-
kubiert.

Probenahme

Die Probenahme von Wurzeln, Blattscheide und Spross der jeweiligen Versuche wurde

jeweils im März der Jahre 2007-09 durchgeführt. Angaben zu den während des Projekts

bearbeiteten Proben be�nden sich in Tab. 3. Direkt nach dem Ausgraben der Wurzel

wurden diese vorsichtig in Wasser gewaschen, um anhaftenden Boden bzw. Sand zu

entfernen. Die verschiedenen Wurzelarten wurden separiert, die Proben in Teile mit

einer Länge von max. 5 cm geschnitten, in Alufolie gewickelt und sofort in �üssigem

Sticksto� gefroren und gelagert. Danach wurden sie entweder anschlieÿend weiterver-

arbeitet (siehe Kap. 3.2) oder bis zur Verarbeitung bei −80 ◦C gelagert. Im Jahr 2007

wurde zusätzlich ein rötlich gefärbter Teil eines Stecklings der Varietät SP70 beprobt

(Probe �Red Node�).

Von allen Proben wurden PFA- und Ethanol-Fixative hergestellt (siehe Kap. 3.14).
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3 MATERIAL UND METHODEN

Tab. 3: Informationen zu den Proben

Varietät Jahr Inokulation Düngung Art Herkunft

SP 70-1143 2007 Wurzel Tank
SP 70-1143 2007 Steckling Tank
RB 72-454 2007 Wurzel Tank
RB 82-5336 2007 Wurzel Tank

RB 86-7515 2008 Wurzel Feld
RB 86-7515 2008 X Wurzel Feld
RB 86-7515 2008 X Wurzel Feld

RB 86-7515 2009 X Wurzel Gewächshaus
RB 86-7515 2009 X Spross Gewächshaus
RB 86-7515 2009 Wurzel Gewächshaus
RB 86-7515 2009 Spross Gewächshaus
RB 86-7515 2009 Wurzel Feld
RB 86-7515 2009 Spross Feld
RB 86-7515 2009 �üssig Wurzel Feld
RB 86-7515 2009 �üssig Spross Feld
RB 86-7515 2009 gel Wurzel Feld
RB 86-7515 2009 gel Spross Feld
RB 86-7515 2009 X Wurzel Feld
RB 86-7515 2009 X Spross Feld

3.1.2 Inokulationsexperiment

Für Vorversuche der Detektion der Kolonisierung mit diazotrophen Endophyten mittels

Fluoreszenz in situ Hybridisierung (siehe 3.14) wurden Zuckerrohrstecklinge (inokuliert

bzw. nicht behandelt) aus dem Botanischen Garten München in Einheitserde Typ ED

73 Topferde (Einheitserde- und Humuswerke Gebr. Patzer GmbH & Co. KG, Sinntal-

Jossa, Deutschland) in Töpfe mit 20 cm Durchmesser gesetzt, bewässert und 4 Monate

bei RT inkubiert (siehe Abb. 10). Die Inokulation erfolgte durch Benetzen der frischen

Schnitt�äche des Stecklings mit einer Bakteriensuspension (ÜN-Kulturen in NB No.4

(Fluka, Buchs, Deutschland), OD 0,8 in 1xPBS (137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM

Kaliumchlorid und 12 mM Gesamt-Phosphat, pH 7,4)) von Herbaspirillum seropedicae

Z67 oder Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5. Zur Probenahme wurden ca. 5 cm

lange Wurzelstücke in H2Odest. gewaschen und in PFA �xiert (siehe 3.14).
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3 MATERIAL UND METHODEN

Abb. 10: Topfexperiment-Neuherberg; Inokulation mit Sac-
charum o�cinarum, A: Herbaspirillum seropedicae Z67, B:
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5, C + D: Kontroll-
p�anzen ohne Inokulation

3.2 Extraktion von Nukleinsäuren

Für die Untersuchung mittels molekularbiologischer Methoden muss die in den P�an-

zenproben vorhandene DNA und RNA extrahiert und von Proteinen (z. B. Nukleasen)

und inhibierenden Sto�en wie Polyphenolen und Salzen befreit werden. Die Extraktion

der in den Proben (Tab. 3) vorhandenen DNA erfolgte mit dem FastDNA R© SPIN Kit

for Soil (Bio101, La Jolla, CA, USA) nach Herstellerprotokoll. Alternativ erfolgte die

Extraktion der Nukleinsäuren modi�ziert nach Griffiths et al. (2000). Die im Fol-

genden beschriebenen Lösungen A, D und die Elutionslösung wurden zur Inhibierung

von Ribonukleasen DEPC-behandelt, d.h. ÜN mit DEPC (Diethyldicarbonat) inku-

biert und autoklaviert. Die bei −80 ◦C tiefgefrorenen Proben wurden in mit �üssigem

Sticksto� gekühlten Mörsern bzw. in einer Kugelmühle (Retsch, Haan, Deutschland)

gemahlen. 500 mg des gefrorenen Pulvers wurden in ein �Lyse Matrix E Tube� (BIO

101, La Jolla, CA, USA) gegeben und mit 250 µl Lösung A1 (10 g CTAB, Cetyl-

Trimethyl-Ammonium-Bromid), 4,09 g NaCl, ad 100 ml H2Odest.), mit 250 µl Lösung

A2 (240 mM Kalium Phosphat Pu�er pH 8,0) und 500 µl Lösung B (Phenol : Chlo-

roform : Isoamylalkohol (25:24:1) pH 8,Roti R©-P/C/I, Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland) versetzt. Die Probe wurde für 30 sec bei der Geschwindigkeit

5,5 m/sec in einer �Fast Prep FP 120� (Bio 101) homogenisiert, anschlieÿend für 5 min

bei 13.200 rpm und 4 ◦C mit einer Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

zentrifugiert. Die obere, wässrige Phase wurde vorsichtig in ein steriles, nukleasefreies

Reaktionsgefäÿ überführt, mit demselben Volumen der Lösung C (Chloroform : Iso-

amylalkohol 24:1, Roti R©-C/I, Roth) versetzt und erneut für 5 min bei 13.200 rpm und

4 ◦C zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde erneut in ein steriles, nukleasefreies Re-
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aktionsgefäÿ überführt, mit dem doppelten Volumen an Lösung D (PEG (Polyethylen

Glycol 8000 g/mol) 30 g, NaCl 9,36 g, ad 100 ml H2Odest., DEPC-behandelt) ver-

setzt und für 10 min bei 13.200 rpm und 4 ◦C zentrifugiert. Der Überstand wurde

verworfen und das entstandene Pellet mit 1 ml Lösung E (70 % Ethanol mit H2Odest.,

-20 ◦C) versetzt und 2 h auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben

für 10 min bei 13.200 rpm und 4 ◦C zentrifugiert, der Überstand verworfen und das

Pellet mittels einer Vakuumzentrifuge �Speed Vac Concentrator� (Bachofer, Reutlin-

gen, Deutschland) vorsichtig getrocknet. Nach der Trocknung wurde das Pellet in 30µl

H2Odest. (DEPC-behandelt) gelöst und bei -80 ◦C gelagert oder sofort weiterbehandelt.

Nach der Extraktion wurde eine Separierung der RNA von der DNA mithilfe des All-

Prep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Anleitung des Herstel-

lers durchgeführt. Die DNA wurde bei -20 ◦C gelagert, die RNA mit RNasin
TM

(Ri-

bonuclease Inhibitor, Promega, Madison, WI, USA) laut Herstellerprotokoll versetzt,

einem DNA-Verdau mit RQ1 RNase-Free DNase (Promega) laut Herstellerprotokoll

unterzogen und bei -80 ◦C gelagert, bzw. sofort eine cDNA-Synthese durchgeführt.

3.3 Qualitative und quantitative Analyse des
DNA/RNA-Gehaltes

Zur Nukleinsäure-Bestimmung wurde ein Spektralphotometer NanoDrop R© ND-1000

verwendet. Die Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 260 nm ermittelt. Mög-

liche Verunreinigungen des DNA-Extraktes mit Proteinen oder RNA konnten durch

Bestimmung der Extinktionsquotienten E260/E280 (Verunreinigung durch Proteine)

und E260/E230 (Verunreinigung durch Kohlenhydrate, Peptide, Phenole und aroma-

tische Verbindungen) ermittelt werden. Für eine ausreichende Reinheit der isolierten

Nukleinsäuren sollten diese einen Wert zwischen 1,8 und 2,2 erreichen (Marmur, 1961;

Sambrook und Fritsch, 1989). Zur qualitativen Bestimmung wurde die extrahierte

RNA bzw. DNA auÿerdem der Agarose-Gel-Elektrophorese unterzogen (siehe 3.7).

3.4 Reverse Transkription und Erzeugung von cDNA

Die Transkription der RNA in cDNA mittels einer Zwei-Schritte-Reaktion (d.h. die

Transkription und die darau�olgende PCR erfolgen zeitlich versetzt) erfolgte mit ei-

nem Omniscript RT Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerprotokoll. Dabei

wurden sogenannte Random-Primer (Promega) nach Herstellerprotokoll bzw. die spe-

zi�schen Primer 341f und 907r bzw. ZehrF und ZehrR (Tab. 4) eingesetzt.
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3.5 Ampli�kation spezi�scher DNA-Fragmente durch die
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR, (Mullis

et al., 1986; Saiki et al., 1988)) wurden Fragmente der 16S-rRNA Gene und der nifH

Gene aus den extrahierten Umweltproben, von klonierten Genfragmenten und von

Bakterien-Isolaten ampli�ziert. Alle Ampli�kationen wurden in einem Thermocycler

�PEQStar 96 Universal� (Peqlab Biotechnologie GMBH, Erlangen, Deutschland) oder

einem �Primus 96� (Euro�ns MWG Operon, Ebersberg, Deutschland) durchgeführt,

die eingesetzten Primer (Tab. 4) wurden von Thermo Electron GmbH (Ulm, Deutsch-

land) und von Euro�ns MWG Biotech synthetisiert. Zur Ampli�kation wurde das Kit

�TopTaq DNA Polymerase� (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Dieses Kit er-

möglicht eine Primersequenz-unabhängige, voroptimierte PCR bei 60 ◦C Annealing-

Temperatur, die bei Bedarf variiert werden kann. Durch den �TopTaq-Stabilisator� ist

es möglich, alle Reagenzien des Kits bei 4 ◦C zu lagern. Durch die Verwendung von

�Coral Load�, welches 2 Farbsto�e beinhaltet (rot und orange) und zusätzlich als La-

depu�er fungiert, ist es möglich das PCR-Produkt direkt in die Geltaschen zu füllen

ohne einen zusätzlichen Ladepu�er zum Beschweren der DNA zu verwenden (vgl. Kap.

3.7 und 3.8). Die im Kit mitgelieferte �Q-Solution� wurde bei Vorhandensein von PCR-

inhibierenden Substanzen, wie z. B. Huminsäuren und Proteine, eingesetzt. Die PCR

wurde nach Herstellerprotokoll durchgeführt, in Tab. 5 ist ein Reaktionsansatz für die

PCR beschrieben.
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3 MATERIAL UND METHODEN

Jede PCR begann mit 5 min Denaturierung bei 94 ◦C. Darauf folgten die Zyklen mit

Denaturierung bei 94 ◦C für 1 min, Annealing bei der Primer-spezi�schen Temperatur

(Tab. 4) für 30-60 sec. Es folgte die Elongationsphase bei 72 ◦C, je nach Fragment-

länge für 30-60 sec. Als letzter Schritt wurde eine �nale Elongation bei 72 ◦C für 10

min durchgeführt. Je nach Art und Konzentration der eingesetzten DNA wurde die

Zyklenzahl zwischen 29 und 35 variiert.

Tab. 5: Reaktionsansatz für die PCR, F: Vorwärts(primer), R: Rückwärts(primer)

Reagenz Volumen in µl

PCR-Pu�er (10x) 5
CoralLoad (10x) 5

Q-Solution 0-5
dNTPs (8 mM) 2-5

Primer F 0,2-2
Primer R 0,2-2
TopTaq 0,25
DNA 20-150 ng

H2O (NFW) ad 50

Varianten der PCR

3.5.1 Gradienten-PCR

Zur Optimierung einer PCR wurde eine Gradienten-PCR in einem �Primus 96 plus�

Cycler (Peqlab Biotechnologie GMBH, Erlangen, Deutschland) durchgeführt. NachRy-

chlik et al. (1990) ist die experimentelle Überprüfung und Optimierung der theore-

tisch bestimmten Annealing-Temperatur unabdingbar, da Temperaturen unter oder

über dem Optimum zu unspezi�schen Produkten führen und unter dem Optimum die

Produktausbeute verringern können. Bei dem verwendeten Gerät konnten gleichzeitig

12 verschiedene Annealing-Temperaturen getestet werden, bei denen im selben PCR-

Ansatz DNA der Zuckerrohrproben bzw. für die Ampli�kation der nifH -Gene DNA

von Bakterienreinkulturen mit nifH -Genen (Tab. 2) und ohne nifH -Gene (z. B. E. coli

TOP 10) eingesetzt wurden. Die erhaltenen PCR-Produkte gaben dabei Aufschluss

über Erfolg und Spezi�tät der jeweils eingesetzten Primerpaare und Annealingtempe-

raturen. Nach Ermittlung des spezi�schen PCR-Programms für die 16S-rRNA und die

nifH -Gene wurde dessen Spezi�tät durch Klonierung und Sequenzierung überprüft.

Die Gradienten-PCR wurde eingesetzt, um aus unterschiedlichen Proben spezi�sche

Produkte zu erhalten.
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3.5.2 Touch-Down-PCR

Da trotz Optimierung durch Gradienten-PCR bei manchen Experimenten keine spe-

zi�sche Bande ampli�ziert werden konnte, wurde eine sog. Touch-Down-PCR durch-

geführt. Diese PCR-Variante gliedert sich in zwei Abschnitte, A und B. Im PCR-

Abschnitt A ist die gewählte Annealing-Temperatur höher als im Abschnitt B und

wird pro Zyklus um 0, 5 ◦C gesenkt, bis die Annealing-Temperatur von A der von B

entsprach. Dadurch werden in den Anfangszyklen der PCR (A) eine unspezi�sche Anla-

gerung der Primer an die Ziel-DNA verhindert, so dass bei der eigentlichen Annealing-

Temperatur (B) nur spezi�sche Gensequenzen ampli�ziert werden (Don et al., 1991).

Hierbei wurden die Annealing-Temperaturen im 9 Zyklen langen Abschnitt A anfangs

um 5 ◦C höher gewählt als im Abschnitt B (20 Zyklen).

3.5.3 Nested-PCR

Falls, wie bei den nifH -Genen, keine Ampli�kation nach 3.5.1 und 3.5.2 direkt erzielt

werden konnte, wurde eine sogenannte Nested-PCR (geschachtelte PCR) eingesetzt

(Abb. 11). Das Prinzip der Nested-PCR beruht auf der Ampli�kation eines DNA-

Fragments, welches dann als Target für die zweite PCR fungiert. In dieser Arbeit

wurde die Nested-PCR mit den Primern von Poly et al. (2001) und Roesch et al.

(2006) (Tab. 4) verwendet, welche in der Arbeit von Roesch et al. (2006) beschrieben

wurde. Bei beiden PCRs wurde mit 33 Zyklen gearbeitet.

Abb. 11: Prinzip der Nested-PCR

3.5.4 PCR für die Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese

Für die Ampli�kation von DNA zur anschlieÿenden Denaturierenden Gradienten-Gel-

Elektrophorese (siehe 3.12) wurden zwei spezielle Primer (Primer 341F und Primer

Zehr-nifHF, siehe Tab. 4) mit GC-Klemme entwickelt. Durch 5'-terminale Verlän-

gerung des spezi�schen Vorwärts-Primers mit Oligo-GC-Sequenzen wird die spätere

Trennung der DNA-Fragmente in der DGGE aufgrund ihrer unterschiedlichen Basen-

zusammensetzung ermöglicht.
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3.5.5 Kolonie-PCR

Für die Analyse der korrekten Insertionen bei Klonierungsexperimenten zur Über-

prüfung der Insert-Länge und für die Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus

(RFLP)-Analyse (siehe 3.8) wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt. Zur Ampli�kati-

on wurden die Vektor-�ankierenden Primer M13F und M13R (siehe 4) verwendet. Als

Target wurde Zellmaterial von einer Agarplatte (siehe 3.9) mit sterilen Pipettenspitzen

direkt in einen vorbereiteten Mastermix gegeben.

3.6 Aufreinigung von PCR-Produkten

Zur Weiterverwendung von PCR-Produkten zur Sequenzierung, Reampli�kation, Klo-

nierung oder für den Einsatz in die RealTime-PCR muss die DNA von störenden Sto�en

wie Primern, Salzen, Polymerasen, Glycerin und Farbsto�en getrennt werden. Bei der

Aufreinigung wird die DNA reversibel an eine Silikamatrix gebunden. Ungebundene

Komponenten wie nicht umgesetzte Primer, Nukleotide, Enzyme, Salze und Farbsto�e

werden in einem ethanolhaltigen Pu�er gelöst und durch Zentrifugation von der Matrix

bzw. vom PCR-Produkt abgetrennt. Anschlieÿend wird die DNA mittels Zentrifugati-

on mit PCR-H2O von der Matrix gelöst. Die Aufreinigung von PCR-Produkten wurde

mit dem NucleoSpin R© Extract II Kit (Macherey & Nagel, Düren, Deutschland) mittels

Tischzentrifuge laut Protokoll durchgeführt. Die aufgereinigte DNA wurde in 15−50µl

PCR-H2O aufgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung bei −20 ◦C gelagert.

3.7 Horizontale Agarose-Gel-Elektrophorese

Der Erfolg der DNA-Extraktion, PCR und Aufreinigung von PCR-Produkten wurde

mittels Agarose-Gel-Elektrophorese überprüft. Durch diese Methode lassen sich DNA-

Fragmente zwischen 0 und 25 kb anhand ihrer Gröÿe voneinander trennen und mit

einer Färbung sichtbar machen. Anhand der Intensität der Banden kann mithilfe eines

Markers eine Aussage über den DNA-Gehalt in der Probe getro�en werden. Extrahierte

DNA (2− 4 µl) mit 2 µl Ladepu�er (0, 25% (w/v) Bromphenolblau in Glycerinlösung,

30 %, oder 6xLoading Dye, Fermentas) bzw. 5 µl des PCR-Produktes wurde in die

Taschen eines 1, 2% igen Agarose-Gels pipettiert. Pro Taschenreihe wurde ein Marker,

100 bp oder 1 kb Ladder (Generuler
TM

, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland)

für die Fragmentlängenkontrolle und die Quanti�zierung eingesetzt. Die Auftrennung

erfolgte in einer Elektrophorese-Kammer in 1xTAE Pu�er (siehe Tab. 6) für 25 min

bei 130 V.
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Tab. 6: Zusammensetzung des TAE-Pu�ers

Reagenz Menge

Trisbase 242,00 g
Essigsäure 57,10 ml

EDTA (0,5 M) 100,00 ml
H2Odest. ad 1000 ml

ph 7,4

Die Gele wurden mit Ethidiumbromid (1µg/ml) ca. 20 min gefärbt. Ethidiumbromid in-

terkaliert zwischen den Basen mit bis zu 3 Molekülen pro 10 Basen. Dadurch verändert

sich das Anregungsspektrum des Farbsto�es und durch Anregung mit ultraviolettem

Licht wird die Fluoreszenzintensität stark erhöht. Die Gele wurden mit einer �Image

System Felix 6000� (mit DH-40/50, Biostep, Jahnsdorf, Deutschland)-Apparatur be-

trachtet, das Ergebnis wurde mit der Software �Argus X1� fotogra�sch dokumentiert

und das Foto mit der Software �Totallab 100� bearbeitet.

Mit der Agarose-Gel-Elektrophorese ist es zudem möglich, die gewünschten Produkte

von zusätzlichen PCR-Produkten zu trennen. Dafür wurde das Gel dicker gegossen

und mit einem gröÿerem Volumen an PCR-Produkt beladen, um die Ausbeute zu

erhöhen. Nach der Elektrophorese wurde das Fragment der richtigen Länge mit �X-

Tracta� (Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland) ausgestochen und einer Aufreinigung

unterzogen (siehe 3.6).

3.8 Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus
(RFLP)-Analyse

Durch die Anwendung von Restriktionsendonukleasen lassen sich DNA-Ampli�kate

analoger Gene von unterschiedlichen Organismen schnell untersuchen. Durch Schnei-

den an spezi�schen Restriktionsschnittstellen wird die DNA in Fragmente geteilt, die

nach der Auftrennung mit der horizontalen Agarose-Gel-Elektrophorese als charak-

teristische Bandenmuster zu erkennen sind. Zur Vorbereitung wurde eine PCR der

Klon-Kolonien mit den M13 Promotorsequenzen als Target, die die multiple cloning si-

te �ankieren, durchgeführt (siehe 3.5 und 3.9). Je 10 µl des PCR-Produkts wurden mit

den Restriktionsendonukleasen Msp I und Rsa I (Fermentas) nach Herstellerprotokoll

versetzt und ÜN bei 37 ◦C inkubiert. Anschlieÿend wurde eine horizontale Agarose-

Gel-Elektrophorese (siehe 3.7) mit einem 3 % igen Agarose-Gel bei 70 V durchgeführt.
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3.9 Klonierung von Gen-Fragmenten

Um die Diversität an unterschiedlichen vorhandenen 16S-rRNA bzw. nifH -Genen der

Proben zu vereinzeln, wurde die molekulare Klonierung verwendet. Hierfür wurden

die ampli�zierten (siehe 3.5) und aufgereinigten (siehe 3.6) DNA-Fragmente mit dem

TOPO TA Cloning R© Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) nach Herstellerprotokoll in

den linear vorliegenden Vektor pCR R©2.1-TOPO ligiert und der rekombinante Vektor

in Escherichia coli TOP10 Zellen transformiert. Die Inkubation ÜN bei 37 ◦C erfolgte

unter Selektionsdruck (Kanamycin, 50µg/ml). Zur Überprüfung der korrekten Insertion

wurde anschlieÿend eine Kolonie-PCR (siehe 3.5.5) durchgeführt, im Folgenden wurden

ausgewählte Plasmide isoliert (siehe 3.10).

3.10 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA der rekombinanten E.coli -Zellen wurde mit dem NucleoSpin R© Plas-

mid Kit mittels Tischzentrifuge bzw. mit dem NucleoSpin R© Plasmid Kit 96 (Macherey

& Nagel) dem Herstellerprotokoll entsprechend extrahiert. Bei Extraktion mittels 96-

Well-Platte wurden 4 ml ÜN-Kultur anstatt der empfohlenen 2 ml verwendet, um die

Ausbeute zu erhöhen.

3.11 Sequenzierung von Gen-Fragmenten

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten nach der Aufreinigung (siehe 3.5 und 3.6)

erfolgte mit dem BigDye Terminator (BDT) v3.1 Sequenzierkit (Applied Biosystems

Applera Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland) nach Herstellerprotokoll mit ei-

nem DNA-Kapillarsequenzierautomaten ABI 3730 (Applied Biosystems) nach Sanger

et al. (1977).

3.12 Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE)

Durch Einsatz weiterer molekularbiologischer Methoden wie DGGE und Sequenzierung

können anhand der gewonnenen vervielfältigten DNA-Fragmente Bakterien identi�-

ziert und phylogenetisch eingeordnet werden (Woese, 1987). Durch die Methode der

Denaturierenden Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE) lassen sich DNA-Fragmente

derselben Länge aufgrund ihrer verschiedenen Basenzusammensetzung und dem da-

mit verbundenen spezi�schen Schmelzverhalten des Fragments trennen. Diese Technik

wird erfolgreich zur Identi�kation von Sequenzunterschieden PCR-ampli�zierter 16S-

rRNA Genfragmente bei einer Vielzahl von Genen verschiedener Organismen ange-
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wandt (Muyzer et al., 1993; Demba Diallo et al., 2004). Die Trennung erfolgt in

einem 6 % Polyacrylamidgel (Acrylamid-N,N-Methylbisacrylamid, 37:1, Roth, Karls-

ruhe, Deutschland), in das ein Gradient denaturierender Reagenzien (Formamid und

Urea) gegossen wird. Das unterschiedliche Schmelzverhalten kommt durch die Anzahl

der Wassersto�brückenbindungen zwischen den Basen (Adenin und Thymin: 2, Cytosin

und Guanin: 3) zustande, eine GC-reiche Sequenz schmilzt später auf als eine AT-reiche.

Um ein vollständiges Aufschmelzen der DNA in Einzelstränge zu verhindern wird ein

Primer eingesetzt, der eine GC-Klemme besitzt (3.5.4, Tab. 4). Mit dem so erhalte-

nen Bandenmuster kann die qualitative genetische Diversität der natürlichen bakteri-

ellen Gemeinschaft ermittelt und durch Vergleiche der speziellen �Fingerabdrücke� der

Standorte verglichen werden (Kane et al., 1993; Muyzer et al., 1993; Teske et al.,

1996).

Die DGGE wurde modi�ziert nachMuyzer und Smalla (1998) mit einem Formamid-

Harnsto�-Gradienten von 40 bis 70% (100% Harnsto� = 0,625 mol, 100% Formamid =

40% (vol/vol)) durchgeführt. Pro 10 ml Lösung wurden 7µl TEMED (N,N,N',N'-Tetra-

Methylendiamin, Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 35µl APS (Ammonium-Persulfat,

10 %) zugegeben. Das Gel wurde mit Hilfe eines Gradientenmischers und einer peris-

taltischen Pumpe gegossen. Nach dem Aufbau des Gradienten wurde ein Kamm mit

32 Taschen eingesetzt. Das Gradientengel wurde mit 10 ml einer Lösung ohne denatu-

rierende Substanzen (2 ml 1xTAE mit 8 ml 0 % Lösung, Tab. 7) überschichtet. Nach

der Polymerisation wurde das Gel mit PCR-Produkten beladen. Die Menge der aufge-

tragenen PCR-Produkte variierte zwischen 5−25µl bei Umweltproben und 2−5µl bei

Isolaten, um vergleichbare Bandenmuster zu erhalten. Für die Vergleichbarkeit einzel-

ner Gele wurde ein laborinterner Standard aufgetragen (5µl), der aus den inokulierten

Stämmen (Tab. 2) stammt.

Tab. 7: Reagenzien für ein Formamid-Urea-Gradienten-Gel

Reagenzien 0-prozentige Lösung 80-prozentige Lösung

Bis-Acrylamid (40 %) 22,5 ml 22,5 ml
TAE-Pu�er (50x) 3 ml 3 ml

Formamid - 48 ml
Urea - 50,4 g

Au�üllen mit H2Odest. ad 150 ml 150 ml
Volumen [ml] für 40 %-ige Lösung 12 ml 12 ml
Volumen [ml] für 70 %-ige Lösung 3 ml 24 ml

Die Elektrophorese wurde für mindestens 20 Stunden bei 100 V und 60 ◦C (Laufpu�er

1xTAE, pH 8.3) in einer �Ingeny phorU-2�-Elektrophoresekammer (Ingeny, Leiden, Nie-

derlande) durchgeführt. Zur Auswertung wurde das Gel 30 min in SYBR Gold-Lösung

(25 µl SYBR Gold, in 250 ml 1xTAE, Molecular Probes, PoortGebouw, Leiden, Nie-
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derlande) gefärbt, 10 min mit H2Odest. entfärbt und mit �Image System Felix 6000�

ausgewertet. Die Analyse des digitalen Bildes erfolgte mit der Software �Gelcompare

2.0� (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien). Das Ausschneiden von Banden

erfolgte mit einem sterilen Skalpell. Die Banden wurden in 30 µl PCR-H2O zur Resus-

pension der DNA aus den Gelstückchen aufgenommen und zur Elution über Nacht bei

4 ◦C aufbewahrt. Anschlieÿend wurden sie bis zur weiteren Bearbeitung (Reampli�ka-

tion, siehe 3.5) bei −20 ◦C eingefroren.

3.13 Phylogenetische Analyse der Sequenzdaten

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der Software FinchTV 1.4 (Geospiza, Seattle,

WA, USA, http://www.geospiza.com) korrekturgelesen und die Vektor- bzw. Primer-

sequenzen abgeschnitten. Zum Erstellen der kompletten 16S-rDNA wurden die Teil-

sequenzen mit der Sequenzanalyse-Software SeqMan (Lasergene R© v7.1, DNASTAR,

Inc., Madison, WI, USA) zu Gesamtsequenzen zusammengefügt. Alle erhaltenen Se-

quenzdaten wurden mit der online angebotenen Suchmaschine �BLAST� (National Cen-

ter for Biotechnology Information, NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov, (Altschul

et al., 1997) mit den in der Datenbank GeneBank vorhandenen Sequenzen verglichen.

Zum Zusammenfassen mehrerer Sequenzen wurden diese in der Software BioEdit v7.0.5

(www.mbio.ncsu.edu) importiert und auf degenerierte Basen geprüft. Chimären wurden

mit den online verfügbaren Programmen Bellerophon (http://foo.maths.uq.edu.au/ ∼
huber/bellerophon.pl, Huber et al. (2004)), Pintail und Mallard (www.bioinformatics-

toolkit.org, Ashelford et al. (2005)) und Chimera Check von RDP (www.rdp.cme.ms

u.edu, Cole et al. (2003)) detektiert, überprüft und, falls erforderlich, aus der weite-

ren Analyse ausgeschlossen. Die phylogenetische Analyse der erhaltenen Sequenzdaten

der 16S-rRNA und -DNA erfolgte zunächst mit dem Online-Tool �Classi�er� von RDP

((Wang et al., 2007), http://rdp.cme.msu.edu), welches Sequenzen zw. 400 und 1500

bp bis zur Ebene der Gattung klassi�ziert. Die Sequenzen wurden mit dem online

verfügbaren Aligner von www.arb-silva.de (Pruesse et al., 2007) aligned und in das

Softwarepaket ARB (Ludwig et al., 2004) mit der aktuellsten verfügbaren Datenbank

der 16S-Gene (SILVA SSU 100, high quality, Bacteria-Sequenzen >1200 bp) importiert

und das Alignment manuell korrigiert. Die Dendrogramme zur Rekonstruktion phylo-

genetischer Verwandtschaften wurden nach der Maximum-Parsimony- (Fitch, 1966),

Neighbor-Joining- (Saitou und Nei, 1987) und Maximum-Likelihood- (Felsenstein,

1981) Methode erstellt. Alle Baumberechnungsverfahren waren im Programmpaket

ARB implementiert. Die Matrix der paarweisen Distanzwerte diente als Grundlage

zur Dendrogramm-Rekonstruktion nach der Neighbor-Joining-Methode (Saitou und

Nei, 1987). Mittels Maximum-Parsimony- und Maximum-Likelihood-Analysen wurde
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die Topologie der Dendrogramme überprüft und gegebenenfalls korrigiert.

3.14 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung ermöglicht es, Mikroorganismen kultivierungs-

unabhängig direkt in ihrem natürlichen Habitat zu lokalisieren und zu quanti�zieren

(Amann et al., 1995; Wagner et al., 2003; Giovannoni et al., 1988). Als Zielmo-

lekül dient die ribosomale RNA (16S und 23S), welche sich wegen ihrer funktionellen

Konstanz, der hohen Kopienzahl und der Struktur mit unterschiedlich variablen und

konservierten Bereichen ideal eignet und daher auch als phylogenetisches Markermole-

kül bezeichnet wird. Bei der Analyse von rRNA-Sequenzen wurden sogenannte Signa-

tursequenzen entdeckt, kurze Oligonukleotide, die für eine Gruppe von Organismen

einmalig sind (Woese, 1987). Diese, gegen die ribosomale RNA gerichteten, �uores-

zenzmarkierten Oligonukleotid-Sonden werden eingesetzt und je nach Spezi�tät der

Sonde wird eine Unterscheidung der Bakterien bis auf Artniveau ermöglicht.

Eine entsprechende Behandlung der Zellen (Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd (PFA)

oder 50 % Ethanol) sorgt für den Formerhalt der Zellen und damit für eine längere

Haltbarkeit bei der Aufbewahrung. Hybridisiert wird mit Oligonukleotidsonden, die

mit einem �uoreszierenden Farbsto� gekoppelt sind (siehe Tab.8). Zudem inhibieren

verschiedene Fixative Enzyme wie RNasen und verbessern die Bindung von spezi�-

schen Sonden bzw. Farbsto�en. In dieser Arbeit wurden P�anzenteile nach dem Rei-

nigen mit H2O schnellstmöglich in 4 % PFA �xiert, ÜN bei 4 ◦C inkubiert, zweimal

mit 1xPBS gewaschen und in 1:1 EtOH:PBS bei −20 ◦C gelagert. Zusätzlich dazu

wurden P�anzenteile in 1:1 EtOH:PBS ÜN bei 4 ◦C inkubiert und bei −20 ◦C gela-

gert. Da die Zugänglichkeit von endophytisch siedelnden Bakterien für 16S-rRNA ge-

richtete Oligonukleotid-Sonden jedoch begrenzt ist, erfolgte ebenfalls die Anfertigung

von Wurzel- und Blattscheidenschnitten. Hierzu wurde ein Stück der in EtOH:PBS

gelagerten �xierten Wurzel zwischen zwei kleine Styroporblöcke eingeklemmt und zu-

sammengedrückt. Mit einer halbierten Rasierklinge wurden mehrere, zwischen 30 und

100µm dicke Quer- oder Längsschnitte von allen Teilen der �xierten Wurzel, der Spros-

sepidermis und der Blattscheide angefertigt. Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

(FISH) konnte an ungeschnittenen jungen Wurzelstücken durchgeführt werden. Die

FISH-Analyse wurde modi�ziert nach Assmus et al. (1995) durchgeführt. Nach der

Dehydratisierung (Entwässerung des Gewebes, stufenweisse mit 50 %, 80% und 96%

Ethanol) wurden die P�anzenschnitte in 2 ml Reaktionsgefäÿe mit 100 µl Hybridisie-

rungspu�er nach Rothballer (2003) gegeben, in den je 10 µl der entsprechenden

Sonde gemischt wurde. Verwendete Oligonukleotidsonden, ihre Spezi�tät und die für

die Stringenz optimale Formamidkonzentration sind in Tabelle 8 aufgeführt. Erst nach
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der Hybridisierung und einem stringenten Waschschritt der Fixative wurden die Pro-

ben auf Objektträger (Roth) gegeben, mit einem Tropfen Citi�uor-AF1 (Citi�uor Ltd.,

London, Groÿbritannien) benetzt und mit einem Deckglas versehen.
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Für die Präparation von Wurzelschnitten wurden diese jeweils in einen TropfenH2Odest.

auf einen Objektträger (ROTH, Karlsruhe, Deutschland) bzw. in ein 2 ml Reaktions-

gefäÿ von Eppendorf gelegt. Nach der Hybridisierung (s. o.) mit den entsprechenden

�uoreszenzmarkierten Oligonukleotid-Sonden konnten die auf der Wurzel siedelnden

Zellen mit Hilfe eines Konfokalen Laser Scanning Mikroskops (CLSM) detektiert wer-

den.

3.14.1 CARD-FISH

Die Catalyzed Reporter-Deposition-FISH (CARD-FISH) ist eine Variante der FISH,

bei der die Oligonukleotid-Sonden an ihrem 5'- Ende über eine Thioharnsto�bindung

mit der Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert sind, welche nach der Hybridisierung

an die rRNA und Zugabe von �uorogen-markiertem Substrat (Tyramidderivate) �uo-

reszierende Farbsto�e akkumulieren und daher ein deutlich stärkeres Signal aufweisen

als bei herkömmlicher FISH. Das Substrat wird umgesetzt, radikalisiert und es bindet

vornehmlich an aromatische Aminosäuren in der Zelle. Durch die stetige Umsetzung

durch das Enzym Peroxidase wird eine interne Ampli�kation der Fluoreszenzinten-

sität erzielt. Das Prinzip der CARD ist seit 1989 bekannt (Bobrow et al., 1989),

die CARD-FISH wird seit 1998 in der mikrobiellen Ökologie angewandt (Wagner

et al., 1998; Pernthaler et al., 2002). Hierzu wurden Dünnschnitte von �xierten

P�anzenteilen (siehe 3.14) dehydratisiert und einer Lysozym- bzw. Achromtopepti-

dasebehandlung (Carl Roth) nach Herstellerprotokoll unterzogen, um das Eindringen

der durch die Konjugation mit der HRP wesentlich gröÿeren Sonden in die Zellen zu

ermöglichen. Nach dieser Vorbehandlung der Präparate wurden diese in 100 µl Hybri-

sierungspu�er (TRIS 0,1 M, NaCl 0,15 M, Blocking Reagent 0,5 %, Formamid 57 %)

mit 20µl der Oligonukleotidsonde (POD-EUB-338 I, II, III, (Pernthaler et al., 2002;

Amann et al., 1990; Daims et al., 1999)) gegeben und für 30 min bei 35 ◦C hybridi-

siert. Anschlieÿend wurden die Präparate für 10 min bei 35 ◦C gewaschen (Waschpu�er

TRIS 0,1 M, NaCl 0,15 M, Tween20 0,05 %). Nach dem Entfernen nicht-hybridisierter

Oligonukleotid-Sonden wurden die Präparate dreimal für 5 min in TNT-Waschpu�er

geschwenkt, um unspezi�sch gebundene Sonden zu entfernen. Nach Herstellerangabe

wurde die TSA Lösung zugegeben und für 10 min im Dunkeln inkubiert (NEN
TM

Life

Science Products, Boston, USA). Anschlieÿend wurden die Präparate erneut dreimal

für 5 min in TNT-Waschpu�er geschwenkt, um unspezi�sch gebundenen Farbsto� zu

entfernen. Schlieÿlich wurden die Präparate auf einen Standard-Objektträger gelegt,

mit Vectashield R© (Vector Laboratories, Burlinhame, CA, USA) eingebettet, mit einem

Deckglas bedeckt und mikroskopiert.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.15 Detektion der sticksto��xierenden Bakterien
mittels Immuno�uoreszenz

Die Immuno�uoreszenz eignet sich als eine hochspezi�sche Identi�zierungsmethode, um

je nach Spezi�tät des Antikörpers eine Unterscheidung der Mikroorganismen bis auf

Art- bzw. Stammniveau zu tre�en oder um spezielle Enzyme zu detektieren (Schlo-

ter und Hartmann, 1996; Hartmann et al., 2004). In dieser Arbeit wurden primäre

polyklonale Antikörper eingesetzt, welche an die Nitrogenase Reduktase bzw. die Ni-

trogenase binden (α−rR−nifH und α−rR−nifDK). Die Antikörper wurden aus Hase
(Rabbit) Mango gewonnen und von Stefan Nordlund und Agneta Noren der Universi-

tät Uppsala zur Verfügung gestellt. Sekundäre Antikörper �Goat Antirabbit α − arb�
mit Cy3-Markierung wurden von AbCam (Cambridge,UK) bezogen.

Wurzel-Dünnschnitte wurden aus PFA-�xierten Proben angefertigt (siehe 3.14) und

bis zur weiteren Bearbeitung in 1xPBS gelagert. Als erstes wurden die Dünnschnit-

te in 1 ml Blockierlösung (3 % w/v BSA in 1xPBS) für 30 min bei 37 ◦C in einem

Schüttler inkubiert, um unspezi�sche Bindungsstellen zu blockieren. Danach wurde die

Blockierlösung entfernt und 1 ml Waschpu�er (0,1 % BSA w/v in 1xPBS) und 0, 2 µl

des primären Antikörpers (entspricht 1 : 5000 bei α − rR − nifH und 1 : 7000 bei

α − rR − nifDK, persönl. Komm. Agneta Noren) zugegeben und bei gleichen Bedin-

gungen inkubiert. Nach dem Entfernen der Waschlösung mit dem primären Antikörper

wurde 1 ml 3xWaschpu�er mit 0, 5µl sekundärem Antikörper Antirabbit α−arb zuge-
geben (1 : 2000) und bei gleichen Bedingungen für 45 min inkubiert. Nach dem Entfer-

nen der Lösung wurden die Schnitte mit 5xWaschpu�er gewaschen, um überschüssige

Antikörper zu entfernen und auf einen Objektträger mit Citi�uor-AF1 eingebettet.

Als Positivkontrollen wurden die als Inokulate verwendeten Bakterienarten (siehe Tab.

9, oberer Teil) eingesetzt, nachdem sie auf NB-Medium (Nutrient Broth) bzw. dem spe-

ziellen sticksto�freien Medium gewachsen waren und anschlieÿend einer PFA-Fixierung

unterzogen wurden. Als Negativkontrolle wurden PFA-Fixative von den im unteren Teil

der Tabelle aufgelisteten Bakterienstämme verwendet, da diese keine nif -Gene besit-

zen.
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Tab. 9: Verwendete Bakterienstämme zur Überprüfung der Antikörper. Die Stämme wurden
in Vollmedium (NB 4), die diazotrophen zusätzlich in Sticksto�freiem Medium angezogen.

Bakterium Stammbezeichnung Medium

Azospirillum DSM 2787 LGI (Saccharose)
amazonense (Cavalcante und Doebereiner, 1988)
Burkholderia PPe8 Nfb (Malat)

tropica (Döbereiner, 1995)
Gluconacetobacter DSM 5601 Nfb (Mannitol)
diazotrophicus (Döbereiner, 1995)
Herbaspirillum LMG 2286 Nfb (Malat)
seropedicae (Döbereiner, 1995)

Herbaspirillum LMG 2284 Nfb (Malat)
rubrisubalbicans (Döbereiner, 1995)
Escherichia DSM 30083 T

coli

Salmonella DSM 10062
enterica

Pseudomonas DSM 50071 T

aeroginosa

3.16 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Diese mikroskopische Technik unterscheidet sich in einigen wesentlichen Eigenschaften

von der konventionellen Epi�uoreszenzmikroskopie und zeichnet sich vor allem darin

aus, 3-dimensionale Bilder von dickeren Objekten (gröÿer als 10 µm), wie beispielswei-

se von Wurzeln, zu erzeugen. Dabei werden Bildstapel zu einem 3D-Bild zusammen-

gefügt, von denen nur das Licht aus der Fokusebene detektiert wird. Dadurch lässt

sich die starke Auto�uoreszenz von P�anzengeweben minimieren. Bei einem Confocal

Laser Scanning Microscope (CLSM) erfolgt die Fluoreszenzanregung einzelner Punkte

eines P�anzenschnittes mit Hilfe eines Lasers, welcher Licht einer de�nierten Wellen-

länge (monochromatisches Licht) liefert. Durch einen Scan-Spiegel wird die Fokusebene

Punkt für Punkt mit einem Laser abgetastet, wobei ein Strahlteiler verwendet wird,

der das kurzwelligere Anregungslicht passieren lässt und die resultierende langwellige-

re Fluoreszenz umlenkt. Das Licht wird so auf eine konfokale Lochblende fokussiert,

welches nur Strahlen von der Fokusebene die Blendenö�nung (pinhole) passieren kön-

nen, während unfokussiertes Licht auÿerhalb der Fokusebene abgeblockt wird. So ist

bis zu einer Tiefe von ungefähr 40 µm innerhalb des Präparats eine scharfe Abbildung

der Fokusebenen ohne störendes Streulicht möglich. Die Signale, welche die Lochblen-

de passieren, werden von einem Photomultiplier detektiert und als digitale Signale an

einen Rechner weitergeleitet. Die einzelnen Bildpunkte werden hier zu einer zweidi-

mensionalen Grauton-Aufnahme zusammengesetzt, die einen optischen Schnitt durch

das Präparat in der Fokusebene darstellt. Mit Hilfe der Software Zeiss LSM Image
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Browser Version 2.80 ist man in der Lage das entstandene Bild digital aufzubereiten

und auszuwerten. In erster Linie werden dabei dem detektierten Grautonbild Farb-

kanäle zugeordnet, welche die Wellenlängenspezi�tät der einzelnen Fluoreszenzsignale

verdeutlichen sollen. Bei den in dieser Arbeit gezeigten Bildern wurden den Fluoro-

chromen Fluorescein (Fluos) und Cy3 ihre tatsächlichen Fluoreszenzfarben grün bzw.

rot zugeordnet, während die Cy5-Fluoreszenz blau dargestellt wurde, obwohl der Farb-

sto� im langwelligen roten Bereich emittiert. Dies wurde aufgrund der besseren Un-

terscheidbarkeit der einzelnen Fluoreszenzsignale bei der gemeinsamen Darstellung als

RGB (rot-grün-blau)-Bilder vorgenommen. Mit Hilfe des CLSMs ist es möglich, drei-

dimensionale Darstellung eines Objekts zu erzeugen, indem unter Veränderung der

Fokusposition entlang der z-Achse in regelmäÿigen, de�nierten Abständen Aufnahmen

von einem bestimmten xy-Bereich gemacht werden. In der vorliegenden Arbeit betrug

dieser Abstand 1 µm. Die so erzeugten optischen Schnitte (stacks) werden im Rechner

zu einem dreidimensionalen Bild zusammengefügt, das z. B. im sogenannten orthogona-

len Darstellungsmodus ohne weitere Hilfsmittel betrachtet und analysiert werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Detektion �uoreszenzmarkierter Bakterien und

zur Visualisierung deren räumlichen Verteilung im Wurzelraum ein konfokales Laser-

Scanning-Mikroskop (LSM 510.meta, ZEISS, Oberkochen, Deutschland), ausgestattet

mit einem Argon- und zwei Helium-Neon-Lasern verwendet. Ein Wasserimmersionsob-

jektiv C-Apochromat R© 63x/1,2 W Korr mit 63facher Vergröÿerung und einer numeri-

schen Apertur von 1,2 stand für die Betrachtung biologischer Präparate in wässrigem

Medium zur Verfügung. Die Bildverarbeitung erfolgte mit Hilfe der Software Zeiss LSM

Image Browser Version 2.80.
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4 Ergebnisse

4.1 Molekularbiologische Analyse

4.1.1 Nukleinsäure-Extraktion

Die in dieser Arbeit extrahierten Nukleinsäuren wurden mit Hilfe der photometrischen

Analyse mit einem Nanodrop R©-Spektralphotometer (siehe Kap. 3.3) und der Agarose-

Gel-Elektrophorese (siehe Kap. 3.7) untersucht. Bei der Extraktion der DNA konnte ein

DNA-Gehalt zwischen 50 und 300 ng/µ l gemessen werden. Bei der Extraktion der RNA

konnte ein RNA-Gehalt von 30-150 ng/µ l gemessen werden. Bei allen Extraktionen

wurden Extinktionsquotienten von 1,7 bis 2,2 bei E260/E280 und E260/E230 gemessen.

Somit konnte eine optimale molekularbiologische Analyse gewährleistet werden.

4.1.2 Optimierung der Polymerase-Kettenreaktion

16S ribosomale Gene

Eine Überprüfung der in dieser Arbeit eingesetzten PCR-Primer für die 16S-rDNA,

welche als universell publiziert sind und die Gesamtheit der Domäne Bacteria er-

fassen sollten, erfolgte mittels des Online-Tools probe match der RDP-Internetseite

(www.rdp.cme.msu.edu). Dazu wurden die Primersequenzen einzeln überprüft, um die

Erfassung der verschiedenen Hauptentwicklungslinien zu analysieren. Diese wurden re-

lativ gut abgedeckt, d. h. alle Hauptentwicklungslinien wurden erfasst, wenn auch nicht

in vollem Umfang. Da bekannt ist, dass die meisten diazotrophen P�anzen-assoziierten

Bakterien, die bei Zuckerrohr bisher von Interesse waren, zur Hauptentwicklungslinie

der Proteobacteria gehören, wurde der Fokus der Analyse auf diese gelegt (Tab. 10).

Hierbei ist gut zu erkennen, dass die bisher publizierten Primer nur einen Teil der mitt-

lerweile bekannten Sequenzen erfassen. Während die Primer 341F bzw. 907R 68% bzw.

32 % der Sequenzen erfassen, können die Primer 27F bzw. 1492R nur 14% bzw. 7%

der in der Datenbank vorhandenen 16S-rDNA Sequenzen der Proteobacteria ampli�-

zieren. Bei diesen Werten handelt es sich um die Analyse der genauen Primersequenz

ohne Fehlpaarungen. Zudem kann mit dieser Software das Fehlen der Sequenz an die-

ser Stelle in der Datenbank nicht berücksichtigt werden. Die eigentliche Abdeckung der

Domäne Bacteria mit den Primern ist demzufolge besser als anhand der Berechnung

dieser Software festgestellt wurde. Die Erfassung der 16S-rRNA Gene verschiedener

validierter Arten diazotropher Bakterien und der inokulierten Stämme wurde mit den

besagten Primern mittels Ampli�kation getestet. Mit allen getesteten Bakterienstäm-

men war die Ampli�kation erfolgreich.
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Tab. 10: Analyse der Primer mit Probematch, vorhandene Sequenzen von Proteobacteria in
der RDP-Datenbank: 421706 F: Vorwärts(primer) R: Rückwärts(primer)

Primer Erfasste Proteobacteria in %

341F 285643 68 %
907R 133159 32 %
27F 57535 14 %
1492R 28858 7 %

nifH -Gene

Die in der Tabelle 11 aufgelisteten Primer zur Erfassung der nifH -Gene wurden mit

DNA der Bakterienstämme getestet, die zur Inokulation eingesetzt wurden (siehe Tab.

2). Die Überprüfung der eingesetzten Primer für die nifH -Gene erfolgte mit der Daten-

bank nifH database (www.es.ucsc.edu, 11 Mb �le size, ARB, constructed from Swiss-

prot entries, aligned by PFAM, Dezember 2007) in der Software ARB (Tabelle 11).

Diese Primer erfassen ebenfalls bei Weitem nicht alle nifH -Sequenzen. Bei der Ampli�-

kation der isolierten RNA verschiedener Zuckerrohr-Proben mit den nifH -Primerpaaren

Rösch, Zehr, Ueda und Widmer (Tab 4), die nicht weiter verwendet wurden, lag der An-

teil p�anzlicher Gene zwischen 92-100 %. Eine erfolgreiche Ampli�kation der DNA aller

inokulierten Bakterienstämme konnte mit der optimierten Nested-PCR unter Kombi-

nation der Primerpaare Poly und Roesch-nifH durchgeführt werden (Abb. 12, siehe

Kap. 3.5.3). So konnte eine für die inokulierten Bakterienstämme überprüfte Analyse

gewährleistet werden. Bei den in der Nested-PCR verwendeten Primern lag der Anteil

ampli�zierter p�anzlicher Gene bei unter 10 %.

Tab. 11: Überprüfung der Primer mit Match Probe (ARB) mit vorhandenen nifH -Sequenzen
in der ARB-Datenbank. Die in die Nested-PCR eingesetzten Primer sind hervorgehoben. An-
zahl der vorhandenen Sequenzen in der Datenbank: 14407; F: Vorwärts(primer) R: Rück-
wärts(primer)

Primer Erfasste Bacteria in der nifH -Datenbank

ZehrnifHF 90
ZehrnifHR 3031
RoeschF 447
RoeschR 1538
PolyF 62
PolyR 3351

RoeschnifHF 88
RoeschnifHR 120

UedaF 197
UedaR 201

WidmerF 100
WidmerR 1698
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Abb. 12: Agarosegel der Nested-PCR, Ampli-
�kate nach Anfärbung mit Ethidium-Bromid.
Obere Zeile: Ampli�kation der nifH -Gene der
Stämme (B. tropica PPe 8, H. seropedicae HR
54, H. rubrisubalbicans HCC 103, G. diazotro-
phicus PAL 5, A. amazonense CBAMc, (Positiv-
kontrolle der PCR A. brasilense Sp 7); 1. PCR)
mit dem Poly-Primerpaar, untere Zeile: Ampli-
�kation der nifH -Gene genannter Stämme mit
dem RoeschnifH -Primerpaar aus den Ampli�ka-
ten der 1. PCR (2. PCR), Längenstandard: 1 kb
Ladder (Generuler

TM

, Fermentas GmbH)

4.1.3 16S-rDNA Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus (R-FLP)
- Analyse der bei der Klonierung erhaltenen Insertionen

Zur Überprüfung, ob die Insertionslänge des Vektors der klonierten 16S-rDNA Frag-

mente mit dem des eingesetzten PCR-Ampli�kates übereinstimmt, wurde eine M13-

Kolonie-PCR durchgeführt (siehe 3.5.5). Bei positivem Ergebnis wurde mit dem jewei-

ligen Ampli�kat eine Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus-Analyse durch-

geführt. Zum Restriktionsverdau wurden die Endonukleasen MSP I und RSA I ein-

gesetzt. Vorversuche zeigten optimale, vergleichbare Längenmuster mit 3-6 Banden,

anhand deren eine Unterscheidung diverser Targets voneinander möglich war. Von ei-

nigen Klonen, welche Chloroplasten-Ampli�kate inseriert hatten, wurde die Sequenz
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der jeweiligen Ampli�kate bestimmt, um ein aussagekräftiges Bandenmuster zu erhal-

ten. Alle in dieser Arbeit klonierten PCR-Produkte der 16S-rDNA wurden auf die-

se Weise überprüft, um unerwünschte Ligationen, z. B. von PCR-Ampli�katen von

Chloroplasten, auszuschlieÿen. Abbildung 13 zeigt beispielhaft Bandenmuster von 12

in dieser Arbeit gewonnenen Klonen, es sind zwei solcher Muster gezeigt: Klone 3, 5

und 9 beispielsweise tragen Muster 1 für eine Chloroplasten-Sequenz, während Klon 6

Muster 2 und Klon 9 Muster 3 für eine Chloroplasten-Sequenz zeigt. Der Anteil der

Chloroplasten-Sequenzen bei der ampli�zierten 16S-rDNA lag zwischen 30 und 90 %.

Bedingt durch die kurze Sequenzlänge wurden 16S-rRNA Fragmente nicht mit Hilfe

der R-FLP-Analyse untersucht, da keine passenden Endonukleasen existieren, die für

die kurzen Fragmente aussagekräftige Bandenmuster generiert haben. Zudem lag der

Anteil der ampli�zierten p�anzlichen Gene bei unter 15 %.

Abb. 13: Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus
von 16S-rDNA. Agarosegel der R-FLP nach Anfärbung mit
Ethidium-Bromid, die jeweiligen Proben 1-12 wurden mit
den Enzymen MSP I (oben) und RSA I (unten) verdaut
und zur Auswertung auf ein Agarosegel aufgetragen, Pro-
ben 3, 5, 6 und 9 wiesen typische Restriktionsmuster von
Zuckerrohr-Plastiden auf, Längenstandard: 100 bp Ladder
(Generuler

TM

, Fermentas GmbH)
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4.2 Experimenteller Ablauf

Im September 2006 wurde ein Langzeitexperiment in einem sog. Versuchs-Tank in Sero-

pedica (RJ, Brasilien) angesetzt. Hierzu wurden Stecklinge der Zuckerrohr-Varietäten

SP70 1143, RB72 454 und RB82 5336 zur Bep�anzung in den Versuchs-Tank gelegt

und mit Boden bedeckt. Der in den jeweiligen Experimenten verwendete Boden wurde

nicht mit Sticksto� gedüngt. Ähnliche Versuche zur Analyse nicht Sticksto�-gedüngter

Zuckerrohr-P�anzen werden seit mehreren Jahren am EMBRAPA Agrobiologia durch-

geführt; dieser Tank wurde daher niemals mit Sticksto� gedüngt. Bei dem verwendeten

Boden handelt es sich um einen sauren Ultisol (Hapladult). Durch die Konstruktion

des nach unten geschlossenen Tanks können externe Ein�üsse, wie z. B. der Eintrag von

Sticksto� durch Ein�ieÿen von Regenwasser aus benachbarten Feldern ausgeschlossen

werden.

Parallel zu dem Experiment im Versuchs-Tank wurde auf dem Versuchsgelände des

EMBRAPA ein Langzeitexperiment auf dem Feld gestartet, bei dem die Zuckerrohr-

Varietäten RB86 und RB72 gep�anzt und halbjährlich geerntet wurden. Vier verschie-

dene Behandlungen wurden in Parzellen gep�anzt: nicht inokuliert (Kontrolle ohne

Düngung) bzw. nicht inokuliert und mit 120 kg/ha Urea gedüngt und inokuliert mit

dem Bakterien-Mix (�üssig oder Gel inokuliert). Von diesem Feld-Experiment wurden

im März 2008 und 2009 Proben genommen und das Material sofort nach der Probe-

nahme auf dem Feld in �üssigem Sticksto� tiefgefroren.

Im Februar 2009 wurde ein Gewächshausversuch gestartet, bei dem Stecklinge der

Zuckerrohr-Varietäten RB72 und RB86 mit dem Bakterienmix inokuliert worden waren

und in einem gelüfteten Gewächshaus, in Töpfen mit jeweils 6 Stecklingen in einem

Sand-Teosint-Gemisch, angezogen wurden (siehe Kap. 3.1.1). Für diese Arbeit wurde

nur die Zuckerrohr-Varietät RB86 beprobt, um die Bakteriengemeinschaft inokulierter

bzw. nicht inokulierter Kontrollp�anzen in Spross und Wurzel zu untersuchen.

4.3 Phylogenetische Analyse der 16S-rRNA Gene der bakteri-
ellen Gemeinschaft (Klonbank-Analysen)

4.3.1 Phylogenetische Analyse der p�anzenassoziierten bakteriellen Ge-
meinschaft im Tankversuch

Abbildung 14 zeigt die Bep�anzung des Versuchs-Tanks im März der Jahre 2007-2009.

Kurz nach den jeweiligen Aufnahmen wurden die P�anzen geerntet und für weitere

Versuche Proben genommen. Im März 2007 wurden Proben genommen, um die wur-

zelassoziierten Bakterien-Gemeinschaften der einzelnen Varietäten zu untersuchen und
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zu vergleichen. Im März 2008 und 2009 trat Staunässe im Tank auf, sodass das P�an-

zenwachstum nicht optimal war. Daher wurden 2008 nur von einer Zuckerrohr-Varietät

Proben genommen und analysiert. Im Jahr 2009 wurde der Tank für diese Arbeit nicht

beprobt.

Von den im Rahmen des Tank-Versuchs gep�anzten Zuckerrohrvarietäten RB72, RB82

und SP70 wurden im Jahr 2007 nach 6-monatigem Wachstum Proben genommen und

die bakterielle Gemeinschaft phylogenetisch untersucht. Hierzu wurden von allen 3

Varietäten Wurzelproben genommen, die in Tabelle 12 zusammengefasst sind. Nach der

Extraktion der DNA und der Ampli�kation der 16S-rRNA codierenden Gene wurden

von jeder Probe 300 Klone gepickt und mittels RFLP überprüft. Ein hoher Anteil der

erhaltenen Klone konnte nach Restriktion der jeweiligen Inserts Chloroplasten bzw.

Plastiden zugeordnet werden. Diese wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen.
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Abb. 14: Bep�anzung des Versuchs-Tanks in den Jahren
2007-2009. Fotogra�sche Aufnahme des Versuchs-Tanks im
März 2007 (A), 2008 (B) und 2009 (C).
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Tab. 12: Vergleichende Analyse der Bakteriengemeinschaften des Tankversuchs 2007. Pro-
benbeschreibung und Anzahl der verwertbaren Klone, †Probe aus dem Jahr 2008

Varietät Beschreibung Art der Nukleinsäure Anzahl Sequenzen

SP70 1143 lange Wurzeln DNA 158
SP70 1143 Red Node DNA 151
SP70 1143 Red Node RNA 184
RB82 5336 lange Wurzeln DNA 101
RB72 454 braune Wurzeln DNA 35
RB72 454 † braune Wurzeln DNA 127

Von allen verbliebenen Klonen wurde die Sequenz der Insertionen mittels Sequenzie-

rung nach Sanger et al. (1977) (siehe Kap. 3.11) bestimmt. Die Sequenzierung wurde

aufgrund der Länge des Inserts mit 3 Sequenzierprimern durchgeführt. Dadurch war

eine Überlappung der jeweilig erhaltenen Sequenzen gewährleistet. Dies diente einer

möglichst fehlerlosen Sequenzierung. Die erhaltenen Teilsequenzen wurden korrektur-

gelesen und zu einer Gesamtsequenz zusammengefügt. Die erhaltenen Gesamtsequen-

zen wurden mittels dem Online-Tool Classi�er des Ribosomal Database Project (RDP)

anhand ihrer phylogenetischen Zuordnung analysiert. Daraus ergaben sich die in den

Abbildungem 15, 16 und 17 dargestellten Kreisdiagramme der Zusammensetzungen der

jeweiligen bakteriellen Gemeinschaft der Rhizosphäre, welche wurzelassoziiert bzw. en-

dophytisch bei den verschiedenen Varietäten des Versuchs-Tanks auftraten sowie die im

Text beschriebenen Ergebnisse. Die Resultate der Rarefaction-Analysen sind in Kapitel

4.3.4 beschrieben.
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Bei der Varietät RB72 konnte selbst bei geringer Anzahl an Sequenzen (35), die nicht

Plastiden von Zuckerrohr zugeordnet wurden, eine hohe Diversität (30 OTUs) fest-

gestellt werden. Fast die Hälfte der Sequenzen wurde der Hauptentwicklungslinie der

Proteobacteria, der Rest wurde den Hauptentwicklungslinien der Actinobacteria, Bac-

teriodetes, Acidobacteria, Verrucomicrobia und Planctomycetes zugeordnet (Abb. 15).

Bei den Proteobacteria wurden beispielsweise Sequenzen von der Familie Oxalobactera-

ceae in der Ordnung Burkholderiales detektiert (siehe Abb. 21).

Abb. 15: Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft von Wurzeln der Varietät
RB72 im Tank-Experiment im Jahr 2007 auf Basis der 16S-rDNA
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Die Bakteriengemeinschaft der Rhizosphäre von SP70 weist ebenfalls eine groÿe Diver-

sität auf (122 OTUs). 40 % der 158 Sequenzen konnten der Hauptentwicklungslinie der

Proteobacteria zugeordnet werden, innerhalb welcher der Anteil der α-Proteobacteria

sehr hoch war, die restlichen Sequenzen konnten den Hauptentwicklungslinien Actino-

bacteria, Firmicutes, Spirochaetes, Bacteriodetes und zu einem Groÿteil Acidobacteria

und Planctomycetes zugeordnet werden (Abb. 16). Die Ordnung Rhodospirillales mit

den Familien Rhodospirillaceae und Acetobacteraceae und die Ordnung Burkholderiales

mit der Familie Burkholderiaceae wurden nachgewiesen. Zudem wurden die Gattun-

gen Bradyrhizobium (α-Proteobacteria) und Ideonella (β-Proteobacteria) gefunden. Es

wurden jedoch keine Sequenzen der Familie Oxalobacteraceae detektiert (siehe Abb. 20

und 21).

Abb. 16: Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft der Wurzel der Varietät
SP70 im Tank-Experiment im Jahr 2007 auf Basis der 16S-rDNA
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Die phylogenetische Analyse der 16S-rRNA Gene der isolierten DNA von Wurzeln der

Zuckerrohr-Varietät RB82 zeigte ebenfalls, dass mehr als die Hälfte der erhaltenen Se-

quenzen der Hauptentwicklungslinie der Proteobacteria zuzuordnen sind (Abb. 17). Zu

den Phyla Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteriodetes, Planctomycetes und Firmicu-

tes waren Sequenzen assoziiert. Fast 75 % aller Sequenzen, die der Hauptentwicklungs-

linie der Proteobacteria zugeordnet wurden, gehören zu den α-Proteobacteria, wie z. B.

zu den Ordnungen der Rhodospirillales oder Rhizobiales(Bradyrhizobiaceae). Vier der

Sequenzen der β-Proteobacteria gehören zu der Ordnung Burkholderiales (siehe Abb.

21).

Abb. 17: Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft der Wurzel der Varietät
RB82 im Tank-Experiment im Jahr 2007 auf Basis der 16S-rDNA
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Abbildungen 18 und 19 zeigen die phylogenetische Zuordnung der erhaltenen Sequenzen

der 16S-rDNA und der 16S-rRNA der Wurzelprobe �Red Node�, einer rötlich gefärbten

Knospe an einem Zuckerrohrsteckling der Zuckerrohr-Varietät SP70. Während bei den

151 aus 16S-rDNA gewonnenen Sequenzen 121 OTUs gefunden wurden, so war die

Diversität der 16S-rRNA bei 187 Sequenzen mit 104 OTUs geringer.

In beiden isolierten Nukleinsäuren konnten Sequenzen der Phyla Actinobacteria, Fir-

micutes, Bacteriodetes, Acidobacteria, Verrucomicrobia und Planctomycetes gefunden

werden. Die Phyla Chloro�exi undDeinococcus-Thermus wurden nur in den 16S-rDNA-

Genbanken nachgewiesen. Die Ordnungen Burkholderiales und Rhodospirillales wurden

sowohl in DNA als auch in RNA detektiert. Sequenzen der Familien Acetobacteraceae,

Rhodospirillaceae und Oxalobacteraceae wurden nur in der DNA nachgewiesen. Se-

quenzen der Familie Burkholderiaceae wurden nicht detektiert. In den Sequenzen der

16S-rRNA waren die Familien Acetobacteraceae, Rhodospirillaceae und Burkholderia-

ceae nachweisbar, Sequenzen der Familie Oxalobacteraceae wurde nicht detektiert. In

beiden Proben wurden Sequenzen der Familie Bradyrhizobiaceae gefunden (siehe Abb.

20 und 21). Interessanterweise war der Anteil der Proteobacteria an der 16S-rDNA

deutlich geringer (ein Drittel) als bei Sequenzen der 16S-rRNA der aktiven Proteobac-

teria (zwei Drittel). Der Anteil der Planctomycetes und der Actinobacteria war dagegen

bei den 16S-rDNA-Sequenzen deutlich höher als bei den 16S-rRNA Sequenzen.
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Abb. 18: Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft der Probe �Red Node� der
Varietät SP70 im Tank-Experiment im Jahr 2007 auf Basis der 16S-rDNA

Abb. 19: Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft der Probe �Red Node� der
Varietät SP70 im Tank-Experiment im Jahr 2007 auf Basis der 16S-rRNA
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Die in dieser Arbeit erhaltenen Sequenzdaten wurden, wie in Kapitel 3.13 beschrieben,

in einen vorhandenen Datensatz �SSU Ref� der Internetseite www.arb-silva.de eingefügt

und mit den im Softwarepaket ARB implementierten Werkzeugen zur Sequenzanalyse

analysiert (Abb. 20 und 21). Anhand dieser Dendrogramme sind die Verwandtschafts-

verhältnisse der in dieser Arbeit erhaltenen und analysierten Sequenzdaten der 16S-

rRNA Gene zu bereits beschriebenen Arten ersichtlich. So konnte überprüft werden,

ob es sich bei den Sequenzen der Klonbanken um nahe Verwandte bereits beschriebe-

ner wichtiger diazotropher Bakterien, um ubiquitär im Boden vorkommende Bakterien

oder unbekannte, d.h. um bisher nicht kultivierte und beschriebene Bakteriengattungen

und -arten handelt.

Abbildung 20 zeigt ein phylogenetisches Dendrogramm von 16S-rRNA Gensequenzen

validierter Arten der α-Proteobacteria. Mit der Ausnahme von Bradyrhizobium sp.

E1 handelt es sich bei den in die Berechnung einbezogenen Sequenzen ausschlieÿlich

um Sequenzen der Typ-Stämme. Es konnten Sequenzen erhalten werden, die der Fa-

milie der Acetobacteraceae zugeordnet werden konnten. In den Klondatenbanken der

Wurzelproben aus dem Tank-Experiment waren jedoch keine Sequenzen zu �nden,

die mit Gluconacetobacter spp. eng verwandt sind. Teile der Sequenzen, die von den

Zuckerrohr-Varietäten SP70 (16S-rDNA und cDNA) und RB82 stammen, bilden Clus-

ter der α-Proteobacteria, zu denen keine nah verwandte, bisher beschriebene Art be-

kannt ist (NE23-HB20 und NB33-HF26). In den 16S-rRNA Gensequenzen aus Wurzeln

der Varietät SP70 konnten nah verwandte Sequenzen zu Bakterienstamm Acidisphae-

ra rubifaciens detektiert werden. In den Klondatenbanken des �Red Node� konnten

nah verwandte Sequenzen zu Rhodopila globiformis gefunden werden. Bei einem Groÿ-

teil der 16S-rRNA Gensequenzen, die aus dem Tank-Experiment stammen und den

α-Proteobacteria zugeordnet werden konnten, konnte eine Zuordnung zur Gruppe der

Bradyrhizobia erfolgen. Eine Sequenz von der isolierten DNA der Wurzel der Varie-

tät SP70 stammend, konnte der Gattung Azospirillum zugeordnet werden. Aus allen

Proben der Varietäten RB82 und SP70 konnten viele 16S-rRNA Gensequenzen isoliert

werden, die keine nahe Verwandtschaft zu validierten Arten aufweisen (HD09-IB35). Sie

konnten der Gruppe der Rhodospirillaceae (Nichtschwefelpurpurbakterien) zugeordnet

werden und be�nden sich phylogenetisch gesehen in der Nähe der Gattung Inquilinus.

Die nächstverwandte beschriebene Bakterienart ist Inquilinus limosus.
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Abb. 20: Phylogenetisches Dendrogramm der α-Proteobacteria , Tankversuch. Grün:
Sequenzen aus DNA von Wurzeln der Zuckerrohrvarietät SP70; Violett: aus der Varietät
RB82; Blau: aus der Varietät RB72; Rot: Sequenzen aus der Probe �Red Node� der
Zuckerrohrvarietät SP70; Rot (aus der isolierten DNA), Hellrot (aus RNA). Maÿstab:
Sequenzdivergenz von 10 %
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Abbildung 21 zeigt ein phylogenetisches Dendrogramm der β-Proteobacteria und die

in diese Entwicklungslinie fallenden Sequenzen des Tank-Experiments. Innerhalb der

β-Proteobacteria konnten nah verwandte 16S-rRNA und -rDNA Sequenzen aus der Va-

rietät SP70 zu Leptothrix sp. und Ideonella sp. detektiert werden. Aus der Wurzel der

Varietäten SP70, RB82 und RB72 konnten Sequenzen generiert werden, welche mit

Methylibium sp. nah verwandt sind. Diese Bakterien werden alle in Burkholderiales

Genera incertae sedis eingeordnet, dies bedeutet, dass die phylogenetische Einordnung

dieser Bakterienart innerhalb der Gattung Burkholderia nicht gesichert ist. Zwei der

aus der RNA des �Red Node� der Varietät SP70 und eine aus der DNA der Wurzel

derselben Varietät stammenden Sequenzen konnten in die Gattung Burkholderiales in

enger phylogenetischer Beziehung mit B. caribensis und B. phymatum eingeordnet,

sie konnten jedoch nicht Burkholderia tropica zugeordnet werden. Keine der aus dem

Tank-Experiment gewonnenen Sequenzen konnte der Gattung Herbaspirillum zugeord-

net werden. Desweiteren konnten Sequenzen aus der Rhizosphäre der Varietäten SP70

und RB72 der Gruppe der Oxalobacteraceae zugeordnet werden, in welcher sie nahe

Verwandtschaft zu Massilia sp. und Duganella sp. aufweisen.
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Abb. 21: Phylogenetisches Dendrogramm der β-Proteobacteria , Tankversuch.
Grün: Sequenzen aus DNA von Wurzeln der Zuckerrohrvarietät SP70; Violett: aus
der Varietät RB82; Blau: aus der Varietät RB72; Rot: Sequenzen aus der Probe
�Red Node� der Zuckerrohrvarietät SP70; Rot (aus der isolierten DNA), Hellrot (aus
RNA). Maÿstab: Sequenzdivergenz von 10 %

4.3.2 Phylogenetische Analyse der aktiven P�anzen-assoziierten bakteri-
ellen Gemeinschaft im Gewächshausversuch

Nach vierwöchigemWachstum in einem Gewächshaus (siehe Kap. 3.1.1) wurden Zucker-

rohrp�anzen der Varietät RB86 nach Inokulation mit dem Bakterien-Mix geerntet und

die Gesamt-RNA der Wurzeln bzw. der Blattscheide extrahiert (siehe Kap. 3.2). Als

Kontrolle dienten Zuckerrohrp�anzen derselben Varietät, welche unter denselben Be-

dingungen, jedoch ohne Inokulation, angezogen worden waren. Hierbei sollte u. a. ge-

prüft werden, wie e�ektiv sich die inokulierten Bakterien etablieren.

Visuell unterschieden sich die Wurzeln der inokulierten Zuckerrohrp�anzen (links) von

denen der Kontrollp�anzen (rechts) durch eine gröÿere Anzahl an feinen Sekundärwur-

zeln, mit denen Nährsto�e von der P�anze aufgenommen werden (Abb. 22). Die Sprosse

der inokulierten Zuckerrohrp�anzen und der nicht inokulierten Kontrollp�anzen wiesen

60



4 ERGEBNISSE

keine sichtbaren Unterschiede auf (Abb. 9).

Abb. 22: Wurzeln der Zuckerrohr-Varietät RB86 des Gewächshaus-
versuchs. Vergleich, links: inokulierte P�anzen, rechts: nicht inokulierte
Kontrollp�anze.

Die phylogenetische Analyse der generierten cDNA der 16S-rRNA zeigte Folgendes: Es

konnten jeweils 31 (Wurzel Kontrolle), 30 (Wurzel inokuliert), 25 (Blattscheide Kon-

trolle) und 63 (Blattscheide inokuliert) Klone von den ampli�zierten Gen-Fragmenten

erhalten werden, deren Sequenz wie in Kapitel 3.11 nach Sanger et al. (1977) beschrie-

ben, ermittelt wurde. Insgesamt war jedoch nur weniger als die Hälfte der Sequenzen

der 16S-rDNA zuzuordnen. Bei der phylogenetischen Analyse konnten bei den aus iso-

lierter RNA stammenden Sequenzen der Wurzel der Kontrollp�anze 15 OTUs und bei

der inokulierten P�anze 16 OTUs gefunden werden. In der aus der Blattscheide iso-

lierten RNA der Kontroll-P�anze konnten 7 OTUs gefunden werden, in der isolierten

RNA der Blattscheide der inokulierten P�anze dagegen 20 bakterielle OTUs (Abb. 41).

Die restlichen Sequenzen stammten von p�anzlichen Nukleinsäuren.

Der Anteil der Proteobacteria lag zwischen 77 und 97 % der erhaltenen Sequenzen,

wobei der überwiegende Anteil (51-76 %) den α-Proteobacteria zuzuordnen war (Abb.

23). Der Anteil an β-Proteobacteria war in den Wurzeln tendenziell höher als im Spross.

Im Spross wurden mehr Sequenzen des Phylum Actinobacteria detektiert, umgekehrt

wurden in der Wurzel mehr δ-Proteobacteria nachgewiesen.

In der Wurzel der Kontroll-P�anze konnten Sequenzen der Ordnungen Rhizobiales,

Caulobacterales, Rhodospirillales und Burkholderiales detektiert werden. In der Wurzel
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der inokulierten P�anze konnten die Ordnungen Burkholderiales und Rhizobiales gefun-

den werden. Unter anderem konnten die Familien Acetobacteraceae, Rhodospirillaceae

und Bradyrhizobiaceae gefunden werden. In den Blattscheiden der Kontrollp�anze wur-

den die Ordnungen Actinomycetales, Enterobacteriales, Rhizobiales und Sphingomona-

les gefunden. In den Blattscheiden der mit dem Bakterien-Mix inokulierten P�anzen

konnten z. B. Bradyrhizobiaceae, Herbaspirillum sp. und Acetobacteraceae detektiert

werden (siehe Abb. 24).

Abb. 23: Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaften der Varietät
RB86 auf Basis der 16S-rRNA (Gewächshausversuch)
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Die in diesem Experiment erhaltenen Sequenzdaten wurden ebenfalls einer vergleichen-

den Sequenzanalyse unterzogen und aus den erhaltenenen Informationen ein phylogene-

tisches Dendrogramm erstellt (Abb. 24). Die Sequenzanalysen zeigten eine unterschied-

liche Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft in Wurzel und Spross. Ein Ziel

war es, herauszu�nden, ob man die inokulierten Bakterienspezies nach dem Wachs-

tum der P�anze mit den angewendeten molekularbiologischen Methoden nachweisen

kann. Keine der aus DNA generierten Sequenzen konnte der Gattung Burkholderia

zugeordnet werden. Aus cDNA generierte Sequenzen, die eine hohe Sequenzähnlich-

keit zu den in diesem Experiment inokulierten Arten H. seropedicae, H. rubrisubalbi-

cans, G. diazotrophicus und A. amazonense aufweisen, wurden nachgewiesen. In der

Wurzel der inokulierten P�anzen konnten drei Sequenzen von Azospirillum amazonen-

se gefunden werden. Weitere Sequenzen der Gattung Azospirillum konnten weder im

Spross noch in den Wurzeln gefunden werden. Sequenzen aus dem Cluster der Gat-

tung Herbaspirillum konnten sowohl im Spross als auch in der Wurzel der inokulierten

P�anze detektiert werden. Die aus dem Spross stammende Sequenz ist nah verwandt

mit H. rubrisubalbicans, während die aus der Wurzel stammende nah zu H. seropedi-

cae verwandt ist. Im Cluster der Acetobacteraceae �nden sich einige Sequenzen, welche

zumeist aus der isolierten RNA des Sprosses der inokulierten P�anze stammen, sel-

ten von der Wurzel. Mehrere Sequenzen, die aus dem Spross stammen, gehören zur

Gattung Gluconacetobacter, konnten jedoch nicht näher bestimmt werden und sind

nicht mit dem inokulierten Stamm PAL 5 identisch. Au�ällig ist eine Art Sub-Cluster,

welches aus Sequenzen von Wurzelproben der Kontroll- und der inokulierten P�anze

gebildet wird (Sequenzen PE37-OD26). Dies könnte auf eine bisher unbekannte Bak-

terienspezies bzw. -gattung hinweisen. Vergleiche dieser Sequenzen mit der Datenbank

BLAST zeigten nahe Verwandtschaft zu anderen Sequenzen von bisher nicht isolierten

Bakterien (Übereinstimmung 99 %).
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Abb. 24: Phylogenetisches Dendrogramm der α- und β-Proteobacteria ,
Inokulations-Experiment im Gewächshaus braun: Sequenzen aus Wurzeln;
grün: Sequenzen aus Blattscheiden. Maÿstab: Sequenzunterschied von 10 %

4.3.3 Phylogenetische Analyse der P�anzen-assoziierten bakteriellen Ge-
meinschaft im Feldversuch

Vergleichende phylogenetische Analyse der aktiven und der gesamten bak-

teriellen Gemeinschaft von Zuckerrohr im Feldversuch 2008

Im September 2006 wurde ein Feldversuch gestartet, der unter Anderem die Analyse der

P�anzen-assoziierten bakteriellen Gemeinschaft von zwei Zuckerrohr-Varietäten, RB72

und RB86, zum Inhalt hatte. Hier sollte die Kolonisierung und damit der Erfolg der In-

okulation verschiedener diazotropher Bakterien über lange Zeit analysiert werden. Für

diese Arbeit wurde die Zuckerrohr-Varietät RB86 im März 2008 und im Folgejahr 2009

beprobt und analysiert. Die P�anzen wurden mit dem Gemisch der Bakterien Gel- oder

�üssig inokuliert (siehe Kap. 3.1.1. Als Kontrollen wurden nicht inokulierte P�anzen,

welche mit Sticksto� gedüngt wurden (120 kg/ha) und nicht gedüngte P�anzen auf

demselben Feld angezogen (Abb. 25).
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Abb. 25: Zuckerrohr-Versuchsfeld am EMBRAPA (Seropedica, RJ) im
März 2008

Die 16S-rRNA Ampli�kate der aus Wurzel- und Spross-Proben extrahierten RNA wur-

den nach der cDNA-Synthese kloniert und von jeder Probe 300 Klone gepickt und

analysiert. Bedingt durch die Fragmentlänge des ampli�zierten cDNA von 550 bp wur-

de keine vorherige Überprüfung der Inserts mittels RFLP durchgeführt. Die Anzahl

der verwertbaren Sequenzen sind in der Tab. 13 aufgelistet. Die Anzahl der verwertba-

ren Sequenzen der jeweiligen Klondatenbanken di�eriert aufgrund der hohen Anzahl

an klonierten Sequenzen, die Plastiden zugeordnet werden konnten und vor allem der

geringen Anzahl an positiven 16S-rDNA Klonen, stark (Tab. 13). Die Auswertung der

Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft der verschiedenen Behandlungen (in-

okuliert, gedüngt, nicht gedüngt) in Bezug auf die Phyla der Domäna Bacteria zeigt

kaum Di�erenzen zwischen den Behandlungen und den DNA- bzw. RNA-Klonbanken

(Abb. 26).

Tab. 13: Vergleichende Analyse der Bakteriengemeinschaften des Feldversuchs 2008, Proben-
beschreibung und Anzahl der verwertbaren Klone der 16S-rDNA- und der 16S-rRNA Klon-
datenbanken

Behandlung Anzahl Seq. 16S-rDNA Anzahl Seq. 16S-rRNA

Kontrolle nicht gedüngt 112 156
Kontrolle gedüngt 57 169

inokuliert 27 150
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Abb. 26: Vergleichende Analyse der Zusammensetzung der bakteri-
ellen Gemeinschaften des Feldversuchs im Jahr 2008 bezüglich ihrer
phylogenetischen Zuordnung in die Hauptentwicklungslinien der Do-
mäne Bacteria

Mit den erhaltenen Sequenzen wurden ebenfalls vergleichende Sequenzanalysen durch-

geführt und phylogenetische Dendrogramme mit dem Maximum-Likelihood Verfahren

erstellt (Abb. 27, 30, 31, 28 und 29). Anhand dieser Abbildungen sind die Verwandt-

schaftsverhältnisse der in dieser Arbeit gewonnenen Sequenzdaten der 16S-rDNA zu

bereits beschriebenen Arten ersichtlich. So konnte überprüft werden, ob es sich bei den

Sequenzen der Klondatenbanken um nahe Verwandte bereits bekannter diazotropher

Bakterien, ubiquitär im Boden vorkommende Bakterien oder unbekannte, d.h. bisher

nicht kultivierte und beschriebene Bakterien handelt. Die Sequenzen wurden anhand

der Art der Nukleinsäure, aus welcher sie ampli�ziert wurden, farbig markiert.
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Abbildung 27 zeigt das phylogenetische Dendrogramm der α-Proteobacteria. Aus den

RNA-Klondatenbanken aller P�anzenbehandlungen und aus der 16S-rDNA-Klondaten-

bank der nicht gedüngten Kontrollp�anze konnten Sequenzen detektiert werden, die

phylogenetisch zu den α-Proteobacteria gehören, jedoch keiner bekannten Gattung zu-

geordnet werden konnten. In Wurzeln der P�anzen konnten jedoch keine Sequenzen von

Gluconacetobacter sp. detektiert werden. Der inokulierte Bakterienstamm Azospirillum

amazonense konnte in keiner der Proben detektiert werden; keine Sequenz konnte der

Gattung Azospirillum zugeordnet werden.

Abbildung 28 zeigt das phylogenetische Dendrogramm der Gattung Bradyrhizobium.

Vor allem in der RNA-Klondatenbank der inokulierten Zuckerrohrp�anze konnte Brady-

rhizobium spp. mehrmals detektiert werden. Aber auch in den DNA-Klondatenbanken

und bei allen Behandlungen wurden Sequenzen der Gattung Bradyrhizobium gefunden.

Abbildung 29 zeigt das phylogenetische Dendrogramm der Familie Rhizobiales. Bei al-

len der hier gezeigten validierten Arten handelt es sich um Bakterien, die in Symbiose

mit verschiedenen Leguminosen leben können und Nodulationsgene besitzen. In den

RNA- und DNA-Klondatenbanken aller Behandlungen konnten Sequenzen als Ver-

wandte von Labrys sp., Pseudolabrys sp., Rhodoblastus sp., Mesorhizobium sp. und

Rhizobium sp. detektiert werden.

Abbildung 30 zeigt ein phylogenetisches Dendrogramm der Burkholderiales. 16S-rRNA

Gensequenzen aller Behandlungen und beider Sorten von Nukleinsäuren sind im Clus-

ter der Gattung Burkholderia zu �nden. Es ist jedoch keine Sequenz von B. tropica

detektiert worden. Vielmehr sind Sequenzen, die mit B. mimosarum und B. nodo-

sa verwandt sind, vertreten. Auÿerdem wurden Sequenzen detektiert, die zwei neuen

Clustern entsprechen könnten.

Abbildung 31 zeigt das phylogenetische Dendrogramm der Familie der Oxalobactera-

ceae. Als mit Herbaspirillum sp. nah verwandt, jedoch nicht mit dem inokulierten

Stamm identisch, hat sich eine Sequenz aus der Rhizosphäre der inokulierten P�anze

gezeigt. Zudem konnten Sequenzen aus der 16S-rDNA Klondatenbank der nicht ge-

düngten Kontrollp�anze zur Gattung Herbaspirillum eingeordnet werden. 16S-rDNA-

Sequenzen aus allen Behandlungen konnten als nah verwandt zur Gattung Ralstonia

sp. eingeordnet werden. Ferner konnten Sequenzen aus 16S-rDNA- und 16S-cDNA-

Klondatenbanken aller Behandlungen detektiert werden die zur Gattung Duganella

sp. nah verwandt sind. Es konnten ebenfalls Sequenzen gefunden werden, die zu den

Gattungen Massilia sp. und Janthinobacterium sp. zu rechnen sind.
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Abb. 27: Phylogenetisches Dendrogramm der α-Proteobacteria , Feld-

Experiment 2008. Rot: Sequenzen aus RNA; Blau: Sequenzen aus DNA. Maÿstab:
Sequenzunterschied von 10 %
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Abb. 28: Phylogenetisches Dendrogramm der Bradyrhizo-
bium , Feld-Experiment 2008. Rot: Sequenzen aus RNA;
Blau: Sequenzen aus DNA. Maÿstab: Sequenzunterschied
von 10 %
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Abb. 29: Phylogenetisches Dendrogramm der Rhizobiales, Feld-Experiment

2008. Rot: Sequenzen aus RNA; Blau: Sequenzen aus DNA. Maÿstab: Sequenz-
unterschied von 10 %
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Abb. 30: Phylogenetisches Dendrogramm der Burk-
holderiales, Feld-Experiment 2008. Rot: Sequen-
zen aus RNA; Blau: Sequenzen aus DNA. Maÿstab:
Sequenzunterschied von 10 %
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Abb. 31: Phylogenetisches Dendrogramm der Oxalobac-
teraceae , Feld-Experiment 2008. Rot: Sequenzen aus
RNA; Blau: Sequenzen aus DNA. Maÿstab: Sequenzunter-
schied von 10 %
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Vergleichende phylogenetische Analyse der 16S-rRNA und der 16S-rDNA

der P�anzen-assoziierten bakteriellen Gemeinschaft im Feldversuch 2009

Im darau�olgenden Jahr 2009 wurden im März vom selben Feldversuch zusätzlich zu

den Wurzeln auch die Sprosse (Blattscheiden) beprobt (Abb. 32). Von diesen Proben

wurde nur die isolierte RNA ampli�ziert und für weitere Analysen verwendet. Die An-

zahl der verwertbaren Sequenzen sind in der Tab. 14 aufgelistet. Ein besonderer Fokus

wurde auf die detaillierte und ausführliche Analyse der Proben der �üssig inokulierten

P�anzen und der Kontrollp�anzen ohne Düngung gelegt.

Abb. 32: Zuckerrohr-Versuchsfeld am EMBRAPA (Seropedica, RJ) im
März 2009)

Tab. 14: Vergleichende Analyse der Bakteriengemeinschaften des Feldversuchs 2009, Proben-
beschreibung und Anzahl der verwertbaren Klone der 16S-rRNA

Behandlung Anzahl Seq. Wurzel Anzahl Seq. Spross

Kontrolle nicht gedüngt 154 21
Kontrolle gedüngt 79 38
inokuliert (�üssig) 295 118
inokuliert (Gel) 61 99

Abb. 33 zeigt eine schematische Darstellung der Zusammensetzung der aktiven Bakte-

riengemeinschaften. In der isolierten RNA der Wurzeln aller beprobten P�anzen konn-

ten die Hauptentwicklungslinien der Planctomycetes, Actinobacteria und Acidobacte-

ria detektiert werden. Diese drei Phyla wurden in keiner ampli�zierten 16S-rRNA
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der Spross-bürtigen Proben gefunden. Sequenzen der Hauptentwicklungslinie Actino-

bacteria wurden der Ordnung Actinomycetales zugeordnet. Sequenzen, die zum Phy-

lum Planctomycetes zugeordnet wurden, waren zur Gattung Isosphaera nah verwandt.

Ebenso konnten Sequenzen der γ- und δ-Proteobacteria, welche bekannte im Boden

lebende und mit Wurzeln assoziierte Bakterien beinhalten, ausschlieÿlich aus der iso-

lierten RNA von Wurzeln isoliert werden. Sowohl die Sequenzen aus isolierter RNA von

Spross-Proben waren ausschlieÿlich Sequenzen der Hauptentwicklungslinie der Proteo-

bacteria zuzuordnen, als auch der Groÿteil der aus der RNA der Wurzeln stammenden

Sequenzen war der Hauptentwicklungslinie der Proteobacteria zugehörig. Den relativ

gesehen gröÿten Teil der Sequenzen nahmen Sequenzen der α-Proteobacteria ein, im

Fall der aus der RNA der Sprosse generierten Sequenzen gehörten über 97 % zu den

α-Proteobacteria.

Bei den aus der Blattscheide der Kontrollp�anze generierten 16S-rRNA Sequenzen han-

delt es sich um die Familien Acetobacteraceae (α-Proteobacteria, Abb. 34 und 35) und

Burkholderiaceae (β-Proteobacteria, Abb. 37). In der isolierten RNA der Blattscheide

der Kontrollp�anze, welche von dem Sticksto�-gedüngten Feld stammte, wurden nur

Sequenzen der Familie Acetobacteraceae detektiert. Somit wurden nah verwandte Se-

quenzen der inokulierten Bakterienarten ebenfalls in nicht inokulierten Blattscheiden

gefunden. Aber auch in der isolierten RNA der Blattscheiden der inokulierten P�anzen

(�üssig und Gel) wurden fast ausschlieÿlich Sequenzen der Familie Acetobacteraceae

detektiert. Aus der 16S-rRNA der Blattscheiden der Gel-inokulierten P�anze konnten

zudem Sequenzen der Familie Burkholderiaceae ampli�ziert werden.

Aus der RNA der Wurzeln der Kontrollp�anzen ohne Düngung wurden 16S-rRNA

Sequenzen der Familien Acetobacteraceae, Bradyrhizobiaceae, der Ordnungen Burkhol-

deriaceae, Rhodospirillales und ebenfalls der Familie Oxalobacteraceae erhalten. In iso-

lierter RNA der Wurzel der Zuckerrohr-P�anzen mit Sticksto�düngung wurden Se-

quenzen der Familien Acetobacteraceae, Burkholderiaceae und Rhodospirillaceae detek-

tiert, jedoch keine Oxalobacteraceae. Wurzelassoziierte Sequenzen der Familien Aceto-

bacteraceae, Bradyrhizobiaceae, Burkholderiaceae, Rhodospirillaceae und Oxalobactera-

ceae wurden in den �üssig inokulierten P�anzen detektiert. In der isolierten RNA der

Wurzeln der Gel-inokulierten P�anzen konnten dieselben Gruppen der Bacteria detek-

tiert werden, mit Ausnahme der Familie Oxalobacteraceae. Zudem wurde hier ein zu

Leptothrix spp. nah verwandtes Bakterium gefunden.
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Abb. 33: Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaften des Feldversuchs im Jahr 2009 auf
Basis der 16S-rRNA

Zur detaillierten Analyse der detektierten Bakteriengemeinschaft wurden phylogene-

tische Dendrogramme generiert (Abb. 34, 35, 37 und 36). Abb. 34 zeigt ein phyloge-

netisches Dendrogramm der Familie Acetobacteraceae. Es wurde festgestellt, dass fast

alle nah verwandten Sequenzen des inokulierten Bakteriums Gluconacetobacter diazo-

trophicus in isolierter RNA der Spross-Proben nachgewiesen wurden, jedoch kaum in

der RNA der Wurzeln (Abb. 34). Die meisten dieser Sequenzen stammen aus isolier-

ter RNA der Blattscheiden inokulierter P�anzen. Nah verwandte Sequenz zu Asaia

krungthepensis, einem P�anzen-assoziierten Essigsäure-Bakterium (Yukphan et al.,

2004), wurden in der isolierten RNA aller Spross-Proben nachgewiesen. Nah Verwand-

te von Bradyrhizobium spp. und Azospirillum spp. konnten in isolierter RNA aller

Wurzel-Proben detektiert werden. Herbaspirillum sp. wurde nur in einem Fall detek-

tiert, die RNA stammt von einer Wurzel einer �üssig inokulierten Zuckerrohr-P�anze.

Sequenzen der Gattung Burkholderia wurden in isolierter RNA vom Spross der nicht

gedüngten Kontroll-P�anze und in isolierter RNA vieler Wurzeln aller Behandlungen
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und Kontrollen detektiert.

Abbildung 35 zeigt ein phylogenetisches Dendrogramm von Gluconacetobacter sp. in

ihrem Verwandtschaftsverhältnis zu den in dieser Arbeit gewonnenen Sequenzen. Es

konnte eine hohe Übereinstimmung zwischen den 16S-rRNA Gensequenzen der vali-

dierten Art Gluconacetobacter diazotrophicus und einigen in dieser Arbeit generierten,

phylogenetisch nah verwandten Sequenzen festgestellt werden, was auf die klare Identi-

�zierung des inokulierten Bakterienstamms PAL 5 hinweist. Diese Sequenzen stammen

fast ausschlieÿlich aus den Sprossen inokulierter P�anzen, nur eine einzige Sequenz

stammt aus isolierter RNA eines Sprosses der Kontrollp�anzen.

Abbildung 36 zeigt ein phylogenetisches Dendrogramm der Ordnung Rhizobiales. Meh-

rere Sequenzen der Klondatenbanken aller Wurzeln verschiedener Behandlungen und

Kontrollen konnten in die Gattungen Rhizobium sp. und Bradyrhizobium sp. eingeord-

net werden.

Abbildung 37 zeigt ein phylogenetisches Dendrogramm der Ordnung Burkholderia-

les. RNA-Sequenzen der 16S-rRNA aus Wurzeln inokulierter Zuckerrohrp�anzen und

der nicht gedüngten Kontrollp�anze konnten der Gattung Burkholderia zugeordnet

werden. Zudem wurden weitere Verwandte anderer Bakteriengattungen der Ordnung

Burkholderiales in den in dieser Arbeit gewonnenen Sequenzen detektiert. In dieser

Bakterien-Ordnung ist die phylogenetische Einordnung auf Basis eines kurzen 16S-

rRNA Fragmentes jedoch sehr schwierig.
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Abb. 34: Phylogenetisches Dendrogramm der Acetobactera-

ceae , Feld-Experiment 2009. Grün: Sequenzen aus Blattschei-
den. Maÿstab: Sequenzunterschied von 10 %
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Abb. 35: Phylogenetisches Dendrogramm der Gluconacetobacter ,
Feld-Experiment 2009. Grün: Sequenzen aus Blattscheiden. Maÿstab:
Sequenzunterschied von 5 %
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Abb. 36: Phylogenetisches Dendrogramm der Rhizobiales, Feld-Experiment 2009. Rot:
Sequenzen aus Wurzeln. Maÿstab: Sequenzunterschied von 10 %
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Abb. 37: Phylogenetisches Dendrogramm der Burkholderiales, Feld-

Experiment 2009. Rot: Sequenzen aus Wurzeln; Grün: Sequenzen aus Blatt-
scheiden. Maÿstab: Sequenzunterschied von 10 %

4.3.4 Rarefaction-Analyse der analysierten Proben

Zur Analyse der erhaltenen Klondatenbanken wurde eine Rarefaction-Analyse jeder

Klondatenbank erstellt. Dies diente dazu, um abzuschätzen, ob ausreichend Klone se-

quenziert wurden, um eine tre�ende Aussage über die wirkliche Diversität im jeweiligen

Habitat geben zu können. Nach dem Erstellen einer Distanz-Matrix wurde die Rare-

faction mit dem Programm Dotur berechnet. Die gezeigten Graphen wurden mit dem

97 %-Wert der Distanzmatrix berechnet. Anhand der Graphen lässt sich zeigen, wie
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viele OTUs (Operational Taxonomic Unit) in der jeweiligen Probe mit den verwertba-

ren Sequenzen gefunden werden konnten. Eine Sättigung der entstandenen Kurve zeigt,

dass genügend Sequenzen analysiert wurden, um die gesamte Diversität einer Probe zu

erfassen.

Abbildung 38 zeigt die Rarefaction-Analysen der Klondatenbanken für die Wurzelpro-

ben des Tankversuchs im Jahr 2007 (siehe Kap. 4.3.1). Während bei den Klondaten-

banken aus DNA der Varietäten SP70, RB72 und RB82 (A, C, D) nur eine jeweils fast

lineare Steigung des Graphen zu sehen ist, deutet sich bei der RNA-Klondatenbank der

Varietät SP70 (B) ein Übergang zur Sättigung des Graphen an. In allen vier Klonda-

tenbanken sind jedoch groÿe Lücken bei der Erfassung der Diversität vorhanden. Der

Probenahmeumfang von 100-200 Sequenzen reicht also bei weitem nicht aus, um die

bakterielle Diversität anhand der 16S-rRNA Gene zu erhalten.

Abb. 38: Rarefaction-Analyse der 16S-rDNA-Klondatenbanken für die Wurzelproben des
Tankversuchs 2007. A: 16S-rDNA-Klondatenbank der Probe �Red Node� der Varietät SP70,
B: 16S-rRNA Klondatenbank der Probe �Red Node� der Varietät SP70, C: 16S-rDNA-
Klondatenbank der Wurzeln von Varietät RB72, D: 16S-rDNA-Klondatenbank der Wurzeln
von Varietät RB82
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Abbildung 39 zeigt die Rarefaction-Analysen für die 16S-rDNA- und 16S-rRNA Klon-

datenbanken der Wurzelproben der Feldprobenahme 2008. Bei allen Datenbanken han-

delt es sich um ampli�zierte rDNA bzw. rRNA aus Wurzelproben der Zuckerrohr-

Varietät RB86 mit den verschiedenen Ansätzen inokuliert (A, D), Kontrolle gedüngt

(B, E) und Kontrolle nicht gedüngt (C, F). Bei der Analyse wurde ersichtlich, dass we-

der bei der DNA-Sequenzierung der 16S-rRNA Gene noch bei der cDNA-Sequenzierung

der 16S-rRNA eine Sättigung erreicht werden konnte. Die Graphen der 16S-rDNA-

Klondatenbanken (A, B, C) zeigen eine lineare Steigung, während die der 16S-rRNA

Klondatenbanken (D, E, F) ein leichtes Abbiegen zeigt, welches jedoch bei weitem keine

Sättigung erreicht. Die Diversität ist deshalb nicht annähernd vollständig re�ektiert.

Abb. 39: Rarefaction-Analyse der 16S-rDNA-/rRNA-Klondatenbanken
für die Wurzelproben des Feldversuchs 2008. A: 16S-rDNA-
Klondatenbank der Wurzel-Probe der inokulierten Zuckerrohrp�anze
der Varietät RB86, B: 16S-rDNA-Klondatenbank der Wurzel-Probe
der gedüngten Kontrollp�anze der Varietät RB86, C: 16S-rDNA-
Klondatenbank der Wurzel-Probe der nicht gedüngten Kontrollp�anze
der Varietät RB86, D: 16S-rRNA Klondatenbank der Wurzel-Probe
der inokulierten Zuckerrohrp�anze der Varietät RB86, E: 16S-rRNA
Klondatenbank der Wurzel-Probe der gedüngten Kontrollp�anze der
Varietät RB86, F: 16S-rRNA Klondatenbank der Wurzel-Probe der
nicht gedüngten Kontrollp�anze der Varietät RB86
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Die Rarefaction-Analysen der 16S-rRNA der Wurzel- und Sprossproben der Feldpro-

benahme 2009 lassen erkennen, dass bei den Klondatenbanken der Wurzelproben der

Varietät RB86 (A, B, E, F) keine Sättigung erreicht werden konnte (Abb. 40), selbst

bei einer Anzahl von fast 300 verwertbaren Klonsequenzen (B). Bei den Rarefaction-

Analysen der Sprossproben (C, D, G, H) ist die Kurve jedoch weitgehend im Bereich

der Sättigung. Vor allem bei der Blattscheide der �üssig-inokulierten Zuckerrohrp�anze

(D) ist eine Sättigung bei mehr als 10 OTUs (bei mehr als 100 Sequenzen) erkennbar.

Abb. 40: Rarefaction-Analyse der 16S-rDNA-/rRNA-Klondatenbanken der Wurzel- und
Sprossproben der Feldprobenahme 2009. A: Gel inokuliert (Wurzel), B: Flüssig inokuliert
(Wurzel), C: Gel inokuliert (Blattscheide), D: Flüssig inokuliert (Blattscheide), E: Kontrolle
nicht gedüngt (Wurzel), F: Kontrolle gedüngt (Wurzel), G: Kontrolle nicht gedüngt (Blatt-
scheide), H: Kontrolle gedüngt (Blattscheide)

Die Rarefaction-Analyse der 16S-rRNA Klondatenbanken des Gewächshausversuchs

im Jahr 2009 mit der Zuckerrohr-Varietät RB86 zeigt Abbildung 41. Während mit den

gewonnenen Sequenzen (jeweils ca. 30) der Klondatenbanken der Wurzelproben keine

Sättigung erreicht werden konnte (A, B), deutet sich bei den Graphen der Rarefaction-

Analyse der Spross-Proben (C,D) mit ca. 30 bzw. 70 Sequenzen ein erster Übergang in

eine Sättigung an. O�ensichtlich war in den Blattscheidenproben die Diversität geringer

als in denWurzeln. Die bakterielle Diversität der inokulierten P�anzen scheint vor allem

in der Wurzel weitaus geringer als in den nicht inokulierten Kontrollp�anzen.
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Abb. 41: Rarefaction-Analyse der 16S-rRNA des Gewächshausversuchs. A: inokuliert Wurzel,
B: Kontrolle Wurzel C: inokuliert Blattscheide, D: Kontrolle Blattscheide

Zusammenfassend dargestellt war bei der 16S-rRNA Sequenz-Analyse der Wurzeln

der verschiedenen Zuckerrohr-Varietäten mit den verschiedenen Behandlungen auch

eine annähernde Sättigung nicht erreicht. Bei der 16S-rRNA Klonbanken-Überprüfung

der Wurzel-Proben mittels Rarefaction war ebenfalls in keinem Fall eine Sättigung

gegeben; jedoch konnte die Diversität besser erfasst werden als bei der 16S-rRNA Gen-

Analyse der Wurzel-Proben. Die Rarefaction-Analyse der Blattscheiden zeigte zum

Teil eine Sättigung, bei der alle in der 16S-rRNA Fraktion vorhandenen Organismen

mittels Sequenz-Analyse erfasst werden konnten. Bei allen Rarefaction-Analysen der

16S-rRNA zeigte sich ein Übergang in die Sättigungs-Phase des Graphen zumindest

andeutungsweise. Dies bedeutet, dass - erwartungsgemäÿ - nur ein Teil der vorhandenen

Bakterien tatsächlich aktiv sind und eine e�ektive Proteinsynthese durchführt.

4.4 16S-rRNA Analyse der bakteriellen Diversität ausgewähl-
ter diazotropher Bakterien

4.4.1 Klondatenbank-Analysen der bakteriellen Diversität ausgewählter
diazotropher α- und β-Proteobakterien

Durch die Fokussierung auf diazotrophe Bakteriengruppen der α- und β-Proteobacteria,

von denen in den Experimenten zahlreiche nah verwandte Sequenzen gewonnen wurden,

war ein Vergleich des mehrjährigen Feldversuches sowie des Tank- und Gewächshaus-

experiments möglich. In diesem Zusammenhang konnte ebenfalls festgestellt werden,

inwiefern sich die inokulierten diazotrophen Bakterienstämme (siehe Tab. 2) P�anzen-

assoziiert etablieren konnten. Die in dieser Arbeit aus DNA und cDNA ampli�zierten

Sequenzen wurden ihrer Phylogenie entsprechend in Dendrogrammen zusammengefasst

(siehe Kap. 3.13).

In der Abbildung 42 ist die enge phylogenetische Verwandtschaft der in dieser Arbeit

gewonnenen 16S-rRNA Sequenzen der Gattung Gluconacetobacter gezeigt. Einige 16S-

rRNA Sequenzen aus Blattscheiden inokulierter P�anzen sind dem inokulierten Stamm
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G. diazotrophicus PAL 5 sehr ähnlich. Diese Sequenzen werden somit als Hinweis auf

die erfolgreiche Etablierung dieses Stammes in den Blattscheiden der Zuckerrohrp�an-

zen der Varietät RB86 75 15 des Feldversuchs gesehen. Jedoch ist auch eine Erfassung

der autochthonen G. diazotrophicus nicht auszuschlieÿen. Bemerkenswerterweise konn-

te dieser Stamm in Wurzeln der Zuckerrohrp�anzen des Feldversuchs nicht detektiert

werden. In den Wurzel- und Sprossproben inokulierter P�anzen des Gewächshausver-

suchs sowie in den Sprossproben von P�anzen aller Behandlungen des Feldversuchs

konnten 16S-rRNA Sequenzen von Gluconacetobacter sp. detektiert werden. Bei die-

sen Sequenzen ist die phylogenetische Zuordnung jedoch nicht bis zur Benennung der

Bakterienart möglich, da die Sequenziergenauigkeit bei dem relativ kurzen 16S-rRNA

Sequenzbereich, der zur Ampli�kation der cDNA verwendet wurde, dies nicht erlaubt.

Hierbei zeigen die 16S-Sequenzen des für die 16S-rRNA Klondatenbank verwendeten

Fragments (ca. 550 bp, Primer 341F und 907R) von Gluconacetobacter diazotrophicus

(Typstamm, PAL 5), G. diazotrophicus (DNA des inokulierten Stammes, PAL 5) und

G. johannae (Typstamm) jeweils einen Unterschied von einer Base zueinander. G. azo-

tocaptans (Typstamm), G. johannae (Typstamm) und G. diazotrophicus (Typstamm)

weisen jeweils zwei Basen Unterschied auf.
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Abb. 42: Phylogenetisches Dendrogramm aller erhaltenen 16S-rRNA/DNA Sequenzen der
Gattung Gluconacetobacter . Rot: Sequenzen aus RNA; Orange: Sequenz des inokulierten
Stammes PAL 5. Pfeile: Sequenzen aus nicht inokulierten P�anzen. Hervorgehobene Zahl:
Anzahl der identischen Sequenzen an dieser Position. Maÿstab: Sequenzunterschied von 10 %

86



4 ERGEBNISSE

In Wurzeln von Zuckerrohrp�anzen des Tank- und des Feldexperiments konnten einige

Sequenzen nachgewiesen werden, die eng verwandt mit Bradyrhizobium japonicum sind

(Abb. 43). Dabei handelt es sich um aus DNA und aus rRNA erhaltenen 16S-rRNA

Sequenzen.

Abb. 43: Phylogenetisches Dendrogramm der erhaltenen 16S-rRNA/DNA
Sequenzen von Bradyrhizobium spp.. Rot: Sequenzen aus RNA; Blau:
Sequenzen aus DNA. Maÿstab: Sequenzunterschied von 10 %
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Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen, phylogenetisch zur Gattung Bradyrhizobium

gehörenden Sequenzen wurden mit 16S-rDNA Sequenzen verglichen, die in der Ar-

beitsgruppe von Prof. Dr. Esperanza Martinez (Universidad Nacional Autonoma de

Mexico, Cuernavaca) durch kultivierungsabhängige und anschlieÿende molekularbiolo-

gische Verfahren erhalten wurden. Die Sequenzen stammen von Bakterienreinkulturen

aus dem Boden des tropischen Regenwald in der Nähe von Los Tuxtlas in Mexiko.

Bodenproben des Waldes wurden als Inokulat für zwei axenisch angezogene Legumino-

sen (Macroptilium atropurpureum (Purpurbohne) und Vigna unguiculata (Augenboh-

ne)) verwendet. Aus den Leguminosen, die bei dieser Methode als Bakterien-�Falle�

dienen, wurden zahlreiche Bakterien der Gattung Bradyrhizobium isoliert. Einige der

Isolate stammen aus Boden eines agronomisch genutzten Gebietes, in dem in wechseln-

der Fruchtfolge Mais und Bohnen angebaut wurden. Momentan werden Experimente

durchgeführt, mit denen die Besiedlung der verschiedenen erhaltenen Bakterienisolate

an bzw. in Mais analysiert werden soll.

Beim Vergleich der 16S-rRNA Sequenzen dieser Arbeit und der durch Reisolierung

erhaltenen Sequenzen konnten enge Verwandtschaften der Sequenzen zueinander fest-

gestellt werden. Zahlreiche 16S-rDNA Sequenzen dieser Arbeit weisen zu mehreren

Sequenzen aus Mexiko sehr enge Verwandtschaft auf (Abb. 44). Die phylogenetische

Zuordnung der Sequenzen lässt sich jedoch nicht bis zur Spezies-Ebene durchführen.

Einige der 16S-rRNA Sequenzen bilden eng verwandte Gen-Cluster, in denen keine

bisher bekannten valid beschriebenen Arten vorhanden sind (Abb. 44, unterhalb der

Sequenzen Bradyrhizobium japonicum und B. liaoningense). Dies könnte auf die Ent-

deckung bisher unbekannter Spezies der Gattung Bradyrhizobium hinweisen. Zu A�pia

spp. nah verwandte 16S-rRNA Sequenzen konnten ebenfalls detektiert werden (Abb.

44). In dieser Abbildung �ndet sich ebenfalls eine groÿe Zahl an Sequenzen, die keinem

bisher bekannten Spezies der Gattung Bradyrhizobium zugeordnet werden konnten.
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Abb. 44: Phylogenetisches Dendrogramm der 16S-rRNA
Sequenzen der Gattung Bradyrhizobium. Schwarz: Se-
quenzen stammen von Typstämmen, Violett gekennzeich-
nete von Bakterienreinkulturen (Esperanza Martinez) aus
folgenden Leguminosen: m - Macroptilium atropurpure-

um (Purpurbohne); v - Vigna unguiculata (Augenbohne).
Blau (DNA) und Rot (RNA): Sequenzen aus Zuckerrohr-
wurzeln dieser Arbeit. Maÿstab: Sequenzunterschied von
10 %

89



4 ERGEBNISSE

Zu Rhizobium spp. nah verwandten, in dieser Arbeit erhaltenen, 16S-rDNA und -cDNA

Sequenzen zeigt die Abb. 45. Durch die relativ hohe Sequenzdivergenz zwischen den

bisher bekannten Arten von Rhizobium und den in dieser Arbeit erhaltenen Sequen-

zen, handelt es sich vermutlich um bisher unbekannte Bakterienarten der Gattung

Rhizobium. Bemerkenswert ist vor allem ein Cluster von 16S-rRNA und 16S-rDNA

Sequenzen der Probe �Red Node�, welche die Knospe für einen neuen Spross bildet. In

Blattscheiden inokulierter P�anzen des Gewächshausversuchs konnten nah zu Agrobac-

terium tumefaciens bzw. Rhizobium oryzae verwandte 16S-rRNA Sequenzen nachge-

wiesen werden. Bei den anderen Sequenzen handelt es sich um 16S-rDNA und -cDNA

Sequenzen der Wurzeln gedüngter und nicht gedüngter P�anzen des Tank- bzw. des

Feldversuchs.

Abb. 45: Phylogenetisches Dendrogramm der erhaltenen 16S-rRNA/DNA Se-
quenzen vonRhizobium spp.. Rot: Sequenzen aus RNA; Blau: Sequenzen aus
DNA. Maÿstab: Sequenzunterschied von 10 %
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Abbildung 46 zeigt die phylogenetische Verwandtschaft der Gattung Azospirillum mit

den in dieser Arbeit erhaltenen, eng verwandten Sequenzen. Lediglich beim Modellver-

such des Gewächshausexperiments konnte der inokulierte Bakterienstamm Azospiril-

lum amazonense CBAMc in Wurzeln inokulierter P�anzen nachgewiesen werden. Im

Feldexperiment konnten Sequenzen der Gattung Azospirillum in Wurzeln inokulierter

bzw. nicht gedüngter P�anzen detektiert werden, die jedoch nicht zu einer der bereits

bekannten Arten zugeordnet werden können.

Abb. 46: Phylogenetisches Dendrogramm aller erhaltenen 16S-
rRNA/DNA Sequenzen der Gattung Azospirillum . Rot: Sequen-
zen aus RNA; Blau: Sequenzen aus DNA; Orange: Sequenz des
inokulierten Stammes CBAMc. Maÿstab: Sequenzunterschied von
10 %
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Das phylogenetische Dendrogramm aller erhaltenen Sequenzen der 16S-rRNA/DNA

der Gattung Herbaspirillum zeigt, dass die inokulierten Bakterienstämme H. seropedi-

cae HCR 54 und H. rubrisubalbicans HCC 103 in dieser Arbeit nicht detektiert werden

konnten (Abb. 47). In Wurzeln der Zuckerrohrvarietät RB72 454 des Tank-Experiments

konnten nah zu H. frisingense und H. huttiense verwandte 16S-rDNA-Sequenzen er-

halten werden.

Abb. 47: Phylogenetisches Dendrogramm
aller erhaltenen 16S-rRNA/DNA Sequen-
zen der Gattung Herbaspirillum . Rot:
Sequenzen aus RNA; Blau: Sequenzen aus
DNA; Orange: Sequenz der inokulierten
Stämme HRC 54 und HCC 103. Maÿstab:
Sequenzunterschied von 5 %
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Die phylogenetische Verwandtschaft einiger β-Proteobacteria ist im Dendrogramm der

Abbildung 48 dargestellt. In dieser Arbeit wurden einige 16S-rDNA und -cDNA-Sequen-

zen detektiert, die zu keiner bisher bekannten Bakterienart bzw. Gattung zugeordnet

werden konnten. Einige, zu Paucibacter toxinivorans und Pelomonas spp. verwandte

16S-rRNA Sequenzen konnten in Wurzeln der Zuckerrohrvarietät RB86 7515 des Ge-

wächshausversuchs nachgewiesen werden. Diese Sequenzen bilden ein bisher unbekann-

tes Cluster. Sowohl aus dem Feld- als auch aus dem Tankversuch konnten aus Wurzeln

nicht gedüngter P�anzen nah miteinander verwandte 16S-rDNA-Sequenzen erhalten

werden, die scheinbar ein weiteres, bisher unbekanntes Cluster bilden. Als nächstver-

wandte Bakterien konnten Azohydromonas lata und Ideonella spp. identi�ziert werden.

In Wurzelproben gedüngter P�anzen des Feldversuchs konnte eine 16S-rRNA Sequenz

erhalten werden, die ebenfalls zu diesem bisher unbekannten Cluster eingeordnet wer-

den konnte. In Blattscheiden konnten diese Sequenzen jedoch nicht detektiert werden.

Abb. 48: Phylogenetisches Dendrogramm ausgewählter 16S-rRNA/DNA Sequenzen von Pe-

lomonas und Ideonella verwandten β-Proteobacteria . Rot: Sequenzen aus RNA; Blau: Se-
quenzen aus DNA; Maÿstab: Sequenzunterschied von 10 %
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Die Abbildungen 49 und 50 zeigen die phylogenetische Verwandtschaft der in dieser

Arbeit erhaltenen 16S-rRNA Sequenzen in der Gattung Burkholderia. Der inokulierte

Bakterienstamm Burkholderia tropica PPe 8 konnte in keiner der untersuchten Proben

detektiert werden. Somit ist keine Etablierung des inokulierten Stammes sichtbar. Es

konnten jedoch viele zur Gattung Burkholderia gehörende Sequenzen in allen Proben

nachgewiesen werden. So konnten in Wurzeln inokulierter bzw. nicht gedüngter P�an-

zen eng mit B. soli, B. silvatlantica und B. plantarii verwandte 16S-rRNA Sequenzen

gefunden werden. Nah mit B. phymatum und B. caribensis verwandte 16S-rRNA Se-

quenzen konnten ebenfalls in Wurzeln inokulierter, nicht gedüngter, aber auch gedüng-

ter P�anzen des Feld- und des Tank-Experiments nachgewiesen werden. Es konnten

jedoch auch Sequenzen gefunden werden, die mit keiner der bisher beschriebenen Arten

eng verwandt sind. In Blattscheiden konnten keine Sequenzen der Gattung Burkholde-

ria detektiert werden.

Abb. 49: Phylogenetisches Dendrogramm der erhaltenen 16S-rRNA/DNA Sequenzen der
Burkholderia spp., Teil 1. Rot: Sequenzen aus RNA; Blau: Sequenzen aus DNA; Maÿstab:
Sequenzunterschied von 10 %
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Abb. 50: Phylogenetisches Dendrogramm der erhaltenen 16S-rRNA/DNA Sequenzen der
Burkholderia spp., Teil 2. Rot: Sequenzen aus RNA; Blau: Sequenzen aus DNA; Orange:
Sequenz des inokulierten Stammes PPe 8. Maÿstab: Sequenzunterschied von 10 %

95



4 ERGEBNISSE

Eine enge phylogenetische Verwandtschaft zu Acidovorax sp. konnten vor allem Se-

quenzen der 16S-rRNA von Wurzeln der Zuckerrohrvarietät RB86 7515 eines nicht

gedüngten Feldes zeigen. Einige Vertreter der Gattung Acidovorax sind bekannt, Stick-

sto� zu �xieren. Eine 16S-rRNA Sequenz der Probe �Red Node� konnte ebenfalls zu

Acidovorax sp. geordnet werden.

Abb. 51: Phylogenetisches Dendrogramm der erhal-
tenen 16S-rRNA/DNA Sequenzen von Acidovorax

spp.. Rot: Sequenzen aus RNA; Blau: Sequenzen aus
DNA. Die hervorgehobene Zahl zeigt die Anzahl iden-
tischer Sequenzen der Probe. Maÿstab: Sequenzunter-
schied von 10 %
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4.4.2 Fingerprint-Analyse der 16S-rRNA

Um die Diversität der aktiven Bakteriengemeinschaft von Wurzel- und Spross-Proben

der Zuckerrohr-Varietät RB86 auf der Basis der 16S-rRNA zu vergleichen, wurden

die jeweiligen Ampli�kate über ein Denaturierendes Gradienten-Gel aufgetrennt und

die resultierenden Bandenmuster analysiert. Dabei wurden zur Ampli�kation der Se-

quenzen der Domäne Bacteria die spezi�schen Primer 341F und 907R eingesetzt. Zu-

sätzlich wurde der Rückwärtsprimer ALF968R, welcher die Entwicklungslinie der α-

Proteobacteria abdecken sollte, mit dem Primer 341F kombiniert eingesetzt. Der Pri-

mer 341F wurde am 5′-Ende mit einer sogenannten GC-Klemme versehen, welche das

gleichmäÿige Aufschmelzen des DNA-Doppelstranges im Gel garantieren sollte (siehe

Kap. 3.5.4). Zur besseren Zuordnung wurde ein selbst hergestellter Standard aufgetra-

gen, welcher die unter Verwendung derselben Ampli�kationsprimer gewonnenen DNA-

Fragmente der DNA der inokulierten Bakterienstämme enthielt. Zur Identi�kation von

Bakterienspezies in den aufgetragenen Proben wurden einzelne Banden ausgeschnitten

und nach weiteren Behandlungen von beiden Sequenzenden ausgehend sequenziert. Es

wurden nur Sequenzen einer genauen Sequenzanalyse unterzogen, die nach Vergleich

mit verfügbaren Datenbanken (BLAST, RDP) identische Ergebnisse lieferten.

Abbildung 52 zeigt das resultierende DGGE-Gel, in welchem die Ampli�kate der Bac-

teria nach ihrem spezi�schen Schmelzverhalten aufgetrennt sind. Ausgeschnittene Ban-

den sind nummeriert und die zugehörigen Ergebnisse des Vergleichs mit der BLAST-

Datenbank in Tab. 15 aufgelistet. Links und rechts der Spuren, in denen die Ampli�kate

der Wurzel- und Sprossproben aufgetragen wurden, be�nden sich die Spuren mit dem

internen Standard, welcher Ampli�kate der inokulierten Bakterienstämme enthält. Auf

der linken Seite des Gels (Spuren 3-8) be�nden sich die cDNA-Ampli�kate von 16S-

rRNA Genen von Wurzelproben des Gewächshausversuchs und des Feldversuchs des

Jahres 2009. Beim Vergleich der Bandenmuster scheint die bakterielle Diversität der

inokulierten P�anze des Gewächshaus-Versuchs gröÿer als die der Kontrollp�anze. Bei

der inokulierten P�anze sind sechs Banden zu erkennen, bei der Kontrollp�anze drei.

Bei den vom Feld stammenden Wurzelproben scheint die Wurzel der nicht gedüngten

Kontrollp�anze die gröÿte Diversität im Vergleich zu den inokulierten P�anzen auf-

zuweisen. Bei der Wurzel der Kontrollp�anze sind 21 Banden zu erkennen, bei den

Inokulationen 7 (�üssig) und 5 (Gel). Distinkte, klar separierte Banden konnten nach

deren Sequenzierung und phylogenetischer Analyse nur als ampli�zierte p�anzliche

RNA identi�ziert werden (vergl. Bande 1 bis 4, 8 bis 10, 20). Durch das Auftreten

starker, von p�anzlicher cDNA stammender Banden, welche die für die Analyse der

bakteriellen Diversität interessanten Banden durch ihre Dominanz überdecken, konnte

die DGGE nicht weiter als Methode zur Analyse der bakteriellen Gemeinschaft assozi-
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iert mit Zuckerrohr verwendet werden. Die sequenzierten Banden der Wurzel-Proben

zeigen eine Dominanz einer Spezies der Gattung Bradyrhizobium in Höhe der Bande

5. Bande 6 konnte der Gattung Rhodoplanes sp. zugeordnet werden und war nur bei

den Proben, die vom Feldversuch stammten, zu sehen. Bande 7 konnte der Gattung

Actinobacter zugeordnet werden und war ebenfalls nur bei isolierter RNA von Wurzeln

des Feldversuchs erkennbar.

Abb. 52: Fingerprint-Analyse via DGGE der Bacteria auf Basis der
16S-rRNA. Interner Standard: H. rubrisubalbicans HCC 103, H. serope-
dicae HR 54,G. diazotrophicus PAL 5, A. amazonense CBAMc, (Positiv-
kontrolle der PCR A. brasilense Sp 7), Im linken Abschnitt sind Ampli-
�kate der Wurzeln, im mittleren Abschnitt der Sprosse aufgetragen. Im
rechten Abschnitt sind die ampli�zierten 16S-rRNA Genfragmente der
α-Proteobacteria aufgetragen, die Proben stammen aus dem Gewächs-
hausversuch. Die Zahlen der ausgeschnitten Bande stehen jeweils links
von der Spur.

Bei den in der Mitte des Gels aufgetragenen Ampli�katen (Spuren 12-17) handelt es sich

um die 16S-rRNA Ampli�kate der Bacteria der Spross-Proben von Zuckerrohrp�an-

zen des Gewächshaus- und Feld-Versuchs. Die Bandenmuster der inokulierten P�anze

und der Kontrollp�anze des Gewächshausversuchs ähneln einander sehr und weisen

bis auf eine Bande (in Höhe der ausgeschnittenen Bande 12) keine Unterschiede auf.

Auch die Bandenmuster der 16S-rRNA Ampli�kate de Spross-Proben des Feldversuchs
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ähneln sich untereinander, unterscheiden sich jedoch von denen der Gewächshausp�an-

zen. In Höhe der sequenzierten Bande 11 sind bei den Spross-Proben des Feldversuchs

deutlich dominante Banden zu sehen, welche in denen des Gewächshaus-Experiments

weniger ausgeprägt sind. Eine Sequenz konnte der Gattung Burkholderia an dieser Stel-

le zugeordnet werden. Die Bande 12, welche in der isolierten RNA der Spross-Proben

der Kontroll-P�anze des Gewächshaus-Versuchs, den inokulierten P�anzen des Feld-

versuchs sowie in der gedüngten Kontrollp�anze erkennbar ist, konnte der Gattung

Acidomonas zugeordnet werden. Die Banden 13 und 14, welche auf derselben Höhe

liegen, konnten Gluconacetobacter sp. zugeordnet werden und waren in der isolierten

RNA der Spross-Proben der inokulierten P�anzen des Feldversuchs deutlich zu erken-

nen. Im rechten Abschnitt sind zum Vergleich die Ampli�kate der 16S-rRNA Gene der

α-Proteobacteria der isolierten RNA der Zuckerrohr-P�anzen aus dem Gewächshaus-

Versuch (Spuren 19-22) aufgetragen. Deutlich zu sehen ist, dass der gewählte Gradient

für das gewählte Fragment der α-Proteobaceria weniger geeignet ist als für das der

Bacteria. In der RNA der Wurzeln der inokulierten Gewächshaus-P�anze konnte eine

Sequenz von Azospirillum amazonense nachgewiesen werden (Bande 17), die in den

anderen Spuren nicht zu erkennen ist. In der isolierten RNA der Sprossproben der

aus dem Gewächshausversuch stammenden Zuckerrohrp�anzen konnte eine dominante

Bande der Gattung Rhizobium identi�ziert werden.

Tab. 15: Ergebnisse der BLAST-Analyse der sequenzierten Banden (DGGE) der Proteobac-
teria

Bande Organismus

5 Bradyrhizobium sp.
6 Rhodoplanes sp.
7 Actinobacter sp.
11 Burkholderia sp.
12 Acidomonas sp.
13 Gluconacetobacter sp.
14 Gluconacetobacter sp.
15 Bradyrhizobium sp.
16 Rhizobiales

17 Azospirillum amazonense

18 Methylobacter sp.
19 Rhizobium sp.

Das Auftreten einer stark dominanten Bande in Wurzel- und Sprossproben erschwert

die Auswertung der Fingerprint-Analyse mittels DGGE, da weniger dominante Banden

nicht mehr erkennbar sind. Aus diesem Grund konnte die Analyse der bakteriellen

Diversität assoziiert mit Zuckerrohr nicht weiter verwendet werden.
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4.5 Phylogenetische Analyse der nifH -cDNA in den Zucker-
rohrp�anzen

Um die Diversität der mit Zuckerrohr assoziierten Bakterien hinsichtlich ihrer Akti-

vität besser analysieren zu können, wurde ein entscheidendes funktionelles Gen der

N2-Fixierung bzw. dessen Expression untersucht. Dazu wurde das Gen nifH zur Ana-

lyse ausgewählt. Dieses Gen kodiert für die Nitrogenase Reduktase (sog. Fe-Protein)

und wird daher bei aktiver Sticksto��xierung exprimiert. Vor allem von Bakterien der

Hauptentwicklungslinie der Proteobacteria ist eine groÿe Anzahl an nifH -Sequenzen

bereits bekannt und konnte somit zur vergleichenden Analyse verwendet werden.

4.5.1 nifH -Klondatenbank-Analysen

Zur Analyse der mit Zuckerrohr assoziierten, aktiv sticksto��xierenden Bakterien wur-

de eine Nested PCR (siehe Kap. 3.5.3) der cDNA eingesetzt. Alle im März 2009 ge-

nommenen Proben der Zuckerrohr-Wurzeln und -Blattscheiden wurden analysiert. In

der ersten PCR der Nested PCR wurden die Primer PolyF und PolyR (siehe Tab.

4) verwendet. In der zweiten PCR wurde das Ampli�kat der ersten PCR als Templa-

te verwendet und die Primer RoeschnifHF und RoeschnifHR (siehe Tab. 4) verwen-

det. Anschlieÿend wurden die so erhaltenen nifH -Genfragmente kloniert (siehe Kap.

3.9) und sequenziert (siehe Kap. 3.11). Die Vektor-Sequenz wurde entfernt und die

Sequenzen mittels BLAST-Analyse phylogenetisch zugeordnet. Zudem wurden die Se-

quenzen in eine nifH -Gendatenbank der Internetseite http://www.es.ucsc.edu/ www-

zehr/research/pubs/ im Programm ARB eingefügt (siehe Kap. 3.13) und anhand der

phylogenetischen Verwandtschaft eingeordnet. Anhand dieser Daten konnten phyloge-

netische Dendrogramme erstellt und die Rarefaction der einzelnen Proben berechnet

werden. Zur besseren Einsicht über die erhaltene Diversität der aktiv sticksto��xieren-

den Bakterien wurde die Anzahl der Sequenzen der untersuchten Proben und deren

phylogenetische Zugehörigkeit in Abbildung 53 zusammengefasst.

In allen untersuchten Wurzel- und Sprossproben von Zuckerrohr, auÿer der nicht in-

okulierten Kontrollp�anze des Gewächshausversuchs, konnten nifH -Sequenzen nachge-

wiesen werden, welche mit den nifH -Sequenzen von Herbaspirillum sp., Ideonella sp.

und Azohydromonas sp. nah verwandt sind, jedoch zu keiner bekannten Art geordnet

werden können. NifH -Sequenzen des Bakteriums Burkholderia tropica konnten in vor-

nehmlich in Wurzelproben detektiert werden, seltener im Spross. Sie konnten beispiels-

weise in Wurzeln der �üssig inokulierten P�anzen nachgewiesen werden. In P�anzen

des gedüngten Feldes konnten sie in den Blattscheiden, in den Wurzeln jedoch nicht

detektiert werden. Zu den nifH -Sequenzen von Bradyrhizobium sp. nah verwandte Se-
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quenzen konnten als sehr dominant in allen Wurzelproben des Feldes nachgewiesen

werden. Zu diesen Sequenzen gehört die nifH -Sequenz von Azospirillum amazonense

ebenfalls. NifH -Sequenzen von Rhizobium sp. konnten ausschlieÿlich in Blattscheiden

des Feldversuchs gefunden werden, jedoch nicht in der Blattscheide der gedüngten,

nicht inokulierten P�anze. Sequenzen der nifH -Gene von Azospirillum brasilense konn-

ten in Blattscheiden und Wurzeln der Gel inokulierten P�anzen sowie in Wurzeln nicht

gedüngter P�anzen des Feldversuchs und Wurzeln inokulierter Gewächshausp�anzen

gefunden werden. NifH -Sequenzen von Gluconacetobacter diazotrophicus konnten fast

ausschlieÿlich und sehr dominant in Blattscheiden einer �üssig inokulierten P�anze de-

tektiert werden. Zudem konnte eine einzige nifH -Sequenz von G. diazotrophicus in der

RNA der Wurzeln inokulierter Gewächshausp�anzen detektiert werden.

Abb. 53: Übersicht über die Diversität der nifH -Sequenzen aus der cDNA
der Zuckerrohrproben des Feld- und Gewächshausversuchs im Jahr 2009
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Mit Hilfe der Software ARB wurden die phylogenetischen Verwandtschaftsverhältnis-

se der nifH -Sequenzen zueinander analysiert und Dendrogramme mittels Neighbour-

Joining Verfahren generiert. Für übersichtliche Darstellungen wurden identische Se-

quenzen zu einer Sequenz zusammengefasst und die Anzahl der Sequenzen gekenn-

zeichnet.

Abbildung 54 zeigt die Einordnung der in dieser Arbeit erhaltenen, nah zu Gluconace-

tobacter diazotrophicus verwandten nifH -Sequenzen. In den Wurzeln der inokulierten

Zuckerrohrp�anzen des Gewächshausversuchs konnte eine nah verwandte nifH -Sequenz

gefunden werden. In den Blattscheiden der �üssig inokulierten P�anzen des Feldver-

suchs konnten 18 nah mit G. diazotrophicus verwandte nifH -Sequenzen detektiert wer-

den.

Abb. 54: Phylogenetisches Dendrogramm der nifH -mRNA von Gluco-
nacetobacter diazotrophicus. Hervorgehobene Zahl zeigt die Anzahl
identischer Sequenzen. Rot: Sequenzen aus Wurzeln; Grün: Sequenzen
aus Blattscheiden; Orange: nifH -Sequenz des inokulierten Stammes PAL
5. Maÿstab: Sequenzunterschied von 5 %
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Die Abbildung 55 zeigt ein phylogenetisches Dendrogramm der nifH -Sequenzen ver-

schiedener Arten der Gattung Azospirillum und deren Verwandtschaftsbeziehung zu

den in dieser Arbeit gewonnenen Sequenzen. Eine nifH -mRNA-Sequenz der Wurzeln

inokulierter P�anzen aus dem Gewächshaus konnte Azospirillum zugeordnet werden.

Eng mit dem nifH -Gen von A. brasilense verwandte Sequenzen konnten in Blattschei-

den Gel-inokulierter P�anzen des Feldversuchs und in Wurzeln dieser P�anzen sowie

in nicht gedüngten Kontrollp�anzen gefunden werden.

Abb. 55: Phylogenetisches Dendrogramm der nifH -mRNA von Azospiril-

lum spp.. Hervorgehobene Zahl zeigt die Anzahl identischer Sequenzen. Rot:
Sequenzen aus Wurzeln; Grün: Sequenzen aus Blattscheiden. Maÿstab: Se-
quenzunterschied von 5 %
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Zu den nifH -mRNA-Sequenzen von Rhizobium spp. verwandte Sequenzen konnten in

Blattscheiden nicht gedüngter Zuckerrohrp�anzen detektiert werden (Abb. 56). Die

nifH -Sequenz des inokulierten Stammes Azospirillum amazonense CBAMc, welche nah

verwandt mit denen der Bradyrhizobium spp. ist, konnte nicht detektiert werden. In den

Wurzelproben aller untersuchten Behandlungen des Feldversuchs konnten zahlreiche

nifH -Sequenzen detektiert werden, die eng mit den Sequenzen von Bradyrhizobium

spp. verwandt sind.

Abb. 56: Phylogenetisches Dendrogramm der nifH -mRNA-Sequenzen Rhizobium, Azspi-
rillum und Bradyrhizobium spp.. Hervorgehobene Zahl zeigt die Anzahl identischer Se-
quenzen. Rot: Sequenzen aus Wurzeln; Grün: Sequenzen aus Blattscheiden. Maÿstab: Se-
quenzunterschied von 5 %
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Die Analyse der nifH -Sequenzen zeigt ebenfalls enge Verwandtschaftsbeziehungen zwi-

schen den nifH -Sequenzen dieser und des Reisolierungs-Projekts in Mexiko (siehe Kap.

4.4.1). Anhand der nifH -Sequenzen lassen sich durch die kurze Sequenzlänge jedoch

keine genauen phylogenetischen Zuordnungen unterhalb der Gattungs-Ebene tre�en

(Abb. 57).

Abb. 57: Phylogenetisches Dendrogramm der nifH -rRNA der Gattung Bradyrhizobium.
Schwarz: Sequenzen stammen von in der Datenbank vorhandenen nifH -Sequenzen, Violett
gekennzeichnete von Bakterienreinkulturen (Esperanza Martinez) aus folgenden Legumino-
sen: m - Macroptilium atropurpureum (Purpurbohne); v - Vigna unguiculata (Augenbohne).
Rot (RNA): Sequenzen aus Zuckerrohrproben dieser Arbeit. Hervorgehobene Zahlen: Anzahl
der in dieser ARbeit erhaltenen, identischen nifH -Sequenzen einer Probe. Maÿstab: Sequenz-
unterschied von 10 %
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In der Abbildung 58 zeigt ein phylogenetisches Dendrogramm die Verwandtschaft in

dieser Arbeit erhaltener nifH -Sequenzen zu denen bereits bekannter nifH -Sequenzen

der Gattung Burkholderia. Sowohl in RNA von Wurzeln und Blattscheiden vom Feld-

versuch konnten in inokulierten sowie nicht inokulierten P�anzen eng zu PPe 8 ver-

wandte Sequenzen gefunden werden. Ebenfalls konnte in der RNA von Wurzeln und

Blattscheiden aus dem Gewächshaus stammender P�anzen sehr eng mit der nifH -

Sequenz des inokulierten Bakterienstamms verwandte Sequenzen nachgewiesen wer-

den.

Abb. 58: Phylogenetisches Dendrogramm der nifH -mRNA von Burkholderia

spp.. Hervorgehobene Zahl zeigt die Anzahl identischer Sequenzen. Rot: Sequen-
zen aus Wurzeln; Grün: Sequenzen aus Blattscheiden; Orange: nifH -Sequenz des
inokulierten Stammes PPe 8. Maÿstab: Sequenzunterschied von 5 %

106



4 ERGEBNISSE

Ein phylogenetisches Dendrogramm bekannter nifH -Sequenzen einiger β-Proteobacteria

zeigt die Abbildung 59. Hierbei ist gut zu erkennen, dass die nifH -Sequenzen der in-

okulierten Bakterienstämme nicht mit denen in dieser Arbeit gewonnenen Sequenzen

identisch sind. Es wurden jedoch zahlreiche nifH -Sequenzen diverser Proben aus Wur-

zeln und Blattscheiden aller Behandlungen und beider Versuche gefunden, die ein neues

Cluster bilden.

Abb. 59: Phylogenetisches Dendrogramm der nifH -mRNA-Sequenzen des Ideo-
nella-Azohydromonas-Herbaspirillum-Clusters. Hervorgehobene Zahl zeigt die
Anzahl identischer Sequenzen. Rot: Sequenzen aus Wurzeln; Grün: Sequenzen aus
Blattscheiden. Maÿstab: Sequenzunterschied von 5 %

4.5.2 Rarefaction-Analyse der nifH -Klondatenbanken

Mit den erhaltenen nifH -mRNA-Sequenzen wurden Distanzmatrizen im Programm

ARB berechnet, die Rarefaction-Analysen mit dem Programm Dotur durchgeführt und

graphisch dargestellt. Aufgrund der gewählten Berechnungsmethode schwanken die in

den Diagrammen eingesetzten Divergenzwerte zur Berechnung der OTUs zwischen 93

und 99 %.

Die Abbildung 60 zeigt die Rarefaction-Analysen der nifH -mRNA-Klondatenbanken

des Gewächshausexperiments. Die Sättigung der Rarefaction ist bei den nicht inoku-

lierten Proben (Wurzel und Spross) bei einer OTU gegeben. Die Rarefaction-Graphen

der inokulierten P�anzen gehen in eine Sättigung über.
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Abb. 60: Rarefaction-Analyse der nifH -Klondatenbanken
des Gewächshaus-Experiments im Jahr 2009.

Die Abbildung 61 zeigt die Rarefaction-Analysen der aus dem Feldexperiment im Jahr

2009 gewonnenen nifH -Klondatenbanken. A zeigt die Rarefaction der nifH -Sequenzen

aus cDNA von Wurzelproben, welche bei allen untersuchten Proben in eine Sättigung

übergeht. B zeigt die Rarefaction der nifH -Sequenzen aus cDNA von Blattscheiden.

Während die Rarefaction der nicht inokulierten P�anzen bereits gesättigt ist, so ist die

Sättigung bei den nifH -Klondatenbanken inokulierter P�anzen nicht erreicht. Bemer-

kenswerterweise wies die nifH -Klondatenbank der gedüngten Kontrollp�anzen (grüne

Rauten) die geringste Diversität in Wurzeln und Blattscheiden auf. Die höchste Diversi-

tät zeigte die nifH -Klondatenbank der Wurzeln der nicht gedüngten P�anzen (violette

Rauten).

Abb. 61: Rarefaction-Analyse der nifH -Klondatenbanken des Feldexperiments im Jahr 2009.
A: Rarefaction-Analyse der nifH -Klondatenbanken der Wurzelproben, B: Rarefaction-Analyse
dernifH -Klondatenbanken der Sprossproben
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4.6 Detektion und Lokalisierung P�anzen-assoziierter
Bakterien in situ

4.6.1 Detektion und Lokalisierung P�anzen-assoziierter
Bakterien mittels FISH

Zur Untersuchung der Besiedlung von Zuckerrohr und des Kolonisierungsverhaltens dia-

zotropher und anderer P�anzen-assoziierter Bakterien wurde die Methode der Fluores-

zenz-in situ-Hybridisierung angewendet (siehe Kap. 3.14). Mittels FISH ist es möglich,

bei Verwendung geeigneter mikroskopischer Techniken Bakterien zu detektieren und

eine Aussage über deren Lokalisierung im P�anzengewebe zu tre�en. Fixierte Wur-

zelstücke von Zuckerrohr wurden nach Gröÿe separiert. Dünne Wurzeln konnten ohne

weitere präparative Schritte hybridisiert und anschlieÿend mikroskopiert werden, von

dickeren Wurzelteilen wurden Längs- und Quer-Schnitte angefertigt. Bei der Untersu-

chung der Blattscheide von Zuckerrohr wurden �xierte Teile in 1xPBS in etwa 3x5 mm

groÿe Teile geschnitten und mit einer sterilen Rasierklinge in der Mitte des Parenchyms

getrennt, anschlieÿend hybridisiert und mikroskopiert. Zusätzlich wurden Querschnitte

angefertigt (siehe Kap. 3.14). Die Analyse erfolgte an einem Konfokalen Laser Scan-

ning Mikroskop (CLSM, siehe Kap. 3.16). Durch Überlagerung der Aufnahmen mit

roter (Cy3) und grüner (Fluos) Fluoreszenz erscheinen die Bakterien orange-gelb , mit

roter (Cy3) und blauer (Cy5) Fluoreszenz erscheinen sie pink-violett.

Wurzel und Spross-Proben verschiedener Versuchsansätze wurden zum Test mit den

Oligonukleotidsonden EUB-338, I, II, III-Fluos und ALF-968-Cy3 bzw. BET-42a-Cy3

(mit GAM-42a-Kompetitor) hybridisiert. Nach erfolgreicher Detektion von Bakterien

wurde einem hierarchischen Sondenkonzept folgend mit Gattungs- und Art-spezi�schen

Sonden gearbeitet. Als Kontrolle wurden alle Proben einer �Hybridisierung� ohne Son-

de und einer Hybridisierung mit der Oligonukleotidsonde NON-EUB, welche nicht an

bakterielle rRNA bindet, unterzogen (siehe Abb. 62). Dies diente zum Einen dazu,

abzuschätzen, in welchem Bereich des Spektrums die Proben starke oder schwache

Auto�uoreszenz zeigten. Zum Anderen diente es dazu, E�ekte abzuschätzen, inwie-

weit die Hybridisierungsprozedur die vorhandene Auto�uoreszenz noch verstärkt. Das

Oligonukleotid NON-EUB-338 I trägt die komplementäre Sequenz zur EUB-338 I Oli-

gonukleotidsonde, dies bedeutet, dass sie nicht an die rRNA bindet. Sie wird daher als

Kontrolle für unspezi�sche Bindungen eingesetzt. So konnten unspezi�sche Hybridisie-

rungen weitgehend ausgeschlossen werden. In Abb. 62 A ist eine Hybridisierung mit

dem Oligonukleotid NON EUB-338 I-Cy3 gezeigt. Zu sehen ist ein Längsschnitt einer

Zuckerrohrwurzel, in welchem Signale im Cy3- und Cy5-Kanal zu erkennen sind, die auf

eine endophytische Kolonisierung hinweisen. Da die Bakterien jedoch keine Auto�uores-

zenz aufweisen und vergleichbare Signale auch im Cy5-Kanal detektiert wurden, deutet
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dies auf auto�uoreszente Partikel der P�anze hin. In Abb. 62 B ist ein Ausschnitt aus

einem mit dem Oligonukleotid EUB-338, I, II, III-Cy3 hybridisierten Längsdünnschnitt

einer Zuckerrohrwurzel gezeigt. In der mittleren Zelle sind deutlich Signale aus dem

Cy3- und Cy5-Kanal zu erkennen, die die Form und Gröÿe von Bakterien besitzen. Da

jedoch nicht mit einem Cy5-Oligonukleotid gearbeitet worden war, handelt es sich hier

um Artefakte.

Abb. 62: FISH von Längs-Schnitten einer Zuckerrohrwurzel. A Ausschnitt eines Längsschnit-
tes der Zuckerrohrwurzel, hybridisiert mit der Oligonukleotidsonde NON-EUB-Cy3 ; B Drei-
dimensionale Orthogonalansicht eines Bildes aus einem z-Stapel eines Längsschnittes, hybri-
disiert mit der Oligonukleotidsonde EUB-I, II, III-Cy3. Grüne und rote Linien repräsentieren
vertikale optische Schnitte durch den Bildstapel, die in den entsprechend farbig umrandeten
Seitenansichten dargestellt sind.

Bei der FISH-Analyse der Proben aus dem Gewächshausversuch wurden die Oligo-

nukleotidsonden EUB-338, I, II, II-Fluos und ALF-968-Cy3 bzw. BET-42a-Cy3 zur

Detektion wurzelassoziierter Bakterien eingesetzt. Dies war für die Detektion ober-

�ächenassoziierter Bakterien erfolgreich. Daher wurden, dem hierarchischen Sonden-

konzept folgend, in nachfolgenden Versuchen Oligonukleotidsonden eingesetzt, die eine

abgestufte Spezi�tät aufweisen (Abb. 63). Alle Abbildungen in Abb. 63 zeigen dreidi-

mensionale Orthogonalansichten von Bildern aus z-Stapeln von Längsschnitten. Abb.

63 A zeigt einen Bildausschnitt der Wurzelober�äche einer inokulierten P�anze, wel-

che mit den Oligonukleotidsonden BET-42a-Fluos (mit GAM-42a-Kompetitor) und

Burkho-Cy3 hybridisiert wurde. Zwischen den Wurzelrindenzellen konnte eine Besied-

lung durch Burkholderia sp. lokalisiert werden (siehe Pfeil). In Abb. 63 B ist ein Bild-

ausschnitt der Wurzelober�äche einer Kontrollp�anze gezeigt, welche mit den Sonden

ALF-968-Cy5 und Glac-1430-Cy3 hybridisiert wurde. An der Wurzelrinde konnte eine

Besiedlung von Gluconacetobacter diazotrophicus detektiert werden. Abb. 63 C und
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D zeigen Bildausschnitte von Wurzeln nicht inokulierter Kontrollp�anzen mit einer

bereits entwickelten Seitenwurzel (C) bzw. einer frisch durchbrechenden Seitenwurzel

(D). Bei beiden Hybridisierungen wurden die Sonden ALF968-Fluos und Glac1430-

Cy3 verwendet, wobei die Signale der Fluorescein markierten Sonde im grünen Kanal

sehr schwach waren. Daher ist nicht sicher, ob es sich bei den detektierten Signalen

um G. diazotrophicus oder z. B. um Artefakte handelt. Die äuÿere Form der Signale

deuten durch die Ähnlichkeit zu Bakterienreinkulturen, dass hier eine Besiedlung der

Wurzelober�äche an der Achsel der Seitenwurzel statt�ndet. Zudem konnte an diesen

Stellen keine Auto�uoreszenz im Cy5-Kanal detektiert werden. Die Abb. 63 E zeigt eine

Bildausschnitt des Parenchyms eines Blattes an der Blattscheide einer Kontrollp�an-

ze, welches mit den Oligonukleotidsonden BET-42a-Fluos (mit GAM-42a-Kompetitor)

und Hsero-445-Cy3 hybridisiert wurde. Anhand der roten Pfeile ist eine mögliche Ko-

lonisierung durch H. seropedicae (gelbe Kolonien) zu erkennen. Die Methode FISH bei

der Blattscheide zu verwenden stellte sich durch die groÿe Zahl an auto�uoreszieren-

den Partikel als sehr schwierig dar. Dies ist in Abb. 63 F gezeigt, in welcher ein Blatt

an der Blattscheide einer inokulierten P�anze mit den Oligonukleotidsonden ALF-968-

Fluos und Azoama-1250-Cy3 hybridisiert wurde. Zu erkennen waren auto�uoreszente

Partikel im Cy5-Kanal in der Gröÿe und Form von Bakterien, es wurde jedoch keine

Cy5-Markierung eingesetzt.

In der Abbildung 64 sind repräsentative Bildausschnitte FISH-behandelter Wurzeln des

Feldversuchs in dreidimensionaler Orthogonalansicht eines Bildes aus einem z-Stapel

dargestellt. Bei Abbildung 64 A handelt es sich um eine Achsel einer Seitenwurzel einer

�üssig inokulierten Zuckerrohrp�anze, welche mit den Oligonukleotidsonden ALF968-

Cy3 und EUB-Fluos hybridisiert wurde. In einer die Wurzel umgebenden Matrix konn-

ten Signale im Cy3-Kanal detektiert werden (siehe Pfeile), bei denen es sich vermutlich

um Vertreter der Hauptentwicklungslinie der α-Proteobacteria handelt. In der Abb.

64 B wird ein Bildausschnitt einer dünnen Wurzel einer �üssig inokulierten Zucker-

rohrp�anze gezeigt, welche mit den Oligonukleotidsonden BET42-Cy3 und EUB-Fluos

hybridisiert wurde. An der Wurzelober�äche ist eine Besiedlung durch gelb markierte

Bakterien zu erkennen, bei denen es sich vermutlich um β-Proteobacteria handelt (siehe

Pfeile). Die Hybridisierung war von �xierten P�anzenteilen wenig erfolgreich; bei den

hier gezeigten Bildern handelt es sich um die einzigen, in welchen nur wenig stören-

de Auto�uoreszenzsignale der P�anze zu sehen waren. Die lehmig-sandige anhaftende

Matrix, welche durch die Wasch- und Hybridisierschritte nicht ganz entfernt werden

konnte, zeigte störende Auto�uoreszenz-Signale im Cy3- und Cy5-Kanal. Daher wur-

de eine detaillierte Analyse mit Gattungs- und Artspezi�schen Oligonukleotidsonden

nicht durchgeführt.
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Bei der FISH-Analyse konnte nur vereinzelt eine mögliche endophytische Besiedlung

der Zuckerrohrp�anzen belegt werden. Alle lokalisierten Zellen befanden sich an der

Auÿenseite der Wurzelrindenzellen bzw. zwischen ihnen. In der Abb. 63 E könnte es sich

zwar um Bakterienkolonien handeln, dies ist jedoch wegen der starken Auto�uoreszenz

fraglich.
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Abb. 63: FISH von Längs-Dünnschnitten von Wurzel und Spross der Varietät RB86 des
Gewächshausversuchs. Dreidimensionale Orthogonalansichten eines Bildes aus einem z-Stapel
eines Längsschnittes. A: Bildausschnitt der Wurzelober�äche einer inokulierten P�anze, hy-
bridisiert mit den Oligonukleotidsonden BET42-Fluos und Burkho Cy3; B Bildausschnitt der
Wurzelober�äche einer Kontrollp�anze, hybridisiert mit ALF968-Cy5 und Glac1430-Cy3; C
und D: Wurzelober�ächen nicht inokulierter Kontrollp�anzen, hybridisiert mit den Oligo-
nukleotidsonden ALF968-Fluos und Glac1430-Cy3; E: Bildausschnitt des Parenchyms eines
Blattes nah der Blattscheide, hybridisiert mit den Oligonukleotidsonden BET42-Fluos (mit
GAM-42a-Kompetitor) und Hsero445-Cy3; F: Blatt einer inokulierten P�anze nah der Blatt-
scheide, hybridisiert mit den Oligonukleotidsonden ALF968-Fluos und Azoama1250-Cy3.

113



4 ERGEBNISSE

Abb. 64: FISH von Längs-Dünnschnitten der Wurzel von RB86 des Feldversuchs. Dreidi-
mensionale Orthogonalansicht eines Bildes aus einem z-Stapel eines Längsschnittes. A: Wur-
zel einer �üssig inokulierten Zuckerrohrp�anze, mit den Oligonukleotidsonden ALF968-Cy3
und EUB Mix-Fluos hybridisiert; B: dünne Seitenwurzel einer �üssig inokulierten Zucker-
rohrp�anze mit den Oligonukleotidsonden BET42-Cy3 (mit GAM-42a-Kompetitor) und EUB
Mix-Fluos hybridisiert

4.6.2 Detektion und Lokalisierung wurzelassoziierter
Bakterien mittels CARD-FISH

Zur Untersuchung des Kolonisierungsverhalten diazotropher P�anzen-assoziierter Bak-

terien wurde auch die Catalyzed Reporter Deposition-Fluoreszenz-in situ-Hybridisie-

rung (CARD-FISH) als Methode getestet. Aufgrund der Signalverstärkung durch die

verwendeten, mit Meerrettich-Peroxidase markierten Sonden kommt es zu einer An-

reicherung des Fluoreszenzfarbsto�es in der Zielzelle, weshalb diese ein deutlicheres

Signal abgeben. Bei Anwendung der CARD-FISH bei �xierten Bakterien-Reinkulturen

war dies erfolgreich. Bei der Anwendung an Wurzeln bzw. Schnitten von Wurzeln war

dies durch eine starke Auto�uoreszenz nicht erfolgreich (Abb. 65). Bei allen Abbildun-

gen auÿer in Abbildung 65 B handelt es sich um Orthogonalansichten eines Bildes aus

einem z-Stapel eines Längs- bzw. Querschnittes. In der Abbildung 65 A ist die Färbung

der Wurzelober�äche und von assoziierten Bakterien mit dem interkalierenden DNA-

Farbsto� Syto81 gezeigt, durch die Fluoreszenz des Farbsto�es im Cy3 und Fluos-Kanal

erscheinen die Bakterien gelb. Eine Besiedlung der Wurzelrindenober�äche ist durch

gelb-grün erscheinende Bakterien zu erkennen (siehe Pfeil). Dieses Signal kommt durch

die Überlagerung der Emission des Syto81 in den Kanälen Cy3 und Fluos zustan-

de. Zudem kann hier eine starke Färbung der P�anzenzellwände beobachtet werden,

welche eine weitere Verwendung eines solchen Farbsto�es, beispielsweise als Referenz,

114



4 ERGEBNISSE

ausschloss. In Abbildung 65 B ist die Verwendung der CARD-FISH bei der Wurzel-

ober�äche von Zuckerrohr gezeigt. Hier wurde mit dem Oligonukleotid EUB I-POD hy-

bridisiert und anschlieÿend das Cy3-Substrat eingesetzt. Eine extreme Auto�uoreszenz

der Wurzelober�äche durch Cy3 ist zu erkennen. Bakterien konnten nicht detektiert

werden. Abbildung 65 C zeigt die Hybridisierung der Wurzelober�äche von Zucker-

rohr mit dem Oligonukleotid EUB I-POD unter Zugabe von Fluoescein-Substrat. Hier

ist eine extreme Fluoreszenz der Wurzelober�äche zu sehen; Bakterien konnten nicht

detektiert werden. Zum Vergleich wurde eine PFA-�xierte Gerstenwurzel aus einem

axenischen Sytem, inokuliert mit Acidovorax sp. mit dem gattungsspezi�schen Oligo-

nukleotid ACISP-145 Cy3 (Schmid M., unverö�entlicht) und EUB I-POD hybridisiert

und mit dem Fluos-Substrat gefärbt (Abb. 65 D). Die dünne Wurzel zeigt eine starke

Fluoreszenz im Fluos-Kanal, welche bei der Anwendung der FISH nicht vorkommt. Zu-

dem weisen die Zellen von Acidovorax sp. eine gute Hybridisierung des Cy3-markierten

FISH-Oligonukleotids auf, die Signal-verstärkende Wirkung der CARD-FISH ist nicht

zu erkennen, ein Fluos-Signal der CARD-FISH-behandelten Bakterien ist kaum wahr-

nehmbar. Aus diesen Gründen wurde die Methode der CARD-FISH an Zuckerrohr-

wurzeln nicht weiter verwendet.
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Abb. 65: CARD-FISH von Längs-Dünnschnitten einer Wurzel von Zuckerrohr. A Färbung
der PFA-�xierten Zuckerrohrwurzeln mit Syto81; B hybridisiert mit der Sonde POD EUB
(Cy3); C hybridisiert mit der Sonde POD EUB (Fluos), starke unspezi�sche Fluoreszenz; D
hybridisiert mit der Sonde POD EUB (Cy3); C Gerstenwurzel eines axenischen Systems mit
Acidovorax sp., hybridisiert mit dem gattungsspezi�schen Oligonukleotid ACISP-145 Cy3 und
der Sonde POD EUB (Fluos)

4.6.3 Detektion und Lokalisierung wurzelassoziierter sticksto��xierender
Bakterien mittels Immuno�uoreszenz (Nitrogenase-Antikörper)

Die Detektion wurzelassoziierter sticksto��xierender Bakterien mit der Methode der

Immuno�uoreszenz mit Nitrogenase-spezi�schen Antikörpern wurde an diversen Zucker-

rohrproben angewandt. In dieser Arbeit wurden dazu zwei primäre Antikörper zur

spezi�schen Detektion eingesetzt, welche an den nifDK - bzw. an den nifH -Teil des

Enzym-Komplexes binden. Somit ist eine spezi�sche Detektion diazotropher Bakte-
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rien, die die Nitrogenase besitzen, möglich. Zur Detektion des primären Antikörpers

wurde ein sekundärer Antikörper gewählt, welcher an ein Epitop des von Hasen stam-

menden primären Antikörper bindet und mit Cy3 gekoppelt ist (AntiRabbit-Cy3). Die

Antikörper α-rR-nifH, α-rR-nifDK und AntiRabbit-Cy3 wurden mit Bakterienreinkul-

turen auf ihre Einsetzbarkeit bei der Detektion von Bakterien getestet. Dazu wurden

die Bakterienstämme (Tabelle 9) unter sticksto��xierenden Bedingungen (bei diazotro-

phen Bakterien) angezogen, �xiert und mit den Antikörpern behandelt. Als Kontrolle

diente ein Experiment, bei dem nur mit den sekundären Antikörpern gearbeitet wur-

de. Der Test mit sticksto��xierenden Bakterienstämmen war weder erfolgreich, wenn

diese im sticksto�freien Medium angezogen wurden, noch wenn diese im Vollmedium

mit Sticksto�quelle inkubiert wurden. Der Test mit Bakterienstämmen, welche keine

Nitrogenase besitzen, ergab ebenfalls keine Antikörper-Detektion. Als weitere negative

Kontrolle der Methode der Immuno�uoreszenz wurden PFA-�xierte Schnitte von Wur-

zel und Spross von Zuckerrohr ohne Antikörper bzw. nach Behandlung nur mit dem

Sekundär-Antikörper untersucht. Diese Kontrollen sicherten die Spezi�tät der Methode,

da bei keiner der untersuchten Proben unspezi�sche Signale im Cy3-Kanal detektiert

werden konnten (Abb. 66). Abbildung 66 A zeigt einen Schnitt einer Blattscheide ei-

ner Zuckerrohrp�anze, welche nicht gedüngt und nicht inokuliert wurde. Abbildung

66 B zeigt einen Schnitt der Wurzel einer Zuckerrohrp�anze, welche mit dem Bakte-

riengemisch �üssig inokuliert wurde. In beiden Abbildungen, welche repräsentativ für

mehrere methodische Kontrollen gezeigt werden, sind keine Signale im Cy3-Kanal zu

sehen, die auf unspezi�sche Bindungen des sekundären Antikörpers hinweisen.

Abb. 66: Kontrollversuche zur Immuno�uoreszenz-Detektion. A Querschnitt einer Blatt-
scheide, B Längsschnitt einer Wurzel, nur mit dem sekundären Antikörper AntiRabbit-Cy3
behandelt
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Bei den in der Abb. 67 gezeigten Bildern handelt es sich um Orthogonalansichten aus

einem z-Stapel. Alle verwendeten Präparate wurden PFA-�xiert und mit einer Rasier-

klinge in dünne Segmente geschnitten. Abb. 67 A zeigt einen Längsschnitt der Wurzel

einer �üssig inokulierten Zuckerrohrp�anze, die mit dem Antikörper α-AB-nifH be-

handelt wurde, der an das Fe-Protein der Nitrogenase bindet. Gut zu erkennen sind

rot gefärbte diazotrophe Bakterien, welche sich in den Gefäÿleitbahnen des Wurzelsys-

tems be�nden (siehe Pfeile). Abb. 67 B zeigt ebenfalls einen Längsschnitt der Wurzel

einer �üssig inokulierten P�anze, welche mit dem Antikörper α-AB-nifDK behandelt

wurde, der an das MoFe-Protein der Nitrogenase bindet. Hier sind o�ensichtlich Cy3-

Antikörper-markierte Objekte im Gefäÿleitsystem der Wurzel zu erkennen (siehe Pfei-

le). Abb. 67 C und D zeigen einen Querschnitt einer Blattscheide von einer Zucker-

rohrp�anze behandelt mit dem Antikörper α-AB-nifDK, welche weder gedüngt noch

inokuliert war. Zu sehen ist eine Ansammlung von Cy3-Markierungen, die auf Vor-

handensein von Nitrogenase in den äuÿeren Parenchymzellen (siehe Pfeile) hinweisen

kann, deren Zellwände durch Verholzung und Kieselsäureeinlagerungen verdickt sind.

Dies könnte auf eine endophytische Besiedlung der Zuckerrohrp�anze durch sticksto�-

�xierende Bakterien an dieser Stelle hindeuten. Bei dieser Probe konnten keine wei-

teren Signale detektiert werden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die

Antikörper nicht unspezi�sch an Strukturen der P�anze gebunden haben. Abbildung

67 E zeigt einen Bildausschnitt eines Längsdünnschnittes einer Zuckerrohrwurzel, wel-

cher mit dem Antikörper α-AB-nifH behandelt wurde. Die P�anze war nicht gedüngt

und nicht inokuliert. Zu sehen sind Signale im Cy3-Kanal, die auf eine massive Be-

siedlung des Leitgefäÿsystems durch sticksto��xierende Bakterien hinweisen könnten

(siehe Pfeile). Abbildung 67 F zeigt einen mit beiden Primär-Antikörpern detektierten

Querschnitt einer Wurzel einer Kontrollp�anze des Gewächshausversuchs. Es konnten

Signale im Cy3-Kanal an bzw. in verdickten Stützzellen gefunden werden (siehe Pfeile).

Mit der Methode der Immuno�uoreszenz konnten zwar Cy3-Markierungen in Zucker-

rohrwurzeln und der -blattscheiden gezeigt werden, die auf das Vorhandensein von

Nitrogenase-Antigen hinweisen. Da aber die Kontrollen mit �xierten, sticksto��xie-

renden Bakterienreinkulturen keinen positiven Nitrogenasennachweis ergaben, ist dies

nicht als eindeutiger Nachweis von sticksto��xierenden Bakterien in Zuckerrohr zu

werten.
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Abb. 67: Detektion wurzelassoziierter diazotropher Bakterien mittels Immuno�uoreszenz
(Cy3-markierter sekundärer Antikörper Anti-Rabbit). A, B Ausschnitt aus einem Dünnschnitt
einer Wurzel einer inokulierten Zuckerrohrp�anze, mit (A) α-AB-nifH und (B) α-AB-nifDK
behandelt; C, D Ausschnitt aus einem Dünnschnitt eines Blattes einer nicht gedüngten Zucker-
rohrp�anze, behandelt mit α-AB-nifDK ; E Ausschnitt eines Wurzeldünnschnittes einer nicht
gedüngten Kontrollp�anze, mit α-AB-nifH behandelt; F Ausschnitt eines Querdünnschnittes
einer Blattscheide einer Kontrollp�anze des Gewächshausversuchs, behandelt mit α-AB-nifDK
und α-AB-nifH
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5 Diskussion

5.1 Methodische Limitierungen und Problemlösung

Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden sind mit diversen Problemen behaftet, die

bei der Auswertung und Bewertung der Ergebnisse diskutiert werden müssen, um die

Genauigkeit und Aussagekraft der Analysen beurteilen zu können. In diesem Teil der

Diskussion werden die verwendeten Methoden nach beschriebenen und in dieser Arbeit

auftretenden Problemen analysiert.

5.1.1 Nukleinsäure-Extraktion

Die Methoden zur RNA- und DNA-Isolierung von P�anzen-assoziierten Bakterien aus

solch komplexen Habitaten wie Zuckerrohr sind mit verschiedensten Problemen behaf-

tet. Ziel ist es, Nukleinsäuren in geeigneter Qualität und Quantität zu erhalten. Eine

Kontamination durch Fremd-Nukleinsäuren kann in dieser Arbeit nicht ausgeschlos-

sen werden, da die beprobten P�anzenteile mit Leitungswasser abgespült wurden, um

anhaftenden Boden, Sand oder andere Partikel zu entfernen. Diese Art der Kontami-

nation ist jedoch relativ gering einzuschätzen und sollte für alle verarbeiteten Proben

vergleichbar sein.

Problematisch ist die Extraktion bei beiden Arten von Nukleinsäuren, um eine hohe

Qualität in Reinheit und Funktionalität zu gewährleisten. Die nachweisbare genetische

Diversität einer Umweltprobe ist stark von der Ausbeute der Nukleinsäure-Extraktion

und daher wesentlich von der angewendeten Methode abhängig. Eine optimale Ex-

traktion der Nukleinsäuren ist daher absolut notwendig, um mit nachfolgenden mo-

lekularbiologischen Methoden die jeweilige Probe umfassend analysieren zu können.

Für die Extraktion kommen sowohl schonende Methoden, wie Lysozym- und SDS-

Behandlung als auch aggressive Methoden wie Phenol-Chloroform-Extraktion und der

Einsatz von Silica-Perlen unter starkem Schütteln der Probe zur Zerschlagung von Zell-

strukturen zum Einsatz. Bei der Analyse mittels DGGE können beispielsweise je nach

gewähltem Extraktionsprotokoll unterschiedliche Bandenmuster derselben Probe auf-

treten (Liesack et al., 1997). Die unterschiedliche Ausprägung der Bandenmuster hat

z. B. die Ursache in der stark unterschiedlichen Isolierbarkeit von Nukleinsäuren aus

Gram-positiven Bakterien (Martens, 2001). Aufgrund der gegenüber Gram-negativen

Bakterien viel massiveren Zellwand emp�ehlt sich die Anwendung eines eher aggres-

siven Protokolls, um die Nukleinsäuren in entsprechender Qualität und Quantität für

nachfolgende Analysen zur Verfügung zu stellen. Wird ein zu mildes Protokoll ange-

wendet, ist es möglich, dass vorwiegend Nukleinsäuren von Gram-negativen Bakterien,
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jedoch nicht von Gram-positiven isoliert werden. Somit kann durch die folgenden Ana-

lysen ein verschobenes Bild der eigentlichen bakteriellen Diversität die Folge sein. Die

in dieser Arbeit gestellten Ziele beinhalten zudem eine weitere Schwierigkeit. Es soll-

ten vornehmlich P�anzen-assoziierte Bakterien untersucht werden. In diesem Fall ist

jedoch immer mit einer Ko-Isolierung p�anzlicher Nukleinsäuren zu rechnen. Um dies

zu minimieren musste zunächst ein optimales Protokoll erarbeitet werden. Die Zellen

des Zuckerrohrs mussten aufgeschlossen werden, um die Nukleinsäuren endophytisch

lebender Bakterien mit den folgenden Analysen detektieren zu können. Die starke Be-

anspruchung der Nukleinsäuren durch z. B. Scherkräfte, die beim Zellaufschluÿ mit

Silica-Perlen und dem darauf folgenden Schütteln auftreten, können die Nukleinsäu-

ren zu stark fragmentieren, was sich negativ auf die Ampli�zierbarkeit auswirkt (Leff

et al., 1995). In diesem Fall können Nukleinsäuren einiger Bakterien durch Sequenz-

analysen nicht analysiert werden. Hydrodynamisches Scheren kann von Vorteil sein,

da lange Fragmente chromosomaler DNA zerkleinert werden. Nach der Entwicklung

des FastPrep (Savant, Bio 101) wurde eine schnelle und e�ziente Methode entwickelt,

um DNA aus Boden direkt zu extrahieren (Borneman et al., 1996) und auch RNA

direkt und schonend zu extrahieren (Borneman und Triplett, 1997). Ein mittler-

weile weit verbreitetes Prinzip der Nukleinsäure-Extraktion ist die Kombination aus

enzymatischer bzw. chemischer Lyse der Zellen und starkem Schütteln mit diversen

Matrizes. Dieses entwickelte Protokoll eignet sich für die Isolierung von Nukleinsäuren

Boden-assoziierter Bakterien. Gri�ths et al. entwickelten 2000 ein Protokoll für die

Extraktion von Nukleinsäuren aus Umweltproben, welches die Ko-Extraktion inhibie-

render Substanzen, wie Huminsto�e, minimiert.

Bei der anschlieÿenden Nukleinsäure-Ampli�kation kann ebenfalls eine Reihe von Schwie-

rigkeiten auftreten, wie z. B. eine Inhibierung der PCR durch Huminsto�e (Tebbe und

Vahjen, 1993). Dieses Problem kann durch eine Reinigung der Nukleinsäure-Extrakte

durch eine Gel-Elektrophorese unter Verwendung von Low-Melting-Agarose oder ande-

re Methoden wie Reinigung über eine Silica-Matrix vermieden werden (Harry et al.,

1999; Miller, 2001). Um der Inhibierung durch Huminsto�e entgegenzuwirken, wel-

che gerade in den Nukleinsäuren der Wurzelproben von Zuckerrohr gehäuft auftraten,

wurde bei jeder Extraktion eine Reinigung über eine Säulenmatrix durchgeführt. Bei

Vorversuchen, beispielsweise mit TRIzol R© Max
TM

Bacterial RNA Isolation Kit (Invitro-

gen), zeigte sich eine sehr starke Kontamination der Extrakte mit PCR-inhibierenden

Sto�en, z. B. durch eine dunkle Färbung der fertigen Extrakte (Harry et al., 1999).

Um aus diesen DNA/RNA-Extrakten positive Ergebnisse erzielen zu können, muss-

ten diese stark verdünnt werden. Dieser Ansatz wurde jedoch nicht weiter verfolgt,

da eine starke Verdünnung dazu führt, weniger häu�ge DNA/RNA-Fragmente nicht

ampli�zieren zu können. Ein aussagekräftiges Abbild der tatsächlichen Diversität an
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Zuckerrohr-assoziierten Bakterien würde in solchen Ansätzen nicht erhalten werden

können. In dieser Arbeit führten Verdünnungen der Extrakte zudem zur vermehrten

Ampli�kation der stark abundanten p�anzlichen DNA. Daher wurde die an die klassi-

sche Extraktion (Griffiths et al., 2000) angelehnte, jedoch modi�zierte Methode mit

der anschlieÿenden Reinigung durch das AllPrep DNA/RNA Mini Kit angewendet.

Die Bestimmung der Qualität und Quantität der isolierten Nukleinsäuren kann mit

verschiedenen Fehlern behaftet sein. Abhängig vom pH-Wert und Salzgehalt der ver-

wendeten Elutionslösung kann der Extinktionskoe�zient von OD260:280 (siehe Kap.

3.3) bei Extraktion derselben Proben Werte zwischen 1,5 und 2,2 aufweisen und die

errechnete Konzentration an Nukleinsäuren damit um 25 % schwanken (Wilfinger

et al., 1997). Während dieser Arbeit ergaben sich jedoch keine Probleme durch falsche

Messwerte des Spektralsphotometers.

Die Ausbeute der in dieser Arbeit extrahierten RNA war gering, die Reinheit jedoch

hoch (siehe Kap. 4.1.1). Alternative Methoden der RNA-Extraktion, Transkription und

Quanti�zierung extrem geringer Mengen an RNA zeigten Topping et al. (2009) und

Peters et al. (1999). Diese wurden durch den in dieser Arbeit erfolgreichen Einsatz des

modi�zierten Extraktionsprotokolls jedoch nicht verwendet. Bei der cDNA-Synthese

ergibt sich durch die RT-PCR (reverse Transkription der RNA zu cDNA) bereits ein

zweiter Schritt für eventuelle Verfälschung der bakteriellen Diversität. Je nach einge-

setzten PCR-Primern kommt es so eventuell zur ungewollten Vorauswahl spezi�scher

Bakterien. Daher wurde die cDNA-Synthese in dieser Arbeit mit sogenannten Random-

Primern durchgeführt, um diese Verzerrung gering zu halten.

Bei der Extraktion bakterieller Nukleinsäuren aus P�anzen werden stets Nukleinsäuren

der P�anze mit extrahiert. Durch diese Koextraktion und der folgenden PCR kann es

zu einer störenden Fehlampli�zierung p�anzlicher Nukleinsäuren kommen. Insbeson-

dere macht die Ampli�kation der 16S-rDNA aus Organellen Probleme und kann das

Bild der Diversität verfälschen. Diese Fragmente müssen bei den folgenden Analysen

ausgeschlossen werden, da sie nicht von den zu untersuchenden P�anzen-assoziierten

Bakterien stammen. Dies stellte während dieser Arbeit zunächst ein groÿes Problem

dar, welches vor allem bei der Analyse der DNA auftrat. Bei der Analyse der RNA

wurde dieses Problem vermieden, da der Anteil p�anzlicher RNA bei der Analyse der

RNA-Extrakte unter 15 % lag.

Alternativ könnte das Problem modi�ziert z. B. mit der von Botero verö�entlichten

Methode der Nukleinsäure-Extraktion behoben werden, bei der nur RNA extrahiert

und weiter verwendet wird (Botero et al., 2005). In diesem Artikel wurde zudem

eine gute Möglichkeit beschrieben, eine Verfälschung der PCR-Ergebnisse durch die

Nutzung spezieller Primer bei der reversen Transkription zu vermeiden. Hierbei wird
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ein poly(A)-Schwanz an das 3'-Ende der RNA-Fragmente angehängt und durch den

Einsatz einer speziellen Polymerase können dann die synthetisierten Fragmente direkt

ampli�ziert und kloniert werden. Mittels Matrizes mit Oligo dTTPs können zunächst

die vorhandenen p�anzlichen RNA-Fragmente entfernt und danach mit der publizierten

Methode weitergearbeitet werden. Eine Methode, Ribosomen direkt zu isolieren zeigten

Felske et al. (1996). Mittlerweile wurde eine neue Methode verö�entlicht, bakteriel-

le RNA aus P�anzen zu extrahieren (Schenk et al., 2008). Diese Möglichkeiten der

Analyse wurden jedoch nicht getestet.

Bei der Extraktion von Nukleinsäuren wurden alle in dieser Arbeit bearbeiteten Pro-

ben möglichst mit dem gleichen Protokoll behandelt und die isolierten Nukleinsäuren

entsprechend mit den gleichen Methoden weiter bearbeitet. Bei Beginn des Projektes

wurde das P�anzenmaterial mit dem Mörser vergleichsweise nicht so stark zerkleinert

als bei allen anderen Proben, die mit dem genannten Extraktionsprotokoll nach Grif-

fiths et al. (2000) bearbeitet wurden. Der systematische Fehler durch die Scherkräfte

ist bei allen Proben identisch, da immer mit gleichen Parametern gearbeitet wurde;

er kann somit für die Analyse vernachlässigt werden. Da alle Proben tiefgekühlt be-

arbeitet wurden und die Zeit bis zum Kühlen bei der Probenahme nie länger als 10

min betrug, ist eine Verschiebung der Population durch sich vermehrende Bakterien

oder den Abbau von Nukleinsäuren auszuschlieÿen. Da die Proben umgehend eingefro-

ren wurden, kann eine Veränderung der bakteriellen Gemeinschaft durch die Lagerung

ebenfalls ausgeschlossen werden (Roesch et al., 2009). Jedoch konnten Studien die

Reduktion des DNA-Gehaltes durch Einfrieren der Probe zeigen (Hajduk, 1999; Gia-

comazzi et al., 2005). In diesem Zusammenhang vergleichenGiacomazzi et al. (2005)

verschiedene Techniken der Extraktion. Bei der Extraktion bakterieller Nukleinsäuren

aus tierischem Gewebe sollte keine mechanische Lyse der Zellen eingesetzt werden, da

sich durch diese die Ausbeute an bakterieller DNA verringert. Die mechanische Lyse

war jedoch in dieser Arbeit unabdingbar, um die zum Teil durch Kieselsäure und Lignin

verstärkten p�anzlichen Zellwände aufzuschlieÿen.

5.1.2 Reverse Transkription von RNA zu cDNA

Bei der Transkription von RNA aus komplexen Proben können rRNA-Fragmente, wel-

che wegen ihrer Strukturfunktion in der Zelle eine ausgeprägte Sekundärstruktur auf-

weisen, nicht in einem kompletten Fragment umgeschrieben werden. Durch die Tran-

skription mit spezi�schen Primern wird eine Vorauswahl der RNA eines Habitats ge-

tro�en (siehe Kap. 5.1.3). Dies kann von Vorteil sein, wenn durch die Primerwahl

unerwünschte RNA, wie z. B. p�anzliche RNA, ausgeschlossen werden kann. In dieser

Arbeit wurden sog. Randomprimer verwendet, welche aus Hexameren verschiedener
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Sequenzen bestehen. Somit kann die gesamte RNA einer komplexen Umweltprobe in

cDNA transkribiert werden. Messenger-RNA wie z. B. die mRNA von nifH, hat eine

sehr kurze Halbwertszeit. So ist es möglich, dass ein groÿer Teil der mRNA bereits bei

der Extraktion degradiert wird und für weitere Analysen nicht mehr zur Verfügung

steht.

5.1.3 Polymerase-Ketten-Reaktion

Spezi�tät der Primer

Beim Einsatz �universeller� Primer zur Ampli�kation von ribosomaler RNA bzw. von

rRNA kodierenden Genen, wie bei den beschriebenen Primern 27F, 341F, 907R und

1492R, welche einen Groÿteil der Domäne Bacteria erfassen, sollte die E�zienz der

Ampli�kation theoretisch bei allen in den Proben vorhandenen Bakterien gleich sein.

Dies ist jedoch aus verschiedenen Gründen in der Praxis nicht der Fall. Dies macht die

Untersuchung der Zusammensetzung der Bakterienpopulation und der tatsächlichen

Abundanz von Spezies in einer Umweltprobe sehr schwierig. Durch qualitativ unter-

schiedliche Zugänglichkeit und Bindungsstellen der Primer (beispielsweise durch un-

terschiedlich ausgeprägte Sekundärstrukturen) oder durch Rehybridisierung der DNA

erfolgt eine Ampli�zierung von Templates verschiedener Spezies nicht gleich e�zient

(Pallansch et al., 1990; Reysenbach et al., 1992; Farrelly et al., 1995; Suzu-

ki und Giovannoni, 1996; Gonzalez und Moran, 1997; Polz und Cavanaugh,

1998; Ishii und Fukui, 2001). Auch die Heterogenität der 16S-rRNA kodierenden Ge-

ne können die Ursache sein (Wintzingerode et al., 1997). Ein spezi�sches Primer-

system kann nur so gut sein, wie die Datenbank, aus der es generiert wurde (Amann

et al., 1997). Deshalb muss diese mit den ständig erweiterten und ö�entlich verfügbaren

Datenbanken abgeglichen und aktualisiert werden (Amann und Ludwig, 2000). Die

bekannten Sequenzen der ö�entlichen Datenbanken re�ektieren jedoch nicht vollstän-

dig die in den jeweiligen Untersuchungsproben vorkommenden 16S-rRNA Sequenzen

(Heuer et al., 1997), da die Diversität sehr hoch ist und zudem noch unbekannte

Sequenzen zu erwarten sind. Die Überprüfung der Primer mittels online verfügbaren

Datenbanken wie z. B. Probe Match (http://rdp.cme.msu.edu/probematch) führte zu

den in Tabelle 10 aufgeführten Ergebnissen. Da diese Primer vor mittlerweile 15 und

20 Jahren entwickelt wurden, ist die Abdeckung der 16S-rDNA der Domäne Bacteria

erwartungsgemäÿ nicht ausreichend. Der Primer ALF968, dessen Sequenz ausschlieÿ-

lich α-Proteobacteria erfassen sollte, erfasst zu 14 % Sequenzen andere Klassen der

Proteobacteria und Phyla (siehe Kap. 5.1.5). Ein Vergleich mit in aktuellen Daten-

banken abgelegten Sequenzen und gegebenenfalls eine Evaluierung des Primersystems

wäre daher nötig. Eine Evaluierung der Primersysteme wurde jedoch in dieser Arbeit
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nicht durchgeführt.

Die Optimierung der Ampli�kation der 16S-rRNA mit Primersystemen, die möglichst

das komplette Gen erfassen, wie 27F und 1492R war in dieser Arbeit bei der An-

wendung der hier aufgeführten Techniken und PCR-Varianten nicht erfolgreich. Dies

kann beispielsweise auf die Sekundärstruktur der 16S-rRNA zurückzuführen sein, wel-

che eine Transkription langer Sequenzfragmente in cDNA verhindert. Daher wurde die

cDNA der 16S-rRNA codierenden Gene mit den Primern 341F und 907R durchgeführt.

Dies führte allerdings wegen der verminderten Länge von 566 bp zu einer verringerten

phylogenetischen Au�ösung.

Die Überprüfung der eingesetzten Primer für die nifH -Gene erfolgte mit der Daten-

bank nifH database (http://www.es.ucsc.edu/∼wwwzehr/research/database/ (ARB,

constructed from Swissprot entries, Aligned by PFAM, Updated December 2007). Die

in der Tabelle 10 und die in die Nested-PCR eingesetzten Primer zur Erfassung der

nifH -Gendiversität wurden mit DNA der Bakterienstämme getestet, die ebenfalls für

die Inokulationsexperimente eingesetzt wurden. Bei allen Bakterienstämmen konnte

eine erfolgreiche Ampli�kation der nifH -Gene durchgeführt werden (siehe Abb. 12).

So konnte eine optimale Analyse zur Untersuchung der inokulierten Bakterien gewähr-

leistet werden. Allerdings ist nicht getestet worden, ob bei gleichzeitiger Anwesenheit

aller fünf Bakterienstämme die Ampli�kation gleichmäÿig stark wäre. Bekannt ist, dass

durch das Vermischen von Proben die detektierte Diversität verringert wird (Zhang

und Gant, 2005). Dies kann in diesem kleinen Maÿstab der Fall sein. Sequenzen, an

denen Primer besser binden, werden bevorzugt ampli�ziert und verfälschen so die Di-

versität einer Probe.

In dieser Arbeit konnte mit den nifH -Primerpaaren von Rösch, Zehr, Ueda undWidmer

(siehe Tab. 4) nur �unspezi�sche� Ampli�kate gewonnen werden, die Genen der Zucker-

rohrp�anzen entsprachen. Dies wurde bei der Sequenzierung nach Klonierung der erhal-

tenen Fragmente gefunden. Die Ampli�kate zeigten bei der horizontalen Agarose-Gel-

Elektrophorese jedoch eine korrekte DNA-Fragment-Länge an. Dieses Beispiel zeigt,

dass eine Nachsequenzierung bei der PCR erhaltener Ampli�kate gerade bei Untersu-

chungen in der mikrobiellen Ökologie sehr wichtig ist. Diese unspezi�sche Ampli�zie-

rung wird durch die hohe Degenerierung der Primer und damit durch den Mangel an

Spezi�tät verursacht (Meyerhans et al., 1990; Poussier et al., 2002;Martin et al.,

1985; Watkins und SantaLucia, 2005). Eine höhere Spezi�tät der PCR-Ergebnisse

konnte auch mit einer Touch Down PCR nicht erreicht werden. Deshalb wurde die

Nested-PCR aus den Primerpaaren Poly und Roesch eingesetzt, bei der spezi�sch nur

nifH -Gene ampli�ziert wurden. Aus den genannten Gründen kann jedoch eine Ver-

zerrung der Amplifkation nicht ausgeschlossen werden. Zudem erhöht sich bei dieser
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Variante der PCR die Zyklenzahl und damit steigt die Fehlerrate durch den Einbau

falscher Nukleotide während der Ampli�kation durch die Taq-Polymerase an (Tindall

und Kunkel, 1988; Barnes, 1992).

Der Einsatz degenerierter Primer im gewählten Primersystem der Nested-PCR stellt

zwar in dieser Arbeit keine Beschränkung der Spezi�tät dar, jedoch kann es bei der

Auftrennung mittels DGGE bei einer besonders hohen Au�ösung zur Bildung von

Mehrfachbanden kommen (Kowalchuk et al., 1999), die bei einer Cluster-Analyse als

verschiedene Sequenzen berechnet werden. Zudem kann es vermehrt zu einer scheinba-

ren Verschiebung in der Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft kommen und

ein wirklich repräsentatives Bild der bakteriellen Gemeinschaft kann nur sehr bedingt

wiedergegeben werden.

Der Einsatz LNA-substituierte Primer (locked nucleic acids) bei der RT-PCR und für

die Ampli�kation geringer Targetmengen ist für nifH -Gene erprobt worden (Burbano

et al., 2010). Locked nucleic acids sind DNA-Analoga, in welchen der Furanosering des

Zucker-Phosphat-Rückgrats der DNA chemisch blockiert ist. Das Integrieren der LNA-

Basen bewirkt eine konformative Änderung der lokalen Helix (Kaur et al., 2006). Bei

den von Burbano et al. (2010) beschriebenen Experimenten konnte bei der Ampli�-

kation von nifH -Genen von Reis- und Zuckerrohr-assoziierten Bakterien die Spezi�tät

der Reversen Transkriptions-PCR (RT-PCR) um das 26-fache erhöht werden. Beim

Einsatz der LNA-Primer in die generelle PCR wurde jedoch die Spezi�tät gesenkt. Ein

anderer Lösungsansatz um die Ampli�kation p�anzlicher DNA zu verringern könnte

die suicide polymerase endonuclease restriction (Green und Minz, 2005) sein, bei

welcher die unerwünschten DNA-Fragmente eliminiert werden und die wenigen Ziel-

Targets ampli�ziert werden (sog. suicide PCR).

Um die Diversität der nifH -Gene mehrerer Bakterienarten in einer hochkomplexen

Umweltprobe ampli�zieren zu können, müssen degenerierte Primer eingesetzt werden,

die eine Verzerrung des PCR-Ergebnisses hervorrufen können. In dieser Arbeit wur-

den daher keine streng quantitativen Analysen durchgeführt, exprimierte nifH -Gene

wurden �qualitativ� ampli�ziert und sequenziert. Die Proben wurden jedoch alle gleich

behandelt, so dass der Ampli�kations-Fehler vergleichbar sein dürfte.

Durch die fehlende 3'-5' Exonukleaseaktivität (Proof-Reading) der eingesetzten Taq-

Polymerase kann es zum Einbau falscher Basen während der PCR kommen. Bei der

nachfolgenden Analyse mittels DGGE sind Mutationen als sichtbare Mehrfachbanden

zu erwarten. Damit kann es zur Überschätzung der Diversität der Bakteriengemein-

schaft kommen. In einer Studie von Eckert und Kunkel (1991) wurde eine Wahr-

scheinlichkeit von 1:5411 für den Einbau falscher Nukleotide ermittelt, die bei der

DGGE bei hoher Sensitivität der Trennung als Mehrfachbanden sichtbar wären. Die
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phylogenetische Analyse der Sequenzen wird dadurch ebenfalls eingeschränkt. Gerade

bei kurzen Sequenzen kann dies zu einer falschen Zuordnung im Stammbaum führen.

Dem Temperatur-Zeit-Zyklus-Programm der PCR kommt groÿe Bedeutung zu, um die

Bildung von Artefakten, Ampli�zierung von nicht erwünschten Produkten und Bildung

von Primer-Dimeren zu verhindern und trotzdem genug Produkt zu gewinnen, um

einen sicheren Nachweis zu erhalten. Um allgemeine Störungen der PCR-Reaktion wie

Inhibition durch Huminsäuren auszuschlieÿen und die Ampli�zierbarkeit der Proben

sicherzustellen, wurden alle Proben zuerst in eine �universelle� PCR (16S-rRNA Gene

aller Bacteria) eingesetzt. Falls diese erfolgreich war, wurde die Ampli�kation der nifH -

Gene durchgeführt.

Optimierung der Annealing-Temperatur

Ein positives Ampli�kationsergebnis muss nicht unbedingt das Vorhandensein der zu

untersuchenden phylogenetischen Gruppen bedeuten, da falsch positive Ampli�kate

auftreten können. Eine korrekt positive Ampli�kation ist abhängig von der Spezi�tät

der eingesetzten Primer und von dem verwendeten Ampli�kationsprogramm, insbe-

sondere von der gewählten Annealing-Temperatur. Diese ist jedoch nicht nur von der

Anzahl an G und C bzw. A und T abhängig sondern auch von deren Anordnung

innerhalb der Sequenz. In Anlehnung an Breslauer et al. (1986) kann die Berech-

nung die nearest neighbour-Methode angewandt werden, die mit vielen Sequenzanalyse-

Programmen möglich ist. In dieser Arbeit wurde die optimale Annealing-Temperatur

experimentell mit Hilfe von Temperaturgradienten der Annealing-Temperatur bestimmt,

in die mehrere Umweltproben und Templates von Zielorganismen eingesetzt wurden.

Die höchste Temperatur, bei der bei allen getesteten Proben für einen eindeutigen

Nachweis ausreichend PCR-Ampli�kate bei der Agarose-Gelelektrophorese erkennbar

war, wurde als optimale Annealing-Temperatur für das spezi�sche PCR-Programm ge-

nutzt und mittels Sequenzierung der Ampli�kate überprüft. Bei der Auswahl des spezi-

�schen PCR-Programmes wurden Bakterien negativer Kontrollgruppen eingesetzt wie

z. B. DNA von E. coli bei der nifH -PCR, um die Spezi�tät der Bedingungen nachwei-

sen bzw. erhöhen zu können. Bei einer zu geringen Spezi�tät der PCR wurde ein sog.

Touch Down der Annealing-Temperatur verwendet. Durch die hohe Temperatur zu Be-

ginn binden die Primer sehr spezi�sch nur an das gewünschte Fragment. Ein negativer

Befund muss nicht auf das Fehlen der gesuchten DNA in der Probe zurückzuführen

sein, da z. B. die Template-Menge im PCR-Ansatz einfach zu gering sein kann. Zur

Lösung dieses Problems wurde die sog. Nested-PCR angewandt, bei der man ein be-

stimmtes DNA-Fragment ampli�ziert, um dann das gewünschte Fragment mit Hilfe

von innerhalb dieses Fragments liegenden spezi�schen Sequenzen und entsprechenden

Primern das PCR-Produkt zu reampli�zieren (siehe Abb. 12). Zudem können Orga-
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nismen der nachzuweisenden Gruppe existieren, die an der Bindungsstelle des jeweilig

eingesetzten Primers Basenfehlpaarungen und Punktmutationen aufweisen.

Um die Spezi�tät des jeweiligen PCR-Nachweises zu zeigen, ist eine Sequenzierung

der entstandenen PCR-Produkte unumgänglich. Dabei spielen Sequenzabweichungen

im Bereich der ersten drei 3'-terminalen Basen des Primers eine groÿe Rolle (Sommer

und Tautz, 1989; Kwok et al., 1994). Die Ampli�kation wird jedoch nicht beein�usst,

wenn deren Position am 5'-Ende des Primers liegt und die Annealing-Temperatur zu

wenig stringent gewählt wurde (Heuer et al., 1997). Durch den Einsatz einer Negativ-

Kontrolle konnte eine Kontamination durch Fremd-DNA ausgeschlossen werden (Am-

pli�kationsansatz ohne DNA). Der Erfolg der Ampli�kation jeder PCR wurde mit

einer sog. Positiv-Kontrolle überprüft , d.h. der Ampli�kation eines spezi�schen Gens

oder Genfragments unter Verwendung von aus Referenzstämmen stammenden Nukle-

insäuren. Um eine Inhibition der PCR durch z. B. Huminsto�e (s. o.) zu unterbinden,

wurde BSA (Bovine Serum Albumine) als Additiv in der PCR eingesetzt (Finckh und

Rolfs, 1995). BSA stabilisiert die Enzymaktivität der Polymerase (Innis und Gel-

fand, 1994), verbessert den Ampli�kationsprozess und damit die Produktausbeute.

Die genaue Wirkungsweise des Proteins ist jedoch nicht bekannt (Finckh und Rolfs,

1995). Die Taq-Polymerase hat die Eigenschaft, strangunabhängig einen unspezi�schen

5'-terminalen Überhang am ampli�zierten DNA-Fragment zu bilden. Da man für die

Insertion eines Fragmentes mittels T-Vektorklonierung einen A-Überhang benötigt, ist

es möglich, dass nur jedes 4. Fragment ligiert wurde, wenn der Anteil eines A-Überhangs

25 % beträgt. Zudem wird dieser Überhang sehr schnell abgebaut. Die Generierung der

A-Überhänge wurde in Vorversuchen getestet, der Ansatz wurde wegen unzureichenden

Klonier-Resultaten jedoch nicht durchgeführt.

DNA-Färbung in der Agarose-Gel-Elektrophorese

In dieser Arbeit wurden PCR-Ampli�kate nach horizontaler Agarose-Gel-Elektrophore-

se und Färbung mit Ethidium-Bromid und UV-Bestrahlung ausgeschnitten, eluliert

und sequenziert. Die Verwendung DNA-interkalierender Farbsto�e in Kombination mit

UV-Licht ist wegen Strangbrüchen durch die UV-Strahlung und wegen anderen Schädi-

gungen für die Weiterbearbeitung der Ampli�kate relativ ungeeignet. Zur Vermeidung

der Schädigung der DNA wurde daher die Intensität der UV-Bestrahlung reduziert

und die Gele dem UV-Licht nur kurz ausgesetzt. Geeigneter ist die Verwendung eines

Farbsto�s, dessen Nachweis kein UV-Licht benötigt, wie z. B. Kristallviolett. Auf diese

Weise können UV-Schäden an der DNA wie Depurinierung, Bildung von Basendimeren

und Strangbrüchen vermieden werden (Flores et al., 1992).

DNA-Sequenzierung aus komplexen Proben

Bei der Sequenzierung von DNA aus Umweltproben können diverse Probleme auftreten.
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Eine direkte Sequenzierung eines DNA-Fragments aus einer Umweltprobe, welches mit

spezi�schen Primern ampli�ziert wurde, ist oft nicht möglich, da mehrere unterschiedli-

che Sequenzen der Zielgruppe als DNA in der Umweltprobe vorliegen. Dadurch kommt

es zu Überlagerungen der Chromatogramme. Andererseits kann eine direkte Sequen-

zierung den Hinweis geben, dass eventuell nur ein bestimmtes Gen in einer hochkom-

plexen Umweltprobe vorhanden ist, sollte die Sequenz keine Überlagerung aufweisen.

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten von klonierten DNA-Fragmenten oder von

Bakterien-Isolaten gestaltet sich viel einfacher und genauer als die von Umweltproben.

Ein weiteres Beispiel sind klonierte DGGE-Banden, da ein E. coli�Klon unter optima-

len Bedingungen nur ein Insert in einem Plasmid trägt und so keine Überlagerungen

bei der Sequenzierung entstehen können. Bei Nutzung des Sequenzier-Primers M13F

kann die gesamte Sequenz des Inserts bestimmt werden, da die Ansatzstelle des Pri-

mers �ankierend der multiple cloning site (mcs) des Vektors liegt. Durch die Anzucht

der Klone lässt sich die Menge an DNA beliebig vergröÿern.

Eine Chimärbildung durch Hybridisierung homologer Sequenzen verschiedener Arten

bzw. Mutationen (Kopczynski et al., 1994; Liesack et al., 1991) während der PCR

und durch Fehlampli�kationen kann zu einer Veränderung und damit verbundenen

Verfälschung der Diversität führen. Dasselbe gilt für die Ausbildung von Heteroduplex-

DNA-Fragmenten (Myers et al., 1989; Jensen und Straus, 1993), welche sich durch

Fehlhybridisierung verschiedener PCR-Produkte bilden und eine geringere Schmelz-

temperatur aufweisen. Das Vorkommen von Chimären von ca. 5% der 16S-rRNA Gene

in ö�entlichen Datenbanken wurde von Ashelford et al. (2005) und Huber et al.

(2004) beschrieben und eine frei zugängliche Software zum Erkennen und Eliminieren

dieser zur Verfügung gestellt. Eine Überprüfung der erhaltenen Sequenzdaten auf das

Vorhandensein von Chimären ist unabdingbar. Dazu stehen diverse Web-basierte Hilfs-

programme zur Verfügung wie z. B. �Chimera Check� der RDP-Internetseite (Maidak

et al., 1997). Der Anteil an Chimären von ampli�zierten 16S-rRNA Genen lag in einer

Studie von Choi et al. (1994) bei 8,6 %. Laut Wang und Wang (1996) führt eine

Verlängerung der Elongationszeit zu weniger Fehlhybridisierungsvorgängen. In dieser

Arbeit wurden mit den in Kap. 3.13 beschriebenen Programmen Chimären gesucht und

eliminiert. Mit diesen Programmen lassen sich Sequenzen mit einer Länge von weniger

als 600 bp jedoch nicht analysieren.

Der Einsatz neuerer molekulargenetischer Techniken wie die �shot gun�-Sequenzierung

hat die mikrobielle Ökologie revolutioniert, da keine PCR eingesetzt wird und so die

Gesamtzahl an Verfälschungen der Diversität minimiert werden konnte (Schlüter

et al., 2008). Dies ist auch der Fall bei Genomsequenzierungen (Reinhardt et al.,

2009; Woyke et al., 2009). Durch den Einsatz von �deep sequencing� mit Hilfe der

454 Pyro-Sequenzierung oder anderer Hochdurchsatzsequenzierern kann eine wesentlich
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bessere Abdeckung der in hochkomplexen Proben vorhandenen bakteriellen Diversität

erreicht werden.

5.1.4 Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE)

Durch die Methode der DGGE können DNA-Fragmente derselben Länge anhand ihrer

Sequenz in einem kontinuierlichen Formamid-Harnsto�-Gradienten-Gel in einer hoch-

au�ösenden Gelmatrix aufgetrennt werden (Muyzer et al., 1993). Eine GC-Klemme

am 5'-Ende des Primers 341F verhindert das vollständige Aufschmelzen des DNA-

Doppelstranges und ermöglicht durch Stabilisieren des Laufverhaltens eine klare Auf-

trennung der Banden. Durch die zusätzliche GC-Sequenz wird der Primer um eine

Nonsense-Sequenz 5'-terminal verlängert. Das heiÿt, groÿe Teile des Oligonukleotids

werden gar nicht für die eigentliche Ampli�kation genutzt. Dies kann zu unspezi�schen

Hybridisierungen und folglich Ampli�zierungen und damit zu unerwünschten Mehr-

fachbanden führen (Nübel et al., 1996). Eine interessante Studie zum Vergleich meh-

rerer Primer-Paare der Domäne Bacteria für die DGGE-PCR verö�entlichten Sanchez

et al. (2007). Das Primersystem, mit welchem in der Studie die meisten Banden insge-

samt sowie per Spur aufgetrennt werden konnten, wurde in dieser Arbeit verwendet. Die

Grenze der Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels DGGE liegt laut Nübel et al.

(1996) und Kowalchuk et al. (1997) bei einer Base Sequenzunterschied. Buchholz-

Cleven et al. (1997) und Vallaeys et al. (1997) konnten jedoch Sequenzen mit Un-

terschieden von 2 oder 3 Basen nicht im Gel trennen. Die mittels DGGE zu trennende

maximale Fragmentgröÿe liegt laut Nollau undWagener (1997) bei ca. 1000 bp. Je

gröÿer das Fragment, desto exakter ist die phylogenetische Einordnung nach Sequenzie-

rung der Banden. Da sich jedoch mit zunehmender Länge und der damit verbundenen

steigenden Anzahl an Schmelzdomänen die Qualität der Auftrennung verringert, wurde

in dieser Arbeit mit Fragmenten von 550 bp Länge gearbeitet. Durch die Untersuchung

der erhaltenen PCR-Produkte nach Analyse mittels DGGE kann die Artenzusammen-

setzung einer Probe wie oben beschrieben durch Verschiebung verfälscht werden, z.

B. durch die gewählten Extraktionsmethoden, Primersysteme und Gradienten. Sicht-

bare Banden bei der DGGE liegen einem Anteil von mind. 1 % der ampli�zierten

Sequenz eines einzelnen Organismus in der Originalprobe zugrunde (Muyzer et al.,

1993; Polz und Cavanaugh, 1998; Murray et al., 1996). Die 16S-rRNA Gene von

weniger stark repräsentierten Arten werden nicht ausreichend ampli�ziert, um bei der

Analyse berücksichtigt werden zu können. So kann die Abundanz der gesuchten dia-

zotrophen Bakterien in der Probe verfälscht dargestellt werden, da durch eine quan-

titativ schlechte Ampli�zierung die Detektionsgrenze der DGGE nicht erreicht wurde

oder die Bandenintensität durch eine hohe Ampli�zierungsrate unproportional hohe

Abundanz zeigt. Zu einer Überschätzung der bakteriellen Diversität in Umweltproben
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nach Analyse durch DGGE kann es durch verschiedene Gründe wie z. B. Mikrohe-

terogenität durch Mutationen verschiedener Genkopien der 16S-rRNA Genfragmente

kommen (Farrelly et al., 1995; Nübel et al., 1996). Auch die unterschiedliche An-

zahl an ribosomalen Operonen der 16S-rRNA Gene mit bis zu 15 Kopien pro Zelle

(Kündig et al., 1995; Rainey et al., 1996; Klappenbach et al., 2000) kann durch

daraus resultierende vermehrte Reampli�kation zu einer Überschätzung der Diversität

führen, wobei die Zahl der Kopien mit der Wachstumsgeschwindigkeit korreliert ist

(Klappenbach et al., 2000). Wie bereits erwähnt, kann es aus verschiedenen Grün-

den zur Verfälschung der eigentlichen Diversität kommen. Bei der DGGE konnte von

Buchholz-Cleven et al. (1997) gezeigt werden, dass DNA-Fragmente gleicher Län-

ge mit unterschiedlicher Sequenz ein gleiches Laufverhalten zeigen können und daher

verschiedene DNA-Fragmente in derselben Bande erscheinen können. Sicherheit gibt

nur eine Sequenzierung der Banden nach deren Isolierung und Klonierung aus den

entsprechenden Gelen. Dies ist jedoch nicht einfach umzusetzen. Durch Ko-Migration

von fremden DNA-Fragmenten ist es nur schwer möglich, Banden auszuschneiden, zu

reampli�zieren und zu klonieren, da Versuche in dieser Arbeit wie auch bereits pu-

blizierte Ergebnisse gezeigt haben, dass viele verschiedene DNA-Fragmente, die nicht

sichtbar auf derselben Höhe mit der Bande liegen, ebenfalls erfasst werden (Gafan

und Spratt, 2005). Die Autoren konnten aus einer ausgeschnittenen Bande bereits

bis zu 10 Banden in einem fokussierten Gradienten von 50-55 % detektieren. Aus die-

sem Grund wurden in dieser Arbeit ausgeschnittene DGGE-Banden reampli�ziert und

erneut auf ein Gel aufgetragen, ausgeschnitten und danach erst von beiden Enden se-

quenziert. Nur wenn beide Sequenzen einer Bande gleich waren und nach Analyse mit

dem online verfügbaren Tool BLAST identische Ergebnisse zeigten, wurden sie in die

folgenden Auswertungen mit einbezogen.

Entscheidend für die Auftrennung der DNA-Stränge in einem Gel ist der Gradient der

denaturierenden Reagenzien. In dieser Arbeit wurde nach Vorversuchen mit einem 20-

70 % Gradienten ein 40-70 % Gradient gewählt, da die Banden so eindeutig und weiter

voneinander getrennt wurden ohne Informationsverluste bei einer Clusteranalyse zu

erleiden. Bei einem 20-70 % Gradienten waren deutlich weniger Banden zu erkennen;

diese waren zudem unscharf und lagen enger zusammen (Ergebnisse nicht gezeigt).

Ein Gradient von 20-70 % hat gegenüber dem mit 40-70 % den Vorteil, dass länger

und kürzer laufende Banden deutlicher aufgetrennt werden. Da diese Banden bei den

Vorversuchen jedoch nur sehr unscharf und kontrastarm zu erkennen waren, ergab

sich kein Vorteil aus der Nutzung eines 20-70 % Gradienten. Vermutlich hätten diese

Banden eine Clusteranalyse verfälscht. Vergleiche zwischen verschiedenen Gradienten

und die sich damit ändernden Bandenintensitäten wurden von Cocolin et al. (2001)

gezeigt. Auch die Spannung und die Laufzeit haben Ein�uss auf die Qualität des Gels.
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Wie Muyzer und Smalla (1998) und Vorversuche gezeigt haben, be�nden sich nach

der hier gewählten Laufzeit von zwanzig Stunden bei einer angelegten Spannung von

100 V alle Banden an ihrer endgültigen Position.

Mittels Clusteranalyse können Bandenmuster von DGGE-Bildern miteinander vergli-

chen und aufgrund der Ähnlichkeit ihrer Bandenmuster in einem Baum graphisch dar-

gestellt werden. Durch die erhaltene Topologie des Dendrogramms kann man die Ähn-

lichkeit der Spuren untereinander ablesen und damit Aussagen über die Bakterienge-

meinschaften tre�en. Für eine Clusteranalyse müssen links und rechts der zu untersu-

chenden Spuren DNA-Standards mit aufgetragen werden, die bestenfalls 2 Banden oder

mehr aufweisen sollen. Durch diese externen Standards kann der möglicherweise auf-

tretende sog. smile-E�ekt mit der Software heraus gerechnet werden. In dieser Arbeit

konnte wegen der einzeln auftretenden starken Banden und vielen kaum erkennbaren

Banden keine aussagekräftige Cluster-Analyse durchgeführt werden. Die Möglichkeit,

diese durchzuführen, bestünde darin, die starke Bande durch die Wahl der Gradienten

zu eliminieren. So könnte jedoch ebenfalls keine aussagekräftige Analyse erfolgen, da

die Ergebnisse wahrscheinlich verfälscht würden.

5.1.5 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

Die FISH ist eine weit verbreitete Methode, die Identität kultivierter und vor allem

nicht kultivierbarer Bakterien, die Abundanz aktiver Bakterien in verschiedenen Um-

welthabitaten und das Besiedlungsverhalten von Bakterien an P�anzen zu untersuchen.

Hierbei kann jedoch eine Reihe von Problemen auftreten. Es gibt eine Vielzahl von er-

probten und publizierten Oligonukleotidsonden, die für spezielle Bakterienklassen spe-

zi�sch sind (Hartmann und Schmid, 2007). Durch die stark ansteigende Anzahl an

Sequenzdaten bedarf es jedoch einer stetigen Überprüfung der Sondenspezi�tät und

gegebenenfalls einer Neuevaluierung. So wurden z. B. viele Bakterien durch die 1990

publizierte Sonde EUB-338, die den Hauptentwicklungsordnungen der Plancomycetales

und Verrucomicrobiales zugeordnet werden, nicht erfasst. Daher wurden zwei weitere

Varianten entwickelt, die dann in Kombination mit der vorhandenen Sonde EUB-338

fast alle Vertreter der Domäne Bacteria erfassten (Daims et al., 1999). Ein spezi�-

sches Oligonukleotid kann nur so gut sein wie die Datenbank, aus der es generiert

wurde (Amann et al., 1997). Die Sonden EUB-338 und ALF-1b (siehe Tab. 8) wurden

beispielsweise 1990 und 1992 mit dem damals aktuellen Sequenzdatensatz entworfen

und publiziert. Heute liegt uns jedoch ein wesentlich umfassenderer Datensatz vor, mit

denen Sonden entworfen und geprüft werden können. So erfasst die Sequenz des Oli-

gonukleotids ALF-1b nur zu 54 % α-Proteobacteria, die Sequenz des Oligonukleotids

ALF-968 zumindest zu 84 % α-Proteobacteria (überprüft mit dem Online-Tool Probe
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Match von RDP). Die restlichen Sequenzen stammen aus anderen Phyla und Klassen

der Proteobacteria.

Zum Testen der Methode an Zuckerrohrproben war die Qualität der verwendeten Son-

den in dieser Arbeit jedoch ausreichend. Mittels der FISH Methode konnte eine endo-

phytische Besiedlung der Zuckerrohrp�anzen jedoch nur sehr beschränkt nachgewiesen

werden. Dies lag zum Einen an der starken Auto�uoreszenz der P�anzengewebe von

Zuckerrohr, die eine Bewertung auftretender Fluoreszenzsignale kaum durchführbar

machte. Beim Einsatz axenischer Inokulationsexperimente mit Quartzsand als Struk-

turmatrix und von sehr jungen P�anzen treten beispielsweise kaum Probleme bei der

Untersuchung der P�anzen auf bakterielle Besiedlung auf. Bei dieser Methode ist keine

auto�uoreszente, mit diversen Partikeln durchsetzte Bodenmatrix vorhanden, die an

der Wurzel bindet. So können die Bakterien an der Wurzelober�äche relativ einfach de-

tektiert werden. Bei einem solchen axenischen System ist das Problem des Entfernens

wurzelassoziierter Bakterien zudem geringer. Bei einem Freiland-Versuch mit realem

Boden muss dieser durch Abspülen vor der Fixierung entfernt werden. So können Bak-

terien der Rhizosphäre, die vermutlich einen Ein�uss auf die zu untersuchende P�anze

haben, fälschlicherweise entfernt werden. Zum Anderen ist es bei adultem P�anzen-

material möglich, dass die relativ groÿen p�anzlichen Zellen durch das Schneiden der

P�anzengewebe geö�net und eventuell vorhandene endophytische Bakterien bei diver-

sen Waschschritten entfernt werden. Zudem ist eine unspezi�sche Bindung der verwen-

deten Sonden an P�anzengewebe möglich, so dass nicht ausreichend Sonden im Inneren

des P�anzengewebes vorhanden sind, um bakterielle Signale detektieren zu können.

Ein weiterer Punkt sind die im Vergleich zu axenischen Systemen bzw. Bakterienrein-

kulturen stark abgeschwächten Fluoreszenz-Signale, welche Bakterien bei Verwendung

der FISH in p�anzlichen Proben abgeben. Dies könnte fälschlicherweise als eine Art

Hintergrund detektiert worden sein. Sehr hell �uoreszierende Signale weisen eher auf

Artefakte der FISH als auf bakterielle Besiedlung hin. Bei der Verwendung der FISH in

axenischen Systemen mit jungen P�anzen ergibt sich ein einfacheres, übersichtlicheres

Bild als bei komplexen Umweltproben mit adulten P�anzen.

Ein weiteres Problem besteht vermutlich in der kurzen Hybridierungszeit und der Grös-

se der markierten Oligonukleotide. Bei der Analyse diverser Wurzeln von Zuckerrohr

mittels FISH konnte eine weitgehend endophytische Besiedlung nicht gezeigt werden;

Signale an der Rhizodermis konnten jedoch detektiert werden. So scheint das markierte

Oligonukleotid aufgrund der komplexen, verstärkten Gewebestruktur der P�anze nicht

in diese eindringen zu können und bis zu dem Target zu gelangen. Im Gegensatz zu

den nichtverholzten relativ jungen Wurzeln anderer P�anzen wie Gerste, Weizen und

Mais in axenischen Systemen konnte bei Zuckerrohr eine Verstärkung der Zellwände bei
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kleinsten Wurzeln beobachtet werden. So könnte die hochkomplexe Cellulose-Lignin-

Struktur dafür verantwortlich sein, dass die Sonden nicht in die Zellen bzw. nicht in

den apoplastischen Raum eindringen konnten. Diese Struktur könnte für die starke

Auto�uoreszenz bei Zuckerrohr verantwortlich sein. Der Grund könnte zudem bei der

Fixierung des Gewebes mit PFA liegen, welches im P�anzengewebe vorhandene Prote-

ine miteinander vernetzt und so für die bleibende Stabilität der Probe sorgt. Versuche

mit DNA-interkalierenden Farbsto�en wie Syto81 (Abb. 65 A) bestätigen die Vermu-

tung, dass die Farbsto�e nicht ausreichend tief in das p�anzliche Gewebe eindringen

konnten. Bei der Färbung mit dieser Art von Farbsto�en konnte ebenfalls ausschlieÿlich

eine bakterielle Besiedlung der Rhizodermis nachgewiesen werden. Andere Arten der

Fixierung wie zum Beispiel mit Ethanol oder GDA (Glutardialdehyd) konnten in Vor-

versuchen ebenfalls keine überzeugenden Ergebnisse liefern und führten zu einer stär-

keren Auto�uoreszenz des P�anzengewebes. Eine Verlängerung der Hybridisierungszeit

um mehrere Stunden könnte bei diesem Problem hilfreich sein. Bei dieser Variante ist

es jedoch möglich, dass durch die lange Inkubationszeit die Sonden geschädigt wer-

den. Die Voraussetzung für das Eindringen der Sonden in p�anzliches Gewebe ist der

Schritt der Dehydratisierung des P�anzengewebes. Eine komplette Dehydratisierung

von Wurzeln des Zuckerrohrs hatte jedoch einen massiven Strukturverlust zur Folge.

Es ist deshalb möglich, dass fehlende osmotische Wirkungen durch verbliebenes Wasser

bzw. Ethanol-PBS ebenfalls einen Grund für das nicht weitreichende Eindringen der

Oligonukleotide in die P�anzen und Bakterienzellen darstellen. Zudem kann die elektri-

sche Ladung der Fluoreszenz-markierten Oligonukleotiden beim Penetrieren der Zellen

problematisch sein. Eine Lösung könnte die Verwendung von PNA-Sonden darstellen,

welche statt des Phosphat-Desoxyribose-Rückgrats nicht geladene Pseudopeptide ver-

wenden (Demidov, 2003).

Diazotrophe Bakterien könnten im Zuckerrohrgewebe einen sogenannten Formwechsel

durchlaufen haben, bei dem die bakterielle Zellwand nicht mehr vorhanden ist und

der Zellinhalt nur noch durch die Zellmembran von der Umgebung abgetrennt ist. In

den Bakterienzellen von Azoarcus sp. BH72 werden z. B. sogenannte Diazosomen ge-

bildet, Membranstrukturen, an denen die Sticksto��xierung abläuft (Hurek et al.,

1995). Eine Fixierung solcher Zellen ist vermutlich nur durch zusätzliche osmotischen

Schutz während der Fixierung möglich, um so das Lysieren der Zellen zu verhindern.

Das osmotische Potential in Zuckerrohr ist durch die Speicherung und den Transport

von Zucker relativ hoch. Bei diesen postulierten zellwandlosen endophytischen Bakte-

rienformen könnte der immunologische Nachweis der Nitrogenase möglich sein, der in

regulären Zellen nicht möglich ist (siehe Kap. 5.1.7).
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5.1.6 Catalyzed Reporter Deposition-FISH (CARD-FISH)

Die Methode der CARD-FISH konnte in dieser Arbeit nicht zur erfolgreichen Lokalisie-

rung von Bakterien in P�anzengewebsschnitten verwendet werden. Ein groÿes Problem

stellte die unspezi�sche Bindung des Fluorescein- bzw. Cy3-markierten Tyramids an

die Wurzelober�äche und an P�anzenzellen im Allgemeinen dar (siehe Abb. 65). Ei-

ne starke Fluoreszenz der Wurzelober�äche ist zu erkennen, welche den Einsatz der

CARD-FISH bei der Detektion von Bakterien in diesem P�anzenmaterial nicht durch-

führbar macht. Desweiteren wurden die Durchlassö�nungen im Gefäÿsystem der P�an-

zen unspezi�sch gefärbt und geben ein Signal ab, welches dem der Bakterien in Gröÿe

und Form sehr ähnlich ist. Dass es sich hierbei nicht um Bakterien handelt, konnte nur

durch die extrem regelmäÿige Anordnung der Signale festgestellt werden, die untypisch

für Bakterien ist.

Zum einen könnten diese Probleme der Anwendung der CARD-FISH bei p�anzlichen

Geweben auf die Tatsache zurückzuführen sein, dass das Substrat mit der Meerrettich-

Peroxidase umgesetzt wird, welche an die Oligonukleotidsonde gekoppelt ist und nach

der Radikalisierung unspezi�sch an p�anzliche Zellen bindet. Peroxidasen sind weit

verbreitete Enzyme bei P�anzen, wo sie wichtige Rollen beim Wachstum, der Zelldif-

ferenzierung und bei Entwicklungsprozessen spielen (Yoshida et al., 2003). So lässt

sich vermuten, dass eine Vielzahl von Peroxidasen auf der Wurzelober�äche zu �nden

sind, welche das �uoreszierende Tyramid umgesetzt und somit unspezi�sche Signa-

le verursacht haben. Eine andere Möglichkeit ist, dass die eingesetzten Oligonukleo-

tidsonden unspezi�sch an das P�anzenmaterial gebunden haben. Um unspezi�sche

Bindungen zu vermeiden, wurde vor der Hybridisierung mehrmals eine Blockierung

unspezi�scher Bindungstellen mit BSA als Blockierungslösung durchgeführt. Unspe-

zi�sche Oligonukleotid-Anlagerungen können ebenfalls mit Lachsspermien-DNA abge-

fangen werden. Dies führte jedoch nicht zum Erfolg.

Zudem könnte die semi-verholzte Struktur des P�anzenmaterials ein störender Faktor

sein. Selbst sehr junge Wurzeln von Zuckerrohr haben eine feste Struktur, im Gegen-

satz zu vergleichbaren P�anzen wie Mais. Die Ablagerungen der Zellwände könnten

zu unspezi�schen Bindungen und Ansammlung des Substrates geführt haben. Einen

Hinweis auf dieses Problem gab der Test der Hybridisierung mit POD-Sonden bei PFA-

�xierten Wurzeln von Gerste, welche in einem axenischen System mit Acidovorax sp.

gezogen wurden (Abb. 65). Hier ist ebenfalls eine Auto�uoreszenz des P�anzenmateri-

als zu erkennen, während die Signale der Bakterien sehr schwach sind. Eine Ursache der

Nicht-Detektierbarkeit kann die nicht vorhandene Permeabilität für die recht groÿen,

mit Peroxidase markierten Oligonukleotide im Vergleich zu �uoreszenzmarkierten Son-

den sein.
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Ebenso können alle im Kap. 5.1.5 aufgeführten Probleme auch bei der CARD-FISH

auftreten.

5.1.7 Detektion von Nitrogenase mittels Immuno�uoreszenz

Bei der Detektion von Bakterien mittels Immuno�uoreszenz werden meist Antikörper

eingesetzt, die an Epitope der Zellober�äche binden (Assmus et al., 1997; Schlo-

ter und Hartmann, 1998). In dieser Arbeit wurden jedoch Antikörper eingesetzt,

die an Epitope der Nitrogenase-Reduktase-Komplexe binden, welche sich im Zellin-

neren be�nden. So ist es möglich, dass die Penetration der Antikörper in die Zellen

als Voraussetzung des immunologischen Nachweises eingeschränkt ist. Selbst bei den

im Vorversuch zur Kontrolle verwendeten aktiv sticksto��xierenden Bakterienreinkul-

turen konnte nach Fixierung der Zellen keine Fluoreszenz detektiert werden, obwohl

verschiedene Methoden der Fixierung getestet worden waren. Möglicherweise sind die

Bedingungen für die Bakterien in Zuckerrohr so weitgehend unterschiedlich zu den

Laborkulturen, dass diese unterschiedliche Reaktion eventuell erklärbar wäre. Eine er-

folgreiche positive Kontrolle der Methode mittels Zielorganismus ist jedoch essentiell

für den Einsatz der Methode. Daher wird die mögliche Detektion von Nitrogenase-

positiven Bakterienzellen in Zuckerrohr mittels Immuno�uoreszenz bei der Diskussion

der Ergebnisse nicht berücksichtigt.
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5.2 Besiedlung von Zuckerrohr mit Bakterien - bisherige Kennt-
nisse und neue Einsichten basierend auf molekularen Ana-
lysen dieser Arbeit

Die Auswertung der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse kann durch verschiedene

Gründe nur eingeschränkt erfolgen. Aufgrund der hohen Anzahl verschiedener experi-

menteller Versuchsansätze, fehlender Wiederholungen mit Parallelproben vergleichba-

ren P�anzenmaterials und der teils geringen Zahl an Sequenzen pro Klondatenbank ist

keine statistische Absicherung der Daten gewährleistet. Durch den Vergleich der zahl-

reich durchgeführten singulären Analysen der bakteriellen Diversität von P�anzen in

verschiedenen Systemen können jedoch Folgerungen aus den gefundenen Übereinstim-

mungen getro�en werden. Auÿerdem erlauben diese Analysen einen Einblick in eine

bisher nicht bekannte bakterielle Diversität. So kann eine unterschiedliche Verteilung

der Spezies in singulären P�anzen (im Vergleich zu anderen einzelnen P�anzen, wie von

Ramette et al. (2005) beschrieben) problematisch sein. Die Analyse der Diversität

weist durch die meist nicht erreichte Rarefaction groÿe Lücken auf. Aus diesen Gründen

sollen die hier untersuchten Proben nur Schlaglichter werfen. Ein Anspruch auf Voll-

ständigkeit kann nicht erhoben werden. Bei den erhaltenen Daten handelt es sich um

einen Einblick in die vorhandene bakterielle Diversität und nicht um eine umfassende

Analyse der gesamten Diversität (siehe Kap. 5.1). Durch die bereits erwähnten Proble-

me bei der Lokalisierung endophytischer Bakterien mittels Detektion in situ wurden

diese Versuche bei der Diskussion nicht berücksichtigt (siehe Kap. 5.1.5).

5.2.1 Molekulare Analyse der Diversität Zuckerrohr-assoziierter diazotro-
pher Bakterien

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Einblick in die bakterielle Diversität assoziiert

mit Zuckerrohr, basierend auf molekularbiologischen Methoden, gegeben werden. Ei-

ne Vielzahl an Sequenzen aus der Rhizosphäre konnte anhand verschiedener experi-

menteller Ansätze erhalten werden. Den höchsten Anteil der Sequenzen, welche bei

den verschiedenen Ansätzen in dieser Arbeit erhalten werden konnte, gehört zu der

Hauptentwicklungslinie Proteobacteria. Hinweise auf unterschiedliche Zusammenset-

zungen der bakteriellen Gemeinschaft assoziiert mit Zuckerrohr in Abhängigkeit von

der Zuckerrohr-Varietät konnten gefunden werden (siehe Kap. 4.3.1). Der direkte Ver-

gleich der 16S-rRNA Sequenzen aus RNA bzw. DNA zeigte keine aussagekräftigten

Unterschiede zwischen den untersuchten Nukleinsäuren (siehe Abb. 26), wobei die stark

unterschiedliche Anzahl der Sequenzen in den jeweiligen Datenbanken berücksichtigt

werden muss.

Die phylogenetische Zuordnung von Sequenzen einiger Phyla konnte aus mehreren
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Gründen nicht näher bestimmt werden. Bei den Hauptentwicklungslinien Planctomyce-

tes, Spirochaetes, Actinobacteria und Chloro�exi ist die phylogenetische Zuordnung der

16S-rRNA Sequenzen di�zil, da eine Vielzahl der publizierten Sequenzen von nichtkul-

tivierten Bakterien stammen. Im Vergleich zur Hauptentwicklungslinie der Proteobac-

teria sind in diesen Phyla weniger valid beschriebene Arten vorhanden. Im Bereich der

Zuckerrohrwurzeln konnten zudem viele Sequenzen von Bakterien detektiert werden,

die in Böden und im Wasser gefunden wurden, wie δ-Proteobacteria, Planctomycetes

und Actinobacteria. Sie können aus anhaftenden Bodenpartikeln stammen bzw. in der

Rhizosphäre angereichert sein. Ihre Rolle bei der Besiedlung der Zuckerrohrp�anzen ist

unbekannt. Durch die hier verwendeten Methoden der Probenbearbeitung kann wegen

der fehlenden Ober�ächensterilisierung des P�anzengewebes keine Aussage über die

Art der Assoziation mit Zuckerrohr getro�en werden.

16S-rRNA Sequenzen der Hauptentwicklungslinien Chloro�exi, Spirochaetes und Ac-

tinobacteria konnten ausschlieÿlich in Nukleinsäure-Extrakten von Zuckerrohrwurzeln

detektiert werden. 16S-rRNA Sequenzen des Clusters TK10 der Chloro�exi konnten nur

in unterirdischen P�anzenteilen nicht gedüngter Zuckerrohrp�anzen detektiert werden.

In Nukleinsäure-Extrakten unterirdischer P�anzenteile konnten 16S-rRNA Sequenzen

nachgewiesen werden, welche zum Conexibacteraceae-Patulibacter -Cluster der Haupt-

entwicklungslinie Actinobacteria gehören. Im Phylum Planctomycetes wurden einige

zu Isosphaera, Gemmata und Singulisphaera verwandte 16S-rRNA Sequenzen gefun-

den. In den genannten Bakteriengruppen existieren einige Bakterienarten, welche meist

in Böden, limnischen Habitaten und Abwässern gefunden wurden. Interaktionen mit

P�anzen sind bisher nicht bekannt.

Die Zusammensetzung und Aktivität von sticksto��xierenden Bakterien kann durch

die Applikation von synthetischem Dünger stark beein�usst werden. So konnten die

in der Einleitung bereits erwähnten, von Pedraza (2008) zusammengefassten Beobach-

tungen in dieser Arbeit zum Teil bestätigt werden. Während in der Zusammenfassung

von Pedraza ausschlieÿlich der Ein�uss des Düngers auf Herbaspirillum und Gluco-

nacetobacter diskutiert wird, konnten in dieser Arbeit Hinweise gefunden werden, dass

beispielsweise Bakterien der Gruppe TK10 (wie oben beschrieben), Azospirillum brasi-

lense und verschiedene Arten der Gattung Burkholderia durch die Düngung beein�usst

werden. Einige der in dieser Arbeit detektierten Bakterienstämme wie z. B. B. soli, B.

silvatlantica und B. plantarii konnten ausschlieÿlich in nicht gedüngten P�anzen gefun-

den werden. Dies bestätigt entsprechende Beobachtungen von Pedraza (2008); Kolb

und Martin (1988); Jagnow (1983).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Sticksto��xierung durch den Nachweis von nifH -

mRNA in einigen Gattungen bzw. Arten von Bakterien nachgewiesen werden, welche
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entweder noch nie in Zusammenhang mit Zuckerrohr beschrieben wurden (z. B. Gat-

tungen Bradyrhizobium und Rhizobium) oder deren Rolle bei der BNF in Zuckerrohr

bis zum heutigen Zeitpunkt unklar ist (z. B. Burkholderia tropica). Es wurden eini-

ge Studien verö�entlicht, bei denen zwar sticksto��xierende Bakterien von Zuckerrohr

isoliert wurden, bei denen jedoch keine Angabe zur Anzahl der �xierenden Bakterien

assoziiert mit der P�anze und zur Aktivität bezüglich der BNF gemacht wurde (Bod-

dey et al., 2003). Stämme der Gattungen Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Derxia,

Enterobacter und Erwinia konnten nach 2-3 Anreicherungszyklen in sticksto�freiem,

semi-soliden Medium aus der Rhizosphäre bzw. Rhizoplane von Zuckerrohr isoliert

werden. Johanna Döbereiner konnte um 1958 das sticksto��xierende Bakterium Beje-

rinckia �uminensis von der Wurzelober�äche von Zuckerrohr isolieren (Döbereiner

und Ruschel, 1958). Die Gattungen Azotobacter, Bacillus, Paenibacillus, Derxia, En-

terobacter und Erwinia konnten in dieser Arbeit ebenfalls mittels Sequenzanalyse in

den 16S-rRNA Klondatenbanken detektiert werden, traten jedoch nicht dominant auf.

Bakterien der Gattung Derxia konnten als positiver Ein�uss auf das Wachstum von

Zuckerrohrp�anzen von Souto und Döbereiner (1967) beobachtet werden, die Un-

tersuchungen bezüglich dieser Bakteriengattung wurden jedoch nicht weitergeführt

(Boddey et al., 2003). Bei Spezies der Gattungen Bacillus und Paenibacillus konn-

ten nifH -Gene nachgewiesen werden (Ding et al., 2005). Paenibacillus azoto�xans, ein

gram-positives sticksto��xierendes Bakterium, wurde in der Rhizosphäre von Gräsern

wie Weizen und Zuckerrohr gefunden; ein etnsprechender �rhizosphere e�ect� wurde

bei Weizen gezeigt (Rosado et al., 1998; von der Weid et al., 2002).

α-Proteobacteria

Bei der phylogenetischen Analyse der 16S-rRNA in Zuckerrohrwurzeln des Feldversuchs

konnte ein neues Bakterien-Cluster entdeckt werden, welches eng mit Azospirillum spp.

verwandt zu sein scheint (siehe Abb. 20 und 46). Bei der phylogenetischen Analyse der

nifH -Gene der Wurzeln und Blattscheiden von Zuckerrohr des Feldexperiments konnten

ferner Sequenzen von Azospirillum brasilense detektiert werden. Die entsprechenden

P�anzen sind nicht gedüngt worden. Dies könnte ein Hinweis auf die Beein�ussung der

Besiedlung mit diazotrophen Bakterien durch Dünger sein.

Man vermutet, dass es spezi�sche P�anzen-Bakterien-Assoziationen gibt, bei denen die

Besiedlung vom Kultivar der P�anze oder vom Bakterienstamm abhängig ist. Inokula-

tionsexperimente verschiedener Getreidep�anzen der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Ivo

Baldani zeigten, dass es innerhalb einer Bakterienart bei verschiedenen Stämmen zu

einem unterschiedlichen Kolonisierungsverhalten kommen kann. So konnte eine Kolo-

nisierung mit Azospirillum brasilense Sp245, welcher das Innere der P�anze besiedeln

kann, eine Ertragssteigerung von Zuckerrohr bewirken. Stamm Sp7, welcher nur die
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Ober�äche von Wurzeln besiedeln kann und nicht ins P�anzeninnere eindringt, konn-

te im Gegensatz dazu keine Ertragsteigerung bewirken (Baldani et al., 1986a, 1983,

1986b). Azospirillum spp. ist in der Lage, P�anzenwachstums-regulierende Substanzen

auszuscheiden, vornehmlich Auxine, welches die Zahl der Seitenwurzeln erhöht und

die Wurzelhaare verlängert. Somit kann eine bessere Nährsto�- und Wasseraufnahme

erfolgen (Steenhoudt und Vanderleyden, 2000). Da Azospirillum brasilense nur

eine sehr geringe Menge NH+
4 ausscheidet, pro�tiert die P�anze vom BNF dieses Or-

ganismus wahrscheinlich nur nach einer Bakterienlyse (Bothe et al., 2007). Die aktive

biologische Sticksto��xierung konnte jedoch in dieser Arbeit durch den Nachweis von

nifH -mRNA gezeigt werden.

Die 16S-rRNA Sequenzanalyse von RNA aus Blattscheiden verschiedener P�anzenbe-

handlungen des Feldexperiments zeigten eng zu Gluconacetobacter diazotrophicus, G.

saccharii und G. liquefaciens verwandte Sequenzen (Abb. 42). Dies könnte Hinweise

auf neue, bisher unbekannte Arten der Gattung Gluconacetobacter geben. Mit G. jo-

hannae und G. azotocaptans eng verwandte 16S-rRNA Sequenzen konnten ebenfalls

detektiert werden. Die 16S-rRNA Sequenzen dieser beiden Bakterienarten sind einan-

der jedoch sehr ähnlich. Aufgrund dieser Tatsache ist eine genaue Zuordnung nicht

möglich. Diese sticksto��xierenden Arten konnten somit in dieser Arbeit zum ersten

Mal in Zuckerrohr nachgewiesen worden sein (vgl. Fuentes-Ramirez et al. (2001)).

Die Detektion der nifH -Gene von G. azotocaptans und G. johannae ist jedoch nicht

gesichert, da bisher keine Sequenzinformationen der nifH -Gene dieser Arten an der in

dieser Arbeit sequenzierten Position verfügbar ist.

Sowohl in der phylogenetischen Analyse der 16S-rRNA als auch der nifH -mRNA-

Sequenzen verschiedener Wurzelproben konnten zahlreiche Sequenzen von Bradyrhizo-

bium sp. detektiert werden. Hier konnten sowohl nah zu Bradyrhizobium japonicum

verwandte Sequenzen als auch bisher unbekannte Cluster gefunden werden. cDNA-

Sequenzen (16S-rRNA und nifH ) der Gattung Rhizobium konnten ebenfalls zahlreich

in Spross- und Wurzelproben aller Behandlungen detektiert werden. Die hohe Anzahl

der nachgewiesenen nifH -Sequenzen lässt auf einen groÿen Ein�uss der Gattung Brady-

rhizobium bei der BNF in Zuckerrohrwurzeln schlieÿen. Der Vergleich der Sequenzen

mit den aus dem mexikanischen Regenwald gewonnenen Sequenzen (16S-rRNA und

nifH, Abb. 44 und 57) deutet auf enge phylogenetische Verwandtschaft der tropischen

Bakterien-Genospezies hin. NifH -mRNA-Sequenzen von Rhizobium sp. konnten aus-

schlieÿlich im Spross von nicht gedüngtem Zuckerrohr detektiert werden, was auf eine

e�ektive BNF in der P�anze schlieÿen lässt. Als Bradyrhizobium wurden früher u. a.

Bakterien gruppiert, die sehr langsam wachsen. Dies spiegelt sich z. B. in der Anzahl

der ribosomalen Operone wider, von denen Bradyrhizobium lediglich eins besitzt. In

diesem Zusammenhang spricht man in der Ökologie in sog. K-Strategen, welche nur
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langsam wachsen (Kasahara und Hattori, 1991; Kündig et al., 1995).

β-Proteobacteria

16S-rRNA Sequenzen der Gattung Herbaspirillum konnten ausschlieÿlich in der DNA

aus Wurzeln der Varietät RB72 454 aus dem Tank-Experiment nachgewiesen werden.

Bei den detektierten DNA-Sequenzen handelt es sich o�ensichtlich nicht um eng mit

den inokulierten Stämmen verwandte Bakterien, sondern um eng mit H. frisingense

und H. puttei verwandte Bakteriengruppe. Dies gibt zudem einen Hinweis darauf, dass

Herbaspirillum spp. die Zuckerrohr-Varietät RB86 7515 nicht besiedeln konnten. Von

dieser Varietät sind weitaus mehr Sequenzen in den Klondatenbanken vorhanden als

von der Varietät RB72, jedoch konnte die Gattung Herbaspirillum, welche systemische

Besiedler enthält, nicht detektiert werden. Bei den entsprechenden Proben konnte je-

doch keine Sättigung der Diversitäts-Analyse erreicht werden. Somit wäre es möglich,

dass die Sequenzen der Gattung Herbaspirillum vorhanden sind, jedoch von den in

dieser Arbeit verwendeten Analysen in komplexen Proben nicht erfasst wurden.

Bei der phylogenetischen Analyse der nifH - und der 16S-rRNA Klondatenbanken wur-

den eine groÿe Zahl an Sequenzen gefunden, die der Hauptentwicklungslinie der β-

Proteobacteria zugeordnet werden können, jedoch mit keinen bisher beschriebenen Ar-

ten verwandt sind (Abb. 48). Die nächstverwandten bekannten Gattungen sind Ideo-

nella, Leptotrix, Azohydromonas und Herbaspirillum. Im Gegensatz zu anderen, hier

untersuchten Bakterien konnten diese Sequenzen sowohl in den Blattscheiden- als auch

in den Wurzelproben nachgewiesen werden. Die Gattungen Ideonella und Azohydro-

monas beinhalten sticksto��xierende Bakterienarten wie Ideonella azoto�cans (Noar

und Buckley, 2009) und Azohydromonas lata (Xie und Yokota, 2005). Die groÿe

Zahl an detektierten nifH - und 16S-Sequenzen zeigt, dass diese Bakterien eine Schlüs-

selrolle in der aktiven Biologischen Sticksto��xierung in Zuckerrohr tragen könnten.

Es konnten zudem nah mit den Gattungen Massilia, Duganella und Janthinobacterium

verwandte 16S-rRNA Sequenzen detektiert werden. In diesen Gattungen sind jedoch

bisher keine sticksto��xierenden Bakterien bekannt. Möglicherweise tragen diese Bak-

terien durch Exkretion von Phytohormonen zur Förderung des P�anzenwachstums bei.

Massilia sp. ist bekannt, N-acyl Homoserinlacton (AHL) zu produzieren (d'Angelo

Picard et al., 2005). AHL-Moleküle sind als mögliche P�anzenwachstumsstimulatoren

erkannt worden (Schuhegger et al., 2006).

Die Gattung Burkholderia weist eine groÿe Anzahl P�anzen-assoziierter sticksto��xie-

render Bakterienarten auf (Estrada-De Los Santos et al., 2001). Neben eine Reihe

von Gras-assoziierten konnten zwei Leguminosen-assoziierte Bakterienarten phyloge-

netisch der Gattung Burkholderia zugeordnet werden (B. tuberum und B. phymatum,

Vandamme et al. (2002)), die in der Lage sind in Wurzelknöllchen N2 zu �xieren.
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Sie werden deshalb zu den β-Rhizobien gezählt (Vandamme et al., 2002). Während

B. tropica vorwiegend in Assoziation mit Mais gefunden wurde, so konnte B. una-

mae vorwiegend mit Zuckerrohr assoziiert nachgewiesen werden (Perin et al., 2006).

Olivares et al. (1993) fanden eine ungleichmäÿige Verteilung von Bakterien des Burk-

holderia cepacia Komplexes in einzelnen P�anzen. Vermutlich können komplexe Ge-

meinschaften des B. cepacia-Komplexes und nah verwandte Stämme in groÿen Po-

pulationen koexistieren, die Verteilung und Zusammensetzung dieser Bakterien kann

aber in einzelnen P�anzen sehr unterschiedlich sein (Ramette et al., 2005). Zahlrei-

che nifH -mRNA-Sequenzen sind phylogenetisch eng verwandt zu der nifH -Sequenz des

inokulierten Stammes Burkholderia tropica PPe8. Dies gibt einen deutlichen Hinweis

auf die wichtige Rolle der Gattung Burkholderia bei der Biologischen Sticksto��xie-

rung. Eine groÿe Zahl an 16S-rRNA Sequenzen verschiedener Wurzelproben konnten

der Gattung Burkholderia zugeordnet werden. Eng verwandte Sequenzen zu B. soli,

B. plantarii und B. silvatlantica konnten ausschlieÿlich in 16S-rRNA Sequenzen aus

nicht gedüngten P�anzen nachgewiesen werden. Möglicherweise kommt die Assozia-

tion der Bakterien mit Zuckerrohr nur ohne Düngerzugabe zustande. Zu B. cepacia,

einem sticksto��xierenden Bakterium, und zu B. caribensis konnten nah verwandte

Sequenzen in den DNA/RNA-Extrakten von Wurzeln des Tank- und Gewächshausex-

periments nachgewiesen werden. In der cDNA der Probe �Red Node� und der Wur-

zeln gedüngter, nicht inokulierter P�anzen konnten eng mit B. phymatum verwandte

Sequenzen detektiert werden. Die Besiedlung dieser Knospe (�Red Node�) durch B.

phymatum könnte ein guter Ausgangspunkt für die Besiedlung der ganzen Zuckerrohr-

p�anze darstellen. B. phymatum wurde ursprünglich als sog. β-Rhizobium aus Mimosa

lunatum isoliert (Vandamme et al., 2002), welches Knöllchen bilden und Sticksto�

�xieren kann (Talbi et al., 2010). Bei Burkholderia handelt es sich um eine Bakterien-

gattung von sog. r-Strategen, d.h. nach einer längeren Zeit der Überdauerung können

die Organismen wieder schnell wachsen und Sto�wechsel betreiben, gegebenenfalls, um

sich gegen andere Organismen schnell zu etablieren. Ein Merkmal dieser Strategie ist

das Vorkommen von multiplen Operonen, wie im Fall von B. tropica und Azospiril-

lum brasilense (Martinez-Aguilar et al., 2008; Caballero-Mellado et al., 1999;

Klappenbach et al., 2000).

In einer Wurzelprobe des Feldexperiments konnte eine 16S-rRNA Sequenz detektiert

werden, die eng mit Acidovorax verwandt ist. In dieser Probe konnte die Sequenz sehr

häu�g (28) kloniert und sequenziert werden. Eine zu diesen Sequenzen ebenfalls sehr

ähnliche Sequenz konnte in der RNA der Probe �Red Node� detektiert werden. In dieser

Bakteriengruppe be�nden sich sticksto��xierende Arten wie z. B. Pseudacidovorax

intermedius (Kämpfer et al., 2008), aber auch p�anzenpathogene Bakterien.
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5.2.2 Etablierung der inokulierten Bakterien in Zuckerrohr

Zusammenfassend können bezüglich der molekularbiologischen Untersuchungen der in-

okulierten Bakterien - des Gemischs aus fünf diazotrophen Bakterienstämmen (Tab.

2) - in der Zuckerrohr-Varietät RB86 folgende Schlussfolgerungen zur Etablierung der

Inokulate getro�en werden:

Gluconacetobacter diazotrophicus

16S-rRNA Sequenzen von Gluconacetobacter diazotrophicus konnte mit sehr hoher Ab-

undanz in allen untersuchten Blattscheiden der Zuckerrohr-Varietät RB86 nachgewie-

sen werden. Der inokulierte Bakterienstamm Gluconacetobacter diazotrophicus PAL

5 konnte mit Hilfe der 16S-rRNA Sequenz in Blattscheiden der �üssig und Gel in-

okulierten Zuckerrohrp�anzen der Varietät RB86 des Feldversuchs häu�g detektiert

werden. In nicht inokulierten Kontrollp�anzen des Feldversuchs sowie in P�anzen des

Gewächshausversuchs konnte er jedoch nur selten bzw. nicht nachgewiesen werden. Of-

fensichtlich konnte sich der Stamm PAL 5 im Freilandversuch im Spross etablieren,

im Gewächshaus jedoch nicht. Durch die geringen Divergenzen der im Rahmen die-

ser Arbeit erhaltenen 16S-rRNA Sequenzen zu der 16S-rDNA Sequenz des Stammes

PAL 5 werden die detektierten 16S-rRNA Sequenzen als Hinweis auf die erfolgreiche

Etablierung des inokulierten Stammes gedeutet (siehe Kap. 4.4.1). Die Besiedlung der

P�anzen mit autochthonen G. diazotrophicus wird hierbei aus genannten Gründen

nicht ausgeschlossen.

Die aktive Fixierung des Luftsticksto�s konnte über die Expression der nifH -Gene im

Feldversuch bei �üssig inokulierten P�anzen nachgewiesen werden. Die in den Blatt-

scheiden detektierten nifH -mRNA-Sequenzen von G. diazotrophicus waren mit einem

Anteil von 37,5 % die zweitdominantesten Sequenzen in dieser RNA-Probe. Diese Er-

gebnisse weisen auf eine hohe Abundanz des Bakteriums hin, welches jedoch nicht

notwendigerweise Sticksto� �xiert. Trotz Einsatz der Nested-PCR konnte eine Expres-

sion der nifH -Gene von G. diazotrophicus nur in einer einzigen Probe des Feldexperi-

ments detektiert werden. Im Fall dieses Bakteriums muss jedoch auf die Ergebnisse des

Tests der Nested-PCR mit der DNA von Bakterienreinkulturen hingewiesen werden:

Bei allen anderen inokulierten Bakterienstämmen konnten bereits mit dem ersten Pri-

merpaar Ampli�kate gewonnen werden, bei G. diazotrophicus jedoch nicht. Das könnte

auf eine Sequenzabweichung in einem Primer zur nifH -Gensequenz von G. diazotro-

phicus hinweisen. So könnte die relativ einfach durchzuführende nifH -PCR mit DNA

von Bakterienreinkulturen ein positives Ergebnis zeigen, während die PCR einer Um-

weltprobe kein positives Ergebnis zeigt. Eventuell könnten zum raschen Nachweis des

nifH -Gens von G. diazotrophicus neue Primer aus den ö�entlichen Datenbanken gene-
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riert werden, um die aktive Sticksto��xierung in Zuckerrohr-Proben zu testen. Dieses

Bakterium scheint sehr gut an die endophytische Lebensweise in Zuckerrohr angepasst

zu sein.

Die Assoziation von G. diazotrophicus und Zuckerrohr gilt durch ihre mittlerweile ein-

gehende Untersuchung als Modellsystem einer Assoziation einer Monokotyledone mit

einem diazotrophen Bakterium (Pedraza, 2008). Die ertragssteigernde Wirkung des

Gluconacetobacter diazotrophicus auf Zuckerrohr durch BNF konnte durch Inokula-

tionsexperimente eines Feldversuchs nachgewiesen werden. Hierbei wurden G. diazo-

trophicus bzw. dessen nifH -negative Mutante inokuliert. Eine Erhöhung der frischen

Biomasse des Stängels um 40 % und der Trockenmasse der Blätter um 42 % konnten

bei Inokulation des Wildtyps verglichen mit der Mutante gemessen werden. Damit ist

die BNF in Zuckerrohr durch Gluconacetobacter diazotrophicus der einzige PGP-E�ekt

(der in dieser Arbeit zur Inokulation verwendeten Bakterien), der in einem Feldexperi-

ment nachgewiesen wurde (Boddey et al., 2003; Sevilla et al., 2001). Zudem wurde

mit diesem Feldversuch der direkte Nachweis der P�anzenförderung durch BNF gezeigt

(Sevilla et al., 2001).

Mittels Immunocapture Technik, Elisa und PCR konnten groÿe Populationen von G.

diazotrophicus in Boden und P�anzengeweben in Brasilien und Australien nachge-

wiesen werden (Boddey et al., 2000; Baldani und Baldani, 2005). Zudem zeigten

Laborversuche, dass G. diazotrophicus 40 % des Sticksto�s für eine Hefe zur Verfügung

stellen konnte (Cojho et al., 1993). Unbekannt ist, welche Form des organischen Stick-

sto�s �xiert und abgegeben wurde. In einer Studie von Adriano-Anaya et al. (2006)

konnte in einem Gewächshausversuch gezeigt werden, dass sticksto��xierende Bakte-

rien auf verschiedene P�anzen unterschiedliche Auswirkungen haben. So wurde nach

der Inokulation von G. diazotrophicus auf Hirse eine Ertragssteigerung beobachtet, bei

der Inokulation von G. diazotrophicus auf Mais konnte jedoch kein Ein�uss festgestellt

werden. Eine Studie von Munoz-Rojas et al. (2005) konnte antagonistische E�ekte

des Stammes von G. diazotrophicus PAL5 gegen verschiedene, phylogenetisch sehr nah

verwandte Bakterienstämmen zeigen. Diese Antagonismen zeigte der Stamm gegen

andere Vertreter der Acetobacteraceae und phylogenetisch entfernte Bakterien nicht.

Zwischen phylogenetisch nicht miteinander verwandten Bakterienstämmen wie Pedo-

bacter sp. und Pseudomonas sp. konnten ebenfalls starke Antagonismen beobachtet

werden (Garbeva und de Boer, 2009). Interaktionen (positive und negative) spielen

bei der Etablierung und Wirkung von inokulierten Bakterien sicher eine wichtige Rolle

(Garbeva und de Boer, 2009).

Azospirillum amazonense

16S-rRNA Sequenzen des inokulierten Bakterienstamms Azospirillum amazonense CB-
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AMc konnten lediglich in Wurzeln inokulierter P�anzen des Gewächshausexperiments

detektiert werden, nicht im Feldexperiment. Ein Hinweis auf BNF des Stamms wurde

nicht gefunden. Die geringe Zahl der nachgewiesenen Sequenzen deutet auf eine sehr

geringe Abundanz des Bakteriums hin.

Burkholderia tropica

NifH -Sequenzen des inokulierten Bakterienstamms Burkholderia tropica PPe 8 konn-

ten in groÿer Zahl in den Wurzeln und Blattscheiden inokulierter P�anzen des Feld-

und Gewächshausversuchs nachgewiesen werden, die Sequenzen der 16S-rRNA jedoch

nicht. NifH -Sequenzen von B. tropica traten auch in nicht inokulierten P�anzen sehr

häu�g auf. Zum Einen könnte dies darauf zurückzuführen sein, dass B. tropica in der

für die Experimente genutzten Umwelt vorkommt und sich ohne Inokulation in Kon-

kurrenz mit anderen Bakterienstämmen besser etablieren kann. Zum Anderen ist nicht

sicher, ob die detektierten nifH -Sequenzen ausschlieÿlich von dem inokulierten Bakte-

rienstamm PPe 8 stammen, oder ob es sich nicht um andere, zu B. tropica PPe 8 nah

verwandte Bakterien handelt. In diesem Fall scheint eine Inokulation der Zuckerrohr-

Varietät RB86 in dem gewählten Anbaugebiet nicht notwendig bzw. sinnvoll zu sein.

Herbaspirillum spp.

Die inokulierten Stämme der Gattung Herbaspirillum konnten mit Hilfe der moleku-

larbiologischen Analyse weder in den Klondatenbanken der 16S-rRNA Sequenzen noch

der nifH -Klondatenbanken detektiert werden. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass die

inokulierten Spezies die gewählte Zuckerrohr-Varietät RB86 nicht besiedeln und dass

die verwendeten Bakterienstämme bei der Zuckerrohr-Varietät RB86 nicht zur Inoku-

lation geeignet sind. Herbaspirillum spp. sind als aggressive Besiedler des Wurzelinnern

bekannt, sie etablieren sich nicht nur in der Wurzelrinde und dem Gefäÿsystem sondern

systemisch in der gesamten P�anze (Rothballer et al., 2008; Schmid et al., 2006).

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass im Gegensatz zu anderen Studien Herbaspiril-

lum spp. kein e�ektiver Kolonisierer der hier untersuchten Zuckerrohr-Varietäten zu

sein scheint. Da der Fokus der Untersuchungen auf der Varietät RB86 lag, könnte dies

ein Hinweis darauf sein, dass es sich hierbei um eine wirtsspezi�sche Interaktion han-

delt, sodass die inokulierten Stämme der Gattung Herbaspirillum andere Zuckerrohr-

Varietäten bevorzugen und die Varietät RB86 nicht besiedeln. In einer Studie über die

Besiedlung von Zuckerrohr-Stecklingen mit den in dieser Arbeit verwendeten Bakteri-

enstämmen von Oliveira et al. (2009) konnte eine rasche und aggressive Besiedlung

der Wurzeln mit den Herbaspirillum-Stämmen mittels FISH und MPN durchaus nach-

gewiesen werden. Hier handelt es sich jedoch zum Einen um ein in vitro System, welches

zudem nur über 72 h analysiert wurde, zum Anderen wurde ausschlieÿlich die Varität

SP70 verwendet. In einer Studie über die Isolierung der Bakterien mittels speziellen
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Nährmedien konnten die beiden Spezies Herbaspirillum rubrisubalbicans und H. se-

ropedicae in einer groÿen Zahl in Zuckerrohr nachgewiesen werden (Olivares et al.,

1996). Leider geht die verwendete Zuckerrohr-Varietät aus der Studie nicht hervor,

meist wurde jedoch mit der Varität SP70 gearbeitet. Im Rahmen der Doktorarbeit von

Fabio L. Olivares (1993) konnte die Kolonisierung des Xylem von Zuckerrohr durch

Herbaspirillum gezeigt werden.

5.2.3 Vergleich der molekularbiologischen Analysen dieser Arbeit mit pu-
blizierten Daten ähnlicher Experimente

Reis et al. (2008) untersuchten den E�ekt der Mischinokulation auf die Entwick-

lung von Zuckerrohrp�anzen in einem Gewächshaus-Experiment mit den Zuckerrohr-

Varietäten RB86 7515 (und RB72 454), die auch in dieser Arbeit verwendet wurden,

unter ähnlichen Bedingungen. Bei der Varietät RB72 konnte die Inokulation mit dem

Bakteriengemisch im Vergleich zu den Kontrollen und Inokulation der P�anzen mit

einzelnen Bakterienstämmen die höchste Ertragssteigerung der Biomasse von Wurzel

und Spross bewirken. Lediglich die Sticksto�akkumulation der Wurzel konnte mit-

tels Düngung am meisten gesteigert werden (siehe Tab. 1 in (Reis et al., 2008)). Die

Zuckerrohr-Varietät RB86 zeigte ebenfalls eine Zunahme der Biomasse durch die In-

okulation des Bakterien-Gemisches, jedoch war die Steigerung im Vergleich zu einzeln

inokulierten Bakterienstämmen bzw. gedüngten P�anzen nicht so deutlich wie bei der

Varietät RB72 (siehe Tab. 2 in (Reis et al., 2008)).

Reis et al. (2008) untersuchten auch die Feld-Experiments an den Standorten Usina

Santa Cruz und Usina Sapucaia, Campos de Goytacazes. Bei den Feld-Experimenten

konnten durch die Inokulation des Bakteriengemisches folgende Ergebnisse erzielt wer-

den: Die Trockenmasse der Varietät RB72 konnte durch die Inokulation nicht gesteigert

werden, die der Varietät RB86 konnte gesteigert werden. Am Standort Usina Sapucaia,

Campos de Goytacazes, konnten ähnliche Ergebnisse erzielt werden. Vor allem im ers-

ten Jahr nach der Anp�anzung führte Inokulation der Varietät RB86 zu wachstums-

fördernden E�ekten.

In der Publikation von da Silva et al. (2009) wurden P�anzen des untersuchten

EMBRAPA-Feldes im Jahr 2007 beprobt. Es konnten signi�kante wachstumsfördern-

de E�ekte des Inokulums mit dem in dieser Arbeit verwendeten Bakterien-Gemischs

gezeigt werden. Hier wurden dieselben Zuckerrohr-Varietäten, RB72 und RB86, wie

in dieser Arbeit, auf dem Versuchsfeld des EMBRAPA (Seropedica, RJ, Brasilien) mit

den in Kap. 3.1.1 beschriebenen Behandlungen angebaut und nach 6, 9 und 11 Monaten

geerntet und untersucht.

In diesen Studien wurden keine Messungen der Sticksto��xierungen durchgeführt, so
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dass unklar ist, auf welche Art die Steigerung der P�anzenwachstums-fördernden Ef-

fekte durch die Inokulation zurückzuführen ist. Demzufolge ist unklar, ob die E�ekte

auf die Sticksto��xierung der inokulierten Bakterien zurückzuführen ist. Im Rahmen

dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass es sich bei den inokulierten Bak-

terienstämmen vermutlich nicht um die dominant in Zuckerrohr sticksto��xierenden

Stämme handelt, bzw. dass, im Fall von Gluconacetobacter diazotrophicus und Burk-

holderia tropica, sie unabhängig von der Inokulation aktiv Sticksto� �xieren.
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6 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Erkenntnisse über die Zusammensetzung der bakteri-

ellen Diversität assoziiert mit Zuckerrohr gewonnen werden. Zudem konnte ein Einblick

in die Phylogenie aktiv sticksto��xierender endophytischer und in der Rhizosphäre vor-

kommender Bakterien erhalten werden. Dies scha�t die Grundlagen zur Antwort auf

die Frage: Welche Bakterienart bzw. welche Bakterien-Konsortien sind aktiv für die

hohe Biologische Sticksto��xierung in Zuckerrohr verantwortlich?

Mit den hier dargestellten Ergebnissen kann detailliert an der Identi�kation der stick-

sto��xierenden Bakterien weiter geforscht werden. Mit Hilfe der optimierten Metho-

den des Full-Cycle-RNA-Approach können Proben von Zuckerrohrgewebe unkompli-

ziert analysiert werden. Weiterführende Diversitäts-Analysen sind unbedingt notwen-

dig und können mit der Methode des Deep Sequencing durchgeführt werden. Durch

die Analyse der cDNA können in kurzer Zeit Sequenzen der dominanten und der aktiv

sticksto��xierenden Bakterien erhalten werden. Die Entwicklung Gattungs-, Art- und

Gen-Cluster-spezi�scher Primer ermöglicht hierbei Nukleinsäure-Extrakte direkt auf

das Vorkommen der diazotrophen Bakterien zu analysieren.

Für den Einsatz von PGP-Bakterien an Nutzp�anzen sollten weitere Feldexperimen-

te mit häu�g angebauten oder neu gewonnenen Zuckerrohrhybriden durchgeführt und

molekularbiologisch analysiert werden. Im Vergleich der molekularbiologischen Analy-

sen mit den Daten der Biomasse konnten Ergebnisse erhalten werden, welche auf einen

positiven Ein�uss des Inokulums auf die hier untersuchte Varietät RB86 zeigt. Daher

sollten die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen in einem identischen

experimentellen Ansatz weiterführend untersucht werden. Ein besonderer Fokus sollte

auf die Wechselwirkungen der inokulierten Bakterienstämme untereinander gelegt wer-

den. Die hier erzielten Ergebnisse deuten auf eine unterschiedliche bakterielle Besied-

lung verschiedener Zuckerrohr-Varietäten hin, so dass die E�zienz des Inokulums bei

verschiedenen Zuckerrohr-Varietäten weiter untersucht werden sollte. Die im Rahmen

dieser Arbeit erzielten Ergebnissen stammen von einem einzigen Standort. Daher ist es

wichtig, die experimentellen Ansätze in anderen Standorten (Böden) durchzuführen.

Wie in dieser Arbeit sollten dafür verschiedene Wachstumsstadien der Zuckerrohrp�an-

zen untersucht werden. Dabei ist eine parallele Erfassung der Sticksto��xierung (z. B.

mit der natural abundance Technik) sehr wichtig.

In verschiedenen Bakteriengruppen konnten Sequenzen detektiert werden, die auf bis-

her unkultivierte Bakterien hinweisen, welche vermutlich einen groÿen Ein�uss auf

Zuckerrohr haben. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten können zur Ent-

wicklung spezi�scher Nachweissysteme genutzt werden, die bei Kultivierungsversuchen
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schnelle und e�ziente molekularbiologische Überprüfungsmethoden darstellen. Für die

Kultivierung bisher unbekannter diazotropher P�anzen-assoziierter Bakterien sollten

neue Ansätze entwickelt werden. Während Variationen beispielsweise des pH-Wertes,

der Kohlensto�quellen und E�ektoren bisher bekannter sticksto�freier Medien zur An-

zucht wie z. B. NFb (Tarrand et al., 1978) und JNFb (Olivares et al., 1996) sicher

essentiell für die Entdeckung neuer Bakterienarten sind, so sollten auch andere Fakto-

ren mit einbezogen werden. In dieser Arbeit wurden viele zur Gattung Bradyrhizobium

nah verwandte Sequenzen assoziiert mit Zuckerrohr detektiert. Bei Bradyrhizobium ja-

ponicum handelt es sich beispielsweise um eine sehr langsam wachsende Bakterienart

(Jordan, 1982) mit nur einem einzigen 16S-rRNA Operon (Kündig et al., 1995),

sodass die Inkubationsbedingungen zur Isolierung unbekannter Bradyrhizobium spp.

entsprechend durch Hemmung anderer schnellwachsender Bakterien angepasst werden

könnte. Die Methode der Gewinnung von Bakterienisolaten mit Hilfe von sog. Fän-

gerp�anzen hat sich in der Arbeitsgruppe von Dr. Esperanza Martinez als sehr e�zi-

ente Methode herausgestellt. Axenisch wachsende Leguminosen-P�anzen könnten als

Fängerp�anzen für Bradyrhizobium aus Zuckerrohr fungieren, so dass Bradyrhizobium

selektiv in den Knöllchen angereichert wird. Dieser Ansatz könnte ebenfalls für die in

den Blattscheiden detektierten Rhizobium spp. eingesetzt werden. Mögliche E�ektoren

wären Vitamine oder Lumichrom, von denen bekannt ist, dass sie das Wachstum von

Rhizobien stimulieren.
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7 Zusammenfassung

Zuckerrohr (Saccharum o�cinarum L.) gehört zu den bedeutendsten Agrarp�anzen

für die Erzeugung erneuerbarer Energien. In Brasilien spielt der Anbau von Zuckerrohr

eine wesentliche Rolle bei der Gewinnung von Bio-Ethanol, um fossile Brennsto�e in

Verbrennungsmotoren weitgehend zu ersetzen. Zu diesem Zweck müssen unter anderem

die Kosten für Produktion minimiert und die Umweltverträglichkeit optimiert werden.

Ein wichtiger Weg, um enorme Mengen an sonst notwendigem synthetischen Sticksto�-

Dünger zu vermeiden, ist die Nutzung der Biologischen Sticksto�-Fixierung (BNF)

durch Bakterien. In manchen Zuckerrohr-Varietäten besteht der Anteil des gebundenen

Sticksto�es an der p�anzlichen Biomasse bis zu 70 % aus der BNF. Hierbei handelt es

sich um einen sehr hohen Wert für eine monokotyledone P�anze, welcher nur mit dem

bei Leguminosen vergleichbar ist, die mit symbiontischen, diazotrophen Rhizobiaceen

vergesellschaftet sind. Die für die BNF in Zuckerrohr verantwortlichen diazotrophen

Bakterien und die dazugehörigen Mechanismen sind nach derzeitigem Wissensstand

nicht geklärt. Da bei einer endophytischen Kolonisierung von einer engen Kooperation

auszugehen ist, werden v.a. endophytische diazotrophe Bakterien als Kandidaten für

eine neuartige N2-�xierende Symbiose in Zuckerrohr gesucht.

Bisher sind zahlreiche endophytische diazotrophe Bakterien aus Zuckerrohr mit kulti-

vierungsabhängigen Methoden angereichert, isoliert und charakterisiert worden. Es ist

jedoch fraglich, ob damit die e�ektiven N2-�xierenden Bakterien von Zuckerrohr ent-

deckt wurden. Es sind keine Untersuchungen verö�entlicht, bei denen kultivierungs-

unabhängige molekulare Methoden zur Charakterisierung der aktiven, diazotrophen

Bakteriengemeinschaft assoziiert mit auf dem Feld angebauten Zuckerrohr eingesetzt

wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Methoden optimiert, um DNA und RNA

(rRNA und nifH -mRNA) aus Zuckerrohrp�anzen vom Feld zu isolieren und eine RT-

PCR anwenden zu können. Im Rahmen des Feldexperiments (2008/2009) am EM-

BRAPA/CNPAB in Seropedica (Rio de Janeiro, Brasilien) wurde u.a. auch ein vom

CNPAB entwickelter Inokulum-Mix, welcher die Stämme Gluconacetobacter diazotro-

phicus, Azospirillum amazonense, Burkholderia tropica, Herbaspirillum seropedicae und

H. rubrisubalbicans enthält, an der Zuckerrohr-Varietät RB867515 untersucht. Dabei

wurden nach zwei- und dreijährigem Anbau Proben von Wurzel und Spross genommen

und phylogenetische Analysen basierend auf Sequenzanalysen der 16S-rDNA und der

16S-rRNA sowie des nifH -Transkriptoms durchgeführt. Auÿerdem wurden P�anzen

in einem Gewächshausexperiment untersucht, um das Kolonisierungsverhalten und die

aktive Sticksto��xierung der inokulierten Bakterienstämme zu analysieren.

Basierend auf diesen Ergebnissen konnte der Erfolg der Inokulation abgeschätzt und
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ein Einblick in die Diversität der Zuckerrohr-assoziierten Bakterien gewonnen wer-

den. Die Ergebnisse der phylogenetischen Analyse der 16S-rRNA Gendatenbanken las-

sen darauf schlieÿen, dass G. diazotrophicus die Stängel und B. tropica die Wurzeln

nach der Inokulation erfolgreich besiedeln können. Die Besiedlung durch Herbaspiril-

lum spp., welche in anderen Zuckerrohr-Varietäten dominant verläuft, konnte in der

Varietät RB867515 kaum nachgewiesen werden. Während Herbaspirillum seropedicae

fast ausschlieÿlich in der Wurzel detektiert werden konnte, so wurde H. rubrisubalbi-

cans ausschlieÿlich im Spross der P�anzen nachgewiesen. Die Analyse der Expression

der nifH -Gene zeigte sich als essentiell für Charakterisierung der aktiven Bakterien-

gemeinschaften. Durch den Vergleich der phylogenetischen Datenbanken konnten für

die in dieser Arbeit gewählten Ansätze verschiedene ökologische Strategien entdeckt

werden. Zudem konnte die Exprimierung der 16S-rRNA und nifH -Gene anderer, bis-

her nicht mit Zuckerrohr in Verbindung gebrachter Bakterien wie Ideonella sp. und

Bradyrhizobium sp. und bisher unbekannte Alpha- und Beta-Proteobacteria nachge-

wiesen werden. Um sich diese bisher unkultivierten sticksto��xierenden Bakterien und

ihre P�anzen-fördernden Eigenschaften zukünftig zu Nutze machen zu können, ist der

Einsatz von molekularbiologisch gestützter Kultivierung ein vielversprechender Ansatz.
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