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1. Einleitung 

 Der Begriff Fossil, der sich aus den lateinischen Wörtern „fossilis/fodere“ (ausgegra-

ben/graben) ableitet, bezeichnet die Abbildung eines Organismus (Tiere, Pflanzen) durch z.B. Ge-

steinsabdrücke, Steinkerne oder dem Einschluss in Bernstein (Toepfer, 2011). Ein Grundbaustein 

der Paläontologie ist die Analyse solcher Fossilfunde, wodurch Rückschlüsse auf die Evolution 

und Phylogenie der Lebewesen und die Umweltbedingungen früherer Zeitabschnitte gezogen wer-

den können. Konzentrat- und Konservatlagerstätten, die sich entweder durch besonders viele oder 

außergewöhnlich gut erhaltene Fossilfunde auszeichnen, können Einblicke in die Präservierung 

von Hart- und Weichgewebe geben (Briggs, 2001; Seilacher, 1970; Seilacher et al. 1985). Bekannte 

Konservatlagerstätten in Deutschland sind die Grube Messel (Eozän, Hessen) und Eichstätt-Soln-

hofen (Oberjura, Bayern). Sie zeichnen sich durch exzellent erhaltenes Weichgewebe von bei-

spielsweise verschiedenen Insekten- und Wirbeltierarten, oder Teile eines Archaeopteryx aus 

(siehe Abbildung 1; Arratia et al., 2015; Seilacher et al., 1985).  

 

Abbildung 1: Fossilien aus den deutschen Konservat-Lagerstätten Messel (Eozän, Hessen) und Eichstätt-Solnhofen 

(Oberjura, Bayern). Die Bilder sind aus Königswald & Storch, 1998 (A) und der Sammlung der paläontologischen 

Abteilung (B, Institut für Geowissenschaften, Bonn).  

Biomineralisiertes Hartgewebe, wie Schalen, Knochen oder Zähne, ist deutlich resistenter gegen 

Abbau und bleibt deshalb häufiger als Fossil erhalten. Da jedoch nicht alle Organismen solche 

Gewebsstrukturen aufweist, ist der Informationsgehalt, den sie über die Diversität früher 
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Lebensgemeinschaften liefern, gering (Briggs, 2003). Im Vergleich dazu kann fossiles Weichge-

webe die Phylogenie und Verteilung ausgestorbener Organismen besser abbilden. Allerdings ist 

die Fossilisation dieses sehr labilen Gewebes ein extrem seltenes Ereignis, das häufig auf kurzzei-

tigen Veränderungen der Umweltbedingungen durch Katastrophen, wie z.B. Erdrutsche, basiert. 

Normalerweise wird totes Material lediglich recycelt und die einzelnen Bestandteile dienen ande-

ren Organismen als Nahrungsquelle. Besonders Bakterien und Pilze spielen eine große Rolle in der 

Zersetzung von organischer Substanz, da sie als Destruenten für den vollständigen Abbau zustän-

dig sind. Welche Bedingungen dazu führen, dass Weichgewebe den Zersetzungsprozess überdauert 

und Millionen von Jahren später als Fossil aufgefunden werden kann, sind noch nicht detailliert 

aufgeklärt, wobei insbesondere der Einfluss von Mikroorganismen kaum erforscht ist (Purnell et 

al., 2018).  

Die Fossilisation von Weichgewebe beruht vermutlich auf einem komplexen Balanceakt 

zwischen dem Abbau durch mikrobielle Aktivität und Autolyse und dem Erhalt durch stabilisie-

rende Prozesse, wie Mineralisierung (Briggs, 2003). Nach dem Tod eines Organismus beginnt so-

fort die Zersetzung der abgestorbenen Zellen durch körpereigene, autolytische Enzyme, wie Pro-

teasen, Lipasen und Amylasen, was zu einer gesteigerten Freisetzung nährstoffreicher Flüssigkei-

ten führt (Gibbons & Reed, 1930; Penning, 2006; Singhal et al., 1992; Vass, 2001). Diese Nähr-

stoffe und andere Abbauprodukte dienen im Anschluss den Bakterien als Lebensgrundlage, die die 

zweite Phase der aktiven Zersetzung beginnen. Die beteiligten Mikroorganismen sind sowohl auf 

und in dem Organismus selber, als auch in der Umgebung vorzufinden. Bakterielle Aktivität ist vor 

allem für die initialen Prozesse von großer Bedeutung und damit häufig eine Voraussetzung dafür, 

dass eine Präservierung von Weichgewebe stattfinden kann (Martin et al., 2004; Sagemann et al., 

1999). Manche Studien gehen sogar davon aus, dass eine Erhaltung nur durch die Anwesenheit und 

Aktivität von Bakterien möglich ist (Martin et al., 2004). Die hohe Abbaurate von heterotrophen 

Mikroorganismen führt zu einer starken Freisetzung von Ionen aus dem Kadaver und der umlie-

genden Umgebung (z.B. Sediment, Wasser). Hohe Ionen-Konzentrationen wiederum können eine 

Stabilisierung des Weichgewebes und eine erhöhte authigene Mineralisierung begünstigen, 

wodurch erste Schritte zum Erhalt des Gewebes eingeleitet werden (Jauvion et al., 2020; Naimark 

et al., 2016a, 2016b, 2018a, 2018b; Petrovich, 2001; Wilson & Butterfield, 2014). Damit ein ab-

gestorbener Organismus zu einem Fossil wird, ist vor allem wichtig, dass ab einem gewissen Punkt 

die Mineralisierungsrate über der Abbaurate liegt (Allison, 1988; Briggs, 1995, 2003; Carpenter, 

2005; Gehling, 1999; McNamara et al., 2009; Sagemann et al., 1999). Aus diesem Grund wird 
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davon ausgegangen, dass der mikrobielle Abbau zu einem bestimmten Zeitpunkt innerhalb des 

Präservierungsprozesses inhibiert oder zumindest reduziert werden muss. In der paläontologischen 

Forschung werden bestimmte abiotische Bedingungen als ausschlaggebend für die Reduktion der 

mikrobiellen Aktivität und somit einen guten Erhalt angesehen, obwohl viele dieser Annahmen 

bisher nicht lückenlos experimentell aufgeklärt werden konnten. So wird angenommen, dass anae-

robe Bedingungen zu einer besseren Präservierung führen können, da die bakterielle Aktivität re-

duziert ist und anaerobe Stoffwechselwege dominieren (Briggs & Kear, 1993a, 1993b; Gostling et 

al., 2009; Martin et al., 2003). Viele dieser metabolischen Wege führen als Neben- oder Hauptpro-

dukt zur Präzipitation von Mineralien, was wiederum förderlich für eine gute Erhaltung ist (Briggs 

& Kear, 1993a, 1993b, 1993c; Gostling et al., 2009; Martin et al., 2003). Dabei wird allerdings 

außer Acht gelassen, dass Bakterien vielfältige Anpassungen an verringerte Sauerstoffbedingungen 

aufweisen und dadurch die unterschiedlichsten Habitate besiedeln können. Viele anaerob lebende 

Bakterien können sogar stärkeren Abbau betreiben, als aerobe Mikroorganismen, was unter ande-

rem an der Freisetzung großer Mengen an degradierenden Exoenzymen liegt (Fourie et al., 2020). 

So benötigen Sulfat-reduzierende Organismen beispielsweise mehr Substrat, um die gleiche Menge 

an Energie generieren zu können wie aerobe Zersetzer (Allison, 1988; Canfield, 1994). Eines der 

effizientesten Bakterien, das eine Verdopplungszeit von nur 10 min aufweist, ist das strikt-anaerobe 

Clostridium perfringens (Labbe & Huang, 1995). Außerdem macht man sich gerade in Klär- und 

Müllverwertungsanlangen die Fähigkeit der Anaerobier, organisches Material abzubauen, zu nut-

zen (Gerardi, 2006). Unter anaeroben Bedingungen nutzen die Bakterien alternative Elektronenak-

zeptoren wie beispielsweise Nitrat, Sulfat, Fumarat oder unlösliches Fe(III) (Schlegel & Jannasch, 

2006; Shan et al., 2012; Unden et al., 1994; Weber et al., 2006). Fettsäuren können in den meisten 

Fällen nur unter Sauerstoff verstoffwechselt werden, sodass anaerobe Bedingungen zu unvollstän-

dig abgebauten Zwischenprodukten führen. Diese Wachs-ähnlichen Substanzen werden Leichen-

lipid (Adipocire) genannt und sind vermutlich ein Grund für die gute Erhaltung von Fossilfunden 

in den Konservatlagerstätten Messel und Holzmaden (Schoenen & Schoenen, 2013; Schwermann 

et al., 2012). Dass Bakterien unter extremen Bedingungen überleben und sich vermehren können, 

zeigt beispielsweise die Besiedelung verschiedener Quellbereiche im Cedar Creek in Nordkalifor-

nien. Zum Teil weisen diese Quellen ultra-reduzierende (Eh < -550 mV) und hoch alkaline (pH ~ 

12) Bedingungen auf und werden unter anderem von Spezies der Phyla Chloroflexi und Firmicutes 

besiedelt (Suzuki et al., 2013).  
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Obwohl viele Bakterien extreme Bedingungen zumindest tolerieren können, kann die Zer-

setzung des Gewebes durch diese Umgebung verringert werden. So ist es wahrscheinlich, dass 

extreme, abiotische Faktoren in der Green River Formation in Nordamerika die abbauende Aktivi-

tät der Bakterien reduziert und das Wachstum besonderer alkali- und halophiler Organismen ge-

fördert haben, was in einer Vielzahl an gut erhaltenen Fossilien resultiert hat. Es wird vermutet, 

dass diese Lagerstätte aus dem Eozän sehr alkalin gewesen sein muss, da dort große Mengen an 

Trona (Na3(HCO3)(CO3) x 2H2O) aufgefunden wurden, was auf einen pH über 11 hinweist (Gäb 

et al., 2020). Exzellent erhaltene Fossilien aus dem Oberjura, bei denen die gute Präservierung 

vermutlich auf eine Reduzierung der bakteriellen Aktivität durch hohe Salzgehalte zurückzuführen 

ist, findet man im Solnhofener Plattenkalk. In dieser Lagerstätte wurde das hypersaline Tiefenwas-

ser von Frischwasser überlagert (Gäb et al., 2020). In verschiedenen hypersalinen Seen, wie dem 

„Lake Thetis“ in Australien, liegen in großer Anzahl Stromatoliten und Dolomiten vor (Grey et al., 

1990; Reitner et al., 1996). Dolomite, die heutzutage nur sehr selten gebildet werden, waren vor 

allem im Kambrium und Präkambrium weit verbreitet. Es wird vermutet, dass die Bildung dieser 

Calcium-Magnesium-Carbonate auf die Aktivität halophiler, mikrobieller Matten zurückzuführen 

ist (Warthmann et al., 2000; You et al., 2013). Die speziellen Eigenschaften halophiler Organis-

men, vor allem ihr Einfluss auf die Mineralisierung, und die Reduktion von bakterieller Aktivität 

bei einem hohen Salzgehalt im Allgemeinen, machen hypersaline Standorte für die Analyse von 

Fossilisations- und Abbauprozessen sehr interessant. 

Neben biomineralisiertem Hartgewebe, gibt es auch anderes Gewebe, das hauptsächlich 

unabhängig von bakterieller Aktivität erhalten bleiben kann. Solche schwer abzubauenden Struk-

turen, wie Melanin, konnten beispielsweise in Arthropoden- oder Pflanzengewebe nachgewiesen 

werden (Briggs, 1999; Briggs & Summons, 2014; Gupta et al., 2006; McNamara et al., 2016; 

Schweitzer, 2011). 

1.1. Bakterielle Aktivität und Mineralisierung 

Viele gut erhaltene Fossilien beruhen auf dem Prozess der authigenen Mineralisierung. Da 

die meisten Mineralisierungsschritte innerhalb von Stunden, Monaten oder wenigen Jahren gesche-

hen, kann dieser Prozess gut in Experimenten im Labormaßstab untersucht werden (Li et al., 2013; 

Mähler et al., 2020; Sagemann et al., 1999). Das Ausmaß der Mineralisierung kann dabei stark 

variieren, manche Fossilien zeigen lediglich einen dünnen Kristallfilm auf der Oberfläche, andere 
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sind als Versteinerungen eingelagert oder werden von Konkretionen umschlossen (Martill, 1990; 

McCoy, 2014; Orr et al., 1998). Die Bildung von Konkretionen rund um das Gewebe kann die 

Präservierung von Weichgewebe vermutlich unterstützen (McCoy et al., 2015). Es wird angenom-

men, dass die Mineralisierungsprozesse parallel zum Abbau des Gewebes und je nach Körperre-

gion/-bereich unterschiedlich ablaufen können (Jauvion et al., 2020; Wilby et al., 1996).  

1.1.1. Biomineralisierung 

Der Begriff Biomineralisierung beschreibt einen direkten Einfluss biologischer Aktivität 

auf die Entstehung von Mineralien. Hierbei wird zwischen biologisch-kontrollierter (BCM) und 

biologisch-induzierter Mineralisierung (BIM) unterschieden (Lowenstam & Weiner, 1989; Weiner 

& Dove, 2003; Wilmeth et al., 2018). Biologisch-kontrollierte Mineralisierung ist unter genetischer 

Kontrolle und erfüllt eine Funktion für den Organismus, der das Mineral präzipitiert. Typische 

Beispiele hierfür sind das Außen- und Innenskelett, wie Knochen oder Schalen, bei eukaryotischen 

Organismen (z.B. Muscheln oder Stachelhäuter). Es gibt kaum Beispiele für BCM bei prokaryoti-

schen Organismen, bekannt sind hier nur die magnetotaktischen Bakterien. Die Individuen dieser 

bakteriellen Gruppe reichern kristalline, magnetische Strukturen, sogenannte Magnetosomen, im 

Cytoplasma an, die sich parallel zu den Kraftlinien des Magnetfeldes der Erde ausrichten 

(Bazylinski & Frankel, 2003; Faivre & Schüler, 2008; Li et al., 2013). Der Großteil der Fossilfunde 

kann auf BCM zurückgeführt werden, da die Mineralien, wie Knochen oder Muscheln, deutlich 

resistenter gegen Abbau sind als Weichgewebe. Allerdings zeigen verschiedene Untersuchungen, 

dass biologisch-kontrollierte Mineralien ebenfalls die Präservierung von assoziiertem Weichge-

webe verbessern können. Aus 3,8 Ma alten Straußeneiern konnten Proteine sequenziert werden, 

die vermutlich an die Oberfläche der Eier gebunden waren (Demarchi et al., 2016), und selbst die 

sehr labile DNA wird durch eine Bindung an Hydroxyapatit stabilisiert (Brundin et al., 2013).  

Biologisch-induzierte Mineralisierung (BIM) ist nicht unter genetischer, aber unter meta-

bolischer Kontrolle. Hier führt die Stoffwechselaktivität von Organismen, in den meisten Fällen 

die metabolische Aktivität von Bakterien, zu einer Veränderung der biochemischen Bedingungen 

in der Umgebung (z.B. pH-Wert), wodurch die Präzipitation von Mineralien begünstigt wird. So 

resultiert die Hydrolyse von Urea (Harnstoff) zu Ammonium und Carbamat durch bakterielle 

Ureasen in einem pH-Anstieg (Hammes et al., 2003; Mobley & Hausinger, 1989). Dadurch wird 

Carbonat freigesetzt, was mit freien Calcium-Ionen zu Calciumcarbonat reagieren kann. Calcium-
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Ionen binden sowohl an die negativ geladene Zellwand der Bakterien (Wilson et al., 2001) als auch 

an die Oberfläche von Biofilmen, die je nach pH-Wert des umgebenden Mediums eine große 

Menge an sauren, funktionellen Gruppen aufweist. Kommt es zu einer Umstrukturieren oder dem 

Abbau dieser Strukturen werden die Ionen freigesetzt und können als Calciumcarbonat ausfallen 

(Arp et al., 2003; Dupraz & Visscher, 2005; Hartley et al., 1996). Neben den ureolytischen Bakte-

rien hat auch die Aktivität von Sulfat-reduzierenden Organismen einen starken Einfluss auf den 

umgebenden pH-Wert. Die Reduktion von Sulfat zu Sulfid führt gleichzeitig zur Oxidation von 

organischem Kohlenstoff zu Bicarbonat, wodurch der pH-Wert ansteigt (Baumgartner et al., 2006).  

1.1.2. Organomineralisierung in Kombination mit biologisch induzierter 

Mineralisierung 

Organomineralisierung beschreibt die Ausfällung von Mineralien aufgrund von organischer 

Materie, wie beispielsweise der extrazellulären, polymeren Substanz (EPS), die die Matrix eines 

Biofilms darstellt, oder von Nebenprodukten mikrobieller, metabolischer Prozesse. Ein typisches 

Beispiel für Organomineralisation im Fossilbericht sind Stromatoliten (Dupraz et al., 2009), fossile 

mikrobielle Matten, die in Kapitel 1.2.1 ausführlicher beschrieben werden. Im natürlichen Umfeld 

laufen Organomineralisierung und BIM oftmals parallel oder nacheinander ab und können gemein-

sam einen guten Erhalt unterstützen (Weiner & Dove, 2003; Wilmeth et al., 2018). Zuerst führt 

mikrobielle Aktivität in und um einen Kadaver zu einer Übersättigung an freien Ionen (oder ande-

ren biochemischen Veränderungen in der Umgebung; BIM), die dann an einem Kristallisations-

nukleus, der oftmals durch den Abbau von organischem Material entsteht, ausfallen können (Or-

ganomineralisierung) (Li et al., 2013; Reitner, 2004). Die vorhandenen Ionenkonzentrationen in 

der Umgebung können hierbei sowohl Einfluss auf die Art der Mineralien nehmen und steuern ob 

es zu einer Präzipitation kommt oder nicht. So kann eine Phosphat-reiche Umgebung die Phospha-

tisierung von Weichgewebe ermöglichen, was beispielsweise bei den Fossilfunden im Kalkstein 

von Cerin (Frankreich) zu einem guten Erhalt geführt hat. Damit Weichgewebe in Phosphat prä-

serviert werden kann, wird neben Phosphat auch Calcium benötigt, was beides aus Porenwas-

ser/(Meer)wasser absorbiert werden kann (Muscente et al., 2015; Schiffbauer et al., 2014). Zusätz-

lich dazu kann Phosphat auch durch den Abbau organischen Materials gewonnen werden (Allison 

& Briggs, 1991; Briggs & Kear, 1993c, 1994; Martill, 1990; Schiffbauer et al., 2014; Wilby & 

Martill, 1992). Strukturen, die durch die Mineralisierung von Calciumphosphat erhalten wurden, 
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weisen mehr Details auf als Weichgewebe, das durch Calciumcarbonat präserviert wurde (Briggs 

& Wilby, 1996). Ob Calciumphosphat oder Calciumcarbonat gebildet wird, hängt im Wesentlichen 

vom pH-Wert der Umgebung ab („Calcium-Phosphat-Switch“, Schiffbauer et al., 2014). Während 

bei einem neutralen pH (< 6,83) in der Anwesenheit von freien Calcium- und Phosphat-Ionen Cal-

ciumphosphat gebildet wird, fällt unter alkalischeren Bedingungen (pH > 6,83) Calciumcarbonat 

aus, sofern freie Calcium- und Carbonat-Ionen vorliegen (Briggs & Kear, 1993c, 1994; Briggs & 

Wilby, 1996; Burton & Walter, 1990). Briggs & Kear (1993c, 1994) konnten diese Beobachtung 

bei der Mineralisierung von Weichgewebe experimentell nachweisen. Solange Sauerstoff in den 

Versuchsaufbau diffundieren konnte, blieb der pH-Wert höher und Kristalle aus Calciumcarbonat 

(Mischung aus Aragonit und Kalzit) wurden präzipitiert. Im Gegensatz dazu führte ein Sauerstoff-

ausschluss dazu, dass der pH deutlich saurer war und dadurch Calciumphosphat gebildet wurde. 

Mikrobieller Abbau von Weichgewebe führt zu Beginn meistens zu einer Erniedrigung des pH-

Wertes, was oftmals eine Präzipitation von Phosphatverbindungen rund um den Kadaver zur Folge 

hat (Briggs & Wilby, 1996; Schiffbauer et al., 2014). Auch verschiedene andere Studien unterstüt-

zen die Vermutung, dass der Abbau organischen Materials die Ausfällung von Calciumphosphat 

begünstigt (Habraken et al., 2013; Heinemann et al., 2011; Onuma et al., 2000).  

Im Hunsrückschiefer (Deutschland) findet sich ein weiteres Beispiel für eine Kombination 

aus BIM und Organomineralisierung in Form von gut erhaltenen, pyritisierten Fossilien. Die Prä-

zipitation von Pyrit beruht auf einem Zusammenspiel von bakterieller Sulfat- und Eisenreduktion 

und auf einer mit Eisen angereicherten Umgebung. Die Aktivität von Sulfat-reduzierenden Bakte-

rien führt zu einer großen Menge an Hydrogensulfid, was wiederum mit freien Eisen-Ionen reagie-

ren kann. Über diagenetische Prozesse wird dann Pyrit (FeS2) gebildet (Farrell, 2014). Damit ganze 

Gewebeteile pyritisiert werden können, muss eine sehr hohe Eisen-Konzentration im umliegenden 

Sediment vorliegen. Diese Annahme wird durch Gesteinsanalysen in bekannten Lagerstätten mit 

einem hohen Aufkommen an pyritisierten Fossilien bestätigt (Briggs et al., 1996; Farrell et al., 

2013; Guan et al., 2017; Raiswell, 1997). Bei niedrigen Eisen-Konzentrationen würde lediglich 

eine geringe Menge an Pyrit in das umgebende Sediment diffundieren und bei einem mittleren 

Eisenvorkommen würden sich Pyritbanden rund um den Kadaver ausbilden (Berner, 1969; 

Canfield & Raiswell, 1991; Coleman & Raiswell, 1993; Raiswell, 1993; Stockdale et al., 2010), 

allerdings kein Gewebe in Pyrit präserviert werden. 

Die Mehrzahl der natürlichen Carbonate ist vermutlich durch BIM aufgrund von mikrobi-

eller Stoffwechselaktivität entstanden (Boquet et al., 1973; Lin et al., 2018). Bei der Präzipitation 
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von Carbonaten dient ebenfalls häufig das organische Material als Kristallisationsnukleus (Giuffre 

et al., 2013). Der Abbau des EPS aus einem Biofilm oder einer mikrobiellen Matte durch Sulfat-

reduzierende Bakterien führt zu einer starken Freisetzung von Calcium-Ionen was eine Präzipita-

tion von Calciumcarbonat begünstigen kann (Visscher et al., 2000). 

1.1.4. Mineralisierung von bakteriellen Zellen 

Durch Mineralisierungsprozesse können auch die Mikroorganismen selber fossilisiert wer-

den und ermöglichen so kleine Einblicke in die bakterielle Besiedelung der frühen Erdgeschichte. 

Neben mikroskopischen Analysen möglicher fossiler Bakterien (z.B. Preston et al., 2011; Schopf, 

1993; Wacey et al., 2011), wurden in verschiedenen experimentellen Untersuchungen die Minera-

lisierungseigenschaften von unterschiedlichen Bakterienspezies in vitro (Boquet et al., 1973; 

Braissant et al., 2003; Daskalakis et al., 2013; Hammes et al., 2003; Hatayama & Saito, 2019; 

Kappler et al., 2005; Phoenix et al., 2003; Stocks-Fischer et al., 1999; Warthmann et al., 2000, 

2005) und in vivo (Jones et al., 2004) untersucht. Allerdings ist die Differenzierung von Mikrofos-

silien und abiotischen Artefakten sehr schwierig, wodurch die Interpretation von Mikrofossilien 

fehleranfällig ist (Braissant et al., 2003; Brasier & Wacey, 2012; Li et al., 2013; Rouillard et al., 

2018). Außerdem zeigen einige bakterielle Gruppen eine deutlich bessere oder ausgeprägtere Mi-

neralisierung als andere, wodurch ebenfalls ein taxonomischer Bias in die Interpretation früherer 

Mikroorganismen eingeführt werden kann (Li et al., 2013). Nur anhand von morphologischen Be-

obachtungen lassen sich abiogene und biogene Präzipitate kaum unterscheiden, weswegen Brasier 

& Waycey (2012) eine detaillierte Anleitung zur Analyse von Mikrofossilien verfasst haben. Wei-

tere Studien beschäftigen sich ebenfalls experimentell mit der Bildung von Mikrofossilien und ver-

gleichbaren abiogenen Präzipitaten, um die spezifischen Charakteristika zur Differenzierung her-

auszuarbeiten (Braissant et al., 2003; Rouillard et al., 2018). Und nicht nur abiotische Artefakte 

stellen ein Problem dar, auch andere biotische, kristalline Strukturen können morphologisch als 

Mikrofossilien interpretiert werden. So werden beispielsweise die Haftwurzeln des im Ediakarium 

weit verbreiteten Organismus Aspidella oftmals mit filamentösen Bakterien verwechselt 

(Grazhdankin & Gerdes, 2007; Laflamme et al., 2011). Bei den meisten Strukturen, die bisher als 

Mikrofossilien eingeordnet wurden, handelt es sich vermutlich um fossile Melanosome. Da Mela-

nosome eine vergleichbare Größe und Form wie Bakterien aufweisen, ist eine Differenzierung 

schwierig (McNamara et al., 2016; Pinheiro et al., 2019; Vinther et al., 2008). Moderne 
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Labortechniken, wie RAMAN Spektroskopie, Nano-Sekundärionen-Massenspektrometrie, Raster-

elektronenmikroskopie, Isotopen-Analyse oder eine Kombination der Methoden können die Ana-

lyse von Mikrofossilien verbessern (e.g. Schopf et al., 2007; Wacey et al., 2012; Bontognali et al., 

2012; Djokic et al., 2017; Homann et al., 2018). Auch geochemische Analysen von so genannten 

Biomarkern, wie Lipiden (Fettsäuren, Steroide), die deutlich stabiler sind als Peptide oder Nukle-

insäuren, können interessante Einblicke in Stoffwechselwege oder die Phylogenie früherer Mikro-

organismen geben (Brocks et al., 2005; Brocks & Pearson, 2005). In Studien konnten so verschie-

dene bakterielle Stoffwechselwege, die zu einer Biomineralisierung geführt haben, identifiziert 

werden (Wiemann et al., 2020). Andere Biomarker-Analysen weisen darauf hin, dass bestimmte 

fossile Carbonatschichten durch spezielle Archaea über die anaerobe Oxidation von Methan gebil-

det wurden (Stadnitskaia et al., 2008).   

1.2. Biofilm & Mikrobielle Matten 

In vielen Habitaten kommen Bakterien oftmals nicht nur als frei lebende Einzelzeller vor 

(planktonische Lebensweise), sondern aggregieren gemeinsam mit anderen Bakterien an Grenzflä-

chen zu einem Biofilm (sessile Lebensweise). Während wenige Mikroorganismen die planktoni-

sche Lebensweise bevorzugen, zeigen die meisten Bakterien zumindest unter bestimmten Bedin-

gungen eine Adhäsion an Oberflächen. In marinen Habitaten gehören die Familien Alteromonad-

aceae, Vibrionaceae und Bacteroidetes zu den bekanntesten Vertretern der sessilen Lebensweise 

(Dang & Lovell, 2016). Die Bakteriengemeinschaft in einem Biofilm kann aus Mikroorganismen 

derselben Art bestehen, in den meisten Fällen lagern sich allerdings Bakterien unterschiedlichster 

Arten zusammen (O’Toole et al., 2000; Sutherland, 2001b). Die sessile Lebensweise wird von den 

Bakterien teils zufällig, teils als Reaktion auf bestimmte Umweltbedingungen, wie beispielsweise 

das Nährstoffangebot, gewählt (Busscher et al., 1992; Pratt & Kolter, 1998). Die Bakterien adhä-

rieren an Oberflächen, vermehren sich bis zu einem bestimmten Grenzwert und starten dann die 

Expression spezieller Biosynthesegene, die die Synthese einer extrazellulären, polymeren Substanz 

(EPS) regulieren. Das EPS, das hauptsächlich aus Polysacchariden, Proteinen, Lipiden und extra-

zellulärer DNA besteht, umgibt die Zellen wie eine schleimige Matrix. Dies ermöglicht den Bak-

terien eine langfristige Adhäsion, stellt eine Schutzbarriere gegenüber chemischen Komponenten 

und abiotischen Faktoren, z.B. Austrocknung, dar und bietet den Bakterien einen idealen Lebens-

raum, in dem die Mikroorganismen über verschiedene Wege miteinander interagieren können 
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(Decho, 2000; Flemming & Wingender, 2010; Mah & O’Toole., 2001; O’Toole et al., 2000; 

Roberson & Firestone, 1992). Zusätzliche dazu ermöglicht die Umlagerung mit einer Glykokalyx 

die Anreicherung von großen Mengen an Nährstoffen und vielfältigen Exoenzymen, die den Abbau 

organischen Materials katalysieren (Freeman et al., 1995; Sinsabaugh et al., 1991). Die genaue 

Zusammensetzung des EPS hängt stark von der mikrobiellen Zusammensetzung des Biofilms und 

anderen abiotischen und biotischen Faktoren, wie der Temperatur, dem Druck, hydrodynamischen 

Bedingungen und dem Nährstoffangebot, ab (Flemming & Wingender, 2010). Innerhalb der wäss-

rigen Biofilm-Matrix können Ionen und andere Moleküle in hohen Konzentrationen angehäuft wer-

den, was vermutlich durch ein Ungleichgewicht zwischen der starken Produktion der Substanzen 

und einem geringen Ausstrom aus der Matrix erklärt werden kann (Braissant et al., 2009; 

Sutherland, 2001a). Dieser Umstand kann ebenfalls ausschlaggebend für die Mineralisierung von 

Biofilmen sein.  

Mikrobielle Matten sind eine besonders komplexe Form eines Biofilms und werden von 

einer Bakteriengemeinschaft gebildet, die anhand von physikalischen Gradienten, wie pH, Osmo-

larität, Redoxpotential oder Sauerstoffsättigung, aufgeschichtet vorliegt (Arp et al., 2012; Stewart 

& Franklin, 2008; Stolz, 2000; Visscher & van Gemerden, 1991). Es wird zwischen benthischen 

und frei schwebenden Matten unterschieden, wobei die benthischen Matten am Grund eines Sees 

vorzufinden sind und die frei schwebenden Matten ungebunden im Wasser vorkommen (Gall, 

2001). Die bakterielle Zusammensetzung ist sehr divers und hängt hauptsächlich von den vorherr-

schenden Umweltbedingungen ab (Bonilla-Rosso et al., 2012; Vasconcelos et al., 2006). Meistens 

besteht das Mikrobiom einer mikrobiellen Matte aus verschiedenen Kombinationen aus Algen und 

Bakterien (Bolhuis & Stal, 2011; Cantrell & Duval-Perez, 2012; Freytet & Verrecchia, 1998), al-

lerdings konnten auch schon Spezies aus den Domänen Archeae oder Eukarya identifiziert werden 

(Bolhuis et al., 2013; Casamayor et al., 2002; Robertson et al., 2009). Die Dicke einer mikrobiellen 

Matte variiert von wenigen Millimetern bis zu mehreren Zentimetern und auch die Schichtung der 

einzelnen Mikroorganismen ist sehr verschieden (Prieto-Barajas et al., 2018). Es gibt nur wenige 

Beispiele für mikrobielle Matten, die unter gemäßigten Bedingungen, z.B. an der Nordsee, wach-

sen (Bolhuis et al., 2013; Freytet & Verrecchia, 1998; Stal et al., 1985). Meist bilden sich die 

Matten eher an extremen Standorten, wie hypersalinen (Braissant et al., 2009; Guerrero & de Wit, 

1992; Ionescu et al., 2015; Schneider et al., 2013), alkalischen (Arp et al., 2003), extrem heißen 

(Klatt et al., 2013) oder antarktischen Seen (Ohtsuka et al., 2006). Dieser Umstand kann durch die 
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Abwesenheit von grasenden Organismen an diesen extremen Habitaten erklärt werden (Briggs, 

2003; Gall, 2001).  

1.2.1. Biofilme, mikrobielle Matten und Fossilisierung  

Die Mineralisierung von mikrobiellen Matten ist ein langwieriger Prozess, der bis zu meh-

rere Jahre dauern kann. Hierfür spielen verschiedene Faktoren eine Rolle. Sowohl abiotische Be-

dingungen, wie das Calcium-Carbonat-Gleichgewicht im umgebenden Medium, als auch biotische 

Faktoren, wie die mikrobielle Aktivität und pH-Veränderungen durch Stoffwechselprodukte der 

Bakterien, können die Mineralisierung beeinflussen (Vasconcelos et al., 2006; Wilmeth et al., 

2018). Zusätzlich zu der mikrobiellen Aktivität hat auch das EPS selbst einen großen Einfluss auf 

die Mineralisierung einer mikrobiellen Matte. Zum einen steuert die EPS-Matrix die Morphologie 

und Mineralogie der Präzipitate (Braissant et al., 2003) und zum anderen kontrolliert sie die Mine-

ralisierung durch die Fixierung von Ionen aus der Umgebung (Dupraz et al., 2009). Da das EPS 

eine große Menge an negativ geladenen funktionellen Gruppen aufweist, hat es eine hohe Bin-

dungskapazität für Kationen (z.B. Ca2+ oder Mg2+) aus der umliegenden Umgebung. Sind alle Ka-

tionen gebunden, kann keine Mineralisierung stattfinden, eine Präzipitation ist dadurch inhibiert 

(Dupraz & Visscher, 2005). Wird die Bindungskapazität des EPS aktiv oder passiv verändert, fun-

giert das EPS dagegen als Induktor der Mineralisierungsreaktion. Dazu wird entweder das EPS 

durch mikrobielle Aktivität, z.B. durch Sulfat-reduzierende Bakterien, ab- und umgebaut (Decho 

et al., 2005), sodass die Bindung der Kationen mit den funktionellen Gruppen aufgehoben wird, 

oder eine Übersättigung der Umgebung (extrinsisch oder intrinsisch durch sterische Nischenbil-

dung) führt zu frei vorliegenden Kationen (Dupraz et al., 2009; Dupraz & Visscher, 2005). 

Ein bekanntes Beispiel für einen mineralisierten Biofilm ist Zahnstein. In der Mundhöhle 

adhärieren unterschiedliche Bakterien (Gram-positiv, Gram-negativ, aerob, anaerob) auf der Ober-

fläche des Zahnschmelzes und bilden eine Biofilm-Matrix aus (Jin & Yip, 2002; White, 1997). Aus 

dem Speichel oder aus der Zahnfleischtaschenflüssigkeit absorbiert Calcium und Phosphat in den 

Biofilm. Durch bestimmte Stoffwechselaktivitäten der Bakterien, wie dem Abbau von Zuckern, 

werden Säuren freigesetzt, was zu einem erniedrigten pH-Wert und daraus resultierend einer De-

mineralisierung des Zahnschmelzes führt. Innerhalb des Biofilms, der als semipermeable Barriere 

fungiert, entsteht so eine Übersättigung an Ionen (Braissant et al., 2009; Sutherland, 2001a). Diese 

Übersättigung kann eine Ausfällung von Calciumphosphat zur Folge haben, was die Grundlage für 
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den Zahnstein darstellt (Marsh, 2006; Nancollas & Johnsson, 1994). Ein ähnliches Phänomen kann 

in Blasenkathetern zu einem Problem werden. Durch die ureolytische Aktivität von Bakterien 

kommt es zur Kristallisierung und damit zur Verstopfung des Katheters (Stickler, 2008). 

Sobald ein toter Organismus auf den Boden sinkt, kann er schnell von einer mikrobiellen 

Matte überwachsen werden. Dadurch scheinen Abbau- und Zerfallsprozesse verlangsamt abzulau-

fen (Briggs, 2003; Iniesto, 2016). Außerdem verhindert die Überwachsung mit einer mikrobiellen 

Matte, dass potentielle Räuber oder Bioturbation den Korpus zerstören oder aufwirbeln. Durch den 

Einschluss in die Biofilm-Matrix werden die umgebenden Bedingungen verändert (z.B. pH-Ver-

änderung, Sauerstoffverlust/Anoxia, hohe S2- Konzentrationen), sodass andere Prozesse, wie z.B. 

die Präzipitation von Mineralien, ablaufen. Bei vielen Fossilien, die in die Zeit des Ediakariums 

datiert werden konnten, wird vermutet, dass ihr besonders guter Erhalt auf die Mineralisierung 

mikrobieller Matten zurückgeführt werden kann. Eine Hypothese („Death mask“-Modell), die 

1999 von Gehling aufgestellt wurde, beschreibt, dass tote Organismen relativ schnell auf das Sedi-

ment abgesunken und dort innerhalb kürzester Zeit von mikrobiellen Matten überwuchert wurden. 

Mikrobielle Matten waren in dieser Zeitperiode stark verbreitet und konnten den Kadaver vor räu-

berischen Fressfeinden oder Verwirbelung durch Wasserschichten schützen und luftdicht abschlie-

ßen, was die bakterielle Aktivität und damit die Zersetzung des Organismus verringern konnte 

(Briggs, 2003; Gehling, 1999; Iniesto et al., 2016). Durch diesen Umstand änderten sich die abio-

tischen Bedingungen, wie pH, Sauerstoff oder Konzentration an Ionen, innerhalb der mikrobiellen 

Matte stark und das Wachstum strikt anaerober Bakterien wurde begünstigt. Sulfat-reduzierende 

Bakterien konnten Sulfat zu Sulfid reduzieren, was dann mit freien Eisen-Ionen aus dem Sediment 

zu Pyrit reagieren konnte (Droser et al., 2006; Gehling et al., 1999, 2005). Das umliegende Sedi-

ment wurde durch die mikrobielle Matte in Kombination mit einer starken authigenen Mineralisie-

rung stabilisiert und konnte den Kadaver dadurch abbilden (Gehling, 1999; Kenchington et al., 

2015).  

Im Fossilbericht werden vor allem Biofilme aus hydrothermalen Habitaten erwähnt 

(Braissant et al., 2003; O’Brien et al., 2008; Pinheiro et al., 2012; Trewin & Knoll, 1999; Westall, 

1999). Gut erhaltene fossile mikrobielle Matten liegen meist in der Form von Stromatoliten vor 

(Reitner, 2011) und konnten in verschiedensten Lagerstätten auf der Erde, wie z.B. in Europa (Grès 

à Voltzia, Las Hoyas Formation, Buscalioni & Frenegal-Martínez, 2010), Australien (Warrawoona 

Gruppe, Bontognali et al., 2012; Djokic et al., 2017; Duda et al., 2016; Rasmussen, 2000), Südaf-

rika (Baberton Greenstone Belt, Hickman-Lewis et al., 2018; Homann et al., 2018; Westall et al., 
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2001) oder Amerika (Wheeler Formation, Gaines et al., 2005) beschrieben werden. Eine Präser-

vierung von Weichgewebe durch den Einfluss mikrobieller Matten wurde auch in einigen experi-

mentellen Ansätzen untersucht (Briggs & Kear, 1994; Brock et al., 2006; Hof & Briggs, 1997; 

Martin et al., 2004; Briggs & Kear, 1994; Butler et al., 2015; Darroch et al., 2012; Iniesto et al., 

2013, 2017; Raff et al., 2014; Raff & Raff, 2014).  

1.3. 16S-rRNA-Amplikon-Analyse  

Die Identifizierung bakterieller Spezies erfolgt seit über 30 Jahren über das spezielle „Hous-

ekeeping“ Gen, die 16S-rRNA-Gensequenz (Lane et al., 1985; Woese & Fox, 1977). Die 16S ist 

die kleine Untereinheit der Ribosomen und kommt ubiquitär in allen Bakterien und Archaeen vor 

(Morgan & Huttenhower, 2012), die ihre messenger RNA (mRNA) über ein ribosomales System 

translatieren (Kembel et al., 2012). Die Gensequenz besteht aus mehreren funktionellen Domänen 

und ist mit ungefähr 1500 bp lang genug, um statistisch relevante Informationen zu liefern. Berei-

che, die aus vielen verschiedenen Domänen bestehen, sind weniger anfällig für Fehlinterpretatio-

nen durch Mutationen in den einzelnen Domänen, da sich lediglich ein Abschnitt verändert, dies 

jedoch keine Auswirkungen auf die restliche Sequenz hat (Patel, 2001). Wie in Abbildung 2 dar-

gestellt, besteht die 16S-rRNA-Gensequenz aus hoch konservierten und neun hypervariablen Re-

gionen (V1-V9).  

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der 16S-rRNA-Genregion von Bakterien. Die Gensequenz ist aus mehreren 

konservierten und neun hypervariablen Regionen zusammengesetzt. Der besondere Aufbau ermöglicht die Typisierung 

von Bakterien, da die universellen Primer die hypervariablen Bereiche umschließend und die Sequenzen oftmals 

charakteristisch für bakterielle Genera und Spezies sind.  

Die konservierten Bereiche können genutzt werden, um universelle, degenerierte Primer zu desig-

nen, die die hypervariablen Regionen einrahmen. Anhand dieser einzigartigen Abschnitte können 

die Bakterien dann identifiziert werden (Claesson et al., 2010; Neefs et al., 1993). Die Wahl der 

Primer und damit die Analyse der hypervariablen Bereiche können die Fehleranfälligkeit der taxo-

nomischen Zuordnung stark beeinflussen (Kuczynski et al., 2012; Martinez-Porchas et al., 2017). 
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Die Regionen V1-V3, V4 oder V4-V5 haben sich in der Analyse von Bakterien etabliert, da hier 

die meisten Genus-Level-Unterschiede detektiert werden können (Kim et al., 2011). Die sequen-

zierten 16S-rRNA-Gensequenzen können dann mit großen Datenbanken, wie SILVA (Pruesse et 

al., 2007), Greengenes (DeSantis et al., 2006) oder NCBI BLAST® (www.ncbi.nlm.nih.gov) ab-

geglichen und dadurch taxonomisch zugeordnet werden. Moderne Hochdurchsatz-Methoden, wie 

Next Generation Sequencing, ermöglichen heutzutage die Analyse ganzer Ökosysteme und die 

Identifizierung der dort vorgefundenen Mikroorganismen. Neben der 16S-rRNA-Gensequenz exis-

tieren ebenfalls Methoden zur Einordnung von Pilzen, die 18S-rRNA-Gensequenz oder die ITS 

(„internal transcribed spacer“)-Region, oder anderen Eukaryoten. 

1.4. Ziel der Arbeit  

In diesem Projekt sollten artifizielle Zerfallsexperimente unter unterschiedlichen abiotischen 

Bedingungen durchgeführt werden. Hochdurchsatz 16S-rRNA-Amplikon-Sequenzierungen er-

möglichen eine Analyse der bakteriellen Besiedelung in einer Probe und damit die Detektion von 

Änderungen in der Zusammensetzung des Mikrobioms. Während sich die wenigen bakteriellen 

Untersuchungen in der paläontologischen Wissenschaft auf einzelne Organismen oder das Zusam-

menspiel zwischen wenigen Bakterien (Eagan et al., 2017; Raff et al., 2008, 2013; Raff et al., 

2014) konzentriert haben, sollten in diesem Ansatz die vielfältigen und komplexen, mikrobiellen 

Interaktionen im Detail beobachtet werden. Parallel dazu wurden die taphonomischen Veränderun-

gen des Weichgewebes und die geochemischen Anpassungen in der Umgebung untersucht (vgl. 

Mähler, 2021) und mit den 16S-rRNA-Amplikon-Analysen verglichen. Dieses Vorgehen sollte es-

sentielle, offene Fragen zum bakteriellen Einfluss auf Zerfalls- oder Erhaltungsprozesse klären.  

1) Welche Rolle spielen Bakterien bei der Fossilisation? Wie wichtig ist die bakterielle Akti-

vität, damit ein Fossil entstehen kann? 

2) Welche Bakterien haben den größten Einfluss auf abbauende oder erhaltende Prozesse?  

3) Woher stammen diese Bakterien? Gelangen sie aus der Umgebung (extrinsisch) zum Ka-

daver oder sind sie Teil der intrinsischen Körperflora des Organismus?  

4) Welche Stoffwechselwege oder bakteriellen Eigenschaften beeinflussen die Prozesse (am 

meisten)? 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5) Inwiefern verändern abiotische Faktoren die bakterielle Aktivität und wodurch kann der 

Erhalt von Weichgewebe diesbezüglich gesteuert werden? 

Zur Klärung dieser Fragen wurden acht verschiedene Zerfallsexperimente geplant. Zum einen soll-

ten zwei verschiedene Temperaturen (4 °C und 24 °C) getestet werden. Neben der Umgebungs-

temperatur wurde ebenfalls der Sauerstoffgehalt angepasst (aerobe und anaerobe Startbedingun-

gen). Der Einfluss der Sauerstoffverfügbarkeit auf die Zersetzung von Weichgewebe wurde in ver-

schiedenen Experimenten unter Laborbedingungen getestet, jedoch bisher ohne eindeutiges Ergeb-

nis. Die Herkunft der Bakterien, die möglicherweise den Abbau oder die Präservierung des Weich-

gewebes steuern, ist ebenfalls nahezu unbekannt. Neben der intrinsischen Flora (Gastrointestinal-

trakt, Haut), können auch extrinsische Bakterien aus der näheren Umgebung (Wasser, Sediment, 

Pflanzen) die Zerfalls- und Erhaltungsprozesse beeinflussen. Zu diesem Zweck wurde in vier Ver-

suchsreihen (Versuchsreihe 2, 4, 6, 8) das verwendete Seewasser im Vorfeld autoklaviert, um die 

extrinsische Flora ausschließen zu können. 

 Zusätzlich dazu sollten Bakterien auf unterschiedlichen Nährmedien während der Ver-

suchsreihen isoliert und auf ihre speziellen Eigenschaften untersucht werden. Dieses Vorgehen 

sollte einerseits weitere Einblicke in die komplexen Vorgänge und die metabolische Aktivität der 

Zerfalls- und Präservierungsprozesse geben. Andererseits sollen die Isolate ebenfalls für zukünf-

tige, kontrollierte Zerfallsexperimente mit sterilem Weichgewebe genutzt werden. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Verwendete Chemikalien & Materialien 

Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten Chemikalien mit Herstellerangaben. 

Chemikalie  Hersteller 

α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Acetonitril Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Agar Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, DE  

Agarose Universal Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld, DE 

Ampuwa® Wasser (DNase- & RNase-frei)  Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, DE  

Bacto-Pepton Difco Laboratories ltd, Detroit, USA 

Bacto™ Trypton  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Bovines Serumalbumin (BSA) New England Biolabs, Frankfurt, DE 

Ca(CH3COO)2 x H2O Merck KGaA, Darmstadt, DE 

CaCl2 x 2 H2O Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Casamino Acids Difco Laboratories ltd, Detroit, USA 

Ciprofloxacin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

COL-S-Blutagar BD Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA 

DNase I (1 U/µl) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

enzymatisch abgebautes Sojaprotein Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Essigsäure Carl Roth GmbH & Co. KG, Darmstadt, DE 

Ethanol (> 99 % Reinheit) AppliChem GmbH, Darmstadt, DE 

GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Glucose Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Glycerin  AppliChem GmbH, Darmstadt, DE  

Harnstoff (Urea) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

HCl Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Hefeextrakt LP0021 ?? Oxoid Deutschland GmbH, DE 

HF-Puffer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

KCl Merck KGaA, Darmstadt, DE 

KH2PO4 Merck KGaA, Darmstadt, DE 

KH2PO4 x 3 H2O Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Krabbenchitin (> 95 % Acetylierungsgrad) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Kristallviolett Merck KGaA, Darmstadt, DE 

MacConkey-Agar BD Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA 

Magermilchpulver Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

MgSO4 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

MidoriGreen Direct Nippon Genetics Europe, Düren, DE 

Na2HPO4 x 2 H2O Merck KGaA, Darmstadt, DE 

NaCl Carl Roth GmbH & Co. KG, Darmstadt, DE 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Nucleotide (dNTPs)  Fermentas, St. Leon-Rot, DE  

Olivenöl Gut & Günstig, Edeka-Gruppe, DE 
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OneTaq® 2X Master Mix New England Biolabs GmbH, Frankfurt, DE 

Phenolrot Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Phusion™ High Fidelity DNA Polymerase  Finnzymes, sales: NEB, Frankfurt, DE  

Protection Reagent  New England Biolabs GmbH, Frankfurt, DE 

Quick-Load® Purple 100 bp/1kb+ DNA ladder New England Biolabs GmbH, Frankfurt, DE 

R-2A-Agar  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Random Hexamers New England Biolabs GmbH, Frankfurt, DE 

Rhodamin B Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Tetrazyklin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trypton Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, DE  

TSB Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, DE  

ZymoBIOMICS Microbial Community Standard 

(D6300) 

Zymo Research, Irvine, USA 

β-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Isopropanol (2-Propanol) AppliChem GmbH, Darmstadt, DE 

2.2. Verwendete Kits 

Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten Kits mit Herstellerangaben. 

Kit Hersteller 

DNeasy® Blood & Tissue Kit Qiagen GmbH, Hilden, DE 

DNeasy® UltraClean® Microbial Kit Qiagen GmbH, Hilden, DE 

GeneJet Gelextraction Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

GeneJet PCR Purification Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Monarch RNA Miniprep Kit New England Biolabs GmbH, Frankfurt, DE 

ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit Zymo Research, Irvine, USA 

LunaScript® RT SuperMix Kit New England Biolabs GmbH, Frankfurt, DE 

2.3. Verwendete Software 

Tabelle 3: Übersicht über die verwendete Software und Programme mit der entsprechenden Internetseite. 

Computerprogramm Internetseite 

BugBase https://bugbase.cs.umn.edu/ 

EZBioCloud Database https://www.ezbiocloud.net/ 

Geneious 10.2.3 https://www.geneious.com/  

NCBI Blast https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

QIIME2 https://qiime2.org/ 

R (version 4.0.5) https://cran.r-project.org/bin/windows/ 

RStudio Desktop 1.4.1717 https://www.rstudio.com/products/rstudio/download/ 

Sequence massager http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm 
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2.4. Verwendete Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 4: Übersicht über die verwendeten Geräte und Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben. 

Gerät/Verbrauchsmaterial Hersteller 

96-Well-Platte Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Adapter Vortex-Genie 2 Vortext Qiagen GmbH, Hilden, DE 

Aerodisc® Syringe Filter (0,2 µm) Pall Corporation, New York, USA 

Agarosegelelektrophorese-Kammer Peqlab Biotechnology GmbH, Erlangen, DE 

Analysewaage  OHaus Corporation, Parsippany, USA 

BD Difco™ GasPak™ Anaerob Indikator BD Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA 

BD Difco™ GasPak™ EZ Anaerob System BD Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA 

BD Difco™ GasPak™ EZ Anaerobier Pouch Sys-

tem 

BD Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA 

Bead Beating Gefäß Bertin Technologies SAS, Montigny-le-Bretonneux, FR 

Bottletopfilter (Stericup Millipore Express ca. no. 

SCG-PU02RE) 

Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Brutschrank B6060 / B6 Heraeus, Hanau, DE 

Eismaschine UBE 3-10 Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernhagen, DE 

Eppendorf-Reaktionsgefäß (1,5 ml; 2 ml) Eppendorf, AG, Hamburg, DE 

Erlenmeyerkolben Schott, Mainz, DE 

Falcon Reaktionsgefäße (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One, Kremsmünster, AT 

Faltenfilter, qualitativ, 595 1/2 Whatman plc, Maidstone, GB 

FastGene® FAS-DIGI UV Imager  Nippon Genetics Europe, Düren, DE 

Gefrierschrank (-70°C) Heraeus, Hanau, DE 

Gefrierschrank (comfort) Liebherr, Kirchdorf an der Iller, DE 

Gefrierschrank HFU (-70 °C) Heraeus, Hanau, DE 

Glasbeads 0,1 mm Carl Roth GmbH & Co. KG, Darmstadt, DE 

Horiba LabRAM HR Evolution Raman Spektrome-

ter  

Horiba, Kyōto, JPN 

Inkubationsschüttler (Infors HT Ecotron) Infors HAT GmbH, Bottmingen, CH 

Keramikbeads 2,8 mm Bertin Technologies SAS, Montigny-le-Bretonneux, FR 

Küvetten Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, DE 

Magnetrührer mit Heizplatte (RCT classic IKA-

MAG®) 

IKA®-Werke GmbH & Co KG, Staufen im Breisgau, DE  

Microflex® LT MALDI-TOF/MS Bruker Corporation, Billerica, USA 

Mikrovolumen-UV/VIS-Spektralphotometer Nano-

Drop™ OneC 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Nalgene® Kryoröhrchen Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Netze Brema Fliegengitter (Nr. 895464) 

Olympus BX-FM Mikroskop Olympus K.K., Shinjuku, JPN 

Parafilm witeg Labortechnik GmbH, Wertheim, DE 

PCR-Cycler Biometra T Gradient Biometra GmbH, Göttingen, DE 

pH-Meter (pH5222) WTW, DE  

Plattenleser Infinite M Plex Tecan, Männedorf, CH 

PORA NC Einmalfilter (0,22 µm) Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, DE 

Präzisionswaage Kern & Sohn Waagen, Balingen, DE 

Precellys Tissue Homogenizer Bertin Technologies SAS, Montigny-le-Bretonneux, FR 

Reagenzgläser Schott, Mainz, DE 

https://www.google.com/search?sa=X&rlz=1C1CHBF_deDE858DE858&biw=2133&bih=1017&q=Ky%C5%8Dto&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCrMSclIVuIAsS1TTOK1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNm8K4_2luTvYGUEAJDiB3VQAAAA&ved=2ahUKEwi64MuYg-ryAhURxBQKHc2TAhsQmxMoAXoECDYQAw
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Reagenzschüttler (RS-VA 10) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE 

Schott-Flaschen Schott, Mainz, DE 

Schott-Flaschen Schott, Mainz, DE 

Spannungsquelle (Electrophoresis Powersupply) Renner GmbH, Krefeld, DE  

Spektrophotometer (UviLine 9400) Schott Instruments GmbH, Mainz, DE  

Sterilfilter FP 30/0.45 (0,45 µm) Whatman plc, Maidstone, GB 

Tischzentrifuge (Sigma 1-14 K) Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode, DE 

Ultrazentrifuge (Sorvall Discovery MI120SE) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

UV-Transilluminator Chroma 43 Vetter GmbH, Wiesloch, DE 

Vortexer (MS 2 Minishaker) Invitrogen AG, Waltham, DE  

Wasseraufbereitungssystem  

(MilliQ® Biocel System A10) 

Merck Millipore, Burlington, USA 

Zentrifuge (Multifuge 1 S-R) Heraeus, Hanau, DE 

2.5. Medien und Puffer 

Spezielle Medien zur Anzucht und zur Charakterisierung von Bakterien sind im passenden Ab-

schnitt beschrieben. Bei der Verwendung von Festmedium wurden 18 g/l Agar vor dem Autokla-

vieren hinzugegeben. 

Tabelle 5: Übersicht über die verwendeten Medien. 

LB-Medium  

 

10 g/l Bacto™Trypton, 10 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt in dH2O 

(pH 7,5) 

10X TAE Puffer 
48,46 g/l Tris (0,4 M), 3,72 g/l EDTA-Na2-Salz (0,01 M), 12,01 

g/l Essigsäure (0,2 M) 

BHI-Medium  

(angesetzt von der Nährbodenküche) 

8 g/l Hirn-Herz-Infus, 5 g/l peptisch abgebautes Tiergewebe, 16 g/l 

pankreatisch abgebautes Casein, 5 g/l NaCl, 2 g/l Glucose, 2,5 g/l 

Na2HPO4 (pH 7,4 ± 0,2) 

Columbia Blutagar mit 5 % Schafblut BD™ (Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA) 

MacConkey Agar BD™ (Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA) 

MH-Medium  

(angesetzt von der Nährbodenküche) 

300 g/l Rindfleischaufguss, 17,5 g/l hydrolysiertes Casein, 1,5 g/l 

Stärke in dH2O (pH 7,3 ± 0,2) 

Minimal-LB-Medium 
5 g/l Bacto™Trypton, 5 g/l NaCl, 2,5 g/l Hefeextrakt in dH2O 

(pH 7,5) 

PBS 
8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,44 g/l KH2PO4, 1,8 g/l Na2HPO4 x 2 H2O 

in dH2O (pH 7,4) 
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R-2A-Agar Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

TSB-Medium  
15 g/l pankreatisch abgebautes Casein, 5 g/l enzymatisch abge-

bautes Sojaprotein, 5 g/l NaCl in dH2O (pH 7,3) 

2.6. Grundlagen der Molekularbiologie 

2.6.1. Stammhaltung und allgemeine Vorgehensweisen 

Die Bakterienstämme, die in dieser Arbeit isoliert werden konnten, wurden als Dauerkultur für die 

Stammsammlung der AG Bierbaum angelegt. Dafür wurden spezielle Kryogefäße (Nalgene® Kry-

oröhrchen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit einer Mischung aus MH und 100 % 

Glycerin vorbereitet. Die bakteriellen Reinkulturen konnten direkt von der Platte mit einem sterilen 

Tupfer abgenommen und in die Kryogefäße eingerührt werden. Anschließend wurde das Gemisch 

für 30 s gevortext und dann bei - 80 °C dauerhaft gelagert. Zur Kultivierung der Mikroorganismen 

wurden die Stämme auf entsprechende Nähragarplatten ausgestrichen und je nach Ansprüchen in-

kubiert.  

Zur Ermittlung der Zellzahl in Flüssigkulturen wurde näherungsweise die optische Dichte bei einer 

Wellenlänge von 600 nm (OD600) mithilfe eines Spektral-Photometers UviLine 9400 (Schott In-

struments GmbH, Mainz, DE) bestimmt. Bei Messwerten über 0,4 wurde die Zellsuspension ver-

dünnt. Zur Sterilisation wurden alle Medien, Chemikalien und Pipettenspitzen bei 121 °C für 20 

min autoklaviert. Die Glasmaterialien, wie Erlenmeyerkolben und Messzylinder, wurden für 4 h 

bei 200 °C sterilisiert. Hitzeinstabile Lösungen wurden zur Vermeidung von Kontaminationen über 

Aerodisc® Syringe Filter mit einer Porengröße von 0,2 µm (Pall Corporation, New York, USA) 

gefiltert.  

2.6.2. Messung der DNA- und RNA-Konzentration 

Zur Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentrationen wurde das Mikrovolumen-UV/VIS-Spekt-

ralphotometer NanoDrop™ OneC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Die Kon-

zentrationen wurden bei einer Wellenlänge von 260 nm ermittelt. Die Reinheit der Probe kann 
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anhand des Verhältnisses der Absorption bei 260 nm und 280 nm, und 260 nm und 230 nm be-

schrieben werden. Der Wert sollte in beiden Fällen zwischen 1,8 und 2,0 liegen. 

2.6.3. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) der 16S-rRNA-Fragmente 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) dient der Amplifikation von DNA-Fragmenten (Mullis et 

al., 1986). Die Länge und die Spezifität der Fragmente wird über kurze, einzelsträngige Oligonuk-

leotide, so genannte Primer, definiert. Der Ablauf der PCR-Reaktion gliedert sich in drei essentielle 

Abschnitte. Zu Beginn muss die eingesetzte DNA-Matrize durch einen 3-minütigen Erhitzungs-

schritt auf 95 °C denaturiert werden (Initiale Denaturierung). Hierbei wird ebenfalls ein verfrühtes 

Binden der Primer verhindert. Anschließend erfolgen drei Schritte, die in einer festgelegten Zyk-

lenanzahl wiederholt werden. Nach einer erneuten Denaturierung für 1 min bei 95 °C, wird die 

Temperatur erniedrigt und die Primer können an die einzelsträngige DNA binden (Annealing). Die 

Temperatur ist für jeden Primer spezifisch. Ausgehend von den gebundenen Primern kann dann 

die DNA-Polymerase den komplementären Strang in 5‘-3‘-Richtung synthetisieren (Extension). 

Die Temperatur bei der Elongation hängt von der ausgewählten, hitzestabilen Polymerase ab. Am 

Ende jedes PCR-Laufs erfolgt eine finale Elongation für einige Minuten, um eine vollständige Syn-

these aller Fragmente garantieren zu können. Bei der 16S-rRNA-PCR werden zwei verschiedene 

Zyklen durchgeführt, da die verwendeten Primer unspezifischer sind und möglichst an alle ge-

wünschten Bereiche binden sollen. In Tabelle 6 sind die in diesem Projekt verwendeten Primer und 

in Tabelle 7 die Zusammensetzung der PCR-Ansätze und die PCR-Programme aufgeführt. 

Tabelle 6: Übersicht über die verwendeten Primer. Bei den Primern, die zur Amplifikation der 16S-rRNA-Gensequenz 

genutzt werden, sind spezielle Mischbasen (engl. wobble bases) eingefügt, die aufgrund ihrer Struktur an variable 

Basen binden können (M = C/A, Y = C/T). 

Name 16S-Orientierung Sequenz (5‘ - 3‘)  Quelle 

GM3F 8F AGA GTT TGA TCM TGG C Muyzer et al., 1995 

27F 27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG Lane, 1991 

1492R 1492R GGY TAC CTT GTT ACG ACT T basierend auf Turner et al., 1999 

GM4R 1507R TAC CTT GTT ACG ACT T Muyzer et al., 1995 

GM8neu 798R GGA CTA CCA GGG TAT CTA AT Buchholz-Cleven et al., 1997 

GM1F 518-534F CCA GCA GCC GCG GTA AT Buchholz-Cleven et al., 1997 

1114F Stahl 1114F GCA ACG AGC GCA ACC C Buchholz-Cleven et al., 1997 
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Tabelle 7: Zusammensetzung der PCR-Ansätze und Übersicht über die PCR-Programme, sowohl für die Verwendung 

einer Phusion-Polymerase, als auch eines OneTaq® 2X Master Mix. 

OneTaq®-PCR Phusion-PCR 

OneTaq 2x MasterMix 12,5 µl 

HF-Puffer 

dNTPs (10 mM) 

Phusion-Polymerase 

10 µl 

1 µl 

0,5 µl 

Primer_for 0,5 µl Primer_for (10 mM) 1 µl 

Primer_rev 0,5 µl Primer_rev (10 mM) 1 µl 

DNA ~ 100 ng DNA ~ 100 ng 

PCR-H2O ad. 25 µl PCR-H2O ad. 50 µl 

 

PCR-Programm 16S-rRNA Gensequenz 

OneTaq® Phusion   

95 °C 95 °C 3 min  

95 °C 95 °C 1 min 

10 x 49 °C 49 °C 1 min 

68 °C 72 °C 1,5 min 

95 °C 95 °C 1 min 

20 x 44 °C 44 °C 1 min 

68 °C 72 °C 1,5 min 

68 °C 72 °C 5 min  

4 °C 4 °C ∞  

 

 2.6.3.1. Kolonie-PCR 

Eine Variante der PCR ist die Kolonie-PCR, bei der Zellmaterial direkt von einer gewach-

senen Kolonie oder einer Flüssigkultur im PCR-Ansatz resuspendiert wird. Das PCR-Pro-

gramm wird durch einen zusätzlichen Erhitzungsschritt auf 95 °C für 5 min ergänzt, um die 

Zellen aufzuschließen und die DNA freizusetzen. Bei manchen Bakterien muss dieser Er-

hitzungsschritt verlängert werden. Dafür wird das Probenmaterial zuerst in 80 µl Ampuwa® 

Wasser (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, DE) gelöst und anschließend durch einen 10-

minütigen Hitzeschritt aufgeschlossen. Nach der Zentrifugation für 5 min bei 11.000 x g 

liegt die DNA im Überstand vor und kann direkt in die PCR eingesetzt werden. Bei dieser 

unsauberen Form der DNA-Isolation kann durch die Zugabe von 1 µl Bovines Serum Al-

bumin (BSA, New England Biolabs, Frankfurt, DE), einem Blutplasmaprotein, eine Inhibi-

tion der PCR-Reaktion verringert werden (Farell & Alexandre, 2012; Sidstedt et al., 2019).  
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2.6.4. Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarosegelelektrophorese wird im Anschluss an die PCR durchgeführt, um die Amplifikation 

der DNA-Fragmente zu überprüfen. Die verwendete Agarose bildet durch Quervernetzungen eine 

Siebstruktur aus, die die DNA-Fragmente bezogen auf ihre Größe unterschiedlich schnell durch-

wandern. Da die DNA aufgrund ihres Phosphatrückgrades negativ geladen ist, bewegt sie sich 

kontinuierlich in Richtung der Anode. Zusätzlich zu den Proben wird ein DNA-Marker mit Frag-

menten bekannter Größe aufgetragen, um eine Zuordnung der Größe der Fragmente zu ermögli-

chen. In diesem Projekt wurden 1%ige Agarosegele verwendet, die in 1 x TAE-Puffer angesetzt 

wurden. Die Proben wurden in einem Verhältnis von fünf zu eins mit dem Nukleinsäurefarbstoff 

MidoriGreen Direct (Nippon Genetics Europe, Düren, DE) versetzt, was eine spätere Visualisierung 

der DNA mithilfe eines Blue/Green LED Transilluminators (FastGene® FAS-DIGI, Nippon Ge-

netics Europe, Düren, DE) ermöglicht. Die Fragmente wurden bei einer Spannung von 120 V auf-

getrennt. 

2.6.5. Aufreinigung des PCR-Produktes 

Die Aufreinigung der DNA-Fragmente aus dem PCR-Ansatz oder aus einem präparativen Aga-

rose-Gel wurde mit den Kits GeneJet PCR Purification oder GeneJet Gelextraction (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA) durchgeführt. Dabei wurden die Protokolle des Herstellers angewandt, 

lediglich die Elution der Fragmente erfolgte in 20 µl Ampuwa® Wasser (Fresenius Kabi Deutsch-

land GmbH, DE). 

2.7. Versuchsreihen 

Zur Untersuchung des Einflusses bakterieller Aktivität auf den Zerfall und den Abbau von Weich-

gewebe wurden acht verschiedene Zerfallsexperimente geplant. Als Studienorganismus wurde der 

Braunblaue Zwergflusskrebs Cambarellus diminutus (Animalia; Arthropoda; Malacostraca; De-

capoda; Cambaridae, Cambarellus) gewählt. Um den Einfluss äußerer Faktoren (Ernährung, Aqua-

rienbepflanzung und -bewässerung) und den Eintrag ungewollter Mikroorganismen (Kontaminati-

onen über die Zoohändler) zu verringern, wurde zu Beginn des Projektes eine eigene C. diminutus 

Zucht etabliert. Die Aufzucht, Einschläferung und Vorbereitung der Krebse erfolgte im Institut für 
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Geowissenschaften (Abteilung Paläontologie). Pro Versuchstag wurden das Mikrobiom von drei 

verschiedenen Tieren (individuelle, biologische Replikate) analysiert, um den Einfluss möglicher 

Zufallsergebnisse zu minimieren. Das verwendete Süßwasser und das Sediment wurden aus einem 

See in Bonn-Röttgen (Alte Tongrube in Röttgen, 50.67406211334373, 7.074960227928857) ent-

nommen. Insgesamt wurden acht Versuchsreihen durchgeführt, die den Einfluss unterschiedlicher 

abiotischer Faktoren auf den Abbau und die Präservierung von Weichgewebe und die Zusammen-

setzung des Mikrobioms untersuchen sollten. In Abbildung 3 sind die unterschiedlichen Versuchs-

reihen dargestellt.  

 

Abbildung 3: Übersicht über die Versuchsreihen und die unterschiedlichen abiotischen und biotischen Bedingungen. 

Es wurden zwei verschiedene Temperaturen (4 °C, 24 °C), zwei Sauerstoffbedingungen zu Beginn der Experimente 

(aerobe und anaerobe Startbedingungen) und der Einfluss der extrinsischen Flora (unsteril und steril) untersucht. Bei 

den unsterilen Versuchen (in blau eingefärbt) wurde das Seewasser und das Sediment unbehandelt eingesetzt, 

wohingegen in den sterilen Experimenten (in orange eingefärbt) beides zuvor für 15 min, bei 121 °C autoklaviert 

wurde. 

Ein wichtiger Parameter, der vor allem die enzymatische Aktivität von Mikroorganismen beein-

flusst, ist die Temperatur, weswegen Versuche bei 4 °C und 24 °C durchgeführt wurden. Zusätzlich 

dazu wurde der Sauerstoffgehalt zu Versuchsbeginn mithilfe von speziellen Gaserzeugungssyste-

men (BD Difco™ GasPak™ EZ Anaerobier Pouch System, BD Becton, Dickinson and Company, 

Franklin Lakes, USA) verändert. Diese Systeme generieren ein anaerobes Milieu und sollen somit 

das Wachstum strikt aerober Mikroorganismen verhindern. Um die Frage zu klären, woher die 

Bakterien stammen (extrinsisch/intrinsisch), die die Abbau- oder Präservierungsprozesse dominie-

ren, wurden zwei verschiedene Versuchsaufbauten geplant. Bei einem Aufbau wurden das Seewas-

ser und das Sediment unbehandelt in die Versuche eingesetzt, in einem anderen wurden beide 

Komponenten zunächst autoklaviert, um alle externen Bakterien abzutöten.  



 
2. Material und Methoden  

 

32 

 

2.7.1. Vorversuche & Versuchsaufbau  

Im Vorfeld der Versuchsreihen sollten in ei-

nem Vorversuch zwei Parameter untersucht 

werden. Zum einen wurde Wasser aus zwei 

verschiedenen Quellen (Aquarienwasser, 

Seewasser aus Bonn-Röttgen) verwendet 

und zum anderen sollte eine Vorbehandlung 

des Wassers mit Filtern (Sterilfilter FP 

30/0.45, Porengröße: 0,45 µm, Whatman 

plc, Maidstone, GB) zum Ausschluss von 

Protozoen getestet werden. Anhand der Er-

gebnisse dieses Vorversuches wurde anschlie-

ßend der Versuchsaufbau für die weiteren Ex-

perimente festgelegt. 

Zur Versuchsbeginn wurden die benötigten Flusskrebse im Institut für Geowissenschaften (Abtei-

lung: Paläontologie) mit CO2 eingeschläfert. Anschließend wurden die Tiere gewogen, vermessen 

und optische Besonderheiten notiert. Das Wasser für die sterilen Versuche wurde am Vortag für 

mindestens 20 min auf 121 °C in einem Autoklaven sterilisiert. Zusätzlich dazu wurden auch die 

vorbereiteten Netze (Brema Fliegengitter (Nr. 895464)), auf die die Krebse in den Falcons gelegt 

wurden, autoklaviert. Alle Versuchsreihen wurden unter einer Sterilbank im Institut für medizini-

sche Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie (IMMIP) unter sterilen Bedingungen ange-

setzt. Hierfür wurde zuerst eine Schicht Sediment in die Falcons gefüllt. Danach wurden die Krebse 

auf sterilen Nylonnetzen auf das Sediment aufgelegt und die Gefäße mit ca. 40 ml Seewasser auf-

gefüllt. Die Falcons wurden sowohl bei den anaeroben, als auch bei den aeroben Versuchsreihen 

nicht fest verschlossen, um entweder eine Luftzirkulation oder die Generierung des sauerstoffar-

men Milieus über die Gasgenerierungssysteme zu ermöglichen. Bei den anaeroben Versuchen wur-

den zusätzlich noch 10 mM β-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) zugegeben, um 

reduzierende Bedingungen zu schaffen und so die Autolyse des Gewebes zu verhindern. Die Fal-

cons wurden gebündelt nach Versuchstag in GasPak™ Beuteln mit einem Gaserzeugungssystem 

gelagert (BD Difco™ GasPak™ EZ Anaerobier Pouch System, BD Becton, Dickinson and Com-

pany, Franklin Lakes, USA). Anhand eines Indikatorstreifens (BD Difco™ GasPak™ EZ Anaerob 

Indikator, BD Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) wurde überprüft, ob der 

Abbildung 4: Übersicht über den Versuchsaufbau und die 

Probenahmetage. An vier Tagen wurden zusätzlich zu den 

Gewebeproben Wassernullproben analysiert. Die 

Versuchsdauer wurde bei 4 °C verlängert, da die 

bakterielle Aktivität in kalter Umgebung verlangsamt ist. 
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Sauerstoffausschluss über den gesamten Versuchsablauf aufrechterhalten werden konnte. In den 

Versuchsreihen wurde der Zerfall der Flusskrebse und die Veränderungen des Mikrobioms über 

eine vorher festgelegte Zeitspanne beobachtet. Vorversuche bei 6 °C und 30 °C zeigten eine deut-

liche Verlangsamung des Zerfallsprozesses bei kühleren Temperaturen weswegen die Versuchs-

dauer bei den Versuchsreihen bei 4 °C entsprechend verlängert wurde. An den in Abbildung 4 

dargestellten Tagen wurde in Triplikaten eine Probe genommen und die DNA des Gewebes und 

des Wassers der Probe extrahiert. Zu Beginn des Experiments und an den Tagen 7, 14, 21, bzw. 

49, 77, 105 bei 4 °C, wurden zusätzlich noch Wassernullproben genommen. Bei den Nullproben 

wurde das Experiment ohne Flusskrebs angesetzt. Aus allen anderen Proben wurden die Fluss-

krebse am Versuchstag entnommen und anschließend die DNA der Probe aufgereinigt (siehe Ab-

schnitt 2.7.3.). Weitere geochemische und taxonomische Analysen wurden im Institut für Geowis-

senschaften (Abteilung: Paläontologie) mit anderen Versuchstieren durchgeführt. 

2.7.2. Kontrollen des Kits 

Die Effizienz des verwendeten Kits wurde durch die Verwendung einer bekannten bakteriellen 

Gemeinschaft („Mock-Gemeinschaft“) überprüft. Der ZymoBIOMICS Microbial Community 

Standard (D6300, Zymo Research, Irvine, USA) ist aus acht verschiedenen Bakterienstämmen zu-

sammengesetzt, die aufgrund ihres Zellwandaufbaus unterschiedlich schwer zu lysieren sind (siehe 

Tabelle 8). Zusätzlich beinhaltet der Standard auch noch zwei Pilzspezies, die allerdings in diesem 

Projekt nicht untersucht wurden. Alle Genera machen jeweils 12 % der bakteriellen Zusammenset-

zung aus. Da die 16S-Genkopien allerdings unterschiedlich oft im Genom vorliegen, ergibt sich 

für die einzelnen Genera eine unterschiedliche Verteilung, die in Tabelle 8 detailliert aufgeführt 

ist. Es wurden Triplikate analysiert und jeweils 75 µl des Standards direkt zu der Lysis-Lösung 

hinzugegeben und im weiteren Verlauf wie eine normale Probe prozessiert. 
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Tabelle 8: Zusammensetzung des ZymoBIOMICS Microbial Community Standards (D6300). Anhand der bekannten 

bakteriellen Gemeinschaft wurde die Effizienz des verwendeten Kits zur DNA-Extraktion untersucht. Der Standard ist 

aus acht verschiedenen Bakterien zusammengesetzt, die einen unterschiedlichen Zellwandaufbau zeigen und 

dementsprechend verschieden gut aufgeschlossen werden können. Mb = Megabasen, G+ = Gram-positiv, G- = Gram-

negativ 

Spezies Genomgröße 

(Mb) 

Genomische 

DNA (%) 

Anteil 

16S (%) 

Gram 

Verhalten 

Lysis  

Verhalten 

Pseudomonas aeruginosa 6.77 12 4.2 G- Einfache Lyse 

Escherichia coli 5.47 12 10.1 G- Einfache Lyse 

Salmonella enterica 4.83 12 10.4 G- Einfache Lyse 

Lactobacillus fermentum 2.08 12 18.4 G+ Schwierige Lyse 

Enterococcus faecalis 3.01 12 9.9 G+ Schwierige Lyse 

Staphylococcus aureus 2.93 12 15.5 G+ Schwierige Lyse 

Listeria monocytogenes 2.95 12 14.1 G+ Schwierige Lyse 

Bacillus subtilis 3.98 12 17.4 G+ Schwierige Lyse 

2.7.3. Extraktion der bakteriellen DNA der gesamten Probe  

Die Extraktion der bakteriellen DNA aus den Proben wurde mit dem ZymoBIOMICS™ DNA Mi-

niprep Kit (Zymo Research, Irvine, USA) durchgeführt. Neben dem Flusskrebsgewebe wurde 

ebenfalls das Wasser und bei ausgewählten Proben das Sediment aufgereinigt. Zur Vorbehandlung 

wurde das Gewebe mit 300 µl PBS in ein Precellys Bead Beating Tube (Bertin Technologies SAS, 

Montigny-le-Bretonneux, FR), gefüllt mit Keramikbeads (Ø 2,8 mm, Bertin Technologies SAS, 

Montigny-le-Bretonneux, FR), gegeben und bei 5.000 x g, für drei Zyklen aus 20 s Bead Beating 

und 40 s Pause bei RT in einem Precellys Tissue Homogenizer (Bertin Technologies SAS, Mon-

tigny-le-Bretonneux, FR) homogenisiert. Anschließend wurden 40 µl des Homogenisats zur Kon-

servierung in vorbereitete Kryogefäße gefüllt. Das restliche Homogenisat wurde für die DNA-Ex-

traktion verwendet. Bei den Wassernullproben wurden direkt 150 µl Flüssigkeit für die Kryokon-

servierung eingesetzt und die Proben im Anschluss mit einem Mehrfachfilterhalter und einem Cel-

lulose-Filter mit einer Porengröße von 0,22 µm (PORA NC Einmalfilter, Macherey-Nagel GmbH 

& Co. KG, GER) gefiltert. Der Filter wurde anschließend zerschnitten und alle Stücke für die wei-

tere DNA-Aufreinigung verwendet. Vom Sediment wurden 250 mg direkt in die vom Hersteller 

mitgelieferten Lysis-Gefäße eingewogen. Zu dem Probenmaterial wurden ca. 750 µl Lysis-Puffer 

zugegeben und die Bakterien über Bead Beating (6.000 x g, 3 x 60 s, 120 s Pause, RT) aufgeschlos-

sen. Die restliche DNA-Extraktion wurde wie vom Hersteller beschrieben durchgeführt. Zur Elu-

tion der DNA wurde das DNase-/RNase-freie Wasser auf 60 °C erwärmt und 50 µl auf die Säule 
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gegeben. Nach 2 min Inkubation wurde die DNA durch Zentrifugation eluiert und bis zur weiteren 

Verwendung bei -20 °C eingefroren. 

2.7.4. 16S-rRNA-Amplikon Sequenzierung (Illumina) 

Die Sequenzierung der 16S-rRNA-Gensequenz des bakteriellen Mikrobioms wurde von der Firma 

Molecular Research DNA (USA) mit der von ihnen entwickelten „bacterial tag-encoded FLX 

amplicon pyrosequencing“ (bTEFAP®) - Methode (Sun et al., 2011) durchgeführt. Dafür wurde 

zuerst die variable V4-Region der 16S-rRNA-Gensequenz mit den Primern 515F/806R (siehe Ta-

belle 9) amplifiziert (Caporaso et al., 2011). Durchgeführt wurde die PCR mit dem HotStarTaq 

Plus Master Mix Kit (Qiagen, USA) und dem in Tabelle 9 dargestellten PCR-Programm. In einer 

zweiten PCR wurden unter den gleichen Bedingungen spezielle Adapter angehangen. Diese so 

genannten „Linker-Sequenzen“, die für jede Probe spezifisch sind, ermöglichen eine Hochdurch-

satz-Sequenzierung mehrerer Proben (Sun et al., 2011). Die Sequenzierung der Amplikons erfolgte 

anschließend mit einem MiSeq™-System (Illumina, USA). 

Tabelle 9: Übersicht über die Primer und das PCR-Programm, die von der Sequenzierfirma (MR DNA) zur 

Amplifikation der 16S-rRNA-Gensequenz verwendet wurden.  

Name 16S-Orientierung Sequenz (5‘ - 3‘)  Quelle 

16s-515F 515F GTG CCA GCM GCC GCG GTA A Caporaso et al., 2011 

16s-806R 806 GGA CTA CVS GGG TAT CTA AT Caporaso et al., 2011 

 

PCR-Programm MR DNA 

94 °C 3 min  

94 °C 30 s 

28 x 53 °C 40 s 

72 °C 1 min 

72 °C 5 min  

2.7.5. Bioinformatische Analyse der Rohdaten 

Die Rohdaten, die bei der Sequenzierung generiert wurden, mussten für die ausführlichen Analysen 

zuerst über eine spezielle bioinformatische Pipeline prozessiert werden. Das hierfür erstellte Skript 

ist im Anhang („Ausführliche Pipeline zur Prozessierung der Rohdaten“) vorzufinden. Dafür wur-

den die Computerprogramme „QIIME2“ (Bolyen et al., 2019) und „R“ mit zusätzlichen Paketen 
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(siehe Tabelle 10) verwendet. Die QIIME2-Plattform ist eine spezielle, Linux-basierte Analy-

sesoftware, die auf große Datenmengen spezialisiert ist und durch vielfältige Plugins die Prozes-

sierung verschiedenster Datentypen ermöglicht. Die Rohdaten wurden im Format „Casava 1.8“ 

übermittelt, was bedeutet, dass die Sequenzierdaten bereits den einzelnen Proben anhand der pas-

senden Erkennungssequenzen zugeordnet wurden. Aus diesem Grund konnte der „Demultiple-

xing“-Schritt, der üblicherweise zu Beginn der Prozessierung durchgeführt wird, übersprungen 

werden. Zuerst wurden die Primer mithilfe der Software Fastq Processor (https://www.mrd-

nalab.com/mrdnafreesoftware/fastq-processor.html, Stand: 02.09.2021), die von der Sequenzier-

firma bereitgestellt wird, abgeschnitten und die Sequenzen in das richtige Dateiformat überführt. 

Nach dem Import der Daten in die QIIME2-Arbeitsumgebung wurde über einen „Denoising“-

Schritt der Vorwärts- und Rückwärtsstrang der Sequenz übereinander gelagert und Bereiche mit 

einer schlechten Qualität und Chimeren herausgefiltert. Das „Denoising“ wurde mit dem speziellen 

Plugin „Dada2“ (Callahan et al., 2016) durchgeführt. Dabei werden die Sequenzen miteinander 

verglichen und gleiche Sequenzen zu sogenannten Amplikon-Sequenzier-Varianten („Amplicon 

Sequencing Variants“, ASVs) zusammengeordnet. Die Sequenzen unterscheiden sich teilweise nur 

um eine oder zwei Basen, wodurch dieses Vorgehen deutlich genauer ist als die Einteilung in „Ope-

rational Taxonomic Units“, was in der veralteten Vorgehensweise mit einem Schwellenwert von 

97 % Gleichheit erfolgte. Im Anschluss an die Qualitätskontrolle konnten verschiedene Läufe, de-

ren Sequenzen miteinander verglichen werden sollten, zusammengefügt werden. Außerdem wur-

den optional sehr seltene oder nur gering vorkommende ASVs rausgefiltert, bevor die übrigen 

ASVs dann anhand der Datenbank SILVA (Version: silva-132-99-515-806-n-classifier) taxono-

misch zugeordnet werden konnten. Zusätzlich zu den bisher beschriebenen Schritten wurde in der 

QIIME2-Arbeitsumgebung die Sequenziertiefe mithilfe einer Rarefaction-Analyse überprüft und 

ein phylogenetischer Baum erstellt. Der phylogenetische Baum, der die Verwandschaftsverhält-

nisse der Bakterien überprüft, dient als Voraussetzung für weitere Analysen, wie der α- und β-

Diversität. Nach dem Export der Daten können diese für weitere Untersuchungen und graphische 

Darstellungen in R bearbeitet werden.  

Die Zuordnung der ASVs zu spezifischen metabolischen Eigenschaften, wie der Synthese speziel-

ler Enzyme oder der Fähigkeit einen Biofilm zu bilden, wurde über die Programme BugBase (Ward 

et al., 2017) und PICRUSt2 (Douglas et al., 2020) durchgeführt. PICRUSt2 ist als Plugin in die 

QIIME2-Arbeitsumgebung integriert, BugBase kann als eigenständiges Programm auf der entspre-

chenden Internetseite genutzt werden (https://bugbase.cs.umn.edu/, Stand: 03.09.2021).  

https://www.mrdnalab.com/mrdnafreesoftware/fastq-processor.html
https://www.mrdnalab.com/mrdnafreesoftware/fastq-processor.html
https://bugbase.cs.umn.edu/
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Tabelle 10: Übersicht über die verwendeten Pakete in R.  

Paket Analyse/Funktion Quelle 

R Core Grundlegende Funktionen version 4.0.5 

R Core Team, 2020 

tidyverse 

(ggplot2) 

Grundlegende Funktionen zur Bearbeitung großes Datensätze, 

graphische Darstellung 

version 

Wickham, 2016 

vegan Deskriptive multivariate Analyse von Mikrobiomdaten (Bray-Cur-

tis dissmilarity, PERMANOVA, Diversitätsindizes, Berechnungen 

zur Erstellung eines NMDS) 

version 2.5.6 

Oksanen et al., 2019 

caroline Berechnung von Prozentzahlen version 0.7.6 

Schruth, 2013 

RAM Deskriptive multivariate Analyse von Mikrobiomdaten  version 1.2.1.7 

Chen et al., 2018 

RColorBrewer Farbpalette version 1.1-2 

Neuwirth, 2014 

pheatmap Erstellung einer Heatmap version 1.0.12 

Kolde, 2019 

2.7.2. Sterilisierung des Krebsgewebes 

In zukünftigen Versuchen soll Gewebe mit einzelnen, isolierten Organismen behandelt werden. 

Dabei soll das Präservierungs- oder Abbaupotential dieser Bakterien untersucht werden. Damit die 

intrinsische Flora des Gewebes bei diesen Experimenten ausgeschlossen werden kann, muss das 

Gewebe im Vorfeld sterilisiert werden. Hierfür wurde eine Methode zur Sterilisation von Weich-

gewebe mittels Antibiotika-Behandlung etabliert. Das Gewebe wurde zuerst in ≥ 80 %igem Etha-

nol gewaschen und das Ethanol anschließend unter einer Sterilbank abgedampft. Die verwendeten 

Breitband-Antibiotika wurden am Versuchstag immer frisch angesetzt. Es wurde eine Mischung 

aus Tetrazyklin und Ciprofloxacin (beide Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) mit jeweils einer End-

konzentration von 40 µg/ml in sterilem Milli-Q® Wasser angesetzt, um eine breites Spektrum an 

Bakterien ausschließen zu können (Campoli-Richards et al., 1988; Nelson & Levy, 2011). Das 

Gewebe wurde für 6 h in der Antibiotika-Lösung bei RT, lichtgeschützt inkubiert. Im Anschluss 

musste das Gewebe dann mindestens zehn Mal für 10 Minuten in 10 ml sterilem Milli-Q® Wasser 

gewaschen werden, da Antibiotika-Rückstände das Wachstum der gewünschten Bakterien im Ver-

suchsaufbau stören würden.  
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2.8. Isolation von Organismen & Charakterisierung 

Während der Versuchsreihen sollten mithilfe unterschiedlicher Nährmedien und Anzuchtmethoden 

Bakterien aus den Wasser- und Gewebequellen isoliert werden, um eine umfassende Analyse der 

beteiligten Organismen zu ermöglichen. Bei den Wasserproben wurden sowohl die Nullproben, als 

auch das umgebende Wasser der Gewebeproben verwendet. Diese Bakterien wurden im weiteren 

Verlauf identifiziert und auf ihre typischen Eigenschaften untersucht.  

2.8.1. Isolation der Organismen 

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte auf speziellen Nährmedien. Die Temperatur, bei der die 

Isolationsmedien inkubiert wurden, wurden an die Temperatur der Versuchsreihen angepasst. Alle 

Methoden wurden sowohl aerob, als auch anaerob durchgeführt. Zur anaeroben Bebrütung wurden 

die Platten in einem Anaerobentopf oder Anaerobenbeutel mit speziellen Gaserzeugungssystemen 

(BD Difco™ GasPak™ EZ Anaerob System, BD Becton, Dickinson and Company, Franklin La-

kes, USA) inkubiert. Bei den Wasserproben wurden Verdünnungsreihen angesetzt. Je nach Zeit-

punkt der Probennahme wurden die Proben bis zu 10-8 verdünnt. Von den Verdünnungen wurden 

je 100 µl ausplattiert. Zu Beginn des Projektes wurden die Proben sowohl auf COL-S-Blutagar-, 

TSA-, R2A-, Minimal-LB-, als auch auf MacConkey-Agar ausplattiert. Im weiteren Verlauf wurde 

die Plattenanzahl auf R2A- und COL-S-Platten reduziert, um Doppelbestimmungen zu vermeiden. 

Zusätzlich zu der klassischen Anzuchtmethode auf Festmedium wurde die „Extinction-to-Dilu-

tion“-Methode mit einem speziellen Medium für oligotrophe Organismen durchgeführt (Gläser et 

al., 2013). Bei dieser Methode wurden Wasserproben bis zu 10-10 in einer 96-Well-Platte in dem 

speziellen Medium verdünnt, die Platte mit einer Sauerstoff-permeablen Folie verschlossen und für 

10 Wochen inkubiert. Nach der Anreicherungsphase wurden 50 µl aus jedem Well auf eine Agar-

platte mit dem speziellen Medium ausplattiert (siehe Tabelle 11). Durch die starke Verdünnung 

und die Verwendung des Mediums zur Anzucht von oligotrophen Organismen soll das Wachstum 

schnell-wachsender Organismen verhindert werden. Viele Umweltbakterien sind an das Vorhan-

densein ausreichender Nährstoffmengen nicht angepasst und setzen sich nur unter Nährstoffmangel 

durch (Button, 1993). Um eine zu starke Verdunstung zu reduzieren, sollten die äußeren Wells 

nicht mit Probenmaterial, sondern mit 200 µl Milli-Q® Wasser befüllt werden.  
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Tabelle 11: Zusammensetzung des Mediums, das zur selektiven Anzucht von Umweltbakterien verwendet wurde.  

Medium für oligotrophe Organismen (angelehnt an Gläser et al., 

2013) 

pH 7,5 

Hefeextrakt 15 g 

Bacto™ Trypton 30 g 

NaCl 30 g 

sterilfiltriertes Seewasser 25 ml 

optional: Agar 18 g 

dH2O ad. 1 l 

Bei den Gewebeproben lag vor allem die Isolation von Biofilm bildenden Organismen im Fokus. 

Zu diesem Zweck wurde die Oberfläche der Krebse vor der DNA-Extraktion mit sterilen Tupfern 

abgestrichen. Eine 96-Well-Platte mit U-Boden wurde mit je 200 µl TSB + 1 % Glucose vorbereitet 

und das Zellmaterial auf den Tupfern in der ersten Spalte in Doppelbestimmung resuspendiert. Von 

dieser Spalte ausgehend wurden je 20 µl in die nächsten Spalten überführt und so eine Verdün-

nungsreihe angelegt. Die letzte Spalte wurde als Sterilkontrolle des Mediums nicht beimpft. Die 

Platten wurden mindestens drei Tage inkubiert, um die Bildung eines Biofilms zu ermöglichen. 

Hierbei wurde die Temperatur an die Versuchsreihen angepasst und die Platten, die bei niedrigen 

Temperaturen gelagert wurden, für einen längeren Zeitraum inkubiert. Nach der Bebrütung wurde 

das Medium abgenommen und die Wells drei Mal mit PBS gewaschen, um ungebundene Bakterien 

abzuwaschen und nur die Organismen zu isolieren, die an die Polystyrol-Oberfläche der 96-Well-

Platte adhäriert und einen Biofilm gebildet hatten. Nach einer kurzen Trocknung wurden die Wells 

mit sterilen Tupfern ausgestrichen und das Zellmaterial auf frischen COL-S-Platten ausgeimpft. 

Die Platten wurden erneut bei der entsprechenden Temperatur für ein bis fünf Tage inkubiert und 

das Bakterienwachstum dokumentiert. Sofern keine Reinkulturen vorlagen, wurden die Kolonien 

mehrfach überimpft, um die verschiedenen Bakterienarten einzeln isolieren zu können.  

2.8.2. Artbestimmung der Organismen 

Die isolierten Organismen wurden mithilfe unterschiedlicher Methoden typisiert. Die schnellste 

Methode ist die Identifizierung via MALDI-TOF/MS, die vom Institut für Hygiene und Public 

Health durchgeführt wurde. Allerdings ist die Datenbank des Bruker-Gerätes auf die Identifizie-

rung von pathogenen, medizinischen Organismen optimiert, wodurch eine Zuordnung der Spektren 

in vielen Fällen nicht möglich war. Eine Alternative dazu stellt die Typisierung der Bakterien über 

die 16S-rRNA-Gensequenz dar. Hierfür kann entweder eine Kolonie-PCR oder - im Falle von 
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schwer zu lysierenden Organismen - erst eine Extraktion der genomischen DNA mit anschließen-

der klassischer PCR durchgeführt werden. 

 2.8.2.1. MALDI-TOF/MS zur Identifizierung von Organismen (Microflex® 

LT MALDI-TOF/MS) 

Die Identifizierung von Spezies mithilfe einer Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization 

- Time of Flight Massenspektrumanalyse (MALDI-TOF/MS) aus einer Reinkultur ist in der 

klinischen Mikrobiologie weit verbreitet (Bader, 2013). Zellmaterial, von einer gewachse-

nen Kolonie auf einer Agarplatte oder aus einem Flüssigmedium, kann ohne weitere Vor-

behandlung, direkt auf die Target-Platte aufgetragen werden. Anschließend werden die Zel-

len mit einer Matrix (α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure [HCCA] in Acetonitril: 0.1% TFA in 

Milli-Q®-H2O, 1:3) umschlossen, was zu einer Zelllyse führt. Ein Trockenschritt führt zur 

Co-Kristallisation der Zellkomponenten mit der Matrix. Werden diese mit einem gepulsten, 

hochenergetischen Laserstrahl beschossen, verdampft die kristallisierte Matrix und ioni-

sierte Moleküle werden freigesetzt. Die Flugzeit und die Flugbahn der Moleküle im ange-

legten elektrischen Feld sind massen- und ladungsspezifisch. Das so erhaltene Spektrum 

kann im Anschluss mit einer zentralen Datenbank (MALDI Biotyper® IVD System, Server 

Version 4.1.90 (PYTH)) abgeglichen und bekannten Spektren zugeordnet werden. Die Dif-

ferenzierung von Organismen anhand ihrer Spektren erfolgt bis auf Spezies-Ebene und un-

terscheidet sich zum Teil stark zwischen Spezies gleicher Genera (Bader, 2013). Die be-

kannten Datenbanken beinhalten vor allem die Spektren klinisch relevanter Krankheitser-

reger, weswegen die Identifizierung von eher unbekannten Bakterien aus Umweltproben 

mit dieser Methode schwierig ist. 

 2.8.2.2. Extraktion der genomischen DNA einzelner Organismen 

Zur Extraktion der genomischen DNA wurde das DNeasy® UltraClean® Microbial Kit 

(Qiagen GmbH, Hilden, DE) verwendet. Dazu wurden 5 ml Flüssigmedium mit dem ge-

wünschten Organismus angeimpft und bei 30 °C und 170 rpm bebrütet. Je nach Wachstum 

des Organismus wurde LB-, TSB- oder BHI-Medium verwendet und unterschiedlich lange 

inkubiert (Zusammensetzung der Medien siehe Tabelle 5). Die Extraktion wurde wie vom 

Hersteller empfohlen durchgeführt, der Zellaufschluss erfolgte mithilfe der im Kit vorhan-

denen PowerBead Tubes in einem speziellen Vortex Adapter (Vortex-Genie 2 Vortex, 
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Qiagen, DE). Die DNA wurde in 30 µl erwärmtem Ampuwa® Wasser eluiert. Im Anschluss 

an die Extraktion wurde die DNA-Konzentration bestimmt und entsprechend der Konzent-

ration eine 16S-rRNA-PCR angesetzt. Die 16S-rRNA-Sequenz wurde mit den Primern 

GM3F und GM4R (siehe Tabelle 6) und dem unter Abschnitt 2.6.3. beschriebenen PCR-

Programm amplifiziert. Anschließend wurde das PCR-Produkt aufgereinigt und bis zur 

weiteren Verwendung bei - 20 °C gelagert. 

 2.8.2.3. 16S-rRNA Sequenzierung nach Sanger 

Die Sequenzierung wurde von den Firmen GATC Biotech AG (Konstanz, DE) oder Micro-

synth (Balgach, CH) durchgeführt. Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der von Sanger 

(1977) beschriebenen Methode. Zur Sequenzierung wurde die zuvor amplifizierte 16S-

rRNA-Gensequenz mithilfe des Primers GM8Rneu (siehe Tabelle 6) analysiert. Mit diesem 

Primer kann ein ca. 700 bp großer Bereich der hypervariablen 16S-rRNA-Gensequenz se-

quenziert werden. In manchen Fällen war es notwendig, einen größeren Bereich abzude-

cken, um eine genaue Zuordnung zu einer Spezies garantieren zu können. Dafür wurden 

zusätzlich noch weitere Ansätze mit dem Primer 1114F oder GM1F (siehe Tabelle 6) ana-

lysiert. Die Orientierung der verwendeten Sequenzierungsprimer ist in Abbildung 5 darge-

stellt. 

 

Abbildung 5: Graphische Darstellung der Bindungsstellen der verwendeten Sequenzierprimer auf der 16S-

rRNA-Gensequenz. Mit den Primern kann insgesamt ein ungefähr 1500 bp langer Bereich abgedeckt werden. 

Die DNA-Sequenz wurde mit der Datenbank EZBioCloud abgeglichen (Yoon et al., 2017). 

Bei einer Ähnlichkeit (Similarity) von weniger als 98,75 % konnte die Sequenz keiner be-

stimmten Spezies zugeordnet werden. Diese Organismen wurden an die Arbeitsgruppe Lip-

ski weitergegeben, die auf die Charakterisierung neuer Arten spezialisiert ist. 
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2.8.2. Charakterisierung der isolierten Organismen 

Die isolierten Organismen wurden auf ihre Eigenschaften untersucht. Dabei wurden vor allem Cha-

rakteristika analysiert, die einen Einfluss auf das Abbau- beziehungsweise Präservierungsverhalten 

der Bakterien haben könnten. Hierzu zählen die Synthese spezifischer Exoenzyme, wie Chitinasen, 

Lipasen oder Proteasen, aber auch die Fähigkeit Biomineralien oder Biofilme zu bilden.  

 2.8.2.1. Chitinase (EC 3.2.1.14) 

In diesem Projekt wurde der Abbau und die Präservierung von Arthropoden untersucht, 

weswegen die Bildung einer Chitinase zum Abbau des chitinhaltigen Panzers von besonde-

rem Interesse war. Chitinasen katalysieren die Hydrolyse der glykosidischen Bindung des 

Polysaccharids Chitin (Bhattacharya et al., 2007). Das Krabbenchitin (> 95 % Acetylie-

rungsgrad, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) musste vor der Zugabe zum Nährmedium vor-

behandelt werden, da sich das Chitin nur in kolloidaler Form im Nährmedium löst. Zur 

Herstellung des kolloidalen Chitins wurden 10 g Chitin mit 150 ml 37 % HCl versetzt und 

über Nacht gerührt, bis die Chitinflocken komplett gelöst waren. Am nächsten Tag wurde 

die Suspension über einen Faltenfilter (qualitativ, 595 ½, Wahtman plc, Maidstone, GB) 

langsam in 1 l gekühltes Wasser gefiltert, wobei das Chitin als weißer Niederschlag ausfiel. 

Diese Lösung wurde dann für 20 min bei 3.000 x g und RT zentrifugiert und das Pellet in 

200 ml kaltem dH2O gewaschen. Dieser Waschschritt wurde so lange wiederholt, bis der 

pH der Lösung bei mindestens 3,5 lag. Nach der letzten Zentrifugation wurde der Überstand 

abgenommen und das Pellet im Wärmeschrank getrocknet. Nach der Trocknung wurde das 

Chitin pulverisiert und eine 10 %ige Chitinlösung angesetzt, die nach dem Autoklavieren, 

dem Nährmedium zugesetzt werden konnte. Die gesamte Zusammensetzung des Agars ist 

in Tabelle 12 aufgeführt. 

Tabelle 12: Zusammensetzung des Chitin-Salts-Agars. Durch die Ausbildung einer Chitinase sind die 

Organismen in der Lage das Chitin im Agar zu hydrolysieren. Eine positive Reaktion zeigt sich zur die 

Ausbildung eines klaren Hofes rund um die Kolonie. 

Chitin-Salts-Agar (Molise & Drake, 1973) pH 7,5 

K2HPO4 2 mM 

MgSO4 2 mM 

Casamino Acids 2 g 

Kolloidales Chitin 2,5 g 

Agar 18 g 

dH2O ad. 1 l 
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Zur Untersuchung, ob ein Bakterium die Fähigkeit besitzt eine Chitinase zu synthetisieren, 

wurde etwas Koloniematerial mit einer Impfnadel von einer Agarplatte abgenommen und 

in den trüben Chitin-Salts-Agar gestochen. Dann wurde die Platte für 48 - 72 h bei 30 °C 

inkubiert. In dem Fall, dass die Bakterien das zugesetzte kolloidale Chitin hydrolysieren 

konnten, wurde ein klarer Hof rund um die Kolonie sichtbar.  

 2.8.2.2. Bildung einer Protease (EC 3.4) 

Eine Vielzahl an Mikroorganismen synthetisieren Proteasen, die die Hydrolyse von Pep-

tidbindungen zwischen einzelnen Aminosäuren katalysieren. Manche Proteasen können le-

diglich endständige Bindungen abspalten (Exopeptidasen), andere sind dagegen auch in der 

Lage, innerhalb einer Polypeptidkette (Endopeptidase) zu hydrolysieren. Die Synthese ei-

ner Protease bei den isolierten Organismen wurde mithilfe des Skim-Milk-Agars überprüft 

(siehe Tabelle 13). Durch die Zugabe von Magermilchpulver (engl. skim milk, Merck 

KGaA, Darmstadt, DE) zeigte der Agar eine Trübung. Waren die Bakterien in der Lage, die 

Proteine in der Magermilch abzubauen, wiesen die Kolonien nach einer Inkubationszeit von 

48 - 72 h bei 30 °C einen klaren Hof rundherum auf. 

Tabelle 13: Zusammensetzung des Skim-Milk-Agars. Bakterien, die Proteasen ausbilden, können die Proteine 

in der zugesetzten Magermilch hydrolysieren und die Produkte zur Energiegewinnung nutzen. Eine positive 

Reaktion wird durch einen klaren Hof rund um die Kolonie sichtbar. 

Skim-Milk-Agar (Jones et al., 2007) pH 7,5 

Hefeextrakt 5 g 

Bacto™Trypton 10 g 

NaCl 10 g 

Agar 18 g 

Magermilchpulver 10 % (w/v) 

dH2O ad. 1 l 

  

 2.8.2.3. Bildung einer Lipase (EC 3.1.1.3) 

Weitere abbauende Enzyme beinhaltet die Gruppe der Lipasen, die eine Spaltung von Tri-

acylglyceriden zu Diacylglyceriden, Monoacylglyceriden, Glycerol und freien Fettsäuren 

katalysieren (Macrae & Hammond, 1985). Diese Fähigkeit wurde mit einem Rhodamin-

Olivenöl-Agar untersucht, dessen Zusammensetzung in Tabelle 14 aufgeführt ist. Als Sub-

strat wurde Olivenöl (Gut & Günstig, Edeka-Gruppe, DE) eingesetzt, das separat autokla-

viert werden musste. Außerdem wurde der Farbstoff Rhodamin B (Merck KGaA, 
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Darmstadt, DE) dem Agar zugesetzt. Sobald die Bakterien die Triglyceride im Olivenöl 

aufgespalten haben, können die freien Fettsäuren mit dem Rhodamin B zu einem Konjugat 

reagieren (Jaeger et al., 1994). Die zu untersuchenden Organismen wurden auf dem Agar 

ausgestrichen und die Platten anschließend für mindestens 48 h bei 30 °C inkubiert. Die 

Kolonien von Lipase-produzierenden Organismen erschienen auf den speziellen Agarplat-

ten pink und fluoreszieren unter UV-Licht (UV-Transilluminator Chroma 43, Vetter 

GmbH, Wiesloch, DE) bei einer Wellenlänge von 250 nm wohingegen Lipase-negative Or-

ganismen keine Fluoreszenz zeigten (Jaeger et al., 1994).  

Tabelle 14: Zusammensetzung des Rhodamin-Olive-Oil-Agars. Die Bakterien, die Lipasen ausbilden, können 

die Fette, die durch das Olivenöl dem Agar zugesetzt wurden, hydrolysieren und für die Energiegewinnung 

nutzen. Freie Fettsäuren reagieren mit dem Farbstoff Rhodamin B, wodurch Lipase-positive Organismen eine 

Fluoreszenz unter UV-Licht zeigen. 

Rhodamin-Olive-Oil-Agar (angepasst von Kouker & 

Jaeger, 1987) 

pH 7,0 

Bacto™Trypton 8 g 

Hefeextrakt 4 g 

NaCl 3 g 

Agar 18 g 

dH2O ad. 970 ml 

Olivenöl 30 ml 

Rhodamin B 2 mg 

 

 2.8.2.4. Bildung einer Urease (EC 3.5.1.5) 

Die Synthese einer Urease ermöglicht den Bakterien die Verarbeitung von Harnstoff (Urea). 

Urea wird dabei zu Ammonium und Carbamat, dem Salz der Carbamidsäure, hydrolysiert, 

wodurch der pH der umgebenden Matrix erhöht wird. Die Veränderung des pH-Wertes 

kann in Anwesenheit bestimmter Ionen (z.B. Ca2+, Mg2+) zu einer Kristallausfällung führen. 

Dieser Prozess ist besonders problematisch in der Intensivpflege, wo die starke Urease-

Aktivität von Proteus mirabilis in Biofilmen in Kathetern in einer starken Verkrustung und 

dadurch Verstopfung resultieren kann (Flores-Mireles et al., 2015). Zur Identifizierung von 

Urease-bildenden Organismen wurde ein spezieller Urease-Agar verwendet (siehe Tabelle 

15). Dem Agar wurde neben Harnstoff (Merck KGaA, Darmstadt, DE), ebenfalls Phenolrot 

(Merck KGaA, Darmstadt, DE) als pH-Indikator zugegeben. Die Organismen wurden auf 

den Agar geimpft und 48 h bei 30 °C inkubiert. Erhöhte sich der pH des Agars durch die 

Spaltung von Urea, wurde ein deutlicher Farbumschlag von leicht orange zu pink sichtbar.  
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Tabelle 15: Zusammensetzung des Urease-Agars. Durch die Synthese einer Urease können die Bakterien 

Urea hydrolysieren, was einen pH-Anstieg zur Folge hat. Diese pH-Veränderung wird durch den Indikator 

Phenolrot sichtbar, indem der Agar einen Farbumschlag von leicht orange zu pink zeigt. 

Urease-Agar (Christensen, 1946) pH 6,8 

Bacto™Pepton 1 g 

Glucose 1 g 

NaCl 5 g 

Na2HPO4 1,2 g 

KH2PO4 0,8 g 

Phenolrot 0,5 % (w/v) 

Agar 18 g 

Urea 2 % (w/v) 

dH2O ad. 1 l 

 2.8.2.5. Analyse der Biofilmbildung 

Die isolierten Organismen wurden ebenfalls auf ihre Fähigkeit untersucht Biofilme zu bil-

den (Stepanović et al., 2000). Dafür wurden die Bakterien in 5 ml TSB-Medium angeimpft 

und über Nacht bei 30 °C und 170 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurde die OD600 be-

stimmt und bei allen Proben auf eine OD600 von 0,5 verdünnt. In einer 96-Well-Platte mit 

U-Boden (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) wurden 190 µl TSB + 1 % Glucose 

vorgelegt. In vierfacher Bestimmung wurden 10 µl der vorbereiteten Probe zum Medium 

dazugegeben. Eine Position wurde immer als Sterilkontrolle des Mediums verwendet und 

dementsprechend nicht mit Bakterien beimpft. Zu den Randspalten wurden zusätzlich noch 

100 µl Milli-Q® Wasser hinzugefügt, um die Verdunstung (Edge-Effekt) zu minimieren 

(Shukla & Rao, 2017). Die so präparierte Platte wurde für mindestens zwei Tage bei 30 °C 

inkubiert. Nach der Kultivierung wurden die bewachsenen Nährmedien vorsichtig mit einer 

Pipette abgenommen und verworfen. Anschließend wurden die Wells drei Mal mit 200 µl 

PBS gewaschen, um ungebundene Bakterienzellen auszuwaschen. Die Zellen, die an das 

Polystyrol der 96-Well-Platte binden konnten, wurden daraufhin mit 200 µl 0,2 % Kristall-

violett (Merck KGaA, Darmstadt, DE) für 30 min gefärbt. Kristallviolett färbt unspezifisch 

negativ geladene Oberflächenmoleküle, wie die Polysaccharide im EPS an (Li et al., 2003). 

Nach der Färbung wurden die Wells erneut drei Mal mit 200 µl PBS gewaschen und für 5 

min getrocknet. Für die Auswertung wurden die Wells mit 250 µl einer 33 %igen Essig-

säure-Lösung befüllt und für 15 min inkubiert. Bei diesem Schritt wird das an das Zellma-

terial gebundene Kristallviolett gelöst und geht in die Essigsäure über. Im Anschluss an 

diesen Entfärbungsschritt konnte die Absorption bei einer Wellenlänge von 570 nm im Plat-

tenleser Infinite M Plex (Tecan, CH) bestimmt werden. Ausgehend von der Sterilkontrolle 
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des Mediums, die als Nullwert verwendet wurde, wurde die Menge an gebildetem Biofilm, 

und somit die Fähigkeit eines Organismus einen Biofilm aufzubauen, berechnet. Hierbei 

wurde eine Grenze (cut-off OD = ODC) festgelegt. Unter einem Wert von drei Standardab-

weichungen oberhalb des Nullwertes war keine Biofilmbildung sichtbar. Die Zuordnung 

der OD570-Werte zu der Fähigkeit einen Biofilm auszubilden, ist in Tabelle 16 zusammen-

gefasst.  

Tabelle 16: Schema zur Einordnung der Fähigkeit einen Biofilm auszubilden. Als Referenzwert wurde die 

Mediumskontrolle verwendet. OD = optische Dichte, ODC = Cut-off OD 

keine Biofilmbildung OD570 ≤ ODC 

schwache Biofilmbildung ODC < OD570 ≤ 2 x ODC 

mittlere Biofilmbildung 2 x ODC < OD570 ≤ 4 x ODC 

starke Biofilmbildung 4 x ODC < OD570 

 2.8.2.6. Biomineralisierung 

Viele Bakterien sind in der Lage, durch ihre metabolische Aktivität die biochemischen Be-

dingungen in ihrer Umgebung so zu verändern, dass biologisch-induzierte Mineralien aus-

fallen. Durch BIM werden vor allem Carbonate präzipitiert und die häufigste Ionenquelle 

für BIM und BCM ist Calcium (50 % aller Biomineralien, Weiner & Dove, 2003). Die 

Testung der Fähigkeit zur Biomineralisation der isolierten Organismen wurde mit dem 4 x 

modifizierten B4-Medium (4xmB4-Medium, siehe Tabelle 17) durchgeführt. Das Rezept 

hierfür basiert auf dem B4-Medium, welches 1973 von Boquet et al. zur Isolation von mi-

neralisierenden Organismen beschrieben wurde. Daskalakis et al. (2013) konnten eine deut-

liche Verbesserung der Biomineralisierung durch die Erhöhung der Calciumquelle be-

obachten, weswegen dieses optimierte Medium für die Versuche verwendet wurde. Die 

Bakterien wurden zuerst in 5 ml 4xmB4-Medium über Nacht bei 170 rpm und 30 °C inku-

biert und am nächsten Tag die OD600 bestimmt. Ab einer OD600 von über 0,2 wurde die 

Bakteriensuspension sukzessiv mit frischem Medium verdünnt und anschließend 100 µl der 

Verdünnung auf eine 4xmB4-Agarplatte ausplattiert. Zum Schutz vor Evaporation wurden 

die Platten mit Parafilm verschlossen und für mind. zwei Wochen bei 30 °C gelagert. Nach 

der Inkubationszeit wurden die Platten, wie in Abbildung 6 dargestellt, makro- und mikro-

skopisch auf Kristallisierung untersucht.  
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Tabelle 17: Zusammensetzung des 4 x mB4-Mediums. Das Medium basiert auf dem bekannten B4-Medium 

(Boquet et al., 1973) und beinhaltet die vierfache Menge an Calciumacetat, um die Mineralisierung zu 

verstärken. Nach drei Wochen bei 30 °C wurden die Platten makro- und mikroskopisch auf Kristallbildung 

untersucht. 

4 x mB4-Medium (Daskalakis et al., 2013) pH 8,0 

Bacto-Pepton 14,4 g 

Ca(CH3COO)c2 x H2O 10 % (w/v) 

dH2O ad. 1 l 

optional: Agar 18 g 

 

Abbildung 6: Mikroskopische Untersuchung der Agarplatte. Die Platte wurde auf dem Deckel auf den 

Objekttisch gelegt und mit einer 10- und 40-fachen Vergrößerung untersucht. 

2.9. Raman-Spektroskopie 

2.9.1. Raman-Effekt 

Die Raman-Spektroskopie ist ein Messverfahren, das auf dem Effekt inelastischer Streuung von 

Licht an Materie beruht. Hierbei wird ein Laser als monochromatische Anregungsquelle genutzt, 

die Licht einer bestimmten Wellenlänge abgibt und die bestrahlten Moleküle in Schwingungen 

versetzt. Das Laserlicht geht zu einem großen Teil unverändert durch das Molekül hindurch (Ra-

yleigh-Streuung), ein kleinerer Teil jedoch wird durch die spezifische Schwingungsbewegung ab-

gelenkt. Durch die zugeführte Energie in Form eines Photons wird die natürliche Schwingungsfre-

quenz des Moleküls erhöht. Nach einer gewissen Zeit wird dieses Photon wieder abgegeben und 

das Molekül in seinen Grundzustand zurückversetzt (Stokes-elastische Streuung). Selten kann es 

bei diesem Prozess auch zu einer inelastischen Streuung kommen, was bedeutet, dass das Molekül 

durch die Abgabe des Photons ein anderes Energielevel aufweist, als im eigentlichen Grundzu-

stand. Dabei wird zwischen zwei Fällen unterschieden, dem Stokes- und Anti-Stokes-Übergang, 

der in Abbildung 7 dargestellt ist. 
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Abbildung 7: Graphische Darstellung des Grundprinzips der RAMAN-Spektroskopie. Mithilfe eines Lasers werden 

Oberflächen bestrahlt, wodurch Moleküle in höhere Energielevel versetzt werden. Nach einiger Zeit wird die Energie 

wieder freigesetzt und das Molekül liegt in seinem energetischen Grundzustand vor (elastische Streuung). In dem Fall, 

dass das ursprüngliche Energielevel über- (Stokes) oder unterschritten (Anti-Stokes) wird, handelt es sich um 

inelastische Streuung. 

Der Unterschied im Energielevel der eingestrahlten und wieder abgestrahlten Photonen kann von 

einem Detektor gemessen werden. Die Schwingung ist charakteristisch für das Molekül und kann 

als eine Art Fingerabdruck genutzt werden, um das Molekül zuzuordnen. Die einzelnen Fingerab-

drücke ermöglichen dann die Analyse des Aufbaus oder der Struktur von Gasen, Flüssigkeiten oder 

Feststoffen. 

2.9.2. Raman-Spektrometer 

Für die Versuche in dieser Arbeit wurde ein konfokales Horiba LabRAM HR Evolution Raman 

Spektrometer, ausgestattet mit einem Olympus BX-FM Mikroskop, am Institut für Geowissen-

schaften und Meteorologie (Abteilung: Geochemie/Petrologie) verwendet. Als Anregungsquelle 

diente ein 2W Nd:YAG-Laser (532,09 nm) mit einer Energie von 10 mW auf der Probenoberfläche. 

Ein CCD-Detektor (Charge-Coupled Device) detektierte das gestreute Licht in einem Spektralbe-

reich von 100 bis 1150 cm-1. Die Belichtungszeit und die Akkumulation variierten von 2 - 6 s und 

4 - 6 s. Die Raman-Spektroskopie wurde hauptsächlich dafür verwendet, die Mineralien, die von 

den Bakterien auf dem speziellen 4xmB-Medium gebildet wurden, auf ihre Zusammensetzung hin 

zu untersuchen. 

2.10. Differenzierung von toten und lebenden Zellen (RNA-Isolation) 

Die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft in den verschiedenen Versuchsaufbauten 

wurde über längere Zeiträume untersucht. Innerhalb dieser Zeitspannen können bakterielle 
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Gruppen, die zu Beginn dominieren, absterben. Die DNA dieser toten Zellen (eDNA) liegt weiter 

in der Probe vor und kann zu einer Überbewertung der Diversität und der Verteilung einzelner 

Gruppen in der Analyse führen (Li et al., 2017). Da in einer klassischen PCR nicht zwischen der 

DNA von lebenden Zellen (dormante, wachsende und nicht-wachsende metabolisch aktive Zellen) 

und eDNA unterschieden wird, sollte der Einfluss dieser eDNA auf die relative Verteilung der 

Mikroorganismen innerhalb einer Probe untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde die DNA und 

die RNA in einer Probe verglichen. Die RNA, die von metabolisch aktiven und dormanten Zellen 

synthetisiert wird, wird innerhalb kürzester Zeit in der Umwelt zersetzt, wohingegen DNA deutlich 

längere Zeitabschnitte überdauern kann (Nielsen et al., 2007).  

Die Aufreinigung der RNA wurde mit dem Monarch RNA Miniprep Kit (New England Biolabs 

GmbH, Frankfurt, DE), die DNA-Extraktion mit dem ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo 

Research, Irvine, USA) durchgeführt. Zur Vorbereitung der Aufreinigungen wurde als Triplikat je 

ein eingeschläferter Flusskrebs in einem Falcon mit 30 ml dH2O für 5 Tage bei 4 °C inkubiert. Für 

die Behandlung der RNA wurden alle Glasgefäße und Metallgeräte bei 200 °C für mind. 6 h steri-

lisiert. Am Versuchstag wurde der Arbeitsplatz mit Frekanol, DNA-Exitus und 0,5 M NaOH ge-

reinigt, um alle Kontaminationsmöglichkeiten und einen Abbau der fragilen RNA durch externe 

RNasen zu minimieren. Ein RNase-freies Bead Beating Gefäß wurde mit sechs sterilen Keramik-

beads (Ø 2,8 mm, Bertin Technologies SAS, Montigny-le-Bretonneux, FR) und 500 µl Protection 

Reagent (New England Biolabs GmbH, Frankfurt, DE) befüllt. Danach wurde das Krebsgewebe 

entnommen und in das Bead Beating Gefäß überführt. Zur Homogenisation des Gewebes wurden 

die Tubes bei 5.000 x g, 2 x 30 s, 20 s Pause bei RT in einem Precellys Tissue Homogenizer (Bertin 

Technologies SAS, Montigny-le-Bretonneux, FR) homogenisiert. Anschließend wurde die Hälfte 

der Probe für die DNA-, die andere Hälfte für die RNA-Aufreinigung verwendet. Die DNA-Auf-

reinigung wurde wie unter Abschnitt 2.7.3. beschrieben, durchgeführt. Bei der RNA-Aufreinigung 

wurde das homogenisierte Gewebe in ein neues Bead Beating Gefäß überführt. Für die Zelllyse 

wurden Glasbeads (Ø 0,1 mm, Bertin Technologies SAS, Montigny-le-Bretonneux, FR) und zu-

sätzlich 300 µl Protection Reagent zugegeben. Dann konnten die Zellen bei 6.000 x g, 3 x 60 s, 

120 s Pause aufgeschlossen werden. Im Anschluss daran wurde die Probe für 2 min bei 16.000 x g 

bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Die gleiche Menge Überstand wurde mit 

Lysis-Puffer ersetzt. Die restliche Aufreinigung wurde wie vom Hersteller empfohlen durchge-

führt. Die Elution der RNA erfolgte in 40 µl RNase freiem Wasser. Nach der Messung der RNA-

Konzentration mit dem Mikrovolumen-UV/VIS-Spektralphotometer NanoDrop™ OneC (Thermo 



 
2. Material und Methoden  

 

50 

 

Fisher Scientific, Waltham, USA), wurde die Probe auf DNA-Rückstände überprüft. Hierfür wurde 

eine PCR des 16S-rRNA-Gens durchgeführt (siehe Abschnitt 2.6.3.). In dem Fall, dass noch DNA 

in der Probe vorlag, wurde ein weiterer Verdau mit DNase I (1 U/µl, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA) angeschlossen. DNA-freie RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Da RNA sehr 

instabil ist, sollte die Umschreibung innerhalb von 24 h durchgeführt werden. Die cDNA wurde 

mit dem LunaScript® RT SuperMix Kit (New England Biolabs GmbH, Frankfurt, DE), allgemei-

nen Primern (Random Hexamers, New England Biolabs GmbH, Frankfurt, DE) und den in Tabelle 

18 dargestellten Parametern synthetisiert.  

Tabelle 18: Zusammensetzung des Ansatzes und des PCR-Programms zur Synthese der cDNA mit dem LunaScript® 

RT SuperMix Kit. 

Ansatz cDNA-Synthese  

LunaScript® SuperMix 4 µl 

RNA (bis 1 µg)  

RNase/DNase-freies Wasser ad. 20 µl 

 

PCR-Programm cDNA-Synthese 

25 °C 2 min 

1 x 55 °C 10 min 

95 °C 1 min 

   

Zur Testung der cDNA Synthese wurde erneut eine 16S-rRNA-PCR (siehe Abschnitt 2.6.3.) ange-

setzt. Hier sollte die umgeschriebene cDNA spezifisch amplifiziert werden. Sowohl die cDNA, als 

auch die DNA der Proben wurden zur 16S-Amplikon-Analyse an die Firma Molecular Research 

DNA (USA) gesendet (siehe Abschnitt 2.7.4.) 
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3. Ergebnisse 

Der Einfluss mikrobieller Aktivität auf den Erhalt oder die Zersetzung von Weichgewebe 

wurde bisher experimentell kaum untersucht. Ob Weichgewebe gut erhalten bleibt und somit als 

Fossil die Jahrtausende überdauern kann, wird vermutlich durch die initialen Schritte innerhalb von 

wenigen Tagen oder Monaten entschieden. Hierbei sind minimale Veränderungen in der Umge-

bung richtungsweisend, da dadurch nicht nur die mikrobielle Aktivität verringert oder erhöht wird, 

sondern auch spezielle Stoffwechselwege der Bakterien, die beispielsweise zur Präzipitation von 

Mineralien führen können, angeregt werden. In vorherigen Experimenten konnten paläontologi-

sche Forschungsgruppen den Einfluss bestimmter abiotischer Faktoren auf den Verlauf des Abbaus 

untersuchen, jedoch wurde noch nie systematisch die Zusammensetzung der beteiligten mikrobiel-

len Gemeinschaft ermittelt. Mithilfe ausführlicher Mikrobiom-Analysen (16S-rRNA-Amplikon-

Analysen) in artifiziellen Zerfallsexperimenten mit unterschiedlichen abiotischen Parametern soll-

ten die Veränderungen in der bakteriellen Besiedelung und daraus resultierende Unterschiede im 

Zerfall oder der Präservierung von Weichgewebe untersucht werden. Um den Einfluss äußerer 

Faktoren zu minimieren, wurde im Vorfeld eine eigene Flusskrebs-Zucht mit der Spezies C. dimi-

nutus etabliert. Dadurch sollte das körpereigene Mikrobiom der Versuchstiere vergleichbar gehal-

ten werden. Eine Alternative wäre der kommerzielle Erwerb der Flusskrebse gewesen, bei dem 

nicht hätte sichergestellt werden können, dass immer das gleiche Futter verwendet wurde und die 

Krebse in einer ähnlichen Umgebung (Zusammensetzung der Pflanzen, des Sediments oder des 

Wassers innerhalb der Aquarien) ohne die Gabe von Antibiotika aufgezogen wurden. All diese 

Faktoren haben einen potentiellen Einfluss auf das Mikrobiom des Tieres und können somit auch 

den Ausgang des Experimentes verändern.  

Gleichzeitig sollten die eigentlichen Zerfallsexperimente aber auch in einem möglichst na-

türlichen Umfeld ablaufen. Zu diesem Zweck wurde in Vorversuchen ermittelt, welches Wasser in 

den Experimenten verwendeten werden sollte. Da in ersten Versuchen mehrere bakterielle Genera 

nachgewiesen werden konnten, die sich als Symbionten in und auf Protozoen (eukaryotischen Ein-

zellern) ansiedeln können, sollte getestet werden, ob eine Filtration des Wassers zur Entfernung 

von größeren Organismen nützlich sein könnte. Die Anwesenheit von Protozoen könnte ein Prob-

lem darstellen, da diese Organismen Bakterien von der Oberfläche der Versuchstiere abgrasen kön-

nen, was den Versuchsablauf verändern würde. 



 
3. Ergebnisse  

 

52 

 

3.1. Vorversuche 

Für die Vorversuche wurden vier ver-

schiedene Versuchsansätze vorbereitet (siehe 

Abbildung 8). Neben zwei verschiedenen 

Wasserquellen, natürlichem Seewasser und 

Aquarienwasser, wurde eine Filtration des 

Wassers zur Vorbehandlung untersucht. Es 

wurden jeweils Wassernullproben (Tag 1 und 

Tag 14) und Gewebeproben (Tag 7 und Tag 14) 

angesetzt und bis zur DNA-Extraktion am Versuchstag bei 30 °C inkubiert. Um das Mikrobiom 

aus dem Wasser aus den Nullproben isolieren zu können, wurde das Wasser über eine feinporige 

Membran (Porengröße: 0,45 mm) gefiltert. Die Bakterien sammeln sich auf dem Filter, der dann 

in die DNA-Extraktion eingesetzt wird. Die DNA des Weichgewebes konnte ohne zusätzliche Be-

handlung direkt aufgereinigt werden. Im Anschluss an die Extraktion wurde die DNA-Konzentra-

tion bestimmt (siehe Anhang: „Konzentration der extrahierten DNA - Vorversuche“) und eine 16S-

Amplikon-Sequenzierung durchgeführt. Die Rohdaten wurden über die bioinformatische Pipeline 

ausgewertet und analysiert.  

Insgesamt zeigten die Gewebeproben eine höhere DNA-Konzentration und auch die Qua-

lität der aufgereinigten DNA, die sich anhand des Verhältnisses der Absorption bei 260 und 280 

nm Wellenlänge bestimmen lässt, war deutlich besser. Die Sequenzierung der Proben war erfolg-

reich, das Rarefaction-Diagramm (siehe Anhang: „Rarefaction-Kurve Vorversuche“) verdeutlicht, 

dass die Proben tief genug sequenziert wurden, um die gesamte Bandbreite der mikrobiellen Diver-

sität darstellen zu können. Wie in Abbildung 9 gezeigt, wiesen sowohl die Gewebe-, als auch die 

Wassernullproben im direkten Vergleich eine höhere Diversität bei der Verwendung von Seewas-

ser auf. Der Shannon-Index wurde entwickelt, um neben der Anzahl der Taxa („Richness“), auch 

die gleichmäßige Verteilung („Evenness“) der Taxa innerhalb eines Mikrobioms zu untersuchen. 

Die Diversität der Gewebeproben, die in Aquarienwasser gelagert wurden, veränderte sich über 

den Zeitraum von 14 Tagen kaum und lag in allen Proben bei einem Shannon-Index unter 2,0.  

 

Abbildung 8: Versuchsaufbau der Vorversuche. Es 

wurden zwei verschiedene Wassersorten (Seewasser, 

Aquarienwasser) und eine vorgeschaltete Filtration zur 

Entfernung von Protozoen untersucht. 
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Abbildung 9: Vergleich der α-Diversität (Shannon-Index) und der Anzahl der Genera in den Vorversuchen. Das 

Gewebe wurde entweder in See- oder in Aquarienwasser für 7 bzw. 14 Tage bei 30 °C inkubiert. Es wurde sowohl die 

DNA der Gewebe-, als auch der Wasserproben extrahiert und analysiert. A) Diversitätsindizes der Gewebeproben. B) 

Diversitätsindizes der Wasserproben. 

Die Diversität und die Anzahl der nachgewiesenen Genera in den Seewasserproben nahm innerhalb 

des Versuchszeitraumes von 14 Tagen ab. Diese Beobachtung lässt sich durch eine Abnahme an 

Nährstoffen und Sauerstoff mit der Zeit erklären. Bestimmte Bakterien sind an die Gegebenheiten 

besser angepasst, wodurch wenige Genera sich durchsetzen und das Habitat dominieren.  

In den Vorversuchen wurde ebenfalls der Einfluss einer vorgeschalteten Filtration mit einer 

Porengröße von 0,45 mm zum Ausschluss eukaryotischer Einzeller untersucht. Einige Bakterien-

spezies sind bekannt dafür als Symbionten auf Protozoen zu leben, sodass der Erfolg der Filtration 

anhand dieser Spezies bestimmt wurde. Die Gesamtanzahl der Sequenzen, die symbiontisch vor-

kommenden Genera zugeordnet werden konnte, ist in Abbildung 10 zu sehen. In den Gewebepro-

ben, bei denen das Wasser nicht gefiltert wurde, lagen lediglich 15 entsprechende Sequenzen vor. 

Insgesamt wurden in dieser Probe 104.953 16S-rRNA-Amplikons analysiert. Bei den Proben, die 

in gefiltertem Wasser gelagert wurden, war die Anzahl der symbiontisch lebenden Genera ebenfalls 

gering. Auf 72.434 Gesamtsequenzen konnten nur 189 Sequenzen dieser Gruppe zugeordnet wer-

den. 
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 Gewebeproben Wasserproben 

 ungefiltert gefiltert ungefiltert gefiltert 

Anzahl an Reads der symbiontisch lebenden 

Genera 15 189 2653 1849 

Gesamtanzahl Reads 104.953 72.434 53.056 48.803 

Abbildung 10: Analyse der Effizienz eines vorgeschalteten Filtrationsschrittes zur Entfernung von Protozoen. Da die 

16S-Amplikon-Analyse keine Aussage über die Anzahl der Protozoen macht, wurden stattdessen die 

Sequenzenziersignale (Reads), die symbiontischen Bakterien zugeordnet werden konnten, betrachtet.  

In den Wasserproben war die Anzahl leicht höher mit 2.653 bzw. 1.849 Sequenzen symbiontischer 

Bakterien auf 53.056 bzw. 48.803 Gesamtsequenzen. Beide Vergleiche zeigen keinen großen Ein-

fluss einer vorgeschalteten Filtration auf die Anzahl möglicher Symbionten. Mit und ohne Vorbe-

handlung lag die Anzahl dieser speziellen Bakterien in einem vergleichbaren Rahmen. Die Gewe-

beproben im ungefilterten Wasser lassen außerdem vermuten, dass der Einfluss möglicher Proto-

zoen, angezeigt durch ihre Symbiosepartner, vernachlässigbar ist. Da die symbiontischen Bakterien 

in der Lage sind, auch außerhalb der Protozoen zu leben, lässt sich nicht ausschließen, dass sich 

der Filtrationsprozess trotzdem auf die Anzahl der eukaryotischen Einzeller auswirkt.  

Da die Versuche in möglichst natürlichem Medium durchgeführt werden sollten, um viel-

fältige Stoffwechselwege und bakterielle Interaktionen zu begünstigen, wurde für die geplanten 

Versuchsreihen mit dem Seewasser aus einem See in Bonn-Röttgen weitergearbeitet. Der Filtrati-

onsschritt wurde in den Versuchsreihen nicht durchgeführt, da die Ergebnisse der Vorversuche 

gezeigt haben, dass mit und ohne Vorbehandlung kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der 

symbiontisch lebenden Bakterien vorlag.  
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3.2. Kontrollen zum Kit 

Im Vorfeld der Analyse der 16S-rRNA-Amplikons innerhalb einer Probe steht die Extrak-

tion der bakteriellen DNA. Gemeinsam mit der Vorbereitung und Durchführung der Sequenzierung 

stellt dieser Schritt eine der großen Fehlerquellen innerhalb der Analyse des Mikrobioms dar. Die 

einzelnen Bakterien weisen große Unterschiede in ihrem Aufbau auf, wobei vor allem die verschie-

denen Zellmembranen und ihre Zusammensetzung einen Einfluss auf den Aufreinigungsprozess 

haben können. Kann die Zellmembran nicht richtig lysiert werden, wird keine DNA freigesetzt und 

das Bakterium wird in der Analyse der Bakteriengemeinschaft nicht betrachtet. Wichtige bakteri-

elle Gruppen könnten so ausgeschlossen und ihr Einfluss auf gewisse Prozesse unterschätzt wer-

den. Aus diesem Grund sollte im Vorfeld einer 16S-rRNA-Amplikon-Studie immer das Protokoll, 

welches zur Extraktion der DNA verwendet wird, mithilfe einer bekannten mikrobiellen Gemein-

schaft („Mock“) getestet werden. Für die Mock-Analyse wurde der ZymoBIOMICS Microbial 

Community Standard verwendet, der eine genaue Zusammensetzung aus acht verschiedenen Bak-

terienspezies aufweist (siehe Tabelle 8). Hierbei handelt es sich sowohl um Gram-positive, als auch 

Gram-negative Organismen, die aufgrund ihrer Unterschiede im Aufbau ihrer Zellmembran einfa-

cher oder schwieriger zu lysieren sind. In Abbildung 11 sind Ergebnisse der Sequenzierung der 

Triplikate dargestellt. Während die Proben 1 und 3 eine vergleichbare Verteilung der acht verschie-

denen Bakterien zeigten, war die bakterielle Zusammensetzung des Replikats 2 deutlich anders. 

Dieses Beispiel macht deutlich, dass alle Analysen mit mindestens drei Replikaten durchgeführt 

werden sollten, um einen Bias zu vermeiden. Probe 2 wird aus den weiteren Beschreibungen und 

Interpretationen ausgeschlossen. Leichte Unterschiede zwischen den Proben 1 und 3 waren beim 

Genus Lactobacillus nachweisbar. Während die Genera Pseudomonas, Salmonella und Enterococ-

cus die ideale Verteilung nahezu abbildeten, wichen die restlichen Genera in ihrer Häufigkeit un-

terschiedlich stark vom Standard ab. Vertreter der Genera Listeria und Bacillus wurden in ihrer 

Häufigkeit überschätzt. Die nachgewiesene Menge an Bacillus sp. lag erkennbar oberhalb der ide-

alen Verteilung (Distanz Probe 1: 6,92; Distanz Probe 2: 8,92). 
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Abbildung 11: Prozentuale Verteilung der einzelnen Genera in der bekannten, mikrobiellen Gemeinschaft 

(ZymoBIOMICS Microbial Community Standards). Der Standard ist auch acht verschiedenen Bakterienspezies 

zusammengesetzt, die aufgrund ihrer Zellwandzusammensetzung ein unterschiedliches Lyseverhalten aufweisen. Die 

rote Linie zeigt die ideale Häufigkeit (%) der 16S-Amplikons der einzelnen Genera, wie vom Hersteller angegeben.  

Im Gegensatz dazu scheint das Kit Schwierigkeiten zu haben Spezies der Genera Escherichia sp., 

Lactobacillus sp. und Staphylococcus sp. zu lysieren. Hier war die nachgewiesene Menge teils 

deutlich unterhalb der erwarteten Häufigkeit, wobei die größte Differenz zur idealen Verteilung 

beim Genus Lactobacillus vorlag (Distanz Probe 1: -10,67; Distanz Probe 2: -5,06). Neben den 

acht bekannten Genera konnten zusätzlich zehn weitere Genera in den Proben nachgewiesen wer-

den. Allerdings machte die Menge dieser Genera unter 1 % der gesamten Zusammensetzung aus. 

Lediglich Spezies des Genus Enterobacter sind auch bis zu 3,5 % vertreten. Da diese ungewollten 

Kontaminationen an verschiedenen Stellen der Probenaufbereitung eingeführt werden und Einfluss 

auf die Interpretation der Ergebnisse haben können, wurde bei den nachfolgenden Analysen ein 

Schwellenwert von 0,5 % gesetzt.  

Zusätzlich zu der Mock-Analyse wurden ebenfalls Replikate einer Leerprobe überprüft, um 

den Eintrag von Kontaminationen über die Puffer oder andere Bestandteile des Aufreinigungs- und 

Sequenzierprozesses zu untersuchen. Insgesamt konnten in den Triplikaten 16S-rRNA-Genkopien 

von bis zu 32 verschiedenen Genera nachgewiesen werden. Diese zeigten zum Teil jedoch sehr 

geringe Mengen an Sequenziersignalen (Reads). Nach dem Filtern aller Genera, die über 100 Reads 

gezeigt haben, verringerte sich die Anzahl auf 22 Genera. Hierbei dominierten, wie in Abbildung 

12 aufgezeigt, fünf verschiedenen Genera.  
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Abbildung 12: Prozentuale Verteilung der Genera in den Leerproben. Bei den Leerproben wurde anstelle von Gewebe 

DNase/RNase-freies Wasser auf die Säule aufgetragen und die DNA extrahiert, um den Eintrag von Kontaminationen 

durch Chemikalien oder andere Bestandteile des Extraktionsvorgangs zu überprüfen. 

In allen drei Replikaten lag vor allem eine große Menge an Ralstonia sp. und Pelomonas sp. vor. 

In Probe 1 konnte zusätzlich Staphylococcus sp. nachgewiesen werden, während die Proben 2 und 

3 noch Spezies der Genera Allobaculum sp. oder Acinetobacter sp. aufwiesen. Diese Genera schei-

nen an einer Stelle der Probeaufbereitung eingeführt worden zu sein. Neben den Enterobacter sp., 

die eine deutliche Verunreinigung in der Mock-Analyse dargestellt haben, sollten auch die zuvor 

genannten Genera in den folgenden 16S-Amplikon-Analysen kritisch betrachtet werden.  

3.3. Versuchsreihen 

Bakterien können aufgrund ihrer speziellen Eigenschaften vielfältige Rollen beim Zerfall 

und einem möglichen Erhalt von Weichgewebe spielen. Neben der Exkretion einer großen Anzahl 

an degradierenden Exoenzymen, sind sie ebenfalls in der Lage, durch ihre metabolische Aktivität 

die chemischen Bedingungen der Umgebung so zu verändern, dass eine Stabilisierung und poten-

tielle Mineralisierung des Gewebes ermöglicht wird. In der paläontologischen Wissenschaft wird 

der große Einfluss der Bakterien für die der Fossilisation längst anerkannt, allerdings fehlen bisher 

mikrobiologische Studien, die sich auf die einzelnen Bakterien und ihren speziellen Beitrag zu den 

Prozessen konzentriert haben. Moderne Techniken, wie das Next-Generation-Sequencing, ermög-

lichen in größerem Maßstab eine Analyse der 16S-rRNA-Amplikons und somit die detaillierte Un-

tersuchung der Veränderungen der bakteriellen Zusammensetzung über die Zeit. In diesem Projekt 

wurde der Einfluss verschiedener abiotischer Faktoren auf die bakterielle Gemeinschaft und ihre 

metabolische Aktivität in mehreren Zerfallsexperimenten untersucht. Als Studienorganismus 
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wurde der Flusskrebs Cambarellus diminutus verwendet. Neben der Temperatur (4 °C und 24 °C) 

und dem Sauerstoffgehalt zu Beginn des Experimentes (aerob und anaerob) wurde ebenfalls das 

Mikrobiom des verwendeten Wassers verändert (unbehandelt und autoklaviert/steril). In Tabelle 

19 sind die einzelnen Versuchsreihen und die verwendeten abiotischen Parameter aufgeführt. Die 

Dauer der Zerfallsexperimente wurde unter kalten Bedingungen verlängert, da Vorversuche bei 6 

°C und 30 °C eine Verlangsamung der Prozesse aufgezeigt haben.  

Tabelle 19: Übersicht über die abiotischen und biotischen Parameter der Versuchsreihen. *beschrieben ist der 

Sauerstoffgehalt zu Beginn der Versuchsreihen. Mithilfe spezieller Gaserzeugungssystemen wurde der Sauerstoff aus 

den Behältnissen verdrängt. 

Abk. Reihe 
Parameter 

Dauer 
Temperatur Sauerstoffgehalt* Mikrobiom des Wassers 

V1 1 24 °C aerob unbehandelt 21 Tage 

V2 2 24 °C aerob steril 21 Tage 

V3 3 4 °C aerob unbehandelt 104 Tage 

V4 4 4 °C aerob steril 104 Tage 

V5 5 24 °C anaerob unbehandelt 21 Tage 

V6 6 24 °C anaerob steril 21 Tage 

V7 7 4 °C anaerob unbehandelt 104 Tage 

V8 8 4 °C anaerob steril 104 Tage 

 

An den Versuchstagen (siehe Abbildung 4) wurde der Flusskrebs entnommen, die optischen Ver-

änderungen dokumentiert und die DNA des gesamten Tieres mithilfe eines Kits extrahiert. Zusätz-

lich zu den Gewebeproben, wurde an verschiedenen Tagen auch eine Wassernullproben (siehe An-

hang: „Balkendiagramme Wassernullproben“) ohne Gewebe analysiert. Nach der Extraktion wurde 

die DNA-Konzentration und -Qualität überprüft (siehe Anhang: „DNA-Konzentration der extra-

hierten DNA - Versuchsreihen“). Die Amplifikation der 16S-Genregion und die Sequenzierung 

dieser Amplikons wurde von einem externen Dienstleister durchgeführt.  

3.3.1. Qualität der Sequenzierungen 

Die Rohdaten der Sequenzierung wurden mithilfe einer bioinformatischen Pipeline mit dem 

Programm QIIME2 und verschiedenen Paketen in R ausgewertet. An verschiedenen Schritten in-

nerhalb der Prozessierung lässt sich die Qualität der Sequenzierungsergebnisse untersuchen und 

anhand von Entscheidungspunkten optimieren. Nach dem Import der Daten und dem Abschneiden 

der Sequenzierprimer und anderen Erkennungssequenzen, kann die Qualität der Daten überprüft 
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werden. Oftmals nimmt die Qualität der Sequenzierung im hinteren Bereich der Sequenz ab, da die 

Sequenzierchemie limitiert ist. Die Sequenzen dieser Versuchsreihen zeigten hohe Qualitätswerte 

bis zu einer Länge von 180 - 200 bp. Aus diesem Grund wurden die Sequenzen im nächsten Schritt 

bei der entsprechenden Länge gekürzt. Im folgenden Prozess wurden die Vorwärts- und Rück-

wärtssequenzen übereinander gelagert und die resultierenden Sequenzen miteinander abgeglichen, 

sodass sie in Amplikon-Sequenzier-Varianten (Amplicon Sequencing Variants, ASV) eingeteilt 

werden konnten. Zusätzlich dazu wurden potentielle Artefakte (z.B. Chimeren) herausgefiltert 

(siehe Anhang: „Statistik über die Sequenzierdaten“). Diesen Prozess sollten mindestens 50 % der 

Sequenzen pro Probe überstehen. In diesem Datensatz lagen lediglich 13 von 284 Proben unterhalb 

des Schwellenwertes von 50 %. Es kann vermutet werden, dass bei diesen Proben die Qualität der 

Sequenzierungsergebnisse schlecht war, weswegen die Ergebnisse dieser Proben mit Vorsicht in-

terpretiert werden sollten. Wie in Tabelle 20 dargestellt konnten 68.524 verschiedene ASVs nach-

gewiesen werden, die eine durchschnittliche Länge von 257,81 bp aufgewiesen haben.  

Tabelle 20: Übersicht über die Anzahl und Länge der ASVs, die mit den Rohdaten der acht Versuchsreihen generiert 

werden konnten. bp = Basenpaare 

Statistik Wert 

Minimum 180 bp 

Maximum 367 bp 

Mittelwert 257,81 bp 

Standardabweichung 13,56 bp 

Anzahl Sequenzen 68.524 

 

Bei jeder Probe sollte zudem überprüft werden, ob die Sequenzierung die gesamte Bandbreite der 

Diversität abbilden konnte. Dies lässt sich über eine Analyse der Sequenziertiefe nachweisen („Ra-

refaction-Kurve“). Bei einer Rarefaction-Kurve wird über zufällige Stichproben, die durchschnitt-

liche Menge an vorgefundenen ASVs oder der durchschnittliche Shannon-Index in den Proben 

gegen die Sequenziertiefe dargestellt. Sobald die Kurve eine Sättigung erreicht, wurde die Probe 

tief genug sequenziert und die gesamte Variation innerhalb der Probe wird gezeigt. Die Rarefac-

tion-Kurve, die in Abbildung 13 dargestellt ist, weist eine solche Sättigung auf. Dementsprechend 

kann davon ausgegangen werden, dass die Ergebnisse der Sequenzierung die Diversität der Probe 

gut wiedergeben.  
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Abbildung 13: Rarefaction-Kurve zur Analyse der Sequenziertiefe anhand der α-Diversität (Shannon-Index). Sobald 

die Proben eine Sättigung erreichen, kann davon ausgegangen werden, dass das gesamte Spektrum der Diversität 

durch die Ergebnisse der Sequenzierung abgebildet wird. 

Ein wichtiger Aspekt bei der Analyse der Proben ist eine gleichmäßige Anzahl an Sequenzen, da 

ansonsten durch eine ungleiche Verteilung künstlich Unterschiede zwischen den Proben eingeführt 

werden können. Dieses Problem kann dadurch umgangen werden, dass alle Proben auf die gleiche 

Sequenziertiefe normalisiert werden. Für die Berechnung der Diversitätsindizes wurden aus diesem 

Grund alle Proben auf die niedrigste Sequenziertiefe eingestellt.  

 Im Anschluss an die Qualitäts- und Zuordnungsschritte können die ASVs mit der Daten-

bank SILVA abgeglichen und dadurch bekannten 16S-Gensequenzen zugeteilt werden. Die taxo-

nomische Zuordnung liefert Informationen über die Einordnung in den phylogenetischen Baum 

und in die unterschiedlichen Taxa. Auf Basis dieser Daten können dann im Anschluss die Verän-

derungen in der mikrobiellen Gemeinschaft innerhalb der Versuchsreihen detektiert und analysiert 

werden. Bei der Analyse mikrobieller Gemeinschaften sollten immer mehrere biologische Repli-

kate mitgeführt werden, um ein zufälliges Ergebnis ausschließen zu können. Da in diesen Versu-

chen mit Flusskrebsen gearbeitet wurde und diese eine ganz individuelle Besiedelung aufweisen 

können, ermöglicht die Verwendung von Replikaten die Analyse von Tendenzen. Allerdings sollte 

die bakterielle Zusammensetzung der Replikate vergleichbar sein, um gemeinsame Aussagen tref-

fen zu können. Außerdem sollte beachtet werden, dass diese biologischen Replikate individuell 

und nicht als gemittelte Werte dargestellt werden müssen. Ein Vergleich der Replikate, um eine 

zufällige Verteilung ausschließen zu können, wurde mithilfe einer PERMANOVA-Analyse (Per-

mutational analysis of variance) durchgeführt (siehe Tabelle 21; Huson et al., 2017). Hierbei wird 

die mittlere Quadratsumme zwischen den einzelnen Replikaten eines Probentages mit der Summe 
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zwischen den Probentagen verglichen. Ein p-Wert unterhalb von 0,05 zeigt, dass die Replikate 

untereinander sehr ähnlich sind, verglichen zu den unterschiedlichen Probentagen. 

Tabelle 21: Ergebnisse der PERMANOVA-Analyse. Durch den Vergleich der mittleren Quadratsummen der einzelnen 

Replikate untereinander und zwischen den Probentagen kann untersucht werden, ob die Triplikate ähnlich sind und 

keine zufällige Verteilung vorliegt. 

Versuchsreihe 

Teststatistik PERMANOVA 

Mittlere Quadratsummen 
p-Wert Signifikanz 

innerhalb zwischen 

1 0.143 1.783 0.000999 *** 

2 0.142 1.248 0.000999 *** 

3 0.142 1.397 0.000999 *** 

4 0.146 1.12 0.004995 ** 

5 0.102 3.15 0.000999 *** 

6 0.16 1.655 0.000999 *** 

7 0.103 0.989 0.000999 *** 

8 0.13 0.649 0.02298 * 

 

In allen Versuchsreihen ist die mittlere Quadratsumme der einzelnen Replikate deutlich niedriger 

als die mittlere Quadratsumme zwischen den Probentagen, was bestätigt, dass die biologischen 

Replikate sehr ähnlich sind. Die Nullhypothese, dass die bakterielle Zusammensetzung aller Pro-

ben unabhängig von den Probentagen und zufällig ist, kann abgelehnt werden. Lediglich die Ver-

suchsreihen 4 und 8 zeigen schwächere Signifikanzen, was anhand der bakteriellen Verteilung er-

klärt werden kann. In beiden Versuchsreihen wurde das Mikrobiom ab Versuchstag 21 in Ver-

suchsreihe 4, beziehungsweise Versuchstag 14 in Versuchsreihe 8, von einer einzelnen Spezies 

dominiert, wodurch die Unterschiede zwischen den Versuchstagen verringert werden.  

3.3.2. Ausgangssituation der Versuchsreihen 

 Innerhalb der Versuchsreihen gibt es zahlreiche Parameter, die die mikrobielle Gemein-

schaft beeinflussen könnten. Neben den technischen Kontrollen (siehe Abschnitt 3.2.), sollten auch 

die biologischen Parameter durch mehrere Kontrollproben überwacht werden. Da die Versuche 

möglichst naturnah durchgeführt werden sollten, wurde natürliches Seewasser und Sediment ver-

wendet. Die mikrobielle Zusammensetzung dieser beiden Komponenten kann allerdings jahres-

zeitlichen Schwankungen unterliegen und so eine unkontrollierbare Verschiebung der bakteriellen 
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Gemeinschaft zur Folge haben. Um das Ausmaß der Veränderung zu untersuchen, wurde sowohl 

vom Sediment (Frühling, Sommer, Herbst, Winter), als auch vom Wasser zu bestimmten Jahres-

zeiten (Frühling, Sommer, Herbst) die bakterielle DNA in Triplikaten extrahiert und die Proben 

auf die bakterielle Zusammensetzung untersucht. Die Wassernullproben an Tag 1 variierten deut-

lich zwischen den Versuchsreihen (Abbildung 14).  

 

Abbildung 14: Mikrobielle Verteilung in den Wassernullproben an Tag 1. Um den jahreszeitlichen Einfluss auf die 

bakterielle Gemeinschaft des Wassers zu überprüfen, wurden im Frühling (2019), Sommer (2019, 2020) und Herbst 

(2018) Nullproben analysiert. A) Prozentuale Verteilung der Genera in den Nullproben. Zur Übersichtlichkeit sind 

lediglich die häufigsten Genera in der Legende dargestellt. B) Verteilung der Bray-Curtis-Distanzen des Mikrobioms 

der unterschiedlichen Wasserproben in einem NMDS-Graphen (Non-metric multideimensional scaling). Je weiter die 

Proben voneinander entfernt sind, desto unterschiedlicher ist die mikrobielle Zusammensetzung.  

Während kein statistischer Zusammenhang zwischen den Jahreszeiten und der Bakteriengemein-

schaft erkennbar war (Permanova: p-Wert 0,07), schienen die Unterschiede in der bakteriellen Zu-

sammensetzung im Wasser anhand der Probennahme in verschiedenen Jahren statistisch erklärbar 

zu sein (Permanova: p-Wert 0,035). Das Wasser für die Versuchsreihen 3 und 5 wurde jeweils im 

Jahr 2019 abgefüllt. Diese beiden Proben ähnelten sich in ihrer Zusammensetzung (Bray-Curtis 

Distanz: ~ 0,4), wohingegen beide große Unterschiede zu den Wasserproben aufwiesen, die im 

Jahr 2018 und 2020 abgenommen wurden (Bray-Curtis Distanz: ~0,7 und ~0,9). Die bakterielle 

Gemeinschaft der Proben aus den Jahren 2018 und 2020 unterschied sich ebenfalls stark (Bray-

Curtis Distanz ~ 0,95). Während das Wasser im Jahr 2019 in den Versuchsreihen 3 und 5 vor allem 
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von den Genera Fonsibacter sp., Nanopelagicus sp., Planktophila sp. und Sediminibacterium sp. 

dominiert wurde, waren die Wasserproben im Jahr 2018 besonders mit bisher nicht beschriebenen, 

unbekannten Genera (23 und 39 %) besiedelt. Die Probe, die im Jahr 2020 abgefüllt wurde, wies 

große Anteile der Genera Muribaculum sp., Ileibacterium sp., Dubosiella sp. und Bifidobacterium 

sp. auf. Da innerhalb der einzelnen Jahre nicht alle Jahreszeiten beprobt wurden, lässt sich keine 

Aussage über einen jahreszeitlichen Zusammenhang treffen. Die großen Unterschiede in den Aus-

gangsproben sollten bei der Analyse der Sequenzierungsergebnisse der Gewebeproben mit einbe-

zogen werden. 

 Im Gegensatz zu den Wasserproben zeigte das Sediment keine sichtbaren Schwankungen 

in der bakteriellen Zusammensetzung (siehe Abbildung 15), weder im jahreszeitlichen Verlauf 

noch zwischen unterschiedlichen Jahren. Aus diesem Grund kann nahezu ausgeschlossen werden, 

dass eine zeitliche Variation bei der Abnahme des Sediments Einfluss auf die Veränderungen der 

bakteriellen Gemeinschaft in den Versuchsreihen hat. Das Sediment wurde von den Genera Pro-

chlorococcus sp., Candidatus Accumulibacter sp., Candidatus Competibacter sp. und zwei bisher 

unidentifizierten Genera der Chloroflexi (g_KD4-96) und Nitrosomonadaceae (g_966-1) domi-

niert. Zusätzlich dazu konnten zwischen 15 und 32 % der Sequenzen zu keinem bisher beschriebe-

nen Genus zugeordnet werden.  

 

Abbildung 15: Prozentuale Verteilung der Genera im Sediment zu vier verschiedenen Jahreszeiten. Zur 

Übersichtlichkeit sind lediglich die häufigsten Genera in der Legende dargestellt 

Im Vorfeld der Versuchsreihen wurde eine Flusskrebs-Zucht etabliert, um die intrinsische Flora 

der Krebse besser kontrollieren zu können. Äußere Faktoren wie Nahrung oder die Haltungsbedin-

gungen bei der Aufzucht der Krebse können die bakterielle Besiedelung stark beeinflussen. Zu 

Beginn der einzelnen Versuchsreihen wurden deshalb jeweils drei Flusskrebse als Nullprobe un-

tersucht. Die Versuchsreihen 7 und 8 wurden parallel angesetzt, weshalb für die Versuchsreihe 7 
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keine Daten erhoben wurden. Neben den in Tabelle 22 beschriebenen Genera, wurden alle Fluss-

krebse ebenfalls von einer größeren Anzahl (zwischen 2 - 29 %) an bisher nicht zugeordneten Ge-

nera besiedelt. 

Tabelle 22: Übersicht über die dominierenden Genera in den Gewebeproben vor Beginn der Versuchsreihen. Zu 

diesem Zeitpunkt wurden alle Individuen vergleichbar behandelt. Sie wurden aus dem Aquarium entnommen, 

eingeschläfert und in sterilen Probenbehältern zum Institut für medizinische Mikrobiologie, Immunologie und 

Parasitologie transportiert. Die Versuchsreihen 7 und 8 wurden gleichzeitig angesetzt, weswegen für Versuchsreihe 7 

keine Nullproben analysiert wurden.  

Versuchsreihe Dominierende Genera 

1 Lacihabitans sp., Hydrogenophaga sp., Candidatus Bacilloplasma sp., Aeromonas sp. 

2 Lacihabitans sp., Candidatus Bacilloplasma sp., Aeromonas sp. 

3 Rhodobacter sp., Nitrospira sp., Hydrogenophaga sp., Aeromonas sp. 

4 Sphearotilus sp., Vogesella sp., Phreatobacter sp., Candidatus Bacilloplasma sp. 

5 Lacihabitans sp., Hydrogenophaga sp., Flectobacillus sp., Pseudorhodobacter sp., Aer-

omonas sp. 

6 Gordonia sp., Cnuella sp., Aeromonas sp., Candidatus Bacilloplasma sp.,  

8 Candidatus Bacilloplasma sp., Mycobacterium sp., Flavobacterium sp. 

 

Das Mikrobiom der unterschiedlichen Tiere wies trotz der vergleichbaren Aufzucht eine große Va-

riation auf (Abbildung 16). Der Unterschied bestand nicht nur zwischen den verschiedenen Zeit-

punkten, sondern auch zwischen den biologischen Replikaten. Während die Gewebeproben der 

Versuchsreihen 1, 3, 5 und 6 relativ vergleichbar sind (Distanz zum Mittelwert der Reihe < 0,3), 

weisen die Versuchsreihen 2, 4 und 8 eine größere Variation in ihrem Mikrobiom auf (Distanz zum 

Mittelwert der Reihe > 0,3). Diese Beobachtungen zeigen deutlich, dass die intrinsische Flora ne-

ben den kontrollierbaren Parametern, auch von weiteren Faktoren geformt wird. Ein Einfluss der 

unterschiedlichen mikrobiellen Zusammensetzung der Individuen auf den Versuchsverlauf kann 

nicht ausgeschlossen werden und muss bei den weiteren Analysen mit einbezogen werden.  
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Abbildung 16: Mikrobielle Zusammensetzung in den Krebsproben an Tag 1. Zu diesem Zeitpunkt wurden alle 

Individuen vergleichbar behandelt. Die Versuchsreihen 7 und 8 wurden gleichzeitig angesetzt, weswegen für 

Versuchsreihe 7 keine Nullproben analysiert wurden. A) Prozentuale Verteilung der Genera in den Proben. Zur 

Übersichtlichkeit sind lediglich die häufigsten Genera in der Legende dargestellt. B) Anzahl der Genera in den 

verschiedenen Proben. In dieser Darstellung wurden die Triplikate gemittelt. C) α-Diversität (Shannon-Index) 

innerhalb der Gewebeproben.  

3.3.3. Verlauf der mikrobiellen Gemeinschaft in den Versuchsreihen  

 

Die einzelnen Untersuchungen der Versuchsreihen wurden im Zuge zweier Projekte durch-

geführt. Die morphologischen Veränderungen der Flusskrebse im Zeitverlauf der Zerfallsexperi-

mente und die Überwachung der abiotischen Faktoren wurde von Bastian Mähler im Institut für 

Geowissenschaften (Abteilung: Paläontologie) dokumentiert. Die detaillierten Ergebnisse sind in 

der entsprechenden Dissertation (Mähler, 2021) aufgeführt und werden in dieser Arbeit nur ober-

flächlich beschrieben. Bei den optischen Beobachtungen der Flusskrebse wurden bestimmte Or-

gansysteme und Körperregionen speziell makro- und mikroskopisch untersucht und die Verände-

rungen notiert. Die entsprechenden Bereiche sind in Abbildung 17 aufgeführt. Sobald die Organe 

nicht mehr differenziert erkennbar waren, wurden sie als abgebaut bzw. zersetzt eingestuft.  
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Körperteile und Organe eines Flusskrebses (angepasst von Mähler, 

2021). Der Zerfall der schwarz geschriebenen Bereiche wurde ausführlich makro- und mikroskopisch dokumentiert. 

Die grau geschriebenen Bereiche sind zur Vollständigkeit dargestellt. 

Die Vorbereitung und Durchführung der mikrobiologischen Analysen wurden in diesem Projekt 

im Institut für medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie durchgeführt. In bei-

den Versuchsteilen wurden unterschiedliche Tiere verwendet, da für die Extraktion der DNA das 

gesamte Gewebe eingesetzt wurde und damit weitere Untersuchungen der Tiere ausgeschlossen 

waren. Dieser Umstand muss bei der Analyse der Ergebnisse mit einbezogen werden. 

In allen Versuchsreihen ließ sich anhand der α-Diversität die Tendenz beobachten, dass zu 

Beginn der Experimente eine diverse, mikrobielle Gemeinschaft vorlag, die mit der Zeit unter-

schiedlich stark abgenommen hat. Die α-Diversität, die mit dem Shannon-Index beschrieben wird, 

berücksichtigt neben der Anzahl an Taxa, auch die gleichmäßige Verteilung der unterschiedlichen 

Taxa in einer Probe. Am ersten Versuchstag lag der Shannon-Index meist oberhalb von 3,0. Zu 

diesem Zeitpunkt wurden die Flusskrebse allerdings auch noch nicht mit den unterschiedlichen 

Parametern inkubiert. In den Versuchsreihen, die bei 24 °C durchgeführt wurden, fiel die α-Diver-

sität rapide von Tag 1 zu Tag 2. Insbesondere unter anaeroben Bedingungen nahm die bakterielle 

Vielfalt schnell ab, sodass vermutlich wenige, an die sauerstoffarmen Bedingungen angepasste Or-

ganismen dominierten (siehe Abbildung 18 - Abbildung 21). Allerdings ließ sich ab Tag 4 erneut 

ein leichter Anstieg in der α-Diversität beobachten. Lediglich in Versuchsreihe 6, bei der die Pro-

ben unter anaeroben Bedingungen mit sterilem Wasser inkubiert wurden, war dieser Trend nicht 

vorhanden und die α-Diversität fluktuierte um einen Shannon-Index von 1,2.   
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Insgesamt können zehn dominierende Genera beschrieben werden, die zum Teil in allen 

(z.B. Aeromonas, Clostridium), zum Teil auch nur in einzelnen (z.B. Iodobacter) Versuchsreihen 

in größerer Menge vorkamen. Der zeitliche Verlauf der Häufigkeiten dieser Genera wurde anhand 

der Versuchstage und Triplikate näherungsweise simuliert und ist in den Übersichtsgraphiken 

(siehe Abbildung 18 - Abbildung 21) dargestellt. Ein ähnlicher Verlauf der häufigsten Genera ließ 

sich zwischen Versuchsreihe 1 (aerob, 24 °C, unsteriles Seewasser) und Versuchsreihe 5 (anaerob, 

24 °C, unsteriles Seewasser) beobachten (siehe Abbildung 18). Während zu Beginn der Versuchs-

reihe 5 zu allen Ansätzen β-Mercaptoethanol gegen die Autolyse hinzugegeben und diese in den 

speziellen GasPak™ Beuteln zur Erzeugung eines anaeroben Milieus verpackt wurden, wurden die 

Versuchsbehälter in der ersten Reihe ohne zusätzliche Vorbehandlung und mit leicht offenem De-

ckel gelagert. Ein Schütteln der Versuchsbehältnisse zur besseren Sauerstoffversorgung konnte 

nicht durchgeführt werden, da die Bewegung den Zerfall der Flusskrebse beschleunigt hätte. Beide 

Experimente wurden vor allem von Spezies der Genera Aeromonas, Clostridium und Acetobacte-

roides besiedelt. Zusätzlich dazu konnten Proteocatella sp. nachgewiesen werden, die ihren Höhe-

punkt zwischen Tag 4 und Tag 7 mit bis zu 10 % erreichten und anschließend in geringerer Menge 

fluktuierten. Zu Beginn beider Versuchsreihen ließ sich ein starker Anstieg von Mitgliedern der 

Gruppe Aeromonas verzeichnen, die in Reihe 5 bereits nach dem 4. Versuchstag, in Reihe 1 nach 

dem 4. leicht und spätestens nach dem 7. Versuchstag stark abgenommen haben. Simultan zur 

Abnahme der Aeromonaden, nahm die Menge an Clostridien zwischen Tag 4 und 10 zu, um sich 

anschließend wieder leicht zu verringern. Die Gattung Acetobacteroides dominierte den Versuchs-

aufbau in Versuchsreihe 1 ab dem 12. und in Versuchsreihe 5 ab dem 10. Tag. Die Zunahme dieser 

Spezies konnte in beiden Fällen mit dem Zerfall einiger wichtiger Organe und Körperteile, wie der 

Verdauungsdrüse (Hepatopankreas), dem Ganglion oder den Muskeln, assoziiert werden. Generell 

war der zeitliche Verlauf des Zerfalls des Weichgewebes in beiden Versuchsreihen vergleichbar. 

Zwischen Tag 3 und Tag 4 verfärbten sich die Muskeln pink und der Magen wurde stark abgebaut. 

Unter Sauerstoffausschluss (V5) löste sich der Hepatopankreas an Tag 4 etwas früher auf als unter 

aeroben Bedingungen (V1) an Tag 7. Spätestens an Tag 7 waren auch die weiteren Organsysteme, 

wie die Muskeln, die Kiemen, der Darm oder der Cephalothorax, makroskopisch nicht mehr diffe-

renziert erkennbar. Ein Farbumschlag der Kutikula von blau-grau zu rosa-orange, der durch die 

Abspaltung des Farbstoffes Astaxanthin von Proteinen hervorgerufen wird, konnte mit Sauerstoff-

zirkulation (V1) nach zwei Versuchstagen, unter anaeroben Startbedingungen (V5) komplett erst 

nach 14 Tagen beobachtet werden.  
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Abbildung 18: Ergebnisse der mikrobiologischen und morphologischen Analysen der Versuchsreihen 1 (aerob, 24 °C, 

unsteriles Seewasser) und 5 (anaerob, 24 °C, unsteriles Seewasser). Neben der α-Diversität (Shannon-Index, links), 

sind der zeitliche Verlauf der dominierenden Genera (Mitte) und der optische Zerfall der Körperbereiche und Organe 

der Flusskrebse (rechts) über eine Versuchsdauer von 21 Tagen dargestellt. 

In Versuchsreihe 5 (anaerob, 24 °C, unsteriles Seewasser) färbte sich zuerst der Cephalothorax am 

3. Tag rosa-orange, die Scheren und das Pleon blieben blau-grau gefärbt. Der Cephalothorax war 

ab diesem Moment ebenfalls deutlich weicher in der Struktur, wohingegen die restlichen Bereiche 

intakt und härter erschienen. Mithilfe eines Mikro-Computertomographen (µ-CT) wurden Ver-

gleichstiere auf die Bildung von Kalzit-Präzipitationen untersucht, wobei in den Versuchsreihen 1 

und 5 ab Tag 3 eine Aggregation von Kalzit-Kristallen in den Scheren nachgewiesen werden 

konnte. In beiden Fällen nahm die Größe und die Menge der Calciumcarbonat-Verbindungen über 

den Versuchsverlauf zu (siehe Abbildung 33), sodass nicht nur in den Scheren Aggregate 
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präzipitiert wurden, sondern ebenfalls in verschiedenen Bereichen im Cephalothorax. Besonders 

hierbei war, dass das Kalzit lediglich auf der inneren Seite der Kutikula ausgefallen ist (vgl. Mähler, 

2021).  

Die Versuchsreihen 2 (aerob, 24 °C, steriles Seewasser) und 6 (anaerob, 24 °C, steriles 

Seewasser) wurden ebenfalls bei 24 °C durchgeführt, allerdings wurde hier zum Ansetzen steriles 

Seewasser verwendet. Das Wasser wurde am Vortag für mindestens 20 min bei 121 °C autokla-

viert, um sowohl die lebenden Zellen, als auch mögliche Bakteriensporen abzutöten. Im Vergleich 

zu Versuchsreihe 2, bei der die Probenbehälter mit leicht offenem Deckel gelagert wurden, wurden 

im 6. Experiment wieder anaerobe Startbedingungen hergestellt. Die Diversität, der Verlauf der 

häufigsten Genera und die optischen Beobachtungen des Zerfalls sind in Abbildung 19 aufgezeigt. 

Der Verlauf der häufigsten Bakterien war in beiden Versuchsteile stark unterschiedlich. Während 

in Versuchsreihe 2 (aerob, 24 °C, steriles Seewasser) Spezies des Genus Aeromonas sowohl zu 

Beginn an Tag 3 und Tag 4, als auch wieder nach 14 Tagen dominierten, konnten sich größere 

Mengen Clostridium sp. im mittleren Versuchsteil, zwischen Tag 4 und Tag 7, ansiedeln. Lediglich 

ab Tag 14 ließ sich ein leichter Anstieg an Ruminiclostridium sp. und Sporobacter sp. beobachten. 

Besonders am Zerfall des Weichgewebes war, dass die Kiemen erst an Tag 14 zersetzt wurden, die 

weiteren Organsysteme (Cephalothorax, Pleon, Scheren, Darm, Ganglion, Muskeln) aber bereits 

an Tag 7 nicht mehr differenziert erkennbar waren. Der Magen wurde sogar noch früher an Tag 3 

abgebaut. Im Anschluss daran färbten sich die Muskeln an Tag 4 pink. Im Vergleich dazu ließ sich 

der Farbumschlag der Muskeln von weiß zu pink unter anaeroben Bedingungen, in Versuchsreihe 

6 (anaerob, 24 °C, steriles Seewasser), schon nach drei Versuchstagen beobachten. Der Verlauf des 

Zerfalls mit Sauerstoffabschluss war vergleichbar zu Versuchsreihe 5 (anaerob, 24 °C, unsteriles 

Seewasser). Auf die Verfärbung der Muskeln, folgte der Abbau des Magens und der Verdauungs-

drüse. In beiden Versuchsreihen (V2, V6) kam es daraufhin zu einem Anstieg der Gattung Aceto-

bacteroides sp. 
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Abbildung 19: Ergebnisse der mikrobiologischen und morphologischen Analysen der Versuchsreihen 2 (aerob, 24 °C, 

steriles Seewasser) und 6 (anaerob, 24 °C, steriles Seewasser). Neben der α-Diversität (Shannon-Index, links), sind 

der zeitliche Verlauf der dominierenden Genera (Mitte) und der optische Zerfall der Körperbereiche und Organe der 

Flusskrebse (rechts) über eine Versuchsdauer von 21 Tagen dargestellt.  

Nach sieben Tagen bei 24 °C unter anaeroben Bedingungen und in sterilem Wasser (V6) war das 

Gewebe der sonstigen Organsysteme nicht mehr intakt. Die Färbung des Flusskrebses wechselte in 

Versuchsreihe 2 (aerob, 24 °C, steriles Seewasser) nach vier Versuchstagen von blau-grau zu rosa-

orange. Unter anaeroben Bedingungen in Versuchsreihe 6 (anaerob, 24 °C, steriles Seewasser) ließ 

sich zwar schon nach drei Tagen eine leichte rosa Färbung des Cephalothorax beobachten, der 

gesamte Krebs zeigte jedoch erst nach sieben Tagen eine komplette Umfärbung. In dieser Ver-

suchsreihe (V6) lag zu Beginn des Experiments an Tag 3 Bacillus sp. (~ 40 %) und an Tag 4 

Candidatus Bacilloplasma sp. (~ 40 %) in größerer Menge vor. Beide Genera wurden anschließend 
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komplett verdrängt. Neben Acetobacteroides sp. wurde der Versuchsaufbau ebenfalls von Spezies 

der Genera Aeromonas und Clostridium dominiert. Die Clostridien nahmen, wie in Versuchsreihe 

5 (anaerob, 24 °C, unsteriles Seewasser) nach Versuchstag 3 zu und zeigten ihren Höhepunkt mit 

ca. 40 % nach Tag 7. Anschließend verringerte sich die Menge leicht. Die Mitglieder des Genus 

Aeromonas besiedelten das Gewebe ungefähr bis zum 10. Tag in größerer Anzahl und schwankten 

hierbei um 50 %. Im späteren Verlauf ließ sich eine Abnahme auf ca. 20 % beobachten. Wie auch 

in den Versuchsreihen 1 (aerob, 24 °C, unsteriles Seewasser) und 5 (anaerob, 24 °C, unsteriles 

Seewasser) konnte in den Reihen 2 und 6, die mit sterilem Wasser angesetzt wurden, eine Präzipi-

tation von Kalzit-Kristallen nach Versuchstag 2 nachgewiesen werden, allerdings in deutlich ge-

ringerem Ausmaß (vgl. Mähler, 2021).  

Unter kalten Bedingungen bei 4 °C in unbehandeltem Wasser nahm die α-Diversität nach 

Versuchstag 1 ab, jedoch in deutlich geringerem Ausmaß als in den anderen Versuchsreihen. Mit 

Sauerstoffabschluss wurde die Besiedelung bis zum vierten Probentag (Tag 21) weniger (Shannon-

Index von 3,0 auf 1,4) und nahm dann wieder leicht zu (Shannon-Index 2,3). In Versuchsreihe 3 

(aerob, 4 °C, unsteriles Seewasser), die mit aeroben Startbedingungen angesetzt wurde, verringerte 

sich der Shannon-Index von 3,6 auf 2,4 und verblieb über den restlichen Versuchsablauf bei ähn-

lichen Werten. Der Zerfall des Weichgewebes war generell unter kälteren Bedingungen stark ver-

zögert. In drei (V3, V4, V8) von vier Versuchsreihen, die bei 4 °C inkubiert wurden, waren die 

Muskeln, der Darm und das Ganglion am Versuchsende noch intakt. Lediglich in Versuchsreihe 7 

(anaerob, 4 °C, unsteriles Seewasser) waren alle beobachteten Organsysteme nach 105 Tagen zer-

setzt. Die Versuche wurden unter kalten Bedingungen verlängert und die Zeitspanne zwischen den 

Probentagen erhöht. Wie in Abbildung 20 aufgezeigt, ließ sich mit Sauerstoffeintrag und mit un-

sterilem Wasser (V3) ein Zerfall des Cephalothorax, des Pleons, der Scheren, des Ganglions und 

der Verdauungsdrüse erst nach 75 Tagen beobachten. Zeitgleich verfärbten sich die Muskeln nach 

pink. Die Kiemen wurden erst im Zeitraum zwischen 75 und 105 Tagen abgebaut. In dieser Ver-

suchsreihe schwankte die Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft des Weichgewebes stark. 

Zu Beginn dominierte Aeromonas sp., wobei innerhalb der ersten sieben Tage neben Clostridium 

sp. auch Spezies des Genus Proteocatella zunahmen. 
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Abbildung 20: Ergebnisse der mikrobiologischen und morphologischen Analysen der Versuchsreihen 3 (aerob, 4 °C, 

unsteriles Seewasser) und 7 (anaerob, 4 °C, unsteriles Seewasser). Neben der α-Diversität (Shannon-Index, links), 

sind der zeitliche Verlauf der dominierenden Genera (Mitte) und der optische Zerfall der Körperbereiche und Organe 

der Flusskrebse (rechts) über eine Versuchsdauer von 105 Tagen dargestellt. 

Die Dominanz der Aeromonaden oder Clostridien war auch in ihrem Ausmaß nicht vergleichbar 

zu den bisher beschriebenen Versuchsreihen, sondern schwankte um Werte von ungefähr 20 %. 

Die Menge der Aeromonas sp. nahm nach ungefähr 14 Versuchstagen stark ab und fiel ab Tag 49 

auf 0 %. Neben Bacteroides sp. nach Probentag 21, nahm auch die Anzahl der Spezies des Genus 

Acetobacteroides ab Tag 49 zu. Die Letzteren dominierten den Versuchsaufbau innerhalb des letz-

ten Viertels. Im Vergleich dazu, konnten sich Acetobacteroides sp. in Versuchsreihe 7 (anaerob, 4 

°C, unsteriles Seewasser) kaum durchsetzen, hier nahm die Menge erst nach 75 Tagen leicht zu. In 

diesem Experiment dominierten anfänglich die Aeromonaden bis zum Versuchstag 21 und mach-

ten ungefähr 55 % aus. Anschließend verringerten sie sich wieder deutlich. Die dominante Gattung 
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in diesem Versuchsteil war Clostridium. Spezies dieses Genus verzeichneten einen extremen An-

stieg innerhalb der ersten Tage und machten im Verlauf des Experimentes zwischendurch bis zu 

76 % der gesamten Bakteriengemeinschaft aus. Im Gegensatz zu den anderen Versuchsreihen, die 

bei 4 °C inkubiert wurden (V3, V4, V8), wurde das Gewebe in Versuchsreihe 7 (anaerob, 4 °C, 

unsteriles Seewasser) stark zersetzt. Nach sieben Tagen zeigten die Verdauungsdrüse und der Ma-

gen bereits Veränderungen in ihrer Struktur und waren nach 49 Tagen bereits stark zerfallen. Eine 

Verfärbung der Muskeln zu pink ließ sich nach 21 Tagen beobachten und ein starker Abbau der 

Muskeln, der Kiemen und des Darms war nach 76 Tagen sichtbar. Die restlichen Organsysteme 

waren nach 49 Tagen nicht mehr intakt, lediglich das Ganglion überdauerte bis zum Versuchstag 

76 und scheint anschließend aktiv abgebaut worden zu sein, sodass zum Versuchsende alle beo-

bachteten Organsysteme und Körperbereiche zerfallen waren.  

 Die Versuchsreihen 4 (aerob, 4 °C, steriles Seewasser) und 8 (anaerob, 4 °C, steriles See-

wasser) ähnelten sich in der bakteriellen Zusammensetzung stark (siehe Abbildung 21). Während 

die Proben an Tag 1 von unterschiedlichsten Bakterien besiedelt waren und in beiden Versuchsrei-

hen eine α-Diversität von einem Shannon Index von über 3,0 vorlag, setzten sich in beiden Fällen 

anschließend Mitglieder des Genus Aeromonas durch. In der Versuchsreihe 8, in der zu Beginn des 

Experiments ein anaerobes Milieu erzeugt wurde, zeigte sich diese Entwicklung bereits am zweiten 

Probentag, was sich in einer stark verringerten α-Diversität (Shannon Index: ~ 1,5) widerspiegelte. 

Nach sieben Tagen waren hier zwei von drei Replikaten bis zu 76 % von Aeromonas sp. dominiert. 

Im weiteren Verlauf war die mikrobielle Gemeinschaft zu mindestens 93 % aus dieser Gattung 

zusammengesetzt und der Shannon-Index sank auf ~0,5. Dieser Verlauf ließ sich in der Versuchs-

reihe 4 (aerob, 4 °C, steriles Seewasser) erst nach 14 Tagen, beziehungsweise am dritten Probentag, 

beobachten. Bei dieser Versuchsreihe nahm die α-Diversität vom dritten auf den vierten Probentag 

von ~ 2,2 auf 0,8 ab.  

 Obwohl in Versuchsreihe 8 (anaerob, 4 °C, steriles Seewasser) der Magen und die Verdau-

ungsdrüse schon nach 21 Tagen abgebaut waren, überdauern andere Organsysteme, wie die Kie-

men, der Darm, das Ganglion, die Muskeln oder die Scheren das gesamte Experiment. Erst nach 

105 Tagen waren der Cephalothorax und das Pleon zerfallen. Eine Umfärbung der Muskeln nach 

pink konnte nach 49 Tagen nachgewiesen werden. Das Gewebe in Versuchsreihe 4 (aerob, 4 °C, 

steriles Seewasser) blieb deutlich länger intakt, war jedoch nach 105 Tagen zum Teil stärker zer-

fallen als unter Sauerstoffausschluss in Versuchsreihe 8 (anaerob, 4 °C, steriles Seewasser). 
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Abbildung 21: Ergebnisse der mikrobiologischen und morphologischen Analysen der Versuchsreihen 4 (aerob, 4 °C, 

steriles Seewasser) und 8 (anaerob, 4 °C, steriles Seewasser). Neben der α-Diversität (Shannon-Index, links), sind der 

zeitliche Verlauf der dominierenden Genera (Mitte) und der optische Zerfall der Körperbereiche und Organe der 

Flusskrebse (rechts) über eine Versuchsdauer von 105 Tagen dargestellt. 

Der Magen und die Verdauungsdrüse zersetzten sich zwischen Versuchstag 49 und Versuchstag 

77. Bis auf die Muskeln, den Darm und das Ganglion, wurden alle anderen Organsysteme bis zum 

Versuchstag 105 abgebaut. In allen Versuchsreihen, die unter kalten Bedingungen durchgeführt 

wurden, konnte keine Präzipitation von Kalzit nachgewiesen werden. Zwar wiesen einige Tiere 

Gastrolithen auf, die auch über die Zeit in ihrer Größe abnahmen, und die Anzahl der freien Cal-

cium-Ionen nahm ebenfalls zu, allerdings konnte scheinbar kein Calciumcarbonat bei diesen Tem-

peraturen präzipitieren.  
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3.3.4. Bioinformatische Vorhersagung metagenomischer Funktionen 

Die Sequenzierung der 16S-rRNA-Amplikons ermöglicht eine Analyse der genauen Zu-

sammensetzung einer mikrobiellen Gemeinschaft. Allerdings ist die Einschätzung der metaboli-

schen Aktivität und die Eingruppierung der Organismen aufgrund ihrer Eigenschaften, wie der 

Sauerstofftoleranz, schwierig. Vor allem bei vielen Umwelt-assoziierten Mikroorganismen ist die 

Studienlage gering und damit die vorhandenen Informationen begrenzt. Für eine detaillierte Ana-

lyse der metabolischen Aktivität der Bakterien müsste das gesamte Genom („Whole Genome Shot-

gun-Sequencing“) sequenziert oder Metatranskriptom-Analysen durchgeführt werden. Bei den 

Metatranskriptom-Studien wird beispielsweise die gesamte mRNA („messenger RNA“), also die 

aktive RNA, in einer Probe analysiert. Beide Methoden sind sehr aufwändig und teuer, weswegen 

verschiedene bioinformatische Tools versuchen mit speziellen Algorithmen anhand der 16S-

rRNA-Amplikons Vorhersagen über die metabolische Aktivität und andere Eigenschaften der Or-

ganismen zu treffen. Diese Methoden sind limitiert und die Ergebnisse sollten immer kritisch be-

trachtet werden. In diesem Projekt wurden für die bioinformatische Vorhersage zwei verschiedene 

Analyse-Tools verwendet. BugBase (Ward et al., 2017) und PICRUSt2 (Douglas et al., 2020) ver-

gleichen die ermittelten ASVs mit bekannten Datenbanken und den Ergebnissen von ausführlichen 

Gesamt-Genom-Sequenzierungen. Da bestimmte Organismen und ihre Habitate im Fokus der For-

schung liegen, wie zum Beispiel der menschliche Gastrointestinal-Trakt oder die Zusammenset-

zung verschiedene Böden, existieren deutlich mehr Vergleichsdaten und - studien zu diesen For-

schungsbereichen. In dem Fall, dass für ein ASV keine Gesamt-Genom-Sequenzierung vorliegt, 

werden die Aktivität und die Eigenschaften durch einen Vergleich mit nah verwandten Organismen 

vorhergesagt. Aber auch hier ist die Nähe zum nächsten Verwandten innerhalb der stark erforschten 

Bereiche deutlich geringer und damit die Präzision der Vorhersage größer.  

In Abbildung 22 ist der Anteil der Gram-negativen und Gram-positiven Organismen in den 

einzelnen Versuchsreihen, angeordnet nach den abiotischen Parametern, dargestellt. Das Gram-

Verhalten der Organismen ermöglicht Aussagen über den Aufbau der bakteriellen Zellwand. Ge-

nerell wurde die mikrobielle Gemeinschaft der Versuchsreihen von Gram-negativen Organismen 

dominiert. Diese Vorhersage deckt sich mit den Beobachtungen der mikrobiellen Verteilung an-

hand der 16S-rRNA-Sequenzen.  
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der Gram-Verteilung innerhalb der Proben in den verschiedenen 

Versuchsreihen über den gesamten Versuchsverlauf. Je nachdem wie die bakterielle Zellwand aufgebaut ist, lassen 

sich die Bakterien mit dem Gram-Verfahren unterschiedlich anfärben und erscheinen entweder pink/rot oder lila/blau 

unter dem Mikroskop. Diese Anfärbe-Methode ermöglicht eine Unterscheidung zwischen den beiden Zellwand-Typen. 

Die Gram-Verteilung wurde anhand der ASVs mit dem Tool BugBase bioinformatisch vorhergesagt. 

Insgesamt nahm die Anzahl der Gram-positiven Organismen über die Versuchsdauer unterschied-

lich stark zu. Lediglich in Versuchsreihe 6 (anaerob, 24 °C, steriles Seewasser) und 8 (anaerob, 4 

°C, steriles Seewasser) waren zu Beginn der Versuche mehr Gram-positive Organismen vorhan-

den, als am Ende. Während die Menge der Gram-positiven Bakterien in Versuchsreihe 8 von Tag 

7 auf Tag 14 extrem abgenommen hat und anschließend um einen Wert von 3 % fluktuierte, nahm 

die Anzahl der Gram-positiven Mikroorganismen in Versuchsreihe 6 bis zum Tag 4 bis auf ~ 75 % 

zu, um dann rapide auf unter ~ 25 % zu sinken. In den Versuchsreihen 1 (aerob, 24 °C, unsteriles 

Seewasser), 3 (aerob, 4 °C, unsteriles Seewasser), 4 (aerob, 4 °C, steriles Seewasser) und 5 (anae-

rob, 24 °C, unsteriles Seewasser) machte die Anzahl der Gram-negativen Organismen immer über 

50 % der gesamten Zusammensetzung aus. Der Anstieg der Gram-positiven Bakterien war in die-

sen Versuchsreihen gering, was vermuten lässt, dass die Gram-negativen Organismen den Ver-

suchsaufbau und damit auch den Abbau bzw. die Präservierung dominierten. Am Ende der 
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Versuchsreihen 2 (aerob, 24 °C, steriles Seewasser) und 7 (anaerob, 4 °C, unsteriles Seewasser) 

lagen in den Proben über 50 % Gram-positive Organismen vor. Hier konnte ein sprunghafter An-

stieg in der Menge der Gram-positiven Organismen nach 7 (V2) bzw. nach 49 Tagen (V7) beo-

bachtet werden.  

Das Tool BugBase kann neben der Zuordnung der Bakterien in Gram-positiv oder Gram-

negativ, ebenfalls die Sauerstofftoleranz der Organismen ermitteln. Die ASVs werden mit bekann-

ten Gesamt-Genomen verglichen und so der Anteil der strikt aeroben, strikt anaeroben und fakul-

tativ anaeroben Bakterien bestimmt. Abbildung 23 zeigt die Verteilung der drei Gruppen in Ab-

hängigkeit der Versuchsdauer. In allen Versuchsreihen nahm der Anteil der strikt aeroben Orga-

nismen rapide ab. Während zu Beginn der Experimente ~ 50 % der Bakterien dieser Gruppe zuge-

ordnet werden konnten, sank die Menge meist innerhalb der ersten Versuchstage unter 10 %. Le-

diglich in den Versuchsreihen 3 (aerob, 4 °C, unsteriles Seewasser) und 4 (aerob, 4 °C, steriles 

Seewasser) war der Abfall der strikt aeroben Bakterien etwas langsamer und erst nach 77 (V3) 

bzw. nach 21 Tagen (V4) lag die Anzahl dieser Bakterien unterhalb von 20 %. Diese Beobachtung 

deckte sich mit der Abnahme des freien Sauerstoffs, der in Folge einer zunehmenden mikrobiellen 

Aktivität abgenommen hat. In den Versuchsreihen, die mit unbehandeltem Wasser angesetzt wur-

den (V1, V3, V5, V7), konnte simultan mit der Abnahme der strikt aeroben Bakterien, eine Zu-

nahme der strikt anaeroben Mikroorganismen beobachtet werden, die am Ende der Experimente 

nahezu 100 % der bakteriellen Zusammensetzung ausgemacht haben. Die fakultativ anaeroben 

Bakterien, die die Abwesenheit von Sauerstoff über gewisse Zeitspannen tolerieren können, nah-

men vor allem im mittleren Versuchsteil unterschiedlich stark zu.  
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Abbildung 23: Verteilung der Bakterien in den Versuchsreihen aufgeteilt nach ihrer Sauerstofftoleranz über die 

gesamte Versuchsdauer. Die Verteilung wurde anhand der ASVs mit dem Tool BugBase bioinformatisch vorhergesagt 

und ist näherungsweise, weshalb die Summe der relativen Anzahl nicht 1,0 ergibt. V1 = Versuchsreihe 1 (aerob, 24 

°C, unsteriles Seewasser), V2 = Versuchsreihe 2 (aerob, 24 °C, steriles Seewasser), V3 = Versuchsreihe 3 (aerob, 4 

°C, unsteriles Seewasser), V4 = Versuchsreihe 4 (aerob, 4 °C, steriles Seewasser), V5 = Versuchsreihe 5 (anaerob, 

24 °C, unsteriles Seewasser), V6 = Versuchsreihe 6 (anaerob, 24 °C, steriles Seewasser), V7 = Versuchsreihe 7 

(anaerob, 4 °C, unsteriles Seewasser), V8 = Versuchsreihe 8 (anaerob, 4 °C, steriles Seewasser). 

Bei den Experimenten, bei denen das Wasser vor Versuchsbeginn autoklaviert wurde (V2, V4, V6, 

V8), konnten sich strikt anaerobe Mikroorganismen scheinbar kaum durchsetzen. Lediglich in Ver-

suchsreihe 6 (anaerob, 24 °C, steriles Seewasser) nahm die Anzahl der strikt Anaeroben nach Ver-

suchstag 7 extrem zu, sodass diese Gruppe die Proben an Versuchstag 21 komplett dominierte. In 

den restlichen Versuchsreihen fluktuierten die strikt anaeroben Bakterien unterhalb von ~ 25 % mit 

einer Ausnahme in Versuchsreihe 2 (aerob, 24 °C, steriles Seewasser) an Tag 7, an dem ca. 45 % 

strikt anaerobe Organismen vorlagen. Unter anaeroben Startbedingungen und 4 °C (V8) war die 

Anzahl der strikt anaeroben Bakterien durchgehend unterhalb von 1 %. Bei kälteren Temperaturen 

scheint die Menge der fakultativ anaeroben Organismen die größte Gruppe in den Versuchen dar-

zustellen, sie machten in den Versuchsreihen 4 (aerob, 4 °C, steriles Seewasser) und 8 (anaerob, 4 

°C, steriles Seewasser) über 70 % der gesamten Bakterienpopulation aus. Im Vergleich dazu nahm 

die Anzahl der Organismen, die eine Sauerstoffabwesenheit über unterschiedlich lange Dauer to-

lerieren können, bei 24 °C (V2, V6) bis zum Versuchstag 4 stark zu und fiel anschließend auf unter 
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10 % bis zum Versuchsende. Zwischen den Versuchsreihen, die mit aeroben oder anaeroben Start-

bedingungen begonnen wurden, ließ sich kaum ein Unterschied in der Sauerstofftoleranz der bak-

teriellen Zusammensetzung beobachten. Auffällig ist lediglich, dass die Anzahl der strikt aeroben 

Organismen in Versuchsreihe 8 (anaerob, 4 °C, steriles Seewasser) deutlich geringer ist, als in den 

anderen Versuchsreihen.  

Eine wichtige Eigenschaft der Bakterien ist die Fähigkeit einen Biofilm auszubilden. Viele 

Organismen sind in der Lage, alleine oder gemeinsam mit anderen Bakterien eine sessile Lebens-

weise auszuprägen. Dabei adhärieren sie an Oberflächen und schützen die mikrobielle Gemein-

schaft vor äußeren Einflüssen durch die Ausbildung einer extrazellulären, polymeren Substanz 

(EPS). Die bioinformatische Vorhersage mit dem Tool BugBase ermöglicht eine Analyse der Or-

ganismen, die potentiell einen Biofilm ausbilden können (siehe Abbildung 24).  

 

Abbildung 24: Anzahl der Bakterien, die in der Lage sind einen Biofilm zu bilden im Verlauf der Versuchsdauer. Die 

Daten sind nach den Parametern der Versuchsreihen aufgeteilt. Die Verteilung wurde anhand der ASVs mit dem Tool 

BugBase bioinformatisch vorhergesagt.  

Auffällig hierbei ist, dass bei 4 °C und der Verwendung von sterilem Wasser (V4, V8) die Anzahl 

der biofilmbildenden Bakterien sehr hoch war. Während die Anzahl dieser Organismen bei Ver-

suchsreihe 4 (aerob, 4 °C, steriles Seewasser) konstant oberhalb von 75 % lag und nur leichte 

Schwankungen aufgewiesen hat, zeigt Abbildung 24, dass bei anaeroben Startbedingungen in Ver-

suchsreihe 8 (anaerob, 4 °C, steriles Seewasser) die Menge der Bakterien von Tag 7 zu Tag 14 
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stark angestiegen ist und anschließend bei nahezu 100 % fluktuiert hat. In allen anderen Versuchs-

reihen lagen laut der Vorhersage zu Beginn der Experimente größere Mengen an potentiellen Bio-

filmbildnern vor, die aber mit der Versuchsdauer deutlich abgenommen haben. In Versuchsreihe 1 

(aerob, 24 °C, unsteriles Seewasser) und Versuchsreihe 2 (aerob, 24 °C, steriles Seewasser) blieb 

die Menge der Organismen, die einen Biofilm ausbilden können, innerhalb der ersten vier Ver-

suchstage konstant hoch, erst danach sank ihre Anzahl. Ein ähnlicher Verlauf konnte bei den Ver-

suchsreihen 5 (anaerob, 24 °C, unsteriles Seewasser) und Versuchsreihe 6 (anaerob, 24 °C, steriles 

Seewasser) beobachtet werden. Während in Versuchsreihe 5 bis zum dritten Probentag sogar ein 

Anstieg der Biofilmbildner erfolgte, zeigte Versuchsreihe 6 eine konstante Abnahme bis zum sieb-

ten Versuchstag an dem die Anzahl der interessanten Bakterien stark angestiegen ist. Allerdings 

macht die extreme Standardabweichung des Boxplots deutlich, dass ein großer Unterschied zwi-

schen den einzelnen Proben vorliegt und der plötzliche Anstieg an dieser Stelle mit Vorsicht inter-

pretiert werden muss. Die Experimente, die bei 4 °C inkubiert und mit unbehandeltem Wasser 

angesetzt wurden (V3, V7), zeigten sowohl mit aeroben (V3), als auch anaeroben Startbedingungen 

(V7) ab dem ersten Versuchstag einen starken Abfall der biofilmbildenden Bakterien.  

Neben dem Tool BugBase wurde ebenfalls mit PICRUSt2 gearbeitet. Die Vorhersagen von 

PICRUSt2 beziehen sich auf das Vorhandensein bestimmter Enzyme anhand derer zusätzlich noch 

Stoffwechselwege vorhergesagt werden können. Für die Analysen wurden die Enzyme oder Stoff-

wechselwege ausgewählt, die verwendet wurden, um die kultivierten Organismen zu charakteri-

sieren (siehe Abschnitt 2.8.2.). Die Enzymklasse der Proteasen bzw. Peptidasen (EC 3.4) umfasst 

16 verschiedene Subkategorien, die alle Hydrolasen umfassen, die die Spaltung von Peptidbindun-

gen katalysieren. Die einzelnen Werte dieser Subkategorien wurden aufsummiert und gemeinsam 

dargestellt. Neben den Proteasen ist in Abbildung 25 auch die vorhergesagte Anzahl an  

Chitinase-, Lipase- und Urease-Produzenten aufgezeigt. Während Proteasen, Chitinasen und Lip-

asen in diesem Projekt als förderlich für den Abbau von Weichgewebe eingestuft wurden, soll eine 

Urease-Aktivität eher in einer Mineralisierung resultieren und damit eine Präservierung des labilen 

Gewebes unterstützen. Die Menge der Bakterien, die in der Lage sind, eine Protease auszubilden 

unterschied sich zwischen den einzelnen Versuchsreihen kaum und stieg kontinuierlich von ca. 3 

% auf bis zu 4,3 % an. Lediglich bei 4 °C und mit sterilem Wasser (V4, V8) stagnierte die Anzahl 

bei ungefähr 3 % und veränderte sich kaum. Unter wärmeren Bedingungen bei 24 °C dagegen 

schien der Anstieg unter sterilen Bedingungen in den ersten vier Tagen sogar stärker zu sein, als in 

unbehandeltem Wasser (V2, V6). Die Menge der potentiellen Chitinase-Bildner nahm, genau wie 
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die Lipase-Bildner unter allen abiotischen Parametern in der Mitte der Versuchsreihen erst zu und 

fiel anschließend wieder auf den Ausgangswert zurück. Und auch hier stellten einzig die kalten 

Versuchsreihen bei 4 °C mit sterilem Wasser (V4, V8) eine Ausnahme dar. Sowohl die Anzahl der 

möglichen Chitinase-, als auch der Lipase-Produzenten stieg bis zum letzten Versuchstag an oder 

verblieb auf einem hohen Niveau. 

 

Abbildung 25: Verteilung der Bakterien, die bestimmte Enzyme synthetisieren können über die gesamte Versuchsdauer 

in den einzelnen Versuchsreihen. Es wurden die Enzyme analysiert, die unter Abschnitt 2.8.2. genauer beschrieben 

sind. Die Verteilung wurde anhand der ASVs mit dem Tool PICRUSt2 bioinformatisch vorhergesagt. Die EC-Nummern 

dienen der numerischen Klassifizierung der Enzyme, die eine direkte Einordnung der katalytischen Reaktion 

ermöglicht. 

Der Sauerstoffgehalt zu Beginn der Versuchsreihen scheint kaum einen Einfluss auf den zeitlichen 

Verlauf der Bakterien zu haben, die die beobachteten Enzyme bilden können. Die Fähigkeit eine 

Urease auszubilden, um Harnstoff spalten zu können, nahm in allen acht Versuchsreihen innerhalb 

kürzester Zeit stark ab und lag anschließend nahezu bei 0 %. Bei Versuchsreihe 4 (aerob, 4 °C, 
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steriles Seewasser) ließ sich innerhalb der ersten sieben Versuchstage noch ein Anstieg der ureo-

lytischen Bakterien verzeichnen, anschließend fiel die Menge aber bis zum Versuchstag 21 extrem 

ab. Wie schon bei den Ergebnissen der BugBase-Vorhersagen müssen die Beobachtungen auch bei 

der PICRUSt2-Analyse mit Vorsicht behandelt werden, da lediglich eine Vorhersage anhand der 

nachgewiesenen ASVs getroffen wird. 

3.4. Isolation und Charakterisierung von Bakterien aus den 

Versuchsreihen 

Der Einfluss einzelner Bakterienspezies auf den Zerfall oder die Präservierung von Weichgewebe 

ist ein nahezu unerforschtes Feld. Bakterien synthetisieren nicht nur eine große Anzahl an 

Exoenzymen, um Weichgewebe effektiv abbauen zu können, sondern sind ebenso in der Lage, 

durch Mineralisierung den Erhalt des labilen Gewebes zu fördern. Innerhalb der Versuchsreihen 

sollten mithilfe verschiedener Strategien Bakterien isoliert und auf herkömmlichen Nährmedien 

angezogen werden. Die isolierten Bakterien wurden identifiziert und auf ihre Eigenschaften getes-

tet. Dementsprechend wurden sie als förderlich oder nicht-förderlich für eine mögliche Fossilisa-

tion eingestuft. Mikroorganismen, die mehrfach nachgewiesen wurden, wurden grob typisiert, an-

schließend jedoch nicht weiter differenziert oder untersucht. Insgesamt konnten 154 verschiedene 

Bakterientypen isoliert und langfristig konserviert werden. Dabei wurden 41 Organismen aus ei-

nem speziellen Versuch für Biofilm-bildende Bakterien kultiviert und 113 Prokaryoten konnten 

mithilfe klassischer Anzuchtmethoden oder der „Extinction-to-Dilution“-Methode angezogen wer-

den. Die Identifikation der Organismen wurde sowohl über ein MALDI-TOF/MS, als auch über 

den Vergleich der 16S-Sequenzen mit verschiedenen Datenbanken durchgeführt. Das verwendete 

MALDI-TOF/MS kann die aufgenommenen Spektren, die oftmals sehr charakteristisch für ein-

zelne Genera oder auch Spezies sein können, mit einer Datenbank abgleichen und bekannten Spek-

tren zuordnen.  
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Abbildung 26: MALDI-TOF/MS Spektren zur Identifizierung unbekannter Isolate. Im Zuge der Versuchsreihen wurden 

Reinkulturen auf verschiedenen Nährmedien isoliert, die anschließend über mehrere Methoden identifiziert werden 

sollten. Zellmaterial, das in eine spezielle Matrix eingeschlossen ist, wird mit einem hochenergetischen Laserstrahl 

beschossen und die Flugbahn oder Flugzeit der angeregten Moleküle gemessen. Das aufgenommene Spektrum wird 

mit einer Datenbank abgeglichen und ist häufig Spezies-spezifisch. 

Die verwendete Datenbank beinhaltet vor allem Human-assoziierte Bakterien, weshalb die Typi-

sierung von Umwelt-assoziierten Mikroorganismen teilweise schwierig ist. In diesen Fällen wurde 

die 16S-rRNA-Sequenz der Organismen amplifiziert, nach Sanger sequenziert und die Sequenz 

anschließend mit der 16S-Sequenz-Datenbank EZBioCloud abgeglichen. Ein beispielhaftes Ergeb-

nis einer 16S-rRNA-Sequenz-Analyse ist in Tabelle 23 dargestellt. 

Tabelle 23: Beispielhaftes Ergebnis des Abgleiches der 16S-rRNA-Sequenz eines unbekannten Organismus mit der 

Datenbank EZBioCloud. Die Sequenz wurde zuvor über eine 16S-PCR amplifiziert und von den Sequenzierfirmen 

Microsynth oder GATC Biotech AG sequenziert. Im oberen Teil der Tabelle sind alle Informationen zu der Sequenz 

und der Datenbank aufgelistet, im unteren Teil sind die Vergleichsorganismen aufgezeigt.  

Full Name Unbekannt 1 

Length 1.504 bp 

Orientation Forward 

Completeness 100 % 

Database ver. 2020.10.12 

 

Rank Name Strain Authors Taxonomy Accession 

Pairwise  

Similarity 
(%) 

Mismatch/ 

Total nt 

Complete-

ness (%) 

1 Iodobacter limnosediminis E1 Su et al., 
2013 

Bacteria; 
Proteobacteria; 

Betaproteobacteria; 

Neisseriales; 
Neisseriaceae; 

Iodobacter 

HM031078 98.92 15/1392 96.22 

2 Iodobacter fluviatilis 
ATCC 
33051 

Logan, 
1989 

Bacteria; 

Proteobacteria; 

Betaproteobacteria; 
Neisseriales; 

Neisseriaceae; 
Iodobacter 

M22511 98.58 20/1409 99.31 
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In der Übersichtstabelle werden alle relevanten Informationen dargestellt, neben der Länge der 

16S-Sequenz, wird ebenfalls notiert, ob der analysierte Bereich den gesamten 16S-Abschnitt ab-

deckt („Completeness“). In diesem Beispiel wurde ein Bakterium identifiziert, welches durch eine 

Biofilmanreicherung im Zuge der 7. Versuchsreihe isoliert werden konnte. Das Bakterium konnte 

anhand seiner 16S-Sequenz erfolgreich der Spezies Iodobacter limnosediminis zugeordnet werden. 

Die Ähnlichkeit („Pairwise Similarity“) zwischen der eingespeisten DNA und der in der Datenbank 

vorliegenden Sequenz dieser Spezies lag bei 98,92 %. Sobald ein Wert von 98,75 % überschritten 

wird, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem vorliegenden Bakterium um die zu-

geordnete Spezies handelt. Liegt die Ähnlichkeit unterhalb dieses Schwellenwertes kann es sich 

um ein bisher nicht beschriebenes Bakterium handeln. In diesem Fall müssten weitere Analysen 

durchgeführt werden, um das Bakterium eindeutig identifizieren zu können. Zusätzlich zur Ähn-

lichkeit wird dargestellt in wie vielen Nukleotiden sich die Sequenz von der Vergleichsprobe un-

terscheidet („Mismatch/Total nt“) und welche Autoren diese Spezies zum ersten Mal beschrieben 

haben („Author“).  

Im Anschluss an die Typisierung der Bakterien wurden alle Organismen auf spezielle Ei-

genschaften hin untersucht. Da für die Fossilisation vor allem Charakteristika entscheidend sind, 

die entweder den Zerfall fördern oder eine Präservierung durch Mineralisierung begünstigen, wur-

den zu dieser Fragestellung passende Tests entwickelt. Auf speziellen cholorimetrischen oder flu-

oreszierenden Nährmedien wurde die Synthese von degradierenden Exoenzymen, wie Lipasen, 

Proteasen oder Chitinasen überprüft. Die Mineralisierung wurde mithilfe eines speziellen Nährbo-

dens getestet, der mit Calciumacetat angereichert wurde. Zusätzlich dazu wurde nachgewiesen, ob 

die Organismen eine Urease ausbilden können. Die proteolytische Spaltung von Harnstoff kann zu 

einem pH-Anstieg führen, wodurch die Bildung von Calciumcarbonat begünstigt wird. Außerdem 

sollten die Organismen auf ihre Fähigkeit einen Biofilm zu bilden, untersucht werden. Hierfür wur-

den die Bakterien in Triplikaten in Polystyrol-Platten angezogen und mögliche Exopolymerstruk-

turen mit Kristallviolett angefärbt. In Abbildung 27 sind alle isolierten Bakterien mit ihren spezi-

ellen Eigenschaften aufgezeigt. Die Fähigkeit Exoenzyme, wie Lipasen, Chitinasen oder Proteasen, 

zu synthetisieren wurde in den Bereich Abbau, eine mikrobiell-induzierte Mineralisierung, Pro-

duktion eines EPS oder Ausbildung einer Urease wurden dagegen als präservierend eingestuft. Im 

Fokus der Einschätzung stand die Suche nach einem Organismus, der keine Exoenzyme bildet und 

dafür die Präservierung des Gewebes durch Biofilmbildung oder Mineralisierung unterstützt. Bei 

den isolierten Organismen zeigte lediglich die Spezies Delftia acidovorans genau die gesuchten 
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Eigenschaften. Yersinia intermedia konnte nur einen schwachen Biofilm ausbilden, war jedoch in 

der Lage die Präzipitation von Mineralien zu induzieren und synthetisierte eine Urease. Außerdem 

wies dieser Organismen keine degradierenden Exoenzyme auf, sodass er ebenfalls förderlich für 

eine Präzipitation von Weichgewebe sein könnte. Zusätzlich zu den zuvor genannten Organismen 

könnte Pseudomonas vancouverensis ein vielversprechendes Bakterium sein, dass möglicherweise 

den Erhalt von Weichgewebe unterstützt, da es keine Exoenzyme synthetisiert, aber sowohl die 

Präzipitation von Calciumcarbonat induziert, als auch einen starken Biofilm gebildet hat.  

 



 
3. Ergebnisse  

 

86 

 

 

Abbildung 27: Übersicht über die isolierten Organismen und ihre speziellen Eigenschaften. Die Organismen wurden 

im Zuge der Versuchsreihen mithilfe unterschiedlicher Anzuchtmethoden kultiviert und konserviert und mit 

verschiedenen Tests auf ihre Charakteristika untersucht. Im Fokus standen hierbei Eigenschaften, die die 

Präservierung (Urease, Biomineralisierung, Biofilmbildung) oder den Zerfall (Lipase, Protease, Chitinase) des 

Gewebes begünstigen. Die Bakterien sind anhand ihres Gram-Verhaltens aufgeteilt. 

Manche Organismen konnten anhand der ausgewählten Testungen nicht charakterisiert werden. 

Sie zeigten entweder kein Wachstum auf den speziellen Nährmedien oder keine eindeutigen 
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Ergebnisse. Alle Tests wurden mehrfach wiederholt, um die Ergebnisse zu validieren. Bei doppel-

ten Organismen wurden zum Teil die Ergebnisse beider Individuen in die Analyse einbezogen. 

Bei insgesamt 111 (63 %) Organismen konnte die Ausbildung degradierender Exoenzyme 

nachgewiesen werden (siehe Abbildung 28). Während nur 3 (1,7 %) der isolierten Bakterien kein 

eindeutiges Ergebnis oder kein Wachstum gezeigt haben, waren 62 (35,2 %) Bakterien nicht in der 

Lage, spezielle abbauende Enzyme zu synthetisieren. Die meisten Organismen (37 %) produzierten 

eine Lipase, die Fettsäuren von Lipoproteinen abspalten kann. Aber auch Proteasen wurden von 23 

% der Organismen ausgebildet. Solche Enzyme katalysieren eine hydrolytische Spaltung von Pro-

teinen und Peptiden und ermöglichen so den Abbau von Gewebe. Seltener konnten die Mikroor-

ganismen Chitin hydrolytisch mit Chitinasen spalten, hier zeigten nur 7 % aller Bakterien ein po-

sitives Ergebnis auf den Spezialnährmedien. Manche der isolierten Bakterien haben nicht nur ein 

Exoenzym produziert, sondern eine Kombination mehrerer Enzyme, um effizient Nährstoffe zu 

generieren. So wiesen zwischen 3 und 9 % der Spezies mindestens zwei, 19 % sogar alle drei 

getesteten Enzyme (Chitinase, Protease, Lipase) auf. Damit sind die Organismen in der Lage, ver-

schiedenste Habitate zu besiedeln, da sie variable Substrate verarbeiten und daraus Nährstoffe ge-

nerieren können.   

 

Abbildung 28: Übersicht über die Anzahl der Organismen, die Exoenzyme zum Abbau von Weichgewebe synthetisieren 

können. Von 176 Organismen konnten 111 Bakterien mindestens ein degradierendes Exoenzym produzieren.  

Es wird vermutet, dass sich die Ausbildung eines Biofilms positiv auf die Präservierung von 

Weichgewebe auswirken kann. Durch die Ummantelung des abgestorbenen, organischen Materials 

soll zum einen der bakterielle Abbau reduziert werden und zum anderen die geochemischen 
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Bedingungen im Inneren des Films so verändert werden, dass eine Mineralisierung begünstigt wird. 

Das EPS des Biofilms kann als Nukleationskern dienen und unterstützt zudem die Aufkonzentrie-

rung freier Ionen. In Abbildung 29 sind die Ergebnisse der Biofilm- und Mineralisierungsversuche 

aufgezeigt.  

 

Abbildung 29: Übersicht über die Eigenschaften der isolierten Organismen, die einen Erhalt des Weichgewebes 

begünstigen können. Sowohl die Ummantelung mit einer Glykokalyx, als auch die Präzipitation von Mineralien kann 

sich förderlich auf die Präservierung auswirken. A) Darstellung der Fähigkeit einen Biofilm auszubilden, wobei 

zwischen drei verschiedenen Ausprägungen unterschieden wurde. B) Zuordnung der Biofilm-Synthese zur Bildung von 

Mineralien, um die Organismen zu identifizieren, die einen Erhalt des Weichgewebes besonders unterstützen würden. 

Von den 176 isolierten Organismen haben 65 (37 %) eine Ausbildung von Exopolymerstrukturen 

in den Polystyrol-Platten in unterschiedlichem Ausmaß gezeigt. Im Gegensatz dazu konnten 71 

(40,4 %) der Mikroorganismen keinen sichtbaren Biofilm synthetisieren und bei 40 (22,6 %) Iso-

laten zeigte sich kein Wachstum bei den ausgewählten Bedingungen. Das Ausmaß der Biofilmbil-

dung war sehr unterschiedlich. Während 49,2 % der Biofilm-positiven Organismen eine starke oder 

moderate EPS-Bildung aufgewiesen haben, synthetisierten 50,8 % der isolierten Bakterien nur 
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geringe Mengen der Polymerstruktur. Besonders interessant sind Bakterien, die nicht nur einen 

Biofilm produzieren, sondern zusätzlich auch noch die Fähigkeit aufweisen Mineralisierungspro-

zesse aktiv oder passiv zu induzieren. Bei den isolierten Mikroorganismen war auffällig, dass die 

Bakterien, die ein EPS ausbilden können, zu 92,3 % auch eine Mineralisierung auf speziellen Nähr-

medien zeigten. Insgesamt 49,3 % der Organismen, die ein negatives Testergebnis im Biofilmver-

such aufgewiesen haben, regten die Ausfällung von Calciumcarbonat-Strukturen an. In der glei-

chen Gruppe war bei 40,8 % der Mikroorganismen der Test auf die Mineralisierungsfähigkeit nicht 

möglich, da die Organismen auf dem speziellen Nähragar nicht wachsen konnten. Zusätzliche Tests 

in Flüssigmedium zeigten ebenfalls kein Wachstum. Kristallausfällungen konnten bei 45,5 % der 

Organismen mit einer leichten Biofilmbildung und nur bei einem der Bakterien mit einer modera-

ten Ausprägung nachgewiesen werden.  

Die Organismen prägten auf den speziellen Agarplatten, die mit Calciumacetat versetzt wa-

ren, vielfältige Kristallisierungsformen aus (siehe Tabelle 24). 

Tabelle 24: Übersicht über die unterschiedlichen Kristallstrukturen, die durch die metabolische Aktivität der isolierten 

Organismen auf dem speziellen 4 x mB4-Agar gebildet wurden. Zur Darstellung wurden beispielhafte Proben 

ausgewählt.  

Organismus Kristallstruktur Organismus Kristallstruktur 

Nierig/Traubig 

Pseudomonas granadensis 

 

Acinetobacter guillouiae 

 

Aeromonas media 

 

Shewanella baltica 

 

Citrobacter freundii 

 

Aeromonas media 

 

Kugelig 

Haemophilus piscium 

 

Rouxiella sp. (MJIB_s) 
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Pseudomonas protegens 

 

Pseudomonas sp. (QJRX_s) 

 

Brevundimonas aurantiaca 

 

Aeromonas eucrenophila 

 

Pseudomonas  

plecoglossicida NBRC 

 

Aeromonas veronii 

 

Rahnella inusitata 

 

Paenarthrobacter ilicis 

 

Dipyramidial 

Stenotrophomonas  

maltophilia 

 

Mycolicibacterium porcinum 

 

Kombination aus rhomboedrisch, prismatisch und tafelig 

Pseudomonas aeruginosa 

 

 

Stenotrophomonas sp. 

(CP016294_s) 

 

Nocardia asteroides 

 
 

 

Rhodococcus koreensis 

 

Pseudarthrobacter  

chlorophenolicus 

 

 

Stenotrophomonas maltophilia 

 

Brevundimonas intermedia  

 

 

Enterobacter cloacae 

 

Shigella flexneri   
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Während auf wenigen Platten lediglich innerhalb der Kolonien mineralisierte Strukturen erkennbar 

waren, zeigten die meisten Organismen zusätzlich im Bereich rund um die Kolonien Kristalle. Hier 

wurden die chemischen Bedingungen in der Umgebung der Mikroorganismen verändert, sodass 

Calciumcarbonat ausfallen konnte. Ein Erscheinungsbild wurde besonders häufig von Organismen 

verschiedener Genera ausgeprägt und ist in Abbildung 30 dargestellt. Unter dem Binokular waren 

mittig auf den groß gewachsenen Kolonien plattenartige, matte, helle Einwölbungen zu sehen, wo-

hingegen im Randbereich vermehrt bräunliche, rundliche, glänzende Einschlüsse sichtbar wurden. 

Außerdem konnten außerhalb der Kolonie im Agar sehr kleine, weiße, rundliche Strukturen nach-

gewiesen werden.  

 

Abbildung 30: Besondere Kristallstrukturen, die auf dem speziellen 4 x mB4-Agar ausgebildet wurden. Beispielhaft 

sind drei verschiedene Organismen dargestellt. Die Kristalle weisen eine ähnliche Morphologie auf und variieren 

innerhalb der Lokalisation auf der Agarplatte. 

Vermutlich hängt die Kristallstruktur mit den chemischen Bedingungen, wie dem pH-Wert, im 

Agar zusammen. Ist die mikrobielle Aktivität sehr hoch, also vor allem innerhalb der Kolonie, 

verändert sich die Umgebung stärker, als außerhalb. Diese Beobachtung wurde davon gestützt, dass 

in dem Fall, dass zwei Kolonien sehr nah beieinander lagen, im Zwischenraum der Kolonien ver-

mehrt Einschlüsse nachweisbar waren. Dieses Phänomen ist in Abbildung 31 gezeigt.   
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Abbildung 31: Vermehrte Ausbildung von Kristallstrukturen im und auf dem Agar zwischen zwei Bakterienkolonien 

am Beispiel des Organismus Paenarthrobacter ilicis. 

Die chemische Struktur der Einschlüsse auf der Agarplatte wurde mithilfe eines Raman-Spektro-

meters analysiert. Hierfür wurden mit der 10x oder 100x fachen Vergrößerung auffällige Struktu-

ren ausgewählt und bei einer Wellenlänge von 532 nm analysiert. Dabei wurde nachgewiesen, dass 

es sich bei den ausgefallenen Produkten um Carbonate bzw. Kalzite gehandelt hat, was in Abbil-

dung 32 gezeigt wird.  
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Abbildung 32: Ergebnisse der RAMAN-Spektroskopie der Kristallstrukturen in und auf dem 4 x mB4-Agar zur Analyse 

der Fähigkeit der Organismen Biominerale aktiv zu präzipitieren oder diesen Vorgang zu induzieren. A) 

Mikroskopisches Bild der Kristallstrukturen bei einer 10-fachen Vergrößerung. B) RAMAN-Spektrum der 

Kristallstrukturen mit einem Kalzit-Vergleichsspektrum (RRUFF Database, R050048_Raman_785). Die Spektren 

wurden mit einem Laser der Wellenlänge 532 nm und einem 100-fachen Objektiv aufgenommen. In blau ist beispielhaft 

ein RAMAN-Spektrum des Organismus Escherichia coli JM83 dargestellt. 
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4. Diskussion 

Bakterien besiedeln die Erdoberfläche vermutlich schon seit dem Abkühlen des Planeten, 

da erste Fossilfunde auf eine Zeit zwischen 3,5 - 3,8 Ga datiert werden können (Rozanov & 

Astafieva, 2009). Aus diesem Grund wird davon ausgegangen, dass sie bei der Entstehung der 

heutigen Fossilien eine große Rolle gespielt haben. Durch verschiedenste Stoffwechselwege wir-

ken die Bakterien sowohl auf den Abbau als auch den Erhalt des Weichgewebes ein. Die Präser-

vierung erfolgt beispielsweise durch Mineralisierungsprozesse, die entweder aktiv oder passiv 

durch die Stoffwechselprodukte der Mikroorganismen induziert werden. Erste Zerfallsexperimente 

unter Laborbedingungen konnten nachweisen, dass ein initialer, heterotropher Abbau des Weich-

gewebes durch Bakterien und die damit verbundenen chemischen Veränderungen in und um das 

Gewebe eine wichtige Voraussetzung für guten Erhalt darstellen (Naimark et al., 2016a, 2016b, 

2018a, 2018b; Petrovich, 2001; Sagemann et al., 1999; Wilson & Butterfield, 2014). Aus diesem 

Grund wird vermutet, dass der bakterielle Abbau des Gewebes an einem bestimmten Punkt redu-

ziert oder verhindert werden muss, damit die präservierenden Prozesse überwiegen. Obwohl Bak-

terien in der Lage sind, extreme Umweltfaktoren zu tolerieren und ihre metabolische Aktivität an 

wechselnde Bedingungen anzupassen, können manche abiotische Faktoren die bakterielle Aktivität 

verringern. Die genauen Bedingungen, die die bakterielle Aktivität beeinflussen und dazu führen, 

dass das instabile Weichgewebe, das normalerweise sehr anfällig für Zerfall ist, erhalten bleibt, 

sind bisher noch nicht ausreichend erforscht (Purnell et al., 2018). Hierbei wurde insbesondere die 

exakte Rolle der einzelnen Bakterien und ihr Ursprung vernachlässigt. Eine Aufklärung der unbe-

kannten abiotischen und biotischen Parameter kann anhand von durchdachten, taphonomischen 

Experimenten erreicht werden (McMahon et al., 2016; Newman et al., 2019; Purnell et al., 2018; 

Sagemann et al., 1999). Allerdings ist zu beachten, dass nicht zu viele unbekannte Parameter pa-

rallel untersucht werden, da ansonsten keine Fragen geklärt, sondern neue Unbekannte geschaffen 

werden (Purnell et al., 2018). Dadurch, dass die entscheidenden Schritte zu einem gut erhaltenen 

Fossil oder zu einem effektiven Abbau des Gewebes vermutlich innerhalb von wenigen Tagen bis 

einigen Monaten ablaufen, sind Studien unter kontrollierten Laborbedingungen möglich (Briggs & 

McMahon, 2016; Newman et al., 2019; Sagemann et al., 1999). Die Studien, die bisher durchge-

führt wurden, um die Präservierung von Weichgewebe aufzuklären, waren bis auf wenige Ausnah-

men (Mähler et al., 2020; Naimark et al., 2016b; Peterson et al., 2010) hauptsächlich auf marine 
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Habitate limitiert (Briggs & Kear, 1993a, 1993b, 1993c, 1994; Butler et al., 2015; Eagan et al., 

2017; Hof & Briggs, 1997; Martin et al., 2005; Naimark et al., 2018b; Raff et al., 2008; Raff et al., 

2014; Sagemann et al., 1999). In diesem Projekt wurden acht verschiedene Versuchsreihen mit 

unterschiedlichen Parametern (siehe Tabelle 19) zur Analyse des bakteriellen Einflusses auf den 

Abbau und den Erhalt von Weichgewebe in Süßwasser durchgeführt. Es sollte untersucht werden, 

welche abiotischen Faktoren zu einer Reduktion der mikrobiellen Abbaurate und einer verstärkten 

Mineralisierung führen können.  

4.1. Versuchsreihen 

4.1.1. Kontrollen 

Zu Beginn einer großangelegten 16S-rRNA-Amplikon-Analyse sollte die ausgewählte Me-

thodik auf potentielle Fehlerquellen überprüft werden. Während der DNA-Extraktion, der Ampli-

fikation der 16S-rRNA-Gensequenzen oder des gesamten Sequenzierprozesses können durch die 

verwendeten Chemikalien oder Geräte potentiell Kontaminationen eingeführt werden, die die In-

terpretation der Daten beeinflussen (Grahn et al., 2003; McAlister et al., 2002; McFeters et al., 

1993; Shen et al., 2006). Die einzelnen Bakterien weisen große Unterschiede in ihrem Aufbau auf, 

wobei vor allem die verschiedenen Zellhüllen und ihre Zusammensetzung einen Einfluss auf den 

Aufreinigungsprozess haben können. Kann die Zellwand nicht richtig lysiert werden, wird keine 

DNA freigesetzt und das Bakterium wird in der Analyse der Bakteriengemeinschaft nicht betrach-

tet (Ma et al., 2020; Pollock et al., 2018). Wichtige bakterielle Gruppen könnten so unwissentlich 

ausgeschlossen und ihr Einfluss auf gewisse Prozesse unterschätzt werden. Zu diesem Zweck 

wurde das ausgewählte Kit zur DNA-Extraktion zum einen mit einer bekannten Mock-Gemein-

schaft (Zusammensetzung siehe Tabelle 8) und zum anderen mit Leerproben getestet. Die Ergeb-

nisse der Mock-Analyse zeigten (siehe Abbildung 11), dass zwei Gram-positive Organismen (Lac-

tobacillus sp., Staphylococcus sp.) und ein Gram-negatives Bakterium (Escherichia sp.) unterhalb 

der erwarteten Häufigkeit vorlagen. Yuan et al. (2012) hatten ebenfalls Schwierigkeiten die erwar-

tete Menge an Escherichia sp. zu detektieren. Gram-positive Organismen sind aufgrund ihrer dick-

wandigen Zellwand deutlich schwerer zu lysieren als Gram-negative Organismen, was durch ver-

schiedene andere Mock-Analysen bestätigt wird (Hughes et al., 2017; Song et al., 2021; Yang et 

al., 2020; Yuan et al., 2012). Besonders herausfordernd ist die Zelllyse von Staphylokokken bei 
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denen eine Modifikation der Muraminsäurereste die Aktivität von Lysozym hemmt (Bera et al., 

2005), was jedoch durch eine erweiterte enzymatische Behandlung mit Lysostaphin, Mutanolysin 

und Lysozym verbessert werden kann (Yuan et al., 2012). Auch Lactobacillus sp. scheinen je nach-

dem in welcher Wachstumsphase sie vorliegen, schwieriger aufzubrechen zu sein. Andere Orga-

nismen wurden durch das verwendete Kit dagegen in ihrer erwarteten Häufigkeit übertroffen. Dazu 

gehörten Enterococcus sp., Bacillus sp. und Listeria sp. (alle Gram-positiv). Dies konnte unter 

anderem mit dem verwendeten Kit (ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit) auch in anderen Studien 

bereits beobachtet werden (Hughes et al., 2017; Janssen et al., 2021; Ojo-Okunola et al., 2020). 

Bacillus sp. gehören zwar zu den Gram-positiven Organismen, verändern aber in späteren Wachs-

tumsphasen den Aufbau ihrer Zellwand („Gram-labil“), sodass sie dann vergleichbare Eigenschaf-

ten zu Gram-negativen Bakterien aufweisen (Li et al., 2018a; Logan & de Vos, 2015). Neben den 

eingesetzten Organismen konnten zehn weitere Genera in den Proben nachgewiesen werden. Alle 

Organismen waren dabei weniger als 1 % in der Probe vorhanden, lediglich Enterobacter sp. 

machte eine Menge von bis zu 3,5 % des gesamten Mikrobioms aus. Enterobacter sp. wurden 

bereits als Biomarker für Kontaminationen im Laborumfeld eingestuft und mehrfach in 16S-

Amplikon-Analysen als Verunreinigung in Reagenzien oder Verbrauchsmaterial detektiert 

(Janssen et al., 2021; Li et al., 2018b; Salter et al., 2014; Wally et al., 2019). Um mögliche Fehl-

interpretationen zu minimieren, wurde der Schwellenwert für die weiteren Analysen auf 1 % ge-

setzt. Alle Organismen, die seltener in der Probe vorlagen, wurden als mögliche Kontamination 

betrachtet. Replikat 2 der Mock-Analyse machte zudem deutlich, dass die Verwendung von Tripli-

katen zur Vermeidung von zufälligen Verteilungen in den Versuchsreihen sinnvoll ist. Während 

Replikat 1 und Replikat 3 eine sehr ähnliche bakterielle Verteilung zeigten, waren die Ergebnisse 

von Replikat 2 deutlich anders und wurden für die weitere, detaillierte Analyse ausgeschlossen. 

Zusätzlich zu den Mock-Analysen wurden ebenfalls drei Leerproben auf ihre bakterielle 

Zusammensetzung untersucht. Hierbei wurden 22 Genera detektiert, von denen fünf Organismen 

deutlich dominierten (siehe Abbildung 12). All diese Bakterien wurden zuvor in verschiedenen 

Studien als Kontamination in Chemikalien, Reagenzien oder Laborequipment nachgewiesen 

(Glassing et al., 2016; Li et al., 2018b; Salter et al., 2014; Wally et al., 2019; Weyrich et al., 2019). 

Eingebrachte Verunreinigungen wirken sich besonders auf Proben mit einer geringen Biomasse 

aus, da sie zum Teil die Menge der endogenen Bakterien übertreffen (Brandt & Albertsen, 2018; 

Glassing et al., 2016; Quince et al., 2017; Salter et al., 2014; Weyrich et al., 2019). Insbesondere 

am Ende der Versuchsreihen waren die Gewebeproben oftmals sehr zersetzt, sodass die Ausbeute 
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der DNA-Aufreinigung sehr niedrig war. Die Konzentration der Wassernullproben, bei denen le-

diglich 50 ml gefiltert wurden, lag ebenfalls in den meisten Proben unterhalb von 10 ng/µl, womit 

die Proben eindeutig eine geringe Biomasse aufwiesen. Aus diesen Gründen sollte eine Interpreta-

tion der Daten sehr vorsichtig erfolgen und insbesondere der Einfluss der zuvor beschriebenen 

Organismen hinterfragt werden. Neben einer sehr sauberen und ordentlichen Arbeitsweise, sollten 

zusätzlich dazu in allen Versuchsreihen Leerkontrollen verwendet werden 

4.1.2. Mikrobiom der Flusskrebse 

Obwohl Flusskrebse (Familie: Cambaridae, Ordnung: Decapoda, Klasse: Malacostraca) 

eine große Rolle für das ökologische Gleichgewicht in Frischwassersystemen spielen und sie als 

Verwerter viele Nährstoffe zurück in den Kreislauf einführen (Creed & Reed, 2004; Momot, 1995), 

ist über ihre bakterielle Besiedelung kaum etwas bekannt. Um das Mikrobiom der verwendeten 

Cambarellus diminutus vergleichen zu können, wurden verschiedene Studien zu Mitgliedern der 

Decapoda verwendet, obwohl diese zum Teil phylogenetisch weiter auseinanderliegen. Ein Ver-

gleich der detektierten Genera mit der Literatur ist in Tabelle 25 aufgezeigt. Außerdem muss be-

achtet werden, dass in den durchgeführten Versuchsreihen das ganze Tier für die DNA-Extraktion 

eingesetzt wurde, wohingegen in den meisten Studien lediglich Bereiche des Gastrointestinaltrakts 

untersucht wurden. Die Besiedelung verschiedener Körperbereiche, wie zum Beispiel Kiemen und 

Darm, scheint unterschiedlich zu sein (Zhang et al., 2016), was in unserem Versuchsaufbau nicht 

berücksichtig werden konnte, da die Tiere nach kürzester Zeit stark zersetzt waren.  
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Tabelle 25: Vergleich der Genera, die zu Beginn der Versuchsreihen im Gewebe von C. diminutus nachgewiesen 

werden konnten, mit der Literatur zu Individuen der Ordnung Decapoda.  

Familie Genus Vergleichstier / Studie Quelle 

Comamonadaceae Hydrogenophaga 

Sphaerotilus 

Kiemenbereich von Cambarus sciotensis  

Symbionten von Daphnia  

 

Auf der Haut von Amphibien   

 

Darm von Neocardina denticulata 

Darm von Litopenaeus vannamei (postlarval) 

Skelton et al., 2017 

Freese & Schink, 2011; 

Qi et al., 2009 

Kueneman et al., 2014; 

McKenzie et al., 2012 

Cheung et al., 2015 

Huang et al., 2016 

Chitinophagaceae Cnuella Kiemenbereich von Cambarus sciotensis  Skelton et al., 2017 

Rhodobacteraceae Rhodobacter Darm von Neocardina denticulata  

Darm von Penaeus monodon  

Darm von Macrobrachium nipponense  

Cheung et al., 2015 

Rungrassamee et al., 2014 

Tzeng et al., 2015 

Flavobacteriaceae  Flavobacterium  Darm von Neocardina denticulata  

Darm von Litopenaeus vannamei (adult) 

Cheung et al., 2015 

Huang et al., 2016 

Aeromonadaceae Aeromonas Darm von Penaeus monodon  

Darm von Macrobrachium nipponense Darm 

kranker Litopenaeus vannamei  

Rungrassamee et al., 2014 

Tzeng et al., 2015 

Huang et al., 2016 

Mycoplasmataceae Candidatus Ba-

cilloplasma 

Dünndarm der Kellerassel Porcellio scaber  

Darm von Procambarus clarkii  

Darm von Cambarellus diminutus 

Kostanjšek et al., 2007 

Zhang et al., 2020 

Vorversuche; unpublizierte 

Daten 

 

Generell lässt sich vermuten, dass die mikrobielle Besiedelung durch verschiedenste Para-

meter beeinflusst wird. Neben den Entwicklungsstufen (Cheung et al., 2015; Huang et al., 2016; 

Zhang et al., 2020), scheinen auch die Umgebung und das Nahrungsangebot einen großen Einfluss 

zu haben (Holt et al., 2020; Hou et al., 2018; Landsman et al., 2019; Wang et al., 2014; Zhang et 

al., 2020). Zwei Wochen nach Beendigung des Larvenstadiums wurde der Darm von Litopenaeus 

vannamei von Comamonadaceae dominiert, wohingegen sich in späteren Entwicklungsstadien 

Flavobacteriaceae und Vibrionaceae durchsetzen konnten (Huang et al., 2016). Zhang et al., (2020) 

haben eine Korrelation zwischen der Entwicklung der Tiere und der aufgenommenen Nahrung auf-

gezeigt. Erst wenn die Scheren vollständig ausgebildet sind, können adulte Procambarus clarkii 

jagen und ihre omnivore Lebensweise voll ausprägen. Zusätzlich dazu scheint das Häutungssta-

dium Einfluss auf das instabile Mikrobiom der Flusskrebse zu nehmen (Zhang et al., 2020). Bei 

mikrobiellen Analysen des Gewebes von Litopenaeus vannamei und Penaeus penicillatus und des 

umliegenden Milieus (Wasser, Sediment) in Garnelenfarmen konnte kaum ein Unterschied in den 

bakteriellen Taxa nachgewiesen werden, sodass davon ausgegangen wurde, dass extrinsische 
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Bakterien die Besiedelung am Meisten beeinflussen (Hou et al., 2018; Wang et al., 2014). Oftmals 

sind die vorkommenden Taxa in der Umgebung und den Organismen zwar identisch, allerdings in 

unterschiedlicher Häufigkeit. Andere Studien gehen davon aus, dass die Umgebung nur einen ge-

ringen Einfluss hat und die bakterielle Besiedelung Spezies-spezifisch ist (Tang et al., 2021; Tzeng 

et al., 2015).  

In diesem Projekt wurde zu Beginn jeder Versuchsreihe die bakterielle Zusammensetzung 

von drei einzelnen Individuen untersucht (siehe Abbildung 16). Zwar scheinen bestimmte Genera, 

wie Aeromonas, Candidatus Bacilloplasma oder Hydrogenophaga, in allen Proben vorzukommen, 

die Häufigkeit ist hierbei jedoch unterschiedlich. Teilweise war die Zusammensetzung zwischen 

den unterschiedlichen Tieren (biologische Replikate) ähnlich, allerdings zeigten die Individuen in 

manchen Versuchsreihen auch große Unterschiede. Eine ähnliche Beobachtung konnten auch 

Landsman et al. (2019) in ihren Replikaten beobachten. Dabei wird deutlich, dass neben den äuße-

ren Faktoren, wie der Nahrung und der Umgebung, auch die Individualität jedes einzelnen Orga-

nismus nicht außer Acht gelassen werden sollte. Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, spielen 

vielfältige Faktoren bei der mikrobiellen Besiedelung der Decapoda eine Rolle. Durch die Erstel-

lung einer Zucht sollten gewisse Parameter kontrollierbarer werden. So wurden alle Tiere mit dem 

gleichen Futter versorgt und im gleichen Wasser mit dem gleichen Sediment aufgezogen. Da eine 

einzelne Spezies verwendet wurde, sollten Faktoren wie die Spezies-spezifische Besiedelung ver-

nachlässigbar sein. Was jedoch nur bedingt beachtet werden konnte, waren das Geschlecht und die 

Entwicklungsstadien der Tiere, da oftmals mehr Individuen gebraucht wurden, als adulte Tiere 

vorhanden waren. In anderen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Entwicklungsstufe 

oder das Geschlecht der toten Organismen die mikrobielle Besiedelung (García et al., 2020) und 

damit einhergehend den Zerfall (Kear et al., 1995; Raff et al., 2006) und die Mineralisierung des 

Gewebes (Inoue et al., 2004; Mähler et al., 2020) beeinflussen. Während jedoch bei Zerfallsexpe-

rimenten mit menschlichen Kadavern auch im Verlauf des Abbaus eine unterschiedliche mikrobi-

elle Besiedelung der einzelnen Individuen beobachtet werden konnte (DeBruyn & Hauther, 2017), 

entwickelte sich die mikrobielle Zusammensetzung in den biologischen Replikaten in den Ver-

suchsreihen hier ähnlich, weswegen Tendenzen analysiert werden konnten. 
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4.1.3. Verlauf der mikrobiellen Gemeinschaft in den Versuchsreihen 

In der paläontologischen Forschung wurden zahlreiche Fossilfunde analysiert und deren 

mineralogische Zusammensetzung aufgeklärt. Der Prozess, der zu einer Fossilisation von Weich-

gewebe führt, ist allerdings nahezu unbekannt und besonders der Einfluss der bakteriellen Aktivität 

und die Veränderung dieser bezogen auf abiotische Parameter wurde bislang wenig erforscht. 

Nachdem ein Organismus tot ist, startet innerhalb kürzester Zeit der enzymatische Abbau, der Au-

tolyse genannt wird. Erst nach ungefähr 24 h spielen Bakterien eine dominante Rolle in den Zer-

fallsprozessen, indem sie erst die einfachen Produkte der Autolyse verstoffwechseln und im An-

schluss komplexere Moleküle aufspalten (Carter & Tibbett, 2006; Gibbons & Reed, 1930; Singhal 

et al., 1992; Vass, 2001). Die Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft während der Zerfalls-

prozesse ist dynamisch und ändert sich stetig, angetrieben durch Konkurrenz um Nährstoffe und 

Lebensraum unter den sich ändernden abiotischen Bedingungen.  

In diesem Projekt wurden acht Versuchsreihen durchgeführt, in denen bestimmte abiotische 

Parameter verändert (siehe Tabelle 19), und der Verlauf der bakteriellen Besiedelung und die op-

tischen Veränderungen des Weichgewebes dokumentiert wurden. Die unterschiedliche Besiede-

lung von Mikroorganismen während des Zerfalls von Weichgewebe wurde detailliert bisher nur in 

der forensischen Wissenschaft untersucht, wobei der Fokus der Experimente auf dem bakteriellen 

Abbau in terrestrischen Habitaten lag (z.B. Benbow et al., 2015; Bolyen et al., 2019; Crippen et 

al., 2015; Dickson et al., 2011; Metcalf et al., 2013; Pechal et al., 2014). Generell kann davon 

ausgegangen werden, dass der Abbau von Kadavern in aquatischer Umgebung deutlich anders ab-

läuft, da verschiedenste Variablen (Temperatur, Wassertiefe, chemische Parameter, Salinität) auf 

das Gewebe und insbesondere die mikrobielle Gemeinschaft einwirken (Dickson et al., 2011). Da 

die Studienlage jedoch gering ist, wurden die Ergebnisse der Versuchsreihen mit allen vorhandenen 

Publikationen verglichen, ohne dass zwischen terrestrischen und aquatischen Habitaten unterschie-

den wird. Hierbei sollten die Vergleiche aus den zuvor genannten Gründen vorsichtig erfolgen. 

 Die abiotischen Parameter, die zwischen den Zerfallsexperimenten verändert wurden, soll-

ten Veränderungen in der mikrobiellen Gemeinschaft und damit einhergehend ein verändertes Ab-

bauverhalten hervorrufen. So wurden neben unterschiedlichen Sauerstoffbedingungen (aerob und 

anaerob), der Einfluss von extrinsischen Bakterien (unbehandeltes und autoklaviertes Seewasser) 

und zwei verschiedene Temperaturen (4 °C und 24 °C) untersucht. Generell wird angenommen, 

dass kalte Temperaturen zu einer Abnahme des Zerfalls und dadurch besseren Erhalt führen, da die 

bakteriellen Enzyme bei diesen Bedingungen deutlich weniger Substrat umsetzen können 
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(Montuelle & Volat, 1997). Verschiedenste Fossilfunde im Permafrostboden, bei denen selbst la-

bile Biomoleküle, wie DNA-Bausteine, noch nachgewiesen werden konnten, unterstützen diese 

Beobachtung (Kharlamova et al., 2016; Papageorgopoulou et al., 2015; Schwarz et al., 2009). In 

unseren Versuchsreihen konnte neben dem Zerfall des Gewebes ein Anstieg der Calciumkonzent-

ration (vgl. Mähler, 2021) im umgebenden Wasser demonstriert werden, was eindeutig zeigt, dass 

bakterielle Aktivität stattgefunden hat. Nur wenige bakterielle Spezies haben eine Wachstumsober-

grenze bei 20 °C und werden als psychrophil bezeichnet (Optimum: 12 - 15 °C). Diese psychro-

philen Bakterien weisen spezielle Anpassungen in ihrem Stoffwechsel und ihren Enzymstrukturen 

auf (D’Amico et al., 2002; Gerday, 2013). Neben den speziell angepassten Organismen, zeigen 

einige Organismen, wie Aeromonas sp., auch eine erhöhte Toleranz gegenüber niedrigen Tempe-

raturen (psychrotolerant, Wachstum zwischen 3 und 35 °C möglich). In den durchgeführten Ver-

suchsreihen konnten nur wenige psychrophile, dafür mehr psychrotolerante Organismen nachge-

wiesen werden. In Zerfallsexperimenten mit Schweinekadavern und Schafsknochen konnte ein 

zweifach erniedrigter Abbau durch Herabsenken der Temperatur von ~21 °C auf ~10 °C detektiert 

werden (Benbow et al., 2015; Carter & Tibbett, 2006). In kaltem Wasser (11 °C) wurde auch das 

Rückgrad des Seesterns Arbacia punctulata deutlich langsamer abgebaut (Kidwell & Baumiller, 

1990). In den in diesem Projekt durchgeführten Versuchsreihen waren bei einer Temperatur von 

24 °C alle untersuchten Organe der Flusskrebse nach vier Tagen nicht mehr differenzierbar, wo-

hingegen in den Versuchsreihen 3, 4 und 8 (alle 4 °C) die Muskeln, die Ganglien und der Darm 

sogar am Ende des Experiments noch intakt waren. Zusätzlich dazu wurden auch die Kiemen, 

Scheren, das Pleon und der Cephalothorax in sterilem Wasser bei 4 °C (V4 aerob, V8 anaerob) erst 

nach 77 Tagen abgebaut.  

In verschiedenen Zerfallsexperimenten, die zu unterschiedlichen Jahreszeiten durchgeführt 

wurden, konnte eine signifikant andere mikrobielle Zusammensetzung je nach Temperatur nach-

gewiesen werden (Benbow et al., 2015), wohingegen in unseren Versuchsreihen unabhängig von 

der Umgebungstemperatur ähnliche Organismen in unterschiedlicher Menge dominierten. In allen 

Versuchsreihen machten zu Beginn der Experimente die Proteobakterien die größte Menge der 

bakteriellen Gemeinschaft aus. Über den Versuchsverlauf nahm diese Gruppe ab und Mitglieder 

des Phylums Firmicutes konnten verstärkt nachgewiesen werden. Zusätzlich dazu konnte ab Tag 7 

unter warmen, bzw. Tag 49 unter kalten Bedingungen, ein unterschiedlich starker Anstieg an Bac-

teroidetes verzeichnet werden. Eine ähnliche Abfolge der Phyla wurde auch in anderen Zerfallsex-

perimenten beschrieben (Benbow et al., 2015; Pechal et al., 2014), obwohl Metcalf et al. (2013) 
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im Abdomen eingegrabener Mäuse in der frühen Abbauphase Firmicutes und im späteren Verlauf 

Proteobacteria als dominante Phyla identifizieren konnten. Nach sieben Tagen verändert sich die 

bakterielle Flora in den Zerfallsexperimenten oftmals, da die Menge der Nährstoffe abnimmt und 

alternative Stoffwechselwege genutzt werden, um Energie zu generieren (Burcham et al., 2019). 

Diese Beobachtung wurde von den Versuchsreihen 1 (aerob, 24 °C, unsteriles Seewasser), 5 (an-

aerob, 24 °C, unsteriles Seewasser), 6 (anaerob, 24 °C, steriles Seewasser) nach sieben Tagen und 

Versuchsreihe 3 (aerob, 4 °C, unsteriles Seewasser) nach 21 Tagen gestützt. Bei der Verwesung 

von größeren Säugetieren oder Menschen steigt die Menge der anaeroben Organismen vor allem 

im Bereich des Gastrointestinaltraktes während der Aufblähphase an und die Gasproduktion nimmt 

zu (Crippen et al., 2015). Bei den Flusskrebsen konnte nur in Versuchsreihe 1 (aerob, 24 °C, un-

steriles Seewasser) eine Anhäufung von Gasen im Kiemenbereich ab Tag 14 dokumentiert werden. 

Die Ansammlung von Gasen in diesem Bereich führte dazu, dass am Ende des Versuches der Ce-

phalothorax vom Abdomen getrennt vorlag, was auch in anderen Zerfallsexperimenten gezeigt 

werden konnte (Briggs & Kear, 1993c). Bei Menschen und größeren Säugetieren kann es im Zuge 

der Gasanhäufung zu einem Aufplatzen der Körperhöhle kommen (Mähler et al., 2015). Durch den 

Sauerstoffeinstrom und die Öffnung nach außen, können extrinsische Bakterien an der Zersetzung 

teilnehmen, wodurch die Menge der strikt anaeroben Bakterien kurzzeitig wieder abnimmt und 

fakultativ anaerobe oder aerobe Organismen die Verwesungsprozesse für eine gewisse Zeit über-

nehmen (Metcalf et al., 2013). Am Ende dominieren dann wieder anaerobe Bakterien. Generell gilt 

aber, dass eine Abfolge von aeroben zu anaeroben Bakterien über den Zerfallsprozess erfolgt 

(Burcham et al., 2016; Hyde et al., 2013; Janaway et al., 2009; Pechal et al., 2014). In unseren 

Versuchsreihen war kein zwei-phasiger Verlauf zu erkennen und die obligat anaeroben Bakterien 

nahmen sukzessive zu. Sowohl die bioinformatischen Vorhersagen (siehe Abbildung 23), als auch 

die dominanten Genera (siehe Abbildung 18 - Abbildung 21) unterstützen diese Beobachtung.  

Die Diversität der mikrobiellen Gemeinschaft war in den Versuchsreihen 1 (aerob, 24 °C, 

unsteriles Seewasser), 3 (aerob, 4 °C, unsteriles Seewasser) und 7 (anaerob, 4 °C, unsteriles See-

wasser) zu Beginn der Versuche höher (> 3), was durch die diverse Flora des Seewassers erklärt 

werden kann. In allen Versuchsreihen nahm die Diversität jedoch nach Beginn der Versuche stark 

ab. Unter wärmeren Bedingungen (24 °C, V1, V2, V5) stieg sie ab Tag 4 wieder bis auf Werte 

zwischen 2 und 3 an, blieb jedoch unter dem Niveau der Startbedingungen. Nur in Versuchsreihe 

6 (anaerob, 24 °C, steriles Seewasser) war die bakterielle Gemeinschaft ab dem 2. Tag in gleichem 

Ausmaß divers (~ 1,25). Generell dominieren auch in Zerfallsexperimenten mit Säugetieren im 
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späteren Verlauf meistens einige wenige Genera, die sich an die schnell wechselnden Bedingungen 

im Zerfallsprozess anpassen und das unterschiedliche Nahrungsangebot gut nutzen können 

(DeBruyn & Hauther, 2017). Eine Abnahme in der Diversität über den gesamten Verlauf des Ab-

baus von Weichgewebe konnte auch in anderen experimentellen Studien nachgewiesen werden 

(Liu et al., 2021). Im Gegensatz zu den von uns durchgeführten Versuchsreihen konnte hier jedoch 

zuerst ein Anstieg in der Diversität verzeichnet werden, da das große Nahrungsangebot zu Beginn 

des Abbaus das Wachstum unterschiedlichster Mikroorganismen förderte (Burcham et al., 2019; 

Guo et al., 2016). 

In den Versuchsreihen 4 (aerob, 4 °C, steriles Seewasser) und 8 (anaerob, 4 °C, steriles 

Seewasser) nahm die Diversität von Tag 1 bis Tag 21 von 3 auf unter 1 stark ab, da hier im weiteren 

Versuchsverlauf lediglich eine Gattung der Klasse γ-Proteobacteria dominierte (siehe Abbildung 

21). Die Krebse wurden nahezu ausschließlich von Aeromonas sp. besiedelt, die zur Familie Aero-

monadaceae gehören. Als fakultativ anaerobe Organismen sind sie in der Lage, vielfältige Lebens-

räume, wie beispielweise Süß- und Salzwasser, Sediment oder verschiedene Organismen 

(Talagrand-Reboul et al., 2017), zu besiedeln. Sie spielen eine große Rolle im Abbau von Kadavern 

in Frisch- und Brackwasser und dienen dadurch der Diagnose eines Ertrinkungstods (Huys et al., 

2012; Uchiyama et al., 2012). Die Dominanz dieser Gattung in Frischwassersystemen kann durch 

die Ergebnisse dieser Arbeit eindeutig bestätigt werden. Außerdem sind sie opportunistische Pa-

thogene und können in Fischen oder Flusskrebsen tödliche Krankheiten hervorrufen 

(Jiravanichpaisal et al., 2009; New, 1995; Talagrand-Reboul et al., 2017; Wiklund & Dalsgaard, 

1998). Neben ihrer hohen Sauerstofftoleranz, weisen einige Spezies innerhalb der Gattung eben-

falls Wachstum bei unterschiedlichsten Temperaturen (4 - 42 °C) auf (Hoel et al., 2018; Hudson 

& Mott, 1993; Knøchel, 1990). Als mesophil können z.B. Typstämme von Aeromonas hydrophila, 

als psychrophil Typstämme der Spezies Aeromonas salmonicida eingeordnet werden (Percival & 

Williams, 2014). Ihre Enzyme sind auf kältere Bedingungen spezialisiert und dadurch in der Lage, 

Gewebe trotz niedriger Temperaturen zu zersetzen und Nährstoffe zu generieren. Bei den meso-

philen Spezies, wie A. hydrophila, scheint sich die Infektiösität durch erniedrigte Temperaturen 

dagegen zu verringern, da vermutlich unter kalten Bedingungen weniger Exotoxine produziert wer-

den können oder deren Aktivität verringert ist (Jiravanichpaisal et al., 2009). Insgesamt ist die 

metabolische Aktivität aller Aeromonas sp. bei niedrigen Temperaturen deutlich verringert (Cavari 

et al., 1981), was auch den besseren Erhalt des Weichgewebes in den Versuchsreihen 4 (aerob, 4 
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°C, steriles Seewasser) und 8 (anaerob, 4 °C, steriles Seewasser) erklären kann (siehe Abbildung 

21).  

Die breite Sauerstoff- und Temperaturtoleranz dieser Gattung spiegelt sich im ubiquitären 

Vorkommen unter allen abiotischen Bedingungen in den durchgeführten Versuchsreihen wider. 

Während die Aeromonaden in unsterilem Wasser bei allen Temperaturen vor allem zu Beginn der 

Versuchsreihen vorlagen (V1, V3, V5, V7; siehe Abbildung 18, Abbildung 20), zeigten sie unter 

wärmeren Bedingungen und in sterilem Wasser (V2, V6) einen zwei-phasigen Verlauf (siehe Ab-

bildung 19). Sie dominierten zu Beginn, nahmen dann ab, um nach einem kurzen Anstieg der Clos-

tridien, bis zum Tag 14 erneut stark zuzunehmen. Möglicherweise können sich die Aeromonas 

Spezies gegen die extrinsische Flora, die durch das unsterile Seewasser (V1, V3, V5, V7) einge-

führt wird, langfristig nicht durchsetzen und werden durch besser angepasste Organismen ver-

drängt. Solche effektiven, finalen Destruenten scheinen im sterilen Versuchsaufbau (V2, V6) zu 

fehlen, sodass die Aeromonaden nach einem kurzen Aufkommen der Clostridien erneut dominieren 

können. Besonders in den Versuchsreihen 4 (aerob, 4 °C, steriles Seewasser) und 8 (anaerob, 4 °C, 

steriles Seewasser) beherrschten Aeromonas sp. den gesamten Versuchsverlauf. Es kann vermutet 

werden, dass die extreme Dominanz dieses Genus, das sich schon nach sieben Versuchstagen kom-

plett durchsetzt, das Wachstum anderer Organismen effektiv gehemmt hat. Neben den Gewebe-

proben an Tag 1, besiedelten Aeromonas sp. auch alle Wassernullproben (siehe Anhang: „Balken-

diagramme Wassernullproben“) zu Beginn der Experimente, sodass keine Differenzierung in 

extrinsische und intrinsische Bakterien erfolgen kann.  

Neben dem ersten autolytischen Zerfall, wird die initiale Phase des Abbaus von Weichge-

webe häufig von Spezies der Aeromonaden eingeleitet (Lobb et al., 2020), was unter anderem 

durch die Produktion spezieller Hämolysine begünstigt wird. Diese Enzyme dienen der Lyse der 

Wirtszellen und ermöglichen mit weiteren Exoenzymen, wie Proteasen, Chitinasen oder Lipasen, 

die Nutzung eines großen Substratspektrums zur Energiegewinnung (Ellis, 1991; Gunnlaugsdóttir 

& Gudmundsdóttir, 1997; Hirvela-Koski et al., 1994; Lobb et al., 2020; Pemberton et al., 1997; 

Sukhanova et al., 2019). Allerdings kann die Aktivität bestimmter Enzyme, wie Chitinasen, zu 

einer Produktinhibierung führen. Sobald eine gewisse Menge an N-Acetylglucosamin durch den 

Abbau des Chitins angehäuft vorliegt, wird die Expression der Chitinasen verringert (Brzezinska 

& Donderski, 2001).  

Die in diesem Projekt isolierten Aeromonas Spezies wiesen eine große Variabilität in den 

getesteten Enzymen auf (siehe Abbildung 27). A. salmonicida zeigte zwar eine starke Chitinase-
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Aktivität, die zur Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiegewinnung eingesetzt werden kann, konnte 

jedoch keine Lipasen oder Proteasen synthetisieren. A. hydrophila dagegen war in der Lage, auf 

dem speziellen Testagar Proteasen auszubilden. Die bioinformatische Vorhersage über das Tool 

PICRUSt2 ordnete die Aeromonaden der Versuchsreihen 4 (aerob, 4 °C, steriles Seewasser) und 8 

(anaerob, 4 °C, steriles Seewasser) als Protease-negativ ein, was die Vermutung nahelegt, dass es 

sich hierbei wirklich um Mitglieder der Spezies A. salmonicida handeln könnte (siehe Abbildung 

25). Im Gegensatz zu einer geringen Anzahl an Protease-bildenden Organismen in den Versuchs-

reihen 4 und 8, wurde eine große Menge an Lipase- und Chitinase-Produzenten vorhergesagt, was 

dem guten Erhalt des Gewebes widersprechen würde. Allerdings werden an dieser Stelle Ein-

schränkungen des Vorhersage-Tools PICRUSt2, insbesondere bei der Analyse von Aeromonas sp., 

sichtbar. Zum einen ist eine Differenzierung der Spezies in dieser Gattung extrem schwierig, da sie 

sich teilweise nur in einzelnen Basen in ihrer 16S-rRNA-Gensequenz unterscheiden (Menanteau-

Ledouble et al., 2016). Die Zuordnung der Vorhersagen mit PICRUSt2 beruht auf den Sequenzen 

der ASVs, die lediglich 250 bp der 16S-rRNA-Genregion abdecken, weswegen keine fundierten 

Aussagen zu Spezies getroffen werden können. Außerdem existieren innerhalb einer Spezies eine 

Vielzahl an Typstämmen, die ganz unterschiedliche Exoenzyme synthetisieren, was eine detail-

lierte Interpretation erschwert. Da sich die Ergebnisse der bioinformatischen Vorhersage nur auf 

die vorhandenen Genanlagen bezieht, kann nicht analysiert werden, ob die Enzyme eine Aktivität 

ausprägen oder beispielsweise Produktinhibierung zu einer verringerten Expression geführt hat.  

Neben der Produktion verschiedener Exoenzyme, die zum Abbau des Gewebes genutzt 

werden können, sind Aeromonaden auch in der Lage, die Präzipitation von Mineralien zu induzie-

ren (Rivadeneyra et al., 1992). Sofern diese Aktivität überwiegt, würde dieses Phänomen eher zu 

einer Präservierung anstelle eines Zerfalls des Gewebes führen. Bei den isolierten Organismen 

zeigten bis auf Aeromonas sobria alle Spezies der Gattung Aeromonas ein positives Ergebnis auf 

dem speziellen Mineralisierungsagar. Kein Organismus innerhalb dieser Gattung konnte jedoch 

Enzyme zur hydrolytischen Spaltung von Urea zu synthetisieren.  

Sobald die Menge an Aeromonas sp. innerhalb der Experimente abgenommen hatte, konn-

ten sich für eine gewisse Zeitspanne Individuen der Gattung Clostridium durchsetzen. Oftmals do-

minieren Clostridien in Zerfallsexperimenten vor allem die finalen Phasen des Abbaus (Benbow et 

al., 2015; Burcham et al., 2019; Janaway et al., 2009; Pechal et al., 2014), wohingegen in unseren 

Versuchsreihen meistens die mittlere Zeitspanne besiedelt wurde. In den Versuchsreihen 1, 2, 5, 6, 

die bei 24 °C durchgeführt wurden, stieg die Menge an Clostridien ab Tag 3 stärker an mit einem 
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Höhepunkt um den Versuchstag 7. Der Abbau des Gewebes erfolgte verstärkt innerhalb der ersten 

Woche, sodass nach sieben Tagen die untersuchten Organe nicht mehr differenziert betrachtet wer-

den konnten. Clostridium sp. zählen zu den obligat anaeroben Bakterien, weswegen sie sich erst 

nachdem sich ein anaerobes Milieu im Versuchsaufbau etabliert hat, stärker vermehren. Sie besie-

deln vor allem Böden und Teile des Gastrointestinaltrakts vieler Organismen und sind in der Lage, 

spezielle Überdauerungsformen (Sporen) zu bilden (Carter et al., 2017). Obwohl vermutet werden 

könnte, dass die Clostridien zu großen Teilen aus dem Sediment in den Versuchsaufbau eintreten 

(Haagsma, 1991), konnte diese Gattung im Sediment kaum nachgewiesen werden. Da Clostridium 

sp. auch in den sterilen Versuchen, aus denen extrinsische Bakterien ausgeschlossen werden soll-

ten, teilweise dominierten (V2, V6), kann davon ausgegangen werden, dass das Genus Clostridium 

sp. hauptsächlich aus dem Darm der Flusskrebse oder aus dem anhaftenden Wasser stammte. 

In anderen Studien konnten beim Abbau von Gewebe ebenfalls vermehrt Spezies der Gat-

tung Clostridium detektiert werden (Benbow et al., 2015; Lobb et al., 2020; Metcalf et al., 2016; 

Pechal et al., 2014), die bekannt für die Produktion diverser, hydrolytischer Enzyme zum Abbau 

komplexer, extrazellulärer Substrate sind (Fourie et al., 2020; Labbe & Huang, 1995; Matsushita 

& Okabe, 2001). In Wundinfektionen mit Clostridien (Gasbrand, Clostridium perfringens) gilt bei-

spielsweise eine sezernierte Phospholipase als Haupttoxin, die zu sehr starkem Abbau des Weich-

gewebes führt (Flores-Díaz & Alape-Girón, 2003). Beim Zerfall von Embryos der Spezies Helio-

cidaris erythrogramma in marinem Medium waren Clostridien unter anaeroben Bedingungen 

ebenfalls gemeinsam mit Pseudoalteromonas sp. und Vibrio sp. beteiligt (Raff et al., 2008). Einige 

Spezies dieser Gattung können auch unter anaeroben Bedingungen langkettige Fettsäuren abbauen, 

was eine Bildung von Adipocire (Leichenwachs) verhindern kann (Hatamoto et al., 2007).  

Es konnten lediglich zwei Clostridium Spezies während der Versuchsreihen isoliert und auf 

ihre Eigenschaften getestet werden. Beide Spezies wuchsen ausschließlich unter anaeroben Bedin-

gungen und zeigten in den in diesem Projekt durchgeführten Tests keine Ausbildung von Exoenzy-

men (Clostridium amylolyticum) beziehungsweise nur die Synthese einer Protease (Clostridium 

bifermentans; siehe Abbildung 27). Diese Beobachtung widerspricht der Literatur, da C. bifermen-

tans sowohl als Lipase-, als auch Chitinase-Produzent beschrieben ist und mit Abszessen und Gas-

brand assoziiert wird (Gorbach & Thadepalli, 1975; Meryandini, 2004; Sárvári & Schoblocher, 

2020; Tso & Siebel, 1989). Allerdings war das Wachstum der Clostridium sp. im Anaerobentopf 

generell schwach, was sich auf die Eigenschaften ausgewirkt haben kann. In Versuchsreihe 7 (an-

aerob, 4 °C, unsteriles Seewasser) waren die Clostridien über den gesamten Verlauf des 
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Experimentes die dominierende Gattung. Lediglich am letzten Versuchstag nahm die Menge an 

Clostridium sp. ab, während Acetobacteroides sp. gleichzeitig leicht zugenommen haben (siehe 

Abbildung 20). Das Gewebe wurde in dieser Versuchsreihe trotz der kälteren Temperaturen stärker 

abgebaut, was vermutlich auf der effektiven Zerfallsaktivität der Clostridien beruht. Diese Be-

obachtung widerspricht der bioinformatischen Vorhersage, dass die vorgefundenen Organismen 

kaum Lipasen bilden können (siehe Abbildung 25). So war beispielsweise der Hepatopankreas, der 

von den Flusskrebsen auch als Lipidspeicher genutzt wird (Vogt, 2019), in den meisten Individuen 

schon innerhalb der ersten 3 Wochen komplett abgebaut.  

Der Abbau vom Regenbogen-Springbarsch Etheostoma caeruleum wurde ebenfalls in den 

frühen Phasen von Aeromonas sp. und Clostridium sp. dominiert (Lobb et al., 2020). Anschließend 

konnte vergleichbar zu unseren Versuchsreihen eine Zunahme an Rikenellaceae, wie Acetobacte-

roides sp. verzeichnet werden (Lobb et al., 2020). Diese Gattung beinhaltet nur die Spezies Aceto-

bacteroides hydrogenigenes und wird in der Datenbank SILVA unter „Blvii28 wastewater-sludge 

group“ klassifiziert (Su et al., 2014). Verschiedene Individuen dieser Gruppe wurden bereits im 

Zusammenhang mit dem effizienten Abbau von abgestorbenem Pflanzenmaterial beschrieben (Wu 

et al., 2019). Da Acetobacteroides sp. obligat anaerob sind, können sich die Bakterien erst dann 

durchsetzen, nachdem sich ein anaerobes Milieu in den Versuchsreihen generiert hat. Der Organis-

mus ist außerdem nicht in der Lage, organische Säuren, Alkohole oder Aminosäuren zu verstoff-

wechseln (Su et al., 2014), weswegen die Zunahme erst nach der Aktivität vorangegangener Gat-

tungen erfolgt. Es konnte beobachtet werden, dass die Gattung Acetobacteroides in allen Versuchs-

reihen erst mit dem Zerfall des Magens und des Hepatopankreas zugenommen hat. Ob im Magen 

oder Hepatopankreas eine Besiedelung mit Acetobacteroides sp. vorliegt, wurde bisher nicht un-

tersucht. Spezies dieser Gattung wurden lediglich im Dünndarm der Süßwassergarnele Macrob-

rachium nipponense nachgewiesen (Sun et al., 2020). Obwohl A. hydrogenigenes mesophil ist, also 

bei Temperaturen zwischen 20 °C und 40 °C am besten wachsen kann (Su et al., 2014), nahm die 

Menge dieser Spezies auch in den Versuchsreihen 3 (aerob, 4 °C, unsteriles Seewasser) und 4 (ae-

rob, 4 °C, steriles Seewasser) zu, allerdings in einem geringeren Ausmaß als bei höheren Tempe-

raturen (24 °C). Acetobacteroides sp. fermentieren vor allem Zucker und produzieren dabei Acetat, 

H2 und CO2 (Ozbayram et al., 2017; Su et al., 2014), was dann im Anschluss anderen Organismen, 

wie methanogenen Archaea, als Substrat dienen kann. In der Versuchsreihe 3 (4 °C, aerob, unste-

riles Wasser) stieg parallel zu Acetobacteroides sp., die Gattung Bacteroides ab Tag 21 an (siehe 

Abbildung 20). Beide Gattungen waren auch in den Vergleichsproben des Gewebes und des 
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Wassers an Tag 1 vorhanden, gehören also sowohl zur intrinsischen als auch zur extrinsischen 

Flora. Vermutlich erfüllen die Bacteroides sp. eine vergleichbare Funktion wie Acetobacteroides 

sp. Diese Gattung umfasst ebenfalls strikt anaerobe Organismen, die vor allem im Gastrointesti-

naltrakt vorzufinden sind. Aus diesem Grund dominieren Bacteroides sp. den Abbau von Säuge-

tieren meistens in der Abdominalhöhle während der aktiven Aufblähphase (Hyde et al., 2017; 

Metcalf et al., 2016). Einige Spezies, z.B. Bacteroides fragilis, sind opportunistische Krankheits-

erreger und verfügen über eine große Anzahl an Exoenzymen mit denen sie Gewebe (Proteine, 

Lipide, Kohlenhydrate) effektiv zersetzen können (Ioan et al., 2017; Wexler, 2007).  

Ein weiteres Genus, das vor allem zu Beginn der Versuchsreihe 3 (aerob, 4 °C, unsteriles 

Seewasser; siehe Abbildung 20) nachgewiesen werden konnte und nur unter kalten Bedingungen 

vorhanden war (V4, V7), ist Iodobacter. Einige Spezies dieser Gattung sind psychrophil oder 

psychrotolerant, wie Iodobacter limnosediminis (Su et al., 2013) oder Iodobacter arcticus (Srinivas 

et al., 2013), und exprimieren auch bei 5 °C noch hydrolytisch aktive Enzyme (Lipase, Protease; 

Männistö & Häggblom, 2006). Dementsprechend kann vermutet werden, dass die Bakterien ein 

Teil der abbauenden Flora sind. Auffällig in Versuchsreihe 3 ist, dass weder Aeromonas sp., noch 

Clostridium sp. extrem dominierten, wie es in den anderen Versuchsreihen der Fall war. Iodobacter 

sp. produzieren das antimikrobielle Pigment Violacein, das das Wachstum vieler Gram-positiver 

und nur weniger Gram-negativer Organismen hemmt und von den Organismen als Quorum Sen-

sing Signal genutzt wird (Durán et al., 2007). Sowohl Iodobacter sp., als auch Janthinobacterium 

sp., welche auch für die Expression von Violacein bekannt sind, konnten im Zuge der 3. Versuchs-

reihe isoliert werden. Fast alle isolierten Organismen dieser Gattungen (Janthinobacterium livi-

dum, Iodobacter limnosediminis) zeigten ein positives Ergebnis bezogen auf Chitinase- und Lipa-

seproduktion. Iodobacter sp. gehören zur Flora in verschiedenen Seen (Srinivas et al., 2013), Fäzes 

(Lee et al., 2019) oder Sediment (Su et al., 2013) und konnten auch in Biofilmen (Sukhanova et 

al., 2019) nachgewiesen werden. Da Iodobacter sp. sowohl in den Wassernullproben (V3, V5), als 

auch im Gewebe an Tag 1 (V3, V4) nachgewiesen werden konnte, kann nicht eindeutig zugeordnet 

werden, ob die Bakterien aus dem umgebenden Wasser oder Sediment oder aus der intrinsischen 

Flora stammten.  

Während in den meisten Versuchsreihen am Ende der Experimente ein Anstieg an Aceto-

bacteroides sp. auffällig war (V1, V3, V5, V6, V7), konnte sich diese Gattung in Versuchsreihe 2 

(aerob, 24 °C, steriles Seewasser) nicht durchsetzen und die Genera Ruminiclostridium und Sporo-

bacter (Ruminocococcaceae NK4A214 group) dominierten am Ende den Versuchsaufbau (siehe 
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Abbildung 19). Diese Gram-positiven Gattungen spielten keine Rolle in den anderen Versuchsrei-

hen und gehören zu den obligat anaeroben Bakterien der Klasse Clostridia, die genau wie Clostri-

dium sp. Sporen ausbilden können (De Vos et al., 2011; Wu & Cheng, 2015). Die Sporen, die auch 

für Clostridium sp. typisch sind, ermöglichen es den Bakterien zeitweise Nährstoffmangel zu über-

dauern und anschließend eine veränderte Nährstoffsituation zu erschließen (García et al., 2020). 

Ruminiclostridium sp. und Sporobacter sp. sind typische Darmbakterien und an die limitierten 

Sauerstoffbedingungen, die am Ende des Experiments in den Reaktionsgefäßen vorlagen, ange-

passt (Fu et al., 2018; Pacífico et al., 2021; Shah et al., 2021; Vazquez-Moreno et al., 2021; Zuo 

et al., 2019). Wie auch viele andere anaerobe Clostridia können Ruminiclostridium sp. Chitinasen 

produzieren und sind so in der Lage, Chitin und Chitin-Derivate effektiv zu verarbeiten. Vergleich-

bar zu unserem Versuchsaufbau, wurden Ruminiclostridium sp. in Mikrokosmos-Experimenten zur 

Analyse der Chitinase-Aktivität von Bodenbakterien vor allem in einer späteren Abbauphase de-

tektiert. Es wurde vermutet, dass die Organismen die Produkte der aeroben Chitin-Hydrolyse effi-

zient, komplett verstoffwechseln können (Wörner & Pester, 2019). Zusätzlich dazu exprimieren 

Ruminiclostridium sp. und Sporobacter sp. weitere hydrolytische Enzyme, wie Cellulasen und Pro-

teasen (Qian et al., 2019; Ravachol et al., 2016; Wu & Cheng, 2015), und spielen eine große Rolle 

im Abbau von abgestorbenem Pflanzenmaterial. Aus diesem Grund besiedeln sie vermehrt den 

Pansen von Wiederkäuern oder den Darm von Termiten (Biscarini et al., 2018; Hu et al., 2018; 

Sheng et al., 2016). Da beide Gattungen im Darm von Menschen und Tieren vorkommen und de-

gradierende Exoenzyme synthetisieren, wurden sie auch mit dem Abbau von Weichgewebe in Ver-

bindung gebracht (Liu et al., 2021). In den Wassernullproben (siehe Anhang: „Balkendiagramme 

Wassernullproben“) nahm die Anzahl der Ruminiclostridien im Verlauf der Versuchsreihe 2 (ae-

rob, 24 °C, steriles Seewasser) ebenfalls zu, sodass vermutet werden kann, dass die Organismen, 

wie auch bei Wörner & Pester (2019) aus dem Sediment oder aus dem Wasser stammten.  

 In Versuchsreihe 6 (anaerob, 24 °C, steriles Seewasser) konnten zu Beginn des Experi-

ments die Genera Bacillus und Candidatus Bacilloplasma in größerer Menge detektiert werden 

(siehe Abbildung 19). Candidatus Bacilloplasma gehört, wie unter Abschnitt 4.1.2. detailliert be-

schrieben, zur Normalflora der Flusskrebse, weswegen eine frühe Besiedelung durch diesen Orga-

nismus nicht überraschend ist. Die Anzahl der Candidatus Bacilloplasma sp. nahm bis zum Tag 4 

in der Versuchsreihe 6 zu und wurde anschließend komplett aus dem Versuchsaufbau verdrängt. 

Da dieser Organismus bisher noch nicht im Labor kultiviert werden konnte, existieren kaum Infor-

mationen über seinen Metabolismus. Als typisches Darmbakterium bei verschiedenen Arthropoden 
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(Chen et al., 2015; Kostanjšek et al., 2007; Shui et al., 2020; Zhang et al., 2020), kann allerdings 

vermutet werden, dass die Gattung anaerobe Bedingungen tolerieren kann oder sogar zum Überle-

ben braucht, und aus diesem Grund in der anaeroben Versuchsreihe 6 zu Beginn überleben kann. 

Die Anzahl der Bacillus sp. im Versuchsaufbau nahm bis zum Versuchstag 3 zu und fiel dann 

rapide auf 0 % ab. Obwohl lange Zeit angenommen wurde, dass Spezies dieser Gattung zu den 

strikt aeroben Organismen gezählt werden, konnten mittlerweile bis zu 20 Spezies isoliert werden, 

die fakultativ anaerob und zwei Spezies, die strikt anaerob wachsen (Logan & de Vos, 2015; 

Nakano & Zuber, 1998). Einige Individuen der Gattung Bacillus, wie Bacillus subtilis, Bacillus 

anthracis oder Bacillus cereus, sind in der Lage komplexe Kohlenhydrate und Proteine abzubauen 

und wurden sowohl mit dem Abbau von Weichgewebe (Chun et al., 2015; Junkins et al., 2017; 

Vass, 2001), als auch Pflanzenmaterial und Biofilmen (Sukhanova et al., 2019) assoziiert. Anhand 

der isolierten Organismen dieser Gattung konnte diese Beobachtung unterstützt werden (siehe Ab-

bildung 27), da bis auf Bacillus idriensis und Bacillus bingmayongensis alle Individuen eine Pro-

tease-Aktivität gezeigt haben. Bacillus flexus konnte zusätzlich eine Chitinase synthetisieren und 

Lipasen wurden ebenfalls von den meisten Bacilli produziert, was verdeutlicht, dass diese Gattung 

ein breites Substratspektrum zur Energiegewinnung nutzen kann. Neben der Fähigkeit effektiv 

Substanzen abzubauen, zeigen manche Bacillus Spezies aber auch das Potential durch Mineralisie-

rung erhaltend zu wirken (Chunxiang et al., 2009; Dhami et al., 2013a). Besonders B. megaterium 

wurde detailliert in Hinblick auf eine biotechnologische Nutzung seiner Mineralisierungsfähigkeit 

erforscht. Durch die Expression einer effizienten Urease, kann das Bakterium die Bildung großer 

Mengen an Calciumcarbonat induzieren (Dhami et al., 2013a, 2013b; Lian et al., 2006). Im Mine-

ralisierungstest zeigten bei den isolierten Spezies nur die psychrotoleranten Bacillus sp. kein posi-

tives Ergebnis.  

Insgesamt blieb in allen Versuchsreihen eine komplette Mineralisierung des Weichgewebes 

aus, wohingegen in anderen Versuchen unter bestimmten Bedingungen beispielsweise eine Mine-

ralisierung der Muskeln durch Calciumphosphat (Briggs & Kear, 1993c, 1994; Hof & Briggs, 

1997; Sagemann et al., 1999) und selten durch Calciumcarbonat (Mähler et al., 2020) detektiert 

werden konnte. Da die Bildung der Mineralien auch von der Ionenkonzentration in der Umgebung 

abhängt, wird bestätigt, dass die minimalen Mengen an Phosphat in Frischwasser eine Präservie-

rung der Muskeln in Calciumphosphat limitieren können (Briggs, 2003; Martin et al., 2003). Al-

lerdings sollte neben dem Wasser und dem Sediment (Briggs & Kear, 1993c), ebenfalls das Ge-

webe als Phosphatquelle dienen (Briggs & Kear, 1993c, 1994; Hof & Briggs, 1997). Obwohl kein 
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Weichgewebe mineralisiert werden konnte, wurde eine Ausfällung von Kalzit-Kristallen an der 

Innenseite des Panzers mithilfe einer Mikro-Computertomographie (engl. micro computed tomo-

graphy; µCT) dokumentiert (vgl. Mähler, 2021). Die Präzipitation konnte nur in den Versuchsrei-

hen, die bei 24 °C durchgeführt wurden (V1, V2, V5, V6), beobachtet werden. Obwohl in anderen 

Versuchen die Sauerstoffbedingungen und die Diffusion des Sauerstoffs einen Einfluss auf die ge-

bildeten Mineralien zu haben scheinen (Briggs & Kear, 1993c; Sagemann et al., 1999), wurde in 

unseren Versuchsreihen, auch in den anaeroben Versuchsteilen bei denen die Diffusion einge-

schränkt war (V5, V6), nur Kalzit nachgewiesen. Die Kalzit-Präzipitation war dabei deutlich stär-

ker in den Versuchsreihen, die mit unsterilem Wasser durchgeführt wurden (V1, V5) als in den 

Experimenten mit sterilem Wasser (V2, V6, siehe Abbildung 33). Sagemann et al. (1999) konnten 

in Experimenten ohne extrinsisches Inokulum, was vergleichbar zu den sterilen Versuchsreihen ist, 

keine Mineralisierung des Weichgewebes bei der Garnele Crangon crangon nachweisen. Wie in 

Abbildung 33 aufgezeigt wird, nahm das Volumen der Kalzit-Kristalle unter anaeroben Bedingun-

gen (V5, V6) leicht stärker zu als im Versuchsaufbau mit Sauerstoff (V1, V2). In Versuchsreihe 6 

(anaerob, 24 °C, steriles Seewasser) verringerte sich die Kalzit-Menge ab Versuchstag 7 allerdings 

auch wieder, was Mähler et al. (2020) ebenfalls im Flusskrebs C. diminutus, der in destilliertem 

Wasser gelagert wurde, feststellen konnten. Es kann sein, dass durch die finalen Phasen des bakte-

riellen Abbaus der pH in einen sauren Bereich unter 7,0 gefallen war und daraufhin das Kalzit 

wieder gelöst wurde. 

 Ein großer Unterschied in der mikrobiellen Besiedelung der Proben war ein verstärktes 

Auftreten des Genus Proteocatella unter unsterilen Bedingungen (V1, V5) und könnte einen mög-

lichen Erklärungsansatz für die größere Kalzit-Ausfällung darstellen. In den Versuchsreihen, die 

bei kalten Temperaturen und mit unsterilem Wasser inkubiert wurden (V3 V7), lag zwar Proteo-

catella sp. ebenfalls in einer größeren Menge vor, allerdings konnte hier keine Kalzit-Präzipitation 

nachgewiesen werden. Dieser Umstand kann jedoch teilweise anhand thermischer Bedingungen 

erklärt werden und wird in der Doktorarbeit von Mähler (2021) detailliert diskutiert.  

Die Gattung Proteocatella besteht nur aus einer bisher bekannten Spezies, die ein breites 

Wachstumsspektrum aufweist und neben einer Toleranz gegenüber niedrigen Temperaturen, auch 

große pH Schwankungen überleben kann. 
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Abbildung 33: Bildung von Kalzit-Kristallen innerhalb der Flusskrebse bei 24 °C. Die Kristallbildung wurde in 

Triplikaten über die gesamte Versuchsdauer von 21 Tagen in regelmäßigen Abständen in einem µCT untersucht. Dabei 

wurde sowohl die Menge, als auch die Größe der einzelnen Kristalle dokumentiert (Mähler, 2021). Versuchsreihe 1 = 

aerob, 24 °C, unsteriles Seewasser; Versuchsreihe 2 = aerob, 24 °C, steriles Seewasser; Versuchsreihe 5 = anaerob, 

24 °C, unsteriles Seewasser; Versuchsreihe 6 = anaerob, 24 °C, steriles Seewasser  

Proteocatella sphenisci wurde erstmals aus den Ausscheidungen von Magellan-Pinguinen 

(Spheniscus magellanicus) isoliert (Pikuta et al., 2009) und konnte seither auch als Besiedler des 

Darmmikrobioms einer Schlammkrabbe (Scylla paramamosain) nachgewiesen werden (Lin et al., 

2020). Auf einem Schweinekadavar, der im Winter in einem Fluss gelagert wurde, dominierten 

Proteocatella sp. nach 28 Tagen gemeinsam mit Clostridien und Veillonellaceae (Benbow et al., 

2015). Die besondere Bedeutung dieses Organismus für die Kalzifizierung könnte sein, dass er als 

Teil des Mikrobioms einer karbonisierten Thrombolitstruktur (Graham et al., 2014) und in der 

Plaque von Hunden und Katzen beschrieben wurde (Dewhirst et al., 2015; Ruparell et al., 2020). 

Aus diesem Grund kann vermutet werden, dass die Gattung Proteocatella eine Präzipitation von 

Kalzit im Gewebe der Flusskrebse positiv unterstützt oder sogar aktiv induziert hat. Andere Orga-

nismen, die lediglich in den Versuchsreihe 1 und 5 vorliegen, sind Desulfovibrio sp. und Oscilli-

bacter sp. Desulfovibrio sp. gehört zu den Sulfat-reduzierenden Bakterien, die bekannt dafür sind, 

dass sie die Präzipitation verschiedener Mineralien induzieren (Braissant et al., 2007; Van Lith et 

al., 2003; Warthmann et al., 2005). Oscillibacter sp. ist eine weniger erforschte Gattung und wurde, 

wie auch Proteocatella sp, als Bestandteil von Plaque beschrieben (Sands et al., 2016). Beide Ge-

nera konnten allerdings nur in kleineren Mengen in den Versuchsreihen nachgewiesen werden.  
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4.1.4. Weitere abiotische Faktoren 

Der Sauerstoffgehalt in der Umgebung kann Zerfalls- und Präservierungsprozesse beein-

flussen, weshalb in unseren Versuchsreihen zwei Startbedingungen untersucht wurden. Unter ae-

roben Startbedingungen (V1-V4) wurde der Deckel der Versuchsgefäße nicht vollständig ver-

schlossen, sodass ein geringer Sauerstoffeintrag möglich war. Allerdings wurde auch in diesen 

Versuchen der freie Sauerstoff durch die mikrobielle Aktivität innerhalb der ersten Tage ver-

braucht, was ebenfalls in anderen Experimenten beobachtet werden konnte (Briggs & Kear, 1993a; 

Hof & Briggs, 1997; Naimark et al., 2016; Sagemann et al., 1999). In den Versuchsreihen, die von 

Beginn an ohne Sauerstoff durchgeführt werden sollten (V5-V8), wurde β-Mercaptoethanol zuge-

geben. Das reduzierende Agenz soll zu einer Spaltung der Disulfidbrücken der gewebseigenen En-

zyme führen, sodass keine autolytische Aktivität stattfindet und das Weichgewebe länger intakt 

bleibt. Während in unseren Versuchen kaum ein Unterschied beim Zerfall des Gewebes durch die 

Zugabe von β-Mercaptoethanol beobachtet werden konnte, zeigten andere Studien einen deutlich 

besseren Erhalt (Butler et al., 2015; Eagan et al., 2017; Gostling et al., 2008; Raff et al., 2006, 

2008; Raff et al., 2014). Zusätzlich zum β-Mercaptoethanol wurde ein spezielles Gaserzeugungs-

system (GasPak™ EZ Pouch System) zur Herstellung einer anaeroben Umgebung verwendet, al-

lerdings konnten auch die anaeroben Bedingungen keine Verbesserung der Erhaltung erzielen. Ob-

wohl Raff et al. (2008) sogar eine Inhibierung der autolytischen Enzyme alleine durch anaerobe 

Bedingungen zeigen konnten, sehen andere Studien die Zugabe der reduzierenden Substanzen als 

essentiell für eine effektive Hemmung der Autolyse an (Butler et al., 2015; Hippler et al., 2011). 

In den bisherigen Versuchen, in denen anaerobe Bedingungen oder reduzierende Reagenzien gegen 

die Autolyse der gewebeeigenen Enzyme eingesetzt wurden, waren die Organismen meistens deut-

lich kleiner, wie Embryos von Helicoderma erythrogramma (Durchmesser > 1 mm; Raff et al., 

2006, 2008; Raff et al., 2014) oder Artemia sp. (Länge bis 12 mm, Butler et al., 2015). Die ver-

wendeten Flusskrebse C. diminutus dagegen können am Ende ihrer Häutungsstadien mit 25 mm 

fast die doppelte Größe erreichen. Es könnte also sein, dass die Menge an β-Mercaptoethanol (10 

mM), die eingesetzt wurde, zu gering war, um die Autolyse der Studienorganismen effektiv zu 

hemmen. Die reduzierenden Bedingungen wirken nicht nur auf die Autolyse des Gewebes, sondern 

auch auf die mikrobielle Aktivität und vor allem die Biomineralisierung ein. In der Natur liegen 

die anaeroben und reduzierenden Bedingungen beim Abbau von Weichgewebe entweder durch 

äußere Umstände, wie beispielsweise dem Begraben des Gewebes durch Erdrutsche, vor oder wer-

den durch die abbauenden Prozesse der Mikroorganismen mit der Zeit hergestellt (Briggs & Kear, 
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1993a, 1993c; Gostling et al., 2009; Martin et al., 2003; Sagemann et al., 1999). Da die initialen 

Schritte des Szenarios, in dem das Gewebe durch einen Erdrutsch oder Sedimentierung begraben 

wird, bisher jedoch nicht detailliert untersucht wurden, kann keine fundierte Aussage darüber ge-

troffen werden wie schnell sich anoxische Bedingungen einstellen. Je nach Zusammensetzung, 

Partikelgröße und Herkunft des Sediments können die Sauerstoffbedingungen zu Beginn zusätzlich 

stark variieren (Canfield, 1994; Naimark et al., 2018a).  

Insgesamt war das Auftreten der häufigsten Genera in den Versuchsreihen vergleichbar 

zwischen den aeroben und anaeroben Versuchsreihen. Tang et al. (2006) führten den geringen Un-

terschied beim Abbau von Zooplankton unter aeroben oder anaeroben Bedingungen auf eine gute 

Adaptation der Umweltbakterien an veränderte Sauerstoffbedingungen zurück. Lediglich bei den 

Versuchsreihen 3 (aerob, 4 °C, unsteriles Seewasser) und 7 (anaerob, 4 °C, unsteriles Seewasser) 

waren zwar ähnliche Genera präsent, aber in unterschiedlich großem Ausmaß (siehe Abbildung 

20). Der Zerfall des Gewebes verlief ebenfalls bei allen Versuchsreihen in einem ähnlichen zeitli-

chen Rahmen mit und ohne Sauerstoff. Bei Versuchsreihe 7 wurde das Gewebe unter anaeroben 

Bedingungen sogar schneller zersetzt. Verschiedene experimentelle Zerfallsstudien dokumentier-

ten eine Verringerung der Abbaurate unter anaeroben Bedingungen (Briggs & Kear, 1993a, 1993b; 

Gostling et al., 2009; Martin et al., 2003), wohingegen andere Studien keinen (Allison, 1988; 

Kidwell & Baumiller, 1990) oder nur einen geringen Unterschied (Bartley, 1996; Briggs & Kear, 

1994) im Zerfall des Weichgewebes nachweisen konnten. Hancy & Antcliffe (2020) konnten sogar 

einen stärken Abbau von speziellen Gewebsstrukturen der Seeanemone Actinia equina (Cnidaria) 

unter Sauerstoffabschluss verzeichnen. Diese Beobachtungen zeigen, dass neben der Sauerstoff-

verfügbarkeit viele weitere Parameter auf den Zerfallsprozess einwirken. Generell wird davon aus-

gegangen, dass der Abbau unter anaeroben Bedingungen verringert und das Zeitfenster für eine 

Präservierung verlängert wird, da die gewonnenen Energieäquivalente in den Stoffwechselwegen 

der (fakultativ) anaeroben Bakterien oftmals geringer sind als bei aeroben Stoffwechselwegen. 

Durch diesen Umstand wäre das Wachstum der meisten Organismen verringert, was allerdings 

nicht für alle Bakterien gilt. So zeigt das anaerobe Bakterium Clostridium perfringens, bekannt als 

Erzeuger des Gasbrandes in Wunden, eine sehr geringe Verdopplungszeit und produziert zahlrei-

che degradierende Exoenzyme, um infiziertes Gewebe effizient abbauen zu können (Fourie et al., 

2020; Labbe & Huang, 1995).  

Die Bakterien, die auf den Abbau oder die Präservierung des Weichgewebes einwirken, 

können sowohl Teil der intrinsischen (Gastrointestinaltrakt, Haut), als auch der extrinsischen Flora 
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(Wasser, Sediment, Pflanzen) sein. Diese Fragestellung sollte durch Zerfallsexperimente mit steri-

lem Wasser untersucht werden. Das Gewebe blieb oftmals (V2, V4, V8) in sterilem Wasser besser 

erhalten, da sich andere Bakterien durchsetzen konnten. Lediglich in Versuchsreihe 6 (anaerob, 24 

°C, steriles Seewasser) war der Zerfall der Organe vergleichbar zu Versuchsreihe 5 (anaerob, 24 

°C, unsteriles Seewasser), allerdings waren hier auch ähnliche bakterielle Gattungen, wie Clostri-

dium oder Acetobacteroides, dominierend. Beim experimentellen Abbau einer Maus wurden die 

Organe ebenfalls hauptsächlich von intrinsischen Bakterien zersetzt (Burcham et al., 2019). Gene-

rell wird vermutet, dass für die initialen Zerfallsprozesse vor allem endogene Organismen, die vor-

nehmlich aus dem Darm der Tiere stammen, zuständig sind (Hilal et al., 2021). Durch mikrosko-

pische Beobachtungsstudien konnten Butler et al. (2015) die endogene Flora als den Hauptfaktor 

für einen guten Erhalt identifizieren. Die Bakterien, die vermutlich vor allem aus dem Gastrointes-

tinaltrakt stammen und durch den Zerfall der Darmwand austreten, bauen zwar bestimmte Gewebs-

teile ab (Bickel & Tang, 2010), unterstützen durch die Ausbildung von Biofilmen aber ebenfalls 

eine authigene Mineralisierung der Organe (Butler et al., 2015). Vor allem Bilateria, die sich durch 

das Vorhandensein des Gastrointestinaltraktes von ursprünglicheren Metazoa unterscheiden, ma-

chen einen Großteil der Fossilfunde aus, was die Autoren auf die präservierende Aktivität der en-

dogenen Bakterien zurückführen. Eagan et al. (2017) dagegen nehmen an, dass dieser Umstand 

nicht für alle endogenen Bakterien gilt, da jedes Individuum von einer individuellen Flora besiedelt 

ist. Obwohl in unseren Versuchsreihen die Krebse zu Beginn der Versuche eine individuelle Flora 

aufgewiesen haben, zeigte die Verwendung der Triplikate eindeutig, dass der bakterielle Abbau 

unter den gleichen Bedingungen ähnlich verläuft und Tendenzen sichtbar werden.  

Die mikrobielle Besiedelung der verschiedenen Körperbereiche der Flusskrebse unter-

schied sich, wie unter 4.1.2. bereits besprochen, teilweise. So zeigten Kiemen und Darm von Cam-

barus sciotensis eine individuelle Flora (Skelton et al., 2017; Zhang et al., 2016), was Unterschiede 

in der Präservierung des Gewebes erklären könnte (Raff et al., 2013). Während der Magen und der 

Hepatopankreas meistens sehr früh zerfallen waren, blieben in den Versuchsreihen 2, 3, 4, 7 und 8 

die Kiemen länger erhalten. Andere Zerfallsexperimente konnten ebenfalls beobachten, dass Teile 

der Kiemen länger intakt geblieben sind, als andere Organe (Briggs & Kear, 1993b; Nanglu et al., 

2015). Diese Beobachtung beruht möglicherweise auf dem in die Kiemen eingelagerten Chitin, das 

als Nukleationspunkt für die Ausfällung von Mineralien dienen kann (Skawina, 2010). Neben der 

mikrobiellen Besiedelung scheint demnach auch das Weichgewebe selber das Ausmaß der Präser-

vierung einzelner Organe beeinflussen zu können (Briggs & Kear, 1993b; Iniesto et al., 2017). Die 
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Vernetzung der einzelnen Komponenten (Briggs, 1999, 2001; Riley, 1997) oder die Interaktion der 

Gewebsbestandteile mit speziellen Molekülen, wie beim Chitin (Stankiewicz et al., 1998; Baas, 

1995; Cody et al., 2011), führen zu einer Stabilisierung der eigentlich labilen Strukturen und er-

möglichen so eine bessere Erhaltung.  

Der schnelle Zerfall des Hepatopankreas in den Versuchsreihen ist erstaunlich, da die Ver-

dauungsdrüse in anderen Versuchen oftmals länger erhalten geblieben ist (Mähler, 2021) und sogar 

durch Calciumphosphat mineralisiert wurde (Briggs & Kear, 1993c, 1994; Hof & Briggs, 1997). 

Briggs & Kear (1993c) identifizierten die Mineralisierung des Hepatopankreas sogar als initialen 

Start für die Präservierung. Aus diesem Grund wurde vermutet, dass der Erhalt bestimmter Organe 

für den weiteren Verlauf des Abbaus und der Präservierung essentiell sein kann. Basierend auf 

dieser Vermutung, könnte es sein, dass der effiziente Abbau des Hepatopankreas in unseren Ver-

suchsreihen den Zerfall des restlichen Weichgewebes begünstigt hat. Versuche mit C. diminutus in 

Frischwasser konnten bei einigen Individuen eine starke Biofilmbildung zeigen (Mähler, 2021). 

Sofern ein Biofilm innerhalb der ersten Tage nach dem Tod des Tieres gebildet werden konnte, 

blieb die Verdauungsdrüse immer in Form von Adipocire (Leichenwachs) erhalten. Einen großen 

Unterschied in der mikrobiellen Besiedelung des Biofilms von Mähler (2021) und unseren Ver-

suchsreihen bildet die Gattung Aeromonas. Während diese Organismen in unseren Versuchsreihen 

ubiquitär in großer Menge vorhanden waren, besiedelten sie nur in geringer Anzahl den Biofilm. 

Es könnte sein, dass die Gattung die Zersetzung des Hepatopankreas unterstützt hat, da sie in der 

Lage ist, sowohl Lipasen auszubilden, als auch niedrige pH-Werte und Säuren zu tolerieren, die 

der Hepatopankreas abgibt (Sautour et al., 2003).  

Ein positiver Einfluss eines Biofilms auf die Präservierung von Gewebe konnte bereits 

mehrfach für tierisches (z.B. Butler et al., 2015; Darroch et al., 2012; Iniesto et al., 2013, 2015a, 

2015b, 2016, 2017; Martin et al., 2005; Peterson et al., 2010; Raff et al., 2008, 2013; Raff et al., 

2014) oder pflanzliches Material (Dunn et al., 1997; Iniesto et al., 2018) nachgewiesen werden. 

Obwohl nach der bioinformatischen Analyse in allen Versuchsreihen zu Beginn der Experimente 

eine große Anzahl an biofilmbildenden Bakterien vorliegen sollte (siehe Abbildung 24) und die 

hauptsächlich vorkommenden Gram-negativen Bakterien (siehe Abbildung 22) generell effizienter 

in der Bildung der schützenden, exopolymeren Substanz sind (Costerton et al., 1981; Dunne, 2002), 

konnte in keinem Versuchsaufbau die Ausbildung eines solchen nachgewiesen werden. Während 

in allen Versuchsreihen die Anzahl der biofilmbildenden Bakterien nach den ersten Versuchstagen 

deutlich abgenommen hat, zeigten die Versuchsreihen 4 (aerob, 4 °C, steriles Seewasser) und 8 
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(anaerob, 4 °C, steriles Seewasser) eine gleichbleibend hohe Menge. Dieser Umstand kann anhand 

der Aeromonas sp. erklärt werden, die die beiden Versuchsreihen extrem dominiert haben. Einige 

Spezies dieser Gattung sind für eine starke Synthese exopolymerer Substanzen bekannt (Talagrand-

Reboul et al., 2017). Die meisten der isolierten Aeromonas Spezies konnten im Biofilm-Test unter 

aeroben Bedingungen eine schwache bis starke Biofilmbildung zeigen. Allerdings wird im natür-

lichen Umfeld ein Biofilm selten nur von einer bakteriellen Spezies alleine gebildet, meistens han-

delt es sich eher um einen Zusammenschluss unterschiedlichster Arten, die gegenseitig voneinan-

der profitieren und dadurch den Biofilm und die vorliegenden Nährstoffe gemeinsam als Lebens-

raum nutzen können (Jagmann et al., 2012; O’Toole et al., 2000; Sutherland, 2001b). Manche Or-

ganismen können sich dabei gegenseitig unterstützen, andere inhibieren die Ausbildung einer Gly-

kokalyx dagegen (Cheng et al., 2014; Guerrieri et al., 2008). Solche Interaktionen zwischen Orga-

nismen können anhand bioinformatischer Analysen nicht vorhergesagt werden und werden von 

unterschiedlichen äußeren Einflüssen, wie dem Nahrungs- oder Platzangebot, gesteuert. Neben den 

biotischen Einflüssen, können natürlich auch abiotische Faktoren, wie der Sauerstoffgehalt oder 

die Temperatur auf die Biofilmbildung einwirken (Raff et al., 2008). Organismen, die unter aeroben 

Bedingungen eine dicke Glykokalyx ausbilden können, zeigen unter anaeroben Bedingungen even-

tuell kaum Biofilmbildung (Stepanović et al., 2003). Bei der Gattung Aeromonas, die viele der 

Versuchsaufbauten zu Beginn der Experimente dominierte, existieren nur sehr wenige Studien über 

die Biofilmbildung unter anaeroben Bedingungen (Castro et al., 2014). Auch die Synthese einer 

Glykokalyx durch Clostridium sp. oder Acetobacteroides sp. wurde bisher kaum oder gar nicht 

untersucht. Acetobacteroides sp. (bzw. Blvii28) konnten zwar als Teil eines Biofilms in einem Bi-

oreaktor oder in Filter-Membransystemen detektiert werden, die Rolle, die die Gattung hierbei er-

füllt, ist jedoch weiterhin unbekannt (Barathi et al., 2021; Silva et al., 2018). Außerdem sind Ace-

tobacteroides sp. zu einem Zeitpunkt in den Zerfallsprozess eingestiegen, in dem das Gewebe 

schon so sehr zersetzt war, dass eine Präservierung durch einen Biofilm kaum noch möglich war. 

Obwohl verschiedene Clostridium sp. in der Lage sind, gravierende Infektionen auszulösen, exis-

tieren nur wenige Studien über Mono-Spezies Biofilme dieser Gattung. Auffällig ist, dass sowohl 

Clostridium difficile, als auch Clostridium perfringens bei 37 °C Biofilme ausbilden können, bei 

25 °C jedoch nur Biofilm-ähnliche aber nicht adhärente Substanzen synthetisieren (Pantaléon et 

al., 2014). Die Temperatur beeinflusst ebenfalls die Biofilmbildung der Aeromonaden, bei 4 °C 

konnte A. hydrophila kaum noch exopolymere Substanz bilden, bei 25 °C dagegen war die Ausbil-

dung maximal (Mizan et al., 2018). Unter diesen Aspekten hätte in Versuchsreihe 2 (aerob, 24 °C, 
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steriles Seewasser) ein Biofilm ausgebildet werden müssen, da hier 25 °C und eine große Menge 

an Aeromonas sp. über den gesamten Versuchsverlauf vorlagen. Ein weiterer Aspekt, der die Bil-

dung einer Glykokalyx in den Versuchsreihen beeinflusst haben kann, ist die Motilität der Bakte-

rien. Beweglichkeit, durch das Vorhandensein von Flagellen oder Pili, kann die Anheftung an das 

Substrat beeinflussen, da dies den ersten Schritt der Biofilmbildung darstellt (Dapa et al., 2013). 

Ein paar der Organismen, die in den Versuchsreihen nachgewiesen wurden, sind unbeweglich, 

wodurch eine aktive Anheftung und initiale Biofilmbildung dieser Bakterien verhindert werden 

könnte. Sie könnten lediglich einen vorhandenen Biofilm nutzen. Hierzu gehören sowohl Aceto-

bacteroides sp., als auch Aeromonas salmonicida. Da A. salmonicida psychrotolerant sind, kann 

vermutet werden, dass diese Spezies den Versuchsaufbau bei 4 °C dominiert hat und deshalb eine 

initiale Biofilmbildung ausgeblieben ist.  

Insgesamt ist es verwunderlich, dass in nachfolgenden Zerfallsexperimenten, die von Mäh-

ler (2021) in großen Aquarien durchgeführt wurden, in den meisten Fällen ein Biofilm rund um 

Kadaver von C. diminutus gebildet wurde. Unterschiede zwischen diesen Versuchen und den in 

diesem Projekt durchgeführten Versuchsreihen sind das verwendete Wasser (Aquarienwasser, See-

wasser), das Substrat (Quarzsand, natürliches Sediment) und ein deutlich größerer Versuchsaufbau, 

da ein Kadaver in ein 60 l Aquarium gelegt wurde. Außerdem wurde neben einige der Studienor-

ganismen ein Futterring gelegt, der als zusätzliche Nahrungsquelle für die Bakterien dienen sollte. 

Sagemann et al. (1999) konnten ebenfalls nachweisen, dass die Zugabe von Glucose zu einem Zer-

fallsexperiment in einer Ummantelung des Kadavers mit exopolymerer Substanz resultierte und 

dadurch sowohl das Gewebe besser erhalten blieb, als auch große Kalzit-Strukturen auf dieser Gly-

kokalyx präzipitiert sind. Der Umstand, dass eine starke Biofilmbildung nur in einem von zwei 

Aquarien nachgewiesen werden konnte, obwohl die Bedingungen gleich gehalten wurden, unter-

streicht die Komplexität des gesamten Abbau- und Präservierungsprozesses. Die Größe des Gefä-

ßes und das Material (Polypropylen) kann kaum eine Rolle gespielt haben, da die isolierten Bakte-

rien auch in 96-Well-Platten oder Falcon-Tubes in Biofilmtests die Ausbildung einer Glykokalyx 

gezeigt haben (Stepanović et al., 2000). Außerdem wurden in ähnlichen Zerfallsexperimenten Vo-

lumina zwischen 5 - 10 ml verwendet und auch hier war eine Biofilmbildung sichtbar (Butler et 

al., 2015; Martin et al., 2005; Raff et al., 2013).  

Das unterschiedliche Wasser, das für die Experimente verwendet wurde, scheint nach ersten 

Erkenntnissen ebenfalls nicht der Grund für das Ausbleiben eines Biofilms in den Versuchsreihen 

zu sein. In den Vorversuchen, die in Aquarien- und Seewasser, durchgeführt wurden, konnte in 
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keinem Versuchsaufbau ein Biofilm detektiert werden und auch bei Mähler et al. (2020) blieb die 

Synthese einer Glykokalyx in den Ansätzen mit Aquarienwasser aus. Allerdings ist das Mikrobiom 

in Aquarien und - vor allem - in Seen eine dynamische Gemeinschaft, die durch die umgebende 

Flora und Fauna beeinflusst wird, sodass ein Vergleich von Wasserproben, die zu unterschiedlichen 

Zeiten genommen wurden, schwierig ist. Eine Analyse der 16S-rRNA- sowie der ITS-Gensequenz, 

die zur Identifikation von Fungi verwendet wird, zeigte dass die Biofilme, die von Mähler (2021) 

auf den Flusskrebsen gefunden wurden, zu großen Teilen aus dem Dachpilz Pluteus sp. und ver-

schiedenen Bakterien zusammengesetzt sind. Neben Clostridium sp., die auch in den Versuchsrei-

hen in großer Zahl vorgefunden wurden, dominierten im Biofilm vor allem die Genera Sphaeroti-

lus, Azospirillum, Dechloromonas, Hydrogenophaga und Novispirillum. Sphaerotilus sp. und Hyd-

rogenophaga sp. konnten zu Beginn mehrerer Versuchsreihen nachgewiesen werden, ihr Anteil 

nahm jedoch von Tag zu Tag ab. Die Gattung Azospirillum konnte in diesem Projekt lediglich in 

Versuchsreihe 2 (aerob, 24 °C, steriles Seewasser) vorgefunden werden. Bei den isolierten Orga-

nismen konnte die Spezies Hydrogenophaga laconesensis eine moderate, Azospirillum palustre 

eine schwache Biofilmbildung zeigen (siehe Abbildung 27). Scheinbar konnten sich diese für die 

Biofilmbildung wichtigen Gruppen im Versuchsaufbau nicht gegen die schnellwachsenden Aero-

monas sp. durchsetzen. Diese Gattung, die in allen Versuchsaufbauten in großer Menge detektiert 

wurde, war in den Biofilmen nur in einem Replikat stärker vertreten.  

Ein weiterer Unterschied zwischen dem Versuchsaufbau von Mähler (2021) und unseren 

Versuchsreihen, stellt das verwendete Substrat dar. Die Zusammensetzung des Sediments ist ver-

mutlich vor allem für die Präzipitation authigener Mineralien wichtig (Newman et al., 2019; 

Sansom, 2014). Außerdem können Veränderungen in den biochemischen Bedingungen der Umge-

bung, hervorgerufen durch die veränderte mikrobielle Aktivität, Ionen aus dem Sediment heraus-

lösen, die dann wiederum die Mikroorganismen inhibieren und das Gewebe stabilisieren können 

(Wilson & Butterfield, 2014; Naimark et al., 2016a, 2016b, 2017, 2018a, 2018b; McMahon et al., 

2016; Morrison et al., 2016; Williams et al., 2011; Newman et al., 2019). Bei den Versuchsreihen 

wurde Sediment aus dem natürlichen Habitat der Tongrube in Röttgen verwendet, in den Aqua-

rienversuchen rot-schwarzer Quartzkies eingesetzt. Mineralogisch besteht der Quartzkies aus SiO2, 

was auch bei dem natürlichen Sediment den Hauptbestandteil ausmacht (> 96,8 %, vgl. Mähler, 

2021). Der Quartzkies bringt allerdings eine andere mikrobielle Besiedelung ein, als das Sediment. 

Die Organismen, die das Sediment zu Beginn der Versuchsreihen hauptsächlich besiedeln (siehe 

Abbildung 15), scheinen sich jedoch nicht durchsetzen zu können und hatten dementsprechend 
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vermutlich kaum Einfluss auf den Zerfall. Die Rolle des Sediments für die Zerfalls- und Präservie-

rungsprozesse wurde in Zerfallsexperimenten unterschiedlich interpretiert. Während Naimark et al. 

(2016a, 2016b, 2017, 2018a, 2018b) und Newman et al. (2019) eine deutlich verbesserte Präser-

vierung und Mineralisierung durch die Verwendung von Sediment zeigen konnten, war in anderen 

Versuchen kaum ein bzw. kein Unterschied nachweisbar (Briggs & Kear, 1994; Mähler et al., 2020; 

Sagemann et al., 1999). In den Versuchsreihen konnte keine Verbesserung in der Präservierung 

dokumentiert werden, wenn das Sediment unbehandelt verwendet wurde. Außerdem konnte kein 

Zusammenhang zwischen der Menge an gelöstem Calcium aus dem Sediment und der Menge an 

Kalzit-Ausfällungen in den Versuchstieren nachgewiesen werden (vgl. Mähler, 2021).  

4.2. Isolation der Organismen 

Während der Versuchsreihen wurden verschiedene Organismen auf unterschiedlichsten 

Nährmedien angezogen, typisiert und anschließend auf ihre Eigenschaften getestet. Die Fähigkeit 

Calciumcarbonat-Strukturen zu präzipitieren wurde auf speziellen Nährmedien überprüft. Dabei 

wurden unterschiedlichste Kristallstrukturen nachgewiesen. Diese Beobachtung kann durch die 

spezifischen Eigenschaften der bakteriellen Oberflächen erklärt werden, was dazu führt, dass be-

sonders die Morphologie von Zell-assoziierten Mineralien zwischen unterschiedlichen Gattungen 

stark variieren kann (Seifan et al., 2016). Neben der Form der Calciumcarbonat-Strukturen sind 

auch die Mengen oder die Kristallstruktur (Kalzit, Aragonit, Dolomit) oftmals abhängig von der 

Spezies (Ferrer et al., 1988; Hammes et al., 2003). Die Präzipitation von Mineralien konnte auf den 

Agar-Platten sowohl auf den Kolonien, als auch in der Umgebung gezeigt werden. Vor allem am 

direkten Rand der einzelnen Kolonien oder zwischen zwei Kolonien konnten verstärkt Kristall-

strukturen detektiert werden (siehe Abbildung 31). Vermutlich lag in diesem Bereich durch die 

mikrobielle Aktivität ein lokal, veränderter pH vor, der die Ausfällung von Calciumcarbonat be-

günstigt hat. Das Nährmedium war mit Calciumacetat angereichert und hatte einen pH von 8,0, 

was einen Stressfaktor für die Bakterien darstellt. Durch passiven Calcium-Einstrom baut sich im 

Inneren der Bakterienzelle eine hohe Konzentration an Calcium auf. Um zu überleben wird das 

Calcium aktiv aus der Zelle heraus- und Protonen hineingepumpt, was in einem pH-Anstieg resul-

tiert. Gemeinsam mit den lokal sehr hohen Konzentrationen an Calcium führt dies zu idealen Be-

dingungen für eine Präzipitation von Calciumcarbonat in der Nähe der bakteriellen Zellwand 

(Hammes & Verstraete, 2002).  
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Neben der Fähigkeit die Präzipitation von Mineralien zu induzieren, wurde das Fehlen von 

degradierenden Exoenzymen und die Ausbildung einer Glykokalyx als förderlich für eine Fossili-

sation eingestuft. Diese Eigenschaften zeigten insgesamt fünf verschiedene Organismen (siehe Ab-

bildung 27; Delftia acidovorans, Yersinia intermedia, Pseudomonas vancouverensis, Aeromonas 

media 2, Microvirgula denitrificans) in unterschiedlicher Ausprägung, die zum Teil eine breite 

Toleranz gegen abiotische Stressfaktoren aufweisen (z.B. Beblo-Vranesevic et al., 2017; Funari et 

al., 2019; Gaboyer et al., 2017). Alle Spezies konnten eher in der Mitte oder am Ende der Ver-

suchsreihen isoliert werden (ab Tag 7). Obwohl keines der Bakterien zu den dominanten Genera 

zugeordnet werden konnte, waren sie trotzdem auf den Organismen vorhanden und könnten einen 

Einfluss auf den Verlauf des Zerfallsprozesses gehabt haben. Delftia acidovorans, ehemals 

Comamonas/Pseudomonas acidovorans, ist besonders bekannt, weil es eingelagert in einen Bio-

film in der Lage ist, Nanopartikel aus Gold, als Detoxifikations-Mechanismus gegen große Mengen 

an freien Gold-Ionen, zu bilden (Funari et al., 2019). Die Gattung Yersinia beinhaltet fakultativ 

anaerobe Organismen, die zwar keine Sporen bilden können, aber trotzdem in der Lage sind, ext-

reme Umweltbedingungen zu tolerieren und zu überleben (Beblo-Vranesevic et al., 2017). Ein po-

lyextremotoleranter Typstamm der Spezies Y. intermedia zeigte die Bildung von Silikat und Gips 

unter Stressbedingungen, die so ähnlich vermutlich auf dem Mars vorgefunden werden können 

(Gaboyer et al., 2017). Außerdem konnte Y. intermedia aus einem Teil des Bauchfells (Omentum) 

eines im Permafrost erhaltenen Kalbs isoliert werden, wobei eine moderne Kontamination mit die-

sem Stamm nicht eindeutig ausgeschlossen werden konnte (Ferrari et al., 2018). Wie die meisten 

Organismen der Gattung Pseudomonas bildet P. vancouverensis einen starken Biofilm aus und 

könnte damit eine der Grundvoraussetzungen für einen guten Erhalt schaffen. Generell lässt die 

Analyse der Charakteristika der einzelnen Bakterien außen vor, dass Mikroorganismen immer in 

einer Gemeinschaft leben und ihr Verhalten an die vorliegenden Bedingungen und die Interaktio-

nen mit den umliegenden Spezies anpassen. Ist ein Organismus beispielsweise nicht in der Lage 

selber Exopolymerstrukturen auszubilden, siedelt sich aber in einem bestehenden Biofilm an und 

induziert eine starke Mineralisierung, kann er ebenfalls ein Hauptakteur im Fossilisationsprozess 

sein. Aus diesem Grund sind auch Organismen interessant, die nur eine oder zwei der gewünschten 

drei Eigenschaften ausprägen. Generell können experimentelle Untersuchungen unter kontrollier-

ten Bedingungen zu offenen Fragestellungen, wie der Entstehung von Fossilien, zwar helfen be-

stimmte Prozesse zu verstehen, sie sind jedoch nicht in der Lage, alle natürlichen Vorgänge mit 

den spezifischen Interaktionen widerzuspiegeln.  
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4.3. Schwierigkeiten mit der Methodik 

Die Analyse der 16S-rRNA-Amplikons ermöglicht die Interpretation der bakteriellen Ge-

meinschaft und Veränderungen in ihrer Zusammensetzung über die Zeit eines Experimentes. Durch 

sinkende Kosten und schnelle Hochdurchsatz-Sequenzierungen erfreut sich diese Methode immer 

größerer Beliebtheit und wird auf verschiedene Fragestellungen in unterschiedlichsten Fachberei-

chen angewandt (Caporaso et al., 2012). Allerdings kann nur das interpretiert und analysiert wer-

den, was bei der Probenvorbereitung, dem Sequenziervorgang oder der bioinformatischen Analyse 

nicht verloren gegangen ist. Schon das Sammeln und Lagern der Proben kann sich auf die bakteri-

elle Zusammensetzung auswirken (Pollock et al., 2018). Unterschiedliche Methoden zur Aufreini-

gung der mikrobiellen DNA aus komplexen Proben können bestimmte bakterielle Gruppen diskri-

minieren und die Diversität der bakteriellen Gemeinschaft dadurch beeinflussen (siehe Abschnitt 

4.1.1.). Studien zum Mikrobiom der Decapoda, zu denen auch der Studienorganismus Cambarellus 

diminutus gezählt wird, existieren kaum für den Einsatz des gesamten Gewebes und konzentrieren 

sich meistens auf einzelne Körperregionen, wie den Gastrointestinaltrakt, die Kiemen oder die 

Muskeln (Cheung et al., 2015; Marrone et al., 2020; Skelton et al., 2017; siehe Abschnitt 4.1.2.). 

Aus diesem Grund war ein Vergleich der Protokolle nicht sinnvoll. Eine Überprüfung des Aufrei-

nigungs-Protokolls mit einer bekannten Mock-Gemeinschaft (siehe 4.1.1.) kann zwar erste Er-

kenntnisse liefern, allerdings werden seltene oder bisher unkultivierte Organismen und ihr Lyse-

verhalten dabei nicht betrachtet. Deshalb sollten alle Ergebnisse mit Vorsicht betrachtet werden 

und eine mögliche Verzerrung der bakteriellen Gemeinschaft in Betracht gezogen werden. Ge-

nauso wie die DNA-Extraktion, kann auch die Wahl der Primer bestimmte Organismen von der 

Analyse ausschließen und dadurch Fehlerquellen in die Interpretation einführen (Albertsen et al., 

2015; Brandt & Albertsen, 2018; Fouhy et al., 2016). In diesem Projekt wurden Primer für die V4-

Region des 16S-rRNA-Gens verwendet, da andere Primer beispielsweise Phyla der Archeae aus-

schließen können. Obwohl auch mit dieser variablen Region nicht alle Phyla korrekt abgebildet 

werden können, ermöglicht die Verwendung der V4-Primer eine vergleichsweise gute Darstellung 

der Diversität der Proben (Brandt & Albertsen, 2018).  

Eine weitere Fehlerquelle stellt die Wahl der Datenbank dar. Die Ergebnisse der Sequen-

zierungen werden verglichen und anhand bestimmter Schwellenwerte zu ASVs zusammengefasst. 

Diese Varianten werden dann mit bekannten Datenbanken abgeglichen und taxonomisch zugeord-

net. Bekannte Datenbanken sind SILVA (Pruesse et al., 2007), Greengenes (DeSantis et al., 2006) 
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oder NCBI BLAST® (www.ncbi.nlm.nih.gov, Stand: 04.2021). Unsere eigenen Ergebnisse konn-

ten zeigen, dass die Verwendung unterschiedlicher Datenbanken in verschiedene taxonomische 

Zuordnungen resultierte (siehe Abbildung 34).  

 

Abbildung 34: Vergleich der Datenbanken für die taxonomische Zuordnung der ASVs. Während die Sequenzierfirma 

ihre ASVs über eine auf NCBI BLAST® basierende Datenbank prozessiert hat, wurde in diesem Projekt Silva 

verwendet. In der Übersicht wird klar, dass durch die Verwendung unterschiedlicher Datenbanken ein Bias in die 

Interpretation der Ergebnisse eingeführt werden kann. 

Während die Datenbank, die von der zuständigen Sequenzierfirma verwendet wurde (NCBI 

BLAST®), bestimmte Sequenzen mit der Gattung Pseudomonas in Verbindung gebracht hat, 

konnte mit SILVA der gleiche Anteil dagegen Aeromonas sp. zugeordnet werden. Da diese Gat-

tung in den Versuchsreihen eine große Rolle gespielt hat, kann eine falsche Zuordnung die gesamte 

Interpretation verändern. Der Umstand, dass bei der Analyse der Mock-Gemeinschaft das Genus 

Pseudomonas korrekt mit der Datenbank SILVA dargestellt werden konnte, zeigt, dass die Diffe-

renzierung der Organismen durch diese Datenbank vermutlich genauer ist. Greengenes wurde das 

letzte Mal im Jahr 2013 mit den neuesten Daten verbessert, sodass viele neu entdeckte Genera in 

dieser Datenbank noch nicht vorhanden sind (Almeida et al., 2018).  

Die taxonomische Zuordnung anhand der ASVs, die lediglich bis zu 250 bp lang sind, kann 

nicht akkurat bis auf die Spezies-Ebene durchgeführt werden (Johnson et al., 2019; Winand et al., 

2020). Um einzelne Spezies und ihre spezifischen Eigenschaften bestimmen zu können, was in der 

Planung dieses Projektes überlegt wurde, müssten die gesamten 16S-rRNA-Gensequenzen analy-

siert werden. Die Vielfältigkeit innerhalb der metabolischen Eigenschaften verschiedener Genera 

und der individuellen Anpassungen an abiotische und biotische Faktoren erschwert eine genaue 

Deutung der Aufgaben, die die einzelnen Bakterien innerhalb der mikrobiellen Gemeinschaft er-

füllen. Diese Problematik sollte mit der bioinformatischen Vorhersage über die Tools BugBase und 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


 
4. Diskussion  

 

124 

 

PICRUSt2 gelöst werden (Douglas et al., 2020; Ward et al., 2017). Allerdings gibt es auch bei der 

Verwendung dieser Tools Einschränkungen, die eine genaue Analyse verhindern. In den durchge-

führten Versuchsreihen wird offensichtlich, dass die vorgefundenen ASVs zwar zu Vergleichsge-

nomen zugeordnet werden können, die scheinbar grundsätzlich die Fähigkeit einen Biofilm zu bil-

den aufweisen (siehe Abbildung 24), jedoch konnte kein Biofilm nachgewiesen werden. Die viel-

fältigen Anpassungen und komplexen Regulationsmechanismen (z.B. Barbieri et al., 2016; 

McAdams et al., 2004; Raff et al., 2014) der Bakterien werden in der bioinformatischen Zuordnung 

nicht mit einbezogen. Außerdem kann die 16S-rRNA-Sequenz nicht die ganzen Variationen zwi-

schen Spezies oder sogar Typstämmen abbilden. Bei der Software PICRUSt2 wird eine andere 

Limitation offensichtlich. Die ASVs werden in einen phylogenetischen Baum eingebaut, mit Ver-

gleichsgenomen abgeglichen und daraufhin eine Voraussage über die metabolischen Eigenschaften 

getroffen. Liegt kein Vergleichsgenom vor, werden die Genome nah verwandter Organismen ein-

bezogen. In stark untersuchten Forschungsgebieten, wie dem menschlichen Mikrobiom oder dem 

Bodenmikrobiom, sind in den Datenbanken viele Vergleichsgenome hinterlegt. Umso genauer 

kann die Zuordnung erfolgen und umso eindeutiger ist auch die Verwandtschaft zwischen phylo-

genetischen Gruppen. In unserem Fall lagen viele unkultivierte und seltene Organismen vor, sodass 

die bioinformatische Zuordnung vermutlich nicht eindeutig durchgeführt werden konnte. All diese 

Beschränkungen wurden in der Interpretation der Daten offensichtlich. In zukünftigen Projekten 

müsste das Metatranskriptom der Proben analysiert werden, um genaue Aussagen über die meta-

bolische Aktivität der Organismen treffen zu können (vgl. McCarren et al., 2010). Diese Analysen 

sind allerdings deutlich teurer, wodurch weniger Versuchsreihen oder -tage geplant werden könn-

ten. 

 Während der Versuchsreihen wurde ein weiteres Problem deutlich. Bevor die DNA sequen-

ziert werden kann, muss sie über eine PCR und die spezifischen 16S-Primer vervielfältigt werden. 

Hierbei unterscheidet die Methode nicht zwischen der DNA von lebenden oder toten Organismen, 

was die mikrobielle Zusammensetzung verschieben kann. Obwohl DNA ein relativ labiles Makro-

molekül ist, kann sie über längere Zeit nach dem Zelltod erhalten bleiben (Allentoft et al., 2012; 

Lindahl, 1993). In manchen Studien wird eine Vorbehandlung der Zellen mit Propidiummonoazid 

(PMA) durchgeführt, das die Zellwände toter Zellen durchdringen kann. Der photoreaktive Farb-

stoff wird durch Behandlung mit UV-Licht zu einem reaktiven Intermediat und bindet kovalent an 

die DNA, die dann im nächsten Schritt nicht von der Polymerase vervielfältigt werden kann 

(Nocker et al., 2006). PMA wurde bereits mit einzelnen Bakterienstämmen (Nocker et al., 2007), 
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aber auch Proben unterschiedlichen Ursprungs, wie z.B. Fäzes oder Permafrost-Boden (Burkert et 

al., 2019; Fu et al., 2018), getestet. Insgesamt kamen die Studien zu keinem gemeinsamen Ergebnis 

über die Effizienz der Vorbehandlung, da das PMA Gram-positive und Gram-negative Bakterien 

unterschiedlich gut penetrieren und sich bei Proben mit großen Partikelgrößen nicht gleichmäßig 

im Probengefäß verteilen kann. Testreihen in diesem Projekt bestätigen die Beobachtung, wobei 

vor allem die Aktivierung der Proben durch die UV-Behandlung aufgrund fehlender Geräte 

schwierig war (Ergebnisse nicht gezeigt). Zusätzlich zur PMA-Behandlung wurde ebenfalls ein 

Vergleich der RNA und DNA durchgeführt, da RNA nur in metabolisch aktiven Zellen vorliegt 

(Burkert et al., 2019). Die Ergebnisse dieser Methode ergaben jedoch auch nach mehrmaliger Wie-

derholung kein eindeutiges Bild. Im Zuge der Versuchsreihen, die mit sterilem Wasser und Sedi-

ment angesetzt wurden, konnte in den Wassernullproben (siehe Anhang: „Balkendiagramme Was-

sernullproben“) gezeigt werden, dass sich schnell wachsende Bakterien, die als Kontamination in 

den Versuchsaufbau eingebracht wurden, extrem durchsetzen und den Einfluss extrazellulärer 

DNA minimieren. Aus diesem Grund wurde angenommen, dass durch das schnelle Wachstum der 

dominierenden Organismen, die toten Zellen verdrängt werden. 

  Eine offene Frage, die in diesem Projekt geklärt werden sollte, war die Herkunft der Orga-

nismen, die den Abbau oder die Präservierung des Weichgewebes steuern. Da die meisten der do-

minierenden Organismen allerdings in allen Proben, sowohl Wassernull- als auch Gewebeproben 

an Tag 1 nachgewiesen werden konnten, war eine eindeutige Zuordnung kaum möglich. Die Arbeit 

mit sterilem Wasser sollte diese Frage abschließend klären, jedoch zeigten die Ergebnisse der Ver-

suchsreihen kein eindeutiges Bild. Denn nur weil Clostridien oder Aeromonas in den sterilen Ver-

suchen dominieren, bedeutet das nicht, dass diese Gattungen unter unsterilen Bedingungen nicht 

auch aus der Umgebung kommen können. Das komplexe Zusammenspiel der Bakterien unter na-

türlichen Bedingungen erschwert die Analyse solcher Fragestellungen.  

 Zusätzlich dazu wirkt sich die Individualität (Entwicklungsstufe, Geschlecht) jedes einzel-

nen Organismus auf den Versuchsverlauf aus. In den Versuchsreihen wurden ganz unterschiedliche 

Individuen eingesetzt, die sich im Geschlecht, der Größe, des Alters und dementsprechend der 

Entwicklungsstufe unterschieden haben. Das Häutungsstadium der Tiere kann sich beispielsweise 

auf die Bildung von Mineralien auswirken (Mähler et al. 2020). Durch die Verwendung der Tripli-

kate konnte der Einfluss dieser externen Faktoren zwar minimiert, aber nicht komplett ausgeschlos-

sen werden und wurde bei der Interpretation mit einbezogen. Eine weitere Schwierigkeit ist der 

Vergleich der morphologischen Veränderungen, der Ausfällung von Kristallen und der bakteriellen 
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Abfolge innerhalb der Versuche. Da nicht mit denselben Tieren in allen Analysen gearbeitet wurde, 

können die Ergebnisse nicht akkurat verglichen werden. Die morphologischen und geologischen 

Beobachtungen wurden von Mähler (2021) getroffen, während die mikrobiologischen Untersu-

chungen in diesem Projekt mit anderen Tieren durchgeführt wurden. Dieser Umstand erschwert 

den direkten Bezug zwischen Zerfall des Gewebes und Veränderungen in der mikrobiellen Ge-

meinschaft. 

 Generell können experimentelle Untersuchungen unter kontrollierten Bedingungen zwar 

helfen, bestimmte Prozesse besser zu verstehen, aber sie sind nicht in der Lage, die Natur der Dinge 

abzubilden. Dementsprechend ist fragwürdig ob Zerfallsexperimente wirklich Prozesse zeigen 

können, die final zu einem Fossil führen würden (Li et al., 2013; Parry et al., 2017). In den Ver-

suchsreihen waren viele Variablen, die nicht kontrolliert werden konnten, was weitere offene Fra-

gen aufgeworfen hat und in zukünftigen Experimenten geklärt werden sollte. Es wird empfohlen, 

nicht zu viele ungeklärte Parameter mit in den Versuchsaufbau einzubeziehen, da ansonsten der 

gesamte Prozess und der Einfluss der einzelnen Bedingungen undurchsichtig wird. 
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Zusammenfassung  

Die komplexen Prozesse, die notwendig sind, damit aus Weichgewebe ein gut erhaltenes 

Fossil entstehen kann, sind für Forschende in der paläontologischen Wissenschaft weithin unbe-

kannt. Insbesondere die Rolle der Mikroorganismen wurde bisher nicht detailliert untersucht. Da 

Bakterien und Pilze als finale Destruenten normalerweise vor allem für eine effiziente Zersetzung 

von Gewebe zuständig sind, muss der Abbau zu einem bestimmten Zeitpunkt verringert oder ge-

stoppt werden und gleichzeitig müssen präservierende Prozesse, wie Mineralisierung, einsetzen. 

Die Bedingungen, die diesen komplexen Balanceakt zwischen Zersetzung und Erhalt einleiten, 

sind noch unbekannt und sollten in diesem Projekt untersucht werden. Aus diesem Grund wurden 

acht Zerfallsexperimente mit veränderten abiotischen Faktoren durchgeführt. Neben dem Sauer-

stoffgehalt (aerobe und anaerobe Startbedingungen), wurden zwei verschiedene Temperaturen (4 

°C und 24 °C) und eine unterschiedliche, mikrobielle Besiedelung des umgebenden Wassers und 

Sediment (unbehandelt, steril) getestet. Über eine 16S-rRNA-Amplikon-Analyse konnte der Ver-

lauf der bakteriellen Besiedelung des Gewebes überwacht und anschließend mit den morphologi-

schen Veränderungen in Zusammenhang gebracht werden. 

1) Die Versuchsaufbauten, bei denen die abiotischen Parameter verändert wurden, wiesen nur ge-

ringe Unterschiede in ihrer mikrobiellen Gemeinschaft auf.  

2) Insgesamt konnten viele Gattungen identifiziert werden, die hauptsächlich mit dem Abbau von 

Weichgewebe in Verbindung gebracht werden können, was sich auch mit den morphologischen 

Analysen gedeckt hat. Aeromonas sp., Clostridium sp., Acetobacteroides sp. und Iodobacter sp. 

exprimieren alle zersetzende Exoenzyme, mit denen sie Gewebe effektiv abbauen können.  

3) Unter kälteren Bedingungen wurde der Zerfall verringert und manche Körperteile, wie Kiemen, 

Ganglien und der Darm, überlebten den gesamten Versuchsablauf (V3, V4, V8).  

4) Aeromonas sp. zählten in allen Experimenten zu den dominierenden Gattungen. Während sie in 

unsterilem Wasser (V1, V3, V5, V7, beide Temperaturen) immer verstärkt in den ersten Ver-

suchstagen nachgewiesen werden konnten, zeigten sie bei 24 °C in sterilem Wasser (V2, V6) 

einen zwei-phasigen Verlauf und dominierten in kaltem, sterilem Wasser (V4, V8) den gesam-

ten Zerfallsprozess.  

5) Das Genus Proteocatella, das bereits auf Plaque und modernen Thrombolitstrukturen vorgefun-

den wurde, könnte einen Einfluss auf die Präzipitation von Kalzit-Kristallen haben, da es in 
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Versuchsreihe 1 (aerob, 24 °C, unsteriles Seewasser) und 5 (anaerob, 24 °C, unsteriles Seewas-

ser) verstärkt Wachstum gezeigt hat und unter diesen Bedingungen mehr Kalzit ausgefallen ist.  

6) Eine Einordnung der beteiligten Bakterien in intrinsische und extrinsische Bakterien war anhand 

der verwendeten Methodik und des Versuchsaufbaus kaum möglich. 

7) Der Ausschluss von Sauerstoff und die Verwendung reduzierender Reagenzien führte nicht zu 

einer Verringerung des Zerfalls. Neben den Ergebnissen in diesem Projekt, konnten auch andere 

Studien keinen Consensus über diese Vermutung finden (Allison, 1988; Bartley, 1996; Briggs 

& Kear, 1993a, 1993b, 1994; Gostling et al., 2009; Hancy & Antcliffe, 2020; Kidwell & 

Baumiller, 1990; Martin et al., 2003). Der Zerfall war sowohl in der Gegenwart als auch in der 

Abwesenheit von Sauerstoff vergleichbar und, wie in Versuchsreihe 7 (anaerob, 4 °C, unsteriles 

Seewasser) gezeigt, unter anaeroben Bedingungen und einer Besiedelung mit der Gattung Clos-

tridium sogar stärker.  

8) In den Zerfallsexperimenten, die in diesem Projekt durchgeführt wurden, konnte in keinem Auf-

bau ein Biofilm nachgewiesen werden, obwohl die detektierten Bakterien die Fähigkeit zur Bil-

dung besaßen. Vermutlich haben äußere Einflüsse die Expression der exopolymeren Substanz 

verhindert. Nachfolgende Experimente, bei denen Mähler (2021) mehrmals starke Biofilme zei-

gen konnte, sollten für zukünftige Projekte als Vorbild genommen werden.  

Die große Varianz in der metabolischen Aktivität der einzelnen Spezies innerhalb einer 

Gattung, die komplexen regulatorischen Netzwerke und Anpassungen an verschiedenste Bedin-

gungen erschweren die Analyse der beteiligten Bakterien. Auch wenn die speziellen Gene im Ge-

nom der Organismen vorhanden sind, kann nicht davon ausgegangen werden, dass die Bakterien 

die metabolische Aktivität auch wirklich ausprägen. Eine detaillierte Analyse der mikrobiellen 

Stoffwechselwege könnte mit einer Transkriptom-Analyse erzielt werden. Zusätzlich dazu er-

schwerte die Verwendung des Seewassers natürlichen Ursprungs, das in seiner Ionen-Konzentra-

tion, der mikrobiellen Zusammensetzung und der Nährstoffe im Jahresverlauf schwankt, die Ana-

lyse der Bakterien und der metabolischen Aktivität. In zukünftigen Versuchen sollte ein 

kontrollierbares Medium verwendet werden und die Zugabe bestimmter Ionen oder Nährstoffe 

beobachtet werden. Da die Veränderungen in der bakteriellen Besiedelung von Flusskrebsen mit 

Hinblick auf eine mögliche Präservierung bisher noch nicht detailliert untersucht wurde, stellt 

dieses Projekt einen ersten Schritt dar. Auf den Ergebnissen aufbauend, könnten jetzt gezielt 

einzelne Bakterien in ein bekanntes, kontrolliertes Medium eingesetzt und ihr Einfluss auf den 

Abbau oder die Präservierung sterilen Gewebes untersucht werden.  
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Publizierte Kooperationsprojekte 

Das Projekt zur Untersuchung der bakteriellen Aktivität auf den Zerfall und die Präservie-

rung von Weichgewebe ist Teil der Forschergruppe FOR 2685 und als mikrobiologischer An-

sprechpartner an vielfältigen, interdisziplinären Kooperationen beteiligt. Neben der engen Koope-

ration innerhalb des Projektes mit der Abteilung Paläontologie (Fachbereich Geowissenschaften), 

wurden ebenfalls Projekte mit den verschiedenen Fachbereichen der Geowissenschaften, der Che-

mie, Pharmazie oder Biologie durchgeführt. In den nachfolgenden Kapiteln werden zwei größere 

Projekte exemplarisch dargestellt. Eine detaillierte Beschreibung der Ergebnisse und der Diskus-

sion ist in den entsprechenden Publikationen nachzulesen (Janssen et al., 2021; Peris et al., 2020). 

DNA aus in Harz eingeschlossenen Organismen (Peris et al., 2020) 

Eine reichhaltige Quelle für exzellent präservierte Fossilien stellt fossiles Baumharz dar. 

Aufgrund verschiedener chemischer und physikalischer Eigenschaften, die teilweise mit dem Alter 

der Proben korrelieren, wird zwischen Harz, Copal und Bernstein unterschieden. In den 90er Jahren 

wurden verschiedene Studien über den Erhalt von DNA in sehr alten Bernstein-Stücken durchge-

führt. Im Nachhinein konnte nachgewiesen werden, dass die aufgefundene DNA durch moderne 

Kontaminationen in den Versuchsaufbau eingeführt worden ist, sodass dieses Forschungsfeld für 

eine längere Zeit gemieden wurde. In diesem Kooperationsprojekt mit David Peris sollte untersucht 

werden, ob ein Nachweis von DNA auch in sehr jungen Harzproben ein Problem darstellt. Die 

Harzproben zeigen häufig Einschlüsse von Insekten, da das Baumharz als immunologische Reak-

tion auf Verletzungen des Baumes produziert werden (siehe Abbildung 35). Aus diesen Insekten 

sollte DNA isoliert und getestet werden. 
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Abbildung 35: Harzproben mit eingeschlossenen Käfern der Gattung Mitosoma (Platypodinae). Die Proben wurden 

auf Madagaskar von Bäumen der Spezies Hymenaea verrucosa (Angiospermae: Fabaceae) bei Exkursionen in den 

Jahren 2013 und 2017 gesammelt. 

Um die DNA von Insekten aus der Gattung Mitosoma (Unterfamilie: Platypodinae) amplifizieren 

zu können, wurden spezifische Primer anhand verschiedener Publikationen ausgewählt (McKenna 

& Farrell, 2005; Mugu et al., 2018; Pistone et al., 2016). Die Primer sind in Tabelle 26 aufgezeigt 

und amplifizieren die D2-D3 Domäne der großen ribosomalen Untereinheit (28S) oder das 3‘-Ende 

der mitochondrialen Cytochrom Oxidase I (COI1). 

Tabelle 26: Übersicht über die Primer, die zur Amplifikation der DNA aus Mitosoma sp. verwendet wurden. Die Primer 

wurden der vorhandenen Literatur entnommen oder auf Basis amplifizierter Fragmente neu erstellt. 

Zielgen Sequenz 
Fragment- 

größe 

Annealing 

Temperatur 
Literatur 

Große riboso-

male Unterein-

heit (28S) 

(S3690F) GAG AGT TMA ASA GTA 

CGT GAA AC 
~ 800 bp 

55 °C 
Mugu et al., 

2018 

(A4285R) CTG ACT TCG TCC TGA 

CCA GGC 
55 °C 

Mugu et al., 

2018 

Cytochrom Oxi-

dase I (COI1) 

(S2442F) CCA ACA GGA ATT AAA 

ATT TTT AGA TGA TTA GC 
~ 600 bp 

49 °C 
McKenna & 

Farrell, 2005 

(A3014R) TCC AAT GCA CTA ATC 

TGC CAT ATT A 
49 °C 

McKenna & 

Farrell, 2005 

(COI1Res F) CAG TAT TTG CTA TCT 

TAG CTG G 
~ 160 bp 

50 °C Peris et al., 2020 

(COI1Res R2) CGT GGT ATT CCT 

CTT AAA CC 
50 °C Peris et al., 2020 
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Als Positivkontrolle wurde die DNA rezenter Mitosoma sp. verwendet. Die DNA-Konzentrationen, 

die nach der DNA-Extraktion mit dem DNeasy® Blood & Tissue - Kit an einem Mikrovolumen-

UV/VIS-Spektralphotometer gemessen wurden, waren in allen Harzproben signifikant geringer, 

als in den rezenten Proben. Wie in Abbildung 36 dargestellt, nahm die DNA-Konzentration mit 

zunehmendem Alter der Proben sichtbar ab. Die geringste Konzentration und schlechteste Qualität 

der DNA konnte in Proben nachgewiesen werden, bei denen das Harz nicht durch mechanische 

Methoden, sondern durch eine Chloroform-Vorbehandlung vom Probenmaterial abgelöst wurde.  

 

Abbildung 36: Vergleich der DNA-Konzentrationen aus Mitosoma-Proben verschiedenen Ursprungs. Bei einem 

Probensatz wurden die eingeschlossenen Käfer über eine Chloroform-Vorbehandlung aus dem Harz herausgelöst. (* 

= signifikanter Unterschied P < 0.05, ns = kein signifikanter Unterschied, berechnet mit der Benjamini-Hochberg-

Anpassung)  

Zu Beginn des Projektes konnten keine spezifischen Banden bei der erwarteten Größe in den Harz-

proben nachgewiesen werden, weswegen überprüft wurde, ob die Harzsubstanzen einen inhibito-

rischen Effekt auf die Polymerase zeigen. Hierfür wurden verschiedene Ansätze (siehe Tabelle 27) 

mit variablen Mengen der extrahierten Harzproben mit DNA rezenter Käfer gemischt.  

Tabelle 27: Ergebnisse der Tests zu einer möglichen Inhibition der Polymerase durch Bestandteile des Baumharzes. 

Es wurden unterschiedliche Mengen Mitosoma-DNA aus Baumharz und aus Ethanol (rezent) vermischt und mit den 

Primern zur Vervielfältigung der COI-Region auf Inhibition überprüft. 

Test DNA Harzprobe  DNA rezente Probe Ergebnisse 

1 1 µl (50 ng) 0 µl (0 ng) negativ 

2 0.8 µl (40 ng) 0.2 µl (10 ng) schwach positiv 

3 0.5 µl (25 ng) 0.5 µl (25 ng) positiv 

4 0.2 µl (10 ng) 0.8 µl (40 ng) positiv 

5 0 µl (0 ng) 1 µl (50 ng) positiv 
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Kein Ansatz zeigte eine Inhibition der PCR, sodass ein negativer Einfluss der Harzkomponenten 

ausgeschlossen wurde. Im Anschluss daran konnten mithilfe von drei verschiedenen Strategien zur 

Amplifikation geringer DNA-Mengen erfolgreiche Ergebnisse erzielt werden (siehe Abbildung 

37).  

 

                          C 

 

Abbildung 37: Strategien zur erfolgreichen Amplifikation der Genregionen S28 und COI1 aus der DNA von Mitosoma 

sp., die unterschiedlich lange in Baumharz (2013 = Rb13, 2017 = Rb17) eingeschlossen waren. Als Positivkontrolle 

(+) wurde DNA einer rezenten Probe, als Negativkontrolle (-) DNase-/RNase-freies Wasser genutzt. Die Größe der 

DNA-Fragmente konnte anhand des verwendeten Markers (M, 100 bp DNA ladder, New England Biolabs, Frankfurt, 

DE) zugeordnet werden. A) Erhöhung der Zykluszahl auf 50 Zyklen. B) Verschachtelte Zwei-Schritt-PCR, bei der das 

PCR-Produkt zwischendurch aufgereinigt und ein frischer PCR-Ansatz angesetzt wurde. C) Durch die Zugabe von 

BSA konnte auch mit einer geringeren Zyklus-Zahl ein positives Ergebnis erzielt werden.  

Eine Möglichkeit stellt die Erhöhung der Zyklusanzahl innerhalb des PCR-Programms dar. Je mehr 

Wiederholungen durchgeführt werden, desto mehr Amplifikate liegen im Ansatz vor, da sich die 

Menge der DNA-Kopien von Zyklus zu Zyklus verdoppelt. Ein Problem bei dieser Methode ist, 

dass sich mit zunehmender Zykluszahl fehlerhafte Amplifikate akkumulieren können und wichtige 

Bestandteile des PCR-Ansatzes mit der Zeit verbraucht werden (z.B. dNTPS, Primer). Auf einer 

ähnlichen Überlegung basiert der Ansatz einer „verschachtelten Zwei-Schritt-PCR“, bei der zwei 

PCR-Läufe hintereinander durchgeführt werden. Der Vorteil dieser Vorgehensweise ist, dass ein-

zelne wichtige Bestandteile, wie dNTPs oder Primer, durch das frische Ansetzen nach ungefähr 25 
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Zyklen, ausreichend vorhanden sind. Bei einer Erhöhung der Zyklusanzahl könnten diese Ver-

brauchsmaterialien den Erfolg limitieren. Zusätzlich zu diesen zwei Strategien, wurde ebenfalls 

Bovines Serum Albumin (BSA, New England Biolabs, Frankfurt, DE) zum Ansatz hinzugegeben. 

Das Protein, das aus dem Blutplasma gewonnen wird, kann PCR-Inhibitoren binden und wird somit 

häufig zu Ansätzen hinzugegeben, bei denen ein negativer Effekt solcher Moleküle auf die DNA-

Polymerase befürchtet werden kann.  

Bei diesem Projekt lag ein Fokus auf der Authentizität der Ergebnisse. Da in den frühen 

Studien zu DNA aus Bernstein häufig moderne Kontaminationen die Ergebnisse verfälscht haben, 

muss nicht nur auf ein besonders sauberes Arbeiten geachtet werden, sondern auch darauf, dass die 

nachgewiesene DNA wirklich dem Studienorganismen zugeordnet werden kann. Eine mögliche 

Kontaminationsquelle stellte in diesen Experimenten die Positivkontrolle mit der rezenten DNA 

aus Mitosoma sp. dar, weswegen verschiedene Kontrollpunkte innerhalb der Versuchsreihe imple-

mentiert wurden. Die unterschiedlichen Proben wurden aufgereinigt und sequenziert, sodass im 

Anschluss ein direkter Vergleich der Sequenzen aus rezenten Käfer- und Harzproben durchgeführt 

werden konnte. Wie beispielhaft in Tabelle 28 dargestellt ist, wurden zuerst die einzelnen Sequen-

zen aus der DNA der in Harz eingeschlossenen Käfer miteinander verglichen. Hierbei wurde deut-

lich, dass die Sequenzen zwischen den Spezies, die in verschiedenen Jahren gesammelt wurden, 

sehr ähnlich sind (97,4 % Ähnlichkeit). Außerdem konnte anhand der geringeren Ähnlichkeit (< 

75 %) zu den rezenten Proben eine Kontamination mit der Positivkontrolle eindeutig ausgeschlos-

sen werden. 

Tabelle 28: Ergebnisse der Sequenzvergleiche von DNA aus in Harz eingeschlossenen und rezenten Käfern. Die 

Alignments wurden mit dem Tool Geneious (version: 10.2.3.) durchgeführt. Hierbei sollte ausgeschlossen werden, 

dass die positiven Ergebnisse mit der älteren Mitosoma-DNA auf einer Kontamination mit der rezenten 

Positivkontrolle beruhen. 

Sequenzen Primer  Ähnlichkeit [%] 

Harzkäfer (2013 + 2017) COI1 (Original) 97,4 

Harzkäfer (2013 + 2017) S28 97,8 

Harzkäfer (2013 + 2017) im Vergleich zu  

rezentem Käfer 
COI1 (Original) 73,7 

Harzkäfer (2013 + 2017) im Vergleich zu  

rezentem Käfer 
S28 52,5 

 

In diesen Versuchen sollte die generelle Frage geklärt werden, ob eine Amplifikation von DNA 

aus Harzproben möglich ist. In den bisherigen Publikationen wurde lediglich mit sehr altem Pro-

benmaterial gearbeitet, sodass unbekannt war, ob wirklich keine DNA in den Proben vorlag oder 
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ob Harzkomponenten oder andere Schritte innerhalb der Präparation eine Vervielfältigung der 

DNA inhibieren. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen deutlich, dass DNA aus sehr jungen 

Proben erfolgreich isoliert werden kann, die vorliegende DNA-Konzentration jedoch mit der Zeit 

abnimmt. In zukünftigen Experimenten sollen nun die zeitlichen Limitationen der DNA-Amplifi-

kation aus Harz- oder Bernsteinproben ermittelt werden. Hierfür soll das Alter der untersuchten 

Proben Schritt für Schritt vergrößert werden. Da sich die DNA im Verlauf der Zeit aufgrund von 

natürlichen Alterungs- und Abbauprozessen, wie Fragmentierung durch Strangbruch oder Depuri-

nierung stark verändern kann, sollte in den weiteren Versuchen mit anderen Primern gearbeitet 

werden. Es wird davon ausgegangen, dass eine Fragmentlänge von 160 bp für alte DNA-Proben 

ideal ist. Aus diesem Grund wurde auf der Basis der amplifizierten DNA aus Harzproben ein neues 

Primerpaar (siehe Tabelle 26, COI1Res F + COI1Res R2) erstellt und getestet. In Abbildung 38 ist 

ein Fragment der Länge 180 bp dargestellt und zeigt eine erfolgreiche Amplifikation der DNA mit 

den neuen Primern.  

 

Abbildung 38: Überprüfung der Primer COI1Res zur Vervielfältigung sehr kleiner DNA-Fragmente aus älteren 

Mitosoma-Proben. Die Primer wurden auf Basis der amplifizierten DNA aus den in Harz eingeschlossenen Käfern 

erstellt. Da DNA mit der Zeit immer mehr fragmentiert, sollten zukünftige Versuche mit älteren Käfer-Proben mit den 

neuen Primern durchgeführt werden. Als Negativkontrolle (-) wurde DNase-/RNase-freies Wasser verwendet. Die 

Größe der DNA-Fragmente konnte anhand des verwendeten Markers (M, 100 bp DNA ladder, New England Biolabs, 

Frankfurt, DE) zugeordnet werden.  
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Mikrobielle Diversität auf Seerosenblättern: Vergleich von vier DNA-

Extraktions-Methoden (Janssen et al., 2021) 

In der Vorbereitung auf die zweite Förderperiode, in der der Fokus von tierischem auf 

pflanzliches Weichgewebe verschoben werden soll, wurde die Methodik zur DNA-Extraktion von 

Blattoberflächen in Kooperation mit Carole T. Gee untersucht. Zu diesem Zweck wurden verschie-

dene Kits zur Aufreinigung von DNA mithilfe einer bekannten mikrobiellen Gemeinschaft 

(„Mock“) getestet (vgl. Abschnitt 3.2.). Da die Zusammensetzung der Probe bekannt ist, kann da-

raus die Effektivität des Kits abgeleitet werden. In diesen Versuchen wurden vier Kits, DNeasy® 

PowerWater® Kit (Kit 1), DNeasy® PowerSoil® Kit (Kit 2), E.Z.N.A.® Water DNA Kit (Kit 3), 

und FastDNA™ Spin Kit for Soil (Kit 4) überprüft. Die Kits wurden zuvor bereits für die Analyse 

von Pflanzen-assoziierten Mikrobiomen genutzt (Qiu et al., 2020; Sare et al., 2020; Tláskal et al., 

2016; Zhao et al., 2017). Lediglich das DNeasy PowerWater Kit wurde zuvor noch nicht mit Pflan-

zenmaterial getestet, sondern nur für die Analyse von Wassermikrobiomen und die Verteilung von 

Resistenzgenen in aquatischen Habitaten eingesetzt (Rocha & Manaia, 2020).  

Da in den Versuchen das Mikrobiom der Blattoberfläche untersucht werden sollte, musste 

dieses durch eine Ultraschall-Behandlung in speziellem Puffer abgelöst werden. Um die DNA der 

Bakterien extrahieren zu können, musste der Puffer dann über eine Vakuum-Filtration durch eine 

feinporige Membran (0,25 µm) gefiltert werden. Der Filter konnte anschließend in den ersten 

Schritt des Aufreinigungsprotokoll eingesetzt werden, bei dem die Bakterien lysiert und dadurch 

die DNA freigesetzt wird. Da die Mock-Gemeinschaft identisch zum späteren Probenmaterial pro-

zessiert werden sollte, wurden 75 µl in den Puffer gegeben und dieser anschließend gefiltert. Im 

Anschluss daran wurden die Proben, wie vom Hersteller angegeben, aufgereinigt. Ein erster Un-

terschied in der Effizienz der Kits wurde bei der Betrachtung der DNA-Konzentrationen sichtbar 

(siehe Abbildung 39 A). 
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Abbildung 39: Ergebnisse der DNA-Extraktion und 16S-rRNA-Amplikon-Analyse der bekannten, mikrobiellen 

Gemeinschaft (ZymoBIOMICS Microbial Community Standard). Der Standard wurde mit vier verschiedenen Kits nach 

Herstellerangaben aufgereinigt. A) Konzentrationen (ng/µl) der aufgereinigten DNA. Die Signifikanz (P-Wert) wurde 

mithilfe der Benjamini-Hochberg-Dunn-Anpassung berechnet. ** = P < 0.01, * = P < 0.05, ns = nicht signifikant. B) 

Mittlerer geschätzter Fehler der Häufigkeit der acht Genera. Je geringer der Fehler um 0 variiert, desto besser bildet 

die mikrobielle Gemeinschaft den Standard ab. C) Relative Verteilung der einzelnen Gattungen des Standards in den 

verschiedenen Kits. Der Standard ist auch acht verschiedenen Bakterienspezies zusammengesetzt, die aufgrund ihrer 

Zellwandzusammensetzung ein unterschiedliches Lyseverhalten aufweisen. Die gestrichelte Linie zeigt die ideale 

Häufigkeit (%) der 16S-Amplikons der einzelnen Genera, wie vom Hersteller angegeben. 

Die höchste DNA-Konzentration konnte mit Kit 4 erreicht werden (13,79 ng/µl), gefolgt von Kit 1 

(13,1 ng/µl). Im Gegensatz dazu zeigten Kit 2 und Kit 3 sehr geringe Konzentrationen unterhalb 

von 1 ng/µl. Neben der DNA-Menge konnte mit Kit 4 die bekannte mikrobielle Gemeinschaft am 

genauesten abgebildet werden. Wie in Abbildung 39 C zu sehen, wichen die tatsächlichen Häufig-

keiten der getesteten Bakterien bei Kit 4 am wenigsten von der idealen Menge ab und der mittlere 

Einschätzungsfehler („Estimation Error“) ist ebenfalls nur gering im Vergleich zu den anderen Kits 

(siehe Abbildung 39 B).  

Im Anschluss an die Auswahl des idealen Kits wurde mit Kit 4 das Oberflächen-assoziierte 

Mikrobiom von Pflanzenproben untersucht. Es wurden Seerosen des Genus Nymphaeae sp. 
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(Nymphaeaceae) aus zwei verschiedenen Wassertiefen („floating/subsurface“) aus einem natürli-

chen Gewässer entnommen und die 16S-rRNA-Amplikons analysiert. Dabei sollte getestet werden, 

ob sich die bakterielle Zusammensetzung je nach Zerfallsstadium unterscheidet und so Rück-

schlüsse auf die Rolle bestimmter Bakterien im Zerfalls- oder Präservierungsprozess gezogen wer-

den können. Allerdings konnte kaum ein Unterschied zwischen den beiden Blatttypen nachgewie-

sen werden (siehe Abbildung 40). Scheinbar waren die abgestorbenen Blätter in einem ähnlichen 

Verwesungsstadium, sodass in zukünftigen Versuchen Blattmaterial aus unterschiedlichen Was-

sertiefen beprobt werden sollte.
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Abbildung 40: Vergleich der mikrobiellen Gemeinschaft anhand der taxonomischen Ränge in zwei verschiedenen Blattproben. A) Mikrobiom der Blattproben, die von der 

Wasseroberfläche gesammelt wurden. B) Mikrobiom der Blattproben, die unterhalb der Wasseroberfläche gesammelt wurden. 
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