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Einleitung

1 Einleitung

Mikrobielle Endobionten von Schwdmmen haben in den letzten Jahren besonders
durch verschiedene Naturstoffprojekte an Bedeutung gewonnen (Jayatilake et al.
1996, Faulkner et al. 2000, Jensen und Fenical 2000, Schmidt et al. 2000).
Schwdmme haben sich als Produzenten von besonders vielen biologisch aktiven
Substanzen erwiesen, da sie durch ihre sessile Lebensweise auf chemische Abwehr
und Kommunikation angewiesen sind (Becerro et al. 1997, Faulkner et al. 1999,
Assmann et al. 2000, Burns et al. 2003). Bei der Suche nach neuen pharmazeuti-
schen Wirkstoffen aus marinen Schwammen fanden verschiedene Arbeitsgruppen,
dass der Ursprung mancher Verbindung nicht der Schwamm selber, sondern verge-
sellschaftete Mikroorganismen sind (Stierle et al. 1988, Unson et al. 1994, Bewley et
al. 1996). Da die Ressource Schwamm durch ihre nur bedingte Kultivierbarkeit und
begrenzte Verfugbarkeit einer grofdtechnischen Nutzung entgegensteht, ist dieser
Befund von besonderem Interesse. Wenn ein Mikroorganismus Ursprung der aktiven
Substanzen ist, so eréffnet dies die Aussicht auf die Kultivierung in biotechnologisch
groBem Mal3stab. Bei der Suche nach neuen Wirkstoffen aus dem marinen Lebens-
raum, lag daher der Schwerpunkt dieser Untersuchungen auf der Isolation der Orga-
nismen und der Eluierung ihres Metabolitenspektrums. Die Beschreibung der Le-
bensgemeinschaften war bisher oft nachrangig (Abrell et al. 1996a, Amagata et al.
1998, Bultel-Poncé et al. 1998, 1999, De Rosa et al. 2000, lvanova et al. 2000, Ui et
al. 2001). Es gibt bereits umfassende Untersuchungen zu endobiontischen Bakterien
und verschiedenen Algen einiger Schwammarten. Uber den Status von pilzlichen
Endobionten liegen bisher keine fundierten Beschreibungen vor (Vacelet und Dona-
dey 1977, Wilkinson 1978a-c, 1987, De Vos et al. 1991, Ritzler und Muzik 1993,
Burja et al. 1999).
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1.1 Biologie von Schwdmmen

Schwdmme sind die &lteste evolutionare Metazoengruppe, die als nachste Ver-
wandte der Urmetazoen gilt. Sie existieren seit dem frihen Kambrium vor 600 Millio-
nen Jahren (Bergquist 1978, Muller 2001). Bisher sind etwa 9000 Arten, hauptsach-
lich aus tropischen Riffen aber auch aus gemaRigten Breiten bis hin zu den Polregio-
nen beschrieben (Osinga et al. 1999, Cerrano et al. 2000, Miller 2001, Hentschel et
al. 2002). lhre Lebensweise ist sessil, dabei besiedeln sie sowohl hartes als auch
weiches Substrat von der oberen Gezeitenzone bis in die Tiefsee (Bergquist 1978,
Simpson 1984). Aufgrund des Skelettaufbaus werden die Schwamme in drei Klassen
aufgeteilt: 1. die Glasschwamme (Hexactinellida) mit sechsstrahligen Silikatnadeln
(Spiculae) und einem syncytialen Gewebe, 2. die Hornschwamme (Demospongiae)
mit Silikatspiculae und/oder einem faserigen Skelett aus kollagenen Fasern und 3.
die Kalkschwamme (Calcarea) mit einem Mineralskelett, das vollstandig aus Kalzi-
umkarbonat besteht (Bergquist 1978, Hartman 1983, Simpson 1984, van Soest et al.
2000).

Bergquist (1978) definiert Schwamme kurz als festsitzende filtrierende Metazoen, die
eine einschichtige flagellenbesetzte Zellschicht zur Erzeugung eines unidirektionalen
Wasserstroms durch ihren Korper benutzen. Tatsachlich besitzen Schwamme eine
sehr einfache Organisation. Sie bestehen aus einem einschichtigen Epithel, das so-
wohl die begrenzende Korperoberflache (Exopinacoderm) bildet, als auch das in-
nere, oft weit verzweigte Kanalsystem der Schwamme auskleidet (Endopinacoderm).
Innerhalb des Kanalsystems liegen die KragengeiRelkammern (Choanosomen),
Ausbuchtungen im wasserfihrenden System die von flagellentragenden Choanocy-
ten gebildet werden. Neben der passiven Stromung (Vogel und Bretz 1971) sind sie
fur den gerichteten Wasserstrom verantwortlich und somit fur die Aufnahme von Nah-
rungspartikeln und die Versorgung mit sauerstoffreichem Seewasser, sowie der Ab-
fuhr von Stoffwechselendprodukten (Bergquist 1978, Simpson 1984, Osinga et al.
1999).

Das Nahrungsspektrum der Schwamme ist weit gefachert und reicht von geléstem
organischem Kohlenstoff (DOC) Uber Bakterien und Protisten bis zum Phyto- und
Zooplankton. Dabei kdnnen saisonale Schwankungen der Umweltfaktoren, wie Tem-

peratur, Organismenverfligbarkeit, Photoperioden etc. zu deutlichen Verschiebungen
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des Nahrungsgefiiges fihren (Wilkinson 1978b, Vacelet und Boury-Esnault 1995,
Ribes et al. 1999, Osinga et al. 1999). Bakterien stellen mit etwa 75% der Gesamt-
Kohlenstoffaufnahme die Hauptnahrungsorganismen der Schwamme (Bell et al.
1999, Ribes et al. 1999). Das Phytoplankton macht durchschnittich 10% der
Schwammnahrung aus. Dies kann sich bei einigen Arten, wie karnivoren Tiefsee-
schwammen ohne wasserfihrende Kanalsysteme auch deutlich erhéhen (Reiswig
1971, Simpson 1984, Witte et al. 1997, Vacelet und Boury-Esnault 2002). Die Pump-
leistung der Schwamme ist enorm und liegt bei 1 Liter Seewasser pro Stunde und
cm? Korpervolumen (Reiswig 1971).

Das Kanalsystem der Schwamme wirkt als abgestuftes Siebsystem flr Nahrungspar-
tikel. Die Ostien, die Einstroméffnungen an der Schwammoberflache, begrenzen
durch ihren Durchmesser die Grof3e der aufzunehmenden Organismen auf etwa
50um (Hartman 1983). In kaskadenartigen Abstufungen der Durchmesser der einfiih-
renden Kanale, der Prosopylendurchmesser (Eintrittsdéffnung in die Choanosomen),
bis hin zu den Spalten zwischen den Mikrovilli, die alle Flagellen der Choanocyten
umgeben, wird die aufnehmbare Partikelgrof3e immer weiter reduziert (Hartman
1983, Weissenfels 1989). Neben den kleineren Partikeln, die von den Zellen der
KragengeilRelkammern gut zurlickgehalten und aufgenommen werden kénnen, sind
die Pinacocyten der Schwammoberflache und Kanalwandungen zusatzlich zur Auf-
nahme groRerer Nahrungspartikel fahig (Simpson 1984, Gaino et al. 1994, Vacelet
und Boury-Esnault 1995, Turon et al. 1997, Ribes et al. 1999).

Zwischen den aul3eren Epithelien liegt das Mesohyl, ein mesenchymatischer Raum
mit verschiedenen amoboid beweglichen Zelltypen. Neben den totipotenten Archéo-
cyten, die sowohl fir den Nahrungstransport als auch die Defékation im Schwamm
verantwortlich sind, gibt es noch weitere spezialisierte Zelltypen. So sezernieren bei-
spielsweise die Skleroblasten die Skelettnadeln, die Spongioblasten bilden die Kitt-
substanz des Skeletts, das Spongin und die ,Kugeligen Zellen* (spherulous cells)
besitzen grol3e mit Granula gefillte Vakuolen, denen man die Lagerung und Freiset-
zung von Metaboliten zuspricht. Echte Sinnesorgane, Nervenzellen und Muskeln feh-
len den Schwammen, allerdings besitzen sie kontraktile Zellen im Bereich des Oscu-
larrohres (Bergquist 1978, Simpson 1984, Uriz et al. 1996, Becerro et al. 1997).

Die meisten Schwamme reproduzieren sich geschlechtlich, aber einige Schwamme

sind auch zu ungeschlechtlicher Fortpflanzung durch Knospung, Zerteilung oder der
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Ausbildung von Gemmulae fahig, die auch als Uberdauerungsstadien fungieren. Die
sexuelle Reproduktion entspricht der anderer Invertebraten, allerdings besitzen
Schwdmme keine Gonaden. Spermatocyten entwickeln sich aus Choanocyten, Ar-
chaocyten wandeln sich zu Oocyten um. Die Befruchtung findet entweder im
Schwamm statt, dann verlasst die entwickelte Larve nach einer gewissen Bebritung
den Schwamm oder die Gameten werden direkt freigesetzt (Bergquist 1978, Simp-
son 1984, Weissenfels 1989, van Soest et al. 2000).

Als sessile Tiere sind Schwamme dem FralR anderer Organismen wie Fischen, See-
igeln und Schnecken ausgesetzt (Chanas und Pawlik 1995, Uriz et al. 1996), zudem
stehen sie in standiger Konkurrenz um besiedelbare Oberflachen (Simpson 1984).
Lange Zeit galten die Skelettnadeln als mechanischer Schutz der Schwamme (Hart-
man 1983), neuere Untersuchungen zeigen aber, dass sie keinen oder nur einen ge-
ringen Einfluss auf den Fra3schutz haben (Chanas und Pawlik 1995, Burns und llan
2003).

Von weit aus grolRerer Bedeutung ist die chemische Abwehr von Fral3feinden,
Standortkonkurrenten oder auch Mikroorganismen, die durch ein Uberwuchern die
Pumpaktivitdten der Schwamme einschranken kénnten (Green et al. 1990, Becerro
et al. 1994, Henrikson und Pawlik 1995, Kénig und Wright 1996, Garson et al. 1998,
Gillor et al. 2000, Thakur und Anil 2000, Zheng et al. 2000, Burns et al. 2003, Wiens
et al. 2003). Manche Schwamme setzen Metabolite mit einer multidirektionalen Ver-
teidigungswirkung gegen verschiedene Organismengruppen frei (Huysecom et al.
1990, Becerro et al. 1994, 1997), andere entlassen bioaktive Substanzen mit einer
selektiven Wirkung (Amade et al. 1982, Tsoukatou et al. 2001). Der chemische
Schutz der Schwamme ist nicht immer konstant, innerhalb einer Art entscheiden oft
die morphologischen Werte durch unterschiedliche Standortbedingungen oder jah-
reszeitliche Schwankungen den Grad der Toxizitat (Thompson et al. 1985, Becerro et
al. 1997). Der FralR3schutz ist teilweise abhangig vom Entwicklungsstadium: Die Lar-
ven von Crambe crambe werden von Fischen gefressen, der adulte Schwamm je-
doch nicht; andere Larven, wie die von Dysidae avara, bleiben dagegen von Fraf3
verschont (Uriz et al. 1996, Becerro et al. 1997).

Einige der Metabolite sind in den ,spherulous cells* der Schwamme nachgewiesen

worden. Diese waren bei den untersuchten Spezies direkt unterhalb des Exopinaco-



Einleitung

derms lokalisiert, von wo aus sie die bioaktiven Substanzen durch die Schwamm-
oberflache sezerniert haben (Uriz et al. 1996, Becerro et al. 1997, Gillor et al. 2000).

1.2 Symbiosen von Schwdmmen

Symbiosen stellen einen basalen Prozess in der Evolution dar. Einer der Hauptan-
triebe der Evolution war die Transformation von Bakterien in Zellorganellen der Euka-
ryotenzellen, wie Mitochondrien und Plastiden. Diese Organellen brachten den euka-
ryotischen Zellen fundamentale neue metabolische Mdglichkeiten, wie die aerobe
Atmung und Photosynthese (Alberts et al. 1994, Sara et al. 1998). Eine Annahme ist,
dass Schwamme das Produkt einer Symbiose von Choanoflagellatenkolonien und
Bakterien sind, was zur Formation der kollagenen Matrix des Mesohyls gefihrt hat
und somit die Basis fur das Metazoenphylum Porifera darstellt (Wilkinson 1983).

Eine Vielzahl an Organismen ist mit Schwdmmen in unterschiedlicher Weise verge-
sellschaftet. Gastropoda, Bivalvia, Polychaeta, Acari, Holothuroidea, Asteroidea,
Pantopoda, Copepoda, Isopoda, Amphipoda, Pisces und Makroalgen besiedeln
meist die wasserfiihrenden Génge und erndhren sich von Plankton oder organischen
Partikeln, die der Wasserstrom mit sich fuhrt. Einzelne erndhren sich auch vom
Schwamm selber (Koukouras et al. 1992, 1996, Kunzmann 1996, Trautmann et al.
2000). Diese Assoziationen sind meist unspezifisch und die Besiedlung ist abhangig
vom Volumen und Durchmesser der Schwammkanéle (Koukouras et al. 1992, 1996).
Schwamme stellen im Vergleich zur Umgebung einen besonders nahrstoffreichen
Lebensraum dar, da sie partikuldres organisches Material durch ihr Filtersystem an-
reichern und selber stickstoffhaltige Substanzen ausscheiden (Santavy und Colwell
1990, Friedrich et al. 1999). Sowohl prokaryotische als auch eukaryotische Algen
leben in symbiontischen Beziehungen mit Schwammen (Wilkinson 1983, 1987, 1992,
Larkum et al. 1987, Rutzler 1988, Rosell 1993, Rutzler und Muzik 1993, Bewley et al.
1996, Hill 1996, Mariani et al. 2000, Regoli et al. 2000, Webb und Maas 2002). Sie
befinden sich meist extrazellular im Mesohyl. Aphanocapsa feldmanni kommt intra-
zellular in speziellen vakuolisierten Amdbocyten, den Cyanocyten, in den Schwam-
men Pericharax heteroraphis und Jaspis stellifera vor (Wilkinson 1978c). Zoochlorel-

len sind auch in den ungeschlechtlichen Vermehrungs- bzw. Uberdauerungsstadien
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von Schwammen gefunden worden, d.h. dass sie an die nachste Generation weiter
gegeben werden (Simpson 1984).

Bakterien sind in allen Schwammarten zu finden und haben eine Bedeutung als Nah-
rungsorganismen und Symbionten. Pilzliche Isolate aus Schwammen fallen durch
ihre Produktion von neuen biologisch wirksamen Substanzen auf. Die Frage ist, ob
diese Synthese von Sekundérmetaboliten von einer spezifischen Assoziation mit

dem Wirt abhangig ist.

1.2.1 Bakterielle Symbionten in Schwammen

In Schwdmmen gibt es eine grolR3e Diversitat an Bakterien, die hauptsachlich im in-
trazellularen Mesohyl, aber auch in Vakuolen bestimmter Zelltypen (Bakteriocyten)
und selbst im Zellkern zu finden sind (Vacelet und Donadey 1977, Wilkinson 1978 a-
¢, Santavy und Colwell 1990, Preston et al. 1996, Althoff et al. 1998, Burja et al.
1999, Friedrich et al. 1999, Burja und Hill 2001, Webster et al. 2001b). Die Bakterien
konnen sowohl in sehr hohen Dichten auftreten und bis zu 60% der Schwammbio-
masse ausmachen (Santavy und Colwell 1990, De Vos et al. 1991), als auch nur in
geringen Abundanzen im Mesohyl vertreten sein (Vacelet und Donadey 1977). Ihr
Status ist nicht immer direkt erkennbar. Haufig sind es die gleichen Arten wie im Um-
gebungswassers (Madri et al. 1973, Wilkinson 1978b, Santavy und Colwell 1990),
was nicht verwundert, da die Schwdmme 60% bis 99% der Bakterien aus dem auf-
genommenen Seewasser herausfiltern und diese als Nahrungsorganismen aufneh-
men (Reiswig 1971).

Wilkinson et al. (1984) zeigten, dass Schwamme zwischen Nahrungs- und symbion-
tischen Bakterien unterscheiden konnen. Einerseits besitzen einige Bakterien
Schleimkapseln, die als Schutz vor Phagocytose der Schwammzellen angesehen
werden, von denen auch vermutet wird, dass der Schleim zum Teil durch die
Schwamme selbst gebildet wird (Wilkinson 1978c, Friedrich et al. 1999). Andererseits
werden Bakterien, die sich deutlich von den Bakterien des umgebenden Seewassers
unterscheiden als Symbionten angesehen (Wilkinson et al. 1981). Ihre genaue Funk-
tion wird allerdings noch nicht verstanden. Spekuliert wird Gber die Digestion von Ma-

terial, das fur die Schwammzellen nicht direkt nutzbar ist, bis hin zum Recycling von
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unléslichem Schwammkollagen (Wilkinson et al. 1979, 1981, Sara et al. 1998). Ver-
suche mit markierten organischen Verbindungen im Wasser von Aquarien haben ge-
zeigt, dass diese erst von den Bakterien aufgenommen wurden und nach der Phago-
cytose der Bakterien auch in den Schwammzellen zu finden waren (Simpson 1984).
Vacelet und Donadey (1977) fanden in unterschiedlichen Schwammarten mit dich-
tem Mesohyl diverse bakterielle Morphotypen, jedoch bei Schwammen mit einem
locker strukturierten Interzellularraum oft nur einen Bakterientyp, der in geringer A-
bundanz auftrat. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die morphologischen Un-
terschiede der Wirte fir die Zusammensetzung der Endobiontengemeinschaft ver-
antwortlich sein kénnten.

Die bisher vorliegenden Ergebnisse sprechen dafir, dass die Schwamme einen
gunstigen Lebensraum fur die Bakterien darstellen. Sie werden in ausreichendem
Maf3e mit Nahrstoffen und Sauerstoff aus dem Seewasser versorgt und kénnen noch
zusatzlich Abfallprodukte des Schwammes verwerten (Wilkinson 1978c). Da einige
Schwammarten im Winter voribergehend ihre Pumpaktivitéat einstellen (Reiswig
1971), ist andererseits der mikrobielle Abbau von sich im Schwammkdrper anrei-
chernden Aminosauren und Ammonium auch vorteilhaft fir den Schwamm (Wilkin-
son 1978b). Zudem wurden fakultativ und strikt anaerobe Bakterien in Schwammen
nachgewiesen, die sich in microaeroben oder anaeroben Nischen des Schwammge-
webes etablieren (Eimhjellen 1967, Imhoff und Truper 1976, Schumann-Kindel et al.
1997, Gatti et al. 2002) bzw. spezielle Tiefseeschwamme ohne wasserfihrende Sys-
teme besiedeln (Vacelet et al. 1996, Vacelet und Boury-Esnault 2002). Eine Steue-
rung der Besiedlung durch Bakterien kdonnte einerseits Gber vom Schwamm freige-
setzte antibiotisch wirkende Metabolite geschehen, was eine Resistenz der En-
dobionten erfordert (Bergquist und Bedford 1978, Uriz et al. 1991, Muricy et al. 1993,
Thakur und Anil 2000, Torres et al. 2002, Wiens et al. 2003), andererseits Uber die
chemischen Schutzmechanismen der symbiontischen Mikroorganismen erfolgen
(Wilkinson 1978a, Simpson 1984, Bewley et al. 1996, De Rosa et al. 2000).

Neben den frei im Mesohyl vorkommenden Mikroorganismen, kommen Bakterien in
Vakuolen von speziellen Zelltypen, den Bakteriocyten oder Cyanocyten aber auch in
Zellkernen vor (Wilkinson 1978c, Bigliardi et al. 1993, Sara et al. 1998, Friedrich et
al. 1999). Zwischen den endobiontischen Bakterien der Bakteriocyten von Petrosia

ficiformis und der Vakuolenmembran wurden regelmaRlig Kontaktstellen gefunden
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(Bigliardi et al. 1993). Neben der Erweiterung des Nahrstoffangebots kdnnen die
Bakterien die Festigkeit des Sponginskeletts erh6hen (Sara et al. 1998, Wilkinson
1978b) und den Schwamm durch die Freisetzung von Antibiotika vor Uberwucherung
durch andere Mikroorganismen schitzen (Jayatilake et al. 1996, Bultel-Poncé et al.
1999, Ivanova et al. 2000, Schmidt et al. 2000, Kelecom 2002).

Mit elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde die vertikale Weitergabe von
assoziierten Bakterien an die nachste Generation tber die Eier und Larven von eini-
gen Schwammen gezeigt. Die Weitergabe von methanotrophen Symbionten wurde
aus karnivoren Tiefseeschwammen beschrieben (Vacelet und Boury-Esnault 2002).
Da einige der untersuchten Schwammarten keine Dotterzellen (,nurse cells*) um die
Oocyte ausbilden, wird den eingelagerten Bakterien auch die Funktion als Nahrungs-
reserve fur die Embryonalentwicklung zugesprochen (Simpson 1984, Sciscioli et al.
1994, 2002, Lepore et al. 1995, Usher et al. 2001). Gallissian und Vacelet (1976)
schlieBen dagegen eine Nahrungsfunktion der Bakterien in den Oocyten von Veron-
gia aus.

Neben heterotrophen Bakterien findet man auch eine ganze Reihe an autotrophen
Prokaryoten in Schwammen (Eimhjellen 1967, Imhoff und Triper 1976, Rutzler 1985,
1988, Bewley et al. 1996, Webb und Maas 2002), die teilweise deutlich die Nah-
rungsphysiologie der Schwamme beeinflussen. Cyanobakterien sind besonders weit
in indopazifischen Schwammen verbreitet, die sich teils durch die grol3e Anzahl von
autotrophen Symbionten wie phototrophe Organismen verhalten (Wilkinson 1983). In
diesen meist krustenbildenden Schwammen besiedeln die Endobionten die lichtex-
ponierten oberen 5mm des Gewebes und decken den Energiebedarf der Schwamme
zu Uber 50% ab (Wilkinson 1983, 1992). Von den phototrophen Symbionten wurde
ein Transport von Photosyntheseprodukten und besonders von Glyzerin zum Wirt
beschrieben (Larkum et al. 1987, Arillo et al. 1993). Dartber hinaus wurde ein Faktor
gefunden, der von den Schwammzellen freigesetzt wird und bei den Mikroalgen eine
erhohte Glyzerinproduktion und -freisetzung bewirkt (Wilkinson 1992). Anthosigmella
varians, ein tropischer Bohrschwamm, besitzt viele symbiontische Zooxanthellen, die
eine erhohte Calciumcarbonatauflésung der Substrate durch den Schwamm bewir-
ken, in dessen Folge der Schwamm eine erhéhte Gewebebildung, gesteigerte Ernah-
rung und Reproduktionsrate zeigt (Hill 1996). Hier lassen sich also Anzeichen fir ei-

ne echte mutualistische Vergesellschaftung aufzeigen.
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Generell ist festzustellen, dass es viele Hinweise darauf gibt, dass die lange Koevo-
lution von Schwammen und Mikroorganismen zu einer besonderen Anpassung ge-
fuhrt hat (Wilkinson et al. 1981, Becerro et al. 1994). So fanden Hentschel et al.
(2002) in verschiedenen Schwammarten aus unterschiedlichen Ozeanen sehr ahnli-
che Bakterien. Erforderlich dafur sind Erkennungsmechanismen zwischen den Bak-
terien und ihren Wirten (Muller und Schréder 1997). In Halichondria panicea haben
Miiller et al. (1981) ein Lectin gefunden, welches das Anheften und Wachstum von
bestimmten Bakterien fordert. Da viele Symbionten weitgehend unkultivierbar sind,
lassen sich die assoziierten Bakterien erst durch neue molekularbiologische Metho-
den, wie die DNA Isolation, Klonierung und Sequenzierung, sowie die in-situ Hybridi-

sierung mit Gensonden nachweisen (Amann et al. 1995).

1.2.2 Pilzliche Symbionten in Schwammen

Aus Schwammen wurden sowohl Hyphenpilze als auch Hefen und Thraustochytrien
(Chromista) isoliert (Roth 1962, Siepmann und Hohnk 1962, H6hnk und Ulken 1979,
Richter 1985, Sponga et al. 1999, Hdller et al. 2000). Die meisten der Untersuchun-
gen beruhen auf der Isolation der Pilze. Dabei wurden in erster Linie Pilze isoliert,
deren Gattungen und Arten aus terrestrischen Habitaten bekannt sind, teilweise aber
bisher unbekannte Stoffwechselprodukte bilden (Abrell et al. 1996a, 1996b, Varoglu
et al. 1997, Amagata et al. 1998, Mohapatra et al. 1998, Sponga et al. 1999, Brauers
et al. 2000, Hdller et al. 2000, Ui et al. 2001, Malmstrgm et al. 2002). Bereits Siep-
mann und Hohnk (1962) spekulierten, dass Hefen Vitamine an ihre Schwammwirte
abgeben, da die aus Schwammen kultivierten Hefen diese Stoffe auch in Kultur frei-
setzten. Thraustochytrien wurden aus verschiedenen Schwammarten des Mittelmee-
res und der Nordsee isoliert (Hohnk und Ulken 1979, Richter 1985). Histologische
Untersuchungen zur Struktur der méglichen Assoziation von Pilzen mit Schwammen
gibt es aber kaum. Hohnk und Ulken (1979) berichten von Konidienketten und kei-
menden Sporen im fixierten Schwammgewebe, Pilzhyphen konnten sie allerdings
nicht nachweisen.

Bei einem groRen Schwammsterben vor der Kiiste Honduras im Jahre 1939 wurde

ein fadiger, nicht verzweigter Mikroorganismus in den geschadigten Bereichen des
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Gewebes beschrieben. Es wurde vermutet, dass es sich dabei um einen Pilz handelt
(Smith 1942, Lauckner 1980). Dosse (1940) beschreibt ein @hnliches Phanomen bei
einer Schwammerkrankung vor den Bahamas 1938, wobei die Pilze am Ubergang
vom gesunden zum erkrankten Gewebe auftraten. Die einzige eindeutige Beschrei-
bung einer Schwamm-Pilzassoziation stammt von den drei Vertretern der Gattung
Koralionastes. Die auf Korallen lebenden Pilze bilden ihre Fruchtkdrper nur in enger
Assoziation mit krustenbildenden Schwammen aus (Kohlmeyer und Volkmann-
Kohimeyer 1987, 1990).

Uber den Status von marinen Pilzen wird noch diskutiert. Kohlmeyer und Kohlmeyer
(1979) definieren ,Marine Pilze" als jene Gruppe von Pilzen, die in der Lage ist, im
marinen und estuaren Milieu zu wachsen und zu sporulieren, wobei die Einteilung
nach physiologischen und 6kologischen Eigenschaften und nicht nach taxonomi-
schen Kriterien erfolgt (Johnson und Sparrow 1968, Meyers 1968, Hyde et al. 1998).
Neben den obligat marinen Pilzen, die ausschlie3lich in marinen Habitaten leben,
gibt es fakultativ marine Arten, die urspriinglich aus limnischen und terrestrischen
Habitaten stammen, aber im Meer wachsen und sich dort eventuell fortpflanzen kén-
nen (Kohlmeyer und Kohlmeyer 1979). Zur letztgenannten Gruppe gehérten die
meisten aus Schwammen isolierten Pilze (Holler et al. 2000). Der Grol3teil der mari-
nen Pilze ist mit Algen assoziiert oder am Ligninabbau beteiligt (Kohimeyer 1974,
TeStrake und Aldrich 1984, Venkatesan 1990, Newell 1996, Hyde et al. 1998).

Unter den Zoosporen bildenden ,niederen Pilzen" (Chromista) gibt es sowohl parasi-
tische als auch saprophytische Vertreter. Die wichtigste Gruppe, die Labyrinthulomy-
cota besteht aus den fakultativ parasitischen Labyrinthulales in oder auf marinen Al-
gen oder Seegras und den Thraustochytriales, die man selten auf lebenden Pflanzen
findet, da sie von deren antimikrobiellen Stoffen gehemmt werden. Ihre Rolle liegt
eher in der Mineralisation von Phyto- und Zooplanktondetritus im Sediment (Schau-
mann 1993, Raghukumar 2002).

Die meisten Tiere sind resistent gegen einen pilzlichen Befall und werden héchstens
von spezialisierten pathogenen Pilzen befallen (Carlile et al. 2001).

Pilze aus marinen Habitaten bilden eine Vielzahl an neuen Naturstoffen (Kénig und
Wright 1996, Pietra 1997, Jenkins et al. 1998, Jensen und Fenical 2000). Einige Un-
tersuchungen zeigen ein héheres Potential zur Bildung aktiver Substanzen bei obli-

gat marinen Pilzen auf (Cuomo et al. 1988), andere dagegen bei marinen Isolaten
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terrestrischer Gattungen (Toske et al. 1998, Christophersen et al. 1999, Jensen und
Fenical 2000). lhre biologische Aktivitat reicht dabei von antibakterieller und -fungaler
Wirkung bis hin zu méglichen Symbiose relevanten Stoffen (Cuomo et al. 1988, Bia-
bani und Laatsch 1998).

1.3 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Beschreibung der Bakterien- und Pilzge-
meinschaften in verschiedenen mediterranen Schwammspezies, wobei insbesondere
die Frage beantwortet werden sollte, ob die ausgewéhlten Schwamme Ubereinstim-
mende Endobionten besitzen oder aber artspezifische Vergesellschaftungen aufwei-
sen. Zur Beantwortung der Frage sollten die mikrobiellen Gemeinschaften sowohl
durch die Kultivierung der Organismen erfasst werden, als auch die nichtkultivierba-
ren Mikroorganismen mit verschiedenen molekularbiologischen Methoden (Klonie-
rung, SSCP) nachgewiesen und ihr Spektrum im Gewebe mit der Fluoreszenz in-situ
Hybridisierung dargestellt werden.

Die aus den Schwdmmen isolierbaren Pilze sollten im Rahmen des BMBF-Projektes
.Biologisch aktive Naturstoffe aus marinen Schwammen und assoziierten Mikroorga-
nismen" in Kooperation mit den chemischen Arbeitsgruppen von Prof. Bringmann
(Universitat Wirzburg), Prof. Proksch (Universitat Dusseldorf) und Dr. Glnther (Zen-
taris AG, Frankfurt) auf ihre Produktion von biologisch wirksamen sekundéar Me-

tabolite hin untersucht werden.
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2 Untersuchungsgebiete und Probennahme

2.1 Untersuchungsgebiete

Zwischen 1999 und 2001 wurden drei Probensammlungen im Mittelmeer an ver-
schiedenen Standorten um die Insel Elba (Italien) durchgefiihrt. Weitere Mittelmeer-
proben stammen von der Kiste der Insel Giglio (Italien) und Vergleichsproben aus
dem Atlantik vor Roscoff (Frankreich). Ingesamt wurden 17 verschiedene
Schwammarten mit unterschiedlichen Ansatzen bezulglich ihrer assoziierten Mikroor-

ganismen untersucht.

Tab. 2.1: Probenstandorte

Probenort- Probenort Koordinaten

bez.
Elba (ltalien) T1 Capo Sant’ Andrea 42°48'25"N/100 8'25"E
Elba (ltalien) T2 Punta di Fetovaia 42°43'24"’N/1009 '31"E
Elba (ltalien) T3 Scoglio della Triglia 42°43'57"N/1 0°16'13"E
Elba (ltalien) T4 Capo di Fonza 42%55'5"N/10°17’E
Elba (ltalien) T5 Secca di Corallo 42°44°'5°N/10°17'3” E
Elba (ltalien) T6 Bahia di Fetovaia 42°43'24"N/109 '31"E
Elba (Italien) T7 Cala del Fico 4244'97"N/10°16'76" E
Giglio (Italien) Bucht von Campese, Fenaio
Roscoff (Frank- Schwamme vom Probenversand der Biologischen
reich) Station Roscoff

2.2 Probennahme

Ganze Schwammspezies wurden vorsichtig mit einem Messer an ihrer Basis vom
Untergrund abgeldst. Unter Wasser wurden sie in sterilisierte verschliel3bare Behalter
tberfihrt und so an die Wasseroberflache gebracht. In den verschlossenen Gefal3en
blieben sie bis zur Aufarbeitung im Labor. Wasserproben wurden in 2-4m Entfernung
zu den Schwammstandorten entnommen. Mit einer Spritze wurde Sediment aus der
unmittelbaren Schwammumgebung aufgesogen. Bei den Probennahmen wurde die
jeweilige Wassertiefe und Wassertemperatur bestimmt. Die Salinitat lag an den EI-
bastandorten bei 36,5%.. Eine genaue Beschreibung der Probenstandorte um Elba
gibt Hiort (2002), der Giglio-Probenorte Ziebis et al. 1996.
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Tab. 2.2: Untersuchte Schwammproben

Proben- Schwammart Probenorte |Wassertiefe | Temp. | Probennahme
Nr. (m) ()
E99-1 |Ircinia fasciculata SCHMIDT T1 10 14 4/1999
E99-2 |Chondrosia reniformis NARDO T2 16 15 4/1999
E99-3 |Axinella damicornis (ESPER) T3 12-20 16 4/1999
E99-4 |Agelas oroides (SCHMIDT) T2 10-16 15 4/1999
E99-5 |Acanthella acuta SCHMIDT T2 15-21 13 4/1999
E99-6 |Spongia officinalis LINNE T1 11 15 4/1999
E99-7 |Hamigera hamigera GRAY T1 10 14 4/1999
E99-8 |Petrosia ficiformis POIRET T1 11 14 4/1999
E00-1 |Chondrosia reniformis NARDO T4 11-14 16-17 5/2000
E00-2 |Petrosia ficiformis POIRET T1 11-14 16-17 5/2000
E00-3  |Agelas oroides (SCHMIDT) T2 14-20 15 5/2000
E00-4 |Acanthella acuta SCHMIDT T2 14-20 15 5/2000
E00-5 |Oscarella lobularis (SCHMIDT) T4 26-32 14,5 5/2000
E00-6 |Haliclona valliculata (GRIESSINGER) T4 40 14 5/2000
EO00-7 |Hamigera hamigera GRAY T1 5-7 18 5/2000
E00-9 |Aplysina cavernicola SCHMIDT T4 40 14,5 5/2000
EO00-11 |Leuconia aspera SCHMIDT T6 1-3 18 5/2000
E00-12 |Axinella verrucosa SCHMIDT T5 25 14,5 5/2000
E00-13 |Ircinia fasciculata SCHMIDT T1 5-6 17 5/2000
E00-16 |Hemimycale columella BOWERBANK T2 4-6 15 5/2000
E00-17 |Axinella damicornis (ESPER) T2 12-14 n.b. 5/2000
E00-24 |Spongia officinalis LINNE T1 13-14 19 5/2000
EO01-1 |Axinella verrucosa SCHMIDT T2 20 n.b. 4/2001
E01-2 |Sycon raphanus (SCHMIDT) T3 13-15 n.b. 4/2001
E01-3 |Chondrosia reniformis NARDO T3 13-15 n.b. 4/2001
E01-4 |Acanthella acuta SCHMIDT T3 13-15 n.b. 4/2001
EO01-5 |Clathrina clathrus (SCHMIDT) T3 13-15 n.b. 4/2001
E01-6 |Axinella verrucosa SCHMIDT T3 13-15 n.b. 4/2001
E01-7 |Agelas oroides (SCHMIDT) T3 13-15 n.b. 4/2001
E01-8 |Axinella verrucosa SCHMIDT T2 n.b. n.b. 4/2001
E01-9 |Axinella verrucosa SCHMIDT T2 15 n.b. 4/2001
E01-10 |Ircinia fasciculata SCHMIDT T2 17,5 n.b. 4/2001
E01-11 |Ircinia sp. 2 T2 17 n.b. 4/2001
E01-12 |Ircinia sp. 3 T2 13 n.b. 4/2001
E01-13 |Spirastrella cunctatrix SCHMIDT T2 13 n.b. 4/2001
E01-14 |Axinella verrucosa SCHMIDT T7 17,5 n.b. 4/2001
E01-15 |Axinella verrucosa SCHMIDT T7 18 n.b. 4/2001
E01-16 |Axinella verrucosa SCHMIDT T7 13-19 n.b. 4/2001
E01-17 |Axinella verrucosa SCHMIDT T7 15 n.b. 4/2001
R01-1 |Axinella verrucosa SCHMIDT n.b. n.b. 9/2001
G01-1 |Axinella verrucosa SCHMIDT 12-22 n.b. 10/2001

EO01-1  sieben Parallelproben
E01-6  zwei Parallelproben
E01-16 vier Parallelproben
R01-1  funf Parallelproben
GO01-1  finf Parallelproben
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Die Probennahme um Elba erfolgte durch die Taucher des Institutes fir Meereswis-
senschaften ,Hydra“ in Fetovaia, die Probenbeschaffung von Giglio durch C. Wild,
Max-Plank-Institut fir marine Mikrobiologie in Bremen und im Atlantik durch Taucher
der Biologischen Station Roscoff.

Die Schwamme wurden nach der Entnahme neben der eigenen Bestimmung auch
von A. Spohr oder C. Lott vom Institut fir Meereswissenschaften ,Hydra"“ bestimmit.
Zur Uberprifung der Determination wurden ethanolfixierte Schwammstiicke der Elba-
Proben von 1999 und 2000 (auB3er O. lobularis), sowie Axinella verrucosa von Elba,
Giglio und Roscoff aus dem Jahr 2001 von Prof. Dr. R.W.M. van Soest am Zoologi-

schen Institut der Universitdt Amsterdam nachbestimmit.

2.3 Aufarbeitung der Schwammproben

Im Labor des Institutes fir Meereswissenschaften ,Hydra" wurden die Schwamme in
Behalter mit sterilfiltriertem (0,2um) Seewasser Uberfuhrt. Fir die verschiedenen
Aufarbeitungen wurden die Schwamme mit einem sterilisierten Skalpell zerteilt. Teil-
proben der Schwamme wurden in 70%igem Ethanol oder 2,5%igem Glutaraldehyd
fur die histologischen Untersuchungen fixiert. Die Glutaraldehydproben wurden ent-
weder gekihlt gelagert oder direkt anschlieRend mit Osmiumtetroxid nachfixiert und
bis zu 70 prozentigem Aceton entwassert und so gekuhlt gelagert. Die Schwamm-
proben fur die molekulargenetische Bearbeitung und den Enzymnachweis wurden
tiefgefroren und auf Trockeneis zum Alfred-Wegener-Institut transportiert, wo sie bis
zur weiteren Bearbeitung bei -80C gelagert wurden. Die Schwammproben von Ros-
coff wurden in Seewasser transportiert und im Heimatlabor eingefroren. Die mikrobio-

logische Aufarbeitung erfolgte direkt nach der Probennahme.

14



Untersuchungsgebiet und Probennahme

2.4 Halterungsansatz

Mit dem Halterungsansatz sollte getestet werden, ob Mikroorganismen in Axinella
verrucosa, bei den im Vergleich zum natirlichen Standort veranderten Bedingungen
im Aquarium, stark proliferieren oder das Schwammgewebe schadigen. Sechs Indi-
viduen von A. verrucosa wurden fir sechs Tage in einem sterilisierten und mit steril-
filtriertem (0,2 um) Seewasser geflllten Aquarium bei Raumtemperatur gehaltert.
Das Wasser wurde alle zwei Tage erneuert und der Ansatz beliftet. Nach sechs Ta-
gen wurden funf der Proben wie die anderen Schwammproben aufgearbeitet. Ein
Schwamm wurde vor der Bearbeitung noch weitere acht Tage in einem kleinen

Kunststoffgefal? ohne Beluftung gehalten.
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3 Material und Methoden

3.1 Morphologische Untersuchung der Schwamme

3.1.1 Lichtmikroskopie

Die frischen Schwammproben wurden mit einem Binokular (Olympus, Tokyo) mit einer
bis 128-fachen VergroRerung direkt auf Endo- und Epibionten hin untersucht und foto-
graphisch dokumentiert (Olympus OM40, Tokyo, Kodak Elitechrom 400).

Um moglichst groRe Gewebestlcke auf ihre Besiedlung hin untersuchen zu kénnen,
wurden neben Handschnitten bis zu 1,5cm breite Schwammstiicke mit einem Vibratom
(Leica VT1000S, Wetzlar) mit einer Dicke von 100um geschnitten. Die Schnittpréparate
wurden anschlieend entweder mit der Silberfarbung nach Gomori oder mit Toluidin
Blau fur die Hellfeldmikroskopie oder mit Calcofluor White fir die Epifluoreszenz-
mikroskopie gefarbt. Mit der Gomorifarbung werden spezifisch Pilzwande, Basallaminae
und Membranen dunkelbraun bis schwarz angeféarbt, der Calcofluor White Fluoreszenz
Brightener 28 (Sigma, St. Louis) farbt Pilzwande. Die Toluidin Blau-Markierung ist eine
Ubersichtsfarbung.

Die Chemikalien, die im Folgenden ohne Herstellerangaben aufgelistet sind, stammen

von der Firma Merck (Darmstadt).

3.1.1.1 Vibratomschnitte

Die in Ethanol (70%) fixierten Schwammestiicke wurden nach dreimaligem waschen (je
20min) in Phosphatpuffer (1xPBS, Sigma, St. Louis), fur 3 Stunden in 5-10%iger Fluss-
saure entkieselt (Kieselschwamme). Die Kalkschwamme wurden mit 10% EDTA, 10%
Na-Hydroxyd, 10% Tris-HCI in a. bidest. Gber Nacht entkalkt. Vor der Einbettung wur-
den die Proben wieder dreimal fir 20min mit 1XPBS gewaschen. Dann kamen die Pro-
ben fur einige Minuten in auf 50C vorgewarmte Gelatine (15-30%, Sigma, St. Louis).
Die Schwammproben wurden dann in einer eisgekihlten Histologieform in Gelatine ein-
gebettet. Nach Entfernung der probenfreien Stlicke konnte der Gelatineblock auf den

Vibratom-Halter geklebt werden. Die Probe wurde unter eisgekihltem PBS geschnitten,
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damit die Probe ihre Festigkeit behielt. Die 100um dicken Schnitte wurden auf einen
Objekttrager tUbertragen und anschlieBend getrocknet. Nun konnten die Schnitte entwe-

der direkt gefarbt oder bei -20<C eingefroren werde n.

3.1.1.2 Histologische Farbungen

Bei der Gomori-Silberfarbung wurden die Schwammschnitte fir 1 Stunde in Chrom-
saure inkubiert. AnschlieRend wurden die Praparate grundlich mit Leitungswasser ge-
spult und die restliche Chromsaure mit Natriumbisulfit-Lésung ausgewaschen. Nach
mehrmaligem Waschen in a. dest. kamen die Schnitte in vorgewarmte Methenaminsil-
bernitrat-Losung fur 30-90min, bei 60C. Ergab die mikroskopische Kontrolle eine gute
Farbung, so wurden die Proben sechsmal in a. dest. gewaschen und dann fir 5min mit
Goldchlorid-Lésung nachgefarbt. Nach erneutem Waschen und anschlieBendem Ent-

wassern, wurden die Proben mit Entellan eingedeckt (nach Grocott 1955).

LOosungen:
- 5% Chromséaure

- 5% Silbernitratldsung
- 3% Methenaminlésung
- 5% Boraxlésung

- Methenaminsilbernitrat-Vorratslosung

5mi 5% Silbernitrat-Losung
100ml 3% Methenamin-Lésung
- Methenamin-Silbernitrat-Arbeitslésung
2ml 5% Borax
25ml a. bidest.
25ml Methenaminsilbernitrat-Vorratslésung

- 1% Natriumbisulfit
- 0,1% Goldchlorid
- 2% Natriumthiosulfat
Fur die Toluidinblau- (0,15% TB in a. dest.) und Calcofluor White- (0,1%ige L6sung in a.

dest., Sigma, St. Louis) Farbung, wurden die Schnitte fir 30sec. mit den Farbstoffen
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tberschichtet und anschlieBend mit a. dest. gewaschen. Nach dem Eindecken konnten

die Praparate direkt ausgewertet werden.

3.1.1.3 Kollagenasenachweis

Kathepsin B ist eine Matrix-degradierende Zysteinprotease, die an verschiedenen kolla-
genabbauenden Prozessen beteiligt ist. Zum Kollagenasenachweis wurden mit einem
Gefriermikrotom (MICROM HM 500 OM, Wallendorf) 10um dicke Schnitte von unfixier-
ten tiefgefrorenen Axinella verrucosa-Proben angefertigt. Nach dem Trocknen der
Schnitte wurden die Proben fiir eine Stunde mit der Inkubationslésung Uberschichtet
und bei 37T in einer feuchten Kammer gehalten. Nach dem Waschen mit N-Ethylamid-
Ldsung bei 37C (10min) wurden die Schwammproben fur 30min in Fast Blue BB (Sig-
ma, St. Louis) bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Proben griundlich mit a.
dest. gewaschen und fur 5min mit Kupfersulfat stabilisiert. Nach dem erneuten Wa-
schen mit a. dest. konnten die Schwammschnitte in Glyzeringelatine eingedeckt werden
(Van Noorden und Frederiks 1992).

Parallel zum Féarbeansatz mit dem Substrat (H-arg-arg-4 MBNA*3HCI, Bachem, King of
Prussia), wurden Kontrollmarkierungen mit dem Substrat und einem Inhibitor (Leupep-

tin, AppliChem, Darmstadt) und Ansétze ohne Substrat durchgefuhrt.

LOosungen:
- Inkubationsldosung:

10ml Citratpuffer 0,1M pH 4,5
1,89 Polyvinylalkohol
100pl EDTA (38mg/1 ml)
100pl Dithiothreitol (152mg/1ml, Béhringer, Mannheim)
100ml L-Cystein (33mg/1 ml)
200ul Substrat (1mg H-arg-arg-4 MBNA*3HCI/10 pul DMSO)

- N-Ethylmaleimid-L6sung: 125mg N-Ethylmaleimid / 100ml Phosphatpuffer 0,1M,
pH 8

- Fast Blue BB-Lsg.: 25mg Fast Blue BB / 100ml Phosphatpuffer 0,1M, pH 8

- Kupfersulfat-Lsg.: 2,5g Kupfer(ll)-sulfat / 100ml a. dest.
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3.1.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Fur die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden etwa 5x5mm
grolRe Stlcke aus dem frischen Schwammgewebe in Glutaraldehyd (2,5%) fur 2 Stun-
den fixiert. Nach dreimaligen Waschen mit 0,2M Na-Cacodylatpuffer (pH 7,0) erfolgte
die Nachfixierung in 2%igem Osmiumtetroxid flr 2 Stunden in Na-Cacodylatpuffer. Vor
der Entkieselung oder Entkalkung (vgl. 3.1.1.1) wurden die Proben erneut dreimal fir je
20min mit Cacodylatpuffer gewaschen. Entweder wurde in die Aceton Entwasserungs-
reihe ein Blockkontrastierungsschritt mit 0,5%igem Uranylacetat in Aceton (30%) ein-
gefugt oder die Kontrastierung erfolgte an den Schnitten. Nach der Entwasserung wur-
den die Proben langsam mit einem Aceton:Spurr-Harz (SERVA, Heidelberg) Verhaltnis
von 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 jeweils fur 2 Stunden mit einem Abschluss in 100 prozentigem
Spurr-Harz fur 12 Stunden bei mehreren Lésungswechseln infiltriert.

Nach einem achtstiindigen Ausharten bei 70C konnten die Proben mit einer Frase
(Reicher TM 60, Depew) getrimmt werden. Auf einem Ultramikrotom (Ultracut E, Rei-
chert, Depew) wurden 50-70nm dicke Schnitte angefertigt und anschlieRend mit
1,5%igem Uranylacetat in Methanol (70%) und 2,5%igem Bleicitrat fur jeweils 5min kon-
trastiert. Die Auswertung erfolgte an einem Zeiss EM 902 Elektronenmikroskop (Ober-
kochen).

Schwammproben die nach der Fixierung nicht direkt entnadelt wurden, sind bis zu
70%igem Aceton entwdassert und darin gelagert worden. Spater wurden die Proben
dann entweder wieder gewassert und entkieselt/entkalkt oder eine Entkieselung fand
erst an der Schnittflache des Harzblockes statt.

Semidinnschnitte der Spurr-Proben wurden fir lichtmikroskopische Untersuchungen

genutzt.
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3.1.3 Rasterelektronenmikroskopie

Die Schwammproben fur die Rasterelektronenmikroskopie wurden wie die Proben fir
die Transmissionselektronenmikroskopie fixiert und entwassert. Die Schwammstlcke
waren aber bis 1x1cm grof3 und die Proben wurden nicht entkieselt oder entkalkt. Nach
der Entwasserung wurden Teilproben in flussigem Stickstoff gefroren und gebrochen.
Anschliel3end wurden die Proben Kritisch-Punkt getrocknet (Reichert CPD 010, Depew)
mit Leitzinn auf Haltern fixiert und mit Gold besputtert (Edwards Coating System E306A,
Crawley). Die Untersuchung erfolgte mit einem Philips XL30 ESEM Rasterelektronen-

mikroskop (Eindhoven).

3.2 Mikrobiologische Untersuchungen

Zur Bestimmung der mikrobiellen Endobiontengesellschaft wurden Schwammproben
auf verschiedenen Nahrmedien inkubiert und die kultivierbaren Mikroorganismen be-

stimmt.

3.2.1 Pilzisolation und Kultivierung

Die Schwdmme wurden aus den Sammelbehdltern in Gefal3e mit sterilfiltriertem
(0,2um) Seewasser uberfuhrt. Darin wurden sie fur 30 min gehalten, damit sich die lo-
cker assoziierten Organismen von ihnen l6sen und Mikroorganismen, die nicht vom
Schwamm aufgenommen werden wieder aus den Kanalsystemen gespult wurden. Das
Wasser in diesen GefalRen wurde anschlie3end als ,Spulwasser” untersucht. Das restli-
che Wasser in den Schwammen wurde anschlieBend vor der Ausplattierung der
Schwammstiicke ausgedriickt (,Presswasser”). Aus dem Schwamminneren und der
Schwammoberflache wurden mit sterilisiertem Praparationsbesteck kleine Gewebesti-
cke entnommen und entweder direkt auf verschiedene Nahrmedien (siehe Anhang Al)
aufgelegt oder in Seewasserflaschen mit Pinuspollen zur Kéderung von pilzahnlichen
Protisten gegeben. Mit einem Ultra-Turrax Dispergierer (IKA, Staufen) homogenisiertes
Schwammmaterial wurde in verschiedenen Konzentrationen mit Seewasser verdinnt
(1:3 bis 1:50) und mit einem Cellulose-Nitrat-Filter (Porengréf3e 0,65um) filtriert. Mit
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dessen Oberseite wurde ein Filterabdruck auf einer Nahrplatte gemacht und der Filter
anschlielRend mit der Probenseite nach oben auf einer weiteren Platte inkubiert. Von 0,1
bis 1ml des Homogenats wurde ebenfalls in Flaschen mit 25ml Seewasser zur Kode-

rung von pilzahnlichen Protisten gegeben.

Eieshmmung

—_—»
Q @ Anzucht fir

chem./ pharm.

Aufreinigung vm_ .
5-1 Lﬁ Screening

el | el
Stammsammlung ’ﬁﬂ’ti Iﬁl Al
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Abb. 3.1: Schema der Pilz-Isolation und Kultivierung aus den Schwammen

Zur Bestimmung der Pilze des Umgebungswassers und des umgebenden Sedimentes
wurden 10, 100 und 200ml des aus der Schwammnahe entnommenen Wassers filtriert
und wie bei den Schwammproben ausplattiert. Es wurden 0,1ml der Sediment-Wasser-
probe vom Schwammstandort direkt auf einem Nahrboden ausplattiert, 1 und 5ml wur-
den erst filtriert (s. 0.) und anschlie3end inkubiert. Mit 10, 50, 100 und 200ml der Stand-
ortwasserprobe, sowie 1, 3 und 5ml des Sediment-Wasser-Gemischs wurden Kultivie-
rungsansatze mit Pinuspollen und sterilem Seewasser angesetzt. Die Isolation der pilz-
ahnlichen Protisten und Pilze erfolgte in Anlehnung an Gaertner (1968) und Schaumann
(1974).

Bei einigen Proben wurden die Schwammstiicke vor der Inkubation zusatzlich fir 1min
in Na-Hypochlorid-Lésung (5% aktives Chlorid, Schulz et al. 1993) oder 70%igem Etha-
nol oberflachensterilisiert und anschliel3end in sterilfiltriertem Seewasser gewaschen.
Sobald Pilzkolonien ausgewachsen sind, wurden sie zur Gewinnung von Reinkulturen
Uberimpft und vereinzelt.

Die aufgereinigten Pilze wurden fir die Stammkulturensammlung auf GPYNS Schraga-
garréhrchen Uberfuhrt und nachdem sie angewachsen waren bei 10C gelagert. Zu-
satzlich wurden einige Stamme in 10%igem Glyzerin in flissigem Stickstoff kryokonser-

viert. Die pilzéahnlichen Protisten wurden in Seewasser mit sterilisierten Pinuspollen als
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Kdder gehalten.

Die Pilzbestimmung erfolgte nach morphologischen Gesichtspunkten besonders der
reproduktiven Strukturen nach von Arx 1974, Raper und Fennell 1965, Pitt 1979, Fuller
1978, Barnett und Hunter 1987, Samson et al. 2000 und darin zitierter Literatur.

3.2.2 Pilzkultivierung fur naturstoffchemische Unter suchungen

Fur die Metabolitenextraktion wurden die Pilze in 300ml Wickerham Seewassermedium
in 1L Erlenmeyerkolben angezogen. Die Flussigkulturen wurden mit 5-10 Myzelschei-
ben (Durchmesser 0,5cm), die aus einer einwdchigen Vorkultur auf Wickerham-
Agarplatten mit einem Korkbohrer ausgestochen wurden, beimpft. Nach vierzehntagiger
Kultivierung bei 20T als Standkultur wurden dem Ansatz 40ml Ethylacetat zugefuhrt
und das Gemisch bei -80C bis zur Aufarbeitung eingefror en. Parallel wurden ausge-
wahlte Pilzisolate mit Medien unterschiedlicher Salinitat kultiviert (Leitungswasser, 10,
20, 30 %o).

3.2.3 Bakterienisolation und Kultivierung

Fur die Bakterienisolation wurden wie bei der Pilzisolation Schwammstiicke méglichst
steril entnommen und auf verschiedene Nahrbéden ausplattiert (siehe Anhang A2).
Auswachsende Kolonien wurden Uberimpft, bis Reinkulturen vorlagen. Die Bestimmung
der isolierten Bakterien erfolgte durch DNA-Extraktion und Sequenzierung der 16S
rRNA.
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3.3 Molekularbiologische Methoden

Da sich ein Grol3teil der Mikroorganismen aus Umweltproben und besonders aus sym-
biontischen Gemeinschaften bisher noch nicht kultivieren lasst (Amann et al. 1995),
wurden verschiedene molekularbiologische Techniken verwandt, um die Bakterien Gber

ribosomale Gensequenzen bestimmen zu kénnen.

3.3.1 DNA-Extraktion

3.3.1.1 DNA-Extraktion aus Schwammproben

Zur Bestimmung der Bakterien im Schwammgewebe wurde die Gesamt-DNA des Wir-
tes und der assoziierten Mikroorganismen extrahiert. Anschlie3end wurde die RNA der
kleinen ribosomale Untereinheit der Bakterien (16S) fur die taxonomische Einordnung
selektiv amplifiziert und die Bakterien tber deren Sequenz bestimmt. Zur Isolation wur-

den verschiedene Verfahren getestet.

CTAB-Methode:

- gefrorene Schwammprobe fur 30min unter flissigem Stickstoff mit Quarzsand

maorsern

- zerkleinertes Material auf 2 Zentrifugenréhrchen aufteilen und je 3ml 3% CTAB-
LAsung (65C) zugeben

- 50ul Proteinase K (500ug/ml) zugeben und Ansatz bei 60-65<C fiir 2 h inkubie-
ren, Probe anschlieRend mischen

- 24l RNAse (20pg/ml) zugeben und fir 30min bei RT inkubieren

- 3ml Phenol/Chloroform zugeben und fur 1min mischen

- zentrifugieren fir 30min, 18<C, 10.000rpm

- obere wassrige Phase vorsichtig abnehmen und in neues Réhrchen geben

- Zugabe von 3ml Chloroform/Isoamylalkohol, 1min mischen

- zentrifugieren: 30min, 18<C, 10.000rpm

- obere Phase abpipettieren

- L6sung mit gleicher Menge eiskaltem Isopropanol vorsichtig mischen
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Probe fir 1,5h zur Ausfallung in -80C Schrank oder tib er Nacht bei -20C ein-
frieren

zentrifugieren: 30min, 4C, 10.000rpm

Uberstand abnehmen

1ml eiskalten 80% EtOH zugeben

zentrifugieren: 10min, 4C, 13.000rpm

Alkohol abschutten, neuen eiskalten 80% EtOH zugeben, Probe durch ein- und
aussaugen mit Pipette spilen

zentrifugieren: 10min, 4C, 13.000rpm

EtOH abschiitten und auf dem Kopf stehend fir mindestens 30min trocknen las-
sen

DNA in 100ul a. bidest. l6sen

Losungen: 3% CTAB-L6sung: 3g CTAB (Hexadecyltrimethyl-ammonium-bromide)

10ml 1M Tris-HCI (pH 8,0) auf 65C vorwéarmen
35ml 4M NacCl

200ul 2-Mercaptoethanol (Sigma, St. Louis)
10ml 0,1M EDTA (pH 7,2)

auf 100ml mit a. dest. auffullen

Die DNA-Extraktion wurde neben der CTAB-Methode mit folgenden kommerziellen

DNA-Extraktionskits getestet. Das Ausgangsmaterial fur die Extraktionen waren unter

flissigem Stickstoff mit sterilem Seesand gemdrserte Schwammproben. Bei der Probe

E01-9C wurde zuvor das Spongin mit Pinzetten aus dem Schwamm préapariert.
PAN Spin Plant Kit (PAN Biotech, Aidenbach)

DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden)

DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden)

Fast DNA SPIN Kit for soil (Q-Biogene, Carlsbad)
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3.3.1.2 DNA-Extraktion aus Bakterienreinkulturen

Auf LB-Medium gewachsene Bakterienkulturen wurden steril mit einer Ose ohne Me-
dium abgehoben und in 100ul TE-Puffer (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8,0) uber-
fuhrt. Der Ansatz wurde dann fir 2min im Wasserbad gekocht und die Zellbestandteile
bei 14.000rpm fur 2min abzentrifugiert. Von dem DNA enthaltenen Uberstand wurden

2ul als Template-DNA bei der PCR eingesetzt.

3.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden mit Hilfe von Primern (Startfragmen-
ten), die den begrenzenden Sequenzen der DNA-Abschnitte entsprechen und einer
thermostabilen DNA-Polymerase DNA-Fragmente in einem zyklischen Prozess verviel-
faltigt.

PCR-Reaktionsansatz:

10x PCR Puffer 5ul

dNTP Mix (2,5mM) 2l

Primer 1 (10pmol/ul) 1l

Primer 2 (10pmol/ul) 1l
Tag-Polymerase (5U) 0,25ul

H.O 39,5ul
Template DNA 1ul (ca. 100nQg)
Reaktionsvolumen 50ul

Tag-Polymerase: Amplitag (Roche, Basel) mit den zugehdérigen Puffern und Nucleoti-

den. Die Primer wurden von MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert.

Die PCR wurde im Thermocycler (Eppendorf, Hamburg) nach den in Tab. 3.2 aufge-
fuhrten Programmen durchgefiihrt. Dabei wurde die Polymerase entweder direkt in den
PCR-Ansatz gegeben oder erst nach dem ersten Denaturierungsschritt (Hot Start). Die
DGGE-PCR wurde mit einem Touchdown-Programm gemacht, bei dem die Annealing-

temperatur zur Erhéhung der Spezifitatt am Anfang der PCR Uber der Schmelztempe-
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ratur der Primer lag und dann schrittweise gesenkt wurde. Einige Ansatze wurden mit
einer verschachtelten (nested) PCR gemacht. So wurde bei der DGGE-Analyse zuerst
die Bakterien 16S rRNA aus der Schwammproben-Gesamt-DNA in einer PCR verviel-
faltigt und anschlieBend mit einer zweiten PCR die DGGE spezifischen Sequenzen
amplifiziert. Nach dem gleichen Prinzip erfolgte bei einem SSCP-Ansatz zuerst die Ver-
vielfaltigung von Archaebakterien rRNA bei anschlieBender PCR mit den SSCP-

Primern.

Tab. 3.1: PCR-Bedingungen

Zyklenan-
Amplifikation zahl Denaturierung Annealing Elongation
Temp. Zeit Temp. Zeit Temp. Zeit
Archae 1 94T 5 min
35 94T  [1:30 min 55T 0:30 min 72C 3 min
1 72C 10 min
Bakterien 1 94T 2 min
35 94T 1 min 50C 1 min 72C 2 min
1 72C 10 min
SSCP 1 94T 5 min
35 94T 1 min 50C 1:10 min 72C 2 min
1 72C 5 min
DGGE 1 94T 4 min
je?2 94T 1 min 65-56T 1 min 72C 3 min
Touchdown in
1T Schritten
25 94T 1 min 55T 1 min 72C 3 min
1 72C 7 min
Tab. 3.2: Benutzte PCR Primer
Name Spezifitat E. coli-Num- Sequenz, 5'-3’ Zitat
merierung
Com1 | Saerien 519-536 | CAG CAG CCG CGG TAA TAC Scheger & Teb-
Com 2-Ph gglg(;nen 907-926 ;%Csap'lr'](;,r‘;\/ ”Aé'l;;l' CCTTTGAGTTT quvglgger & Teb
8 forw. Prokaryoten 8-27 AGA GTT TGATCC TGG CTC AG Kopp et al. 1997
1492 rev. |Prokaryoten | 1492-1513 |TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T |Kopp et al. 1997
fc'\l/lasmp [B)ékéeé'en' 325-341 gg;pA CG GGAGGCAGCAG + Muyzer et al. 1993
907RM ggkéeé'e”' 907-926 | CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT Muyzer et al. 1995
ARCH20 | Archae 2-20 TTC CGG TTG ATC CYG CCR G Orphan et al. 2001
clamp CGC CCG CCG CcGC ceceaea cee Muyzer et al. 1993
GTC CCG CCG CCcCccecG ceea
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3.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zum Nachweis und zur Kontrolle der DNA-Extraktion, der Amplikons der PCR, der Klon-
DNA und des Restriktionsverdaus wurden DNA-Teilproben auf ein Agarosegel aufge-
tragen. Dabei lasst sich der Zustand der DNA und die Grol3e der erhaltenen Fragmente
uberprufen. Die Agarose (0,8-2,0% in 1XTAE Puffer, Sigma, St. Louis) wurde durch auf-
kochen in einer Mikrowelle vollstdndig gelést und nach dem Abkuhlen auf ca. 60T E-
thidiumbromid (100 ng/ml, Sigma, St. Louis) zur DNA Farbung zugegeben. Nach dem
Giel3en und Polymerisieren des Gels wurden die Proben mit Auftrags- (0,05% Brom-
phenolblau, 40% w/v Glyzerin in H,0) und Laufpuffer (TAE) vermischt und aufgetragen.
Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung wandert die DNA in Abhangigkeit von
ihrer Ladung und der Lange unterschiedlich schnell in Richtung Anode. DNA-Fragmente
gleicher Lange bilden Banden im Gel. Durch das parallele Auftragen von DNA-Leitern
konnte die erhaltene Fragmentlange bestimmt werden.
TAE-Puffer (50x): 242,289 Tris

60ml Eisessig

100ml 0,5 M EDTA

auf 1L mit a. dest. auffillen

3.3.4 Verdau der bakteriellen 16S rRNA zum Artenver gleich der Schwamme-Isolate

Zur Unterscheidung und dem Aufzeigen der Diversitat der verschiedenen Bakterieniso-
late wurde die amplifizierte 16S rRNA mit Restriktionsendonucleasen geschnitten. Die-
se Enzyme erkennen je nach Spezifitat 4-8 Basenpaare in einem DNA-Strang und
schneiden diesen spezifisch bei bestimmten Zielsequenzen. Die dabei entstehenden
unterschiedlich langen Fragmente kann man im Agarosegel sichtbar machen und die
verschiedenen Bakterienarten daran unterscheiden.

Der Verdauansatz wurde, wie unten aufgefihrt zusammengestellt und tGber Nacht bei
37 inkubiert.

10ul 16S rRNA PCR Produkt

3ul H.0

0,15 pl BSA 10mg/ml (Promega, Madison)
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1,5ul 10 x Puffer (Promega, Madison)
0,15ul RSA | (Promega, Madison)
0,1ul HAE Il (Promega, Madison)

3.3.5 Klonierung der bakteriellen 16S rRNA PCR-Prod  ukte

Mit einer Klonierung kann man DNA-Fragmente aus einem DNA-Gemisch auftrennen
und vermehren. Dabei wird ein DNA-Stlck in die Klonierungsstelle eines Plasmids (zir-
kulare, doppelstrangige DNA-Molekiile, die sich unabhangig vom bakteriellen Genom in
Bakterien vermehren kénnen) eingebaut. AnschlieBend werden die Plasmide mit dem
Insert in kompetente Wirtszellen eingeschleust und diese vermehrt. Mit Hilfe einer Blau-
WeilR-Selektion kann man den Klonierungserfolg testen. Die Klonierungsstelle des
Plasmids liegt innerhalb des LacZ’-Gens, das neben anderen fir die B-Galactosida-
seaktivitat verantwortlich. Ist das LacZ’-Gen durch die Insertion des DNA-Fragments
zerstort, so kommt es nach einer Inkubation mit IPTG und X-Gal zu keiner Farbreaktion
in den Bakterienkolonien. War der DNA-Einbau nicht erfolgreich, so exprimieren die
Bakterien das a-Fragment der B-Galactosidase und die Bakterienkolonien farben sich
blau (Mulhardt 2002).

Bei den Klonierungsansatzen wurde bakterielle DNA mit den Primern 8 forw. und 1492
rev. aus der Schwamm-Gesamt-DNA von Axinella verrucosa mittels PCR amplifiziert.
Das PCR-Produkt wurde auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen und die entspre-
chende Bande ausgestochen. Mit dem QIAquick Gel Extracting Kit (Qiagen, Hilden)
wurde die DNA nach Herstellerangaben, allerdings mit einer MiniElute Saule (Qiagen,
Hilden), aus der Agarose extrahiert und mit 10ul H,O eluiert. Nach einer Extraktions-
kontrolle mit einer Teilprobe auf einem Agarosegel wurde das DNA-Fragment mit dem
TOPO XL PCR Cloning Kit (Invitrogen, Carlsbad) nach Herstellerangaben in kompe-
tente E. coli Zellen kloniert. Die Bakterienlosung aus dem Klonierungsansatz wurde auf
zwei LB-Medien Platten aufgeteilt und Uber Nacht bei 37T inkubiert. Helle Bakterien-
kolonien (mit Vektoreinbau) verschiedener Gréf3e wurden mit einem sterilen Zahnsto-
cher angestochen und in Kulturréhrchen mit 3ml LB-Medium Uber Nacht kultiviert
(180rpm, 37<C).
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Mit dem DNA-Extraktions-Kit (QlAprep Spin Miniprepkit, Qiagen, Hilden) wurde die DNA
aus 1,5ml Bakterienlosung isoliert. Zur Kontrolle der genetischen Diversitat erfolgte ein
Verdau der Plasmid-DNA von Teilproben (vgl. 3.3.3).
Verdau der Plasmidproben: 13,5ul Plasmid-DNA

2ul Puffer (10x-Puffer)

0,5ul Enzymmix

4ul H,0

Es wurde ein 7-facher Verdau mit den Enzymen: EcoR I, Hind Ill, Sst I, Pst I, EcCOR V,
Xho I, Xba | (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe) Giber Nacht bei 37C durchge-

fuhrt und das Ergebnis auf einem 1,5%igen Agarosegel kontrolliert.

Bakterienplatten LB-Medium: LB-Flussigmedium:
1% Trypton 1% Trypton
0,5% Yeast Extract 0,5% Yeast Extract
0,5% NacCl 0,5% NacCl
16g/L Agar pH 7,5
pH 7,5

jeweils mit 50ug/ml Kanamycin

3.3.6 Einzelstrang-Konformationspolymorphismus (SSCP )

Beim Einzelstrang-Konformationspolymorphismus (single strand conformation poly-
morphism, SSCP) nutzt man die Neigung von Nucleinsédurestrdngen zur Basenpaarung.
RNA und einzelstrdngige DNA paaren sich durch fehlende komplementare Strdnge mit
sich selber und nehmen dann oft hoch komplexe sequenzabhangige Konformationen
ein. Die unterschiedlichen Konformationen bestimmen die Laufeigenschaften der gleich
langen DNA-Fragmente im Polyakrylamidgel (Mulhardt 2002). Somit lasst sich die bak-
terielle DNA aufgrund ihrer Sequenzzusammensetzung und der daraus resultierenden
Laufstrecke im elektrischen Feld voneinander trennen und die Diversitat der mikrobiel-

len Gemeinschaft darstellen.
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Mit den Primern Coml und Com2 wurden etwa 400 Basen lange bakterielle DNA-
Fragmente in einer PCR amplifiziert (vgl. 3.3.2). Nach einer Kontrolle der erhaltenen
DNA im Agarosegel, wurde die DNA aufgereinigt (PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden)
und mit 50ul H,O aus den Saulen gewaschen. Bei 26ul der Probe, wurde der DNA
Strang mit dem phosphorylierten Primer Com2 abgebaut (+1pl Lambda-Exonuclease
und 3ul Exonuclease 10x Puffer, 1 h, 37C, New England Biolabs, Beverly). Die restli-
chen Proben wurden fir die spatere Sequenzierung tiefgefroren. Die einzelstrangige
DNA wurde gereinigt und in 10ul H,O aufgenommen (PCR Purification Kit, Mini Elute,
Qiagen, Hilden). Nun wurde die DNA mit 10 pl Auftragspuffer gemischt und fir 2min bei
95<C denaturiert und anschlie3end auf Eis gestellt.

Es wurden 5ul der Probe auf 0,625-fache MDE-Acrylamidgele mit einer Laufzeit von 16-
20h, bei 400V, 8mA und 5W aufgetragen (Schwieger und Tebbe 1998).

Auftragspuffer: 950ul Formamid
10ul 1M NaOH
0,025% Bromphenolblau
0,025% Xylene Cyalone
20ul a. dest.
MDE-Acrylamidgel: 14,69ml H,O
2,5ml 10xTBE-Puffer
7,81ml MDE-L6sung, 2x (Biozyme, Bangkok)
10ul TEMED (Sigma, St. Louis)
100ul 10% APS (Sigma, St. Louis)
10xTBE-Puffer: 108g Tris Base
55¢g Borsaure
40ml 0,5M EDTA, pH 8

mit a. dest. auf 1L aufflllen

Der Nachweis der Gelbanden erfolgte mit einer Silberfarbung. Nach einer 15-30min Fi-
xierung mit 10%iger Essigsaure wurde das Gel 3x fur 5min mit a. dest. gewaschen.
Dann wurde es abgedeckt fir 30min in frisch angesetzter Farbeldsung inkubiert. Das
Gel wurde unter flieBendem a. dest. gewaschen und mit dem Entwickler bis zur ge-

winschten Intensitat gefarbt. Nach dem Stoppen der Reaktion mit Essigsaure (10%)
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und einem 30min Waschen in a. dest. wurde das Gel an der Luft getrocknet.

Farbelosung: 0,59 AgNO3
0,75ml 37% Formaldehyd
500ml a. bidest.
Entwickler: 39,38g Na,CO3-10 hydrat
1,4ml 37% Formaldehyd
0,7ml 0,2% Na-Thiosulfat
600ml a. bidest.

3.3.7 Reamplifikation der SSCP-Banden
Einige DNA-Banden wurde mit verschiedenen Methoden aus dem getrockneten SSCP-
Gel mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten, die DNA daraus extrahiert und in einer

PCR wieder amplifiziert. Die erhaltene DNA konnte anschlieRend sequenziert werden.

Isolation nach Liang und Pardee (1997):

Die ausgestochenen Banden wurden in ein Reaktionsgefal? mit 100ul H,O Uberfihrt
und darin fur 15min gekocht. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal pipet-
tiert und 10ul 3M Na-Acetat, 5ul Glykogen (10mg/ml) und 450ul 100% EtOH zugegeben
und die DNA bei -80C ausgefallt (60min). Nach dem Z entrifugieren (10min, 13000rpm,
4C) wurde der Uberstand abgeschuttet und die Probe mit 200ul eiskaltem Ethanol
(85%) gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde der Ethanol abgeschiittet
und die zurtickbleibende DNA an der Luft getrocknet und dann in 10ul H,O aufgenom-

men.

Isolation nach Mulhardt (2002):

Nach dem Ausstechen wurde das Gelstiick zerschnitten und Uber Nacht bei 37T in

Eluationspuffer (0,5M Ammoniumacetat, 1mM EDTA) inkubiert. Dann wurde der Uber-
stand in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfuihrt und die Gelstiicke erneut mit Eluati-
onspuffer gewaschen und mit dem ersten Puffer gemischt. Nun wurde die 2-fache Men-

ge eiskalten Ethanols zugegeben und der Ansatz zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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abgeschiuttet und die Probe in Wasser aufgenommen und wie oben beschrieben mit

Ethanol gewaschen und anschlie3end getrocknet.

Bei der dritten Isolationsvariante wurde das Gelstick kurz mit 100ul H,O gewaschen
und die Probe lber Nacht bei 4T gehalten. Der Uberstand wurde direkt in der PCR

eingesetzt.

3.3.8 Denaturierende Gradientengelelektrophorese (D  GGE)

Bei der DGGE werden DNA-Fragmente aufgrund des unterschiedlichen Schmelzver-
haltens der Basen der DNA-Doppelhelix in einem Gel aufgetrennt. Die Basen G und C
sind durch drei und die Basen A und T nur durch zwei Wasserstoffbriickenbindungen im
DNA-Molekul miteinander verbunden. Daraus ergibt sich eine starkere Bindung und
somit eine gréRere Schmelzstabilitédt der G-C Paarungen. Bei der DGGE wird die dop-
pelstrangige DNA beim Durchlaufen des Gels durch eine Denaturierung immer weiter
aufgetrennt und reduziert damit ihre Wandergeschwindigkeit. Damit sich die DNA-
Strange nicht vollstdndig voneinander trennen und damit schnell aus dem Gel heraus-
laufen, wird eine schmelzstabile G-C reiche Region an die DNA-Fragmente angehangt
(GC-Klammer). Aufgrund der Sequenzunterschiede der einzelnen Bakterien und somit
der Laufeigenschaften der DNA-Fragmente im Gel, lassen sich die vorherrschenden
Bakteriengruppen in den beprobten mikrobiellen Lebensgemeinschaften darstellen
(Muyzer et al. 1993, Muyzer und Smalla 1998).

Die Gesamt-DNA aus den Schwammproben wurde entweder direkt mit den DGGE Pri-
mern 907RM und GM5+clamp amplifiziert oder es wurde eine Vervielfaltigung der Bak-
terien-DNA vorgeschaltet (nested PCR, vgl. 3.3.2). Nach dem Mischen mit dem Pro-
benpuffer wurden die DNA-Proben auf ein kontinuierliches Gradienten-Gel aufgetragen
und fur 18 Stunden bei 60T und 100V laufen gelassen. Durch die Farbung mit Sybr-
Gold (25ul/250ml TAE-Puffer, MoBiTec, Goéttingen) wurden die resultierenden Banden
im Gel nachgewiesen (Muyzer et al. 1993). Die Gele wurden mit einem Gel-Dokumen-
tations-System RH-5.1 (Herolab, Wiesloch) fotografiert.

Einige DNA-Banden wurden aus dem Gel geschnitten und Gber Nacht in 50ul H,O bei

8<T inkubiert. Von dem Uberstand wurden 2l als Templ ate in der PCR eingesetzt.
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LOosungen:

0%-L0Osung: 80%-L6sunaq:

22,5ml Bis-Acryl-Amid, 40% (BioRad, Herkules) 22,5ml Bis-Acryl-Amid, 40%
3ml 50xTAE-Puffer (vgl.3.3.3) 3ml 50xTAE-Puffer

ad 150ml a. dest. 48ml Formamid

50,49 Urea in 30ml a. dest.
ad 150ml a. dest.

Aus der 0% und 80% L6sung werden die 0%, 20% und 70% Gel-L6ésungen zusammen-

gemischt:
0% 20% 70%

2,75ml 80% 9,60ml 80%
5ml 0% 8,25ml 0% 1,40ml 0%
5ul TEMED 7ul TEMED 7ul TEMED
25ul 10% APS 40ul 10% APS 40ul 10% APS

3.3.9 Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)

Seit einigen Jahren gewinnt die Fluoreszenz in-situ Hybridisierung eine immer gréRRer
werdende Bedeutung in der mikrobiellen Okologie. Mit ihr kénnen bestimmte Populatio-
nen direkt in Umweltproben aufgrund von konstanten genotypischen Eigenschaften
charakterisiert werden. Dies macht einen unabhangig von variablen phé&notypischen
Eigenschaften wie der Morphologie und eréffnet den Zugriff auf das breite Spektrum an
bisher nicht kultivierbaren Mikroorganismen (Amann et al. 1997). Man unterscheidet
zwischen zwei Sondentypen, den Polynucleotiden mit einer Ladnge von Uber 50 Nucleo-
tiden und den Oligonucleotiden mit etwa 20 Nucleotiden. Fir die meisten Anwendungen
werden die Oligonucleotide bevorzugt, da sie kurz genug sind, um auch einfache Ba-
senunterschiede zwischen der Sonden- und der Zielsequenz diskriminieren zu kénnen
und sie schnell und relativ kostengtinstig hergestellt werden kénnen (Amann et al.
1997). Es gibt bereits eine Vielzahl an bekannten Sonden fiur verschiedene Organis-
mengruppen, die unter anderem in verschiedenen Datenbanken wie probeBase
(www.microbial-ecology.de/probebase, Loy et al. 2003) zu finden sind. Im Rahmen die-
ser Arbeit wurden verschiedene Sonden fur die drei Doméanen und verschiedenen Bak-

teriengruppen benutzt. Zusatzlich wurden spezifische Sonden fur erhaltene 16S rRNA-
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Sequenzen aus den Schwammen generiert.

Mit einem Gefriermikrotom (MICROM HM5000M, Wallendorf) wurden aus den tiefgefro-
renen Schwammproben ca. 10um dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttragern auf-
trocknen gelassen. Die Praparate wurden dann fur 40min in Carnoy'scher Fixans (60%
Ethanol, 30% Chloroform, 10% Eisessig) fixiert. Alternativ wurden gefrorene
Schwammstiicke direkt in den Fixierer gegeben und darin die Sponginfasern mecha-
nisch vom restlichen Gewebe getrennt. Die erhaltenen Sponginfasern wurden auf Ob-
jekttragern auftrocknen gelassen. Nach der Fixierung wurden die Praparate in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert (50%, 70%, 100% EtOH, je 3min) und anschlie-
Bend an der Luft getrocknet. Nun konnten die Proben entweder bei -20CT eingefroren
oder weiter bearbeitet werden. Die Objekte wurden mit Hybridisierungspuffer mit den
entsprechenden Sonden (2ng/ul) Uberschichtet und fir 4,5 Stunden in einer feuchten
Kammer bei 46C inkubiert. AnschlieRend wurde der Puffer abgeschuittet und die Pra-
parate 15min in vorgewarmtem Waschpuffer (48C) gewasche n. Nach dem Absptlen
mit a. dest. wurden die Proben mit Citifluor/DAPI (2ul DAPI (1ug/ul, ICN, Costa Mesa),
500ul H2O, 1000ul Citifluor (University of Kent, Canterbury)) eingedeckt und bei 4C
gelagert (nach Friedrich et al. 1999).

Tab. 3.3: Benutzte Gensonden

Targetposition

Sonde Spezifitat Sondensequenz (5'-3") (E. coli) FA Zitat
NON338 ACTCCTACGGGAGGCAGC  16S (338-355) 0%  Wallner et al. 1993
EUB338 Bakterien GCTGCCTCCCGTAGGAGT  16S (338-555) 35% Amann et al. 1990
EUK516 Eukaryoten ACCAGACTTGCCCTCC 18S (502-517) 35% Amann et al. 1990
ARCH915 Archaea GTGCTCCCCCGCCAATTCCT  16S (915-934) 20% Stahl und Amann 1991
ALF968 Alphaproteobakterien GGTAAGGTTCTGCGCGTT 16S (968-985) 20% Neef 1997
BET42a Betaproteobakterien GCCTTCCCACTTCGTTT 23S (1027-1043) 35% Manz et al. 1992
BETA Competitor GCCTTCCCACATCGTTT 23S (1027-1043) 35% Manz et al. 1992
GAM42a Gamaproteobakterien GCCTTCCCACATCGTTT 23S (1027-1043) 35% Manz et al. 1992
GAM Competitor GCCTTCCCACTTCGTTT 23S (1027-1043 35% Manz et al. 1992
SRB385 Deltaproteobakterien CGGCGTCGCTGCGTCAGG 16S (385-402) 35% Amann et al. 1990
CF319a Cytophaga TGGTCCGTGTCTCAGTAC 16S (319-336) 35% Manz et al. 1996
HGC69a Actinomyceten TATAGTTACCACCGCCGT 23S (1901-1918) 25% Raoller et al. 1994
HGC Competitor TATAGTTACGGCCGCCGT 23S (1901-1918) 25% Roller et al. 1994
PLA46 Planctomyceten GACTTGCATGCCTAATCC 16S (46-63) 30% Neef et al. 1998
LGC354a Firmicutes TGGAAGATTCCCTACTGC 16S (354-371) 35% Meier et al. 1999
Ax5-439 Axinella-Schwamm- CACCGGGGAGGATGATGA 16S (439-456) 30% diese Arbeit

symbiont Alphaprot.
Ax23-200 Axinella-Schwamm- GGCCTCTCGTAGAAGCTAC  16S (200-218) 30% diese Arbeit

symbiont Deltaprot.
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Die benutzten Sonden waren mit dem Fluorochrom Cy3 gekoppelt, da es mit diesem in
den Schwammgeweben bei einer Anregung mit Licht der Wellenlange von 550nm eine
deutlich geringere Autofluoreszenz als bei mit Fluorescein gekoppelten Oligonucleoti-
den gab. Die Auswertung erfolgte an einem Axioplan2 Fluoreszenzmikroskop mit Axio-
cam Digitalkamera (Zeiss, Oberkochem), einer 50W Quecksilberlampe und spezifi-
schen Filtersatzen (DAPI 365/395/397; Cy3 535-550/565/610-675). Parallel zu den Ge-
webeproben wurden Bakterien als Positiv- und Negativkontrollen markiert. Die benutz-
ten Bakterien sind in Tabelle 3.3 aufgefiuhrt, sie wurden mit den von der DSMZ emp-

fohlenen Medien kultiviert.

Hybridisierungspuffer:

- 360l 5M NacCl

- 40ul 1M Tris/HCI pH 8,0

- Formamid und MQ in Abhangigkeit von der Stringenz

% Formamid (v/v) | Formamid (ul) MQ-H,0 (ul)
0 0 1.600
5 100 1.500
10 200 1.400
15 300 1.300
20 400 1.200
25 500 1.100
30 600 1.000
35 700 900
40 800 800
45 900 700

- 4l 10% (w/v) SDS

Waschpuffer:
- Iml 1M Tris pH 8,0

- 500ul 0,5M EDTA, (zwischen 20% und 60% Formamid, Sigma, St.Louis)

- NaCl je nach Stringenz
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% Formamid in Hybridisierungspuffer NacCl in mol/l 5M NaCl ()
0 0,9 9000
5 0,636 6300
10 0,45 4500
15 0,318 3180
20 0,225 2150
25 0,159 1490
30 0,112 1020
35 0,08 700
40 0,056 460
45 0,04 300

- 50ul 10% (w/v) SDS
- ad 50ml mit MQ

3.3.10 Sondengenerierung fur FISH

Die Sondenentwicklung erfolgte mit Hilfe des ARB-Programms (www.arb-home.de)
nach der Anleitung von Hugenholtz et al. (2002). Hierbei wurde bei der Auswahl der
vom Computerprogramm errechneten und vorgeschlagenen Sonden darauf geachtet,
dass die Schmelztemperatur der Oligonucleotide groRRer als 57<C ist, damit die Hybridi-
sierung mit Standardprotokollen erfolgen konnte (Hugenholtz et al. 2002, Manz et al.
1992). Des Weiteren wurden die Sonden nach ihrer Anzahl an Basenunpaarungen zwi-
schen der Sondensequenz und der ribosomalen DNA, sowie ihrer potentiellen Fluores-
zenzintensitat nach Fuchs et al. (1998) ausgewahlt. Eine Testung der Spezifitat der Oli-
gonucleotide erfolgte durch Vergleiche der Sequenz mit verschiedenen Gendatenban-
ken (BLASTN: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, Ribosomal Database Projekt II:
http://rdp.cme.msu.edu/html/) und durch die Hybridisierung der Schwammschnitte bei
verschiedenen Stringenzen (0-45% Formamid). Bei geringen Basenunpaarungen mit
den Targetsequenzen wurden die Sonden an den nachst ahnlichen Bakterienarten ge-

testet.
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Tab. 3.4: Vergleichsbakterien zur Sondenkontrolle

Gruppe Art Stamm-Nr.
Alphaproteobakterien |Rhodospirillum photometricum Molisch 1907 DSMZz 121
Acetobacter oboediens (Sokollek et al. 1998) Yamada 2000 | DSMZ 11826
Acetobacter xylinus (Brown 1886) Yamada et al. 1998 DSMZ 2004
Betaproteobakterien  [Zoogloea ramigera Itzigsohn 1868 DSMZ 287
Gammaproteobakterien|Shewanella putrefaciens (Lee et al. 1981) MacDonell und DSMZ 9461
Colwell
1986
Colwellia psychrorythraea Deming et al. 1988 DSMZ 8813
Cytophaga Cytophaga latercula Lewin 1969 DSMZ 2041
Actinobakterien Brachybacterium tyrofermentans Schubert et al. 1996 DSMZ 10673
Microbacterium esteraromaticum (Omelianski 1923) Takeuchi [DSMZ 8609
und Hatano 1998
Planctomyceten Pirellula marina Schlesner und Hirsch 1987 DSMZ 3604
Planctomyces brasiliensis Schlesner 1990 DSMZ 5307
Archae Sulfolobus solfataricus Zillig et al. 1980 DSMZ 5833
Mathanobacterium subterraneum Kotelnikova et al. 1998 DSMZ 11074

3.3.11 Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die erhaltenen DNA-Proben aus den Klonierungsansatzen und der DGGE- und SSCP-
Reamplifikate wurden mit einem DNA-Aufreinigungskit (Qiagen, Hilden) gereinigt und
kommerziell sequenzieren gelassen (MWG-Biotech, Ebersberg, Qiagen, Hilden). Die
Volllangensequenzierungen erfolgten mit M13 universal- und M13 reverse-Sequenzie-
rungs-Primern, die Sequenzierungen von Teilsequenzen und der SSCP-Reamplifikate
mit dem Primer Com1 und der DGGE-Reamplifikate mit dem Primer GM5.

Zur Einordnung der erhaltenen Sequenzen wurden diese bei einem Datenbankvergleich
mit bekannten Sequenzen verglichen (Altschul et al. 1990, Benson et al. 2000,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) und ihre Position im Herkunfts-Gen ermittelt. Die
erhaltenen Sequenzen wurden entweder mit dem ,BCM Search Launcher”
(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seqg-search/alignment.ntml) oder dem ARB-Pro-

gramm miteinander verglichen.
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3.3.12 Stammbaumberechnung

Die phylogenetischen Untersuchungen wurden mit dem ARB-Programm durchgefihrt
(www.arb-home.de). Die Stammbaumerrechnung erfolgte mit der ,Neighbor-Joining“-
Methode mit der ,Jukes-Cantor"-Korrektion. Dafiir wurden die nachst &hnlichen Bakte-
rien- und Archae- Sequenzen, sowie die Sequenzen von beschriebenen mikrobiellen
Schwammsymbionten aus den Datenbankrecherchen zum Vergleich mit in die Stamm-
baume eingerechnet. Zunachst wurden die Baume mit 16S rRNA Sequenzen >1400
Basen gerechnet und anschlieBend wurden die kirzeren Sequenzen mit der ,Parsi-

mony Interactive-Methode" (ARB) hinzugeftigt.
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleichende histologische Untersuchungen zu mi krobiellen Endo-

und Epibionten verschiedener Schwammarten

4.1.1 Besiedlung der Schwammoberflache

Bei der Untersuchung der Schwammoberflache zeigten sich deutliche Unterschiede
zwischen den Kalk- und den Kieselschwdmmen. Schon mit bloR3em Auge oder einer
Lupe erkannte man die dicht bewachsenen Nadeln und Oberflachen der Kalk-
schwamme Leuconia aspera und Sycon raphanus (Abb. 4.1 a). Auch einige der un-
tersuchten Demospongiae besal3en Epibionten: z.B. Axinella verrucosa die Seeane-
mone Parazoanthus axinellae (Abb. 4.2 b) oder Ircinia fasciculata verschiedene auf-
sitzende Algen. Jedoch war ihre Oberflache nicht annahernd so flachendeckend be-
wachsen, wie bei den untersuchten Kalkschwamme. Bei der Betrachtung der
Schwammoberflache bei starkerer VergréRerung mit dem Rasterelektronenmikro-
skop, waren Sycon raphanus und Leuconia aspera besonders dicht mit verschiede-
nen Diatomeen, unter anderem Mastogloia sp. bewachsen (Abb. 4.1 c). Leuconia
aspera besal3 auf seiner Oberflache ein dichtes mikrobielles Netzwerk, das vereinzelt
phialidenartige (sporenbildende Zellen von Pilzen) Strukturen aufwies (Abb. 4.1 d).
Eine genaue Bestimmung war aber aufgrund der reinen Oberflachendarstellung der
rasterelektronenmikroskopischen Praparate nicht moéglich. Dieser Mikroorganismus
scheint aber einige ebenfalls auf der Schwammoberflache vorkommende Diatomeen
zu parasitieren, indem er die Diatomeen durch Poren in deren Gurtelbandern befallt
(Abb. 4.1 c). Neben den filamentésen Mikroorganismen waren auch verschiedene
einzellige Bakterien auf den Diatomeen und Skelettnadeln zu erkennen. Die Oberfla-
chen von Axinella damicornis, Axinella verrucosa, Agelas oroides, Petrosia ficiformis,
Chondrosia reniformis, Oscarella lobularis und Hamigera hamigera waren im Ver-
gleich dazu sehr sauber, sie wirkten teils sogar axenisch (Abb. 4.1 e-f). Einige Bakte-
rien befanden sich auf der Oberflache von Haliclona valliculata und Ircinia fascicu-

lata, die aber keinen ausgepragten mikrobiellen Film bildeten.
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Abb. 4.1: Oberflachenbesiedlung verschiedener Schwammspezies. a: Leuconia aspera ist
von einer Vielzahl an verschiedenen Algen bewachsen; b: Axinella verrucosa mit dem Epibi-
onten Parazoanthus axinellae; c-e: die Oberflache und die Spiculae von Leuconia aspera
zeigen ein dichtes mikrobielles Geflecht und die Besiedlung mit verschiedenen Diatomeen,
die wiederum von Bakterien bewachsen werden (d); e: sporenbildende Strukturen des
mikrobiellen Netzes (Pfeil); axenische Oberflache von Chondrosia reniformis (f) und Axinella
damicornis (g). (a-b: LM, c-g: REM)

4.1.2 Besiedlung des Schwammgewebes

Im Schwammgewebe konnte weder mit der pilzspezifischen Silberfarbung nach Go-
mori, der Fluoreszenzmarkierung mit Calcofluor White, noch mit der Ubersichtsfar-
bung mit Toluidin Blau Pilze im Schwammgewebe nachgewiesen werden. Auch bei
den transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen gab es keine Hin-
weise auf pilzliche Zellen. Durch die kontrastreichen Farbungen mit Calcofluor White
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und der Silberfarbung nach Gomori konnten auch dickere Gewebeschnitte, wie die
100um dicken Vibratomschnitte und Handschnitte gefarbt und gut ausgewertet wer-
den, so dass auch grof3e Bereiche des Gewebes systematisch untersucht werden
konnten. Im Gewebe lieBen sich nur vereinzelt Konidien finden, die sich terrest-

rischen Pilzgruppen zuordnen lassen (Abb. 4.2 a-b).

Abb. 4.2: Konidien im Schwammgewebe von Axinella verrucosa (LM).

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Bakterien im Gewebe der
Schwamme zeigten einerseits Bakterientypen, die in verschiedenen der untersuchten
Schwammarten auftraten und andererseits Bakterien, die nur in bestimmten

Schwammen zu finden waren.

Clathrina clathrus

Im Gewebe des Kalkschwammes Clathrina clathrus dominierte ganz deutlich ein spi-
rillenférmiges Bakterium. Die Zellen hatten einen Durchmesser von 0,9um und waren
etwa 4um lang. Man erkannte deutlich die Zytoplasmamembran und eine weitere
auRere Membran, wie sie fur Gram negative Bakterien typisch ist (Abb. 4.3 a). Das
Bakterium trat im gesamten Mesohyl auf und dies teilweise in grof3er Dichte (Abb. 4.3
b). Dieser Bakterientyp wurde in keinem der anderen untersuchten Schwamme ge-

funden.
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1Hm

Abb. 4.3: Spirillenférmiges Bakterium im Mesohyl von Clathrina clathrus (TEM).

Chondrosia reniformis

Der skelettfreie Nierenschwamm Chondrosia reniformis besteht aus einem hellen
zentralen Bereich, dem Choanosom mit den Kragengeil3elkammern und einem dunk-
len, durch sehr dichte kollagene Fasern gepragten Cortex (van Soest et al. 2000).
Die meisten Bakterien der untersuchten Schwamme befanden sich im Bereich der
KragengeiRelkammern, sie lagen dort z.T. in unmittelbarer Nahe zu den Choano-
cyten (Abb. 4.4 a). Es lie3en sich bei den hier untersuchten Individuen hauptséachlich
vier verschiedene Morphotypen unterscheiden, Typ A war oval mit einem Durchmes-
ser von 0,8-0,9um. Die Zellen waren von einer ungleichmaRlig geformten Schleim-
kapsel umgeben (Abb.4.4 b). Ein weiterer Morphotyp (Typ B) war oval bis stabchen-
férmig mit einer teilweise etwas ungleichméRigen Oberflache. Er hatte einem Durch-
messer von 0,8-1,1um und ein relativ einheitliches Zytoplasma. Typ C (Durchmesser
0,7um) hatte ein deutlich starker pigmentiertes aul3eres Zytoplasma (Abb.4.4 b). Ein
Bakterientyp besal ein starker pigmentiertes zentrales Zytoplasma im Vergleich zum
auReren und einen Durchmesser von 0,7-0,8um (Typ D). Die Bakterien im Mesohyl
waren physiologisch aktiv, da sie sich noch im Schwammgewebe teilten (Abb. 4.4 c).
Sie wurden auch von den Zellen des Mesohyls phagocytiert und dienten somit direkt
als Nahrung (Abb. 4.4 d). Demgegeniber fand man im sehr dicht mit kollagenen Fa-
sern geflllten Cortex von Chondrosia reniformis nur vereinzelt Bakterien (Abb. 4.4 e-
f), wobei es sich dabei um die gleichen Morphotypen wie im Bereich der Choanoso-

men handelte.

42



Ergebnisse

Abb. 4.4: Chondrosia reniformis: a: Bakterien im Bereich des Choanosoms; b-d: verschie-

dene bakterielle Morphotypen im Mesohyl; e-f: vereinzelte Bakterien im Cortex des
Schwammes. Pfeil: kollagenfreier Hof um die Bakterien (TEM).
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Auffallig waren die deutlichen kollagenfreien Bereiche um die Bakterien, die sowohl
im Cortex (Abb. 4.4 e-f), als auch im Ubergangsbereich vom Choanosom zum Cortex
zu finden waren (Abb. 4.4 c) und durch das Auflésen der kollagenen Fasern durch
die Bakterien entstanden.

Agelas oroides

Im Mesohyl von Agelas oroides waren ebenfalls verschiedene Bakterienmorphotypen
zu finden. Neben Bakterien des Typs B, gab es einen ahnlichen Typ, der aber durch-
gehend einen groReren Durchmesser von ca. 1,8um besal (Typ E).

Abb. 4.5: Agelas oroides: a: verschiedene Bakterientypen im Mesohyl; b: Schwammzelle mit
Nahrungsvakuolen (Pfeilspitze) und Bakterienvakuolen (Pfeil); c: intrazellulare Vakuole mit
einheitlichem Bakterientyp, der nicht im Mesohyl auftritt; d: Bakterium im Spongin (TEM).
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Ein weiterer Bakterientyp (Typ F), mit einem Durchmesser von 1-1,2um zeigte ein
zentrales helleres und auf3eres dunkleres Zytoplasma (Abb. 4.5 a). Typ G hatte ei-
nen Durchmesser von 0,7um und besal3 intrazellulare Vesikel und eine wellenfor-
mige aufllere Membran (Abb. 4.5 b). Neben den Nahrungsvakuolen mit einzelnen
Bakterien aber ansonsten leerem Lumen (Pfeilspitze Abb. 4.5 b), wie in allen der un-
tersuchten Schwammspezies, besalien einige Zellen von A. oroides weitere mit Bak-
terien gefullte Vakuolen (Abb. 4.5 b-c). Die Bakterien in den Vakuolen unterschieden
sich deutlich von denen im Mesohyl. Sie besal3en einen Durchmesser von etwa
0,3um und waren bis zu achtmal so lang wie breit. Sie lagen zum Teil gebogen in
den zusatzlich mit einer Matrix gefullten Vakuolen.

Im Spongin von A. oroides kamen langliche, etwa 0,5um breite Bakterien vor, die
nicht im Mesohyl zu finden waren. Sie waren filamentbildend und durchwuchsen das

Spongin indem sie es wahrscheinlich auflésten (Abb. 4.5 d).

Ircinia fasciculata

Ircinia fasciculata beherbergte viele Bakterien und ebenfalls verschiedene Bakteri-
entypen, die sich frei im interzellularen Raum befanden. So dhnelten einige Bakterien
den Morphotypen A und B aus Chondrosia reniformis. Ein weiterer Typ (H) besal} ein
starker granuliertes zentrales Zytoplasma im Vergleich zum au3eren (Abb. 4.6 a).
|. fasciculata hatte phototrophe Endobionten im Mesohyl, deren spiralige Thylakoide
man deutlich erkennen konnte (Typ J). Die Bakterien des Mesohyls wurden bei
|. fasciculata ebenfalls von den Schwammzellen phagocytiert auch der Typ A mit ei-
ner Schleimkapsel (Abb. 4.6 b).

Spirastrella cunctatrix
Im Mesohyl von Spirastrella cunctatrix liel3en sich die Bakterienmorphotypen A, B, C
und G nachweisen (Abb. 4.6 c-d). Weder im Spongin, noch in spezielle Bakterienva-

kuolen waren Bakterien wie bei Agelas oroides zu finden.
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Abb.: 4.6: a-b: Ircinia fasciculata: verschiedene Bakterientypen im Mesohyl; b: Bakterientyp
A mit Schleimkapsel in einer Nahrungsvakuole einer Mesohylzelle; c-d: Spirastrella cunc-
tatrix: Bakterien im Mesohyl (TEM).

Acanthella acuta

Im Mesohyl von Acanthella acuta waren nur relativ wenige Bakterien. In einigen Zel-
len des Mesohyls konnte man intrazellulare Vakuolen mit Bakterien finden, die denen
von Agelas oroides ahnelten (Abb. 4.7 a). Im Sponginskelett waren filamentbildende
Bakterien mit einer intrazytoplasmatischen Membran (Abb. 4.7 b-c).

Anchinoe tenacior

Anchinoe tenacior besitzt ebenfalls nur relativ wenige Bakterien im Mesohyl. Der
Schwamm wurde auch von filamentbildenden Bakterien im Spongin besiedelt. Diese
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besal3en eine intrazytoplasmatische Membran, die deutlich ein inneres und &ul3eres
Zytoplasma voneinander trennte (Abb. 4.7 d-f).

Abb. 4.7: a-b: Acanthella acuta; a: Bakterienvakuolen in Zelle des Mesohyls; b: Bakterium im
Spongin (Pfeil: Intrazyzoplasmatische Membran); c-d: Anchinoe tenacior: die Bakterien im
Spongin besitzen eine Membran, die einen zentralen Zellbereich abtrennt (Pfeil, TEM).

Im Gewebe einiger Schwammarten waren regelméaf3ig Schalen von Dinoflagellaten
zu finden. So traten Ceratium furca und Ceratium tritops in Haliclona valliculata, so-
wie Ceratium fusus und Prorocentrum sp. in Aplysina cavernicola auf. Da die Di-
noflagellaten deutlich zu lang und zu breit sind, um durch die wasserfihrenden Ka-
nale aufgenommen worden zu sein, muss der Schwamm sie mit seinem Gewebe
umwachsen haben (Abb. 4.8).
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Abb. 4.8: Dinoflagellaten im Schwammgewebe: Prorocentrum sp. (a) und Ceratium fusus (d)
im Schwamm Aplysina cavernicola und Ceratium furca (b) und Ceratium tripos (c) im Ge-
webe von Haliclona valliculata (LM).

4.2 Bakterielle Endobionten in  Axinella verrucosa

Axinella verrucosa besal ein sehr locker strukturiertes Mesohyl mit nur einem Bakte-
rienmorphotypen. Dieser war oval bis stdbchenférmig mit einem Durchmesser von
0,3um und in recht geringer Anzahl ausschlie3lich an den kollagenen Fasern des
Interzellularraumes zu finden (Abb. 4.9 a-b). Auch im Bereich der Kragengeif3elkam-
mern kam es zu keiner erhdhten Konzentration der Bakterien. Im Mesohyl des
Schwammes waren regelmafiig ,spherulous cells* zu finden, die mit grof3en runden
Vakuolen geflllt waren, die anndhernd die gesamte Zelle ausfullten (Abb. 4.9 c). Im
Zentrum der mit Granula gefillten Vakuolen befanden sich parallel angeordnete fila-
mentdse Strukturen (Abb. 4.9 d).
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Abb. 4.9: Axinella verrucosa: a-b: Bakterien im Mesohyl; c: ,Kugelige Zelle" (spherulous
cells) im Schwammgewebe; d: Vakuolen der ,spherulous cells" mit parallel angeordnetem
filamentosen Material (TEM).

4.2.1 Fadenférmige Mikroorganismen im Spongin

Im Spongin von A. verrucosa wurden filamentbildende Bakterien nachgewiesen, die
nicht im Mesohyl vorkamen. lhr Durchmesser lag zwischen 0,4 und 1um, wobei die
dickeren Zellen kirzer als die dinneren waren (Abb. 4.10). Einige der schmalen Fi-
lamente besalien sporenartige Gebilde (Abb. 4.10 d, f). Man erkannte das Myzel
teilweise schon bei einer schwachen VergroR3erung in Schwammanschnitten, da es
eine dunkle Eigenfarbung besal? (Abb. 4.11 b-c). Die Zellen liel3en sich mit der Go-
mori-Silberfarbung markieren, wobei man deutlich die einzelnen Zellen und die Ver-

zweigung des Myzels erkennen konnte. Es breitete sich im gesamten Spongin um
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Abb. 4.10: Axinella verrucosa: a-c: breiter Bakterientyp der filamentbildenden Bakterien im
Spongin; d-f: schmaler Bakterientyp mit sporenartigen Strukturen, Pfeil: Intrazytoplasmati-
sche Membran (a-b, d-e: TEM,; c, f: LM).

die zentral liegenden Skelettnadeln aus (Abb. 4.11f-g, Abb. 4.12). Das Myzel war
sehr formvariabel, neben der unterschiedlichen Breite waren die Zellen einerseits
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perlschnurartig aufgereiht und andererseits erkannte man im rasterelektronenmikro-
skopischen Praparat nur ein einheitliches Filament ohne einzelne Zellen unterschei-
den zu kénnen (Abb. 4.12 b, c, f). Die Schwamme wurden offensichtlich nicht durch
das Myzel geschadigt. Es gabt keine abgestorbenen Bereiche der besiedelten Indivi-
duen. Sie besalien eine intakte Oberflache und das Gewebe war normal strukturiert,
ohne zellfreie oder degradierte Bereiche im Mesohyl oder den Kragengeil3elkammern
(Abb. 4.114a, d-e).

Abb. 4.11: Axinella sp: a: Schwamm nach der Probennahme; b-c: dunkel pigmentiertes
mikrobielles Geflecht im Schwammgewebe; d: Spongin mit zentral liegenden Spiculae; e:
Aufbau des Mesohyls; f-g: filamentbildendes Bakterium in isolierten Sponginfasern nach der
Markierung mit der Gomori-Silberfarbung. Me: Mesohyl, N: Spiculae, Sp: Spongin (a-c, e, f-g:
LM; d: REM).
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Auch das Spongin selber wurde durch die Bakterien nicht geschadigt, es behielt sei-
ne feste Struktur mit dicht gepackten kollagenen Fasern, sowie seine Elastizitat (Abb.
4.10a-d). Anhand der elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte nachge-
wiesen werden, dass die kollagenen Fasern des Spongins aufgeldst und nicht von

den Bakterien zum Durchwachsen auseinandergeschoben wurden.

Abb. 4.12: Axinella verrucosa: a: intaktes Sponginfilament mit heraustretendem mikrobiellen
Myzel; b-f: aufgebrochenes Spongin mit freigelegten filamentbildenden Bakterien, die auch
sporenartige Strukturen ausbilden (d); das mikrobiellen Myzel zeigt einheitliche Filamente (f)
und perlschnurartige Bakterienketten (b); KF: kollagene Fasern, M: filamentbildende Bakte-
rien. N: Spiculae, S: sporenartige Struktur, Sp: Spongin; (REM).
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Es gab keine leeren Géange im Spongin, die nach dem Durchwachsen der Bakterien
zuruckblieben. Ein auffalliges Merkmal der Bakterien im Spongin war eine intrazellu-
lare Membran. Sie trennte das Zytoplasma der Bakterien in zwei Bereiche, wobei
eine kernartige Struktur im Zentrum der Zellen entstand, in der sich auch die DNA
befand (Abb. 4.10 b). Dieses Merkmal zeigten die bakteriellen Myzelien im Spongin
sowohl von Axinella verrucosa, A. damicornis, Anchinoe tenacior, Acanthella acuta
und Agelas oroides. Die Axinella verrucosa-Proben von Giglio, als auch aus dem At-
lantik vor Roscoff wiesen die gleichen Bakterien auf. Dies zeigte, dass es sich hierbei
nicht nur um ein regionales Phanomen der Schwammpopulationen um Elba handel-

te.

4.2 .2 Bakterien in intrazellularen Vakuolen

Einige Schwammzellen besal3en mit Bakterien geflllte Vakuolen, wie sie auch bei
Agelas oroides und Acanthella acuta zu finden waren. Diese enthielten neben einem
einheitlichen Bakterientyp zum Teil noch weitere membranumrandete Strukturen
(Abb. 4.13 c¢). In der Nachbarschaft der Vakuolen befanden sich oft weitere Vakuolen
mit stark lichtbrechendem Inhalt, der bei der Praparation zum Teil herausgeldst wur-
de (Abb. 4.13 a). Die Bakterienvakuolen besal3en meist mehrere begrenzende
Membranen - bei den untersuchten Spezies waren es bis zu vier (Abb. 4.13 d). Die
Vakuolen kamen in Zellen verschiedener Gro3e vor, die offensichtlich von anderen
Zellen gleichen Typs als ganzes phagocytiert wurden (Abb. 4.13a). Grol3e Zellen mit
fingerartiger OberflachenvergréfRerung besalRen viele Bakterienvakuolen (Abb. 4.13
b). Dabei handelte es sich um friilhe Oocyten (personliche Mitteilung Prof. Sciscioli,
Universitat Bari). Die Bakterienvakuolen wurden regelmaf3ig sowohl in den unter-
suchten A. verrucosa Spezies von den mediterranen als auch vom atlantischen Un-

tersuchungsgebiet gefunden.
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Abb. 4.13: Axinella verrucosa: a: Schwammzelle im Mesohyl mit vielen Bakterienvakuolen,
die eine weitere Zelle phagocytiert hat; b: frihe Oocyte mit vielen Bakterienvakuolen und
Dottersubstanzen; c: Bakterienvakuole mit weiteren Membranumrandeten Strukturen in ih-
rem Inneren; d: Bakterienvakuolen mit mehreren begrenzenden Membranen (Pfeile). D: Dot-
tersubstanz, Mi: Mitochondrien, V: Bakterienvakuolen (TEM).

4.2.3 Kollagenaseaktivitat

Die mikromorphologischen Untersuchungen wiesen auf kollagenolytische Eigen-
schaften der Sponginbakterien hin. Dies sollte durch einen Kollagenasenachweis
Uberpruft werden. Kathepsin B ist ein extrazellular wirkendes kollagenolytische En-
zym. Diese matrixdegradierende Zysteinprotease lasst sich mit dem Substrat Z-arg-
arg-4-methoxy-2-naphthylamide nachweisen. Die Sponginbakterien lie3en sich mit
dem Ansatz markieren, die Bakterien des Mesohyls oder andere Strukturen im
Schwammgewebe wurden nicht gefarbt. Farbekontrollen mit dem Inhibitor (Leupep-
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tin) und ohne Substrat waren negativ und zeigten die Spezifitdt der erhaltenen Mar-
kierung. Es wurden nicht alle Bakterienzellen im Spongin geféarbt, so dass sich unter-

schiedlich enzymatisch aktive Zellen im Myzel darstellen lieRen (Abb. 4.14).

Abb. 4.14: Kathepsin B-Farbung an den filamentbildenden Bakterien des Spongins von A.
verrucosa (LM).

4.2.4 Halterungsexperiment

Das Halterungsexperiment wurde durchgefihrt, um die potentielle Pathogenitat der
Bakterien im Spongin zu testen. Die Schwamme bekamen keine partikulare Nahrung
mehr und wurden bei einer mindestens 5C héheren Wasse rtemperatur als am na-
turlichen Standort gehalten. Als Reaktion auf die veranderten Lebensbedingungen
kam es zu einer Umstrukturierung der Schwammoberflache von A. verrucosa. Die
histologischen Untersuchungen des Schwammgewebes zeigten bei einer Versuchs-
dauer von sechs Tagen keine wuchsférdernde Auswirkungen auf die Sponginbakte-
rien. Selbst nach der verlangerten Halterung von zwei Wochen, auch ohne Beliftung,

zeigte das Myzel kein Ubergreifen auf andere Teile des Schwamms (Abb. 4.15).
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Abb. 4.15: Axinella verrucosa: a-b: Umstrukturierung der Schwammoberflache nach sechs-
tagiger Halterung in sterilfiltriertem Seewasser; ¢: Schwammoberflache direkt nach der Pro-
bennahme vom natirlichen Standort; d: Halterungsansatz; e-f: Aufbau des Mesohyls nach
dem Halterungsansatz; die Praparate zeigen keine Ausweitung des bakteriellen Geflechtes
im Spongin oder Ubergreifen auf das angrenzende Gewebe (TB-Farbung). M: filamentbil-
dende Bakterien, Me: Mesohyl, Sp: Spongin (a-c, e-f: LM).
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4.3 Kultivierte bakterielle Diversitat aus Axinella verrucosa

Aus den isolierten und kultivierten Bakterien aus dem Schwamm A. verrucosa wurde
die 16S rRNA zu ihrer Bestimmung extrahiert und mit einer PCR vervielfaltigt. Beim
Restriktionsverdau zur Charakterisierung der erhaltenen Sequenzen, zeigten sich
sieben verschiedene Bandenmuster bei der anschlieRenden Uberprifung im Agaro-
segel. Vertreter aus allen Gruppen mit einem unterschiedlichen Bandenmuster wur-
den sequenziert. Die erhaltenen Sequenzldngen waren zwischen 596 und 904 Ba-
senpaaren lang, wobei die Sequenzen aulRer beim Isolat AB10 (596 Basen) immer

tber 800 Basenpaaren lagen.

A. verrucosa Isolat AB10
Pseudomonas stutzeri, AF054933
A. verrucosa Klone Gamma-I
A. verrucosa Isolat AB5A
Halomonas marina, M38242
——Pseudomonas iners, AB021408
A. verrucosa Klone Gamma-Ii
Methylococcus capsulatus, X72771
A. verrucosa Klone Gamma-Ill
Lucina pectinata Kiemensymbionten, X84980
1 A. verrucosa Isolat AB33 ]
Agrobacterium stellulatum, D88520 ]
Aminobacter niigataensis, AJ011761 Alphaproteobacteria
A. verrucosa Klone Alpha-I
A. verrucosa Isolat AB11A
Bacillus subtilis, X60646
A. verrucosa Isolat AB4
Bacillus cereus, AF290554
] A. verrucosa Isolat AB15 |
A. verrucosa Isolat AB30
Micrococcus luteus, M38242 |

Z A. verrucosa Klon Delta-I _
Anaeromyxobacter dehalogenans, AF382400 | Deltaproteobacteria

ﬂverrucosa Klon Nitrospira-I ) )
Nitrospira marina, L35501 Nitrospirae
Cenarchaeum symbiosum, U51469
A. verrucosa Sequenz Crenarch-I Crenarchaeota Archae

o0 Thermoproteus tenax, M35966 ] .

Gammaproteobacteria

Bacteria

Firmicutes

Actinobacteria

Abb. 4.16: Phylogenetischer Stammbaum der Klonsequenzen und Sequenzen der isolierten
Bakterien aus Axinella verrucosa. Ubersicht zur taxonomischen Eingruppierung aller erhalte-
nen Sequenzen. Die Berechnung erfolgte aufgrund der 16S rRNA Sequenzen mit ,neighbor-
joining" und ,parsimony". Der Malf3strich gibt eine 10%ige Sequenz-Differenz an.
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Der Vergleich der erhaltenen Sequenzen mit DNA Datenbanken (NCBI BLAST, Ri-
bosomal Database Project Il) ergab, dass die isolierten Bakterien zu den vier Bakte-
riengruppen y-Proteobakterien (AB5A, AB10), a-Proteobakterien (AB33), Firmicutes
(AB4, AB 11A, AB15) und Actinobakterien (AB30) gehorten (Abb. 4.16, Tab. 4.1).

Die Sequenz des Bakterienisolates AB4 besaR eine 100%ige Ubereinstimmung mit
der von Bacillus cereus und B. mycoides. Die Lange der erhaltenen Sequenz reichte
nicht aus, um das Bakterium einer der beiden Vergleichsarten direkt zuordnen zu
kénnen. Mit einer Sequenziubereinstimmung von 99,88% liel3 sich das Isolat AB11A
als Bacillus subtilis bestimmen. Das dem Isolat AB15 nachst verwandte Bakterium
war Bacillus megaterium (96,12%, Abb. 19 a). Isolat AB10 konnte mit einer Se-
guenzibereinstimmung von 99,66% als Pseudomonas stutzeri bestimmt werden. Als
weiteres Gammaproteobakterium besal? das Isolat AB5A eine hohe Ahnlichkeit zum
Bakterium Halomonas marina (99,64%). Das isolierte Actinobakterium (AB30) besald
im Sequenzvergleich die groRte Ahnlichkeit mit Micrococcus luteus (98,95%, Abb. 19
b). Das isolierte a-Proteobakterium (Isolat AB33) entsprach einem nichtkultivierten

Schwammbakterium in Aplysina aerophoba (99,29%, Hentschel et al. 2001).

Tab. 4.1: Nachstverwandte Bakterien der Isolate aus Axinella verrucosai

Name Lange Nachster Verwandter Prozent Uber- GenBank Ac-
(Basen) einstimmung cession-Nr.
AB4 898 Bacillus cereus 100% AF290554
Bacillus mycoides 100% 784582
AB 5A 862 Halomonas marina 99,64% M93354
AB 10 596 Pseudomonas stutzeri 99,66% AF054933
AB 11A 884 Bacillus subtilis 99,88% X60646
AB 15 830 Bacillus megaterium 96,12% D16273
AB 30 889 Micrococcus luteus 98,95% AF057290
AB 33 904 Alphaproteobakterium aus 99,29% AF218241
Aplysina aerophoba
Roseibium hameliense 95,93% D85836
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4.4 Genetische Diversitat der Bakterienin  Axinella verrucosa

Da sich nicht alle mit Schwammen vergesellschafteten Bakterien isolieren lassen,
wurde die Diversitat der Bakterien mit verschiedenen molekularbiologischen Metho-
den erfasst. Zur méglichst optimalen DNA-Isolation aus den Schwammproben wur-
den verschiedene DNA-Extraktionsmethoden getestet. Die Extraktion mit dem Fast
DNA Kit fir Bodenproben hat sich fur die Schwammproben als die glunstigste Metho-
de herausgestellt, da sie eine gute DNA Ausbeute bei einer hohen Reinheit der DNA
erbrachte. Mit der CTAB-Methode wurde zwar deutlich mehr DNA isoliert, trotz der
teils mehrfachen Reinigung mit Phenol-Chloroform war die DNA aber anschliel3end
immer noch mit Proteinen und Polysacchariden verunreinigt. Bei den anderen getes-
teten DNA-Extraktionskits (vgl. 3.3.1.1) war die DNA-Ausbeute geringer. Da die un-
tersuchte bakterielle DNA nur einen Bruchteil der Gesamt-Proben-DNA ausmachte,
war eine gute Ausbeute und eine saubere DNA fur die weiteren Schritte ent-
scheidend. Die in den Schwdmmen oft in groRen Mengen vorkommenden Sekun-
darmetabolite und das Kollagen des Mesohyls sowie des Spongins kénnen stark
hemmend auf die DNA-Amplifikation wahrend der PCR einwirken (Newton und Gra-
ham 1994, Kim et al. 2000).

4.4 .1 Klonierte bakterielle Diversitatin ~ Axinella verrucosa

Bei den Klonierungsexperimenten der 16S rRNA wurden 134 der gewonnenen Bak-
terienklone durch einen Restriktionsverdau (Abb. 4. 17) charakterisiert und jeweils
Parallelproben der Bakterien mit unterschiedlichen Verdaumustern sequenziert.

Der Grol3teil der untersuchten Klone gehorte zu den drei y-Proteobakterien Clustern,
deren Vertreter sowohl aus den Axinella verrucosa Schwammproben E01-9, E01-16
des Mittelmeeres und aus der Atlantikprobe R01-2 gewonnen wurden. Die Sequen-
zen unterschieden sich deutlich von bisher beschriebenen Sequenzen, so dass sie
keiner bisher bekannten Bakterienart zugeordnet werden konnten. Die Bakterien aus
Cluster Gamma-| hatten die groRte Ubereinstimmung mit einem unkultivierten plank-
tischen Klon aus dem Atlantik (92,94%) und das nachstverwandte Bakterium war

Pseudomonas jessenii mit einer Ubereinstimmung von 87,72% (Tab. 4.2, Abb. 4.18).
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Abb. 4.17: Agarosegel des Klonierungsansatzes der amplifizierten Bakteriensequenzen aus
Axinella verrucosa nach dem 7-fachen enzymatischen Verdau. Es lassen sich funf verschie-
dene Bandenmuster unterscheiden, die den Sequenzen Alpha-lI, Gamma-I bis -11l und Delta-I
entsprechen.

Cluster Gamma-Il besal’3 als nachst ahnliche Sequenz die eines nicht kultivierten
Bakteriums aus antarktischem Sediment (91,3%) und zu dem Bakterium Marichro-
matium purpuratum (87,75%). Auffallig war eine deutliche taxonomische Nahe zu
einer Reihe von symbiontischen Bakterien in den Kiemen verschiedener Muschelar-
ten.

Die Bakterien des Clusters Gamma-Ill hatten als &hnliche Verwandte verschiedene
unkultivierte Bakterien aus den Schwammen Theonella swinhoei und Rhopaloeides
odorabile (Webster et al. 2001b, Hentschel et al 2002). Das nachste bekannte Bakte-
rium war Pseudomonas iners, mit einer Ubereinstimmung der 16S rRNA von 88,61%.
Aus der Schwammprobe E01-16 wurde eine Sequenz (E01-16-3) mit groRter Ahn-
lichkeit zu einem unkultivierten Bakterium aus dem Schwamm Aplysina aerophoba
isoliert (93,05%). Das ahnlichste bekannte Bakterium war Nitrospira marina (88,61%,
Abb. 4.20 a).
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Pseudomonas fragi, D84014
Pseudomonas stutzeri, AF054933
A. verrucosa Isolat AB10
Pseudomonas balearica, AF054936
Pseudomonas gessardii, AF074384
Pseudomonas libanensis, AF057645
Pseudomonas jessenii, AF068259

——— Pseudomonas elongata, AB021368
{ unkultiviertes marines Gammaproteobakterium, AF354595

unkultiviertes marines Gammaproteobakterium, AF354605

A. verruosa Klone Gamma-I: E01-9C-12, E01-9C-42, E01-16-1 2,
R01-2-6, R01-2-7; (98,9-99,8%)
unkultiviertes marines Bakterium, AF382137
r Halomonas marina, M93354
A. verrucosa Isolat AB5A
szomonas pacifica, L42616
Haererehalobacter ostenderis, U78786

——— Pseudomonas iners, AB021408
unidentifiziertes marines Gammaproteobakterium, AB015537
Anodontia phillipiana Kiemensymbiont, L25711
Thyasira flexuosa Kiemensymbiont, LO1575
Codakia costata Kiemensymbiont, L25712
Lucina nassula Kiemensymbiont, X95229
unkultiviertes marines Gammaproteobakterium Sva0071, UGA240986
unkultiviertes marines Gammaproteobakterium Sva0864, UGA240988
Solemya velum Symbiont, M90415
A. verrucosa Klone Gamma-ll: E01-9C-15, E01-9C-54, E01-16 -1,

R01-2-15; (99,4-99,8%)
I: unkultiviertes Gammaproteobakterium, AF424059
unkultiviertes Gammaproteobakterium, AB015248
Thiocapsa roseopersicina, AF112999
Marichromatium purpuratum, AF294029

4|:Methylococcus capsulatus, X72771
Methylococcus thermophilus, X73819
4|:unkultiviertes Gammaproteobakterium, AF424068
A. verrucosa Klone Gamma-lll: E01-9C-9, E01-9C-26, E01-16 -2, E01-16-4, RO1-2-1,
RO1-2-2, R01-2-4, R01-2-17; (99,4-100%)
unkultiviertes Bakterium aus Theonella swinhoei, AF434960
1 unkultiviertes Bakterium aus Theonella swinhoei, AF186433
I unkultiviertes Gammaproteobakterium aus Rhopaloeides odorabile, AF333539
unkultiviertes Bakterium aus Aplysina aerophoba, UBA347044

0,10

Abb. 4.18: Phylogenetischer Stammbaum der Klonsequenzen und Sequenzen der isolierten
y-Proteobakterien aus Axinella verrucosa. Die Berechnung erfolgte aufgrund der 16S rRNA
Sequenzen mit ,neighbor-joining" und ,parsimony"”. Der Mafstrich gibt eine 10%ige Se-
guenz-Differenz an. Der Pfeil fuhrt zur ,outgroup".

In der Klondatenbank von E01-9C traten Sequenzen auf, die den a-Proteobakterien
(E01-9/C4, EO01-9C/5, E01-9C/33) und o&-Proteobakterien (E01-9C23) zugeordnet
werden konnten. Die 16S rRNA des Alphaproteobakteriums besal? nur eine geringe
Ahnlichkeit zu bisher beschriebenen Bakterien. Die groRte Ubereinstimmung mit
87,72% war mit einem unkultivierten planktischen Bakterium aus dem Mittelmeer.
Das genetisch néachstverwandte bestimmte Bakterium war Aminobacter amnivorans
(86,71%). Unter den ahnlichsten Bakterien waren a-Proteobakterien, die aus den
Schwammen Aplysina aerophoba oder Halichondria panicea isoliert wurden (Althoff
et al. 1998, Hentschel et al. 2002, Abb. 20 b).
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a
Bacillus amiliensis, AJ224962

Bacillus licheniformis, X68416
[ A. verrucosa Isolat AB11A

Bacillus subtilis, X60646

| A. verrucosa Isolat AB15
E Bacillus megaterium, D16273
Bacillus simplex, D78478
Bacillus cereus, AF290554
Bacillus mycoides, 284582
' A. verrucosa Isolat AB4
o Bacillus pichinotyi, AF519464
Bacillus cohnii, X76437
Bacillus fastidiosus, X60615
0,01
b
Micrococcus lylae, M38242
F Micrococcus luteus, AF057290
A. verrucosa Isolat AB30

l Arthrobacter rhombi, X15885

001 Arthrobacter sulfureus, X83409

Abb. 4.19: Phylogenetischer Stammbaum der Sequenzen der isolierten Firmicutes (a) und
Actinobakterien (b) aus Axinella verrucosa. Die Berechnung erfolgte aufgrund der 16S rRNA
Sequenzen mit ,neighbor-joining" und ,parsimony". Der Maf3strich gibt eine 1%ige Sequenz-
Differenz an. Der Pfeil fuhrt zur ,outgroup".

Das identifizierte &-Proteobakterium aus einer A. verrucosa Probe des Mittelmeeres
besaR ebenfalls nur eine geringe Ubereinstimmung der ribosomalen RNA mit bereits
beschriebenen Bakterien. Die ahnlichste Sequenz (90,64%) besal’} ein nicht kulti-
viertes aquatisches Bakterium aus mikrobiellen Matten (Holmes et al. 2001) und das
nachstverwandte Bakterium war Anaeromyxobacter dehalogenans mit einer Uber-
einstimmung von 84,05% (Abb. 20 c).

Ein weiterer Mikroorganismus, der nicht bei den Klonierungsanséatzen, sondern erst
nach der Reamplifikationen der DNA aus den SSCP-Gel-Banden nachgewiesen
wurde, ist ein Vertreter der Crenarchaeota. Diese besal eine hohe Ubereinstimmung
der 16S rRNA mit zuvor aus Axinella damicornis (99,37%) und A. verrucosa
(97,81%) beschriebenen Crenarchaeoten aus dem westlichen Mittelmeer (Margot et

al. 2002). Cenarchaeum symbiosum war das nachst verwandte Archaebakterium
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(93,46%), das aus einem Schwamm der Gattung Axinella aus dem Pazifik isoliert
wurde (Preston et al. 1996, Abb. 21).

unkultiviertes Bakterium TK24 aus Aplysina aerophoba, AJ347039
F A. verrucosa Klon E01-16-3
unkultiviertes Bakterium PAWS62 aus Theonella swinhoei, AF186449
— unidentifiziertes aquatisches Bakterium wb1_B21, AF317752
Nitrospira marina, L35501
Nitrospira moscoviensis, X82558
Leptospirillium ferrooxidans, X72852

unidentifiziertes Alphaproteobakterium aus Aplysina aerophoba, AF218241
unidentifiziertes Alphaproteobakterium L348 aus Forcepia sp., AF414887
A. verrucosa Isolat AB33
Alphaproteobakterium NWO0O01 aus Rhopaloeides odorabile, AF295099
unidentifiziertes Alphaproteobakterium MBIC3368 aus Aplysina aerophoba, AF218241
[ Agrobakterium stellatum, D88520
4'_} Roseibium hameliense, D85836
unidentifiziertes marines Alphaproteobakterium, AB015896
—— unidentifiziertes Alphaproteobakterium P708 aus Discodermia sp.
Hyphomonas polymorpha, AJ227813

Marinocaulobacter maris, AJ227802
‘ Aminobacter niigataensis, AJ011761
' Aminobacter amnivorans, AJ011762
Azospirillum parooense, X90760
— Simonsiella muelleri, M59011
R Rhodospirillum salinarum, M59069
unkultiviertes marines Alphaproteobakterium, AF406524
A. verrucosa Klone Alpha-I: E01-9C-4, E01-9C-5, E01-9C-33 (97,1-99,6%)
unkultiviertes marines Alphaproteobakterium, U70683
unkultiviertes Bakterium TKO3 aus Aplysina aerophoba, UBA347025
unkultiviertes marines Alphaproteobakterium, U70679

unkultiviertes marines Alphaproteobakterium, AY033315
]—{ unkultiviertes marines Alphaproteobakterium, AY033313
L unidentifiziertes Bakterium aus Halichondria panicea, UBZ88590

0.10

Desulfacinum subterraneum, AF385080
Geobacter bremensis, U96917

Myxococcus flavescens, AJ233916
Anaeromyxobacter dehalogenans, AF382400
unkultiviertes Deltaproteobakterium, AF424226

unkultiviertes Bakterium PAFB16 aus Theonella swinhoei, AF186420
unkultiviertes Deltaproteobakterium, AF424200

A. verrucosa Klon E01-9C-23

unidentifiziertes aquatisches Bakterium wb1_N15, AF317771

unkultiviertes Bakterium aus Aplysina aerophoba, UBA347048
Candidatus Entotheonella palauensis aus Theonella swinhoei, AF130847

0,10

Abb. 4.20: Phylogenetischer Stammbaum der Klonsequenzen und Sequenzen der isolierten
Bakterien der Gruppen Nitrospira (a), a-Proteobakterien (b) und &-Proteobakterien (c) aus
Axinella verrucosa. Die Berechnung erfolgte aufgrund der 16S rRNA Sequenzen mit ,neigh-

bor-joining" und ,parsimony". Der MalR3strich gibt eine 10%ige Sequenz-Differenz an. Der
Pfeil fhrt zur ,,outgroup”.
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{unidentifizierte Archae C20,U71114
unkultivierte marine Archae, AF052948
Cenarchaeum symbiosum, U51469
crenarchaeoter Symbiont aus A. verrucosa, AF420237

crenarchaeoter Symbiont aus A. damicornis, AF420236

A. verrucosa Archaesequenz E01-6-SR11
A. verrucosa Archaesequenz R01-2-SR36
— Pyrobaculum islandicum, L07511

Thermoproteus tenax, M35966

Abb. 4.21: Phylogenetischer Stammbaum der Sequenzen der Archaebakterien aus Axinella
verrucosa. Die Berechnung erfolgte aufgrund der 16S rRNA Sequenzen mit ,neighbor-joi-
ning" und ,parsimony". Der Maf3strich gibt eine 10%ige Sequenz-Differenz an. Der Pfeil fihrt

Zur ,outgroup".

Tab. 4.2: Taxonomische Einordnung der aus Axinella verrucosa klonierten Bakterien- und
Archae-Sequenzen

Name Lange Nachster Verwandter Prozent Uber- GenBank Ac-
(Basen) einstimmung cession-Nr.

E01-9C-5 1472 | unkultiviertes marines 87,72% AF406524
Alpha-I a-Proteobakterium

Aminobacter amnivorans 86,71% AJ011762
E01-9C-12 1511 | unkultiviertes marines Bakte- 92,94% AF382137
Gamma-| rium

Pseudomonas jessenii 87,72% AF068259
E01-9C-15 1521  |unkultiviertes 91,30% AF424059
Gamma-ll y-Proteobakterium

Marichromatium purpuratum 87,75% AF294029
E01-9C-26 1518 |unkultiviertes 95,76% AF424068
Gamma-lll y-Proteobakterium

Pseudomonas iners 88,61% AB021408
E01-9C-23 1520 |unidentifiziertes aquatisches 90,64% AF317771
Delta- Bakterium

Anaeromyxobacter dehalo- 84,05% AF382400

genans
E01-16-3 411 unkultiviertes Bakterium aus 93,05% UBA347039
Nitrospira-I Aplysina aerophoba

Nitrospira marina 88,61% L35501
E01-6-SR11 321 crenarchaeoter Symbiont aus 99,37% AF420236
Crenarch-| Axinella damicornis

Cenarchaeum symbiosum 93,46% U51469
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4.4.2 Vergleich der Bakterienpopulationen von Axinella verrucosa und Ver-
gleichsschwdmmen mit SSCP und DGGE

Mit Hilfe der Denaturierenden Gelelektrophorese (DGGE) und der Einzelstrang Kon-
formationspolymorphismus Methode (single strand conformation polymorphism,
SSCP) kann die Diversitat der Schwammbakterien von verschiedenen Proben unter-
sucht werden, ohne dass man fir jede der Schwammproben einen aufwendigen Klo-
nierungsansatz durchfihren muss. Neben dem Vergleich der verschiedenen
Schwammproben untereinander, kann man hierdurch auch die aus den Klonierung-

sansatzen erhaltene bakterielle DNA mit der in den Schwammproben nachweisbaren

vergleichen.
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Abb. 4.22: DGGE-Gel mit Axinella verrucosa-Schwammproben und Klon-DNA als Vergleich.
Parallel sind Schwammproben aufgetragen, die direkt mit den DGGE-Primern amplifiziert
wurden und solche die zuvor mit generellen bakteriellen Primern vervielfaltigt wurden
(nested).

65



Ergebnisse

Die DGGE-Analyse (Abb. 4.22) zeigte den Vergleich von vier verschiedenen Axinella
verrucosa-Proben aus dem Mittelmeer und dem Atlantik. Dabei wurde die DNA der
Proben der ersten drei Spuren direkt mit den DGGE-Primern vervielfaltigt und die
DNA der Proben der Bahnen vier bis sechs zuerst mit generellen Bakterienprimern
amplifiziert und die daraus erhaltene DNA anschlielend mit den DGGE-Primern ver-
vielfaltigt. Neben den Schwammproben wurden die Amplifikate der aus A. verrucosa
klonierten Bakterien-DNA aufgetragen.

Alle sechs Schwammproben zeigten konstant drei dicht beieinander liegende Ban-
den (Abb. 22, 1-3). Sie besalRen teils unterschiedliche Intensitaten, waren aber so-
wohl bei den direkt fir die DGGE amplifizierten Proben, als auch bei den zuerst mit
den generellen bakteriellen Primern vervielfaltigten Ansétzen vorhanden. Die ge-
nerellen Bakterienprimer waren die gleichen, die auch fur die Klonierungsansatze
benutzt wurden. Der Ansatz war somit eine Kontrolle, ob bei den Klonierungsansat-
zen und der DGGE potentiell die gleichen Bakterien erfasst werden konnten. Dass
dies der Fall war, zeigen die gleichen Ergebnisse der Proben E01-9 und R0O1-1, die
mit beiden Ansatzen untersucht wurden (die Bezeichnungen EO01-9, E01-16 und
R0O1-2 entsprechen den Schwammprobennummerierungen, Tab. 2.1, die folgenden
Zahlen den DNA-Klonen der Proben). Die Probe E0Q1-16 zeigte neben den drei Ban-
den der anderen Proben eine weitere Bande (4), die nur hier auftrat.

Ein Vergleich mit den DNA-Klonen zeigte, dass jeder Bande der Schwammproben,
die Bande eines DNA-Klons zugeordnet werden konnte. So entsprachen die Banden
1-3 den drei y-Proteobakteriensequenzen aus der Klondatenbank: Bande 1 der Se-
guenz Gamma-I, Bande 2 der Sequenz Gamma-Illl und die dritte Bande Gamma-Il
(Abb. 4.18, Abb. 4.22). Bande 4 der Schwammprobe E01-16 entsprach der DNA-
Klon-Bande E01-9C/4 und liel3 sich anhand der Sequenz als a-Proteobakterium
(Klon Alpha-I) bestimmen. Bei den DGGE-Untersuchungen war das a-Proteobakte-
rium nur in der A. verrucosa Schwammprobe E01-16 nachweisbar, Gber den Klonie-
rungsansatz aber auch in der Probe E01-9 (Abb. 4.20 b).

Bei den SSCP-Untersuchungen zur bakteriellen Diversitat wurden sechs A. verru-
cosa Proben aus dem Mittelmeer und dem Atlantik miteinander verglichen und drei
Vergleichsschwammen und Bakterienklonen gegenibergestellt (Abb. 4.23 a). Die
Banden der A. verrucosa Proben stimmten miteinander tberein, nur die Intensitaten

der Banden variierten. Sie lieRen sich auch wieder den Banden der Klonsequenzen

66



Ergebnisse

zuordnen. Im Vergleich zu den DGGE-Untersuchungen traten nun zwei zusatzliche
Banden auf. Die oberste Bande entsprach der Sequenz des Bakterienklons Delta-I.
In &hnlicher HOhe traten auch Banden bei den Schwammen Acanthella acuta und
Spirastrella cunctatrix auf (Abb. 23 a, 1). Die zweite Bande konnte keinem der Bakte-
rienklone zugeordnet werden (Abb. 23 a, 2).

&
o

— Klone——

Axinella verrucosa EQ1-1

A wverrucosa BE01-8

A wverrucosa BE01-9

A werrucosa ED1-16

A wverrucosa RO1-2
Acanthella acuta EO1-4
Chondrosia reniformis EQ1-3
Spirastrella cunctatriz EOT-13

E01-16/2
E01-16/11

© A verrucosa EO1-6
E01-16/12

A verrucosa E01-9
& werrucosa EO1-9C
A werrucosa EO1-16

 E01-1B43

Abb. 4.23: SSCP-Gel mit verschiedenen Axinella verrucosa-Schwammproben und drei wei-
teren Schwammarten sowie Klon-DNA zum Vergleich (a). Schwache Banden sind mit Balken
markiert. b: Vergleich verschiedener DNA-Isolationsmethoden durch SSCP.
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Der Vergleich von verschiedenen Aufarbeitungen einer Schwammprobe zeigte Un-
terschiede im Bandenmuster bei der SSCP (Abb. 23 b). Bei den Proben E01-9 und
EO01-16 wurde das gesamte Schwammgewebe bei der DNA-Extraktion eingesetzt,
bei Probe E01-9C erfolgte zuvor eine mechanische Isolation des Spongins. Als Er-
gebnis zeigte die Probe mit dem isolierten Spongin eine zusatzliche Bande (Abb. 23
b, Pfeil). Diese Bande lag auf der Hohe des a-Proteobakterien-Klons. Dass auch alle
anderen Banden der Vergleichsproben ausgepragt waren, zeigt dass immer noch
genug Gewebereste an dem isolierten Spongin vorhanden waren, so dass das ge-
samte mikrobielle Spektrum dargestellt werden konnte. Die Kontrolle der DNA-Ex-
traktion nach den Lysierungsschritten an den abgetrennten Zellbestandteilen zeigte,
dass sich mit dem DNA-Farbstoff DAPI immer noch intakte Bakterienzellen im Spon-
gin nachweisen lielRen, wohingegen alle Bakterien des Gewebes aufgelost waren.
Das Spongin stellt somit eine starke Barriere bei der DNA-Extraktion dar. Nur durch
die deutliche Reduzierung der Zahl an Mesohylbakterien durch die Sponginisolation
war die DNA-Konzentration der Bakterien im Spongin ausreichend, um nachweisbar
in der PCR amplifiziert zu werden.

Zur Darstellung von Mikroorganismen aus verschiedenen Domanen wurde ein
SSCP-Ansatz direkt mit den SSCP-Primern Com1 und Com2 angesetzt und parallel
dazu die Schwammproben-DNA zuerst mit dem archaebakterienspezifischen Primer
ARCH20 und mit Com2 vervielfaltigt. Das Produkt daraus wurde mit den SSCP-Pri-
mern amplifiziert (Abb. 4.24, nested). Dabei zeigt sich, dass die A. verrucosa-Banden
die keiner Klonbande zugeordnet werden konnte, einem Archaebakterium entspricht.
Nach der Sequenzierung der reamplifizierten DNA aus dem Polyacrylamidgel zeigte
sich (Abb. 4.24, Bande B), dass die Sequenz mit der eines Crenarchaebakterium aus
Axinella damicornis Ubereinstimmte (Margot et al. 2002). Die Reamplifikation der
DNA der Banden E und F ergab eine Ubereinstimmung mit der Sequenz Gamma-II|
und Bande D mit Gamma-l. Die Sequenz der Bande C hatte als nachsten realen
Verwandten Oceanospirillum linum mit einer Sequenzibereinstimmung von 87,7%.
Die Sequenz der Bande A von Acanthella acuta besaR die groRte Ahnlichkeit mit
dem y-Proteobakterium Halothiobacillus kellyi (89,0% Ubereinstimmung).

Eine DNA-Sequenz erzeugte nicht immer nur eine Bande im Gel. Die Sequenz

Gamma-Illl ergab sowohl in der Schwammprobe, als auch bei den Klonproben meh-
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rere dicht beieinander liegende Banden (Abb. 4.24: E, F, E01-16/2, E01-16/11, RO1-
2/1, E01-9C/9), dagegen besald Klon E01-9C/23 nur eine einzige Bande.
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Abb. 4.24: SSCP-Gel mit verschiedenen Axinella verrucosa und einer Acanthella acuta
Schwammproben sowie mit bakterieller Klon-DNA aus A. verrucosa. Die A. verrucosa

Schwammproben wurden parallel erst mit archaebakterienspezifischen Primern amplifiziert
(nested).
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Die 16S rRNA Gen-Sequenzen der Axinella verrucosa Endobionten sind in der

-EMBL“-Datenbank unter folgenden Nummern hinterlegt:

Klon Accession-Nummer
Alpha-I (E01-9C-5) AJ581348
Gamma-I (E01-9C-12) AJ581349
Gamma-Il (E01-9C-15) AJ581350
Gamma-Il (E01-9C-26) AJ581351
Delta-1 (E01-9C-23) AJ581352
Nitrospira-I (E01-16-3) AJ581353
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4.5 Bestimmung der Bakterien in  Axinella verrucosa durch Fluoreszenz
in-situ Hybridisierung (FISH)

4.5.1 Untersuchung mit doméne- und gruppenspezifisch en Gensonden

Mit verschiedenen spezifischen Gensonden konnten mit der Fluoreszenz in-situ
Hybridisierung Bakterien direkt im Schwammgewebe von A. verrucosa nachgewie-
sen werden. Da die Schwamme und besonders deren Spongin haufig eine deutliche
Eigenfluoreszenz besitzen, waren die benutzten Sonden alle mit dem Fluorochrom
Cy3 gekoppelt. Die Eigenfluoreszenz des Schwammgewebes war bei der Anregung
mit fir Cy3 spezifischem Licht der Wellenlange von 550nm deutlich geringer als bei

jener fur Fluorescein.

Abb. 4.25: Axinella verrucosa: Fluoreszenz in-situ Hybridisierung von Gefrierschnitten mit
der Bakterien-Sonde EUB338 (a) und mit der y-Proteobakterien-Sonde Gam42a (b).

Die Hybridisierung mit der bakterienspezifischen Sonde EUB338 zeigte eine Markie-
rung von ziemlich gleichmaRig im gesamten Gewebe verteilten Bakterien (Abb. 4.25
a). Deren Anzahl war im Vergleich zu anderen untersuchten Schwammen (Friedrich
et al. 1999) relativ gering, sowohl bei den Schwammproben des Mittelmeeres als
auch des Atlantiks. Die y-Proteobakterien spezifische Sonde Gam42a farbte Bakte-
rien im Bereich des Mesohyls, mit teils rundem und teils stabchenférmigem Umriss

(Abb. 4.25 b). Die weiteren getesteten gruppenspezifischen Sonden Beta42a
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(B-Proteobakterien), CF319a (Cytophaga), HGC69a (Actinomyceten), PLA46 (Planc-
tomyceten) und LGC354a (Firmicutes) zeigten keine Markierungen in den
Schwammproben. Die domanespezifische Sonde fur Archaebakterien (ARCH915)
zeigte nur vereinzelte Farbungen.

Mit der Sonde ALF968 (a-Proteobakterien) wurden vereinzelt unizellulare Bakterien
im Interzellularraum markiert (Abb. 4.25 c), allerdings in deutlich geringerer Dichte als
mit der y-Proteobakterien-Sonde. Zudem liel3 sich mit der ALF968-Sonde die myze-
lartige Struktur im Spongin von Axinella verrucosa anfarben. Man erkannte dabei
deutlich die einzelnen aneinander gereihten Zellen, die auch Verzweigungen bildeten
(Abb. 4.26 c). Nicht alle Zellen des Geflechtes wurden gleich intensiv gefarbt, was
einerseits auf unterschiedliche rRNA Gehalte zurlickgefuhrt werden kann, anderer-
seits durch eine blockierende Wirkung des Spongins kommen kdnnte. Die Sonde
markierte die Sponginbakterien sowohl in den Mittelmeer- als auch den Atlantikpro-
ben.

Die d-Proteobakterien-Sonde (SRB385) zeigte neben vereinzelten Markierungen im
Mesohyl auch Farbungen, die auf bestimmte intrazellulare Bereiche beschrankt wa-
ren. Sie lieBen sich nicht in allen Zellen des Mesohyls nachweisen, sondern nur in
meist vereinzelt vorkommenden Zellen, die teilweise aber auch rdumlich eng beiein-
ander lagen (Abb. 4.27). Teils waren dicht beieinander liegende Bakterien in den
Schwammzellen markiert, in anderen Praparaten schienen vakuolenartige Strukturen
als Ganzes gefarbt zu sein.

Die als Negativkontrolle benutzte Sonde NONEUB erbrachte keine Markierung im
Schwammgewebe, wodurch sich unspezifische Markierungen der Sonden aus-
schlie3en liel3en.

Zur Uberprufung des Hybridisierungserfolges, wurden die Praparate parallel mir einer
DNA-Farbung (DAPI) markiert. Die DNA-Farbung bei den filamentbildenden a-Prote-
obakterien im Spongin, zeigte eine auf den zentralen Zellbereich der Bakterien be-
schrankte Markierung (Abb. 4.26 a), wohingegen die Gensonden den gesamten Zell-
bereich markierten (Abb. 4.26 d-e).
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Abb. 4.26: Axinella verrucosa: a: DNA-Farbung der Bakterien im Spongin (DAPI) und ver-
gleichende Hellfeldaufnahme (b). FISH-Markierung der Sponginbakterien mit der Bakterien-
sonde EUB338 an isoliertem Spongin (c) und mit der generierten Sonde Ax5-439 flr die a-
Proteobakteriensequenz aus der Klondatenbank von A. verrucosa an Gefrierschnitten (d-e).
Die Sonde markiert sowohl den schmalen (d), als auch den breiteren Bakterientyp (e) des
mikrobiellen Geflechtes.

4.5.2 Generierung von spezifischen Gensonden fir Axinella verrucosa-Bakte-

rien

Da sich das Sponginbakterium mit der Fluoreszenz in-situ Hybridisierung mit der
ALf968-Sonde als a-Proteobakterium bestimmen liel3, wurde eine Gensonde fur die
bei der Klonierung gewonnene 16S rRNA Sequenz der a-Proteobakterien Cluster
Alpha-1 entwickelt. Des Weiteren wurde eine Sonde fir die Sequenz des &-Proteo-
bakteriums generiert, da die rdumlich begrenzte Lokalisation der Bakterien auf eine
potentielle Assoziation mit den Schwammen hinwies.

Die Sondenberechnung mit dem ARB-Programm ergab fir die Alpha-1 Sequenzen
ein 18 Basen langes Oligonucleotid an der E. coli Position 439. Die potentiellen Fluo-
reszenzeigenschaften der Sonde waren nach Fuchs et al. (1998) der Helligkeits-

klasse Ill zuzuordnen, was der Intensitat der Eubakteriensonde EUB388 entsprach.
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Die entwickelte Sonde wird im Folgenden als Ax5-439 bezeichnet, ihre Sequenz ist
5 -3 CACCGGGGAGGATGATGA. Ax5-439 besall mindestens zwei Basen-Fehl-
paarungen zu allen verglichenen Sequenzen des Datenbankvergleichs (Tab. 4.3).
Dabei handelte es sich bei dem Vergleich mit den determinierten Bakterien um star-

ke Fehlpaarungen (Hugenholtz et al. 2002).

Abb. 4.27: Axinella verrucosa: FISH-Markierung der &-Proteobakterien in den Schwamm-
zellen mit der Sonde SRB385 (Sulfatreduzierende Bakterien, a) und der generierten Sonde
fur den A. verrucosa Klon Delta-1, Ax23-200 (b).

Fur die Testung der Sondenspezifitdt wurden Reinkulturen von Bakterien mit der
ahnlichsten Sequenzen im Sondenbereich hybridisiert. Die Kontrolle erfolgte mit Ace-
tobacter oboediens (DSMZ 11826) und Acetobacter xylinus (DSMZ 2004). Beide
Bakterienarten wurden mit einer Stringenz von 0-45% Formamid in 5% Schritten mit
der Ax5-439 Sonde parallel zu Axinella verrucosa Gewebeschnitten hybridisiert. Bei
den getesteten Bakterien konnten keine Zellen mit der Sonde markiert werden, auch
nicht bei den unstringenten Bedingungen mit 0% Formamid. Sie lieRen sich aber in
Kontrollansatzen mit den Sonden EUB338 und AIf968 markieren (Abb. 4.28). Diese
Ergebnisse zeigten die hohe Spezifitdt der entwickelten Sonde fir das nicht kulti-
vierte a-Proteobakterium in A. verrucosa.

Bei der Hybridisierung der A. verrucosa Schnitte mit der entwickelten Sonde Ax5-439
wurden nur die filamentbildenden Bakterien im Spongin markiert. Bis zu einer Strin-
genz von 35% Formamid (FA) war die Markierung deutlich, bei 40% FA waren nur

noch vereinzelt Bakterien markiert und ab 45% FA konnte keine Farbungen mehr
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nachgewiesen werden. Auch bei den Markierungen mit niedrigerer Stringenz kam es
zu keiner unspezifischen Markierung der anderen Schwammbakterien. Die Sonde
farbte sowohl die fadigen Bakterien im Skelett der mediterranen, als auch der atlanti-
schen Schwammproben von A. verrucosa.

Aus den berechneten Sonden flr die Delta-1 Sequenz, wurde ein 19 Basen langes
Oligonucleotid an der E. coli Position 200 ausgewahlt. Der Datenbankvergleich ergab
fur die Sonde in einem Fall eine starke Fehlpaarung von drei Basen, ansonsten be-
sal3en die Vergleichssequenzen mindestens finf Basenfehlpaarungen (Tab. 4.4). Die
Sequenz der Sonde Ax23-200 ist 5—3" GGCCTCTCGTAGAAGCTAC. Die poten-
tiellen Fluoreszenzeigenschaften der Sonden lagen in der Helligkeitsklasse Il (Fuchs
et al. 1998) und waren somit noch besser als bei der generierten a-Proteobakterien-
sonde. Aufgrund der hohen Basen-Fehlpaarungen zu den nachsten Vergleichsarten

konnte auf die Testung der Sonde mit Vergleichsbakterien verzichtet werden.

Abb. 4.28: Testung der entwickelten Gen-Sonde Ax5-439: Markierungsanséatze der Ver-
gleichsbakterien Acetobacter oboediens (a-c) und Acetobacter xylinus (d-f) mit der a-Proteo-
bakteriensonde ALF968 (a, d) und der neu entwickelten Sonde Ax5-439 (b, e). Die Abbildun-
gen c und f sind die parallelen DNA-Farbungen (DAPI) der Proben in Abbildung b und e.

Mit der Ax23-200 Sonde wurden im Schwammschnitt die gleichen Strukturen, wie mit
der SRB385 Sonde markiert (Abb. 4.27). Eine deutliche Markierung war bis zu einer

Formamid-Konzentration von 35% detektierbar. Bei geringerer Stringenz kam es zu
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keiner unspezifischen Markierung im Schwammgewebe. Wieder wurden die gleichen
Strukturen sowohl in den Mittelmeerschwammen, als auch den atlantischen

Schwammproben markiert.

Tab. 4.3: Liste der ahnlichsten Bakteriensequenzen der Sonde Ax5-439 (mis: Basenunpaa-
rungen, wmis: Gewichtung der Basenunpaarungen, pos. ecoli: Position der Sonde auf der
rRNA nach E. coli Nummerierung).

Name mis. wrmis | ecol ‘CACCGGGGAGGATGATGA'

Paeni baci | | us sp. 2 2,1 185 [UCCUUUUCC- U= g - AAGGCGGAG
Acet obact er oboedi ens 2 |2,6| 439 |AAGCACUUU == U= - CGBAUACCCG
Acet obact er internedi us 2 |2,6| 439 |AAGCACUUU == C= - CGBUACCCG
Acet obact er xyl i nus 2 |2,6| 439 |AAGCACUUU == C - CGAUACCCG
Acet obact er eur opaeus 2 12,6 439 |AAGCACUUU- == C= - CGQUACCCG
Acet obact er entanii 2 |2,6| 439 |AAGCACUUU == C= - CGBAUACCCG
Acet obact er hanseni i 2 |2,6| 439 |AAGCACUUU == C= - CGBUACCCG
Brevundi nonas vesicularis| 2 3 439 |AAAUUCUUU- C===A - CGUUACCCG
Br evundi nonas i nternedi a 2 3 439 |AAAUUCUUU- C===A - CGUUACCCG
Caul obacter henricii 2 3 439 |AAAUUCUUU- C===A - CGUUACCCG
Br evundi nonas di m nuta 2 3 439 |AAAUUCUUU- C===A - CGUUACCCG
Caul obacter segnis 2 3 439 |AAAUUCUUU- C===A - CQUUACCCG
Caul obact er vibri oi des 2 3 439 |AAAUUCUUU- C===A - CGUUACCCG
Phenyl obacterium i mmbile| 2 3 439 |AAAUACUUU- ========= A===A====- CGAUACCCG

Tab. 4.4: Liste der ahnlichsten Bakteriensequenzen der Sonde Ax23-200

pos.
Name mis (wmis | ecoli ‘GGCCTCTCGTAGAAGCTAC’
Leptospirillum

ferrooxi dans 1 3 , 7| 200 |GGAAAGGGA- ======= G===C=====U=- CGCUCCUGG
Rhodococcus erythropolis 5 , 6| 1542 |GUCUGGAAC- G g=G=ga- GAAUCCCQU
Rhodococcus fasci ans 5 , 6| 1542 |GUCUGGAAC- G g=G=ga- GAAUCCCQU
Paeni baci | | us pol ynyxa 5 , 9| 68 |AGUCRAGCG ==Qu=a===========UG CUUCUAUAU
Hal oarcul a vallisnortis 5 , 0] 628 |CAACUGEUC- ===G==CG==g===A====- ACAGCUUGG
Hal oarcul a argenti nensi s 5 , 0] 628 |CAACUGEUC- ===G==CG==g===A====- ACAGCUUGG
Hal oar cul a mari snort ui 5 , 0] 628 |CAACUGEUC- ===G==CG==g===A====- ACAGCUUGG
Hal or ubr obact eri um

| acuspr of undi 5 |5,0| 628 |CAACCCEUC ===G==CG======A==g=- ACAGCUUGG
Leptospirillium

f errooxi dans 2 5 |5,8| 200 |GGAAAGCGA- =======CGA==C=====Uu- CGCCUUAAG
Ect ot hi or hodospira

hal ochl ori s 5 6,2 | 200 |GGGAAAGUG =======NA=UC=====Ca- CGVWGANNN
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4.6 Isolierbare pilzliche Diversitat ausgewéahlter me  diterraner Schwamme

4.6.1 Hyphenpilze

Aus den verschiedenen untersuchten Schwammarten des Mittelmeeres konnte eine
grol3e Zahl an Pilzisolaten gewonnen werden. Diese gehorten tiberwiegend zu den in
terrestrischen Habitaten verbreiteten Gattungen Acremonium, Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Emericella, Fusarium, Penicillium, Phoma, Trichoderma und Verticil-
lium. Ein Teil der Pilze blieb auf den gewahlten Medien steril und konnte somit durch
morphologische Methoden nicht naher charakterisiert werden. Es wurden verschie-
dene Hefen isoliert, die taxonomisch nicht weiter bearbeitet wurden. Aufgrund der
unterschiedlichen Farbe und Oberflachenbeschaffenheit der Kolonien lieRen sich
aber verschiedene Morphotypen voneinander trennen. Aus den Wasser- und Sedi-
mentproben aus der direkten Nachbarschaft der Schwamme, wurden neben den aus
ihnen isolierten Pilzen noch weitere Arten isoliert. Die wenigsten Pilze lieRen sich aus
den Schwdmmen Oscarella lobularis und Haliclona valliculata isolieren, die meisten
aus Leuconia aspera (Abb. 4.29). Eine Korrelation zwischen der Zahl der Isolate und
der Entfernung der Probenorte von der Kiste und ihrer Wassertiefe konnte nicht ge-
macht werden. Es wurden ausschlie3lich verschiedene Seewassermedien fir die
Pilzisolation verwendet, da Pilze selektiv kultiviert werden sollten, die auch in ent-
sprechendem Milieu wachsen und somit auch tatséchlich in dem marinen Lebens-
raum existieren kénnen.

Bei den Laborkontrollen zur Erfassung von Luftkeimen wéahrend der Pilz-Isolation
und Kultivierung wurden nur sehr vereinzelt Pilze nachgewiesen, so dass die erhal-
tenen Pilze aus den Schwammproben selber stammten.

Die Sterilisierungsansatze des Schwammgewebes mit Na-Hypochlorid-Losung oder
Ethanol vor der Isolation erbrachten keine besondere Selektion von eventuell asso-
Ziierten Pilzen. Wenn Pilze auftraten, dann waren es die gleichen Arten wie bei den
Ansatzen ohne Sterilisation. Die Sterilisierung bewirkte aber eine deutliche Reduzie-
rung an Pilzisolationen. Nach einer mehrmindtigen Sterilisation konnten keine Pilze

mehr aus den Gewebeproben isoliert werden.
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Pilzisolate

Abb. 4.29: Vergleich der kultivierten Pilzisolate aus verschiedenen Schwammarten vor Elba
(2000).

4.6.2 Pilzdhnliche Protisten

Pilzéhnlichen Protisten (heterotrophe Chromista), die friher auch als ,niedere Pilze*"
bezeichnet wurden, konnten aus dem Schwammgewebe, dem Umgebungswasser
und dem Sediment isoliert werden. Dabei traten Vertreter aus den drei obligat mari-
nen Gattungen Thraustochytrium, Schizochytrium und Labyrinthula auf (Labyrinthu-
lomycota, Labyrinthulamycetes). Eine Gegenuberstellung der Isolationen aus dem
Schwammgewebe und dem Umgebungswasser ist in Tab. 4.5 dargestellt. Im Stand-
ortwasser aus der direkten Umgebung der beprobten Schwamme waren, bis auf die
Hamigera hamigera-Probe, regelmallig Labyrinthulamyceten zu finden. Auch im
Spulwasser (vgl. 3.2.1) traten regelmal3ig pilzahnliche Protisten auf. Das aus den
Schwammkanélen gepresste Wasser (Presswasser) wies noch einige Thrausto-
chytrien auf. Dagegen konnten aus den Gewebeproben keine Labyrinthulamyceten
isoliert und in Kultur genommen werden. Bei den homogenisierten Schwammproben
lieBen sich in einigen Proben noch pilzahnliche Protisten finden. Die Gegeniberstel-
lung der verschiedenen Kultivierungsansatze zeigte, dass die Labyrinthulamyceten

nicht eng mit den Schwammen assoziiert waren und sich leicht aus den Schwammen
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auswaschen lie3en. Es waren zudem die gleichen Arten, die sich auch im Umge-

bungswasser finden liel3en.

Tab. 4.5: Isolierte pilzdhnliche Protisten aus dem Umgebungswasser und verschiedenen
mediterranen Schwammarten.

Schwammart Spllwasser |Presswasser| Gewebe [Homogenisat Standortwasser
Ircinia fasciculata Thraust., Schizo. Thraust.

Chondrosia reniformis|Thraust., Schizo. Thraust. Thraust., Schizo.
Axinella damicornis  |Schizo. Thraust. Thraust. Thraust., Schizo.
Agelas oroides Thraust. Thraust. Thraust. Thraust.

Acanthelle acuta Thraust. Thraust. Thraust.

Spongia officinalis Thraust. Thraust. Thraust.

Hamigera hamigera |Thraust. Thraust.

Petrosia ficiformis Thraust., Schizo. Schizo. Thraust., Schizo., Laby.

Thraust.: Thraustochytrium spp.
Schizo.: Schizochytrium aggregatum
Laby.: Labyrinthula spp.

4.6.3 Neue Sekundarmetabolite aus schwammisolierten Pilzen

Einige der isolierten Pilzstdmme wurden mit Hilfe von Kooperationspartnern auf ihre
Sekundarmetabolite hin untersucht. Die aufgefiihrten Beispiele erfolgten in Zusam-
menarbeit mit Gerhard Lang aus der Arbeitsgruppe von Prof. Bringmann, Universitat
Wirzburg.

Der Ascomycet Emericella variecolor, isoliert aus dem Schwamm Haliclona vallicu-
lata, produzierte nach Anzucht auf Wickerham Flissigmedium die bereits bekannten
Verbindungen Stromemycin, Shimixanthon und 7-Hydroxyemodin. Zusatzlich konn-
ten die zwei bisher nicht beschriebene Metabolite Evariquinone und Isoemericellin
nachgewiesen werden (Bringmann et al. 2003a).

Aus Chondrosia reniformis, Ircinia fasciculata und Ircinia sp. wurden mehrere Penicil-
lium chrysogenum Stamme isoliert, die unter anderem Sorbicillacton-A, -B, -C und -
D, einige neuartige Alkaloide produzierten. Kultivierungsexperimente mit Medien ver-
schiedener Salinitat zeigten, dass die Produktion der Sorbicillactone salzabhangig

war. Bei NaCl-Konzentrationen von 10-30%o. fiel die Sorbicillacton A- und B-Produk-
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tion hoher aus als bei der Kultivierung der Pilze auf Leitungswassermedien, wo Sor-
bicillacton-A gar nicht mehr produziert wurde. Die Sorbicillacton-B Konzentration
stieg stetig mit der Erhéhung der Salinitat. Im Gegensatz dazu wurden Sorbicillacton-
C und -D besonders bei der Kultivierung der P. chrysogenum Isolate auf Leitungs-
wassermedium gebildet und ihre Produktion war bei einer Salinitdt von 10%. schon
stark reduziert (Abb. 4.30, Bringmann et al. 2003b).
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Abb. 4.30: Kultivierungsansatz von Penicillium chrysogenum bei verschiedenen Salinitaten
des Mediums und der davon abhéngigen Sekundarmetabolitproduktion.
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5 Diskussion

5.1 Mikrobielle Epi- und Endobionten verschiedener Schwammspezies

5.1.1 Mikrobielle Besiedlung der Schwammoberflache

Alle Oberflachen im Meer sind der Besiedlung von Mikroorganismen und anderer
Epibionten ausgesetzt (Becerro et al. 1994). Nach einer Anlagerung von Makromole-
kulen sind die Bakterien meist die ersten Organismen, die sich an diesen Flachen
etablieren kbnnen und die Basis fir die weitere Besiedlung durch Eukaryoten schaf-
fen (Wahl 1989). Sie scheiden eine Matrix aus schleimigen extrazellularen Polyme-
ren aus, in der sie immobilisiert werden und die ihnen ein geschiitztes Habitat bietet
(Decho 2000).

Die Oberflachen der untersuchten Kieselschwdmme waren bakterienfrei oder nur
vereinzelt mit Mikroorganismen besiedelt. Dies weist auf kolonisierungshemmende
Mechanismen der untersuchten Kieselschwdmme hin, so dass kein Bakterienfilm
aufgebaut werden kann. Andererseits ist ein bakterieller Film nicht immer die Bedin-
gung fur eine weitere Besiedlung (Bakus et al. 1990), so zeigten die untersuchten
Axinella verrucosa und A. damicornis eine bakterienfreie Oberflache, waren aber re-
gelmaliig von der Krustenanemone Parazoanthus axinellae besiedelt.

Schwamme besitzen verschiedene Mechanismen gegen den Oberflachenbewuchs.
Neben dem Aufbau schitzender Schleimschichten, kann die &uf3erste Gewebs-
schicht periodisch abgeldst oder auch eine grol3e Anzahl an bioaktiven Substanzen
als Antifoulingschutz freigesetzt werde (Thompson et al. 1985, Barthel und Wolfrath
1989, Assmann et al. 2000). Dabei ist die chemische Verteidigung die wirksamste
Waffe der Schwamme gegen eine Besiedlung.

Der mogliche Schutz durch Antifouling-Substanzen ist nicht immer konstant, da die
Sekundarmetabolitenproduktion durch die Standortbedingungen, den Fral3druck, das
Alter oder andere intraindividuelle Variabilitdten beeinflusst wird (Thompson et al.
1985, Becerro et al. 1994). Axinella verrucosa und Chondrosia reniformis zeigten bei
den vorliegenden Untersuchungen eine bakterienfreie Schwammoberflache, was zu-
vor bereits von Crambe crambe beschrieben wurde (Becerro et al. 1994). Bei diesen

Untersuchungen zeigte Ircinia fasciculata einen ausgepragten Bewuchs mit Bakteri-
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en und Algen, wohingegen diese Art bei den eigenen Untersuchungen zwar Algen
aber nur eine geringe bakterielle Besiedlung aufwies. Tsoukatou et al. (2001) haben
verschiedene antibakterielle Verbindungen aus mehreren mediterranen Ircinia-Arten
isoliert, was fur eine gute chemische Verteidigung der Vertreter der Gattung spricht.
Allerdings ist Uber die biologische Wirkung der antibakteriellen Substanzen der
Schwdmme am Standort erst wenig bekannt, da der Grof3teil der Tests mit terrestri-
schen oder humanpathogenen Bakterien durchgefuhrt wurde und nicht mit solchen
aus dem gleichen Lebensraum (Bergquist und Bedford 1978, Bakus et al. 1990).
McCaffrey und Endean (1985) und Thompson et al. (1985) beschreiben, dass
Schwdmme mit antibakteriellen Eigenschaften generell frei von Aufwuchs sind.
Bergquist und Bedfort (1978) fanden, dass Gram negative Bakterien von Schwam-
men besonders inhibiert wurden, Amade et al. (1982) beschrieben eine gleichgrolRe
Unterdrickung von Gram positiven Bakterien.

Im Gegensatz zu den Kieselschwdmmen, wiesen die untersuchten Kalkschwamme
Sycon raphanus und Leuconia aspera einen dichten Besatz mit Mikroorganismen
und Algen auf. Aus den Calcarea konnten bisher auch nur in deutlich geringerem
Maf3e antibiotische Substanzen nachgewiesen werden (Schmitz 1994, Kelecom
2002), was flr einen geringeren Antifoulingschutz spricht. Nur hier konnten die einzi-

gen potentiellen Pilzstrukturen auf der Schwammoberflache aufgezeigt werden.

5.1.2 Mikrobielle Besiedlung des Schwammgewebes

Die Beobachtungen im Gewebe der ausgewdahlten systematisch und morphologisch
verschiedenen Schwamme zeigten artspezifische Unterschiede in ihrer bakteriellen
Besiedlung. Sie lieRen sich in zwei Gruppen aufteilen, auf der einen Seite die Arten
mit mehreren verschiedenen Bakterientypen und einem dichten Mesohyl und auf der
anderen Seite die Schwamme mit einem eher locker strukturierten Interzellularraum,
in dem nur ein oder wenige Bakterientypen vorkamen. Diese Unterschiede fanden
auch Vacelet und Donadey (1977) bei den von ihnen untersuchten Schwammen, so
dass die Morphologie einen grundlegenden Einfluss auf die mikrobielle Besiedlung

ausubt.
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In Chondrosia reniformis, Agelas oroides, Ircinia variabilis und Spirastrella cunctatrix
kamen &ahnliche Bakterien vor, deren ubereinstimmende Arten man als potentielle
Bakterien des Umgebungswasser deuten kann. Andererseits wurden aber schon
phanotypisch gleiche Bakterien in verschiedenen Schwammarten nachgewiesen, die
nicht mit den Arten des Umgebungswasser Ubereinstimmten, aber sowohl in mediter-
ranen als auch in Schwammen vom Great Barrier Reef nachgewiesen wurden (Wil-
kinson et al. 1981). Die Aussagefahigkeit von reinen morphologisch-taxonomischen
Vergleichen ist allerdings limitiert. Grabowski (2002) fand hingegen, mit mole-
kularbiologischen Methoden, die gleichen Actinomyceten sowohl im Schwamm Hali-
chondria panicea als auch im Umgebungswasser.

Miller et al. (1981) beschrieben Lectine aus dem Schwamm Halichondria panicea,
die eine wachstumsfordernde Wirkung auf aus den Schwammen isolierte Bakterien
ausibten. Sie schlossen daraus, dass sie fur die spezifische Assoziation von Bakte-
rien mit bestimmten Schwammen verantwortlich sein konnten. Ein solches System
konnte bei den intrazellularen Bakterien der untersuchten Schwamme Axinella verru-
cosa, Acanthella acuta, Anchinoe tenacior und Clathrina clathrus wirken. In ihnen
konnten sich nur wenige Bakterientypen etablieren.

Mehrere der in den mediterranen Schwammproben nachgewiesenen Bakterientypen
wurden zuvor schon aus denselben Schwammarten beschrieben. So stimmen einige
Morphotypen in Agelas oroides mit Beschreibungen aus A. oroides vor Marseille U-
berein (Vacelet und Donadey 1977). Sara et al. (1973) fanden hingegen nur einen
Bakterientyp in der Schwammart. Die in den Elba-Proben beobachteten intrazellul&-
ren Vakuolen, die im Vergleich zum Mesohyl unterschiedliche Bakterientypen besa-
Ben, wurden jedoch nicht erwdhnt. Vacelet und Donadey (1977) haben auch in A-
canthella acuta und Axinella damicornis nur vereinzelte Bakterien im Mesohyl ge-
funden. Sie beschrieben jedoch keine bakteriengefillten intrazellularen Vakuolen und
filamentbildenden Bakterien im Sponginskelett, wie bei den hier prasentierten Unter-
suchungen. Die Beschreibungen der Mesohylbakterien aus Axinella damicornis
stimmen mit denen der Elba-Proben tberein. Uber die mikrobiellen Endobionten von
Spirastrella cunctatrix und Anchinoe tenacior gab es bisher keine ultrastrukturellen
Untersuchungen.

Besonders auffallig sind die spirillenformigen Bakterien in C. clathrus. In den unter-

suchten Chondrosia reniformis, Acanthella acuta, Axinella verrucosa und Agelas
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oroides vom selben Standort konnten dagegen keine spirillenformigen Bakterien im
Mesohyl nachgewiesen werden. Das weist auf eine spezifische Selektion dieses
Bakterientyps durch den Schwamm hin, so dass eine Assoziation zwischen den Bak-
terien und dem Schwamm sehr wahrscheinlich ist. Sara et al. (1973) und Burlando et
al. (1988) fanden konstant spirillenformige Bakterien in Clathrina cerebrum und in
einigen C. clathrus Spezies an der franzdsischen Mittelmeerkiste. Es ist erstaunlich,
dass dieser Bakterientyp in verschiedenen Schwammarten einer Gattung dominiert.
Bei Chondrosia reniformis befand sich der Grof3teil der Bakterien im Bereich der Kra-
gengeil3elkammern, am Hauptort der Bakterienaufnahme ins Schwammgewebe, an
dem eine gute Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen aus dem Wasser vorliegt
(Hartman 1983). Die Schwamme sind im Vergleich zur Umgebung sehr néahrstoff-
reich, sie konzentrieren organische Verbindungen aus der Wassersaule und liefern
stickstoffhaltige Exkretionsprodukte, die von den Bakterien genutzt werden kénnen
(Santavy und Colwell 1990). Als Anpassung an diesen Lebensraum kénnen die
schwammassoziierten Bakterien eine grol3e Bandbreite an verschiedenen Substra-
ten umsetzen (Santavy et al. 1990). Schwdmme beherbergen nicht nur eine eigene
mikrobielle Gemeinschaft, sie beeinflussen auch die Bakterienzusammensetzung im
umgebenden Sediment (Soltwedel und Vopel 2001).

In den bakterienreichen Schwammarten Chondrosia reniformis, Agelas oroides, Irci-
nia fasciculata und Spirastrella cunctatrix traten deutlich h&ufiger phagocytierte Bak-
terien in den Schwammzellen auf, wie dies auch Vacelet und Donadey (1977) bei
ihren Untersuchungen beschrieben. Diese Bakterien entsprachen den Arten des Me-
sohyls und schienen eine bedeutende Nahrungsquelle der Schwammzellen zu sein.
Dagegen waren bei Axinella verrucosa, Acanthella acuta, Agelas oroides und Anchi-
noe tenacior nur vereinzelt Bakterien im Mesohyl zu finden, die auch seltener in Nah-
rungsvakuolen der Archaocyten nachweisbar waren. Wilkinson et al. (1984) be-
schrieben die Fahigkeit der Schwamme zwischen Nahrungsbakterien und Symbion-
ten unterscheiden zu kdnnen. Sie fanden Bakterien mit Schleimkapseln nie in Pha-
gosomen und postulierten deshalb, dass diese Kapseln einen Schutz vor ihrem Ver-
dau darstellen. Friedrich et al. (1999) berichteten vom gleichen Phanomen beim
Schwamm Aplysina cavernicola. Tatsachlich bilden verschiedene pathogene Mikro-
organismen Schleimkapseln, die eine Anheftung an den Wirt fordern oder auch das

Erkennen der Bakterien durch phagocytierende Zellen des Immunsystems verhin-
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dern (Madigan et al. 2000). Bakterien mit einer Schleimkapsel (vgl. 4.1.2, Typ A) tra-
ten auch in verschiedenen der hier untersuchten Schwammen auf. Diese wurden
aber ebenfalls von den Schwammzellen aufgenommen und verdaut. Die gefundene
Teilungsaktivitat der Bakterien im Schwammgewebe zeigt an, dass diese physiolo-
gisch aktiv waren.

Symbiontische Mikroorganismen werden als vorteilhaft fur den Schwamm angese-
hen, wie diese aber ihre Anzahl kontrollieren ist noch unbekannt (Rutzler 1988). Ge-
gen nicht symbiontische Bakterien und andere Eindringlinge kénnen sich Schwamme
durch Phagocytose durch die Archéaocyten oder die Bildung von kollagenen Barrieren
und Kapseln schitzen (Cheng et al. 1968a, 1968b). Seit einiger Zeit ist schon eine
Zellkommunikation zwischen Bakterien, das sogenannte ,quorum sensing” bekannt,
das unter anderem an der Etablierung von Bakterienfilmen beteiligt ist (Whithead et
al. 2001). Joint et al. (2002) konnten erstmals zeigen, dass ein solches System auch
zwischen Prokaryoten und Eukaryoten existiert. Fur die Symbiosen bei Schwammen
kénnte ein solches System die Selektierung und Proliferation der Bakterien im
Schwammgewebe steuern.

Wie zuvor berichtet (vgl. 5.1.1), bilden viele Schwamme antibiotische Metabolite ge-
gen den Bewuchs ihrer Oberflachen. Aus Kalkschwammen, wie C. clathrus, sind bis-
her wenige chemische Abwehrmechanismen beschrieben worden (Kelecom 2002),
trotzdem kommt es hier zu einer deutlichen Selektion bei den Spirillen im Mesohyl.
Trotz der meist bakterienfreien Oberflache der untersuchten Schwdmme sind im Me-
sohyl verschiedene Bakterienarten zu finden. Dies kann darauf zurtickgefuhrt werde,
dass die Bakterien entweder resistent gegen die chemischen Abwehrmechanismen
der Schwamme sind oder die biologisch aktiven Stoffe nur an der Schwammoberfla-
che freigesetzt werden. Die Produktion von toxischen Substanzen und ihre Abgabe
an das AulRenmedium wurde mehrfach gezeigt. Meist sind die ,spherulous cells*
daran beteiligt, die im Ektosom nahe der Schwammoberflache und am Oscularrohr,
der Ausstromoffnung des Kanalsystems, zu finden sind (Bergquist 1978, Walker et
al. 1985, Becerro et al. 1997, Gillor et al. 2000). Uriz et al. (1996) konnten bei Cram-
be crambe zeigen, dass die ,spherulous cells* an die Schwammoberflache wandern
und dort die Metabolite aus ihren Vakuolen entlassen. Andererseits wurde eine Spo-
renbildung von Bakterien im Mesohyl als Reaktion auf Abwehrmechanismen des

Schwamms Chondrilla nucula beobachtet (Gaino und Pronzato 1987).
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Im Schwammgewebe konnten weder Hyphenpilze noch Hefen oder pilz&hnliche Pro-
tisten nachgewiesen werden. Allerdings waren Konidien im Gewebe, die den isolier-
ten Pilzarten entsprechen und daher auch als Ursprung der isolierten Pilze angese-

hen werden kénnen.

5.2 Bakterielle Endobionten von  Axinella verrucosa

5.2.1 Bakterien des Mesohyls

Die wenigen und einheitlichen Bakterien des Mesohyls von Axinella verrucosa ent-
sprechen den vorherigen Beschreibungen von Axinella damicornis (Vacelet und Do-
nadey 1977). Dabei werden stabformige Bakterien im Interzellularraum beschrieben,
jedoch keine Bakterien im Spongin. Bei den eigenen Untersuchungen war die Be-
siedlung identisch. Sowohl bei den Schwammproben um Elba, als auch aus dem At-
lantik vor Roscoff zeigten sich die gleichen Morphotypen. Dagegen beschrieben
Margot et al. (2002) mit elektronenmikroskopischen Methoden eine grol3e Diversitat
an Bakterien im Mesohyl von A. verrucosa, A. damicornis und A. sp. und finden keine
Anzeichen fur einen haufig oder regelmallig vorkommenden Morphotyp im Mesohyl
dieser Schwamme.

Die sonst nahe der Schwammoberflache auftretenden ,spherulous cells* waren bei
den Untersuchungen von A. verrucosa auch regelméfi3ig im Mesohyl zu finden. Damit
kénnte die Freisetzung der Metabolite aus diesen Zellen fir die beobachtete geringe
Bakterienzahl im gesamten Schwammgewebe verantwortlich sein.

Die Bakterien des Mesohyls sind offensichtlich nicht in der Lage das Spongin, wie
das fadige Bakterium, zu durchwachsen. Sie waren in keinem der untersuchten
Schwamme darin nachzuweisen und zeigten bei den enzymhistochemischen Unter-

suchungen keine Kollagenaseaktivitat.

86



Diskussion

5.2.2 Filamentbildendes a-Proteobakterium im Sponginskelett

Mikroorganismen wurden zuvor schon im Spongin verschiedener Schwammarten
nachgewiesen (Rutzler 1988, Gaino und Pronzato 1989, Gaino et al. 1992, Vacelet
et al. 1994, Margot et al. 2002). Dabei stammen die meisten Beschreibungen von
verschiedenen Schwammepidemien im Mittelmeer und in der Karibik (Smith 1941,
Gaino und Pronzato 1989, Gaino et al. 1992, Vacelet et al. 1994). Die Ursache dafur
waren einzellige Bakterien, die das Spongin durchwuchsen und leere Kanéle darin
zurtcklieRen. Besonders betroffen waren die kommerziell genutzten Schwammgat-
tungen Spongia und Hippospongia, was den Schwammfischern grof3e finanzielle
EinbuRen erbrachte. Von dem bakteriellen Befall waren aber auch andere Arten wie
Petrosia ficiformis, Ircinia variabilis und Anchinoe paupertas betroffen (Smith 1941,
Gaino und Pronzato 1989, Gaino et al. 1992).

Die Erkrankung begann mit der Ausbildung eines hellen Bakterienfilms auf der
Schwammoberflache, gefolgt vom Befall des Spongins, in dessen Folge das
Schwammgewebe aufgeltst wurde. Bei einigen untersuchten Agelas oroides und
Ircinia Proben kam es dabei nur zu einer Invasion des Spongins und nicht zur Aufl6-
sung des umgebenden Gewebes (Lauckner 1980, Vacelet et al. 1994). Die betroffe-
nen Schwamme konnten durch Abkapselung des betroffenen Gewebes bei nicht zu
starkem Befall regenerieren (Gaino et al. 1992). Dabei ist nicht klar, ob die Spongin
durchbohrenden Bakterien stark proliferierende Symbionten darstellten, wie es fur
symbiontischen Cyanobakterien im Schwamm Geodia papyracea nachgewiesen
wurde (Rutzler 1988) oder es sich um Arten handelte, die den Schwamm neu befal-
len haben (Gaino und Pronzato 1989).

Webster et al. (2002) konnten ein Spongin durchbohrendes Bakterium isolieren und
es als a-Proteobakterium bestimmen. Nach der Infektion von gesunden Schwammen
mit dem Bakterium befielen diese das Spongin, wobei leere Gange darin zurtickblie-
ben. Das a-Proteobakterium zeigte auch in vitro eine Kollagenaseaktivitat.

Auffallig an den Schwammerkrankungen im Mittelmeer und der Karibik war, dass nur
Schwamme bis zu einer Wassertiefe von 30-40m betroffen waren, woraus auf eine
erhohte Wassertemperatur als Ausloser der Epidemien geschlossen wurde (Vicente
1989, Peters 1993). Hummel et al. (1988) zeigten, dass eine erhthte Temperatur

und niedrigere FlieBgeschwindigkeit des Wassers zu einer Invasion von Bakterien
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aus dem umliegenden Sediment und Umgebungswasser in Halichondria panicea
fuhrte, die vorher nicht im Gewebe gefunden wurden. Im Sommer 1999 gab es auf-
grund aufRergewdhnlich hoher Wassertemperaturen ein Massensterben von Inver-
tebraten zwischen der Kuste vor Marseille bis hin zur Insel Elba, bei dem die betrof-
fenen Schwamme innerhalb von zwei Tagen starben und nur noch das Sponginske-
lett Gbrig blieb (Perez et al. 2000).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Schwamme mit bakteriellen
Sponginbesiedlern zeigten jedoch keine Anzeichen einer Erkrankung. Sie wiesen
weder Locher im Spongin, noch ein geschadigtes Gewebe oder Bakterienfilme auf
der Schwammoberflache auf. Zudem zeigten sowohl die morphologischen als auch
die molekularbiologischen Untersuchungen mit SSCP, dass der Bakterienbesatz der
untersuchten Exemplare von A. verrucosa sowohl an den verschiedenen Mittel-
meerstandorten um die Inseln Elba und Giglio, als auch bei den Atlantikproben vor
Roscoff konstant waren, was ebenfalls gegen eine lokale Erkrankung der Axinella
verrucosa Populationen spricht. Obwohl die Kiste um Elba stark vom Invertebra-
tensterben im Jahr 1999 betroffen war (Perez et al. 2000, C. Lott und A. Spohr, In-
stitut fur Meereswissenschaften ,Hydra“ auf Elba, personliche Mitteilung) stellt die
hier gefundene Besiedlung von A. verrucosa, sowie A. damicornis, Agelas oroides,
Acanthella acuta und Anchinoe tenacior offensichtlich keine Erkrankung dar, da die-
ses Phanomen uber einen Zeitraum von drei Jahren untersucht wurde, ohne eine
Beeintrachtigung der Schwamme nachweisen zu kénnen. Ubereinstimmende Mikro-
organismen im Spongin, die keinen negativen Einfluss auf die Schwamme ausubten,
wurden auch in verschiedenen Axinella-Arten an der spanischen Mittelmeerkiste
gefunden (Margot et al. 2002).

Der Halterungsansatz von Axinella verrucosa bei erhéhten Wassertemperaturen
fuhrte weder zu einer Ausbreitung der Bakterien im Spongin, noch zu einem Uber-
greifen auf das benachbarte Gewebe und dessen Zerstérung. Dies spricht ebenfalls
gegen eine pathogene bakterielle Besiedlung. Axinella damicornis, der bei den Un-
tersuchungen auch das filamentdése Bakterium im Spongin aufwies, ist ein schlecht
kultivierbarer Schwamm mit einer sehr geringen Regenerationsfahigkeit (Pronzato et
al. 1999). Ein pathogener Befall wirde sich somit sehr schnell im gestdrten Aufbau

des Gewebes widerspiegeln. Dies wurde nicht beobachtet.
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Filamentbildende Mikroorganismen wurden bei einer karibischen Schwammepidemie
im Ubergangsbereich vom geschadigten zum intakten Gewebe gefunden, wobei sie
haufig bischelartig auf dem Spongin vorkamen. Die Organismen konnten nicht zwei-
felsfrei taxonomisch eingeordnet werden, wurden dann aber als Pilze beschrieben
(Dosse 1940, Smith 1941). Im Spongin von Mycale laxissima kommen die fa-
denférmigen Algen Ostreobium cf. constrictum und Acrochaetium spongicolum vor.
Sie 16sen dort aber nicht das Spongin auf, wie die oben genannten Bakterien und
das filamentbildende Bakterium in Axinella verrucosa, sondern driicken die Kolla-
genfasern zum Durchwachsen auseinander (Rutzler 1988). Margot et al. (2002), die
ebenfalls fadige Bakterien in verschiedenen Axinella-Arten fanden, konnten sie je-

doch nicht in einem der weiteren untersuchten 15 Schwammarten nachweisen.

Es gibt zwei Arten von Schwammkollagen: erstens das filamentése Kollagen des
Mesohyls, das dem Kollagen der Basalmembranen bei Saugetieren sehr &hnlich ist
und zweitens das fasernbildende Kollagen des Spongins (Bergquist 1978, Simpson
1984, Boute et al. 1996). Das Kollagen enthalt neben verschiedenen Sacchariden
und Schwefelverbindungen eine Vielzahl an Aminosauren, wobei der Gehalt von Art
zu Art variiert, Glycin und Glutaminsaure aber haufig den gréf3ten Anteil stellen (Ro-
che und Eysseric-Lafon 1951, Gross et al. 1956, Swatschek et al. 2002). Das Spon-
gin ist sehr proteaseresistent und unempfindlich gegen Trypsin, Pepsin und Kolla-
genasen und lasst sich nur schwer durch Sauren I6sen (Junqua et al. 1974, Garrone
1978). Bei einigen humanpathogenen Bakterien wurde eine Kollagenase-Bildung
nachgewiesen. Diese Mikroorganismen sind oft anaerob und kénnen sich dieses
sauerstoffarme Milieu auch selber schaffen (Shimizu et al. 2002). Einige davon, wie
Bacillus subtilis, weisen eine hohe Salztolleranz oder eine dunkle Pigmentierung auf,
wie sie auch die Sponginbakterien in A. verrucosa zeigten. Andere sind auf die Auf-
nahme von Aminosauren angewiesen, die auch im Schwammspongin verfligbar sind
(Harrington 1996, Tran und Nagano 2002). Wilkinson et al. (1979) beschrieben eine
anaerobe Kollagendigestion einiger Bakterien aus verschiedenen Schwammarten.
Die von ihnen parallel aus dem Umgebungswasser isolierten Bakterien besaf3en die-
se Fahigkeit nicht. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen lokale

Kollagen-Auflésung der Bakterien in Chondrosia reniformis fanden auch Wilkinson et
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al. (1979). Die Autoren konnten den schwammeigenen Bakterien eine Funktion beim
Kollagenrecycling und Umbau des Schwammgewebes zusprechen.

Die Kathepsin B-Markierung zeigte, dass auch das fadige Bakterium im Spongin von
Axinella verrucosa eine Kollagenaseaktivitat besitzt. Streptococcus pyogenes produ-
ziert einen Virulenzfaktor mit einer groBen Ahnlichkeit zu Kathepsin B (Kagawa et al.
2000). Andere Virulenzfaktoren bewirken eine Anlagerung von fibrindsem Material
auf invasiven Mikroorganismen und schitzen diese somit vor Angriffen durch Wirts-
zellen (Madigan et al. 2000). Ein solcher Mechanismus kdnnte ebenfalls den Spon-

ginbakterien einen geschiitzten Lebensraum innerhalb des Schwammskeletts bieten.

Die filamentbildenden Sponginbakterien konnten mit der Fluoreszenz in-situ Hybridi-
sierung als a-Proteobakterien bestimmt werden. Mit den generierten spezifischen
Sonden lieRen sie sich als eines der klonierten Bakterien aus dem Schwamm nach-
weisen. Alpha-Proteobakterien wurden schon aus einigen Schwammarten isoliert
(Burja und Hill 2001, Hentschel et al. 2001). Bei Rhopaloeides odorabile machte ein
a-Proteobakterium annédhernd 100% der isolierbaren Bakterien aus, das empfindlich
auf Stérungen des Schwammwirtes reagierte (Webster et al. 2001b, Webster und Hill
2001). Althoff et al. (1998) fanden ein symbiontisches Bakterium der Gattung Rhodo-
bacter in Halichondria panicea aus der Nord- und Ostsee sowie dem Mittelmeer.
Vergleichbar verbreitet war auch das Vorkommen des Sponginbakteriums, dessen
Sequenzen sowohl in den Atlantik- als auch den Mittelmeerproben nachgewiesen
werden konnte. Aus zwei verschiedenen Tiefseeschwdmmen wurde ein verzweigtes
fadenbildendes a-Proteobakterium isoliert, dessen 16S rRNA Sequenz sich aber
deutlich von der des Sponginbakteriums unterscheidet (Olson et al. 2002). Die
a-Proteobakterien aus verschiedenen Schwammarten gruppieren sich aufgrund ihrer
Sequenzahnlichkeiten in phylogenetischen Stammbaumen in deutlichen Clustern
(Hentschel et al. 2001, Webster und Hill 2001, Olson et al. 2002). Das aus Axinella
verrucosa nachgewiesene Bakterium besitzt dagegen einen deutlich groR3eren Se-
guenzunterschied zu den bisher beschriebenen a-Proteobakterien aus anderen
Schwammproben. Die nachste Verwandtschaft mit dem A. verrucosa-Klon besitzt ein
planktisches Bakterium aus der Agais, das allerdings nur eine Ubereinstimmung der
16S rRNA von unter 88% besitzt (Moeseneder et al. 2001). Die a-Proteobakterien

sind die dominierende Gruppe im Plankton der Ozeane (Cottrell und Kirchmann
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2000, Morris et al. 2002), auch im Kistenbereich stellen sie die grol3te Gruppe mit
einem Anteil von bis zu 40%, wobei ihr Anteil mit zunehmender Wassertiefe abnimmt
(Gonzéales und Moran 1997, Acinas et al. 1999, Rappé et al. 2000).

Erpenbeck et al. (2002) haben anhand des mitochondrialen Cytochromoxidase Gens
die Stammbaume von halichondriden Schwammen und ihren assoziierten a-Proteo-
bakterien miteinander verglichen. Dabei konnte der Status der A. verrucosa Symbi-
onten nicht aufgelost werden, aber A. damicornis zeigte eine koevolutionére Ent-
wicklung zwischen den Bakterien und Schwammen. Solche Parallelentwicklungen
von a-Proteobakterien mit ihren Wirtsorganismen konnten zuvor schon bei Algen und
Nematoden gezeigt werden (Ashen und Goff 2000, Casiraghi et al. 2001).

Die aus prokaryotischen Symbionten hervorgegangenen Mitochondrien sind am
nachsten mit den Proteobakterien verwandt. Einige von diesen, wie a-Proteobakte-
rien der Gattung Agrobacterium, sind selbst zu einem intrazellularen Leben in der
Lage (Madigan et al. 2000). Da Schwamme eine lange evolutionére Entwicklung mit
vielfachen symbiontischen Interaktionen besitzen, kdnnen sie eine Nische fir evolu-
tionar alte Bakterien bieten (Hentschel et al. 2002). Die deutliche genetische Entfer-
nung der gefundenen Sponginbakterien zu den nachstverwandten Bakterien, kann
das Resultat einer frihen phylogenetische Abspaltung und langen isolierten Ent-

wicklung im Schwamm sein.

Kernmembranen sind das klassische Unterscheidungskriterium zwischen Pro- und
Eukaryoten. AulRer bei den Planctomyceten und einigen Gram positiven Bakterien
bei der Endosporenbildung innerhalb der Mutterzelle, besitzen Bakterien und Ar-
chaebakterien ein nicht kompartimentiertes Nucleotid ohne eine abgrenzende Memb-
ran (Fuerst 1995, Fuerst et al. 1998, Strous et al. 1999). Lindsay et al. (1997) be-
schrieben kernartige Strukturen in der Planctomycetengattung Pirellula, fur die sie
den Namen Pirellusom pragten. Fuerst et al. (1998) beschrieben verschiedene Mik-
roorganismen mit membranumrandeter Kernregion im Gewebe von Schwammen.
Solche Strukturen besitzen auch die gefundenen fadigen Sponginbakterien der un-
tersuchten Axinella-, Agelas- und Acanthella-Spezies. Die Intrazytoplasmatische
Membran (ICM) trennt den zentralen Zellbereich der Bakterien mit dem fadigen Nuc-
leotid vom restlichen Zytoplasma ab. Das so getrennte innere und &aul3ere Zytop-

lasma zeigte auch eine unterschiedlich starke Granulierung bei den untersuchten
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Bakterien. Die ausschlie3liche Farbung der ,Kernregion® mit dem DNA-Farbstoff
DAPI zeigt die trennende Wirkung der ICM. Die DNA ist nur im zentralen Bereich der
Zellen zu finden. Bei der Fluoreszenz in-situ Hybridisierung fur die 16S rRNA war
dagegen die gesamte Bakterienzelle markiert, da die Ribosomen auch jenseits der
ICM vorkamen und nicht auf den zentralen Zellbereich beschrankt waren. Lindsay et
al. (2001) wiesen immunhistochemisch ebenfalls die DNA nur im zentralen memb-
ranumrandeten Teil des Planctomyceten Pirellula nach. Sie fanden den Uberwiegen-
den Teil der RNA im inneren, in geringeren Konzentrationen aber auch regelmafig
im aulRReren Zytoplasma. Fuerst et al. (1999) fanden eine Trennung von DNA und
RNA durch die ICM in den von ihnen untersuchten Schwammendobionten. Die rRNA
konnten sie ausschlie3lich im au3eren Zytoplasma nachweisen. Diese rRNA-Nach-
weise im aul3eren Zytoplasma belegen eindeutig, dass es sich bei diesen Strukturen
nicht um ein erweitertes Periplasma handelt, wie es zuvor von Gram negativen Bak-
terien aus verschiedenen Schwammarten beschrieben wurde (Wilkinson 1978c, San-
tavy et al. 1990, Friedrich et al. 1999). Fuerst et al. (1999) ordneten die von ihnen
gefundenen Mikroorganismen nach morphologischen Gesichtspunkten den Archae-
bakterien zu. Sie fanden diese aber weit verbreitet in verschiedenen Schwammspe-
zies und gehen von keiner symbiontischen Beziehung zu den Schwdmmen aus. An-
dere Nachweise von intrazelluldaren Membranen nichtphototropher Bakterien in
Schwdmmen stammen von methanotrophen und sporenbildenden Zellen, die sich
aber deutlich von den hier gefundenen Bakterientypen unterscheiden (Gaino und
Pronzato 1987, Vacelet et al. 1996). Die wahrend der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Sponginbakterien sind der erste Nachweis eines a-Proteobakteriums mit
einer intrazytplasmatischer Membran. Bisher konnte noch kein Bakterium, auf3er den

Planctomyceten, mit diesen Strukturen taxonomisch eingeordnet werden.
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5.2.3 Bakterien in Vakuolen der Schwammzellen

Zellen mit Bakterien gefillten Vakuolen wurden zuvor aus Petrosia ficiformis be-
schrieben und aufgrund ihres regelmafigen Auftretens als eigenstandiger Zelltyp
(Bakteriocyten) klassifiziert (Vacelet und Donadey 1977). Dabei waren die intrazellu-
laren Bakterienvakuolen so grof3, dass sie annahernd die gesamten Zellen ausftill-
ten. In Abhéngigkeit von den Lichtbedingungen enthielten die Vakuolen verschiedene
heterotrophe Bakterientypen aber auch Cyanobakterien. Die Bakterien in den Vaku-
olen zeigten Kontaktstellen mit der Vakuolenmembran, die bei Endobionten von In-
sekten als morphologische Basis flr eine spezifische Assoziation mit dem Wirt inter-
pretiert wurden (Bigliardi et al. 1993). Bakteriocyten kamen auch in den Schwammen
Pericharax heteroraphis, Jaspis stellifera und Neofibularia irata vor, in deren Vakuo-
len die Bakterien des Mesohyls wieder zu finden waren (Wilkinson 1978c).

Bei den eigenen Untersuchungen zeigten Axinella verrucosa, Agelas oroides und
Acanthella acuta neben den Phagosomen oder Nahrungsvakuolen mit einzelnen
Bakterien, Vakuolen mit einer Vielzahl an Bakterien. Auffallig daran war, dass sie nur
einen Bakterientyp enthielten und dieser sich wie bei Agelas oroides deutlich von den
Mesohylbakterien unterschied. Die hier gefundene Matrix in den Vakuolen, wurde
bisher noch nicht beschrieben. Sciscioli et al. (1994) beschrieben Vakuolen der Oo-
cyte von Geodia cydonium mit einem fibrillaren Inhalt neben den Bakterien. Da Fixie-
rungsartefakte nicht ausgeschlossen werden konnten, war der Zustand der Bakterien
in den Vakuolen der untersuchten A. verrucosa-Proben nicht sicher bestimmbar. Die
Vakuolen kamen aber sowohl in Zellen des Mesohyls als auch in den Oocyten vor, in
denen sie in grol3en Dichten vorlagen.

Die Vakuolen enthaltenen Zellen wurden von anderen Zellen als ganzes aufgenom-
men. Ein solcher Vorgang ist von der Larvalentwicklung einiger Schwadmme bekannt.
Dabei werden ,Ammen-Zellen* (nurse cells) von den Oocyten aufgenommen, die an-
schlieBend ihren Zellkern auflosen (Bergquist 1978). Dies kdnnte auch bei A. ver-
rucosa der Fall sein. Die Matrix in den Vakuolen kdnnte das Mesohyl der ingestierten
Zellen sein, zudem findet man membranumrandete Bereiche in den Vakuolen, die
den degradierten Zellkernen zugeordnet werden konnten. Erstaunlich ist das Uber-
dauern der Bakterienzellen in den Vakuolen, obwohl viele andere Zellbestandteile

aufgelost wurden. Die wiederholte Phagocytose der Zellen oder Vakuolen konnte

93



Diskussion

man an den multiplen sie umschlieBenden Membranen erkennen. Im Mesohyl der
Oocyte waren zudem stabférmige Einschlisse und Dottersubstanzen, wie sie auch
aus Tethya aurantium und Petrosia ficiformis beschrieben wurden (Sciscioli et al.
1997, 2002). Oviparie, die Freisetzung von Eiern und nicht von im Schwamm entwi-
ckelten Larven, wurde von Axinella damicornis (Lévi 1950) beschrieben und die Ein-
lagerung grolRer Mengen Dottersubstanz ist charakteristisch fir diese Fortpflan-
zungsstrategie bei Schwammen (Sciscioli et al. 2002).

Offen bleibt aber, ob es sich bei den Bakterien gefiillten Vakuolen um Nahrungsspei-
cher oder die vertikale Ubertragung von symbiontischen Bakterien an die Tochterge-
neration handelt, wie sie beim Schwamm Chondrilla australiensis und seinen symbi-
ontischen Cyanobakterien gezeigt werden konnte (Usher et al. 2001). Die Bedingung
fur eine Weitergabe der Endobionten ist eine Resistenz der Bakterien gegen lysoso-
male Enzyme des Wirtes und eine Verhinderung der Fusion der Symbiosome mit
den Lysosomen des Schwammes (Sara et al. 1998). Eine solche Resistenz kénnte
der Grund dafir sein, dass die sonstigen Bestandteile in der aufgenommenen Zelle

lysiert wurden, die Bakterien selber aber erhalten blieben.

5.2.4 Kultivierte bakterielle Diversitat

Bei 6kologischen und taxonomischen mikrobiellen Untersuchungen lassen sich aus
vielen Lebensrdumen nur 0,01-10% der Gesamtbakterien isolieren und kultivieren
(Daley 1979). Um diesem Problem entgegenzutreten, bestimmt man bakterielle Ge-
meinschaften immer haufiger tber kultivierungsunabhangige, molekularbiologische
Methoden (Amann et al. 1995). Der Nachteil dieses Ansatzes ist, dass man keine
physiologischen Eigenschaften der Bakterien in Kultur testen und Uber DNA-Se-
guenzen unbekannte Bakterien nur annahernd bestimmen kann. Aus diesem Grund
wurden im Rahmen dieser Arbeit neben der Bestimmung der genetischen Diversitat
auch die aerob kultivierbaren Mikroorganismen aus Axinella verrucosa (vgl. 5.2.5)
bestimmit.

Die Bakterien in Schwammen lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: einerseits die
kosmopolitischen Bakterien, die sowohl im Gewebe als auch im Umgebungswasser

zu finden sind und andererseits solche, die nur aus den Schwammen isoliert werden
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kénnen und nicht im Umgebungswasser oder Sediment vorkommen (Vacelet und
Donadey 1977, Santavy et al. 1990). Allerdings ist der Vergleich zwischen
Schwamm- und Umgebungswasserbakterien recht schwierig, da die Bakterien im
Schwammgewebe durch die Filterleistung der Schwamme stark angereichert wer-
den. Einige planktische Bakterien werden aufgrund ihrer geringen Konzentration im
Wasser nicht erfasst, sie lassen sich aber durch die Anreicherung in den Schwam-
men nachweisen (Burja und Hill 2001). Generell besitzt das Umgebungswasser aber
eine héhere mikrobielle Diversitat als die Schwamme (Santavy et al. 1990). Die bak-
terielle Zusammensetzung der isolierbaren Mikroorganismen aus den Schwammen
unterliegt jahreszeitlichen Schwankungen (Madri et al. 1971). Neben aeroben Bakte-
rien, wie sie auch im Meerwasser vorkommen, lassen sich aus dem Schwammge-
webe auch fakultativ anaerobe Organismen isolieren (Wilkinson 1978 b, Santavy et
al. 1990).

Die Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaften in Schwammen unterscheidet
sich deutlich von der des umgebenden Seewassers (Giovannoni und Rappé 2000,
Rappé et al. 2000, Hentschel et al. 2002). Offensichtlich Gbt der Schwamm einen
starken selektiven Druck gegentiber den planktischen Meerwasserbakterien aus.
Einige der A. verrucosa-Bakterienisolate wurden zuvor schon aus anderen
Schwammen isoliert. Bacillus subtilis wurde aus Verongia sp. isoliert, der dort die
gleichen antifungalen Metabolite synthetisierte, die symbiontische Bakterien in Emb-
ryonen von Crustaceen gegen den Befall von parasitischen Pilzen freisetzen (Gil-
Turnes et al. 1989, Gil-Turnes und Fenical 1992). Insgesamt waren 25% der kulti-
vierten Bakterienstamme aus Verongia sp. Bacillen (lvanova et al. 2000). Bacillus
subtilis besitzt eine Kollagenaseaktivitat, die einen Vorteil bei der Besiedlung des mit
Kollagenfasern geflllten Mesohyls darstellt. AuRerdem ist die Art schon mehrfach als
pathogener Organismus beschrieben worden (Fricke et al. 2001, Tran und Nagano
2002). Andere Bacillus-lsolate stammen aus verschiedenen mediterranen und pazifi-
schen Schwammen (Burja und Hill 2001, Hentschel et al. 2001, Webster et al.
2001a). Die Bacillen lie3en sich in den Axinella-Proben nicht mit FISH nachweisen
und besitzen somit wahrscheinlich keine besondere Assoziation mit den untersuch-
ten Schwdmmen.

Das isolierte a- Proteobakterium entspricht einem aus Aplysina aerophoba isolierten

Bakterium und bildet ein deutliches Cluster im Stammbaum mit weiteren Bakterien
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aus den Schwammen Forcepia sp., A. aerophoba und Rhopaloeides odorabile
(Hentschel et al. 2001, Webster und Hill 2001, Olson et al. 2002). Bestimmte a-Pro-
teobakterien wurden regelmaf3ig in verschiedenen Schwammarten gefunden. Sie
bildeten phylogenetische Gruppen und besitzen mdglicherweise eine symbiontische
Beziehung zu den Wirten (Olson et al. 2002). Bei der Fluoreszenz in-situ Hybridisie-
rung wurden einzellige Bakterien mit der a-Proteobakterien spezifischen Gensonde
im Gewebe markiert. Da in der Klondatenbank nur das filamentbildende a-Proteo-
bakterium vertreten war, kdnnte es sich dabei um das isolierte Bakterium handeln.
Die beiden isolierten y-Proteobakterien entsprechen Pseudomonas stutzeri und dem
marinen Bakterium Halomonas marina (Sorokin et al. 1999, Arahal et al. 2002).
Pseudomonaden stellten die dominante Gruppe, die aus dem Schwamm Micricionia
prolifera isoliert wurde, allerdings waren sie auch die anteilig grof3te Gruppe im Um-
gebungswasser (Madri et al. 1971). Mehrere aus Schwammen isolierte Pseudomo-
nas-Arten produzieren vorher unbekannte Metabolite (Jayatilake et al. 1996, Bultel-
Poncé et al. 1999, De Rosa et al. 2000).

Micrococcus luteus wurde zuvor aus Xestospongia sp. (Bultel-Poncé et al. 1997,
1998) und Microciona prolifera isoliert (Madri et al. 1971). Sponga et al. (1999) ver-
glichen die kultivierbaren Actinobakterien verschiedener Mittelmeerschwamme mit-
einander und erhielten mit Abstand die meisten Stamme aus Axinella damicornis.
Uber die Halfte aller isolierten Actinobakterien aus verschiedenen Schwammarten
des Mittelmeeres, der Nord- und Ostsee gehoérten zur Gattung Micrococcus. Aller-
dings zeigten auch die vergleichenden Diversitatsuntersuchungen, dass sich die
Bakterien aus den Schwammen auch alle in den Wasserproben wiederfinden lie3en
(Grabowski 2002). Die grof3te Sequenziubereinstimmung hatte das kultivierte Bakte-
rium aus A. verrucosa mit einem mit dem Dinoflagellaten Alexandrium affine assozi-
ierten M. luteus (Hold et al. 2001). Mit FISH wurden keine Actinomyceten direkt im
Schwammgewebe von A. verrucosa hachgewiesen, sie kénnten somit wohl eher mit

dem Seewasser eingestrudelte Organismen sein.
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5.2.5 Klonierte bakterielle Diversitat

Die Einfihrung des ribosomalen 16S RNA-Ansatzes hat die mikrobielle Okologie re-
volutioniert. Mit Hilfe des 16S rRNA-Gens als phylogenetischen Marker ist es mog-
lich, Bakterienpopulationen unabhangig von ihrer Kultivierbarkeit in Umweltproben
bestimmen zu kénnen (Amann et al. 1997, Amann und Kuhl 1998, Martin 2002, Ga-
bor et al. 2003). Selbst wenn man die Einschrankungen von PCR bezogenen Metho-
den mit mdglichen Fehlern bei der DNA-Extraktion und Amplifikation beriicksichtigt
(von Wintzingerode et al. 1997), handelt es sich um eine leistungsstarke Methode,
komplexe mikrobielle Lebensgemeinschaften darzustellen. Die Anwendung der
Technik bei Umweltproben offenbarte vorher nicht bekannte mikrobielle Diversitaten
(Hugenholtz et al. 1998) und erfasst schatzungsweise >99% der gesamten mikro-
biellen Gemeinschaften (Amann et al. 1995).

Die Untersuchungen der bakteriellen A. verrucosa-Endobionten ergaben mehrere
phylogenetische Gruppen. Wie das a-Proteobakterium, so zeigten auch die anderen
Schwammendobionten grof3en Sequenzunterschiede zu bisher bekannten Bakterien
(vgl. 4.3.2). Die tiefe Abspaltung der Endobionten im phylogenetischen Stammbaum
kénnte ein Indiz fur eine frihe evolutiondr symbiontische Verbindung der Organis-
men sein. Hinweise auf solche Koevolutionen wurden zuvor schon gefunden (Erpen-
beck et al. 2002, Thacker und Starnes 2003). Koevolutionen zwischen dem Wirt und
dem Symbionten treten meist in sehr alten Symbiosen auf, bei denen der Wirt einen
einzelnen oder wenige Symbionten beherbergt (Baumann et al. 2000). A. verrucosa
zeigte im Gegensatz dazu fiunf scheinbar ganz eigene Bakterienpopulationen, die in
Proben der Art von verschiedenen mediterranen und atlantischen Standorten vorka-

men.

Die assoziierten a-Proteobakterien von A. verrucosa wurden bereits diskutiert (vgl.
5.2.2). Die nachgewiesenen y-Proteobakterien besitzen mit einer Sequenziberein-
stimmung von <89% nur geringe Ahnlichkeiten mit bereits beschriebenen Bakterien.
Die Sequenzen besitzen nur im Fall des Clusters Gamma-I als nachstverwandten
Klon ein planktisches marines Bakterium. Die beiden anderen Gamma-Cluster ah-
neln dagegen Sequenzen aus antarktischen Sedimenten. Auffallig ist die Nahe der

Gamma-ll Sequenzen zu denen verschiedener Kiemensymbionten in Muscheln
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(Kraus 1996, Krueger und Cavanaugh 1997). Diese chemoautotrophen Organismen
bilden ein separates Cluster innerhalb der y-Proteobakterien (Eisen et al. 1992).

Die Sequenz Nitrospira-1 zeigt die grof3te verwandtschaftliche Nahe zu einem unkul-
tivierten Bakterium aus Aplysina aerophoba. Ahnliche Sequenzen wurden auch aus
Theonella swinhoei bestimmt, so dass sie sich phylogenetisch in ein Schwammbak-
terien Cluster ordnen lassen. Hentschel et al. (2002) sprechen dieser Gruppe nur
eine kurzzeitige Abspaltung von frei lebenden Verwandten zu. Die Sequenziberein-
stimmung von 93% zwischen dem A. aerophoba Klon und dem Nitrospira-1 Klon aus
A. verrucosa deutet eine grol3ere Distanz an, als sie tatsachlich vorliegen durfte.
Obwohl auch kurzen Sequenzen eine ahnlich genaue phylogenetische Vergleichbar-
keit nachgesagt wird (Schmidt et al. 1991), spiegeln die verglichenen kurzen Se-
guenzen aus einer variablen 16S rRNA Region nicht die tatsachliche Sequenziber-

einstimmung wie bei einem Volllangenvergleich wider.

Das nachstverwandte Bakterium von Klon Delta-l, Anaeromyxobacter dehalogenans,
ist ein fakultativ anaerober Mikroorganismus (Sanford et al. 2002). Trotz der hohen
Pumpleistung von Schwammen (Reiswig 1971) gibt es in ihrem Gewebe sauerstoff-
arme Bereiche. Gatti et al. (2002) zeigten im Vergleich zum Umgebungswasser etwa
halb so grol3e Sauerstoffgehalte im Gewebe von Suberites domuncula. Im Gewebe
verschiedener Schwammarten wurden bereits sulfatreduzierende d-Proteobakterien
gefunden (Imhoff und Triper 1976, Manz et al. 2000). Schumann-Kindel et al. (1997)
zeigten, dass sie sich besonders stark beim Absterben der Schwamme entwickeln.
Galten sulfatreduzierende Bakterien (SRB) bis vor kurzem als obligat anaerob (Ma-
digan et al. 2000), so wurden in den letzten Jahren auch SRB gefunden, die unter
oxigenen Bedingungen wachsen kénnen (Minz et al. 1999a, 1999b, Sigalevich et al.
2000a, 2000b, Sigalevich und Cohen 2000). Eine Besiedlung der Schwamme durch
SRB aus dem Meerwasser ist aufgrund der dortigen Sauerstoffoedingungen eher
unwahrscheinlich. Allerdings sind sie in 0,5 bis 1,5cm Tiefe im marinen Sediment zu
finden (Sahm et al. 1999, Ravenschlag et al. 2000), von wo aus sie die Schwamme
besiedeln konnten.

Friedrich et al. (1999) fanden &-Proteobakterien als dominante Gruppe im Gewebe
von Aplysina cavernicola und auch Hentschel et al. (2002) beschrieben zwei deutli-

che Cluster von ahnlichen &-Proteobakterien fir verschiedene Schwammarten. Die
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Sequenz aus Axinella verrucosa ordnet sich nicht in eine dieser Gruppen ein und
besitzt auch eine deutliche phylogenetische Distanz zum Schwammsymbionten
Candidatus Entotheonella palauensis (Schmidt et al. 2000).

Die Fluoreszenz in-situ Hybridisierung fur die &-Proteobakterien ergab sowohl Sig-
nale von vereinzelten Bakterien im Schwammgewebe, als auch von nah beieinander
liegenden Bakterien innerhalb der Schwammzellen. Hierbei handelt es sich wahr-
scheinlich um die Bakterien in den Vakuolen der Archadocyten. Eine Ubereinstim-
mung der FISH-Markierungen mit den Bakterienfunden bei den ultrastrukturellen Un-
tersuchungen konnte nicht zweifelsfrei belegt werden, sie ist aber sehr wahr-

scheinlich.

Der Domane der Archaea hat man lange Zeit hauptséchlich Mikroorganismen aus
Extremhabitaten zugesprochen. Die ublichen phanotypischen Archaea-Gruppen
wurden urspriinglich als entweder methanogen, extrem halophil, extrem thermophil
oder als Sulfatreduzierer betrachtet (DeLong 1992). Preston et al. (1996) beschrie-
ben Cenarchaeum symbiosum, eine symbiontische Crenarchaea aus dem Schwamm
Axinella mexicana. Der einzellige Mikroorganismus kam regelmafig im Gewebe der
Schwamme vor und seine Abundanzen blieben auch bei langerer Halterung des Wir-
tes konstant. Spater wurden zwei ahnliche - aber deutlich trennbare Populationen -
von C. symbiosum in den Schwammen beschrieben (Schleper et al. 1998). Webster
et al. (2001b) fanden Sequenzen sowohl von Crenarchaeoten und Euryarchaeoten
im Schwamm Rhopaloeides odorabile und konnten die Mikroorganismen besonders
im Bereich des Pinacoderms nachweisen.

Die im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen isolierten Archae-Sequenzen be-
sitzen eine groRe Ubereinstimmung (99,37%) mit einer Sequenz aus Axinella dami-
cornis des westlichen Mittelmeeres. Margot et al. (2002) beschrieben drei ahnliche
Archaea Populationen aus Axinella sp., A. damicornis und A. verrucosa. Mit der Fluo-
reszenz in-situ Hybridisierung bestimmten sie ein filamentbildendes Bakterium aus
dem Axinella-Spongin als Archaebakterium. Dies deckt sich nicht mit den Ergebnis-
sen aus den Axinella-Proben um Elba und des Atlantiks (vgl. 4.2.1). Hier konnten die
myzelbildenden Mikroorganismen mit FISH im Schwamm sowohl mit Eubakterien-
und a-Proteobakterien- als auch mit artspezifischen Gensonden markiert werden.

Archaebakterien konnten im Gewebe nur sehr vereinzelt dargestellt werden, obwohl
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die zugehoérige Bande im SSCP-Gel stark ausgepragt war. Dies kdonnte ein Artefakt
der PCR Amplifikation sein, bei der sowohl durch die Primer, die Reaktionsbedin-
gungen als auch durch den Zustand der untersuchten Zellen vor der DNA-Extraktion
selektiv Sequenzen bestimmter Mikroorganismen bevorzugt vervielfaltigt werden
kénnen (Silva und Batt 1995). Muyzer et al. (1993) fanden, dass die Bandenintensi-
taten in den Gelen nicht unbedingt mit den Konzentrationen an DNA in der Aus-
gangsprobe korreliert.

Die erzielbaren Ergebnisse der Fluoreszenz in-situ Hybridisierung sind nicht immer
gleich. Sie sind abh&angig vom untersuchten Okosystemtyp und den benutzten Fluo-
rochromen (Bouvier und del Giorgio 2003). Neben der Verwendung eines stabilen
Fluorochroms (Cy3), wurde bei der vorliegenden Untersuchung zusatzlich immer ei-
ne Positiv- und eine Negativkontrolle fir die entsprechende Sonde mit gefarbt.
Archae sind zuvor in Verbindung mit dem filamentbildenden y-Proteobakterium Thi-
othrix sp. gefunden worden. Dabei waren sie in faserigen globularen Strukturen perl-
schnurartig auf den fadenférmigen Bakterien angeordnet (Rudolph et al. 2001, Mois-
sel et al. 2002).

Vergleicht man die isolierte Diversitat mit der klonierten bakteriellen Diversitat aus
Axinella verrucosa, so findet man keinerlei Ubereinstimmung. Die klonierten Bakteri-
engruppen lassen sich aber sowohl in den SSCP- und DGGE-Gelen, als auch bei
der Fluoreszenz in-situ Hybridisierung nachweisen. Die deutliche Dominanz der
y-Proteobakterien in der Klonbank und in den SSCP-Gelen zeigt sich auch bei der
Fluoreszenz in-situ Hybridisierung im Schwammgewebe. Sie stellten den Uberwie-
genden Teil der Mesohylbakterien. Zusatzlich zu den FISH-Untersuchungen zeigt der
SSCP-Bandenvergleich der verschiedenen DNA-Extraktionsansatze, dass die
a-Proteobakterien das Spongin von A. verrucosa besiedeln. Sie wurden besonders
bei der DNA-Amplifikation aus den isolierten Sponginfasern nachgewiesen. Dann
war ausreichend Template DNA der a-Proteobakterien im Vergleich zu den anderen
Bakterien vorhanden, da sie sich nur schwer aus dem Spongin l6sen liel3.

Vertreter der &-Proteobakterien wurden sowohl beim Klonierungsansatz als auch im
Gewebe selber nachgewiesen.

Das prasentierte Beispiel von A. verrucosa zeigt deutlich, dass mit dem molekular-
biologischen Ansatz die tatsachlich mit dem Wirt vergesellschafteten Mikroorganis-

men nachweisbar sind. Das konstante Auftreten der Bakterien der drei y-, des a- und
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des &-Proteobakteriums, sowie des Archaebakteriums in allen untersuchten A. verru-
cosa Proben, sowohl aus dem Mittelmeer, als auch aus dem Atlantik, macht eine
spezifische Assoziation zwischen dem Wirt und den Endobionten sehr wahrschein-
lich. Bisher gibt es keinen Nachweis fur einen stofflichen Austausch zwischen den
beteiligten Organismen, der eine Symbiose belegen wirde. Die friih abspaltenden
Aste in den phylogenetischen Stammbaumen der Bakterien, konnten aber ein Indiz

fur eine lange isolierte evolutionare Entwicklung in den Schwammen sein.

5.3 Pilze aus den Schwammproben

5.3.1 Isolierte Hyphenpilze aus den untersuchten Sch ~ wammen

Der gewabhlte Isolierungsansatz fur Pilze aus Schwammen war darauf ausgelegt, se-
lektiv solche Pilze zu kultivieren, die in der Lage sind auf Seewassermedien zu
wachsen. Damit sollte der Anteil der kultivierten Keime terrestrischen Ursprungs von
vorneherein reduziert und die an marine Umweltbedingungen angepassten Pilze ge-
fordert werden. Die Ergebnisse zeigen aber, dass bei den angewandten Bedin-
gungen fast ausschlie3lich Pilze aus Gattungen, die als Luft- oder Bodenkeime be-
kannt sind isoliert wurden. Schaumann (1974) isolierte ebenfalls viele Pilze terrestri-
scher Gruppen aus Wasser- und Sedimentproben der Nordsee und des Atlantiks.
Dabei lie3 sich der gréf3ere Teil der Nordseeproben nur auf Leitungswassermedien
kultivieren, wohingegen mehr Pilze der Atlantikproben auf Seewassermedien zu
zlichten waren. Er zeigt eine Korrelation zwischen der Entfernung der Probenstand-
orte vom Festland und des bevorzugten Wachstums der Pilze auf Salzwasser- oder
Leitungswassermedien. Mehrere Autoren haben Pilze von verschiedenen marinen
Habitaten und aus unterschiedlichen marinen Organismen isoliert, wobei neben eini-
gen obligat marinen Pilzen, der Grof3teil der erhaltenen Arten zu den Gattungen
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Alternaria, Acremonium, Tricho-
derma und Phoma gehdrte (Genilloud et al. 1994, Hyde et al. 1998, Christophersen
et al. 1999). Sallenave-Namont et al. (2001) postulieren, dass die hohe Diversitat an
Penicillium-, Aspergillus- und Trichoderma-Arten die sie in marinen Sedimenten ge-

funden haben darauf hinweist, dass diese Arten an den marinen Lebensraum ange-
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passt sind und sich dort reproduzieren. Cuomo et al. (1988) ordnen diese Gattungen
jedoch allesamt terrestrischen Kontaminationen zu und trennen sie strikt von marinen
Pilzen.

Der Vergleich mit vorangegangenen Arbeiten Uber Pilzisolationen aus Schwammen
zeigt Ubereinstimmungen mit den hier erhaltenen Gattungen und Arten (Siepmann
und Hohnk 1962, Abrell et al. 1996a, 1996b, Varoglu et al 1997, Mohapatra et al.
1998, Hdller et al. 1999, 2000, Masuma et al. 2001, Ui et al. 2001, Malmstrgm et al.
2002). Sponga et al. (1999) haben die isolierten Pilze aus einigen Schwammarten
guantifiziert und erhielten besonders viele Isolate aus Chondrosia reniformis und
Spongia officinalis. Bei den eigenen Untersuchungen der mediterranen Schwamme
vor Elba wiesen diese Arten aber eher unterdurchschnittlich viele isolierbare Pilze
auf. Hefen wurden zuvor ebenfalls schon aus verschiedenen Schwammarten isoliert,
die aber mit den Organismen der Umgebung Ubereinstimmten und keine Assoziatio-
nen mit den potentiellen Wirten zeigten (Roth et al. 1962, Siepmann und H6hnk
1962). Debaryomyces subglobosum, unter anderem auch aus mehreren Schwamm-
arten isoliert, wird aber als Vitaminspender eine mogliche 6kologische Funktion zu-
gesprochen (Siepmann und Hohnk 1962).

Die reinen Isolationen von Pilzen lassen also keinen Schluss Uber den Status der
erhaltenen Pilze zu. Das entspricht vorangegangenen Untersuchungen (Hdéller et al.
2000). Die Isolation von terrestrischen Arten und der fehlende Nachweis im Gewebe
sprechen aber gegen einen schwammassoziierten Status. Es wurden keine obligat
marinen Pilze isoliert, sondern hdchstens potentielle fakultative marine Pilze. Viele
der isolierten Schimmelpilze, kénnen auch bei geringeren Wasseraktivitaten wach-
sen (Madigan et al. 2000). Die in Standartmedien benutzten Glukosekonzentrationen
mindern deutlich den inhibierenden Effekt von Seewasser in Kultivierungsansatzen
(Kirk 1980). Deshalb konnten sie bei den ,marinen Kultivierungsansatzen“ auch aus-
keimen und die benutzten Medien erbrachten nicht die gewlnschte Selektion. Ein
zusatzlicher Grund fur die bevorzugte Kultivierung von terrestrischen oder fakultativ
marinen Pilze ist, dass diese oft schneller unter den Laborbedingungen wachsen und
mogliche obligat marine Pilze im Kultivierungsansatz verdrangen (Kohlmeyer und
Kohlmeyer 1979). Die getesteten Sterilisierungsanséatze der Schwammstticke sind
nicht vorteilhaft, da sie keinerlei Effekt auf die isolierten Pilzarten hatten. Da die My-

zelien von potentiellen Schwammsymbionten auch empfindlicher sind als ruhende
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Sporen, kénnten die Sterilisierungen sogar das Anzichten der Kontaminationen for-
dern.

Die histologischen Untersuchungen der Schwdmme haben keinerlei Anzeichen fir
endobiontische Pilze im Gewebe geliefert und die Beobachtungen pilzlicher Struktu-
ren durch Hohnk und Ulken (1979) kdnnen flir die hier untersuchten Schwamme
nicht bestatigt werden. Sie haben aber auch selber auf die schwierige Unterschei-
dung zwischen Myzelien und schwammeigenen filamentartigen Strukturen bei ihren
ungefarbten Proben hingewiesen. Als Urheber der Kkultivierten Pilze aus den
Schwammen konnten Sporen im Gewebe dargestellt werden, die den isolierten Pilz-
arten zugeordnet werden konnten. Auch wenn die Farbungen der histologischen
Praparate eine Bestimmung der Konidien im Gewebe erschwerte, so konnten keine
Konidien typisch mariner Pilze nachgewiesen werden. Lediglich der filamentbildende
Mikroorganismus auf der Schwammoberflache von Leuconia aspera konnte potentiell
auch ein Pilz sein. Uber die reine rasterelektronenmikroskopische Darstellung lasst
er sich aber nicht bestimmen.

Einige der aus den verschiedenen Schwammproben isolierten Pilzarten, wie Penicil-
lium chrysogenum und Emericella variecolor bildeten bisher nicht bekannte Metabo-
lite. Die beiden ubiquitar verbreiteten Arten sind zuvor schon intensiv auf ihr Natur-
stoffpotential hin untersucht und bereits aus Schwammen isoliert worden (Samson et
al. 2000, Ui et al. 2001, Malmstram et al. 2002). Aspergillus niger, ein weitverbreiteter
Pilz aus dem Boden und als Kontamination von Lebensmitteln bekannt, zeigte auch
eine neue Metabolitenzusammensetzung nach der Isolation aus verschiedenen
Schwammarten (Doshida et al. 1996, Varoglu et al. 1997, Amagata et al. 1998,
Gams et al. 1998, Toske et al. 1998). A. niger wurde auch bei den hier prasentierten
Untersuchungen aus Schwammproben vor Elba isoliert.

Da man Pilze aus marinen Habitaten oft aus anderen Organismen isoliert hat und
einige der Pilze auch beispielsweise mit Algen in symbiontischen Beziehungen le-
ben, wird ihnen ein besonders grol3es Potential fir die Synthese von bisher unbe-
kannten Naturstoffen zugesprochen (Biabani und Laatsch 1998). Masuma et al.
(2001) haben bei vergleichenden Untersuchungen zeigen kénnen, dass Pilze der
Gattungen Aspergillus und Trichoderma, die als typische terrestrische Arten gelten,
je nach Isolationsort unterschiedliche physiologische Anspriiche haben. So wuchsen

die aus marinen Habitaten isolierten Pilze deutlich besser auf Seewassermedien und
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zeigten auf salzarmen Medien nur ein eingeschranktes Wachstum. Bei den terrestri-
schen Isolaten war dies genau umgekehrt und das gleiche Phdnomen zeigte sich bei
der Produktion von antimikrobiellen Substanzen durch die Pilze.

Diese Ergebnisse decken sich mit den vorliegenden Untersuchungen an Penicillium
chrysogenum, bei dem man eine deutliche Korrelation zwischen Wachstum, Repro-
duktion, Metabolitenproduktion und der Salinitdt des Kultivierungsmediums bei der
Produktion von Sorbicillacton A-D erkennt. So sind also nicht nur die veréanderten
Kultivierungsbedingungen fir die Metabolitenproduktion verantwortlich, sondern
scheinbar auch spezifische Anpassungen an den Lebensraum aus denen die Pilze
isoliert wurden (Jones und Jensen 1999). Worasatit et al. (1994) fanden Unter-
schiede in der Enzymproduktion bei asexuell produzierten Nachkommen von Pilzen
durch Einzelsporenisolationen, was auch der Grund fur die unterschiedlichen Meta-
bolitenspektren verschiedener Stamme einer Art sein kann.

Es stellt sich nun die Frage, ob die physiologischen Eigenschaften von P. chrysoge-
num eine Aussage Uber den Status als fakultativ marinen Pilz erlauben. Nach der
Definition von Kohimeyer und Kohimeyer (1979) zeigt der Pilze mit einem Wachstum
und einer Reproduktion bei ,marinen” Bedingungen die Vorraussetzungen dafur. Al-
lerdings haben die untersuchten Pilze die Fahigkeiten bisher nur unter Kulturbedin-
gungen gezeigt und konnten nicht im marinen Habitat dargestellt werden.

Eine Unterdrickung von pilzlicher Besiedlung der Schwamme zeigen beschriebene
antifungale Metabolite sowohl aus den Schwammen selber, als auch aus schwamm-
assoziierten Bakterien (Madri et al. 1971, Uriz et al. 1991, Muricy et al. 1993, Pettit et
al. 1998, Ovechkina et al. 1999, Sata et al. 1999, Ivanova et al. 2000, Schmidt et al.
2000). Den Nachweis solcher Systeme zeigen symbiontische Bakterien in Embryo-
nen verschiedener Krebsarten, die diese vor dem Befall des crustaceenpathogenen
Pilzes Lagenidium callinectes schitzen (Gil-Turnes et al. 1989, Gil-Turnes und Feni-
cal 1992). Das aber auch als terrestrisch geltende Pilzgattungen im Meer aktiv sein
konnen zeigt Aspergillus sp. als Verursacher der ,Schwarzen-Band-Krankheit"
(black-band disease) bei Korallen (Priess et al. 2000).

104



Diskussion

5.3.2 Isolierte pilzadhnliche Protisten aus den unter  suchten Schwammen

Die Ergebnisse der Isolationsversuche der Labyrinthulamyceten zeigten, dass die
Protisten weder eine besondere Assoziation mit den untersuchten Schwdmmen be-
sitzen, noch durch die Filtrierer in ihrem Gewebe stark angereichert wurden. Das sich
der Uberwiegende Teil der im Schwamm befindlichen pilzahnlichen Protisten durch
das Halten der Schwamme in sterilfiltriertem Seewasser oder durch das Auspressen
der Tiere aus ihnen l6sen liel3 zeigt, dass die Protisten kein ektoplasmatisches Netz
zur Verankerung der Zellen am Substrat ausgebildet haben. Dies ist aber die Vor-
raussetzung fur das Durchwachsen des Wirtes und die Einleitung von Vermehrungs-
zyklen (Raghukumar 2002).

Uber Thraustochytrien aus Schwammen gibt es erst wenige Berichte. Hohnk und
Ulken (1979) haben Thraustochytrien aus verschiedenen Schwammarten vor der
Kiste Ischias untersucht und konnten die Protisten in unterschiedlichen Dichten pro
Schwamm-Individuum nachweisen. Die meisten der Phycomyceten haben sie dabei
aus Geodia cydonium isoliert. Bei der Untersuchung von fixierten Schwammschnitten
haben sie vereinzelt Sporangien gefunden, was ein Hinweis auf die Reproduktion der
.niederen Pilze* in oder auf den Schwammen ist. Untersuchungen an vier
Schwammarten der Nordsee zeigten, dass die aus dem Gewebe isolierten Thrausto-
chytrien denen des Umgebungswassers glichen und auch keine deutliche Anreiche-
rung von ihnen im Wirt auftrat (Richter 1985). Schizochytrium aggregatum wurde im
Standortwasser der Nordseeproben gefunden, konnte aber aus keiner der
Schwammproben isoliert werden. Dies entspricht auch in etwa den jetzigen Untersu-
chungen der mediterranen Schwamme. So wurden die Schizochytrien Uberwiegend
aus dem Umgebungswasser und dem Spulwasser, bei dem sich die Protisten selber
vom Schwamm gel6st hatten, isoliert. Nur in einem Fall, bei Petrosia ficiformis kam
es zu einer Isolation aus dem homogenisierten Schwammgewebe. Absterbende und
bereits deutlich von Bakterien befallene Schwdmme erscheinen als gutes Substrat
fur die ,niederen Pilze“, da sie in wesentlich hoheren Anzahlen von Richter (1985)
aus ihnen isoliert werden konnten. Dies deutet auf Abwehrsubstanzen der unter-
suchten Schwdmme hin, die dann bei den absterbenden Tieren nicht mehr zum Tra-

gen kommen (Richter 1985).
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Im Vergleich zu pflanzlichen Substraten werden nur wenige Tiere von Labyrinthulo-
myceten befallen, wie einige marine Schnecken und Fische, bei denen sie aber meist
als sekundare Parasiten nach zuvor erfolgter Schadigung auftreten (Raghukumar
2002). Eine mogliche symbiontische Assoziation wurde bisher mit Hydrozoen be-
schrieben (Raghukumar 1988). Obwohl in Zellkulturansatzen Affinitditen von
Thraustochytrien fur Zellen von Korallen, Schwammen, Tunikaten und Muscheln ge-
zeigt wurden (Raghukumar 2002), kbnnen bei den jetzigen Untersuchungen keine
spezifische Verbindung zwischen den Organismen festgestellt werden. Das zeigten
neben den Kultivierungsansatzen auch die histologischen Untersuchungen, bei de-
nen keine Anzeichen fur eine Besiedlung der untersuchten Schwamme mit den pilz-

ahnlichen Protisten zu finden waren.

5.4 Schlu3betrachtung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein konstant vorkommender filamentbil-
dender Mikroorganismus in den Skelettelementen des Schwammes Axinella verru-
cosa nachgewiesen werden. Dieses Bakterium wurde mikromorphologisch charakte-
risiert, Uber molekularbiologische Anséatze phylogenetisch eingruppiert, mit entwi-
ckelten Gensonden direkt im Gewebe nachgewiesen und seine kollagenolytischen
Eigenschaften dargestellt. Es gibt deutliche Anzeichen flr eine echt symbiontische
Beziehung mit seinem Wirt.

Die Ergebnisse werfen weitergehende Fragen auf. Wie kommt es zur Ausbildung der
Interzytoplasmatischen Membran und ist sie ein Hinweis auf besondere physiologi-
sche Eigenschaften der Bakterien? Fuhrt die Interzytoplasmatische Membran zu ei-
ner echten Teilung der Zellen in einen nuclearen und zytoplasmatischen Bereich?
Lasst sich Uber die genetische Distanz der Bakterien zu anderen Vertretern der
Gruppe eine evolutionare Isolation im Wirt zeigen? Intensive Isolationsansatze kdnn-
ten zu einer Kultivierung der Sponginbakterien fihren und neben der genauen taxo-
nomischen Einordnung zur Charakterisierung der bakteriellen Kollagenase fuhren.
Bei den intrazellularen Bakterienvakuolen der Archdocyten von A. verrucosa konnte
gezeigt werden, dass sie eine offensichtliche Funktion in der Embryonalentwicklung

besitzen. Weiterfihrende Untersuchungen der intrazellularen Bakterien, besonders in

106



Diskussion

den Larvenstadien der Schwamme, kdnnten zur Aufdeckung ihrer Funktion als Nah-
rungsreserve oder horizontal an die Tochterorganismen weitergegebene Endobion-
ten fuhren.

Clathrina clathrus besitzt eine einzigartige Bakterienpopulation im Vergleich zu den
anderen untersuchten Schwammspezies. Weitergehende systematische Untersu-
chungen zur spezifischen Assoziation der Mikroorganismen bieten sich daher bei
diesem Schwamm an.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde erstmalig umfassend der Status
von aus Schwammen isolierbaren Pilzen dargestellt. Obwohl weder Anzeichen flr
eine Verbindung von Pilzen mit Schwdmmen gefunden wurde, noch vegetative Zel-
len in den Schwammen nachweisbar waren, zeigten die Isolate teils deutliche phy-
siologische Unterschiede zu terrestrischen Vertretern derselben Arten. Gibt es An-
passungsmechanismen der terrestrischen Pilzarten an das marine Milieu oder han-
delt es sich hierbei nur um Kultivierungsartefakte? In Zukunft miissen neue Kultivie-
rungsansatze fur die Pilze getestet werden, die den Bedingungen im marinen Le-
bensraum deutlich ndher kommen. Diese sollten dann zu einer Aussage beziiglich
ihrer Herkunft fuhren.

Der Vergleich der Kultivierungsansatze mit den verschiedenen molekularbiologi-
schen Methoden zeigte deutliche Unterschiede bei den erzielbaren Ergebnissen.
Obwohl sich die Uber ihre ribosomale RNA bestimmte Bakteriendiversitat in den
Schwéammen sehr gut mit den FISH-Ansatzen belegen lie3, missen dennoch die
Grenzen und moglichen Ungenauigkeiten der molekularbiologischen Methoden und

des noch begrenzten Datensatzes an Vergleichssequenzen beachtet werden.
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6 Zusammenfassung

Die Erforschung von mikrobiellen Endobionten mariner Schwamme stand in den letz-
ten Jahren Uberwiegend im Interesse naturstoffphysiologischer Untersuchungen.
Dabei lag der Schwerpunkt der Erhebungen auf den aus den Schwammen isolierba-
ren Bakterien und Pilzen und ihrem Potential, neue Sekundarmetabolite bilden zu
konnen. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den moéglichen Assoziationen
zwischen den Mikroorganismen und den Schwammen.

Aus siebzehn verschiedenen Schwammarten wurden die kultivierbaren Pilze be-
stimmt und diese mit denen des Umgebungswassers und des Sedimentes vergli-
chen. Es wurden fast ausschlie3lich Vertreter von terrestrischen Pilzgattungen Acre-
monium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Emericella, Penicillium, Phoma, Tri-
choderma und Verticillium isoliert und kultiviert. Diese deckten sich mit den Pilziso-
laten aus der untersuchten Schwammumgebung. Die histologischen Untersuchun-
gen zeigten keine vegetativen Pilzstrukturen oder Hyphen im Schwammgewebe. Es
wurden lediglich einzelne Pilzsporen im Gewebe gefunden, die wahrscheinlich durch
das wasserleitende Kanalsystem der Schwdmme dorthin transportiert wurden. Die
Sporen konnen aufgrund ihrer taxonomischen Ubereinstimmung als Ursprung der
isolierten Pilze angesehen werden. Einige Pilzisolate aus terrestrischen Gattungen
wuchsen gut auf Medien mit Meerwassersalinitdt und bildeten bisher unbekannte
Metabolitenspektren. In Verbindung mit den histologischen Ergebnissen ist das aber
entweder auf die Kultivierungsbedingungen oder die Inkubation der Sporen im mari-
nen Milieu zurtckzufihren und nicht auf eventuelle Assoziationen mit dem
Schwamm.

Die mikromorphologisch untersuchten Schwammarten lieRen sich, tbereinstimmend
mit friheren Untersuchungen, in zwei Gruppen teilen. Einerseits in Arten mit vielen
Bakterien und verschiedenen Morphotypen im Gewebe, andererseits in Schwamme
mit nur einem oder wenigen Bakterientypen. Besonders auffallig war der Kalk-
schwamm Clathrina clathrus mit nur einem spirillenférmigen Bakterium im Mesohyl.
Ircinia fasciculata, Chondrosia reniformis, Agelas oroides und Spirastrella cunctatrix
zeigten demgegenuber verschiedene, z. T. auch Ubereinstimmende Bakterien in ih-

ren Interzellularrdumen.
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Axinella verrucosa zeigte regelméf3ig vorkommende filamentbildende Bakterien im
Spongin. Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden diese mit der Fluoreszenz
in-situ Hybridisierung (FISH) als a-Proteobakterien bestimmt. Mit generierten spezifi-
schen Gensonden konnten sie einer aus dem Schwamm klonierten 16S rRNA-Se-
quenz zugeordnet werden, die mit 86,7% die groRte Ahnlichkeit zu Aminobacter am-
nivorans besald. Die Mikroorganismen durchwachsen das Spongin indem sie seine
kollagene Matrix aufldosen ohne es zu zerstoren. Die freigesetzte Kollagenase wurde
enzymhistochemisch an der Bakterienoberfliche nachgewiesen. Die Bakterien besit-
zen eine Membran im Zytoplasma, die der Intrazytoplasmatische Membran der
Planctomyceten Gattung Pirellula &hnelt.

Neben dem a-Proteobakterium besal3en die untersuchten A. verrucosa Spezies aus
dem Mittelmeer und auch dem Atlantik konstant weitere Mikroorganismen, die bei
keiner der anderen Schwammgattungen auftraten. Drei verschiedene y-Proteobakte-
rien, ein d-Proteobakterium und ein Archaebakterium konnten sowohl bei Klonie-
rungsexperimenten als auch bei Diversitatsanalysen (SSCP, DGGE) von A. verru-
cosa-Proben nachgewiesen werden. Die Ergebnisse decken sich zudem mit den
FISH-Untersuchungen an Schwammschnitten. Die Bakterien besitzen nur eine ge-
ringe Ahnlichkeit mit den Sequenzen bekannter Bakterienarten (84,0-86,6%), wohin-
gegen ahnliche Archae-Sequenzen zuvor aus verschiedenen Axinella-Arten isoliert
wurden (Margot et al. 2002).

Die kultivierte bakterielle Diversitat unterschied sich deutlich von der klonierten bak-
teriellen Diversitat aus A. verrucosa. Die isolierten Bakterien lie3en sich nicht mit
gruppenspezifischen Gensonden im Gewebe darstellen.

Die Archaocyten von A. verrucosa besitzen mit einem einzigen Bakterientyp gefillte
Vakuolen, die an die Oocyte weitergegeben werden. Dabei werden die Archaocyten
auch als ganzes phagocytiert, wobei die Zellbestandteile lysiert werden und nur noch
die Bakterien in den Vakuolen Ubrig bleiben. Diese sind dann haufig von mehreren
Membranen umgeben. Offen bleibt, ob es sich dabei um Nahrungsreserven fiur die
Embryonalentwicklung oder horizontal an die Tochtergeneration weitergegebene

Symbionten handelt.
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Abklirzungen

8 Abklrzungen

A

Abb.
a. dest.
a. bidest.
APS
Bp
bzw.

C
CTAB
DAPI
DGGE
DMSO
DNA
dNTP
DOC
EDTA
EtOH
FA
FISH
forw.
G

h

ICM
IPTG
LM
Lsg.

min

MQ

Adenin

Abbildung

destilliertes Wasser

doppelt destilliertes Wasser
Ammoniumpersulfat

Basenpaare

beziehungsweise

Cytosin
Hexadecyltrimethyl-ammonium-bromide
4',6-Diamin-2-phenylindol
Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxynukleotidtriphosphat

dissolved organic carbon, gel6ster organischer Kohlenstoff
Ethylendiamintetraessigsaure

Ethanol

Formamid

Fluoreszenz in-situ Hybridisierung
forward, vorwarts gerichtet

Guanin

Stunde/Stunden

Intrazytoplasmatische Membran
Isopropyl-1-thio-3-D-galactosid
Lichtmikroskop

LOosung

Molar

Minuten

Milli Q, hochgereinigtes Wasser

nicht bestimmt
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Abkirzungen

PCR
PBS
REM
RNA
rDNA
rRNA
rpm
rev.
RT
sec.
SSCP

Tab.

B
TEM
TEMED

Tris

X-Gal
z.T.

1m

Polymerase Kettenrektion

Phosphatpuffer (phosphat buffert saline)
Rasterelektronenmikroskop
Ribonukleinsaure

ribosomale Desoxyribonukleinsaure
ribosomale Ribonukleinsaure
Umdrehungen pro Minute

reverse, rucklaufig

Raumtemperatur

Sekunden

Einzelstrang Konformationspolymorphismus (single strand conforma-
tion polymorphism)

Thymin

Tabelle

Toluidin Blau
Transmissionselektronenmikroskop
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Einheit (Unit) bei Mengenangaben von Enzymen
5-Brom-4-Chloro- 3-indolyl-R-D-galactosid
zum Teil

Mikrometer
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9 Anhang

Al Benutzte Isolationsmedien fur Pilze:

Czapeks Hefe Agar

3g NaNOs

1g K;HPO4

10ml Mineral Lésung (MS):
5g KCI
59 MgS0,4+7H,0
0,1 g FeSO4+7H,0
in 100ml H,O

5 g Hefe Extract

30 g Saccharose

1 ml Spurenstoff-Losung (TMS):
1 g ZnSO4+7H0
0,5 g CuSO4+5H,0
in 100 ml H,O

ad 1L Seewasser

10g/L Agar

ph 7,0-7,2

Malz Extract Agar
Kommerziell: MEA von der Firma Oxid

Schwamm-Extrakt Agar

100g Schwamm (Geodia baretti Bowerkank, 1858) in kleine Stiicke zerschnitten und
in 1L Seewasser fur 30 min gekocht, anschlieRend abfiltriert

Filtrat + 12g Agar

pH 7,2

Schwamm Skelett Agar

100g ausgekochter Schwamm, Rest von Mediumansatz SEA, mit Ultraturrax weiter
zerkleinert

+ 500 ml Seewasser

+ 20g Agar

pH 7,2

Sabouraud Dextrose Agar
10g/L Pepton (Difco)
20g/L Dextrose

1g/L MgSO4*7H,0

1g/L KH;PO4

20g/L Bacto Agar (Difco)
pH 7,2
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Potatoe Dextrose Agar
PDA von Difco

20 g Glucose
10-20g/L Agar

pH 6,6

Cellulose Hefe Agar
10 g/l Cellulose

1 g/l Hefe Extrakt
15 g/l Agar

pH 7,2

Wickerham Agar
10 g/L Glucose

5 g/L Pepton

3 g/L Hefeextrakt
20 g/L Agar

pH 7,2

Glukose-Pepton-Hefe-Ammoniumnitrat Agar
1 g/L Glukose

0,5 g/L Pepton

0,1 g/L Hefeextrakt

1 g/L Ammoniumnitrat

16 g/L Agar

pH 7,2

A2 Benutzte Isolationsmedien flir Bakterien:

Malz-Yeast-Agar
4g/L Hefeextrakt
10g/L Malz Extrakt
4g/L Glukose
10g/L Agar

pH 7,3

Nutrient Broth-Agar
Nutrient Broth (Merck)
12g/L Agar

Alle Kulturen wurden mit 30%. Meerwasser angesetzt. Bei der Pilzisolation aus den
Schwammproben und den anderen Umweltproben wurde die Medien mit Penicillin
(0,1g/L) und Streptomycin (0,1g/L) angesetzt. Wenn nicht anders angegeben, dann
waren die Chemikalien von der Firma Merck. Medien nach Wickerham (1951),
Schaumann (1974), Weyland (1981) und Gams et al. (1998).
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