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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die chemolithoautotrophe, Nitrit-oxidierende
Bakteriengemeinschaft im Belebungsbecken einer kommunalen Klaranlage und im
Biofiltersystem mariner Aquakulturanlagen untersucht. Die Inkubationen der
einzelnen Proben erfolgten bei unterschiedlichen Inkubationsparametern. Die
Zellaktivitat der autotrophen Gemeinschaft wurde Uber die Assimilation von
3C-CO,, welches den Kulturen in Form von stabilen Isotopen zugefiigt wurde,
ermittelt. Hier zeigte sich, dass das Phylum Nitrospira in den untersuchten
Okosystemen eine tragende Rolle Ubernimmt. Um diese fiihrende Rolle von
Nitrospira in den verschiedenen Habitaten zu bestatigen, erfolgte die weitere
Identifizierung, Charakterisierung und Differenzierung der Nitrit-oxidierenden
Organismen dieser Gattung durch eine Kombination aus chemotaxonomischen

Analysen und molekularbiologischen Untersuchungen.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Hauptfettsaurekomponenten der
autotrophen, Nitrit-oxidierenden Bakteriengemeinschaften bei unterschiedlichen
Temperaturen nur quantitativ, nicht aber qualitativ verandern. Weiter ist, durch die
Analyse verschiedener Anreicherungen, das ubiquitdre Vorkommen der Gattung
Nitrospira demonstriert worden. Die spezifischen Hauptfettsduren dieser Gattung
wurden in Anreicherungen aus diversen Okosystemen identifiziert. Die
Originalproben der analysierten Anreicherungen stammten aus Okosystemen mit
unterschiedlichen Umweltbedingungen fur Temperatur, Salinitat und pH-Wert. Es
zeigte sich, dass Organismen der Gattung Nitrospira eindeutig von anderen
Nitritoxidanten Uber die spezifischen Fettsdurekomponenten abgrenzbar sind.
Weiter konnte demonstriert werden, dass die Assimilaton von '*C in die
Zellbestandteile autotropher Nitrit-oxidierender Bakteriengemeinschaften Uber die
Fettsaureanalytik mittels FAME-SIP detektierbar ist und Gber den Markierungsgrad
dargestellt werden kann. Uber diese Einbauraten ist es méglich Riickschliisse auf
die metabolische Zellaktivitdt der Nitritoxidanten zu fuhren, um Uuber diese
Hinweise die Rolle der einzelnen Gattungen der Nitrit-oxidierenden Bakterien

nachweisen zu kdnnen. Die molekularbiologischen Untersuchungen wurden mit
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Zusammenfassung

neu entwickelten spezifischen Primern und Sonden fur die Gattung Nitrospira
durchgefuhrt. Die Primer wurden fur die spezifische Amplifikation der 16S rRNA
eingesetzt, der direkte Nachweis der Organismen erfolgte Uber die Fluoreszenz in
situ Hybridisierung (FISH) mittels Oligonukleotidsonden.

Das Belebungsbecken der kommunalen Klaranlage wurde zu unterschiedlichen
Jahreszeiten beprobt. Die Inkubationen erfolgten bei verschiedenen Temperaturen
und Nitritkonzentrationen. Die Untersuchungen der Proben aus Belebtschlamm
wiesen darauf hin, dass Nitrospira und andere Vertreter der Nitrit-oxidierenden
Bakteriengemeinschaft die unterschiedlichen 06kologischen Nischen des
Okosystems besetzten koénnen. Die Hauptkomponenten, welche unter den
gewahlten Bedingungen '*C-Assimilierung aufwiesen, waren die Hauptfettsiuren
16:1 cis 7, 16:1 cis 9 und 16:1 cis 11. Die Fettsaure 16:1 cis 11 ist fur den
Organismus Candidatus Nitrospira defluvii als Hauptkomponente bekannt (SPIECK
et al., 2006). Die hohen Einbauraten in diese Fettsaure, die Uber das gesamte
Temperaturspektrum, jedoch vor allem bei einer Nitritkonzentration von 3 mM
nachgewiesen werden konnte, deuten auf die hohe Abundanz von Candidatus
Nitrospira defluvii im untersuchten Habitat hin. Des Weiteren konnte erstmals in
dieser Arbeit die Nitrospira-spezifische Fettsdure 16:1 cis 7 als eine
Hauptkomponente in diesem Okosystem identifiziert werden. Diese neue Variante
von Nitrospira, zeigte ein enges Temperaturspektrum, mit einer hohen
13’C—Inkorporation bei Temperaturen von 17°C und 22°C. Bei diesen Temperaturen
bevorzugte dieser unbekannte Nitrospira eine Nitritkonzentration von 0,3 mM.
Durch die Verwendung verschiedener spezifischer Primer flr die Gattung
Nitrospira konnten 16S rRNA Sequenzen detektiert werden, welche auffallige
Basenunterschiede zu Candidatus Nitrospira defluvii, dem bekannten Nitrospira
aus Belebtschlamm, aufwiesen. Weiter wurden spezifische Oligonukleotidsonden
eingesetzt, durch die unterschiedliche Zellmorphologien fir Spezies der Gattung
Nitrospira Uber die Fluoreszenz in situ Hybridisierung gezeigt werden konnten.
Eine weitere nicht spezifische Hauptkomponente, welche in den Proben
autotrophe '*C-Assimilierung aufwies ist die Fettsidure 16:1 cis 9. Bei dieser
Fettsaure handelt es sich um die Hauptkomponente des autotrophen
Betaproteobakteriums Nitrotoga. Die Einbauraten in die Fettsaure 16:1 cis 9

\Y%
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konnte auf eine Zellaktivitat von Nitrotoga hinweisen. Legt man als Malstab fur
eine Zellaktivitat die bekannten Wachstumsparameter (ALAwi et al., 2007; 2009)
von Nitrotoga zugrunde, so ist eine hohe Zellaktivitat bei niedrigen Temperaturen
mit niedrigen Nitritkonzentrationen zu erwarten. Sehr hohe Einbauraten in die
Fettsaure 16:1 cis 9 wurden allerdings bei Temperaturen von 28°C und 32°C mit
hohen Nitritkonzentrationen von 30 mM ermittelt. Diese Inkubationsparameter
gaben Anhaltspunkte auf einen bisher unbekannten autotrophen Organismus im
Belebtschlamm, welcher eine hohe Toleranz gegentber hohen Konzentrationen
von Nitrit aufweist. Einige analysierte Proben zeigten hohe '>C-Einbauraten in
unterschiedliche Hauptkomponenten. Dies konnten Anzeichen flr Schnittpunkte
im Habitat sein, in denen Konkurrenzsituationen der unterschiedlichen
Nitritoxidanten entstehen konnen. Hier missten sich die Nitritoxidanten die zur

Verfugung stehenden Ressourcen, wie das Angebot des Substrates Nitrit, teilen.

Bei den untersuchten marinen Aquakulturanlagen handelte es sich um
Meerwasser-Rezirkulationsanlagen, deren Abwasserreinigung Uber verschiedene
Biofilter-Module erfolgte. Analysiert wurde der Biofilm auf den Fullkérpern der
unterschiedlichen Moduleinheiten dieser Systeme. Die Proben der Anlagen sind
mit unterschiedlichen Temperaturen und Nitritkonzentrationen belegt worden. Die
Markierung mit 3C-Bicarbonat zeigte, dass Nitrospira die dominierende Gattung in
den untersuchten Systemen darstellt. Die spezifischen Hauptkomponenten,
welche detektiert wurden sind die Fettsauren 16:1 cis 7 und 16:1 cis 11. Diese
spezifischen Komponenten der Gattung Nitrospira wiesen bei den gewahlten
Temperaturen eine Substratabhangigkeit an sehr hohe Nitritkonzentrationen auf.
Diese Abhangigkeit wurde iber hohere 'C-Assimilierungen bei steigender
Nitritkonzentration ermittelt, was die hohe Leistungsfahigkeit dieser Nitrit-
oxidierenden Organismen im Biofiim auf den Biofiltern demonstriert. In den
Sequenzanalysen der 16S rRNA konnten vier unterschiedliche Cluster fur die
Organismen der Gattung Nitrospira aus den Biofilter-Systemen abgegrenzt
werden. Diese Analysen geben Anhaltspunkte auf unterschiedliche Varianten von
Nitrospira in den untersuchten Biofilmen aus den Biofilteranlagen der marinen

Aquakulturanlagen.
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EinfUhrung

1. Einfuhrung

1.1 Der biologische Stickstoffkreislauf

Stickstoff ist neben Kohlenstoff eine der Hauptkomponenten organischer
Baustoffe. Im Mittelpunkt des Stickstoffkreislaufes steht Ammoniak, welches bei
Anwesenheit von Sauerstoff durch den Prozess der Nitrifikation abgebaut wird.
Unter Sauerstoffausschluss findet die Denitrifikation statt. Die einzelnen Prozesse

des Stickstoffkreislaufes sind in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des biologischen Stickstoffkreislaufes

Pflanzen und Mikroorganismen verwerten Uberwiegend anorganische
Stickstoffquellen (z. B. NOs', NH,4*, N2). H6here Lebewesen bendtigen organische
Stickstoffquellen. Die unterschiedlichen erforderlichen Stickstoffquellen werden
durch die verschiedenen Stufen des Stickstoffkreislaufes flir die jeweiligen
Organismen verfugbar. Im Verlauf des Stickstoffkreislaufes wechselt der
Redoxzustand von —llIl zu +V. Im Kreislauf wird der elementare Stickstoff von
stickstofffixierenden Bakterien aufgenommen und zu Ammoniak reduziert. Zudem
wird Ammoniak durch Prozesse der Proteolyse und der Ammonifikation zur
Verfligung gestellt. Ammoniak wird direkt assimiliert, oder durch die Nitrifikation

weiter oxidiert. Die Nitrifikation wird hierbei in zwei Hauptprozesse eingeteilt, in der
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ersten Stufe wird Ammoniak zu Nitrit oxidiert, dies geschieht durch Ammoniak-
oxidierende Bakteriengemeinschaften (AOB). In der zweiten Stufe wird das Nitrit
durch Nitrit-oxidierende Bakteriengemeinschaften (NOB) zu Nitrat oxidiert (Bock
und Kooprs, 1992). Am Prozess der Nitrifikation sind auch Ammoniak-oxidierende
Archaeen (AOA) beteiligt, welche Ammoniak zu Nitrit oxidieren kdnnen (KONNEKE
et al., 2005; DE LA TORRE et al., 2007; HATZENPICHLER et al., 2008). Ein weiterer
mikrobieller Prozess konnte in anoxischen Zonen nachgewiesen werden. Hier wird
durch Planctomyceten die anaerobe Oxidation von Ammonium, der so genannte
Anammox-Prozess, vollzogen. Die Anammoxreaktionen beinhalten die Oxidation
von Ammonium mit Nitrit als Elektronenakzeptor, wobei Stickstoff gebildet wird
(STRouUS et al., 1999; JETTEN et al., 2001; FREITAG & PROSSER, 2003; KUENEN,
2008). Die Oxidationen durch Nitrifikanten verhindert nicht nur die Akkumulation,
des fur Lebewesen toxischen Nitrits, sondern sie beeinflussen auch die Aktivitat
der Mikroorganismen, welche fur die Denitrifikation verantwortlich sind. Wahrend
der Denitrifikation werden Nitrit oder Nitrat zu Stickoxiden sowie elementarem

Stickstoff reduziert und der Kreislauf somit geschlossen (KNOWLES, 1982; 2000).
1.2 Organismen der Nitrifikation

Die Nitrifikation ist ein Prozess in zwei Stufen und beinhaltet die biologische
Oxidation von Ammoniak zu Nitrit, gefolgt von der Oxidation von Nitrit zu Nitrat
(Bock und Kooprs, 1992).

1.2.1 Nitrifizierende Organismen

Die meisten nitrifizierenden Organismen sind obligat chemolithoautotroph.
Ursprunglich wurden die nitrifizierenden Organismen in die Familie der
Nitrobacteriaceae eingeordnet. Diese Familie ist in die Gruppe der Ammoniak-
oxidierenden Bakterien und in die Gruppe der Nitrit-oxidierenden Bakterien
unterteilt. Diese Unterteilung erfolgte durch zellmorphologische Gesichtspunkte,
wie Zellgrolle, Zellform und Uber das Arrangement der intracytoplasmatischen
Membranen (WATSON, 1971a; WATSON et al., 1989). Jedoch konnte diese
Einteilung durch phylogenetische Analysen mittels molekularbiologischer
Techniken erweitert werden. Die Daten zeigen eine weiterfihrende
Untergliederung zwischen den Ammoniak- und Nitrit-oxidierenden Bakterien,
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sowie innerhalb der einzelnen Gruppen auf (HEAD et al., 1993; EHRICH et al.,
1995; PURKHOLD et al., 2000). Die Einteilung der nitrifizierenden Organismen
erfolgt seit dem aufgrund der phylogenetischen Datenbasis aus
molekularbiologischen Analysen. Ammoniak- und Nitrit-oxidierende Bakterien
werden auf Gattungsebene durch unterschiedliche Prafixe voneinander
abgegrenzt. Ammoniak-oxidierende Bakterien beginnen mit der Vorsilbe Nitroso-,
Nitrit-oxidierende Bakterien tragen die Vorsilbe Nitro- in ihrem Gattungsnamen.
Nitrifizierer werden mittels 16S rRNA Sequenzanalysen sechs verschiedenen
phylogenetischen Hauptgruppen zugeordnet. Ammoniak-oxidierende Bakterien
(AOB) lassen sich den Klassen der Beta- und der Gammaproteobakterien
zuordnen. Zu den Betaproteobakterien gehdren die Ammoniakoxidanten
Nitrosomonas, Nitrosococcus mobilis, Nitrosospira, Nitrosolobus und Nitrosovibrio
(HEAD et al., 1993; WOESE et al., 1984 a/b; TESKE et al., 1994; UTAKER et al., 1994,
POMMERENING-ROSER et al., 1996; PURKHOLD et al., 2000). In die Klasse der
Gammaproteobakterien wurden weitere Organismen der Gattung Nitrosococcus
(WOESE et al., 1985; HEAD et al., 1993; PURKHOLD et al., 2000) eingeordnet, unter
anderem gehdren die Spezies Nitrosococcus oceani und Nitrosococcus halophilus
(HEAD et al.,, 1993; PUrRKHOLD et al., 2000) in diese Klasse. Nitrit-oxidierende
Bakterien (NOB) lassen sich in die Klassen der Alpha-, Beta- und
Gammaproteobakterien einordnen. In der Klasse der Alphaproteobakterien
befindet sich die Gattung Nitrobacter, in die Klasse der Betaproteobakterien
wurden Organismen des Taxons Nitrofoga eingeordnet und die Gattung
Nitrococcus gehort zu den Gammaproteobakterien (ORSO et al., 1994; ALAwI et al.,
2007; Teske et al.,, 1994). Die Gattung Nitrospina wurde in die Klasse der
Deltaproteobakterien (TESKE et al., 1994) eingegliedert. Neue Berechnungen von
MAIXNER (2009) weisen dieser Gattung einen eigenen phylogenetischen Zweig
aulderhalb der Proteobakterien im 16S rRNA Stammbaum zu. Die Gattung
Nitrospira beschreibt das Phylum Nitrospirae, dieses Phylum liegt auerhalb der
Proteobakterien (Ehrich et al., 1995). Die Ammoniak-oxidierenden Archaeen
(AOA) gehoren zu den Crenarchaeota (KONNEKE et al., 2005; SCHLEPER et al.,
2005). Zu dieser Klasse der Ammoniak-oxidierenden Crenarchaeota gehdren
unter anderem die Spezies Nitrosopumilus martimus, Candidatus Nitrosocaldus
yellowstonii und Candidatus Nitrososphaera gargensis (KONNEKE et al., 2005; DE
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LA TORRE et al. 2007; HATZENPICHLER et al. 2008). Nitrifizierende Mikroorganismen
konnen zudem Uber die Mechanismen ihrer Energiegewinnung unterschieden
werden. Ammoniak- und Nitritoxidanten weisen unterschiedliche Schlisselenzyme
fur die Ammoniak- bzw. Nitritoxidation auf. Die Ammoniak-oxidierenden
Organismen erhalten ihre Energie durch die Oxidation von Ammoniak zu Nitrit.
Dieser Prozess lauft in zwei Stufen ab und es entsteht das Zwischenprodukt
Hydroxylamin. Die Ammoniakmonooxygenase und Hydroxylaminoxidoreduktase
sind die Schlusselenzyme fur diesen Prozess (HOLLOCHER et al., 1981; OLSON &
HOOPER, 1983). Die Schlusselenzyme der Nitrit-oxidierenden Bakterien sind die
Nitritoxidoreduktase und die Nitritreduktase (ALEEM et al., 1965; AHLERS et al.,
1990), auf die Energiegewinnung der Nitritoxidanten wird im Kapitel 1.3.2 naher

eingegangen.
1.2.2 Lebensweise nitrifizierender Organismen

Nitrifizierende Organismen sind zu groRen Anteilen an Partikel oder Sedimente
angeheftet. Nach dem bisherigen Kenntnisstand beruht die Anheftung
nitrifizierender Bakterien auf der Ausbildung einer EPS-Hille (extrazellulare
polymere Substanzen). Die Zusammensetzung der EPS ist fur nitrifizierende
Bakterien noch nicht geklart worden. In ROHWERDER et al. (2003 part A) und
RODRIGUEZ et al. (2003) konnte fur eisenoxidierende Mikroorganismen gezeigt
werden, dass hier die EPS aus einer Mischung von Proteinen, Polysacchariden,
Lipiden und Eisenionen besteht. Extrazellulare polymere Substanzen verbinden
Bakterienkolonien untereinander, sowie mit dem Substrat. Bei nitrifizierenden
Mikroorganismen wird fur die Verbindung mit dem Substrat keine chemische,
sondern vermutlich eine physikalische Verankerung genutzt. Bevorzugte Substrate
fur die Anheftung sind Betonit, Montmorrilonit, Kalkstein, CaCO3 und Cellulose
(DiAB und SHILO, 1988; Kim et al., 1997; TEIXERA et al., 1998a). Weitere
Untersuchungen von TEIXERA und OLIVEIRA (1998b) wurden mit Nitrosomonas und
Nitrobacter auf Substraten wie Kalkstein, Bimsstein und porosem Glas
durchgefuhrt. Hier konnte gezeigt werden, dass die Bindung an Bimsstein am
geringsten ausgebildet war, dies wird auf die Wechselwirkung der positiv
geladenen Kalziumionen des Substrates mit den negativ geladenen Molekuilen
des EPS-Systems zurtckgefuhrt. LARSEN et al. (2008a) konnten ausschlielden,
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dass es sich bei dem EPS-System um extrazellulare Ausstulpungen oder
extrazellulare Strukturen (z. B. Fibrillen) handelt. Es wurde ein amorpher Schleim
detektiert, der Bakterien, wie Nitrosomonas oligotropha und Nitrospira spec.
umhdllt und mit dem Substrat verbindet. Zudem konnten LARSEN et al. (2008b)
zeigen, dass Mikrokolonien von Nitrosomonas und Nitrospira sehr fest auf
Klarschlammflocken haften. Auch bei hohen Scherkraften, welche durch Rotation
von 2200 U/s im Klarschlamm erzeugt werden, hafteten die nitrifizierenden
Organismen auf dem Substrat. Es wurde nur 1 — 3 % der Mikrokolonien abgeldst.
Diese hohen Adhasionskrafte der nitrifizierenden Organismen lassen den Schluss
zu, dass Nitrifikanten in Habitaten mit hohen Scherkraften durchaus zur Anheftung
an Substrate befahigt sind. Es kommt zu einer Anreicherung von nitrifizierenden
Organismen in diesen Habitaten, da sie fest mit dem Substrat verbunden sind und
zusatzlich durch das EPS-System vor den Scherkraften geschitzt werden. Weiter
scheint die Ausbildung der EPS temperaturabhangig zu sein. So zeigten AL-
HALBOUNI et al. (2008), dass die Ausbildung von EPS bei niedrigen Temperaturen
groler ist als bei hohen Temperaturen. MARSHALL et al. (1996) stellen die
Vermutung auf, dass es sich bei den Ammoniak-oxidierenden Organismen um die
Erstbesiedler handelt, welche durch ihr Ausscheidungsprodukt, dem Nitrit, die
Nitrit-oxidierenden Bakterien zur Anheftung stimulieren, was zur Biofilmbildung
durch Nitrifikanten auf den Substraten fuhrt.

1.3 Nitrit-oxidierende Bakterien

Nitrit-oxidierende Bakterien katalysieren den zweiten Schritt der Nitrifikation,
indem Nitrit zu Nitrat oxidiert wird. Die bekannten Nitrit-oxidierenden Bakterien
gehoren zu den Gattungen Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospina, Nitrotoga und
Nitrospira.

1.3.1 Gattungen der Nitrit-oxidierenden Bakterien

Chemolithoautotrophes Wachstum und in diesem Zuge auch Vertreter der Gattung
Nitrobacter wurden zum ersten Mal durch WINOGRADSKY (1890) beschrieben.
Diese Gattung, welche zu den Alphaproteobakterien klassifiziert wird, enthalt vier
beschriebene Arten: Nitrobacter winogradskyi (WATSON, 1971b; WINsSLoOw et al.,
1917), Nitrobacter hamburgensis (Bock et al., 1983), Nitrobacter vulgaris (Bock et
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al., 1990) und Nitrobacter alkalicus (SOROKIN et al., 1998). Die Organismen der
Gattung Nitrobacter konnten in sehr unterschiedlichen terrestrischen und
aquatischen Systemen identifiziert werden. Diese Spezies wurde in Bodenproben
landwirtschaftlich genutzter Flachen (DERANGE & BARDIN, 1995) und im Astuar der
Seine nachgewiesen (CEBRON & GARNIER, 2005). Des Weiteren war Nitrobacter in
Proben des Abwassers einer Tierkorperbeseitigungsanlage nachweisbar (WAGNER
et al.,, 1996), sowie in marinen Systemen (WARD & CARLUcCCI, 1985). Zudem
konnte die Anwesenheit von Organismen der Gattung Nitrobacter in Biofilmen auf
Sandsteinen bei Untersuchungen von Erosionen an historischen Gebauden (Bock
& SAND, 1993; MANSCH & Bock, 1998) belegt werden.

Die Organismen der Gattungen Nitrococcus und Nitrospina sind weitestgehend
noch nicht charakterisiert worden. Die Gattung Nitrococcus enthalt eine
beschriebene Art, Nitrococcus mobilis, welche den Gammaproteobakterien
zugeordnet werden konnte (WATSON & WATERBURY, 1971b). Die Gattung
Nitrospina enthalt ebenfalls eine beschriebene Art, Nitrospina gracilis, welche von
TESKE et al. (1994) in die Deltaproteobakterien eingeordnet wurde. Neue
Sequenzanalysen auf 16S rRNA-Ebene weisen der Gattung Nitrospina eine
eigene Hauptgruppe im phylogenetischen Stammbaum zu (MAIXNER, 2009).
Hinweise hierauf sind schon durch Lipski et al. (2001) aufgrund einer
Clusteranalyse der Fettsaureprofile nitrifizierender Organismen beschrieben
worden. Beide Gattungen, Nitrococcus und Nitrospina, konnten aus Seewasser
isoliert werden und wurden bis heute nicht aullerhalb mariner Habitate
nachgewiesen (WARD & CARLUCCI, 1985; LABRENZ et al., 2007; ZAIKOVA et al.,
2010).

Organismen der Spezies Nitrotoga wurden erstmals durch ALAwWI et al. (2007)
beschrieben. Dieser Nitritoxidant konnte erstmals in einer Anreicherung aus
Eiskeil Polygonen der sibirischen Arktis nachgewiesen werden. Phylogenetisch ist
Nitrotoga den Betaproteobakterien zugeordnet worden. Weitere Hinweise auf das
Taxon Nitrofoga zeigten sich in Proben aus Belebtschlamm einer kommunalen
Klaranlage (ALAWI et al., 2009).
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Das Phylum Nitrospirae ist in die Klasse Nitrospira, mit der Ordnung Nitrospirales
in die Familie Nitrospiraceae untergliedert. Zu diesem Phylum gehéren
metabolisch sehr unterschiedliche Gattungen die sich in Nitrospira, Leptospirillum,
Magnetobacterium und Thermodesulfovibrio unterteilen lassen (EHRICH et al.,
1995). Die Gattung Nitrospira reprasentiert eine Gruppe mit drei beschriebenen
Spezies und zwei weiteren Taxa welche bis zu diesem Zeitpunkt mit dem Status
,Candidatus® veroffentlicht worden sind. Die erste beschriebene Art ist Nitrospira
marina (WATSON et al., 1986). Diese Spezies wurde aus Oberflachenwasser vom
atlantischen Ozean im Golf von Maine (USA) angereichert. Die zweite
beschriebene Art ist Nitrospira moscoviensis (EHRICH et al., 1995), dieser
Organismus stammt aus dem Heizungssystem in Moskau (Russland). Bei der
dritten beschriebenen Art handelt es sich um Nitrospira calida (LEBEDEVA et al.,
2011), welcher durch Anreicherungen aus der heillen Quelle in der Nahe von
Gorjachinsk (Baikal Zone (Russland)) erhalten wurde. Zu den Anreicherungen
gehort Candidatus Nitrospira defluvii (SPIECK et al., 2006), aus dem
Belebtschlamm-Areal des Klarwerkverbundes Koéhlbrandhéft/Dradenau (Hamburg
(Deutschland)) und Candidatus Nitrospira bockiana (LEBEDEVA et al., 2008),
welcher aus dem Heizungssystem in Moskau (Russland) angereichert worden ist.

1.3.2 Stoffwechsel und Zellmorphologie Nitrit-oxidierender Bakterien

Nitrit-oxidierende Bakterien sind Gram-negativ und besitzen Uberwiegend eine
chemolithoautotrophe Lebensweise. Sie gewinnen ihre Energie aus der Oxidation
von Nitrit zu Nitrat, die chemische Grundlage hierfur wird in nachfolgender Formel
beschrieben (Bock & WAGNER, 2006).

NO, + H,0 — NO;+2H*+2e-
2H*+2e+7%20, — HO

NO, + % O, — NO,  AGO =-74,05 kJ/mol

Die Energieausbeuten der nitrifizierenden Bakterien sind bei der Oxidation von
Ammoniak zu Nitrit (AG,’ = -275 kd/mol N) und der Oxidation von Nitrit zu Nitrat
(AGy’ = -74 kd/mol N) sehr gering (THAUER et al., 1977).
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Bei den meisten aeroben Bakterien lauft die CO.-Fixierung uber den Calvin-
Benson-Zyklus ab (HARMS et al., 1981), welche als Energiequelle das gebildete
ATP verwenden. Alternativ kdnnen einige autotrophe Mikroorganismen das Enzym
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase zur Fixierung von CO; nutzen (TAKAHASHI et al.,
1993). FiUr Organismen der Gattung Nitrobacter wurde die genetische Codierung
des Calvin-Benson-Zyklus nachgewiesen (STRECKER et al., 1994; Bock &
WAGNER, 2006), ob dies auch fur andere NOB gilt, ist zu diesem Zeitpunkt noch

nicht bekannt.

Die Elektronen werden flur die Nitritoxidation in die Elektronentransportkette
eingeschleust und der Elektronenfluss baut eine protonenmotorische Kraft auf, die
zur ATP-Synthese genutzt werden kann. Hierbei liegen die Redoxpotentiale mit
+420 mV auf einem relativ hohen Niveau, was dazu fuhrt, dass die nitrifizierenden
Bakterien erst in einem spaten Schritt die Elektronen in ihre
Elektronentransportkette einschleusen konnen. Dies begrenzt die nutzbare
Energie, also die ATP-Menge, die durch die Elektronenpaare erzeugt werden
kann. Fur die autotrophe CO, Fixierung bendtigen chemolithoautotrophe
Organismen NAD(P)H, welches nur Uber einen rucklaufigen Elektronentransport
aus reduzierten Chinonen oder Cytochromen unter Beteiligung der NADH-
Ubichinon-Oxidoreduktase und des Cytochrom-bci-Komplexes gewonnen werden
kann. Dieser energieaufwendige Prozess ist mit verantwortlich fir die geringen
Zellzahlen und das langsame Wachstum. Hinzu kommt, dass fur die CO;
Fixierung pro COz nicht nur 2 NAD(P)H, sondern zusatzlich 3 ATP benotigt
werden. Die Potentiale der anorganischen Elektronendonatoren (z. B. Nitrit) sind
viel positiver als das von NAD(P)H. Deshalb werden die Elektronen aus diesen
Verbindungen erst auf der Ebene der Chinone oder des Cytochroms c in die
Atmungskette eingeschleust. Die Versorgung mit NAD(P)H fur Biosynthesen stellt
bei diesen Organismen ein energetisches Problem dar, welches durch den
Prozess des riicklaufigen Elektronentransportes geldst wird. Die Ubertragung der
Elektronen erfolgt vom Cytochrom c¢ auf den Chinonpool, bzw. wird vom Chinol
auf NAD(P)" katalysiert, was durch das Einstrdmen von Protonen Uber die
Membran angetrieben wird. Der dafur notwendige Protonengradient stammt aus

der Oxidation des anorganischen Elektronendonators. Bei nitrifizierenden
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Bakterien wird pro Reaktionszyklus weniger Energie konserviert als fir den
rucklaufigen Elektronentransport zum NAD(P)H bendtigt wird. Daher setzten die
chemolithoautotrophen Organismen viel Substrat um, damit das notwendige
Membranpotential aufrechterhalten werden kann. Die Wachstumsraten sind
allerdings wegen des hohen Energieaufwandes fur den rucklaufigen
Elektronentransport gering. Es werden ca. 80 % der gebildeten Energie fur die
Fixierung des CO, verbraucht (SPIECK & Bock, 2005). Fur Spezies der Gattung
Nitrobacter konnten Generationszeiten fur von 8 - 10 Stunden ermittelt werden,
wahrend diese flr Nitrospira moscoviensis 12 Stunden betrugen und flr Nitrospira
marina wurden Generationszeiten von 90 Stunden beschrieben (Bock et al., 1990;
Bock et al., 1991; EHRICH et al., 1995; WATSON et al., 1986).

Die Oxidation von Nitrit zu Nitrat verlauft bei Nitrit-oxidierenden Bakterien Uber das
Schlusselenzym Nitritoxidoreduktase (NXR) (ALEEM et al., 1965; KUMAR et al.,
1983). Fur die Gattung Nitrobacter wurde beschrieben, dass Uber Molybdopterin,
dem Cofaktor der NXR, die bei der Oxidation freiwerdenden Elektronen in die
Atmungskette eingeschleust werden (FUKUOKA et al., 1987; MEINCKE et al., 1992).
Die Elektronenubertragung erfolgt Uber die Cytochrome ai, Css50 und aas auf
molekularen Sauerstoff. Die Reaktion ist thermodynamisch ungunstig, da der
Transport der Elektronen bis zum Cytochrom csso entgegen des Redoxgefalles
verlauft. Unter Sauerstoff limitierenden Bedingungen katalysiert die NXR die
Reduktion von Nitrat, welches dann alternativ zum Sauerstoff als terminaler
Elektronenakzeptor der Atmung dient (SUNDERMEYER-KLINGER et al., 1984). Des
Weiteren ist eine dissimilatorische Nitritreduktase nachgewiesen worden, welche
unter diesen Sauerstofflimitierenden Bedingungen Nitrit zu Stickoxid reduziert
(AHLERS et al.,, 1990). So koénnen Energiedquivalente auch unter anaeroben
Bedingungen entstehen. Derzeit ist noch nicht bekannt, ob auch andere NOB die

Fahigkeit zur Nitratreduktion besitzen.

Beim Organismus Nitrobacter handelt sich um pleomorphe Kurzstabchen mit polar
angeordneten intracytoplasmatischen Membranen (ICMs) (WATSON et al., 1989).
Der Organismus Nitrococcus hat kokkoide Zellstrukturen, mit einem
charakteristischen tubularen ICMs (WATSON und WATERBURY, 1971b). Die

Zellmorphologie der Gattung Nitrospina weist lange Stabchen auf, in denen keine
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ICMs nachgewiesen wurden (TESKE et al., 1994). Beim Taxon Nitrotoga handelt
sich um Kurzstabchen mit stark vergrof3ertem Periplasma, ICMs waren nicht
nachweisbar (ALAwI et al., 2007). Zellmorphologisch handelt es sich bei Nitrospira
um spiralférmige Zellen, welche kein ICMs aufweisen (EHRICH et al., 1995). Somit
konnen nach heutigen Kenntnissen Nitrit-oxidierende Bakterien in zwei Gruppen
eingeteilt werden, die erste Gruppe beschreibt Nitrobacter und Nitrococcus,
welche ICMs aufweisen. Das Schlusselenzym fir die Nitritoxidation, die
Nitritoxidoreduktase (NXR), befindet sich auf der cytoplasmatischen Seite der
Membran. Hierzu ist durch STARKENBURG et al. (2008b) ein mutmalliches
Nitrit/Nitrat Antiport System im Nitrobacter-Genom nachgewiesen worden. In die
zweite Gruppe gehoéren Nitrospina, Nitrotoga und Nitrospira, welche keine ICMs
aufweisen. Die NXR ist hier auf der periplasmatischen Seite der Membran
lokalisiert (SPIECK und Bock, 2005) und es sind keine Transportmechanismen
notwendig (LUCKER et al., 2010). Weiter kbnnen Gattungen wie Nitrospira und
Nitrobacter physiologisch und biochemisch in verschiedene Klassen eingeteilt
werden. SCHRAMM et al. (1999) wies Nitrospira und Nitrobacter nach der
r/IK-Hypothese verschiedene Strategien zu. Wahrend Nitrobacter aufgrund seiner
Fahigkeit des schnellen Wachstums und seiner hohen Toleranz gegeniber hohen
Nitrit- und Sauerstoffkonzentrationen als r-Stratege klassifiziert wurde, ordnete
diese Studie der Gattung Nitrospira, mit geringen Wachstumsraten und einer
grolReren Affinitdt zu geringen Sauerstoff- und Nitritkonzentrationen, die
K-Strategie zu. Die r/K-Hypothese ist in weiteren Studien durch Analysen
verschiedener Bioreaktoren getestet und bestatigt worden (Kim & Kim, 2006;
NOGUEIRA & MELO, 2006). In Biofiltersystemen von Aquarien und marinen
Aquakulturanlagen konnte die Hypothese der r/K-Strategien der Gattungen
Nitrobacter und Nitrospira nicht bestatigt werden. In diesen Biofiltersystemen, die
teilweise hohe Sauerstoff- und Nitritkonzentrationen aufweisen, wurde Nitrospira
als dominierende Gattung identifiziert (HOVANEC et al., 1998; TAL et al., 2003;
SUGITA et al., 2005; FOESeEL et al.,, 2007; ITol et al., 2007; KEUTER et al.,

eingereicht).
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1.3.3 Gattung Nitrospira

Die Anreicherung und Isolierung von Arten der Gattung Nitrospira ist eine
zeitintensive Prozedur. Daher konnte nur in wenigen bereits publizierten Arbeiten
(WATSON et al., 1986; EHRICH et al., 1995; LEBEDEVA et al., 2011) eine erfolgreiche
Anreicherung und Isolierung von Nitrospira beschrieben werden. Des Weiteren ist
es nach den Regeln der Typ-Stammbeschreibungen, die voraussetzt, dass der
Organismus in zwei Offentlich zuganglichen Stammsammlungen hinterlegt sein
muss, nicht moglich Organismen der Gattung Nitrospira als solche zu
klassifizieren (ICSP, 2008). Dieser Umstand verhindert die endgultige
Beschreibung der Organismen dieser Gattung, obwohl diese in der Umwelt weit
verbreitet sind und in den unterschiedlichsten Habitaten mit molekularbiologischen
in situ Methoden nachgewiesen werden konnten (ABELIOVICH, 2006). Nitrospira
wurde in sehr unterschiedlichen Okosystemen mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisierung und uber Sequenzen der 16S rRNA Organismen ermittelt (FOESEL
et al., 2007; PARK & NOGUERA, 2008; WEBSTER et al., 2009). Unterschiedliche
Studien in marinen und terrestrischen Habitaten bestatigten das weit verbreitete
Vorkommen der Gattung Nitrospira. So konnte Nitrospira in marinen Systemen,
wie zum Beispiel in Symbiose mit marinen Schwammen (WEBSTER et al., 2009), in
Tiefseeproben aus dem mittelatlantischen Rucken (LoPEzZ-GARCIA et al., 2003) und
in Biofilmen aus marinen Aquakulturanlagen (FOESEL et al., 2007; KEUTER et al.,
eingereicht) identifiziert werden. Weiter wurden Organismen, die zu dieser
Gattung gehdren, in Klaranlagen (MAIXNER et al. 2006; SPIECK et al. 2006) und in
geothermalen Systemen (KANOKRATANA et al., 2004; HIRAYAMA et al., 2005;
WEIDLER et al., 2007) detektiert. DAIMS et al. (2001) zeigte, dass sich die Gattung
Nitrospira in mindestens vier Untergruppen einteilen lasst. Diese Studien belegen
das ubiquitare Vorkommen der Gattung Nitrospira in marinen und terrestrischen
Okosystemen. Zudem sind diese Organismen an sehr unterschiedliche
Temperaturen angepasst, so konnte in heillen Quellen eine Temperaturtoleranz
von bis zu 60°C fur Nitrospira ermittelt werden (LEBEDEVA et al., 2005; LEBEDEVA et
al., 2011). Zusatzlich ist die Toleranz gegenuber hohen Substratkonzentrationen
von KEUTER et al. (eingereicht) beschrieben worden. Hierbei handelt sich um einen
Nitrospira aus dem Biofilter einer marinen Aquakulturanlage. Dieser Vertreter
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weist eine hohe Ahnlichkeit in der 16S rRNA Sequenz von 98,8 % zu Nitrospira
marina auf und kann Substratkonzentrationen von 30 mM Nitrit, 80 mM Nitrat und
50 mM Ammonium tolerieren. Diese Ergebnisse geben Anhaltspunkte auf die

zentrale Funktion von Nitrospira im globalen Stickstoffkreislauf.

Eine chemotaxonomische Besonderheit der Gattung Nitrospira sind die drei
spezifische Hauptfettsduren 16:1 cis 7, 16:1 cis 11 und 16:0 11 methyl. Diese
spezifischen Hauptkomponenten konnten bei unterschiedlichen Arten, sowie in
Anreicherungen dieser Gattung in verschiedenen Konstellationen detektiert
werden. Fur Nitrospira marina Nb-295 wurden die Hauptfettsauren 16:1 cis 7 und
16:1 cis 11 nachgewiesen, hingegen besitzt Nifrospira moscoviensis M-1 die
Fettsaure 16:1 cis 11 in Kombination mit der Fettsaure 16:0 11 methyl (LIPSKI et
al., 2001). Fur Candidatus Nitrospira defluvii ist die Fettsaure 16:1 cis 11 als

alleinige spezifische Hauptkomponente gezeigt worden (SPIECK et al., 2006).

Die erste Genomanalyse dieser Spezies erfolgte mit Candidatus Nitrospira defluvii
und ist von MAIXNER et al. (2008) durchgeflihrt worden. In dieser Studie konnte
das Gen fur die Chloritdismutase nachgewiesen werden. Mit Hilfe dieses
detoxifizierenden Enzyms wird die Chlorkomponente Chlorit (ClIO2’) zu CI" und O,
abgebaut. Nitrospira war somit der erste nitrifizierende Organismus, welcher eine
aktive Chloritdismutase aufweist. Diese Untersuchungen implizieren die Annahme,
dass Candidatus Nitrospira defluvii in die Abbauprozesse von Chlor-Komponenten

wie Chlorit und Perchlorat involviert ist.
1.4 Untersuchungsgebiete

Um die natirliche Selbstreinigung von Okosystemen nicht zu Uberlasten, wird die
Kohlenstoff- und Stickstofffracht aus Abwassern biologisch in kommunalen
Klaranlagen, oder auch in Biofiltersystemen mariner Aquakulturanlagen abgebaut.
Wahrend das Abwasser aus Fischfarmen direkt in das Biofiltersystem eingeleitet
werden kann, muss bei der kommunalen Klaranlage eine mechanische und
chemische Abtrennung von Storstoffen vorgeschaltet werden. Diese ist notwendig,

um eine hohe Effizienz der biologischen Abbauprozesse gewahrleisten zu kdnnen.
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1.4.1 Klaranlage des Klarwerkverbundes in Hamburg

Der Klarwerksverbund in Hamburg setzt sich aus den Anlagen zur mechanischen
Abwasserreinigung und der zentralen Schlammbehandlung in Kéhlbrandhoft und
der biologischen Abwasserreinigung in Dradenau zusammen. Es werden hier
durchschnittlich 150 Millionen Kubikmeter Abwasser im Jahr gereinigt, welche von
2,9 Millionen Einwohnerwerten verursacht worden sind. Die Einwohnerwerte
setzten sich aus der Anzahl der angeschlossenen Haushalte und der Belastung
aus Industrie und Gewerbe zusammen. Die Anlagen in Kéhlbrandhoft sind mit den
Anlagen in Dradenau durch eine, die Elbe unterquerende, Leitung verbunden.
Diese 2,3 km lange Leitung wird als Duker bezeichnet (HAMBURG WASSER, 2010).

1.4.1.1 Abwasserbehandlungen im kommunalen Klarwerk

Wahrend der mechanischen Abwasserreinigung findet die erste Reinigungsstufe
statt. Grobstoffe werden in der Rechenanlage abgetrennt, der mitgefuhrte Sand
verbleibt im Sandfang. Im Vorklarbecken erfolgt die Entfernung der abgesetzten
oder aufschwimmenden Feststoffe. Der Schlamm, der im Vorklarbecken entsteht,
wird in die zentrale Schlammbehandlung geleitet. Hier finden eine Eindickung des
Schlammes und die darauf folgende Beforderung in die Faulbehalter statt.
AnschlieRend erfolgen die Trocknung des ausgefaulten Schlammes und die

Uberfiihrung in die thermische Verwertung.

Dem Abwasser aus dem Vorklarbecken wird vor der biologischen Reinigungsstufe
Eisensalz zur chemischen Phosphatfallung zugefihrt. Mit den im Abwasser
vorhandenen Phosphatsalzen bilden die Eisensalze unl6sliche Komplexe. Diese

werden spater zusammen mit dem Belebtschlamm abgetrennt.

In der zweiten Reinigungsstufe erfolgt die biologische Abwasserreinigung im
Belebtschlammverfahren. Die Belebungsanlage des Klarwerkverbundes Hamburg
umfasst ca. 124.000 m® (Abb. 2). Hier werden die im Abwasser vorhandenen
Kohlenstoff- und Stickstoffverbindungen durch die Stoffwechselaktivitat der
Mikroorganismen abgebaut. Uber ein Beliiftungssystem wird Sauerstoff in die
Belebungsbecken eingebracht, um den Sauerstoffbedarf der Mikroorganismen

gewahrleisten zu konnen. Im Abwasser konnen Gesamtstickstoffbelastungen
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(TKN; Total Kjehldahl Nitrogen) von 20 — 80 mg N*I"" wie bei HENZE et al. (1997)
beschrieben, sowie bis zu 73 — 92 mg N*I", wie bei GALLERT & WINTER (2005)

veroffentlicht, ermittelt werden.

Abbildung 2: Belebungsbecken des Klarwerkverbundes Kohlbradhéft/Dradenau (Hamburg)

Das gereinigte Abwasser aus kommunalen Klaranlagen mit Einwohnerwerten tber
100.000 darf nicht mehr als 10 mg N*' an TKN enthalten. Dieser Wert darf
Uberschritten werden, wenn eine Reduktion von = 70 % nachgewiesen werden
kann (EUROPAISCHE UNION, 91/271/EWG). Im Nachklarbecken erfolgt die
Abtrennung von Wasser und Belebtschlamm. Der Schlamm wird der zentralen
Schlammbehandlung zugefuhrt und teilweise in das Belebtschlammsystem
zuruckgeleitet. Das gereinigte Wasser kann darauf folgend in die Elbe eingeleitet

werden (HAMBURG WASSER, 2010).
1.4.1.2 Belebtschlammverfahren

Die biologische Abwasserreinigung erfolgt im Belebtschlammverfahren. Es handelt
sich um suspendierte Biomasse, welche in Form von Schlammaggregaten oder
Schlammflocken vorliegen (Abb. 3). Die Mikroorganismen in diesem System
besitzen eine sehr hohe Anpassungsfahigkeit an diesen Lebensraum. Sie
unterliegen hohen Schwankungen in den Substratkonzentrationen. Des Weiteren

mussen diese Organismen fahig sein Temperaturschwankungen von 12 — 21 °C
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zu erdulden und sie sollten eine gewisse Toleranz gegeniber den stolRweise
ankommenden toxischen Inhaltsstoffen des Abwassers aufweisen. Die Flocken
des Belebtschlammes bestehen zu einem Drittel aus mineralischen Komponenten
und zu zwei Drittel aus organischen Substanzen. Die makroskopisch sichtbaren
Flocken weisen eine unregelmafige Struktur auf. Die duReren Schichten sind gut
mit Sauerstoff versorgt, wahrend in den tiefer liegenden Schichten in beschrankten

Umfang anaerobe Prozesse stattfinden kdnnen.

Abbildung 3: Probenahme Belebtschlamm aus dem Belebungsbecken in Dradenau (Hamburg)

Fur eine unveranderte Populationsdichte der schnell wachsenden heterotrophen
Bakteriengemeinschaften reicht die Schlammrickfuhrung, welche zu einer
Schlammkonzentration von 3 — 4,5 kg m™ im Belebungsbecken fiihrt, aus. Um die
Nitrifikation der langsam wachsenden autotrophen Bakteriengemeinschaften
gewabhrleisten zu kénnen, spielt das Schlammalter eine entscheidende Rolle. Das
Schlammalter sollte die zwei- bis dreifache Generationszeit der Nitrifikanten, also

7 — 9 Tage nicht unterschreiten (GALLERT und WINTER, 2005).
1.4.2 Aquakulturanlagen in Busum und Strande

Die Untersuchungen der unterschiedlichen marinen Aquakulturanlagen befassen
sich mit der Aktivitat der autotrophen Bakteriengemeinschaft unter verschiedenen

Inkubationsbedingungen. Untersucht wurden die Biofiltersysteme der mit

15



Einfuhrung

Nordseewasser betriebenen Anlage in Bisum und der mit Ostseewasser
betriebenen Anlage in Strande.

Bei den marinen Fischfarmen in BlUsum und Strande handelt es sich um
Meerwasser-Rezirkulationsanlagen (RAS (recirculation aquaculture system)).
Diese Kreislaufverfahren werden immer haufiger als Alternativen zu den offenen
Verfahren (Teiche, Netzkafige) verwendet. Die Vorteile dieses Verfahrens sind,
dass in Kreislaufverfahren bis zu 90 % des Wassers wieder verwendet werden
kann (KEUTER et al., 2009). Daher wird die Belastung von natirlichen
Okosystemen, wie der Ost- oder Nordsee, durch die Ausscheidungsprodukte der
Fische und durch Futterreste mittels dieser Verfahren deutlich verringert. Gerade
gegeniiber den offenen Netzkafigen, welche punktuell ganze Okosysteme
langfristig zerstoren, ist die Anzucht von Fischen in geschlossenen Systemen ein
groRer Vorteil. Weiter handelt es sich bei den marinen Aquakulturanlagen in
BlUsum und Strande um saisonunabhangige Produktionsstatten.

Abbildung 4: HDPE-Fullkérper (high density polyethylen) mit Biofilmbildung (KEUTER et al., 2009)

Die Wasseraufbereitung erfolgt in den untersuchten Biofilteranlagen im
Schwebbett-Verfahren (moving-bed). Bei diesem Verfahren werden Fullkérper
verwendet, welche schwimmend vorliegen (Abb.4). Durch die einstrdmende Luft

und Wasser werden diese verwirbelt. Die Fullkorper dienen in diesem Verfahren
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als Aufwuchsflache fir die Mikroorganismen. Vor allem die Anheftung von
nitrifizierenden Organismen soll gewahrleistet werden, damit diese nicht aus dem
Filtersystem ausgewaschen werden kénnen. Durch die Verwirbelung kommt es zu
hohen Scherkraften und Reibung im Filtersystem. Um genltgend Aufwuchsflache
fur die Mikroorganismen zu erhalten, werden Fullkdrper mit dreidimensionalen
Strukturen verwendet, die eine moglichst grofle Oberflache fur die Anheftung
aufweisen. Um die Organismen vor der Reibung und den Scherkraften zu
schitzen, weisen diese Strukturen zusatzlich geschutzte Bereiche auf (Abb. 4)
(KEUTER et al., 2009).

In dieser Studie wurde der Biofilm auf weillen und schwarzen Fullkorpern des
Typs ,2H-BCN-09“ der Firma GEA 2H Water Technologies (Wettringen,
Deutschland) untersucht (Abb. 5).

N R B 7 8 9 10 11 12 13 14 15546 17N IEuEE

Abbildung 5: Schwarze und weilte HDPE-Flillkérper (high density polyethylen (Skala in cm)).

Diese Fullkdrper weisen eine Gesamtoberfliche von 836 m?m?® auf mit einer
geschiitzten Oberflache von 494 m%m3. Die weien Fullkérper bestehen aus
HDPE (high density polyethylen). Die schwarzen Fullkérper bestehen aus
recycelten HDPE, welche mit 3 % Rul} versetzt sind, um die UV-Bestandigkeit zu
erhohen (KEUTER et al., 2009).
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1.4.2.1 Aquakulturanlage Bisum

Die Meerwasser-Rezirkulationsanlage in Busum (Deutschland) hat eine
Produktionskapazitat von 100 Jahrestonnen Fisch. Die Anlage wurde mit
Nordseewasser betrieben und war in zwei gleichgroRe Module (Modul | und Modul
[I) unterteilt. Jedes Modul hatte 12 Rundbecken mit Durchmessern von 2 bis 7 m
und 10 Becken mit einer Grundflache von 8 x 8 m. In diesen Modulen wurden
Wolfsbarsch (Dicentrarchus labrax) und Steinbutt (Psetta maxima) herangezogen.
Die Betriebstemperatur der Anlagen lag bei 15°C — 20°C. Fur jedes Modul bestand
die Biofilteranlage aus je zwei Tanks mit einem jeweiligen Volumen von 42 m?,
welche zu etwa 60 % mit schwarzen recycelten HDPE-Fullkorpern beflllt wurden
(SPIECK et al., 2007). In der vorliegenden Studie wurde die Biofilteranlage von
Modul Il untersucht. Diese Anlage stand nur bis 2008 flir eine Beprobung zur
Verfugung, daher wurden einige Inkubationsansatze nur mit der Anlage in Strande
durchgefuhrt.

1.4.2.2 Aquakulturanlage Strande

Die experimentelle Meerwasser-Rezirkulationsanlage in Strande (Deutschland)
wurde in zwei verschiedene Bereiche unterteilt, die Shrimp-Anlage und die
Barramundi-Anlage. Beide Anlagen wurden mit Brackwasser aus der nahen
Ostsee gespeist. Der Warmebedarf dieser Einheiten wurde uUber die Abwarme des
Faulturms der nahe gelegenen kommunalen Klaranlage gedeckt. Die Shrimp-
Anlage bestand aus drei miteinander verbundenen Becken die insgesamt 189 m?
fassen kénnen. In diesen Becken wurden bei 29°C Garnelen (Penaeus vannamei)
herangezogen. Die dazugehorige Biofilteranlage hatte ein Volumen von 11,3 m?
und wurde mit ca. 3 m® schwarzen und weilen HDPE-Fiillkdrpern befiillt. Die
Barramundi-Anlage bestand aus vier einzelnen Einheiten die jeweils 2,7 m? fassen
konnen. In dieser Anlage wurden Barramundi (Lates calcarifer) bei einer
Temperatur von 26°C gezuchtet. Die dazugehoérigen Biofiltersysteme bestanden
aus 10 Tonnen, die mit verschiedenen Fullkorpermaterialien beflllt waren. Das
Fassungsvermogen jeder Einheit betrug 0,2 m® (SPiECK et al., 2007). In
vorliegender Studie wurden die weillen HDPE-Fullkorper aus Tonne 1 und die

schwarzen recycelten HDPE-FUullkorper aus Tonne 3 untersucht.
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1.5 Fettsaureanalytik
1.5.1 Nomenklatur der Fettsauren

Die Nomenklatur der Fettsauren wird wie nachfolgend beschrieben in dieser
Studie angewandt. Die erste Ziffer gibt die Anzahl der C-Atome an. Dahinter
folgen die Informationen zu den Doppelbindungen. Gesattigte Fettsauren werden

mit ,0% einfach ungesattigte Fettsauren mit ,1“ und mehrfach ungesattigte
Fettsauren werden mit der Anzahl der Doppelbindungen gekennzeichnet. Die
Angabe der Positionen der Doppelbindungen erfolgt, indem vom Carboxylende
aus gezahlt wird. Weiter wird die Konfiguration der Fettsaure mit cis oder trans
angegeben. Methylverzweigungen werden mit dem Zusatz methyl angegeben.
Eine Methylverzweigung am vorletzten C-Atom wird mit Jiso, eine
Methylverzweigung am drittletzten C-Atom wird mit anteiso gekennzeichnet. Die
Benennung von Cyclopropanstrukturen erfolgt mit dem Zusatz cyclo, sowie der
Positionsangabe des C-Atoms. Hydroxylgruppen werden mit OH, sowie der

Positionsangabe gekennzeichnet (IUPAC-IUB, 1976).
1.5.2 Fettsauretypen in der Zellmembran bei unterschiedlichen Temperaturen

Das Vorkommen von Fettsduren ist ubiquitdar. Neben ihrer Funktion als
Energiespeicher, z. B. in Triglyceriden, dienen sie bei Pflanzen als Schutz vor
Austrocknung der Blattoberflache, wobei sie hier hauptsachlich als Wachsester
gebunden vorliegen. Des Weiteren sind Fettsduren Bestandteil der Zellmembran,
zum Beispiel gebunden an Cholin als Phospholipide. Bei den als Phospholipide
gebundenen Fettsauren dominieren Kettenlangen von 14 bis 20 Kohlenstoffatome.
Neben gesattigten und ungesattigten (mono oder poly) Fettsauren mit einer cis-
oder trans-Konfiguration gibt es auch Fettsauren die Methylverzweigungen, oder
Cyclopropanringe aufweisen. Phospholipide ordnen sich mit den Fettsaure-Enden
zueinander gerichtet zu einer Doppelschicht an, deren Innenbereich stark
hydrophob ist. Die Fettsaureketten werden zusatzlich durch van-der-Waals-Krafte
stabilisiert. Die Phospholipide liegen in der Doppelschicht unter normalen
physiologischen Bedingungen in einer lamellaren Phase vor. Durch diese
Bedingungen wird die Fluiditat und Permeabilitat der Zellmembran gesichert und
es konnen Zellfunktionen, wie die freie Beweglichkeit der Proteine gewahrleistet
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werden. Durch veranderte Bedingungen in der Umwelt, also Stressfaktoren wie
veranderte Temperaturen, pH-Werte oder Salzgehalte, wird dieser optimale
Zustand gefahrdet. Wenn eine Zelle sich diesen Gegebenheiten nicht anpasst,
kann dies dazu flhren, dass die freie Beweglichkeit der Membranproteine
eingeschrankt ist. Dies kann durch die Verringerung der Fluiditat, was zur
Ausbildung einer gelartigen Phase fuhrt, geschehen (DE MENDOZA & CRONAN JR.,
1983). Dadurch kann die Zelle keine Substrate mehr aufnehmen und keinen
Energiestoffwechsel betreiben, was zu ihrem Absterben flhrt (WEBER & DE BONT,
1996). Wenn andererseits die Fluiditat bei steigenden Temperaturen nicht
verringert wird, kann dies zur Zelllyse fuhren. Zur Gegensteuerung konnen sich
Organismen an veranderte Umweltbedingungen dber die Variation ihrer

Lipidzusammensetzung anpassen (SINENSKY, 1974).

Phospholipide haben sich als gute Biomarker fiir Zellen erwiesen. Uber
unterschiedliche Temperaturen konnen bevorzugt gebildete Fettsduretypen in den
Zellmembranen charakterisiert werden. Kurzkettige Fettsduren haben einen
niedrigeren Schmelzpunkt als langkettige, bei niedrigen Temperaturen werden
daher bevorzugt kurzkettige Fettsauren synthetisiert (QUINN, 1981). Verzweigte
und zyklische Fettsauren lassen die Membranfluiditat ansteigen, da sie nicht so
eng gepackt werden konnen und keine kristallinen Strukturen ausbilden kdnnen.
Bei niedrigen Temperaturbedingungen werden verzweigte Fettsduren bevorzugt
synthetisiert (RUSSELL und FUKUNAGA, 1990). Die wichtigste Anpassung innerhalb
der Fettsduren zur Erhaltung der Membranfluiditat findet sich im Verhaltnis von
gesattigten zu ungesattigten Fettsauren wieder. Ungesattigte Fettsauren, mit cis-
Konfiguration, werden bei niedrigen Wachstumstemperaturen bevorzugt gebildet
(RUSSEL, 1984). Des Weiteren werden ungesattigte Fettsauren entweder durch die
Fettsaure-Synthease, welches den anaeroben Syntheseweg beschreibt, neu
gebildet. Oder sie werden nach der Synthese durch die Desaturase, welches den

aeroben Syntheseweg beschreibt, synthetisiert.
1.5.3 Fettsauren und stabile Isotope als Marker in Okosystemen

In der mikrobiellen Okologie werden Phospholipid-Fettsdureanalysen (PLFA-

Analysen) als chemotaxonomische Marker fiir Okosystem-Untersuchungen
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verwendet. Die PLFA-Extraktion hat gegenuber der Gesamtzell-Fettsaureanalyse
den Vorteil, dass eine bessere Detektierbarkeit der bakteriellen Fettsguren aus
komplexen Okosystemen erreicht werden kann. Durch die Fraktionierung der
unterschiedlichen Lipide, werden unter anderem die neutralen Lipide der
Eukaryonten, welche zum Beispiel von Pilzen stammen kénnen, abgetrennt und
eine genauere Detektion der bakteriellen Fettsduren ermoglicht (Lipski, 2006).
Uber die PLFA-Analyse untersuchten unter anderem KOHRING et al. (1994)
sulfatreduzierende Bakterien, GREEN & Scow (2000) die mikrobielle Gemeinschaft
einer grundwasserfuhrenden Schicht und NYBERG et al. (2006) beschrieben die
Ammoniak-oxidierende Bakteriengemeinschaft in landwirtschaftlich genutzten
Boden mittels PLFA-Analysen. Allerdings liefert diese Vorgehensweise nur
Erkenntnisse Uber die Anwesenheit verschiedener Organismen. Es kdnnen keine
Ruckschlisse auf metabolische Aktivitaten gefuhrt werden. Dies wird Uber die
Gabe von Substraten, die mit stabilen Isotopen markiert sind, mdglich. Die
Substrate gelangen in die stoffwechselaktiven Zellen und geben dadurch Hinweise
auf die Stoffwechselaktivitdten verschiedener Organismen. Die Markierung
einzelner Fettsduren kann Uber die sensitive Quantifizierung mittels GC-C-IRMS
(Gaschromatographie-Verbrennungs-lsotopenverhaltnismassenspektrometrie)

gefuhrt werden, was von BOSCHKER et al. (1998) fur Acetat-assimilierende
Sulfatreduzierer erstmals beschrieben wurde. Des Weiteren konnen Lipide,
welche mit stabilen Isotopen markiert worden sind, auch Gber Quadrupol GC-MS
(Gaschromatographie-Massenspektrometrie) analysiert werden. Die Analyse Uber
GC-MS ist weniger sensitiv, allerdings ist die GC-MS Analytik in vielen Laboren
etabliert. Die Untersuchung der Fettsauren uber GC-MS wurde erstmals von ARAO
(1999) fiir Boden assoziierte Bakterien und Pilze (iber den Einbau von *C-Acetat
gezeigt. KNIEF et al. (2003) beschrieb den Einbau von '*C-Bicarbonat fiir
autotrophe Organismen, welcher Uber Quadrupol GC-MS gemessen wurde. Diese
Untersuchungen, basieren auf Lipiden, welche mit 3C als stabiles Isotop markiert
wurden, und finden fur unterschiedliche Organismen Anwendung. Es wurden unter
anderem mit "*C-Isotopen markierte methanoxidierende Organismen von BULL et
al. 2000 und CROSSMAN et al. (2005) untersucht. Hier wurden in Bodenproben die
dominierenden Mikroorganismen analysiert, welche fur die atmospharische

Methan Oxidation verantwortlich sind. Den Effekt von Ammoniumsulfat auf Methan
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oxidierende Organismen untersuchten CROSSMAN et al. (2006). Mit *C-markierte
nitrifizierende Organismen wurden von PEL et al. (1997) analysiert. Hier wurde die
Nitrifikation einer methylotrophen Population im organischen Material aus
Kompost beschrieben. Eine autotrophe nitrifizierende Bakterienpopulation war in
diesem Habitat nicht nachweisbar. Eine Markierung kann auch durch andere
Isotope erfolgen, die unterschiedlichen Kombinationen hierzu wurden bei
BOSCHKER & MIDDELBERG (2002) beschrieben. Hier wurden Markierungsstudien
unter anderem flr Biomarker, wie Phospholipide, Sterole oder Etherlipide
durchgefuhrt, welche mit stabilen Kohlenstoff- oder Stickstoff-Isotopen versetzt
wurden. Des Weiteren konnen mit stabilen Isotopen markierte Organismen auch
phylogenetisch Uber die DNA analysiert werden, wie bei RADAJEWSKI et al. (2000)

fur methylotrophe Bakterien beschrieben wurde.
1.6 Charakterisierung autotropher Organismen

Um die Bakteriengruppe der Nitrit-oxidierenden Bakterien zu charakterisieren
sollen fiir den chemotaxonomischen Ansatz Fettsdureprofile erstellt werden. Uber
den Einbau von stabilen Isotopen in die Lipide stoffwechselaktiver Zellen sollen
Riickschliisse auf die Zellaktivitat gefiihrt werden. Hierzu wird der "*C-Einbau in
die Fettsauren der stoffwechselaktiven autotrophen Bakteriengemeinschaft
untersucht. Die unter 1.4 beschriebenen Habitate werden in dieser Studie naher
betrachtet. Die Untersuchungen sollen mit Proben aus der kommunalen
Klaranlage und fur Proben aus marinen Fischfarmen durchgefuhrt werden. Die
Untersuchungen des Belebtschlammes der kommunalen Klaranlage werden zu
unterschiedlichen Jahreszeiten vorgenommen, um die durch die auleren
Umwelteinflisse bedingten Schwankungen nachweisen 2zu koénnen. Die
Probennahmen zu unterschiedlichen Jahreszeiten sind fur das Biofiltermaterial der
Aquakulturanlagen nicht notwendig, da diese den Einflussen der Umwelt, z. B.
jahreszeitlich bedingte Schwankungen der AufRentemperaturen, nicht ausgesetzt
sind. Die Inkubationen der Proben aus den Habitaten erfolgen mit
unterschiedlichen Substratkonzentrationen und bei verschiedenen Temperaturen,
damit eine eventuelle Nischenbildung unterschiedlicher Organismen in den
Okosystemen nachgewiesen werden kann. Diese chemotaxonomischen Analysen

sollen zudem durch die Charakterisierung der Gattung Nitrospira mittels
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Sequenzanalysen der 16S rRNA und Fluoreszenz in situ Hybridisierung

vervollstandigt werden.
1.6.1 Charakterisierung uber Gesamtfettsaureprofile und FAME-SIP

Die Hauptfettsauregruppen der bekannten Nitrit-oxidierenden Mikroorganismen
Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospina, Nitrotoga und Nitrospira kénnen wie folgt

zusammengefasst werden (Tab. 1).

Tabelle 1: Hauptfettsauren in (%) der bekannten Nitrit-oxidierenden Bakterien

>
~ o - % -
o 3 3 @ S £ 2
3 b b Ay e - -
e 2 © Q ©
~ 2 ~
Nitrobacter alcalicus AN4' 1 11 85
Nitrobacter hamburgensis X14' 1 1 9 86
Nitrobacter vulgaris Z' 1 15 83
Nitrobacter winogradskyi Engel1 1 1 11 83
Candidatus Nitrotoga arctica® 2-3 0-1 25-47 0-1 22-26 4-5
Nitrococcus mobilis 231" 1 25 26 43
Nitrospina gracilis 3 32 50 7 0-1
Nitrospira moscoviensis M-1" 1 6 37 20 34 1
Nitrospira marina Nb-295' 2 31 16 37 1 1
Candidatus Nitrospira defluvii® 8 3 2 43 16 6
Candidatus Nitrospira bockiana 3 18-19  1-2 50-52 21-22  0-1

'Lipskiet al., (2001)

Spieck et al., (2006)

*ALawi et al., (2007)

#Prozentanteile an Gesamtfettséuren bei Temperaturen von 4°C, 10°C und 17°C
®Prozentanteile an Gesamtfettsauren der Anreicherungen Ns42 und Ns47

Die Hauptkomponenten fur die Gattung Nitrospina sind die Fettsdure 14:0 in
Kombination mit der Fettsaure 16:1 cis 9. Die Gattung Nitrococcus hat als
Hauptfettsauren das Lipid 16:1 cis 9 in Kombination mit dem Lipid 18:1 cis 11. Die
Gattung Nitrobacter besitzt die Hauptfettsaure 18:1 cis 11 (LIPskI et al., 2001).

Candidatus Nitrotoga arctica hat die Hauptfettsaure 16:1 cis 9, dieser Organismus
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enthalt zusatzlich noch die Lipide 10:0 30H, 12:0 30H, 14:0 20H, mit einem
Prozentanteil von 3 — 7 % (ALAwiI et al., 2007). Die Gattung Nitrospira verfugt tber
spezifische Hauptkomponenten und weist die Fettsaure 16:1 cis 7, die Fettsaure
16:1 cis 11 und die Fettsaure 16:0 11 methyl auf (LIPSKiI et al., 2001; SPIECK et al.,
2006; LEBEDEVA et al., 2011). Die spezifischen Hauptkomponenten von Nitrospira
konnten in den bisher bekannten Stammen und Anreicherungen in verschiedenen
Kombinationen detektiert werden. Die Fettsaure 16:0 wurde fur die in Tabelle 1

aufgelisteten Organismen mit einem Prozentanteil von 7 bis zu 57 % identifiziert.

Diese Fettsaureinformationen sollen genutzt werden, um eine Charakterisierung
der Organismen aus Anreicherungen vorzunehmen. Vor allem Organismen der
Gattung Nitrotoga, mit der Hauptfettsaure 16:1 cis 9 in Kombination mit den
Hydroxy-Komponenten und die Organismen der Gattung Nitrospira mit den
spezifischen Hauptfettsauren, lassen sich in Anreicherungen sehr gut abgrenzen.
In den Untersuchungsgebieten der kommunalen Klaranlage und der marinen
Aquakulturanlagen soll die Fettsaureidentifizierung mit einer Markierung durch
Isotopenmarkiertes CO, (*CO,) kombiniert werden. Die Proben werden den
Okosystemen entnommen und einige Zeit mit 3CO, inkubiert, hierzu sollen
unterschiedliche Parameter fur Temperatur und Nitritkonzentration gewahlt
werden. Die autotrophen Bakterien assimilieren das CO, und der Einbau von
8CO, in die Fettsduren lasst Rickschliisse auf die aktive autotrophe
Bakteriengemeinschaft in den untersuchten Habitaten zu. Diese Kombination aus
Identifizierung der Fettsduren Uber Fettsauremethylester (FAME) und die
Markierung mit stabilen Isotopen (SIP), wurde von KNIEF et al. (2003) etabliert.
FAME-SIP ist eine kultivierungsunabhangige Methode. Diese Methode zeigt Gber
die unterschiedlichen Kombinationen der Hauptfettsauren, der autotrophen
Nitritoxidanten, die Stoffwechselaktivitat einzelner Gattungen an. Infolgedessen
werden Ruckschlisse auf die aktive Bakterienpopulation und Hinweise auf die

dominierenden Gattungen in den Okosystemen méglich.
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1.6.2 Charakterisierung uber 16S rRNA-Analysen

Um die Ergebnisse der Fettsaureanalysen zu bestatigen werden die Organismen
der Gattung Nitrospira im molekularbiologischen Ansatz auf 16S rRNA Ebene

verifiziert.

Hierzu soll aus Proben, welche eine besonders hohe '*C-Assimilierung der
Nitrospira-spezifischen Hauptkomponenten aufweisen, DNA extrahiert werden.
Gefolgt von einer Klonierung der 16S rRNA-Gene und einer Sequenzierung mit
Nitrospira-spezifischen Primern. Dadurch wird die weiterfUhrende Identifizierung
dieser Organismen auf 16S rRNA-Ebene mdglich, welche Uber eine weitere in situ
Charakterisierung von Nitrospira auf 16S rRNA-Ebene vervollstandigt werden soll.
Der direkte Nachweis von Organismen der Gattung Nitrospira wird Uber den
Einsatz von spezifischen Oligonukleotidsonden und der Detektion mittels

Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) erfolgen.
1.7 Dominierende Nitritoxidanten in Biofiltersystemen

Zum Schutz von natirlichen Gewassern und gegen eine Uberlastung dieser
Okosysteme, werden Systeme verwendet, die eine biologische Abwasserreinigung
ermoglichen. Durch Untersuchungen der metabolischen Zellaktivitat und die
Bestimmung der Wachstumsparameter autotropher Organismen kdnnen wichtige
erforderliche Parameter fur Abwassertechnologien verifiziert werden, die zu der
kontinuierlichen Leistungsfahigkeit der Biofiltersysteme in den Anlagen beitragen.
Mikrobiologische Untersuchungen, welche sich wie in vorliegender Studie mit der
Charakterisierung der in den Systemen dominierenden Bakteriengemeinschaften
beschaftigen, liefern wichtige Anhaltspunkte fur die Prozesse in der 6kologischen

Wasserreinigung.
1.7.1 Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung und Charakterisierung der dominierenden
Nitrit-oxidierenden Arten im Biofiltersystem des Klarwerkverbundes Hamburg und
in den Biofiltersystemen der marinen Aquakulturanlagen Blsum und Strande.

Diese Organismen sind flr einen entscheidenden Schritt der Nitrifikation

25



EinfUhrung

verantwortlich und verhindern im aeroben Bereich eine Akkumulation des fur die
meisten Organismen toxischen Nitrits. Im Mittelpunkt dieser Studie steht die
Gattung Nitrospira, in vorangegangenen Arbeiten (ABELIOVICH, 2006) konnte das
ubiquitare Vorkommen dieser Gattung nachgewiesen werden. Die vorliegende
Studie soll nicht nur die Anwesenheit, sondern auch die metabolische Zellaktivitat
der dominierenden Arten und somit die Relevanz dieser Organismen in den
untersuchten Systemen aufklaren. Die spezifischen Fettsaurehauptkomponenten
dieser Organismen sind dazu sehr gut geeignet, denn hiertiber kann die Gattung
Nitrospira eindeutig von anderen Organismen abgegrenzt werden. Die zentralen
Untersuchungen dieser Studie beschaftigen sich mit diesen chemotaxonomischen
Parametern. Hierzu werden Analysen durchgeflihrt, welche Uber die Assimilierung
von *CO, in Form von stabilen Isotopen gefiihrt werden. Diese Untersuchungen
sollen die Okologischen Nischen der verschiedenen Nitrit-oxidierenden Bakterien
aufzeigen, um Kenntnisse Uber die dominierenden Arten in den Biofiltersystemen
zu erhalten. Diese Erkenntnisse sollen nachfolgend mit den molekularbiologischen
Untersuchungen Uber die 16S rRNA Genanalysen verifiziert werden. Die
Sequenzanalysen werden mit spezifischen Primern durchgefihrt. Des Weiteren
sollen spezifische Oligonukleotidsonden die Detektion der Gattung Nitrospira
direkt im Okosystem erméglichen. Uber verschiedene gewéhlte Temperaturen und
Nitritkonzentrationen wahrend der Inkubationen sollen die 6kologischen Nischen
der Habitate simuliert werden. Die dominierenden Nitrit-oxidierenden Arten in den
Systemen sollen charakterisiert und deren Leistungsfahigkeit im Biofiltersystem

erfasst werden.
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2. Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien und Lésungsmittel stammen, sofern nicht zusatzlich
angegeben, von den Firmen SIGMA-ALDRICH (Taufkirchen) und MERCK KGaA
(Darmstadt).

2.1 Herkunft und Kultivierung der Mikroorganismen
2.1.1 Herkunft und Probenahmestandorte

Die Umweltproben sind aus dem Belebungsbecken in Dradenau der Klaranlage
des Klarwerkverbundes Hamburg (Deutschland) enthommen worden. Weitere
Untersuchungen erfolgten mit Proben aus den Biofiltersystemen der marinen

Aquakulturanlagen in Strande und Busum (Deutschland).

Die Belebtschlammproben wurden zu unterschiedlichen Jahreszeiten genommen,
hierbei variierten die Temperaturen an den Probenahmetagen in den Original-
Belebtschlammproben zwischen 14°C und 20°C. Fur das Jahr 2008 wies der
Zulauf des Abwassers einen Gesamtstickstoffgehalt von ca. 70 mg N*I' TKN
(Total Kjehldahl Nitrogen) auf, dieser konnte auf ca. 15 mg N*" TKN im Ablauf
reduziert werden. Es handelt sich um eine Reduktion von 78 % (HAMBURG
WASSER, 2010; Kommunales Abwasser, Lagebericht 2008).

Die Biofilterproben stammen aus den marinen Fischfarmen in Strande und Blsum.
Die Originaltemperatur der Fischfarm in Busum betragt 17°C. In der Fischfarm in
Strande betragen die Originaltemperaturen 26°C fur Proben aus dem Biofilter der
Barramundi-Becken und 29°C fur Proben aus dem Shrimp-Becken.

Die ursprungliche Herkunft der fir diese Studie wichtigen Kulturen und
Anreicherungen fur die Gesamtzell-Fettsdaureanalysen, ist in Tabelle 2 aufgelistet.
Die Reinkulturen von Nitrospira moscoviensis M-1, Nitrospira marina
Nb 295, Nitrospira calida Ns10 und viele der Anreicherungen konnten von der
Arbeitsgruppe Mikrobiologie des Biozentrums Klein Flottbek der Universitat
Hamburg (Deutschland) zur Verfligung gestellt werden. Die Probe EP_NL wurde
von der Arbeitsgruppe Mikrobiologie der Radboud Universitat in Nijmegen
(Niederlande) angereichert.
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Tabelle 2: Herkunft der Stdmme und Anreicherungen fir Gesamtzell-Fettsaureanalyse

Stamm/ Anreicherung Herkunft

Ns. moscoviensis M-1 Heizungsystem von Moskau (Russland)

Candidatus Ns. bockiana Heizungsystem von Moskau (Russland)

Ns. calida Ns10 HeilRe Quelle Gorjachinsk, Baikal Zone (Russland)
Anreicherung ,,Ga Il HeilRe Quelle Gorjachinsk, Baikal Zone (Russland)
Ns. marina Nb-295 Oberflachenwasser Golf von Maine (USA)
Anreicherung ,Ecomares 2.1¢ Marine Fischfarm Blsum (Deutschland)
Anreicherung ,,Sh” (schwarze FK) Marine Fischfarm Strande (Deutschland)
Anreicherung ,Sh* (weilte FK) Marine Fischfarm Strande (Deutschland)
Anreicherung ,EP_NL" Mariner Bioreaktor (Niederlande)

Anreicherung , Shelly* Bioreaktor mit einem pH-Wert von 3,8 (+ 0,3) (Israel)
Candidatus Ns. defluvii Klaranlage Klarwerkverbund Hamburg (Deutschland)
Anreicherung ,Ham-1* Klaranlage Klarwerkverbund Hamburg (Deutschland)
Anreicherung ,MAK 207.5* Mamotovy Klyk (Sibirien)

Anreicherung ,S11* Permafrostgebiet, Laptevsee (Sibirien)

Anreicherung ,MOV Il 9* Movile Héhle (Ruméanien)

Die Herkunft und Inkubationsbedingungen der Dauerkulturen und Anreicherungen
aus den Markierungsversuchen der Umweltproben aus Belebtschlamm und aus

dem Biofiltersystem der marinen Fischfarm Strande sind in Tabelle 3 dargestellt.

28



Material und Methoden

Tabelle 3: Dauerkulturen und Anreicherungen aus Umweltproben (,=“ Kennzeichnung marine
Kulturen)

Kulturname Herkunft Inkubtionstemp. (°C) Nitritkonz. (mM)
BS_17¢ Belebtschlamm 17 0,5
BS_22° Belebtschlamm 22 0,5
.BS_28° Belebtschlamm 28 30
Candidatus Ns. defluvii Anreicherung 28 0,5

Universitat Hamburg

~Ham-1¢ Anreicherung 10 0,5
Universitat Hamburg

Ns. moscoviensis M-1 Stammsammlung 37 0,5
Universitat Hamburg

Ns. marina Nb-295~ Stammsammlung 28 0,5
Universitat Hamburg
BW_17%7 Fischfarm Strande 17 2,5
,BW_28*~ Fischfarm Strande 28 2,5
,BB_17“% Fischfarm Strande 17 2,5
,BB_28“~ Fischfarm Strande 28 2,5
,SH 1777 Fischfarm Strande 17 2,5
,SH 28" % Fischfarm Strande 28 2,5
~Shelly” Anreicherung 28 0,5

Universitat Hamburg

Nitrobacter vulgaris AB1 Stammsammlung 28 1,5
Universitat Hamburg

2.1.2 Kultivierung von autotrophen Mikroorganismen

Die Kultivierung der Reinkulturen und Anreicherungen erfolgte Uber die
Verwendung eines Mineralmediums. Des Weiteren sind einige Inkubationen der
Markierungsversuche in Mineralmedium durchgefuhrt worden. Das marine
Mineralmedium konnte nach WATSON et al. (1986) eingesetzt werden, das
terrestrische Mineralmedium wurde nach EHRICH et al. (1995) angefertigt. Tabelle

4 zeigt die genutzten Medien fur terrestrische und marine Organismen.
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Tabelle 4: Mineralmedium fir Nitritoxidanten

Mineralmedium

Terrestrisches Mineralmedium

Marines Mineralmedium

Stammloésung 10 x

Stammloésung 10 x

CaCOs; 0,07 g CaCl, x 2 H,O 0,05¢g
NaCl 5049 MgSO, x 7 H,O 1,09
MgSO, x 7 H,O 0549 FeSO, x 7 H,O 0,01 g
KH,PO, 1,59 KH,PO, 0,017 g
bidest. H,O ad 1000 ml 70 % Seewasser ad 1000 ml
Spurenelementlosung Spurenelementlésung

MnSO, x 1 H,O 0,0338 g Na,MoO, x 2 H20 0,025¢g
H;BO; 0,0494 g MnCl, x 4 H,O 0,050 g
ZnSO4 x 7 H,O 0,0431g CoCls x 6 H,O 0,0005 g
(NH,4)sMo70,4 0,0371 g ZnS0O4 x 7 H,0 0,025¢g
FeSO4 x 7 H,O 0,973 g CuSO4 x 5 H,O 0,006 g
CuS0O, x 5 H,0 0,025g bidest. H,O ad 1000 ml
in 1000 ml 0,01 N HCl Iésen

Medium Medium

NaNO, 0,3 -30 mM NaNO, 0,3 -30 mM
Spurenelemente 1,0 ml Spurenelemente 1,0 ml
Stammlésung 100 ml Stammldsung 100 ml
bidest. H,O 900 ml 70 % Seewasser 900 ml

pH 8,6 mit KOH einstellen

pH 6,5 — 7 mit HCI einstellen

Beim Seewasser fur das Medium der marinen Organismen handelt es sich um

gefiltertes Nord- bzw. Ostseewasser, welches mit 30 % bidest. H,O versetzt

wurde. Die Nitritkonzentration der Kulturen wurde regelmaRig gepruft. Die
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Bestimmung des Nitritverbrauches in den einzelnen Kulturen erfolgte mit Hilfe
eines Tupfeltests (SCHMIDT und BELSER, 1982). Durch die individuelle Zugabe von
steriler Nitritldsung (2,5 molare NaNO»-Lésung) wurde die Ausgangskonzentration
wieder eingestellt. Nach mehrwochiger Inkubation der Anreicherungen und der
Dauer-Kulturen sind diese auf frisches Medium Uberimpft worden. Die
Inkubationstemperaturen variierten von 10°C bis 46°C, die Nitritkonzentrationen

lagen zwischen 0,3 und 30 mM.
2.2 Fettsaureanalysen
2.2.1 Gesamtzell-Fettsaurepraparation der Reinkulturen und Anreicherungen

Far Analysen der Gesamtzell-Fettsauren aus Reinkulturen und Anreicherungen
wurde das Zellmaterial fur mehrere Wochen in 3 | bzw. 5 | Kolben mit 1,5 | bzw. 4 |
Mineralmedium inkubiert und regelmafig mit Nitrit versorgt. Nach der Inkubation
erfolgte das Ernten durch Zentrifugation. Zellen terrestrischen Ursprungs sind mit
0,9 % NaCl-L6ésung, Zellen marinen Ursprungs mit 2 % NaCl-Losung gewaschen
worden. Die Zellen wurden bis zur Fettsdure-Praparation bei -20°C gelagert
(SPIECK et al. 2006). Zellen der Anreicherung ,EP_NL" wurden direkt aus dem
Bioreaktor entnommen und lyophilisiert, fur diese Fettsaure-Praparation sind die
gefriergetrockneten Zellen eingesetzt worden. Die Fettsdureanalyse der
Gesamtzell-Fettsauren erfolgt Uber eine Verseifung und saure Methylierung zu
Fettsauremethylestern (FAMEs). Die Praparation und Extraktion dieser FAMEs
wurde nach SASSER (1990) durchgeflhrt. Die Extrakte sind am GC-FID analysiert
worden und die Identifizierung der Fettsauren erfolgte mit Hilfe des GC-MSD
(siehe 2.2.2.3). Die Auftrennung und ldentifizierung wurden, wie bei LIPSKI und
ALTENDORF (1997) und Lipski et al. (2001) beschrieben, durchgefihrt (siehe hierzu
auch 2.2.2.4.1).

Far die Probe ,EP_NL® ist eine DMDS-Derivatisierung zur Bestimmung der
Position von einfach ungesattigten Fettsauren, wie bei NicHoLs et al. (1986)
beschrieben, durchgefuhrt worden. Die Analyse der derivatisierten FAMEs erfolgte
mit Hilfe des GC-MSD (siehe 2.2.2.3).
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2.2.2 Markierungsexperimente von Biofiltermaterial uber FAME-SIP
2.2.2.1 Inkubationsbedingungen der Biofilterproben

Die Inkubation des Probenmaterials aus den Biofiltern wurde in einem gasdichten
500 ml Kolben, mit einer Teflondichtung und Septum im Schraubdeckelverschluss,
durchgefuhrt. Hierzu ist das Probenmaterial mit markiertem Bicarbonat
(NaH'™COs, Endkonzentration 20 mM (Cambridge Isotope Laboratories Inc.
(USA))) versetzt und unter unterschiedlichen Temperaturbedingungen und
Nitritkonzentrationen inkubiert worden. Der Nitritverbrauch wurde mit Hilfe des
Tupfeltests bestimmt (SCHMIDT und BELSER, 1982). Hierzu erfolgte die Entnahme
von Proben Uber das Septum mit einer Einmalspritze. Bei Bedarf wurde die
Ausgangskonzentration mit steriler Nitritldsung (2,5 molare NaNO,-Lésung),
welche ebenfalls Uber das Septum verabreicht worden ist, wieder eingestellt. Des
Weiteren wurden Gasmessungen durchgefuhrt, um den Sauerstoffgehalt in den
gasdichten Systemen Uberprifen zu konnen. Hierzu erfolgte die regelmaRige
Bestimmung der Sauerstoffkonzentration in der Gasphase der Kolben. 10 ul
Gasprobe ist jeweils mit einer gasdichten Spritze, Uber das Septum entnommen
worden und mittels GS-MSD (siehe 2.2.2.3) analysiert. Die markierten Proben
wurden bei einem Sauerstoffgehalt von ca. 5 % geerntet.

2.2.2.1.1 Inkubationsbedingungen der Proben aus dem Klarwerkverbund Hamburg

Die Analysen der Belebtschlammproben aus Dradenau (Klarwerkverbund
Hamburg) fanden mit Proben vom Sommer 2008 bis Sommer 2009 statt. Flr die
Experimente sind jeweils mit 100 ml Probenmaterial aus Belebtschlamm
eingesetzt worden. Die Inkubationen erfolgten bei Temperaturen von 4°C — 32°C,
mit Nitritkonzentrationen von 0,3 mM, 3 mM und 30 mM. Die nach den
Sauerstoffkonzentrationen gerichteten Inkubationszeiten lagen zwischen 19 und
60 Tagen. Fur die Lipidextraktion wurden 40 ml markierter Belebtschlamm durch
Zentrifugation (10.000 x g; 20 min) von der wassrigen Phase getrennt. Das
Schlammmaterial des Ruckstandes ist in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen mit
Teflondichtung im Schraubdeckelverschluss Uberfuhrt und in die Lipidextraktion

eingesetzt worden (siehe 2.2.2.2).
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2.2.2.1.2 Inkubationsbedingungen der Proben aus marinen Aquakulturanlagen

Far die Markierungsexperimente der marinen Aquakulturanlagen wurden jeweils
100 ml Mineralmedium mit 100 Fullkérpern versetzt und diese bei
unterschiedlichen Temperaturen sowie Nitritkonzentrationen inkubiert. Fur die
Proben aus Bisum ist das marine Mineralmedium mit 70 % gefiltertem
Nordseewasser angewendet worden, die Proben aus Strande enthielten 70 %
gefiltertes Ostseewasser. Die Inkubationszeiten richteten sich nach dem jeweiligen

Sauerstoffgehalt in den Kolben und lagen zwischen 27 und 55 Tagen.

FUr den Versuchsansatz aus der Anlage Bisum erfolgte die Inkubation mit
Fallkorper-Material aus Modul |l. Hierzu wurden die Fullkorper mit jeweils 100 ml
marinem Mineralmedium, sowie mit terrestrischem Mineralmedium versetzt. Die
Inkubation ist bei einer Nitritkonzentration von 3 mM mit einer Temperatur von
17°C durchgefuhrt worden.

FUr den ersten Versuchsansatz der Anlage in Strande wurde Fullmaterial aus den
Biofiltersystemen ,Shrimp (gemischte FK)“, ,Barramundi (weiRe FK)* und
,Barramundi (schwarze FK)“ entnommen und in marinem Mineralmedium mit
3 mM Nitrit bei 26°C inkubiert.

Im zweiten Versuchsansatz der Anlage Strande sind die Fullkorper ebenfalls aus
den Biofiltersystemen ,Shrimp (gemischte FK)“, ,Barramundi (weile FK)“ und
,Barramundi (schwarze FK)“ entnommen worden. Die Inkubation erfolgte in einem
marinen Mineralmedium mit Konzentrationen von 0,3 mM, 3 mM und 10 mM Nitrit,

bei Temperaturen von 17°C und 28°C.

FUr die Lipidextraktion sind die Fullkorper mit dem Medium in 500 ml
Schottflaschen gegeben und mit ca. 20 g Glasperlen (2 mm) versetzt worden. Das
Biofiltermaterial wurde Uber Nacht im Horizontalschittler (400 rpm) von den
Fullkérpern getrennt. 40 ml der Biofiltermaterialsuspension sind zentrifugiert
(10.000 x g, 20 min) und der wéassrige Uberstand verworfen worden. Das
Biofiltermaterial wurde in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen mit Schraubdeckel und

Teflondichtung Uberfuhrt und in die Lipidextraktion (siehe 2.2.2.2) eingesetzt.
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2.2.2.2 Extraktion der Phospholipidfettsauren aus Biofiltermaterial

Das erhaltene Biofiltermaterial ist mit 6 ml 50 mM Phosphatpuffer (8,7 g K;HPOu4/I,
pH 7,4), 18 ml Methanol und 7,5 ml Chloroform versetzt worden. Nach der
2-stiindigen Extraktion im Uber-Kopf-Schiittler erfolgte die Phasentrennung durch
die Zugabe von 7,5 ml Chloroform und 7,5 ml H,O (bidest.), welche durch einen
Zentrifugationsschritt (1000 x g, 5 min) beschleunigt wurde. Die Chloroformphase
ist abgenommen, mit NaSO,4 getrocknet und im Rotationsverdampfer auf 1 ml
eingeengt worden. Die Trennung der neutralen, Glyco- und Phospholipide erfolgte
liber Silicagelsdulen (0,5 g Sorbent und 10 ml Reservoir (Isolute®, Biotage,
Schweden)). Die Proben wurden auf die mit Chloroform konditionierten Saulen
aufgetragen. Anschlieend fand die Elution von neutralen Lipiden mit 2 ml
Chloroform, von Glyolipiden mit 10 ml Aceton und von Phospholipide mit 10 ml
Methanol statt. Die Phospholipidfraktion ist im Rotationsverdampfer bis zur
Trockene eingeengt und die erhaltenen Lipide in 1 ml Methanol/Toluol (1:1; v/v)
gelést worden. Die Umsetzung der Phospholipidfettsauren (PLFA) zu FAMEs
(Fettsauremethylester) erfolgte durch eine Inkubation fur 15 min bei 37°C nach der
Zugabe von 1 ml frischer 0,2 N methanolischer KOH (wasserfreies Methanol,
1,12 g/l KOH). AnschlieBend wurde, zur Neutralisation und Gewinnung der
FAMEs, 1,9 ml Hexan, 0,3 ml 1 M Essigsaure, 2 ml H,O (bidest.) zugefugt.
Zusatzlich sind 100 pl eines internen Fettsduremethylester-Standards (0,005 %
19:0 Methylester in Hexan; entspricht einer Menge von 5 pg 19:0 Methylester)
zugegeben worden. Nach 5 minitigem Mischen im Uber-Kopf-Schiittler erfolgte
eine Zentrifugation (1000 x g, 5 min) zur Unterstutzung der Phasentrennung. Die
obere Hexan-Phase, welche die FAMEs enthalt, wurde abgenommen und mittels
N2 auf ca. 10 — 50 pl eingeengt, in ein GC-Vial Uberflhrt und bis zur Analyse am
GC/MSD (siehe 2.2.2.3) bei -20°C gelagert (PETERSEN et al., 1994).

2.2.2.3 Parameter der Gaschromatographen fur die Fettsaureanalysen

Die Gesamtzellfettsdure-Analysen sind am GC/FID und GC/MSD im Scan-Modus
zur ldentifizierung der FAMEs durchgefuhrt worden. Die Identifizierung der

markierten Fettsauren aus den Umweltproben fand am GC/MSD im Scan-Modus
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statt. Zusatzlich erfolgte die Analyse der FAMEs im SIM-Modus (siehe auch
2.2.2.4.2) zur Quantifizierung des Markierungsgrades.

Das Injektionsvolumen betrug 1 ul fir die Fettsdureanalysen und 10 ul Gas fur die

Gasanalysen.

Fur die Fettsdureanalysen wurde der Gaschromatograph GC 5890 Il Plus mit
einem massenselektivem Detektor MS 5972 (GC-MSD, Hewlett Packard,
Waldbronn) und einer 5 % Phenyl Methyl-Silicon Kapillarsaule (0,25 mm x 30 m)
verwendet. Als Tragergas diente Helium 5.0. Die Temperatur des GC/MSD
Injektors betrug 250°C, die Saule ist mit 5°C pro Minute von 120°C auf 240°C
erhitzt worden. Die Temperatur der Transferleitung vom GC zum MSD betrug
280°C. Die Anfangstemperatur des Ofens lag bei 120°C und die Erhdhung erfolgte
nach 30 Sekunden mit 5°C pro Minute auf 240°C. Diese Temperatur wurde fur
2 Minuten gehalten. Fur die DMDS-Derivatisierung ist die zu erreichende
Endtemperatur des Ofens auf 330°C eingestellt und die Transfer Line Temperatur
auf 300°C heraufgesetzt worden. Fur die Gasmessungen des Sauerstoffes in den
gasdichten Kolben betrug die Injektorblock-Temperatur 120°C, die Ofentemperatur
betrug 80°C und die GC/MSD Transfer Line Temperatur lag bei 280°C.

Der GC-FID (Gaschromatograph mit Flammenionisationsdetektor GC 6890
(Hewlett Packard, Waldbronn)) war mit einer 5 % Phenyl Methyl-Silicon
Kapillarsaule (0,25 mm x 30 m)) ausgestattet. Als Tragergas wurde Helium 5.0
eingesetzt, als Brenngas ist Wasserstoff 5.0 verwendet worden. Beim GC-FID
betrug die Injektorblocktemperatur 250°C. Die Anfangstemperatur des Ofens lag
bei 120°C und ist nach 30 Sekunden mit einer Geschwindigkeit von 5°C pro
Minute auf 240°C erhdht und flr 2 Minuten gehalten worden. Die Temperatur des
Detektors betrug 300°C.

2.2.2.4 Auswertungen der Fettsaureprofile
2.2.2.4 1 Identifizierung der FAMEs

Die Identifizierung der Fettsauren verlief Uber zwei Schritte. Zuerst wurde die

Peakbenennung der unbekannten Fettsdauren auf der Grundlage der
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Retentionszeit des verwendeten Fettsaurestandards (Produkt Nr.: 19298-60500;
Agilent, Waldbronn) vorgenommen. Hierzu erfolgte die Berechnung der
ECL-Werte (Equivalent Chain Length, Berechnung Gleichung 1). Diese ergibt sich
aus der Retentionszeit (Ri) der unbekannten Fettsaure (x) im Verhaltnis zu den
bekannten Retentionszeiten der in dem verwendeten Standard enthaltenen
unverzweigten gesattigten Fettsauren (Ry und Ryn+r)). Wobei Ry, die
Retentionszeit der gesattigten Fettsaure vorangehend von x und Ryn+1) die
Retentionszeit der gesattigten Fettsaure nachfolgend von x beschreibt. Durch n
wird die Kettenlange der Fettsaure des Standards, welche vor x detektiert wurde,
beschrieben. Die ermittelten ECL-Werte der Peaks aus der zu bestimmenden
Probe werden den identifizierten Fettsduren mit einer Abweichungstoleranz von
0,02 ECL-Einheiten zugeordnet (SASSER, 1990).

R,-R
ECLy = & ——g— *n

t(n+1) ~ Rtn

Gl. 1

Im zweiten Schritt wird diese Identifizierung der FAMEs anhand der
Massenspektren mit dem Programm Enhanced Data Analysis (©Agilent
Technologies MSD ChemStation) Uberpruft. Dieses Programm zieht zur
Identifizierung der Fettsduren, Massenspekiren aus einer laborinternen
Vergleichsbibliothek heran. Die Analyse der Fettsauren am GC/FID erfolgte
anhand der Retentionszeiten des Standards, analog zu der Auswertung der Daten
des GC/MSD.

2.2.2.4.2 Berechnung der "*C-Inkorporation in Fettsauren

Die Berechnung des Markierungsgrades beruht auf der Quantifizierung der
Markierung fur jede Fettsdaure anhand des terminalen Cs-Fragmentes. Hier gilt ein
Fettsduremolekiil als markiert, wenn mindestens ein *C-Atom im terminalen
Cs-Fragment eingebaut wurde. Wahrend der lonisierung im MSD wird ein
Cs-Fragment vom Methylende des Molekularions abgespalten und gemessen,
wodurch eine Quantifizierung durchgefuhrt werden kann. Grundlage fur die
Quantifizierung sind das Basision m/z 43 mit den Isotopomeren mit m/z 44, 45 und

46. Dies sind Cs-Fragmente mit einem, zwei oder drei eingebauten '*C-Atomen.
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Die Analyse der lonen erfolgte im SIM-Modus (Selected-lon-Monitoring), hierbei
wird eine maximale Detektorempfindlichkeit und die ausschlielliche Detektion der
lonen 43-46 erreicht (Berechnung siehe Gleichung 2) (KNIEF et al., 2003).

46
Z [(A| ) korr ]i
M= =44 x 100
A
G Gl. 2

wobei:
f [(A)kor ], _ Summe der Abundanzen der Isotopomere mit den Massen
i=44 ' " m/z 44, 45 und 46, die auf markierte Fettsduren zuriickgehen

A _ Summe der Abundanzen von dem Basision (m/z 43) und den
G Isotopomeren (m/z 44-46)

Bei der Berechnung des Prozentsatzes markierter Fettsduren muss berlcksichtigt
werden, dass stabile Isotope wie "*C auch natirlicherweise in allen organischen
Verbindungen vorkommen. Um eine genaue Berechnung gewahrleisten zu
konnen wurden daher fur jede Fettsaure Korrekturfaktoren der naturlichen
Abundanz aus den jeweiligen Originalproben bestimmt und diese von den

markierten lonen abgezogen.

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde eine Varianzanalyse durchgefuhrt.
Diese basierte auf einer einseitigen Student-f-Verteilung, welche zur
Differenzierung unmarkierter und markierter Fettsauren herangezogen wird. Da es
sich bei der Markierung von Fettsduren ausschlielBlich um positive
Markierungsgrade handeln kann, wurden die Kalkulationen mit dem einseitigen
Test zur Berechnung der Wahrscheinlichkeit p durchgefuhrt. Die Signifikanz eines
Markierungsgrades beruht auf Werte, welche mit einer Wahrscheinlichkeit von
uber 90 % (p < 0,1) auf die Markierung einer Fettsdure hinweisen. Diese
Schwellenwerte wurden fur die Umwelthabitate einzeln bestimmt. Des Weiteren
werden fur besonders herauszustellende Markierungsgrade einzelner Fettsauren

die p-Werte im Ergebnisteil angegeben (Berechnung siehe Anhang 7.3).
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2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Entwicklung von Primern und Sonden

Far die Primerentwicklung wurden verfugbare Nitrospira-ahnliche 16S rRNA
Sequenzen aus den online Datenbanken RDP Il (MAIDAK et al. 2001) und NCBI
(ALTscHUL et al. 1990) entnommen und der 16S rRNA-Datenbank von ARB
(ssu_jan04.corr_opt.arb (http//www.arb-home.de)) zugefugt. Die neu importierten
Sequenzen sind mit dem FastAligner-Tool von ARB mit den vorhandenen
Sequenzen aligned und die erhaltenen Ergebnisse manuell Uberpruft und

gegebenenfalls korrigiert worden.

Die in dieser Arbeit neu ermittelten Sequenzen wurden Uber die maximum
parsimony-Methode in den phylogenetischen Stammbaum der Datenbank von
ARB (ssu_jan04.corr_opt.arb) eingerechnet. Das maximum parsimony-Verfahren
folgt dem Prinzip, dass die kleinste Anzahl an Merkmalsubereinstimmungen als
optimal gilt. Bei diesem Verfahren werden nach Baum-Topologien gesucht, welche
eine mdoglichst minimale Gesamt-Baum-Lange aufweisen und eine modglichst
geringe Anzahl an Mutationen voraussetzen. Die Entwicklung der spezifischen
Primer erfolgte ausgehend von der 16S rRNA-Datenbank mit dem PROBE-
DESIGN Tool von ARB (STRUNK et al., 1998; LubwIG et al. 2004). Die Spezifitat
der Primer ist mit den online Datenbanken RDP Il mit der Probe Match Funktion
(Ribosomal Database Project, MAIDAK et al. 2001; Stand August 2007) und der
BLAST (Basic local alignment search tool) Funktion von NCBI (National Center for
Biotechnology Information; ALTSCHUL et al. 1990; Stand August 2007) Uberpruft
worden. Fur das Primer-Design wurde das Nitrospira-Cluster (Abb. 6) in drei
Untercluster eingeteilt, in die Untercluster Moscoviensis-Cluster, Defluvii-Cluster
und Marina-Cluster. Die gebildeten Untercluster sind nach Organismen der
Gattung Nitrospira benannt worden, welche sich in dem jeweiligen Cluster

befinden.

Die Entwicklung der Sonden erfolgte nach Sequenzanalysen ausgewahlter Proben
der Belebtschlamm-Analysen. Die Informationen aus den Sequenzanalysen
wurden als Basis fur die Positionierung der Oligonukleotidsonden verwendet.
Hierzu ist die Match Probe Funktion von ARB (STRUNK et al., 1998 und LuUbwIG et
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al. 2004) herangezogen worden. Die Sonden wurden analog zu den Primern flr
die 16S rRNA Sequenzanalysen mit den online Datenbanken RDP |l (Ribosomal
Database Project, MAIDAK et al. 2001; Stand Mai 2010) und der BLAST (Basic
local alignment search tool) Funktion von NCBI (National Center for

Biotechnology Information; ALTSCHUL et al. 1990; Stand Mai 2010) Uberpruft.

Moscoviensis-Cluster

uncultured Nitrospira (AB113621)
uncultured Nitrospira (AB176700)

Defluvii-Cluster

uncultured Nitrospira (AY921873)
uncultured bacterium (DQ202194)

uncultured bacterium (EF594049)
uncultured Nitrospira (AB113596)

uncultured Nitrospira (EF434841)
- uncultured bacterium (AY269904)
- uncultured bacterium (AM158408)

uncultured bacteria

L uncultured bacterium (DQ499318)

. uncultured bacterium (AY532586)

L uncultured bacterium (AY048959)

| Candidatus Nitrospira bockiana (EU0848959)

L uncultured bacterium (AJ421201) . .
uncultured Nitrospira (AB113588) Nitrospira-Cluster

uncultured Nitrospira (B113591)
uncultured bacterium (DQ791372)

uncultured soil bacterium (AF128670)
uncultured Nitrospira (EF018873)

uncultured bacterium (DQ499282)

ﬁ uncultured bacterium (DQ499319)
uncultured bacterium (DQ664174)

~ uncultured bacterium (AF421207)

— uncultured bacterium (AY627547)

— uncultured bacterium (EF208647)

V uncultured bacteria
uncultured bacterium (AJ966604)

uncultured bacteria
uncultured bacterium (AY627515)

uncultured soil bacterium (DQ128338)

M Marina-Cluster

L{"d uncultured bacteria
uncultured Nitrospira (AY225654)
uncultured Nitrospira (EF019030)

Abbildung 6: Das Nitrospira-Cluster, welches als Grundlage fiir die Primerentwicklung diente.
Ausschnitt aus dem phylogenetischen Stammbaum (Zahlen innerhalb der Cluster-Abzweigungen
geben die Anzahl der Sequenzen an; Accession Nummern sind in Klammern hinter der jeweiligen

Sequenz angegeben).
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Die in der vorliegenden Studie entwickelten Primer fur die 16S rRNA
Sequenzanalysen sind in Tabelle 5 aufgefuhrt. Informationen zu den
Oligonukleotidsonden fur die Fluoreszenz in situ Hybridisierung befinden sich in
Tabelle 7. Die Synthese der Primer und Sonden wurde von der Firma VBC

Biotech Service GmbH (Osterreich) vorgenommen.
2.3.2 DNA-Extraktion und Amplifikation der 16S rRNA

Fir die DNA-Extraktion der Isolate sind aus Flussigkulturen 2 ml Kultur
zentrifugiert (12.000 x g, 10 min), der Uberstand verworfen und dieser Schritt
7 — 10 Mal wiederholt worden, bis sich ein ca. Stecknadel gro3es Pellet gebildet
hatte. Die Extraktion erfolgte unter Verwendung des Qiagen DNeasy® Tissue kits
(Qiagen, Hilden) nach Herstellervorschrift. Das Zellmaterial der Gram-negativen
Bakterien wurde in 180 pl Puffer ATL resuspendiert. Nach der Zugabe von 25 pl
Proteinase K erfolgte ein Inkubationsschritt bei 55°C Uber Nacht, bis zur
vollstandigen Lyse der Zellen. Nach der Zugabe von 200 pl Puffer AL wurde die
genomische DNA mit Hilfe von Silica-Gel-Minisaulen aufgereinigt. Das selektive
Binden der DNA an die Membran der Minisdulen ermdglicht die Reinigung der
Probe von Zellartefakten durch verschiedene Puffer des Extraktionskits. In einem
letzten Schritt erfolgte die Elution der DNA von den Saulen durch die Zugabe von
Elutionspuffer. Die Lagerung der DNA-Proben fand bei -20°C statt.

Fir die Isolierung der DNA aus den Umweltproben sind Proben von
Belebtschlamm und Biofiltermaterial aus den Aquakulturanlagen zentrifugiert
(12.000 x g, 10 min) worden, bis sich ein Pellet von ca. 0,02 — 0,1 g Nal3igewicht
ergab. Dieses wurde in die DNA-Extraktion mit dem PowerSoil™ DNA Isolations
Kit der Firma MoBio (USA) eingesetzt. Die Durchfuhrung erfolgte laut
Herstellerangaben. Bei dieser Extraktion handelt es sich um einen mechanischen
Aufschluss durch Microbeads, welche die Zellmembranen durch starkes Mischen
fur 10 min zerstoren. Durch Lysozym konnen die Zellwande der Zellen zusatzlich
destabilisiert werden. Die Proteine werden ausgefallt und auf eine Filtereinheit mit
Silica Membran gegeben. Die DNA bindet an die Membran und wird nachfolgend
mit Ethanol gereinigt. Im letzten Schritt erfolgt die Trennung der DNA von der

Membran Uber einen Elutionspuffer und die Lagerung bei -20°C.
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Die Amplifikation der 16S rRNA wurde Uber die Polymerase Kettenreaktion (PCR)
durchgefuhrt. Die verwendeten Primer sowie die Zielorganismen sind in Tabelle 5

aufgefuhrt.

Tabelle 5: Liste der Primer. Angegeben sind die Sequenzinformationen, die Zielorganismen, die
Position und die Referenz der jeweiligen Primer.

Name Sequenz 5’- 3’ Zielorganismen  Position® Referenz
Jur8F AGAGTTTGATYMTGGCTCAG?® Bacteria 8 Juretschko
et al. (1998)
Jur1529R CAKAAAGGAGGTGATCC? Bacteria 1545 Juretschko
et al. (1998)
NS663F° AGAGGAGCGCGGAATTCC Nitrospira 663 Daims et al.
(2001)
NS1470R CCCAATCATCGGTCATAC Nitrospira 1470 diese Studie
(Moscoviensis-
Cluster®)
NS1111R AGCAACTGAAAGCAGGGG Nitrospira 1111 diese Studie

(Defluvii-Cluster®)

NS1036R GCAGCACCTGAGCTCGCT Nitrospira 1036 diese Studie
(Marina-Cluster®)

@ Austauschbasen: M (A/C) Y (C/T) K (G/T)

® Modifiziert von der Sonde: S-G-Ntspa-0662-a-A-18
¢ Cluster siehe Abb. 6

d Positionsangaben nach E. coli (BRoslIus et al., 1978)

Es handelt sich um F (forward) und R (reverse) Primer. Das Gemisch flr eine
PCR setzte sich pro Reaktionsansatz aus folgenden Komponenten zusammen.
10 pl 10x Puffer (Biotherm™, Genecraft®, KéIn), 2 pl dNTPs (0,2 mM Endkonz. pro
Nucleotid; Bioline, UK), 3 pl MgCl, (1,5 mM Endkonz. (Biotherm™, Genecraft®,
Kdln)), 1,5 yl BSA (Bovine Serum Albumin (10 mg/ml); Promega, USA) 1 ul
forward Primer (0,5 pl (Endkonz. 8 pmol) (VBC Biotech, Osterreich)), 1 pl reverse
Primer (0,5 pl (Endkonz. 8 pmol) (VBC Biotech, Osterreich)), 0,5 ul Tag-Polymerse
(1U, Biotherm™, Genecraft®, KéIn), 2 ul DNA-Template (ca. 15-20 ng DNA). Die
Ansatze wurden mit hochreinem Wasser (HPLC-Grade, steril filtriert, autoklaviert)
auf ein Gesamtvolumen von 100 pl aufgefullt. Die PCR erfolgte mittels eines
Gradientencyclers der Firma Eppendorf (Mastercycler® ep gradient; Eppendorf,

Hamburg). Die verschiedenen PCR-Programme umfassten 30 Zyklen in zwei
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Schritten. Der erste Schritt enthielt 10 Zyklen und der zweite Schritt beinhaltete
20 Zyklen (Tab. 6).

Die Hybridisierungstemperaturen der einzelnen Primer sind Uber die empirische
2+4-Regel (2°C pro AT, 4°C pro GC) ermittelt worden. In einer Gradienten-PCR,
mit jeweils 12 Ansatzen pro Primerpaar, wurde ein Temperaturgradient im Bereich
der berechneten Hybridisierungstemperaturen der Primer durchgefihrt und somit

die optimalen Temperaturen fur die einzelnen Primerpaare bestimmt (Abb. 7).

Gradienten-PCR mit Gradienten-PCR mit
Primer NS663F und Jur1529R Primer Jur8F und NS1111R
(Testorganismus: Ns. moscoviensis) (Testorganismus:
- Candidatus Ns. defluvii)

- oh op = ah aw =

. Gradienten-PCR mit
Primer Jur8F und NS1036R

- = W .. L : ' (Testorganismus: Ns. marina)

- mameess
- e - -
Gradienten-PCR mit i
Primer Jur8F und NS1470R
(Testorganismus Ns. moscoviensis)

Abbildung 7: Gradienten PCR der entwickelten Primer mit Testorganismen (Nitrospira
moscoviensis M-1; Nitrospira marina Nb-205; Candidatus Nitrospira defluvii) (Standard:
HyperLadder™ I (200 bis 10000bp (Bioline, UK))).

Die errechneten Hybridisierungstemperaturen fir die in dieser Studie verwendeten
Primer lagen zwischen 51°C und 60°C. Fur die Gradienten-PCR der Primerpaare
NS663F/Jur1529R und Jur8F/NS1470 wurde ein Temperaturgradient von 48°C —
68°C im ersten Schritt und 44°C — 64°C im zweiten Schritt genutzt. Als
Testorganismus diente Nitrospira moscoviensis M-1. Fur die Primerkombinationen
Jur8F/NS1111R und Jur8F/NS1036R sind Temperaturen von 55°C — 70°C im
ersten Schritt und 45 — 60°C im zweiten Schritt angewandt worden. Als
Testorganismen dienten hier Candidatus Nitrospira defluvii fur das Primerpaar
Jur8F/NS1111R  und  Nitrospira marina Nb-295 flir das Primerpaar
Jur8F/NS1036R. Die optimalen Temperatur-Programme fur die Amplifikation sind
in Tabelle 6 dargestellt. Fur die Primer-Paare Jur8F/NS1111R und
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Jur8F/NS1036R wurden optimale Temperaturen von 55°C im ersten Schritt und
45°C im zweiten Schritt ermittelt. Fur die Primerpaare Jur8F/NS1470R und
NS663F/Jur1529R konnten optimale Temperaturen von 56°C fur den ersten

Schritt und 52°C im zweiten Schritt festgelegt werden.

Die Spezifitat der verwendeten Primerpaare fir den Zielorganismus Nitrospira sind
mit verschiedenen Bakterienisolaten, welche aus Bodenproben der Arktis isoliert
wurden (BRUNS, 2007), bestatigt worden. Die verwendeten Organismen gehdren

zu den Gattungen Pseudomonas, Pedobacter und Subtercola.

Tabelle 6: Parameter fir die Amplifikation der 16S rRNA mit nachfolgenden Primerpaaren

Primer-Paar Jur8F/NS1111R (Defluvii-Cluster) | Primer-Paar Jur8F/NS1470R (Moscoviensis-Cluster)
Primer-Paar Jur8F/NS1036R (Marina-Cluster) Primer-Paar NS663F/Jur1529R (Nitrospira)
Temp. (°C) Zeit (s) Zyklen (n) Temp. (°C) Zeit (s) Zyklen (n)
95 120 1 95 120 1
95 60 95 60
55 60 10 56 60 10
72 90 72 90
95 60 95 60
45 60 20 52 60 20
72 90 72 90
72 300 72 300
4 halten 4 halten

Die Aufreinigung aller Amplifikate erfolgte durch das Qiaquick® PCR Purification
Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben.

Einige DNA-Extrakte aus den Umweltproben konnten nicht direkt mit den
spezifischen Primersystemen amplifiziert werden. Wenn nach der DNA-Extraktion
kein Produkt mit den spezifischen Primern erhaltlich war, sind die DNA-Extrakte
erst mit den Bacteria-Primern GM3F (5-AGAGTTTGATCMTGGC-3’) und GM4R
(5-TACCTTGTTACGACTT-3’) (MuYyzer et al.,, 1993) amplifiziert worden. Das

Programm bestand aus 30 Zyklen, mit den Hybridisierungstemperaturen von 49°C
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im ersten Schritt und 44°C im zweiten Schritt. Dieses Produkt wurde mit dem
Qiaquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und in einer weiteren

Amplifikation mit dem spezifischen Primersystem eingesetzt.

Zur Uberpriifung der DNA-Extraktionen und der Amplifikationen wurden 2 pl DNA-
Extrakt bzw. PCR-Produkt mit 1 pl Gelladepuffer (15 % Ficoll (Typ 400) Polymer;
0,25 % Bromphenolblau; 0,25 % Xylene cyanol FF) gemischt und auf ein
Agarosegel aufgetragen. Der Gelladepuffer diente zum Anfarben und Beschweren
der Probe, um ein Ausdiffundieren aus den Geltaschen zu verhindern. Zusatzlich
werden 3 ul Standard (Hyper Ladder 1, Bioline, Luckenwalde) auf das Gel
aufgetragen. Der Standard diente zur Quantifizierung und Langenbestimmung der
aufgetrennten Fragmente. Fur die Auftrennung der PCR-Produkte ist ein 1 %-iges
Agarosegel (1 g Agarose (Invitrogen, USA)) auf 100 ml 1 x TAE-Puffer), welches
in 1 x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) vorlag, verwendet worden. Nach einer
Laufzeit von 40 min bei einer Spannung von 70 V fand das Farben des Gels in
einem Homidiumbromidbad (1 ug/ml) fur 30 min statt. Anschlieend wurde das
Gel fir 30 Minuten im Wasserbad entfarbt und auf einem UV-Transilluminator

(Biometra, Gottingen) dokumentiert.
2.3.3 Analysen der Umweltproben uber Klonierung

Die Klonierung der Umweltproben erfolgte mit dem pGEM®-T Vector System von
Promega (USA).

Fir die Ligation wurden 5 ul 2 x Rapid Ligation Puffer (Promega, USA), 1 ul T4
DNA-Ligase (3U) (Promega, USA), 1 yl pGEM-T Vector (Promega, USA) und 3 pl
PCR-Produkt gemischt und 1 Stunde bei 24°C inkubiert. Anschlie3end erfolgte die
Ligationsreaktion bei 4°C Gber Nacht. Nach der Inkubation ist der Ligationsansatz
zentrifugiert (10.000 x g, 10 min) und 2 pl des Uberstandes fiir die Transformation
in 50 pl kompetente Zellen Escherichia coli JM109 (Promega, USA) eingesetzt
worden. Dieser Ansatz wurde 20 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock fand bei
42°C fur 50 s im Wasserbad statt. Nach einer weiteren Inkubation auf Eis fur 2 min
sind 950 yl SOC Medium (20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 2,5 ml 1 M
KCL; ad. 1000 ml bidest. H2O; pH 7,0; sterile Supplemente (10 ml 1 M MgCI2 und
20 ml 1 M Glukose)) zu dem Gemisch gegeben worden. Dieses Gemisch wurde
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fur 1,5 h unter leichtem Schutteln bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation ist die
Probe zentrifugiert (1.000 x g, 10 min) und 600 ul Uberstand verworfen worden.
Das Pellet wurde im verbleibenden Uberstand resuspendiert und auf die
vorbereiteten Platten ausplattiert. Die Platten mit LB-Medium und Ampicillin (10 g
Trypton, 5 g Hefeextrakt 10 g NaCl, 15 g Agar; ad. 1000 ml bidest. H;0O;
pH 7 — 7,5; (nach dem autoklavieren steril 2,5 ml Ampicillin (20 mg/ml) zuftigen))
sind mit 100 ul IPTG (Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid, 100 mM) und 50 pl
X-Gal (20 mg/ml) versetzt worden. Es folgte eine Inkubation bei 37°C Uber Nacht.
Fir die Blau-Weil3-Selektion der Klone erfolgte ein Inkubationsschritt der Platten
fur 1 h bei 6°C, dies verstarkte die Blaufarbung. Weilte Kolonien wurden gepickt
und auf neue Platten mit LB-Medium ausgestrichen. Es folgte eine weitere
Inkubation Uber Nacht bei 37°C. Fur die DNA-Extraktion der Klone sind diese in 50
Ml hochreinem Wasser (HPLC-Grade) uberfuhrt und fur 10 min bei 95°C bis zur
Zelllyse aufgeschlossen worden. Es folgte ein Zentrifugationsschritt (12.000 x g,
10 min). Die DNA befand sich im Uberstand, diese wurde bis bei -20°C gelagert.

Die Amplifikation der Klone erfolgte mit dem Primerpaar M13F/R
(M13F 5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3/ M13R 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
(MESSING, 1983)).

2.3.4 Identifizierung Uber Sequenzierung und Sequenzanalysen

Die PCR-Produkte sind mit dem unter Tabelle 5 aufgefihrten Primern gemischt
und durch einen externen Dienstleister (SEQLAB, Goéttingen) sequenziert worden.
Die Sequenz-Chromatogramme wurden manuell, mit dem Programm Chromas
LITE Version 2.01 (http\\www.technelysium.com.au) Uberpruft und ggf. manuell
editiert. AnschlieRend sind die Sequenzen mit Hilfe der online Datenbanken
RDP Il durch die Segmatch Funktion (Ribosomal Database Project, MAIDAK et al.,
2001) und mit der NCBI-BLAST Funktion (Basic local alignment search tool,
Altschul et al., 1990) Uberprift worden. Das Alignment der Sequenzen und die
Konstruktion des phylogenetischen Stammbaumes wurden mit dem Programm
MEGA 4 (TAMURA et al., 2007) mittels ,Neighbor-Joining“-Analyse (SAIToU et al.,
1987) durchgefuhrt. Im ,Bootstrap“-Verfahren konnten, durch wiederholte
Berechnung (1000 x) der Baumtopologien mit dem ,Neighbor-Joining“-Verfahren,
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Werte fur die statistische Signifikanz ermittelt werden. Dabei wird von dem
genutzten Programm jeweils eine zufallige Auswahl von Daten aus der gegebenen
Datenmenge getroffen. In den resultierenden Pseudostichproben sind Teile des
Alignments mehrfach und andere gar nicht vertreten. ,Bootstrap“-Werte gaben
Auskunft Uber die statistische Signifikanz, also in wie viel Prozent der
Pseudotrichproben-Baume eine bestimmte Verzweigung aufgetreten ist. Mogliche
Sequenzanomalien, wie z.B. DNA-Chimaren, sind unter Verwendung des
Programms Pintail (ASHELFORD et al., 2005) ausgeschlossen worden. Als
Referenzen, fur die 16S rRNA Sequenzanalysen aus den Umweltproben, dienten
die 16S rRNA Sequenzen von Nitrospira marina (Acc. Nr. X82559) und
Candidatus Nitrospira defluvii (Acc. Nr. DQ059545). Identifizierte DNA-Chimaren

wurden in den weiteren Analysen nicht weiter berlcksichtigt.
2.3.5 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Fir die Proben aus Belebtschlamm ist die Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH), wie bei AMANN et al. (1990) beschrieben, durchgeflihrt worden. Hierzu
wurden Aliquots aus den Markierungsexperimenten des Belebtschlammes aus
dem Klarwerkverbund (Hamburg) verwendet. Es handelte sich um Proben vom
Juni 2008, Mai 2009 und August 2009, welche bei 17°C mit 0,3 mM Nitrit (siehe
2.2.2.1.1) inkubiert worden sind und um die Anreicherung ,Bs_17“ (Tab. 3) aus der
Markierung von Belebtschlamm. Des Weiteren ist eine Kultur von Candidatus
Nitrospira defluvii in die Hybridisierungsexperimente eingesetzt worden. Fur die
Hybridisierung wurden Oligonukleotidsonden verwendet, welche am 5’-Ende mit
dem Farbstoff Cy3 (Carboxymethylindocyanin-succinimidylester, SOUTHWICK et al.
1990) markiert waren. Die in dieser Studie verwendeten Sonden sind in Tabelle 7

aufgelistet.

Verwendet worden sind die fur Bacteria spezifische Sonde EUB338 (AMANN et al.,
1990) und die fur die Gattung Nitrospira spezifische Sonde S-G-Ntspa-0662-a-A-
18 (DAIvVS et al., 2001). Die Sonde NS177A wurde fur einen neuen Nitrospira aus
Belebtschlamm entwickelt (siehe 2.3.1). Der Einsatz der Sonde NS177A erfolgte
mit der Kompetitorsonde NS177B, die zu der Sequenz von Candidatus Nitrospira

defluvii (Acc. Nr. DQ059545) komplementar ist. Bei der Kompetitorsonde handelt
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es sich um ein nicht markiertes Oligonukleotid, welches die Position im bekannten
Organismus besetzten soll. Hierbei handelt sich um einen Sequenzunterschied
zwischen Zielsequenz und bekannter Sequenz von 1 bp. Um dennoch die richtige
Bindung der Sonde an die Zielsequenz gewahrleisten zu kdnnen, werden die
Sonden als Gemisch eingesetzt.

Tabelle 7: Liste der Sonden. Angegeben sind die Sequenzinformationen, die Zielorganismen, die
Position und die Referenz der Sonden.

Name Sequenz 5°- 3’ Ziel Position® Referenz
EUB338% GCTGCCTCCCGTAGGAGT Bacteria 338 AMANN et al.
(1990)
S-G-Ntspa- GGAATTCCGCGCTCCTCT Nitrospira 662 DAluS et al.
0662-a-A-18%° (2001)
NS177A% CCCGAAGATCCGGAGGCG Nitrospira 182 diese Studie
Kultur BS_17
NS177B° CCCGAAGATTCGGAGGCG Kompetitor- 182 diese Studie
Sonde fur
NS177A

@Markierung mit Farbstoff Cy3 (SouTHwICK et al. 1990)
® Formamidkonzentration von 35 %
¢ Positionsangaben nach E. coli (BRosIUs et al., 1978)

Die Fixierung der Zellen wurde mit einer Paraformaldehydldsung (PFA, 4 %)
durchgefuhrt. Fir 100 ml PFA-Lésung sind 4 g Paraformaldehyd in 60 ml bidest.
H>0 bei 60°C geldst worden. Nach der Zugabe von 20 yl NaOH (2M) wurden die
Reagenzien durchmischt, bis eine klare Losung entsteht. Darauf folgte die Zugabe
von 33 ml 3 x PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline; Stocklésung: Tab. 8).

Tabelle 8: 10 x PBS-Puffer

10 x PBS-Puffer

409 NaCl

19 KCI

729 Na,HPO, x 2H,0
19 KH,PO,

ad. 500 ml bidest. H,O, pH mit NaOH auf 7,2 einstellen

47



Material und Methoden

Die Einstellung des pH-Wertes der Fixierlosung auf 7,2 erfolgte mit HCI (1M). Die
so erhaltene LOsung ist sterilfiltriert und bei -20°C gelagert worden.

Zur Fixierung der Umweltproben wurden 2 ml Probe mit 6 ml PFA-Fixierldsung
versetzt. Die Inkubation dieses Gemisches erfolgte fir 2 Stunden im Uber-Kopf-
Schuttler bei Raumtemperatur. Darauf folgte eine Zentrifugation (12.000 x g,
10 min) und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet ist zwei Mal mit 2 ml
steriler 1 x PBS-Lésung gewaschen und der Ruckstand in 2 ml steriler

1 x PBS/Ethanol-Lésung (1:1 v/v) aufgenommen und bei -20 °C gelagert worden.

Die FISH-Analysen wurden mit Zellmaterial der Anreicherungskultur aus
Belebtschlamm (,BS_17% Tab. 3) durchgefuhrt. Diese Kultur bestand zum
Zeitpunkt der Untersuchungen seit zwei Jahren, welche drei Mal in frisches
Medium Uberfihrt worden war. Fur die Fixierung der Zellen wurden 12 ml aus der
Kultur entnommen und zentrifugiert (12.000 x g, 10 min). Aus der Kultur von
Candidatus Nitrospira defluvii sind 2 ml enthommen und zentrifugiert (12.000 x g,
10 min) worden. Die Aufnahme der Zellpellets aus der Anreicherung BS_17 und
von Candidatus Ns. defluvii erfolgte jeweils in 500 pl Ringerlésung. Dieses
Gemisch wurde mit 1,5 ml PFA-LOsung versetzt und 2 h bei Raumtemperatur im
Uber-Kopf-Schittler inkubiert. Darauf folgte die Zentrifugation (12.000 x g, 10
min). Das Pellet ist dann zwei Mal mit 2 ml steriler 1 x PBS-L6sung gewaschen
worden. Die Zellpellets wurden in steriler 200 ul 1xPBS/Ethanol-Lésung (1:1 v/v)
bei -20°C gelagert.

Die Objekttrager bestanden aus 8 Kavitaten (Thermo Scientific, USA). Die
einzelnen Trager sind in 1 %-iger HCI Loésung und mit 70 % Ethanol gewaschen
und bei Raumtemperatur getrocknet worden. Die Beschichtung der Objekttrager
erfolgte mit einer Gelatine-Losung (0,075 % Gelatine mit 0,01 % CrK(SO4), auf
70°C erhitzt).

Die Hybridisierung wurde auf den beschichteten Kavitaten der Objekttrager
vorgenommen. Diese sind mit jeweils 3 ul des fixierten Zellmaterials versehen und
bei Raumtemperatur getrocknet worden. Nachfolgend wurden die Zellen auf dem
Objekttrager fixiert, indem diese jeweils 3 min in 50 %, 80 % und
100 % Ethanol inkubiert und bei Raumtemperatur getrocknet worden sind. Vom
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Hybridisierungspuffer ist nun 8 ul (Formamidkonzentration 35 %: 360ul 5M NacCl,
40 pl 1M Tris-HCI, 700 pl Formamid (deionisiert), auffillen mit 2 ml hochreinem
Wasser (HPLC-Grade), mit 2 yl SDS (10 %) versetzen, sterilfiltrieren) auf jede
Kavitat pipettiert und mit 1 pl Sonde (50 ng/pl) gemischt worden. Die Objekttrager
wurden in einem verschlossenen 50 ml Rohrchen waagerecht fur 1,5 Stunden bei
46°C inkubiert. Die Rohrchen enthielten zusatzlich 4 ml Hybridisierungspuffer,

damit die Kavitaten auf den Objekttragern nicht austrocknen konnten.

Nach der Hybridisierung sind die Objekttrager mit ca. 4 ml Waschpuffer (1 ml 1M
Tris-HCI, 700 pl 5 M NaCl auf 50 ml auffullen mit hochreinem Wasser (HPLC-
Grade) und mit 50 pyl 10 % SDS versetzen, sterilfiltrieren) gewaschen worden.
Darauf folgend wurden die Objekttrager mit Waschpuffer Gberschichtet und fur 15
min bei 48°C inkubiert. Nach der Inkubation sind die Objekttrager bei
Raumtemperatur getrocknet und mit der Gegenfarbung mit DAPI (4’,6-diamidino-
2-phenylindol-dihydrochlorid) versehen worden. Jede Kavitat wurde mit 10 pl
(1 pg/ml) DAPI Uberschichtet und flr 10 min bei 4°C inkubiert. Das DAPI ist mit
sterilem hochreinem Wasser (HPLC-Grade) von den Kavitaten gewaschen und die

Objekttrager bei Raumtemperatur getrocknet worden.

Die Proben wurden mikroskopisch mit dem Axiovert 200 (Zeiss, Jena) mit dem
Objektiv C-Apochromat 63x/1,20 W Korr M27 (Zeiss, Jena) analysiert. Die
Dokumentation erfolgte mit der Kamera AxioCam MRC (Zeiss, Jena). Als Filter
wurde der FS28 von Zeiss verwendet, welcher gleichzeitig die Wellenlangen der
Flurochrome DAPI (Absorption 345 nm / Emission 455 nm) und Cy3 (Absorption
512/552 nm / Emission 565/615 nm) darstellen kann. Durch dieses Verfahren
kommt es bei einer Bindung von DAPI und der Cy3 markierten Sonde zu einer
Uberlagerung der blauen Fluoreszenz von DAPI und der roten Fluoreszenz von
Cy3, hieraus resultiert die Farbe Purpur, welches die Bindung beider Farbstoffe
anzeigt. Fur die Auswertung ist das Programm AxioVision (Zeiss, Jena) verwendet

worden.
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3. Ergebnisse

3.1 Gesamtzell-Fettsaureanalysen der Reinkulturen und Anreicherungen

In den Gesamtzell-Fettsaureanalysen wurden Anreicherungen und Reinkulturen

von verschiedenen Standorten untersucht, die Hauptkomponenten aus diesen

Analysen sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Hauptkomponenten der Stdmme und Anreicherungen aus den Gesamtzell-
Fettsaureanalysen (Fettsauren in %)
>
~ o s s i
2 2 2 ° £ 2
= = - © = -
© © ) =) ©
-« é -
Ns. moscoviensis M-1 8 40 23 27
Candidatus Ns. bockiana 16 0-1 49 24
Ns. calida Ns10? 9-14 45-58 19-39
Anreicherung ,Ga II* 46 43 1
Ns. marina Nb-295 34-36 22-24 23-26 2 1
Anreicherung ,Ecomares 2.1°° 37-41 20-31  25-36 0-3
Anreicherung ,Sh” (schwarze FK) 26 2 19 30 3
Anreicherung ,Sh* (weil3e FK) 19 14 40 5
Anreicherung ,EP_NL* 36-37 40 24-25
Anreicherung ,Shelly* 3 69-75 13-15 2-3
Candidatus Ns. defluvii® 1-5 0-6 41-78 10-26 0-10
Anreicherung ,Ham-1* 31 3 29 6
Anreicherung ,MAK 207.5 33 27 5
Anreicherung ,S11* 32-33 1-3 41-45 13-16 1-4
Anreicherung ,MOV Il 9* 5 74 10 2
Nitrobacter vulgaris AB1 d 4-14 79-93

®Inkubationen bei 37°C und 45°C
P|nkubationen bei 17 und 28°C
‘Inkubationen bei 10°C, 17°C und 28°C
9Inkubationen bei 10°C und 28°C
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Die spezifischen Hauptkomponenten flr Organismen der Gattung Nitrospira sind
anhand der Reinkulturen Ns. marina NB-295 und Ns. moscoviensis M-1 (LIPSKI et
al., 2001 (Tab.1)), sowie fur Anreicherungen von Candidatus Nitrospira defluvii
(SPIECK et al., 2006 (Tab.1)) und Candidatus Nitrospira bockiana (LIPski et al.,
2001 (Tab.1)) in dieser Arbeit bestatigt worden (Tab. 9).

Des Weiteren konnte durch Untersuchungen nach einer Kultivierung bei
unterschiedlichen Temperaturen eine temperaturunabhangige Konstellation der
Hauptfettsauren einzelner Organismen bestimmt werden. In den Tabellen 10 — 13
sind die Ergebnisse der Fettsaureprofile von Nitritoxidanten dargestellt, die bei
unterschiedlichen Temperaturen inkubiert wurden. HierfUr dienten Candidatus
Nitrospira defluvii (Tab. 10) und Nitrobacter vulgaris AB1 (Tab. 11), die
Anreicherung ,Ecomares 2.1“ (Tab. 12) und Nitrospira calida Ns10 (Tab. 13) als
Modellorganismen.

Tabelle 10: Prozentanteil der Gesamtzellfettsauren von Candidatus Nitrospira defluvii
(Fettsauren in %; Jahr der Analyse ist in Klammern angegeben)

Fettsiuren 10°C (2007)  17°C (2007)  28°C (2007)  28°C (2010)
12:0 1,1 07 07 07
14:0 3,2 3,7 58 6,0
15:0 0,9 0,2

16:1 cis 7 3,5 1,1 4.4 4,1

16:1 cis 9 6,2 1,2 0,3

16:1 cis 11 40,9 65,8 69,5 77,5
16:0 26,1 15,9 10,1 10,3
18:1 cis 11 9,4 53 1,4 0,2
18:0 75 4,1 08 0,3

Candidatus Nitrospira defluvii wurde bei den Temperaturen 10°C, 17°C und 28°C
inkubiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die spezifische Hauptkomponente

16:1 cis 11 und die Hauptkomponente 16:0 Uber das Temperaturspektrum
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bestehen bleiben und es nur quantitative Unterschiede im Prozentanteil der

Gesamtzellfettsauren gibt.

Der Organismus Nitrobacter vulgaris AB1 ist bei 10°C und 28°C inkubiert worden.
Auch hier zeigte sich, dass die Fettsaure 18:1 cis 11 als Hauptkomponente
bestehen bleibt und nur ein quantitativer Unterschied in den Prozentanteilen der

Gesamtzellfettsauren vorliegt.

Tabelle 11: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren von Nitrobacter vulgaris AB1 (Fettsduren in %)

Fettsduren 10°C 28°C
16:0 4,0 13,6
18:1 cis 9 1,2 4,8
18:1 cis 11 92,3 78,7
18:0 2,5 2,9

Dieser ausschlie3lich quantitativ vorliegende Unterschied der Hauptkomponenten
bei Nitrit-oxidierenden Bakterien konnte auch in der Anreicherung ,Ecomares 2.1¢
(KEUTER et al., eingereicht) fur die Temperaturen 17°C und 28°C und fur Nitrospira
calida Ns10 (LEBEDEVA et al., 2011) bei Temperaturen von 37°C und 45°C gezeigt
werden (Tab. 12 & 13).

Tabelle 12: Prozentanteil der Gesamtzellfettsduren aus der Anreicherung ,Ecomares 2.1°
(Fettsauren in %)

Fettsauren 17°C 28°C
14:0 1,0

16:1 cis 7 40,7 37,1
16:1 cis 10 1,9 2,8
16:1 cis 11 30,8 19,8
16:0 24,4 35,3
16:0 11 methyl 23
18:0 2,2 2,8
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In der Anreicherung ,Ecomares 2.1“ bilden die spezifischen Fettsauren 16:1 cis 7
(37 — 41 %) und 16:1 cis 11 (20 — 31 %) und die Fettsdure 16:0 (24 -
36 %) die Hauptkomponenten (Tab. 12). In den Gesamtzellfettsaure-Analysen von
Ns. calida Ns10 zeigen sich die spezifische Komponenten die Fettsauren 16:0 11
methyl (19 — 38 %) und 16:1 cis 7 (9 — 14 %), sowie das Lipid 16:0 (45 — 58 %) als
Hauptkomponenten (Tab. 13).

Tabelle 13: Gesamtzellfettsaureprofile aus heilen Quellen (Fettsduren in %)

Fettsduren Ns 10 (37°C) Ns 10 (45°C) Galll (46°C)
14:0 1,1 0,4 1,1
15:0 iso 1,7
16:0 iso 0,3 1,6
15:0 1,0 0,3 0,3
16:1 cis 7 13,7 9,2 45,8
16:1 cis 10 0,4 1,1
16:0 57,3 45,0 421
16:0 10 methyl 0,5
16:0 11 methyl 19,0 38,3 0,8
16:0 30H 1,0 0,4

18:0 4,0 3,3 22

Ns. calida Ns10 stammt aus den heiRen Quellen in der Nahe von Gorjachinsk
(Russland). Aus dieser heillen Quelle konnte in einer Anreicherung bei einer
Temperatur von 46°C ein weiterer Organismus der Gattung Nitrospira identifiziert
werden. Es handelt sich um die Anreicherung ,Ga I, welche die spezifische
Hauptkomponente 16:1 cis 7 mit einem Prozentanteil an Gesamtzellfettsauren von
46 % und die Hauptkomponente 16:0 mit einem Prozentanteil von 43 % zeigte. Im
Unterschied zu Ns. calida Ns10 weist dieser Organismus die spezifische Fettsaure

16:0 11 methyl mit einem sehr geringen Anteil von < 1 % auf.

Die Untersuchungen der Anreicherungen (Tab. 9), welche aus marinen Systemen

(Tab. 2) stammen, weisen die Fettsaure 16:1 cis 7 und die Fettsaure 16:1 cis 11
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als spezifische Hauptkomponenten auf. Als weitere Hauptkomponente wurde die
Fettsdure 16:0 detektiert. Diese Fettsduren konnten auch fur Ns. marina NB-295,
als Hauptkomponenten identifiziert werden. Dieser Organismus wies flir die
Fettsaure 16:1 cis 7 einen Prozentanteil von 34 — 36 % und fur die Fettsaure
16:1 cis 11 einen Prozentanteil von 22 — 24 % auf. Aus marinen Fischfarmen
wurden diese spezifischen Hauptkomponenten aus Anreicherungen der Fischfarm
Blsum, durch die Anreicherung ,Ecomares 2.1“, mit einem Prozentanteil von 37 —
41 % fur die Fettsaure 16:1 cis 7 und mit einem Prozentanteil von 20 — 31 % fur
die Fettsdure 16:1 cis 11 detektiert. Ahnliches gilt fiir die Fischfarm in Strande.
Hier konnten in den Anreicherungen ,Sh* die spezifische Fettsaure 16:1 cis 7 mit
einem Prozentanteil von 19 — 26 % und die spezifische Fettsaure 16:1 cis 11 mit
einem Prozentanteil von 14 — 19 % identifiziert werden. Weitere Anreicherungen,
welche diese Hauptkomponenten aufweisen sind Anreicherungen von Proben aus
der Laptev See (,S11%) und die Anreicherung aus einem marinen Bioreaktor
(,EP_NL®). Als spezifische Hauptkomponenten wurden in diesen Proben die
spezifische Fettsdure 16:1 cis 7 mit einem Prozentanteil von 32 — 37 % und die
spezifische Fettsaure 16:1 cis 11 mit einem Prozentanteil an Gesamtzellfettsauren
von 40 — 44 % detektiert.

Die spezifische Hauptkomponente 16:1 cis 11 fur Candidatus Nitrospira defluvii
mit einem Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren von 41 — 78 % konnte auch in
einer Anreicherung aus einem sauren Bioreaktor (,Shelly“) mit einem Prozentanteil
von 69 — 75 % detektiert werden. Diese spezifische Fettsaure ist ebenfalls als
Hauptkomponente mit einem Prozentanteil von Uber 70 % in einer Anreicherung
aus der Movilen Hoéhle (,MOV Il 9%) analysiert worden (Tab. 2; Tab. 9). Die
Kulturen Candidatus Nitrospira defluvii, die Anreicherung ,Shelly® und die
Anreicherung ,MOV |l 9 enthalten ebenfalls die nicht spezifische Fettsaure 16:0
als Hauptkomponente.

Die Anreicherungen ,MAK 207.5“ und ,Ham-1“ (Tab. 2) zeigten die Fettsaure
16:1 cis 9 und die Fettsaure 16:0 als Hauptkomponenten, mit einem Prozentanteil
an Gesamtzellfettsauren von 27 — 33 %. Zusatzlich enthielten die Anreicherungen
die Hydroxyl-Komponenten 10:0 30H, 12:0 30H und 14:0 20H, mit einem

Prozentanteil von 2 — 5 %. Dieses Gesamtzellfettsaureprofil wurde zum ersten Mal
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in einem psychrophilen, Nitrit-oxidierenden Organismus aus der sibirischen
Permafrostregion identifiziert, welcher Candidatus Nitrotoga arctica (ALAwI et al.,
2007) benannt wurde. Die Gesamtzellfettsaureprofile dieser Organismen sind in
Tabelle 14 gegenubergestellt.

Tabelle 14: Gesamtzellfettsaureprofile von Candidatus Nitrotoga arctica (ALAWI et al. 2007) und
den Anreicherungen ,Ham-1“ und ,MAK 207-5* (Fettsauren in %)

Candidatus
Nitrotoga arctica Ham-1 MAK 207-5

Fettsduren (4-17°C) (10°C) (17°C)
10:0 30H 2-4 2 2
12:0 4-6 4 5
12:0 30H 4-7 2 4
14:0 2-3 4 4
15:0 iso 2-3 2

15:0 anteiso 1-2 1 5
14:0 20H 3-5 3 5
16:1 cis 9 25-47 31 33
16:1 cis 11 0-1 3

16:0 22-26 29 27
17:0 cyclo 9-10 4-5 3 3
18:1 cis 9 1-2 2 2
18:1 cis 11 4-5 6 5
18:0 1-3 9 7
18:1 cis 11 11 methyl 0-1 1 2

3.2 Vorbereitende Analysen fiir die Markierung von Umweltproben
3.2.1 Einbau von ®C-Bicarbonat in die Fettsduren von Nitrospira

Die Messbarkeit der '*C-Assimilierung in die Fettsduren von Nitrit-oxidierenden
Bakterien bei unterschiedlichen Temperaturen wurde mit Anreicherungen von

Candidatus Nitrospira defluvii ermittelt. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die
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Fettsduren des Organismus mit dem stabilen Isotop markieren lassen. Dies wurde
fur Temperaturen von 10°C und 17°C getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15
dargestellt, hier konnten hohe Markierungsgrade, vor allem in die ungesattigten
Fettsauren detektiert werden. Die spezifische Hauptkomponente von Candidatus
Ns. defluvii, die Fettsdure 16:1 cis 11 wies hohe Einbauraten von tber 70 % auf.

Tabelle 15: Markierung einer Anreicherungskultur von Candidatus Nitrospira defluvii
(% = Gesamtzellfettsduren MG = Markierungsgrad (Angaben in %))

Anreicherung Candidatus Ns. defluvii Anreicherung Candidatus Ns. defluvii
Temperatur 10 °C Temperatur 17 °C

Fettsduren % MG Fettsauren % MG
12:0 1,1 42 12:0 0,7 31
14:0 3,2 35 14:0 3,7 54
15:0 0,9 3 15:0

16:1cis 7 3,5 74 16:1 cis 7 1,1 76
16:1 cis 9 6,2 68 16:1 cis 9 1,2 58
16:1 cis 11 40,9 75 16:1 cis 11 65,8 76
16:0 26,1 33 16:0 15,9 41
18:1 cis 11 9,4 70 18:1 cis 11 5,3 64
18:0 7,5 2 18:0 4.1 4

3.2.2 Markierungen einer Umweltprobe mit '°C- und "*C-Bicarbonat

Die Hauptkomponenten der Nitrit-oxidierenden Bakterien zur Differenzierung
zwischen '?C-inkubierten und "*C-inkubierten Umweltproben aus Belebtschlamm
sind in Abbildung 8 dargestellt. Die Inkubationstemperatur betrug 28°C mit 3 mM
Nitrit. Es wurden jeweils drei Parallelen mit 2C- und drei Parallelen mit
3C-Bicarbonat versetzt. Gezeigt werden die Hauptkomponenten der Nitrit-
oxidierenden Bakterien (siehe hierzu auch Tab. 1). Die Prozentanteile an
Gesamtfettsauren weisen keinen signifikanten Unterschied (p = 0,94) zwischen

56



Ergebnisse

den Parallelen und zwischen den '?C- und 'C-Inkubationen auf (Berechnung
siche 7.4). Bei den Markierungen wird der "*C-Einbau in die Fettsduren bei den
Inkubationen mit '*C-Bicarbonat deutlich, hier weisen die Parallelen ahnliche
Ergebnisse zueinander auf. Vor allem die spezifische Fettsaure 16:1 cis 11 zeigt

mit 12 — 13 % (p < 0,005) eine deutlich messbare '*C-Assimilierung.

Markierung Belebtschlamm
Anteil Fettsaduren (%) Markierungsgrad (%)

 —

'
'

15 10 5 0 0 2 4 6 8
||:|14:0 |:|16:1cis7 .16:1cis9 |:|16:1cis11 .16:0 .18:1cis11|

= uu_t

30 25 20 10 12 14

Abbildung 8: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad (rechte
Grafik) in Prozent einer Belebtschlammprobe, Inkubation bei 28°C mit 3 mM Nitrit, je drei
Parallelen fiir ?C- und **C-Bicarbonat (Probe | bis IlI).

3.3 Ergebnisse zum Okosystem Belebtschlamm der kommunalen Kldranlage

3.3.1 FAME-SIP mit Proben aus Belebtschlamm

FUr die Markierungsexperimente im Belebtschlamm werden die Fettsaureprofile
und Markierungsgrade der Nitrit-oxidierenden autotrophen Bakteriengruppen
dargestellt. Die Ergebnisse fir die relevanten Hauptfettsauren (siehe Tab. 1) sind
in den Abbildungen 10 — 14 gezeigt. Die Darstellung aller detektierbaren
Gesamtzellfettsauren mit den dazugehorigen Markierungen erfolgt im Anhang
(Abb. 34 — 51). Fettsauren mit einer Gesamt-Abundanz < 1000 wurden in den
nachfolgenden Untersuchungen nicht berlcksichtigt. Diese Gesamt-Abundanz,

der minimalen zu berucksichtigenden Fettsduremenge mit einer Abundanz von

57



Ergebnisse

1000, wurde auch bei Untersuchungen von KNIEF et al. (2003) festgestellt. Fur die
Proben aus Belebtschlamm ist der Schwellenwert einer signifikant markierten
Fettsaure von 3 % (p < 0,1) ermittelt worden. Alle Fettsduren, welche Einbauraten
2 3 % (p < 0,1) aufweisen, werden nachfolgend als signifikant markiert bewertet.
Zusatzlich erfolgt die Angabe der Wahrscheinlichkeit p der fur diese Studie

relevanten 13C—Assimilierungen fur die wichtigen Hauptkomponenten im Text.

Durch die messbare '*C-Assimilierung kénnen Rickschliisse auf die aktive
autotrophe Mikroorganismengemeinschaft gezogen werden. Es zeigte sich, dass
die nicht spezifischen Hauptfettsduren fir die Gattungen Nitrospina (Fettsaure
14:0 in Kombination mit Fettsaure 16:1 cis 9), Nitrococcus (Fettsaure 16:1 cis 9 in
Kombination mit Fettsaure 18:1 cis 11), Nitrobacter (Fettsaure 18:1 cis 11) und
dem Betaproteobakterium Nitrotoga (Fettsaure 16:1 cis 9), sowie die spezifischen
Komponenten flr die Gattung Nitrospira (Fettsaure 16:1 cis 7 und Fettsaure
16:1 cis 11) im Gesamtzellfettsdureprofil detektiert wurden. Allerdings kann
ausschlieBlich Uber die 13C-Assimilierung in die spezifischen Hauptkomponenten
von Nitrospira Ruckschliusse auf die metabolische Zellaktivitdt diese Gattung
gewonnen werden. Signifikant markierte Fettsaure-Kombinationen der anderen
Nitritoxidanten werden als Hinweis auf dessen metabolische Aktivitat gewertet.
Diese Ergebnisse bedurfen einer weiteren Analysierung, welche durch z. B.
molekularbiologische Methoden oder im Zuge einer Anreicherung erhalten werden
konnen. Durch die Fettsaure 16:0 Iasst kann auf keinen Organismus geschlossen
werden, es handelt sich hierbei um eine Hauptkomponente von fast allen
untersuchten Mikroorganismen. Die Markierungsgrade dieser Fettsaure werden in
den Grafiken mit dargestellt. In den nachfolgenden Ausfihrungen wird allerdings

nicht weiter auf den Einbau in diese Fettsaure eingegangen.

Die Markierungen von Belebtschlamm fanden vom Sommer 2008 bis Sommer
2009 statt. Hierzu wurden im Juni 2008, Oktober 2008, Januar 2009, Mai 2009
und August 2009 Probenahmen durchgefuhrt. Die durchschnittliche Temperatur im

Belebungsbecken lag fur diesen Zeitraum zwischen 13,5 und 21,0°C (Abb. 9).
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Jahreszeitlicher Temperaturverlauf

25

10 4

Mai 08 Jun 08 Jul 08 Aug 08 Sep 08 Okt 08 Nov 08 Dez 08 Jan 09 Feb09 Mrz 09 Apr09 Mai09 Jun 09 Jul 09 Aug 09

Abbildung 9: Balken geben die monatliche Mittelwerte der Temperaturen im Original-
Belebtschlamm wahrend des Probenahmezeitraumes, Probenahmemonate in blau dargestellt,
Indikatoren geben die Niedrigste und die Hochste gemessene Temperatur des jeweiligen Monats
an (Rohdaten von Herrn Ehlen (Hamburger Stadtentwasserung A6R) zur Verfligung gestellt).

Nachfolgende Abbildungen zeigen die Ergebnisse zu den Experimenten der
Markierung aus Belebtschlamm des Klarwerkverbundes in Hamburg. Die
untersuchten Proben stammen aus verschiedenen Jahreszeiten und wurden bei
Temperaturen von 4°C — 32°C inkubiert, sowie auf Nitritkonzentrationen von
0,3 mM, 3 mM und 30 mM eingestellt. Diese Parameter sind gewahlt worden, um
ein modglichst breites Spektrum der denkbaren natlrlichen Bedingungen des
Habitates analysieren zu kénnen und um Grenzen der Leistungsfahigkeit der
analysierten Organismen aufzudecken. Die Inkubationstemperatur von 4°C wies in
den Analysen vom Juni 2008 (siehe Abb. 39) keine aussagekraftige
3C-Assimilierung auf, lediglich die Fettsdure 16:0 zeigte bei einer
Nitritkonzentration von 3 mM eine signifikante Markierung von > 3 %. Ahnliche
Ergebnisse lieferte die Inkubation bei 10°C (Abb. 38) vom Juni 2008, somit wurde
eine Inkubation von 4°C in den nachfolgend durchgeflhrten Experimenten nicht
weiter berlcksichtigt und eine Temperatur von 10°C als Mal3stab fur eventuelle
Zellaktivitaten psychrophiler Nitritoxidanten verwendet. Einen signifikanten
Unterschied des Prozentanteils an Gesamtzellfettsduren von = 50 % zwischen den
verschiedenen Temperaturen, Nitritkonzentrationen und Jahreszeiten konnte nicht
festgestellt werden. Lediglich der Prozentanteil der Nitrospira spezifischen

Fettsaure 16:1 cis 11 zeigte, einen solch erhdohten Anteil an Gesamtzellfettsauren
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in den Proben vom August 2009. Dies konnte bei der PLFA-Extraktion aus dem
Probenmaterial direkt nach der Probennahme, also ohne Inkubation, ermittelt
werden. Hier wurde die Fettsaure 16:1 cis 11 im Probenmaterial vom August 2009
mit einem doppelt so hohen Wert detektiert, als im Probenmaterial vom Juni 2008
und Mai 2009 (Abb. 32 & 33). Nach den Inkubationen zeigte sich, dass eine
Nitritkonzentration von 30 mM teilweise hemmend auf die Organismen wirkt. Dies
konnte durch geringere Prozentanteile der Gesamtzellfettsauren bei Inkubationen

mit 30 mM Nitrit abgelesen werden.

In Abbildung 10 werden die Inkubationen bei 10°C dargestellt, welche fur Proben
vom Juni 2008, Januar 2009 und August 2009 durchgefuhrt wurden.

Markierung Belebtschlamm 10°C

Anteil Fettsduren (%) Markierungsgrad (%)

30 mM

s 3TM | August 2009 | M '

0,3mM

mM

3
Januar 2009

0,3mM

40 35 30 25 20 15 5

10 0 0 2 4 6 8
||:|14:o 1611 cis 7 .16:1ci39 |:|16:1cis11 .16:0 .18:1cis11|

10 12 14

Abbildung 10: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in
Prozent (rechte Grafik) der Belebtschlammproben vom Juni 2008, Januar 2009 und August 2009.
Bei einer Inkubationstemperatur von 10°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.

Die Nitritkonzentrationen der Inkubationen vom Juni 2008 und August 2009 lagen
bei 0,3 mM, 3 mM und 30 mM, die Nitritkonzentrationen im Januar 2009 lagen bei

0,3 mM und 3 mM. Im Juni 2008 konnte bei dieser Inkubationstemperatur kein
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erhohter Einbau an C detektiert werden. Die inkubierten Proben vom Januar
2009 wiesen bei einer Nitritkonzentration von 0,3 mM eine erhohte Markierung der
Fettsaure 16:1 cis 9 mit Einbauraten von 5 % (p < 0,025) auf. Fur die Proben vom
August 2009 konnten nach der Inkubation mit 0,3 mM und 3 mM Nitrit
Markierungsgrade von 8 — 12 % (p < 0,005) der Nitrospira spezifischen Fettsaure

16:1 cis 11 ermittelt werden.

Die Inkubationen bei einer Temperatur von 17°C (Abb. 11) wurden flr Proben vom
Juni 2008, Januar 2009, Mai 2009 und August 2009 durchgefthrt.

Markierung Belebtschlamm 17°C

Anteil Fettsauren (%) Markierungsgrad (%)

30 mM

August 2009 | 3™M

0,3 mM

30 mM

Mai 2009 3mM

Januar 2009

Juni 2008 3mM

35 30 25 20 15 10 5 1

0 0 2 3 4
||:|14:0 .16:1cis7 .16:1cis9 |:|16:1cis11 .16:0 18:1cis11|

5 6 7 8 9

Abbildung 11: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in
Prozent (rechte Grafik) der Belebtschlammproben vom Juni 2008, Januar 2009, Mai 2009 und
August 2009. Bei einer Inkubationstemperatur von 17°C, mit unterschiedlichen
Nitritkonzentrationen.

Die Nitritkonzentrationen lagen bei den Proben vom Juni 2008, Mai 2009 und
August 2009 bei 0,3 mM, 3 mM und 30 mM Nitrit, fir die Inkubation vom Januar
2009 wurden Nitritkonzentrationen von 0,3 mM und 3 mM gewabhlt. Die inkubierten

Proben vom Juni 2008 wiesen einen erhohten Einbau von 5 — 7 % in die
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Fettsauren 16:1 cis 7 (p < 0,05) und 16:1 cis 11 (p < 0,005) bei einer
Nitritkonzentration von 0,3 mM auf. Die Proben vom Januar 2009 zeigten keine
erhdhte 13C-Assimilierung. In den Proben vom Mai 2009 konnte ein Einbau in die
Nitrospira spezifischen Fettsauren 16:1 cis 7 (p < 0,1) und 16:1 cis 11 (p < 0,01),
mit Prozentanteilen von 5 — 7 %, sowie in die nicht von Nitrospira stammende
Komponente 16:1 cis 9 (p < 0,025), mit einem Markierungsgrad von 6 %, ermittelt
werden. Die Proben vom August 2009 wiesen einen erhdhten Einbau in die
Fettsaure 16:1 cis 11 bei den Nitritkonzentrationen 0,3 mM und 3 mM mit
Prozentanteilen von 4 — 9 % (p < 0,005) auf. Die Fettsaure 16:1 cis 7 wurde hier
mit einem Einbau bei Nitritkonzentrationen von 0,3 mM und 3 mM mit
Markierungsgraden von 4 — 5 % (p < 0,1) analysiert. Die Fettsaure 16:1 cis 9
zeigte erhdhte 13C-Assimilierung bei 3 mM und 30 mM Nitrit mit Prozentanteilen
von 4 —8 % (p < 0,01). Bei 30 mM Nitrit wurde mit 5 % (p < 0,05) ein Einbau in die
Fettsdure 18:1 cis 11 detektiert.

Die Abbildung 12 zeigt die Inkubationen bei einer Temperatur von 22°C. Die
Proben fir diese Inkubationstemperatur stammen vom Juni 2008, mit
Nitritkonzentrationen von 0,3 mM, 3 mM und 30 mM, vom Oktober 2008, mit einer
Nitritkonzentration von 0,3 mM, vom Januar 2009, mit 0,3 mM und 3 mM Nitrit und
vom Mai 2009 sowie August 2009, mit Nitritkonzentrationen von 0,3 mM, 3 mM
und 30 mM. Im Juni 2008, Mai 2009 und August 2009 konnte bei einer
Nitritkonzentration von 0,3 mM ein erhdhter Einbau in die Fettsaure 16:1 cis 7 mit
Prozentanteilen von 4 — 7 % (p < 0.05) detektiert werden. Das Lipid 16:1 cis 11
wies erhohte *C-Assimilierungen in den Proben vom Juni 2008 mit 3 mM Nitrit, im
Oktober 2008 mit 0,3 mM Nitrit, im Januar 2009, Mai 2009 und August 2009 mit
jeweils 0,3 mM und 3 mM Nitrit auf. Die Prozentanteile der Markierung lagen fir
die Fettsaure 16:1 cis 11 zwischen 4 — 7 % (p < 0,025). Die Komponente
16:1 cis 9 zeigte einen erhdhten Einbau in den Proben vom Juni 2008 und August
2009 mit 3 mM und 30 mM Nitrit. In den Proben vom Oktober 2008 wurde ein
erhohter Markierungsgrad in die Fettsdure 16:1 cis 9 bei einer Nitritkonzentration
von 0,3 mM detektiert. Des Weiteren zeigte diese Fettsaure einen erhohten
Einbau in Proben vom Januar 2009 und Mai 2009 mit 0,3 mM und 3 mM Nitrit. Die
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Prozentanteile der Markierung der Fettsdure 16:1 cis 9 lagen zwischen 4 und
10 % (p < 0,025).

Markierung Belebtschlamm 22°C

Anteil Fettsduren (%) Markierungsgrad (%)

August 2009

Januar 2009
Oktober 2008

35 30 25 20 10

15 5 0 0 2 4 6
||:|14:o 1611 cis 7 .16:1ci59 |:|16:1cis11 .16:0 .18:1cis11|

8 10 12

Abbildung 12: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in
Prozent (rechte Grafik) der Belebtschlammproben vom Juni 2008, Oktober 2008, Januar 2009 Mai
2009 und August 2009. Bei einer Inkubationstemperatur von 22°C, mit unterschiedlichen
Nitritkonzentrationen.

Die Inkubationen bei einer Temperatur von 28°C (Abb. 13) sind fur Proben vom
Juni 2008, Oktober 2008, Mai 2009 und August 2009 durchgefuhrt worden. Die
Nitritkonzentrationen lagen fur die Proben vom Juni 2008, Mai 2009 und August
2009 bei 0,3 mM, 3 mM und 30 mM Nitrit. Die Probe vom Oktober 2008 wurde mit
30 mM Nitrit inkubiert. Diese Inkubationstemperatur wies flir das Lipid 16:1 cis 7
einen erhohte '*C-Assimilierung mit Prozentanteilen von 4 — 7 % (p < 0,05) in
Proben vom August 2009 mit 0,3 mM und 3 mM Nitrit auf. Die zweite spezifische
Komponente fur Nitrospira, die Fettsaure 16:1 cis 11, zeigte erhohte Werte fur den
C-Einbau in den Proben vom Juni 2008, Mai 2009 und August 2009 bei
Nitritkonzentrationen von 0,3 mM und 3 mM. Hier lagen die Prozentanteile der
Markierung zwischen 5 und 10 % (p < 0,005). Die Fettsaure 16:1 cis 9 zeigte
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einen erhohten Einbau in den Inkubationen vom Juni 2008 mit
3 mM und 30 mM Nitrit. Im Oktober 2008 konnte fur die Fettsdure 16:1 cis 9
erhdhte 13C-Assimilierung bei 30 mM Nitrit, sowie in den Inkubationen vom Mai
2009 mit 0,3 mM und 3 mM Nitrit ermittelt werden. Im August 2009 wies diese
Komponente Markierung bei allen Nitritkonzentrationen von 0,3 mM — 30 mM auf.
Der héchste Wert an '*C-Einbau wurde mit tber 13 % (p < 0,005) in der

Inkubation vom Juni 2008 mit 30 mM Nitrit gemessen.

Markierung Belebtschlamm 28°C
Anteil Fettsauren (%) Markierungsgrad (%)

August 2009
3mM

0,3 mM

30 mM

- Mai 2009

0,3 mM

Oktober 2008
30 mM 30 mM

30 mM

3mM Juni 2008

35 30 25 15 5 0 4 6 8 10 12 14

20 10 0 2
||:|14:0 16:1 cis 7 16:1 cis 9 |:|16:1 cis 11 .16:0 18:1 cis11|

Abbildung 13: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in
Prozent (rechte Grafik) der Belebtschlammproben vom Juni 2008, Oktober 2008, Mai 2009 und
August 2009. Bei einer Inkubationstemperatur von 28°C, mit unterschiedlichen
Nitritkonzentrationen.

Die Inkubationen bei einer Temperatur von 32°C wurden mit Proben vom Juni
2008 und August 2009 durchgeflihrt (Abb. 14). Die Nitritkonzentrationen lagen flr
beide Inkubationstemperaturen bei 0,3 mM, 3 mM und 30 mM. Hier zeigte sich in
den Markierungen vom Juni 2008 mit 0,3 mM Nitrit und 3 mM Nitrit ein erhdhter
Einbau in die Fettsauren 16:1 cis 9 (p < 0,005), 16:1 cis 11 (p < 0,005) und
18:1 cis 11 (p < 0,025) mit Markierungsgraden zwischen 6 und 11 %. Bei einer
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Nitritkonzentration von 30 mM konnte eine erhdhte *C-Einbaurate, von 5 — 12 %
(p < 0,005) in die Hauptkomponenten 16:1 cis 9 und 16:1 cis 11 detektiert werden.
Die Proben vom August 2009 wiesen bei einer Nitritkonzentration von 0,3 mM
einen erhohten Einbau in die Fettsaure 14:0 von 6 % (p < 0,05) auf. Des Weiteren
wurden Einbauraten von 6 bis 9 % (p < 0,005) bei einer Nitritkonzentration von
3 mM Nitrit in die Fettsaure 16:1 cis 9 und die Fettsaure 16:1 cis 11 detektiert. Bei
einer Nitritkonzentration von 30 mM zeigten sich erhdhte Werte an 3C in die

Fettsaure 16:1 cis 9 mit Prozentanteilen an Markierung von 12 % (p < 0,005).

Markierung Belebtschlamm 32°C

Anteil Fettsduren (%) Markierungsgrad (%)

3mM

35 30 25 2 2

0 15 10 5 0 0 4 6
| D14:o .16:1cis7 .16:1ci39 I:l16:1cis11 .16:0 .18:1cis11|

Abbildung 14: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in
Prozent (rechte Grafik) der Belebtschlammproben vom Juni 2008 und August 2009. Bei einer
Inkubationstemperatur von 32°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.

Zusammenfassend kann dargestellt werden, dass die Nitrospira-spezifische
Hauptkomponente 16:1 cis 11 Uber das gesamte gewahlte Temperaturspektrum
zu allen Jahreszeiten nachgewiesen wurde. Die hochsten Markierungsgrade sind
fur diese Fettsaure bei einer Nitritkonzentration von 3 mM ermittelt worden. Weiter
wurde eine zweite Nitrospira-spezifische Hauptkomponente im Belebtschlamm
identifiziert, die Fettsaure 16:1 cis 7. Die Einbauraten in diese Komponente waren
auf ein engeres Temperaturspektrum ausgelegt. Die hochsten Markierungsgrade
konnten bei einer Temperatur von 17°C und 22°C mit 0,3 mM Nitrit nachgewiesen

werden. Des Weiteren zeigte die nicht spezifische Fettsaure 16:1 cis 9 hohe Werte
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an 13C-Assimilierung bei hohen Temperaturen von 28°C und 32°C mit hohen
Nitritkonzentrationen von 30 mM. Dieser Einbau, mit einer Nitritkonzentration von
30 mM, wurde in den Proben vom Juni 2008, Oktober 2008 und August 2009
identifiziert, wahrend dieses Lipid in den Proben vom Mai 2009 die hohen Werte

fur die 13C-Assimilierung bei dieser hohen Nitritkonzentration nicht aufwies.

Die Fettsaure 16:1 cis 11 ist als Hauptkomponente flr den Organismus
Candidatus Nitrospira defluvii im Belebtschlamm bekannt, allerdings wurde die
Nitrospira-spezifische Fettsaure 16:1 cis 7 bisher nicht fur Nitritoxidanten aus
diesem Habitat identifiziert. Ahnliches gilt fir die Komponente 16:1 cis 9. Diese
nicht-spezifische Hauptkomponente ist zwar flur das Betaproteobakterium
Nitrotoga bekannt, allerdings sind nach bisherigen Erkenntnissen keine
Nitritoxidanten beschrieben worden, welche diese Hauptkomponente besitzen und
bei diesen Temperaturen und dieser hohen Nitritkonzentration metabolische
Zellaktivitat aufweisen konnen. Diese Anhaltspunkte wurden verwendet, um in
einem kulturellen Versuchsansatz (siehe 3.3.2) die zugehdrigen Organismen aus
dem Habitat anzureichern und naher zu charakterisieren. Zusatzlich wurden
molekularbiologische Analysen (siehe 3.3.3 und 3.3.4) durchgefuhrt, um weitere
Erkenntnisse Uber den vermutlich unbekannten Nitritoxidanten der Gattung

Nitrospira zu erhalten.
3.3.2 Anreicherungen aus Belebtschlamm

Flr den kulturellen Versuchsansatz sind die aus den Markierungsexperimenten
erhaltenen Ergebnisse verwendet worden, um die optimale Temperatur und
Nitritkonzentration fur eine Anreicherung wahlen zu kdnnen. Somit wurde fur den
unbekannten Organismus der Gattung Nitrospira, mit der Fettsaure 16:1 cis 7 als
Hauptkomponente eine Anreicherungstemperatur von 17°C und 22°C mit
niedrigen Nitritkonzentrationen gewahlt. Fur den unbekannten Organismus mit der
nicht spezifischen Hauptkomponente 16:1 cis 9, wurde eine Temperatur von 28°C
mit 30 mM Nitrit vorgenommen. Die Ergebnisse der ersten Anreicherungsversuche
zeigen, dass es sich bei den erhaltenen Gesamtzellfettsaureprofilen um schon
bekannte Profile fur Nitritoxidanten handelt (Abb. 15).
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Abbildung 15: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren erster Anreicherungsversuche der neuen
autotrophen Bakterien. Der neue Organismus von Nitrospira mit der Hauptfettsdure 16:1 cis 7 bei
17 und 22°C mit 0,3 mM Nitrit. Der neuen Organismus, welcher die Hauptfettsaure 16:1 cis 9
enthalt bei 28°C mit 30 mM Nitrit.

In den Inkubationen bei 17°C bzw. 22°C mit 0,3 mM Nitrit konnte die
Hauptfettsaure 16:1 cis 11, welche die Hauptkomponente fir den Organismus
Candidatus Nitrospira defluvii ist, mit Prozentanteilen an Gesamtfettsauren von
34 — 55 % detektiert werden. In der Anreicherung von Belebtschlamm bei 28°C mit
30 mM Nitrit wurde die Hauptkomponente von Nitrobacter, die 18:1 cis 11, mit

einem Prozentanteil an Gesamtfettsauren von 52 % identifiziert.

Weitere Anreicherungen zu den Nitritoxidanten mit der Nitrospira-spezifischen
Hauptkomponente 16:1 cis 7, werden unter den Kulturnamen ,Bs_17“ und ,Bs_22°
fortgefuhrt (Tab. 3). Im Unterschied zu den ersten Anreicherungen bei diesen
Temperaturen, sind fur diese neuen Kulturen gro3ere Nitritgabeintervalle gewanhlt
worden, so wurden die wochentlichen Nitritzugaben auf 14-tagig reduziert. Flr die
nicht-spezifische Hauptkomponente 16:1 cis 9 erfolgt eine weitere Anreicherung
unter dem Kulturnamen ,Bs_28“ (Tab. 3). Die erste Anreicherung ist mit
Nitritgaben von 3 mM gestartet worden, welche dann langsam erhoht wurden. Die
neue Anreicherung erfolgt sofort mit einer Nitritkonzentration von 30 mM, welche
nach Verbrauch wieder eingestellt wird. Die Kultur ,Bs_17“ wurde dartber hinaus
fur die molekularbiologische Analyse mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung

eingesetzt (siehe hierzu 3.3.4).
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3.3.3 Sequenzanalysen der 16S rRNA aus Belebtschlamm

Basierend auf den Ergebnissen der FAME-SIP Analyse aus Belebtschlamm,
erfolgen 16S rRNA Sequenzanalysen mit den spezifischen Primersystemen
(Tab. 5 & 6) fur die Gattung Nitrospira. Hierzu wurden DNA-Extraktionen aus den
3C-markierten Proben vom Juni 2008 und August 2009, welche bei 17°C mit
0,3 mM Nitrit inkubiert worden sind, vorgenommen. Die Auswahl dieser Proben
erfolgte aufgrund der hier vorliegenden hohen *C-Assimilierung in die Nitrospira
spezifische Fettsaure 16:1 cis 7. Die DNA aus den Proben wurde mit den fur die
Gattung Nitrospira spezifischen Primersystemen Jur8F/NS1036R, Jur8F/NS1470R
und NS663F/Jur1529R amplifiziert. Auf die Amplifikation der Proben mit dem
Primersystem Jur8F/NS1111R wurde verzichtet, da der Primer NS1111R fiur das
Defluvii-Cluster entwickelt wurde. Das Primersystem Jur8F/NS1470R, bei dem der
Primer NS1470R fur das Moscoviensis-Cluster entwickelt worden ist, lieferte keine
erfolgreiche Amplifikation der DNA aus Belebschlamm. Die erhaltenen Amplifikate
der Primersysteme Jur8F/NS1036R und NS663F/Jur1529R sind in die Klonierung
eingesetzt worden. Uber die Amplifikate des Primersystems NS663F/Jur1529R
wurden klonierte Sequenzen identifiziert, die eine Ubereinstimmung von 100 % zu
der bekannten 16S rRNA Sequenz von Candidatus Nitrospira defluvii (Acc. Nr.
DQO059545) aufweisen. Hierbei handelte es sich um einen klonierten Bereich von
717 Basenpaaren. Der verwendetet Primer NS663F ist nicht flr ein Cluster der
Gattung Nitrospira spezifisch. Des Weiteren konnten mit dem Primersystem
Jur8F/NS1036R, klonierte Sequenzen ermittelt werden, die zu der 16S rRNA
Gensequenz von Candidatus Nitrospira defluvii (Acc. Nr. DQ059545),
Unterschiede in den Basenpositionen 190 und 1056 (Abb. 16) aufweisen. Der
klonierte Bereich umfasst eine Lange von 1019 Basenpaaren und zeigt eine
Sequenzsimilaritat von 99,8 % zu der 16S rRNA Sequenz von Candidatus
Nitrospira defluvii. Die Sequenzen waren sowohl in den Proben vom Juni 2008,
sowie in den Proben vom August 2009 nachweisbar. Der spezifische Primer
NS1036R wurde flr das Marina-Cluster entwickelt und weist zu der Sequenz

Candidatus Nitrospira defluvii eine Base Unterschied auf.

Der Basenunterschied an Position 190 ist verwendet worden, um eine Cy3-

markierte Oligonukleotidsonde zu entwickeln (blauer Kasten, Abb. 16).

68



Ergebnisse

BS 17 03 So08 clonel |182 CGCCTCCGGATCTTCGGG 199 | 1053 GCGA 1056
BS 17 03 So08 clone2 |182 CGCCTCCGGATCTTCGGG 199 | 1053 GCGA 1056
BS 17 03 S008 clone3 [182 .....oeeeeeeen.... 199 | 1053 GCGA 1056
BS 17 03 So09 clone4 [182 CGCCTCCGGATCTTCGGG 199 | 1053 .... 1056
BS 17 03 So09 clone5 [182 CGCCTCCGGATCTTCGGG 199 | 1053 GCGA 1056
BS 17 03 So009 clone6 |182 CGCCTCCGGATCTTCGGG 199 | 1053 .... 1056
BS 17 03 So09 clone7 |182 CGCCTCCGGATCTTCGGG 199 | 1053 GCGA 1056
Cand. Ns. defluvii 182 CGCCTCCGAATCTTCGGG 199 | 1053 GCGT 1056

Ns. moscoviensis M-1 182 CGATTCCCGGACTGCGGT 199 1053 GCGT 1056

Abbildung 16: Ausschnitt aus dem Alignment fir Sequenzen aus der Klonierung der
Belebtschlammproben (Juni2008/August2009) mit Sequenzinformationen von Candidatus Ns.
defluvii (Acc. Nr. DQ059545) und Nitrospira moscoviensis M-1 (Acc. Nr. X82558) als Referenz. Die
unterschiedlichen Basenpaare an der Position 190 und 1056 sind in rot dargestellt. Die blaue Box
markiert die Sequenz welche fir die Sonde zur Detektion des Nitrospira aus Belebtschlamm
eingesetzt wurde, die griine Box markiert die Zielsequenz der Kompetitorsonde, welche auf die
Sequenz von Candidatus Ns. defluvii (Acc. Nr. DQ059545) passt. Positionsangaben der
Basenpaare nach E. coli (BROSIUS et al., 1978).

Diese wurde mit einer auf die 16S rRNA-Sequenz von Candidatus Nitrospira
defluvii (Acc. Nr. DQ059545) passenden Kompetitorsonde eingesetzt (gruner
Kasten, Abb. 16). Die 16S rRNA Sequenzinformationen zu der Sondensequenz
(blauer Kasten Abb. 16) weisen zu den 16S rRNA Sequenzinformationen der
Reinkulturen Nitrospira moscoviensis M-1 (Acc. Nr. X82558), Nitrospira calida
(Acc. Nr. HM485589) und Nitrospira marina Nb-295 (Acc. Nr. X82559)
Unterschiede an 6 — 10 Positionen auf. Als Referenz ist die 16S rRNA-Information
von Nitrospira moscoviensis M-1 (Acc. Nr. X82558) in Abbildung 16 dargestellt.
Die Oligonukleotidsonde und die Kompetitorsonde wurden in Analysen mittels
Fluoreszenz in situ Hybridisierung verwendet (siehe 3.3.4).

3.3.4 Fluoreszenz in situ Hybridisierung fur Anreicherungen aus Belebtschlamm

Der Unterschied in den Basen an der Position 190 diente als Grundlage fur die
Entwicklung der Cy3-markierten Oligonukleotidsonde auf Basis der 16S rRNA
Informationen fur den unbekannten Organismus der Gattung Nitrospira (siehe
blauer Kasten, Abb. 16). Diese Sonde wurde in Kombination mit einer nicht
markierten Kompetitorsonde eingesetzt. Diese Kompetitorsonde enthielt die
Information der 16S rRNA-Sequenz von Candidatus Nitrospira defluvii an der

Position 190 (siehe griner Kasten, Abb. 16). Nachfolgende Abbildungen zeigen
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die Ergebnisse der neu entwickelten Cy3-markierten Sonde NS177A, welche in
Kombination mit der nicht markierten Kompetitorsonde NS177B in die Analysen
mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung eingesetzt worden sind. Zusatzlich
wurden die Bacteria spezifische Cy3-markierte Sonde EUB338 (AMANN et a. 1990)
und die Nitrospira spezifische Cy3-markierte Sonde S-G-Ntspa-0662-a-A-18

(DAIMs et al. 2001) eingesetzt (Sondeninformationen Tab. 7).

Die fluoreszierenden Farbstoffe sind, bedingt durch das eingesetzte Filtersystem
(FS28 von Zeiss (Jena); siehe auch 2.3.5), bei einer Bindung der beiden
Farbstoffe DAPI und Cy3 uberlagert dargestellt. Hieraus resultierte die Mischfarbe
Purpur, welche die Bindung beider Farbstoffe im mikroskopischen Bild anzeigt.
Die Zellen an denen nur der Farbstoff DAPI gebunden wurde, erschienen im
mikroskopischen Bild blau. Die Hybridisierungen mit einer Formamidkonzentration
von 35 % und einer Hybridisierungstemperatur von 46°C gaben bei allen in dieser
Studie verwendeten Oligonukleotidsonden die besten Resultate. Die Cy3-
markierte Sonde NS177A und die Kompetitorsonde NS177B sind als Gemisch
(1:1, viv) eingesetzt worden. In den nachfolgenden Beschreibungen wird nur die
Sonde NS177A angegeben, welche zusatzlich immer die Kompetitorsonde
NS177B enthielt.

Die Prufung der Spezifitat der Sondenkombination, bestehend aus der Cy3
markierten Sonde fur den unbekannten Organismus der Gattung Nitrospira und
der nicht markierten Kompetitorsonde, erfolgte mit eine Anreicherung von
Candidatus Nitrospira defluvii. Die Ergebnisse hierzu sind in den Abbildungen 17
bis 19 dargestellt. Die Ergebnisse zur Hybridisierung mit der Sonde EUB338
(AMANN et a. 1990) sind in Abb. 17 gezeigt. Die FISH-Ergebnisse zur Sonde S-G-
Ntspa-0662-a-A-18 (DAIMS et al. 2001) werden in Abb. 18 dargestellt. Unter den
gewahlten Konditionen konnte die Bindung dieser beiden Cy3-markierten Sonden
an das Zellmaterial von Candidatus Ns. defluvii, erzielt werden. Dies wurde durch
die purpurfarbenen Zellen klar dargestellt. Die Zellen von Candidatus Nitrospira
defluvii wiesen im mikroskopischen Bild kokkoide Strukturen auf und lagen in

Kolonien vor, welche teilweise an nicht bakterielle Strukturen angeheftet waren.
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Abbildung 17: Sonde EUB338 (AMANN et al., 1990) mit einer Anreicherung von Candidatus
Nitrospira defluvii

Abbildung 18: Sonde S-G-Ntspa-0662-a-A-18 (DAIMS et al., 2001) mit einer Anreicherung von
Candidatus Ns. defluvii

Die Abbildung 19 zeigt das Ergebnis der Hybridisierung des Zellmaterials von
Candidatus Ns. defluvii mit der Sonde NS177A. Diese Sonde bindet nicht an das
Zellmaterial von Candidatus Ns. defluvii, die Zellen werden nur mit DAPI erfasst,

was durch die blaue Farbung sichtbar wurde.
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Abbildung 19: Oligonukleotidsonde NS177A mit einer Anreicherung von Candidatus Ns. defluvii

Die Ergebnisse belegen, dass durch die Kombination der nicht markierten
Kompetitorsonde NS177B und der zusatzlich abweichenden Zielsequenz der Cy3-
markierten Oligonukleotidsonde NS177A, die Cy3-markierte Bindung an die rRNA
von Candidatus Nitrospira defluvii verhindert werden konnte.

Die Abbildungen 20 bis 25 stellen die Ergebnisse der Anreicherung (Tab. 3) fur die
Gattung Nitrospira aus Belebtschlamm (,Bs_17“) mit einer Inkubationstemperatur
von 17°C und niedrigen Nitritkonzentrationen von 0,3 mM dar. Die Abbildung 20
zeigt die Hybridisierung mit der Sonde EUB338 (AMANN et al. 1990). Die Zellen
wurden von der Cy3-markierten Sonde und durch DAPI gefarbt, was die
purpurfarbenen Strukturen belegen. Es handelte es sich um dicht gepackte grole
Kolonien, welche teilweise an  Belebtschlamm  angeheftet  waren.
Zellmorphologisch lagen unterschiedliche Zelltypen vor, welche nicht weiter

differenziert werden konnten.
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Abbildung 20: Sonde EUB338 (AMANN et al., 1990) mit Nitrospira-Anreicherung (,BS_17¢)

In der Abbildung 21 ist die Hybridisierung mit der Sonde S-G-Ntspa-0662-a-A-18
(Daims et al. 2001) dargestellt. Hier wurden zwei Zelltypen analysiert, welche eine
Bindung an die Cy3-markierte Sonde und an DAPI| aufwiesen. Es handelte sich
um Kolonien und einzelne Zellen, welche verschiedene Zellmorphologien zeigten.
Bei den Kolonien handelte es sich um kokkoide Formen und bei dem zweiten
Zelltyp sind stabchenformige Strukturen identifiziert worden, welche in kleineren

Verbanden, oder einzeln vorliegend identifiziert wurden.

Abbildung 21: Sonde S-G-Ntspa-0662-a-A-18 (DAIMS et al., 2001) mit Nitrospira-Anreicherung
(,BS_17%)

Die Abbildungen 22— 25 zeigen Zellen aus der Nitrospira-Anreicherung (,BS_17%)
mit der Sonde NS177A. Die Ergebnisse belegen, dass die Zellen, welche

73



Ergebnisse

zellmorphologisch eine stabchenformige Form aufwiesen und nur in kleineren
Verbanden oder frei vorlagen, von der neu entwickelten Sonde erfasst wurden.
Wahrend die Kolonien mit den zellmorphologisch kokkoiden Strukturen nur die

DAPI-Farbung aufwiesen.

Abbildung 22: Oligonukleotidsonde NS177A mit Nitrospira-Anreicherung (,BS_17)

Abbildung 23: Oligonukleotidsonde NS177A mit Nitrospira-Anreicherung (,BS_17%)
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Abbildung 24: Oligonukleotidsonde NS177A mit Nitrospira-Anreicherung (,BS_17)

Abbildung 25: Oligonukleotidsonde NS177A mit Nitrospira-Anreicherung (,BS_17%)
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3.4 Ergebnisse zum Biofiltermaterial aus marinen Fischfarmen

Nachfolgend sind die Ergebnisse der FAME-SIP Analysen des Biofiltermaterials
aus den marinen Fischfarmen Blisum und Strande dargestellt. Die Ergebnisse der
Markierungsexperimente unter Beschrankung auf die relevanten Komponenten
der autotrophen Nitrit-oxidierenden Gemeinschaft (siehe auch Tab. 1) werden in
den Abbildungen 26 — 29 gezeigt. Die ausfuhrlichen Profile der Gesamtfettsauren
mit den dazugehdrigen Markierungsgraden sind im Anhang (Abb. 53; 55 - 61)
aufgefuhrt. Wie schon fur die Untersuchungen aus Belebtschlamm beschrieben
worden ist, werden Fettsauren mit einer Gesamt-Abundanz < 1000 nicht
bertcksichtigt. Basierend auf dem einseitigen Student t-Test konnte fur die
Fettsauren aus dem Biofiltermaterial ein Schwellenwert flr eine signifikant
markierte Fettsaure von 3,7 % (p < 0,1) ermittelt werden. In den nachfolgend
dargestellten Untersuchungen werden alle Markierungsgrade = 4 % als
signifikanter Einbau gewertet, zusatzlich sind die Wahrscheinlichkeitswerte p flr
wichtige Einbauraten in einzelne Fettsauren im Text angegeben. Durch die
3C-Assimilierungen in die einzelnen Lipide kdnnen Riickschliisse auf die aktive
autotrophe Bakteriengemeinschaft im Biofiltermaterial gezogen werden. Als Index
fur diese Aktivitat wurden die Hauptfettsauren der bekannten Nitrit-oxidierenden
Bakteriengemeinschaft gewahlt, wobei zu beachten war, dass es sich nur bei den
Hauptfettsauren fur Nitrospira um fur die Gattung spezifische Hauptkomponenten
handelt. Dennoch liefern die nicht spezifischen Hauptkomponenten fur die Gattung
Nitrococcus (Fettsaure 16:1 cis 9 in Kombination mit Fettsaure 18:1 cis 11), die
Gattung Nitrobacter (Fettsaure 18:1 cis 11) und dem Betaproteobakterium
Nitrotoga (Fettsaure 16:1 cis 9) Hinweise auf die Relevanz der unterschiedlichen
Nitritoxidanten im System. Alle Hauptkomponenten der Nitritoxidanten konnten in
den beiden Aquakulturanlagen von Strande und Busum detektiert werden. Weiter
zeigte sich, dass die Hauptfettsaure 14:0 nur in den Proben aus Strande
vorhanden war. Diese Fettsaure ist in Kombination mit der Fettsaure 16:1 cis 9 ein
Indiz auf die mogliche Anwesenheit der Gattung Nitrospina. Die spezifischen
Hauptkomponenten fur die Gattung Nitrospira, welche fir alle untersuchten
Biofilter detektiert wurden, waren die Fettsauren 16:1 cis 7 und 16:1 cis 11. Die

Fettsaure 16:0 weist nicht auf einen Organismus im Habitat hin. Es handelt sich
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bei dieser Fettsaure um eine Hauptkomponente von vielen Bakterien, daher
werden die Markierungen dieser Fettsaure in den Grafiken mit dargestellt,
allerdings wird in den nachfolgenden Ausflihrungen nicht weiter auf den Einbau in

diese Komponente eingegangen.
3.4.1 FAME-SIP Analysen mit Proben aus Busum und Strande

Die FAME-SIP Analysen der Biofiltersysteme der marinen Fischfarmen Busum
und Strande wurden mit Biofiltermaterial aus Modul Il (Abb. 26) flr die Fischfarm
Blsum und fur die Fischfarm in Strande mit Material der Filteranlagen Shrimp
(gemischte FK), Barramundi (weiRe FK) und Barramundi (schwarze FK) (Abb. 27)
durchgefuhrt. Die Temperaturen und Nitritkonzentrationen der Proben aus Busum
und Strande erfolgten in Anlehnung an die naturlich vorherrschenden Parameter
der Biofiltersysteme. Des Weiteren sind Untersuchungen, welche aufierhalb der
Parameter im natirlichen System lagen durchgefuhrt worden, so wurden einige
Analysen mit terrestrischem und marinem Mineralmedium durchgefuhrt und

extreme Temperaturparameter und Nitritkonzentrationen getestet.

FUr die marine Fischfarm in Blsum erfolgte die Inkubation der schwarzen
Fullkérper (schwarze FK) bei 17°C mit 3 mM Nitrit in terrestrischem und marinem
Mineralmedium (KEUTER et al., eingereicht). Die unterschiedlichen Medien
resultieren aus Wachstumsversuchen, welche fur dieses System durchgefuhrt
worden sind. Die Fettsaure 14:0 wurde im Originalmaterial (Abb. 52) aus dem
Biofilter detektiert, nach der Inkubation war diese allerdings nicht mehr vorhanden.
Die Hauptkomponenten fur Nitrotoga, Nitrococcus und Nitrobacter, die Fettsauren
16:1 cis 9 und 18:1 cis 11 konnten nachgewiesen werden, zeigen aber keine
3C-Assimilierung. Unter den gewahlten Bedingungen wiesen nur die spezifischen
Fettsauren fur die Gattung Nitrospira einen Einbau von 20 — 21 % (p < 0.005) fur
die Fettsdure 16:1 cis 7 und einen Einbau von 13 — 14 % (p < 0.005) fur die
Fettsaure 16:1 cis 11 auf (Abb. 26).
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Markierung Modul Il 17°C (3 mM Nitrit)

Anteil Fettsduren (%) Markierungsgrad (%)

marines Medium
(schwarze FK)

terrestrisches Medium
(schwarze FK)

| | \ |

10 15 20 25

5 y 15 10 0

5 0 5
’ [Jie1cs7 [Wte1ciso et cis 11 o e cis 11 ‘

Abbildung 26: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in
Prozent (rechte Grafik) der Biofilterproben aus Bisum. Biofilterproben aus Modul Il. Proben bei
17°C in marinem und terrestrischem Mineralmedium inkubiert, mit einer Nitritkonzentration von
3 mM.

Die ersten Markierungen der Proben aus den drei Biofiltersystemen der Anlage in
Strande sind bei 26°C mit einer Nitritkonzentration von 3 mM durchgefuhrt worden
(Abb. 27).

Markierung Strande 26°C (3 mM Nitrit)
Anteil Fettsauren (%) Markierungsgrad (%)

Barramundi “
(weile FK)

Barramundi h
(schwarze FK)

Shrimp
(gemischte FK)

1Y = ]

20 1 16 14 12 10 6 4 2 10 15 20 25

0 0 5
| D14:0 |:|16:1cis7 16:1 cis 9 .16:1cis11 .16:0 .18:1cis11|

Abbildung 27: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in
Prozent (rechte Grafik) der Biofilterproben aus Strande. Biofilterproben aus der Barramundi-Anlage
und Shrimp-Anlage. Bei einer Inkubationstemperatur von 26°C, mit 3 mM Nitrit.

Fur die Fettsaure 16:1 cis 9 wurde ein Einbau von knapp 5 % (p < 0.05) in der
Probe aus dem Biofiltersystem Barramundi (schwarze FK) detektiert. Die
Fettsaure 14:0 zeigte einen erhdhten Einbau von 5 - 8 % (p < 0.1) in den Proben

der Biofilter Barramundi (weil3e und schwarze FK). Die Nitrospira-spezifischen
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Fettsduren wiesen sehr hohe Einbauraten in den Proben aus allen drei
Biofiltersystemen auf. Fiir die Fettsdure 16:1 cis 7 konnten '*C-Assimilierungen
von 13 — 21 % (p < 0.005) detektiert werden. Fur die Fettsdure 16:1 cis 11 konnten
Einbauraten zwischen 11 — 16 % (p < 0.025) ermittelt werden.

3.4.2 FAME-SIP und 16S rRNA Sequenzanalysen der Biofilter aus Strande

In einem erweiterten Versuchsansatz sind die Fullkorper (FK) aus dem Shrimp-
und Barramundi-Filtersystemen der Aquakulturanlage in Strande bei 17°C und
28°C mit Nitritkonzentrationen von 0,3 mM bis 10 mM belegt worden (Abb. 28 &
29). Diese Parameter wurden gewahlt, um ein moglichst breites Spektrum der

naturlichen Bedingungen, sowie Stressparameter, analysieren zu konnen.

Markierung Strande 17°C

Anteil Fettsduren (%) Markierungsgrad (%)

m‘
!

Shrimp
(gemischte FK)

Barramundi
(weile FK)
10 mM
[ ]
Barramundi 3mM
(schwarze FK) I )
0,3mM ;

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 56

| D14:0 |:|16:1cis7 |:|16:1ci59 .16:1cis11 .16:0 .18:1cis11|

Abbildung 28: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in
Prozent (rechte Grafik) der Biofilterproben aus Strande. Biofilterproben aus der Barramundi-Anlage
und Shrimp-Anlage. Bei einer Inkubationstemperatur von 17°C, mit unterschiedlichen
Nitritkonzentrationen.

Bei beiden Inkubationstemperaturen zeigte sich, dass die Fettsaure 14:0 im

Biofiltersystem Barramundi (weil3e FK) nicht detektiert werden konnte, allerdings
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ist diese Fettsaure in den Original-Proben noch prasent gewesen (Abb. 54). In den
beiden anderen Biofiltersystemen wiesen die Inkubationen dieser Fettsaure bei
Temperaturen von 17°C und 28°C mit Nitritkonzentrationen von 3 mM und 10 mM
Einbauraten von 4 — 13 % (p < 0.1) auf. Die Fettsaure 16:1 cis 9 konnte in allen
Biofiltersystemen detektiert werden und zeigte Einbauraten zwischen 4 — 13 %
(p < 0.025).Die Fettsaure 18:1 cis 11 wurde in allen Biofiltern nachgewiesen und

wies Einbauraten zwischen 4 und 10 % (p < 0.05) auf.

Markierung Strande 28°C

Anteil Fettsauren (%) Markierungsgrad (%)

Shrimp
(gemischte FK) I

Barramundi
(weiBe FK) I 1

0,3mM

Barramundi | &L
mM
(schwarze FK) )

30 25 20 15 10 5 0 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

‘ [Jrao [Jrecs7 [[tetciso [16:1 cis 11 .16:0 | X cis11|

Abbildung 29: Prozentanteil an Gesamtzellfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in
Prozent (rechte Grafik) der Biofilterproben aus Strande. Biofilterproben aus der Barramundi-Anlage
und Shrimp-Anlage. Bei einer Inkubationstemperatur von 28°C, mit unterschiedlichen
Nitritkonzentrationen.

Die '*C-Assimilierungen in die zuvor genannten Lipide erhdhten sich mit
ansteigender Nitritkonzentration. Die hdchste Einbaurate fur die Fettsaure 14:0
wurde im Biofilter Shrimp 28°C (gemischte FK) mit 10 mM Nitrit gemessen, fur die
Fettsaure 16:1 cis 9 ist die hochste "*C-Assimilierung in der Probe Barramundi

(weilde FK) bei einer Temperatur von 28°C mit 10 mM Nitrit detektiert worden. Im
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Biofiltersystem Barramundi (weile FK) mit 10 mM Nitrit bei einer Temperatur von

17°C konnte der hochste Einbau der Fettsaure 18:1 cis 11 ermittelt werden.

Die Untersuchungen fur die Nitrospira-spezifischen Hauptfettsauren 16:1 cis 7 und
16:1 cis 11 zeigen, dass sich der Markierungsgrad mit der Nitritkonzentration
erhoht. Fur beide Temperaturparameter, 17 und 28°C, konnten hohe Einbauraten
detektiert werden. Hierbei lag die 13C—Assimilierung in die spezifische
Hauptkomponente 16:1 cis 7 zwischen 30 und 44 % (p < 0.005). Die spezifische
Fettsdure 16:1 cis 11 wies Einbauraten von 19 bis 45 % (p < 0.005) auf.
Unterschiede konnten beim Vergleich der Fettsaureanteile der spezifischen
Hauptkomponenten in den verschiedenen Biofilterproben ermittelt werden. Fur
beide Temperatur-Ansatze der Biofilter Shrimp (gemischte FK) und in den
Inkubationen Barramundi (schwarze FK und weilde FK) mit einer Temperatur von
28°C lag ein hoherer Markierungsgrad flr die Fettsaure 16:1 cis 7 vor. Dagegen
zeigte die Probe Barramundi (weif3e FK) mit der Inkubationstemperatur von 17°C
einen hoheren Einbau an **C in die Fettsdure 16:1 cis 11. Der Biofilter Barramundi
(schwarze FK) zeigte bei einer Inkubationstemperatur von 17°C einen ahnliche

13C-Assimilierung fur beide spezifischen Komponenten von Nitrospira.

Dieser zweite Versuchsansatz wurde parallel, im Zuge einer Kooperation mit der
Hamburger Arbeitsgruppe Mikrobiologie von PD Dr. Eva Spieck durch Sabine
Keuter durchgefihrt. Um die Ergebnisse dieser Kooperation voneinander
abgrenzen zu kdonnen, werden die Daten der Kooperationspartner mit dem Kurzel
,HH®, fur Hamburg gekennzeichnet und die Ergebnisse aus vorliegender Studie
mit dem Kurzel ,0S" fir Osnabrick. Die Arbeitsgruppe in Hamburg verwendete fur
ihren Ansatz 300 ml Kulturkolben, also ein flr Sauerstoff offenes System, welche
mit 100 Fullkérpern und 100 ml Mineralmedium inkubiert wurden. Die Parameter
fur die Temperaturen und die Ausgangskonzentrationen an Nitrit sind wie in der
vorliegenden Studie eingesetzt worden. Die Zugabe von Nitrit wurde individuell
nach dem Verbrauch in den Proben vollzogen. Der Erntezeitpunkt der Zellen
richtete sich nach dem Sauerstoffgehalt, welcher zu den Inkubationen in den

gasdichten Kolben wahrend der Inkubation in Osnabruck bestimmt worden war.
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Ein Ziel dieser Versuchsreihe sollte die Detektion eines moglichen Unterschiedes
in der Nitritverwertung zwischen dem geschlossenen System der vorliegenden
Studie und dem offenen System der Kooperationspartner sein. Vor allem aber sind
die 16S rRNA Sequenzanalysen der verschiedenen Arbeitsgruppen fur dieses
System miteinander verglichen worden. Der daraus resultierende phylogenetische
Stammbaum wurde in vorliegender Studie berechnet und ist in Abb. 30 dargestellit.
Die Sequenzanalysen erfolgten mit unterschiedlichen Primersystemen. In
Osnabrick wurden der Bacteria-spezifische Primer Jur8F (JURETSCHKO et al.,
1998) und der Nitrospira-spezifische Primer NS1036 (diese Studie) verwendet. In
Hamburg wurden der Bacteria-spezifische Primer 27F (LANE, 1991) und der
Nitrospira-spezifische Primer Ntspa1158R (MAIXNER et al., 2006) verwendet. In
Tab. 16 sind die einzelnen Nitritzugaben der Inkubationen der Proben aus Strande
dargestellt. Die Inkubationszeiten richteten sich nach den Gasmessungen der
Inkubationen aus der vorliegenden Studie und die Kulturen wurden bei einem
Sauerstoffgehalt von ca. 5 % geerntet.

Tabelle 16: Nitritgabe der einzelnen Inkubationen in Hamburg (HH) und Osnabrick (OS), sowie
die Inkubationszeiten in Tage (FK = Fllkorper)

0,3 mM Nitrit 3 mM Nitrit 10 mM Nitrit Zeitraum
HH (O] HH (O] HH oS Tage
Shrimp 17°C 15 x 15 x 5x 6 x 2 X 3 x 55
(gemischte FK)
Shrimp 28°C 10 x 11 x 8 x 5x 3x 1X 41
(gemischte FK)
Barramundi 17°C 14 x 15 x 13 x 13 x 4 x 4 x 55
(weile FK)
Barramundi 28°C 9x 9x 8 x 9x 4 x 4 x 34
(weile FK)
Barramundi 17°C 11 X 11 x 11 x 10 x 3x 4 x 41
(schwarze FK)
Barramundi 28°C 7 x 7 x 8 x 6 x 4 x 2 X 27

(schwarze FK)

Es zeigte sich, dass ein ahnlicher Nitritverbrauch bei den Inkubationen im
geschlossenen System (Osnabrick) und im offenen System (Hamburg) vorlag.
Die Inkubationszeiten beliefen sich auf 27 — 55 Tage, wobei die Inkubationen von
17°C langer inkubiert wurden, um den Sauerstoffgehalt von ca. 5 % zu erreichen.

Die Inkubationen von Shrimp und Barramundi (schwarze FK) wurden bei 17°C
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zwei Wochen langer inkubiert als die Inkubationen bei 28°C. Die Inkubationen von

Barramundi (weilRe FK) wurden bei 17°C um 21 Tage langer inkubiert.

Die Ergebnisse der phylogenetischen Analyse der 16S rRNA-Gensequenzen sind
im nachfolgenden Stammbaum (Abb. 30) zusammengefasst. Das Alignment der
Sequenzen und die Konstruktion des phylogenetischen Stammbaumes
(,Neighbor-Joining®), sowie die ,Bootstrap“-Analysen wurden mit dem Programm
MEGA 4 (TAMURA et al. 2007) durchgefuhrt. Im phylogenetischen Stammbaum
werden die 16S rRNA Sequenzen der Biofiltersysteme Barramundi (weile FK
(,Bw®)), Barramundi (schwarze Fk (,Bb“)) und Shrimp (gemischte Fk (,Sh"))
dargestellt (Abb. 30). Es sind beide Inkubationstemperaturen (,17“ bzw. ,28%),
welche mit der hochsten Nitritkonzentration (,10%) inkubiert wurden, analysiert
worden. Die Benennung der sequenzierten Klone erfolgt je nach Herkunft mit dem
Kirzeln ,HH* oder ,OS". Es konnten vier verschiedene Cluster detektiert werden.
Das Isolat Nitrospira moscoviensis M-1 (Acc. Nr. X82558) bildet im vorliegenden
phylogenetischen Stammbaum die Aufldengruppe. Im Cluster | befinden sich die
Sequenz des Isolates Nitrospira marina Nb-296 (Acc. Nr. X82559), die Sequenz
der Nitrospira-Variante (Ecomares 2.1; Acc. Nr. HQ686082; KEUTER et al.
eingereicht), sowie klonierte Sequenzen aus allen drei Biofiltermodulen. Im ersten
Cluster befindet sich nur eine klonierte Sequenz aus dem Shrimpfilter (17°C), die
meisten klonierten Sequenzen dieses Moduls (,Sh17“) bilden mit Cluster Il eine
eigene Untergruppe. Das dritte Cluster umfasst klonierte Sequenzen aus
Hamburg, welche aus den Modulen ,Bb28° ,Bb17% ,Bw28“ ,Bw17“ und ,Sh28“
stammen. Des Weiteren befinden sich im Cluster IV klonierte Sequenzen aus
vorliegender Studie. Diese stammen aus den Biofiltersystemen ,Bb28“, ,Bb17*
und ,Bw28“ (Abb. 30, Sequenzen Cluster Ill und Cluster IV rot hervorgehoben).
Die Sequenzen aus den Clustern Ill und IV zeichnen sich durch eine
unterschiedliche Basenfolge an Positionen 482 — 487 aus (Abb. 31). Diese
Abfolge (grun dargestellt) unterscheidet sie von allen Sequenzen, welche sich in
den Clustern | und Il (blau dargestellt) befinden, sowie von dem als Auldengruppe

deklarierten Organismus Nitrospira moscoviensis M-1.
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Bb 28 10 OS clome2
{Eb 281005 clarne2A
Bb 28 10 05 clones
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Sh28 10008 cloneT
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— Bb 281005 clona15
— Bb 28 10 OS clone1
Bb 28 10 OS cone14
Sh2E 1005 cloned”
Bw 28 10 OS5 clone15*
L‘ﬁﬂ' 10 08 cloned®
| Bw 28 10 03 clone18
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Sh 17 10 08 cloneZ2
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Abbildung 30: Phylogenetischer Stammbaum der 16S rRNA Gensequenzen von Nitrospira marina
Nb-296 (Acc. Nr. X82559), Nitrospira moscoviensis M-1(Acc. Nr. X82558) und der neuen
Nitrospira-Variante “Ecomares 2.1” (Acc. Nr. HQ686082; KEUTER et al. eingereicht) mit Sequenzen
aus der marinen Fischfarm Strande aus den Biofilteranlagen Barramundi (schwarze FK (Bb)),
Barramundi (weille FK (Bw)) und Shrimp (gemischte FK (Sh)). Die Inkubationstemperaturen
betrugen 17°C bzw. 28°C mit 10 mM Nitrit. Sequenzen mit dem Kirzel ,HH* stammen aus
Hamburg, das Kirzel ,0S* steht fir Klone aus vorliegender Arbeit. Sequenzen < 800 bp sind mit *
gekennzeichnet. Das Alignment der Sequenzen und die Konstruktion des Baumes (,Neighbor-
Joining®) und die ,Bootstrap“-Analysen wurden mit dem Programm MEGA 4 (TAMURA et al. 2007)
durchgefiihrt. Boostrap-Werte = 60 % sind in grau an den Knotenpunkten gekennzeichnet,
.Bootstrap“-Werte = 80 % sind in schwarz gekennzeichnet. Der Skalierungsbalken entspricht
einem Sequenzunterschied von 1 %. Mdgliche Sequenzchimaren, wurden unter Verwendung des
Programms Pintail (ASHELFORD et al., 2005) ausgeschlossen. Der rote Kasten markiert die
Sequenzen aus Cluster Ill und IV, welche Unterschiede in den Basen (siehe Abb. 31) zu allen
Sequenzen aus Cluster | und Cluster Il aufweisen.

Nitrospira marina Nb-295 480 ACC--ACT 487
Cluster II 480 ACC--ACT 487
Cluster 131 480 ACicoC 47
Nitrospira moscoviensis M-1 480 ACC--GTT 487

Abbildung 31: Ausschnitt aus dem Alignment der Sequenzen aus Strande (Abb. 30). Dargestellt
sind die Sequenzinformationen der Positionen 480 — 487 fir Nitrospira marina (Acc. Nr. Acc. Nr.
X82559) (reprasentativ fur Cluster 1), Cluster Il, Cluster lll, Cluster IV und Nitrospira moscoviensis
(Acc. Nr. X82558). Alle in Cluster Il und IV (roter Kasten) befindlichen Sequenzen weisen an der
Basenposition 482— 487 (grin dargestellt) Basenunterschiede zu allen in Cluster | und Cluster Il
befindlichen Sequenzen (Basenunterschiede blau dargestellt). Positionsangaben der Basenpaare
nach E. coli (BROsIUS et al., 1978) verwendet.
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4. Diskussion

4.1 Gesamtzell-Fettsaureanalysen der Reinkulturen und Anreicherungen

In der Gesamtzell-Fettsdureanalyse konnte gezeigt werden, dass nach dem
gegenwartigen Kenntnisstand alle Organismen, welche Uber die 16S rRNA, sowie
nach zellmorphologischen Gesichtspunkten der Gattung Nitrospira zugeordnet
wurden (WATSON et al., 1986; EHRICH et al., 1995; SPIECK et al., 2006, LEBEDEVA et
al., 2008; LEBEDEVA et al., 2011), auch Uber die spezifische Zusammensetzung der
Fettsduren dieser Gattung zugeordnet werden konnen. Hierzu konnten in der
vorliegenden Arbeit die Hauptfettsduregruppen einzelner Spezies, die in
vorangegangenen Studien (LiPskI et al., 2001; SpiecK et al., 2006) beschrieben
wurden, bestatigt werden. Die Hauptkomponenten der Gattung Nitrospira lassen
sich  folglich reproduzierbar nachweisen. Die Fettsaure-Analysen der
Anreicherungen und Reinkulturen zeigen zudem, dass die Organismen der
Gattung Nitrospira in diesen Kulturen Uber ihre Fettsaureprofile differenzierbar
sind. Die spezifischen Hauptkomponenten, die Fettsauren 16:1 cis 7, 16:1 cis 11
und 16:0 11 methyl, wurden in unterschiedlichen Kombinationen in den
Untersuchungen der Anreicherungen aus unterschiedlichen Okosystemen
detektiert. Diese Resultate weisen auf ein ubiquitdres Vorkommen der Gattung
Nitrospira hin (Tab. 9).

Anreicherungen aus heilden Quellen in der Nahe von Gorjachinsk (Russland)
beinhalten unterschiedliche Fettsauremuster (Tab. 13). Wahrend in den
Organismen von Ns. calida Ns10 die spezifischen Fettsauren 16:0 11 methyl in
Kombination mit 16:1 cis 7 detektiert wurden, konnte in der Anreicherung ,Ga II*
lediglich die Fettsaure 16:1 cis 7 als spezifische Hauptkomponente nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten Organismen in
unterschiedliche taxonomische Gruppen eingeordnet werden kénnen. Jedoch
weisen Analysen auf 16S rRNA-Ebene diesen Unterschied nicht auf (LEBEDEVA et
al., 2011). Daher ist es denkbar, dass die unterschiedlichen Kombinationen der
Fettsduren in den Anreicherungen aus heiRen Quellen aus der Anderung der
Lipide innerhalb einer Population resultieren, was auf eine Mikroevolution
(SIKORsKI, 2008) hinweisen kdnnte.
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Zudem konnte eine Anpassung der Lipidzusammensetzung eine direkte Reaktion
der Organismen auf Stressfaktoren (z. B. extreme Temperaturveranderungen)
sein, um eine Anderung der Membranfluiditdt zu verhindern (DE MENDOZA und
CRONAN JR., 1983; SINENSKY, 1974; WEBER und DE BONT, 1996). Allerdings lassen
sich komplett unterschiedliche Fettsauremuster nicht durch den Einfluss von
Stressfaktoren erklaren. Die Anreicherung von Ns10 bei 37°C weist, in Bezug auf
die Zusammensetzung der Hauptkomponenten, die gleichen Ergebnisse auf, wie
die Anreicherung von Ns10 bei 45°C. Eine Veranderung zeigte sich im
Prozentanteil der Hauptfettsaure 16:0 11 methyl. So konnte in der Anreicherung
NS10 bei 45°C ein doppelt so hoher Prozentanteil dieser Hauptkomponente
detektiert werden. Dieses Resultat stimmt nicht mit den beschriebenen
Anpassungsmechanismen zur Membranfluiditdt Uberein. Danach ware bei
verzweigten Fettsauren ein hoherer Prozentanteil bei niedrigeren Temperaturen
zu erwarten, um die Membranfluiditat aufrecht erhalten zu konnen, wie bei
RUSSELL und FUKUNAGA (1990) beschrieben. Die Anreicherung Ga Il mit einer
Inkubationstemperatur von 46°C wies ein anderes Muster der Hauptfettsauren auf.
In dieser Anreicherung wurde ausschlieBlich die Fettsaure 16:1 cis 7 als
spezifische Hauptkomponente detektiert. Die Fettsaure 16:0 11 methyl konnte hier
nicht als Hauptkomponente identifiziert werden. Die Anreicherungen aus den
heillen Quellen stammen aus demselben Habitat. Inwieweit unterschiedliche
Salzgehalte oder pH-Werte Stress ausgeldst haben, der die Zusammensetzung
der Fettsaurekomponenten beeinflusste, ist unter den gewahlten Bedingungen
nicht nachweisbar. Das Habitat und die Bedingungen fur die Anreicherungen
waren gleich, es lag also keine Notwendigkeit fur eine direkte Anpassung an
unterschiedliche Umwelteinflisse, oder verschiedene Kultivierungsparameter vor.
Langzeitaufnahmen der Parameter im Habitat, wie Temperatur, Salzgehalt oder
pH-Wert liegen fiir dieses Okosystem nicht vor. Somit kénnen keine Riickschliisse
auf einen stressbedingten Selektionsdruck gezogen werden. Die Frage der
eventuell vorliegenden Mikroevolution kann durch die in vorliegender Studie
angewandten Methoden und die zur Verfugung stehenden Parametern nicht
weiter geklart werden. Um die Frage des Verwandtschaftsgrades zwischen dem
Stamm Ns10 und der Anreicherung Ga Il analysieren zu kbénnen sind

weiterfuhrende Untersuchungen notwendig. So kdénnten Analysen konservierter
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genomischer Regionen, wie den Genen fur die Nitritoxidoreduktase, weitere
Anhaltspunkte auf den phylogenetischen Verwandtschaftsgrad dieser Organismen
der Gattung Nitrospira aus heilen Quellen liefern.

Verschiedene Anreicherungen von Nitritoxidanten wurden wahrend dieser Studie
bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert und mittels Fettsaureanalytik
ausgewertet. Hierzu gehdorte eine Anreicherung von Candidatus Nitrospira defluvii,
welche bei Temperaturen von 10°C bis 28°C inkubiert wurden (Tab. 10). Weitere
Anreicherungen von Organismen der Gattung Nitrospira waren ,Ecomares 2.1"
(Tab. 12), welche bei 17°C und 28°C angereichert wurde und Nitrospira calida
Ns10 (Tab. 13), dessen Anreicherung bei 37°C und 45°C erfolgte. Als weiterer
Nitritoxidant wurde Nitrobacter vulgaris AB1, bei Temperaturen von 10°C und
28°C, angereichert. Einige Kulturen wiesen eine Adaptation durch Verschiebung
der Anteile an gesattigten bzw. ungesattigten Fettsauren auf, welche notwendig
fur die Erhaltung der Membranfluiditat ist (RUSSEL, 1984). So kdnnen bei einer
Inkubation der Organismen bei der jeweiligen hoheren Temperatur hdhere
Prozentanteile an gesattigten Fettsduren detektiert werden. Im Gegensatz dazu
trat bei niedrigen Inkubationstemperaturen ein Anstieg der Anteile an
ungesattigten Fettsauren auf.

Die Kulturen von Nitrobacter vulgaris AB1 zeigen die Anpassung durch
Verschiebung des Verhaltnisses zwischen gesattigten und ungesattigten
Fettsauren in der Zellmembran. Bei einem Vergleich der ungesattigten Fettsaure
18:1 cis 11 mit der gesattigten Fettsaure 16:0 wurde diese Anpassung
nachweisbar. Des Weiteren konnte die Verschiebung der Verhaltnisse von
gesattigten und ungesattigten Fettsauren ebenfalls in der marinen Anreicherung
von ,Ecomares 2.1“ flr die spezifischen ungesattigten Hauptfettsauren, im
Vergleich mit der gesattigten Fettsaure 16:0 nachgewiesen werden. Diese
Anpassung der Zellmembran an die unterschiedlichen Temperaturen der
Inkubationen, konnte auch fur die Proben aus den Modulen der marinen Fischfarm
Strande teilweise ermittelt werden (Abb. 56 — 61). Untersucht wurden hier die
17°C und 28°C Inkubationen der Module Shrimp (gemischte FK) und Barramundi
(schwarze FK; weille FK). Als Indikatoren dienten die Nitrospira-spezifischen

Komponenten 16:1 cis 7 und 16:1 cis 11, sowie die Hauptkomponenten der
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Umweltproben, die Fettsduren 16:0, 16:1 cis 9 und 18:1 cis 11. Die Ergebnisse
zeigen erhohte Prozentanteile an ungesattigten Lipiden bei einer Temperatur von
17°C und hohere Prozentanteile flr gesattigte Lipide bei einer Temperatur von
28°C fur die Module Barramundi (schwarze Fullkérper) und Shrimp (gemischte
Fullkérper). Das Modul Barramundi (weil3e Fullkorper) wies diesen Unterschied
nicht auf. Weitere Anpassungen in den Fettsauretypen wurden fur die Module der
Fischfarm und den Anreicherungen von Nitrospira und Nitrobacter nicht

identifiziert.

Die Anreicherungen von Candidatus Nitrospira defluvii zeigten keine Anpassung in
den Fettsdurezusammensetzungen, um die Fluiditat der Zellmembran aufrecht zu
erhalten. Die Untersuchungen der Anreicherungen fur die Gattung Nitrospira
implizieren unterschiedliche Anpassungsmechanismen zur Aufrechterhaltung der
Membranfluiditat der einzelnen Spezies dieser Gattung. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die untersuchten terrestrisch lebenden Nitrospiren andere
Anpassungsmechanismen haben muissen, um die Membranfluiditdt aufrecht
erhalten zu kdnnen, da eine metabolische Zellaktivitat dieser Organismen bei allen
Inkubationen mit unterschiedlichen Temperaturen nachgewiesen werden konnte
(Tab. 15).

In allen untersuchten Anreicherungen aus marinen Systemen (Tab. 2) stimmt die
spezifische Kombination der Hauptkomponenten, bestehend aus der Fettsaure
16:1 cis 7 und Fettsaure 16:1 cis 11, Uberein (Tab. 9). Diese Lipide sind zudem fur
das Isolat Nitrospira marina Nb-295 als spezifische Hauptkomponenten identifiziert
worden (Tab. 9). Bis heute gibt es keine Hinweise fur das Auftreten diese
Kombination der spezifischen Hauptfettsauren aul3erhalb mariner Systeme, also
fur Vertreter der Gattung Nitrospira, welche aus limnischen oder terrestrischen

Habitaten angereichert wurden.

Die Hauptkomponente von Candidatus Ns. defluvii, die Fettsaure 16:1 cis 11,
konnte mit ahnlich hohen Prozentanteilen, in zwei weiteren Anreicherungen
detektiert werden. Es handelte sich um Material aus einem sauren Bioreaktor
(Israel) und um Material aus der Movilen Hohle (Rumanien) (Tab. 2, 9). Die
Ergebnisse dieser Anreicherungen zeigen, dass die Nitrospiren, welche Uber diese
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spezifische Hauptkomponente verfugen, nicht an ein Habitat gebunden sind und
die Lebensraume der Organismen mit der Hauptkomponente 16:1 cis 11 eine
grol3e Variabilitat in der Anpassung an verschiedene Umweltfaktoren aufweisen.
Dies wird bestatigt durch die Detektion der Fettsaure 16:1 cis 11, als
Hauptkomponente, in einem Organismus, welcher aus einem sauren Bioreaktor in
Israel angereichert wurde. Hier handelt es sich um einem extremen Lebensraum
mit einem niedrigen pH-Wert von 3,8 (+ 0,3) (TARRE & GREEN, 2004). Diese
Fettsaure wurde aullerdem in einem Organismus aus dem abgeschlossenen
System der Movilen Hohle detektiert. Bei dieser HOhle handelt es sich um ein
einzigartiges Grundwasserokosystem. Die Primarproduktion in diesem Habitat
basiert auf der Oxidation von geogenem Sulfit, der Methanoxidation und der
Nitritoxidation (VLASCEANU et al., 1997; ROHWERDER et al., 2003; HUTCHENS et al.,
2004). Des Weiteren tragt mit Candidatus Ns. defluvii ein Organismus diese
Hauptkomponente, der aus dem Belebungsbecken einer kommunalen Klaranlage
angereichert werden konnte (Tab. 9). Bei der Klaranlage handelt es sich um ein
Habitat, welches unter anderem mit einer hohen Schadstoffkonzentration belegt ist
(GALLERT & WINTER, 2005). Das alleinige Auftreten dieser spezifischen
Hauptkomponente ist bis zu diesem Zeitpunkt nicht in Vertretern mariner Systeme
detektiert worden.

Die Ergebnisse der Gesamtzellfettsduren sind ein wichtiges Merkmal fir die
Klassifizierung von Organismen der Gattung Nitrospira. Uber ihre spezifischen
Hauptfettsauren konnen diese Organismen differenziert und identifiziert werden.
Des Weiteren kann Nitrospira aufgrund der Spezifitat der Hauptfettsauren Uber
das Fettsaureprofil eindeutig von anderen Organismen abgegrenzt werden. Dies
ist ein essentieller Parameter fur die ldentifizierung der Gattung Nitrospira nach
einem langen und schwierigen Anreicherungsprozess. Die Kultivierungen aus den
unterschiedlichen Okosystemen zeigen die Verbreitung der Gattung Nitrospira,
welche in marinen und terrestrischen Systemen vorkommen. Die Abundanz dieser
Gattung in Habitaten mit extremen Lebensbedingungen, wie den hohen
Temperaturen in heilen Quellen, oder den niedrigen Temperaturen in
Permafrostregionen, weisen auf die 6kologische Radiation der Organismen dieser

Gattung hin. Zudem zeigen die Ergebnisse der Gesamtzellfettsaureanalysen, dass
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Organismen von Nitrospira an hohe Salzgehalte aus marinen Systemen, an
niedrige pH-Werte in Bioreaktoren, oder differenziellen Schadstoffeintragungen,
wie sie in Klaranlagen vorkommen konnen, angepasst sind. Dies lasst den
Schluss zu, dass die Gattung Nitrospira eine zentrale Position fur die Prozesse

des aeroben Stickstoffkreislaufes in unterschiedlichen Okosystemen einnimmt.

Die Anreicherungen ,MAK 207.5" und ,Ham-1“ zeigen das Fettsaureprofil des
psychrophilen Organismus Candidatus Nitrotoga arctica, welcher von ALAWI et al.
(2007) aus Permafrostproben (Sibirien) angereichert werden konnte (Tab. 14).
Charakteristisch fur diese Art ist die Hauptkomponente 16:1 cis 9 in Kombination
mit drei Hydoxyl-Komponenten (10:0 30H, 12:0 30H und 14:0 20H). Die
Anreicherung ,MAK 207.5% stammt urspringlich ebenfalls aus Sibirien, das
Material fur die Anreicherung ,MAK 207.5“ wurde aus Bodenproben entnommen.
Mit der Anreicherung ,Ham-1“ (ALAwI et al., 2009) konnte in der vorliegenden
Arbeit zum ersten Mal das Fettsduremuster der Nitrotoga-Spezies aus einer Probe
vom Belebungsbecken einer kommunalen Klaranlage identifiziert werden. Der
jahreszeitlich bedingte Temperaturverlauf im Belebtschlamm (Abb. 9) weist auf die
psychrotoleranten Eigenschaften von Nitrotoga hin. Durch die Anreicherung
,Ham-1“ aus dem Belebungsbecken der kommunalen Klaranlage, konnte gezeigt
werden, dass es sich bei Nitrotoga nicht ausschlief3lich um eine psychrophile
Spezies handelt, sondern auch psychrotolerante Arten, in diesem Taxon

identifiziert werden konnen.

Die Anreicherungsversuche haben gezeigt, dass sich Nitrit-oxidierende Bakterien
uber das Fettsauremuster voneinander abgrenzen lassen. Unterschiedliche
Nitritoxidanten kénnen in denselben Okosystemen identifiziert werden, wie die
Gesamtzellfettsaureanalysen der Anreicherungen aus Permafrostbdéden in
Sibirien, oder Anreicherungen aus Belebtschlamm kommunaler Klaranlagen
belegen. Die Abgrenzung Uber die Fettsduren ermadglicht zusatzlich die
Detektierbarkeit metabolischer Aktivitdten, welche Rulckschliusse auf die
Zellaktivitaten einzelner Nitritoxidanten liefern kénnen. Auf die Besiedelung der
dkologischen Nischen in Okosystemen, durch verschiedene Nitritoxidanten wird im

weiteren Verlauf dieser Diskussion in den Markierungsversuchen eingegangen.
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4.2 Vorbereitende Analysen fur die Markierung von Umweltproben

Ruckschlisse auf die metabolischen Aktivitaten von Mikroorganismen konnen
Uber die Markierung von Fettsauren mit stabilen Isotopen erhalten werden. Diese
weit verbreitete Methode ist erstmals mittels GC-C-IRMS Analyse von BOSCHKER
et al. (1998) beschrieben worden und wird seither fur Untersuchungen von
Bakteriengemeinschaften aus unterschiedlichsten Habitaten angewendet. Unter
anderem wurde diese Methode flr die Analyse mikrobieller Matten aus heil3en
Quellen (VAN DER MEER et al.,, 2007) und fur die Untersuchung Mineraldl-
Kontaminierter Grundwasserschichten (PomBo et al., 2002) verwandt. Mit stabilen
Isotopen markierte Lipide kdnnen auch Uber Quadrupol GC-MS analysiert werden,
dies wurde erstmals von ARAO (1999) flr acetatassimilierende Bakterien und Pilze
beschrieben. KNIEF et al. (2003) analysierte Uber Quadrupol GC-MS die Aufnahme
von '®C-Bicarbonat durch autotrophe Bakterien. Diese Vorgehensweise einer
Markierung der autotrophen Bakteriengemeinschaft mittels '>C-Bicarbonat und die
anschlieBende Analyse uber GC-MS sollte auch in vorliegender Studie
Anwendung finden. Die Analyse uber GC-MS ist weniger sensitiv, allerdings ist die
Analyse mittels GC-MS eine etablierte und nicht so kostenintensive Alternative zur
Analytik Gber GC-C-IRMS.

Der Einfluss der Temperatur auf die 13C—Markierung von Fettsauren wurden mit
einer Anreicherung von Candidatus Ns. defluvii gepruft. Die Inkubation mit 3C als
Kohlenstoffquelle wurde bei Temperaturen von 10°C und 17°C durchgefuhrt und
zeigten, dass sich autotrophe Organismen der Gattung Nitrospira mit
3C-Bicarbonat markieren lassen, was Uber die Einbauraten belegt wurde (Tab.
15). Diese Resultate stlitzen das Vorhaben, unterschiedliche Temperaturen in
Markierungsexperimenten von Umweltproben einzusetzen. Die Hauptkomponente
von Candidatus Ns. defluvii ist bei den gewahlten Temperaturen nachweisbar und
kann als temperaturunabhangiger chemotaxonomischer Marker verwendet
werden. Eine Differenzierung ist auch bei dem Einsatz unterschiedlicher
Temperaturparameter, vor allem Uber die spezifischen Hauptkomponenten flr die
Gattung Nitrospira, mdglich. Die verwendeten Inkubationstemperaturen flihrten zu
ahnlichen 13C-Assimilierungen fur einzelne Fettsduren. Dies kann zusatzlich als

Anhaltspunkt dafur gewertet werden, dass dieser Nitrospira, welcher unter
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Laborbedingungen sein Wachstumsoptimum bei 28°C zeigt (SPIECK et al. 2006),
auch bei niedrigen Temperaturen, von 10°C bzw. 17°C, Wachstum aufweist, da
auch bei diesen Temperaturen metabolische Zellaktivitat detektierbar war. Uber
die hohen Einbauraten an '*C lassen sich somit Riickschliisse auf hohe
Zellaktivitaten der autotrophen Organismen fuhren. Die Einbauraten unterschieden
sich hingegen in die gesattigten und ungesattigten Fettsdurekomponenten. So
konnte in die ungesattigten Fettsauren eine vermehrte 13C-Assimilierung analysiert
werden. Unterschiedliche Einbauraten zwischen gesattigten und ungesattigten
Lipiden wurden schon zuvor, in Arbeiten von ALEXANDRINO et al. (2001) und KNIEF
et al. (2003) detektiert. Dies kann einerseits auf die verschiedenen Synthesewege
der Lipide zurtickgefuhrt werden, oder andererseits aus unterschiedlichen Umsatz-
Raten resultieren. Bei den Synthesewegen lassen sich zwei Wege beschreiben.
Durch den ersten entstehen ungesattigte Fettsauren aus einer Modifikation der
gesattigten Fettsauren (Synthese durch die Desaturase), hier lage der Einbau an
3C in die gesattigten Fettsduren hoher, da die ungesattigten erst in einem
spateren Schritt synthetisiert werden. Ein hdherer Einbau in die ungesattigten
Fettsduren hingegen ist auf die gleichzeitige Synthese von gesattigten und
ungesattigten Fettsduren zuruckzufuhren und beschreibt den zweiten
Syntheseweg (Fettsaure-Synthease). Weiter weisen Lipide unterschiedliche
Umsatz-Raten auf (LAw, 1971; ALEXANDRINO et al., 2001; KNIEF et al., 2003; LIPSKiI,
2006), vorwiegend weisen die Hauptkomponenten einer Art die hochsten
Einbauraten an "*C auf. Im vorliegenden Fall liegt somit die Vermutung nahe, dass
zusatzlich zu einer parallelen Synthese der gesattigten und ungesattigten
Komponenten die Umsatz-Raten der ungesattigten Komponenten Gberwiegen, da

diese die Hauptkomponenten darstellen.

AbschlieRend wurde eine Originalprobe aus Belebtschlamm mit '*C-Bicarbonat
und '2C-Bicarbonat versetzt und diese Parallelen analysiert und verglichen
(Abb. 8). Die Untersuchungen zeigen, dass mit der Fettsdureanalytik im Scan-
Modus und der anschlieRenden Analyse der Proben im SIM-Modus der Einbau an
3C in die Hauptkomponenten der Nitrifikanten direkt aus den Umweltproben der
analysierten Habitate bestimmt werden konnen. Die massenspektrometrischen

Untersuchungen erlauben infolgedessen nicht nur die Identifizierung der

93



Diskussion

Fettsdurekomponenten im Scan-Modus, sondern auflerdem die Detektion
einzelner lonen im SIM-Modus. Der Vorteil des SIM-Modus liegt in der sensitiven
Detektion der vorgegebenen lonen. Bei der Beschrankung auf einzelne lonen
werden diese empfindlicher und genauer detektiert, da vergleichsweise mehr Zeit
zur Detektion der einzelnen Komponenten zur Verfugung steht als bei einer
Gesamtanalyse aller lonen (ROHWEDDER, 1985). Um nicht fur jede einzelne
Fettsaure die individuellen Molekularionen analysieren zu missen (ALEXANDRINO
et al., 2001), wurde das Cs-Fragment analysiert, da dieses bei der lonisierung im
GC/MSD bei allen FAMEs entsteht (KNIEF et al., 2003). Die Untersuchungen
zeigten zudem, dass die Sauerstoffkonzentration in den geschlossenen Systemen
der gasdichten Kolben einen limitierenden Faktor darstellt (Daten nicht gezeigt).
Dies ist auf die Atmungsaktivitat der heterotrophen und autotrophen Gemeinschaft
zuruckzufuhren, da Proben wie Belebtschlamm einer kommunalen Klaranlage und
Biofiltermaterial aus marinen Aquakulturanlagen eine heterogene mikrobielle
Gemeinschaft aufweisen. Der Sauerstoffverbrauch wurde daher regelmalRig
gemessen um zu verhindern, dass die Proben anoxisch wurden. Es konnte
gezeigt werden, dass der Sauerstoffverbrauch mit der Temperatur anstieg, was
auf die Wachstumsoptima der mikrobiellen Gemeinschaften in den analysierten
Okosystemen zurlickgefiihrt werden kann, da diese eher im mesophilen Bereich
lagen. Weiter ist bestimmt worden, dass der Sauerstoffverbrauch bei hohen
Nitritkonzentrationen sank, was auf die Toxizitat des Nitrits zurickzufuhren ist. Die
Analysen wurden bei einem Sauerstoffgehalt von ca. 5 % gestoppt. Dies
verhinderte unerwlnschte anoxische Prozesse im System. Die untersuchten
Kolben sind in Abhangigkeit von der Inkubationstemperatur geerntet worden. Dies
bedeutet, dass eine komplette Probencharge derselben Inkubationstemperatur
geerntet wurde, wenn ein Kolben dieser Temperatur den Sauerstoffgehalt von 5 %
erreicht hatte. Dadurch erfolgte die Gewahrleistung, dass die '>C-Assimilierung
auch bei langsameren Stoffwechselaktivitaten, durch nicht optimale

Inkubationstemperaturen, stattfinden konnte.
4.3 Analysen zum Okosystem Belebtschlamm aus einer Kliranlage

Die Proben aus Belebtschlamm sind zu unterschiedlichen Jahreszeiten in dem

Zeitraum vom Juni 2008 bis August 2009 genommen und bei unterschiedlichen
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Temperaturen und mit verschiedenen Nitritkonzentrationen inkubiert worden. Die
Inkubationsparameter wurden variabel gewahlt, da auch das Belebungsbecken
der Klaranlage natlrlichen Schwankungen ausgesetzt ist. Im jahreszeitlichen
Verlauf sind Temperaturabweichungen mit bis zu 5°C von den jeweiligen

monatlichen Mittelwerten (Abb. 9) ermittelt worden.

Nach der Inkubation wurden die Gesamtzellfettsaureprofile bestimmt und die
Markierungsgrade, die "*C-Assimilierung, quantifiziert. Im nachfolgenden Abschnitt
sollen diese Inkubationen diskutiert und mit den weiteren Ergebnissen zum Habitat

Belebtschlamm verglichen werden.

Die Untersuchungen bei einer Inkubationstemperatur von 4°C sind nicht weiter
verfolgt worden, da die bei dieser Temperatur inkubierten Proben vom Juni 2008
keine 13C-Assimilierung aufwiesen. Der nicht vorhandene Einbau bei dieser
untersuchten Inkubationstemperatur kann darauf zurickgefuhrt werden, dass das
Belebungsbecken eine so niedrige Temperatur nicht erreicht, was auch wahrend
des Probenahmezeitraumes vom Juni 2008 bis August 2009 ermittelt werden
konnte. Es scheint also keine Notwendigkeit einer Anpassung der autotrophen
Bakteriengemeinschaft an diese extrem niedrige Temperatur in diesem Habitat

vorzuliegen.

Die Inkubation bei 10°C zeigte (Abb. 10), dass eine Nitritkonzentration von 30 mM
hemmend auf die Einbauraten in die Fettsauren der autotrophen Organismen
wirkt. Auch die Inkubationen vom Juni 2008 und Januar 2009 zeigen keinen
relevanten Anstieg des Einbaus an °C in die Fettsauren. Lediglich die Fettsiure
16:1 cis 9 wies einen erhdhten Einbau in der Inkubation vom Januar 2009 mit
einer Nitritkonzentration von 0,3 mM auf. Hier lagen die Inkubationstemperatur
und die Temperatur in den Originalproben, welche mit 13,5°C im monatlichen
Mittel bestimmt wurde (Abb. 9), in einem ahnlichen Bereich. Die Erkenntnisse zu
einer Zellaktivitat von Organismen mit dieser Hauptkomponente stimmen mit den
Ergebnissen von ALAwI et al. (2009) Uberein. Hier wurde die Anreicherung eines
Vertreters der Gattung Nitrotoga aus Belebtschlamm bei diesen Parametern
beschrieben. Als Hauptkomponente konnte fur diesen Organismus die Fettsaure

16:1 cis 9 durch Analysen in vorliegender Studie bestimmt werden (Tab. 14). Im
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August 2009 wurde ein verstarkter Einbau und somit eine hohe Zellaktivitat von
Organismen mit der Fettsaure 16:1 cis 11, bei Nitritkonzentrationen von 0,3 mM
und 3 mM detektiert. Dieses Nitrospira-spezifische Lipid ist als Hauptkomponente
fur den Organismus Candidatus Nitrospira defluvii bekannt (SPIECK et al., 2006). In
den Originalproben sowie in den Proben nach der Inkubation mit 3C-Bicarbonat
vom August 2009 konnte in den Prozentanteilen an Gesamtfettsauren ein erhdhter
Wert fir diese Komponente nachgewiesen werden. Zusammenfassend zeigen die
Untersuchungen, dass Candidatus Nitrospira defluvii, mit der charakteristischen
Hauptfettsaure 16:1 cis 11, eine hohe Zellaktivitat bei der Temperatur von 10°C in
den Proben vom August 2009 aufwies, welche zudem einen hohen Prozentanteil

an Gesamtzellfettsauren flr diese Komponente beinhalteten.

In den Inkubationen bei 17°C und 22°C (Abb. 11, 12) mit einer Nitritkonzentration
von 0,3 mM zeigte die Fettsaure 16:1 cis 7 hohe Einbauraten. Diese Fettsaure ist
nicht als Hauptkomponente fur den aus Belebtschlamm bekannten Organismus
Candidatus Ns. defluvii beschrieben. Daher kann diese '*C-Assimilierung als
Hinweis auf eine neue Variante der Gattung Nitrospira in diesem Habitat gewertet
werden. Die Fettsdure 16:1 cis 7 ist als eine Hauptkomponente von Nitrospira
marina Nb-295 bekannt. Allerdings handelt es sich hier um einen marinen
Vertreter dieser Gattung. Der Salzgehalt, den dieser Organismus bendtigt, ist im
Belebungsbecken des Klarwerkverbundes Hamburg nicht gegeben. Uber den
Zulauf gelangen nur hausliche Abwasser und industrielle Abwasser in das System
der untersuchten Klaranlage, welche keine erhohte Konzentration an lonen
aufweisen, wie sie unter anderem beim Kaliabbau anfallen wurden, die den
Salzgehalt anheben kdénnten. Zudem betrug die mittlere Chloridkonzentration im
Belebungsbecken ca. 120 mg/L, mit Spitzenwerten von 170 mg/L (personliche
Mitteilung Dr. Dirk Eifler, Hamburg Stadtentwasserung AOR). Diese Werte
unterschreiten den Grenzwert fur Chlorid im Trinkwasser, welcher bei 250 mg/L
liegt (TRINKWASSERVERORDNUNG, 2001). Der Chloridgehalt im Belebungsbecken
bewegt sich also innerhalb der Trinkwassernorm. Des Weiteren gibt es keinen
Anhaltspunkt auf eine erhohte lonenkonzentration in der untersuchten Anlage, die
zu einem hohen Salzgehalt fiuhren konnte, welche das Wachstum von marinen

Organismen begunstigen wirde. In den Inkubationen vom Januar 2009 zeigte
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sich, dass der potentiell neue Nitrospira aus Belebtschlamm keine Aktivitat
aufweist. Das enge Temperaturspektrum und die Adaption an niedrige
Nitritkonzentrationen deuten auf eine neue Variante von Nitrospira in den Proben
aus dem Belebtschlammbecken hin. Im molekularbiologischen Ansatz sollten

diese Anhaltspunkte verifiziert werden.

Die Proben mit einer hohen 13C-Assimilierung in die Hauptkomponente 16:1 cis 7
sind verwendet worden, um Uber die 16S RNA-Sequenzanalyse phylogenetische
Informationen zu dem potentiell unbekannten Organismus der Gattung Nitrospira
zu erhalten. Hierzu ist die DNA aus den Belebtschlammproben vom Juni 2008 und
August 2009, welche mit einer Inkubationstemperatur von 17°C und einer
Nitritkonzentration von 0,3 mM inkubiert wurden, eingesetzt worden. Diese DNA
wurde mit den verschiedenen fur Organismen der Gattung Nitrospira entwickelten
Primersystemen amplifiziert, dabei lieferten die Primersysteme Jur8F/NS1036R
und NS663F/Jur1529R ein Produkt. Mit dem Primersystem Jur8F/NS1036R
konnten Sequenzen aus den Proben vom Juni 2008 und August 2009
nachgewiesen werden, welche zu dem 16S rRNA Gen von Candidatus Nitrospira
defluvii zwei Basenpaare Unterschied aufwiesen. Diese reproduzierbaren
Unterschiede im 16S rRNA Gen, sind mit einem Primersystem identifiziert worden,
welches fur das Marina-Cluster entwickelt wurde. Der in diesem System fur das
Marina-Cluster neu entwickelte Primer NS 1036R zeigt zu der Sequenz von
Candidatus Ns. defluvii einen weiteren Basenunterschied, es handelt sich also um
mindestens drei unterschiedliche Basenpositionen, welche im 16S rRNA Gen
ermittelt werden konnten. Diese Ergebnisse sind ein weiterer Hinweis auf eine
unbekannte Variante von Nitrospira im Belebtschlamm. Der Basenunterschied an
Position 190 wurde verwendet, um eine Sonde zu entwickeln (Abb. 16), welche fur

die in situ Detektion Uber FISH eingesetzt wurde.

Diese Sonde ist mit dem Farbstoff Cy3 markiert worden und sollte die neue
Nitrospira Variante direkt im Habitat nachweisbar machen. Zum nachsten
Verwandten, Candidatus Nitrospira defluvii, zeigt die Position der Sondesequenz
nur einen Basenunterschied auf, zu den anderen bekannten Nitrospiren weist
diese Oligonukleotidsonde 6 — 10 unterschiedliche Basen in der Sondensequenz
auf. In Abb. 16 wurde dies am Beispiel von Ns. moscoviensis M-1 demonstriert.
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Um die hohe Sequenzibereinstimmung im Zielbereich der Sonde zu Candidatus
Nitrospira defluvii zu kompensieren wurde eine nicht markierte Kompetitorsonde,
wie bei MANz et al. (1992) beschrieben, eingesetzt. Die Sequenz dieser
unmarkierten Sonde ist komplementar zur Sequenz von Candidatus Nitrospira
defluvii. Die neue Cy3 markierte Sonde mit der Kompetitorsonde wurde in einer
Anreicherung von Candidatus Nitrospira defluvii getestet und die Ergebnisse
belegen, dass die Zellen mit der neuen Sonde NS177A (Abb. 19) nicht erfasst

werden.

In weiteren Versuchen ist die neue Sonde in Belebtschlammproben aus den
Markierungsansatzen erprobt worden. Die Analysen konzentrierten sich auf
Proben vom Juni 2008, Mai 2009 und August 2009, welche bei 17°C mit 0,3 mM
Nitrit inkubiert wurden. Die Ergebnisse (Daten nicht gezeigt) erwiesen sich als
nicht auswertbar. Die Bakterienzellen waren fest an das Belebtschlammmaterial
assoziiert. Frei vorliegende Zellen, oder Zellen an der Aggregatoberflache, welche
mit der Sonde NS177A identifizierbar gewesen waren, sind nicht detektiert
worden. In den vorliegenden Untersuchungen konnten keine Zellen aus den
analysierten Proben der neuen Variante der Gattung Nitrospira eindeutig

zugeordnet werden.

Es folgten Untersuchungen mit der Anreicherung aus Belebtschlamm (,BS_17¢
Tab. 3). In der Anreicherung konnten wiederum Strukturen von Schlammmaterial
und eine bakterielle Begleitflora detektiert werden. Mit der Sonde EUB338 (AMANN
et al, 1990; Abb. 20), wurden alle Bakterien detektiert und es lagen
zellmorphologisch unterschiedliche Zelltypen vor, welche nicht weiter differenziert
wurden. Die Nitrospira-spezifische Sonde S-G-Ntspa-0662-a-A-18 (DAIMS et al.,
2001; Abb. 21) detektierte zwei Zelltypen. Beim ersten Zelltyp handelte es sich um
kokkoide Zellstrukturen, welche in Kolonien vorlagen und Uberwiegend an
Schlammstrukturen angeheftet waren. Der zweite Organismus umfasste
stabchenférmige, eher frei vorliegende Zellen, welche nur teilweise in kleinen
Verbunden an das Schlammmaterial assoziiert vorkamen. Da beide Zellstrukturen
mit der Nitrospira-spezifischen Sonde S-G-Ntspa-0662-a-A-18 detektiert wurden,
konnen beide Zellmorphologien der Gattung Nitrospira eindeutig zugeordnet
werden. Die Ergebnisse der Sonde NS177A (Abb. 22 — 25) belegen, dass es sich
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um unterschiedliche Varianten der Gattung Nitrospira handelt. Die
stabchenformigen Zellen, welche eher frei und nur in kleinerem Verbund vorlagen,
wurden von der Sonde erfasst, wahrend die rundlichen Zellen, welche in Kolonien
an Partikel assoziiert waren, keine Bindung an die Sonde zeigten. Diese
Untersuchungen bestatigen, dass im System Belebtschlamm, bei einer
Temperatur von 17°C mit niedrigen Nitritkonzentrationen, zwei Varianten der
Gattung Nitrospira identifiziert werden konnten. Bei einem Vergleich der
Zellstrukturen aus der Anreicherung von Candidatus Nitrospira defluvii mit den
Zellen aus der Anreicherung ,BS_17% welche nicht von der Sonde NS177A
erfasst werden, sind groRe zellmorphologische Ahnlichkeiten festgestellt worden.
Die Zellen von Candidatus Nitrospira defluvii weisen ebenfalls kokkoide Strukturen

auf und sind in Kolonien an Partikel assoziiert.

Die chemotaxonomischen Analysen deuten auf metabolische Aktivitaten einer
neuen Variante von Nitrospira hin, welcher ein enges Temperaturspektrum zeigt.
Die Sequenzanalysen der 16S rRNA und FISH Analysen mit der spezifischen
Sonde ergaben weitere Anhaltspunkte auf die neue Variante von Nitrospira aus
Belebtschlamm. Diese Hinweise sollten mit einer Anreicherung der neuen Variante
der Gattung Nitrospira verifiziert werden. Ein erster Anreicherungsversuch (Abb.
15) scheiterte, da sich hier der schon aus Belebtschlamm bekannte Vertreter,
Candidatus Nitrospira defluvii mit der Hauptkomponente 16:1 cis 11, durchsetzte.
Aufgrund dessen wurden neue Anreicherungen (,BS 17 und ,BS_22“ (Tab. 3))
mit Inkubationstemperaturen von 17°C und 22°C, sowie der Nitritkonzentration von
0,5 mM angesetzt. Die Nitritgaben wurden auf 14tagig modifiziert. Uber die
Reduzierung der Substratkonzentration und Gber einen verlangerten Zeitraum fur
die Inkubation soll die Abgrenzung der neuen Variante von Nitrospira zu
Candidatus Nitrospira defluvii erreicht werden. Die ersten Anreicherungsversuche
belegen, wie bei Spieck et al. (2006) beschrieben, dass die Anreicherung von
autotrophen Organismen der Gattung Nitrospira sehr zeitintensiv ist. Die
metabolischen Aktivitdten der Fettsdureanalysen zeigen, dass beide Nitrospira
spezifischen Fettsduren unter diesen Inkubationsbedingungen '*C-Assimilierung
aufweisen. Dieser Umstand konnte die Differenzierung der beiden Varianten tber

Kultivierung zusatzlich erschweren.
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In der Inkubation vom Mai 2009 wiesen die Ansatze bei 17°C und 22°C mit einer
Nitritkonzentration von 0,3 mM einen erhohten Markierungsgrad der Fettsauren
16:1 cis 7, 16:1 cis 9 und 16:1 cis 11 auf, welche die Hauptkomponenten fur die
neue Variante der Gattung Nitrospira, Nitrofoga und Candidatus Nitrospira defluvii
beschreiben. Die Untersuchungen liefern Anhaltspunkte darauf, dass die drei
genannten Organismen mogliche Kandidaten sind, welche zu dieser Jahreszeit
die Uber den Einbau in die Fettsduren gemessene Zellaktivitat aufweisen koénnten.
Die 13C-Assimilierung in unterschiedliche Fettsauren implizieren, dass mehrere
Organismen abundant sind, welche sich unter diesen Bedingungen das Habitat
und somit die Nitritressourcen teilen. Auffallig ist wieder, dass es sich bei dieser
Inkubationstemperatur um eine ahnliche Temperatur handelt, wie sie in der
Original-Probe vorherrschte, diese wurde als monatlicher Mittelwert mit 17,6°C
bestimmt (Abb. 9). In den Inkubationen vom August 2009 mit einer Konzentration
an Nitrit von 3 mM konnte ein hoher Markierungsgrad fur die Fettsaure 16:1 cis 11
detektiert werden. Diese Hauptkomponente von Candidatus Nitrospira defluvii gibt
Anhaltspunkte auf eine aktive Bakterienpopulation dieses Vertreters, bei
Inkubationstemperaturen von 17°C und 22°C. Des Weiteren wurde in den Proben
vom August 2009 ein erhohter Einbau in die Fettsaure 16:1 cis 9 mit einer
Nitritkonzentration von 30 mM detektiert. Dies ist keine Hauptfettsaure von
Nitrospira, es scheint sich demzufolge um einen anderen autotrophen Organismus
zu handeln, welcher bei hohen Nitritkonzentrationen Zellaktivitat in diesem Habitat

zeigen kann.

In den Markierungsversuchen bei einer Inkubationstemperatur von 28°C (Abb. 13)
wies die Hauptkomponente von Candidatus Nitrospira defluvii einen sehr hohen
Einbau in den Proben vom Juni 2008, Mai 2009 und August 2009 bei den
Inkubationen mit 0,3 mM und 3 mM Nitrit auf. Der unbekannte autotrophe
Organismus, mit der Hauptkomponente 16:1 cis 9, ist mit einem hohen
Markierungsgrad in den Proben vom Juni 2008, Oktober 2008 und August 2008,
vor allem bei einer Nitritkonzentration von 30 mM detektiert worden. Diese hohen
Zellaktivitaten, von Organismen mit der Fettsaure 16:1 cis 9, konnten auch bei der
Inkubationstemperatur von 32°C mit Nitritkonzentrationen von 3 mM — 30 mM

bestimmt werden (Abb. 13). In der Inkubation vom Mai 2009 war kein Einbau in
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diese Fettsaure nachweisbar, der unbekannte autotrophe Organismus zeigte hier
keine erhohte Zellaktivitat. Diese Untersuchungen gaben Anhaltspunkte fur eine
Anreicherung des unbekannten autotrophen Organismus bei einer Temperatur
von 28°C mit einer Nitritkonzentration von 30 mM. Die erste Anreicherung der
unbekannten autotrophen Organismen mit der Hauptfettsdure 16:1 cis 9 schlug
fehl. Wie die Abbildung 17 belegt, setzte sich in der Anreicherung die Fettsaure
18:1 cis 11 durch, welche als Hauptkomponente von Nitrobacter bekannt ist
(Lipskl et al., 2001). Dies konnte darauf zurlick zu fuhren sein, dass die
Nitritkonzentration in der Anreicherung langsam auf 30 mM gesteigert wurde. In
einem neuen Ansatz (,BS_28" (Tab.3)) wurde von Beginn an eine

Nitritkonzentration von 30 mM gewahit.

In der Probe vom August 2009 zeigten die Inkubationen von 22°C und 28°C mit
einer Nitritkonzentration von 0,3 mM einen erhdhten Einbau der Fettsauren
16:1 cis 7 und 16:1 cis 11, welche die Hauptkomponenten flr den potentiell neuen
Nitrospira und Candidatus Nitrospira defluvii sind. Diese Ergebnisse weisen, wie
schon flr die Proben vom Mai 2009 bei einer Temperatur von 17°C und 22°C mit
0,3 mM Nitrit beschrieben, darauf hin, dass beide Organismen der Gattung
Nitrospira unter diesen Bedingungen erhohte Zellaktivitdt zeigen. Dies ist ein
Anhaltspunkt auf eine mogliche Konkurrenz der Organismen um dieselbe
Okologische Nische im Habitat. Daher ist es denkbar, dass unterschiedliche
Nitrospiren um die Ressourcen im Okosystem konkurrieren. Weiterfiihrende
Belege auf die mogliche Konkurrenz konnten Wachstumsversuche der
unterschiedlichen Nitrospiren nach einer erfolgreichen Anreicherung liefern.

Die Fettsaure 18:1 cis 11, welche auf eine metabolische Aktivitat von Nitrobacter
hindeuten wirde, zeigte wahrend der Inkubationen keinen relevanten Einbau.
Wenn eine signifikante '*C-Assimilierung nachgewiesen wurde, ist in diesen
Inkubationen fur die Fettsauren 16:1 cis 9 und 16:1 cis 11 eine teilweise fast
doppelt so hohe 13C-Assimilierung detektiert worden. Im Habitat Belebtschlamm
konnte eine Koexistenz von Nitrobacter und Nitrospira bei hdheren Temperaturen
und Nitritkonzentrationen, wie sie bei VANPARYS et al. (2006) beschrieben wurde,
nicht bestatigt werden. Ahnliches gilt fiir die Fettsiurekombination 14:0 und

16:1 cis 9, welche als Hauptkomponenten fur den Organismus Nitrospina bekannt
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sind. Bei einem signifikanten Einbau in diese Fettsaurekombination wurde fur die
Nitrospira spezifische Komponente 16:1 cis 11 eine fast doppelt so hohe
Einbaurate ermittelt. Eine Relevanz der Gattung Nitrospina im Belebtschlamm der
kommunalen Klaranlage ist nach vorliegenden Ergebnissen nicht nachweisbar.
Diese Vermutung stimmt auch mit der bisherigen Beschreibung zu Nitrospina
(TESKE et al.,, 1994) Uberein, da diese Art bis heute nur in marinen Systemen

detektiert wurde.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Organismen Nitrobacter (mit der
Hauptkomponente 18:1 cis 11), Nitrococcus (mit den Hauptkomponenten 16:1 cis
9 und 18:1 cis 11) und Nitrospina (mit den Hauptkomponenten 14:0 und 16:1 cis
9) keinen relevanten Einbau an *C aufweisen. Es konnte keine signifikante
Zellaktivitat, welche (iber die "*C-Assimilierung gemessen wurde, gezeigt werden.
Somit ist keine Abundanz dieser Organismen unter den gewahlten Temperaturen
und Nitritkonzentrationen im Okosystem Belebtschlamm aus einer kommunalen
Klaranlage vorhanden. Die 6kologischen Nischen dieses Habitates werden von
Organismen besetzt, welche die Hauptfettsauren 16:1 cis 7, 16:1 cis 9 und

16:1 cis 11 aufweisen.

Die Hauptkomponente 16:1 cis 11 ist fur den Organismus Candidatus Nitrospira
defluvii bekannt (SPIECK et al., 2006), hohe "*C-Assimilierungen in diese Fettsaure
weisen auf eine Abundanz dieser Art in diesem Habitat hin. Besonders hohe
Einbauraten in die Hauptkomponente 16:1 cis 11 konnten Uber das gesamte
Spektrum der gewahlten Inkubationstemperaturen detektiert werden. Der hochste
3C-Einbau zeigte sich bei einer Nitritkonzentration von 3 mM.

Eine weitere Komponente, welche im Belebtschlamm Markierung aufwies ist die
Fettsaure 16:1 cis 7. Diese Nitrospira-spezifische Fettsaure wurde noch in keinem
Organismus aus einer kommunalen Klaranlage als Hauptkomponente identifiziert,
was als Indiz auf eine neue Variante von Nitrospira gewertet werden kann. Die
neue Variante von Nitrospira, mit der Hauptkomponente 16:1 cis 7, zeigte ein
enges Temperaturspektrum, die hochste Aktivitat wies dieser Organismus bei
einer Temperatur von 17°C und 22°C auf. Hier wurde die Nitritkonzentration von
0,3 mM bevorzugt. Weitere Erkenntnisse zu diesem neuen Organismus sind durch

102



Diskussion

die molekularbiologischen Ansatze in vorliegender Studie erlangt worden. Diese
Unterstitzen die Anhaltspunkte auf die neue Variante von Nitrospira im
Belebtschlamm. Durch Analysen der klonierten 16S rRNA Gene konnten auffallige
Sequenzunterschiede zu dem bekannten Nitrospira aus Belebtschlamm
nachgewiesen werden. Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit der neu
entwickelten Sonde, zeigte in der Anreicherung ,BS_17“ zwei unterschiedliche
Zellmorphologien fur Organismen der Gattung Nitrospira.

Weiterhin gaben die Markierungsversuche mit hohen Einbauraten bei hohen
Temperaturen und Nitritkonzentrationen Hinweise auf einen bisher unbekannten
autotrophen Organismus im Belebtschlamm mit der Hauptkomponente 16:1 cis 9.
Dieser Organismus zeigte die hochste Zellaktivitat bei hohen Temperaturen von
28°C und 32°C mit hohen Nitritkonzentrationen von 30 mM. Bisherige
Erkenntnisse Uber das Taxon Nitrotoga (ALAWI et al., 2007; ALAwI et al., 2009),
schliefen die Zugehorigkeit des neuen Organismus zu dieser Art aus. Die im
Labor bestimmten Wachstumsparameter weisen ausschlie3lich auf ein Wachstum
bei niedrigen Temperaturen mit niedrigen Nitritkonzentrationen hin. Die
autotrophen Organismen beinhalten mit der Fettsaure 16:1 cis 9 dieselbe
Hauptkomponente, allerdings wurde das Wachstum bei hohen Temperaturen und
Nitritkonzentrationen fir das Taxon Nitrotoga noch nicht beschrieben. Eine weitere

Identifizierung und Klassifizierung ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht méglich.

Wie schon bei JURETSCHKO et al. (1998) mittels FISH-Analysen beschrieben,
handelt es sich bei der Gattung Nitrospira um einen dominierenden Nitritoxidanten
im Belebtschlamm kommunaler Klaranlagen. Die vorliegenden Untersuchungen
bestatigen diese Abundanz und es konnte zusatzlich die metabolische Aktivitat
dieser Organismen nachgewiesen werden. Die FAME-SIP Analyse liefert
Anhaltspunkte auf unterschiedliche Nitrospiren in diesem Okosystem. Des
Weiteren gibt es Anzeichen fur einen autotrophen Organismus, der aulerhalb der
Gattung Nitrospira anzusiedeln ist. Die Erkenntnisse zur metabolischen Aktivitat
konnen demzufolge genutzt werden, um unbekannte Organismen aus dem
Okosystem anzureichern. Die Anreicherung und Isolierung gewahrleistet die
Moglichkeit der Charakterisierung und Identifizierung der unbekannter autotrophen

Nitrifikanten aus dem Habitat.
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4.4 Analysen zum Biofiltermaterial aus Fischfarmen

Im Biofiltermaterial der Proben aus dem Modul Il (Busum), wurden die Fettsauren
16:1 cis 9 und 18:1 cis 11, die Hauptkomponenten von Nitrotoga, Nitrococcus und
Nitrobacter, detektiert. Diese zeigten jedoch keinen signifikanten Einbau an '°C
uber 4 %. Daher liegt die Vermutung nahe, dass diese im System der
Biofilteranlage in Blsum nicht relevant sind. Im Gegensatz dazu wiesen die
spezifischen Fettsauren von Nitrospira, die 16:1 cis 7 und 16:1 cis 11, Einbauraten
von bis zu 21 % (Abb. 26) auf. Diese erste Untersuchung gibt wichtige
Anhaltspunkte auf die Relevanz von Nitrospira in Biofilteranlagen. WeiterfUhrende
Untersuchungen konnten mit diesem System nicht durchgefuhrt werden, da die
Anlage geschlossen wurde und die Biofilter fur eine weitere Beprobung nicht mehr

zur Verfugung standen.

Die erste Markierung der Biofiltermaterialproben aus Strande, welche in die
Biofiltersysteme Shrimp (gemischte FK), Barramundi (weilRe FK) und Barramundi
(schwarze FK) unterteilt ist, erzielten ahnlich hohe Einbauraten in die Nitrospira
spezifischen Fettsauren 16:1 cis 7 und 16:1 cis 11 (Abb. 27). In diesem
Markierungsversuch konnten Einbauraten an 3C von bis zu 21 % detektiert
werden. Die Fettsdure 14:0 zeigte einen Einbau bis zu 8 % in den Proben
Barramundi (weiRe FK und schwarze FK). Allerdings kommt diese Fettsaure in
dem autotrophen Nitritoxidanten Nitrospina nur in Kombination mit der
Komponente 16:1 cis 9 vor. Diese Fettsaure wies keinen erhéhten Einbau an '*C
auf, daher scheint es sich nicht um einen Vertreter dieser nitrifizierenden
Bakteriengruppe zu handeln. Die Hauptkomponente 18:1 cis 11 zeigte unter den

gewahlten Bedingungen keine "*C-Assimilierung.

In einem weiterfuhrenden Versuchsansatz der Fullkdrperproben aus Strande
wurden die drei Biofiltersysteme mit unterschiedlichen Temperaturen und
Nitritkonzentrationen inkubiert. Als Temperaturparameter sind 17°C und 28°C
gewahlt worden. Die Temperatur von 28°C liegt nahe der Betriebstemperatur der
Original-Anlagen. Die Anlage Shrimp wird bei 29°C und die Anlage Barramundi bei
26°C Dbetrieben. Diese Temperaturen entsprechen der optimalen, unter

Laborbedingungen ermittelten, Inkubationstemperatur fur den aus marinen
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Systemen bekannten Nitrospira marina NB-295 (WATSON et al., 1986), welche bei
28°C liegt. Die Warme fur die Anlagen stammt aus dem Faulturm der nahe
gelegenen kommunalen Klaranlage. Diese Abwarme ist nicht immer steuerbar.
Schwankungen der optimalen Temperaturen der Fischfarm sind maoglich, wenn
z. B. nicht genug Warme zur Verfigung steht um das notwendige Frischwasser
aus der Ostsee vorwarmen zu konnen, oder die Temperatur in der Anlage auf die
optimalen Temperaturen von 26°C bzw. 29°C zu halten. Daher ist mit 17°C eine
fur das System extrem niedrige Temperatur gewahlt worden, welche unter
normalen Prozessbedingungen nicht vorkommt. Die Inkubation bei 17°C wurde
verwendet, um eine Stresssituation simulieren zu konnen. Des Weiteren sollten
die Analysen auch substratabhangig durchgeflhrt werden. Daher erfolgte flr
beide Temperaturen die Inkubation mit Nitritkonzentrationen zwischen 0,3 mM und
10 mM, um die Zellaktivitat nicht nur temperaturabhangig sondern auch
substratabhangig darstellen zu kdnnen. Eine Nitritkonzentration von 10 mM liegt
aulBerhalb der normalen Prozessbedingungen und gibt Anhaltspunkte auf die
Toleranz der autotrophen Nitritoxidanten gegenltber hohen Nitritkonzentrationen.
Diese Ergebnisse liefern die Moglichkeit Ruckschlusse auf die Leistungsfahigkeit
der Biofilter fihren zu koénnen. Die Nitritgaben der Inkubationen, welche in
Hamburg in einem offenen System und in Osnabrick in einem geschlossenen
System durchgeflhrt wurden, weisen Uber den Inkubationszeitraum keinen
Unterschied in den zugefuhrten Nitritmengen auf (Tab. 16). Daher konnte
ausgeschlossen werden, dass der sinkende Sauerstoffgehalt in den gasdichten
Kolben einen limitierenden Faktor fur die Nitritoxidation wahrend den Inkubationen

der marinen Biofilterproben darstellt.

Die Untersuchungen der Biofiltersysteme aus Strande (Abb. 28 und 29) zeigten
einen deutlichen Anstieg der Zellaktivitat mit zunehmender Nitritkonzentration.
Diese wurde fur die Nitrit-oxidierende Bakterienpopulation, Uber die
13C-Assimilierung in die Hauptkomponenten bestimmt. Wahrend fur die
spezifischen Fettsauren der Gattung Nitrospira, mit einer Nitritkonzentration von
0,3 mM Einbauraten bis zu 13 % detektierbar waren, konnten fur die Inkubationen
mit 10 mM Nitrit Einbauraten bis zu 45 % in die spezifischen Hauptkomponenten
ermittelt werden. Folglich zeigen die Organismen der Gattung Nitrospira auch
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unter Stressbedingungen, wie schwankenden Substratkonzentrationen, Einbau in
die spezifischen Hauptkomponenten. Sie tolerieren diese Schwankungen und
erhdhen sogar die Zellaktivitat mit der steigenden Nitritkonzentration, welche unter
normalen Prozessbedingungen nicht auf 10 mM ansteigen wirde. Unter normalen
Prozessbedingungen lagen die gemessenen Nitritkonzentrationen der Anlage in
Strande zwischen 10 ym - 100 pM (KEUTER et al., 2009). Eine Konzentration von
10 mM Nitrit ware toxisch fur die meisten Organismen im System und wuirde die
Gesundheit der Fische gefahrden, allerdings spricht die Fahigkeit der Gattung
Nitrospira diese Nitritkonzentration umsetzen zu koénnen fur die hohe

Leistungsfahigkeit dieser Mikroorganismen in dem Biofiltersystem.

Die Hauptkomponenten der anderen autotrophen Organismen, wie Nitrobacter,
Nitrotoga, Nitrospina und Nitrococcus zeigten geringe 13C-Assimilierungen, welche
Werte von 14 % (Abb. 28, 29) nicht Uberstiegen. Der Organismus Nitrotoga, mit
der Hauptkomponente 16:1 cis 9 wurde bisher nur in terrestrischen Lebensrdumen
detektiert und zeigte ausschliellich bei niedrigen Temperaturen von 10°C — 17°C
(ALawi et al., 2007 und ALAwI et al., 2009) Wachstum unter Laborbedingungen.
Die geringen Einbauraten, die fur diese Komponente in den Biofiltern gemessen
worden sind, stltzen diese bisherigen Kenntnisse. Folglich scheint Nitrotoga im
marinen System der Biofilteranlagen nicht relevant zu sein, da das System der
Anlagen bei Temperaturen von 26°C — 29°C betrieben wird. Weiter ist Nitrotoga
nach bisherigen Erkenntnissen nicht in marinen Systemen nachgewiesen worden.
Die Organismen Nitrospina, mit den Hauptkomponenten 14:0 und 16:1 cis 9, und
Nitrococcus, mit den Hauptkomponenten 16:1 cis 9 in Kombination mit 18:1 cis 11,
stammen aus marinen Systemen (WATSON und WATERBURY, 1971b; TESKE et al.,
1994), dennoch konnte die Relevanz dieser Organismen im marinen System der
Biofilteranlagen nicht bestatigt werden. Die Koexistenz von Nitrobacter, mit der
Hauptkomponente 18:1 cis 11, und Nitrospira bei hoheren Temperaturen und
Nitritkonzentrationen (VANPARYS et al., 2006) wurde in den vorliegenden
Untersuchungen nicht bestatigt. Unter den gewahlten Inkubationsbedingungen
war ein relevanter *C-Einbau in die Fettsdure 18:1 cis 11 nicht nachweisbar.
Somit scheint der Nitritoxidant Nitrobacter kein wichtiger Vertreter im

Biofiltersystem dieser marinen Fischfarm zu sein.
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Hohe '*C-Assimilierungen im Biofiltersystem der marinen Fischfarm in Strande
wurden fur die Nitrospira-spezifischen Fettsduren detektiert. Hierbei handelt es
sich auch um die spezifischen Hauptkomponenten von Nitrospira marina Nb-295.
Es wurden Einbauraten von bis zu 44 % in die Fettsaure 16:1 cis 7 detektiert und
3C-Assimilierungen von bis zu 45 % fiir die Fettsdure 16:1 cis 11 bei beiden
Temperaturen (Abb. 28 & 29). Dies beschreibt die Anpassungsfahigkeit von
Nitrospira an aulRere Bedingungen. Selbst der Temperaturunterschied von 11 °C
(von 28°C auf 17°C) schrankt die Zellaktivitat dieser Mikroorganismen nicht ein.
Der Einbau an "C in die spezifischen Fettsduren von Nitrospira blieb konstant
hoch und es konnten lediglich Unterschiede in den Prozentanteilen der Fettsauren
in den verschiedenen Inkubationsansatzen nachgewiesen werden. In den
Inkubationen ,Shrimp“ und ,Barramundi (schwarze FK und weille FK) 28°C*
(Abb. 30 & 31) wurden hohere Einbauraten in die Hauptkomponente 16:1 cis 7
detektiert. Die Proben aus ,Barramundi (schwarze FK) 17°C* (Abb. 30) zeigte
ahnliche 13'C—Assimilierungen in beide Hauptkomponenten von Nitrospira. Fir die
Biofilterprobe ,Barramundi (weil3e FK) 17°C* (Abb. 30) sind héhere Einbauraten in
die spezifische Fettsdure 16:1 cis 11 ermittelt worden. Diese variierenden
Prozentanteile in die spezifischen Fettsauren geben Anhaltspunkte auf
verschiedene Okotypen der Gattung Nitrospira in dem Biofiltersystem der marinen
Fischfarm. Die unterschiedlichen '*C-Assimilierungen in die spezifischen
Komponenten der Gattung Nitrospira weisen auf die unterschiedlichen Nischen im
Biofiltersystem hin, die von unterschiedlichen Varianten dieser Gattung besetzt
werden konnen. In KEUTER et al. (eingereicht) ist eine solche neue Variante
beschrieben worden. Ecomares 2.1 wurde aus dem Biofiltersystem der marinen
Aquakulturanlage Busum angereichert. Es handelte sich um einen nahen
Verwandten zu der Gattung Nitrospira marina. Diese neue Variante kann sehr
hohe Substratkonzentrationen tolerieren. Die Vermutung, dass es sich auch im
Biofiltersystem der Aquakulturanlage Strande um unterschiedliche Okotypen
handelt, sowie die Verwandtschaft mit dem bekannten Nitrospira marina Nb-295
wurde mit Hilfe von molekularbiologischen Untersuchungen auf 16S rRNA-Ebene
weiterfuhrend analysiert.
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Die Hinweise aus dem chemotaxonomischen Ansatz dieser Studie, dass es sich
im Biofiltersystem um verschiedene Okotypen der Gattung Nitrospira handelt, wird
auch durch die Sequenzanalysen der 16S rRNA gestltzt. Es konnten ahnliche
Sequenzen in Hamburg, sowie in vorliegender Studie identifiziert werden. Im
Cluster | (Abb. 30), befinden sich die 16S rRNA Gensequenzen von Nitrospira
marina (Acc. Nr. X872559), Ecomares 2.1 (Acc. Nr. HQ686082) und klonierte
Sequenzen aus allen drei Modulen. Die meisten klonierten Sequenzen aus dem
Modul Shrimp (17°C) bilden mit Cluster Il eine eigene Untergruppe, es konnte nur
eine klonierte Sequenz (,Sh 17 10 HH clone1®) dieser Probe nachgewiesen
werden, welcher sich in das Cluster | eingliedert. Dieser weist eine hohe
Sequenzahnlichkeit zu der klonierten Sequenz ,Sh 17 10 HH clone1* auf, welcher
aus dem Modul Shrimp (28°C) stammt. In den Modulen Barramundi (,Bw“ und
,Bb“) und Shrimp (,Sh 28°C") scheinen mehrere Varianten von Nitrospira
relevante Organismen dieses Systems zu sein, da diese klonierten Sequenzen
uber Cluster I, Ill und IV verteilt vorlagen. Eine interessante Abgrenzung zu den
klonierten Sequenzen aus Cluster | und Cluster Il konnte fir die klonierten
Sequenzen der Clusters Ill und IV vorgenommen werden. Die Cluster Ill und IV
enthalten klonierte Sequenzen aus allen drei Modulen, bis auf Sequenzen aus
~oh17“. Fur diese klonierten Sequenzen wurden Unterschiede in den
Sequenzpositionen 482 — 487 detektiert, diese Abgrenzung liegt fir alle in Cluster
| und Il befindlichen Sequenzen, sowie fur die Sequenz von der Aullengruppe
Nitrospira moscoviensis M-1 (Acc. Nr. X82558) vor. Um den Verwandtschaftsgrad
dieser Varianten aufklaren zu kdnnen mussen diese weiter angereichert werden.
Anhand der isolierten Organismen der Gattung Nitrospira kann darauf folgend eine
exakte Charakterisierung und Identifizierung vorgenommen werden, welche die in

dieser Studie gefundenen Anhaltspunkte belegen kdonnen.

Zusammenfassend wird deutlich, dass es Hinweise auf unterschiedliche Okotypen
der Gattung Nitrospira im untersuchten Habitat gibt. Es konnten mit den
unterschiedlichen Clustern Abgrenzungen in der Sequenz, vor allem flr die
Cluster 11l und IV, vorgenommen werden. Weiter wurde Uber die unterschiedlichen
Einbauraten in die spezifischen Fettsduren flr Nitrospira die metabolische

Zellaktivitat dieser Gattung bestatigt. Die Einbauraten in die Hauptkomponenten
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von Nitrospira unterschieden sich. Im Shrimp Biofilter ist bei beiden Temperaturen
und im Barramundi Biofilter bei der Temperatur von 28°C ein hdherer Einbau in
die Fettsaure 16:1 cis 7 analysiert worden. Weiter wies die Probe des Biofilters
Barramundi (weie FK; 17°C) eine hohere *C-Assimilierung in die Komponente
16:1 cis 11 auf. Die Probe aus dem Biofilter Barramundi (schwarze FK; 17°C)
zeigte ahnliche Einbauraten in beide spezifischen Komponenten. Folglich gibt es
auch Uber die Fettsaureanalysen Hinweise auf mehrere Varianten der Gattung
Nitrospira im untersuchten System, welche sich in den Sequenzanalysen Uber
Unterschiede in den Basenpaarungen genauer definieren lassen. Eine
Abgrenzung der Probe Shrimp 17°C (gemischte FK), wie dies mit der Bildung von
Cluster Il deutlich wurde, konnte Uber den Einbau in die Fettsauren nicht
identifiziert werden. Die Probe Shrimp (gemischte FK; 17°C) wies in den
Markierungsgraden einen hdoheren Einbau in die Fettsaure 16:1 cis 7 auf, dieser
hohere Einbau zeigte sich allerdings auch in Proben von Shrimp (gemischte FK),
Barramundi (weiRe FK) und Barramundi (schwarze FK), die bei 28°C inkubiert
wurden. In den Biofiltermodulen der marinen Fischfarm scheinen verschiedene
Varianten der Gattung Nitrospira vorzuliegen, welche Sequenzunterschiede zu
dem aus marinen Systemen bekannten Organismus Nitrospira marina NB-295
aufweisen. Dies wird auch (ber die unterschiedlichen '*C-Assimilierungen in die
spezifischen Fettsduren gestitzt. WeiterfUhrende Untersuchungen, wie die
Anreicherung und Isolierung der verschiedenen Nitrospiren, sowie die
Identifizierung des kompletten Gens, konnen den Verwandtschaftsgrad dieser
Varianten aufklaren und somit die Hinweise vorliegender Untersuchungen

bestatigen.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Organismen der Gattung Nitrospira auf
abweichende Parameter, wie moglichen Temperaturschwankungen, reagieren
konnen und weiter Zellaktivitat aufweisen. Dabei wurden fur die Organismen bei
den gewahlten Temperaturen hdhere metabolische Zellaktivititen bei hohen
Nitritkonzentrationen ermittelt. Dies konnte durch hdhere Einbauraten in die
Fettsauren bei steigender Nitritkonzentration detektiert werden, was auf eine hohe
Leistungsfahigkeit dieser Nitrifikanten im Biofilter hinweist. Die Fahigkeit von
Nitrospira, hohe Zellaktivitaten bei hohen Nitritkonzentrationen zeigen zu kdnnen,
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widerspricht der von SCHRAMM et al. (1999) aufgestellten r/K-Hypothese. Die
Markierungsexperimente der marinen Aquakulturanlagen liefern eindeutige
Anhaltspunkte auf Zellaktivitaten von Nitrospira in einem System, welches mit
hohen Substratkonzentrationen belegt ist. Dagegen wurde mit der in vorliegender
Studie analysierten neuen Variante von Nitrospira aus Belebtschlamm, ein
Organismus der Gattung Nitrospira detektiert, welcher der r/K-Hypothese von
ScHRAMM et al. (1999) folgt. Diese Untersuchungen stltzen die Hypothese von
MAIXNER et al. (2006), dass die Definition zu den r/K-Strategien fur die Gattung
Nitrospira einer variablere Unterscheidungsbasis benétigt, welche auf einer
imaginaren Skala die Organismen der Gattung Nitrospira den r/K-Strategen
zuweisen konnte. Nach dieser Hypothese sollten Gattungen wie Nitrospira nicht
eindeutig der r- oder K-Strategie zugeordnet werden, da diese Gattungen Arten
beider Strategien aufweisen. Zudem gibt es Anhaltspunkte Uber die
Sequenzanalysen, dass im Biofiltermaterial ,Shrimp“ bei einer Temperatur von
17°C scheinbar eine Variante von Nitrospira dominiert, dies konnte ein Anzeichen
fiir einen sehr anpassungsfahigen Okotyp sein, welcher auf den Temperaturstress
besonders gut reagieren kann. Die Untersuchungen zu den Biofiltersystemen aus
marinen Fischfarmen konnten die Relevanz der Gattung Nitrospira fur diese
technisch genutzten Systeme belegen. Weitere Nitritoxidanten zeigten keine
Aktivitat in den untersuchten Systemen. Die 0kologischen Nischen dieses

Systems werden von Organismen der Gattung Nitrospira besetzt.

Durch Technologien, die Bakteriengemeinschaften in Biofiltersystemen nutzen,
kann auf odkologische Weise Abwasserreinigung durchgefuhrt werden, wodurch
die Belastung von naturlichen Gewassern reduziert wird. Die Charakterisierung
dieser involvierten Bakteriengemeinschaften liefern wertvolle Anhaltspunkte, die
fur den effizienten Einsatz und eine hohe Leistungsfahigkeit der Biofiltersysteme in
der Dbiologischen Abwasserreinigung wichtig sind. Demzufolge leisten
Untersuchungen zur mikrobiellen Diversitat dieser Okosysteme entscheidende

Hinweise fur den Umweltschutz.
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5. Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte wichtige Anhaltspunkte auf die Zellaktivitat der Nitrit-
oxidierenden Bakteriengemeinschaft in verschiedenen Okosystemen, wie der
Belebungsanlage einer kommunalen Klaranlage und dem Biofiltersystem mariner
Aquakulturanlagen darlegen. Zudem wurde gezeigt, dass Organismen der
Gattung Nitrospira die wichtigsten Vertreter fur die Nitritoxidation in den

untersuchten Habitaten darstellen.

Allerdings ist immer noch sehr wenig Uber diese Organismen bekannt, es sind
bisher nur drei Spezies dieser Gattung isoliert worden, da dies eine zeitintensive
Prozedur ist. Eine Optimierung der Kultivierungsmethode wirde die Anreicherung

von Nitrospira im Labor erleichtern.

Zellmaterial ist bis zu diesem Zeitpunkt noch ein limitierender Faktor. Jedoch ist
diese Biomasse notwendig um die Funktion und Struktur von Nitrit-oxidierenden
Bakterien aufklaren zu kdnnen. Die Untersuchungen dieser Studie haben gezeigt,
dass es in Organismen der Gattung Nitrospira, wie Nitrospira aus heilen Quellen,
Unterschiede in der Zusammensetzung der spezifischen Fettsauren gibt. Diese
Unterschiede zeigten sich allerdings nicht in der 16S rRNA Sequenzanalyse,
welche von LEBEDEVA et al. (2011) durchgefihrt wurde. Genanalysen der
NXR-Region koénnten die phylogenetische Verwandtschaft der Organismen
aufklaren. Zudem wiesen Anreicherungen der Gattung Nitrospira aus den marinen
Systemen bei unterschiedlichen Temperaturen Anpassungen der Lipide zur
Erhaltung der Fluiditat der Zellmembran auf. Dagegen zeigten andere
Anreicherungen, wie die von Candidatus Nitrospira defluvii, keine Anpassungen
der Fettsauren. Dies impliziert die Notwendigkeit zusatzlicher Analysen, um diese
Verhaltensmuster aufzuklaren. So wiurden chemotaxonomische Untersuchungen,
welche unter anderem die Zusammensetzung der Chinone und polaren Lipide
beinhalten konnten, weiterfihrende Anhaltspunkte zu den Strukturen und

Funktionen in der Membran von Nitrospira liefern.
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7. Anhang

7.1 Markierungen Belebtschlamm

Die Proben fir die Experimente mit Belebtschlamm stammen aus Dradenau vom
Klarwerksverbund Hamburg (Deutschland). Die Abbildungen 32 und 33 zeigen die
Prozentanteile an Gesamitzellfettsquren, aus der Lipidextraktion gleich nach

Probenahme des Original Belebtschlammes.

Juni 2008 Oktober 2008

18:0

18:1 cis 11
18:1cis 9

18:2 cis, cis 9,12
16:0

16:1 cis 11

16:1 cis 9

16:1 cis 7
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15:0 iso

14:0

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Gesamtfettsauren (%)

Abbildung 32: PLFA-Analyse der Belebtschlamm-Proben aus dem Jahr 2008 direkt nach den
Probenahme

Januar 2009 Mai 2009 August 2009
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Abbildung 33: PLFA-Analyse der Belebtschlamm-Proben aus dem Jahr 2009 direkt nach den
Probenahme.
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In Abbildung 32 sind die Gesamtzellfettsauren der Probennahmen vom Juni 2008
und Oktober 2008 dargestellt. Abbildung 33 zeigt die Gesamtzellfettsauren der
Probennahmen vom Januar 2009, Mai 2009 und August 2009.

7.1.1 Markierung Juni 2008

Nachfolgende Abbildungen (Abb. 34 — 39) zeigen die Ergebnisse zu den
Experimenten der FAME-SIP Analysen aus Belebtschlamm nach der Inkubation.
Die Probe wurde im Juni 2008 aus dem Belebungsbecken entnommen. Die
Inkubationstemperaturen lagen zwischen 4°C und 32°C, mit Nitritkonzentrationen
von 0,3 mM bis 30 mM. Jede Abbildung zeigt die identifizierten Fettsauren einer
Inkubationstemperatur mit den dazugehodrigen Nitritkonzentrationen. Die
Prozentanteile der Gesamtzellfettsauren (linke Grafik) und die Prozentanteile der
Markierungsgrade (rechte Grafik) sind in Balkendiagrammen durch verschiedene
Graustufen dargestellt, welche die unterschiedlichen Nitritkonzentrationen bei der

Inkubation ausdriicken.

18:0
18:1 cis 11
18:1 cis 9

18:2 cis, cis 9,12

16:0

16:1 cis 11

i
M

16:1cis 9 | : ;
16:1cis 7
15:0 anteiso
15:0 iso
14:0
0 10 20 30 40 0 5 10 15
Gesamtfettsauren (%) Markierungsgrad (%)

Nitritkonzentration: [ ] 0,3mM [ 3mm [ 30 mMm

Abbildung 34: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Juni 2008 bei einer Inkubationstemperatur von 32°C,
mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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Abbildung 35: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Juni 2008 bei einer Inkubationstemperatur von 28°C,

mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
18:0
18:1 cis 11
18:1cis 9
18:2 cis, cis 9,12
16:0
16:1 cis 11

0 10 20 30 40 0 2 4
Gesamtfettsauren (%) Markierungsgrad (%)
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15:0 iso
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Abbildung 36: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Juni 2008 bei einer Inkubationstemperatur von 22°C,
mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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18:0
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Abbildung 37: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Juni 2008 bei einer Inkubationstemperatur von 17°C,
mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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Nitritkonzentration: D 0,3mM - 3mM - 30 mM

Abbildung 38: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Juni 2008 bei einer Inkubationstemperatur von 10°C,
mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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18:0
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Abbildung 39: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Juni 2008 bei einer Inkubationstemperatur von 4°C,
mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.

7.1.2 Markierung Oktober 2008

Nachfolgende Abbildung (Abb. 40) zeigt die Ergebnisse zu der Markierung aus
Belebtschlamm vom Klarwerksverbund Hamburg (Deutschland). Die Original-
Probe stammt vom Oktober 2008. Die Inkubationstemperaturen lagen bei 22 °C
mit einer Nitritkonzentration von 0,3 mM (weille Balken) und bei 28°C mit
Nitritkonzentration von 30 mM (schwarze Balken). Die Darstellung der
Abbildungen erfolgt, wie schon unter 7.1.1 beschrieben. Aufgrund der geringen
Datenmenge, sind die Inkubationen in einer Abbildung zusammengefasst, somit
stehen die Farben (schwarz und weil}) der Balken zusatzlich fur die Temperatur.
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Abbildung 40: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Oktober 2008 bei einer Inkubationstemperatur von
22°C mit 0,3 mM Nitrit und 28°C mit 30 mM Nitrit.

7.1.3 Markierung Januar 2009

Nachfolgende Abbildungen (Abb. 41 — 43) zeigen die Ergebnisse zu den

Markierungsexperimenten aus Belebtschlamm der kommunalen Klaranlage des

Klarwerkverbundes Hamburg (Deutschland). Die Probe stammt vom Januar 2009.

Die Inkubationstemperaturen lagen zwischen 10°C und 22°C, mit Konzentrationen

an Nitrit von 0,3 mM (weil’e Balken) und 3 mM (graue Balken). Die Darstellung der

Abbildungen erfolgt, wie schon unter 7.1.1 beschrieben.
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Abbildung 41: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Januar 2009 bei einer Inkubationstemperatur von
22°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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Nitritkonzentration: D 0,3mM . 3mM

Abbildung 42: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Januar 2009 bei einer Inkubationstemperatur von
17°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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Abbildung 43: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Januar 2009 bei einer Inkubationstemperatur von
10°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.

7.1.4 Markierung Mai 2009

Nachfolgende Abbildungen (Abb. 44 — 46) zeigen die Ergebnisse zu der FAME-
SIP Analyse aus Belebtschlamm der kommunalen Klaranlage in Hamburg
(Deutschland). Die Probe stammt vom Mai 2009. Die Inkubationstemperaturen
lagen zwischen 17°C und 28°C, mit Nitritkonzentrationen von 0,3 mM bis 30 mM.
Die Darstellung der Abbildungen erfolgt, wie schon unter 7.1.1 beschrieben.
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Abbildung 44: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Mai 2009 bei einer Inkubationstemperatur von 28°C,
mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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Abbildung 45: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Mai 2009 bei einer Inkubationstemperatur von 22°C,
mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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Abbildung 46: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom Mai 2009 bei einer Inkubationstemperatur von 17°C,
mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.

7.1.5 Markierung August 2009

Nachfolgende Abbildungen (Abb. 47 — 51) zeigen die Ergebnisse zu den
Markierungsexperimenten aus Belebtschlamm der kommunalen Klaranlage in
Hamburg (Deutschland). Die Original-Probe stammt vom August 2009. Die
Inkubationstemperaturen lagen zwischen 10°C und 32°C, mit Nitritkonzentrationen
von 0,3 mM bis 30 mM. Die Darstellung der Abbildungen erfolgt, wie schon unter

7.1.1 beschrieben.
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Abbildung 47: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom August 2009 bei einer Inkubationstemperatur von
32°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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Abbildung 48: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom August 2009 bei einer Inkubationstemperatur von
28°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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Abbildung 49: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom August 2009 bei einer Inkubationstemperatur von
22°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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Abbildung 50: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom August 2009 bei einer Inkubationstemperatur von
17°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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Abbildung 51: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Belebtschlammprobe vom August 2009 bei einer Inkubationstemperatur von
10°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.

7.2 Markierungen Biofilter Fischfarm
7.2.1 Markierung Biofiltersystem Modul |l (Blusum)

Nachfolgende Abbildungen (52 und 53) zeigen die Ergebnisse zu der Markierung

von Biofiltermaterial aus der marinen Fischfarm Blisum (Deutschland).

Modul Il
18:0
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18:1 cis 9

16:0
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16:1cis 7
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0 5 10 15 20 25 30
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Abbildung 52: PLFA-Analyse des Biofiltermaterials vom Modul Il (Bisum) direkt nach der
Probenahme.
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In Abbildung 52 sind die Prozentanteile der Gesamtzellfettsduren aus der PLFA-
Analyse direkt nach Probenahme dargestellt. Die Abbildung 53 =zeigt die
Ergebnisse der Probe aus Busum nach der Inkubation. Die Inkubationstemperatur
lag bei 17°C, mit Nitritkonzentration von 3 mM. Die Darstellung der Abbildung
erfolgt, wie schon unter 7.1.1 beschrieben, wobei hier die unterschiedlichen
Balken (schwarz und weif3) in den Diagrammen die unterschiedlichen Medien

ausdrucken.
18:1 cis 11
18:1cis 9
16:0 L—‘
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16:11cis 7
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Abbildung 53: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der schwarzen Fllkérper von Modul Il in Blisum bei einer Inkubationstemperatur
von 17°C, mit 3 mM Nitrit.

7.2.2 Markierung Biofiltersystem der marinen Fischfarm (Strande)

Nachfolgende Abbildungen (54 — 61) zeigen die Ergebnisse zu der Markierung
des Biofiltermaterials aus dem Barramundi-Biofilter und Shrimp-Biofilter der
marinen Fischfarm Strande (Deutschland). In Abbildung 54 sind die Prozentanteile
der Gesamtzellfettsauren aus den PLFA-Analysen direkt nach den Probennahmen
dargestellt. Von links nach rechts werden die einzelnen Biofilter-Systeme wie folgt
gezeigt, Barramundi (weiRe FK), Barramundi (schwarze FK) und Shrimp

(gemischte FK).
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Barramundi (weil3e FK) Barramundi (schwarze FK) Shrimp (gemischte FK)
19:0 cyclo 9-10
18:1 cis 11 11 methyl % E f—
18:0 f—
18:1 cis 11 1
16:1 cis o —r pr— p—
17:0is0 | - f—
17:1iso cis 9 7:| —
16:0 10 methyl 1 f—
16— — I —
16:1 cis 11 75 — [——
16:1 i | — p—
16:1 cis 7 o= — p—
16:01s0 | —
15:0 anteiso 1 -
150 so mm— p— r—
14:0 75 - f—
0 1‘0 2‘0 30 0 1‘0 2‘0 30 0 1‘0 26 30
Gesamtfettsauren (%)
[ ] erste Probenahme  [Jjj zweite Probenahme

Abbildung 54: PLFA-Analysen des Biofiltermaterials aus Strande. Analysen direkt nach den
Probenahmen aus den Biofiltern Barramundi (weilte FK), Barramundi (schwarze FK) und Shrimp
(gemischte FK). Nach den ersten Probenahmen wurden die Biofilter bei 26°C mit 3 mM Nitrit
inkubiert (Abb. 55), fur die zweiten Probennahmen fanden die Inkubationen bei unterschiedlichen
Temperaturen und Nitritkonzentrationen statt (Abb. 56 — 61).

Fir die Markierungen dieser Original-Biofilter wurden folgende Parameter
angewendet. Die Inkubationstemperatur flr den ersten Inkubationsansatz dieses
Systems lag bei 26°C, mit einer Nitritkonzentration von 3 mM und erfolgte nach
der ersten Probenahme (Abb. 55). Im zweiten Ansatz wurden fur die zweite
Probenahme Temperaturen von 17°C und 28°C mit Nitritkonzentrationen von 0,3
mM — 10 mM (Abb. 56 — 61) gewahlt. Die Darstellung der Abbildungen erfolgt, wie
schon unter 7.1.1 beschrieben. Wobei die dargestellten Balken in Abbildung 55 die
drei Biofiltersysteme zeigen und nicht die Nitritkonzentration. Die Abbildungen 56
bis 61 sind nach Inkubationstemperatur und Biofiltersysteme aufgeteilt, die

Farbgebung der Balken weist in den Diagrammen auf die Nitritkonzentration hin.
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19:0 cyclo 9-10
18:1 cis 11 11 methyl
18:0
18:1 cis 11
18:1cis 9
17:0iso
17:1isocis 9
16:0
16:1 cis 11
16:1cis 9
16:1cis 7
16:0 iso
15:0 anteiso
15:0 iso

14:0

p—
=N,

i

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25
Gesamtfettsauren (%) Markierungsgrad (%)

Inkubation: [] Shrimp (gemischte Fks) [ Barramundi (schwarze Fks) [l Barramundi (weile FKs)

Abbildung 55: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der Proben aus Strande mit gemischten Fullkérpern (FK) in den Shrimp-Proben,
weille Fk und schwarze Fk in den Barramundi-Proben, bei einer Inkubationstemperatur von 26°C,
mit 3 mM Nitrit.

19:0 cyclo 9-10
18:1 cis 11 11 methyl
18:0

18:1 cis 11
18:1cis 9

17:0 iso
17:1isocis 9
16:0

16:1 cis 11
16:1cis 9
16:1cis 7

16:0 iso

15:0 anteiso
15:0 iso

14:0

T

5 10 15 20 25 0 10 20 30 40
Gesamtfettsauren (%) Markierungsgrad (%)

Nitritkonzentration: [ ] 0,3mM [ 3mM [ 10 mM

o

Abbildung 56: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der schwarzen Fiullkérper aus dem Barramundi-Biofilter bei einer
Inkubationstemperatur von 28°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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19:0 cyclo 9-10

18:1 cis 11 11 methyl
18:0

18:1 cis 11

18:1cis 9

17:0 iso

17:1isocis 9
16:0

16:1 cis 11
16:1 cis 9
16:1cis 7

16:0 iso
15:0 anteiso
15:0 iso
14:0

0 5 10 15 20 25 0 10 20 30 40
Gesamtfettsauren (%) Markierungsgrad (%)

Nitritkonzentration: D 0,3mM - 3mM - 10 mM

Abbildung 57: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der schwarzen Flullkérper aus dem Barramundi-Biofilter bei einer
Inkubationstemperatur von 17°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.

19:0 cyclo 9-10
18:1 cis 11 11 methyl
18:0

18:1 cis 11

18:1 cis 9

17:0 iso

16:0

16:1 cis 11
16:1 cis 9
16:1 cis 7

15:0 iso

als

0 5 10 15 20 25 30 0 10 20 30 40 50
Gesamtfettsauren (%) Markierungsgrad (%)

Nitritkonzentration: [ ] 0,3mM [ 3mM [ 10 mm

Abbildung 58: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der weifen Flllkorper aus dem Barramundi-Biofilter bei einer Inkubationstemperatur
von 28°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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19:0 cyclo 9-10
18:1 cis 11 11 methyl
18:0

18:1 cis 11

18:1 cis 9
17:0 iso

16:0

16:1 cis 11
16:1 cis 9
16:1 cis 7

15:0 iso

i

0 5 10 15 20 25 30 0 10 20 30 40 50
Gesamtfettsauren (%) Markierungsgrad (%)

Nitritkonzentration: [_] 0,3 mM B3mv Il 10mM

Abbildung 59: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der weillen Fullkorper aus dem Barramundi-Biofilter bei einer Inkubationstemperatur
von 17°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.

19:0 cyclo 9-10
18:1 cis 11 11 methyl
18:0

18:1 cis 11
18:1cis 9

17:0 iso

16:0 10 methyl
16:0

16:1 cis 11
16:1cis 9
16:1cis 7

16:0 iso

15:0 anteiso
15:0 iso
14:0

T

0 5 10 15 20 25 0 10 20 30 40
Gesamtfettsauren (%) Markierungsgrad (%)

Nitritkonzentration: [ ] 0,3mM B 3mM M 10 mM

Abbildung 60: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der gemischten Fullkdrper aus dem Shrimp-Biofilter bei einer Inkubationstemperatur
von 28°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen.
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19:0 cyclo 9-10
18:1 cis 11 11 methyl
18:0
18:1 cis 11
18:1cis 9
17:0 iso
16:0 10 methyl
16:0 |
16:1 cis 11
16:1 cis 9
16:1 cis 7
16:0 iso

15:0 anteiso
15:0 iso
14:0

0 5 10 15 20 25 0 10 20 30 40
Gesamtfettsauren (%) Markierungsgrad (%)

Nitritkonzentration: [ ] 0,3mM [ 3mM [ 10 mM

Abbildung 61: Prozentanteil an Gesamtfettsduren (linke Grafik) und Markierungsgrad in Prozent
(rechte Grafik) der gemischten Fullkorper aus dem Shrimp-Biofilter bei einer Inkubationstemperatur
von 17°C, mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen

7.3 Statistische Analysen zur Markierung von Fettsauren

Nachfolgende Formel (Gl. 3) beschreibt die Berechnung der kritischen Werte einer
Student-t-Verteilung (ts) (SOKAL und ROHLF, 1981):

MI_MZ_(ILL1_ILL2)

[.=

1, +1 Gl 3
A\Pie
n,
wobei:
M1 = berechneter Markierungsgrad einer markierten Fettsdure
]‘42 = Mittelwert der natirlichen Abundanzen einer Messreihe

(Iul - qu) = fur diesen Grenzwert gilt die Nullhypothese
S, = Standardabweichung der Messreihe

n, = Anzahl der Messreihen
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Mit Hilfe dieses kritischen Wertes, kann in Abhangigkeit der Freiheitsgrade die
Wahrscheinlichkeit p angegeben werden, mit der eine Fettsaure tatsachlich
markiert ist. Die Nullhypothese (Hp) besteht im vorliegenden Fall in der Annahme,
dass es sich bei der natlrlichen Abundanz einer analysierten Fettsdure um eine

unmarkierte Fettsaure handelt somit ist Ho: (u1- u2) = 0.

Um den Schwellenwert berechnen zu konnen, fur den Zeitpunkt an dem eine
Fettsaure mit p < 0,1, also mit einer 90 %igen Wahrscheinlichkeit markiert wurde,
wurde die Formel nach M, (GI. 4) umgestellt. Fur y gilt weiter die Nullhypothese,

dieser kann somit entfallen.

Gl 4

7.4 Statistische Analysen zur Signifikanz von Gesamtzellfettsauren

Nachfolgende Formel (Gl. 5) beschreibt die Berechnung der kritischen Werte einer
Student-t-Verteilung (fs) (SOKAL und ROHLF, 1981):

Gl 5

wobei:
P, = Mittelwert der Prozentanteile Messreine *C
P, = Mittelwert der Prozentanteile Messreine '*C

(,ul - ,uz) = fur diesen Grenzwert gilt die Nullhypothese
S, = Standardabweichung der Messreihe

n, = Anzahl der Messreihen
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