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Km
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Gen fir AAD-(3")(9)
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Sensitivitdt/Resistenz gegeniiber bestimmtem Antibiotikum
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demineralisiertes Wasser

(doppelt) destilliertes Wasser
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Aminoglykosid 3"-Phosphotransferase

Gen fliir Aminoglykosid 3'-Phosphotransferase
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EINLEITUNG

1 Einleitung

Genetischer Austausch zwischen Mikroorganismen ist ein Prozess, der die potentielle
Moglichkeit eines MO zur Adaptation an seine Umwelt und damit seine Uberlebensmdglich-
keiten, gerade auch im Boden, erhéht [Cohan et al., 2004, 1996; Slater, 1985]. Horizontaler
Gentransfer hat iiber einen evolutiondren Zeitraum stattgefunden und letztendlich zu der heute
vorherrschenden Diversitdt bei den Bodenmikroorganismen gefiihrt. Die Rolle mobiler
genetischer Elemente wie Plasmide, Transposons, IS-Elemente, Integrons und auch Phagen
bei der vertikalen als auch horizontalen Verbreitung von Genen ist in diesem Zusammenhang
von ganz hervorragender Bedeutung.

Diese mobilen Elemente stellen, neben Mutationen, die treibende Kraft in der Evolution der
Mikroorganismen dar. Dies gilt sowohl fiir die genetische als auch fiir die phylogenetische
Ebene [Lorenz u. Wackernagel, 1994; Rensing et al., 2002; Pepper et al., 2004]. Sie sind die
Grundlage fiir die schnelle Adaptation von MO an sich dandernde Umweltbedingungen.

Dieses schnelle Adaptationsvermogen auf sich dndernde Umweltbedingungen offenbarte sich
zuerst im klinischen Bereich [Ochiai et al., 1959; Akiba et al., 1960; Watanabe, 1963].
Obwohl die Entdeckung nutzbarer Antibiotika wie die des Penicillins [Fleming, 1929], sowie
die Einfiihrung anderer Antibiotika in die medizinische Therapie zu einem vorher noch nie
dagewesenem Erfolg bei der Behandlung bakterieller Infektionen und Krankheiten fiihrten,
zeigte sich gerade hier zum ersten Mal die volle Breite der Maoglichkeiten von MO sich an
veranderte ,,Umweltbedingungen‘ anzupassen.

Anfingliche Erfolge der Antibiotikatherapie wurden schnell durch neu auftauchende
Resistenzen zunichte gemacht. Als klassisches Beispiel sei hier erwihnt, dass vier Jahre nach
Einflihrung des Penicillins 59% aller Neisseria gonorrhoeae Stamme Resistenz gegeniiber
diesem Antibiotikum erworben hatten [Wagner, 1978; Schumann, 1990]. Die
Resistenzentwicklung gegeniiber jedem neu entwickelten Antibiotikum erfolgte in solch einer
Geschwindigkeit und Frequenz, dass Mutation nicht die alleinige Ursache sein konnte [Ochiai
et al.,, 1959; Wiedemann, 1974]. Es miissen also noch andere Mechanismen Ursache einer
solchen Variabilitdt sein.

Die Moglichkeit der Aufnahme nackter DNA ist seit den Experimenten von Griffith (1928)
bekannt, der Mechanismus der Konjugation [Lederberg u. Tatum, 1946] wurde 1946 entdeckt,
gefolgt von den Entdeckungen der Transduktion 1952 [Zinder u. Lederberg, 1952]. 1957
wurde das erste konjugative R-Plasmid aus klinischen Proben als Ursache fiir die Verbreitung
von Antibiotikaresistenzen und damit fiir Genaustausch erkannt und nachgewiesen. Es wurde
gleichzeitig der Beweis erbracht, dass vier Resistenzen mittels eines Plasmides iibertragen
werden konnten und dass die Verbreitung dieser Resistenzen auch horizontal erfolgt [Ochiai
et al., 1959; Akiba et al., 1960; Watanabe, 1963].
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Seitdem sind viele R-Plasmide sowie deren vertikaler und horizontaler Transfer bei Gram-
negativen und -positiven Bakterien nachgewiesen [Schumann, 1990; Foster, 1983]. Weitere
zahlreiche Mechanismen des inter- und intrachromosomalen Gentransfers in Okosystemen
wie dem Intestinaltrakt oder in vitro sind beschrieben, erforscht und nachgewiesen [Gormley
u. Davies, 1991; Trieu-Cuot et al., 1987; Trieu-Cuot et al., 1988; Wassenaar et al., 1995;
Brisson-Noel et al., 1988].

Fiir terrestrische oder aquatische Okosysteme, namentlich schadstoffbelastete, liegen einige,
fiir nicht schadstoffbelastete weitaus weniger Untersuchungen vor. Dies liegt zum einen an
der relativen Seltenheit der oben beschriebenen Phdnomene, zum anderen an dem Problem
der technischen Umsetzung eines umfassenden wissenschaftlichen Nachweises.

Als ein Ursprung der Resistenzgene werden antibiotikaproduzierende Bodenmikro-
organismen, wie Actinomyceten und Pilze genannt [Beneviste u. Davies, 1973; Thompson u.
Gray, 1983]. Die Frage nach dem Vorkommen dieser Resistenzen und gerade auch ihre
Verteilung in unbelasteten Habitaten bleibt nach wie vor nur ansatzweise beantwortet. Im
Gegensatz zu den gut untersuchten Antibiotikaresistenzmechanismen hospitierender,
pathogener Keime, ist {iber Herkunft und Verteilung dieser Gene, besonders iiber die
Mechanismen ihrer Verbreitung, sprich ihre Assoziation mit Vektoren (Plasmiden und
Transposons) in natiirlichen Habitaten wenig bekannt. Gerade auch vor dem Hintergrund der
Freisetzung gentechnisch verdnderter MO besteht hier nach wie vor ein grofer
Forschungsbedarf.

Es scheint gesichert, dass horizontaler Gentransfer bei der Verbreitung dieser Gene eine ent-
scheidende Rolle spielt [Schmidt et al., 1990; De la Cruz u. Davies 2000, Cohan et al., 2004].
Ebenfalls scheinen mobile genetische Elemente wie z.B. Transposons eine Rolle bei der
Verbreitung von Genen wie bei Bodenmikroorganismen zu spielen [Nwosu, 2001, Holt et al.,
1999; Pearson et al., 1996; Mindlin et al., 2001].

Weiterhin ist gesichert, dass auch mittels horizontalem Gentransfers eine Verbreitung dieser
Gene im Boden erfolgt [Mindlin et al., 2001; Nwosu, 2001; Mindlin et al., 2001]. Die genaue
Art und Weise der genetischen Kommunikation von Bodenmikroorganismen ist jedoch noch

weithin unverstanden.

Wie oben bereits erwdhnt, wurden Mechanismen des Gentransfers im medizinischen Umfeld
zahlreich erforscht und nachgewiesen. Fiir terrestrische oder aquatische Okosysteme liegen
weitaus weniger Untersuchungen vor. Neben der relativen Seltenheit der oben beschriebenen
Phianomene, ist es problematisch in Boden exakte Nachweise zu fithren. Zum einen verhalten
sich Laborstimme im Boden vollkommen anders als im Labor und Bodenbakterien unter
Laborbedingungen anders als im Boden, zum anderen stellt Boden ein sehr komplexes,
undefiniertes und inhomogenes Okosystem dar. Um ein definiertes Bodensystem zu erhalten,
wird deswegen hiufig mit Bodensdulen gearbeitet [Hill u. Top, 1998] (siche2.23).
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Boden ist jedoch nicht nur hinsichtlich seiner autochthonen, zum gréften Teil unerforschten
Bakterienflora inhomogen und undefiniert, sondern auch hinsichtlich seines mannigfaltigen
Reservoirs an freier DNA.

Nackte DNA hat in terrestrischen Okosystemen hohe Persistenz und kommt in relativ hohen
Konzentrationen vor (siche 1.5) [Schmidt, 1991; Doerfler u. Schubbert.,1997]. Romanowski
et al. [1993a] wiesen bei verschiedenen Bodentypen mittels PCR nach, dass ausgebrachte
DNA iiber Monate persistiert. Transformationsaktivitit konnte noch nach 60 Tagen
nachgewiesen werden [Romanowski et al., 1993a]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
DNA an Tonminerale, bzw. an Quarz gebunden bis zu 1000fach resistenter gegen DNasel war
als in freier Losung [Romanovski et al., 1991, 1993; Lorenz u. Wackernagel, 1987, 1990].
Ahnliche Konzentrationen sind bei freier DNA in aquatischen Habitaten zu finden (siche
Tabelle 2).

Im Boden spielt die Transformation bei allen Gruppen von Mikroorganismen, einschlielich
der Archaeen eine entscheidende Rolle beim horizontalen Gentransfer und hat so schon friith
die Phylogenie beeinflusst [Wassenaar et al., 1995; Fernandez-Herrero et al., 1995; Kosovich
u. Prozorov, 1990; Lorenz et al., 1992; MECBAD, 2003]. Dies wird dadurch unterstiitzt, dass
die Transformationsfrequenz von im Boden befindlicher DNA teilweise um den Faktor 20-25
mal hoher als unter Laborbedingungen beschrieben wird [Lorenz et al., 1988; Graham J. u.
Istock, 1978; Lorenz et al., 1992].

Einige Autoren sehen hierin einen gro3en, wenn nicht sogar den beherrschenden Einfluss auf
die baktericlle Populationsdynamik, Evolution und Speziesbildung [Lorenz u. Wackernagel,
1994; Mindlin et al., 2001; Rensing et al., 2002].

Gleichzeitig finden Transfektion und Konjugation im Boden statt und tragen sowohl zu der
vertikalen als auch der horizontalen Verbreitung von Genen bei [Henschke u. Schmidt, 1989;
Klingmiiller et al., 1990; Neilson et al.1994; Rensing et al., 2002]. Diese Mechanismen der
Geniibertragung haben ihren Platz im natiirlichen Umfeld weit hdufiger als es
Laborergebnisse vermuten lieBen. [Kellenberger, 1994]. Bei der Ubertragung von Plasmiden
bzw. DNA stellen Gattungsgrenzen prinzipiell kein Hindernis dar, ebenso wenig der Transfer
von Gram-positiven zu Gram-negativen Bakterien und umgekehrt [Gormley u. Davis, 1991;
Courvalin, 1994]. Befindet sich der Rezipient bzw. der Donor in einem geeigneten
physiologischen Zustand und stellt die Umwelt kein  chemisch oder physikalisch
ungeeignetes Habitat zur Verfligung, so sollte man eher von einem erfolgreichen Transfer
ausgehen als die Frage stellen, ob ein solcher iiberhaupt stattfindet.

Die natiirliche Schranke fiir den horizontalen Gentransfer besteht vielmehr in der Existenz
eines von Donor und Rezipient geteilten Okosystems, sowie der Integration, der Expression
und der Etablierung der iibertragenen Gene beim Rezipienten. Die Struktur iibertragener
Gene, besonders die der primdren Promotorstrukturen, der Codongebrauch, das
Restriktionssystem und die Basenzusammensetzung ist primdr die Grenze des horizontalen

Gentransfers.
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Der Boden stellt ein Milieu dar, welches einen regen Genaustausch ermdglicht: Dies
beinhaltet sowohl Mechanismen fiir eine innerhalb der Zelle erfolgreiche Rekombination der
Gene als auch die Mechanismen diese neuentstandenen Genkombinationen auch horizontal
weiterzugeben.

Auf diese Mechanismen und genetischen Strukturen soll im Folgenden ndher eingegangen

werden.

1.1 Mobile genetische Elemente

IS-Elemente (IS) und Transposons (Tn), welche durch Barbara McClintock [McClintock,
1961] urspriinglich in Mais (Zea mays) entdeckt wurden, werden als “springende Gene” oder
transponierbare Elemente bezeichnet, da sie von einem Ort eines DNA-Molekiils an einen
beliebigen anderen Ort des gleichen Molekiils (intramolekulare Transposition) oder von
einem DNA Molekiil auf ein anderes (intermolekulare Transposition) springen konnen
[McGregor, 2003; Bennett, 2000; Bennett u. Grinsted, 1988; Bishop u. Sherratt, 1984].

Der Rekombinationsschritt wird durch Transposasen katalysiert, deren genetische Informa-
tion auf dem springenden Element selbst kodiert ist [Grinsted et al., 1990; Liebert et al.,
1999]. Transponierbare Elemente sind in der Regel nicht abhéngig von einer bestimmten
Sequenz in der Zielstruktur [Bennett, 2000; Schmidt et al., 1989a; Schmitt, 1986].

Die Einteilung mobiler DNA-Elemente erfolgte in drei Klassen [Giinther, 1991]:

Klasse I umfasst simtliche IS-Elemente sowie daraus zusammengesetzte Transposons, wobei
das Transposase-Gen im IS-Element liegt. Zu Klasse II gehoren Transposons vom Typ Tn3
oder Tn/000, die eigene Inverted Repeats (IR) und ein eigenes Transposase-Gen (tnpA)
besitzen. Klasse III beinhaltet transponierbare Bakteriophagen, wie beispielsweise den Phagen
Mu, welche liber eigene komplexe, nicht immer einheitliche Strukturmerkmale verfiigen. Eine
schematische Ubersicht zu Klasse I- und II-Strukturen ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Ubersicht mobiler DNA-Elemente, verindert nach Giinther [Giinther, 1991].

Klasse I: 1) IS-Elemente: Funktionslose, offene Leseraster, als offene Boxen und die, deren Relevanz fiir die
Transposition nachgewiesen wurde, durch graue Boxen dargestellt. 2) Die Transposons der Klasse I bestehen aus
IS-Elementen und zusitzlichen Genen, wie Antibiotikaresistenzen.

Klasse II: Transposons vom Typ Tn3, Tn27 oder Tn50/ mit den Genen fiir die Transposase (tnpA), Resolvase/
Repressor (tnpR), Resistenzmarkern (R, graue Box) und der internen 'Cointegrat-Resolution-Site' (IRS).
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1.1.1 IS-Elemente

Das Fehlen eigener physiologischer Marker, wie z.B. Antibiotika- oder Schwermetallresis-
tenzen erschwerte die Erforschung von IS-Elementen zundchst sehr [Lewecke, 1993]: Durch
die Beobachtung, dass einige Transposons durch direkte oder umgedrehte Wiederholungen
von IS-Elementen flankiert werden, wie beispielsweise Tn9 durch direkte Wiederholung von
IS1, wurden entscheidende Einblicke in die Biologie von IS-Elementen mdglich. Die
physiologisch nachweisbaren und oft selektionierbaren Marker auf den Transposons
hingegegen erleichterten die Untersuchung der Aktivitét flankierender IS-Elemente [Calos u.
Miller, 1980].

IS-Elemente haben eine Grofie von ca 0,8 - 1,8 kb. An ihren Enden besitzen sie invertierte
Sequenzwiederholungen (10 - 40 bp) welche als Erkennungssequenz fiir die eigenen Trans-
positionsenzyme benétigt werden. AuBler diesen Sequenzen kodieren IS-Elemente in ihrem
Kernteil ausschlielich fiir die Transpositionsgene und die zugehorigen Regulationssignale.
Die Kodierung erfolgt in sehr kompakter Form mit mehreren ineinander liegenden offenen
Leserahmen oder in antisense Orientierung [ Schmitt, 1986; Mahillon u. Chandler, 1998].

Ein charakteristisches Merkmal von IS Elementen ist eine Zielstellenverdoppelung, die
wihrend der Insertion erfolgt. IS-Elemente transponieren in einer Frequenz von 1072 - 107
[Mabhillon u. Chandler, 1998]. Im Genom von E. coli wurden bis zu zehn [Calos u. Miller,
1980] Kopien dieser Elemente gefunden. IS-Elemente bedingen auf der Ebene der
,Einzelorganismen* einfache bis komplexe Verdnderungen im Genom mit teilweise letalen
Konsequenzen.

Die Insertion von IS-Elementen kann zur Unterbrechung von Strukturgenen oder starken
polaren Effekten fithren. Gelegentlich hat die Insertion eines IS-Elementes vor einem Gen die
Aktivierung der Expression dieses Genes zur Folge. Gleichzeitig wird in der unmittelbaren
Nachbarschaft von IS-Elementen die Bildung von Deletionen stimuliert. Eine Reversion zum
urspriinglichen Phénotyp wurde nach unexakter Exzision dieser Elemente beobachtet
[Starlinger u. Saedler, 1976; Lewecke, 1993].

Doch auch als Substrat fiir das homologe Rekombinationssystem der Bakterienzellen sind IS-
Elemente fiir die Entstehung von Deletionen [Nevers u. Saedler, 1978], Inversionen [ Arber et
al., 1980], Kointegratbildung und anschlieBender Replikonfusion von Bedeutung [Galas u.
Chandler, 1982]. In F- und R-Plasmiden nachgewiesene, sich wiederholende DNA-
Sequenzen, welche spéter als IS1, 1S2, 1S3 und Tn/000 identifiziert wurden, sind durch ihre
Beteiligung an Rekombi-nationsereignissen fiir massive DNA-Umstrukturierungen wie
Replikonfusion bzw. -segregation, Deletionen oder Inversionen verantwortlich [Davidson et
al., 1975; Lewecke, 1993; Ohtsubo u. Ohtsubo, 1978].

Die Abschnitte, die zwischen einem Paar rekombinierender IS-Elemente liegen, konnen also
invertiert, deletiert, inseriert und verdoppelt werden. So erfolgt beispielsweise die Entstehung
von Hfr-Stimmen iiber eine homologe Rekombination und Kointegratbildung des F-Plasmids
mit IS2, IS3 oder Tn/000 und dem Bakterienchromosom. Eine spétere Exzision kann dann

5
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zur Entstehung von F'-Plasmiden fiihren [Davidson et al., 1975]. Deletionen oder Inversionen
finden in diesem Bereich um den Faktor 2-3 hiufiger statt. AuBerdem konnen
Promotorelemente im IS-Element selbst die Expression von benachbarten Genen bewirken
[Schmitt, 1986; Cohen, 1976].

Auf der individuellen Zellebene erscheinen diese Resultate nachteilig, fiir die Gesamtpopula-
tion einer Bakterienspezies hingegen stellt dieser Mechanismus einer Umstrukturierung
ganzer Genombereiche (,,Makromutation®) einen Selektionsvorteil und wichtigen Evolutions-
faktor dar [Lewecke, 1993]: Durch eine Erhohung der genetischen Variabilitdt ermdglicht
dieser Mechanismus eine schnellere Anpassung an herrschende Umweltbedingungen
[Syvanen, 1984]. IS-Elemente verleihen ihrem Wirt einen Selektionsvorteil, doch ist dieser
nicht immer so offensichtlich wie z.B. die Antibiotikaresistenzen vieler Transposons. In
einem Langzeitversuch konnte gezeigt werden, dass allein die Prasenz von IS10 in einer
Flissigkultur ein besseres Wachstum von Bakterien, relativ zur IS-freien Referenzkultur,
bewirkte [Chao u. McBroom, 1985]. IS-Elemente erméglichen iiber den Mechanismus der
,Makromutation“ Evolutionsspriinge und Prozesse zur sympatrischen Artbildung [Rensing et
al., 2002]: Durch die Fahigkeit zur Mobilisierung von Genen in Form von
zusammengesetzten Transposons (siehe 1.1.2) sind sie auch am horizontalen Gentransfer auf
inter- und intraspezifischer Ebene in groBeren Populationen beteiligt (s.u. Abbildung 2)
[Lewecke, 1993].

Das ,,Uberleben* der IS-Elemente ist eine Gratwanderung zwischen Schidigung des Wirtes
und der eigenen Reproduktion [Lewecke, 1993]: Bei zu hoher Kopienzahl besteht die Gefahr,
dass der Wirt durch die Verdnderungen seines Genoms stirbt, bei zu geringer Kopienzahl ist
der Bestand des IS-Elementes gefahrdet. Aus diesen Griinden haben verschiedene IS-
Elemente unterschiedliche Mechanismen zur Autoregulation und Einbeziehung von
Wirtsparametern zur Steuerung ihrer Transpositionsrate entwickelt [Prentki et al., 1987].

1.1.2 Transposons

Transposons enthalten im Gegensatz zu [S-Elementen nicht nur die Information fiir ihre
Ubertragung sondern noch zusitzliche Gene. Dies konnen z. B. Antibiotika- oder Schwer-
metallresistenzgene sein, welche sie in ihrem Kernteil enthalten [Schmidt, 1984, Liebert,
1999]. Manche Transposons sind von IS-Elementen flankiert, in diesen Fillen kodieren die
IS-Elemente fiir den Transpositionsapparat. Transposons mit einem solchen Aufbau werden
als mobile DNA Elemente der Klasse I zusammengefasst. Transposons der Klasse II hingegen
besitzen nur kurze, umgekehrte Sequenzwiederholungen (inverted repeats) von 35 - 140 bp.
In diesem Fall wird der Transpositionsapparat von dem Transposon selbst kodiert (siche
Abbildung 1). Die Frequenz der Transposition von Transposons oder auch IS-Elementen wird
durch die Konzen-tration der Transposase in einer Zelle bestimmt. Springen diese Elemente
zu haufig, kann dies fir die Zelle letale Auswirkungen haben, da dieses Springen zu
Mutationen fiihren kann. Die Kontrolle der Transposase-Genexpression ist deshalb fiir die
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Zelle von groBer Bedeutung. Beide Klassen der Transposons unterscheiden sich in der Art der
Transposition. Klasse I-Transposons wie z. B. Tn5 oder Tn/0 transponieren nichtreplikativ,
auch konservativ genannt [Bennett, 2000]. Nach dieser Art der Transposition ist das
transponierbare Element nur in der Empfanger-DNA nicht aber in der Donor-DNA
vorhanden.

Klasse II-Transposons wie Tn3, Tn50/ oder Tn2/ werden erst repliziert und anschlieBend
wird eines der Replikationsprodukte auf das Empfingergenom iibertragen. Wihrend der
Transposition wird eine Kopie des transponierbaren Elements hergestellt. Nach der Trans-
position ist das Element sowohl in der Donor-DNA als auch in der Empfinger-DNA vor-
handen. Diese replikative, intermolekulare Transposition fiihrt zu Kointegraten, welche
entweder durch Resolvasen oder durch homologe Rekombination wieder aufgelost werden
[Bennett, 2000].

Bei beiden Mechanismen wird die Zielstruktur in der Empfanger-DNA verdoppelt. Dies ist
eine Folge des iliberhdngenden Aufschneidens der Zielstruktur. Die beiden entstandenen
einzelstrangigen Stiicke werden durch DNA-Polymerase aufgefiillt, was zu deren Verdoppel-
ung flhrt. Spater konnen diese kurzen Sequenzen, da sie spezifisch sind, als Nachweis fiir
eine erfolgte Transposition dienen [Holt et al., 1999].

Transposons sind in der Lage Antibiotikaresistenzen anzusammeln und zu exprimieren.
Bestimmte Stellen des Transposons (hot spots of recombination) scheinen fiir die Aufnahme
immer neuer Gene und deren Organisation in sogenannten Genkassetten verantwortlich zu
sein. Ubertragung von Mehrfachresistenzen durch Transposons ist {iblich [Schmidt, 1984;
Schmitt, 1986; Liebert et al., 1999]. Transposons sind hierdurch auch wesentlich an der
Verbreitung von Resistenzmechanismen, auch durch horizontalen Gentransfer, beteiligt (siche
Abbildung 2) [Dahlberg u. Hermansson, 1995].

REZIPIENT |

-

Tran..po.;ltlan

DONOR - f_"“\

- Tn b Konjugatlon

e

Abbildung 2: Horizontale Verbreitung von Transposon-kodierten Genen durch Transposition und
Konjugation (nach Jenal, 2002).

Ein Transposon (dicke Linie), das z.B. eine bestimmte Resistenz trdgt, kann innerhalb eines Chromosoms
(intramolekular) oder vom Chromosom auf ein Plasmid (intermolekular) transponieren. Plasmide, die ein oder
mehrere Transposons enthalten, kdnnen durch Konjugation von einer Donorzelle auf eine Rezipientenzelle
tibertragen werden. Gleiches gilt analog fiir IS-Elemente.
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1.1.3 Integrons

Eine seit einigen Jahren bekannte Gruppe von beweglichen genetischen Elementen stellen die
Integrons dar [Fluit u. Schmitz, 2004; Stokes u. Hall, 1989; Brown et al., 1996]. Bei ihnen
handelt es sich um defekte Transposonderivate. Eine gemeinsame Eigenschaft der Integrons
ist ihr konserviertes 5'-Ende. Dieses Ende kodiert fiir zwei zum variablen Mittelteil gerichtete
Promotoren und eine sequenzspezifische Rekombinase. Sie ist verantwortlich fiir das
Integrieren von Antibiotikaresistenzgenen in Form von transposoneigenen Genkassetten in
den variablen Kernteil des Integrons. Das 3'-Ende enthélt in der Regel ein Sulfonamid-
resistenzgen (sull), sowie ein weiteres Gen welches Resistenz gegeniiber Ethidiumbromid
verleiht (gac4ET). Sie haben keine oder nur Teile von Transpositionsfunktionen (z.B. tni4 aus
Tn21) (siecheAbbildung 3). Integrons wurden bis jetzt als Bestandteile von Transposons der
Tn2]-Familie oder unabhidngig auf verschiedenen Gruppen von Plasmiden mit weitem
Wirtsbereich gefunden [Hall et al.,1994; Lévesque et al., 1995; Liebert et al., 1999].

Transposon Th21

Integron In?

MEr operan trid tniB 21151353 151326 sull gacoEl -

Abbildung 3: Skizze von Integron In2, Teil des zusammengesetzten Transposons Tn21

Der schwarze Balken zeigt die Lange des 11 kb groBen In2: tmiA und tniB ] =Transposasegene, IS1353 und

IS1326 = Insertions-Elemente, sull= Sulfonamidresistenzgen, gacE J1= Resistenzgen gegeniiber quaternéren
Ammonium-Desinfektionsmitteln, aad4 1= Genkassette: Aminoglycosid Adenyltransferase, /nt//= Integrase-
Gen

1.2 Transposons der Tn3 Familie

Da in der hier vorliegenden Arbeit die Transposons Tn3, Tn50/ und Tn2/ eine zentrale Rolle
spielen, sollen sie kurz vorgestellt werden. Sie sind gut untersucht und gehdren zu unter-
schiedlichen evolutioniren Asten der Tn3-Familie [Grinsted et al., 1990; Liebert et al., 1999].
Viele der gut charakterisierten Transposons der Tn3-Familie wurden zuerst in klinischen
Isolaten entdeckt und dort auch zuerst beschrieben [Galas u. Chandler, 1989; Sherratt, 1989].
Die Transposons der Klasse II beinhalten transponierbare Elemente sowohl aus Gram-
positiven als auch Gram—negativen Bakterien. Normalerweise sind diese Transposons mit
verschiedenen Typen phédnotypischer Marker wie Antibiotikaresistenz oder Schwermetall-
resistenz assoziiert. Viele dieser Transposons werden auf konjugativen Plasmiden gefunden.
Thnen ist gemeinsam dass sie i.d.R. flir eine eigene interne Transposase (tnpA) und eine eigene
interne Resolvase (tnpR) kodieren, sowie Inverted Repeats (IR) und eine ,,Internal Resolution
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Site (res) besitzen. Die Homologie der verschiedenen Transposasen innerhalb der Familie
liegt auf der Aminosdureebene zwischen 12 und 98 % [Grinsted et al., 1990; Liebert et al.,
1999]. Teilbereiche des Transposasegens sind jedoch immer flir das bestimmte
Familienmitglied so charakteristisch, dass sie ein gutes Unterscheidungsmerkmal bieten, nach
dem z.B. in terrestrischen Habitaten gesucht werden kann [Dahlberg u. Hermansson, 1995].
Tn2! und Tn50! vermitteln Quecksilberresistenz, Tn2/ dariiber hinaus noch Resistenz
gegeniiber Streptomycin, Spectinomycin und Sulfonamid; Tn3 vermittelt lediglich
Ampicillinresistenz (Abbildung 4).

. I)“”“‘I n
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Abbildung 4: Einfache, schematische Abbildung von Tn501, Tn21 und Tn3.

IR = Inverted Repeats, res = resolution site, tnpA = Transposase, tnpR = Resolvase, tnpM = unbekanntes Gen,
merA, C, D, P, R, T = Gene des mer Operons (Quecksilberresistenz) schwarze Pfeile = Transkriptionsrichtung
der Gene.

Der Tn2!/- und Tn501-Zweig unterscheidet sich von dem Tn3-Zweig durch die unterschied-
liche Transkriptionsrichtung von #mpA und tmpR. Beim Tn2/-Zweig liegen diese in der
gleichen Orientierung, bei Tn3 in unterschiedlichen. Weiterhin wird tmpA4 und tnpR bei Tn3
durch die ,,Internal Resolution Site (res) getrennt, was bei dem Tn2/ Zweig nicht der Fall ist.
Die Transposasen von Tn3 und Tn2/ sind auf Aminosdurebasis zu 29 % identisch, bei der
Resolvase zu 30 %. Tn2/ und Tn50! gehoren wiederum zu zwei Untergruppen des Tn2/-
Zweiges. Die Transposasen von Tn2/ und Tn50/ sind auf Aminosdurebasis zu 72 % identisch
bei der Resolvase betrigt die Homologie 82 % [Grinsted et al.,1990].

Viele Tn2/ &hnliche Elemente mit verschiedensten Antibiotikaresistenzen sind bekannt. Tn2/
und verwandte Elemente kodieren fiir eine Integrase, welche fiir die ,,einfache” Akquisition
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(attC-Rekombinations-Sites) von Antibiotikaresistenzen verantwortlich ist [Grinsted et
al.,1990; BFR, 2001]. Tn21 wurde 1977 zum ersten Mal erwdhnt und wird mittlerweile auch
als das , Flagship of the Floating Genome* bezeichnet [Liebertet al., 1999]. Es ist mit seinen
Variationen sicher sowohl das geographisch, als auch {iber verschiedene Genera
weitverbreitetste beschriebene genetische Element [Liebert et al., 1999; Grinsted et al., 1990].
Ein Mitglied der Tn2/ Familie wurde sogar in 8000 - 10000 Jahre altem Permafrostboden
nachgewiesen [Kholodii et al., 2003].

Weiterhin liegen Studien vor, welche das Vorhandensein von Transposons dieses Typs, bzw.
deren Transposasen, aus liberwiegend belasteten aquatischen Habitaten [Mindlin, et al. 2001;
Barkay et al., 1989; Barkay et al., 1989a; Leff et al., 1993; Olson et al., 1991; Rinkel et al.,
1994; Smalla et al, 1993; Dahlberg u. Hermansson, 1995] und einige in belasteten
terrestrischen Habitaten [Rensing et al., 2002; Mindlin et al. 2001; Olson et al., 1991;
Briuning, 1998; Holt et al.,1999; Holt et al., 1999a; Giinther, 1996] zeigen.

1.3 Mechanismen des Gentransfers - Genetische Grundlagen

Horizontaler Gentransfer ist die Weitergabe bzw. Aufnahme genetischen Materials
unabhédngig von bestehenden Artgrenzen [De la Cruz u. Davies, 2000]. Es gibt im
wesentlichen drei Mechanismen, welche fiir den natiirlicherweise stattfindenden horizontalen
Gentransfer verantwortlich sind:

Konjugation
Transduktion und

Transformation.

1.3.1 Konjugation und Horizontaler Gentransfer

Das anfénglich schon erwidhnte Auftreten von vier gleichen Resistenzen bei unterschiedlichen
Spezies wurde in den spdten flinfziger Jahren zuerst in Japan bei Escherichia coli und
Shigella dysenteriae beobachtet [Ochiai et al., 1959]. Dieses Phanomen fiihrte Akiba [1960]
und Ochiai [1959] zu der Vermutung, dass eine Ubertragung von Genen einer Spezies zur
anderen mittels eines infektiosen genetischen Elements erfolgt war und nicht die Folge
separater Mutationen in einer Spezies war. Es handelte sich um ein konjugatives R-Plasmid,
welches erstmalig als Ursache fiir einen horizontalen Gentransfer nachgewiesen werden
konnte. Es wurde aullerdem der Beweis erbracht, dass vier Resistenzen mittels eines
Plasmides {iibertragen werden konnten [Ochiai et al., 1959; Akiba et al., 1960; Watanabe,
1963]. Wie bereits oben erwihnt, wurden solche R-Plasmide bei Gram-negativen und -
positiven Spezies nachgewiesen, die fiir Mensch und Tier pathogen sind [Schumann, 1990].
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Plasmide spielen beim Gentransfer, im Speziellen bei der Ausbreitung von Antibiotika- und
Schwermetallresistenzen, die zentrale Rolle.

1.3.2 Konjugation

1.3.2.1 Plasmide

Plasmide sind extrachromosomale, sich autonom duplizierende, zirkuldre, doppelstringige
DNA-Molekiile. Sie werden bei den Archaeen, Bakterien und Eukarya angetroffen. Sie sind
in der Lage ihre eigene Kopienzahl zu kontrollieren. Bei dem erstmals 1946 von Lederberg u.
Tatum [1946] beschriebenen Mechanismus der Konjugation werden Plasmide und/oder DNA
durch den direkten Kontakt einer Donor- und Rezipientenzelle iibertragen [Lederberg u.
Tatum, 1946].

R-Plasmide vermitteln Resistenzen gegeniiber Antbiotika und/oder Schwermetallen. Sie sind
gewohnlich konjugativ oder mobilisierbar. Das heif3t, sie verfiigen iiber Transfergene (tra)
oder Mobilisierungsgene (mob) und eine intakte nic/bom-Stelle [ Wilkins u. Lanka, 1993]: Die
tra-Gene, die auch als Resistenztransferfaktor (RTF) bezeichnet werden, veranlassen ihre
Wirtszelle dazu einen Konjugationsapparat auszubilden, um physischen Kontakt zur anderen
Zelle auszubilden. Hierbei kommt es dann zur aktiven Ubertragung der DNA des Plasmides,
welches fiir die #ra-Gene kodiert. Dariiber hinaus konnen weitere Plasmide, sofern sie
mobilisierbar sind (d. h. eine nic/bom-Stelle tragen), ebenfalls mit {ibertragen werden. Dies
geschieht jedoch nur wenn mob-Proteine in der Zelle vorhanden sind. Es muss also
mindestens ein Plasmid in der Zelle fiir die mob-Proteine kodieren. Durch diese
Mobilisierungsproteine, die an der nic/bom-Stelle binden, kommt es zum Strangbruch in der
Plasmid-DNA und damit ebenfalls zu einer Ubertragung der mobilisierbaren Plasmide nach
dem ,,Rolling-Circle-Mechanismus®“ [Novick, 1980; Willetts, 1993]. Die nic/bom-Stelle
fungiert hier also als oriT.

Der Kontakt zwischen den zwei konjugierenden Zellen wird durch die Donorzelle iiber den
Fertilitdts- (F) Pilus hergestellt. Bei dem Kontakt zwischen der F+ und der F--Zelle kann eine
Kopie des F-Plasmids in die Empfangerzelle iibertragen werden, welche dadurch selbst F-+
wird [Firth, 1996; Wilkins u. Lanka, 1993]. Eine interessante Eigenschaft einiger
konjugativer Plasmide ist die potentielle Moglichkeit chromosomale Gene zur
Rezipientenzelle zu mobilisieren [Haas u. Holloway, 1976]. Wird ein F-Plasmid stabil in das
Chromosom einer Zelle eingebaut, konnen gleichzeitig Gene aus dem Bakterienchromosom
der Donorzelle iibertragen werden. Hierbei wird eine Kopie von Teilen des Genoms der Hfr-
Donorzelle (,High-frequency-recombinantion) in die Empfingerzelle eingeschleust. Uber
den Mechanismus der homologen Rekombination konnen dann diese Genabschnitte in die
Empfingerzelle integriert werden. Diese Mdglichkeiten der Ubertragung von DNA durch
Konjugation sind vielfach dokumentiert [Lorenz et al, 1991; Brisson-Noel et al., 1988;
Trieu-Cuot, 1987; Trieu-Cuot, 1988]. Plasmide Gram-negativer MO verteilen sich auf 25
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Inkompatibilititsgruppen (Inc) [Couturier et al. 1988; Wilkins u. Lanka, 1993]. Von diesen
haben die IncP, W, N und C ein sehr weites Wirtsspektrum in Bezug auf Transfer und
autonome Replikation [Thomas, 1989]. Der Mechanismus der Konjugation kommt sowohl in
Gram-negativen wie Gram-positiven Bakterien und Streptomyceten vor.

Plasmide stellen universelle Vektoren dar, welche direkt zum Transfer von genetischer
Information von einer Bakterienzelle zur anderen geeignet sind. Innerhalb der Zelle stellen sie
die Matrix zur Verfiigung, innerhalb der Gene vor einem mdoglicher Transfer neu rekombiniert
oder assimiliert werden konnen [Cohen, 1976].

1.3.2.2 Konjugative Transposons

Konjugative Transposons sind weitere DNA-Elemente, welche die Féhigkeit besitzen
zwischen Chromosomen verschiedener Zellen zu translozieren [Clewell u. Gawron-Burke,
1986; Senghas et al., 1988]. Diese Elemente kodieren die Funktionen zum Herausschneiden
des Transposons (fnpR) aus dem Donorchromosom, sowie zum Transfer (znpA) und Einbau
(tnpl) in andere Zellen. Meistens besitzen sie ebenfalls Resistenzgene. Obwohl konjugative
Transposons hauptsichlich in Gram-positiven Bakterien beobachtet werden, kommen sie auch
in Gram-negativen Bakterien vor [Craig, 1996; Schenker, 1999].

1.3.3 Transduktion

Es kommen jedoch noch weitere Mechanismen des Gentransfers in Frage, eine davon ist die
Transduktion. Sie wurde erstmals 1952 von Zinder und Lederberg in Salmonellen entdeckt
[Zinder u. Lederberg, 1952]. Teilstiicke des Bakteriengenoms sowie von Plasmiden kdnnen
durch von Bakteriophagen vermittelte Transduktion {ibertragen werden [Masters, 1996].

So wirtsspezifisch wie die Bakteriophagen sind, so sehr verschieden sind sie in ihrem
Transduktionsmechanismus: Hierbei unterscheidet man zwischen spezieller und
generalisierter Transduktion. Bei der unspezifischen Transduktion wird DNA der Wirtszelle
entweder zusitzlich oder anstelle des Phagengenoms in den Phagenpartikel verpackt. Bei
einigen transduzierenden Phagen kann so DNA in einer GroBenordnung von ca. 100 kb
iibertragen werden. Dies entspricht ca 2,5 % des Genoms von E. coli: In einigen Féllen sogar
bis zu 8 %. Es konnen also ganze Gruppen von Genen iibertragen und anschliefend durch
Rekombination in einer anderen Bakterienzelle integriert werden [Singer u. Berg, 1992]. Bei
einigen Bakteriophagen, wie z. B. Mu (Mutator Phage), erfolgt die Transduktion des Phagen-
genoms stets zusammen mit 1-2 kb Wirts-DNA. Diese wird an beliebiger Stelle ins
Bakteriengenom inseriert [Margolin, 1987; Weisberg, 1994].

Bei der speziellen Transduktion werden ebenfalls Abschnitte des Wirtsgenoms mitiiber-
tragen, jedoch mit dem Zweck einer homologen Insertion der Phagen-DNA in das Wirts-
genom. In diesem Fall kann der Austausch eines defekten mit einem funktionstiichtigen Gen
erfolgen. Die GroBe dieser ausgetauschten Segmente reicht von nur einigen Kilobasen bis
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iiber 100 kb und ist wahrscheinlich durch unterschiedliche Restriktions-Modifikationssysteme
der Donor- und Empfingerzellen begrenzt [DuBose et al., 1988; McKane u. Milkman, 1995].

1.3.4 Transformation

Als weitere Moglichkeit des Gentransfers sei der am lingsten bekannte, von Griffith 1928
entdeckte und von Avery et al. [1944] weiter untersuchte Mechanismus der Aufnahme nackter
DNA genannt. Freie, zugidnglich vorliegende, DNA wird durch Zellen aufgenommen und
mittels homologer Rekombination in das Bakteriengenom integriert.

Um nackte DNA aufnehmen zu kénnen, miissen Zellen kompetent sein, dies erhoht die
Wahrscheinlichkeit einer Aufnahme um den Faktor drei. Kompetenz ist abhdngig vom
physiologischen Zustand der Zellen und der Wachstumsphase [Chamier et al., 1993].

Man unterscheidet eine im Labor kiinstlich erzeugte Kompetenz von Bakterien von der natiir-
lichen Kompetenz, bei der unter nativen Bedingungen DNA von Bakterien aufgenommen
werden kann. Natiirliche Kompetenz wurde bei einer Reihe von pathogenen Bakterienspezies
wie H. influenzae oder S. pneumoniae in einer bestimmten Phase des Zellzyklus beobachtet
[Stewart u. Carlson, 1986; Lorenz u. Wackernagel, 1994]. Bei einigen Spezies wie M.
gonorrhoeae und N. meningitidis liegt die Kompetenz permanent, d.h. in jeder Phase des
Zellzyklusses, vor [Catlin, 1960; Sparling, 1966].

Wihrend des Transformationsprozesses in ein anderes Bakterium muss die DNA zwei Mem-
branen und auch die Peptidoglykanschicht durchqueren, um in das Zytoplasma zu gelangen,
wo sie in das Chromosom z.B. mittels eines RecA-abhdngigen Prozesses integriert werden
kann [Koomey et al, 1987]. Bakterien besitzen zu diesem Zeitpunkt eine verdnderte
Zelloberfliche und es wird die Aktivitdt bestimmter Enzyme bendtigt, zum einen zur
Aufnahme der DNA, zum anderen zum Prozessieren der DNA. Kompetenzspezifische
Proteine sind bestimmte zellwandgebundene DNA-Bindungsproteine, zellwandauflosende
Autolysine, sowie verschiedene Nukleasen [Barany et al., 1983; Giinther, 1996]

Andere zellwandgebundene an der Transformation beteiligte Proteine konnten in den an der
Zelloberflache befindlichen Membranvesikeln (,,Blebs“) vorhanden sein [DeVoe u. Gilchrist,
1973; Andersen et al, 1979; Schenker,1999:]. In diesen werden DNA-bindende Proteine
sowie zirkuldre und lineare DNA nachgewiesen [Dorward et al., 1989, 1989a]. Die in diesen
Membranvesikeln aufgenommenen Plasmide konnen anschlieBend interzelluldr transferiert
werden [Dorward et al., 1989a]. Es ist von der Bakteriengattung abhéngig, ob die DNA als
Einzelstrang oder als Doppelstrang aufgenommen wird, ebenso wie lang das aufgenommenen
DNA-Fragment ist. Bei entsprechender Homologie kann die aufgenommene DNA in das
Genom integriert werden [Koomey et al., 1987]. Die fiir die Rekombination verwendete
DNA wird entweder durch Selbstlyse von Bakterien oder aktive Mechanismen freigesetzt
[Hebeler u. Young, 1975; Lorenz et al., 1988; 1991; 1992] und kann von natiirlich
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transformierbaren Bakterien aufgenommen werden [Frosch u. Meyer, 1992; Lorenz et al,,
1988; 1988b; 1990; 1991; 1992].

Fiir manche Bakterien sind bestimmte Sequenzen "uptake sequences" identifiziert worden, die
fiir die effektive Aufnahme von DNA aus der Umgebung verantwortlich sind. So sind z.B.

in Neisseria und H. influenzae dhnliche, 10 bp lange ,,uptake sequences® identifiziert worden,
die fiir die effektive Aufnahme von Doppelstrang-DNA aus der Umgebung verantwortlich
sind [Goodman u. Scocca, 1988; Schenker, 1999]. Es sind iiber 40 Spezies bekannt, welche
iiber ein natiirliches Transformationssystem ver-fligen, das es ihnen ermdglicht auch

artfremde DNA aufzunehmen [Lorenz u. Wackernagel, 1994].
Wie kommt es aber dazu, dass eine von Bakterien aufgenommene DNA auch in die schon in

der Bakterienzelle vorhandene chromosomale oder Plasmid-DNA integriert wird ?
Hierfiir sind die folgenden Mechanismen verantwortlich und sollen kurz beschrieben werden.

1.4 Rekombination und Transposition

1.4.1 Rekombination

Bakterien sind, wie oben beschrieben, in der Lage, zusétzliche genetische Information durch
Aufnahme fremder DNA zu erwerben. Diese DNA kann von derselben Spezies sein oder
artfremder Natur. An die oben beschriebenen Translokalisationsvorgidnge kann sich in der
Empfingerzelle eine DNA-Rekombination anschlieBen. Der Einbau dieser so aufge-
nommenen DNA in das Chromosom der Zelle erfolgt anschlie3-end durch den Mechanismus
der Rekombination mit Hilfe des RecA Proteins [Koomey et al., 1987; Kowalczykowaki et
al., 1994; Kopecko u. Cohen, 1975]. Der Mechanismus der homologen Rekombination an
sich wurde besonders an E. coli studiert [Kowalczykowaki et al., 1994]. Wie oft jedoch
Transformation von DNA stattfindet ldsst sich nicht wirklich sagen, da nur die
Transformationsereignisse, welche man an einem verdndertem Phéno- oder Genotyp
nachweisen kann, auch statistisch erfasst werden.

Ein verdnderter Phénotyp lésst sich noch recht einfach nachweisen, da man hier mit Mitteln
des Ausplattierens auf ein Selektivmedium schnell eine Aussage bekommt. Die Rekom-
binationsereignisse hingegen, bei denen die neu integrierte DNA nicht expremiert wird sind
nur mit aufwidndigen Mitteln zu erfassen, da man hier nur mittels PCR oder
Hybridisierungstechniken wie z.B. Fluoreszens in situ Hybridisation (FISH) oder Southern-
Blottings eine geniigend grofle Zahl von potentiellen Rekombinanten daraufhin untersuchen
konnte. Es unterliegt nicht nur die chromosomale DNA, sondern auch die der Plasmide der
Rekombination, was sich beispielhaft an der Entstehung von R-Plasmiden mit ihren
Mehrfachresistenzen manifestiert.
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Man kann die Rekombination grob in zwei Arten, namentlich die homologe (generelle) und
die nicht homologe (illegitime) mit dem Sonderfall der sequenzspezifischen Rekombination
einteilen. Homologe und sequenzspezifische Rekombination sollen hier kurz erlautert werden.

1.4.1.1 Homologe Rekombination

Homologe Rekombination bendtigt als eigentliches Substrat einzelstrdngige DNA. Diese
muss zur auszutauschenden DNA dhnlich (homeolog), fast identisch (homolog) oder identisch
sein [Schenker, 1999]: Die minimale DNA-Linge zur Rekombination wird MEPS (,,minimal
efficient processing segment*) genannt. Segmente mit geringerer Linge rekombinieren
ineffizient [Shen u. Huang, 1986]. MEPS variieren zwischen verschiedenen Organismen, so
sind sie in Sduger-Zellen 200 bp lang [Liskay et al., 1987], haben in S. cerevisiae eine Linge
von 26 oder 89 bp [Ahn et al., 1988; Sugawara u. Haber, 1992] und in E. coli 20-27 bp [Watt
et al.,, 1985; Shen u. Huang, 1986]. Schon geringere Sequenzunterschiede reduzieren die
Rekombinationsrate erheblich. So verringern 16% Sequenzunterschiede zwischen zu
rekombinierenden DNA-Abschnitten in E. coli bei einer Phagen-Plasmid-Rekombination die
Rate um den Faktor 100 [Watt et al., 1985]. Shen und Huang beobachteten bei einem ca. 400
bp langen DN A-Abschnitt mit einer Homologie von 65% je nach Rekombinationssystem eine
300- bis 888-mal geringere Rekombinationsrate [Shen u. Huang, 1986]. Fiir Salmonella
typhimurium und E. coli (80% DNA-Sequenzhomologie) wurde ein Unterschied mit dem
Faktor 1000 berichtet [Rayssiguier et al., 1989; Rayssiguier et al., 1991]. 52%ige homeologe
DNA scheint die fiir diesen Mechanismus unterste Grenze zu sein, bei der homeologe
Rekombinationsprozesse noch funktionieren [Mézard et al., 1992].

Als Resultat dieses Vorgangs kann ein Einzelstrang der DNA-Doppelstrange so ausgetauscht
werden, dass dies zu einer Mutation fiihrt, da die Homologie nicht 100%ig sein muss. Der
interessantere Fall ist jedoch der Austausch eines ganzen Doppelstranges durch diesen
Mechanismus. Hierdurch erfolgt eine neue Kombination von Genen im Chromosom oder auf
einem Plasmid, denn die Rekombination beruht auf dem RecA-System, welches nur in der
Lage ist, generelle Homologien in den Nukleotidsequenzen zu erkennen. Da dieses System
auch flir die Reparatur von DNA bei z.B. Strangbriichen, zustidndig ist, erklart sich die
Notwendigkeit der Unspezifitdt dieses Systems. So wurde fiir das RecA Protein in vitro
gezeigt, dass es bis zu 30% Sequenzunterschied toleriert [Schenker, 1999; DasGupta u.
Radding, 1982].

Die verschiedenen Reparatursysteme der Organismen scheinen eine der Barrieren fiir den
Erfolg homologer Rekombination darzustellen [Claverys u. Lacks, 1986; Rayssiguier et al.,
1989; Mézard et al., 1992]. Mismatch-Reparationssysteme, wie sie z.B. fiir S. pneumoniae
und E. coli beschrieben wurden, kénnen durchaus nicht in allen MO identifiziert werden
[Schenker, 1999]. Es wird vermutet, dass bei einem zu groflen Sequenzunterschied das
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Reparatursystem heteroduplexe Zwischenstufen wéhrend des Rekombinationsprozesses
inaktiviert und/oder abbaut [Radman, 1989].

Eine weitere Barriere fiir die Rekombination sind zweifelsohne die Restriktionsmodifika-
tionssysteme (R-M Systeme) [Barcus u. Murray, 1995], da sie fremde DNA erkennen und
restringieren [Schenker, 1999]: Dieses Phanomen wurde erstmalig von Arber und Dussoix
[Dussoix u. Arber, 1962; Arber u. Dussoix, 1962] beschrieben. Ein solches System besteht
i.d.R. aus einer Methyltransferase, die bestimmte Basen einer Erkennungssequenz methyliert
und einem Restriktionsenzym, das DNA ohne methylierte Erkennungssequenz zerschneidet
[Wilson u. Murray, 1991]. R-M Systeme wurden in vielen verschiedenen Bakterienspezies
entdeckt [Roberts, 1989]. So wurden z.B. in einem N. gonorrhoeae Stamm bis zu 14
unterschiedliche Methyltransferasen gefunden [Stein et al., 1995]. Die biologische Relevanz
von R-M Systemen ist noch nicht abschlieBend geklart. Es wird spekuliert, dass zelleigene
DNA und damit die Zelle vor fremder DNA, wie Phagen DNA, geschiitzt werden soll [Price
u. Bickle, 1986]. Neuere Theorien gehen eher von einem "selfish gene model" aus, bei dem
R-M-Operons selber den grofften Vorteil ihrer Verbreitung durch die Integration im
Chromosom besitzen [Naito et al., 1995; Kobayashi u. Nakayama, 1998]. Wenn sie einmal
integriert wurden, ist es flr die ,,Wirtszelle® dullerst schwierig, wenn nicht gar unmdglich, sie
wieder zu verlieren [Schenker, 1999].

1.4.1.2 Sequenzspezifische Rekombination

Sequenzspezifische oder auch ortsspezifische Rekombination erfordert wesentlich kiirzere
aber definiertere Sequenzhomologien (5-15 Basenpaare). Sie erfolgt an einer bestimmten
Stelle. So inseriert der Phage 8 bei E. coli in der Regel zwischen die Gene gal und bio. Hier
hat das Phagen- mit dem Bakterien-Genom eine Sequenzhomologie, die zum Einbau des
Phagengenoms genutzt wird (,,attachement site*). Das RecA-System ist bei dieser Art der
Rekombination nicht beteiligt. Diese Art von Rekombination wird durch ortsspezifische
(sequenzspezifische) Rekombinasen Kkatalysiert, welche kurze, homologe Fragmente
spezifisch erkennen und den Strangaustausch zwischen diesen beiden katalysieren. Invertasen
konnen die Ausrichtung eines DNA Stiickes umkehren, welches zwischen zwei
Erkennungsstellen liegt, wie bei dem klassischen Beispiel der Variation des Flagellin in
Salmonella typhimurium [Porwollik et al., 2002]. Zu der Klasse der Invertasen gehdren auch
Enzyme, welche fiir die Integration von DNA verantwortlich sind.

Da es, wie gerade kurz dargelegt, viele Mechanismen fiir die Aufnahme und Integration von
DNA gibt, ist ein wesentlicher Faktor flir die genetische Variabilitit das Vorhandensein eines
moglichst grofen Pools an verfligbarer DNA. Deswegen soll das natiirliche Vorkommen von
DNA in verschiedenen Habitaten betrachtet werden.
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1.5 Vorkommen von DNA in natiirlichen Habitaten

Nackte DNA hat in Okosystemen eine lange Halbwertszeit und kommt seit Millionen von
Jahren in relativ hoher Konzentration vor (s.u.
Tabelle 1 und Tabelle 2). DNA wird stdndig, hauptsichlich durch Pflanzen, aber zum

erheblichen Teil auch von Mikroorganismen in die Umwelt eingetragen [Doerfler u.
Schubbert, 1997]. Die Persistenz von freier DNA wird in erster Linie durch nukleolytische
Degradation, Aufnahme durch MO und Schutz vor Degradation durch Adsorption an
geladene Oberflachen wie z.B. Mineralien beeinflusst [Blum et al., 1997; Khanna u. Stotzky,
1992]. DNA ist ein sehr stabiles Molekiil, das in einigen Fillen iiber 5.000 Jahre, weit iiber
den Tod des Organismus hinaus, wenn auch in fragmentierter Form persistieren kann [Pddbo,
1985]. Archiologische Untersuchungen an Funden biologischer Herkunft, wie z.B. des
Tiroler Eismannes ,,Otzi” [Handt et al., 1994] oder auch antiker Agyptischer Mumien [P#ibo,
1985] haben dies eindrucksvoll gezeigt.

Was jedoch mit dem grofBten Teil dieser DNA geschieht ist ungewiss.

Tabelle 1: DNA-Mengen und Quellen in der Umwelt nach Doerfler u. Schubbert [1997]

DNA als Teil des Okosystems, eine anthropozentrische

Mengenabschitzung iiber Eintrag und Verbreitungswege

1. Nahrungsaufnahme Mensch
®  Aufnahme: 100 bis 1000 mg DNA / Tag
® Ausscheidung: 1 bis 10 mg DNA / Tag
® Kloake / Tag: 1 bis 10 kg DNA / Tag und 100 Mio.

Einwohner; DNA in rekombinationsfdhigen Fragmenten

2. Infektionen mit Viren und Mikroorganismen

3. Beerdigungen pro Jahr

® 100 g DNA pro Mensch; 88 Tonnen/Jahr in Deutschland

4. Jahreszeitliche Belastung durch Pflanzen
e Pollenflug

® Laub und Friichte; wahrscheinlich Tonnen von DNA

5. Ubertragungen bei Sexualverhalten

® 10 bis 30 mg DNA / Jahr; 5 bis 15 kg DNA / Jahr und

1 Million Einwohner

6. Rekombinante DNA in den Laboratorien

e 107 bis 10° g DNA / Labor und Experiment

1. - 5. Vorgénge seit Jahrmillionen

6. Rekombinierte DNA seit 1972
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Weitere Untersuchungen haben sich mit dem Vorkommen und der Konzentration von freier
DNA in aquatischen Systemen beschéftigt (sicheTabelle 2). Bei terrestrischen Habitaten kann
man nur grobe Abschidtzungen machen, da die Konzentration der freien DNA nur schwer zu
bestimmen ist. Dies liegt daran, dass die Methoden, welche freie DNA aus dem Boden
extrahieren auch unweigerlich eine Lyse vorhandener lebender Zellen zur Folge haben und
somit artifiziell DNA freisetzen. Von Siilwassersedimenten ausgehende Abschitzungen
geben einen Wert von 1,0 pg g ' Sediment an [Ogram et al., 1987]. Quellen fiir frei im Boden
vorkommende DNA sind entweder tote, lysierte Zellen, wachsende Zellaggregate oder Zellen,
welche flir ein aktives Ausbringen von DNA sorgen. Bilden z. B. Streptomyceten ihr
Luftmyzel aus, so lysieren ihre vegetativen Hyphen um Néhrstoffe freizusetzen, hierbei
setzen sic DNA frei [Charter et al.,, 1988; Beneveniste u. Davies, 1973]. Aber auch Bacillus
subtilis ist in der Lage, aktiv intakte Plasmide und chromosomale DNA in seine Umwelt zu
entlassen [Lorenz et al., 1991].

Untersuchungen haben gezeigt, dass freie DNA in groBBerer Menge im Boden [Romanowski et
al. 1992; Romanowski et al. 1993a; Blum et al. 1997], im Meerwasser [Paul et al. 1987;
DeFlaun u. Paul 1989; Turk et al. 1992], im Siiwasser [Paul et al. 1989], im Abwasser [Fibi
et al., 1991] sowie in Meeressedimenten [Maeda u. Taga, 1974] hydrolysiert wird. Diese
Hydrolyse der freien DNA hat ihre Ursache im iiberall vorhandenen Auftreten von
zellgebundenen oder freien DNasen, welche durch Mikroorganismen produziert werden, um
freie DNA als Wachstumssubstrat zuginglich zu machen [Greaves u. Wilson 1970; Paul et
al., 1988].

DNase-produzierende Mikroorganismen kdnnen in einigen Fillen iiber 90% der hetero-
trophen bakteriellen CFU terrestrischer und aquatischer Habitate stellen [Maeda u. Taga,
1973; Maeda u. Taga, 1974]. Von einer positiven Wechselbezichung zwischen der Erhhung
der Anzahl vom Mikroorganismen und der Erhohung der Aktivitit von DNasen nach
Hinzufligung von Wasser auf unterschiedliche Boden wurde von Blum et al. [1997] berichtet.
Bodenrehydrierung bewirkte eine erhohte Verfligbarkeit von Nahrstoffen und damit
einhergehend ein Wachstum der Nukleasen-ausscheidenden Mikroorganismen. Die
Hemmung des pro- und eukaryontischen Wachstums im Boden durch Antibiotika und
Cycloheximid bewies den Ursprung der DNasen im Boden. Wihrend das Hinzufligen von
Cycloheximid und Wasser die Produktion von DNasen nicht blockierte, hemmte die Zugabe
von Antibiotika die Produktion der DNasen fast vollstandig [Blum et al., 1997]. Studien, tiber
die Persistenz von DNA im Boden zeigten, dass in den Boden eingebrachte DNA schnell
hydrolysiert wurde, aber immer noch nach mehr als 2 Monaten nachweisbar war
[Romanowski et al., 1992; Romanowski et al., 1993a].

In einer anderen Studie, nach langfristiger Inkubation von DNA im gleichen Boden, setzten
Romanowski et al. [1993a] quantitative PCR flir den Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen
der eingebrachten Plasmide ein. Gleichzeitig wurde die aus dem Boden isolierte DNA durch
Elektroporation in E. coli auf das Vorhandensein der intakten Plasmid-DNA tiiberpriift. Nach
60 Tagen Inkubation war weniger als 0,2% der eingefiihrten Plasmid-DNA durch PCR
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nachweisbar und gleichzeitig nahm die Transformationsaktivitit um mehr als Faktor 10* bei
diesem Transformationsansatz ab [Romanowski et al, 1993b]. In Studien, die
unterschiedliche aquatische Habitate untersuchten, zeigte sich, dass DNA normalerweise
schneller in Wasser als in terrestrischen Umgebungen degradiert wird. Jedoch unterscheiden
sich die Degradationskinetiken der verschiedenen Lebensriume erheblich. So wurde das **P-
markierte Plasmid pBR322 in Phosphor-limitiertem Meerwasser mit einer Kinetik von 0,4 pg
DNA I' h' Stunde wesentlich schneller hydrolysiert als in nicht Phosphor-limitiertem
Meerwasser mit einer Kinetik von ungefihr 0,002 pg DNA pro I h™' [Turk et al., 1992]. [*H]-
Thymidin-markierte chromosomale DNA von E. coli in oligotrophes Meeresoberflichen-
wasser eingebracht, wurde nach weniger als 12 h fast vollstindig degra-diert [Paul et al.,
1987]. Fiir [*H]-markierte 8-Bakteriophagen-DNA, die in oligotrophes beziehungsweise
eutrophes SiiBwasser inokuliert wurde, wurden Halbwertszeiten von ungefdhr 4,2 und 5,5 h
beobachtet [Paul et al.,1989]. pBR322-DNA zu einer Abwasserprobe hinzugefiigt, wurde
innerhalb von 20 Minuten vollstindig in die offen zirkulire (OC) und lineare Form
umgewandelt [Phillips et al. 1989]. In Meeressedimenten hingegen wurden Halbwertszeiten
von ungefdhr 140 h fiir DNA-Molekiile errechnet [Maeda u. Taga, 1974].

Habitat Konzentration DNA pg 1! Tabelle 2: Vorkommen extrazellulirer DNA in
Siif}- und Seewasser nach Droge et al. (1999)
SiiBwasser verindert
; 2 a Crystal River Springs, Kings Bay, Crystal River,
Oligotroph 1,43+-1,1 Florida. Proben aus 0.1-0.3 m Tiefe, b Medard
1,74 Stausee, durch Landwirtschaft und Phosphat
Eutroph b 12,.1+-1,2 belasteter eutrophierter See, Edward Medard State
11,9+-8,9 Park, Valrico, Florida, ¢ stark bewachsener Sumpf
6,97 im Boyd Hill Nature Park, an den Lake Maggiore
S grenzend, St. Petersburg, Florida, d Fort Loudon
Sumpf 78 Stausee, Knoxville, Tennessie, ¢ Bayboro Harbor,
Sediment ¢ 1,0 ug g’ eutrophierte Bucht in Tampa Bay, Florida, f Golf
von Triest, g Golf von Mexico, h Ostsee
Seewasser
Flussmiindung® 9,4-11,6
644
Kiiste 2,0-7,0"
5,0-15,08
Offene See 17,1+-12,7"
4,6°
0,5-5,0¢
Tiefsee (500-1500m) [ 0,2-0,5¢

19



Gentransfer und Horizontaler Gentransfer in terrestrischen Habitaten EINLEITUNG

1.6 Schutz von DNA

Wie sich an dem oben aufgeflihrten Beispiel von Meeressediment verdeutlicht, wird DNA
durch die Adsorption an Tonminerale geschiitzt [Lorenz u. Wackernagel, 1987]. Von allen
Faktoren, welche die Degradation von nackter DNA im Boden beeinflussen, ist dies der mit
Abstand wichtigste, was die Verweildauer von DNA in der Umwelt angeht [Lorenz u.
Wackernagel, 1987, 1991b, 1994]. Dieses Phdnomen und andere Schutzmechanismen sollen
im Folgenden kurz beschrieben werden.

Unter den meisten Umweltbedingungen sind DNA-Molekiile negativ geladen und adsor-
bieren infolgedessen an z. B. positiv geladenen Randflichen von Lehmmineralien. DNA-
Molekiile konnen aber ebenfalls auch an negativ geladenen Oberflichen, wie den Oberflachen
von Lehm binden. Dies geschieht mit Hilfe von elektrostatischen Briicken, die durch
zweiwertige Kationen wie Kalzium oder Magnesium aufgebaut werden [Lorenz u.
Wackernagel, 1987; Lorenz u. Wackernagel, 1994; Paget u. Simonet, 1994]. AbstofSung
zwischen negativen Ladungen von DNA-Molekiilen und Oberflichen wird zum einen durch
eine Erhohung der Konzentration von entgegenwirkenden monovalenten Kationen sowie
zum anderen durch das Verringern des pH-Wertes erreicht [Lorenz u. Wackernagel, 1994].
Wenn die Abstoflung gesenkt wird, wird Adsorption aufgrund nichtionischer van der Waals
Krifte theoretisch moglich [Lorenz u. Wackernagel, 1987]. Unterhalb von pH 5 erfolgt die
Adsorption an negativ geladenen Oberflichen durch Protonierung der DNA-Basen, welches
zu positiv geladenen DNA-Molekiilen fiihrt [Greaves u. Wilson, 1969].

Lehmmineralien [Khanna u. Stotzky, 1992; Paget et al., 1992] oder Sand [Aardema et al.,
1983; Lorenz et al., 1988] besitzen hohe DNA-Bindungskapazitdten. Die Aufnahmekapazitit
von DNA an Montmorillonith, einem Lehmmineral, erhdhte sich sogar mit der Zugabe von
DNA [Khanna und Stotzky 1992]. So wurde iiber die Adsorption von 30 mg DNA an einem
Massendquivalent von 1 g Montmorilloniths berichtet [Paget et al., 1992]. Sand hingegen hat
eine viel geringere Adsorption im Bereich von 1.5 - 4.0 pg g, was auch an der bedeutend
geringeren Oberflache liegt [Aardema et al.,1983; Lorenz et al., 1988].

Das Bindungsverhalten von Plasmid-DNA an ungereinigtes Material aus einem Grund-
wasser-Bewdisserungssystem wurde von Chamier et al. [1993] analysiert. Es wurde 80 % der
DNA-Menge, die an chemisch reinem Seesand als adsorbierend nachgewiesen wurde, bei
dem aus dem Bewisserungssystem entnommenem Material nachgewiesen. Weiterhin wurde
an unterschiedlichen Typen von sterilisierten Bodenproben das Adsorptionsverhalten von
linearen Plasmiden untersucht. Ogram et al. [1994] wiesen so DNA-Bindungsraten von mehr
als 1.4 mg g "' nach. Im Vergleich hierzu wurde eine Bindungskapazitit von ungefihr 3.6 pg
cm ~ bei chromosomaler DNA in sterilisierten Meeressedimenten nachgewiesen [Stewart et
al., 1991].

Diese Studien zeigen also einen erheblichen Schutz der DNA gegen nukleolytische
Degradation durch Adsorption an Lehmmineralien [Khanna u. Stotzky, 1992; Paget et al.,
1992; Gallori et al., 1994], Seesand [Aardema et al., 1983; Lorenz et al. 1988; Romanowski et
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al., 1991], Material aus einem Grundwasser-Bewdsserungssystem [Romanowski et al.,
1993b], sowie nicht sterilem Boden [Blum et al., 1997].

1.6.1 Laborstudien zum Schutz von DNA

An sterilem Material adsorbierte DNA aus einem Grundwasser-Bewidsserungssystem ist
ungefahr 1000-fach bestandiger gegen DNasel als freie Plasmid-DNA in sterilem, gefiltertem
Grundwasser. Romanowski et al. [1993b] wiesen dies durch den Anstieg der sdureldslichen
Radioaktivitit aus *H-Thymidin-gelabelter Plasmid-DNA nach Zugabe von DNasel nach
[Romanovskiet al., 1991; 1993; 1994; Lorenz u. Wackernagel, 1987; 1990].

Weiterhin wurde der Schutz von DNA durch Adsorption an Mineralien von Khanna und
Stotzky [1992] in einem Transformationsassay eindrucksvoll demonstriert. Nachdem
Montmorillonith-DNA-Komplexe mit DNasel inkubiert und anschlieBend mit kompetenten B.
subtilis Zellen gemischt wurden, fand Transformation statt, jedoch stark gehemmt. Nur ca.
10% der Transformationsereignisse wie in demselben Experiment ohne Zugabe von DNasel
konnten nachgewiesen werden [Khanna und Stotzky, 1992]. Jedoch flihrte eine ungefdhr
vierfach niedrigere Menge freier DNasel, gemischt mit der gleichen Menge ungebundener
DNA, fast zur kompletten (ca. 99.8%) Hemmung der Transformation.

Ein anderes Experiment demonstrierte die unbeeinflusste Transformation von kompetenten B.
subtilis Zellen in Anwesenheit von DNasel, wenn chromosomale DNA an Sandkornern bzw.
an Sandsdulen absorbiert war, bis zu einer Konzentration von 1 pg DNasel ml”. Dem-
gegeniiber war die Transformation durch chromosomale DNA in Fliissigkultur bei 20-fach
niedrigerer Konzentration von DNasel schon stark gechemmt [Lorenz et al., 1988].

1.7 Gentransfer und Horizontaler Gentransfer in terrestrischen Habitaten

1.7.1 Verwendbarkeit adsorbierter DNA fiir Gentransfer

1.7.1.1 Transformation

Gentransfer mittels Transformation in natiirlichen Habitaten ist von zwei Faktoren abhingig,
zum einen von der natiirlichen Kompetenz der Bakterienzelle, d.h. sie muss in der Lage sein
nackte DNA aufzunehmen, zum anderen muss freie, nackte DNA verfligbar sein.

Die Transformationsfrequenz von DNA in terrestrischen Habitaten wurde in ersten Unter-
suchungen als teilweise um den Faktor 20-25 hoher als unter Laborbedingungen beschrieben
[Lorenz et al., 1988; Graham u. Istock, 1978]. Uber 44 natiirlicherweise transformierbare
Bakterienspezies wurden bis jetzt identifiziert [Lorenz u. Wackernagel, 1994].
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Bakterien mit natiirlicher Kompetenz entwickeln diese normalerweise wihrend bestimmter
Wachstumsphasen; i. d. R. wihrend ihrer exponenticllen Wachstumsphase oder in ihrer
stationdren Phase wie z. B. bei Acinetobacter calcoaceticus oder wie bei Pseudomonas
stutzeri im Ubergang von der exponentiellen zur stationdren Phase [Lorenz et al., 1992].
Kompetenzentwicklung in natiirlichen Habitaten ist nach wie vor nur teilweise verstanden.
Erste Untersuchungen in dieser Richtung erfolgten mit Agarplatten aus Bodenextrakt [Lorenz
u. Wackernagel, 1991b] oder sterilen und unsterilen Mikrokosmen mit unterschiedlichem
Nahrstoffangebot [Nielsen et al., 1997]. Diese Untersuchungen zeigten, dass Kompetenz in
der Umwelt ein verbreitetes Phinomen sein muss. Lorenz und Wackernagel [1991b; 1992]
untersuchten die Auswirkung von diversen Néhrstoffmdngeln auf das Bodenbakterium
Pseudomonas stutzeri und stellten fest, dass Phosphor-, Stickstoff- und Kohlenstoff-Mangel
zur Ausbildung von Kompetenz und einer 290-fachen Erhohung der Transformations-
frequenz fiihrt. Diese Ergebnisse konnten in einem Temperaturbereich von 20 — 37 °C mit
einem Maximum bei neutralem pH erzielt werden. Unter 20 °C fiel die Transformations-
frequenz um den Faktor 2 je °C, konnte aber bis 16 °C nachgewiesen werden. Andere
Untersuchungen zeigten hingegen das genaue Gegenteil, ndmlich dass die Zugabe von
Néhrstoffen bei A. calcoaceticus und einem marinen Pseudomonas-Stamm zu einer Erhohung
der Kompetenz fiihrte [Droge et al., 1999].

Mehrere Studien zeigten auch hier wieder die Rolle von geladenen Oberflichen bei der
Transformation von natiirlich transformierbaren Bakterien. Dies wurde in der Fliissigphase,
welche sich unmittelbar auf Mineralien befindet, nachgewiesen, d.h. kompetente Bakterien
nehmen die adsorbierte DNA direkt von den geladenen Mineraloberflichen auf [Lorenz et al.,
1988; Lorenz u. Wackernagel, 1990; Chamier et al, 1993; Romanowski et al., 1993b].
Romanowski et al. (1993b) setzten eine Sdule ein, die Material aus einem Grundwasser-
Bewisserungssystem enthielt, an welches chromosomale DNA adsorbiert war. Die Sdule
wurde fiir 30 min mit einem zellfreien Filtrat von einer kompetenten B. subtilis Zellsuspen-
sion inkubiert. AnschlieBend wurden die Sdulen gespiilt und die durch das durchgespiilte
Eluat vermittelte Transformationsaktivitdt von B. subtilis gemessen. Die Transformations-
aktivitdt entsprach nur 12% verglichen mit einer gleich langen Inkubation innerhalb der
Sdulenmatrix. Anscheinend wurde nur ein geringer Anteil der kompetenten Zellen im
Mikrokosmos durch nicht adsorbierte DNA transformiert. Im Fall von B. subtilis wurde eine
fiinfzigfach hohere Transformationsrate mit chromosomaler DNA in den Sandmikrokosmen
an den fliissig / fest Ubergiingen der Mineralien als in Fliissigkultur nachgewiesen [Lorenz et
al.,1988].

Demgegeniiber war die Transformationsrate von P. stutzeri [Lorenz u. Wackernagel, 1990]
sowie A. calcoaceticus [Chamier et al., 1993] bei an Sand adsorbierter chromosomaler DNA
mit der beim Einsatz von freier DNA vergleichbar. Nicht nur die Transformation von DNA-
Fragmenten, sondern auch die ganzer Plasmide wurde bei Acinetobacter calcoaceticus

beschrieben [Lorenz et al., 1992]. Die erzielte Transformationsrate mit an Sand adsorbierter
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Plasmid-DNA von A. calcoaceticus war jedoch erheblich geringer verglichen mit freier
Plasmid-DNA [Chamier et al., 1993].

Im Gegensatz zu den oben erwdhnten Studien die zeigten, dass adsorbierte DNA fiir natiir-
liche Transformation zur Verfligung steht, berichteten Stewart et al. (1991) iiber DNA, die
Meeressediment hinzugefiigt wurde und groBtenteils nicht fliir kompetente Bakterien erreich-
bar war. Die Autoren analysierten die Transformation von P. stutzeri ZoBell durch an
Meeressediment adsorbierte chromosomale DNA. Das Beimpfen von sterilem Meeres-
sediment mit DNA im Bereich von 0-1.0 pg cm™ ergab keine signifikante Erhohung der
Transformationsfrequenzen. Wurden die Sedimente jedoch vorher mit einem Uberschuss an
Kalbs-Thymus-DNA gesittigt, so nahmen die Transformationsfrequenzen mit der Zunahme
der DNA-Konzentration zu.

1.7.1.1.1 Transformation indigener Bakterien

Uber den Anteil von Bakterien mit natiirlicher Kompetenz in natiirlichen Bakterienpopula-
tionen ist wenig bekannt. Einige kultivierbare, heterotrophe Bakterien aus verschiedenen
marinen Milieus wurden auf ihre Fidhigkeit DNA in Filtertransformationsexperimenten
aufzunehmen hin gescreent [Frischer et al.,1994]: Drei von 30 und 15 von 105 der Isolate
wurden durch Plasmid- bzw. chromosomale DNA transformiert. Isolate welche durch
Plasmid-DNA transformiert wurden schlossen die Gattungen Vibrio und Pseudomonas ein.
Aus diesen Klassen sind einige Repriasentanten aus Laborexperimenten bekannt, welche
natiirliche Transformationssysteme besitzen. Viele, nicht weiter identifizierte Isolate besitzen
ebenfalls die Fahigkeit zur natiirlichen Transformation. Plasmidtransformationen bei marinen
Mischkulturen aus Oberflichen- und Tiefenwasser, Sedimenten, Meeresschwimmen,
Holothurien und der Korallen-Deckschicht mittels Filtern auf festen Meerwassermedien
erfolgten in fiinf von 14 Proben [Frischer et al., 1994].

Bakterien aus Meeressedimentproben wurde in einem Experiment DNA, welche vorher aus
Rifampicin-resistenten Bakterien des gleichen Sediments gewonnen wurde, angeboten und
Transformation nachgewiesen [Stewart u. Sinigalliano, 1990]. Die Zahl der Rif' Kolonien in
den DNA-behandelten Proben war reproduzierbar dreifach hoher als die Zahl der Kolonien,
welche spontane Resistenz in den unbehandelten Kontrollproben zeigten.

1.8 Feldstudien zum HG in terrestrischen und aquatischen Habitaten

1.8.1 Terrestrische Feldstudien

Einige Feldstudien haben Horizontalen Gentransfer im Boden nachgewiesen. So beobach-
teten GOtz und Smalla [1997] den Transfer des IncQ Plasmides pIE723 von E. coli zu P.
putida. Analog zu den oben beschriebenen Laborversuchen erhdhte sich die Transferrate um
das zehnfache, nachdem dem Boden Schweinejauche zugegeben wurde. Stockwell et al.
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[1996] stellten Plasmidtransfer unter Agrobacterium sp. ohne Selektionsdruck in einer
Frequenz von 10 je Rezipientenzelle fest.

Der iiberwiegende Teil der Untersuchungen beschiftigte sich mit der Konjugation in der
Rhizosphire [Stockwell et al., 1996; Lilley u. Bailey, 1997; van Elsas et al., 1998; Sullivan et
al., 1996]. So konnte die Aquisition von Hg -Plasmiden durch genetisch verinderte P.
fluorescens in einer Frequenz von 1 bis 1.3 x 107 nachgewiesen werden [Lilley u. Bailey,
1997]. Der Plasmidtransfer verschiedener Pseudomonaden konnte in unmittelbarer Ndhe von
Zuckerriiben nachgewiesen werden, wéhrend in 5 cm Entfernung kein Plasmidtransfer mehr
nachzuweisen war [Lilley et al.,, 1994]. Auch diese Befunde stimmen mit den im Labor
erhaltenen Ergebnissen iiberein. Die Mobilisierung des IncQ Plasmides pIE723 in der
Rhizosphdre mittels des zuvor aus P. fluorescens der autochthonen Mikroflora isolierten
Helferplasmides pIP02 konnte nachgewiesen werden. Transkonjuganten konnten hier mit
einer CFU von 10* — 10’ je g Boden nachgewiesen werden [van Elsas et al., 1998]. Gleiche
Zahlen fand Hirsch [1996] flir das pSYM::TnS heraus. Sullivan et al. [1996] konnten nach
sieben Jahren immer noch einen {iber HG eingebrachten genetischen Marker in der indigenen

Flora nachweisen.

1.8.2 Aquatische Feldstudien

Plasmidtransfer wurde sowohl in SiiBwasser [O Morchoe et al., 1988] als auch im Beson-
deren in Klarwerken nachgewiesen [Marcinek et al., 1998; Mach u. Grimes, 1982].
Uberraschend war hierbei, dass die eingesetzten Stimme von Enterococcus faecalis Plasmide
in einem Fall in hoherer Frequenz {ibertrugen als unter Laborbedingungen auf Agarplatte
[Marcinek et al., 1998]. Die Autoren fiihrten dies auf den in der Kldranlage herrschenden
Stress und die zur Zeit der Messung vorherrschende Belastung durch Schwermetalle, sowie
die niedrigen Temperaturen zuriick. Entgegengesetzt zu diesen Ergebnissen zeigten sich in
anderen Klarbecken jahreszeitliche Wechsel mit niedrigeren Transferraten im Winter und
héheren im Sommer. Bei Experimenten in Seewasser [O Morchoe et al, 1988] und dem
Epilithon eines Flusses [Bale et al,1988; Bale et al.,1988b] wurden ebenfalls Transfer-
ereignisse nachgewiesen, jedoch geringer als unter Laborbedingungen. Die Transferrate im
Fluss nahm mit zunehmender Temperatur des Wassers ebenfalls zu.

1.8.3 Transformation

Verglichen mit der Zahl von Laborstudien sind nur wenige Daten aus Feldstudien bekannt,
welche sich mit der Transformation autochthoner Bakterien in natiirlichen Habitaten
beschiftigen. Es sind kaum Daten iiber Transformation von Bakterien in terrestrischen
Habitaten bekannt.

Eine Studie zeigte die natiirliche Transformation von A. calcoaceticus in limnischen Habi-

taten durch chromosomale und plasmiddre DNA [Williams et al., 1996]. Lebende Zellen und
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ein Rohlysat des prototrophen Donorstammes A. calcoaceticus und eines auxotrophen A.
calcoaceticus Rezipientenstammes wurden auf separaten Filtern immobilisiert. Diese wurden
zusammen an der sterilen Oberfliche von Schieferplatten, welche in einem Fluss versenkt
wurden, platziert. AnschlieBende Transformation zu Prototrophie durch das Lysat wurde in
drei unterschiedlichen Fliissen mit Frequenzen von 10  bis 10 © pro Rezipient beobachtet.
Transformation durch Zellen welche DNA freisetzen konnte hingegen nur in einem Fluss
nachgewiesen werden und das auch nur in einer Frequenz zwei Potenzen unter der beim
Rohextrakt gemessenen. Die beobachteten Transformationsfrequenzen, sowohl die bei
Einsatz des Lysates als auch bei Einsatz der Donorzellen erhdhten sich auftéllig mit der
Temperatur. Keine Transformation konnte wéihrend des Winters bei Wassertemperaturen
zwischen 2 °C und 6 °C nachgewiesen werden. Bei der optimalen Temperatur fiir Transfor-
mation in situ waren die Transformationsfrequenzen mit denen vergleichbar, die unter
Laborbedingungen auf Nahrbodenplatten erreicht wurden.

Uber den erfolgreichen Plasmidtransfer bei A. calcoaceticus auf in einem Fluss versenkten,
sterilen Steinen durch Lysat und lebende Donorzellen eines Donorstammes, welcher das
nichtkonjugative Plasmid pQM17 von A. calcoaceticus beherbergte, wurde ebenfalls von
Williams et al. (1996) berichtet. Weiterhin wurde die Transformation auch eines indigenen,
auxotrophen 4. calcoaceticus Stammes des Fluss-Epilithons nachgewiesen. Hierzu wurde
wiederum ein Rohlysat des prototrophen A. calcoaceticus Donorstammes verwand. Dieses
Lysat wurde in Kontakt mit den epilithisch vorkommenden indigenen Bakterien gebracht,
worunter sich auch der nachgewiesene auxotrophe Transformant des 4. calcoaceticus
Stammes befand. Prototrophe Transformanten wurden anschlieBend mit einer Frequenz von

1.0 x 10 *anden Schieferplatten im Fluss nachgewiesen [Williams et al., 1996].

Transformation ist am horizontalen Gentransfer haufig beteiligt und wie einige Experimente
vermuten lassen konnen effektiver als z.B. Konjugation. Man kénnte so weit gehen und von
der in der Umwelt vorkommenden DNA als extrakorporalem Genom zu sprechen. Weiterhin
zeigt sich, dass dieses Phdnomen bei allen Gruppen einschlieSlich der Archaeen auftritt und
so schon frith die Phylogenie beeinflusst haben konnte. Einige Autoren sehen hierin den
treibenden Einfluss auf die bakterielle Populationsdynamik, Evolution und Speziesbildung
[Lorenz u. Wackernagel, 1994]. Andere Autoren [Steward u. Carlson, 1986; Redfield, 1993]
sehen in der Transformation einen weiteren Grund, ndmlich die Aufnahme von DNA als
Quelle fiir Stickstoff, Kohlenstoff und Energie, was sich ebenfalls durch einige der
beschriebenen Experimente zu bestitigen scheint.

Aber auch die Konjugation ist, wie im Folgenden beschrieben wird, ein Faktor bei der

Verbreitung von Genen und damit eine Triebfeder der Evolution von MO.
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1.8.4 Konjugation

Wie unter 1.3.2 bereits erwihnt, ist die Konjugation sehr abhéngig von dem physiologischen
Status der Donor- und Rezipienten-Zellen [Droge et al., 1999]. Wichtig ist hierbei in erster
Linie eine ausreichende Versorgung mit Ndhrstoffen. Verschiedene Untersuchungen, welche
diesen Zusammenhang bestétigen liegen vor [van Elsas et al., 1987; Top et al., 1990]. Es kann
generell davon ausgegangen werden, dass der physiologische Status der Donorzellen
entscheidend oder zumindest wichtiger ist als der der Rezpientenzellen. Versuche, in denen
die Donorzellen einem Nihrstoffmangel ausgesetzt waren, ergaben keine Konjugations-
ereignisse, wo hingegen eine Unterversorgung der Rezipientenzellen ohne Folgen blieb
[Muela et al., 1994; Droge et al., 1999]. Die gleiche Korrelation besteht im Hinblick auf die
Wachstumsrate, hier ist wiederum nur die Wachstumsrate der Donorzellen von Interesse
[Droge et al., 1999]. Kroer et al. [1998] postulieren ein Grundniveau der physiologischen
Aktivitdt welches sehr niedrig lige und Konjugation ermogliche. Sei dieses Niveau einmal
erreicht, wiirde auch eine weitere Nihrstoffzugabe keine weitere Erhohung der
Konjugationsrate bringen.

Besondere Erwahnung sollte hierbei auch die Rhizosphére finden. Dieser Bereich des Bodens
wird von einigen Autoren als besonders forderliche Zone fiir die Konjugation genannt [van
Elsas et al., 1989]. Diese Bereiche in und um eine Wurzel unterscheiden sich grundlegend von
denen in unmittelbarer Ndhe, denn schon in kurzer Entfernung von einer Wurzel ist die
Frequenz der Konjugation eine vollig andere. Auch der Transfer chromosomaler Marker ist in
unmittelbarer Ndhe der Wurzeln festgestellt worden [Troxler et al., 1997]. Versuche mit
bepflanzten und unbepflanzten Mikrokosmen fiihrten zu gleichen Ergebnissen, in einem Fall
zu einer Steigerung der Rate um 2 x 10* [Smit et al., 1998; Kroer et al.,1998]. Weitere
Untersuchungen stellten hierzu vertiefend fest, dass es anscheinend nicht notwendigerweise
lebende Wurzeln sein miissen, um einen hohere Konjugationsrate zu erreichen. Die Autoren
fiihren dies auf eine lokal hohere Dichte von MO an der Wurzeloberfliche zuriick [Kroer et
al.,1998]. Eine Zusammenfassung bekannter Wege des horizontalen Gentransfers wird in
Abbildung 5 gegeben.
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Abbildung 5: Wege des horizontalen Gentransfers. Verdndert nach Schiitte et al., 1998

1.9 Einfliisse auf den HG

1.9.1 Konjugation

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Anwesenheit der autochthonen Bakterienflora
sich negativ auf die Konjugationsraten von Experimenten sowohl in terrestrischen als auch in
aquatischen Systemen auswirkt [Top et al.,1990; O’'Mochoe et al., 1988]. Im Boden unter-
liegen MO einer Vielfalt von Einfliissen wie Wettbewerb, Konkurrenz oder Fra3feinden. Der
Zellmetabolismus und das Uberleben sind also stark schwankenden Einfliissen ausgesetzt,
welche sich negativ auf Konjugationsereignisse auswirken konnen. So konnte in einigen
Experimenten Plasmidtransfer im Boden erst nachgewiesen werden, nachden dieser durch
Autoklavieren sterilisiert worden war [Top et al., 1990; Neilson et al., 1994]. Das Gleiche gilt
fiir nicht steriles Seewasser und die Oberfliche von limnischem Gestein [O "Mochoe et al.,
1988; Bale et al., 1987]. Wobei nicht ausgeschlossen werden kann, dass mit einem
Autoklavieren auch ein Freisetzen von Nihrstoffen einhergeht, was wiederum die

Konjugation (s.0.) beeinflussen kann.
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1.9.1.1 Bodenbakterien als Rezipienten von Plasmiden

Der Transfer von Plasmiden auf Teile der autochthonen Bakteriengesellschafft nach Inoku-
lation von plasmidtragenden Bakterien in nicht sterile Bodensdulen ist ein nachgewiesenes
Phianomen [Henschke u. Schmidt, 1990; Smit et al., 1991; Pukall et al., 1996; Brokamp u.
Schmidt, 1991]. Smit et al. berichteten von dem Transfer des IncP Plasmides RP4 von P.
fluorescens auf indigene Bakterien der Genera Pseudomonas, Enterobacter, Sphingomonas
und Alcaligenes. Diese Experimente zeigten, dass Plasmidtransfer zwischen den einge-
brachten Bodenbakterien und genetisch unterschiedlichen Bakterien in unsterilen Boden-
sdulen stattfindet.

Gleiches wurde flir die Blattoberfliche von Buschbohnen (Phaseolus vulgaris) berichtet, die
mit plasmidtragenden (RP1, IncP) P. syringae beimpft wurden [Bjorklof et al., 1995]. Dieses
konjugative Plasmid wurde auf typische Bodenbakterien wie Pseudomonas, Alcaligenes und
Xanthomonas aber auch Sphingobacterium und FEnterobacter iibertragen. Ein weiteres
Experiment auf den Bléttern der Buschbohne mit einem P. fluorescens Stamm welcher das
IncP Plasmid RP4 trug zeigte, dass das Plasmid auf sechs weitere Pseudomonas spp.,
Stenotronomonas maltophilia und vier weitere unbestimmte Gram-negative Bakterienisolate
iibertragen wurde [Normander et al., 1998].

Da ein Grofiteil der BMO nicht kultivierbar ist, kommen zum Nachweis solcher Konjuga-
tionsphanomene bei Nichtkultivierbaren auch spezielle, gentechnisch verdnderte Plasmide
zum Einsatz. Dahlberg et al. [1998] setzten ein Plasmid ein, das mit dem Aequore victoria-gfp
Gen (Green Fluorescent Protein), welches Fluoreszens verleiht, versetzt war. GFP lag in der
Wirtszelle unter der Kontrolle des lac Promotors, der durch eine chromosomale Insertion im
gleichen Stamm supremiert wurde. So konnte gewihrleistet werden, dass nur
Transkonjuganten fluoreszieren. Diese Transkonjuganten wurden mittels Epifluoreszens-
Mikroskopie auf Einzelzell-Ebene ausgewertet. Nachdem plasmidtragende P. putida Zellen
mit Oberflichenwasser aus einem See vermischt wurden, konnten so verschiedene
morphologische Zelltypen erfasst und Konjugationsfrequenzen zwischen 10° und 107

ermittelt werden.

Im Weiteren sollen die abiotischen Einfliisse in terrestrischen Habitaten sowohl auf den
Gentransfer im Allgemeinen als auch insbesondere auf den horizontalen Gentransfer,
zusammengefasst werden. Viele Bedingungen haben einen entscheidenden Einfluss darauf ob
Gentransfer stattfinden kann. In vielen Parametern ist durchaus ein Selektionsmechanismus zu
sehen: Welcher MO ist unter bestimmten Bedingungen in der Lage Gene zu tauschen, aber
auch, welche genetischen Elemente konnen {iberhaupt von welchen MO getauscht werden.
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1.9.2 Abiotische Faktoren

1.9.2.1 Feuchtigkeit

Ganz entscheidende Bedeutung hat die Feuchtigkeit auf die Verfiigbarkeit z.B. von Néhr-
stoffen und Sauerstoff im Boden und damit hat sie direkten Einfluss auf die Physiologie der
Zellen.

Aber auch die Beweglichkeit der Zellen ist direkt durch die Feuchtigkeit beeinflusst. So ist
z.B. bei S. meliloti, welche das IncP-Plasmid RP4 transkonjugieren, bei Feuchtigkeit
unterhalb 20 % die Lebensfahigkeit der Zellen direkt negativ beeinflusst, wohingegen eine
Feuchte von iiber 20 % negative Auswirkung auf das Ausbilden von Zell zu Zell-Kontakt
durch den IncP kodierten starren Pilus hat [Lafuente et al.,1996]. Hier sind 20 % als das
Optimum beschrieben. Es sind aber auch andere Werte von 8 — 9 % Feuchtigkeit bei anderen
MO als Optimum beschrieben [Richaume et al., 1989; Bleakley u. Crawford, 1989]. Eine
Prozent-angabe ist jedoch immer nur fir einen MO und einen bestimmten Boden
aussagefdhig, da je nach Beschaffenheit des Bodens das Wasser unterschiedlichst gebunden

und somit unterschiedlich verfligbar ist.

1.9.2.2 Temperatur

Einen weiteren abiotischen Faktor stellt die Temperatur dar. Hierbei muss man grundsétzlich
zwischen der optimalen Temperatur fiir das Bakterium und jener fiir das Plasmid unter-
scheiden. Konjugation ist sowohl bei niedrigen Temperaturen von 4 - 15 °C als auch bei
hohen Temperaturen von 30 - 40 °C beobachtet worden. Hier liegt der ideale Wert sicherlich
in einer Kombination der optimalen Temperatur fiir das Plasmid und der der Donorzelle. Als
Beispiel: Bei einem Konjugationsversuch in sterilem Boden zwischen E. coli als Donor und
Sinorhizobium fredii als Rezipient mit dem Plasmid pBLKI1-2 beobachtete man Plasmid-
transfer von 5 °C bis 40 °C mit einer maximalen Transferfrequenz bei 28°C [Richaume et al.,
1989]. Die optimale Wachstumstemperatur fiir E. coli liegt jedoch bei 37 °C. Wobei es hier
wieder die Ausnahme gibt, dass bei Nahrstoffmangel der Temperatureinfluss sehr gering zu
sein scheint. So zeigte Vibrio unter Nahrstoffmangel bei 4 und 26 °C gleiche Konjugations-
raten [Goodmann et al., 1993].

1.9.2.3 pH-Wert

Der pH-Wert des Bodens kann ebenfalls Einfluss auf den physiologischen Status der Donor-
zellen und damit auf die Konjugation haben. Ebenso besteht durch den pH-Wert direkter
Einfluss auf die Bindungsfahigkeit an Oberflachen. Gerade fixiert an Oberfldchen finden, wie
oben bereits beschrieben, viele Konjugationsereignisse statt. Auch die Ausbildung von Zell zu
Zell-Kontakten wird durch pH und Kationenkonzentration beeinflusst. Generell ist bei einem
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pH im neutralen bis leicht sauren Bereich die Konjugationsrate am hochsten [Lafuente et al.,
1996]. Aber auch hier zeigt sich, dass sich Temperatur und pH-Wert synergistisch
beeinflussen. Bei nicht optimaler Temperatur konnte die Konjugationsrate durch Erniedrigung
des pH-Wertes erh6ht werden [Singleton u. Anson, 1983].

1.9.2.4 Tonminerale

Die Gegenwart von Tonmineralen wirkt sich in zwei Effekten aus. Zum einen puffern
Tonminerale (Montmorillonithe und Bentonithe) durch ihre Kationenaustauschfdhigkeit den
pH-Wert und binden so organische Bestandteile, zum anderen immobilisieren sie MO durch
ihre gro3e geladene Oberfliche und ermoglichen so Zell zu Zell-Kontakte [Stotzky, 1986]. So
konnte die Plasmid-Transferrate in sterilem, sandigen Boden durch die Zugabe von Ton bis zu
einer Konzentration von 15%  erhoht werden. Dariiber hinaus wurden die MO so
immobilisiert, dass eine Abnahme des Transfers berichtet wurde [van Elsas et al., 1987].

1.9.3 Biotische Faktoren

1.9.3.1 Bodenmakrolebewesen

Arbeiten von Hoffmann et al. [1998] zeigten, dass im Magen vom Mikroarthropoden
(Folsomia candida) ein reger Plasmidtransfer zwischen eingebrachten E. coli und den dort
vorkommenden Gram-negativen MO stattfindet. Sie benutzten zu diesem Nachweis ein RP4-
luc Derivat, welches einen biolumineszenten Phianotyp verleiht. Mittels 16S rRNA Analyse
konnten sie eine erstaunlich groe Vielfalt von V-, 3- und (-Subklassen von Proteobakterien
nachweisen. Dieser Nachweis lieB vermuten, dass es sich bei den Migen der
Mikroarthropoden um ,,Hot Spots™ fiir konjugativen Gentransfer bei BMO handelt [Hoffmann
et al., 1998]. Es wurde von gleichen Beobachtungen im Darm des Regenwurms (Lumbricus
terrestris) berichtet [Henschke et al., 1989].

1.9.4 Transduktion

Als weiterer Mechanismus der horizontalen Geniibertragung im Boden kommt die
Transduktion in Frage. Die Betrachtung der Phagen ist nicht Thema dieser Arbeit. Da aber
aus den erfolgten Laboruntersuchungen und Feldexperimenten zur Rolle der Transduktion
auf ein sehr hohes Potential fiir den Austausch von genetischen Informationen unter Bakterien
in natiirlichen Habitaten zu schliefen ist, soll dieser wichtige Komplex doch kurz dargestelit
werden. Lysogenie erscheint besonders vorteilhaft fiir die Aquisition von neuer DNA (siche
1.9.5). Studien zeigen eine hohe Konzentrationen von Bakterien und eine erstaunlich hohe
Konzentration von Phagen in terrestrischen, sowie aquatischen Lebensrdaumen [Germida u.
Casida, 1983; Wommack et al., 1992; Paul et al., 1993; Campbell et al., 1995; Schrader, 1997;
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Yin, 1997]. Frithere Studien, welche sich mit der Frage des Vorkommens von Phagen in
terrestrischen Habitaten beschiftigten, setzten klassische Methoden wie Ausplattieren auf
selektiven Agarplatten ein, um unterschiedliche Indikatorbakterien nachzuweisen.
Plattentechnik ist zur Untersuchung terrestrischer Habitate immer noch die Methode der
Wahl, da es schwierig ist Bodenproben so vorzubereiten, dass sie fiir Analysemethoden wie
z.B. Mikroskopie verwendbar sind. Phagen sind im Bereich von 0-10" pfu pro Gramm Boden
nachgewiesen worden (siche Tabelle 3). In aquatischen Habitaten wird die Transmissions-
Elektronen-Mikroskopietechnik héufig verwendet um Konzentrationen und Morphologie der
Phagen zu bestimmen [Proctor u. Fuhrman, 1990; Wommack et al., 1992]. So wurden mit
dieser Methode hohe Konzentrationen von Phagen im Bereich von 10%-10° ml' in

Meerwasser, marinem Sediment, Seewasser, Abwasser oder aktiviertem Schlamm ermittelt.

Tabelle 3: Vorkommen von Phagen in aquatischen und terrestrischen Habitaten

Wirtsmikroorganismen pfu (g Boden)* Quelle

P. putida 0-10" Campbell et al. (1995)
Ensifer adhaerans 0-10° Germida u. Casida (1983)
Actinomycetes 0-10° Lanning u. Williams (1982)
Arthrobacter Boden Isolat 0-10° Germida u. Casida (1981)
Bacillus stearothermophilus 4x 10’ Reanney u. Marsh (1973)
Habitat Phagen Konzentration (ml )" Quelle

Meereswasser 1.7x 10°~1.2x 10 Paul etal. (1993)
Meeressediment 1.35x 105-5.3x 10°cm™ Paul et al. (1993)
Seewasser 2.5x 10° Berg et al. (1989)
Abwasser 2.2x 10 Ewert u. Paynter (1980)
Aktivierter Klirschlamm 9.5x 10’ Ewert u. Paynter (1980)

Tabelle nach Droge et al. (1999) a = Die pfu wurde mittels Transfektion von Wirtsmikroorganismen festgestellt
b = Phagen Konzentration mittels Transmissions-Elektronen-Mikroskopie ermittelt

1.9.4.1 Einfliisse auf die Transduktion

Verglichen mit den Studien iiber Gentransfer in natiirlichen Habitaten, Konjugation und
Transformation betreffend, sind nur wenige Studien iiber Gentransfer mittels Transduktion in
natiirlichen Habitaten bekannt. Dabei scheint gerade Transduktion eine weit groflere Rolle
einzunehmen als bisher angenommen. Transduktion in natiirlichen Habitaten wird durch
Umweltparameter beeinflusst, welche sich direkt auf die Adsorption der Phagen an ihre
spezifischen Wirtszellen, sowie die Bakteriophagenausbreitung auswirken. In vitro sowie in
situ  Experimente, die sich mit den abiotischen und biotischen Parametern hierbei
auseinandersetzen, sind durchgefiihrt worden.

Dabei wurden als biologische Parameter der physiologische Status der Wirtszelle [Kolter et
al., 1993; Kokjohn et al., 1991; Schrader et al., 1997] und die Wirtszellendichte [Wiggins u.
von Alexander, 1985; Kokjohn et al, 1991; Marsh u. Wellington, 1992] untersucht.
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Untersuchte relevante abiotische Parameter welche die Phagen-Adsorption und Ausbreitung
beeinflussen sind die Temperatur [Seeley u. Primrose, 1980], pH-Wert [Stotzky et al., 1981]
und Feuchtigkeitsgehalt des Bodens [Stotzky et al., 1981], Ionenstirke [Hayes, 1964;
Primrose et al., 1982; Stotzky, 1986], und das Vorhandensein von Oberflichen [Yin et al.,
1997; Zeph et al., 1988; Stotzky, 1989; Ripp u. Miller, 1995].

Laborstudien haben gezeigt, dass Bakteriophagen an Wirtszellen, welche iiber ldngeren
Zeitraum unter Hungerbedingungen gehalten wurden, adsorbieren und sich in ihnen
vermehren konnen [Kokjohn et al, 1991; Schrader et al, 1997]. Jedoch waren
Latenzzeitperioden sowie Wurfgrofe unter den Hungerbedingungen niedriger, verglichen mit
denen die in einem ndhrstoffreichen Medium beobachtet wurden [Schrader et al., 1997]. Die
Resultate der bekannten Experimente und Untersuchungen fiihrten zu dem Schluss, dass
Transduktion auch in ndhrstoffarmen Habitaten stattfindet [Kokjohn et al., 1991; Schrader et
al., 1997]. Studien die den Einfluss der Wirtszellendichte auf die Phage-Wirt-Interaktionen
untersuchten zeigten, dass Transduktion bei natiirlicherweise vorkommenden Zelldichten
stattfindet [Wiggins u. von Alexander, 1985; Kokjohn et al., 1991; Marsh u. Wellington,
1992]. Das Vorhandensein von Lehmmineralien zeigt positive Effekte, sowohl auf das
Uberleben der Bakteriophagen als auch auf die Phage-Wirt-Interaktionen [Yin et al., 1997;
Zeph et al., 1988; Stotzky G., 1989; Ripp u. Miller, 1995].

1.9.5 Feldstudien in terrestrischen und aguatischen Umgebungen

Die Transduktion der Streptomycinresistenz (Sm') durch den Bakteriophagen F116 von einer
spontanen Sm' P. aeruginosa-Mutante zu einem nicht resistenten P. aeruginosa-Stamm in
einer Testkammer welche in einen See versenkte wurde, wurde von Morrison et al. [1978]
analysiert.

Transduktion von chromosomalen Markergenen eines nicht-lysogenen P. aeruginosa Donor-
stammes zu einem lysogenen (Phage DS1) P. aeruginosa Rezipientenstamm in Versuchs-
kammern, wiederum in einem See versenkt, ergaben den wechselseitigen Austausch von
chromosomalen Markergenen zwischen den lysogenen und nicht-lysogenen Zellen und
andersherum [Saye et al., 1990]: Interessanterweise fungierte der lysogene Stamm nicht nur
als Quelle fiir tranzduzierende Phagen sondern im Verlauf des Experimentes auch als
Rezipient. Lysogene Transduktanten konnten hierbei 10 bis 100fach héufiger nachgewiesen
werden als Transduktanten der nicht-lysogenen Staimme. Dieses Resultat wurde durch das
verbesserte Uberleben der lysogenen Stimme auf Grund ihrer Immunitiit gegeniiber Infektion
durch freie Bakteriophagen erkldrt. Die Autoren stellten fest, dass in Lysogenie ein
Mechanismus flir die Erhohung der GroBe und der Flexibilitdt des Genpools zu sehen sei,
welcher den natiirlichen Bakterienpopulationen zur Verfligung steht [Saye et al., 1990]. In
diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass viele Bakterien, die aus terrestrischen sowie
aquatischen Habitaten isoliert wurden, temperente Phagen beherbergen [Miller u. Sayler,
1992]. Zum Beispiel berichteten Ogunseitan et al. [1992], dass bis 40% der P. aeruginosa in
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natiirlichen Okosystemen DNA-Sequenzen enthielten, welche mit Bakteriophagengenomen
iibereinstimmend sind.

Die Transduktion des Plasmids Rms149 zwischen Pseudomonas Stdmmen wurde in Test-
kammern mit sterilem Seewasser demonstriert [Saye et al., 1987].

Ripp und Miller [1995] berichteten, dass die Konzentration von Bakteriophagen und
Bakterien auf Schwebeteilchen im Wasser die Wahrscheinlichkeit von Bakteriophagen-
vermehrung und damit die der Transduktion erhohen kann. Die Autoren analysierten die
Transduktion des Plasmids Rms149 innerhalb der Spezies P. aeruginosa mittels
Testkammern, die in einem See versenkt wurden. Die Kammern wurden mit sterilisiertem
Seewasser entweder aus einer Tiefe von 6 m oder von der Oberfliche des Sees gefiillt. Die
Konzentration an Schwebestoffen im Wasser von den tieferen Proben lag ungefihr 14fach
hoher als die im Oberflachenwasser. Nach Inkubation der Kammern im See wurden 100 mal
mehr Transduktanten in den Kammern mit den Proben aus 6 m Tiefe entdeckt als in denen,
welche die Oberflichenwasserproben enthielten. Die Anhdufung der Bakteriophagen und der
Bakterienzellen auf den Schwebestoffen und damit die rdumliche Ndhe von Phage und Wirt
sorgt also aller Wahrscheinlichkeit nach fiir eine hdhere Anzahl von Transduktanten und
damit flir einen hoheren Gentransfer [Ripp u. Miller, 1995].

1.10 Methoden zum Nachweis von Genotypen in der Bodenmikrobiologie

1.10.1 Klassisches Screening

Ausgehend von den oben dargestellten Moglichkeiten des Gentransfers stellt sich eine
zentrale Frage und zwar mit welcher Methodik man diese Wege des Austausch von
genetischer Information und im Besonderen die daran beteiligten genetischen Elemente
nachweisen kann.

Fiir Schatzungen der Anzahl von Bakterien in den terrestrischen und aquatischen Habitaten,
wurden entweder die Ausplattierungsmethode, Methoden der Zellfirbung mit z.B.
Acridinorange [Wommack et al., 1992] oder in situ Hybridisationsmethoden [Amann et al.,
1995] verwendet. Unterschiedliche Boden wie Lehmboden [Devanas u. Stotzky, 1988;
Stotzky, 1989], Waldboden [Kauri, 1978], Wiistenboden [Singleton u. Anson, 1983] oder
fruchtbarer Mollisol [Metting, 1993] wurden untersucht und Bakterien in einer Anzahl von
10% - 10 ? Zellen g" nachgewiesen. Andere Autoren geben Zahlen von 10" — 10" Bakterien
Zellen g Boden an [Torsvik et al., 1995]. Selenska und Klingmiiller [1991] rechneten die aus
Boden priparierte DNA auf Zellen zuriick und kamen so auf Werte von 2 x 10" Zellen g
Boden.

In aquatischen Systemen wie Stilwasserseen und Fliissen [Brayton et al., 1987; O'Morchoe et
al., 1988], Meerwasser [Iriberri et al, 1987; Wommack et al, 1992], Flussschlamm
[Fjerdugstad E., 1975], Abwasser und aktiviertem Schlamm [Altherr u. Kasweck, 1982;
Fujita u. Ike, 1994], wurden Bakterienzahlen in einem Bereich von 10° - 10° Bakterien pro ml
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mit unterschiedlichen Methoden nachgewiesen. Es liegen zahlreiche Untersuchungen zu dem
Vorkommen von Antibiotika- bzw. Schwer-metall-Resistenzen in Boden vor. Der Nachweis
dieser und die Untersuchungen der Resistenzen und der zugehorigen Gene wurden i.d.R. an
terrestrischen Isolaten durchgefiihrt. Ferner wurden diese Isolate auch auf weitere Resitenzen
untersucht. Hier zeigen sich zwei methodische Probleme dieser konventionellen mikrobio-
logischen Techniken:

Durch die Auswahl des Mediums mit dem man die MO isoliert werden 90 — 99,9 % aller
potentiell zu isolierenden Bodenbakterien ausgeschlossen [Trevors u. van Elsas, 1995]. Dieses
Phianomen wird auch als ,Viable but nonculturable bacteria“ lebensfahige aber nicht
kultivierbare MO bechrieben [Colwell, 2000]. Sucht man in einer Probe ein genetisches
Element, welches mit einem Marker gekoppelt ist auf den man selektieren kann, so wird man
diesen wihlen, um zu selektionieren.

Durch diese Wahl des Markers nach dem gescreent wird erfolgt eine weiter Vorselektion. In
der Regel wird dem Medium ein Antibiotikum zugesetzt und so, aus dieser geringen Zahl
aller potentiell auf einem bestimmten Medium zu isolierenden MO, wiederum der groBte Teil
ausgeschlossen. Des Weiteren werden so die Kopplungsgruppen der Antibiotikaresistenzgene
und auch anderer Gene durch das Antibiotikum, nach welchem zuerst gescreent wurde,
determiniert. Das heif3t, man kann mit dieser Methodik nur einen sehr kleinen Bruchteil aller
zur Verfligung stehenden Mikroorganismen und damit der gesuchten Gene einer
Umweltprobe erschlieBen. Mit diesen ,klassischen Methoden® kann also nur ein durch die
oben aufgezeigten Randbedingungen reduzierter Teil eines Habitates aufgezeigt werden. Nur
ein winziges Stiick des im Boden zur Verfiigung stehenden ,,Gesamtgenomes® kann so
untersucht werden, der isolierte Bakterienstamm jedoch um so intensiver. Da man den Stamm
isoliert hat besteht der Vorteil dieser Methode darin, dass mit dem isolierten BMO die
Korrelationen zwischen den Phidnotypen auf die gescreent wurde, den gesuchten Genen, und

den Wirtszellen gezogen werden konnen.

1.10.2 Plasmide zum Nachweis von Transposition

Will man bestimmte mobile genetische Elemente wie z.B. Transposons in einem natiirlichen
aquatischen oder terrestrischen Habitat nachweisen, kann man sich einen Vorteil verschaffen,
indem man ein Bodenbakteruim mit einem Plamid wie z.B. pRB2138 cinsetzt, welches dazu
in der Lage ist Transposons ,einzufangen. Kommt es zu einer Transposition in dieses
Plasmid hinein, so wird in diesem Fall eine supprimiertes Tetrazyklinresistensgen aktiviert
und phéinotypisch sichtbar (siche 2.22.4). Man kann so mit einem Screening auf Tc' Bakterien,
also einem positiven Screening, einfach nach einem Transpositionsereignis suchen. Dies
bedingt aber eine vorherige Aufnahme der DNA und eine anschlieBende Transposition in das
Plasmid und nicht etwa in das Chromosom des Bakteriums. Da prinzipziell jedes
transponierbare Element in das Plasmid transponieren kann, ist ein zusétzlicher

Selektionsschritt auf das gesuchte Element notig. Des Weiteren kann man in einer Probe kein
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bestimmtes Gen, sprich Transposon oder IS, ,suchen®, sondern ist auf ein zufilliges
Rekombinationsereignis angewiesen. Eine weitere Restriktion besteht darin, dass Bakterien
mit einem solchen, i.d.R. gentechnisch manipulierten, Plasmid nicht ohne Weiteres freigesetzt
werden diirfen und man so auf den Einsatz von Mikrokosmen angewiesen ist, welche das

natiirliche Habitat nur zum Teil widerspiegeln kdnnen.

1.10.3 Ablésen von MO aus Boden

Einige Arbeiten nehmen eine Stellung zwischen den klassischen Methoden der Mikrobiologie
und neueren Methoden der Molekularbiologie ein, wenn sie der Frage nach der Verteilung
eines Gens in einem natiirlichen Habitat nachgehen. Das Ziel dieser Methode besteht darin,
die gesamten MO einer bestimmten Bodenprobe durch verschiedene Arbeitsschritte zuerst aus
der natiirlichen Matrix abzulosen und dann die gesamte DNA dieser Fraktion aufzureinigen
(siche 2.9).

Wie in 1.10.1 beschrieben haben diese Methoden wiederum den Nachteil, dass sie nur einen
bestimmten Anteil, der im Boden befindlichen MO herauslésen konnen und so kein
reprasentatives Bild der untersuchten Bodenprobe geben. Man erspart sich jedoch den
Nachteil der Verunreinigung der praparierten Boden-DNA mit Huminstoffen wie bei einigen
Methoden, welche die gesamte Bodenprobe aufschliefen und so eine Extraktion der Boden-
Gesamt-DNA durchfiihren.

1.11 Molekularbiologische Methoden zum Nachweis von Genotypen in der

Bodenmikrobiologie

1.11.1 Nachweis von DNA in Umweltproben

Seit den spiten 80er Jahren wurde im Zusammenhang mit der Problematik bei
Freisetzungsversuchen eine Vielzahl von Untersuchungen [Schmidt, 1991; Schmidt et al.,
1990, 1989; Henschke u. Schmidt 1990a; BFR, 2001] an terrestrischen Habitaten
durchgefiihrt, welche sich auch mit der Aufreinigung von Gesamt-DNA aus Boden
beschiftigten. Hierbei sind eine Vielzahl von Methoden und Protokollen entstanden, welche
sich mit der Aufreinigung von DNA aus Boden beschéftigen. So viele Studien wie seitdem
vorliegen, so viele verschiedene Methoden sind auch seitdem im Einsatz. Es zeichnet sich
nicht ab, dass sich eine Methode durchgesetzt hitte oder von sich behaupten kénnte universell
einsetzbar zu sein.

Die, zumindest finanziell, groBten Anstrengungen in diesem Bereich fanden nach den
Terroranschldgen am 11. September 2001 und den damit einhergehenden Anschligen mit
,Milzbrandbriefen statt. In den USA wurde darauthin ein Forschungs- und Entwicklungs-
Programm in Hoéhe von 5,6 Mrd. US-Dollar aufgelegt [House Rpt.108-037, 2003], welches
auch speziell Methoden zum Nachweis von Bakterien und Viren, bzw. derer DNA, in
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Umweltproben zur Serienreife flihren sollte. Bis jetzt ist aus diesem Programm kein
universelles Gerdt oder eine universelle Methode hervorgegangen, welche gesuchte DNA
schnell und zuverldssig in Umweltproben nachweisen konnte.

Will man also etwas iiber die Verbreitung von Genen in einem natiirlichen Habitat wie dem
Boden erfahren und geht davon aus, dass nur 1-10 % aller im Boden vorkommenden MO
kultiviert werden konnen [Torsvik et al., 1995], erscheint es sinnvoll andere Methoden als
diese klassischen Methoden der Mikrobiologie zu bemiihen und sich direkt mit der gesamten
DNA des Bodens zu beschéftigen, um so einen reprisentativen Uberblick iiber den gesamten
Pool der DNA einer Probe, einschlieBlich der nicht zu kultivierenden Fraktion, zu bekommen.
Die ersten Techniken hierzu wurden von Torsvik und Goksoyr [1978] entwickelt. Ein
weiterer Vorteil dieser Methode ist quantitativ arbeiten zu konnen, da man bei der Selektion
auch auf speziellen Selektionsmedien, selbst bei der kultivierbaren Fraktion, eine
Verschiebung der urspriinglich im Boden vorhandenen Anzahl der MO bekommt. Dies liegt
daran, dass jeder kultivierbare Mikroorganismus individuell optimale Wachstums-
bedingungen besitzt und so unter den gewéhlten Selektionsbedingungen unterschiedlich gut
wichst, was die Ergebnisse verfilscht (siehel.10.1).

Sollte kein Marker vorhanden sein nach dem selektiert werden kann, so hat man mit den
klassischen Methoden Probleme ein bestimmtes Gen oder Ereignis nachzuweisen. Man muss
in diesen Fillen zu aufwindigen und teuren Screeningmethoden greifen. Diese Methoden des
phianotypischen Screenings haben den Schwachpunkt, dass man selbst mit groBem Aufwand
nur einen Teilausschnitt des zu untersuchenenden ,,Genpools® einer Probe erreichen kann.
Alle vergleichenden, qualitativen und quantitativen Aussagen {iber Verteilung und
Vorkommen von MO, oder Aussagen iiber Aufireten oder Verteilung von z.B. Resistenzen
aus einem Bakterienkollektiv welche mitteles solcher, unter 1.10.1 beschriebenen Methoden
der Vorselektion erarbeitet wurden, sind prinzipiell als nicht reprasentativ fiir die Gesamtheit
der Probe zu betrachten.

Diese Ergebnisse haben die Einschridnkung, dass man mit dem ersten Antibiotikum auf das
man screent bereits die Kopplungsgruppen ausschlieBt, bei denen diese Resistenz nicht
vertreten ist. Dies hat zur unmittelbaren Folge, dass man Mutationen oder Varianten eines
sich nur in dieser Antibiotikaresistenz unterscheidenden aber sonst identischen Elementes,
wie dies z. B. bei einem Plasmid oder Transposon vorkommen kann, so nicht finden kann.
Dabei sind es gerade diese Unterschiede, welche sehr viel iiber Evolution, Herkunft und
Verteilung der gesuchten Elemente aussagen. Diese Ergebnisse sind jeweils nur reprasentativ
fiir die Methode der Isolierung.

Will man ein repriasentatives Bild eines Phanomens wie z. B. eines Genes innerhalb einer
Probe zeichnen, muss man die Gesamtheit der Gene dieses Habitates erfassen und
analysieren. Dies geschiet durch Extraktion und Analyse der gesamten DNA der Probe.

So kann man alle nichtkultivierbaren Fraktionen erfassen, seien sie nun nichtkultivierbar auf
Grund des gewidhlten Wachstumsmediums oder wegen des gewihlten Selektivmarkers.

Im Folgenden soll auf diese Methodik eingegangen und ihre Prinzipien beschrieben werden.

36



Molekularbiologische Methoden zum Nachweis von Genotypen in der Bodenmikrobiologie  EINLEITUNG

1.11.2 DNA - Isolierung aus Proben von terrestrischen Habitaten

Den Arbeiten, welche sich damit beschiftigen aus Bodenproben die gesamte DNA zu
extrahieren ist eigen, dass sie eine Kombination von extremen physikalischen Kriften wie
Mahlen in Miihlen, Einfrieren und Auftauen mit fliissigem Stickstoff, Kochen, etc. mit einer
weiteren oder gleichzeitigen Behandlung mit verschiedensten Chemikalien, Detergenzien und
Puffern zum Aufschluss der Bodenprobe anwenden (sieche 2.9.2). Den unterschiedlichen
Methoden des Aufschlusses folgen ebenso unterschiedliche Methoden der weiteren Reinigung
des Bodenlysates. Selbstredend schlieft eine solche Aufreinigung von Bodenproben die DNA
von Pilzen, Algen, erdbewohnenden Tieren (Kleinstinsekten) und Pflanzen (Wurzelmaterial,
Rotte) mit ein. Man bekommt also ein Gemisch verschiedenster DNA-Spezies, was aber bei
der hohen Spezifitdit molekularbiologischer Methoden, wie z.B. einer PCR, den Nachweis
einer bestimmten DNA-Sequenz nicht weiter behindert.

In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben iiber die Menge der aus Boden zu
extrahierenden DNA-Mengen. Torsvik et al. [1978] ermittelten einen DNA-Gehalt bei
Bakterienzellen aus Boden von 8,4 fg pro Zelle, womit sie sich im oberen Bereich der bei
Bakterien festzustellenden Menge an DNA befinden [Torsvik et al., 1995]. Es wurden jedoch
auch Mengen von 2-9 fg / Zelle in der kultivierbaren Fraktion bei Bodenmikroorganismen
nachgewiesen, bei den Nichtkultivierbaren 1,6-2,4 fg. Bei angenommenen 10" Zellen g’
Boden macht dies eine Menge von 20-90 ug DNA g” Boden [Torsvik et al., 1995]. Selenska
u. Klingmiiller [1991] extrahierten bis zu 100 ug DNA aus 2 g Boden. Ausgehend von 5 fg
DNA / Zelle rechneten sie so auf 2 x 10'° MO g™ Boden zuriick. Trevors und Cook [1992]
verglichen verschiedene Methoden zur DNA-Aufreinigung aus Bodenproben und erhielten
DNA Mengen zwischen 2,1 und 19,5 pg g" trockenem Boden. In weiterer Literatur sind
Werte zwischen 0,4 und 187 pg DNA g Boden beschrieben [Torsvik et al., 1995]. Bei dem
Riickrechnen der DNA-Konzentration auf Zellen wird jedoch nicht beriicksichtigt, dass im
Boden auch andere Quellen fiir DNA vorhanden sind bzw. DNA auch frei vorkommit.
Recherchen ergaben, dass bis Ende 1999 in Deutschland ca. 75 Kits fiir die Isolierung
genomischer DNA auf dem Markt erhiltlich waren. Eine Marktiibersicht und Beschreibung
einiger Kits wurde 1996 und 2000 verdffentlicht [Mack A., 1996; Merk S., 2000]. Lediglich
ein Kit, dass der Fa. Biol01 war explizit zur Aufreinigung von DNA aus Boden vorgesehen.
Das Stuhlkit der Fa. Qiagen war, laut Information des Herstellers, ebenfalls zur Aufreinigung
von DNA aus Boden geeignet, wird jedoch als solches nicht gehandelt. Die Gewinnung der
DNA beruht bei 90% der Kits auf lediglich fiinf Prinzipien:

Lyse der Zellen mit Guanidiniumhydrochlorid oder Laugen, Entfernung von Inhibitoren mit
Ionenaustauschern, Aufreinigung mit Phenol, Salzprézipitation von Proteinen und Adsorption
an Glas / Silica [Merk S., 2000]. Diese Kits stellen damit eine kommerzielle Adaptation der in
den ,klassischen Handbiichern der Molekularbiologic wie Ausubel et al. (1998) oder
Sambrook et al. (2001) beschriebenen Methoden dar.

37



Molekularbiologische Methoden zum Nachweis von Genotypen in der Bodenmikrobiologie  EINLEITUNG

Diese Prinzipien sollen, da sie bei der Isolation von DNA aus Boden von entscheidender
Bedeutung sind, kurz in thren Mechanismen beschrieben werden.

1.11.2.1 Isolierung von DNA

Die Isolierung von DNA aus Bakterienzellen, welche sich flir die anschlieBende Analyse
mittels PCR eignet, erfordert mehrere Schritte. Zuerst muss die Zellwand lysiert werden, um
die DNA zugénglich zu machen. AnschlieBend werden Verunreinigungen wie Proteine und
andere Zellbestandteile durch Bindung der DNA an Trigermaterialien oder durch Prizipi-
tation und Sedimentation entfernt. Die DNA wird abschlieend eluiert oder resuspendiert.

1.11.2.2 Lyse der Zellen

1.11.2.2.1  Chaotrope Substanzen

Chaotrope Substanzen wie z.B. Guanidiniumhydrochlorid (GHCI), Guanidiniumisothio-
cyanat (GITC) oder Natriumperchlorat (NaClO4) denaturieren Proteine der Zellwand und
lysieren so die Zellen. Konzentrierte guanidiniumhaltige Lésung zerstort durch hydrophobe
Wechselwirkungen die Sekundérstruktur der Proteine wéhrend die Struktur der Nukleinsduren
dagegen erhalten bleibt. [Chomczynski u. Sachi, 1987]. NaClO4 bindet an Proteine und 16st
damit auch die Proteinanteile der DNA ab [Hamaguchi u. Geiduschek, 1962]. Diese
Substanzen entfernen also auch storende Enzyme wie DNasen [Alberti u. Fornaro, 1990].
Stark chaotrope Substanzen wie Guanidiniumisothiocyanat (GITC) oder Guanidiniumhydro-
chlorid (GHCI) wurden frither lediglich zur Isolierung von RNA eingesetzt [Chomczynski u.
Sacchi, 1987], es wurde jedoch nachgewiesen, dass intakte DNA von Zellen welche mit
GHCI oder Natriumperchlorat lysiert wurden, ebenfalls mittels Ethanolprézipitation isoliert
werden kann [Bowtell, 1987].

1.11.2.2.2  Enzyme

Durch den Einsatz von Enzymen (Proteinase K, Lysozym, Protease, Pronase, u.a.) werden die
in der Zellwand enthaltenen Proteine ,,verdaut” und somit die strukturelle Integritdt der
Zellwand zerstort. Proteinase K ist eine Serinprotease und wird seit 1970 fiir die Lyse von
Zellen eingesetzt. Das keratinhydrolysierende Enzym ist in der Lage native Proteine zu
hydrolysieren, indem es Peptidbindungen bevorzugt zwischen Alanin und Arginin spaltet. So
werden auch stérende Enzyme wie DNasen inaktiviert. EDTA wirkt laut Ebeling et al. [1974]
auf die Enzymaktivitdt nicht inhibitorisch. Das pH-Optimum liegt zwischen 7,5 und 12,0. Der
Effekt von Proteinase K kann durch den Zusatz von Sodium Dodecylsulfat (SDS) verstarkt
werden [Gross-Bellard et al., 1973]. Hansen [1974] zeigte die Iytischen Effekte von
Proteinase K auf Bacillus cereus. Barry u. Gannon [1991] versetzten autoklavierte Mykobak-
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terienkulturen mit Proteinase K. Nach Inkubation bei 56 °C und anschlieBender Hitzeinakti-
vierung bei 95 °C wurde die so erschlossene DNA ohne weitere Behandlung erfolgreich in
der PCR ecingesetzt.

1.11.2.2.3  Detergenzien

Die Zellmembran besteht aus einer Doppellipidschicht, welche sich durch den Einsatz von
Detergenzien denaturieren ldsst. Detergenzien sind amphipatische, oberflichenaktive
Substanzen, deren nichtpolare Regionen an hydrophobe Molekiile binden und diese so in
wissrige Losung bringen. Anwendung finden sowohl ionische Detergenzien wie SDS als
auch nichtionische wie Triton X-100, Tween oder Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB).

Triton X-100 oder auch die Natriumsalze von SDS solubilisieren Proteine und Protein-
komplexe [Ibelgaufts, 1993], sowie die Histone der Nukleinsduren [Wallace, 1987]. CTAB
kann auch fir die Prézipitation von Proteinen eingesetzt werden. Bei niedriger NaCl-
Konzentration bilden Nukleinsduren mit CTAB einen unldslichen Komplex, der sedimentiert

werden kann.

1.11.2.2.4  Hitze, Mikrowelle

Behandlung mit Hitze fiihrt zur Denaturierung der Zellwandproteine. Dies macht die DNA
der Zelle zuginglich. Der Effekt wird auch durch Erhitzung oder Behandlung mit Mikro-
wellen erreicht. Beschrieben sind DNA-Freisetzungen aus Gram-positiven oder sdurefesten
Bakterien [Bollet et al., 1991; Goodwin u. Lee, 1993].

1.11.2.2.5 Mechanisch

Die Zerstorung der Zellwand ldsst sich auch mit einer mechanischen Behandlung erreichen.
Zu diesem Zweck werden die Proben zusammen mit einer speziellen Matrix (Achatkugeln,
Porzellanperlen, Seesand) in einem daflir vorgesehen Gerét zerkleinert. Nach einem
Zentrifugierschritt steht das DNA-haltige Lysat fiir die weitere Bearbeitung zur Verfiigung.
Diese Methode eignet sich zur Aufbereitung komplexer und harter Ausgangsmaterialien wie
Gewebe, Pflanzenteile oder Boden. So isolierten Hurley et al. [1987] mit dieser Methode
DNA aus Mycobacterium paratuberculosis. Eine mechanische Zelllyse wird aulerdem durch
die Behandlung mit Ultraschall, Zerreiben mit fliissigem Stickstoff, Seesand oder
Kunststoffteilen erreicht.
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1.11.2.3 Gewinnung der DNA

1.11.2.3.1  Glas, Silica, mineralisches Material auf Siliziumbasis

Bei dieser Technik wird die Adsorption von DNA an eine Matrix aus Glas, Silica oder ein
anderes mineralisches Trégermaterial auf Siliziumbasis in Anwesenheit von chaotropen
Substanzen wie GITC oder Natriumperchlorat genutzt. Die Bindung erfolgt bei hoher
Salzkonzentration [Boom et al.,, 1999; Merck S., 2000]. Fiir die Bindung von DNA an
Silicaoberflichen sind hauptsédchlich Wasserstoftbriicken sowie schwache elektrostatische
Anziehungskrifte einhergehend mit der Abspaltung von Wasser verantwortlich. Perchlorat-
anionen binden jeweils vier Wassermolekiile, was die Anzahl freier Wassermolekiile
reduziert, welche die DNA zur Losung benotigt. Dadurch wird das Reaktionsgleichgewicht
zugunsten der neutralen DNA-Silicakomplexe verschoben [Melzak et al., 1996]. In diesem
Komplex gebunden koénnen Proteine, andere Zellbestandteile und Salzverunreinigungen
mittels Waschschritten entfernt werden, wiahrend die DNA gebunden bleibt. Unter Niedrig-
salzbedingungen wird die DNA anschlieend von dem Tragermaterial eluiert. Diese Matrix
wird kommerziell in Form von Sdulen oder als Suspension angeboten. Bei den Sdulen werden
die Proben zusammen mit einer Bindungslosung, die eine chaotrope Substanz enthilt, durch
die Matrix gefiihrt. Hierbei wird die DNA reversibel an die Sédulenmatrix gebunden. Nach
Waschschritten wird die DNA mit Elutionslosung von der Matrix gelost. Liegt die Matrix als
Suspension vor, wird sie nach Binden der DNA durch Zentrifugieren sedimentiert. Das
Sediment wird mit Ethanol gewaschen und die DNA anschlieBend mit A. bidest. oder einer

Pufferlosung eluiert.

1.11.2.3.2  Salzprizipitation

Bei der Salzprizipitation werden nach Zelllyse die Zellwand und andere Zellbestandteile
durch eine hochkonzentrierte Salzlosung prazipitiert und die Proteine werden anschlieBend
durch Zentrifugieren sedimentiert. Die DNA, die sich im Uberstand befindet, wird mit Hilfe
von Alkoholen gefillt, gewaschen und in Puffer oder A. bidest. aufgenommen [Miller et al.,
1988]. Diese Technik ermdglicht ebenfalls Polysaccharide von Pflanzen-DNA zu entfernen
[Feng et al., 1992].

1.11.2.3.3  Phenol / Chloroform

Die klassische Methode der DNA-Isolierung ist die Extraktion mit Phenol, Chloroform und

Isoamylalkohol. Phenol, als organisches Losungsmittel lysiert die Zellen, indem es die
Zellwandproteine beim Ausschiitteln denaturiert. Die DNA befindet sich aufgrund der polaren
Gruppen ihres Zuckerphosphat-Riickgrats in der wéssrigen Phase. Die hydrophoben Lipide
befinden sich in der organischen Phase und die Proteine verbleiben in der Interphase

40



Molekularbiologische Methoden zum Nachweis von Genotypen in der Bodenmikrobiologie  EINLEITUNG

[Wallace, 1987; Borst u. Miller, 1990]. Die obere DNA-haltige Phase wird vorsichtig
abgenommen und mit Chloroform als zweitem organischen Losungsmittel versetzt. Zugabe
von Isoamylalkohol verhindert hier groere Schaumbildung und stabilisiert die Trennung der
Phasen [Marmur, 1961]. Nach Prézipitieren und Waschen der DNA mit Ethanol oder
Isopropanol wird diese in A. bidest. oder Puffer aufgenommen.

Die klassische Aufreinigung mit Phenol ist ebenfalls als Kit erhéltlich. Bei den meisten dieser
Kits ist die gleichzeitige Aufreinigung von DNA und RNA sowie von Proteinen moglich.
[Ausubel et al., 1998; Blin u. Stafford, 1976; Kirby, 1957]

1.11.2.3.4  Guanidiniumhydrochlorid

Die Zellen werden mit einem Guanidiniumhydrochlorid-haltigen Lysispuffer lysiert und
Zelldebris durch Zentrifugieren sedimentiert. Die DNA im Uberstand wird mit Alkohol
préazipitiert, gewaschen und anschlieBend in A. bidest. oder Puffer aufgenommen. [Ausubel
et al., 1998; Chomczynski u. Sacchi, 1987; Sambrook et al., 1989]

1.11.2.3.5 Ionenaustauscher

DNA kann mit Hilfe von Ionenaustauschern isoliert werden. Anionenaustauscher besitzen
positiv geladene Gruppen, diec mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA-
Molekiile interagieren. Die Bindung erfolgt in Abhéngigkeit von der Salzkonzentration und
dem pH der eingesetzten Puffer. Mittels Waschschritten werden Verunreinigungen wie
Proteine oder Kohlenhydrate von der die DNA bindenden Matrix entfernt. Die DNA wird

anschlieend mit einem anderen Puffer von dem lonenaustauscher eluiert.

1.11.2.3.6  Prdzipitation von DNA mit Alkohol

Im Anschluss an die Lyse der Zellen und weitere Aufreinigung wird die DNA durch Zugabe
von Alkoholen prézipitiert. Die Prézipitation erfolgt entweder mit Ethanol oder mit Isopro-
panol. Durch Zugabe von Alkohol wird den DN A-Molekiilen Wasser entzogen. Dies fiithrt zu
einer Aggregation der Nukleinsduremolekiile und zur nachfolgenden Prézipitation [Wallace,
1987; Ibelgaufts, 1993]. Die DNA wird durch Zentrifugation sedimentiert, anschlie3end
gewaschen und mit A. bidest. oder Puffer in Losung gebracht.

Der Aufschluss von Zellen zur Isolierung von DNA aus verschiedensten Matrizes stellt
aufgrund der vielen verschiedenen Methoden an sich kein Problem dar. Der entscheidende
Punkt ist die anschlieBende Reinigung des DNA-haltigen Lysates fiir anschliefende Unter-

suchungszwecke.
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Diese Arbeit beschéftigt sich mit dem Nachweis von genetischen Elementen in terrestrischen
Habitaten indem DNA aus Bodenproben isoliert wird. Die anschlieBenden Untersuchungen
werden mittels PCR durchgefiihrt. Das Hauptproblem bei der Isolation von DNA aus Boden
ist es, die DNA von den im Boden ubiquitdr vorkommenden Huminstoffen zu trennen.
Huminstoffe verhindern den Ablauf der PCR und sind das Hauptproblem bei der Isolation von
Gesamt-DNA aus Boden [Torsvik et al., 1995]. Aus diesem Grunde soll im Folgenden die
Natur der Huminstoffe beschrieben werden.

1.12 Huminstoffe

Die Isolation von DNA aus Umweltproben, speziell aus Boden, wird in erster Linie durch die
im Boden vorkommenden Huminstoffe bzw. Huminsauren negativ beeinflusst [Torsvik et al.,
1995; Tebbe et al.; 1995, Asa et al., 1999; Lloyd-Jones et al., 2001; Howeler et al., 2003].
Eine anschlieBende weitere molekularbiologische Untersuchung der mehr oder weniger gut
aufgereinigten DNA wird ebenfalls durch die vorhandenen Huminstoffe stark behindert, so
dass aus diesem Grunde immer Kontrollen mitgefiihrt werden miissen [Torsvik et al., 1995].
Da es sich bei den Huminstoffen um ubiquitdr vorkommende Metabolite handelt, welche auch
ansonsten die Umwelt stark beeinflussen wird eine kurze Einleitung dieses komplexen
Themas gegeben. Begrifflich leiten sich die Huminstoffe von Humus dem lateinischen
Ausdruck flir Boden ab.

Die Formulierung des Begriffs Huminsdure geht auf Dobereiner 1822 zuriick und bezieht sich
ebenfalls auf dunkelfarbiges, organisches Material im Boden. Die heute noch iibliche
Verwendung des Begriffs Huminsdure zur Bezeichnung der alkaliléslichen und
sdureunloslichen Fraktion des organischen Materials stammt von Berzelius 1839 [Fooken,
1999]. Huminstoffe bestehen aus Huminen, insbesondere Humin- und Fulvinsduren. Sie
kommen ubiquitdr vor und machen vielerorts bis zu 70% des organischen Materials aus.
Neben der erwarteten Verbreitung in terrestrischen und aquatischen Habitaten, limnischen
und marinen Sedimenten und Torfen finden sie sich unerwarteter Weise auch in Systemen wie
z.B. antarktischen Boden bzw. Sedimenten oder sogar atmosphérischen Aerosolen [Fooken,
1999; Stevenson, 1985].

1.12.1 Vorkommen von Huminstoffen

Der Anteil an Huminstoffen innerhalb der jeweiligen Systeme variiert stark und ist dabei von
vielen Faktoren wie der Bioproduktivitit, dem mikrobiellen Abbau von organischem
Material, Sedimentationsraten, Redox-Bedingungen sowie Korngréfenverteilungen und der
vorhandenen Mineralogie [Rashid, 1985] abhdngig. Der mittlere Gehalt von basisch
extrahierbaren Huminstoffen am gesamten organischen Kohlenstoff mariner Sedimente liegt
zwischen 25 und 50%. In alten Sedimenten variiert dieser Gehalt sogar zwischen 0,1 und
70,1%. In extremen Fillen werden fiir bestimmte Boden und Sedimente sogar Werte von bis
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zu 90% gefunden [Rashid, 1985; Fooken, 1999]. Das Verhidltnis der Huminstofffraktionen
untereinander variiert ebenfalls stark. So liegt beispiclsweise der Fulvinsdureanteil am
basischen Extrakt bei Waldboden mit iiber 75% deutlich iiber dem Wert eines
grasbewachsenen Bodens, welcher einen Anteil von nur knapp 27% Fulvinsduren enthilt
[Stevenson, 1985].

Thre Umweltrelevanz begriindet sich auf ihren vielfdltigen chemischen und physikalischen
Eigenschaften. Da Huminstoffe sowohl hydrophilen als auch hydrophoben Charakter
besitzen, sind sie in fast allen 6kologischen Kompartimenten der Biosphire zu finden. Der
Anteil funktioneller Gruppen am Huminstoffmolekiil betrdgt fiir Fulvinsduren 50 - 60% und
fiir Huminsduren noch 20 - 30% [Rashid, 1985], was dic Huminstoffe nicht nur aus
analytischer, sondern besonders aus Okologischer Sicht interessant macht. Diese auch als
refraktdres organisches Material bezeichneten Makromolekiile sind in der Lage, an der
Oberflache verschiedener Materialien zu adsorbieren und damit Prozesse wie Losungs-
vorgénge, Fillungsreaktionen und Kristallisationen stark zu beeinflussen. Bei der
Komplexierung und Zuriickhaltung von Metallionen spielen die Huminstoffe eine wichtige
Rolle. Dabei sind Huminstoffe kaum in der Lage monovalente Metalle zu binden, wiahrend sie
mit divalenten Kationen sehr starke Wechselwirkungen eingehen. Uber diese Fihigkeit
Metalle (so z.B. auch Mg”" bei der PCR) und kleinere organische Molekiile zu komplexieren,
nehmen sie Einfluss auf deren Bioverfligbarkeit und verdndern somit Toxizitdten oder
Nahrstoffangebote. Aufgrund ihrer ausgeprigten Sdure-Base-Eigenschaften spielen sie als
Saure-Base-Puffer in Boden eine wichtige Rolle [van den Hoop et al., 1990; Fooken, 1999].

1.12.2 Substanzklassen

Im Gegensatz zu den meisten Stoffgruppen in der Chemie sind die Huminstoffe nicht {iber

ihre molekulare Struktur oder Struktureinheiten, sondern iiber ihr Loslichkeitsverhalten in

wissrigen Systemen definiert. Der Hauptgrund hierfiir liegt in ihrer hohen Komplexitit und
Diversitét, welche die Huminstoffe nicht als eine einheitliche Substanzklasse erscheinen ldsst.
Allgemein gesagt sind Huminstoffe komplexe Mischungen sich dhnelnder Makromolekiile
mit variierenden Strukturen, Funktionalititen und molaren Massen. Eine Fraktionierung
dieses komplexen Gemisches in reine Einzelsubstanzen ist selbst mit Hochleistungstrenn-
verfahren prinzipiell nicht moglich [Fooken, 1999]. Im Laufe der letzten zwei Jahrhunderte
wurden mehrere Huminstoffuntergruppen mit unterschiedlichsten Eigenschaften entdeckt und
unterschiedlich bezeichnet. Die International Humic Substances Society (I.H.S.S.) versucht
seit 1981 diese Begriffe und Definitionen zu prézisieren und zu standardisieren [I.H.S.S.,
1998]. Dabei geht es nicht nur um die Standardisierung der Begriffe und Definitionen,
sondern vor allem auch um die Normierung von Extraktionsverfahren und
Aufarbeitungsmethoden, aufgrund derer die Huminstoffe ja unterschieden und definiert
werden, sowie um die Bereitstellung von Huminstoffstandards. Die heute iiblichen und
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anerkannten Definitionen fiir Huminstoffe und deren Untergruppen definieren sich nach
Aiken et al. [1985]:

Huminstoffe: Gruppe von biogen gebildeten, heterogenen organischen Substanzen, die
allgemein als gelb bis schwarz gefirbt, hochmolekular und refraktir charakterisiert werden
konnen.

Fulvinsduren: Fraktion der Huminstoffe, welche bei jedem pH-Wert in wéssrigen Systemen
16slich ist.

Huminséuren: Fraktion der Huminstoffe, welche unter sauren Bedingungen (pH <2) in

Wasser unloslich ist, bei hoheren pH-Werten jedoch in Losung geht.

Humine: Fraktion der Huminstoffe, welche in wéssrigen Systemen bei jedem pH-Wert
unldslich ist.

Aufgrund ihrer extrem hohen Komplexitit und dem Umstand, dass es wohl keine zwei
identischen Huminstoffmolekiile in einer Probe oder Fraktion gibt, ist es nicht mdglich,
Huminstoffe durch eine exakte chemische Strukturformel darzustellen. Ein modellhafter
Strukturvorschlag stammt von Haworth (Abbildung 6), mit einem Kern, an dem andere
nachweisbare Komponenten mehr oder minder stark gebunden sind.

Fepliche | _ 0 _ 0 _ 0oL ... ... .., Boblznwassesialh

zalycycllscher
arcmatla cher
Harn

Matalle ™ T Plhenlische Simen

Abbildung 6: Huminstoffe: Modellstruktur nach Haworth.

Die Abbildung zeigt den modellhaften Strukturvorschlag nach Haworth (1971). Das Grundgeriist stellt hierbei
ein polycyclischer, aromatischer Kern dar woran andere Komponenten wie Metalle, Polysaccharide,
Kohlenwasserstoffe und phenolische Séduren mehr oder minder stark gebunden sind. Haworth geht davon aus,
dass es sich bei diesen Bindungen sowohl um kovalente Bindungen als auch Wasserstoftbriicken handelt, die
fest genug sind, vielen biologischen und chemischen Angriffen zu widerstehen [nach Fooken U., 1999].

1.12.3 Extraktion von Huminsiuren

Die Gewinnung von Huminsduren aus Boden erfolgt nach dem von der International Humic
Substances Society vorgeschlagenen Verfahren [Weber, 1999] iiber eine alkalische Extraktion
mit Natronlauge. Unter diesen Bedingungen wird aber auch DNA mittels alkalischer Lyse aus
dem Boden extrahiert. So kommt es zwangsldufig dazu, dass unter diesen Bedingungen bei
der Isolierung von Boden-Gesamt-DNA auch immer Huminstoffe mit isoliert werden.
Gleichzeitig steigt mit der Zeit der Durchfiihrung der Lyse auch die Menge der
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Huminstofffraktionen so sehr an, dass sie sich letztendlich nicht mehr sinnvoll von der DNA
trennen lassen [Frostegard et al., 1999]. Frostegard et al. untersuchten 1999 zwanzig
verschiedene Boden auf das Optimum des pH-Wertes zur DNA-Extraktion. Bei allen Boden
stieg die Menge an extrahierter DNA mit steigendem pH-Wert. Die Verteilung der erhaltenen
Mengen an extrahierter DNA war wie folgt: Fiir pH 6.0, 31 ¥V 13%; fiir pH 7.0, 43 ¥V 16%; flir
pH 8.0, 60 V 14%; for pH 9.0, 82 V 12% und fiir pH 10.0, 98 V 63%. Fiir 16 der Boden
wurde die grofite Ausbeute bei pH 10 erreicht, bei den anderen bei pH 9. Jedoch war die
Menge an mitextrahierten Huminstoffen bei pH 10 so hoch, dass die weiteren
Untersuchungen der Boden mittels PCR mit den bei pH 9 erhaltenen Extrakten durchgefiihrt
wurden [Forstegard et al., 1999].

1.13 DNA Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde 1983 von Kary Mullis entwickelt [Mullis, 1990] und
1985 erstmals beschrieben [Saiki et al., 1985]. Sind die Basensequenzen der Enden des
gesuchten DNA-Fragments bekannt, kann durch entsprechende Wahl von Primern ein
gewiinschtes Teilstliick vervielfaltigt werden. Primer sind synthetisch hergestellte Oligo-
nukleotide, die zu einem definierten Bereich eines einzelstringigen Nukleinsduremolekiils
komplementédr sind. Bei der PCR lagern sie sich als Startpunkt an die entsprechenden
Bereiche des komplementidren DN A-Molekiils fiir die Neusynthese des anderen Strangs durch
die DNA-Polymerase an. Die Primer werden so gewihlt, dass der eine zum codogenen
Strang (5°-3") und der andere zum reversen Strang (5°-3") komplementér ist. Die Lange sollte,
damit eine sequenzspezifische Bindung erfolgt und bestimmte Bindungstemperaturen erreicht
werden (siehe 2.27), zwischen 15 und 30 bp liegen. Die Verwendung von ineinander
verschachtelten Primern, also drei oder vier Primern, ermoglicht eine sichere Kontrolle, ob es
sich bei dem amplifizierten Produkt auch wirklich um das gesuchte handelt, da die in dem
ersten Schritt erzeugte Sequenz als Matrize fiir die zweite PCR verifiziert wird. Eine weitere
Moglichkeit des Nachweises der Spezifitit der Amplifikate erfolgt mittels
Restriktionsendonukleasen. Diese schneiden die DNA an einer spezifischen Sequenz und so
lasst sich aus der Lange der erhaltenen Fragmenten die Gesamtlinge ermitteln und mit der

erwarteten Lénge vergleichen.

1.13.1 PCR-Inhibitoren

Hemmstoffe oder Inhibitoren fiir die PCR finden sich zum einen in der Probenmatrix wie z.B.
Boden, in dem die DNA nachgewiesen werden soll, zum anderen gelangen sie wéhrend des
Vorgangs der DNA-Extraktion in die Probe. Hemmstoffe sind alle Stoffe, welche die
Polymerase in ihrer Aktivitit hemmen wie z.B. Huminsduren (siche 1.12), aber auch
Detergenzien wie SDS, Tween, Triton X-100 und einige Enzyme wie Proteinase K konnen
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die PCR ebenfalls inhibieren. Die mogliche Wirkung liegt zum einen in der Denaturierung der
DNA-Polymerase, zum anderen werden die Magnesiumionen des PCR-Puffers cheliert und
stehen so der Polymerasereaktion nicht mehr zur Verfiigung [Merk, 2000]. Die Konzentration
der Inhibitoren kann im einfachsten Falle durch Verdiinnen gesenkt werden. Eine Entfernung
von vielen Inhibitoren kann schon wéhrend der DNA-Isolierung durch Bindung entweder der
DNA oder der Inhibitoren an eine geeignete Matrix erreicht werden [Wilson, 1997]. Ein
weiterer Faktor, speziell bei aus Boden isolierter DNA, ist auch die hohe Konzentration von
DNA an sich. Huminsduren sind bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten als
primédres Hemmnis der PCR anzusehen [Torsvik et al., 1995; Tebbe et al., 1995; Asa et al,,
1999; Lloyd-Jones et al., 2001; Howeler et al., 2003].

1.13.2 Kontaminationen der PCR

Ein erhebliches Problem bei der Auswertung der PCR kann die Kontamination mit uner-
wiinschter DNA darstellen, welche durch falsche Handhabung z.B. von Pipetten oder durch
Entstehen von Aerosolen, die zu untersuchende Probe kontaminiert. Da die PCR eine sehr
sensitive Methode ist, geniigt theoretisch ein einziges DNA-Molekiil, um ein falsch-positives
Ergebnis zu erhalten. Aus diesem Grund erfolgt die Planung von entsprechend geeigneten
Negativkontrollen. Optimal ist ein Arbeiten in verschiedenen Raumen. Der Ansatz des
Mastermixes sollte rdumlich moglichst getrennt von der Probenaufbereitung erfolgen und die
Untersuchung der Amplifikate wiederum rdumlich getrennt. Zum Vermeiden von falsch-
positiven Ergebnissen kann auch die Anzahl der PCR-Zyklen gesenkt werden [Wright u.
Wynford-Thomas, 1990].
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1.14 Ziel dieser Arbeit

Aufbauend auf zahlreichen, oben beschriebenen Arbeiten und mehreren in der Arbeitsgruppe
Mikrobiologie der Universitdt Kassel durchgefiihrten Diplomarbeiten, welche mobile
genetische Elemente wie Transposons vom Typ Tn2/, Tn50! oder Tn3 in vorwiegend
belasteten Boden nachgewiesen haben, sollte in dieser Arbeit der Frage nachgegangen
werden, wie sich das Vorkommen und die Verbreitung dieser Elemente in verschiedenen
unbelasteten terrestrischen Habitaten darstellt. Auf diesem Wege sollte Information iiber die

Evolution dieser Elemente erhalten werden.

Hierzu wurden verschiedene Ansitze gewdhlt:
In einem molekularbiologischen Ansatz sollten verschiedenste, unbelastete Boden mittels
PCR auf das Vorhandensein von Leitgenen, in diesem Fall denen der Transposasen vom Typ
Tn3, Tn27 und Tn501, hin untersucht werden.

Hierzu sollte ein System entwickelt werden, welches es ermoglicht, die Gesamt-DNA aus
verschiedensten Boden mit diesem einen System einfach, schnell und reproduzierbar zu

extrahieren, um sie anschlieBend der Untersuchung mittels PCR zugénglich zu machen.

In einem parallelen Ansatz sollten aus den gleichen Boden MO mittels Selektivmedien isoliert
werden. Diese Isolate sollten anschlieBend auf genetische Marker hin untersucht werden und
die Ergebnisse mit denen welche mittels PCR erhaltenen wurden, verglichen werden.

In einem weiteren Ansatz sollte der Fragestellung dieser Arbeit mittels Mikrokosmen
nachgegangen werden. Hier sollte mit definierten Mikroorganismen versucht werden, die
Ubertragung von potentiell transponierbaren Elementen aus der autochthonen Flora
unbelasteter Boden nachzuweisen und wenn moglich diese Elemente zu isolieren und zu

charakterisieren.

Weiterhin sollten zwei in der Arbeitsgruppe vorhandene Bakterienkollektive auf das Vor-
handensein dieser transponierbaren Elemente mittels Gensondentechnik und PCR hin
untersucht werden. Eventuell vorhandene Elemente sollten isoliert und charakterisiert werden
und die so erhaltenen Ergebnisse anschlieBend mit den Ergebnissen aus den unbelasteten
Boden verglichen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite und Zubehor

Dokumentation

Minolta 7000
W-Transilluminator
Image Documentation System CS-1

Elektrophorese-Zubehor

Horizontalgel System
Netzgerdt Macrodrive 5

Elektroelutions-Zubehor

S & S Biotrap (Elutrap)
BT 1-Membran
BT 2-Membran

Zentrifugen

J2-21 Kiihlzentrifuge
JA 10 Rotor

JA 20 Rotor

Biofuge 15
Eppendorfzentrifuge
Laborzentrifuge

Bodensaulen

Sonstiges

Reaktionsgefilie

Petrischalen

Analysenwaage

Brutschrank

Eis-Maschine
Fastprepmaschine FP120
Elektroporationsgerit
Gene-Pulser mit Pulse-Controller
Gilson-Pipetman
Hybridisierungsofen
Laborautoklav VST 50/70
Mikroskop BH 2
Magnetriihrer IkaMag RET
Mikroprozessor pH-Meter 537
Prizisionswaage BA 610

Minolta, Japan
Appligene, Frankreich
Cybertech, Berlin

Eigenbau der Abt. Mikrobiologie
LKB, USA

Schleicher & Schuell, Dassel
Schleicher & Schuell, Dassel
Schleicher & Schuell, Dassel

Beckmann, USA

Heraeus Christ, Osterode
Eppendorf, Hamburg
Hermle, Gosheim

Eigenbau der Abt. Mikrobiologie

Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

BA 110 S Sartorius, Gottingen
Memmert, Schwabach
Ziegra, Isernhagen

Bio101, USA

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Abimed, Langenfeld
Appligene, Frankreich
Zirbus, Osterode

Olympus, Hamburg

IKA Labortechnik, StauEen
WTW, Weilheim

Sartorius, Gottingen
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Roller-Inkubator
Schiittelwasserbad
Sicherheitswerkbank
Speed-Vac UniVapo 100H
Spektralphotometer Uvikon 930
Tisch-Autoklav HST 250
Tisch-Rundschiittler
VacuGene XL Blotting System
Vakuumschrank

Wasserbad W19

Wasserbad 5P

3MM Filterpapier

Hybond-N Membranen

NEN GeneScreen Membran
Qiabrane Nylonmembran
Quickseal-Zentrifugenrohrchen
Schraubdeckelgldschen

Sequenzierer
LI-COR 4200

2.2 Chemikalien

Agarose NEEO Ultra Qualitét
Blocking Reagenz
Bromphenolblau
Dithiothreitol (DTT)
Ethidiumbromid
Ficoll 400
Formamid

IPTG

Lambda-DNA
Lithiumchlorid
Maleinsdure

MOPS (Morpholinopropansulfonséure)

N-Lauroylsarcosin
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Triton X-100

X-Gal

Xylencyanol

dNTP (Desoxynukleotidtriphosphate)

Schiitt, Gottingen

Julabo, Seelbad
Bleymehl, Inden

Uni Equip, Martinsried
Kontron Instruments, Eching
Zirbus, Osterode

Infors, Schweiz
Pharmacia LKB, Freiburg
Heraeus, Hanau

Haake, Karlsruhe

Haake, Karlsruhe
Whatman, England
Amersham, Braunschweig
NEN DuPont, USA
Qiagen, Hilden
Beckmann, USA
Wheaton, USA

Licor, USA

Roth, Karlruhe
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

Alle iibrigen Chemikalien waren in p. a. Qualitdt von Merck, Darmstadt.
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2.3 Antibiotika und Schwermetalle

Die folgenden Antibiotika und Schwermetalle wurden zur Selektion verwendet:

Tabelle 4: Eingesetzte Antibiotika und Schwermetalle

Name Abkiirzung | Konzentration* | Hersteller

[ng/ml]
Ampicillin Ap 100 Boehringer, Mannheim
Chloramphenicol Cm 30 Sigma, Deisenhofen
Spectinomycin Sp 45 Sigma, Deisenhofen
Sulfonamid Su 500 Sigma, Deisenhofen
Streptomycin Sm 30 Sigma, Deisenhofen
Kanamycin Km 50 Sigma, Deisenhofen
Trimethoprim Tr 100 Sigma, Deisenhofen
Tetracyclin Tc 15 Sigma, Deisenhofen
Actidion** Act 50 Sigma, Deisenhofen
Quecksilber(II)- Hg 40 Merck, Darmstadt
chlorid
Na-Pyrophosphat *** | NaPO 2,5 mM Merck, Darmstadt

* Angegeben ist die Standardkonzentration im Medium
** Zusatz bei Isolierung aus Boden zum Unterdriicken von Pilzwachstum
**% Zusatz zu Tc Medium um den Hintergrund an Tc® zu veringern

2.4 Nihrmedien

Die nachfolgenden Medien wurden nach Herstellerangaben zubereitet:

I) Nutrient-Bouillon oder -Agar (N I) (Standard [-Medium, Merck): Dieses Medium wurde als
Standardmedium fiir nichtselektive Zellanzucht von Mikroorganismen verwendet.

IT) Isosensitest-Bouillon oder -Agar (Iso) (Oxoid, Wesel): Dieses Medium wurde gewdhlt um
auf bestimmte Antibiotikaresistenzen hin selektieren zu kénnen und dabei die Wirksamkeit
einiger Antibiotika zu gewdhrleisten.

IIT) Dauerkultur-Medium (DK): Fiir die Autbewahrung von Mikroorganismen iiber einen
langeren Zeitraum wurde das folgende néhrstoffarme Medium benutzt:a) Standard II-Bouillon
(Merck) 0,3 g, b) Standard II-Agar (Merck) 1,0 g, beide A. bidest. ad 100 ml.

3 ml Schraubdeckelgldschen wurden mit dem Medium zu 2/3 gefiillt und dann im Autoklaven
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sterilisiert. Die Bakterien wurden per Stichkultur angeimpft und bei 30°C einen Tag lang

bebriitet. Falls die Kulturen gut angewachsen waren, wurden die Gliaschen verschlossen und

bei Raumtemperatur gelagert.
IV) AIX-Medium: Dieses Medium diente zur Selektion von rekombinanten Klonen mit

insertioneller Inaktivierung im -Galaktosidase-Gen des /ac-Operons nach der Klonierung in

pUC-Vektoren. Fiir 1 Liter Medium wurden folgende Komponenten in geldster Form
hinzugegeben: Ampicillin 100 mg / ml A. bidest., IPTG: 50 mg / ml A. bidest. ,X-Gal
40 mg / ml Formamid

2.5 Molekularbiologische Testkits und Enzyme

QIAEX II

Qiagen, Hilden

Digoxigenin DNA Labeling and
Detection Kit

Klenow Enzym
Restriktionsendonukleasen
RNase A

Lysozym

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Uni-Kassel AG Nellen / AG Schmidt
Boehringer, Mannheim
ABI, USA

Taqg-Polymerase

Tag-Polymerase

ABI-Prism BigDye

Terminator Cycle Sequencing Kit

Thermosequenase Amersham Pharmacia

2.6 Restriktionsendonukleasen

Tabelle 5: Restriktionsendonukleasen

Enzym Erkennungssequenz 5'-3' Puffer (10 x) * Inkubationstemperatur: 60°C,
*Inkubationstemperatur: 25°C,
Aval C/PYCGPaG H Inkubationstemperatur der anderen Enzyme:
EcoRI G/ AATTC H 37°C; Die Schrigstriche deuten die
EcoRV GAT /ATC B Schnittstellen an.
BamHI G/ GATCC B
Bgll GCCNNNN /NGGC H
BstEII° G/ GTNACC B
HindIl GTPy/PaAC B
Hindlll A/ AGCTT B
Pael (Sphl) GCATG/C H
Pstl CTGCA /G H
Rsal GT/AC L
Smal* CCC/ GGG A
Sspl AAT /ATT H
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2.7 Bakterienstimme und Plasmide

Die Bakterienstimme und Plasmide, mit denen in der vorliegenden Arbeit gearbeitet wurde,
sind mit ihren wichtigsten genetischen Eigenschaften und Angabe ihrer Herkunft (Referenz)
in den Tabellen 6 und 7 zusammengefasst. Die Nomenklatur der genetischen Marker folgt den
Vorschldgen von Novick et al. (1976) und Shaw et al. (1993).

Tabelle 6: Verwendete Bakterienstimme

Bakterienstamm Marker/Genotyp Herkunft/Referenz
E. coli C600+ recA, thi, thr, leu, tonA Cohen et al., 1972
E. coli Dh5w supE44 AlacUI169 (480 Hanahan, 1983
lacZAM15) hsdR17recAl
endAl gyrA96 thi-1 relAl
E. coli V517+ 8 Plasmide als GroB3en- Marcina et al., 1978
marker (pVAS517A-H)
E. coli SM10+ thi, tier, leu, Km', enthilt Simon et al., 1983
RP4::Mu im Chromosom
E. coli RRI+ leuB6, proA2, thil, aral4, DSMZ
DSM 4859 galK2, lac’, Sm" (Derivat
von E.coli K12 - HB101)
P. flourescens R2f Rif' van Elsas et al., 1988
P. putida "Tso" Sm', Su’, Sp', Hg' Grimme, 1995
- Grimme, 1995
P. putida
P. stutzeri IM302 Tc®, hisX1 Sikorski J. et al. 1998

+) Alle E. coli -Stdmme sind vom Typ K12
*) Bakterienstdmme, die aus Bodenproben isoliert wurden
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Tabelle 7:Verwendete Plasmide

Plasmid GroBe Marker/Genotyp Herkunft/Referenz
[kb]
RSF1010 8,7 aphC, sulll, mob Scholz P. et al., 1989
PACYC184 3,9 Cm', T¢' DSMZ
pACYC184:Tn501 | 12,2 Cm', Tc® :: Hg' Bennett P. M. et al., 1978
pPACYCI184::Tn3 8,9 Cm', Tc®:: Ap' Sherratt D., 1989
pUC 18/ 2,69 bla Norrander et al., 1983
pUC 19
pBR322 4,36 Tc', Ap" DSMZ
pBR322::Tn2411 |23 Tc', Ap' :: Spec’, Sm', | Kratz et al., 1983
Sul’, Hg'
pRB2138 45 Cm', Tp', induzierbar | Konstrukt aus: pBR322 HindlII-Pst1-
TcS Fragment; pTR262 Pstl-BamHI-
konjugativ Fragment: cI-Region von Bakteriophage
8; pACYC184 BamHI-Hindll1-
Fragment: ori, Cm’, Strukturgen fiir Tc'";
R388 Pstl-Fragment: Tp', tra [Bishop u.
Sherratt,1984]
pFLHG176HP 4,943 bla Diese Arbeit, Konstrukt aus pUC19 mit
2257 bp groBem Hindll / Pstl Insert aus
Hgl7.6
pFLHG176HPP | 4,127 bla Diese Arbeit, Subklon von
pFLHG176HP mit 1441 bp grolem
Pael Insert aus pFLHG176HP in
pUC19
pFLHG176HPPR | 3,502 bla Diese Arbeit, Subklon von
pFLHG176HP mit 816 bp groBem Pael
Insert aus pFLHG176HP in pUC19
pFLHG176HPE | 4,053 bla Diese Arbeit, Subklon von
pFLHG176HP mit 1367 bp grolem
EcoRlI Insert aus pFLHG176HP in
pUC19
pFLHG176HPER | 3,576 bla Diese Arbeit, Subklon von
pFLHG176HP mit 890 bp groBem
EcoRlI Insert aus pFLHG176HP in
pUC19
pFLHG176HPA | 3,734 bla Diese Arbeit, Subklon von
pFLHG176HP mit 1048 bp groflem
Aval Insert aus pFLHG176HP in
pUC19
pFLHG176HPAR | 3,859 bla Diese Arbeit, Subklon von

pFLHG176HP mit 1209 bp grolem
Aval Insert aus pFLHG176HP in
pUCI19
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2.8 Mikrobiologische Diagnostika

API 20 NE BioMerieux, Niirtingen
Bactident Aminopeptidase Merck Darmstadt
Bactident Oxidase Merck, Darmstadt

2.9 Isolation von Bodenbakterien aus Bodenproben

Sowohl fiir die Isolierung von Boden-Gesamt-DNA, als auch zur Isolierung von Boden-MO
wurden Bodenproben an verschiedenen ,,unbelasteten Standorten in Kassel, Mecklenburger
Seenplatte an der Kanustation Mirow und Flurstiicken entlang der Bundesstrale zwischen
Kassel und Marburg, Niederzwehren in Kassel und Habichtswald bei Kassel entnommen. Bei
den Proben aus Kassel handelte es sich um Proben aus dem Naturschutzgebiet Dénche sowie
einigen Waldstiicken im Habichtswald. Bei den Proben entlang der Bundesstralle handelte es
sich um, in einiger Entfernung zu der Straf3e liegendes, Begleitgriin dlterer Waldstiicke.

2.9.1 Bodenprobenentnahme

Pro Probe wurden ca. 100 g Boden aus dem oberen Ah-Horizont mit einer kleinen Schaufel
entnommen und in einen Plastikbeutel gegeben. Der Beutel wurde mit einem Wattestopfen
verschlossen, wiahrend des Transportes gekiihlt und bei 4°C gelagert. Die Schaufel wurde zur
Vermeidung von Kreuzkontaminationen vor jeder Probennahme mit Wasser und 70 %

Ethanol gereinigt.

2.9.2 Aufarbeitung der Bodenproben

Von jeder Bodenprobe wurden 10 g in einen Erlenmeyerkolben eingewogen und mit 10
Teilen (w/v) steriler 1,8 % Na-Pyrophosphat-Lsg. (pH 7,2) und 1 Teil (w/w) sterilen Kieseln
versetzt. Diese Ansédtze wurden fiir 30 min bei 250 rpm auf den Schiittler gestellt, um ein
moglichst breites Spektrum der vorhandenen Bodenbakterien von den Bodenpartikeln zu
16sen. AnschlieBend liel man die Grobanteile kurz sedimentieren.

2.10 Direkte Ausplattierung von Bodenbakterien auf Selektivmedium

Der Aufirag erfolgte nachdem die Grobanteile kurz sedimentiert hatten. Der Auftrag auf die
entsprechenden Selektivplatten erfolgte je nach dem anschlieBend verfolgten Zweck. Fiir
Isolierung von resistenten Kolonien ist eine Anzahl von knapp unter 10* auf einer Platte die
obere sinnvolle Grenze. Fiir Replika- oder Abklatsch-Techniken ist 4-5 x 10° die sinnvolle
Obergrenze. Der Auftrag erfolgte je eine Verdiinnungsstufe iiber und eine unter der

gewiinschten Anzahl von CFU, um sicher auf einer Platte einem verwertbaren Ausstrich zu
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bekommen. Die Verdiinnung wurde bei AB oder Schwermetallen als Zusatz im
Selektivmedium drei bis vier Potenzen iiber der zu erwartenden Anzahl von ~10° CFU g
Boden angesetzt, da nur ein geringer Teil der BMO resistent ist.

2.11 Anreicherung von Bodenbakterien durch Fliissie-Subkultivierung

Von dem Uberstand der Nas-P,O; Lsg. wurde 1 ml zu 25 ml selektivem Wachstumsmedium
pipettiert und bei RT mit 200 rpm auf dem Schiittler inkubiert, bis eine deutliche Triibung
sichtbar wurde. Um das unerwiinschte Wachstum von Pilzen zu unterdriicken, wurde Actidion
zugesetzt. Die so behandelten Boden-Mikroorganismen wurden wiederholt in frisches
Selektivmedium iiberimpft. Sobald die Kulturen eine ODs46 > 0,5 erreicht hatten, wurden sie
in einer 1:50-Verdiinnung mit neuem Medium versehen und erneut bis zur oben genannten
Triibung bei RT auf einem Schiittler inkubiert. Nach dreimaliger Subkultivierung wurden die
Mikroorganismen auf Selektivagarplatten ausplattiert.

2.12 Reinzucht der Antibiotika-resistenten Bakterien

Im Anschluss an die Fliissig-Subkultivierung erfolgte die Reinzucht (Vereinzelung) der Anti-
biotikaresistenten Mikroorganismen auf den entsprechenden Agarplatten. Jeweils 100 pl
Fliissigkultur wurden nach geeigneter Verdiinnung auf einer Selektiv-Agarplatte mit einem
Drigalskispatel ausgespatelt und bei 30°C fiir 1-2 Tage bebriitet. Einzelne Kolonien wurden
dann mit einem spitzen Glasstab gepickt und im "Dreistrich Verfahren" auf neue Platten
iibertragen. Diese Vereinzelung erfolgte mindestens zweimal. War das makroskopische und
mikroskopische Erscheinungsbild einheitlich, wurde die Kultur als Reinkultur angesehen.

2.13 Stammhaltung

Die Haltung der Bodenisolate erfolgte nach zwei verschiedenen Methoden:

1. Damit die Mikroorganismen jederzeit fir Versuche zur Verfiigung standen, wurden die
Isolate auf Agarplatten aufbewahrt. Angewachsene Platten wurden, um sie vor dem Aus-
trocknen zu schiitzen, mit Parafilm abgedichtet und bei 4°C im Kiihlraum gelagert. Spatestens
nach drei Wochen erfolgte die Uberimpfung auf frische Platten.

2. Fiir die langfristige Lagerung wurden Dauerkulturen angelegt.
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2.14 Priparation von DNA

2.14.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die einzelnen Nukleotide der DNA haben ihre Absorptionsmaxima zwischen 253 nm und 271
nm bei pH 7,0. Zur Konzentrationsbestimmung nach Clark und Switzer [1977] wurde ein
Aliquot der DNA-Losung in eine Quarzkiivette iiberfiihrt und mit einem Spektralphotometer
bei 260 nm vermessen. Folgende Nidherungswerte lagen der Konzentrationsbestimmung
zugrunde:

Doppelstrangige (ds) DNA: 1 OD,gpnm entspricht 50 pg / ml

Einzelstrangige (ss) DNA: 1 ODygonm entspricht 33 ug / ml

Einzelstrangige (ss) RNA: 1 ODygonm entspricht 40 pg / ml

Verunreinigungen konnten durch die Bestimmung der Extinktion bei 230 nm, 260 nm

und 280 nm und Bildung der Quotienten Essonm / E230nm und Eagonm / Easonm festgestellt
werden. Dabei gelten folgende Richtwerte [Marmur, 1961]:

E260nm/ E230nm < 2,2 und E60nm / E280nm >1,9

2.14.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Reinkulturen

2.14.3 Plasmidpriparation nach Panayotatos [1987] ., modifiziert

Dieses ist eine schnelle Methode zur Plasmidisolation. Die praparierte DNA ist anschlieend

fiir molekularbiologische Analysen geeignet.

Losungen:

1. Tris/HCI, pH 8,0 50 mM

2. Lysozym-Stammldsung:
Lysozym 10 mg
Tris/HC], pH 8,0 1 ml

3. LiCl-Ethanol-Losung: (-20 °C)
Lithiumchlorid 0,6 M
Ethanol 99 %

4. Kirby-Mix:
Phenol 440 ml
o-Kresol 60 ml
Hydroxychinolin 0,1g

Tris/HCI, 1 M, pH 8,0

Phenol und Kresol wurden im Wasserbad bei 70°C geschmolzen, mit Hydroxychinolin
versetzt und bis zur Sattigung 2 x im Scheidetrichter mit 0,5 1 Tris/HCI ausgeschiittelt.

5. Kirby-Chloroform:
Kirby-Mix 1 VT
Chloroform 1 VT
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6. Chloroform-Isoamylalkohol:
Chloroform 24 VT
Isoamylalkohol 1 VT

Durchfiihrung:

5-10 ml einer Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation geerntet. Das Zellpellet wurde in
0,4 ml Tris/HCI suspendiert, in ein Eppendorf-Cup iiberfiihrt und zum Zellaufschluss mit 50
ul Lysozymlosung versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min bei Raumtemperatur
wurde die Losung vorsichtig mit 400 pl Kirby-Mix gemischt und 20 min in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge abzentrifugiert (13.000 rpm, RT). Der wisserige Uberstand wurde
abpipettiert. Triilbe Uberstinde wurden nochmals mit 1 VT Kirby-Chloroform behandelt.
AnschlieBend wurde durch die Zugabe von 1 VT Chloroform-Isoamylalkohol das restliche
Phenol entfernt. Mit 2,5 VT 0,6 M LiCI in Ethanol wurde flir 15 min bei —20°C gefallt. Durch
eine 30 miniitige Zentrifugation mit 15.000 rpm bei 4°C in der Kiihlzentrifuge wurde die
gefillte Plasmid-DNA pelletiert. Der Uberstand wurde vollstindig abgekippt und das Pellet in
einer Speed-Vac getrocknet. Dieses wurde dann in 40 ul A. bidest. aufgenommen und stand
nun fir weiteren Analysen zur Verfligung. Im Anschluss an einen folgenden
Restriktionsverdau wurde zur Beseitigung von evtl. vorhandener RNA 1 ul RNase A
zugegeben und fiir 5 min bei 37°C inkubiert.

2.14.4 Plasmidpriparation nach Kado und Liu [1981]. modifiziert

Diese Methode basiert auf einer alkalischen SDS-Lyse mit anschlieBender Abtrennung der
Zellproteine durch Phenol.
Sie ist vor allem fiir die Préparation von grofleren Plasmiden (> 20 kb) geeignet.

Losungen:

1. TE-Pufter:
Tris/HCI, pH 7,9 40 mM
EDTA 2 mM

2. SDS-Losung:
Tris/NaOH, pH 12,3 50 mM
SDS 3 % (W/v)

Durchfiihrung:

Die Zellen aus 5 ml einer Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation geerntet, in 130 ul
TE-Puffer suspendiert und in ein Eppendorf-Cup iiberfiihrt. Nach Zugabe von 265 1l SDS-
Losung wurde kriftig durchmischt. Dann wurde die Suspension fiir 30 min bei 37°C inku-
biert, mit 800 il Kirby-Mix versetzt und die beiden Phasen durch langsames horizontales
Rollen des GefaBes durchmischt. Es folgte eine Zentrifugation fiir 20-30 min bei 4°C in einer
Kiihlzentrifuge. Der klare Uberstand (20-200 ) wurde vorsichtig mit einem 1000-ul-Pipet-
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man abgezogen und konnte direkt in einer Agarosegel-Elektrophorese eingesetzt werden. Um
die so erhaltene DNA mit Restriktionsendonukleasen spalten zu koénnen, wurden direkt An-
schlieBend weitere Reinigungsschritte mit Kirby-Chloroform, Chloroform-Isoamylalkohol
und eine Ethanol- oder Isopropanol-Fillung durchgefiihrt. Eine hohere Ausbeute an DNA
erhielt man, indem man das Verhdltnis von TE-Puffer und Kirby-Mix zugunsten des TE-
Puffers verdnderte. Auch eine erhdhte Inkubationstemperatur von 50 °C fiihrte bei einigen
Stammen zu einer besseren Lyse und damit hoherer DNA-Ausbeute.

2.14.5 Plasmidpriparation nach Allen [1994]

Diese Methode kombiniert Lysozym-Lyse mit alkalischer SDS-Prézipitation und ist fiir sehr
grofie Plasmide (Megaplasmide) bis ca. 250 kb geeignet.

1. Lyse-Puffer:

Tris/HCI, pH 8,0 24 mM

EDTA 9 mM

Glucose 50 mM

Saccharose 0,73 M

Lysozym 1 mg/ml
2. SDS-Losung:

NaOH 200 mM

SDS 1% (W/v)
3. Ammoniumacetat-Lsg.1:

NHsAc 7,5M
4. Ammoniumacetat-Lsg.2:

NHsAc 2 M
5. TE-Puffer:

Tris/HCI, pH 7,9 40 mM

EDTA 2 mM
Durchfiihrung:

Die Zellen aus 0,5 - 1 1 Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert, in 13,5 ml Lyse-Puffer
resuspendiert und bei 37 °C fir 15 min inkubiert. Hierauf wurden 10 ml SDS-Lsg
hinzugegeben, durch Kippen gemixt und fiir 15 min auf Eis gelegt. Nach Zugabe von 13 ml
7,5 M NH4Ac-Lsg wurde fiir weitere 15 min inkubiert. Der Uberstand wurde 10 min mit 5000
rpm zentrifugiert und durch ein Baumwolltuch gefiltert. 15 ml Isopropanol wurden zugesetzt
und nach weiterer Inkubation von 15 min bei RT wurde der Zellextrakt erneut fiir 10 min bei
5000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml 2 M NHsAc-Lsg resuspendiert und fiir 15
min auf Eis gelegt. Der Uberstand wurde mit 2 ml Isopropanol versetzt und nach 10 min bei
RT erneut 15 min mit 5000 rpm zentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurde 15 min bei RT
getrocknet und in 250 pl TE-Puffer aufgenommen.
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2.14.6 Plasmidpriparation mit QIAGEN-Anionenaustauschersiulen

Durch die Verwendung von Anionenaustauschersdulen kann der Einsatz von Phenol zur
Abtrennung von Zellproteinen umgangen werden. Diese Sdulen sind in verschiedenen
GroBen, d.h. mit unterschiedlichen Bindungskapazititen fiir Plasmid-DNA aber gleicher
Saulenmatrix, kommerziell erhdltlich. Die gleichen Sdulen nur in besser Qualitdt werden auch
als Sdulen zum Aufreinigen von genomischer DNA von der gleichen Firma angeboten ( s.u.)
Mini-Siulen (Qiagen-tip 20) haben eine Kapazitit, die auf 20 pg Plasmid-DNA begrenzt ist.
Fiir Praparationen in grofBerem Maf3stab stehen Midi- (Qiagen-tip 100, bis 100 pg) und Maxi-
Sdulen (Qiagen-tip 500, bis 500 pg) zur Verfiigung. Bei dem Qiagen-System zur
Plasmidpriparation erfolgt der Aufschluss der Zellen mittels alkalischer SDS-Lyse.
AnschlieBend erfolgt an der Saulenmatrix die selektive Bindung der Plasmid-DNA.
Mitgeschleppte Proteine und andere Kontaminanten werden, wiahrend die Plasmid-DNA an
der Sdulenmatrix gebunden ist, durch Spiilen der Sdule entfernt. Die Ablésung der
gebundenen DNA erfolgt durch die Wahl geeigneter pH-Werte und der Salzkonzentration.
Die Sdulen wurden nach Gebrauch mit QF-Puffer gespiilt, in QBT-Puffer gelagert und ab-
weichend von den Herstellerangaben bei Experimenten mehrfach benutzt, bei denen Kreuz-
kontaminationen keine Rolle spielten.

Losungen:
1. Puffer P 1: (Resuspensionspuffer), pH 8,0, +4°C
Tris/HCI 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 100 pg/ml
2. Puffer P2: (Lysepuffer), RT
NaOH 200 mM
SDS 1 % (W/v)
3. Puffer P3: (Neutralisationspuffer), pH 5,5, +4°C
Kaliumacetat 3iM
4. Puffer QBT: (Equilibrierungspufter), pH 7,0
NaCl 750 mM
MOPS 50 mM
Ethanol 15 % (v/v)
Triton X-100 0,15 % (v/v)
5. Puffer QC: (Waschpuffer), pH 7,0
NaCl 1M
MOPS 50 mM
Ethanol 15 % (v/v)
6. Puffer QF: (Elutionspuffer), pH 8,5
NaOH 1,25M
Tris/HCI 50 mM
Ethanol 15 % (v/v)
7. TE-Puffer: pH 8,0
Tris/HCI 10 mM
EDTA 1 mM
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Durchfiihrung:

Je nach Menge der zu préparierenden Plasmid-DNA und ihrer vorliegden Kopienzahl in der
Zelle (high- oder low-copy Plasmide) wurden 5 - 15 ml einer Ubernachtkultur fiir eine Mini-
Praparation mit Qiagen-tip 20, 25-150 ml oder 100-350 ml (Midi/Maxi-Préparation mit
Qiagen-tip 100/500) durch 5-15 miniitiges Zentrifugieren bei 8000 rpm geerntet. Das
Zellpellet wurde in 0,3 (4 / 10) ml P1 resuspendiert und mit dem gleichen Volumen P2
versetzt. Der Ansatz wurde durch mehrmaliges Kippen vorsichtiges durchmischt und dann fiir
nicht ldnger als 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Darauthin wurden 0,3 (4 / 10) ml
gekiihlter P3 hinzu gegeben, wieder vorsichtig durch Kippen gemischt und fiir 10 (15 / 20)
min auf Eis inkubiert. Dann wurde das Lysat fiir 15 (30) min mit 10.000 (15.000) rpm bei 4°C
zentrifugiert und der wissrige Uberstand auf eine Qiagen-tip 20 (Qiagen-tip 100/ 500) Siule
aufgetragen, die zuvor mit 1 (4 / 10) ml QBT equilibriert wurde. Nach viermaligem
(zweimaligem) Waschen der Sdule mit jeweils 1 ml (10 / 30) QC, wurde die Plasmid-DNA
mit 0,8 (5 / 15) ml QF von der Sdule eluiert. Die Prézipitation der Plasmid-DNA erfolgte
durch Zugabe von 0,7 VT Isopropanol zum Eluat, welches dann 30 min bei > 10.000 rpm und
4°C zentrifugiert wurde, so dass die DNA pelletiert wurde. Der Uberstand wurde vollstindig
abgekippt, das Sediment zum Entfernen des Restsalzes mit 1 (5 / 15) ml -20 °C kaltem 70 %
Ethanol gewaschen und durch Zentrifugation erneut pelletiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgekippt und das Pellet in einer SpeedVac getrocknet. Zum Schluss wurde die
DNA in einem geeigneten Volumen A. bidest. aufgenommen.

2.15 Priaparation von Zell-Gesamt-DNA

2.15.1 Praparation von Bakterien-Genom mit Guanidiniumhvydrochlorid mittels
Qiagen-Siulen nach Giinther (1996)

Diese Methode basiert auf einer totalen Lyse aller Zellbestandteile auBler der DNA. Man
erreicht den AufschluB der Zellen durch die Kombination einer Multienzym- mit einer
Alkali-Lyse in zwei Schritten. Diese Methode arbeitet normaleweise mit Qiagen-Genomic-
Sdulen. Doch die Verwendung von Qiagen-tip 20 Sdulen, welche normalerweise nur zum
Aufreinigen von Plasmiden benutz werden, brachte vergleichbare Ergebnisse. Laut Auskunft
des Herstellers handelt es sich bei den Genomic-Tips lediglich um eine bessere Qualitdt der

Plasmidsdulen.
Losungen:
1. Puffer P 1: (enzymatischer Lysepuffer)

Tris/HCI 50 mM
EDTA 50 mM
RNase A 100 pg/ml
Tween 20 0,5 %
Triton X-100 0,5 %
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2. Puffer P 2:  (chemischer Lysepuffer)

Guanidiniumhydrochlorid 3iM

Tween 20 20 % (w/v)
4. Puffer QBT, QC und QF siehe2.14.6
5. Lysozymlsg,.1: 100 mg/ml
6. Proteinase K-Lsg, L.2: 20 mg/ml

Durchfiihrung:

Fiir eine Mini-Sdule (tip 20) sollen nicht mehr als 4 x 10° Zellen zum Einsatz kommen. Dies
entsprach 0,4-0,8 ml einer Ubernachtkultur. Durch 1- 3 miniitiges Zentrifugieren bei 3000 -
5000 g pelletierten die Zellen. Das Pellet wurde in 1 ml P1 resuspendiert und gevortext und
nach Zugabe von 20 pl L1 und 45 pl L2 fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Darauthin wurden
0,35 ml P2 hinzugegeben, durch Kippen griindlich gemischt und fiir 30 min bei 50 °C
inkubiert. Nach 5-10 sec Vortexen wurde das Lysat auf eine Qiagen-tip 20 Siule aufgetragen,
die zuvor mit 1 ml QBT equilibriert wurde. War das Lysat zu zéhfliissig, wurde mit 1 VT
QBT verdiinnt. Nach dreimaligem Waschen der Sdule mit jeweils 1 ml QC, wurde die DNA
mit 2 x 0,8 ml QF von der Séule eluiert

2.15.2 Lyse mit Proteinase K

Zur Lyse der Bakterien wurden 20 ul der Proteinase K-Losung mit 2 ml Lysispuffer
vermischt. Die Bakterien wurden in 200 ul Lysispuffer resuspendiert und eine Stunde bei

56 °C inkubiert. Durch 10 min Inkubation im Wasserbad bei 100 °C wurde die Proteinase K
inaktiviert, um beim Durchfiihren einer PCR eine Denaturierung der Tag-Polymerase in der
anschlieBenden PCR zu verhindern.

Lysispuffer Proteinase K:  10x PCR-Reaktions-Puffer 1 ml
Proteinase K (20 mg/ml) 100 pl
Tween20 50 ul
A. bidest. ad 10 ml

Der Lysispuffer wurde ohne Proteinase K hergestellt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
Die in A. bidest. geloste Proteinase K wurde ebenfalls portioniert und bei —20 °C gelagert.

2.15.3 Lyse durch Hitzebehandlung

Die Proben wurden in 1 ml A. bidest. suspendiert und im Wasserbad bei 100 °C 5 min
inkubiert.

2.15.4 Lyse durch Mikrowellenbehandlung

Die Proben wurden in 1 ml A. bidest. suspendiert und im Mikrowellenherd bei 650 W 2-5
min inkubiert.
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2.15.5 Praparation von genomischer DNA nach Current Protocols in Molecular Biology

Bei dieser Methode erfolgt die Entfernung der denaturierten Proteine und Polysaccharide
durch Komplexbildung mit CTAB in Kombination mit Phenol [Ausubel et al. 1998].

Losungen:
1. TE-Pufter:
Tris/HCI, pH 7,9 40 mM
EDTA 2 mM
2. SDS-Losung:
SDS 10 % (w/v)
3. NaCl-Losung:
NaCl 5M
4. CTAB/NaCl-Lsg:
CTAB 10g
NaCl 4,1¢
A. Bidest. ad. 100 ml
5. Pronase K -Isg: 20 mg/ml

6. Kirby-Mix, Kirby-Chloroform, Chloroform-Isoamylalkohol siche 2.14.3

Durchfiihrung:

Das Zellpellet von 20 ml UN-Kultur (ODs46 1,5-2,0) wurde in 5,7 ml TE-Puffer resuspen-
diert. Nach Zugabe von 300 ul SDS-Losung und 30 pl Pronase K -Isg. wurde die Suspension
1 h bei 37 °C inkubiert. Hierzu wurden 1 ml 5 M NaCI und 800 pul CTAB/NaCl Losung
zugegeben und fiir 10 min bei 65 °C inkubiert. Die restlichen Proteine wurden durch 1VT
Kirby-Mix extrahiert (siche2.14.3). Dieses Verfahren wurde mit dem wissrigen Uberstand
erst mit 1 VT Kirby-Chloroform und danach mit 1 VT Chloroform-Isoamylalkohol
wiederholt. Je 80 ul dieses so gewonnenen Uberstandes wurden in ein Eppendorf-Cup
iiberfiihrt und die DNA mit 0,7 VT Isopropanol gefillt. Die DNA wurde im Cup getrocknet
und bei - 20 °C gelagert.

2.16 Uberpriifung der Vollstindigkeit der Bakterienlyse

Die Aufschlussmethoden wurden ebenfalls auf die Vollstindigkeit der Lyse der eingesetzten
Bakterien hin untersucht. Es wurde jeweils der mit exogenen Bakterien versetzte Boden mit
den entsprechenden Methoden behandelt und anschlieBend darauthin untersucht, wie viele
von den zugesetzten Bakterien bzw. den autochthonen Bakterien anschlieBend nachgewiesen
werden konnten. Es wurden standardmiBig 10° Zellen g' Boden eingesetzt. Hierbei wurde
ausgenutzt, dass die eingesetzten, pUC19 beherbergenden Bakterien, hier P. stutzeri und FE.
coli, auf AIX- Medium in blauen Kolonien wuchsen. Alle Priparationsmethoden wurden so
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auf die Vollstdndigkeit ihrer Lyse hin untersucht. Das Debris der Bodenpréparationen wurde
hierzu in 1 ml 0,9% NaCl-Lsg. aufgeschlimmt und, nachdem sich die Lésung durch Sedi-
mentieren wieder geklirt hatte, 150 pl ausplattiert. Die Bebriitung erfolgte UN bei 37 °C fiir
E. coli und bei 18 °C fiir P. stutzeri, jeweils 48 h auf AIX Medium. Ein weiteres Uberimpfen
von 150 pl dieser Losung auf NI-Medium zum Uberpriifen des Gesamtwachstums, erfolgte
bei allen Aufschlussmethoden. Der unaufgeschlossene Boden wurde ebenfalls ausplattiert.
Die Bebriitung erfolgte bei RT fiir 48 h. Allen Platten war Actidion zugesetzt um

Pilzwachstum zu verhindern.

2.17 Isolierung von Gesamt-DNA aus Boden

2.17.1 Aufschluss von Boden mit Fastprep-System nach Giinther

Bei dieser Methode handelt es sich um einen physikalischen Aufschluss von Boden und allen
darin befindlichen Zellen. Hiebei wird nicht zwischen MO und anderen Zellen unterschieden.

Losungen: QBT-Puffer siche 2.14.6
QC-Pufter siche 2.14.6
QF-Puffer siche 2.14.6
MP (Milchpulver-Stammlsg.) : 0,4 g/ ml QBT-Pufter
Isopropanol 100 %ig
Ethanol 70 %ig -20 °C

Material: Aufschluss-Cups

Vorbereiten der Aufschluss-Cups:
Hierzu wurden verschraubbare 2 ml Reaktionsgefifle mit Standfull wie folgt befiillt:

Glasperlen je 0,7g
Seesand (ausgegliiht) 0,4¢g
Glaskugel 1

Das Gewicht aller Cups wurde mit Sand austariert.

Durchfiihrung:

Die Aufschluss-Cups wurden mit 0,5 g des gut durchmischten Bodens befiillt, wobei
moglichst keine groBeren Festkorper eingefiillt wurden. AnschlieBend wurden 900 ul QBT-
Puffer zugesetzt, sowie 100 pl MP-Stlsg. Die Cups wurden nicht mehr als zu 7/8 befiillt.

Der Aufschluss erfolgte in der ,,Fastprepmaschine” FP120, Stufe 5,5 fiir 30 sec Bei 14000
rpm 3 min wurde abzentrifugiert, war der Uberstand immer noch triibe wurde er fiir weitere 2-
3 min zentrifugiert.

War der Uberstand noch braunlich, wurde er mit weiterer MP-Stlsg. versetzt und erneut
zentrifugiert. An dieser Stelle kann mit Puffer P2 und P3 gefillt werden, falls der Uberstand
zu viskos oder triib ist. Der Uberstand war nun bereit zum Auftragen auf die Anionen-

tauschersdule Qiagen-Tip 20 oder Genomic-Tip 20 (siche 2.14.6).
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2.18 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Um anschlieBend der Frage nachzugehen, ob innerhalb einer Bodenprobe der gleiche, natiir-
licherweise vorkommende genetische Marker wiedergefunden werden kann, wurden sowohl
die vorhandenen Bodenprobe als auch spiter, durch das Nehmen weiterer Bodenproben am
gleichen Ort, die Boden bei denen ein Transposasegen nachgewiesen werden konnte, weiter
untersucht.

Aus der vorhandenen Bodenprobe wurden weitere Aliquots genommen und auf das Vorhan-
densein von Transposasgenen untersucht. Es wurde aus jeweils fiinf weiteren Aliquots DNA
isoliert und auf das Vorkommen von tnpA mittels PCR untersucht. Des Weiteren wurden um
den Entnahmeort der Probe je drei weitere Proben genommen und von diesen Proben je sechs
Aliquots, also insgesamt 18 Prdparationen pro Fundstelle, auf das Vorhandensein von tnpA
hin untersucht. Bei einigen der Boden, bei denen in der Préparation der ersten Bodenprobe
keine Transposase nachgewiesen werden konnte, wurde ebenfalls mehrfach prapariert.
Weiterhin wurden neue Bodenproben an der gleichen Stelle genommen und nochmals

prapariert.

2.19 Nachweis und Charakterisierung von DNA

2.19.1 Einsatz von Restriktionsendonukleasen

Fir die Charakterisierung von Plasmid-DNA wurde diese durch Typ-II-Restriktions-
endonukleasen in spezifische Fragmente gespalten. Restriktionsenzyme dieser Art erkennen
spezifische kurze DNA-Sequenzen (Tetra- bis Hexanukleotide) und schneiden innerhalb
dieser Erkennungssequenz. Dabei kdnnen glatte (blunt ends) oder {iberstehende (sticky ends)
Enden entstehen [Winnacker, 1985].

Die enzymatische Verdauung préparierter Plasmid-DNA erfolgte nach Herstellerangaben,
normalerweise in einem Ansatz von 30-100 ul Gesamtvolumen mit 3-10 pl Enzympuffer
(10x) und ca. 10 U Restriktionsenzym bei der angegebenen Temperatur fiir 60 min. Dafiir
wurde eine DNA-Konzentration von moglichst nicht mehr als 1 pg/U gewahlt.

2.19.2 Nachweis von DNA durch Agarosegel-Elektrophorese

Nukleinsduren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Riickgrats negativ geladen. Dies macht
man sich beim Auftrennen von DNA zu Nutze. Im Agarosegel wird DNA elektrophoretisch
nach ihrer Grofe getrennt, d. h. sie wandert im elektrischen Feld. Dabei ist die Beweglichkeit
linearer DNA-Fragmente innerhalb eines bestimmten GroBenbereiches proportional dem
Logarithmus ihrer Molekulargewichte [Sambrook, 1989].
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Losungen:
1. Elektrophorese- ( TBE-) Puffer: (10 x)
Tris 154,5¢
Borsdure 26,2 ¢
EDTA Og
A. bidest. ad. 1000 ml
2. Agarosegel:
Agarose 0,7 - 1,2 % (W/v)

TBE-Puffer (10x) 0,1 VT

3. Farbmarker: (10x)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylencyanol 0,25 % (w/v)
Ficoll 400 1,5 % (w/v)

4, Ethidiumbromid-Farbelosung:
Ethidiumbromid 1 mg/1

Durchfiihrung:

Es wurden horizontale Submers-Agarosegele der Grofie 25 x 20 und 8 x 10 cm hergestellt.
Fir grole Gele wurden 400 ml und flir kleine Gele 80 ml, bzw. 20 ml Agarose-Lésung
zubereitet und in Plexiglaswannen mit eingesetztem Probenkamm gegossen. Nach dem
Erstarren der Agarose wurde das Gel in eine mit TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresewanne
gesetzt und mit den DNA-Proben beschickt, die zuvor mit 0,1 VT Farbmarker (bei
ungeschnittenen Plasmiden bis zu 1 VT Farbmarker um ein Auftreiben der Proben zu
verhindern) versetzt wurden. Die Elektrophorese der grolen Gele erfolgte bei 40 V (100 mA)
iiber Nacht, die der kleinen Gele bei 80 - 100 V fiir ca. 2 h, bzw. fiir 20-30 min bei 20 ml
Gelen. Anhand der mit aufgetragenen GroBenstandards konnte die Grofe unbekannter
Plasmide oder DNA-Fragmente bestimmt werden. Als GroBenstandards fiir ungeschnittene
DNA dienten die Plasmide aus E. coli V517 (pVAS 17 A-H) sowie die Plasmide RP4 und
RSF1010, fir geschnittene DNA wurde mit Psfl geschnittene i-Phagen-DNA verwendet.
Nach 5 - 30 miniitiger Firbung im Ethidiumbromid-Farbebad wurde die DNA auf einem UV-
Transilluminator bei 312 nm sichtbar gemacht. Man macht sich hierbei zu Nutze, dass
Ethidiumbromid zwischen DNA-Basen interkaliert und in UV-Licht fluoresziert.

2.20 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen mit QIAEX 11

Durch Einsatz eines Silica-Gels (QIAEX II) konnen DNA-Fragmente selektiv aus Agarose-
gelen extrahiert werden. In Gegenwart einer hohen Salzkonzentration bindet die DNA an
diese Matrix. Nach den anschlieBenden Waschvorgéngen kann die DNA mit Wasser eluiert
werden. Die auf diese Weise gewonnene DNA kann z.B. in Ligations- oder Markierungs-
reaktionen eingesetzt werden. Ein Vorteil dieser Methode liegt darin, dass sie im Gegensatz
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zu anderen Methoden ohne Natriumjodid auskommt. Hierdurch wird die Effizienz von
enzymatischen “downstream” Reaktionen nicht durch noch vorhandenes Nal reduziert.

Losungen:

1. Matrix (QIAEX IT)

2. Puffer QX 1™

3. Waschpufter PE

4. Na-Ac, pH 5,0 M

Durchfiihrung:

Nach einer elektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente wurden einzelne DNA-
Banden aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Cup fliberfiihrt. Je nach Gewicht der
Gelstiicke und der Grofle der ausgeschnittenen DNA-Fragmente wurde die entsprechende
Menge an QX 1-Puffer und QUIAEX II zugegeben. Um den fiir die effektive Adsorption
benétigten pH-Wert von <7,5 zu gewihrleisten, wurden 10 pl Na-Ac zugegeben. Durch
Erhitzen auf 55°C im Thermoblock unter mehrfachem Vortexen wurde die Agarose restlos
geschmolzen und gelost. AnschlieBend wurde der Matrix-DNA-Komplex durch kurze
Zentrifugation (30 s) in der Eppendorfzentrifuge pelletiert, der Uberstand verworfen, das
Pellet noch einmal mit QX 1 gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde durch
zweimaliges Waschen mit PE-Puffer und Zentrifugieren von Salzresten befreit. AnschlieBend
wurde das Pellet bei RT getrocknet und dann in 25 - 50 ul A. bidest. resuspendiert, um die
DNA von der Matrix zu 16sen. Nach 5 min wurde kurz abzentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig abpipettiert; die in ihm enthaltene DNA stand nun zur weiteren Bearbeitung zur
Verfligung.

2.21 Elektroelution mittels Elutrap (Biotrap)

Bei der Elektroelution werden geladene Molekiile durch ein elektrisches Feld aus einem
Elektrophoresegel herausgelost. Nach der Auftrennung von DNA durch Agarosegel-
Elektrophorese wurde der Gelabschnitt, welcher die DNA von Interesse enthielt, heraus-
geschnitten und zu ca. 5 x 5 mm groBen Wiirfeln zerkleinert. AnschlieBend erfolgte das
Einlegen der Wiirfel in die Elutionsvorrichtung. In der verwendeten Biotrap erfolgte die
Separation innerhalb einer von zwei Membranen begrenzten Kammer iiber eine spezielle
Membran hinweg und das Eluat kann anschlieBend aus einer separaten Sammelkammer
abpipettiert werden. Die Elution lief tiber Nacht bei 80-100 V, so dass sich am néchsten
Morgen ca. 500 - 1000 ul Eluat, welches die gesuchte DNA enthielt, aus der Falle entnehmen
lieB. Die Elution lief in demselben Puffer, in dem die urspriingliche Gelelektrophorese
stattfand.

2.22 Nachweis von Plasmidfunktionen
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Konjugativer Plasmidtransfer

2.22.1 Agarplattenmating

Je eine Kolonie eines Donor- und Rezipientenstammes wurde in der Mitte einer fiir beide
Stamme selektiven Agarplatte oder NI-Platte vermischt und nach 2-6 h im Brutschrank iiber
die gesamte Platte ausgestrichen. Ubernacht gewachsene Kolonien wurden pripariert und auf
Plasmide hin untersucht.

2.22.2 FKliissigmating

Alternativ zu 2.22.1 wurden Zellen iibernacht selektiv angezogen, abzentrifugiert und in nicht
selektivem Medium resuspendiert. Die so erhaltenen Fliissigkulturen des Donor- und
Rezipientenstammes wurden gemischt und bei 30 °C ohne Schiitteln fiir 2 - 3 h inkubiert und
anschliefend selektiv ausplattiert.

2.22.3 Transformation durch Elektroporation kompetenter Zellen

Bei dieser Methode wird die Permeabilitdt der bakteriellen Zellmembran durch das kurz-
zeitige Anlegen einer hohen Spannung voriibergehend erhoht. Gleichzeitig angebotene DNA
kann von den Zellen nun aufgenommen werden.

Fiir die Herstellung kompetenter Zellen zur Transformation durch Elektroporation wurden die
Bakterienzellen aus einer UN in frisches Medium iiberimpft. Bei einer ODs45 von 0,5 - 1
wurden die Zellen bei 8000 rpm, 10 min, 4°C geerntet. Dann wurden die Zellen zweimal mit
kaltem, sterilem Leitungswasser gewaschen, anschliefend in kaltem Leitungswasser aufge-
nommen und zu 200 ul aliquotiert auf Eis gestellt. Es kamen auch kompetente Zellen zum
Einsatz, welche als Zellsuspension bei -20 °C in einer Losung aus 25 % Glycerin und sterilem
Leitungswasser gelagert wurden waren. Diese Zellsuspension wurde ebenfalls zu 200 pl
aliquotiert und kam wie die Aliquots in Leitungswasser zum Einsatz. Diese Aliquots wurden
mit Vektor- oder Plasmid-DNA versetzt und in einer vorgekiihlten Elektroporations-Kiivette
(Elektrodenabstand: 0,2 cm) im BioRad Gene-Pulser bei einer Geréteeinstellung von 2,5 kV,
200 Ohm und 25 pFD elektroporiert. Bei diesen Einstellungen wird eine Feldstérke von 12,5
kV/cm erreicht. Danach wurden die Zellen sofort mit 2 ml Iso-Medium aus den Kiivetten in
ein Reagenzglas gespiilt und fiir 1 h bei RT bei langsamer Drehung auf einem Inkubations-
roller inkubiert. Nach anschlieBendem Abzentrifugieren wurden die Zellen in verschiedenen
Verdiinnungen auf Selektivmedium (i.d.R. AIX) ausplattiert und {iber Nacht bebriitet. Von
diesen Platten wurden die Klone vereinzelt. Eine Kontrolle der Elektroporationsergebnisse
erfolgte durch charakteristisches Schneiden mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen
oder PCR und anschlielendem Auftrennen der Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese.
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2.22.4 Nachweis von Transpositionsereignissen mittels Plasmiden

Zum Nachweis von Transpositionsereignissen konnen Plasmide eingesetz werden. Diese
Methode wird unter Laborbedingungen angewandt um transponierbare Elemente und deren
Féhigkeit zur Transposition nachzuweisen [McGregor, 2003, Bishop u. Sherratt, 1984;
Gerlach u. Wiedemann, 1985]. Transponiert ein Element in solch einer Weise in ein Plasmid,
dass sich der Phénotyp des MO éndert, so kann man nach dem verdnderten Phénotyp screenen
und so eine Transposition nachweisen. Dies kann grundsdtzlich nach drei Vorgehensweisen
erfolgen:

Durch Insertion eines Elementes in ein Plasmid kann der MO eine zusitzliche Eigenschaft
hinzugewinnen, welche sich im Phanotyp duflert und nach der gescreent werden kann (siche
1.1.1.) Als zweite Moglichkeit kann sich durch Inserieren eines Elementes in ein Gen des
Plasmides der Phénotyp eines MO so dndern, dass eine Eigenschaft des MO entfillt oder
drittens kann ein Plasmid so konstruiert sein, dass durch Insertion in einen bestimmten
Bereich ein bestimmter Phanotyp ausgebildet wird. Im ersten Fall kann man nie ganz sicher
sein, ob eine Transposition stattgefunden hat oder der MO ein weiteres Plasmid erworben
hat, welches den Phénotyp verdndert. Im zweiten Fall ist man auf eine aufwéndige
Replikatechnik angewiesen. Der letzte Fall hingegen ermdglich ein schnelleres
Positivscreening, da man nicht auf Replikatechnik angewiesen ist. Alle Methoden haben den
Vorteil, dass man das transponierte Element anschlieBend in dem Plasmid inseriert vorliegen
hat und so leichter préparieren und charakterisieren kann. Einen weiteren Vorteil bietet der
Einsatz eines mobilisierbaren Plasmides, da viele Transposons, gerade aus Umweltproben,
nicht konjugieren bzw. auf nicht mobilisierbaren Plasmiden liegen [Bennett u. Grinsted,
1988].

2.22.4.1 Nachweis von Transpositionsereignissen mittels Plasmid pRB2138

Das konjugative Plasmid pRB2138 dient dem Nachweis von Transpositionsereignissen.
Theorie/Funktion: Die Tc-Resistenz aus pBR322 steht unter Regulation des 8- Repressors cl
und der Promotoren Pyr. Py ist direkt fiir die Expression der Tc-Resistenz verantwortlich.
Das Plasmid verleiht einen Tc® Phénotyp solange der Repressors ¢l intakt ist und expremiert
wird. Inseriert nun ein Transposon oder IS-Element in diesen 0,5 kb gro3en Bereich, wird
das cl-Repressorprotein nicht mehr gebildet und der Phinotyp wird T¢'. So wird ein einfaches
Screening auf Tc" Kolonien moglich. Desweiteren ist pRB2138 so konstruiert, dass es 2 oris
(R388, pACYCI184) enthidlt. Hiermit soll es auch moglich sein, intramolekulare
Transposition, deren Resultat ein Zerfall des Plasmides in zwei Teile wire, als 2 Replikons
wiederzufinden. Hierflir sorgt auch die Grofle von R388, welches ca. 40 kb an primérem
Transpositionsziel zur Verfiigung stellt [Bishop u. Sherratt, 1984].
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pRB2138 ermdglicht ein positives Screening. So konnen schnell groBere Mengen an Material
untersucht werden, was bei nachzuweisenden Phdnomenen mit geringer Haufigkeit von
groBem Vorteil ist. Auch kann mit diesem Plasmid die Transpositionsfrequenz bestimmt

werden.
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Abbildung 7: Karte von pRB2138 (links) sowie des Sektors mit dem cI — und dem Tc-Resistenzgen
(rechts) verindert nach Gerlach u. Wiedemann, 1985.

Linke Seite: pRB2138 ist 43kb gro und wurde aus einem Hindlll - PstI Fragment von pBR322 (hellgrau),
einem Pstl — BamHI Fragment von pTR262, welches die cl Region des Bakteriophagen 8 enthilt (schwarz) und
einem BamHI - Hindlll Fragment von pACYC184 welches den ori, das Cm- und das Tc-Resistenzgen enthélt
(mittelgrau) hergestellt. Der zeichnerisch oben dargestellte Teil ist ein groBes Ps#I Fragment von R388 welches
fiir die Tp-Resistenz kodiert und das Plasmid konjugativ macht (schwarze diinne Linie oben).

Rechte Seite: Tc-Resistenz wird nur expremiert, nachdem kein 8-Repressor mehr expremiert wird. Zwischen
dem Promotor des cro-Genes (Pg) und dem Tc-Resistenzgen (Tc) ist die Operatorsequenz des /ac-Operons (II)
inseriert.

2.23 Bodensiulen

Viele Laborstamme verhalten sich im Boden vollkommen anders als im Labor, gleiches gilt
fiir Bodenbakterien unter Laborbedingungen [Angle et al, 1995]. Boden stellt ein sehr
komplexes, undefiniertes und inhomogenes Okosystem dar. Um ein definiertes Bodensystem
zu erhalten, wird deswegen haufig mit Bodensdulen gearbeitet [Hill u. Top, 1998 ; Top et al.,
1990; O'Morchoe et al., 1988].

Material: Aquarienkies Kornung 2-3 mm
Sterile Kaniilen
Sterile Spritzen

Durchfiihrung:

Die Bodensédule besteht aus einer Glasr6hre, welche nach oben und unten mit einen Schliff
versehen ist. Vor den unteren Schliff, innerhalb der Rohre, kann eine Keramikfritte eingesetzt
werden, welche die Sdulenmatrix nach unten hin hdlt. Die Bodenséulen werden jeweils mit

einem Gemisch aus 50 % Erde und Kies gefiillt.
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Der Kies wird zugesetzt um Staunidsse vorzubeugen,
ein aerobes Klima zu haben und um einen leichter zu
beeinflussenden Durchfluss durch die Séule zu
erhalten. Fiir einen sterilen Mikrokosmos wurden die
fertig gepackten Sdulen fiir eine Stunde bei 130°C
autoklaviert, um auch Sporenbildner abzutéten. Wollte
man mit einer nicht sterilen Bodenprobe arbeiten, so
wurde nur autoklavierter Kies zugesetzt.

Die Saule wurde nach oben mit Aluminiumfolie oder
einem Wattebausch verschlossen. Seitlich, oberhalb der
Fiillgrenze des Bodens wurde durch das im Schraub-
verschluss angebrachte Diaphragma Fliissigkeit auf die
Oberkante des Bodens mittels einer sterilen Kaniile
appliziert. Unter der Fritte kann am Glasschliff ein
Reservoir zum Auffangen des Durchflusses der Séule
angebracht und mit einer Klammer gesichert werden.
Aus diesem Reservoir konnte mittels einer sterilen
Kaniile durch das Diaphragma Fliissigkeit entnommen
werden. Die Sdulen hingen im Dunkeln bei RT.

2.24 Klonierung

Konstruktion rekombinanter DNA

2.24.1 Ligation von Vektor- und Ziel-DNA

Abbildung 8: Befiillte Bodensiule

Sowohl Vektor- als auch Ziel-DNA wurden mit Restriktionsenzymen geschnitten (siche 2.6)

und durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt. Die interessierenden DNA-Fragmente

wurden aus dem Gel geschnitten und mittels der Qiaex-Methode (siche 2.20) aus dem Gel

eluiert. Fir die kovalente Verkniipfung von zwei DNA-Fragmenten muss an den zu

verbindenden Enden das Zuckerphosphatgeriist mit Phosphodiester-Bindungen verbunden

werden. Diese Reaktion wird durch DNA-Ligase katalysiert. Die Ligation von Vektor- und

Insert-DNA erfolgte mit etwa gleich grofler Anzahl beider Fragmente.
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Losungen:
1. Ligase-Puffer (10 x ):
Tris/HCI, pH 7,5 200 mM
MgCl, 100 mM
DTT 100 mM
ATP 6 mM

2. DNA-Ligase:
Aus T4-infizierten E. coli Zellen gewonnen.

Durchfiihhrung:
Die Ligierung erfolgte bei 16°C iiber Nacht in einem Ansatz von:

40 ul DNA / A. bidest.
5 ul Ligasepuffer
5 ul Ligase

2.24.2 Klonierung von Genen und DNA-Fragmenten

Um bestimmte DNA-Fragmente problemlos und in groeren Mengen préparieren zu kdnnen
wurden diese in pUC18- bzw. pUC19-Vektoren kloniert. Grundsétzlich erfolgt nach der
Ligierung des gewiinschten DNA-Fragmentes die Transformation eines geeigneten Wirtes mit
dem religierten Klonierungsvektor (siehe 2.7). Darauf folgt die Selektion auf eine Funktion
des Vektors und/oder des inserierten Fragmentes. Die hier verwendeten pUC-Derivate pUC18
und pUCI19 tragen im B-Galaktosidase-Gen des lac-Operons ein Polylinker-Fragment das
zahlreiche Restriktionsschnittstellen enthdlt [Norrander et al., 1983]. Die Insertion eines
DNA-Fragmentes in diesen Polylinker verhindert die Synthese einer funktionstiichtigen B-
Galaktosidase. Dies ist auf Agarplatten (AIX-Medium) leicht festzustellen. Bei Zusatz von
IPTG, dem Induktor des lac-Operons, hydrolysiert eine intakte 3-Galaktosidase das farblose
Laktose-Analogon "X-Gal" und setzt die, in Reaktion mit Luftsauerstoff, tiefblaue Substanz
5-Brom-4-Chlor-Indigo frei. Kolonien mit pUC-Vektor ohne Insert erscheinen daher blau,
wihrend Kolonien, die durch die insertionelle Inaktivierung keine funktionelle 6-
Galaktosidase bilden, weil sind [Gronenborn u. Messing, 1978]. Zusitzlich besitzen die

Vektoren pUC18 und pUC19 eine Ampicillinresistenz als Vektormarker.

2.25 Molekularbiologische Lokalisation von Genen

2.25.1 DNA-Hvbridisierung

Durch Hybridisierung mit sequenzspezifischen DNA-Sonden ldsst sich DNA unterschied-
licher Herkunft auf Homologie testen. Daflir wird doppelstringige DNA durch geeignete
Bedingungen in Einzelstrdnge geschmolzen. Nach Zugabe einer ebenfalls einzelstrangigen,
markierten DNA-Sonde reassozieren bei Homologie beide DNA-Einzelstringe zu einem
Doppelstrang. Aufgrund der Markierung ist dieser Doppelstrang nun nachweisbar. Mit dieser
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Technik kann zum einen die gesamte DNA von Zellen auf Homologie zu einer spezifischen
DNA-Sonde (Kolonie-Hybridisierung) oder auch bestimmte zuvor aufgetrennten DNA-
Fragmente (Southern-Blot-Hybridisierung) {iberpriift und identifiziert werden.

2.25.2 Kolonie-Hvbridisierung

Bakterienkolonien werden durch Replika-Plattierung oder durch Abklatsch auf zuvor
sterilisierte Nylon-Filter tibertragen und iliber Nacht auf einem geeignetem Medium bebriitet.
Nach der Lyse der Kolonien wird die DNA in denaturierter Form an die Membran gebunden
und anschlieBend durch Hitze oder UV-Licht fixiert.

Losungen:
1. Lysozym-Puffer:
Glucose 50 mM
Tris/HCI, pH 8,0 25 mM
EDTA 10 mM
2. Lysozym in Losung 6 mg/ml
3. SDS-Losung:
SDS 10 % (w/v)
4. Denaturierungslosung (D-Lsg.):
NaOH 0,5M
NaCl 1,5M
5. Neutralisationslosung (N-Lsg.):
Tris/HCI, pH 8,0 0,5M
NaCl 1,5M
6. 20 xSSC,pH7,0:
NaCl 3,0M
Na-Citrat 0,3M

Durchfiihrung:
Die Lyse erfolgte durch Auflegen der Filter auf Whatman 3MM-Papier, das mit den
Losungen so getrankt wurde, dass die Kolonien auf den Membranen gerade nicht verlaufen:

D 20 min Lysozym-Lsg.
1)) 10 min SDS-Lsg.

III) 20 min D-Lsg.

IV) 10 min N-Lsg.

V) 5 min 2x SSC

AnschlieBend wurden die Filter luftgetrocknet und dann fiir 2 h unter Vakuum bei 80°C
»gebacken®, um die DNA an der Nylon-Membran zu fixieren. Sie konnen bis zur Hybridisier-
ung in Plastikfolie eingeschwei3t und bei - 20 °C autbewahrt werden.
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2.25.3 Southern-Blot-Hybridisierung

Mit dem VacuGene XL Blotting System werden die durch Agarosegel-Elektrophorese
aufgetrennten DNA-Fragmente auf eine Nylon-Membran transferiert:

Losungen:
1. Depurinisierungslsg.: HCI 0,2N
2.-4. D-Lsg., N-Lsg., 20x SSC sieche 2.25.2
Durchfiihrung:

Die Blot-Kammer wurde nach Vorschrift zusammengebaut und an die Vakuumpumpe
angeschlossen. Eine Gene-Screen-Membran wurde entsprechend dem zu blottenden Teil des
Gels zugeschnitten, in die Blot-Kammer gelegt, mit einer passenden Plastikmaske versehen
und mit 2x SSC vorgeweicht. Bei schwach laufender Pumpe wurden nun die Maske und die
Membran fixiert. Das Gel wurde vorsichtig auf die Membran gelegt, so dass die Gelrdnder
dicht mit der Plastikmaske abschlossen. Die Gelslots wurden mit Agarose ausgegossen. Dann
wurde ein Vakuum von 55-60 mbar angelegt und nur das Gel mit Depurinisierungslosung
iiberschichtet. Die Losung verblieb 30-45 min auf dem Gel. AnschlieBend wurde die
iiberschiissige Losung entfernt und das Gel erst mit D-Lsg. und danach mit N-Lsg. bedeckt.
Dies erfolgte jeweils fiir den gleichen Zeitraum wie fiir die Depurinisierungslosung. Im
Anschluss daran wurden die DNA-Fragmente mit 20x SSC auf die Membran iibertragen. Der
Transfer erfolgte fir 1h, dann wurden die Positionen der Gelslots mit einem Bleistift auf der
Membran gekennzeichnet. AbschlieBend wurde die Membran getrocknet, und die DNA durch
UV-Cross-Linking [0,5-1 J/cm2] an die Membran gebunden.

2.25.4 Dot-Blot-Hvbridisierung

Hierbei wurde die Losung mit der zu untersuchenden DNA auf eine Nylonmembran per
Pipette oder Kapillare aufgetragen. AnschlieBend wurde die Membran getrocknet, und die
DNA durch UV-Cross-Linking [0,5-1 J/cm2] an die Membran gebunden.

2.26 DNA-Hybridisierung mit Digoxigenin-markierter DNA

Fiir die Durchfiihrung wurde das DNA Labeling and Detection Kit der Fa. Boehringer nach
Herstellerangaben verwendet. Dieses Verfahren erlaubt den Nachweis ab 0,1 pg homologer
DNA.
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2.26.1 DNA-Markierung

Die zu markierende DNA wird in Einzelstringe getrennt, damit der komplementére DNA-
Strang an dieser Matritze mit markierten Desoxyribonukleotiden synthetisiert werden kann.
Dies erfolgt mit Hilfe des Klenow-Enzyms mit einem "random primer". Dabei wird an Stelle
von dTTP Digoxigenin-markiertes Desoxyuridintriphosphat (DIG-dUTP) eingebaut, so dass
eine markierte DNA-Sonde entsteht.

Losungen:
1. EDTA, pHS,0 02 M
2. LiCl 0,4 M
3. Ethanol, 99%, gekiihlt
4. TE-Puffer (10 mM Tris/HCL pH 8,0; 1 mM EDTA)
5. DNA-Labeling and Detection Kit

Durchfiihrung:

0,01 - 3 pg linearisierte DNA wurde in 15 pl A. bidest. aufgenommen, durch 10 miniitiges
Kochen im Wasserbad in Einzelstringe getrennt und im Anschluss sofort in einem Eis/Salz-
Gemisch abgekiihlt. 2 ul Hexanukleotid-Gemisch, 2 pl ANTP-Markierungsgemisch und 1 pl
Klenow-Enzym des Markierungs-Kits wurden hinzugegeben und iiber Nacht bei 37°C inku-
biert. Mit 2 ul EDTA wurde die Reaktion gestoppt. Dann wurde die DNA durch Zugabe von
2,5 ul LiCI mit 75 ul Ethanol gefallt. Das trockene Pellet wurde in 50 pl A.bidest. oder TE-
Puffer aufgenommen und konnte bei -20°C bis zum Gebrauch gelagert werden. Zur Hybri-
disierung von 100 cm’ Filter wurden 5 - 10 ul markierte DNA benétigt.

2.26.2 Hybridisierung der Sonden-DNA

Losungen:
1. 20x SSC siche 2.25.2

2. Hybridisierungslsg.:

5x SSC

N-Lauroylsarcosin 0,1 % (w/v)
SDS 0,02 % (wW/v)
Blocking Reagenz 5% (W/v)
Formamid 50 %

Die Losung wurde autoklaviert, um das Blocking Reagenz zu 16sen.
3. Waschlsg. I:

2x SSC

SDS 0,1 % (w/v)
4. Waschlsg. II:

0,Ix SSC

SDS 0,1 % (w/v)
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Durchfiihrung:

Um bei gleicher Stringenz die Inkubationstemperatur zu erniedrigen, wurde die
Hybridisierung mit Formamid durchgefiihrt. Die Stringenz lag unter den gewdhlten
Bedingungen bei >80 %. I) Vorhybridisierung: In einer Hybridisierungsrohre wurden die
Membranen mit 2x SSC unter Rollen gewaschen, bis sie an der Wand anlagen. Zwischen die
Membranlagen in der Rohre wurde jeweils ein in 2x SSC vorgeweichtes Trennblatt gelegt.
Die 2x SSC-Lsg wurde gegen Hybridisierungs-16sung ausgetauscht. Die Prahybridisierung
erfolgte flir mindestens 1 h bei 42°C im Hybridisierungsofen. IT) Hybridisierung: Die Lésung
wurde durch 5 ml frische Hybridisierungslosung erneuert und mit 5-10 pl frisch denaturierter
(10 min, 100°C) DIG-markierter DNA versetzt. Die Inkubation erfolgte {iber Nacht bei 42°C
im Hybridisierungsofen. I1I) Waschschritte: Die Filter wurden 2x 5 min bei Raumtemperatur
mit Waschlsg. I, dann 2x 15 min bei 68°C in Waschlsg. II gewaschen .

2.26.3 Kolorimetrische Detektion der DNA-Sonden

Uber eine immunologische Reaktion (enzyme-linked immunoassay) wird in diesem Schritt
homologe DNA sichtbar gemacht. Das Digoxigenin der DIG-dUTP-Sonde wirkt hier als
Hapten, an das ein Anti-DIG-Antikérper mit gekoppelter alkalischer Phosphatase bindet.
AnschlieBend wird die Position dieses Komplexes auf der Membran durch eine enzymkata-
lysierte Farbreaktion mit 5-Brom-4-Chlor-3-indolylphosphat (Xphosphat) und 4-Nitro-
blautetrazoliumchlorid (NBT) sichtbar gemacht.

Eine Rehybridisierung ist moglich, da das Digoxigenin iiber eine alkalilabile Esterbindung an
die Nukleotide gebunden ist. Ein Waschen mit 0,2 M NaOH in Anwesenheit von 0,1 % SDS
fiihrt zum vollstdndigen Entfernen der Markierungen. Diese Methode wurde angewandt, wenn
eine Membran mit mehr als einer Sonde beschickt werden sollte.

Losungen:
1. Maleinsaurepufter, pH 7,5:
Maleinsdure 100 mM
NaCl 150 mM
NaOH 200 mM
2. 10 % Block-Puffer-Stammlsg.:
Blocking-Reagenz 10 %

in Maleinsdurepuffer
3. 1 % Block-Puffer-Gebrauchslsg.:

10 % Block-Puffer 10 % (v/v)
Maleinsdurepuffer 90 % (v/v)
4. Antikorper-Konjugat-Lsg.:
1 % Block-Puffer 20 ml
DIG-AP-Konjugat 4 pl
5. Reaktionspuffer, pH 9,5:
Tris 100 mM
NaCIl 100 mM
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MgCIz X 6 Hzo 50 mM
6. Farblsg.:
Reaktionspuffer 10 ml
NBT-Lsg. 45 ul
X-phosphat-Lsg. 70 ul
Durchfiihrung:

Nach der Hybridisierung wurden die Membranen 5 min in A. bidest. gewaschen, dann 5 min
in Maleinsdure equilibriert und anschlieBend fiir 45 min in 1 % Block-Puffer inkubiert.
Danach wurden sie flir 45 min mit Antikdrper-Konjugat-Lsg. versetzt, darauf 3x 10 min mit
Maleinsdurepuffer gewaschen und fiir 5 min mit Reaktionspuffer equilibriert. Zum Schluss
wurden die Filter mit Farblsg. versetzt und unter Lichtausschluss fiir 0,5-48 h entwickelt, bis
eine bldulich-schwarze Féarbung sichtbar wurde. Alle Schritte erfolgten unter Rollen im
Hybridisierungsofen. Die Reaktion wurde mit A. bidest. gestoppt und die noch feuchten Filter
fiir die Dokumentation fotokopiert oder fotographiert.

2.27 Polvmerase-Ketten-Reaktion - PCR

Durch diese Methode wurden einzelne DNA-Fragmente amplifiziert. Hierbei dient die
Template- oder Ziel-DNA als Matrize und wird zum Mastermix, der aus A. bidest., Primern,
Desoxynucleosidtriphosphaten, Puffer und DNA-Polymerase besteht, gegeben. Als erstes
wird bei 95 °C die DNA in Einzelstrange geschmolzen, um komplexe genomische DNA oder
Plasmide vollstindig zu denaturieren, damit die Primer nach Abkiihlen an der Ziel-DNA
hybridisieren konnen (annealing). Dies geschieht bei einer Temperatur, die fiir jeden Primer
individuell ist. Bei 72 °C werden die DNA-Stringe mit Hilfe der eingesetzten DNA-
Polymerase verldngert (Elongation). Ein Zyklus besteht aus Denaturierung, Annealing und
Elongation. Ab dem dritten Zyklus erhdlt man DNA-Fragmente der gewlinschten Lénge.

Eine Standard PCR erfolgte in einem 50 pl Ansatz mit einer initialen Denaturierung der DNA
bei 95 °C fiir 2 min. Es folgten 25-35 Zyklen, bestehend aus einer Denaturierungs-Phase (30s
bei 95 °C), einer 1 miniitigen Annealingphase bei 62 °C und einer 1,5 miniitigen Elonga-
tionsphase bei 72 °C. Der Syntheseschritt im letzten Zyklus wurde bis auf zehn Minuten
verlangert, damit die Polymerase alle Stringe auffiillen kann. Bei PCR mit Boden-Gesamt-
DNA wurde eine initale Denaturierungsphase von 95°C fiir 5 min gewéhlt, um sdmtliche
DNA-Stringe fiir die anschlieBende Synthese als Einzelstrang vorliegen zu haben. Die
Reaktionsansidtze wurden anschliefend auf ein Agarosegel aufgetragen und wie unter 2.20
weiter behandelt, um die Amplifikationsprodukte von Template, Polymerasen und dNTPs zu
reinigen, bzw. um den Erfolg der PCR zu tiberpriifen.

Fir die Berechnung der Hybridisierungstemperatur gibt es verschiedene Programme und
Formeln, welche einen sinnvollen Ausgangswert zur Optimierung der Temperatur liefern.

Hier wurde mit folgender Formel fiir Primer bis zu einer Lénge von etwa 20 Nukleotiden
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gerechnet [Miilhardt, 1999]: (Anzahl von A+T) x 2 °C + (Anzahl von C+G) x 4 °C =
Schmelztemperatur der Primer (Tm). Die ersten Experimente wurden mit dem errechneten
Temperaturwert durchgefiihrt und falls nétig anschlieBend aufgrund der experimentellen
Daten korrigiert.

PCR-Reaktionsansatz: Template-DNA 10 — 100 ng

dNTP-Gemisch, je INTP 0,2 mM
Primer je 100 pmol

PCR-Puffer + 1,5 mM MgCl, 1-fach
Taq -Polymerase 1 U

A. bidest. ad 50 ul

Die einzelnen Komponenten wurden gekiihlt zusammengebracht, vermischt und mit
Mineral6l iiberschichtet. Die Zugabe der Polymerase erfolgte bei kleineren Messreihen
moglichst erst direkt vor dem PCR-Lauf.

2.27.1 PCR-Primer

Tabelle 8: PCR-Primer

Bezeichnung |Position Lange [ Sequenz Referenz

p3-1 278-297 20-mer | 5’-AACTGATCTTCCTGACCGTC-3" Heffron F. et al. (1979)
p3-1I 763744 20-mer | 5’-TATGACCGATACGGCAGGTG-3" Heffron F. et al. (1979)
p5-1 22562237 |20-mer | 5-ACATAGGTGGAATCGCGCAC-3" |Brown N. et al. (1985)
pS-1I 1770-1789 | 20-mer | 5’-TACTGCCGCGCATCAAGATC-3’ Brown N. et al. (1985)
p2-11 2162-2181 20-mer | 5'-AGAAAGTTCGTCCTGGGCTG-3’ Ward E. et al. (1987)
p3-1II 498-517 20-mer | 5’-TCAGCAATGAACGGACCAGC-3" |Heffron F. et al. (1979)
pS-1II 2044-2061 | 18-mer | 5'-GCGGCGAAGGCATGCTGG-3" Brown N. et al. (1985)
p2-11I 18651884 | 20-mer | 5'-GGCCAAGGACAAGAACCTGT-3" |WardE. et al. (1987)

Die Primer wurden wie in Abbildung 9 angegeben kombiniert. Die Position bezieht sich auf die EMBL Database
Sequenzen: p3- ISTN3X; p5- ISTN501b; und p2- TN21TNPA. Die Primer wurden in Anlehnung an die von auf
Homologie zu allen in der EMBL Datenbank verfligbaren Sequenzen hin untersucht. Die Software VectorNTI
wurde benutzt um Sekundarstrukturbildungen innerhalb der Primer oder der Zielsequenz auszuschlieBen. Nach
Dahlberg et al., 1995.
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Abbildung 9: Primer und Sonden der tnpA von Tn3, Tn21 und Tn501

Primer und Sonden der tmpA von Tn3, Tn2/ und Tn50/. Die Lénge der PCR-Produkte ist jeweils {iber den
Linien angegeben, hinter I jeweils die erste PCR hinter II jeweils die geschachtelte PCR. Dieses PCR Produkt
wurde auch als Gensonde benutzt (fette, gestrichelte Linie).

2.27.2 Temperaturprofile

Folgende Temperaturprofile wurden fiir die Experimente benutzt:

Eine initiale Denaturierung der DNA bei 95 °C fir 2 min. Es folgten 25- 35 Zyklen,
bestehend aus einer Denaturierungs-Phase (30 s bei 95 °C), einer einminiitigen Annealing-
phase bei 62 °C (Tn2/ und Tn5017) 60°C (Tn3) und einer einminiitigen Elongationsphase bei
72 °C. Der Syntheseschritt im letzten Zyklus wurde bis auf zehn Minuten verldngert, damit
die Polymerase alle Stringe auffiillen kann. Bei PCR mit Boden-Gesamt-DNA wurde eine
initale Denaturierungsphase von 95°C fiir 5 min gewahlt, um sdmtliche DNA-Striange fiir die
anschliefende Syntehese als Einzelstrang vorliegen zu haben.

2.28 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen basieren auf dem Kettenabbruch-Verfahren nach Sanger (1977).
Dabei wird eine PCR durchgefiihrt, bei der dem Reaktionsansatz Didesoxynukleotide
hinzugefiigt werden. Auf der Lange des zu sequenzierenden DN A-Abschnitts wird statistisch
an jeder Position anstelle eines Desoxynukleotids ein Nukleotid mit fehlender OH-Gruppe in
den Strang eingebaut. Hierdurch wird dieser Strang nicht weiter verlangert. So werden PCR-
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Fragmente verschiedener Linge mit einem markierten Nukleotid erzeugt, welche dann

elektrophoretisch der Lange nach aufgetrennt werden kénnen.

2.28.1 ABI-Prism BigDve Terminator Cycle Sequencing Kit

Bei dieser Methode werden mit Fluoreszensfarbstoff markierte Didesoxynukleotide
eingesetzt. Mittels Einsatz von vier unterschiedlichen, je Base spezifischen Fluoreszens-
farbstoffen kann die Sequenzier-PCR in einem Reaktionsgefal durchgefiihrt werden. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte mittels Sequenzier-Kapillare. Die Absorptions-
spektren der eingesetzten Farbstoffe liegen so, dass sie bei Anregung durch Bestrahlung mit
einem 488 nm Argon-Laser vier unterschiedlich erfassbare Einzelsignale emitieren. Die
Sequenzierdaten werden online erfasst und elektronisch gespeichert. Die Sequenzierungen
fanden im Labor der Molekularen Pathologie des Klinikums Kassel statt.

Losungen:

1. Terminator Ready Reaction Mix
A-Dye Terminator markiert mit dichloro
C-Dye Terminator markiert mit dichloro
G-Dye Terminator markiert mit dichloro
T-Dye Terminator markiert mit dichloro

2. dATP, dCTP, dITP, dUTP

3. AmpliTaq DNA Polymerase, FS, mit thermostabiler Pyrophosphatase

4. Tris-HCI Pufter, pH 9,0 (MgCl,)

5. Primer

6. Template Suppresion Reagent (TSR, Fa. PE Applied Biosystems)

R6G]
ROX]
R110]
TAMRA]

L N s Bren M|

Fiir einen Reaktionsansatz wurden folgende Komponenten in einem 0,2 ml Reaktionsgefil3

auf Eis zusammenpipettiert:

Terminator Ready Reaction Mix 4 pl

Template (dsDNA) 200 — 500 ng
Primer (je) 5 pmol
A. bidest. ad 10 pl

Die PCR erfolgte mit einer einmaligen Denaturierung von 96 °C fiir 30 Sekunden.
anschliefend 25 Zyklen: 10 sec Denaturierung bei 96 °C,

5 sec Hybridisierung bei 50 °C

4 min Elongation bei 60 °C.
Nach der PCR wurde dem Ansatz 60 ul Isopropanol (75 %) zugesetzt und 15 min bei RT
inkubiert. Die DNA wurde in einer Tischzentrifuge pelletiert, der Uberstand dekantiert und
das Pellet mit 200 ul Isopropanol (75 %) gewaschen. Es folgte eine weitere Zentrifugation
fiir 5 min. Der Uberstand wurde abgezogen und das Pellet eine Minute bei 90 °C getrocknet.
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Die DNA wurde in 20 pl TSR resuspendiert. Die Probe wurde fiir 4 min bei 94 °C denaturiert
und bis zum Laden des Sequenzers auf Eis gestellt.

2.28.2 Direct Sequencing LI-COR 4200 IR?

Bei dieser Methode werden im Infrarotbereich anregbare markierte Primer eingesetzt. Die
Sequenzreaktionen erfolgen in vier getrennten Reaktionsgefdlen, denen jeweils ein markier-
tes Didesoxynukleotid zugesetzt wird. Die PCR-Reaktionen werden auf vier Bahnen neben-
einander auf ein Gel aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Bei diesem automatisierten
System erfolgt die Detektion der einzelnen Fragmente mit Hilfe eines Lasers, welcher die
Fragmente anhand der markierten Primer detektiert. Die Fragmente wandern in einem verti-
kalen Gel an dem Laser vorbei, der das Gel in seiner gesamten Breite 30 mal pro Sekunde
scannt. Dieses System verfligt iiber zwei unterschiedliche Laser, die zwei unterschiedlich
markierte Primer gleichzeitig detektieren konnen. Die Daten wurden elektronisch erfasst und

mittels Computer mit der Software E-seq ausgewertet.

Eingesetzte Losungen:

A,C,T,G — Mix mit Thermosequenase, Amersham Pharmacia
Stop/Loading Puffer, Amersham Pharmacia
Primer

Die Sequenzierungsreaktionen wurden wie folgt angesetzt:
DNA / Primer — Premix :

Template (ds-Plasmid-DNA) 1 ul
Primer (je) 2 pmol
A. bidest. ad 21 pl

In die vier 0,2 ml Reaktionsgefaie wurden 1,5 ul A, C, G oder T-Mix pipettiert. Von dem
DNA / Primer — Premix wurden je 4,5 ul hinzugefiigt und gemixt.
Die PCR erfolgte mit einer einmaligen Denaturierung von 95 °C fiir 5 min
anschlieffend 25 Zyklen: 15 sec Denaturierung bei 95 °C,

30 sec Hybridisierung bei 54 °C

90 sec Elongation bei 65 °C.
Bei Beenden der PCR wurde je 6 ul Stop-Puffer zugesetzt. Jeweils 1 ul der Sequenzier-
Reaktionen wurde anschlieend auf ein 7%iges PAA Sequenzgel aufgetragen und bei 2000 V
bei 35 mA aufgetrennt.
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2.29 Identifizierungsmethoden

Die folgenden Untersuchungen zur Identifizierung der Bodenisolate wurden mit frisch

iiberimpften Kulturen durchgefiihrt.

I)

1)

110)

V)

V)

VI)

Die isolierten Bakterien wurden makroskopisch auf ihre Koloniemorphologie
(GroBe, Form, Farbe, Profil, Oberflache, Rand und Konsistenz) hin untersucht.

Gestalt, Grole und Beweglichkeit wurde mikroskopisch (Phasenkontrast, 400x bzw.
Olimmersion 1000x) charakterisiert.

a. Das Gram-Verhalten wurde durch das KOH-Schnellverfahren festgestellt. Dabei
macht man sich die unterschiedliche Empfindlichkeit der Zellwand von Gram-
positiven und Gram-negativen Bakterien gegeniiber 3%iger Kalilauge zu Nutze.
Durch die Lyse der Zellwand Gram-negativer Bakterien wird ihre DNA frei, die als
viskoser Faden sichtbar gemacht werden kann, wahrend Gram-positive Bakterien nicht
lysieren.

b. Zur Uberpriifung der Gram-Reaktion erfolgte ein Test auf L-Alanin-Amino-
peptidase. Dieses Enzym kommt in relevanter Aktivitdt praktisch nur bei Gram-
negativen MO vor. Der Test erfolgte mit Aminopeptidase-Teststdbchen der Fa. Merck
nach Angaben des Herstellers.

Um das Verhalten der MO beziiglich molekularem Sauerstoff festzustellen, wurde im
Schnelltest mit Oxidase-Teststabchen der Test auf Cytochromoxidase nach Angaben
des Herstellers (Merck) durchgefiihrt.

Die identifizierten Bakterien wurden weiterhin auf Resistenz gegen Quecksilber und
Antibiotika untersucht.

Eine abschlieBende Identifizierung der Bakterien erfolgte iiber das API 20 NE
Schnellidentifizierungssytem (bioMerieux) nach Vorschrift des Herstellers. Dieses
standardisierte System nutzt 20 verschiedene Stoffwechselreaktionen filir eine
Identifizierung von Gram-negativen Bakterien, die nicht zur Familie der Entero-
bacteriaceae gehoren.

Die erhaltenen Ergebnisse wurden fiir jeden getesteten Stamm abschlieBend mit
Angaben in Bergey's Manual of Systematic Bacteriology [1984] und in The
Prokaryotes [1992] verglichen.
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3 Ergebnisse

Vorwort:

Da bei der folgenden Beschreibung der Ergebnisse bei dem Thema ,, Nachweis von Markern
in Boden-Gesamt-DNA “ die Entwicklung der Methode an sich auch ein Ergebnis ist, wird
hier abweichend als sonst iiblich, auch die Durchfiihrung mit ihren wichtigsten Parametern

als Ergebnis dargestellt.

Es wurde gleichzeitig mit einer Kombination aus molekularbiologischen und mikro-
biologischen Methoden versucht, einen Hinweis auf Transposons in der Bodenprobe zu
erhalten und falls geschehen zu verifizieren und das transposontragende Bakterium zu

1solieren.

3.1 Ermittlung einer geeigneten Methode zur DNA Priparation

Literaturrecherchen und Recherchen im Internet ergaben, dass ca. 75 kommerzielle Kits fiir
die Isolierung genomischer DNA aus verschiedenen Probenmatrizes erhéltlich sind [Merk,
2000]. Der Grofiteil dieser Kits ist fiir ein breites Spektrum an Ausgangsmaterialien konzi-
piert. So konnen sowohl Zellen bzw. Gewebe von Eukaryonten als auch von Prokaryonten als
Ausgangsmaterial zur DNA-Isolierung eingesetzt werden. Weiterhin bieten einige Firmen
Kits an, die besonders fiir die Aufreinigung von DNA aus speziellen Matrizes wie Blut,
pflanzlichen Geweben, Knochenmark, Stuhl und weiteren optimiert sind.

Es war jedoch nur ein Kit erhiltlich, welches explizit fiir die Isolierung von DNA aus Boden
angeboten wurde. Dies war das ,,FastDNA Spin Kit for Soil“ der Firma Bio101.

Literaturrecherchen zeigten weiterhin, dass es eine groBe Anzahl von Protokollen gab, mit
welchen DNA aus Boden isoliert wurde. So fiihrt das Buch ,Nucleic Acids in the
Environment* [Trevors u. van Elsas, 1995] tiber 90 Methoden zur Extraktion von DNA aus
Boden auf. Hiervon wurden 23 Methoden bzw. Variationen auf Eignung zur schnellen
Isolation von DNA aus Boden hin untersucht, die sechs am geeignetsten erscheinenden
Methoden wurden anschlie3-end intensiv in verschiedenen Variationen evaluiert (s.u.).

Allen diesen Methoden ist gemeinsam, dass sie im wesentlichen auf finf unterschiedlichen
Prinzipien basieren. Dies sind: Salzprdzipitation von Proteinen, klassische Phenolauf-
reinigung, Anionenaustausch zur Aufeinigung von DNA, Lyse mit chaotropen Salzen und
Adsorption von DNA an oberflichenaktive Substanzen (siche 1.11.2.1).

Folgende fiir die jeweiligen Methodiken reprisentative Préparationsmethoden und Kits, sowie
die mit Buchstaben bezeichneten Aufschlussmethoden wurden intensiv auf Eignung fiir die
Isolation von Boden-Gesamt-DNA und anschlieBende Analyse mittels PCR hin untersucht:
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Evaluierte Methoden zur Isolation von DNA:

1. Préparation von Genom-DNA nach Current Protocols in Molecular Biology [ Ausubel et al.,
2002]

2. DNA-Priparation nach Allen mit Proteinase K [Ausubel et al., 2002]

3. Plasmidpréaparation nach Kado und Liu [1981], modifiziert

4. Fastprep System nach Giinther

5. FastDNA SPIN Kit for Soil [Qbiogene, 2000]

6. Guanidiniumhydrochloridmethode [Gtinther, 1996]

Evaluierte Methoden zum Aufschlufl von Boden:

a. Erhitzen mittels Wasserbad

b. Erhitzen mittels Mikrowellen

c. Zermahlen im Morser mit fliissigem Stickstoff

d. Mahlen der Bodenprobe mit ,,Retsch Mill MM301
¢. Mahlen der Bodenprobe mittels Fastprep Instrument

Zuerst wurden die verschiedenen Methoden ohne den Einsatz von Boden auf ihre Spezifitit
und ihre Nachweisgrenzen beziiglich einer folgenden PCR hin evaluiert.

3.2 Uberpriifung der Spezifitit der PCR-A mplifikate

Nach den in 2.27 beschriebenen Bedingungen wurde die PCR mit den unter 2.27.1 aufge-
fithrten Primern durchgefiihrt. Fiir die Amplifikation von tpA vom Typ Tn2/, Tn501 und
Tn3 entstanden jeweils Amplifikate, die einer Groe von 411, 487 und 486 bp entsprachen.
Die Spezifitat der Amplifikate wurde durch eine weitere, unter Abbildung 9 beschriebene, ge-
schachtelte PCR erhoht und tiberpriift. Hier entstand fiir Tn2/ ein 317 bp grofes, fir Tn501
ein 292 bp groBes und fiir Tn3 ein 266 bp grofBes Produkt.

Tabelle 9: Uberpriifung der PCR-Primer mit dem jeweils verwendeten Template

Plasmid Tn3 Tn21 Tn501

D311, p3-1 | p3-Il, pa-Ill | P5-IT, p2-1l | p2-I1T, p2-11 | p5-I1, p5-1 ] p5-11, p5-1ll
pACYC184::Tn3 + + - R N N
pBR322::Tn2411 - - + + - -
pACYC184::Tn501 - - - - n +

+ = positives Signal - = negatives Signal bei PCR
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3.3 Nachweisgrenzen nach Isolierung von DNA aus Reinkulturen und anschliefender
PCR

Die Feststellung der verschiedenen Nachweisgrenzen ist nicht Thema dieser Arbeit, soll aber
zum Vergleich der Ergebnisse kurz beschrieben werden. Zur Feststellung der
Nachweisgrenzen der verschiedenen Methoden wurden Verdiinnungsreihen und
aufkonzentrierte Kulturen von P. stutzeri und E. coli, welche die Plasmide pBR322::Tn2411
bzw. pUC19 beherbergten angesetzt, mit den verschiedenen Methoden DNA prépariert und
anschlieend eine PCR durchgefiihrt. Da alle Versuche mit dem gleichen Plasmid im gleichen
Stamm durchgefiihrt und zur Bewertung der Resultate der einzelnen Methoden relativ
zueinander verglichen wurden, wurde auf eine Bestimmung der exakten Plasmidzahl iiber
Messung der Extinktion bei den einzelnen Versuchsansitzen verzichtet und erst zum Schluss
bei dem besten System durchgefiihrt. Eine photometrische Messung zu Beginn der
Experimente zeigte bei pBR322::Tn24// eine Anzahl von 1,1 Plasmiden pro Zelle in P.
stutzeri und 40 bei pUC19 in E. coli, so dass CFU analog zu einmal ermittelten Plasmid-
zahlen verwendet wurde. Um die Reproduzierbarkeit der PCR-Nachweise in Abhéngigkeit
der Probenaufbereitung zu untersuchen, wurden die Versuche dreimal durchgefiihrt. Aus der
niedrigsten, in der PCR als positiv gewerteten Verdiinnungsstufe wurde die Nachweisgrenze
(CFU/ml) bezogen. Eingesetzt wurden Bakterien in einer Konzentration von 10" bis 10° je ml.

3.3.1 PCR-Nachweisgrenzen bei aus Reinkulturen gewonnenen DNA-Proben

Zermahlen im Morser mit fliissigem Stickstoff (¢) und die Methode (d), Mahlen der Probe
mitttels ,,Retsch Mill MM301“ waren fiir in Fliissigkeit geloste Zellen nicht geeignet, das
FastDNA SPIN Kit for Soil (5) war mit seinem ausgelieferten Protokoll nicht durchfiihrbar.

Tabelle 10: Zusammenfassung der Ergebnisse bei der Ermittlung der PCR Nachweisgrenzen bei aus
Reinkulturen gewonnener DNA.

untere Grenze | Obere Grenze

NSNS CFU m” CFU m”
1. Préaparation von Genom-DNA nach Current Protocols in 102 104
Molecular Biology

2. DNA-Praparation nach Allen mit Proteinase K 103 103

3. Plasmidpraparation nach Kado und Liu, modifiziert 103 104

4. Qiagen Genomic DNA Kit 102 103

5. FastDNA SPIN Kit for Sail

6. Guanidiniumhydrochloridmethode 102 103

a. Erhitzen mittels Wasserbad 108 10

b. Erhitzen mittels Mikrowellen 102 103

c. Zermahlen im Mérser mit flussigem Stickstoff

d. Mahlen der Bodenprobe mit ,Retsch Mill MM301*

e. Mahlen der Bodenprobe mittels Fastprep Instrument 102 108
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3.4 Priaparation von DNA aus Boden

Diese Methoden wurden zuerst ohne weiteren, vorhergehenden Aufschluss mit Bodenproben
durchgefiihrt, was zu unbefriedigenden Ergebnissen bei der gleichen Bodenprobe und,
besonders bei unterschiedlichen Bdden, zu unreproduzierbaren Ergebnissen flihrte (mit
Ausnahme der Methode 5, welche ja einen mechanischen Aufschluss beinhaltet, aber so
geliefert wurde, dass auch nach Nachfrage beim Hersteller das Protokoll nicht erfolgreich
durchzufiihren war). Die Ergebnisse der Uberpriifung der Kombination von Methoden und
Kits mit den verschiedenen Aufschlussmethoden ist in Tabelle 11 dargestellt.

Uberpriift wurde die Menge an DNA per Agarosegel- Elektrophorese. Auf eine Bestimmung
der Menge und Reinheit per Spektrometer wurde verzichtet, da die Reinheit der DNA bei
aufgeschlossenem Boden in keinem Verhéltnis zu der Verwendbarkeit der so erhaltenen DNA
fiir den Einsatz in der PCR stand und in der Regel nicht mit den Werten beim Aufschluss von
Reinkulturen verglichen werden kann, stattdessen erfolgte eine Uberpriifung mittels PCR
[Smalla et al., 2000]. Den Bodenproben wurde eine definierte Menge an nachzuweisender
Ziel-DNA in Form von priparierter DNA oder als Zielsequenz-tragende Zellen zugesetzt. In
diesen Fall wurden E. coli und P. stutzeri, welche die Plasmide mit den nachzuweisenden
Zielsequenzen beherbergten, gewihlt. Als Ziel-DNA wurde in den Zellen das Gleiche
Plasmid eingesetzt, welches auch als Marker beim Einsatz der Plasmid-tragenden Zellen
diente: pUC19 und pBR322::Tn2411. So lieB sich erkennen, ob eine Methode dazu geeignet
ist, Zellen in einer Bodenmatrix zu lysieren und anschlieBend DNA in einer fiir eine PCR

erforderlichen Reinheit zu isolieren.

3.5 Kontrollen bei der Priparation von DNA aus Boden

Die so erhaltenen Lysate der aufgeschlossenen Bodenproben wurden zum Uberpriifen des
Erfolges der Préparation aufgeteilt. In Kontrollexperimenten wurden diese Ansitze jeweils so
weit verdiinnt, bis eine PCR stattfinden konnte. Dem einen Teil der Verdiinnungsstufe wurde
wiederum weitere Template-DNA zugegeben.

Dies diente der Uberpriing, ob bei einer angesetzten PCR die nicht stattfand, die Ursache
darin lag, dass noch hemmende Stoffe vorhanden waren oder die Template—-DNA zu sehr
verdiinnt war. Musste so weit verdiinnt werden, dass nur in diesem Kontrollexperiment ein
Signal erhalten wurde, also die urspriinglich vorhandene DNA soweit verdiinnt war, dass sie
mittels PCR nicht mehr amplifiziert werden konnte, so galt die Methode als nicht tauglich.

Diese Uberpriifung wurde nur mittels Zugabe von priparierter DNA durchgefiihrt, da so der

Einfluss eines moglicherweise nicht oder nur teilweise erfolgten Aufschlusses der Plasmid-
tragenden Zellen nicht vorhanden war.
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Abbildung 10: Verdiinnungsreihe zur
Durchfiihrung von PCR mit Boden-
Gesamt-DNA

Dargestellt ist hier exemplarisch die
Uberpriifung der Priparation von Boden-
Gesamt-DNA auf Verwendbarkeit in der PCR.
Hierzu wurden Verdiinnungsreihen erstellt
und jeweils ein Aliquot der préparierten
Boden-Gesamt-DNA ~ mit  Target-DNA
versetzt und eine PCR durchgefiihrt. Hier
dargestellt ist die Préparation von Boden 3
(siehe Tabelle 13) mit PCR auf tmpA4 vom Typ
Tn21. Eingesetzte Verdiinnungsstufen: Bahn 2
und 3 entspricht dem Einsatz der gesamten, 4
und 5 der halben und 6 und 7 einem Drittel
der préparierten Boden-Gesamt-DNA aus 0,5
g. Den Ansitzen 3, 5 und 7 wurde jeweils
Template DNA zugesetzt. In Bahn 8 die
Positivkontrolle, in Bahn 9 die
Negativkontrolle (sieche 3.5). Bahn 1+10
Marker 8-Pstl geschnitten.

Es kann eine Korrelation zwischen Anzahl von Zellen und Anzahl von Plasmiden gezogen
werden: pUC19 als Multicopy-Plasmid mit 25-50 Kopien pro Zelle [Couturier et al., 1988].
pBR322::Tn2411 als Lowcopy mit 2-10 Kopien pro Zelle. Eine photometrische Messung zu
Beginn der Experimente zeigte bei pBR322::Tn241/ eine Zahl von 1,1 bei pUCI19 eine
Anzahl von 40 Plasmiden pro Zelle.

Es konnte hier wiederum auf eine Messung der eingesetzten Zahl von Replikons verzichtet
werden, da jeweils die gleiche Anzahl von Zellen, unter den gleichen Bedingungen
angezogen, eingesetzt wurden. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Methoden wurden dann
untereinander verglichen. Es wurden standardmaBig 10® Zellen g”  Boden eingesetzt, so dass
die Anzahl der eingesetzten Zellen immer innerhalb der Nachweisgrenze fiir alle Methoden
lag. Fiir einen relativen Vergleich der Methoden war dieses Vorgehen ausreichend. Die
Experimente wurden mit unterschiedlichen Boden (Nr. 1, 6, 7, siche Tabelle 12) mehrfach
wiederholt.
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3.5.1 Ergebnisse der Priparation von DNA aus Boden:

Tabelle 11: Auftrag der Kombinationen der Lysemethoden mit den DNA-Priiparationsmethoden zur
Isolation von DNA aus Boden.

DNA-Praparationsmethoden

»Menge an erhaltener, praparierter DNA® bezeichnet die Menge mittels Agarosegel-Elektrophorese nachgewiesener Menge

(= 1
< el & <
= S ® 3 = I3

L £ g o s |5 0 €3
yse i S5 | 8= |w@B o n 5 0o
Methode Versuchsbedingungen 528 | §E¥ 35 | < 2 22
ccm i < g 2ot o Z -§ GEJ
2. | < 2w g ® '% g5 o €5
833 Z<IQE)E¥E g 2 23 5T
£c8|068asgLE |[£0 |05
82 |N8a»w 850 |[be |06
Menge an erhaltener, praparierter DNA | + ++ + + + ++
a) PCR Signal ohne DNA-Verdiinnung - - - - - -
keine | PCR Signal nach DNA-Verdiinnung - - - - - -+
PCR Signal nach DNA-Zugabe -+ -+ -+ + —+ +
Menge an erhaltener, praparierter DNA | ++ ++ ++ ++ + ++
b) PCR Signal ohne DNA-Verdiinnung - - - - - -
Wasserbad | PCR Signal nach DNA-Verdiinnung - - - -+ - -+
PCR Signal nach DNA-Zugabe -+ -+ -+ + - +
Menge an erhaltener, praparierter DNA | ++ ++ ++ ++ + ++
Mik(r:gwel PCR ngnal ohne DNA—Verd.(.]nnung - - - - - -
len PCR Signal nach DNA-Verdinnung - - - -+ - -+
PCR Signal nach DNA-Zugabe -+ -+ -+ + - +
d) Menge an erhaltener, praparierter DNA | ++ ++ ++ + + ++
Morier PCR Signal ohne DNA-Verdiinnung - - - - - -
mi
fliissigem PCR Signal nach DNA-Verdiinnung - - - -+ - -+
Stickstoff | PCR Signal nach DNA-Zugabe -+ -+ -+ + - -+
e) Menge an erhaltener, praparierter DNA | +++ +++ +++ ++++ | ++ ++++
I\ga'tﬂeg PCR Signal ohne DNA-Verdiinnung - - - ++ - -+
»elsc - —
Mill PCR Signal nach DNA-Verdinnung - - - ++ - —+
MM301“ | PCR Signal nach DNA-Zugabe - - - ++ -+ -+
f) Menge an erhaltener, praparierter DNA | +++ |+++ |+++ |++++ |++ ++++
gaf‘t_ﬁzelp PCR Signal ohne DNA-Verdiinnung - - - ++ - -
chuttel-
miihle PCR Signal nach DNA-Verdinnung - - - ++ - —+
PCR Signal nach DNA-Zugabe - - - ++ -+ -+
an Boden-

Gesamt-DNA. ,PCR Signal ohne DNA-Verdiinnung* bezieht sich auf die Ergebnisse der PCR mit Boden-Gesamt-DNA ohne vorherige
Verdiinnung. ,,PCR Signal nach DNA-Verdiinnung“ bezeichnet Ergebnisse der PCR mit Boden-Gesamt-DNA in einer Stufe der
Verdiinnungsreihe ohne Zugabe von DNA. ,,PCR Signal nach DNA-Zugabe“ bezeichnet Ergebnisse nach Zugabe von externer DNA. Die
Anzahl der + bezeichnet die Stirke des erhaltenen Signals, -+ heisst nicht reproduzierbar. * = bei einigen, wenigen Lysaten musste verdiinnt
werden um ein Signal zu erhalten.

87



Ergebnisse derPrdparation von DNA aus Boden

ERGEBNISSE

Als die am besten geeignete Methode stellte sich also der Aufschluss mittels Fastprep Miihle

und dem Zusatz von Milchpulver in Kombination mit Qiagen Genomic Séulen gefolgt von
der Guanidiniumhydrochloridmethode heraus. Mit dieser Methode liel sich DNA aus den
meisten Boden ohne stérende Huminsduren praparieren. Die PCR konnte in der Regel direkt

mit dem konzentrierten, nach dem Féllen und Trocknen in A. bidest. wieder aufgenommenem

Eluat der Sidulen durchgefiihrt werden. Bei Bboden, wo dies nicht der Fall war konnte

innerhalb der Verdiinnungsreihe ein Signal erhalten werden.

h-Psil

A=Pstl

Abbildung 11: Verschiedene Aufschluss-
methoden im Vergleich (siehe Tabelle 11)

Jeweils das Aliquot von 0,5 g Boden-Gesamt-
DNA wurde auf ein Agarosegel aufgetragen.
Die DNA  Préparation erfolgte mit
verschiedenen  Aufschlussmethoden: 1 =
Wasserbad, 2 = Mikrowellen, 3 = Morser mit
flissigem Stickstoff, 4 = Mahlen ,,Retsch Mill
MM301“ 5 = Fastprep ,,Schiittel-Miihle mit
kleinen Keramikperlen 6 = Fastprep ,,Schiittel-
Miihle* mit einer grofen Keramikperle. In
Bahn 1 Marker 8-PstI geschnitten

Abbildung 12: Verschiedene Priparations-
methoden fiir Boden-Gesamt-DNA im Ver-
gleich (siehe Tabelle 11)

Jeweils ein Viertel Aliquot von 0,5 g DNA-
Boden-Gesamt-DNA auf ein hochauflésendes
1,5 %iges Agarosegel aufgetragen. Die DNA
Priparation  erfolgte mit verschiedenen
Priparationsmethoden (siche Tabelle 11) 1=
Guanidiniumhydrochloridmethode 2= Fastprep
nach Giinther 3= Plasmidpriparation nach
Kado wund Liu, modifiziert 4= DNA-
Priparation nach Allen mit Proteinase K 5=
Priap. von genomischer DNA nach Current
Protocols in Molecular Biologie, 6= FastDNA
SPIN Kit for Soil. In Bahn 1 Marker 8-Ps¢l
geschnitten. In Bahn eins und zwei waren
keine leuchtenden Schlieren am
Agarosegelende zu sehen. Bei den Rasterung
der leuchtenden Schlieren nach links in die
Bahnen eins und zwei handelt es sich um
Belichtungsartefakte der Digitalkamera.
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3.6 Nachweisgrenze des Systems ..Fastprep nach Giinther*

Die realistische Nachweisgrenze dieses Systems lag bei den meisten Boden bei einem

Optimum von 6 x 10> Templates g™ Boden, wobei die Nachweisgrenze der eigentlichen PCR

eine Zehnerpotenz niedriger liegt. Es konnten zwar Signale bei unter 6 x 10 Templates g’

Boden erzielt werden, jedoch nicht reproduzierbar.

1 2 3 4056580 LauEERT

|

=

3.7 Uberpriifung der Vollstindigkeit der Bakterienlyse

Abbildung 13: Experiment zur
Nachweisgrenze des Fastprep
Systems nach Giinther.

In Bahn 1 Marker 8-Pstl
geschnitten. Bahn 2-8 PCR
Fragmente nach PCR mit Tn501-
Primern (siche 2.27.1) mit DNA
aus Prdparationen von Boden-
Gesamt-DNA von 0,5 g Boden
jeweils versetzt mit unterschied-
lichen Mengen an Templates.
Mengen an Template: 2 = 5 x 10,
3=10°,4=10° 5= 10% 6= 10,
7 =10% 8 = 10" auf 1 g Boden
hochgerechnet. In Bahn 9
geschachtelte PCR  mit den
erhaltenen Fragmenten aus 4
(siche 2.27.1).

Die Aufschlussmethoden wurden ebenfalls auf die Vollstindigkeit der Lyse der eingesetzten

Bakterien hin wie unter 2.16 beschrieben untersucht.

3.7.1 Ergebnisse zu Uberpriifung der Vollstindigkeit der Bakterienlyse:

Es stellte sich heraus, dass bei keiner Methode abschlieBend ein nennenswertes Wachstum

iiber 10? Kolonien g' Boden auf AIX Platten erfolgte.

Bei NI Platten war das Ergebnis dhnlich, wiederum kein groBeres Wachstum, iiber 4 x 10* g”!

Boden auBer bei Methode a (Erhitzen in kochendem Wasser) wurde eine CFU von 3 x 10° g

Boden gemessen. Die Bebriitung der aufgeschlammten, unaufgeschlossenen Boden auf NI

Medium brachte einen dichten Bakterienrasen auf dem NI-Medium.
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3.8 Screening von Boden auf Transposasegene

3.8.1 Bodenprobennahme

Fiir die Untersuchungen wurden 32 verschiedene, nicht direkt oder soweit feststellbar gar
nicht durch Eintrag exogener Bakterien, Antibiotika oder Schwermetalle belastete Boden
ausgesucht. Ein Teil der Proben wurde in Kassel, Niederzwehren um das AVZ herum und im
Naturschutzgebiet Donche genommen. Ein anderer Teil in Mecklenburg Vorpommern an der
Miiritz und wiederum eine anderer Teil entlang der B3 aus Richtung Marburg kommend auf
der rechten Seite jeweils zwischen Feldflachen und &lterem Baumbestand.

Die Proben wurden sowohl an rdumlich nah nebeneinander gelegenen Stellen, als auch weit
auseinander gelegenen Orten genommen. So wurde sichergestellt, zum einen ein eventuell
rdumlich gehduftes Auftreten zu erfassen, als auch verschiedene, geografisch unterschiedliche

Boden zu untersuchen.
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Tabelle 12: Ubersicht der genommenen Bodenproben, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden.

Nr. |[Bodenproben |Bodenart
Kassel

1 Treppenweg Baumgartentralle 40, Kassel Schluff

2 AVZ Parkhaus, Niederzwehren, Kassel sandiger Schluff

3 (Kompostierte) Gartenerde, Baumgartenstrale 43, Kassel Humus

4 Hellebéhnweg vor Garagen, Kassel sandiger Schluff

5 Strauch vor AVZ, Niederzwehren, Kassel sandiger Schluff

6 Griinflache hinter AVZ Mathematik, Niederzwehren, Kassel sandiger Schluff

7 Dénche, Mitte der Freiflache, Kassel toniger Schluff
B3, von Marburg Richtung Kassel, in Fahrtrichtung rechte Seite

8 Verzweigte Einfahrt ;u Wiese, AcT(errand B toniger Schluff

9 Ackerrand mit Begleitgriin toniger Schluff

10 | Ackerrand mit Begleitgriin toniger Schluff

11 |Feldrand Wiese toniger Schluff

12 |Feldrand Acker toniger Schluff
Mecklenburger Seenplatte, Kanustation Mirow

13 | Auffahrt CampirTgpIatz runter links schluffiger Sand, L6R

14 | Fichte Campingplatzauffahrt, vorne lehmiger Sand, L6R

15 | Heidelbeerflaiche am Nordhang, Gstlich vom Platz schluffiger Sand, LR

16 | Rand eines angrenzenden Kartoffelfeldes, stliche Seite schluffiger Sand, LR
Niederzwehren, Kassel

17 | Maulwurfhigel vor AVZ sandiger Schluff

18 |Baum an Senke hinter Willy Brandt Schule toniger Schluff

19 | Donche Hauptweg, Kurz nach Beginn, 50 m rechts toniger Schluff

20 | Dénche Hauptweg, Kurz nach Beginn, 100 m links Schluff

21 | Zwischen Hauptweg und Schulteich Schluff

22 | Direkt am Teich Schluff

23 |Hang Richtung Documenta Urbana Sandiger Schiuff

24 | Kuppe am Hang bei Documenta Urbana, Nahe Naturschutzschild Sandiger Schluff

25 | Sitzbank hinter AVZ Schluff

26 |Baum vor Bibliothek Sandiger Schluff

27 | AVZ Eingang ,Blumeninsel® Schluff
Habichtswald, Weg von Konrad Adenauer Str , Parkplatz zu 7 Teichen

28 | 200 m hinter Parkplatz, 10 m rechts vom Weg toniger Schiuff

29 | dritte Weggabelung, rechte Seite 10 m vom Weg toniger Schiuff

30 | Erste Lichtung, Waldrand Schluff

31 |Hang gegentber dem ersten groRen Teich toniger Schluff

32 | Hinter dem letzten Teich, 10 m Schluff
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3.8.2 Kontrollen:

Die Untersuchung der Boden erfolgte jeweils mit drei Kontrollen, einem negativen und zwei

positiven Kontrollexperimenten:

1) Das negative Kontrollexperiment war ein PCR-Ansatz ohne Template, um den Ansatz auf

Kontaminationen zu {iberpriifen.

2) Die erste Positiv-Kontrolle bestand aus einem PCR-Ansatz mit externem Template, um zu
iiberpriifen ob unter den gewéhlten Bedingungen eine PCR erfolgt.

3) Fiir eine fehlgeschlagenen PCR bei den so durchgefiihrten Versuchen gibt es zwei
Ursachen, ndmlich zum einen kein vorhandenes Template in der aufgereinigten Bodenprobe
und zum anderen zu viele Hemmstoffe in der aufgereinigten DNA aus dem Boden. Aufgrund
der letzten Ursache bestand die zweite Positiv-Kontrolle aus einem normalen Reaktionsansatz
mit der préparierten Boden-DNA wie im eigentlichen Versuch und zusétzlichem, extern
zugesetztem Template. Dieser Ansatz sollte also verifizieren, ob eine Reaktion bei
Verwendung der priaparierten DNA aus dem Boden moglich gewesen wiére, sofern Template
vorhanden gewesen wire.

War die zweite Positivkontrolle negativ, wurden aliquotierte Mengen der aus dem Boden
préaparierten DNA eingesetzt, bis die Positiv-Kontrolle positiv war.

Aufgrund der sehr hohen Zahl von gleichzeitig anzusetzenden Reaktionen wurde die PCR
mittels Mastermix gekiihlt angesetzt.

AbschlieBend wurde jedes erzeugte PCR-Fragment mittels Dot-Blot verifiziert und erst nach
positiver Hybridisierung als positiv bewertet.

3.8.3 Screening von Boden auf Transposasen mittels PCR

Die 32 Boden wurden nun auf das Vorhandensein von Transposase vom Typ Tn2/, Tn501
und Tn3 hin mit der unter 2.17.1 beschriebenen Methode untersucht.

Die Bodenproben wurden soweit moglich grobmechanisch homogenisiert und durchmischt,
Steine und groBeres Pflanzenmaterial entfernt. Es wurden Bodenkrumen von einer Kérnung
zwischen 1 und 5 mm in der Boden-Lyse eingesetzt.

Die Bodenproben wurden fiir die erste Untersuchung mittels PCR 2 - 6 -mal prépariert.
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3.8.4 Ergebnisse zu Screening von Boden auf Transposasegene mittels PCR:

Von diesen 32 untersuchten Boden zeigten fiinf positive Signale, 27 Boden zeigten kein
Signal.

Es wurde mittels PCR dreimal ein Signal vom Typ Tn2/ und zweimal bei tnpA Typ Tn501
erhalten und mittels nested PCR und Dot-Blot verifiziert (siche Abbildung 14).

Die Boden, bei denen ein Signal mittels PCR erzeugt werden konnte, wurden wie unter 2.18
beschrieben, mehrfach prépariert. Ein Transposasegen vom Typ Tn2/ konnte bei zwei (Boden
3 und 8) der darauf folgenden wiederholten Préparationen und die vom Typ Tn50/ (Bodenl18)
bei einer der darauf folgenden wiederholten Préparationen der gleichen Bodenprobe mittels
PCR nachgewiesen werden (siche Tabelle 13, Spalte 7). Bei einer spdteren Probennahme, ca.
4-6 Wochen danach, an der gleichen Stelle konnte es bei Boden 3 und 8 nachgewiesen wer-
den, hingegen nicht mehr bei Boden 18. Bei Boden 24 hingegen konnte ein Transposasegen
bei einer wiederholten Probennahme nachgewiesen werden, auch wenn es in der urspriing-

lichen Probe nicht ein weiteres Mal nachgewiesen werden konnte.

Alle anderen Bodenproben aus welchen ein Signal erhalten wurde, wurden ebenfalls noch-
mals pripariert, aber nur in diesem einen Fall wurde bei einem weiteren Aufschluss weitere
Signale in der PCR erzielt.

Bei allen anderen Proben war dies nicht der Fall (siche Tabelle 13).

Aus der genommenen Bodenprobe von Boden 6 wurde aus neun weiteren Teilproben DNA
isoliert und auf das Vorhandensein von fnp4 mittels PCR untersucht. Dieses Screening

brachte bei vier von neun Priparationen ein weiteres positives Signal.

Die Untersuchungen der zweiten Probenahme am Probenahmeort der fiinf mit PCR positiv
gescreenten Proben brachte bei 3 der 15 neuen Proben zu je 6 Priparationen ein positives
Ergebnis (siche Tabelle 13, Spalten 1-7).

Bei den Boden bei denen in der ersten Préparation keine Transposase nachgewiesen werden
konnte (1,2,4 und 5) und bei denen ebenfalls neue Bodenproben genommen wurden und
mehrfach neue Prédparationen durchgefiihrt wurden, konnte auch diesmal keine Transposase
nachgewiesen werden (sieche Tabelle 13, Spalten 8-10).
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Abbildung 14: PCR mit Gesamt-Boden-DNA

In der Abbildung ist exemplarisch das Screening von 6 Bdden auf tmpA4 vom Typ Tn501, Tn3, und Tn21
dargestellt. Die Gesamt-DNA wurde aus dem Boden mittels Fast Prep Sytstem nach Giinther isoliert und
anschliessend mittels PCR untersucht. Die PCRs sind jeweils in Gruppen zu sechs hintereinander aufgetragen
gefolgt von einer Positiv- und einer Negativkontrolle fiir den jeweiligen Mastermix. Die letzten drei PCRs sind
Positivkontrollen fiir die PCRs mit Boden-Gesamt-DNA der Bdden eins und zwei mit Primern vom Typ tnpA
Tn50! und drei mit Primern vom Typ tnpA Tn21. Die Positivkontrollen fiir die anderen drei Béden wurden in
einem zweiten Agarosegel mitgefahren. Erste und letzte Bahn jeweils Marker 8-PstI.

In Bahn 2 - 7 befinden sich die PCRs fiir tnpAd, Typ Tn50! der Béden 5-10, Positivkontrolle in 8 und
Negativkontrolle in 9 fiir Mastermix mit diesen Primern.

In Bahn 9 - 15 befinden sich die PCRs fiir tnpA, Typ Tn3 der Bdden 5-10 , Positivkontrolle in 16 und
Negativkontrolle in 17 fiir Mastermix mit diesen Primern.

In Bahn 18 - 23 befinden sich die PCRs fiir tnpA, Typ Tn2I der Boden 5-10, Positivkontrolle in 24 und
Negativkontrolle in 25 fiir Mastermix mit diesen Primern.

Ein positives Signal wurde in Bahn 5 fiir Boden Nr. 8 mit Primern tnpA4 Typ Tn50!, in Bahn 20 fiir Boden Nr. 6
mit Primern tnp4 Typ Tn21 erzielt.
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Tabelle 13: Zusammenfassung der Ergebnisse der Untersuchung verschiedener Boden auf
Transposasegene vom Typ Tn3, Tn27 und Tn501

Erste Probennahme Prob';lﬁ::hme Erste und Neue Probennahme
. = Neue Probennahme +«= | Ausplattiert » . .
c PCR Signal S 2% angleicherStelle | T 2| firKolonie | Positive Signale bei
o) c L . . 5
o Primer Typ S50 der ersten O .4 | Hybridisier- | Kolonie Hybridisierung
o % S E 2zl  Probennahme n 8] ung
: 2 B3
© £ [z58 c | _ |ele
g 21258 _ | 2| T (ElE[E|E |2| | |S
s |l |le || S| S S| S| 2|85 |28 s| || 8
— N N © c| ¢ < 2 =
Z |zl |2l &lesyd M| €| 2 (sl 2|6 a | < -
s | ST |F|Fl<EsY<|8|%|eg2|S3| 5| 8] 8 S
g | g £8¢ g | Qs 2|28 |s| |8
g |- 38 o sz T | E
Ll | Z
1 3 - - - 1 - 3 6 - - - + 260 - - - -
2 3 - - - 1 - 3 6 - - - + 420 - - - -
3 6+6 | - + - 3 3 3 18 1 +| + [1200] 48 - | +@36) | +(12)
4 3 - - - 1 - 3 6 - - + 280 - - - -
5 3 - - 1 - 3 6 - - - + 150 - - -
6 1+6 - - + 1 - 3 18 0 |+|-] + [1600] 6 - - +
7 3 - - - 1 - 3 6 - - - - - - - -
8 3+6 - + - 1 4 3 18 1 +|+] + |1300) 12 - + -
9 2 - - - 3 - - - - - - - - - - - -
10 2 - - - 3 - - - - - - - - - - -
11 4 - - - 1 - - - - - - - - - - -
12 4 - - - 1 - - - - - - - - - - - -
13 4 - - - 1 - - - - - - - - - - - -
14 4 - - - 1 - - - - - - - - - - - -
15 4 - - - 1 - - - - - - - - - - - -
16 4 - - - 1 - - - - - - - - - - - -
17 6 - - 4 - - - - - - - - - - -
18 3+6 - - + 1 4 3 18 0 |+|-] + 760 0 - - -
19 3 | - - - 1 - -1 - - N N N
20 3 | - - - 1 - - - - -T-1 - - - - - -
21 3 - - - 1 - - - HEEE - - - - -
22 3 - - - 1 - - - -1 - - - - - -
23 3 | - - - 1 - - - - - N N N
24 | 3+6 | - + - 1 - 3 [ 18 [ 1 [+[+[| + [1400] 26 | - - +
25 3 | - - - 1 - : - -1 - : : : : :
26 6 | - - - | 3 [ - - - - =11 - - - - - -
27 3 - - - 1 - - - - I-1-1 - - - - - -
28 2 . . . 1 - . . - =11 - . . . . .
29 2 . . . 1 - . . - =11 - . . . . .
30 2 | - - - 1 - - - -1 - - - - - -
31 2 - - - 1 - - - - I-1-1 - - - - - -
32 2 - - - 1 - - - - =11 - - - - - -

Zusammenfassung der Ergebnisse der Untersuchung verschiedener Boden auf Transposasegene vom Typ Tn3,
Tn2] und Tn501. Spalte 2 ,,Praparationen® bezeichnet die Anzahl der erfolgten und untersuchten Praparationen
eines Bodens mittels PCR. ,,Aliquots In PCR* bezeichnet die Anzahl der Aliquotierungen bei den eingesetzten
PCRs bis die Positivkontrollen positiv wurden. ,,Neue Probenahme* bezeichnet die Anzahl der neu genommenen
Proben des gleichen Bodens fiir die weiteren PCRs bei positiven Signal der urspriinglichen PCR (siehe 3.8.4).
Unter ,,Neue Probennahme® Unterpunkt ,,Préparationen bezeichnet die Anzahl der fiir weitere PCRs erfolgten
Préparationen. Bei ,,Erste und Neue Probennahme® Unterpunkt ,,Signal Dot-Blot“ zeigt, welche Signale aus der
ersten Bodenprobe resultieren und welche aus den anschlieBenden Probenahmen. Unter ,,Ausplattiert fiir
Koloniehybridisierung® ist durch ein + angezeigt, wenn auf Hg-Medien ausplattiert wurde und Wachstum
erfolgte. Unter ,,E Wachstum auf Hg* ist die Summe der mittels Kolonichybridisierung gescreenten Kolonien.
,Positive Signale bei Kolonie Hybridisierung* zeigt an, welche Boden so untersucht wurden und auf welchem
angegebenem Medium die Isolate gefunden wurden, welche ein Signal ergaben.
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3.9 Screening von Boden auf Transposons mittels Kolonie-Hybridisierung Teil 1

Eine weitere, intensive Untersuchung der 5 Bodenproben, aus welchen ein Signal mittels PCR
erhalten wurde fand anschlieBend statt. Im Falle der Béden, bei welchen ein Hinweis auf
Tn21 bzw. Tn501 vorlag, wurden je 10 Hg-Platten angesetzt um eine Vorselektion zu
ermoglichen, da tnpA hier hdufig mit Quecksilberresistenz gekoppelt ist.

Die so bewachsenen Membranen wurden anschlieBend wie unter 2.25.2 beschrieben geblottet
und mit den entsprechenden Sonden wie unter 2.26 beschrieben hybridisiert. AnschlieBend
wurden die Kolonien mittels DNA-Sonden auf das Vorhandensein von tnp4 vom Typ Tn3,
Tn21, Tn501 hin untersucht. Die Sonden wurden mit den unter 2.27.1 beschriebenen Primern
mittels PCR wie unter 2.26.1 hergestellt.

Weiterhin wurde die von den unterschiedlichen Béden gewonnene Gesamt-DNA per Dot-Blot
auf Nylonmembranen iibertragen und per Gen-Sonden auf das Vorhandensein von tnpA vom
Typ Tn3, Tn2l, Tn501 wie unter 2.25.4 beschriecben hin untersucht. Ergebnisse zur
Untersuchung der weiteren Bodenproben sind unter 3.11 dargestellt.

3.9.1 Ergebnisse zu Screening von Boden auf Transposons mittels Kolonie-

Hybridisierung

Bei drei der geblotteten Boden (Boden Nr. 3, 8 und 24) kam es sowohl beim Dot-Blot als
auch bei der Koloniehybridisierung zu positiven Signalen (Tabelle 13). Bei Boden 6 kam es
nicht zu einem Signal im Dot-Blot jedoch bei der Koloniehybridisierung. Alle Positiv- und

Negativkontrollen waren erwartungsgemal.

3.10 Herstellung von Gensonden fiir Transposase, tnpA4 Typ Tn3, Tn27 und Tn501

Fiir die Herstellung der Sonden wurde jeweils eine PCR durchgefiihrt (siche 2.27). Die so
erhaltenen DN A-Fragmente wurden wie unter 2.20 beschrieben aufgereinigt und anschlielend
wie unter 2.26.1 beschrieben markiert. Die Sonden wurden anschlieBend per Dot-Blot
(Abbildung 15) iiberpriift.
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Tabelle 14: Uberpriifung der Gensonden, tnpA4 Typ Tn3, Tn21 und Tn501

Sonden Typ
Tn3 tnpA Tn21 tnpA Tn501tnpA

Plasmid / DNA

PACYC184::Tn3 + - -

pBR322::Tn2411 - + -

PACYC184::Tn501 - - +

RSF1010 - -

pBR322 - - -

pUCI8 - - -

P. stutzeri DNA - - -

E. coli C600 DNA - - -

Abbildung 15: Uberpriifung der Gensonden vom Typ Tn3 tnpA, Tn21tnpA, Tn501tnpA

Auf Nylonmembranstreifen wurde verschiedene DNA im Dot-Blot aufgebracht: 1= pACYC184::Tn3,
2=pBR322::Tn2411, 3= pACYC184::Tn501, 4= RSF1010, 5= pBR322, 6= pUC18, 7= P. stutzeri DNA, 8= E.
coli C600 DNA. AnschlieBend wurde Streifen 1 mit Sonden vom Typ Tn3 tmpA, Streifen 2 mit Tn2/ tnpA, und
Streifen 3 mit Tn501 tnpA wie unter 2.25.4 beschrieben geblottet, die Sonden hybridisierten spezifisch.

3.11 Screening von Boden auf Transposons mittels Kolonie-Hybridisierung Teil 2

Wie die vorangegangenen Untersuchungen zeigten besteht ansatzweise eine Korrelation
zwischen den Ergebnissen der Screeningversuche welche mit PCR durchgefiihrt wurden und
denen die durch Kolonieblotting erhalten wurden. Da es sich bei dem nachzuweisenden
Phanomen um ein seltenes handelt, wurden die Untersuchungen auf eine statistisch aussage-
fahigere Basis gehoben. Hierzu wurden alle Boden gleichzeitig mittels Ausplattierung
vorselektiert und mit Mitteln der Molekularbiologie auf potentiell Transposon-tragende BMO
hin untersucht.

Hierzu wurden die unter Tabelle 12 beschriebenen Béden auf die von Tn2/, Tn3 und Tn501
bekannten Resistenzen (Tn2/: Su/Sm, Hg; Tn3: Ap und Tn507: Hg) als Leitgene phino-
typisch hin vorgescreent. Um auch dhnliche AB Kopplungsgruppen als die bekannten (siche
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1.11) bzw. auch evtl. defekte Transposons zu erfassen, wurde jeder Ansatz auch auf NI-
Medium direkt wie unter 2.10 beschrieben ausplattiert.

Dies geschah in verschiedenen Verdiinnungsstufen wie unter 2.10 beschrieben. Die so
bewachsenen Platten wurden anschlieBend wie unter 2.10 beschrieben auf Nylonmembranen
abgeklatscht und mittels Koloniehybridisierung wie unter 2.25.2 beschriecben mit den
entsprechenden tmpA Sonden vom Typ Tn2ltnpA, Tn3tnpA, und Tn501tnpA, wie unter 2.26
beschrieben, hybridisiert (siche Abbildung 16).

3.12 Ergebnisse zu Screening von Boden auf Transposons mittels Kolonie-

Hybridisierung Teil 2:

Mittels Kolonie-Blot aus direkter Bodenplattierung wurden in dieser Arbeit ca. 28000
(Summe aus Tabelle 13 und diesem Teil) Kolonien auf Transposasen vom Typ Tn2/tnpA,
Tn3tnpA, und Tn501tnpA hin untersucht. Hierbei wurden 156 positive Signale erzielt, 91-mal
Typ Tn21, dreimal Tn3, und 62-mal Tn501.

Bei den hier dargestellten ca. 21000 geblotteten Kolonien aus unbelasteten Boden kam es zu
66 positiven Signalen. 43-mal vom Typ Tn2/, dreimal Tn3, und 20-mal Tn501. Alle Positiv-
und Negativkontrollen waren erwartungsgemal.

Die entsprechenden Kolonien wurden anschlieBend selektiert, wobei sich 15 der Wildisolate
einer DNA Isolierung nicht zugénglich zeigten. So wurden 51 Isolate mittels eines Dot-Blots
unter stringenteren Bedingungen als die Kolonichybridisierung (siche 2.25.2) untersucht. Es
zeigte sich bei 16 dieser 51 Isolate ein Signal im Dot-Blot und hiervon wiederum bei dreien in
der PCR mit Primern vom Typ Tn2!. Diese drei Isolate bekamen die Bezeichnung G16, G26
und G37 und wurden spéter noch weiter untersucht (siche Abbildung 21).

Als Positiv- und Negativkontrollen wurden Membranen mit Dot-Blotts von pBR322::Tn24/1,
pACYC184::Tn501/ und pACYC184::Tn3 mitgefiihrt. Obwohl einige der BMO Plasmide
trugen, zeigte keines der Plasmide ein Signal im Southern-Blot. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 15 zusammengefasst.
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Abbildung 16: Hybridisierung eines
Kolonieblots von direkt aus Boden
selektierten BMO

Hier exemplarisch dargestellt ein
hybridisierter Kolonie-Blot einer {iber Nacht
gewachsenen Selektivplatte. Es wurde ein
Abklatsch von dieser Platte durch Auflegen
der Membran hergestellt und dieser dann
wie unter 2.25.2 beschrieben geblottet und
anschlieBend mit fmpAd Sonden vom Typ
Tn2/ wie unter 2.26 beschrieben
hybridisiert. Auf der Membran befanden
sich ca. 400 Kolonien. Der Pfeil zeigt auf
ein positives Signal einer Kolonie. Die
Positiv- und Negativkontrollen wurden auf
einem eigenen Membranstreifen mitgefiihrt.
Es wurden immer Chargen von 12
Membranen geblottet und hybridisiert.
Kolonien, welche ein Signal ergaben,
wurden anschlieend vereinzelt und mittels
eines zweiten Kolonieblottes auf mpA4 vom
Typ Tn3 und Tn50! hin weiter untersucht.

Abbildung 17: Hybridisierung eines Kolonieblots von direkt aus Boden selektierten BMO

Hier exemplarisch dargestellt ein hybridisierter Kolonie-Blot isolierter BMO welche ein Signal auf tnpA4 Typ
Tn2] ergaben (siche Abbildung 16) einer iiber Nacht bewachsenen Membran auf Selektivmedium. Die Membran
wurde wie unter 2.25.2 beschrieben geblottet und anschlieBend mit tnpA Sonden vom Typ Tn50! wie unter 2.26
beschrieben hybridisiert. Auf der Membran befinden sich 64 Kolonien. Ein positives Signal ist ganz rechts in
Zeile vier zu sehen. Die Positiv- und Negativkontrollen wurden auf einem eigenen Membranstreifen mitgefiihrt.
Es wurden immer Chargen von 12 Membranen geblottet und hybridisiert.
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Tabelle 15: Zusammenfassung der Ergebnisse der Isolation von BMO

Wachstum auf Medium & Summe der Summe der
Kolonien welcher per Kolonie-Blot Signale bei
geblottet wurden Kolonieblott Dot - Blot
5 Ap (Tn3) (S%‘IZZSII)“ Hg (Tn501) NI E =
c , g =
5 Elz|E8|lz|&8 |38 |z~ o - o 8
= ||z |2|z|2]=|5|z|zs.| & | % : 2
I BCI Bl G - O -0 G - - 2 - P 5
S s |2 |5 |2 |53 |3 24& o E 2 g -
sles|2|2|e|e|2|g]| 2| = s E: &>
1|2 |5|2|5|2|2]|22 )| 2 :
sle|s|2|s|2 |52 ]| & & £
=S S ) T I R SR o
0 - 0 - Tn3 - -
1 240 - 110 - 26 0 360 0 - 0 Tn501 0 - -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
0 - - 0 Tn3 - -
2 180 - 120 - 31 6 320 0 6 6 Tn501 3 3 -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
0 - - 0 - Tn3 - -
3 280 [ - |210[ - | 42[ 2 [340[ 0 2 8 |Tns01 2 0 B
B 4 2 0 6 Tn2/ 0 -
0 - - 0 - Tn3 - -
4 220 190 - 19 0 290 0 - 2 Tn501 2 - -
- 0 2 0 2 Tn2/ 0 -
1 - - 0 1 Tn3 0 -
5 220 - 260 - 89 0 380 0 - 1 Tn501 1 - -
- 0 0 0 - Tn21 - -
0 - - 0 - Tn3 - -
6 260 [ - |1so| - 42 [ 1 ]320] 0 1 1 Tn501 1 0 -
- 0 0 0 - Tn2/ -
0 - - 0 - Tn3 - -
7 180 250 - 18 0 340 0 - 0 Tn501 0 - -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
0 - - 0 - Tn3 - -
8 280 180 - 0 0 290 0 - 4 Tn501 4 - -
- 4 0 0 4 Tn2/ 0 -
0 - - 0 - Tn3 - -
9 120 130 [ - 0 0 |240| o - 0 Tn501 0 B B
- 0 0 0 - Tn2/ -
0 - - 0 - Tn3 - -
10 140 - 260 - 12 0 210 0 - 7 Tn501 3 - -
- 7 0 0 7 Tn2/ 0 +
0 - - 0 - Tn3 -
11 90 280 - 130 5 180 0 5 5 Tn501 3 3 -
- 0 0 0 - Tn2/ -
0 - - 0 - Tn3 - -
12 J210] - 140 - ] 54 o0 |200] o - 0 Tn501 0 - -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
0 - - 0 - Tn3 - -
13 180 - 140 - 180 0 190 0 - 0 Tn501 0 - -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
0 - - 0 - Tn3 - -
14 220 - 290 - 25 0 200 0 - 2 Tn501 2 - -
- 2 0 0 2 Tn2/ 0 -
0 - - 0 - Tn3 -
15 160 | - 120 | - 13 0o | 180 | o - 0 Tn501 0 - -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
0 - - 0 Tn3 - -
16 180 - 280 - 37 2 230 0 2 2 Tn501 2 2 -
- 0 0 0 - Tn2/ -
0 - - 0 - Tn3 - -
17 240 [ -] 120 - 3 0 |310] o - 0 Tn501 0 B B
- 0 0 0 - Tn2/ - -
0 - - 0 - Tn3 - -
18 270 - 140 - 32 0 320 0 - 0 Tn501 0 - -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
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Wachstum auf Medium & Summe der Summe der
Kolonien welcher per Kolonie-Blot Signale bei
geblottet wurden Kolonieblott Dot - Blot
E Ap (Tn3) (S%‘n/zslr)“ Hg (Tn501) NI E 5
5 , g =
5 Elz|8|z|&8|z3|8|z]| % = & o 8
= 212 |2|a|2|a|5|a]z.| 3 E 2 2
S |S|E¥|g|Z|lg|E|g |28 | < 4 £ P )
2 s |2 |8 |8 |58 |8 3| 23 5 s 2 g @
2 o 2 K> 2 K> 5] K = = g 5 &
S| |Elz|2lz 2|28 2 c e
slals|l2|s|a|s|2] 8 7 £
Sla(2|a|22|&|afg | = s
0 - 0 - Tn3 - -
19 290 - |8 [ -1 4 [0 |300] o B 0 |rns01 0 - -
0 0 0 - Tn21 - -
0 - - 0 - Tn3 - -
20 |30 - |70 -] 0 [0 [29] o B 0  |Tns0! 0 B B
- 0 0 0 - Tn2/ - -
0 - - 0 - Tn3 - -
21 220 [ - | 130 [ - 0 0 [320] 0 - 0 Tn501 0 - -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
0 - - 0 - Tn3 - -
22 240 - | 150 [ - 0 0 [340] 0 - 5 Tn501 2 B B
- 5 0 0 5 Tn2/ 2 -
0 - - 0 - Tn3 - -
23 140 [ - | 120 [ - 4 0 |300[ 0 - 0 Tns50! 0 - -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
0 - - 0 - Tn3 - -
24 180 [ - 130 - ]2t o {270 0 2 Tn501 6 - -
- 0 2 0 2 Tn2/ 2 ¥
0 - - 0 - Tn3 - -
25 |240[ - 210 - |30 0 [210] 0 B 0 |rns01 0 - -
- 0 0 0 - Tn21 - -
0 - - 0 - Tn3 - -
26 180 [ - 160 - |37 [ 0 |270] o - 8 Tn501 8 - -
- 3 0 0 3 Tn2/ 4 ¥
0 - - 0 - Tn3 - -
27 |250[ - | 190 - 19[4 [310] 0 4 6  [Ttns01 6 B B
- 2 0 0 2 Tn2/ - -
0 - - 0 - Tn3 - -
28 220 - | 70 - | 10| 0o |340] o0 - 5 Tn501 5 - -
- 5 0 0 Tn21 0 -
0 - - 0 - Tn3 - -
29 240 - 100 - 9 0 |370 o - 0 Tn501 0 - -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
2 - - 0 2 Tn3 - -
30 210 -] 60 [ - ]10[ 0 |28 0 - 2 Tn501 1 - -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
0 - - 0 - Tn3 - -
31 180 - 170 [ - 1120 |23 o - 0 Tn501 0 - -
- 0 0 0 - Tn21 - -
0 - - 0 - Tn3 - -
32 180 [ -] 50 [ - 8 0 |260] 0 - 0 Tn501 0 B -
- 0 0 0 - Tn2/ - -
Tn3=3
E 6750 3 |[5090| 37 [917 |26 [8990 | o 66 66 |tnsor=62 51 16 3
Tn2/=91
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3.13 Einsatz von Bodensiulen zum Nachweis von Transpositionsereignissen

Um nachzuweisen ob transponierbare Elemente in der Flora unbelasteter Boden oder evtl. frei
vorkommen, wurde ein weiterer Ansatz gewahlt und zwar der Einsatz von Plasmiden. Diese
Methode wird unter Laborbedingungen angewandt um transponierbare Elemente und deren
Féhigkeit zur Transposition nachzuweisen [McGregor, 2003; Bishop u. Sherratt, 1984;
Gerlach u. Wiedemann, 1985].

Transponiert ein Element in solch einer Weise in ein Plasmid, dass sich der Phénotyp eines
MO éndert, so kann man nach dem verénderten Phdnotyp screenen und so eine Transposition
nachweisen. Ein Plasmid, welches Positivscreening erlaubt und hier eingesetzt wurde ist
pRB2138 (siche 2.22.4.1). Es ist in der Lage ein transponierbares Element ,,zu fangen® bzw.
konnen mittels des Plasmides Transpositionsereignisse phanotypisch nachgewiesen werden
[Bishop u. Sherratt, 1984]. Da pRB2138 ein positives Screening auf Tc¢' Kolonien erméglicht,
konnen so schnell groBere Mengen an Material untersucht werden, was bei nachzuweisenden
Phénomenen mit geringer Haufigkeit von groem Vorteil ist (Siehe 2.22.4)

Um festzustellen, ob mit dieser Methode ein Gentransfer mit anschlieBender Transposition in
unbelasteten Boden nachgewiesen werden kann, wurde aufgrund des hohen administrativen
Aufwandes kein Freilandversuch durchgefiihrt, sondern dieser Frage mittels Bodensdulen als
einem Modellsystem fiir Bodenhabitate nachgegangen.

pRB2138 wurde in Vorversuchen auf Eignung hin in Kombination mit Bodenséulen einge-
setzt zu werden untersucht. Konjugation an sich findet in Bodenséulen statt (sieche 1.9.1.1).

3.14 Konjugationsversuche: Pseudomonas und E. coli als Wirte von pRB2138

Da die anschlieBenden Experimente mittels Bodensdulen durchgefiihrt wurden, sollten neben
E. coli sowohl P. stutzeri als auch P. putida, als zwei Boden-MO, verwendet werden. P.
stutzeri und P. putida sollten in einem Mikrokosmos mit den natiirlicherweise vorkomm-
enden BMO bzw. mit der dort vorkommenden DNA in Kontakt gebracht werden. Ziel dieses
Ansatzes war es, auf diesem Wege etwas iliber das Vorhandensein von transponierbaren
Elementen in unbelasteten Boden zu erfahren, ein Element zu ,.fangen“ und es ndher zu

charakterisieren.

3.15 Herstellung Digoxigenin markierter Sonden zum Nachweis fiir pRB2138

Zur Uberpriifung der folgenden Ergebnisse wurden Gensonden eingesetzt, die wie folgt
hergestellt wurden: pRB2138 wurde mit Psz I + BamHI verdaut. Dies schneidet ein 1,15 kb
Insert dessen Ursprung in pTR262 liegt aus, so dass keine Kreuzreaktionen mit pBR322 oder
PACYC184 zu erwarten sind (siche 2.22.4.1). Die DNA wurde mittels Gelelektrophorese
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getrennt, das entsprechende Fragment aufgereinigt und anschlieBend mit Digoxigenin wie
unter 2.26 beschrieben markiert. Die Sonden wurden mittels Dot-Blot auf Spezifitit hin (siche
Tabelle 16) iiberpriift.

Tabelle 16: Uberpriifung der pRB2138 DNA — Sonden.

Stamm Hybridisierungssignal

E. coli C600 -

E.coli Dh51r _

P. flourescens R2f -

P. putida "1s0" -

P. putida -

P. stutzeri -

Plasmid

pRB2138 +

PACYC184::Tn3

PACYC184::Tn501 -

pBR322::Tn2411 -

RSF1010 -

3.16 Vorversuche zum Einsatz von Bodensidulen zum Nachweis von

Transpositionsereignissen

In den Vorversuchen sollte eruiert werden, ob bei Beschickung einer sterilen, autoklavierten
Bodensdulen mit zwei definierten und geeigneten MO, welche in der Lage sind zu konju-

gieren bzw. DNA aufzunehmen, eines dieser Phdnomene nachgewiesen werden kann.

In den nachfolgenden, eigentlichen Versuch sollte untersucht werden ob bei Kontakt mit der
autochthonen Bakterienflora die Vorgehensweise geeignet ist, ein solches Phdnomen nachzu-
weisen. Hierzu wurden die bereits mit molekularbiologischen Methoden (siche Tabelle 12)

voruntersuchten Boden eingesetzt.

3.17 Nachweis von Transpositionsereignissen mittels Plasmid pRB2138

Zur Uberpriifung der Funktion von pRB2138 wurden Konjugations- und Elektroporations-
Experimente durchgefiihrt.

Es standen folgende Transposon-tragende Plasmide zur Verfligung: pACYC184::Tn3,
pACYC184::Tn501 und pBR322::Tn2411. Es wurde auf Tc' Kolonien hin gescreent.

Da Tn2411 ebenfalls eine Tc-Resistenz besitz, kann eine Transposition nicht durch einen T¢"
Phinotyp nachgewiesen werden, sondern durch einen (T¢")/Cm’ /Sm" Phinotyp.

103



Einsatz von Bodensdulen zum Nachweis von Transpositionsereignissen ERGEBNISSE

Hierzu wurden die eingesetzten Staimme von P. stutzeri , P. putida und E. coli c600+, Dh5
und RRI mit pRB2138, pACYC184::Tn3, pACYC184::Tn501 und pBR322: :Tn2411 fiir die
Experimente erfolgreich elektroporiert.

Tabelle 17: Zusammenfassung der eingesetzten elektroporierten Stimme.

Elektroporiert in

at e
Plasmid § g % g %
_ A S S S
pRB2138 + + + +
PACYC184::Tn3 ——- + + —— +
PACYC184::Tn501 ——— + + —— +
pBR322::Tn2411 - ——— + —— —

3.18 Vorversuch Konjugation: Pseudomonas und E. coli als Wirte von pBR2138

Es wurden die Elektroporanten mit Transposon-beherbergenden Staimmen in einem Agar-
plattenmating wie unter 2.22.1 beschrieben 5 h bei 37 °C inkubiert. Da sich bei 5 h Inkuba-
tionszeit keine Transpositionsereignisse nachweisen lieBen, wurden die Inkubationsbeding-
ungen filir eine hohere Tranpositionsrate der hier eingesetzten zur Tn3 Familie gehorenden
Transposons auf mindestens 35 Generationen erhoht und die Temperatur (auch fiir E. coli) auf
RT gedndert [Bennett u. Grinsted, 1988].

3.19 Vorversuch Elektroporation

Eine weitere Kontrolle wurde durch Elektroporation der gleichen, oben eingesetzten
Transposon-beherbergenden Plasmide in die pRB2138 beherbergenden Stimme durchgefiihrt.
Die Elektroporation wurde wie unter 2.22.3 beschrieben durchgefiihrt. Abweichend zu der
Vorschrift wurden die Elektroporanten nicht 1 h auf einem Roller inkubiert sondern jeweils
auf einer NI —Agarplatte.

Da sich bei 5 h Inkubationszeit keine Transpositionsereignisse nachweisen lieBen wurden die
Inkubationsbedingungen analog zu den Konjugationsversuchen auf 25 Generationen erhdht
und die Temperatur (auch fiir E. coli) auf RT geédndert.
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3.19.1 Ergebnisse zum Nachweis von Transpositionsereignissen mit Plasmid pRB2138

Bei den ersten experimentellen Ansétzen (1, 2, 6,7, 8,9, 10, 13, 14, 15) konnten sowohl bei
den Konjugationsexperimenten, als auch bei den Elektroporationen keine T¢" bzw. Cm'/Sm'
Kolonien nachgewiesen werden. Nach drei Tagen waren die Tc-Platten mit zahlreichen,
streuenden Satellitenkolonien rasenartig liberzogen. Diese Kolonien wurden isoliert und auf
Plasmide hin prépariert. Es konnte mittels Agarosegel-Elektrophorese und Dot-Blot keine
Transpositionen nachgewiesen werden.

Nach Verdnderung der Bedingungen fand in sieben Fillen (3, 5, 6, 11,13,14,15), wie unter
3.18 und 3.19 beschrieben, Transposition erfolgreich statt. Es konnte mittels Agarosegel-
Elektrophorese und Dot-Blot Transposition nachgewiesen werden (siche Abbildung 18).

Abbildung 18: pRB2138 nach Transposition von Tn3, Tn27 und Tn 501

Plasmid pRB2138 nach Transposition im Elektroporationsexperiment und Konjugationsexperiment, verschie-
dene Bahnen aus einem Agarosegel. Bahn 1 und 7 pRB2138 ohne Transpositionsereignis. Bahn 2 Transposition
von Tn3 in pRB2138 aus Elektroporationsexperiment. Bahn 3 Transposition von Tn3 in pRB2138 aus
Konjugationsexperiment. Bahn 4 Trans-position von Tn50/ in pRB2138 aus Elektroporationsexperiment. Bahn
5 Transposition von Tn50/ in pRB2138 aus Konjugationsexperiment. Bahn 6 Transposition von Tn24// in
pRB2138 aus Konjugationsexperiment.
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Tabelle 18: Ergebnisse der Vorversuche Konjugation und Elektroporation mit Plasmid pRB2138

Nr. Konjugation Plasmid . , @ o . , 2ol el o
HEREEEIEHEREEE IEE
Stamm 2|0 |~835|88|8 |282§|a2|EF
I [ coli Dhsv pRB2138 nmlwl ol s |- -1 _-T1T_.1T.1T.:
E. coli RRI pACYC184::Tn3
2 E. coli Dh5 pRB2138 3 B B B B B B
E. coli RRI pACYC184::Tn501 23 10 0 >
3 | E. coli C600 PRB2138 . . T 0]+ 3 |7l =
E. coli C600 pACYCI184::Tn3
4 E. coli C600 pRB2138 ~10°
i, i, i, i, i, T i,
E. coli C600 pACYC184:Tn50] 401 ~10 3 ¢
5 [E-coliC600 | pRB2I3S N .
E. coli C600 pBR322::Tn2411 Sm
6 P. stut.zeri pRB2138 15 108 0 3 40 |>108| + 3 Te n
P. putida pACYCI184::Tn3
7 P. stutzeri pRB2138 3 8
40 |>1 . T .
P. putida pACYC184:Tn50] 15100 03 0 |~10 3 ¢
Elektroporation Plasmid
Stamm
8 | E coliphsw |PRB2138 isfwe o s |- -] -] -]T]-
pACYCI184::Tn3
9 : pRB2138 6 T T ]
E. coli Dh51r PACYCI84:Tn30] 15 10 0 5 Te
10 : pRB2138 6 T T fem/[
Ecoli DhSv | R TnaaT] 15100 0] s Sm
11 . pRB2138 6
E. coli C600 - - - - 25 | >10 + 5 T -
o pACYC184:Tn3 ¢
12 : PRB2138 T 106 | . Cm/[ _
E- coli C600 - o35 Trodi] 25 | ~10 > | sm
13 . pRB2138 s 6
P. 10 10 0 5 28 | >10 + 5 T +
Szert  ACYCI84:-Tn3 ¢
14 . pRB2138 5 6
P. 1 1 2 >1 + T +
stutzeri PACYCI84:Tn50] 0 0 0 5 8 0 5 c
15 | pRB2138 ; s Cm/
+ +
P. stutzeri PBR322:Tn241 1 10 10 0 5 28 | >10 5 Sm

In der Tabelle links jeweils die Stimme mit denen ein Konjugations- bzw. Elektroporationsexperiment
durchgefiihrt wurde mit den jeweiligen Plasmiden. Als Generationszeit wurden fiir E. coli 20 min und fiir P.
stutzeri 30 min angesetzt. CFU bezieht sich auf die Anzahl der jeweilig eingesetzten Zellen. In der Spalte
Selektiv-Medium ist das fiir das entsprechende Experiment gewidhlte Medium angegeben.

3.20 Bodensiulen zum Nachweis von Transpositionsereignissen

3.20.1 Vorversuch: Uberpriifung des Systems in sterilen Bodensiulen

AnschlieBend wurde mittels Bodensdulen in sterilem Boden tiberpriift, ob mit diesem Ansatz
auch im Boden transponierbare Elemente nachgewiesen werden konnen. Es wurden fiir dieses
Experiment zwei Sédulen wie unter 2.23 beschrieben angesetzt.

Die Sdulen wurden mit ca. 5 x 10'° Zellen von P. stutzeri (pRB2138), sowie mit ca. 10"
Zellen von P. putida (pACYC184::Tn3, pBR322::Tn24117) in 15 ml sterilem Leitungswasser
beimpft. Die Sédulen wurden tiglich mit 5 ml sterilem Leitungswasser befeuchtet und die sich
im unteren SammelgefiB befindliche Fliissigkeit abgezogen, zentrifugiert und zur Uberpriif-
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ung ausplattiert. Die so ankonzentrierten MO wurden auf Tc- bzw. Cm/Sm-Platten aus-
plattiert und tiberpriift.

3.20.2 Ergebnisse zu Vorversuch: Uberpriifung des Systems in sterilen Bodensiulen

Die oben beschriebenen Zahlen an eingebrachten Zellen ergaben bereits nach einem Tag
einen ersten Durchfluss von eingespiilten Zellen. Nach ca. drei bis vier Wochen Verweildauer
in der Sdule konnten die ersten Cm'/Sm' bzw. Tc' Kolonien, welche auf Transposition
zuriickzufiihren waren, detektiert werden. Diese wurden mittels Dot-Blot und anschlieBender
Agarosegel-Elektrophorese iiberpriift. Die Banden der DNA lagen so, dass eine Transposition
von Tn3 in pRB2138 sowie von Tn247// in pRB2138 stattgefunden haben muss (siche
Abbildung 19). Es hat also in der sterilen Sdule im Ansatz 1 eine Konjugation mit
anschlieBender Transposition stattgefunden, welche nach 23 Tagen nachgewiesen werden
konnte. Nach 27 Tagen konnte dies fiir Ansatz 2 nachgewiesen werden.

Um die Persistenz der MO in der Sdule zu tberpriifen wurden nach 5 Wochen die Matrizes
der Sdulen aufgeschlammt und auf Selektivmedium ausplattiert. Es konnten in der ersten
Séule 9 x 10* P. stutzeri und 6 x 10° P. putida, in der zweiten Siule 6 x 10* P. stutzeri und 4 x
10° P. putida je 5g Matrix nachgewiesen werden. Wegen der Zugabe des Kieses entsprechen
5 g Séulenmatrix ca. 1g Boden.

P. stutzeri (pRB2138) wurde als Cm' / Tp' -, P. putida (pBR322::Tn2411) als Sm' / Hg' -und
P. putida (pACYC184::Tn3) als Ap' -CFU nachgewiesen.

Abbildung 19: pRB2138 im Transpositionsexperiment in Bodensiulen

Plasmid pRB2138 nach Transposition im Konjugationsexperiment in
Bodensdulen, verschiedenen Bahnen aus einem Agarosegel. Bahn 1 pRB2138
ohne Transpositionsereignis. Bahn 1 und 2 Transposition von Tn241] in
pRB2138 aus Konjugationsexperiment in Bodensdule. Bahn 4 Transposition von
Tn3 in pRB2138 aus Konjugationsexperiment in Bodenséule.
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Tabelle 19: Uberpriifung des Systems mit sterilen Bodensiulen

= | =
T |5 T[: CFU auf entsprechendem
"° Sl RS T I= Selektivmedium nach 21 d
SIS L85
s|lols]ls || &2
sl 1slEE]|E8 El. o |
- oS |- 5 Q =g =" (o en
Z 2 Z1EIEIL L1238 g = | =g
A 1HEAaH L ENEE
2| < 4 <l I - S gl g HE "o, HE -
< —_— >
&» | & = Slele|8|8|24E|lS | & |S | &
P. stutzeri | pRB2138 A _— _—
1 : p 350 |+ ||| & |+ 9x10
P. putida | pACYC184::Tn3 — | 6x10°] --- —
P. stutzeri RB2138 — — le6x10*| ---
2 : P 35 e | 0 |+ )+ |+ x
P. putida | pBR322::Tn2411 _— _— -— |4x10°

In der Tabelle links jeweils die Stimme mit den jeweiligen Plasmiden mit denen die Bodensdule beschickt
wurde. Spalte 5+6, 7+8 = Auftreten erster resistenter Kolonien auf Selektivmedium in Tagen des Sdulenlaufes.
Zu Versuchsende sind jeweils die CFU auf Selektiv-Medium angegeben. --- = nicht ermittelt.

3.21 Screening von Bodenproben in Bodenséiulen auf transponierbare Elemente mittels

pRB2138

Es wurden insgesamt 6 Sdulen mit 10'" P. stutzeri (pRB2138) und 8 Sdulen mit 10'° P.
putida (pRB2138) wie unter 2.23 beschrieben angesetzt und anschlieBend mit P. stutzeri bzw.
P. putida beimpft. Der Durchfluss wurde téglich entnommen, abzentrifugiert und auf
Selektivmedium ausplattiert. Das Auffangbehéltnis wurde nach jeder Probennahme gegen ein
neues, steriles ausgetauscht.

Da bei Bodenmikroorganismen Tetratrcyclinresistenz natiirlicherweise vorkommt, wurde auf
Tc + Cm + Act-Medium mit Zusatz von 2,5 mM Natriumpyrophosphat ausplattiert. Durch
dieses doppelte Selektivmedium wurde die Zahl an falschpositiv wachsenden CFU moglichst
gering gehalten.

Zum Ende des Experiments wurde die Sdulenmatrix auf Cm + Tp Medium ausplattiert und
mit pRB2138 Sonden geblottet (siche Tabelle 16) um zu iberpriifen, ob P. stutzeri bzw. P.

putida in der Sdulenmatrix bis zum Ende des Experiments persistent sind.

3.21.1 Ergebnisse zu Screening von Bodenproben in Bodensiulen auf transponierbare
Elemente mittels pRB2138

Ein paralleles, direktes Ausplattieren der in den Séulen verwendeten Bodenproben auf Tc-
Medium zeigte bei allen Boden in der Tat ein Wachstum morphologisch verschiedenster MO.
Ein Ausplattieren auf Tc + Cm — Medium brachte hingegen kein Wachstum.
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Die Sdulen wurden iiber einen Zeitraum von 3-6 Wochen wie oben beschrieben betrieben. Es
erschienen bei zwei Séulen vereinzelt nach der ersten Woche des Séulenlaufes am ersten und
zweiten Tag der Bebriitung auf den Selektivplatten CFU auf Tc + Cm Selektivmedium.

Nach 3-4 Tagen Bebriitungszeit der Platten entwickelte sich bei einigen Versuchsansétzen ein
inhomogenes Bakterienkollektiv auf den Platten.

Diese wurden, wie auch die sich bereits nach 1-2 Tagen entwickelnden Kolonien, durch
Kolonie-Blots mit pPRB2138 Sonden mit negativem Ergebnis hin iiberpriift. Alle Kontrollen
waren wie erwartet, bei den Isolaten erschien kein Signal.

Das Wachstum der Kolonien war nicht auf eine Transposition in pRB2138 zuriickzufiihren.
Bei den Sédulen 6, 11 und 13 entwickelte sich nach 2-3 Wochen ein nicht mehr verschwinden-
der Bakterien-Film auf dem Tc + Cm Selektivmedium, so das diese Versuche abgebrochen
wurden.

Das Wachstum der Kolonien wurde durch Kolonie-Blotts mittels pRB2138 Sonden mit
negativem Ergebnis hin iiberpriift und war nicht auf eine Transposition in pRB2138 zuriick-
zufiihre. Alle Kontrollen waren wie erwartet.

Die Zahl der morphologisch unterschiedlichen MO, wie auch die gesamt Zahl an CFU auf NI-
Agarplatten nahm bei allen Versuchen leicht ab.

Eine Transposition und damit ein transponierbares Element konnte mittels dieses Systems
nicht nachgewiesen werden.

Die Persistenz von pRB2138 beherbergenden Stdammen von P. stutzeri bzw. P. putida konnte
am Ende des Experimentes mittels Gensonden (siehe 3.21) nachgewiesen werden. Es konnten
fiir P. stutzeri maximal 6 x 10* und minimal 2 x 10° und fiir P. putida maximal 8 x 10* und
minimal 2x10° CFU je 5g Matrix nachgewiesen werden. Wegen der Zugabe des Kieses
entsprechen 5 g Sdulenmatrix ca. 1g Boden (sieche Tabelle 20).
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Tabelle 20: Zusammenfassung der Ergebnisse des Screenens von unbelasteten Bodenproben auf
transponierbare Elemente mittels pRB2138

g Uber Zeitraum des
< gesamten Sdulenlaufes | Versuchsbeginn Versuchsende
o
% =
cn + O 0
. 3 E o] § o] § g ! % o =l = g o
s |2 5 |3 <282 |agls 53 |92 |83 | =32 | ¢
o - 5 'Sl Ele |E82 2o |Ls |52 |2e | Q&
2 | = 9 |zgod 2 |597Z pg |S&E |25 | Bg |22
|8 | E 2 |E23%E3%C |2a]S< |38 |5~ |t |S8 |22
Z | & | g s |O<C< 2z |E22 |22 |Rq |22 |22 | &8
— 175) = = (] 175) 170] (=]
22 |5 2 (15 +5 2 |SERE |52 |25 |RE |2 |55
S |la | & > |2 & FE oD |[Talor |22 |0< |0 |22 |25
1 (1 |Postwzeri | 4 | - | + [ 12| - [o9x10°| 14 [e6x10*|6x10”| 8 -
2 |2 P stutzeri | 4 - + | 12| - |8x10°| 22 | 5x10*| 2x10° | 14 -
3 (3 (Pstuzeri | 5 | + | + | 12| - [|2x10"| 8 |2x10° | 4x10°| 6 -
4 |4 P. stutzeri 5 - + 6 - | 4x10® 12 | 3x10° | 5x10’ 8 -
5 |8 [P stutzeri | 6 -+ 16 - | 7x10” | 10 | 4x10* | 2x10° 7 -
6 |9 P. stutzeri | 2% - + 6 - | 3x10’ 6 - | 6x10° 6 -
7 |1 P. putida 4 -+ 16 - | sx10®| 16 | 8x10* | 8x10’ 8 -
8 |2 [P putida 3 - - 6 - | 4x10° | 21 | 7x10* | 8x10% | 12 -
9 [14 [P putida 6 -+ 16 - |ox10*| 10 | 7x10° | 7x10° 6 -
10 | 15 | P. putida S|+ +1 6 - | sx10® 9 2x10° | 3x107 8 -
11 |16 |P. putida 2% | - + 6 - | 2x108 9 - | 1x10® 7 -
12 |23 | P. putida 6 -+ 12| - |3x10°]| 12 | 9x10° | 2x10’ 9 -
13124 |P.putida | 3| - | + [ 12| - [4x10°| 14 — | 3x10%| 9 -
14 |25 | P. putida 5 - - 12| - |9x10°| 15 | 2x10*| 2x10° | 11 -

In der Tabelle links jeweils die Stimme mit denen die Bodenséule beschickt war. ,,Untersuchte Isolate” bezieht
sich auf Hybridisierungsexperimente mit pRB2138 Sonden mit den Tc' + Cm' Kolonien nach 1-2 bzw. 3-4 d auf
Selektivmedium. Zu Versuchsbeginn und Versuchsende sind jeweils die CFU auf Selektiv- und NI-Medium
angegeben. * = Versuch abgebrochen, da Tc¢' + Cm" Stamm sinnvolles Screenen unterband. --- = nicht ermittelt.

3.22 Uberpriifung vorhandener Bakterienkollektive auf tnpA4 vom Typ Tn3, Tn501 und
Tn2l

Im Zuge des Screenings von unbelasteten Boden auf das Vorhandensein von Transposase-
genen wurden auch die in der Arbeitsgruppe von Brauning [1998] und Giinther [1996]
erstellten Bakterienkollektive untersucht. Diese Bakterienkollektive wurden im Rahmen von
Diplomarbeiten aus Boden isoliert und schon auf Antibiotikaresistenzen (Su, Sm, Hg, Th, Ap,
Cb, Sp, Rif, Tc, Ak, Km, Gm, Nal, Tob) vorgescreent, sowie mittels Gensonden (1385 merB,
Tn2lmer, Tn501mer, Tn2ltnpA, Tn5041tnpA, 5053tnid) auf das Vorhandensein von
Quecksilberresistenz vermittelnden Transposons hin untersucht [Brauning, 1998; Giinther,
1996].

Von den 164 untersuchten Stimmen von Brauning zeigten 110 Isolate ein oder mehr Signale
bei der Hybridisierung mit Gensonden auf Transposons. Bei Tn2/mer zeigten sich 19 Signale,
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bei Tn50I/mer 104 und 20 bei Tn2/tnpA. Alle Stimme hatten Resistenzmuster, welche auch
bei Tn3, Tn507 und Tn2/ gefunden werden.

Von den 87 Stdmmen von Giinther hatten alle einen Teil des Resistenzmuster von Tn2/
(Su/Sm), 62 von Tn501 (Hg). 8 Stamme reagierten positiv auf Sonden vom Typ aadA4 (Sm')
und 21 auf sull (Su'), beides Antibiotikaresistenzen von Tn2/.

Die vorhandenen Kollektive wurden auf das Vorhandensein der fiir Tn3, Tn50/ und Tn2!
charakteristischen Resistenzen Ap, Hg, Sm und Su, hin unersucht. Nach Sp, flir welches Tn2/
auch kodiert, wurde nicht gescreent, da es bei Tn2/ von aadA zusammen mit der Sm-
Resistenz expremiert wird.

Da es sich um teilweise uncharakterisierte Wildisolate handelte, welche nicht jeder Prapara-
tionsmethode zugénglich waren, wurden die Bakterienkollektive mit verschiedenen Metho-
den prépariert. Die so erhaltene DNA wurde mittels Dot-Blot wie unter 2.25.4 beschricben
auf Membranen iibertragen und mit Gensonden vom Typ Tn3tnpA, Tn21tnpA und Tn501tnpA
wie unter 2.26 beschrieben hybridisiert. Die Stimme bei denen ein starkes Signal auf eine der
Sonden erhalten wurde, wurden einer weiteren Untersuchung mittels Agarosegel-
Elektrophorese und PCR unterzogen. Einige Stimme wurden hierauthin mittels Southern-Blot
weiter charakterisiert und aus dem Stamm Hgl7.6 (siche Tabelle 21 und Abbildung 20)
anschliefend ein genomischer Klon hergestellt und anschliefend sequenziert.

3.22.1 Ergebnisse zu Uberpriifung vorhandener Bakterienkollektive auf tnpA4 vom Typ
Tn3, Tn501 und Tn21

Es konnten nicht alle Resistenzen wie fiir die Kollektive beschrieben wiedergefunden wer-
den. Im Speziellen konnten 7 Ap-Resistenzen von 28, 37 Su-Resistenzen von 150, 40 Sm-
Resistenzen von 143 und 48 Hg-Resistenzen von 199 nicht nachgewiesen werden.

Die Bakterienkollektive wurden mittels Dot-Blot auf das Vorhandensein von Transposasen
gescreent und es wurden keine Signale vom Typ Tn3tnmpA, 59 von Tn2ltnpA und 39
Tn501tnpA detektiert (siche Tabelle 21). Alle Kontrollen waren wie erwartet. Bei einigen (elf)
Stammen konnten bei einigen Vorversuchen Plasmide festgestellt werden, diese wurden
jedoch nicht weitergehend untersucht, da sich die DNA dieser Wildisolate zum Teil nur sehr
schwer isolieren lieB. AnschlieBend wurden PCRs mit den Stdmmen von welchen ein
positives Signal erhalten wurde durchgefiihrt und es wurden 12 Signale vom Typ Tn2/tnpA
und 7 Tn501tnpA detektiert (sicheTabelle 21).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die 12 und 7 Stdmme, bei welchen ein Signal auf Trans-
posase von Typ Tn2/ bzw Tn501 detektiert wurde mittels Gelelektrophorese und Southern-
Blot wie unter 2.19.2 und 2.25.3 beschrieben weiter untersucht. Auf dem anschlieBenden
Southern-Blot konnten 12 chromosomale Hybridisierungssignale mit Sonden vom Typ
Tn2ltnpA und 7 vom Typ Tn501tnpA festgestellt werden. Von den untersuchten Stimmen
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wurden Hgl16.1 und Hgl7.6 weitergehend untersucht. Die DNA der beiden Stimmen wurden
mit Restriktionsendonukleasen geschnitten und anschlieBend geblottet. Beim Schneiden von
Hgl6.1 mit EcoRI entstanden zwei Fragmente mit der Grofle von 2,8 und 2,1 kb (siche
Abbildung 21 und Abbildung 22).

Das Isolat Hgl17.6 wurde mit den Restriktionsendonukleasen HindIl und Pstl geschnitten.
und geblottet. Hierbei konnte ein Fragmente mit der Grofe von 2,55 kb detektiert werden
(siche Abbildung 20). Diese Bande wurde anschlieend fiir eine Sequenzierung in pUC19
kloniert (siche 2.24).

Der Stamm Hgl7.6 wurde anschlieBend mittels API 20 NE wie unter 2.29 beschrieben mit

einer Sicherheit von 95 % als Pseudomonas fluorescens bestimmt.
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Abbildung 20: Agarosegel mit
Hg17.6 geschnitten Hindll / Pstl
und dazugehoriger Southernblot

ZFromzsomakx

el Die linke Seite zeigt das
4 Agarosegel in dem Hgl7.6 (siche
Tabelle 21) in der mittleren Bahn
ungeschnitten und in der rechten
Bahn mit HindlIl / Pstl geschnitten
aufgetrennt wird. Dieses Gel
— wurde anschlieBend wie unter

2.25.3 beschrieben geblottet und
mit Sonden vom Typ Tn2itnpA
wie unter 2.26.2 beschrieben
} hybridisiert. Man erkennt auf
i Hohe der chromosomalen Bande
und auf Hoéhe von 2,55 kb ein
Signal. Diese Bande wurde
anschlieBend wie unter 2.21
beschrieben  eluiert und zur
Sequenzierung in pUC19 kloniert
(siehe 3.23).
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Abbildung 21: Agarosegel-Elektrophorese
interessanter Stimme

=

Mittels Agarosegel-Elektrophorese wurde die
mit der Restriktionsendonuklease  EcoRI
geschnittene DNA der Stimme aufgetrennt um
anschliessend  im Southern Blot-Verfahren
(siche2.25.3) geblottet zu werden. In der ersten
und letzten Bahn jeweils Marker 8-Pstl, in den
mittleren Bahnen jeweils die geschnittene DNA
der Isolate. Hgl6.1 aus den untersuchten
Kollektiven, G16, G26, G37 aus Koloniehybri-
disierung (siche Tabelle 21)
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J=Pst
Hg16.1
G16
G26
G337
A=Pstl

Abbildung 22: Southern-Blot des Agarose-
gels interessanter Stimme

Die mittels der Restriktionsendonuklease EcoRI
geschnittene DNA der Stimme wurde mittels
Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt (sieche
Abbildung 21) und im Southernblot- Verfahren
(siche 2.25.3) geblottet. In der ersten und letzten
Bahn jeweils Marker 8-PstI, in den mittleren
Bahnen jeweils die geschnittene DNA der
Isolate. Bei dem Stamm Hgl6.1 gab es zwei
Signale auf der Hohe von 2,8 und 2,1 kb. Bei
G16 gab es zwei Signale eines oberhalb des
Laufes der chromosomalen Bande bei 13 kb und
eins bei 10,3 kb. Bei G26 gab es ebenfalls zwei
Signale, ein schwicheres bei 4,6 kb und ein
starkes bei 2,9 kb. Das Isolat G37 zeigte ein
starkes Hybridisierungssiganl oberhalb des
Laufes der chromosomalen Bande bei 13,4 kb
und eins bei 11,5 kb. Hgl6.1 aus den
untersuchten Kollektiven, G16, G26, G37 aus
Koloniehybridisierung (siche Tabelle 21)
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Tabelle 21:Zusammenfassung der Uberpriifung vorhandener Bakterienkollektive auf fnp4 vom Typ Tn3,
Tn501 und Tn21.

Vorhandene und iiberpriifte Resistenzen Neue |Hybridisierungsergebnisse der
Sonden Ursprungsarbeiten
SZ:' £ o - s le < - E E = % I § ~
E |ZIEEEIZFIEISIEC|Z|E|S|S|sIS|=|2(5|5|5|5|F
sl fISIBRla|FE|IE|IE|F |2
FlE|E]S|8|=[= | |=|= |8
1 |pPPTI.1 | - [ -] - ++| + - -1+ 2 2
2 |PPT12 [++] -] - +|+ [+ - =1 1 2 2
3 PPT13 [++] - | - +|+ ]+ -1+ 1 2 2
4 PFT1.1 [++] - | - +|+ ]|+ - -1+ 1 2 2
5fpFT12 | -]-]- ++] + -l - 3 2 2
6 IPFT1.3 [++] - | - + |+ ]|+ -1 -1 - 1 2 2
7 IPFT1.4 |+ |- - |+ [+ --1- 1 2 2
8 fppm2.1 | -]-]- + | + - =1 1
o fppm22 | -]-]- + | + -] - 1+ 1 1
10PFT2.1 | - [-]- ++| + - =1 1 1
11 [PFT2.2 [+-] -] - ++| + [+ - - 1+ 1 1 1
12[PFT23 | - [ -] - ++| + - - 1+ 1 1
13PPT3.1 | - [-]- ++| + +|-]- 1 1
14|PFT4.1 | - [ -] - ++| + - =1 1 1
15PFT42 | - [ -] - +- | + - =1 1 1
16[PFT4.3 | - |- - +| + === 1 1
17 [PET5.1 [ ++[++[++] + [+ + [+ [ + === 1 1]1 1
18 [PFT5.2 |++[++[++] + [++] + [+ [ + - =1 IR 1
19 [PFT5.3 |++[++]++] + [+ + [+ [ + -l -+ 1 1 1
20 [PFT9.1 | - [++] +- ++| + - [=1= 1 1 1
21 [PFT9.2 | - [++[++ +-| + P|-]- 1 1 1
23 |Th 9.1 - [+ [+ + -1+ 1 3 2
24PFT16.1] - [ -] - ++| + - =1 2 1 1
25 |PET16.2 [++] - | - [+ [+] + [ + +|-]- 1111 1
26 [PET16.3 [++] - | - [+ [+] + [+ [+ + | - 1(3]1]1 1
27 |PET16.4 [++] - | - [+ [+] + [ + +|-]- IR 1
28 IPFT165] - [ -] - ++| + - =1 IR 1
29 Hg 1.1 [ +-[++]+- [+ [+ + [+ [+ [+ ]+ ][ +]+]-]-[+ 1 2 1
30fHg12 |- |- +- -1~
31[Hg 1.4 |+ [++ + [+ + |+ - = 1 2 1
32JHg16 |- |- ++[ + -1-T-
33Hg17 | -] - ++[ + +-- 1 33
34fHg1.8 | - | - ++ + [+ -1+ 1 2 1
35 Hg 1.9 |+ |++|[++| + [+ + [+ [+ [+ + |+ ]|+ ]P]|- |+ 1 2 1
36 |PFHG 11| +- | - ++|+ [+ - -1 - 1 2 1
37|PFHG 1.2| - | - +| + - - - 1 2
38 |IPFHG 1.3 | ++ ]| - +| + | + -l -lP 2 2 1
39 |IPFHG 14| ++] - +H| + |+ - - - 1 2 1
40 [PFHg1.5 [ ++] - ++[+ [+ -[- 1+ 1 2 1
41 |PFHg1.6 | ++] - [+ [+ +| -] - 1 2 1
42 |PFHg1.7 | - | - ++| + N 2 2 1
43|Hg2.2 |++[++ + [+ + + -1+ 1 1 1
44lHg23 | -] - ++[ + - - 1 1
45|Hg24 | -] - ++ N 1 1
46|Hg25 | -] - + |+ N 1 1
47lHg2.6 | -] - + |+ N i 1 1
48 |PFHg2.1 | - | - ++| + - -1- 1 1 1
49 |PFHg2.2 | - | - | + - -1- 1 2 1
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Vorhandene und iiberpriifte Resistenzen | Neue [Hybridisierungsergebnisse der|
Sonden Ursprungsarbeiten
SZ:' E - < E S |~ % T § <
Eo|EEE|BIEEBIEIR|FIE|E|EIEISIEIEIEIEISIEIRE
z SEERIIBIRIZIR|E 2
El=l=lSE|R|F |- |- |=|R
50 JPFHg2.3| - | - | - ++ - -] - 1 1
S1PFHg24 | - | - [ - ++[ + -1-7- 1
s2|PFHg2.5| - | - [ - ++[ + N I 1
53Hg39 | -|-]- ++ N I
S4lHg41 | -[-] - ++| + -1-1- 1 1
s5Hg42 | -[-] - +- | + [ -1- 1 1
56Hg43 [++[++] - [+ [+]+]+ P|-]- 1 1 1
57 Hg 5.1 [++[+[ - [+ [+]+]+ -1-1- 2111 1
s8lHgs2 | -[-]- +- - == 111 1
59Hg61 | -]-] - | + N 1 1
60lHg62 | -[-]- ++ -+ 2 3
61Hg63 | -[-]- ++ N 3 21
62fHg64 | -|-]- ++ N I
63Hg65 | -[-] - +- - -
64fHg6.6 | -]-]- +- - [ - 1 1
65Hg7.1 | -[-]- | + N 3
66Hg72 | -]-]- ++ N 3
67Hg73 | -[-]- ++ “-Tp 3
68Hg74 | -[-]- ++ N 3
69Hg75 | -]-]- ++ - -
70 Hg 8.1 | - [++[+] [+ P|-|- 1 1
71lHg82 | -[-]- ++ +[-1- 1 1
72 |Hg 8.3 -1 - ++ N 1 1
73 |Hg 9.1 -1 - ++| + N 1 1
74Hg92 | -[-]- ++ - 1 1
75Hg93 | -[-] - +- R 3
76Hg94 | -[-] - +- N 111
77Hg9s | -[-] - ++ - -
78 Hg9.6 | - |-]- ++ N B
79Hg97 | -]-1]- +- - 1=
80 [Hg 9.8 [|++[++] - |+ [+ ][+ -1-1- 1 1 1
81[Hg99 | -[-]- =+ N I 1 2
82[Hg10.1 | - |- - +| + -[- [+ 2 2
83MHg 10.2 [++]| - [+ +[+[+[+ - [- 1 1 1
84Hg104 | - [ -] - ++ -1 - 1 1
85Hg 105 | - [ -] - ++ N i 1
86 [Hg 10.6 | +- [++]++] [++]+ [+ - [- 1 1 1
87 Hg107 | - [ -] - ++ -
88 [Hg 10.8 [++[++] - [+ [+[+ [+ N 1 1 1
89 MHg 10.9 | - [++[++] [++ [ -1- 1 1
90 [Hg10.10a] - | - | - ++ R 3 1
91 Hgl0.10 | - | - | - +- R I i 3
92 Hg 10.11] - | - [ - ++ - |- 3 3
93Hg10.12] - | - [ - +- -1~
94 [Hg10.13 | - [++]++] [++ N 1 1
95 Hglo.14 | - | - [ - + pl-]- 111
96 [Hg10.15 | - [ - | - =+ +[-1- 1111
97 Hglo.16 | - | - [ - + +[-1- 3 3
o8 Hgtt.l | -|-[- + -1~ 1 3
99Hgtt2 | -|-]- +- -1-1+ 1 3
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Vorhandene und iiberpriifte Resistenzen | Neue [Hybridisierungsergebnisse der|
Sonden Ursprungsarbeiten
SZ:' £ - < E S |~ % S § <
E [2zlEle|FEls|E||2|E|5|SIE|S|E|R|2|2|5 |55 |3
SEEISIEIR|EIE|IE|E|R
100fHg16.1 - [ ++ PS| - | - 1131212
101fHg16.2 | - [++[++ =+ N I 1112
102fHg16.4 | - | -] - ++ N 1
103JHg16.5 | - [++[++] [++ + | - |- 1112
104[Hg16.6 | - |- - ++ +|-]- 1{1]1]2
105[Hg16.7 | - | - | - | + [ -1- 1 1
106jHg 16.8 | - | - | - + -1~
107[Hg 169 | - | - | - ++| + -1+ 1 1
108[Hg16.10 | +- [++| - [ + [++[ + [ + - [- 1 3 2
109JHg16.13 | - | - | - +- N 2
110Hg16.14 | - | - | - +- |+ +- - 1 1
111|Hg16.15 | - | - | - +- N 3
112)Hg17.3 | - | -] - ++ - [-
113Hg 176 | - | - | - ++ PS| - | - L1111
114Hg 18.1 | - | - | - ++ N I
115Hg 182 | - | - | - ++ N 3 1
116fHg18.10 | - | - | - ++ N I L1111
117[Hg18.11 ] - | - | - ++| + N I 2 3
118fHg 19.1 | - | - | - +- N I 11212
119fHg 192 | - | - | - ++ N 2 1
120jHg 193 | - | - | - ++| + N 1 1
121[Hg 198 | - | - | - +- N I L1111
122|Hg19.12 | - | - | - ++ - -T- 1
123[Hg19.13 | - | - | - ++ [ -1- 1
124[Hg19.17 | - | - | - ++| + +[-1- TIEE 1
125|SS 1.1 - | -] - +- -1
126|SS 1.2 R RS ++ +| - -
127|SS 1.4 - ||+ ++ - -1-
128|SS 1.6 - ||+ ++ - -] -
1291SS 1.8 - ||+ +- - -] -
130§SS 2.1 - [+ +- ++ - -+
131|SS 2.3 - ||+ ++ - -] -
132|SS 2.4 - ||+ ++ - -] -
133|SS 3.1 - [+ +- ++ - -] -
134|SS 3.2 - ||+ ++ - -] -
135|SS 3.4 - ||+ ++ - -] -
136/SS3.5 | - [++[+- +- N I
137|SS 3.6 o R s +- - - -
138|SS 5.2 o R s - - - -
1391SS 6.1 - ||+ ++ - -] -
140[SS6.2 | - [+-|+- - N I
141|SS 8.1 - |t ++ - -+
142|SS 9.1 - || +- - o
143|SS 10.1 | - |+-|++ ++ - -] -
144|SS10.2 | - |++[++ - - -] -
145|SS10.3 | - |++|++ - -
146|SS 104 | - | +-| +- - -
147|SS10.5 | - |++|++ - -
148|SS10.7 | - |++| +- - -
1491SS16.3 | - |+-[++ - - -] -
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Vorhandene und iiberpriifte Resistenzen Neue [Hybridisierungsergebnisse der
Sonden Urs rﬂgsarbeiten
SZ:' g - Ny E a ~ % ~ |3 § <
E |zgE|aRECE|c|Z|E|E|SISISIEIR|S (2|5 |EISE
2 SIERISRLIRIRIRIR |
EEIEISIEIS|EE |E|E (]
150|SS 17.3 - |+ - - -] -
151|SS 17.4 - |-+ - - -] -
152|SS 18.1 - |+ ++ - -] -
153|SS 18.2 - |-+ - - -] -
154|SS18.3 | - |++|++ - -
155|SS18.4 | - |++| +- - -
156|SS18.5 | - |++|++ - -
157|SS 18.6 - |+ ++ - -] -
158|SS19.1 | - |++|++ - - -
159|SS19.3 | - |++|++ - -
160JSS 19.5 - || - - - -1-
161|SS19.6 | - |++|++ - o
162|SS19.7 | - |+ |++ - o[-
163|SS19.8 | - |++|++ - o
164|SS 19.9 - ||+ - - - -
165|ING1 - ||+ - - -] - + +
166|NG2 - ||+ - Pl-1-
167NG3 - | -] +- - -1 -T+1+
168|ING4 - ] - - - -] -
169ING5 - [ - - -] - T
170ING6 - |+ - Pl-1-
171ING7 - ||+ - - -1pP
172|ING8 - |-+ - + | - [+
173ING9 - |+ - - - -
174ING10 - |+ - + | - -
175ING11 -+ - - +| -
176ING12 - [ - - -
177ING13 - ] - - - -] -
178ING14 - -] - - - -] -
179ING15 - |+ - +| - -
180|NG16 - [+ +- - +(-1-]+ + +
181|NG17 - ||+ - +(-1-]+ + +
182ING18 - [ - - -] -
183ING19 - |-+ - +| - -
184|ING20 - [ - - -] - T
185ING21 - ] - - - -] -
186|NG23 - |-+ - - -] -
187ING24 - |+ - +| - - +
188ING25 - |-+ - +| - - +
189ING26 - ||+ - - -] - + +
190ING27 - ||+ - - -1- +
191ING28 - -+ - + | - | - T T
192|NG29 - |-+ - o[-
193ING30 - [ - + | - | - T T
194|ING31 - |+ ++ - -] -
195|ING32 - |+ +- + |- - +
196|NG33 - |+ ++ +| - - + +
197ING34 - |-+ ++ - -] -
198ING35 - ||+ +- - -] -
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Vorhandene und iiberpriifte Resistenzen | Neue [Hybridisierungsergebnisse der|
Sonden Ursprungsarbeiten

SZ:' E - < E S |~ % T § <
E |zgE|aRECE|c|Z|E|E|SISISIEIR|S (2|5 |EISE
2 SIERISRLIRIRIRIR |

SEEISIEIR|EIE|IE|E|R

199ING36 - ]+ +- - - - +

200|NG37 - |+ +- +|-1- T T

201|NG38 - | -+t ++ - -] -

202|NG39 - ||+ ++ - -] -

203|NG40 - ||+ +- + |- -

204ING41 - [+ ++ - - -

205|NG42 - ||+ ++ +| -] - +

206|NG43 - | -+t ++ +| -+

207ING44 - [t +- ++ - - -

208|NG45 - || - +- +| - -

209|NG46 - | -+t ++ - -] -

210ING47 - [+t ++ - -

211ING48 N ES ks ++ - - -

212ING49 - [+t ++ - - - +

213ING50 - [+ +- - - -

214|NG51 -]+ +- - -] -

215ING52 - [+t +- Pl-]-

216INGS53 - [+t ++ - - -

217ING54 - [+t +- - - -

218ING55 - [+t ++ - -1++

219ING56 - [+ ++ - -

220ING57 - [+t +- - - -

221ING58 N EsEss ++ -l -lP

222ING59 - [+t +- +| -] -

223ING60 - ||+t ++ +| -] -

224ING61 - ]+ ++ +| -

225ING62 N ES ks +- + | -] - +

226|NG63 - ||+ +- + |- -

227ING64 - [+ +- ++ +| -+

228ING65 N ES ks +- +| - |+

229ING66 - ||+ +- + |- -

230ING67 - ||+t +- - - -

231|NG68 - ||+ ++ +-1-1++ +

232ING69 - || - ++ - - -

233|NG70 - ||+ ++ - -

234|NG71 - | -+t ++ - -] -

235|NG72 - ||+ ++ - -] -

236|NG73 - ||+ ++ - -

237ING74 - ||+ ++ - -+

238ING75 - |-+ ++ - -] -

239ING76 - ||+ ++ +| -] - +

240|NG77 - | -+t ++ - -] - +

241ING78 - [+t ++ P| - + [ +

242ING79 - | -] - +- pl-|-]|+|+

243ING80 - -+ ++ +-1- +

244INGS81 - || ++ - -+ +

245ING82 - [+t +- - -+

246ING83 - [+t ++ - -1++

247ING84 - [+t ++ -l -+ + + +

248ING85 - [ +- ++ - - -
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Vorhandene und iiberpriifte Resistenzen | Neue [Hybridisierungsergebnisse der|
Sonden Ursprungsarbeiten
SZ:' E < E S |~ % S § <
= 50 o (&= 2 LU o B =B S IS Y &S |=
S [ 2E| &S FECIEIRIZIEIE|SISISIEIE|Z|EIS (RIS
@ SIERISRLIRIRIRIR |
sl (2RISR [===]|=|92
FlE|lElS|8 |2 | |F == |
249ING86 - ||+ ++ - -] - +
250|NG87 - ||+ ++ - -] - +
r 59| 0 |39
Stimme 1-164 aus der Sammlung Bréuning [1998], Stimmel65-251 aus der Sammlung Giinther [1996].
Eintrdge unter ,,Vorhandene und iiberpriifte Resistenzen“: + = wurde als positiv iiberpriift, - = wurde negativ
tberpriift, ++ = iberpriific Eigenschaft wie bekannt, +- = f{berpriifte Eigenschaft nicht wie beschrieben

vorhanden. Eintrdge unter ,,Neue Sonden®: + = erhaltenes Signal mit den unter 3.10 hergestellten Sonden. P =
Signal mittels Sonde und PCR erhalten und S = mittels Southern-Blot iiberpriift (siche Abbildung 22 und
Abbildung 20). Ein-trdge unter ,,Hybridisierungsergebnisse der Ursprungsarbeiten*: Die Zahlen unter den
Gensonden 1-3 bezeichnen die Intensitdt des erhaltenen Signals, bzw. + ein detektiertes Signal bei Erstellung des
Kollektivs.

3.23 Sequenzstrategie und Herstellung eines genomischen Klones von Isolat He17.6

Die DNA von Hgl7.6 wurde mit Hindll und Pstl geschnitten und mittels Agarosegel-
Elektrophorese ein 2257 kb grofles Fragment herausprépariert. Dies erfolgte mittel Vergleich
eines zuvor geblotteten und mit Tn2/tmpA-Sonden hybridisierten Elektrophoresegels (siche
Abbildung 20). Dieses Fragment wurde in den Vektor pUC19 kloniert, nachdem dieser mit
Hindll und Pstl geschnitten worden war. AnschlieBend wurde dieser Vektor in E. coli Dh5«
transformiert. Die Selektion der Transformanten erfolgte mittels Insertionsinaktivierung des
3-Gal-Systems des Vektors. Das Plasmid erhielt die Bezeichnug pFLHG176HP und hat eine
Grofle von 4943 bp. AnschlieBend wurde dieser Klon sechs mal subkloniert, um mit kiirzeren
Fragmenten auch die Mitte der Sequenz gut abdecken zu konnen. So entstanden durch
Subklonierungen sechs weitere Klone (sieche Abbildung 23 und 2.24). Hierzu wurde
pFLHG176HP mit den Restriktionsenzymen Pael, EcoRI und Aval geschnitten, welche
jeweils eine Schnittstelle in der Multicloningsite von pUC19 und eine im inserierten Hg 17.6
Fragment besitzen. Das jeweilige aus pFLHG176HP herausgeschnittene Fragment wurde
wiederum in pUC19 kloniert, wiahrend der jeweilige Rest von pFLHG176HP religiert wurde.

So konnten aus einem Ansatz je zwei neue Konstrukte zur Sequenzierung gewonnen werden.

Es entstand durch Schneiden von pFLHG176HP mit Pael und anschlieBendes Klonieren des
1441 bp groBen Fragmentes in pUC19 der Klon pFLHG176HPP mit einer Grofle von 4127
bp. Der Klon, welcher durch Religation entstand, erhielt die Bezeichnung pFLHG176HPPR
und hatte eine Gréfie von 3502 bp mit einem Insert von 816 bp aus Hgl7.6.
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Es entstand durch Schneiden von pFLHG176HP mit EcoRI und anschlieBendes Klonieren des
1367 bp groBen Fragmentes in pUC19 der Klon pFLHG176HPE mit einer Grof3e von 4053
bp. Der Klon, welcher durch Religation entstand, erhielt die Bezeichnung pFLHG176HPER
und hatte eine Gréfie von 3576 bp mit einem Insert von 890 bp aus Hgl7.6.

Es entstand durch Schneiden von pFLHG176HP mit Aval und anschlieBendes Klonieren des
1048 bp groBen Fragmentes in pUC19 der Klon pFLHG176HPA mit einer Grof3e von 3734
bp. Der Klon, welcher durch Religation entstand, erhielt die Bezeichnung pFLHG176HPAR
und hatte eine Grofle von 3859 bp mit einem Insert von 1209 bp aus Hgl7.6. Die Teilse-
quenzen dieser Klone wurden anschlieBend zur Sequenz mit der Bezeichnung
,HG176TNPAHP* zusammengefiigt.

296 328 396 412 429 1249 1456 1763 2684 2690 27
AR RN RENRNRNRNRNRRERRNRNRRNENNENNRNNENTERNNNNNHN.] Illlllllllllllllllllﬁ‘
| | [ | | 1 | |
I [ I I I I I
Mul3 Mul3
Fwd | EcoRlAval Hincll Pael Aval EcoR1 Pstl Rev
I I 2257 bp I
I
1 818 1025 1332

Religand Pael (pFLHG176HPPR)

Religand EcoRI (pFLHG176HPER)

Religand Aval (pFLHG176HPAR)

Subklon EcoRI (pPFLHG176HPE)

Subklon Pael (pFLHG176HPP)

Abbildung 23: Die Lage der Schnittstellen in pFLHG176HP und die daraus resultierenden, oben beschrieben-
en Fragmente fiir die anschlieBende Sequenzierung. Die Religanden pFLHG176HPPR und pFLHG176HPER
dienten primdr der Sequenzierung der Randbereiche des Hgl7.6 Inserts, wdhrend mittels der Subklone
pFLHG176HPE und pFLHG176HPP der Mittelteil des Gesamtklones sequenziert werden konnte. Zur Uberpriif-
ung und Absicherung dieser Sequenzierungen wurden der Religand pFLHG176HPAR eingesetzt. Mul3 Fwd /
Rev = Sequenzierungsprimer vor Multikloningsite in pUC19

Ergebnisse:

3.24 Sequenzierung des genomischen Klones von Hgl7.6

Die Sequenzierungen fanden wie unter 2.28.1 und 2.28.2 beschrieben statt.
Hierbei wurde folgende Sequenz ermittelt:
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1 CTGCAAGGCG ATTAAGTTGG GTAACGCCAG GGTTTTCCCA GTCACGACGT
GACGTTCCGC TAATTCAACC CATTGCGGTC CCAAAAGGGT CAGTGCTGCA

51 TGTAAAACGA CGGCCAGTGA ATTCGAGCTC GGTACCCGGG GATCCTCTAG
ACATTTTGCT GCCGGTCACT TAAGCTCGAG CCATGGGCCC CTAGGAGATC

101 AGTCAACGCA CAGTTCCGCC ATCCCTTCGC CGAGCACTGG GGCGACGGCA
TCAGTTGCGT GTCAAGGCGG TAGGGAAGCG GCTCGTGACC CCGCTGCCGT

151 CCACCTCATC GTCGGACGGC CAGAACTTCC GCACCGGCAG CAAGGCCGAG
GGTGGAGTAG CAGCCTGCCG GTCTTGAAGG CGTGGCCGTC GTTCCGGCTC

201 AGCACCGGCC ACATCAACCC GAAATACGGG AGCAGCCCAG GGCGGACGTT
TCGTGGCCGG TGTAGTTGGG CTTTATGCCC TCGTCGGGTC CCGCCTGCAA

251 CTACACCCAC ATTTCTGACC AGTACGCGCC ATTTCACACC AAGGTCGTGA
GATGTGGGTG TAAAGACTGG TCATGCGCGG TAAAGTGTGG TTCCAGCACT

301 ACGTCGGCGT GCGCGATTCG ACCTACGTGC TTGACGGCCT GCTGTACCAC
TGCAGCCGCA CGCGCTAAGC TGGATGCACG AACTGCCGGA CGACATGGTG

351 GAGTCCGACT TGCGGATCGA GGAGCATTAC ACCGACACGG CGGGCTTCAC
CTCAGGCTGA ACGCCTAGCT CCTCGTAATG TGGCTGTGCC GCCCGAAGTG

401 CGATCACGTC TTCGCCCTGA TGCACCTCCT GGGCTTCCGC TTCGCGCCGC
GCTAGTGCAG AAGCGGGACT ACGTGGAGGA CCCGAAGGCG AAGCGCGGCG

451 GCATCCGCGA CCTGGGCGAC ACCAAGCTCT ACATCCCGAA GCGACGCCGC
CGTAGGCGCT GGACCCGCTG TGGTTCGAGA TGTAGGGCTT CGCTGCGGCG

501 CTATGACGCG CTGAAACCCA TGATCGGCGG CACGTGAACA TCAAGCACGT
GATACTGCGC GACTTTGGGT ACTAGCCGCC GTGCACTTGT AGTTCGTGCA

551 CCGCGCCCAT TGGGACGAAA TCCTGCGGCT GGCCACCTCG ATCAAGCAGG
GGCGCGGGTA ACCCTGCTTT AGGACGCCGA CCGGTGGAGC TAGTTCGTCC

601 GCACGGTGAC GGCCTCCCTG ATGCTCCGAA AGTTCGGCAG CTACCCACGC
CGTGCCACTG CCGGAGGGAC TACGAGGCTT TCAAGCCGTC GATGGGTGCG

651 CAGAACGGGC TGGCGTGGCG CTCCGCAGCT GGGCCGCATC GAGCGCACGC
GTCTTGCCCG ACCGCACCGC GAGGCGTCGA CCCGGCGTAG CTCGCGTGCG

701 TGTTCATCCT GGACTGGCTG CAAAGCGTGG AACTGCGCCG CGCGTGCACG
ACAAGTAGGA CCTGACCGAC GTTTCGCACC TTGACGCGGC GCGCACGTGC

751 CGGCTGAACA AGGCGAGCGC GCAATGCTGG GCCAGGGCAG TGTTTTTCGA
GCCGACTTGT TCCGCTCGCG CGTTACGACC CGGTCCCGTC ACAAAAAGCT

801 ACGCTGGGTG AAATCGCGAC GCAGTTTCGA GCAGCAGCGT ACCGGGCTAG
TGCGACCCAC TTTAGCGCTG CGTCAAAGCT CGTCGTCGCA TGGCCCGATC

851 CGGCTCAATC TGGTACGGCT GCGTCGTGTT GTTGAACGGT CTACTTGATC
GCCGAGTTAG ACCATGCCGA CGCAGCACAA CAACTTGCCA GATGAACTAG

901 GGCTGCGACG CTGCTGCAAC GGCATGCGTA TGACGCGCTG TTGCAGTACT
CCGACGCTGC GACGACGTTG CCGTACGCAT ACTGCGCGAC AACGTCATGA

951 GTCAGCGCTG GTGGAGCATA TGCTCACTGC GATGATCGCG GCGACGATGC
CAGTCGCGAC CACCTCGTAT ACGAGTGACG CTACTAGCGC CGCTGCTACG
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1001 GCAGCCGAAC GCACGTCAGA CTTCTCTTTT AATACTCACT CTCAATACGA
CGTCGGCTTG CGTGCAGTCT GAAGAGAAAA TTATGAGTGA GAGTTATGCT
1051 TTGTGTTTGT GAAATAGCAC GACACCTGCG GTCGAACACA GCGTCACACT
AACACAAACA CTTTATCGTG CTGTGGACGC CAGCTTGTGT CGCAGTGTGA
1101 GTCAGAGACG CGGCTCTCGG TGCACCAGCT CGGGCGAAGG CACTCGCGCC
CAGTCTCTGC GCCGAGAGCC ACGTGGTCGA GCCCGCTTCC GTGAGCGCGG
1151 GCGAGCGCGA AACGGCTCAC GCGCTCCTCA CGTGTGCACT ACCCTGGGGT
CGCTCGCGCT TTGCCGAGTG CGCGAGGAGT GCACACGTGA TGGGACCCCA
1201 TCCAGGAACA GATTGCACGG TCAGTGTGCT GGTTAATTTC ACTGATGCAC
AGGTCCTTGT CTAACGTGCC AGTCACACGA CCAATTAAAG TGACTACGTG
1251 GGATCAAGGA CGTATTTGCG CAGGTCTTTG ACGTTCGGGT ATTTCTTTTC
CCTAGTTCCT GCATAAACGC GTCCAGAAAC TGCAAGCCCA TAAAGAAAAG
1301 AAGCTGGAGC AGTTCGCGCA GTCGCGATAG CTCGAAATCG CGCTCACCAA
TTCGACCTCG TCAAGCGCGT CAGCGCTATC GAGCTTTAGC GCGAGTGGTT
1351 ACTTCTTGTG CTGCACTGTC AGCTCATACA GGCGGAATGC GTAGAAGCTA
TGAAGAACAC GACGTGACAG TCGAGTATGT CCGCCTTACG CATCTTCGAT
1401 TTCAACTGGC TGATATGCTT CAACGTGTAG CCGGTGAATT CGCGATTCAA
AAGTTGACCG ACTATACGAA GTTGCACATC GGCCACTTAA GCGCTAAGTT
1451 CAGCGTCAGG TGCGGGAGGA TCGTGGGAGA GAAACCTATC TCTACACAGC
GTCGCAGTCC ACGCCCTCCT AGCACCCTCT CTTTGGATAG AGATGTGTCG
1501 CCTCTACGGC CAAGTATTCC TTCTTGTAGA TCCAGCGCAT GGCCTCGACT
GGAGATGCCG GTTCATAAGG AAGAACATCT AGGTCGCGTA CCGGAGCTGA
1551 TCTTTGCTGC GCTCGTAACG CTTTATCTCG CGGCCCCACA GGCGCTCTAC
AGAAACGACG CGAGCATTGC GAAATAGAGC GCCGGGGTGT CCGCGAGATG
1601 GGCTTCGGCA AGAATGCCGT AAGCGTGGCG CACCTCAACC CCGAAGACCG
CCGAAGCCGT TCTTACGGCA TTCGCACCGC GTGGAGTTGG GGCTTCTGGC
1651 AGGCAAAGGC ATCGGCAGAC ACCTTAACAA GACCGTCTTT AGGTGCTTCC
TCCGTTTCCG TAGCCGTCTG TGGAATTGTT CTGGCAGAAA TCCACGAAGG
1701 TTCTTGGAGT CGATAAGCGA AGCGGCAAGT AACACCAGCC GCTTTTCTTG
AAGAACCTCA GCTATTCGCT TCGCCGTTCA TTGTGGTCGG CGAAAAGAAC
1751 AAGCGTCAGC GTATAGGACG CTTCAATGAG CTTGTTCGAC TGATAGACCC
TTCGCAGTCG CATATCCTGC GAAGTTACTC GAACAAGCTG ACTATCTGGG
1801 GGTTCTTATC AACTTCCGAT ACGTTTGCCA CGTTAGCCAC TCCTGTATGC
CCAAGAATAG TTGAAGGCTA TGCAAACGGT GCAATCGGTG AGGACATACG
1851 GTCTGAGTGG CACAGTAAAG GGGAATAGGG AAAGCGTCAA TACCCTTTCC
CAGACTCACC GTGTCATTTC CCCTTATCCC TTTCGCAGTT ATGGGAAAGG
1901 CCCTTTATCG TAATTTTGTG CATATCATGT GCGTAAGCTG TTGATAAGCA
GGGAAATAGC ATTAAAACAC GTATAGTACA CGCATTCGAC AACTATTCGT
1951 AGGGATAATA GCCGGAATCC TTCCCCCTAT TACCGGAATC CCTCCCTTTC
TCCCTATTAT CGGCCTTAGG AAGGGGGATA ATGGCCTTAG GGAGGGAAAG
2001 AATAGCCGGA ATCCTTCCCC TTTAACAGCC GGAATGTTTC CCTCAAAAGC
TTATCGGCCT TAGGAAGGGG AAATTGTCGG CCTTACAAAG GGAGTTTTCG
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2051 CGGAATCCCT CCCCCCAGTG TGGATAAATC ACGAAAAAAA GCCTTTAAAA
GCCTTAGGGA GGGGGGTCAC ACCTATTTAG TGCTTTTTTT CGGAAATTTT
2101 TCAGGCTGTT ACAGATCCAT CCACAAGGGT AAAACAAGTA GATAAAAGAA
AGTCCGACAA TGTCTAGGTA GGTGTTCCCA TTTTGTTCAT CTATTTTCTT
2151 AAGCAAAAAA AGCTTTAAAA CAAGCTTTAA AACACGCTCA GGGCTCACAA
TTCGTTTTTT TCGAAATTTT GTTCGAAATT TTGTGCGAGT CCCGAGTGTT
2201 ACTTTCACCT GGCCGAAAAT TTGCGCGGTG CGTCCGCCTA CCCTCGCCAT
TGAAAGTGGA CCGGCTTTTA AACGCGCCAC GCAGGCGGAT GGGAGCGGTA
2251 CCATGGCTCG CCGCTTCGGC GGCCTGTCGA TGGGCATCCA TGCCCATCTT
GGTACCGAGC GGCGAAGCCG CCGGACAGCT ACCCGTAGGT ACGGGTAGAA
2301 GTTAATGCTC GTTCCGGCCT CTCTTTACCT AGCGCGGTGT GCTCACTCTC
CAATTACGAG CAAGGCCGGA GAGAAATGGA TCGCGCCACA CGAGTGAGAG
2351 ACCGTCCTGC AGGCATGCAA GCTTGGCGTA ATCATGGTCA TAGCTGTTTC
TGGCAGGACG TCCGTACGTT CGAACCGCAT TAGTACCAGT ATCGACAAAG
2401 CTGTGTGAAA TTGTTATCCG CTCACAATTC CACACAACAT A
GACACACTTT AACAATAGGC GAGTGTTAAG GTGTGTTGTA T

Abbildung 24: Zusammengesetzte, 2257 bp lange Sequenz HG176TNPAHP aus Subklonen von Isolat Hg17,6.

3.25 Sequenzanalyse des genomischen Klones von Hgl7.6

Die Sequenzanalysen, der insgesamt 2257 bp langen Sequenz, erfolgten mit den
Gendatenbankenprogrammen Blast, FastA und TIGR.

Die Ergebnisse der Analysen welche mittels der verschiedenen Programme erhalten wurden
sind aufgrund der den Programmen zugrunde liegenden Algorithmen leicht unterschiedlich,
wobei sich die Ergebnisse im Wesentlichen nur im ,,Ranking™ der homologen Sequenzen
unterscheiden. Ein kleiner weiterer Unterschied ist, dass ein von FastA einteiliger homologer
Bereich von Blast in zwei, einen Hauptteil und einen sehr kleinen zweiten Teil unterteilt
wurde, dem wurde nicht weiter nachgegangen.

Sequenzvergleiche liber FastA ergaben Homologien von Base 1 bis ca. 660, wihrend Blast
neben diesem Bereich, noch einen weiteren Homologiebereich findet, der bis ca. 750 bp reicht
und somit nahe dem Haupthomologiebereich liegt. Allerdings ist der in dieser Region
gefundene Homologiebereich nur ca. 40 bp lang (siche Abbildung 25). Fiir die Darstellung
der Homologien und weiteren Diskussionen der Ergebnisse der Sequenzanalysen wurden die
Blast Ergebnisse verwendet. Es wurde sowohl die Sequenz als Ganzes als auch in
Teilsequenzen analysiert.

Relevante Homologien zu bekannten prokaryotischen Sequenzen sind ausschlielich inner-
halb der ersten 750 bp der Sequenz zu finden. Alle Homologien dieses Bereiches sind solche
zu tnpA oder als mit dieser eng verwandt beschriebene Transposasegene bzw. nicht genau
identifiziert aus verschiedenen MO (siche Tabelle 22 und Abbildung 25).
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Diese gehoren unterschiedlichen Familien an, die meisten den Enterobacteriales und
Pseudomonadales. Es finden sich aber auch einzelne von z.B. Burkholderiales (Delftia),
Acidithiobacillales (Thiobacillus) und Oceanospirillales (Halomonas) (sieche Tabelle 22).

tnpA liegt in diesen MO in Kombination mit verschiedenen Transposons vor und wurde an
verschiedenen Orten des Genoms gefunden. So befinden sich in der Menge der Homologie-
Daten solche von Plasmid- oder Genomsequenzierungen, direkte Sequenzierungen
bestimmter Transposons, oft gekoppelt mit Quecksilberresistenz oder Sequenzierung
einzelner Gene, wie z.B. tnpA als Bestandteil des Genoms eines bestimmten MO. So ergaben

die ersten Scores bei der Homologiesuche Homologien zu Tn2680, Tn5060, Tn5075, C6

Transposase Gen, TnSF1, tnpA vom Typ Tn2/ und Tn2/ als Gesamtsequenz.

Tabelle 22: Ergebnisse der Sequenzhomologieabfrage vom 29. 04. 2004 bei NGFN BLAST bei der GBF
(BLASTN 2.2.2) [Altschul et al., 1997]. Beschreibung der Homologien der ersten zwolf Ranking

Positionen.
Ranking Position Homologe Wabhrschein-
Accession Element Organismus Basen (Score | lichkeitswert
Number in bits) (E Value)
1 Tn21 tnpA Pseudogen auf | Salmonella enterica 755 0,0
AL513383 Plasmid pHCM1 serovar Typhii CT18 48 0,006
2 Tn5060 Pseudomonas sp. 755 0,0
AJ551280 48 0,006
3 Tn5075 Escherichia coli 755 0,0
AF457211 48 0,006
4 Transposase Gen Halomonas sp. C6 755 0,0
AF380359 48 0,006
5 TnSF1 Shigella flexneri 755 0,0
AF188331 ,,vermutliche Transposase* 48 0,006
6 tnpA vom Typ Tn21 Escherichia coli 716 0,0
X04891 48 0,006
7 Tn21 Escherichia coli 716 0,0
AF071413 48 0,006
8 Shigella flexneri 2a SRL Shigella flexneri 2a 696 0,0
AF326777 pathogenicity island 48 0,006
9 Tn5037 Thiobacillus ferrooxidans | 686 0,0
AJ251743 G66 40 L5
10 Plasmid pB4 unkultiviertes Bakterium | 680 0,0
AJ431260 50 0,002
42 0,38
11 IS7071 Transposase Gen Delftia acidovorans 573 e—161
AY078159 vom Typ Tn2/ 573 e—161
12 Tn5041 tnpA Pseudomonas fluorescens | 545 e—152
Y09209 48 0,006

Der Score ist in bits angegeben. Zur Berechnung des Scores wird fiir jede Ubereinstimmung in den beiden
Sequenzen 1 gezéhlt, jede Fehlpaarung erhdlt den Wert 0. Je héher der Score ist, desto dhnlicher sind die
Sequenzen. Der Wert hingt jedoch direkt mit der Lange der Sequenz zusammen, daher kann kein allgemein
giiltiger Wert festgelegt werden. Der E-Wert in der funften Spalte steht fiir die Wahrscheinlichkeit, dass die
Ubereinstimmung der eigenen Daten mit der entsprechenden Sequenz auf reinem Zufall beruht. Je kleiner der E-
Wert ist (bei identischen Sequenzen ist er 0), desto gréBer ist die Wahrscheinlichkeit, dass die Ubereinstimmung
der beiden Sequenzen auf echte Homologie zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 25: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Sequenzhomologicabfrage vom 29.04.2004 bei
NGFN-BLAST bei der GBF (BLASTN 2.2.2) [Altschul et al., 1997]. Beschreibung der ersten zwolf Ranking
Positionen in Tabelle 22. Der obere dicke Balken entspricht der in dieser Arbeit erhaltenen Sequenz
HG176TNPAHP. Die Farben entsprechen, wie in der Abbildung beschrieben, den Homologiewerten innerhalb
der Sequenzen, schraffierte Balken entsprechen Liicken in der Sequenz.
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Tabelle 23: Ergebnisse der Sequenzhomologieabfrage vom 29. 04. 2004 bei NGFN BLAST bei der GBF
(BLASTN 2.2.2) [Altschul et al., 1997]. Herkunft der verwandten Sequenzen mit Original Zitat.

Ranking Position

Accession Number

Element

Organismus

homolog zu

Original Zitat

AL513383

Tn21 Pseudogen

auf

Plasmid pHCM1

Salmonella

enterica serovar
Typhi CT18

tnpA Typ Tn21 Pseudogen

Parkhill, J. et al. Complete genome
sequence of a multiple drug resistant
Salmonella enterica serovar Typhi CT18.
Nature 2001, 413 (6858):848-52

AJ551280

Tn5060

Pseudomonas sp.

alteres Transposon.
verwandt mit Vorfahren

von Tn2/ dem TnY
welches als Vorfahre von

TnX postuliert wird.

Kholodii G. et al. Tn5060 from the
Siberian permafrost is most closely
related to the ancestor of Tn21 prior to
integron acquisition. FEMS Microbiol
Lett 2003, 226 (2):251-5

AF457211

Tn5075

Escherichia

coli

Tn21 tnpA

Essa A. et al. Mercury resistance
determinants related to Tn21, Tn1696,
and Tn5053 in enterobacteria from the
preantibiotic era. Antimicrob Agents
Chemother 2003, 47 (3):1115-9

AF380359

Transposa-
se Gen

Fragment

Halomona
s sp. C6

unbestimmte tnpA

Yang,S., Wang,H., Dou,Y., Submitted
MAY-2001 to the EMBL GenBank DDBJ
databases

AF188331

TnSF1

vermutete

Transposase

Shigella
flexneri

Typ Tn21 tnpA nur
Sequenz

unveroffentlicht.

Chen,J.-H., Chen,J.-Y., TnSF1, a Tn21-
like transposon in Shigella
flexneri.Submitted SEP-1999 to the
EMBL GenBank DDBJ databases

X04891

tnpA vom Typ

Tn2!

Escherichia

coli

Tn21 tnpA

Ward E., Grinsted J.;

"The nucleotide sequence of the tnpA gene of
Tn21",Nucleic Acids Res. 15(4):1799-
1806(1987).

AF071413

Tn2!

Escherichia

coli

Tn21 tnpA

Diver W.P., Grinsted J., Fritzinger D.C.,
Brown N.L., Altenbuchner J.,

Rogowsky P., Schmitt R.; "DNA sequences of
and complementation by the tnpR genes of
Tn21, Tn501 and Tn1721"; Mol. Gen. Genet.
191(2):189-193(1983).

AF326777

Shigella

flexneri 2a

SRL

pathogenicity
Shigella

flexneri 2a

homolog zu Tn2/ tnpA

Luck S.N et al.

Ferric Dicitrate Transport System (Fec) of
Shigella flexneri 2a YSH6000 Is Encoded on a
Novel Pathogenicity Island Carrying Multiple
Antibiotic Resistance Genes. (2001) Infect.
Immun. 69:6012-6021
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Ranking Position

Accession Number

Element

Organismus

homolog zu

Original Zitat

AJ251743

Tn5037

Thiobacillus

ferrooxidans G66

tnpA vom Typ Tn21 ca.
90% homolog zu Tn21

Kalyaeva E.S., Kholodii G.Y., Bass L. A.,

Gorlenko A.M., Yurieva O.V.,

Nikiforov V.G.;

"Tn5037, a Tn21-like mercury resistance

transposon from Thiobacillus
ferrooxidans";

Russ. J. Genet. 37:972-975(2001).

10

AJ431260

Plasmid pB4

unkultiviertes Bakterium

TNPA2 Homologie auf
Proteinbasis zu Tn3 Familie
tnpA

Tauch A., Schluter A., Bischoff N., Goesmann
A., Meyer F., Puhler A.;

"The 79,370-bp conjugative plasmid pB4
consists of an IncP-1beta backbone

loaded with a chromate resistance transposon,
the strA-strB streptomycin

resistance gene pair, the oxacillinase gene
blaNPS-1, and a tripartite

antibiotic efflux system of the resistance-
nodulation-division family";

Mol. Genet. Genomics 268(5):570-584(2003).

11

AY078159

1S1071

transposase Gen
vom Typ Tn2!

Delfiia

acidovorans

gleich zu Tn27 tnpA

Hoffmann D., Kleinsteuber S., Muller R.H.,
Babel W.;"A transposon encoding the
complete 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
degradation pathway in the alkalitolerant
strain Delftia acidovorans P4a"; Microbiology
149(Pt 9):2545-2556(2003).

12

Y 09209

Tn5041

Pseudomonas
fluorescens

homolog zu Tn2/ tnpA

Kholodii G., Gorlenko Z., Mindlin S.,
Hobman J., Nikiforov V.; "Tn5041-like
transposons: molecular diversity, evolutionary
relationships

and distribution of distinct variants in
environmental bacteria."; Microbiology
148(11):3569-3582(2002).
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4 Diskussion

4.1 Entwicklung eines Protokolls zur einfachen Isolierung von Boden-Gesamt-DNA

Ziel dieser Arbeit war es terrestrische Habitate auf das Vorhandensein von Transposase-
Genen vom Typ Tn3, Tn50/ und Tn2/ mittels PCR zu screenen, um Aussagen iiber das
Vorhandensein und die Verteilung von transponierbaren Elementen in Bodenlebens-
gemeinschaften zu erhalten. Hierzu musste ein moglichst schnelles, preiswertes und universell
einsetzbares Protokoll zur Isolierung von Boden-Gesamt-DNA bei verschiedenen Béden zum
Einsatz kommen.

Es wurde Mitte 1998 eine Marktsichtung mittels Internet und Literaturstudien durchgefiihrt,
welche kommerziellen Kits zur Isolierung von DNA aus Boden erhiltlich sind. Es stellte sich
heraus, dass genau ein Kit zur Isolierung von DNA aus Boden am Markt erhiltlich war,
namentlich das der ehemaligen Firma Biol01 jetzt Qbiogene. Das Kit war seinerzeit noch
nicht auf dem deutschen Markt erhéltlich und wurde von Biol01 in zwei Probeversionen zur
Verfligung gestellt. Mit dem Kit lieBen sich auch nach wiederholtem Kontakt mit dem
technischen Kundendienst keine befriedigenden Ergebnisse erzielen, so stimmten z.B. die
Volumina nicht mit den mitgelieferten Cups tiberein. Auch nach Variation der Volumina lie3
sich kein besseres Ergebnis erzielen (siche 3.1).

So wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedenste Methoden zu Préparation von Boden-
Gesamt-DNA aus Boden evaluiert. Diese Methoden waren zum Teil in Veroffentlichungen
als geeignet zur Isolierung von DNA aus Boden beschrieben [Frostegard et al., 1999; Garcia-
Pedrajas et al., 1999; Lloyd-Jones et al., 2001; Romanowski et al., 1993; Trevors u. Cook
1992; Torsvik u. Goksoyr, 1978; Torsvik et al., 1995; Qbiogene, 2000] oder es wurden
gelaufige Methoden zur Préaparation von DNA aus Zellen zur Isolation von DNA aus Boden
in geeigneter Weise adaptiert und eingesetzt.

Hierbei stellte sich heraus, dass den Pridparationsmethoden ein geeigneter und moglichst
schneller Aufschluss des Boden vorausgehen muss, um gute und reproduzierbare Ergebnisse
zu erzielen. Deswegen wurden den eigentlichen Préaparationsmethoden verschiedene
Aufschlussmethoden vorgeschaltet. Im Speziellen wurden fiinf verschiedene Methoden zum
Aufschluss von Boden und sechs Methoden zur Isolation der DNA aus diesem so
aufgeschlossenen Boden in verschiedenen Kombinationen evaluiert (siche Tabelle 11).

Es stellte sich die Methode ,,Fastprep System nach Giinther* als am besten geeignet heraus
(siche Tabelle 11). Diese Methode ist ein modifiziertes Qiagen Genomic Tip Protokoll, dem
ein Aufschlul mit der Fastprep Schiittelmiihle vorgeschaltet ist (siche 2.17.1).

Die Menge an isolierter DNA aus Boden ist zwar dhnlich hoch wie bei den anderen Metho-
den, mit Ausnahme der Methode ,,FastDNA SPIN Kit for Soil“, jedoch lag die DNA hier in
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solch einer Form vor, dass eine PCR i.d.R. ohne Verdiinnung und bis auf wenige Ausnahmen
immer nach Verdiinnung stattfinden konnte. Die Guanidiniumhydrochloridmethode war eine
weitere Methode welche brauchbare Ergebnisse lieferte, jedoch nicht reproduzierbar und die

Signale waren auch nicht so stark wie bei der oben genannten.

Auffallend ist, dass die Menge der erhaltenen DNA in direkter Korrelation zu der Aufschluss-
methode steht. Bei Isolierung von DNA aus dem Boden ohne vorherigen Aufschluss des
Bodens ist die Menge an erhaltener DNA bei der Methode 2, ,,DNA-Préparation nach Allen
mit Proteinase K“ und 6, ,,Guanidiniumhydrochloridmethode®, am hochsten (Tabelle 11,
Zeile 1). Alle Methoden erzielten jedoch die groBiten Mengen an préparierter DNA nach
einem mechanischem Aufschluss mittels automatischer Miihlen. Hierbei war die eingesetzte
Miihle ,,Mill MM301*“ der Fa. Retsch gleich gut wie die Fastprep Schiittelmiihle. Beide
schiittelten die aufzuschlieBenden Proben in einem Zylinder. Bei der Fastprep Schiittelmiihle
geschieht dies in 2 ml fassenden, verschraubbaren Tubes, welche mit kleinen Keramik oder
Glasperlen gefiillt sind (siehe 2.17.1). Es konnen 12 Proben gleichzeitig aufgeschlossen
werden. Bei der Retsch Miihle findet der Aufschluss in einem ca.100 ml fassenden Behilter
aus Teflon mittels einer 4 cm groBem Achatkugel statt. Das Ganze erfolgt in der vorgekiihlten
Miihle unter Zulauf von ca. 300ml fliissigen Stickstoff je Probe. Es kann immer nur eine
Probe auf einmal aufgeschlossen werden und das Behiltnis muss danach wieder gereinigt
werden. Aufgrund der besseren Handhabung und des schnelleren Probenaufschlusses wurde
der Aufschluss des Bodens mit der Fastprep Schiittelmiihle durchgefiihrt.

Auffallend ist ebenfalls, dass nach dem Einsatz der Miihlen bei den Préparationsmethoden 1,
2 und 3 auch nach der Zugabe von externer DNA keine Signale bei der PCR erhalten wurden,
obwohl dies vorher der Fall. Dies kann nur an storenden Substanzen in der aufgereinigten
Boden-Gesamt-DNA liegen, den beim Aufreinigen mitgeschleppten Huminsduren. Hierfiir
spricht auch, dass bei den Methoden ,,Fastprep System nach Giinther (FSG) und ,,Guani-
diniumhydrochloridmethode” bei Einsatz der Miihlen und damit zunechmender DNA-
Konzentration die Signalstirken zunahmen (siche Tabelle 11). Dieser Effekt wurde auch von
Frostegard et al. [1999] beschrieben. Weiterhin sehen auch Frostegard et al. im Mahlen von
Bodenproben die geeignete Methode um Boden aufzuschlieBen. Die DNA wird zwar starken
Scherkréften ausgesetzt, andererseits wiirde sie ohne diesen Aufschluss aber auch zum gro3en
Teil nicht zuginglich sein. Weiterhin wiirde ein Aufschluss, der nur auf einer chemischen
oder enzymatischen Lyse basiert in erster Linie die DNA Gram-negativer BMO zugénglich
machen und somit das Ergebnis verfilschen.

Eine Uberpriifung der Vollstindigkeit der Bakterienlyse (siehe 3.7) ergab, dass bei dieser
Methode des mechanischen Aufschlusses von 10° eingesetzten Zellen anndhernd alle Zellen
aufgeschlossen wurden. Der Rest der Zellen wurde durch die anschlieBende alkalische Lyse
aufgeschlossen.
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Dem FSG war weiterhin eigen, dass es 1996 als einziges der Systeme mit einer Magermilch-
pulverlosung wéhrend des Aufschlusses arbeitete. Wahrend der Suche nach Detergenzien zur
Aufreinigung von DNA aus Bodenproben hatte sich Magermilchpulver empirisch als geeig-
net herausgestellt, DNA in einer solchen Form aus dem Boden zu isolieren, dass sie einer
anschlieBenden PCR zugénglich ist. Dies was schon unmittelbar nach der Lyse eines Boden-
extraktes sichtbar, da die Lysate mit Milchpulverzusatz farblos waren, wahrend die Extrakte
der anderen Methoden, speziell auch das abgeédnderte Qiagenprotokoll hellbraun gefarbt
waren. Hier werden mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit Huminsduren durch die
Milchpulverldsung gebunden und im Zentrifugationsschritt vom Uberstand groBtenteils
abgetrennt. Weiterhin, so stellen Garcia-Pedrajas et al. [1999] heraus, wiirde das Milchpulver
ebenfalls an Bodenpartikeln binden und diese so gegeniiber der Bindung von DNA ab-
blocken, so dass mehr ungebundene DNA isoliert werden kann. Sowohl Garcia-Pedrajas et al.
[1999] als auch Wang u. Chang [2003] berichten iiber die positive Auswirkung des Zusetzens
von Milchpulver auf eine PCR mit aus Boden isolierter DNA. Dies liegt in erster Linie daran,
dass die Huminstoffe so nicht mehr in der Lage sind mit den Mg’" Kationen des PCR
Ansatzes Wechselwirkungen einzugehen [van den Hoop et al. 1990] und dadurch die PCR zu

storen.
4.2 Kontrollen

Bei allen der 32 untersuchten Bodden konnte mit dem FSG die Bodenprobe so aufgearbeitet
werden, dass sie anschlieend einer Untersuchung mittels PCR zugénglich war, wenn auch in
fiinf Fillen (siehe Tabelle 13) erst nach einem Verdiinnungsschritt ein Signal erhalten wer-
den konnte. Der Aufbau der Kontrollen war durch eine Negativkontrolle und zwei Positiv-
kontrollen so angelegt, dass zum einen erkannt werden konnte, ob die PCR an sich stattfinden
konnte und ob sie nicht kontaminiert war, also eine Uberpriifung des Mastermixes. Zum
anderen fand in einer zweiten Positivkontrolle eine Uberpriifung der aus dem Boden isolier-
ten DNA statt. Um zu erkennen ob sie frei von Hemmstoffen war, so dass eine PCR statt-
finden konnte (siche Abbildung 14 und Tabelle 13, Kontrollen), wurde diesem Ansatz mit der
aus Boden isolierten DNA extern Template fiir die PCR zugesetzt. Fand unter diesen
Bedingungen keine PCR statt, wurde eine Verdiinnungstufe angelegt und/oder der Boden
nochmals pripariert. Die Kontrollen waren so angelegt, dass immer mit Sicherheit gesagt
werden konnte, ob die PCR mit Boden-Gesamt-DNA giiltige Ergebnisse brachte oder nicht.

Die Uberpriifung der Priparation von Boden-Gesamt-DNA mittels PCR erfolgte analog dem
Vorgehen des ,, MECBAD Konsortiums* (Mobile Genetic Element’s Contribution to Bacterial
Adaptability and Diversity) [MECBAD, 2003; Smalla et al, 2000]. Bei diesen
Arbeitsgruppen wurde ebenfalls die Durchfiihrbarkeit der PCR zur Verifizierung der Prépa-

ration herangezogen.
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4.3 Vergleich der entwickelten Methode mit anderen

Die untere Nachweisgrenze des ,,Fastprep Systems nach Giinther* liegt bei 6 x 10 Templates
g” Boden (sieche 3.6). Dies wurde mittels PCR mit 32 verschiedenen Bdden verifiziert. Der
mittlere Wert liegt bei 9 x 10° Templates g Boden, was im Bereich der sensitiven Methoden
zum Nachweis von DNA aus Boden liegt. Ein Vergleich dieser Nachweisgrenze mit der
anderer Autoren ist nicht immer moglich. Viele Autoren machen bei einer Validierung ihres
Systems Prozentangaben der wiedergefundenen DNA, was keinen Riickschluss zuldsst, ob
diese DNA der PCR zuginglich ist, oder es wurde freie DNA zugesetzt, was dann wiederum
keinen Riickschluss zuldsst ob die Methode geeignet ist, auch Zellen so zu lysieren, dass ihre
DNA zugénglich wird. Die Methode soll dennoch mit einigen Verdffentlichungen verglichen
werden.

So entwickelten Zoll et al. [2002] aus den QIAamp Kit, einer Weiterentwicklung des Qiagen
Genomic Tip Protokolls, auf dem auch das FSG basiert, eine Methode mit der aus 5g
lehmigen Boden 10° Zellen nachgewiesen werden kénnen, also rechnerisch 10" Zellen g'1
Boden. Diese Methode ist deswegen interessant, da sic vom ,,Wehrwissenschaftlichen Institut
fiir Schutztechnologien der Bundeswehr entwickelt wurde um Bacillus anthracis in
Bodenproben nachzuweisen und somit einen Standard darstellt [Zoll et al., 2002]. Tebbe et al.
[1995] entwickelten ein Verfahren mit magnetischen Partikeln mit dem sie eine
Nachweisgrenze zwischen 10° und 10* g Boden fiir mRNA erreichten, welches aber in der
Handhabung mehr Schritte beinhaltete und damit ldnger dauert als das FSG. Mit dieser
Methode konnte auch nur eine Probe auf einmal aufgeschlossen werden. Frostegard et al.
evaluierten mehrere Methoden und kamen auf Nachweisgrenzen die wiederum vom Boden
abhingig waren. Die Nachweisgrenzen bewegten sich im Bereich von 10° und 10’ g Boden.
Bei Zugabe von groferen Mengen externer DNA konnte die Nachweisgrenze auf 10° g
Boden heruntergebracht werden. Frostegard et al. fiihren dies auf ein statististisches Binden
von DNA an Tonmineralien innerhalb der Matrix zuriick. So wird weniger Target-DNA
gebunden und steht somit einer weiteren Analyse zur Verfigung.

Sowohl vor dem Hintergrund des Vergleichs mit anderen Aufschlussmethoden, als auch
alleinstehend gesehen, stellt sich das FSG mit seinen Kontrollen als sehr gut geeignet flir die

Isolierung von DNA aus Boden mit anschlieBender PCR dar.

4.4 Bewertung der erzielten Ergebnisse

Von den 32 untersuchten unbelasteten Boden zeigten fiinf positive Signale, 27 Boden zeigten
kein Signal. Es wurde mittels PCR dreimal ein Signal vom Typ Tn2/tnpA und zweimal bei
tnpA vom Typ Tn501 erhalten. Da dies die erste Untersuchung ist, die sich mit dem Nachweis
von Transposasegenen in unbelasteten terrestrischen Habitaten beschéftigt hat, ohne eine
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Isolierung von BMO vorher durchzufiihren, ist es iiberraschend, dass sich hier eine dhnliche
Mengenverteilung wie bei belasteten Habitaten eingestellt hat.

Das Vorkommen von Tn2/ oder Tn50! tnpA bedeutet nicht, dass die Transposase auch immer
mit einer Hg- oder Antibiotika- Resistenz gekoppelt sein muss. Vielmehr driickt sich hierin
die Fahigkeit von Tn2/ und dessen Derivaten aus, andere Gene zu ,assimilieren”, diese
anderen BMO zur Verfligung zu stellen und so deren Fitness erhohen. Grinsted et al. [1990]
sehen gerade in diesem Mechanismus den Grund der grolen Verbreitung der Tn2/ Familie.
Roux et al. [1993] untersuchten 60 Isolate mittels Hybridisation auf das Vorhandensein von
tnpA des Typs Tn3 und Tn27 und fanden keine tnpA-positiven Isolate. Demgegeniiber standen
drei tnpA positive Isolate vom Typ Tn2/ bei 40 Isolaten aus dem Mittelmeer. Dieses Resultat
erscheint sehr hoch, wenn man es mit den Ergebnissen von Dahlberg et al. [1995] vergleicht.
Dahlberg et al. [1995] waren die ersten, welche das Vorkommen von Transposasen des Typs
Tn27 und Tn50/ in der Umwelt in belasteten marinen Habitaten mittels PCR untersuchten.
Sie fanden fiir Tn2/ tmpA eine Haufigkeit von 1 x 107 bis 1,1 x 10, fiir Tn3 von 1 x 10™ und
fiir Tn50/ eine rechnerische von 1 x 10° bezogen auf die Nachweisbarkeit aus Wasser-
Gesamt-DNA. Tatsdchlich jedoch wurden an erster Stelle tnp4 vom Typ Tn21, dann von
Tn501 und in einer Probe von Tn3 nachgewiesen.

Weitere Untersuchungen hierzu legten Pearson et al. [1996] vor. Sie wiesen in einem Teil
ihrer Untersuchungen zum ersten Mal in unbelastetem Boden bei Hg-resistenten Isolaten
Transposasegene von Tn2/ und Tn501 nach. Von 10 Isolaten wurden fiinf Signale mit tnpA
Sonden vom Typ Tn50/ und sechs vom Typ Tn2/ erhalten, wobei fiinf Isolate mit beiden
Sonden hybridisierten. Bei allen untersuchten Béden konnten insgesamt 23 Hybridisierungs-
signale flir tnpA Typ Tn2/ und 21 fiir Tn50/ detektiert werden.

Smalla et al. [2000] berichteten von dem Aufireten von Tn2/ und Tn50! tnpA in 13 von 17
unterschiedlichen Habitaten. Zwolf der 17 Habitate waren terrestrischer Natur. Hiervon
wiederum waren drei unbelastete Habitate und in einem dieser konnte Tn2/ und Tn501 tnpA

in starken Signalen nachgewiesen werden.

Verglichen mit den Ergebnissen andere Arbeiten liegen die in dieser Arbeit mittels PCR
nachgewiesenen Transposasegene in ihrer Verteilung wie bei den beschriebenen Unter-
suchungen vor. Am Héufigsten tritt Transposase vom Typ Tn2/ tnpA auf, gefolgt vom Typ
Tn501. Tn3 tnpA konnte mittels PCR nicht nachgewiesen werden. Sie trat aber auch, wie
oben beschrieben, in anderen Untersuchungen nur vereinzelt auf. Dies konnte daran liegen,
dass das Beherbergen eines Transposons vom Typ Tn3 einen geringeren Vorteil flir einen
BMO mitbringen wiirde, da es keine Hg-Resistenz besitzt und auch nicht, wie bei Tn2/
beschrieben, in der Lage ist Gene zu assimilieren.

132



Isolierung von potentiell Transposon-beherbergenden Stimmen DISKUSSION

Bei den, im Rahmen aller Experimente dieser Arbeit geblotteten, schitzungsweise 28000
Kolonien wurden mittels Hybridisierung 156 positive Signale erhalten (Siehe 3.12). 91 mal
Typ Tn21, drei mal Tn3, und 62 mal Tn50/. Damit ldge die Haufigkeit der Transposasen bei
1,8 x 107, was verglichen mit anderen Untersuchungen ein hoher Wert wire.

So fanden Dahlberg et al. [1995] in der obersten, Schwermetall belasteten Wasserschicht, fiir
Tn2! tnpA eine Frequenz von 1 x 107 bis 1,1 x 10, fiir Tn3 von 1 x10* und fiir Tn50/ eine
rechnerische von 1 x 10 bezogen auf die Nachweisbarkeit aus Wasser-Gesamt-DNA. Man
sollte zu Recht erwarten, dass die Frequenz in unbelasteten Habitaten geringer ist. Diese un-
erwartet hohe Frequenz hat folgende Ursachen:

Zum einen fand durch das Ausplattieren an sich, aber gerade auch durch das Ausplattieren auf
Selektionsmedium, eine entscheidende Selektion statt (siche 1.10).

Die ca. 28000 Kolonien stellen keinen Querschnitt durch die vorhandene Population an BMO
dar, sondern nur einen, durch zwei Selektionsschritte eingeschriankten, winzigen Ausschnitt
der tatsdchlichen Population. Dahlberg et al. rechneten aufgrund der isolierten Mengen an
DNA auf die vorhandene Anzahl an Mikroorganismen zuriick, was bei ihrer Art der
Probennahme aus Wasser in erster Ndherung zuldssig ist.

Da sie alle im Habitat vorkommenden MO aufschlossen, erhielten sie so auch die ungefihre
Anzahl aller im Habitat vorkommender MO als DNA-Aquivalent. Aus diesen Werten konn-
ten sie dann eine genauere Abschitzung zur Frequenz des Vorkommens der Transposasen in
belasteten Gewissern machen.

Ein weiterer Beweis fiir die Richtigkeit dieser These ist, dass kein einziges positives Signal
erzielt wurde, wenn auf NI-Medium gewachsene Kolonien geblottet wurden.

Weiterhin vermuten Dahlberg et al., dass Transposasen hdufiger mit der kultivierbaren
Fraktion der MO assoziiert seien; ein weitere Grund quantitativ nur mit der Gesamt-DNA
eines Habitates zu arbeiten.

Vor dem Hintergrund, dass unter Selektionsdruck transponierbare Elemente verstirkt auf-
tauchen und normalerweise kein zielgerichteter Influx von BMO in natiirliche Habitate
erfolgt, ist davon auszugehen, dass diese Elemente in unbelasteten Habitaten, wenn auch in
geringen Konzentrationen und somit schwer nachzuweisen, vorkommen.

Dies ist auch die Aussage vieler Untersuchungen zu Freisetzungsversuchen in denen festge-
stellt wurde, dass einmal ausgebrachte Gene noch nach Jahren, wenn auch in geringer An-
zahl, nachweisbar sind [Tebbe et al.,1995].

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen diese Aussagen.

4.5 Isolierung von potentiell Transposon-beherbergenden Stimmen

Um mehr iiber die Struktur der in terrestrischen Habitaten vorhandenen transponierbaren
Elemente zu erfahren, wurden BMO, welche diese Elemente beherbergen konnten, aus den
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entsprechenden Boden isoliert und die genetischen Elemente anschlieBend charakterisiert.
Hierzu wurden zwei dullerst unterschiedliche Ansdtze gewahlt. Zum einen ein klassisches
Vorgehen mit Isolierung von BMO auf Selektivmedien, zum anderen der Einsatz von Mikro-
kosmen um transponierbare Elemente mittels Gentransfer nachzuweisen. Weiterhin wurden
zwei aus vorhergehenden Arbeiten zur Verfiigung stehende Bakterienkollektive auf das Vor-

handensein von Transposasen gescreent.

4.6 Screening von Boden auf Transposasen mittels Koloniehvbridisierung

Im Verlauf dieser Arbeit wurden in einem separaten Experiment (siche 3.12) ca. 21000
Kolonien aus unbelasteten terrestrischen Habitaten geblottet und auf das Vorhandensein von
Transposasen gescreent. Bei diesen, unter 3.12 dargestellten Ergebnissen der geblotteten
Kolonien, kam es zu 66 positiven Signalen. 43 mal vom Typ Tn2/, drei mal Tn3, und 20 mal
Tn501. Alle Positiv- und Negativkontrollen waren erwartungsgemal.

Was auf den ersten Blick erstaunt, ist das Verhiltnis zwischen den in der Koloniehybridisier-
ung erhaltenen Signalen und den Ergebnissen mittels PCR, dargestellt in Tabelle 15. Hier
wurde bei 66 positiven Signalen im Kolonie-Blot nur dreimal ein positives Ergebnis mittels
PCR erzielt. Konkret wurden 66 Stidmme isoliert, aber nur 51 Isolaten waren einer DNA-
Praparation zugénglich. Mit dieser DNA wurde unter stringenteren Bedingungen ein Dot-Blot
durchgefiihrt und wiederum 16 Signale erhalten. Mit dem Einsatz der DNA dieser Stdmme
wurden anschlieend drei Signale mittels PCR erzielt.

Dieses Phanomen ist sowohl von Dahlberg et al. [1995] als auch Pearson et al. [1996]
beschrieben. Bei den Untersuchungen der beiden Arbeitsgruppen kam es ebenfalls zu einer
Divergenz in den Ergebnissen, welche mittels Hybridisierung und PCR erhalten wurden. Alle
mittels PCR erhaltenen Fragmente wurden auch bei gleicher Fragmentlinge mittels
Hybridisierung, Denaturierende-Gradienten-Gelelektrophorese oder geschachtelten Primern
auf Homologie iiberpriift. Hierbei stellte sich heraus, dass eine grole Menge an homeolgen
Transposasen nachgewiesen werden konnten. Beide Autoren flihren dies auf eine ,rege
Evolution* innerhalb des Transposase-Gens an sich, aber auch der sie beherbergenden
genetischen Elemente wie Transposons, Integrons und defekte Transposons zuriick [Dahlberg
et al., 1995; Pearson et al., 1996].

So stellten Pearson et al. [1996] in 23 isolierten Stdmmen sechs verschiedene zur Tn2/
Familie gehorende, vorher nicht beschriebene Transposasen fest und ordneten diese sich aus
Tn501 oder Tn21 entwickelten ,,Hybrid-Transposons* zu. Dahlberg et al. [1995] beschreiben,
dass selbst bei Hybridisierung unter niedrig stringenten Bedingungen die PCR Fragmente
nicht mit den tmpA-Sonden hybridisierten. Holt et al. [1999a] unterstiitzen dieses Argument
mit ihren Ergebnissen, indem sie feststellten, dass auch sie mittels PCR nicht alle ihre mit

Gensonden erhaltenen Ergebnisse verifizieren konnten.
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Man kann sich der Forderung von Smalla et al. [2000] nur anschlieBen, die Ergebnisse der
PCR mittels Sonden zu iiberpriifen, was in dieser Arbeit auch geschehen ist.

Der Einsatz beider Methoden genetische Elemente nachzuweisen, sowohl die der Gensonden,
welche auch in der Lage ist homeloge DNA nachzuweisen, als auch die der PCR, welche nur
sehr genaue Sequenzen nachweist, ist unerldsslich bei der Isolierung und Vorauswahl von
weiter zu charakterisierenden Isolaten.

In dem Fall dieser Arbeit wurden die drei Stimme G16, G26 und G37, bei welchen mittels
PCR ein Signal mit Tn2/ tnpA Primern erzeugt wurde, als Pseudomonas sp wie unter 2.29
beschrieben bestimmt und mittels Southern-Blot weiter charakterisiert (siche Abbildung 22).
Bei dem erfolgten Screening konnten die zwei Isolate G16 und G37 durch Vorselektion auf
einem kombiniertem Streptomycin- und Sulfonamid- Medium und das Isolat G26 auf Queck-
silber-Medium isoliert werden. Das Screening auf Hg-Medium bzw. in Hg belasteten Gewéss-
ern ist auch in anderen Arbeiten bei der Suche nach tnp4 vom Typ Tn2/ und Tn501 beschrie-
ben worden [Pearson et al., 1996; Holt et al., 1999a ; Dahlberg et al., 1995]. Dies erscheint
sinnvoll, da sowohl Tn2/ als auch Tn50/ eine Quecksilberresistenz besitzen. Das Screening
mit Streptomycin und Sulfonamid Medium auf Transposasegene wurde fiir Umweltproben
hingegen noch nicht beschrieben, fiihrte aber in zwei Féllen zu der Isolierung eines Stammes
mit Tn2/ tnpA Charakteristika. Resistenz gegen Sulfonamid und Strepromycin wird jedoch
von Tn21 kodiert und ein Screening auf diesem Medium flihrte zum Erfolg.

Es konnten drei Signale im Kolonie-Blot beim Screening mit Ap-Medium vom Typ tnpA Tn3
detektiert werden, welche sich auch im Dot-Blot bestitigten, jedoch mittels PCR nicht veri-
fiziert werden konnten. Auf NI- Medium wurde kein einziges Signal mittel Kolonie-
Hybridisierung erhalten.

Die Verteilung der Hybridisierungsergebnisse ist wie oben bereits erwéhnt in der Reihenfolge
Tn21, Tn501 und dann Tn3. Dies entspricht der Verteilung des Vorkommens dieser Transpo-
sasen wie sie in belasteten Habitaten in den dazu erfolgten Untersuchungen beschrieben ist
[Dahlberg et al., 1995; Pearson et al., 1996; Holt et al.,, 1999a; Smalla et al., 2000]. Das
mittels PCR dreimal Tn2/ tnpA nachgewiesen werden konnte und Tn50/ nicht, ist aufgrund
der geringen Zahl an positiven Ergebnissen nicht weiter zu bewerten.

4.7 Screening von vorhandenen Bakterienkollektiven

Im Laufe dieser Arbeit wurden auch die von Brauning [1998] und Giinther [1996] erstellten
Bakterienkollektive auf Transposasen vom Typ Tn3 Tn2/ und Tn50! gescreent. Diese
Kollektive wurde bei Untersuchung von Bodden auf das Vorhandensein von mobilen
genetischen Elementen angelegt.
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Die von den Erstellern der Bakterienkollektive beschriebenen Resistenzen liefen sich nur zum
Teil wiederfinden, was ein bekanntes Phdnomen bei der Isolierung und der damit
einhergehenden Uberimpfung von Wildstimmen ist. Da der Selektionsdruck nicht fiir jede
Resistenz aufrecht erhalten werden kann, verschwindet auch aus diesem Grund ein zunehm-
ender Teil der Resistenzen. Auch das Aufbewahren als Dauerkultur kann dazu fiithren, dass
Resistenzen verloren gehen.

Der Anteil an Signalen, welche mittels Sonden und PCR erhalten wurden, lag mit ca. 8%
hoher als bei den unter Tabelle 15 vorgestellten Ergebnissen. Dies liegt daran, dass es sich bei
den hier untersuchten Kollektiven schon um erheblich vorselektierte Stimme handelt
(Brauning S., 1998; Giinther N., 1996], welche alle wenigsten eine Resistenz von Tn2/ oder
Tn501 aufweisen. Das Verhéltnis der erhaltenen PCR-Signale, zwdlf von Tn2/, sieben von
Tn501 und keine von Tn3, liegt ebenfalls in dem oben beschriebenen Verhéltnis von Tn27 zu
Tn501 (zu Tn3) [Dahlberg et al., 1995; Pearson et al., 1996; Holt et al., 1999a; Smalla et al.,
20001].

Auch die Differenz zwischen Hybridisierungsergebnissen und PCR ldsst sich mit den gleich-
en Griinden wie unter 4.6 erkldaren. Dieses Phdnomen ist von Dahlberg et al. [1995] und auch
von Pearson et al. [1996] beschrieben. Die Divergenz zwischen den Hybridisierungsergeb-
nissen der tnpA Sonden von Brauning [1998] und Giinther [1996] zu den in dieser Arbeit ein-
gesetzten, kann an den von den Sonden unterschiedlichen abgedeckten Bereichen des Trans-
posasegens liegen.

Die Wahl von Hgl7.6 zur spéteren Sequenzierung lag zum einen in der zum Sequenzieren
gerade noch gut geeigneten GroBe des erhaltenen Fragments, zum anderen daran, dass
groffere Mengen an DNA aus den anderen Wildisolaten teilweise nur mit groeren

Schwierigkeiten zu isolieren waren.

4.8 Einsatz von Bodensidulen zum Nachweis von Transpositionsereignissen

Neben den eigentlichen molekularbiologischen Arbeiten zum Nachweis von transponierbaren
Elementen in terrestrischen Habitaten wurde auch dieser klassische mikrobiologische Ansatz
gewihlt, bei dem zum Nachweis von Transpositionsereignissen das Plasmid pRB2138
eingesetzt wurde. Mittels dieses Plasmides war ein einfaches Positivscreening auf
transponierbare Elemente moglich und wurde mit diesem Plasmid auf Agarplatten und Filtern
durchgefiihrt [Bishop u. Sherratt, 1984; Gerlach u.Wiedemann, 1985]. In dieser Arbeit wurde
pRB2138 zum Nachweis von Transpositions-Funktion und -Frequenzen eingesetzt und nicht
zum ,.Einfangen* von Transposons aus einer autochthonen Flora wie der eines terrestrischen
Habitates in Form einer Bodensdule. Plasmide werden standardmifBig zum Nachweis von
Transposons eingesetzt, jedoch i.d.R so, dass ein Transposon in ein Resistenzgen transponiert
und so einen ,,Resistenz minus“ Phianotyp entstehen ldsst, welcher dann {iber Replikatechnik
nachgewiesen werden kann. Zum Nachweis eines seltenen Ereignisses wie dem Vorkommen

von Transposons in unbelasteten terrestrischen Habitaten mit einem hohen erwarteten
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Durchsatz an Zellen, erscheint ein Positivscreening wie mit pRB2138 durchfiihrbar und ein
gut geeigneter Ansatz zu sein.

4.9 Vorversuche

Bishop R. und Sherratt D. [1984] fiihrten ihre Experimente mit zwei E. coli K12 recA™ Deri-
vaten durch. Dies ist von Vorteil, da pRB2138 aus verschiedenen Plasmiden konstruiert
worden war (siche 2.22.4.1) und es so potenticll zu weniger unerwiinschten Rekombina-
tionsergebnissen bei Konjugations Experimenten mit eben diesen hdufig verwendeten Plas-
miden kommt. Gerlach A. und Wiedemann B. [1985] benutzten fiir ihre Experimente zwei
E.coli C600 Derivate welche recA” waren.

Da im eigentlichen Bodensdulenexperiment spater eine lingere Persistenz der eingesetzten
Stamme im Boden von Vorteil ist und ein Abnehmen der Zahl von E. coli im Boden zu
erwarten ist [Henschke u. Schmidt, 1989], wurden in den Vorversuchen neben E. coli (600+,
Dh5« und RRI ) auch P. putida und P. stutzeri eingesetzt. Im Gegensatz zu den eingesetzten
E. coli Staimmen (600+, Dh5# und RRI ) sind sie nicht beschriecben was recA angeht, aber
daflir gut charakterisiert. Pseudomonas stutzeri ist ein BMO, welcher sich durch eine hohe
natiirliche Kompetenz auszeichnet [Lorenz und Wackernagel, 1991]. P. putida ist ebenfalls
ein BMO, mit natiirlicherweise hoher Persistenz im Boden. In diesem Falle wurde abgewdgt
zwischen der Moglichkeit einer MO vermittelten Rekombination innerhalb des Plasmides,
was die Ergebnisse negativ beeinflussen konnte und der Persistenz der MO im Boden, was
zum Gelingen des Experimentes beitragt. Aus diesem Grunde wurden die Vorexperimente mit
Boden- und Enterobakterien durchgefiihrt. Letztendlich haben jedoch die beiden oben zuerst
erwihnten Untersuchungen gezeigt, dass sowohl mit rec4” als auch mit recA” Stimmen

Ergebnisse erzielt wurden.

Zum Einsatz fir die Transpositionsexperimente kamen die Plasmide pACYC184::Tn3,
pACYC184::Tn50/ und pBR322::Tn24/1. Die Plasmide pACYCI184::Tn3 und
pACYC184::Tn501 gehoren der gleichen Inkompatibilititsgruppe an wie pRB2138, da
pRB2138 u.a. aus dem ori von pACYC184 konstruiert wurde. Gerlach &.Wiedemann [1985]
weisen in ihren Arbeiten auf diesen Sachverhalt hin. Im Gegensatz hierzu fiihrten Bishop R.
und Sherratt [1984] ihre Experimente explizit mit Plasmiden der gleichen
Inkompatibilititsgruppe (pACYC184::Tn/03) erfolgreich durch. Plasmide gleicher Inc-
Gruppe einzusetzen hat weiterhin den Vorteil, dass bei gleichzeitiger Selektion auf ein
Antibiotikum, wie in dieser Arbeit geschehen, das zweite Plasmid verschwindet und nur noch
das Plasmid mit dem entsprechenden Transpositionsprodukt vorliegt [Bennett u. Grinsted,
1988].

Die ersten unter 3.13 dargestellten Experimente waren nicht erfolgreich, da die Generations-
zeiten zu kurz und die Temperatur zu hoch gewéhlt wurde. Eine Generationszeit von ca. 35
Generationen [Bishop u. Sherratt, 1984] und die Inkubation bei RT [Bennett u. Grinsted,
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1988] brachten jedoch positive Ergebnisse (siche Tabelle 18). Auf Abbildung 18 sieht man
einen deutlichen Shift, der aus den entsprechenden Ansétzen isolierten Plasmide gegeniiber
pRB2138 ohne Transpositionsereignis, so dass eine Transposition stattgefunden haben mulf.
Die in dieser Arbeit unter 3.19 vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass in den Vorversuchen
eine Transposition von Tn3, Tn24/7 und Tn501 in pPRB2138 sowohl mit Pseudomonas sp. als
auch mit E. coli als Wirten im Elektroporations- und im Konjugations-Versuch nachge-

wiesen werden konnte.

4.10 Vorversuche in sterilen Bodensiulen

Nachdem nachgewiesen wurde, dass sich pRB2138 erfolgreich in Pseudomonas sp. etablier-
en lieB, wurden Vorversuche in sterilen Bodensdulen durchgefiihrt. In Bodensdulen diesen
Typs wiesen Brokamp et al. [1991] horizontalen Gentransfer von Alcaligenes xylosoxidans
u.a. auf Pseudomonas sp nach. Bei sterilen Bodensdulen gibt es einige Parameter, welche die
Ergebnisse zu beeinflussen scheinen.

Der erste Parameter ist, dass die Séulenmatrizes steril sind. Dies erhoht die Transferfrequenz,
da keine Konkurrenz durch andere BMO vorhanden ist. Des Weiteren werden beim
Autoklavieren des Bodens mehr Nihrstoffe zuginglich, was der Konjugation zutraglich ist
[Hill u. Top, 1998]. Autklavierter Boden wird als artifiziell betrachtet und ein Riickschluss
auf Bedingungen in nicht sterilem Boden sei schlecht moglich. Gentransfer ist auch in sterilen
Bodensdulen beschrieben [Hill u. Top, 1998]. Weitere Parameter sind die Saulengréfie und
die Aufarbeitung der eingefiillten Bodenmatrix. Die Probleme bei der Séulengrofle sind zum
einen beschrieben als ,,Wandeffekte* wenn das Verhéltnis von Volumen zur Grenzfldche der
Sdule zu grof} ist. Diese bezieht sich aber in erster Linie auf kleinste Mikrokosmen im
Grammbereich. Bei einem wie dem hier vorliegenden Sdulenvolumen von mindestens 250 ml
kommen diese Effekte nicht zum Tragen. Ein weiteres Problem kann beziiglich der
Feuchtigkeit der Saulenmatrix auftreten. Es darf keine anaerobes Milieu herrschen, die Saule
darf aber auch nicht austrocknen. Dies wurde in diesen Experiment zum einem dadurch
verhindert, indem der Boden mit feinem, sterilem Kies gemischt wurde was kein anaerobes
Milieu entstehen lies, zum anderen durch das tdgliche Spiilen mit Fliissigkeit (siche 3.20.1).
Dadurch, dass der Boden in die Sdule gefiillt und anschlieBend mit Kies gemischt wurde, kam
jedoch ein anders, nach Meinung von Angle et al. [1995] grundlegendes Problem beim
Arbeiten mit Bodensdulen zu tragen. Angle J.S. et al. berichten davon, dass durch die mecha-
nische Aufbereitung des Bodens durch z.B. Sieben ein grundlegend anderes Bild, was die
Persistenz von BMO angeht, geschaffen wird. Die Persistenz von BMO sei in ,,gestorten”
Bdden in einer solchen Saule so grundlegend niedriger, dass dies eine neue Betrachtung aller
durchgefiihrten Saulenexperimente zur Folge haben solle. Dieses Argument ist flir diese
Untersuchungen jedoch nicht so gewichtig, da es hier nicht in erster Linie um die quantitative

Erarbeitung eines Phdnomens ging, sondern um den Nachweis als solchen. Pseudomonas sp.
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ist in einigen Bodensdulen erfolgreich zum Nachweis von Gentransfer eingesetzt worden [Hill
u. Top, 1998].

Ob P. stutzeri auch in der Lage gewesen wire, aus diesem im Sdulenexperiment benutzten
autoklaviertem Boden nackte DNA aufzunehmen, wurde nicht {iberpriift, da die
Wahrscheinlichkeit, dass es sich dann bei diesem Fragment auch noch um eins mit einem
transponierbaren Element handeln konnte als zu gering angesehen wurde. Es wurde auch
keine Transposon-beherbergende DNA der Sdule zugegeben. Sollte es durch ein solches
Phénomen hingegen zum Nachweis eines Transpositionsereignisses kommen, wire dies ein
willkommener Effekt, da es um den Nachweis einer Transposition mittels pRB2138 ging.
Nach 23 bzw. 27 Tagen konnten die ersten Transpositionsereignisse nachgewiesen werden.
Bennett und Grinsted [1988] geben zwei Wochen Verweildauer zum Nachweis einer
Transposition an, nachdem Donor- und Rezipienten-Plasmid in der Zelle etabliert sind. Dieser
Wert ist natiirlich viel hoher als 35 Generationszyklen welche von Bishop und Sherratt [1984]
angefiihrt werden, diese Werte beziehen sich aber auch auf Transposition auf
Filtermembranen, wo eine wesentlich kleinere Oberfliche zum Tragen kommt, welche eine
bedeutent geringere Entfernung zwischen Rezipientenzelle und Donorzelle bedingt. Diese
Rahmenbedingungen beriicksichtigend erscheint eine Zeitspanne von drei bis vier Wochen als
sehr gering. Das eine Transposition stattgefunden hat zeigt das Bild der Gelelektrophorese
unter Abbildung 19. Hier ist wiederum ein Schift in den Plasmiden zu erkennen, dessen
Ursprung in der Transposition von Tn24/7 bzw. Tn3 in pRB2138 zu sehen ist.

Aus den hier dargestellten Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass dieses Verfahren auch im
Kontakt mit transposontragenden BMO der autochthonen Bakterienflora geeignet sein kann

um eine Transposition nachzuweisen.

4.11 Screening von Bodenproben in Bodensiulen mittels pRB2138 auf transponierbare

Elemente

Mit dem gewidhlten Ansatz konnte kein Transpositionsereignis nachgewiesen werden.

Der Ansatz der Sdulen mit unsterilen Bodenproben erfolgte wie unter 2.23 beschrieben.
Damit gelten auch alle oben (siehe 4.10) beschriebenen Einschrinkungen bis auf die, dass
kein steriler Boden verwendet wurde. Das hei3t, dass durch das Autoklavieren keine
Anreicherung mit Néhrstoffen erfolgte und dass sich die eingebrachten MO dem Wettbewerb
mit den vor-handenen BMO stellen mussten. Verschieden Studien haben gezeigt, dass sich
die Anwesen-heit der autochthonen Bakterienflora negativ auf die Konjugationsraten von
Experimenten sowohl in terrestrischen als auch in aquatischen Systemen auswirkt [Top et
al.,1990; O'Mochoe et al., 1988]. Im Boden unterliegen MO einer Vielfalt von Einfliissen wie
Wettbe-werb, Konkurrenz oder FraBfeinden. Der Zellmetabolismus und das Uberleben sind

also stark schwankenden Einflissen ausgesetzt, welche sich negativ auf
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Konjugationsereignisse auswirken. So konnte in einigen Experimenten Plasmidtransfer im
Boden erst nachgewiesen werden nachden dieser durch Autoklavieren sterilisiert wurde [Hill
u. Top, 1998; Top et al., 1990; Neilson et al., 1994].

Die eingesetzten Bakterienstimme waren jedoch bis zum Schluss des Experimentes in der
Bodenséule in einer fiir Konjugationsexperimente unter diesen Bedingungen beschriebenen
Konzentration persistent (siche 3.21) [Hill u. Top, 1998]. Mit P. putida fiel dic Wahl auf
einen BMO welcher zuvor in Konjugationexperimenten erfolgreich eingesetzt wurde (siche
3.19). Mit P. stutzeri kam ein BMO zum Einsatz, welcher sich, wie oben bereits beschrieben,
dariiber hinaus durch eine extrem hohe natiirliche Kompetenz auszeichnet [Lorenz und
Wackernagel, 1991]. Des Weiteren gehort pRB2138 zur Inkompatibilitdtsgruppe IncW,
welche als promiskuitiv beschrieben ist, so dass dieses Plasmid in einem groBen Teil der
autochthonen Flora etabliert werden kann [Thomas, 1989]. Diese Parameter sollten ein
erfolgreiches Experiment eigentlich ermdglicht haben.

Eine weitere Begriindung daflir, dass kein Transpositionsereignis nachgewiesen werden
konnte, konnte in der rdumlichen Verteilung der pRB2138 tragenden BMO gelegen haben.
Einige Untersuchungen weisen darauf hin, dass schon ein getrenntes Applizieren von MO in
solch eine Matrix aufgrund der extrem hohen Oberfliche dazu fiihren kann, dass die MO
einfach aufgrund der rdumlichen Distanz zueinander keine Konjugation durchfiihren kénnen.
Dies konnte auch hier der Fall gewesen sein, da selbst ein Eintrag von 10'® Zellen nur einen
geringen Teil der vorhandenen Flora darstellt. Einige Autoren gehen hier auf den Eintrag der
MO in die Bodenprobe ein. So beschreiben van Elsas et al. das Phidnomen, dass kein
Gentransfer zwischen zwei Staimmen beobachtet werden konnte, sofern diese getrennt in eine
Bodenprobe eingebracht wurden und diese Probe dann anschlieBend gemischt wurde [Van
Elsas et al, 1990]. Da der Auftrag der MO in den Experimenten jedoch unmittelbar
nacheinander in Fliissigkeit erfolgte, kann ein Grund eher in der anschlieBenden raumlichen
Verteilung zu suchen sein, denn in dem Applizieren der MO. Ein weiterer Grund kann in dem
Fehlen eines Selektionsdruckes bei diesem Experiment liegen, da sich unter diesen
Bedingungen das Plasmid ausdiinnt bzw. sich in einer Stresssituation die
Konjugationsfrequenz erhoht (siche 1.9.1), was dem Experiment zutrdglich gewesen wire.
Auch stellen Holt R.J. et al. [1999] bei ihren Untersuchungen zur Verteilung von tnpR bei
Quecksilber-resistenten Stdimmen fest, dass diese ebenfalls ohne Seclektionsdruck nicht
sonderlich aktiv sind. Das pBR322 und seine Derivate in Pseudomonas sp. etabliert werden
konnen, ist bekannt  [Fukumoto et al.,1997; Gantotti et al.,1979]. Jedoch sollte
pBR322::Tn2411 als pBR322 Derivat in P. putida nicht zu etablieren sein, Yee u. Smith
[1990] weisen expliziet auf diesen Umstand hin. Es mull im Laufe dieses Teils des
Experimentes mit einem anderen Stamm als P. putida gearbeitet wurden sein. Die Ergebnisse
sollten hier aber dennoch dargestellt werden, da sich aus den Vorversuchen gezeigt hat, das
mit diesem Stamm die Vorversuche erfolgreich durchgefiihrt werden konnnten. Der Stamm
wurde nachtriglich nicht bestimmt.
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Fest steht aber, dass die das Plasmid beherbergenden MO und pRB2138 bis zum Ende des
Experimentes in der Bodensdule persistiert haben (siche 3.21).

Der wahrscheinlichste Grund dafiir, dass keine Transpositionsergebnisse nachzuweisen
waren, liegt sicherlich in der Kombination der nachzuweisenden Ereignisse. Soll mittels
dieses Systems eine Transposition nachgewiesen werden, so muss vorher eine Konjugation
und danach eine Integration in die cI-Region stattgefunden haben. Das heif’t, drei Ereignisse
einer bestimmten Frequenz miissen nacheinander stattgefunden haben. Eine grobe
Abschitzung unter Einbeziehung aller Faktoren auf Basis bekannter Daten ergibt im
optimalen Fall fiir die erste Ndherung einen noch realistischen Erwartungswert von 25 fiir die
Transposition eines transponierbaren Elementes vom Typ Tn2/ in den Sdulen unter den
gewihlten Bedingungen:

Droge M.et al. [1999] geben fiir Plasmidtransfer im Mikrokosmos 1-107 bei Pseudomonas sp
an. Tn2] wird mit einer Transpositionsfrequenz von 102 - 10~ angegeben [Sambrook et al.,
1989] und eine Transposition in die cI-Region von pRB2138 mit einer Frequenz von 107
[Bishop u. Sherratt, 1984]. Hieraus ergibt sich eine Wahrscheinlichkeit fiir eine Transposition
nach einer Konjugation der MO in die cI-Region von:

Plasmidtransfer 10~ x Transposition 107 x Transposition in ¢l Region 10%2=107.

Unter Erweiterung auf die eingesetzte Zahl der Zellen kommt man zu folgendem Verhéltnis:
Beriicksichtigt man nun den Einsatz von 10'° Zellen (siche 3.21) in mindestens 250 g Boden
in der Saule mit je 10'® — 10" MO g [Torsvik et al., 1995] und einem Vorkommen von
transponierbaren Element (Tn2/) in einer Frequenz von 10° — 10* / MO [Dahlberg u.
Hermansson, 1995], so entsteht folgendes Verhiltnis von pRB2138 zu den im Boden
vorhandenen Zellen mit transponierbarem Element.

MO mit pRB2138 10'° zu 250 x MO/g Boden 10" x Vorkommen Tn27 10 =

10" zu 2,5 x 10°.

Das heiBit rechnerisch tragen ca. 2,5 x 10® von den 2,5 x 10'? in der Bodensiule vorkommen-
den MO ein transponierbares Element. Weiter angenommen wird, dass sie mit einem
pRB2138 tragendem MO in Kontakt kommen.

Multipliziert man anschlieBend die Wahrscheinlichkeiten so erhilt man: 2,5 x 108x 107 = 25.

Diese Rechnung ist natiirlich idealisiert, vereinfachend und geht von optimalen, aber durch
Literatur gestiitzten, realistischen Werten aus. Rechnerisch hitte der Erwartungswert noch
zwei Potenzen hoher liegen konnen. Dies wire dann hingegen keine realistische Abschitzung
mehr gewesen, da sich die bei der Rechnung angenommenen Werte nicht exakt auf die einge-
setzten Stdmme, Plasmide Verteilungen in der Bodensdule usw. beziehen. Diese grobe
Berechnung zeigt aber hingegen, dass der Nachweis eines Transpositionsereignisses
theoretisch moglich ist, selbst wenn man den Erwartungswert noch eine Potenz nach unten

korrigieren wiirde.
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Nichtsdestotrotz ist in der Kombination der hier eben diskutierten Faktoren mit Sicherheit der
Grund zu sehen, dass das Experiment andere Ergebnisse brachte als die Vorversuche unter
3.20.1. Es ist jedoch ein in der Literatur beschriebenes Phdnomen, dass sich sterile Boden-
sdulen anders verhalten als die, bei denen nicht sterilisierter Boden eingesetzt wird [Henschke
u. Schmidt, 1989; Hill u. Top, 1998; Droge et al., 1999].

Es wire vorstellbar, das dass Experiment bei Zugabe von zusitzlichen Nahrstoffen, durch
Aufbau von Selektionsdruck durch Schwermetalle oder Antibiotika positiv verlaufen wire.
Auch wire der Einsatz von einer noch grofleren Anzahl ,,Féngerplasmiden™ wie pBR2138
vorstellbar, auch wenn der Einsatz von 10'' oder 10'* pRB2138 tragenden Stimmen die
Aufarbeitung von einigen Litern an Nahrlosung bedingen wiirde und zu einem lokalen
Verschwinden der autochthonen Flora fithren konnte.

Dass dieses Experiment prinzipiell so durchfiihrbar ist zeigen die Vorversuche und die
Ergebnisse anderer Autoren, welche alle an diesem Experiment beteiligten Schritte
Konjugation, Transposition und den Einsatz von pRB2138 erfolgreich durchgefiihrt haben.

4.12 Sequenzierung einer Transposase vom Typ Tn2/

Die fiir die Ergebnisse relevanten Sequenzanalysen der insgesamt 2257 bp langen Sequenz
(Abbildung 24) erfolgten mit den Gendatenbankenprogramm Blast. FastA und (TIGR)
wurden auch zur anfinglichen Homologiesuche benutzt. Die Ergebnisse der Analysen
(Tabelle 23), welche mittels der verschiedenen Programme erhalten wurden, sind aufgrund
der den Programmen zugrunde liegenden Algorithmen leicht unterschiedlich, wobei bei den
Ergebnissen aber keine gravierenden Abweichungen gefunden wurden, so dass das weitere
Arbeiten mit Blast erfolgte.

Es gibt keine Daten in der Datenbank, welche {iber die ganze Linge des Genabschnittes starke
Homologie zeigen, in einem Teil der Sequenz findet man jedoch sehr gute Homologien iiber
einen Bereich von 700 bis 750 bp von 80 bis tiber 90 % mit tnpA der Tn2] Familie. Wie man
aus (Abbildung 25) erkennen kann, ist der zur Sequenz homologe Bereich bei allen gefunden
Tranposasestrukturen der Tn2/ Familie nahezu gleich. Dies stimmt auch mit den
Literaturergebnissen zu den Transposasen der Tn2/ Familie [Liebert et al., 1999] {iberein.
Nach ca. 750 bp sind keine relevanten Homologien mehr zu finden.

Die Tatsache, dass ab 750 Basen der Sequenz keine wirklich relevanten Homologien zu den
bei Tn2/ tnpA zu erwartenden Nachbarstrukturen wie z.B. tnpR zu finden sind, ist dadurch zu
erkliren, dass der Klon in dem Transposasegen beginnt und in Richtung IR lduft. Der Klon
liegt so, dass er in tnpA beginnt und in Richtung Inverted Repeat (IR) lduft, wenn man ihn mit
einer Tn2] verwandten Sequenz vergleicht. In diesem Bereich sollte sich eigentlich ein IR
befinden und in der Sequenz zu erkennen sein, dies ist aber nicht der Fall.
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Der darauf folgende Sequenzteil ist zu keiner bekannten Sequenz homolog. Auch ist der
Ubergang von dem bekannten Teil der Sequenz zum unbekannten Teil der Sequenz so, dass
es kein ersichtliches Motiv am Ende der bekannten Sequenz gibt, welches eine wirkliche
Erkldrung liefern konnte wieso die Sequenz hier endet. Ein solches Motiv wire ein IR. Eine
Erklarung hierfiir wére, dass es sich um die Sequenz eines defekten Transposons ohne IR
handelt (s.u.). Es ist bekannt, dass Transposons vom Typ Tn2/ und Tn50/ aufgrund der
Anordnung ihrer Transposase und Resolvase, welche bei Tn3 durch die res site getrennt sind
(siche Abbildung 4), hiufiger zu Rekombinationen mit den assoziierten Genen neigen,
wihrend dies bei Tn3 eher zu Rekombinationen mit dem Transposon selbst flihrt [Holt et al.,
1999]. Daraus kann sich schlieBen lassen, dass Tn2/ hdufiger Rekombination  mit
unbekannten Sequenzen unterliegt als z.B. Tn3, was hier der Fall sein konnte. Auch sind in
dem unbekannten Teil keine der erwarteten bekannten prokaryotischen Nukleotidsequenzen
zu finden mit denen z.b. Tn2/ hidufig assoziiert gefundenen wird, wie zB. die
Quecksilberresistenz verleihenden mer Gene.

Im einzelnen zeigten die ersten Ergebnisse Homologien zu tnpA aus Tn2680, Tn5060,
Tn5075, C6 Transposase Gen, TnSF1, tmpA vom Typ Tn2/ und Tn2/. Wie in Tabelle 22
beschrieben stehen fast alle homologen Sequenzen der tnpA von Tn2/ sehr nahe, auch wenn
die Homolo-gie zur Sequenz von Tn2/ erst auf Rang sechs genannt wird. Aber bei den vorher
folgenden Sequenzen besteht jeweils ein unmittelbarer Zusammenhang zu Tn2/ bzw. einmal,
auf Position 4 ist die Sequenz nicht weiter benannt wurden.

Die gefundenen Homologien zu Tn2680 auf Platz 1 wird von Parkhill et al. [2001] als nicht
ndher charakterisiertes Pseudogen vom Typ Tn2! tnpA beschrieben welches bei der Sequen-
zierung des Genoms von Sa/monella enterica serovar Typhi CT18 entdeckt wurde.

Tn5060 auf Platz zwei wird als verwandt zu TnY [Kholodii et al., 2003], einem Vorfahren
von TnX (Tn21 ), welches wiederum als Vorfahre von Tn2/ postuliert wird, beschrieben und
wurde in 8000-10000 Jahre altem Permafrostboden aus Pseudomonas sp. isoliert. Die tnpA
von Tn5075 auf Platz drei wird als Tn2/ tnpA beschrieben [Essa et al., 2003] und stammt aus
einem Escherichia coli Stamm aus der ,,Murray Collection* [Hughes u. Datta, 1983]. Die
tnpA  von Platz vier wird nicht weiter beschrieben, aber als unbestimmtes
, I ransposasegenfragment™ beschrieben [AF380359]. Auf Platz fiinf folgt wiederum nur ein
Genbankeintrag [AF188331] welcher sich wiederum auf Typ Tn2/ tnpA bezieht. Auf Platz
sechs und sieben folgen tnpA als Gen und tnpA als Teil von Tn2/ [Ward et al., 1987; Diver et
al., 1983].

Homologien zu Tn50/ folgen erst auf spiteren Plitzen, so dass alle Homologien dieses
Bereiches zu tnpA Typ Tn21 (oder als mit dieser eng verwandt beschrieben bzw. nicht genau
identifiziert) aus verschiedenen MO sind. Diese gehoren unterschiedlichen Familien an, die
meisten den Enterobacteriales und Pseudomonadales. Es finden sich aber auch einzelne von
z.B. Burkholderiales (Delftia), Acidithiobacillales (Thiobacillus) und Oceanospirillales

(Halomonas).
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P. fluorescens, der Stamm aus dem der genomische Klon gewonnen wurde, ist hingegen von
Kholodii G. et al. [2002] bereits als Trager von tnpA beschrieben. Da es sich bei Hg17.6 um
einen P. fluorescens Stamm handelt, soll auch diesem Hinweis nachgegangen werden. Auf
Position 12 der Ranking Liste befindet sich ebenfalls P. fluorescens. Die Homologie besteht
hier zu dem Stamm P. fluorescens KHP22 welcher das Plasmid pKLH22 trigt. In diesem
Plasmid befindet sich ein Derivat von Tn504/ welches mit einem Tn2/ homologen Element,
dem das Integron fehlt (siehe 1.1.2) und als Tn5043 beschrieben ist, assoziiert ist [ Yurieva O.
et al., 1997]. Zu der Transposase dieses als tnpA Arm von Tn2] beschricbenem Elements
besteht nun eine Homologie, welche von ihrer Lange und ihrem E-Wert jedoch so ist, das sie
im Ranking erst auf Platz 12 kommt. Daher ist die Wahrscheinlichkeit nicht sehr grof3, dass es
sich um dieses Element handelt. Da es sich jedoch auch um einen P. fluorescens handelt und
dieses Element im Zusammenhang mit seiner Quecksilberresistenz, welche ja auch in dem
hier untersuchten Wirtstsamm vorhanden war, als ubiquitdr verbreitet beschrieben wurde und
der Transpositionsapperat als defekt beschrieben ist, konnte es sich, wenn auch cher
unwahrscheinlich, um ein Derivat der Transposase von Tn504/ handeln.

AbschlieBen lasst sich nicht absolut sagen um was fiir ein Transposasegen es sich handelt. Mit
Sicherheit ldsst sich sagen, dass es ein Transposasegen oder Teil eines Genes der Tn2/
Familie ist. Da der Stamm aus dem das Transposasegen isoliert wurde P. fluorescens ist und
Tn5075 aus einem Escherichia coli isoliert wurde, konnte man mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit annehmen, dass es sich um tmpA vom Typ Tn5060 handeln konnte.
Jedoch nur um ein Fragment, da die Sequenz des Transposasegens plotzlich endet, ohne dass
sich aus der Sequenz hierfiir ein ersichtlicher Grund ableiten lief3e.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war der Nachweis von mobilen genetischen Elementen: Transposons,
speziell in unbelasteten Boden.

Hierzu wurden unterschiedliche Ansdtze gewdhlt:

Es wurden verschiedenste unbelastete Boden mittels PCR auf das Vorhandensein von
Markergenen, in diesem Fall Transposase vom Typ Tn3, Tn2/ und Tn501, hin untersucht.
Hierzu wurde ein System entwickelt, welches es ermoglichte die Gesamt-DNA aus
verschiedensten Boden mit einem System einfach und reproduzierbar zu extrahieren und
anschliefend mittels PCR zu untersuchen. Die mittlere Nachweisgrenze dieses Systems lag
bei 9 x 10° Templates g Boden.

Ein paralleler Ansatz erfolgte, indem aus den gleichen, unbelasteten Boden MO mittels
Selektivmedien isoliert wurden. Diese Isolate wurden anschlieBend auf genetische Marker hin
untersucht.

Transposons, bzw. Transposasen konnten in den unbelasteten Boden in weitaus geringerer
Zahl als aus belasteten Boden bekannt nachgewiesen werden. Jedoch verhielten sich die
unterschiedlichen Elemente in der Verteilung wie aus belasteten Boden bekannt. Am
hdufigsten wurde Tn2/ dann Tn50! nachgewiesen. Tn3, nach dem auch gescreent wurde,
konnte nicht nachgewiesen werden.

Darauthin wurde der Frage nachgegangen, ob sich diese transponierbaren Elemente mittels
Bodensdulen unter Laborbedingungen nachweisen lassen.

Zwei Experimente wurden hierzu durchgefiihrt: Eins zum Nachweis der Konjugation mit
anschlieBender Transposition in diesem System an sich und ein weiteres zum Nachweis der
Ubertragung von potentiell transponierbaren Elementen aus der autochthonen Flora
unbelasteter Boden.

Mittels dieses Experimentes konnte kein transponierbares Element nachgewiesen werden.
Weiterhin wurden zwei vorhandene Bakterienkollektive auf das Vorhandensein von
Transposons mittels Gensondentechnik und PCR auf Transposasen hin gescreent.

Auch hier konnten wiederum Signale zu Tn2/, Tn50/ und in diesem Falle auch Tn3 erhalten
werden.

Einige dieser Isolate wurden mittels Southern-Blot niher charakterisiert und aus einem Isolat
ein genomischer Klon hergestellt der anschlieend sequenziert wurde.

Bei den Sequenzvergleichen dieser so erhaltenen 2257 bp langen Sequenz wurde diese als
Transposase der Tn2/-Familie mit groer Homologie zur Transposase von Tn5060 bestimmt.
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Aussicht:

Mit dieser Arbeit konnte der wirklich vorhandene Pool nur ansatzweise umrissen werden,
jedoch bestitigen die erhaltenen Ergebnisse durchaus, dass auch in unbelastetem Boden ein
nachweisbares Reservoir an transponierbaren Elementen persistiert.

Eine wirkliche Einschitzung der GroBe des vorhandenen Pools 148t sich jedoch noch nicht
machen. Die hierfiir ben6tigten Methoden sind noch nicht ausgereift genug und es erscheint
zur Zeit nur unter grofftem Aufwand durchfiihrbar, die in einem Gramm Boden enthaltene

DNA zu sequenzieren und einzelnen Oragnismen zuzuordnen.

Mit der hier entwickelten Methode zum Aufreinigen von Bodenproben steht ein Werkzeug
zur Verfligung, welches es ermdglicht DNA verschiedenster Boden schnell und effektiv zu
untersuchen. Sicher wire es interessant zu erfahren wie die Verteilung von bestimmten
genetischen Elementen im Boden ist. Hierzu wére es interessant einige hundert Gramm der
gleichen Bodenprobe aufzureinigen um Informationen iiber die Verteilung dieser Elemente

auch in einer so kleinen Skalierung zu erfahren.

Auch wire es sicher ebenfalls interessant zu beobachten, wie sich ein solcher unbelasteter
Boden verhidlt, wenn die an transponierbare Elemente gekoppelten Resistenzgene sich
ausgelost durch Selektionsdruck im Boden zu verbreiten beginnen. Diese Experiment konnte
gut in Mikrokosmen durchgefiihrt werden und dabei versucht werden diese mobilen
genetischen Elemente zu isolieren. Hierzu wére ein dhnlicher Ansatz wie der durchgefiihrte
vorstellbar.

Ebenfalls interessant wire eine weitere Charakterisierung des Isolates Hgl7.6, bei dem sich
Teile einer Transposase mit groer Homologie zu Tn5060 nachweisen lieen. Dies ist
insofern von Interesse, da es sich bei Tn5060 um einem Vorfahren von TnX handelt, welches
als Ursprung aller Transposons der Tn2/ Familie postuliert wird. Somit konnte weitere

Erkenntnis iiber die Evolution dieser Klasse II Transposons gewonnen werden.
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