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.1  Aufgabenstellung

Die Produktion von Biogas aus landwirtschaftlichen Primarprodukten oder Reststoffen
stellt einen wesentlichen Beitrag zur Reduktion des CO»-Ausstolies sowie zur Entwicklung
einer nachhaltigen Landbewirtschaftung dar. Gegenwartig steht im Fokus der angewand-
ten Forschung die Entwicklung von optimierten Biogas-Reaktoren, die Etablierung von
optimierten Reaktorfahrweisen sowie die Optimierung der Substratbereitstellung, detaillier-
te Analysen der beteiligten Mikroorganismen bzw. der Artenzusammensetzung in Praxis-
Biogasanlagen fehlen jedoch bislang. Kultivierungs-unabhangige Methoden fur die schnel-
le und reproduzierbare Quantifizierung der methanogenen Archaea sind derzeit ebenfalls
nicht verfligbar.

Im Rahmen dieses Projektes soll daher die Artenzusammensetzung der methanogenen
Mikroflora in ausgewahlten Praxis-Biogasanlagen anhand ihrer 16S rDNA analysiert wer-
den. Weiterhin soll ein quantitatives Nachweissystem fur diese Arten basierend auf spezi-
fischen DNA Sequenzen der 16SrDNA bzw. des Gens fur die Methyl-Coenzym
M-Reductase (mcrA) entwickelt werden.

.2 Voraussetzungen

Die Abteilung Bioverfahrenstechnik (Abteilungsleiter: Prof. Dr. B. Linke) an dem Leibniz-
Institut fur Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. (ATB) (Wiss. Direktor: Prof. Dr. R. Brunsch)
betreibt anwendungsorientierte Grundlagenforschung zur Entwicklung neuer Verfahren fur
die biotechnologische Konversion nachwachsender Rohstoffe sowohl zur Energiegewin-
nung wie auch zur Erzeugung von Grundchemikalien. Bearbeitet werden schwerpunkt-
maRig Themen der verfahrenstechnischen Grundlagen der Biokonversion, der Umwelt-
bioverfahrenstechnik sowie der technischen Mikrobiologie.

Die Forschung der Abteilung Bioverfahrenstechnik ist eingebunden in die abteilungsiber-
greifende Forschungsstruktur des ATB, insbesondere in die Forschungsprogramme Er-
zeugung und Nutzung von Bioenergie sowie Biokonversion starkehaltiger Agrarrohstoffe.
Des Weiteren sind Wissenschaftler der Abteilung Bioverfahrenstechnik beteiligt an den
Forschungsthemen Stoff- und Energiestrome in der nachhaltigen Ressourcenbewirtschaf-
tung und Qualitatssicherung bei Futtermitteln und leichtverderblichen Produkten.

Die AG Molekularbiologie (Leitung: Dr. M. Klocke) in der Abteilung Bioverfahrenstechnik
bearbeitet molekularbiologische Fragestellungen aus dem Bereich der angewandten Mik-
robiologie. Zu den Arbeitsschwerpunkten gehéren die Charakterisierung mikrobieller Bio-
zdnosen in technischen Anwendungen mittels molekulargenetischer Methoden, die Ent-
wicklung von marker-gestutzten Nachweisverfahren fur bioverfahrenstechnisch genutzte
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Mikroorganismen sowie die gentechnische Optimierung von Fermentationsstammen. Von
wachsender Bedeutung ist die begleitende mikrobielle Analytik zur Identifikation von Isola-
ten und Kontaminanten.

.3 Planung und Ablauf des Vorhabens
[.3.1 Geplanter Versuchsablauf laut Vorhabensbeschreibung

Das Projekt gliedert sich in drei Teile. Teil A befasst sich mit der Beschreibung des Ist-
Zustandes in Praxis-Biogasanlagen auf Basis von nachwachsenden Rohstoffen, Teil B
beinhaltet die Entwicklung eines kulturunabhangigen quantitativen Nachweisverfahrens fur
methanbildende Mikroorganismen basierend auf der Anwendung der quantitativen real-
time Polymerase-Kettenreaktion (Q-PCR). Erganzend zu A und B wurde nachtraglich ein
weiterer Versuchsteil zur quantitativen Erfassung der Mikroorganismen mittels FISH-
Mikroskopie konzipiert. Im Einzelnen sollten folgende Arbeiten durchgefihrt werden:

e FuUr eine Beschreibung des Ist-Zustandes in Praxis-Anlagen sollten Proben aus zehn
produzierenden Praxis-Biogasanlagen genommen werden. Es sollten moglichst unter-
schiedliche Biogasanlagen ausgewahlt werden. Auswahlparameter sind Fermentertyp,
Art der Substrate und Fahrweise.

e Aus dem Probenmaterial sollten 16S rDNA Klonbibliotheken angelegt werden. Hierzu
sollte aus den Proben die gesamte mikrobielle DNA isoliert werden. Je nach Substrat-
qualitat sollte gegebenenfalls eine Optimierung durchgefuhrt werden. Die Anlage der
16S rDNA Bibliotheken erfolgte nach den publizierten Methoden von FERNANDEZ et al.
(1999) bzw. Wu et al. (2001 a,b) und sollte spezifisch fur Archaea erfolgen. Die
ARDRA-Analyse (Amplified rDNA Restriction Analysis) erfolgte nach der Methode von
FERNANDEZ et al. (1999). Je Biogasreaktorprobe sollte eine 16S rDNA Bibliothek ange-
legt werden, je Bibliothek sollten ca. 50-80 positive Klone mittels ARDRA analysiert
werden.

e Fur jede 16S rDNA Klonbibliothek sollte die Diversitat anhand der ARDRA-Muster er-
mittelt werden. Je ARDRA-Muster sollte ein reprasentativer Klon ausgewahlt und des-
sen Nukleotidsequenz ermittelt werden. Mittels Datenbankrecherche (NCBI GenBank)
sollte die jeweilige Artzugehdrigkeit bestimmt werden, ferner sollten phylogenetische
Analysen durchgefiihrt werden. Die Abhangigkeit der methanogenen Archaea-
Bioz6nose von dem verwendeten Substrat und dem Reaktortyp sollte analysiert wer-
den.

¢ \/on Biogasreaktor-Proben mit einer nachgewiesenen hohen Diversitat in der methano-
genen Mikroflora sollten mcrA Klonbibliotheken angelegt und auf gleiche Weise wie die
16S rDNA Klonbibliotheken analysiert werden. Die Anlage der mcrA Klonbibliotheken
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sollte analog zu LUTON et al. (2002) erfolgen. Die Analyse erfolgte mittels Sequenzver-
gleich unter Verwendung von Nukleotidsequenzen der NCBI GenBank. Ziel war eine
Analyse der Diversitat der mcrA Sequenzen in Biogas-Anlagen zur Absicherung des
skizzierten Nachweissystems.

Far die Entwicklung eines kulturunabhangigen quantitativen Nachweisverfahrens fur
methanbildende Mikroorganismen basierend auf der mcrA Gensequenz sollten ver-
schiedene Ansatze unter Verwendung einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) getestet
werden.

Die von LUTON et al. (2002) publizierten PCR-Primer sollten zur Etablierung eines
Nachweissystems beruhend auf der klassischen PCR mit konventioneller Agarose-
Gelelektrophorese genutzt werden. Anhand eines internen Standards (z.B. 16S rDNA)
(THELLIN et al. 1999) sollte ein semiquantitatives Assay etabliert werden.

Es sollten Methoden zur Isolierung intakter und enzymatisch bearbeitbarer mRNA etab-
liert werden. Auf Basis der mRNA sollte eine RT-PCR zur Gewinnung der cDNA durch-
gefuhrt werden. Das semi-quantitative System sollte sowohl auf Basis der DNA wie
auch der cDNA erprobt werden. Beide Ansatze sollten verglichen werden.

Nach erfolgreicher Etablierung des Nachweises der mcrA Sequenz auf DNA und
MRNA bzw. cDNA Ebene sollte ein Q-PCR Protokoll zur genauen Quantifizierung der
mcrA Kopien entwickelt werden. Hierbei sollten methodisch das SYBR-Green Detekti-
onssystem mit dem 5'-Nuclease-Assay verglichen werden. Ebenso sollte die Eignung
von DNA und mRNA als potentielle Basis fur die Q-PCR untersucht werden. Ziel war
die Etablierung eines quantitativen Nachweissystems fur methanogene Archaea.

Im Falle der erfolgreichen Etablierung sollte das quantitative Nachweissystem zur Ana-
lyse von Praxis-Biogasanlagen sowie von Labor-Fermentern genutzt werden.

Folgende Meilensteine waren in der ursprunglichen Projektplanung vorgesehen:

Ende 2005

Etablierung der quantitativen Q-PCR

Optimierte Protokolle zur DNA-Reinigung

Primerauswahl zur Klonierung der Archaea 16S rDNA und der mcrA Sequenz
Auswahl geeigneter Klonierungsvektoren und -strategien

Erste Beprobung von Praxisanlagen

Beginn der Anlage von Klonbibliotheken
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Marz 2007

e Abschluss der Arbeiten zur Anlage und Analyse der Klonbibliotheken

e Publikation der phylogenetischen Analysen

Januar 2008

e Methode zur quantitativen Erfassung der methanogenen Archaea

Juli 2008 (Projektende)

e Erste Anwendung des quantitativen Nachweises zur Analyse von Praxis-Biogas-
anlagen

e Publikation der Methode

1.3.2 Anderungen gegeniiber dem geplanten Versuchsablauf

Gegenlber dem urspriinglich geplanten Versuchsablauf haben sich folgende Anderungen
ergeben:

Versuchsteil A
A-1: Es ergaben sich keine Anderungen gegenlber dem geplanten Versuchsablauf.

A-2: Es wurden wie geplant zehn Biogasanlagen beprobt. Zusatzlich wurde Anlage 1 im
Abstand von 12 Wochen erneut beprobt. Von der zweistufigen Anlage 8 wurden
Proben aus Hydrolyse-Stufe und Anaerobfilter entnommen, so dass insgesamt 12
Proben bearbeitet wurden.

A-3: Es ergaben sich keine Anderungen gegenlber dem geplanten Versuchsablauf.

A-4: Zusatzlich zu den punktuell fir Biogasreaktoren mit einer erhéhten Biodiversitat an-
zulegenden mcrA Klonbibliotheken wurden fir alle zehn Biogasreaktoren mcrA
Klonbibliotheken angelegt. Die Anlage der mcrA Klonbibliotheken erfolgte analog zu
LUEDERS et al. (2001). In Erganzung wurden fir Anlage 1 und 4 mcrA Klonbibliothe-
ken unter Verwendung eines alternativen PCR-Primerpaares (LUTON et al. 2002)
konstruiert.

Versuchsteil B

B-1: Aufgrund der unzureichenden Abschatzungsmoglichkeiten fir Fluoreszenz-
Intensitaten sowie aufgrund der erzielten Zwischenergebnisse wurde auf die Opti-
mierung der semi-quantitativen PCR unter Verwendung von Primern fir housekee-
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B-2:

B-3:

ping Genen zugunsten der Etablierung von Q-PCR-Assays verzichtet. Ebenso wurde
der Versuchsansatz zur Isolierung von mRNA aus Biogas-Fermentern bislang nicht
umgesetzt. Stattdessen wurden wesentlich umfangreichere Arbeiten als urspriinglich
geplant zur Entwicklung und Etablierung von Q-PCR Ansatzen durchgefuhrt.

Wie in den Zwischenberichten bereits dargestellt, wurden 2005-2006 von Yu et al.
verschiedene Arbeiten zur Anwendung eines 16S rDNA basierten Q-PCR Assays
publiziert. Dieses Assay wurde im Rahmen dieses Projektes optimiert und zur Analy-
se der zehn Biogasanlagen sowie von verschiedenen Labor-Fermentern eingesetzt
(vgl. Vorhabensbeschreibung: Alternative Strategien). Die Arbeiten zur Entwicklung
eines alternativen Q-PCR Assays auf Basis des mcrA Gens wurden wie geplant
durchgefihrt.

Vorrangig wurde die quantitative Q-PCR auf Basis der 16S rDNA zur Analyse von
Praxis-Biogasanlagen und Labor-Fermentern eingesetzt. Das mcrA-basierte Assay
wurde bislang nur an Standards getestet.

Erganzender Versuchsteil C

C-1:

Nach Absprache mit dem Projekttrager wurde ein erganzender Versuchsteil zur fluo-
reszenz-mikroskopischen  Detektion von Archaea-Gruppen mittels  Fjoo-
Autofluoreszenz und Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) von Oligonukleotid-
sonden in das Projekt aufgenommen. Hierzu wurden Versuchsprotokolle zur Hybri-
disierung von Biogasreaktorproben mit ausgewahlten FISH-Sonden fur Bakterien
und Archaea-Gruppen etabliet und optimiert. Von ausgewahlten Praxis-
Biogasreaktoren wurde parallel zur 16S rDNA und mcrA Analyse mittels Klonbiblio-
theken und Q-PCR eine erganzende Analyse mittels FISH-Mikroskopie zur Quantifi-
zierung methanogener Archaea umgesetzt.
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.4 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an welchem ange-
knUpft wurde

.4.1 Bekannte Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, welche fir das Vor-
haben benutzt wurden

Die Arbeiten beruhen auf der Analyse von zehn Praxis-Biogasanlagen. Details hierzu
werden im Rahmen folgender FNR-Projekte untersucht und gesondert publiziert:

e FNR-Projekt Bundesmessprogramm zur Bewertung neuartiger Biomasse-
Biogasanlagen (FKZ 22003405)

¢ FNR-Verbundprojekt Energiepflanzenanbau zur Biogasgewinnung (FKZ 22002305)

e FNR-Projekt Pilotanlage mit Wannenreaktoren zur Biogasgewinnung aus organischen
Feststoffen (FKZ 22004803)

Zur Analyse dieser Anlagen wurden ausschlieBlich Verfahren genutzt bzw. weiterentwi-

ckelt, welche fur die offentlich-finanzierte Forschung freigegeben sind. Schutzrechte Dritter

wurden durch die im Rahmen dieses Projektes umgesetzten Arbeiten nicht beruhrt. Eine

detaillierte Darstellung aller im Verlauf dieses Projektes genutzten Verfahren kann den

publizierten Fachartikeln enthommen werden.

1.4.2 Angabe der verwendeten Fachliteratur

Fir einzelne Fachgebiete relevante Literatur wird im Folgenden aufgefuhrt. Weitere Litera-
turhinweise finden sich im Sachzusammenhang im Zuge der Ergebnisdarstellung sowie in
den publizierten Fachartikeln.

16S rDNA Bibliotheken & ARDRA

e DASSARMA S., FLEISCHMANN E.F. (1995): Halophiles. In: DASSARMA S., FLEISCHMANN E.F.
(Hrsg.): Archaea: a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, 1995, pp. 269-272.

e DELONG E.F. (1992): Archaea in coastal marine environments. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89: 5685-5689.

e FANG H.H.P., ZHANG T., Liu H. (2002): Microbial diversity of a mesophilic hydrogen-
producing sludge. Appl. Microbiol. Biotechnol. 58: 112-118.

e FERNANDEZ A., HUANG S.Y., SESTON S., XING J., HICKEY R., CRIDDLE C., TIEDJE J. (1999):
How stable is stable? Function versus community composition. Appl. Environ. Microbiol.
65: 3697-3704.

e GIOVANNONI S.J., BRiTscHaI T.B., MoYER C.L., FIELD K.G. (1990): Genetic diversity in
Sargasso Sea bacterioplankton. Nature 345: 60-63.
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mcrA Bibliotheken

LUEDERS T., CHIN K.-J., CONRAD R., FRIEDRICH M. (2001): Molecular analyses of methyl-
coenzyme M reductase alpha-subunit (mcrA) genes in rice field soil and enrichment cul-
tures reveal the methanogenic phenotype of a novel archaeal lineage. Environ. Micro-
biol. 3: 194-204.

LUTON P.E., WAYNE J.M., SHARP R.J., RILEY P.W. (2002): The mcrA gene as an alterna-
tive to 16S rRNA in the phylogenetic analysis of methanogen populations in landfill. Mi-
crobiol. 148: 3521-3530.

16S rDNA Q-PCR

Yu, Y.; LEE, C.; HWANG, S. (2005): Analysis of community structures in anaerobic proc-
esses using a quantitative real-time PCR method. Water Sci. Technol. 52: 85-91.

YuY., LEE C., Kim J., HWANG S. (2005): Group-specific primer and probe sets to detect
methanogenic communities using quantitative real-time polymerase chain reaction. Bio-
technol. Bioeng. 89: 670-679.

mcrA Q-PCR

DENMAN S.E., TOMKINS N.W., MCSWEENEY C.S. (2007): Quantitation and diversity analy-
sis of ruminal methanogenic populations in response to the antimethanogenic com-
pound bromochloromethane. FEMS Microbiol. Ecol. 62: 313-322.

NUNOURA T., OIDA H., Toki T., AsHI J., TAKAI K., HORIKOSHI K. (2006): Quantification of
mcrA by quantitative fluorescent PCR in sediments from methane seep of the Nankai
Trough. FEMS Microbiol. Ecol. 57: 149-157.

NUNOURA T., OIDA H., MiYAZAKI J., MIYASHITA A., IMACHI H., TAKAI K. (2008): Quantifica-
tion of mcrA by fluorescent PCR in methanogenic and methanotrophic microbial com-
munities. FEMS Microbiol. Ecol. 64 (2): 240-247.

Fluoreszenz in situ Hybridisierung

DELONG E.F., WickHAM G.S., PACE N.R. (1989). Phylogenetic stains: ribosomal RNA-
based probes for the identification of single cells. Science 243: 1360-1363.

AMANN R.I., BINDER B.J., OLSON R.J., CHRISHOLM S.W., DEVEREUX R., STAHL D.A. (1990).
Combination of 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes with flow cytometry for anal-
zing mixed microbial populations. App. Environ. Microbiol. 56: 1919-1925.

STAHL D.A., AMANN R. (1991). Development and application of nucleic acid probes. 205-
248. In E. Stackebrandt and M. Goodfellow (ed.), Nucleic acid techniques in bacterial
systematics. John Wiley & Sons Ltd., Chichester, England.
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RASKIN L., STROMLEY J.M., RITTMANN B.E., STAHL D. (1994). Group-specific 16S ribo-
somal-RNA hybridization probes to describe natural communities of methanogens.
Appl. Environ. Microbiol. 60: 1232-1240.

AMANN R., FucHs B.M., BEHRENS S. (2001). The identification of microorganisms by fluo-
rescence in situ hybridisation. Curr. Opin. Biotech. 12: 231-236.

CROCETTI G., MURTO M., BJORNSSON L. (2006). An update and optimisation of oligonu-
cleotide probes targeting methanogenic Archaea for use in fluorescence in situ hybridi-
sation (FISH). J. Microbiol. Meth. 65: 194-201.

Statistische Auswertung

Goob I.J. (1953). The population frequencies of species and the estimation of popula-
tion parameters. Biometrika 40: 237-264.

BRAY J.R., CURTIS J.T. (1957). An ordination of the upland forest of southern Wisconsin.
Ecol. Monogr. 27:325-349.

CHAO A. (1987). Estimation the population size for capture-recapture data with unequal
catchability. Biometrics 43: 783-791.

HOLLAND S.M. (2003) Analytic rarefaction 1.3 software
(http://www.uga.edu/~strata/software /).
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Im Folgenden wird eine Ubersicht tiber die verwendeten Dienste gegeben.

Literaturdatenbanken

ISI Web of Knowledge (URL:http://isiwebofknowledge.com/)

PubMed der U.S. National Library of Medicine (URL:http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/
entrez?db=pubmed)

Digitaler Katalog der Universitatsbibliothek Potsdam (URL:http://info.ub.uni-
potsdam.de)

Elektronische Zeitschriftenbibliothek der Universitatsbibliothek Regensburg
(URL:http://rzblx1.uni-regensburg.de/ezeit/hilfe.phtml?bibid=UBPO&colors=7&lang=de)
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Informations- und Dokumentationsdienste

e GenBank und erganzende Dienste des National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

¢ Ribosomal database project (http://rdp.cme.msu.edu/)

e Sonden-Datenbank probeBase der Universitdt Wien (URL:http://www.microbial-
ecology.net/probebase)

Schutzrechtsanmeldungen

Schutzrechtsanmeldungen sind nicht beabsichtigt. Aufgrund der Ansiedlung der Thematik
im Bereich der anwendungsorientierten Grundlagenforschung sollen die Arbeitsergebnis-
se in erster Linie liber geeignete Publikationsformen der Offentlichkeit zur Verfiigung ge-
stellt werden.
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.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Rahmen dieses Projektes wurde eine Reihe von akademischen Kontakten aufgebaut
bzw. intensiviert:

Universitaten

e Technische Universitat Berlin
Institut fUr Technischen Umweltschutz
Fachgebiet Umweltmikrobiologie

Fachhochschulen

e Hochschule flir angewandte Wissenschaften Hamburg
Fachgebiet Lifetec Engineering

e Technische Fachhochschule Berlin
Fachbereich Life Sciences and Technology

e Hochschule Anhalt (FH), Kothen
Fachbereich Angewandte Biowissenschaften und Prozesstechnik

Aul3eruniversitare Forschungseinrichtungen

e Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft, Freising
Institut fur Landtechnik und Tierhaltung
Abteilung Umwelttechnik in der Landnutzung

e Helmholtz-Zentrum Berlin fir Materialien und Energie
Anwenderzentrum fur Mikrotechnik (AZM)

Forschungsverbinde

e Biogas-Crops-Network (gefordert durch das Bundesministerium fur Bildung und For-
schung)
Koordination: Institut fur Agrar- und Stadtokologische Projekte an der Humboldt-
Universitat zu Berlin (IASP)
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II.1 Darstellung der Ergebnisse
Teil A: Beschreibung des Ist-Zustandes in Praxis-Anlagen
A-1 Beprobung von Praxisanlagen

Die zu beprobenden zehn Biogasanlagen (BA1 - BA10) wurden nach folgenden Gesicht-
punkten ausgewahlt: (1) Stabiler und kontinuierlicher Betrieb sowie Konstanz der Substra-
te, (2) Variation der Substrate zwischen den Anlagen, (3) Verknupfung mit anderen FNR-
Projekten. In Tabelle 1 wird eine Ubersicht (iber die ausgewahlten Anlagen gegeben.

Bei den Anlagen BA1 bis BA6, BA9 und BA10 handelte es sich um konventionelle Nass-
vergarungsanlagen mit unterschiedlichen  Wirtschafts- und NawaRo-Substrat-
kombinationen. Anhand dieser Anlagen wurde der Einfluss der Substratzusammenset-
zung auf die Diversitat der methanogenen Archaea untersucht. Um die Auswirkung von
Gulle als Kosubstrat auf die Zusammensetzung der Archaea-Population zu analysieren,
wurde die gullefreie Anlage BA7 ausgewanhlt. Mit der zweistufigen Trockenvergarungsan-
lage BA8 wurde die Abhangigkeit der methanogenen Archaea-Biozénose von der Reak-
torfahrweise und dem Reaktortyp analysiert.

Alle zehn Anlagen wurden beprobt und auf ihre Archaea-Diversiat hin analysiert. Eine An-
lage (BA 1) wurde nach 12 Wochen erneut beprobt (BA1a) zur Verifizierung der erhalte-
nen Daten auf Basis der ersten Probenahme. Bei der mehrstufigen Biogasanlage BA 8
wurden Proben sowohl aus der Hydrolysestufe (FR) als auch aus dem Anaerobfilter (AF)
entnommen.

Aufgrund der Konstruktionsweise sowie des verhaltnismalig grolRen Reaktorinhaltes von
Praxis-Biogasanlagen erfolgte die Probennahme in Form von vier Einzelproben zu je 10 |
aus dem Ablauf des Reaktors. Aus diesen wurden wiederum je 500 ml fur die weiteren
Analysen entnommen. Nach der Vereinigung der Einzelproben wurde in drei parallelen
Aufarbeitungsschritten die gesamte mikrobielle DNA isoliert. Zur Reduzierung des syste-
matischen Fehlers wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ebenfalls in drei parallelen
Ansatzen je DNA Praparation durchgefuhrt. Eine DNA Klonbibliothek wurde also jeweils
aus insgesamt neun einzelnen PCR Ansatzen entwickelt. Die Erstellung der Klonbibliothe-
ken, die Analyse mittels RFLP-Mustervergleich, die Sequenzierung reprasentativer Klone,
die phylogenetische Einteilung der ermittelten Nukleotidsequenzen und die statische Be-
wertung der Klonbibliotheken erfolgte wie bei NETTMANN et al. (2008) beschrieben.

Die Ergebnisse der Diversitatsanalysen wurden mit den Prozessparametern der unter-
suchten Biogasanlagen in Beziehung gesetzt, welche im Rahmen von gesonderten Pro-
jekten (Uberwiegend in Projekttragerschaft durch die FNR) ermittelt wurden. Hierzu zahlt
u.a. der Gesamt-Ammoniumgehalt als Summe aus freiem NH; und dissoziiertem NH,".
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Nach dem gegenwartigen Stand der Literatur ist nicht genau bekannt, welcher der beiden
Stoffe, NH4" oder NHj3, letztendlich inhibierend auf den mikrobiellen Stoffwechsel oder gar
toxisch fur Mikroorganismen wirkt. Zu der zellularen Wirkung werden derzeit verschiedene
Mechanismen diskutiert. Das unpolare NH; kann relativ schnell durch die Zellmembran
diffundieren. Es kann somit direkt auf cytosolische Enzyme einwirken und Stoffwechselre-
aktionen inhibieren. Absorbiertes NH3 kann weiterhin abhangig von dem intrazellularen pH
in der Zelle zu NH," dissoziieren, welches bei Anreicherung in der Zelle wiederum den pH-
Gradienten und mit diesem verbundene Protonen abhangige Prozesse (z.B. ATP-
Synthese) negativ beeinflusst. Zudem hat intrazelluldres NH;" einen negativen Einfluss
auf den lonenhaushalt der Zelle z.B. auf die Konzentration anderer Kationen wie Kalium
(KADAM & BOONE 1996, GALLERT et al. 1997).

Aufgrund der nicht eindeutigen Kausalzusammenhange und der in der Literatur haufig
fehlenden Unterscheidung zwischen Gesamt-Ammoniumgehalt einerseits und konkreter
NH;"- und NHs-Konzentration andererseits wird in dieser Studie generell der Gesamt-
Ammoniumgehalt angeben.

A-2 Anlage der 16S rDNA Klonbibliotheken

Biogasanlagen werden in der Praxis mit einer Reihe unterschiedlicher Substrate beladen.
Ubliche Substrate sind Giille verschiedener Tierarten (Rind, Schwein, Gefliigel) oder Sila-
ge aus verschiedenen Kulturpflanzen (Mais, Futterribe, Triticale etc.). Vereinzelt werden
auch Reststoffe aus verschiedenen Industrien (Schlempen etc.) oder Haushaltsabfalle als
Substrat genutzt.

Zur Analyse des mikrobiellen Besatzes dieser Substrate wahrend der Fermentation im
Biogasreaktor ist ein robustes, einfaches und idealerweise auch schnelles Protokoll zur
sukzessiven Reinigung der mikrobiellen DNA erforderlich. Dieses schlief3t folgende Aufar-
beitungsschritte ein: (1) Trennung der Mikroorganismen von dem Substrat, (2) Reinigung
der mikrobiellen Zellen, (3) Lyse der Zellen, (4) Trennung der Nukleinsauren von den Ubri-
gen Zellbestandteilen, (5) Reinigung der Nukleinsauren, (6) Trennung von DNA und RNA
Bestandteilen abhangig von der spateren experimentellen Verwendung.

Insbesondere bei einer spateren enzymatischen Bearbeitung der Nukleinsauren z.B. de-
ren Vervielfaltigung mittels einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine hohe Reinheit
der Nukleinsauren erforderlich. Problematisch ist insbesondere die Anwesenheit von Inhi-
bitoren wie z.B. Huminsauren, welche in hdheren Konzentrationen auch in Guillen und Si-
lagen vorliegen.
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Im Rahmen dieses Projektes wurde eine Reihe an Optimierungsversuchen zur Erstellung
eines entsprechenden Laborprotokolls vorgenommen. Exemplarisch sollen im Folgenden
drei Versuchsreihen hierzu vorgestellt werden:

(1)

(@)

)

Die Lyse der mikrobiellen Zellen kann durch eine Reihe unterschiedlicher Techniken
erzielt werden. Haufig verwendet wird ein enzymatischer Aufschluss der Zellen mit
Lysozymen und Proteasen. Alternativ lassen sich die Zellen auch durch physikalische
oder mechanische Methoden auf-,brechen®. Letzteres Prinzip nutzen verschiedene
automatische Systeme wie z.B. das FastPrep-System (Vertrieb: MP Biomedicals).
Dieses System wurde erstmals im Jahr 2006 auf seine Eignung fur den Zellaufschluss
von Reaktormaterial am ATB getestet. Hierzu wurde ein Protokoll, das flr Bodenpro-
ben konzipiert wurde, verwendet. In der praktischen Anwendung mit einer Reihe von
unterschiedlichen Biogasreaktor-Fullungen zeigte sich allerdings, dass nach einem
mechanischen Aufschluss hohe Anteile an fragmentierter DNA in den Praparationen
vorlagen. Bei dieser DNA kann es sich sowohl um fragmentierte mikrobielle DNA oder
um DNA-Anteile aus dem Substrat handeln. In einem zweiten Ansatz 2008 (s.u.) mit
veranderten Reaktionsbedingungen wurde eine Fragmentierung jedoch nicht beo-
bachtet. Bei einer enzymatischen Zelllyse liegt dagegen ausschliefdlich hochmolekula-
re DNA vor.

Wichtig fur eine weitere Bearbeitung der isolierten DNA insbesondere mittels der Po-
lymerase-Kettenreaktion (PCR) sind eine hohe Reinheit der DNA und die Abwesen-
heit von Inhibitoren. Daher wurde eine Reihe von verschiedenen Detergenzien auf ei-
ne Eignung zur Reinigung der DNA hin geprift. Eine wesentliche Verbesserung des
Reinheitsgrades konnte durch die Verwendung von Cetyltrimethylammoniumbromid
(CTAB) erzielt werden. Dieses Detergenz wird u.a. haufig bei der Praparation von
DNA aus Pflanzenzellen eingesetzt um diese von Substanzen des pflanzlichen Se-
kundarstoffwechsels zu reinigen. Durch die Verwendung von CTAB kann die Vermeh-
rung der mikrobiellen 16S rDNA mittels PCR bei wesentlich hoéheren DNA-
Konzentrationen (ca. Faktor 100) erfolgen, welches den experimentellen Fehler we-
sentlich mindert und einen besseren Rickschluss auf die Populationsstruktur im Bio-
gasreaktor ermaoglicht.

Eine weitere Methode zur DNA-Aufreinigung ist die Verwendung von LMP-Agarose
(low meltingpoint Agarose). Bei dieser Methode wird die extrahierte und optisch verun-
reinigte DNA in LMP-Agarose eingeschlossen und in einem 1x TE-Puffer (pH 8,0) fur
mehrere Stunden gewaschen. Wahrend des Waschschrittes werden DNA-
Verunreinigungen, wie Huminsauren und Polysaccharide, aus dem DNA-Komplex in
den Puffer abgegeben. Die DNA verbleibt in der Agarose-Matrix und kann in dieser
Form weiter verwendet werden. Durch den Einsatz der LMP-Agarose konnte eine ho-
here Reinheit der DNA erzielt werden, welche fir die Vervielfaltigung der 16S rDNA
und mcrA durch die PCR erforderlich ist.
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Unter Verwendung der in den o0.g. Optimierungsexperimenten erhaltenen Ergebnisse wur-
de nun ein Standard-Protokoll zur Isolierung von mikrobieller DNA aus Biogasreaktoren
erstellt. Dieses Protokoll umfasst die Aufreinigung des Probenmaterials mittels Zentrifuga-
tion und den enzymatischen Zellaufschluss unter Verwendung von Lysozym, Proteinase K
und der Detergenz SDS. Die freigesetzte Gesamt-DNA wurde durch den Einsatz von
CTAB gereinigt und durch eine Chloroform-Isoamylalkohol-Fallung extrahiert. Bei DNA-
Proben (BA2 und BA10), die weiterhin Verunreinigungen zeigten, wurde als zusatzlicher
Aufreinigungsschritt die LMP-Agarose-Methode (s.0.) eingesetzt. Das Standard-Protokoll
wurde bei der Probenaufarbeitung zur Extraktion von genomischer DNA aus Praxis-
Biogasanlagen im Rahmen des Versuchsteils A kontinuierlich verwendet (NETTMANN et al.
2008).

Far die im zweiten Versuchsteil B anzuwendende Q-PCR ist besonders reine DNA erfor-
derlich. Daher wurde hierfur eine weitere Optimierung der Methodik zur DNA-Isolierung
und Reinigung vorgenommen (s. 11.1.B-2).

Tabelle 2: Im Rahmen dieses Projektes erstellte 16S rDNA Klonbibliotheken.

Anzahl Anzahl Anzahl
Biogasanlage Anzahl Klone detektierter detektierter unbrauchbarer
16S rDNA Arachae Klone  Bacteria Klone Sequenzen

BA1 104 103 1 -
BAla 104 35 67 2
BA2 102 28 57 17
BA3 107 101 6 -
BA4 118 97 19 2
BAS 108 99 8
BAG6 103 88 5 10
BA7 100 80 20 -
BAS8-AF 106 95 6 5
BA8-FR 106 101 2 3
BA9 113 105 8 -
BA10 117 88 28 1

1288 1020 227 41

Insgesamt wurden 25 16S rDNA und mcrA Bibliotheken erstellt. Aus diesen wurden 1288
16S rDNA Klone mittels genetischem fingerprinting (ADRDA, PCR-RFLP) analysiert (Ta-
belle 2). Davon wurden 1020 16S rDNA Sequenzen der Domane Archaea zugeordnet,
227 Klone waren bakteriellen Ursprungs.
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Der Umfang der 16S rDNA Klonbibliotheken wurde auf 100 bis 118 Klone vergréfert, um
den zum Teil sehr hohen Anteil von unerwunschter Bacteria DNA auszugleichen. Ferner
war so eine statistisch gesicherte Analyse der Archaea-Diversitat durchfuhrbar.

Mittels 16S rDNA Analyse konnten insgesamt 68 verschiedene taxonomische Gruppen
(operational taxonomic units, OTUs) detektiert werden. Mit Ausnahme der Methanococca-
les wurden Vertreter aller bekannten methanbildenden Ordnungen der Euryarchaeota
nachgewiesen. Ebenfalls wurde die Anwesenheit von Spezies der bisher taxonomisch
nicht klassifizierten Gruppen CA-11 und ARC-I detektiert (Tabelle 3).

A-3 Sequenzierung ausgewahlter Klone mit individuellen ARDRA fingerprints

Die im Rahmen dieses Projektes ermittelten 16S rDNA Nukleotidsequenzen wurden unter
folgenden Akzessionsnummern bei der NCBI GenBank registriert und veroffentlicht:
EUG36895-EUG36905, FJ222199-FJ222236.

Nach der Sequenzanalyse und dem Vergleich mit bekannten veréffentlichten Nukleotidse-
quenzen (NCBI GenBank) wurde zur phylogenetischen Zuordnung der ermittelten
16S rDNA Sequenzen ein Stammbaum (Mega 4.0) erstellt. Zur Uberpriifung der Phyloge-
nie wurde die paarweise Distanz (p-distance, Mega 4.0) berechnet. OTUs, die nicht mehr
als 3% Unterschied zu demselben Sequenzabschnitt bekannter Typenstdmme aufwiesen,
wurden der entsprechenden Gattung zugeordnet.

Dominierende Methanbildner in den untersuchten 16S rDNA Bibliotheken waren OTUs
der Familie Methanomicrobiaceae und hierunter OTUs, die der hydrogenotrophen Gattung
Methanoculleus zugeordnet werden konnten. OTUs der Gattung Methanoculleus fanden
sich bei 32% bis 100% aller untersuchten 16S rDNA Klone (Tabelle 3).

Methanoculleus wachst unter strikt anaeroben und mesophilen bis thermophilen Bedin-
gungen. Als Elektronendonor zur Reduktion von CO, fungiert H, seltener auch Format
und sekundare Alkohole. Die Typenart Methanoculleus bourgensis wurde urspringlich
erstmals aus einem anaeroben Fermenter isoliert.

Neben der dominierenden Gattung Methanoculleus wurden auch OTUs der Gattungen
Methanocorpusculum, Methanospirillum und Methanogenium der Ordnung Methanomic-
robiales in verschiedenen Biogasanlagen detektiert. Diese Gattungen zahlen ebenfalls zu
den hydrogenotrophen Methanogenen.

Aus der Ordnung der hydrogenotrophen Methanobacteriales wurden nur die Gattungen
Methanobacterium, Methanobrevibacter und Methanothermobacter nachgewiesen. Der
Anteil der Methanobacteriales an der Gesamtzahl der Archaea Klone der 16S rDNA Klon-
bibliotheken betrug nur 1 bis 8% (Tabelle 3).
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Ausschlie3lich Acetat-verwertende Methanbildner (acetoklastische Methanogene) sind nur
fur die Gattung Methanosaeta (Familie Methanosaetaceae, Ordnung Methanosarcinales)
beschrieben. Diese Mikroorganismen konnen Zellketten mit einer Lange von bis zu
150 um bilden. Methanosaeta zugeordnete OTUs fanden sich in Gber der Halfte der Bio-
gasanlagen (Tabelle 3). Ihr Anteil an der archaellen Gesamtpopulation, sofern nachge-
wiesen, schwankte in den einzelnen Biogasanlagen jedoch sehr stark von 1% bis 40%.

Die Gattung Methanosarcina ist unter bestimmten Bedingungen ebenfalls in der Lage
Acetat zu verwerten. Mikroorganismen dieser Gattung nutzen zusatzlich Methyl-
Verbindungen, H,/CO,, CO oder Methanol fur ihren Metabolismus und sind in der Lage
Zellaggregate mit einem Durchmesser von bis zu 1000 um bilden. OTUs dieser Gattung
wurden in den Biogasanlagen 2, 6, 8 und 9 mit 1% bis 24% aller Archaea Klone nachge-
wiesen.



Klocke, Nettmann, Bergmann

26

‘pu ‘pu (%1) 1 ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu (%2) L ‘pu ‘p'u ‘pu ‘pu addnio-eaeyouy ajuueyaqun
(%9) L pru (%)L (%21 pu ‘pu pu pu (%01) L ‘pru pu ‘pu J81sn|O-|-yoly

pru (%2)z (%) (%2 (%)L ‘pu pu ‘pu (%1) 1 pru pu pu J8Isn|O-| L-vO
w91t W2z (@S)¥ (@r)z (we)T ‘pu ‘p'u %) T  (WIT) 2 ‘pu ‘pu ‘pru uaddnio-eaeyoly absuos

pru pu pu pu pru pu pu ‘pu pru pu pu Jeqiaiziyisse|y Jyolu

‘pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pru ‘ds Jajoeqowlayloueys|n
(%) (%)L (%2 (%2 pru ‘pu (%)L (%YL (%) e pu pu pu "ds Jer0eqIABIgOUBYIBIN
(%€) L ‘pu (%2)z (%L1 (%)L ‘pu pu (%)L (%22 (%h) L Py pu "ds wnua)oegqoueyIBN
e @DT e @e (DT pru WDT @)z (@9 ¥ (©@»)T pu pru aeaoelialoeqoueylay
(%0%) ¢ ‘pu (%) (%2 ¢ pru (%) 1 pru (%¥L) 2 (%e)L  (%L2) € pu pu ‘ds ejeesoueylaN
(wov) ¢ puU (ws)z (w2 pu (%) T ‘pu (wvT) 2 (QeET) T  (%T2) € ‘pu pru aeadelaesour I8N

‘pu ‘pru (%1) 1L ‘pru pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pru ‘pu ‘pu ‘pu ds sno2020101WOoURYIBIN

pu (%) L (%¥2) e (%6)Z pu (%) 1 pu ‘pu pu pu (%9) ¢ ‘pu ‘ds euipsesoueylap

‘pru W) T WSy (%6) ez ‘p'U %I T ‘puU ‘pu ‘pru ‘pu (%69) 2 ‘pu aeadeuldesouRYIBN
(%21) 2 ‘pu (%6) L (%9) L ‘pu ‘pu pu ‘pu (%9) L (%EY) L ‘pu ‘pu "ds wnjjuidsoueyisy
(%L1) 2 ‘pru (e) T (%9 T pru pru ‘pru pru (%9) T (%ep) T ‘pu ‘pru geaoe||lIIdsouryIBN

‘pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘ds wnnasndiodoueyla iy

pru ‘pru ‘pru ‘pru pru ‘pru pru ‘pru pru ‘pru ‘pru pru aeaoe|nosndiodoueyisiy

‘pru ‘pru pru (%2) L pu ‘pu pu pu pu ‘pru ‘pu ‘pu Jeqlaizijisse|y 1Yo

pu ‘pu (%2) 1 ‘pu pu ‘pu pu ‘pu ‘pu pu ‘p'u pu "ds sijjojoueyiay

‘pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu ‘pu (%2) 2 ‘pu ‘pu ‘pu ‘ds wniuaBoueyiay
(%2e) S (%¢€6) L (%0S) 2 (%02) 0L (%96). (%86)8 (%66) 0L (%62) L (%299 (%ZE) T (%¥6) € (%001) § "ds snajjnooueyiay
(wze)s (%e6) 2 (@29) 8 (922) TT (%96) 2 (%86) 8 (%4666) 0T (%62) L (%¥9) 8  (%62E) (%t6) € (9%00T) § 8eadeIqo.IWOoURYIBN
SNLOET SNLOTIT SNLOZZ SNLOTZ SNLO6 SNLOOT SNLOTT SNLOZT SNLO9T SNLO . sNLo S sNLO S (esey21Y) SNLO-IWES?D

awyeuuaqolid ‘¢ awyeuuaqolid 'T

oTtvd 6vd d4-8v4a 4v-8vd /Lvd avd avd vvd evd cvd vd

*JopalM sbunidsin Us|joeyo.le suopy ajje Jne usbozadg ¥aYoligiquoly YN Usbljiomal Jop gieyauul 4744-40d
"MZg YHAYV sleniw (NLO ‘siun aiwouoxe) [euonelado) usddnisy usyosiwouoxe) uspusyoaidsius Jop sesiomyoeN sep JieybuneH aip usgab usgebuy sjenjuazold

USXaY10l|qIquUOlY YNQH S9! Jap asAleuy Jop assiugebi3 g a|jageL



Bornimer Agrartechnische Berichte o Heft 67

27

Anhand der Analyse der 16S rDNA Klonbibliotheken konnte festgestellt werden, dass in
allen Biogasanlagen hydrogenotrophe Methanogene die dominante Archaea-Gruppe dar-
stellten. Nur in den Anlagen BA8-FR (30%) und BA10 (40%) konnte ein hoherer DNA-
Anteil der acetoklastischen Gattungen Methanosaeta und Methanosarcina nachgewiesen

werden (Tabelle 4).

Tabelle 4: Prozentuale Verteilung der 16S rDNA Klone fir hydrogenotrophe und acetoklastische

Methanogene.

BA1l BA?2 BA3 BA4 BA5 BAG6 BA7 iéS EQB BA9 BA10
hydrogenotroph  94-10079% 76% 84% 100% 98% 97% 85% 65% 94% 54%
acetoclastisch* 0-6% 21% 13% 14% - 2% - 1% 30% 4% 40%
CA-11-Cluster,

Arch-I-Cluster 4 4 11% 2% - ; 3% 4% 5% 2% 6%

und unbekannte

Euryarchaeota

* Methanosarcina wurde als acetoklastische Gattung gewertet

Die Ergebnisse der Diversitatsanalyse mittels 16S rDNA Klonbibliotheken wurden statisch
ausgewertet. Hierzu wurden folgende Parameter berechnet:

(1)

(2)

3)

Mit der Rarefaction Analyse, dem Chao | Index und der Coverage (C) wurde der Pro-
benumfang jeder einzelnen Klonbibliothek statistisch bewertet.

Die Diversitat jeder Klonbibliothek wurde anhand des Shannon-Diversitatindexes (H)
und der Evenness (E, Gleichverteilung) analysiert.

Mit den Ahnlichkeits-Indices (similarity indices) nach Bray-Curtis und Chao-Jaccard
wurden die Diversitatsergebnisse aller Biogasanlagen untereinander auf Ahnlichkeiten
untersucht.

Abschatzung des Probenumfanges: Zur Beurteilung der Vollstandigkeit der Erfassung
der methanogenen Diversitat der einzelnen Biogasreaktoren wurde die Rarefaction-
Methode (HUGHES et al. 2001, HoLLAND 2003) angewandt, welche eine Interpolati-
onsmethode innerhalb der Grenzen des tatsachlichen Probenumfanges darstellt
(Bild 1). Zeigt die Rarefaction-Kurve ein asymptotisches Verhalten, deutet dies darauf
hin, dass die tatsachliche Artenanzahl nahezu erreicht ist. Dies war jedoch nicht bei al-
len 16S rDNA Klonbibliotheken der Fall: die Rarefaction-Kurven der Anlagen BA1a,
BA2, BA3, BAG, BA8-AF und BAS8-FR konvergierten noch nicht im Bereich des vorlie-
genden Probenvolumens (Bild 1).

Daher wurde mittels einer Extrapolationsmethode (Schatzungsmethode) die tatsachli-
che Artenzahl (OTU-Anzahl) geschatzt. Zu den Extrapolationsmethoden zahlt der
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nicht-metrische Chao | Index (CHAO 1987), der auf die Abundanz (Klonanzahl pro
OTU) basiert. Hierbei wird die Anzahl der OTUs, die nur mit einem oder zwei Klonen
in der Probe vertreten sind zur Abschatzung der tatsachlichen Diversitat herangezo-
gen. Die 95% Konfidenzintervalle stellen dabei die Signifikanz der Messpunkte dar.
Ein breites Konfidenzintervall weist auf einen zu geringen Stichprobenumfang hin. Da
die unteren 95% Konfidenzintervalle meist nicht sehr stark von der tatsachlich detek-
tierten OTU-Anzahl abwichen, war der Probenumfang statistisch ausreichend. Dies
wurde durch die Coverage-Werte (Goob 1953), die zwischen 75% (BA2) und 97%
(BA4) lagen, bestatigt (Tabell 5).
40 — g
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Bild 1: Rarefaction-Analyse der 16S rDNA Klonbibliotheken.
Die Anzahl der Klone wurde gegen die Anzahl der ermittelten OTUs aufgetragen und interpoliert.

(2) Abschatzung der Diversitat: Die ermittelten Shannon-Diversitatsindices (SHANNON &

WEAVER 1963) der 12 16S rDNA Bibliotheken sind stark schwankend (Tabelle 5). Die
Diversitat innerhalb der methanogenen Archaea ist bei BA1 am niedrigsten. Hier wur-
de ausschliellich die Gattung Methanoculleus nachgewiesen. Dagegen wurde in dem
Anaerobfilter der Biogasanlage 8 die hochste Diversitat ermittelt. In dieser 16S rDNA
Bibliothek konnten insgesamt 9 unterschiedliche Gattungen dokumentiert werden.

Der Wert der Evenness (E) beschreibt die Gleichverteilung der OTUs innerhalb einer
Klonbibliothek. Ist E = 1, so treten alle OTUs mit derselben Anzahl auf. Je kleiner E ist
desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass in der Klonbibliothek dominante OTUs
auftreten.

Bei den 16S rDNA Bibliotheken BA5, BA9, BA6, BA1a und BA1 wurden die niedrigs-
ten Evennes-Werte (Tabelle 5) ermittelt. In diesen Biogasanlagen wurden dominante
OTUs detektiert, die der hydrogenotrophen Gattung Methanoculleus zugewiesen wer-
den konnten. BA2 besal} mit 0,71 den hochsten E-Wert (Tabelle 5). In dieser Anlage
wurden Archaea nachgewiesen, welche sich Uberwiegend auf 3 Gattungen verteilten.
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Die prozentuale Verteilung dieser Klone betrug 32% fur Methanoculleus, 43% fir Me-
thanospirillum und 21% fur Methanosaeta (Tabelle 3).

Tabelle 5: Statistische Auswertung der 16S rDNA Klonbibliotheken.
Werte in Klammern reprasentieren die Werte bei Annahme eines 95% Konfidenzintervalls.

BA1 BAla BA2 BA3 BA4 BA5 BAG6 BA7 iég_ EQS_ BA9 BA10

Archaea OTUs 5 5 7 16 11 11 10 9 21 22 11 13

Shannon Index 0,65 0,94 1,60 2,10 1,68 0,96 1,26 1,43 2,61 256 1,04 1,99

Evenness 0,38 0,37 0,71 0,51 0,40 0,24 0,35 047 064 059 029 0,56

8 17 7 27 14 39 25 10 28 25 32 16

Chao-I

(5/29) (9/59) (7/15) (18/70) (12/28) (18/116) (13/78) (9/18) (23/55) (23/39) (16/97) (13/35)

Coverage [%] 95 81 75 93 97 92 93 96 92 93 90 94

(3) Vergleich der Klonbibliotheken mittels Ahnlichkeits-Indices: Fir einen paarweisen

Vergleich der Diversitat der Biogasanlagen wurden zwei Ahnlichkeits-Indices berech-
net, der Chao-Jaccard (CJ-Index) sowie der Bray-Curtis Index (BC-Index). Beide Indi-
ces berucksichtigen neben dem Vorhandensein eines OTU auch seine Haufigkeit in
einer Biogasanlage und stellen somit einen quantitativen Ahnlichkeits-Index dar (BRAY
& CURTIS 1957). Die Werte kdnnen zwischen 0 und 1 schwanken, wobei 1 eine voll-
standige Ubereinstimmung der Diversitat zweier Biogasanlagen ausdriickt. Der CJ-
Index unterscheidet sich vom BC-Index dadurch, dass er auch OTUs berucksichtigt,
die moglicherweise in zwei Proben vorhanden sind, aber wahrend der Probennahme
nicht erfasst wurden (unseen shared species). Bei einem Vergleich von Proben mit
unterschiedlichem Probenumfang oder Proben mit vielen Einzel-OTUs, wie in dieser
Analyse, ist der Chao-Jaccard-Index daher aussagekraftiger (CHAO et al. 2005).

Die Werte der entsprechenden Parameter fur die untersuchten Biogasanlagen werden
in Tabelle 6 dargestellt. Mit Ausnahme der paarweisen Vergleiche von BA2 und BA10
bzw. BA3 und BA4 lagen bei der (iberwiegenden Mehrheit der Anlagen die Ahnlich-
keitswerte unter 0,5 (CJ-Index). Es konnten mit Ausnahme von BA2 und BA10 keine
weiteren Anlagen ermittelt werden, die eine hdhere Ubereinstimmung in der methano-
genen Diversitat als 91% (CJ-Index x 100) besalen.
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Tabelle 6: Ahnlichkeits-Indices der 16S rDNA Klonbibliotheken.

BA1 BAla BA2 BA3 BA4 BA5 BA6 BA7 iéS EQS BA9 BAIlO
BA1l - 0,890 0,151 0,214 0,347 0,108 0,646 0,023 0,083 0,118 0,195 0,261
BAla 0,464 - 0,152 0,229 0,323 0,084 0,656 0,128 0,083 0,119 0,110 0,259 9
BA2 0,085 0,164 - 0,309 0,294 0,227 0,233 0,000 0,226 0,286 0,051 0,914 |
BA3 0,204 0,328 0,198 - 0,734 0,710 0,566 0,102 0,383 0,258 0,581 0,569 ;
BA4 0,332 0,489 0,179 0,751 - 0,703 0,414 0,016 0,204 0,157 0,504 0,494 E
BA5 0,089 0,119 0,131 0,510 0,482 - 0,262 0,087 0,174 0,171 0,171 0,276 E
BAG 0,607 0,537 0,111 0,254 0,359 0,107 - 0,102 0,636 0,625 0,095 0,458 g
BA7 0,022 0,052 0,000 0,104 0,023 0,101 0,060 - 0,146 0,119 0,197 0,021 §
BA8-AF 0,080 0,107 0,209 0,243 0,198 0,174 0,130 0,091 - 0,679 0,279 0,726 '“c.u
BA8-FR 0,119 0,180 0,309 0,209 0,165 0,122 0,161 0,056 0,474 - 0,109 0,360 E
BA9 0,202 0,057 0,042 0,182 0,189 0,157 0,083 0,032 0,219 0,089 - 0,051 ©
BA10 0,241 0,374 0,492 0,398 0,413 0,107 0,273 0,024 0,196 0,333 0,041 -

Bray-Curtis similarity index

Die Biogasanlage 1 wurde nach 12 Wochen erneut beprobt. Beide 16S rDNA Klonbiblio-
theken wiesen einen hohen Ahnlichkeitswert (CJ-Index = 0,890) auf (Tabelle 6). In der
zweiten Beprobung konnte neben der Gattung Methanoculleus auch ein geringer Prozent-
satz der Gattung Methanosarcina detektiert werden (Tabelle 3), wodurch die geringe Ab-
weichung im CJ-Index vom theoretisch zu erwartenden Wert 1,0 (= vollstandige Uberein-
stimmung) zu erklaren ist. Aul3er in einem geringen Temperaturunterschied des Reaktors
von 4,3°C, der Raumbelastung und der Substratverweilzeit zwischen den beiden Proben-
nahmen, konnten keine Unterschiede in den Prozessparametern und den Ergebnissen
der chemischen Analyse festgestellt werden.

Von allen untersuchten Anlagen wiesen die Biogasanlagen 2 und 7 die niedrigste Ahnlich-
keit in der Archaea-Diversitat auf. Wie aus den paarweisen similarity indices von 0,000
ersichtlich, waren praktisch keinerlei Gemeinsamkeiten nachweisbar (Tabelle 6). Die Ur-
sache hierfur ist unklar. Biogasanlage 2 wurde mit Rindergllle, Rinderjauche, Wasser,
Maissilage und Roggenkornern bestuckt. Dagegen wurden in BA7 nur Silomais, Getreide-
korner und Wasser als Substrate verwendet. Nichtsdestotrotz zeigten beide Anlagen sehr
ahnliche CHy4-Produktivitatswerte. Hierzu ist aulerdem zu bemerken, dass BA7 generell
nur geringe Diversitatsahnlichkeiten mit den restlichen Biogasanlagen aufwies (Tabelle 6).
Zudem wurde die Biogasanlage 7 mit der hochsten durchschnittlichen Reaktortemperatur
(44,7°C) von allen Biogasanlagen betrieben.

Die héchste Ahnlichkeit (0,914 CJ-Index) in der archaellen Diversitat dagegen zeigten die
Anlagen BA2 und BA10. BA2 und BA10 verwerteten ahnliche Substrate. BA10 nutzte
Ringergulle, Rindermist, Maissilage, Grassilage und Getreidekorner. Neben der hohen
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Annlichkeit bei den Substraten und in der Diversitat bestanden auch Gemeinsamkeiten in
der Reaktortemperatur und in der Raumbelastung der Reaktoren. Ferner wurden in den
Reaktorproben fast identische Gesamt-Ammoniumgehalte gemessen (siehe Einzeldarstel-
lung im Anhang). Diese Ubereinstimmungen lassen vermuten, dass &hnliche Substrat-
kompositionen eine analoge Zusammensetzung der Archaea-Population bewirken. Bei
Betrachtung der Analyseergebnisse der restlichen Biogasanlagen scheint dies aber nicht
generell der Fall zu sein. Abgesehen von den oben aufgefihrten Gemeinsamkeiten der
beiden Biogasanlagen, zeigten diese in der Methan-Produktivitat Divergenzen, die auf die
unterschiedliche Substratverweildauer der beiden Biogasanlagen zurlckzufihren ist. BA2
besaR eine hohere CHs-Produktivitat (1,24 Nmcus® mav™ d7') bei langerer Verweilzeit
(41 Tage) als BA10 (0,95 Nmcps> may™ d™') mit kurzer Verweilzeit (26 Tage).

Die Biogasanlagen 1 und 3 wiesen ebenfalls Parallelen in ihrer Substratzusammenset-
zung auf (Tabelle 1). Bei diesen Anlagen konnte jedoch nur eine geringe Diversitatsahn-
lichkeit (0,214 CJ-Index) ermittelt werden. Bei Betrachtung der Prozessparameter fielen
ebenfalls Unterschiede auf: So wurde in der BA3 ein Vielfaches an Maissilage und eine
weitaus geringere Menge an Getreidekdrner eingesetzt als in der BA1. Auch unterschie-
den sich die beiden Anlagen in der Substratverweildauer (BA1 = 61 Tage; BA3 = 28 Tage)
und in der durchschnittlichen Raumbelastung der Reaktoren (BA1 = 3,9 kgors (may d);
BA3 = 5,8 kgots (Mm3av d)'1). Die hohere Methan-Produktivitat (1,50 Nm3cpa tOTs'1) der BA3
bei kirzerer Verweildauer der Substrate war durch die hdhere Raumbelastung des Reak-
tors bedingt. Ferner variierte der Gesamt-Ammoniumgehalt (Summe aus NH,"- und NHs-
Stickstoff) mit 4,2 kg t' (BA1) bzw. 2,4 kg t' (BA3) gravierend (siehe Einzeldarstellung im
Anhang). In BA3 mit dem geringeren Gesamt-Ammoniumgehalt konnte die acetoklasti-
sche Gattung Methanosaeta nachgewiesen werden (13% aller Archaea Klone). Dagegen
wurden in der Biogasanlage 1 an acetoklastischen Methanogenen nur Vertreter der Gat-
tung Methanosarcina detektiert und dieses mit geringeren Anteilen (6-9% aller Archaea
Klone, Tabelle 3). Aus der Literatur ist bekannt, dass das Wachstum von Mikroorganis-
men der Gattung Methanosaeta bei hohen Ammonium- bzw. Ammoniakkonzentrationen
gehemmt wird. Dagegen kénnen Methanosarcina und hydrogenotrophe Methanogene
auch bei einem hoheren Gesamt-Ammoniumgehalt gedeihen (WHITMAN et al. 2001, CAST-
RO et al. 2004, KARAKASHEYV et al. 2005, CONRAD & KLOSE 2006).

In dem Anaerobfilter (AF) und dem Feststoffreaktor (FR) der Biogasanlage 8 konnte eben-
falls ein Zusammenhang zwischen der Populationszusammensetzung der Archaea und
den Gesamt-Ammoniumgehalten des Reaktormaterials nachgewiesen werden. Der AF-
Reaktor wies einen Gesamt-Ammoniumgehalt von 1,1 kg t' auf, wahrend im FR-Raktor
nur 0,4 kg t' NH," nachgewiesen wurde. In beiden Reaktoren konnte nur eine geringe
Anzahl an Methanosaeta verwandten OTUs detektiert werden. Wahrend im FR-Reaktor
ein hoher Anteil an Methanosarcina OTUs (25% aller Archaea Klone) aufwies, fanden sich
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im AF-Reaktor mit dem wesentlich hdheren Gesamt-Ammoniumgehalt nur 9% Methano-
sarcina.

Als weiteres Beispiel, dass die Substratzusammensetzung unmittelbar keinen Einfluss auf
die methanogene Mikroflora in Praxis-Biogasanlagen ausubt, wird im Vergleich von BA3
und BA4 deutlich. So zeigten diese beiden Anlagen eine verhaltnismaRig hohe Ahnlichkeit
in der Archaea-Diversitat (CJ-Index = 0,734), obwohl sie mit unterschiedlichen Substrat-
kombinationen betrieben wurden (Tabelle 1). Bei BA3 handelt es sich um eine Biogasan-
lage, die Schweinegllle, Maissilage und Weizenkoérner als Substrate nutzte. Fur den Be-
trieb der BA4 wurden indessen Rindergulle und Maissilage eingesetzt (siehe Einzeldar-
stellung im Anhang). Beide Anlagen unterschieden sich ferner in der Verweilzeit der Sub-
strate und Raumbelastung. Die CHs-Produktivitat der beiden Anlagen zeigte ebenfalls
starke Divergenzen (BA3 = 1,50 Nmchs tos |; BA4 = 0,40 Nm3chs tois 1). Jedoch zeigten
beide Anlagen Ubereinstimmungen in der chemischen Zusammensetzung der Reaktorin-
halte (z.B. Gesamt-Ammoniumgehalt, Daten nicht abgebildet).

A-4 Anlage von mcrA Klon-Banken

Aufgrund des hohen Anteils an Bacteria-DNA, die mit dem 16S rDNA Primerset amplifi-
ziert wird, sollte erganzend ein alternativer, Archaea-spezifischer Genabschnitt fur die
Analyse der Archaea-Diversitat verwendet werden. Das Gen der Untereinheit A der Me-
thyl-Coenzym M-Reduktase (mcrA) ist hierfir besonders geeignet, da dieses Enzym spe-
zifisch fir methanbildende Archaea ist. Die von LUTON et al. (2002) bzw. von LUEDERS et
al. (2001) entwickelten Primer wurden bereits mehrfach erfolgreich zur Bestimmung der
Archaea in Umweltproben eingesetzt. In Tabelle 7 werden die Vor- und Nachteile der bei-
den mcrA-Primer und des in Versuchsteil A-3 verwendeten 16S rDNA-Primersets darge-
stellt.
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Zur Erstellung der mcrA Klonbibliotheken aus den Reaktorproben wurde das mrcA3-
Primerset (ME1/ME2) nach LUEDERS et al. (2001) ausgewahlt. Mittels dieser Primer wird
ein ca. 760 bp groRes PCR-Produkt amplifiziert, wogegen vom mcrA1-Primerset (LUTON et
al. 2002) nur ein ca. 490 bp groRes DNA-Fragment amplifiziert wird. Je langer das PCR-
Produkt ist, desto hdéher ist jedoch der phylogenetische Informationsgehalt. Durch die zu-
satzliche Amplifizierung des Isoenzyms (mrt) der Methyl-Coenzym M-Reduktase, welches
u.a. von Organismen der Ordnung Methanobacteriales synthetisiert wird, kann es zu einer
massiven Verfalschung der Analyseergebnisse kommen. Die Diskriminierung der Gattung
Methanosaeta durch das mcrA3-Primerset kann dagegen durch die parallele Analyse der
16S rDNA kompensiert werden.

Insgesamt wurden elf mcrA3- und zwei mcrA1 Klonbibliotheken erstellt. Der Umfang der
Klonbibliotheken wurde abweichend von der urspriinglichen Versuchsplanung auf 102 bis
112 Klone vergrdfliert um eine bessere statistische Absicherung der Analyse der Archaea-
Diversitat zu erreichen. Von diesen wurden 1304 mcrA Klone mittels genetischem fin-
gerprinting (PCR-RFLP) analysiert (Tabelle 9). 1158 mcrA3 Sequenzen erwiesen sich
archaellen Ursprungs (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Im Rahmen dieses Projektes entwickelte mcrA Klonbibliotheken.

Biogasanlage Anzahl Klone unbrAart]JZcihblarer Anzahl Klone unbrpz\irllzc?lhblarer
merA3 Sequenzen mer Al Sequenzen

BA1l 112 3 122 2

BAla - - - -

BA2 109 5 - -

BA3 103 2 - -

BA4 104 1 108 -

BA5 105 2 - -

BAG6 103 3 - -

BA7 102 5 - -

BAS8-AF 103 - - -

BA8-FR 103 2 - -

BA9 111 10 - -

BA10 103 3 - -
1158 36 230 2

Die im Rahmen dieses Projektes ermittelten mcrA3 und mcrA1 Nukleotidsequenzen wur-
den bei der NCBI GenBank registriert und unter folgenden Akzessionsnummern veroffent-
licht: EU636837-EU636863 -EU636894, FJ226609-FJ226751.

Die Analyse der mcrA3-Sequenz bestatigte im Allgemeinen die Befunde der 16S rDNA
Analyse. Grundsatzlich wurde jedoch mittels der mcrA3-Analyse (Tabelle 8) eine hohere
OTU-Diversitat detektiert als mit der Analyse der 16S rDNA (Tabelle 3). Eine mogliche
Ursache konnte darin bestehen, dass das mcrA-Gen eine hohere Variation innerhalb einer
Organismengruppe aufweist, wodurch das mcrA3 Primerset mehr Varianten der einzelnen
Spezies detektiert.
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Bild 2: Rarefaction-Analyse der mcrA3 Klonbibliotheken.
Die Anzahl der Klone wurde gegen die Anzahl der ermittelten OTU aufgetragen und interpoliert.

Im Gegensatz zur 16S rDNA Analyse wurden mit der mcrA3-Analyse durchschnittlich
mehr Archaea-OTUs detektiert. Dieses wurde insbesondere fur die Ordnung Methanomic-
robiales gefunden, was sich u.a. auf die Bewertung der Stichprobengrofle zur Analyse der
Klonbibliotheken auswirkte. Sowohl die Rarefaction-Analyse (Bild 2) als auch die Auswer-
tung des Chao | Indexes (Tabelle 10) zeigten, dass der Umfang der Klonbibliotheken zu
gering war um eindeutig statistisch abgesichert zu sein. Die am haufigsten auftretenden
Arten sollten jedoch durch den gewahlten Ansatz detektiert worden sein.

Die grof3e Variation der detektierten OTUs wurde ebenfalls durch die Werte fur den Shan-
non-Index (Tabelle 10) widergespiegelt. Wie schon in der Analyse der 16S rDNA Klonbib-
liotheken wurden auch hier Vertreter der Ordnung Methanomicrobiales in allen Biogasan-
lagen als dominante Gruppe detektiert (mit Ausnahme der BA7). Dieses wird auch durch
die niedrigen Evenness-Werte untermauert (Tabelle 10).

Im Gegensatz zur 16S rDNA Analyse beschrankten sich die in den Biogasanlagen vor-
herrschenden Archaea-Gruppen nicht nur auf die Gattung Methanoculleus. Ebenfalls hau-
fig wurden Vertreter der Gattungen Methanospirillum (in BA2 und BA10) und Methanocor-
pusculum (in BA9) gefunden. Als einzige Ausnahme wurde bei der Biogasanlage 7 Me-
thanothermobacter aus der Ordnung der Methanobacteriales als dominante Gattung er-
mittelt (Tabelle 8).
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Tabelle 10: Diversitatsanalyse und statistische Auswertung fur die mcrA3 Klonbibliotheken.

BA1 BA2 BA3 BA4 BAS5 BAG6 BA7 ié8 EQS BA9 BA10

Archaea OTUs 26 13 24 31 22 29 17 26 23 17 20

Shannon Index 2,42 1,43 262 284 2,49 2,70 1,84 212 2,14 1,69 1,97

Evenness 043 032 057 055 055 051 036 032 037 032 036

Chao 44 16 29 86 29 58 31 41 36 17 21
(31/91) (13/35) (25/45) (46/234) (24/54) (37/131) (20/84) (30/80) (26/74) (17/17) (19/34)

Coverage [%] 77 88 91 83 91 84 92 88 88 83 92

Werte in Klammern reprasentieren die Werte bei Annahme eines 95% Konfidenzintervalls

Tabelle 11: Ahnlichkeits-Indices des paarweisen Vergleichs der Archaea-Diversitat in den mcrA3
Klonbibliotheken.

BA1 BA2 BA3 BA4 BA5 BA6 BAY iéS EQS BA9 BA10
BA1 - 0,035 0,01 0,078 0,019 0,246 0,000 0373 0,216 0,03 0,017
BA2 0,038 - 0,161 0,009 0,009 0,28 0,009 0,094 0,195 0,031 0,645 | 3
BA3 0,01 0,147 - 0,235 0,424 0,194 0,2 0,098 0,098 0,103 0,201 ?
BA4 0,085 0,01 0,236 - 0,306 0,056 0,158 0,035 0,044 0,064 0,061 ‘?
BAS 0,038 0,01 0,365 0,252 - 0,117 0,279 0,063 0,055 0,187 0,022 g
BAG6 0,202 0,039 0,09 0,059 0,089 - 0,115 0,099 0,303 0,008 0,01 Z
BA7 0,000 0,01 0,472 0,199 0,239 0,081 - 0,008 0,034 0,062 0,03 g
BA8-AF 0,045 0,101 0,141 0,028 0,028 0,019 0,009 - 0,609 0,126 0,112 §
BA8-FR 0,019 0,195 0,09 0,069 0,069 0,06 0,06 0,57 - 0,035 0,166 g
BA9 0,038 0,02 0,05 0,059 0,129 0,01 0,091 0,038 0,04 - 0,034 o
BA10 0,029 065 0,211 005 003 0,01 0,03 0,094 019 0,04 -

Bray-Curtis similarity index

Die statistische Analyse mittels der Indices nach Chao-Jaccard und Bray-Curtis wurde
ebenfalls durch die bei Verwendung des mcrA3 Primers ermittelte hohere Archaea-
Diversitat im Vergleich zur 16S rDNA Analyse beeinflusst. Generell wurden geringere Ahn-
lichkeiten zwischen den Anlagen gefunden. Unter Berlcksichtigung dieses Sachverhaltes
konnte jedoch festgestellt werden, dass die Ergebnisse dieselben Tendenzen aufwiesen
wie in der 16S rDNA Analyse. In der mcrA3 Analyse zeigten die Biogasanlagen 2 und 7
(CJ = 0,009) sowie die Anlagen BA1 und BA3 (CJ = 0,010) kaum Ahnlichkeiten in ihrer
Archaea-Diversitat, wie auch schon bei der 16S rDNA Analyse.

Ebenfalls analog zur 16S rDNA Analyse konnte der héchste CJ-Index (0,625) bei dem
Diversitats-Vergleich von BA2 und BA10 ermittelt werden. Die hohe Ahnlichkeit der Ar-
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chaea-Lebensgemeinschaften in BA3 und BA4 (CJ = 0,235) sowie der BA8-AF und BAS8-
FR (CJ = 0,609) konnte mit der mcrA3 Analyse somit bestatigt werden (Tabelle 11).

Zusatzlich konnten weitere Unterschiede zwischen der Analyse der 16S rDNA und der
Analyse der mcrA3 Sequenz festgestellt werden:

(1)

(2)

Mittels mcrA3-Analyse wurden niemals Vertreter der acetoklastischen Gattung Me-
thanosaeta detektiert, obwohl deren Anwesenheit durch die 16S rDNA Analyse nach-
gewiesen wurde (Tabelle8).

In den mcrA3 Klonbibliotheken von BAS, BAG, BA9 und der mehrstufigen Biogasanla-
ge BA8 wurde eine hohe Anzahl an OTUs aus der Familie Methanosarcinaceae de-
tektiert (Tabelle 8). Hierdurch konnten die in der 16S rDNA Analyse nachgewiesenen
prozentualen Verteilungen innerhalb der Klonbibliotheken dieser Anlagen nicht besta-
tigt werden (Tabelle 3). Die hohe Anzahl an Methanosarcinaceae-OTUs der o.g.
mcrA3 Klonbibliotheken bedingte eine andere prozentuale Verteilung der mcrA3 Klone
fur die hydrogenotrophen und acetoklastischen Methanogenen (Tabelle 12) wie bei
der Analyse 16S rDNA Klonbibliotheken erhalten.

Die mcrA3-Analyse bei BA7 ergab einen sehr hohen Anteil (56%) an Klonen, die der
Gattung Methanothermobacter (Familie Methanobacteriaceae) zugeordnet werden
konnte. Diese OTUs wurden aul3erdem nur noch in BA10 (1% aller Archaea-Klone)
detektiert. Somit besitzt BA7 im Vergleich zu allen anderen in dieser Studie untersuch-
ten Praxis-Biogasanlagen eine einzigartige Archaea-Population.

Die Organismen der hydrogenotrophen Gattung Methanothermobacter bevorzugen It.
Literatur zum Wachstum den thermophilen Temperaturbereich (55-65°C). Die Biogas-
anlage 7 wurde in Kooperation mit dem Verbundprojekt ,Energiepflanzenanbau zur
Biogasgewinnung® (BMELV/FNR, 22002305) beprobt. Im Rahmen dieses Projektes
wurde diese Anlage mit wechselnden Substraten betrieben. Maissilage wurde daher
nur in einem begrenzten Zeitraum (funf Wochen) in dieser Anlage zur Biogasgewin-
nung eingesetzt. Die Probennahme erfolgte am Ende dieser Messperiode. Da die An-
lage vor dem Einsatz von Maissilage unter mesophilen Bedingungen kurzfristig im
thermophilen Temperaturbereich gefahren wurde, kann der Zeitraum von funf Wochen
fur eine Umstellung der methanogenen Diversitat auf die wechselnden Lebensbedin-
gungen zu kurz gewesen sein. Methanbildende Mikroorganismen haben eine sehr
lange Reproduktionszeit (bis zu 15 Tagen). Somit kann nicht ausgeschlossen werden,
dass die detektierte Diversitat der BA7 die Mikroflora einer thermophilen Fermentation
widerspiegelt.

Diese Befunde sind ein Indiz dafur, dass die methanogenen Archaea durchaus von
den Prozessbedingungen und der Reaktorkonstruktion beeinflusst werden. Hierbei
kdnnten Veranderungen in der Reaktorfahrweise einen unter Umstanden langerfristi-
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gen Einfluss auf die Reaktor-Mikrobiologie und damit auf die Leistungsfahigkeit ha-
ben.

In der Analyse der 16S rDNA Klonbibliothek der BA7 wurden nur 1% der Klone der
Ordnung Methanobacteriales zugewiesen. Diese Diskrepanz in der Diversitat ermittelt
durch 16S rDNA und mcrA Analyse kann einerseits mit dem unterschiedlichen Pri-
merbindungsverhalten der verwendeten Primersets begrindet sein. Andererseits ware
auch eine erhdhte Variation in dem mcrA-Gen innerhalb der Gattung Methanothermo-
bacter denkbar, was wiederum zu einem Anstieg der Anzahl der OTUs fuhren wurde.

Hydrogenotrophe Methanbildner wurden aufder in den Biogasanlagen BA8 (38 bis 42%)
und BA10 (26%) in allen Biogasanlagen als dominante Gruppe nachgewiesen. Somit bes-
tatigte die Analyse der mcrA3 Klonbibliotheken im Allgemeinen die Ergebnisse der
16S rDNA Analysen. In den Anlagen BA8 (58 bis 62%) und BA10 (63%) waren dagegen
acetoklastische Methanogene der Gattung Methanosarcina vorherrschend (Tabelle 12).

Tabelle 12: Prozentuale Verteilung der mcrA3 Klone fir hydrogenotrophe und acetoklastische
Methanogene.

BA1 BA2 BA3 BA4 BA5 BA6 BA7 BA8-  BA8- BA9 BA10

AF FR
hydrogenotroph 94% 100% 92% 100% 96% 95% 100% 38% 42% 83% 26%
acetoclastisch* 6% n.d. n.d. n.d. 4% 5% nd. 62% 58% 17% 63%

CA-11-Cluster, Arch-I-
Cluster und unbekannte n.d. n.d. 8% nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. 11%
Euryarchaeota

* Methanosarcina sp. wurde als acetoklastische Gattung gewertet

Neben den mcrA3 Klonbibliotheken wurde flr die Biogasanlagen 1 und 4 jeweils eine
mcrA1 Klonbibliothek erstellt. Diese umfassten 122 (BA1) bzw. 108 (BA4) Klone (Tabel-
le 9), die zu 9 (BA1) bzw. 27 (BA4) OTUs zusammengefasst werden konnten (Tabelle 8).
Die phylogenetische Zuordnung der Klone zeigte, dass auch in diesen Klonbibliotheken
die Ordnung der Methanomicrobiales dominierte: in BA1 mit 91% und in BA4 mit 79% aller
mcrA1 Klone. Wie schon in dem Vergleich der drei Primersets erlautert (Tabelle 7) wer-
den mit dem mcrA1 Primerset beide acetoklastischen Gattungen Methanosaeta und Me-
thanosarcina amplifiziert (Tabelle 8).

In der Biogasanlage BA-1 wurde die Gattung Methanosarcina mit 9% aller mcrA1 Klone
detektiert. Die mcrA1 basierte Analyse bestatigt somit die Ergebnisse der mcrA3 Auswer-
tung.
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Die Gattung Methanosaeta wurde in der BA4 mit 3% aller mcrA1 Klone nachgewiesen.
Wie schon zuvor beschrieben wird diese Gattung zwar von dem mcrA3 Primerset diskri-
miniert, konnte aber mittels der 16S rDNA Analyse ebenfalls in dieser Biogasanlage nach-
gewiesen werden.

Die Rarefaction-Analyse zeigte fur die mcrA1 Klonbibliothek der BA4 eine nicht konvergie-
rende Kurve, so dass die tatsachliche Artenzahl (OTU-Anzahl) mit dem Chao | Index ab-
geschatzt wurde. Fur BA1 wurde ebenfalls der Chao | Index berechnet, obwohl die Rare-
faction-Kurve einen nahezu asymptotischen Verlauf aufwies (Bild 3). Die Auswertung des
Chao | Indexes zeigte, dass die unteren Konfidenzintervalle nur knapp Uber der tatsachli-
chen OTU-Anzahl lagen (Tabelle 13). Somit war auch in diesen beiden mcrA1 Klonbiblio-
theken der Probenumfang statistisch gesichert. Auch die Werte fur die Coverage mit 91%
(BA1) und 88% (BA4) zeigten, dass mit dem mcrA1 Primerset die Mehrheit der OTUs in
diesen Biogasanlagen detektiert wurde (Tabelle 13).

40
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Anzahl der OTUs

10

0 10 20 30 40 50 60 70 g0 a0 100 110 120
Anzahl der Klone

Bild 3: Rarefaction-Analyse der mcrA1 Klonbibliotheken.

Die Anzahl der Klone wurde gegen die Anzahl der ermittelten OTU aufgetragen und interpoliert. — = Rare-
faction-Kurve fiir BA4; — = Rarefaction-Kurve fur BA1.

Die Werte fur den Shannon Diversitatsindex und der Evenness der mcrA1 Klonbibliothek
von BA4 (Tabelle 13) lagen nur geringfugig unterhalb derer fur die entsprechenden mcrA3
Klonbibliotheken (Tabelle 10). Deutlichere Unterschiede ergaben sich dagegen fir beide
Parameter im Falle der mcrA1 Klonbibliothek von BA1 (Tabelle 13), was durch die zusatz-
liche Detektion der Gattung Methanobrevibacter (2% aller mcrA3 Klone) in der mcrA3
Klonbibliothek dieser Biogasanlage zu erklaren ist.
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Tabelle 13: Diversitatsanalyse und statistische Auswertung fur die mcrA1 Klonbibliotheken.

BA1l BA4
Archaea OTUs 9 27
Shannon Index 1,10 2,62
Evenness 0,27 0,51
Chao-l 13 (11/23) 38 (30/68)
Coverage 91% 88%

Werte in Klammern reprasentieren die Werte bei Annahme eines 95% Konfidenzintervalls

Zusammenfassung Versuchsteil A

Im Rahmen dieser Studie wurden zehn unterschiedliche Praxis-Biogasanlagen molekular-
genetisch auf die Zusammensetzung ihrer methanbildenden Mikroflora hin analysiert.
Hierzu wurde ein Standard-Protokoll zur Extraktion der genomischen DNA aus Reaktor-
proben etabliert (NETTMANN et al. 2008). Fur die Analyse wurden drei Primersets fur zwei
unterschiedliche Genregionen eingesetzt: ein 16S rDNA Primerset (modifiziert nach Gio-
VANNONI et al. 1990 und FERNANDEZ et al. 1999), ein mcrA1 Primerset (LUTON et al. 2002)
und ein mcrA3 Primerset (LUEDERS et al. 2001). Das 16S rDNA und das mcrA3 Primerset
wurden fur alle 10 Biogasanlagen eingesetzt, wahrend das mcrA1 Primerset nur fur die
Biogasanlagen BA1 und BA4 verwendet wurde. Mit Hilfe der genannten Primersets wur-
den 25 16S rDNA und mcrA Bibliotheken erstellt. Aus diesen wurden 1020 16S rDNA Klo-
ne (68 OTUs), 1158 mcrA3 Klone (155 OTUs) und 230 mcrA1 Klone (36 OTUs) mittels
genetischem fingerprinting (ADRDA, PCR-RFLP) analysiert.

Die phylogenetische Zuordnung der nachgewiesenen OTUs zeigte, dass mit allen drei
Primersets alle Ordnungen der methanogenen Archaea, mit Ausnahme der Methanococ-
cales, detektiert wurden. Jedoch zeigten die verschiedenen Primersets geringe Abwei-
chungen bezlglich des Nachweises der Methanogenen auf der Gattungsebene. In allen
Biogasanlagen mit Ausnahme der Anlagen BA10 und BA8 sind hydrogenotrophe Archaea
die dominierenden Methanbildner.

Mit Hilfe von paarweisen Diversitatsanalysen zwischen den zehn Biogasanlagen auf
Grundlage der Bray-Curtis- und Chao-Jaccard-Indices wurden Gemeinsamkeiten bzw.
Unterschiede in der Archaea-Diversitat berechnet. Diese Ergebnisse wurden mit den Pro-
zessparametern in Relation gesetzt. Auf Basis dieser Analysen konnte keine Substratab-
hangigkeit der Auspragung der methanogenen Lebensgemeinschaften festgestellt wer-
den. Ferner scheinen weder die Verweilzeit der Substrate in dem Reaktor noch die
Raumbelastung der Reaktoren die Zusammensetzung der Archaea-Lebensgemeinschaft
zu beeinflussen. Dagegen scheint die in dem Reaktor vorliegende Ammonium- bzw. Am-
moniakkonzentration die Struktur der Archaea-Population zu beeinflussen.
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Teil B: Entwicklung eines kulturunabhangigen quantitativen Nachweisverfahrens
fur methanbildende Mikroorganismen basierend auf 16S rDNA und mcrA Sequenz

Im Rahmen dieses Teilprojektes war folgender Arbeitsplan projektiert: (B1) Entwicklung
eines semi-quantitativen Nachweissystems beruhend auf einer konventionellen PCR, (B2)
Entwicklung eines quantitativen real-time-PCR-Protokolls (Q-PCR) und (B3) Anwendung
des Assays an Labor- und Praxisanlagen ('Praxistest’). Der urspringliche Arbeitsplan
wurde allerdings zwischenzeitlich wie folgt modifiziert: Aufgrund der Arbeiten von YU et al.
(2005, 2006) sollten die in diesen Arbeiten publizierten Methoden vorrangig vor der Ent-
wicklung eigner Methoden etabliert werden mit dem Ziel (1) eine Mdglichkeit zur Kalibrie-
rung der im Rahmen dieses Projektes entwickelten PCR-Assays zu besitzen sowie (2)
eine Quantifizierung der via fingerprint Analytik ermittelten Archaea-Gruppen zu erreichen.

B-1 Entwicklung eines semi-quantitativen Nachweissystems mittels konventioneller PCR

Beruhend auf der klassischen PCR mit anschlieBender Amplifikatauftrennung in einer
Agarose-Gelelektrophorese sollte unter Verwendung der von LUTON et al. (2002) publi-
zierten 16S rDNA Primer ein semi-quantitatives Nachweissystem entwickelt werden.
Ziel dieser Untersuchungen sollte eine Multiplex-PCR sein, in der sowohl die 16S rDNA
Primer der Domane Bacteria als auch die 16S rDNA Primer der Domane Archaea ein-
gesetzt werden. Anhand der Intensitat der Bandenstarke im Agarosegel kann dann eine
ungefahre Abschatzung der Anzahl an 16S rDNA Kopien, die sich z.B. in einem Nano-
gramm eingesetzter genomischer DNA einer Umweltprobe befinden, erfolgen. Die Ent-
wicklung dieses semi-quantitativen Ansatzes macht es moglich, dass mit geringem zeit-
lichem Aufwand schnell eine Aussage Uber die ungefahre Relation von Bacteria und
Archaea 16S rDNA Kopien getroffen werden kann.
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Tabelle 14: Versuchsaufbau zur Etablierung eines semi-quantitativen Nachweisverfahrens fur
Organismen der Doméanen Archaea und Bacteria mittels einem konventionellen Multiplex-PCR-
Ansatz.

Versuchs- Zielgen Spezifitat Referenz eingesetzte Biogas- DNA.-
ansatz Kopienzahl  anlage Menge
(pg]

A 16S rDNA Bacteria Standardreihe (Bac) 10"-10° - -

B 16S rDNA Archaea Standardreihe (Arch) 10"-10% - -

C 16S rDNA  Bacteria Standardreihe (Bac) 10"-10° - -
16S rDNA  Archaea

D 16S rDNA Bacteria Standardreihe (Arch) 10"-10% - -
16S rDNA  Archaea

E 16S rDNA  Bacteria Standardreihe (Bac) 10"-10° - -
16S rDNA  Archaea Standardreihe (Arch) 10°-

F 16S rDNA Bacteria Standardreihe (Bac) 10°- - -
16S rDNA Archaea Standardreihe (Arch) 10"-10%

G 16S rDNA Bacteria Standardreihe (Bac) 10"-108
16S rDNA Archaea Standardreihe (Arch) 10108

H 16S rDNA  Bacteria Standardreihe (Bac) 10°-10° BA1A 10-1000

I 16S rDNA Archaea Standardreihe (Arch) 103108 BA1A 10-1000

J 16S rDNA  Bacteria Standardreihe (Bac) 10°-10° BA1A 10-1000
16S rDNA Archaea Standardreihe (Arch) 103108

Um eine gute Abschatzung der Bandenintensitat der Proben zu gewahrleisten, fanden
zunachst Untersuchungen zum Erstellen einer geeigneten Standardkurve statt, anhand
welcher dann die Abschatzung der 16S rDNA Kopien in der Umweltprobe erfolgen soll-
te. Hierzu wurde ein 16S rDNA Fragment fur einen Vertreter der Doméane Bacteria (Pec-
tobacterium carotovorum ssp. carotovorum DSM 30168) als auch der Domane der Ar-
chaea (Methanosarcina barkeri DSM 800) in einen pGEM-T Plasmidvektor kloniert.
Nach anschlielender Linearisierung und DNA-Gehaltsbestimmung der isolierten Plas-
mide konnten genaue Kopienzahlen des gewunschten Fragmentes ermittelt werden.
Eine Ubersicht Uber die erfolgten Versuche wird in der Tabelle 14 gegeben.

Sowohl im Versuchsansatz (A) als auch (B) konnte ein deutlicher Gradient in der Zu-
nahme der Intensitat der Bandenstarke von 10* bis 10® Kopien je PCR-Ansatz beobach-
tet werden. In den PCR-Ansatzen, in denen weniger als 1000 Kopien des 16S rDNA-
Fragmentes je PCR-Ansatz als DNA-Template zum Einsatz kamen, wurde keine Pro-
duktbildung beobachtet.
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Standardreihe Biogasanlage 1A
103 108 1 103
kb Plasmid DNA genomische DNA

21,8

A
5,05
1,96
21,8 B
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1,96
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Bild 4: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Fragmente.
(A) Primerpaar 16S rDNA-fw (Arch) / 16S rDNA-rev (Arch).

A - F = Standardreihe (Arch) (vgl. Tabelle 14); J - P = genomische DNA aus BA1A; Q = Negativkontrolle;
R = Positivkontrolle (gDNA von Methanosarcina barkeri).

(B) Primerpaar 16S rDNA-fw (Bac) / 16S rDNA-rev (Bac).

A - F = Standardreihe (Bac) (vgl. Tabelle 14); G - P = genomische DNA aus BA1A; Q = Negativkontrolle;
R = Positivkontrolle (gDNA von Pectobacterium carotovorum ssp. carotovorum).

(C) Multiplexansatz mit beiden Primerpaaren 16S rDNA (Bac) und 16S rDNA (Arch).

A - F = Standardreihe (Arch und Bac); G-Q = genomische DNA aus BA1A; Q = Positivkontrolle (gDNA
von Methanosarcina barkeri); R = Positivkontrolle (gDNA von Pectobacterium carotovorum ssp. carotovo-
rum).

Die zu erwartenden FragmentgréRen lagen fur das Primerpaar 16S rDNA (Arch) bei ca. 800 bp und beim
Primerpaar 16S rDNA (Bac) bei ca. 1200 bp. M bezeichnet den Marker Il (A/Ecol/Hindlll), der als Gro-
Renstandard aufgetragen wurde. Arch = Archaea; Bac = Bacteria.

Ein ahnliches Ergebnis wurde mit den Ansatzen (C) und (D) erhalten, bei welchen beide
16S rDNA Primerkombinationen (Archaea und Bacteria) in einem PCR-Ansatz vereinigt
wurden. In einem ersten Multiplexansatz wurde neben dem Standardplasmid zusatzlich
zu jedem PCR-Ansatz 10° Kopien des Plasmids mit dem 16S rDNA Fragment von Me-
thanosarcina gegeben um den Einfluss zweier parallel ablaufender PCR-Reaktionen in
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einem Ansatz zu untersuchen (Ansatz E, Tabelle 14). Dabei zeigte sich in der Frag-
mentintensitat der Standardreihe kein Unterschied zu den bereits vorangegangenen
Versuchen. Allerdings wurde das 16S rDNA Fragment von Methanosarcina nicht in al-
len PCR-Ansatzen gleich stark amplifiziert wie eigentlich erwartet. In den Standardan-
satzen, bei welchen 107 bzw. 10® Kopien des 16S rDNA Plasmids von Pectobacterium
als DNA-Template eingesetzt wurden, konnte eine verringerte Amplifikation des
16S rDNA Fragmentes von Methanosarcina beobachtet werden.

Grundsatzlich scheinen sich also die beiden parallel ablaufenden PCR-Reaktionen ge-
genseitig zu beeinflussen. Hieraus wiederum lasst sich folgern, dass der gewahlte An-
satz zur Entwicklung eines semi-quantitativen Nachweisverfahrens ungeeinigt ist.

Als Bestatigung dieses Ergebnisses konnen die Resultate der Versuchsansatze (H) bis
(J) gewertet werden. Im Versuchsansatz (H) wurde neben der Standardreihe auch eine
DNA-Probe aus der Biogasanlage 1A in Form einer Verdinnungsreihe von 1000 pg bis
10 pg eingesetzt (Bild 4A). Hierbei zeigte sich wieder eine gute Abstufung der erhalte-
nen PCR-Produkt-Intensitat innerhalb der Standardreihe. Auch bei der Reaktorprobe
erfolgte die Produktbildung entsprechend der eingesetzten Menge der DNA.

In diesem Versuch erwies es sich als schwierig die Bandenintensitaten der Standard-
reine mit denen der Reaktorprobe in Beziehung zu setzen. Ahnliches wurde im Ver-
suchsansatz (I) beobachtet.

In einem Multiplexansatz, bei welchem beide 16S rDNA Primersets (Bacteria und Ar-
chaea) mit den Plasmiden der 16S rDNA von Pectobacterium und Methanosarcina in
der Standardreihe sowie mit der Template-DNA der Biogasanlage 1A in Reaktion ge-
bracht wurden (Bild 4C), konnte beobachtet werden, dass sich die Standardreihen der
eingesetzten Plasmide wie erwartet verhalten. Sowohl die Fragmentintensitat des
16S rDNA Amplifikats flr die Domane Archaea als auch die des Amplifikats fur die Do-
mane Bacteria nehmen mit steigendem Plasmidkonzentrationseinsatz zu.

Dieses Ergebnis wurde im Falle der Verwendung von DNA aus Biogasanlagen jedoch
nicht erhalten. Vergleicht man die Bandenintensitaten der 16S rDNA Fragmente von
Bacteria zu Archaea untereinander, so wurde in allen Verdlinnungsansatzen ein starke-
res Signal des 16S rDNA Fragmentes der Archaea beobachtet (Bild 4C). Im Falle der
Biogasanlagen-DNA wurde die Amplifikation des 16S rDNA Genes der Bacteria diskri-
miniert. Hieraus resultiert immer eine Fehleinschatzung der Anzahl der vorhandenen
16S rDNA Kopien fur die Gruppe der Bacteria. Eine Auswertung bezlglich der Relation
von 16S rDNA Kopien von Archaea zu Bacteria konnte mit diesem Ansatz somit nicht
erfolgen.
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Zusammenfassend lasst sich aus den erhaltenen Ergebnissen folgern, dass der Ansatz
mit Hilfe einer konventionellen PCR eine schnelle Aufklarung Uber die Verteilung von
Archaea und Bacteria in Praxisbiogasanlagen zu erlangen nicht umsetzbar war.

B-2 Entwicklung eines quantitativen real-time-PCR-Protokolls

In Projektteil A-2 wurde bereits eine Optimierung des Protokolls zur DNA-Isolierung
durchgefuhrt. Diese Optimierung wurde primar unter dem Aspekt der Gewinnung von
DNA zur Entwicklung von Klonbibliotheken durchgefiihrt. Um aber den Analysen-Ablauf
weiter zu verbessern und qualitativ moglichst hochwertige DNA-Praparationen fur die
Q-PCR-Analysen bereitstellen zu kdnnen, wurde eine erneute Versuchsreihe zur Optimie-
rung der Gewinnung von mikrobieller DNA aus Biogasanlagen durchgefuhrt.

Tabelle 15: Verwendete Protokolle zur DNA-Isolierung.
SDS = Natriumlaurylsulfat. CTAB = Cetyltrimethylammoniumbromid.

Methode Lyse der Zellen CTAB Proteinase K RNAse Aufreinigungssaulchen
Behandlung Behandlung Behandlung MicroSpin S-400 HR

A mechanisch Standardprotokoll FastDNA SPIN Kit -
(FastPrep) for soil (MP Biomedicals)

B mechanisch modifiziertes Kitprotokoll FastDNA SPIN Kit -
(FastPrep) for soil (MP Biomedicals)*

C mechanisch + + + -
(FastPrep)

D chemisch + + - +
(SDS)

E chemisch + + + -
(SDS)

F enzymatisch + + + -
(Lysozym)

G enzymatisch + + - +
(Lysozym)

H mechanisch/enzymatisch + + + -

(Schockgefrieren/Lysozym)

[ mechanisch/enzymatisch + + - +
(Schockgefrieren/Lysozym)

* Das Protokoll des Herstellers wurde entsprechend der Empfehlungen von LEBUHN, Bayerische Landesan-
stalt fir Landwirtschaft, Institut fir Landtechnik und Tierhaltung, Abteilung Umwelttechnik in der Landnut-
zung, modifiziert.

Um den Einfluss der gewahlten DNA-Isolierungsmethode auf die quantitative Erfassung
von methanogenen Archaea mittels Q-PCR naher bestimmen zu kénnen, wurden neun
verschiedene Variationen von Protokollen zur DNA-Isolierung untersucht. Dabei wurden
die Verfahren fiur den Zellaufschluss (mechanisch, chemisch, enzymatisch), der Einsatz
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von Detergentien zur Reinigung der DNA (CTAB, Proteinase K) sowie die abschlieRenden
Aufreinigungsschritte der DNA-Suspension (RNAse-Verdau, Einsatz von Aufreinigungs-
saulchen) variiert (Tabelle 15).

Tabelle 16: Menge und Reinheit der aus den Optimierungsversuchen (vgl. Tabelle 15) erhaltenen
DNA-Praparationen.

Die Bestimmung der DNA-Gehalte erfolgte fluorospektrometrisch. Die Bestimmung einer Protein- bzw. Koh-
lenhydratverunreinigung erfolgte photometrisch anhand der Absorption bei A= 230 nm, 260 nm und 280 nm.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei bzw. vier Einzelmessungen.

Visuelle Bewertung der Reinheit: +++ = sehr deutliches Fluoreszenzsignal, ++ = deutliches Fluoreszenzsig-
nal, + = teilweise gestortes Fluoreszenzsignal; Axs/Azgo = Absorptionsverhaltnis zum Nachweis einer Prote-
inverunreinigung; Azs/Aceo = Absorptionsverhaltnis zum Nachweis einer Kohlenhydratverunreinigung; n.d. =
nicht bestimmt.

Visuelle
Methode  Bewertung der DNA-Gehalt Aol Azso A 30/ Azeo
Reinheit Ing ml'1] [Idealwert: 1,8] [Idealwert: 0,45]
A ++ 41838 + 1997 1,769 + 0,141 6,299 + 1,850
B ++ 33217 £ 3760 2,189+ 0,371 2,541 +£1,085
C +++ 18761 + 3871 1,756 £ 0,114 4,193 +£1,700
D +++ 20107 + 23829 nd. n.d.
E ++ 259717 £ 18279 nd. n.d.
F + 12454 + 499 1,508 + 0,153 0,651 + 0,301
G ++ 7143 + 327 1,685 + 0,036 0,586 + 0,059
H ++ 11804 + 1729 1,629 + 0,095 0,461+0,145
I +++ 7807 + 695 1,570 £ 0,112 0,606 + 0,072

Far die Bewertung der Ausbeute und der Qualitat der isolierten DNA wurden verschiedene
Parameter betrachtet (Tabelle 16). Die hochsten Ausbeuten bezogen auf den DNA-Gehalt
wurden mit SDS- bzw. FastPrep-basierten DNA-Isolierungsmethoden erreicht. Allerdings
zeigten sich beim chemischen Aufschluss der Zellen (SDS) deutliche Konzentrationsun-
terschiede bei wiederholten Praparationen (Methode D: DNA-Gehaltsausbeuten zwischen
4001 ngml" und 47481 ngml"), wohingegen beim mechanischen Zellaufschluss
(FastPrep) verhaltnismallig konstante DNA-Konzentrationen bei parallel aufgearbeiteten
Proben erzielt werden konnten (Methode A: niedrigste DNA-Gehaltsausbeute:
40080 ng mI™", hochste DNA-Gehaltsausbeute: 44148 ng ml™"). Eine Fragmentierung der
DNA beim mechanischen Aufschluss der Zellen konnte im Unterschied zu friheren Expe-
rimenten nicht festgestellt werden (vgl. Kapitel A2, Optimierung der Protokolle zur Isolie-
rung von mikrobieller DNA aus Biogasreaktoren). Alle DNA-Isolierungsprotokolle, die zur
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Anwendung kamen, lieferten im Unterschied zu den friheren Arbeiten hochmolekulare,
nicht-fragmentierte DNA.

Um genauere Aussagen uber die Qualitat der DNA treffen zu konnen (Reinheitsgrad der
DNA), wurden Absorptionsspektren der DNA-Proben im UV-Bereich aufgenommen
(A= 200-300 nm). Mit Hilfe der Quotientenbildung aus den ermittelten Absorptionswerten
von Agep und Azgp kdnnen Rickschlisse auf die Protein- bzw. RNA-Verunreinigungen der
isolierten DNA gezogen werden. Werte die im Bereich zwischen 1,7 und 1,9 liegen, wer-
den als wenig verunreinigte DNA angesehen. Der Idealwert des Quotienten liegt bei 1,8.
Sowohl mit der mechanischen als auch mit der enzymatischen Zelllyse konnten optimale
Verhaltniswerte ermittelt werden. Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass alle
angewandten DNA-Isolierungsmethoden Protein und RNA-Strukturen, die wahrend der
Zelllyse freigesetzt werden, optimal eliminieren.

Eine weitere wichtige GrolRe, die aus der Absorptionsmessung herangezogen werden
kann, ist die Bildung des Quotienten aus den ermittelten Absorptionswerten von Azzp und
Agso. Dieser ist ein Mal} fur die Kohlenhydratverunreinigung und hat seinen Idealwert bei
0,45. GrolRere Abweichungen vom Optimalwert konnten vor allem in den DNA-Proben, die
mit dem FastPrep-System isoliert wurden, beobachtet werden. Dieses kann u.U. auf be-
stimmte Inhaltsstoffe in den Puffern des verwendeten Kits wie z.B. Guanidiniumchlorid
(chaotrophes Denaturierungsmittel fur Proteine) zurtckzufuhren sein.

Nachdem die Ausbeute und die Qualitat der DNA Uberpruft wurden, schlossen sich die
Untersuchungen zur quantitativen Verteilung der methanogenen Archaea in einem Labor-
Fermenter an. Dazu kam ein von YU et al. (2005) modifiziertes Q-PCR Assay Protokoll
(vgl. Teil B-3), basierend auf der 16S rDNA-Ebene, zum Einsatz. Ermittelt wurden dabei
die 16S rDNA Kopienzahlen, welche in einem Nanogramm genomischer DNA detektiert
werden konnten.

Vergleicht man die ermittelten 16S rDNA Kopienzahlen der Domane Bacteria in allen
DNA-Isolierungsmethoden miteinander, so kann festgestellt werden, dass in den mit der
FastPrep-Methode isolierten DNA-Proben grundsatzlich ein geringerer Anteil an
16S rDNA Kopien (ca. 50000 Kopien je Nanogramm genomischer DNA) vorhanden war
als bei allen anderen DNA-Extraktionsprotokollen (ca. 1 Mio. Kopien je Nanogramm ge-
nomischer DNA) (vgl. Bild 5). Diese verminderte Ausbeute an 16S rDNA Kopien im
FastPrep-System konnte darauf zurlckzufiihren sein, dass beim mechanischen Auf-
schluss der Zellen durch Keramik- und Silikakugeln ein gréRerer Teil an Pflanzenzellen
aufgeschlossen wird und sich somit das Verhaltnis von Pflanzen-DNA zu Bakterien-DNA
zugunsten der Pflanzen-DNA verschiebt. Somit befanden sich in einem definierten Anteil
an DNA, welches in der Q-PCR eingesetzt wird, mehr Pflanzen-DNA-Fragmente, was
zum Absinken der 16S rDNA Kopien der Domane Bacteria fuhrt. Ein ahnliches Ergebnis
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ergab die Analyse mit dem Archaea-spezifischen Primerset. Auch hier lagen die Werte der
ermittelten 16S rDNA-Kopien in den DNA-Isolierungsmethoden A, B, C leicht unter den
Werten der anderen DNA-Isolierungstechniken.
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Bild 5: Ergebnisse der Q-PCR.

Die verwendeten Primer bzw. Sonden waren entsprechend YU et al. (2005). Als DNA-Template wurden die
DNA-Praparationen der Optimierungsversuche eingesetzt (vgl. Tabelle 15). Die logarithmierte Y-Achse gibt
die ermittelte 16S rDNA Kopienzahl, welche in einem Nanogramm genomischer DNA enthalten ist, wieder.
Saulen kennzeichnen Mittelwerte, Fehlerbalken eine Standardabweichung fir drei bzw. vier Messwerte.
ND = nicht detektiert.

Ein anderes Bild zeigten die Ergebnisse der spezifischen, methanogenen 16S rDNA-
Primersets. So konnten fur die Primersets spezifisch fur Methanobacteriales und Metha-
nosarcinaceae in allen Ansatzen gleiche 16S rDNA-Kopienzahlen ermittelt werden. Auch
mit dem Primerset, welches zum Nachweis der Individuen der Familie Methanosaetaceae
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dient, konnten in den DNA-Isolierungsansatzen A-C und F-I ahnliche 16S rDNA Kopien-
zahlwerte erreicht werden. Interessanterweise scheinen die Methoden der SDS-basierten
DNA-Isolierung (Methode D und E) einen Aufschluss der Zellen der Familie Methanosae-
taceae zu verhindern, da genau mit diesen Ansatzen keine 16S rDNA Kopien detektiert
werden konnten.

Auffalligerweise erzeugten die DNA-Praparationen der verschiedenen Isolierungsprotokol-
le in dem Q-PCR-Assay spezifisch fur Methanomicrobiales je nach Isolierungsprotokoll
wechselnde Mengen von 16S rDNA Kopien (Bild 5). So lagen die mit dem FastPrep ermit-
telten Kopienzahlen um zwei Zehnerpotenzen niedriger als die detektierten 16S rDNA Ko-
pien, die mit den Methoden D, E, F, G, H, | (SDS- bzw. Lysozym-basierter Zellaufschluss)
ermittelt wurden. Mogliche Ursachen fur diese Unterschiede konnten (1) ein schlechterer
Aufschluss der Zellen der Methanomicrobiales mit dem FastPrep-System oder (2) eine
durch Inhibitoren erzielte Verzégerung bzw. Behinderung der real-time PCR sein (z.B.
durch Blockieren einer Primerangriffsstelle des Methanomicrobiales Primersets).

Durch die geringe Anzahl an detektierten 16S rDNA Kopien der Ordnung der Methanomic-
robiales verschob sich das Verhaltnis von den ermittelten Kopienzahlen an hydroge-
notrophen Methanogenen (Methanobacteriales, Methanomicrobiales) zugunsten der Me-
thanobacteriales (Tabelle 17). Mit den DNA-Isolierungsmethoden D-I konnte eine deutli-
che Dominanz der Gruppe der Methanomi-crobiales bestimmt werden (82% - 96%, Tabel-
le 17).

Tabelle 17: Prozentuale Verteilung der 16S rDNA Kopienzahl bei Verwendung unterschiedlicher
Protokolle zur DNA-Isolierung.

Die Ermittlung der Kopienzahl erfolgte mittels Q-PCR (YU et al. 2005).

Methode A B C D E F G H I

Methanomicrobiales 15% 9% 18% 82% 96% 91% 95% 88% 92%
Methanobacteriales 84% 90% 81% 18% 4% 8% 4% 11% 7%
Methanosarcinaceae <1% <1% <1% <1% <1% <1% <1% <1% <1%
Methanosaetaceae <1% <1% <1% - - <1% <1% <1% <1%

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die gewahlte DNA-Isolierungsmethode ei-
nen grofden Einfluss auf die quantitative Bestimmung von Organismengemeinschaften in
Reaktorproben mittels der Q-PCR hatte. Es konnte ermittelt werden, dass die gewahlte
Methode das AufschlieRen bestimmter Zellstrukturen begtnstigt bzw. hemmt (vgl. Bild 5,
Primerset Methanosaetaceae). Eine nach der DNA-Isolierung anschliel3ende Aufreinigung
der Probe mit Hilfe einer Sephacrylsdule bewirkte eine gesteigerte Rate der



52 Klocke, Nettmann, Bergmann

PCR-Amplifikation, welche leicht erhéhte 16S rDNA Kopienzahlen bedingte (Methode F
vs. G bzw. Methode H vs. I).

Die unter Versuchsteil A angewandte Praparationsmethode (entspricht der
DNA-Isolierungs-methode F) kann als eine der besten Methoden zum Aufschluss der
Zellen der methanogenen Archaea angesehen werden, da keine Individuengruppe
durch diesen Zellaufschluss diskriminiert wurde.

Allerdings sind weitere Untersuchungen bezuglich der mechanischen Zelllyse
(FastPrep) ratsam, da diese Methode einen deutlich geringeren Zeitaufwand bendétigt
als die enzymatischen bzw. chemischen Aufschlussverfahren. So konnte zum Beispiel
die Veranderung der Geschwindigkeit bzw. der Lange der Aufschlusszeit eine Verbes-
serung der Lyseeigenschaften bewirken. Es sind somit weitere Untersuchungen bezug-
lich der DNA-Isolierung notwendig, um ein schnelles und optimales Aufschlussverfahren
zu etablieren. Neben der Q-PCR sollten weitere quantitative Analysen (z.B. Abgleich mit
FISH-Analyse) zur Bestatigung der ermittelten gruppenspezifischen Anteile innerhalb
der methanogenen Archaea dienen.

Mit Hilfe der Methode der quantitativen real-time Polymerasekettenreaktion (Q-PCR) ist es
moglich eine Detektion und Quantifizierung von mikrobiellen Lebensgemeinschaften
durchzufuhren ohne die beteiligten Mikroorganismen zuvor aus Umweltproben isolieren
und kultivieren zu mussen. Basierend auf den Sequenzen des 16S rDNA und des mcrA
Genes sollten im Rahmen dieses Projektes Assays entwickelt werden, die einen quantita-
tiven Nachweis von methanogenen Archaea in Praxisbiogasanlagen ermoglichen.

Far die Entwicklung eines solchen Nachweisverfahrens (vgl. Arbeitsplan B-2) ist die Ver-
fugbarkeit eines Standards unerlasslich. Ublicherweise wird hierzu eine Verdiinnungsreihe
eines linearisierten Plasmids mit einem inserierten Fragment der Zielsequenz (hier
16S rDNA bzw. mcrA Sequenz einer Typspezies) verwendet. Grundlage der Entwicklung
solcher Standards bildete genomische DNA fur Typspezies der Archaea-Gattungen Me-
thanoculleus, Methanosarcina, Methanosaeta und Methanobacterium (zur Verfugung ge-
stellt durch die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
DSMZ).

Mittels der ausgewahlten Arten sind die haufigsten in Biogasanlagen vertretenen Gattun-
gen in den Standards vertreten. Ebenfalls sind damit Standards fur acetoklastische (Me-
thanosaeta) und hydrogenotrophe (Methanoculleus) Methanbildner verfligbar.

Nach der Klonierung der 16S rDNA Region und der Erzeugung von linearisierten Plasmi-
de fur die Standardreihe wurde mit den von Yu et al. (2005, 2006) publizierten Protokollen
eine real-time PCR mit einem Archaea-spezifischen 5°-Nuclease-Assay durchgefuhrt. Al-
lerdings konnte mit diesem Protokoll keine definierte Standardreihe, welche zur Analyse
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der Quantitdt von Praxis-Biogasanlagen-Proben notwendig ware, gebildet werden
(Bild 6B).

Als Alternative zu dem originalen Protokoll wurde in einem zweiten Versuchsansatz ein
real-time PCR-Protokoll angewandt, welches vom Hersteller (Applied Biosystems, Darm-

stadt) empfohlen wurde. Damit war es mdglich einen linearen Verlauf der Standardreihe
zu erzielen (Bild 6A). Dieses Protokoll wurde auch fur alle weiteren Assays beibehalten.
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Bild 6: Standardkurven fir die quantitative Erfassung der 16S rDNA Kopienzahl flir Organismen
der Domane Archaea mit Hilfe des erstellten Q-PCR Protokolls.
(A) Optimierte Reaktionsbedingungen.

(B) Reaktionsbedingungen nach Yu et al. (2005, 2006).
Die verwendeten Primer bzw. Sonden waren entsprechend YU et al. (2005). Jeder Punkt reprasentiert den
Mittelwert aus drei Messungen.

Tabelle 18: Protokolle zur Optimierung der Q-PCR fiir das (16S rDNA Assay).
ARC = Archaea, BAC = Bacteria, MBT = Methanobacteriales, MMB = Methanomicrobiales, Msc = Methano-
sarcinaceae, Mst = Methanosaetaceae.

Set-Name Annealingschritt Elongationsschritt Zyklenzahl
ARC - 60°C; 60 s 45
BAC 57°C; 30s 60°C; 60 s 50
MBT 54°C; 30 s 60°C; 60 s 45
MMB - 60°C; 60 s 45
Msc 50°C; 30s 60°C; 60 s 45
Mst 50°C; 30s 60°C; 60 s 50
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Bild 7: Standardkurven fur die quantitative Erfassung der 16S rDNA Kopienzahl flr Organismen
der Domanen Archaea (m) und Bacteria (), der Ordnungen Methanomicrobiales (e) und Metha-
nobacteriales ( A ) sowie der Familien Methanosarcinaceae (—) und Methanosaetaceae ().

Jeder Punkt reprasentiert den Mittelwert aus drei Messungen.

Fir die Einschatzung des optimalen Verlaufs einer Standardkurve werden der Wert der
Steigung (slope) und der Wert des BestimmtheitsmaRes (R?) dieser herangezogen. Bei
einer optimal entwickelten Standardkurve liegen die Werte fur die Steigung zwischen -3,9
und -3,0; das Bestimmtheitsmal} sollte einen Wert von 0,95 nicht unterschreiten (ZHAN &
FANG 2006).

In Bild 7 sind alle Standardkurven, welche mit den optimierten PCR-Programmen (Tabel-
le 18) erzielt wurden, dargestellt. Tabelle 19 zeigt die dazugehorigen Steigungs- und Be-
stimmtheitsmalwerte.

Mit den optimierten Bedingungen fur die real-time PCR konnten nun anwendungsbezoge-
ne Arbeiten anhand des 16S rDNA Assays durchgefuhrt werden (s. Versuchsteil B-3).
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Tabelle 19: Steigungs- und Bestimmtheitsmaflangaben der Standardkurven (16S rDNA-Assay)

Die verwendeten Q-PCR-Assays bzw. Primersets wurden wie folgt benannt: ARC= Archaea, BAC= Bacteria,
MBT= Methanobacteriales, MMB= Methanomicrobiales, Msc= Methanosarcinaceae, Mst= Methanosaeta-
ceae.

Slope = Steigung der Standardkurve; R* = BestimmtheitsmaR der Standardkurve; intercept = Zyklenzahl die
notwendig ist, um eine 16S rDNA Kopie in der Probe nachweisen zu kénnen.

2

Set-Name Slope Intercept R

ARC -3,89 49,34 0,991
BAC -3,26 42,78 0,986
MBT -3,38 42,28 0,968
MMB -3,72 42,42 0,995
Msc -3,93 47,9 0,983
Mst -3,77 47,77 0,993

Das mcrA Gen ist im Gegensatz zum 16S rDNA Gen ein stoffwechselreguliertes Gen.
Dies bedeutet, dass sich die Expression des mcrA Genes jeweils nach den Ausgangsbe-
dingungen fur die Methanogenese richtet. Herrscht z.B. ein Mangel an Substraten fur die
Methanogenese (Acetat, Wasserstoff bzw. Kohlendioxid), wirkt sich dieses direkt auf die
Bildung des MCR-Proteinkomplexes aus. Ein konstitutiv exprimiertes Gen reagiert auf sol-
che Veranderungen mit nur geringfligigen Veranderungen in der Expressionsintensitat.

Durch eine relative Q-PCR unter Verwendung von mRNA (bzw. cDNA) konnte mit Hilfe
eines mcrA-Assays die eigentliche Aktivitat des Methanogeneseprozesses naher betrach-
tet werden.
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Fir die Entwicklung eines geeigneten mcrA-real-time PCR Assays wurden zunachst grup-
penspezifische Primerkombinationen mit Hilfe des Programms Primer Designer V2.2 ent-
wickelt (Tabelle 20). Da die mcrA-Sequenzen im Gegensatz zu den 16S rDNA Sequen-
zen kaum konservierte Bereiche im Gen aufweisen, konnten hierflr keine gruppenspezifi-
schen TagMan-Sonden entwickelt werden.

Stattdessen wurde ein real-time PCR Assay entwickelt, welches auf der Grundlage des
interkalierenden, fluoreszierenden Farbstoffs SYBR Green | beruht. Dieser ist universell
einsetzbar und lagert sich unspezifisch in doppelstrangige DNA ein. Durch das Anlagern
des Farbstoffes kommt es im Verlauf der PCR-Reaktion zu einem Fluoreszenzanstieg,
welcher dann gemessen werden kann.

Far die Ableitung gruppenspezifischer Primer wurden bereits bekannte Nukleotidsequen-
zen der mcrA-Fragmente der NCBI-GenBank [http://www.ncbi.nim.nih.gov/] entnommen
(Tabelle 21, 22). Ahnlich wie die gruppenspezifischen Primersets des von YU et al. (2005)
entwickelten 16S rDNA Assays sollten auch auf mcrA-Ebene fur die Ordnungen der Me-
thanobacteriales, Methanosarcinales und Methanomicrobiales sowie fur die Familien der
Methanosarcinaceae und die der Methanosaetaceae Primersets entwickelt werden. Zu-
dem sollte der von LUEDERS et al. (2001) entwickelte Universal-mcrA-Primer auf das real-
time PCR System Ubertragen werden (vgl. Darstellung der Ergebnisse fur Versuchsteil
A-4).
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Tabelle 21: mcrA-Sequenzen, welche fir die Entwicklung der gruppenspezifischen Primersets

verwendet wurden.
Alle Sequenzdaten wurden der NCBI GenBank [http:// www.ncbi.nim.nih.gov/] entnommen. Forts. in Tabelle
22.
Art Stammbezeichnung verwendete Referenzsequenzen (NCBI)
Methanobacterium

formicicum DSM 1312, DSM 1535 AF414051, EF465108

bryantii DSM 863 AF313806

arrhusense H2-LR AY386125

thermaggregans DSM 3266 AY289750

ivanovii DSM 2611 EF465107

beijingense DSM 15999 EF465106
Methanobrevibacter

ruminantium DSM 1093 AF414046

arboriphilus DSM 1125, DSM 7056 AF414035, AB300777

oralis DSM 7256 DQ251045

smithii DSM 861 DQ251046
Methanosphaera

stadtmanae DSM 3091 NCO007681
Methanothermobacter

thermautotrophicus deltaH NC000916

thermophilus DSM 6529 AY289752

thermoflexus DSM 7268 AY303950

wolfeii DSM 2970 AY289748
Methanothermus

sociabilis DSM 3496 AY289747
Methanococcus

maripaludis S2c NC005791

aeolicus DSM 4304 AY354034

voltae ps MVMCR1
Methanothermococcus

thermolithotrophicus DSM 2095, JCM 10549 AF414048, AB353226

okinawensis DSM 14208, IH-1 AY354033, AB353229
Methanocaldococcus

jannaschii DSM 2661 NCO000909

infernus DSM 11812, SL48, SL47  AY354035, AY354032, AY354031

Methanotorris
igneus
formicicus

Methanomicrobium
mobile

DSM 5666, JCM 11834
Mc-S-70

DSM 1539

AF414039, AB353228
AB353227

AF414044
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Tabelle 22: mcrA-Sequenzen, welche fir die Entwicklung der gruppenspezifischen Primersets

verwendet wurden.

Alle Sequenzdaten wurden der NCBI GenBank [http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/] entnommen. Forts. von Tabel-

le 21.

Art

Stammbezeichnung

verwendete Referenzsequenzen

(NCBI)

Methanoculleus
bourgensis

thermophilus
marisnigri
palmolei
chikugoensis

Methanofollis
liminatans

Methanogenium
organophilum

Methanocorpusculum
parvum
aggregans
bavaricum
labreanum

Methanospirillum
hungatei

Methanosarcina
acetivorans

mazei

barkeri
lacustris
thermophila

Methanococcoides
burtonii
alaskense

Methanohalophilus
mahii

Methanomethylovorans

thermophila
hollandica

Methanosalsum
zhilinae

Methanosaeta
concilii
harundinacea
thermophila

Methanopyrus
kandleri

DSM 3045, DSM 6216,
DSM 2772

DSM 2624, DSM 2373
JR-1

DSM 4273

DSM 13459

DSM 4140

DSM 3596

DSM 3823
DSM 3027
DSM 4179
Y4

JF1, DSM 864

C2A,

Go1, DSM 2053, DSM 4556,

DSM 9195
fusaro

MM

DSM 1825

DSM 6242
DSM 17273

DSM 5219

L2FAW
ZB

DSM 4017

DSM 3671, VeAc9
8Ac, 6Ac
PT

AV19, DSM 6324

AF414036, AB300786, AB300785

AF313804, AB300783
NC009051
AB300784
AB300779

AF414041

AB353222

AF414045
AF414034
AF414049
NC008942

AF313805, AF414038

NC002097
NCO003901, AF414043,
AB300782, AB300778
NCO007355
AY260438
AB353225

NCO007955
AB353221

AB353223

AY672820
AY260437

AB353224

AF414037, AF313803
AY970348
NC008553

NCO003551, AF414042
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Die Q-PCR-Assays mit den entwickelten Primersets wurden zuerst mit linearisierten
Plasmiden (pGEM-T Vektor + spezifisches mcrA-Fragment) der Arten Methanoculleus
bourgensis, Methanosarcina barkeri, Methanosaeta concilii und Methanobacterium formi-
cicum durchgefihrt. In Tabelle 24 sind die ermittelten Werte zur Einschatzung der Stan-
dardkurve (Bestimmtheitsmal}, slope und intercept) fur die optimierten Q-PCR-
Reaktionsbedingungen (Tabelle 23) dargestellt.

Es zeigte sich, dass alle gruppenspezifischen Primersets nur mit solchen Plasmid-
Templates in Reaktion traten, welche die entsprechenden mcrA-Fragmente beinhalteten.
Alle entwickelten Primersets erwiesen sich als spezifisch fur die jeweiligen Zielgene.

So amplifizierte z.B. das Primerset Mstca €in Produkt nur mit dem Plasmid, in welches
das mcrA-Fragment von Methanosaeta concilii kloniert wurde. Mit den drei weiteren Plas-
miden (mit mcrA-Fragment von Methanoculleus bourgensis, Methanosarcina barkeri und
Methanobacterium formicicum) konnte keine Produktbildung wahrend der Q-PCR beo-
bachtet werden. Es traten also keine Kreuzamplifikationen des Mst¢a-Primersets mit den
unspezifischen linearisierten Plasmiden auf.

Tabelle 23: Optimierte Protokolle fir die mcrA-Q-PCR-Assays.

Die eingesetzten Primersets wurden wie folgt benannt: Uni = Universal mcrA Primerset (LUEDERS et al.
2001), MSL = Methanosarcinales-Set, MBT = Methanobacteriales-Set, MMB = Methanomicrobiales-Set,
Msc = Methanosarcinaceae-Set, Mst = Methanosaetaceae-Set.

Set-Name Annealingschritt Elongationsschritt Zyklenzahl
Uni (mcr A) 53°C, 30 s 60°C; 60 s 50
MSL (mcr A) 56°C, 30 s 60°C; 60 s 45
MBT (mcr A) 53°C, 30 s 60°C; 60 s 45
MMB (mcr A) 55°C, 30 s 60°C; 60 s 45
Msc (mcrA) - 60°C; 60 s 45

Mst (mcr A) - 60°C; 60 s 45
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Tabelle 24: Steigungs- und Bestimmtheitsmalf3 fur die Standardkurven (mcrA Assay).

Die eingesetzten Primersets wurden wie folgt benannt: Uni = Universal mcrA Primerset (LUEDERS et al.
2001), MSL = Methanosarcinales-Set, MBT = Methanobacteriales-Set, MMB = Methanomicrobiales-Set,
Msc = Methanosarcinaceae-Set, Mst = Methanosaetaceae-Set.

Slope = Steigung der Standardkurve; R? = Bestimmtheitsmal der Standardkurve; intercept = Zyklenzahl die
notwendig ist, um eine 16S rDNA Kopie in der Probe nachweisen zu kénnen.

2

Set-Name Slope Intercept R

Uni (mcr A) -3,31 bis -3,91 43,37 bis 52,85 0,972 bis 0,979
MSL (mcr A) -3,52 40,05 bis 41,68 0,970 bis 0,988
MBT (mcr A) -3,72 47,11 0,979
MMB (mcr A) -3,89 46,14 0,985
Msc (mcrA) -3,22 41,68 0,978

Mst (mcr A) -3,78 42,82 0,983

Um allerdings eine bessere Absicherung des mcrA Assays zu erreichen, mussen weitere
methanogene Archaea-Arten auf die spezifischen Primersets getestet werden. Zur Zeit
werden am ATB hierzu weitere Standards unter Verwendung der mcrA-Sequenzen von
Methanococcus vannielii, Methanoculleus marisnigri, Methanospirillum hungatei, Metha-
nothermobacter thermautotrophicus, Methanobrevibacter arboriphilus, Methanobacterium
bryantii, Methanomicrobium mobile, Methanosarcina thermophila, Methanosarcina mazei,
Methanofollis liminatans und Methanosaeta thermophila entwickelt.

B-3 Anwendung des 16S rDNA Assays an Labor- und Praxisanlagen ("Praxistest’)

Nachdem das Protokoll fur die einzelnen, gruppenspezifischen Primersets von Yu et al.
(2005) fur die verwendete real-time PCR-Plattform optimiert wurde (vgl. Kap. 11.1.B-2), er-
folgte nun die Anwendung der 16S rDNA Assays fur Proben aus ausgewahlten Labor- und
Praxisanlagen.

Zunachst wurden die Q-PCR-Assays zur Analyse der in Kap. 1I.1.A-1 vorgestellten Praxis-
Biogasanlagen verwendet. In dieser Analyse wurde flr jede Biogasanlage gruppenspezi-
fisch die 16S rDNA Kopienanzahl ermittelt, welche in einem Nanogramm genomischer
DNA vorhanden war. Die prozentualen Werte bezogen auf die ermittelte Summe aller
16S rDNA Kopien sind in Tabelle 25 dargestellt.

Hierbei zeigte sich, dass in allen Praxis-Biogasanlagen, mit Ausnahme der Biogasanlage
10, die Kopienzahl fur Vertreter der Methanomicrobiales am hoéchsten war. Methanobacte-
riales waren nur in BA7 in nennenswertem Umfang vertreten. Methanosarcinaceae wur-
den in allen Biogasanlagen nur vereinzelt detektiert. Vertreter der Methanosaetaceae
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konnten in sechs der Biogasanlagen nachgewiesen werden, wobei die hochsten Anteile in
BA2 und BA10 gefunden wurden. Diese Ergebnisse bestatigen das Bild der PCR-RFLP
fingerprint Analyse, in welcher Methanoculleus, der zur Ordnung der Methanomicrobiales
zahlt, als dominante Art in allen Praxisbiogasanlagen detektiert werden konnte (vgl. Kap.
11.1.A-3).

Tabelle 25: Prozentuale Verteilung der 16S rDNA Kopienzahl fir die Ordnungen Methanomicrobi-
ales und Methanobacteriales bzw. fir die Familien Methanosarcinaceae und Methanosaetaceae.

Die Bestimmung erfolgte auf Basis von 1 ng genomischer DNA.

BA1 BA2 BA3 BA4 BA5 BA6 Ba7 A8 BA& 5.9 BA10
AF  FR
m‘fct:‘j;‘;les 99% 61% 84% 85% 99% 85% 83% 97% 97% 97%  24%
E/laeé?e&:?;es <1% 2% 1% 3% <1% 3% 17% <1% <1% 2% 3%
2";‘3‘;’]‘2;% <1% <1% <1% - ; L <% <1% <1% <1% <1%
zﬂae;:‘air;:le - 36%  14%  12% - 12% - 2% 2% - 73%

Neben der Analyse der gruppenspezifischen Primersets der Methanogenen wurde weiter-
hin eine Analyse der Gesamtkopienzahl des 16S rDNA Gens fur Archaea bzw. Bacteria
durchgefuhrt. In Tabelle 26 ist das prozentuale Verhaltnis der Anzahl detektierter
16S rDNA-Kopien der Domane Archaea zur Domane Bacteria dargestellt. Dabei wurden
Werte zwischen 2,6% (Biogasanlage BA7) und 32,7% (Biogasanlage BA8-FR) erreicht. Im
Durchschnitt wurde ein Verhaltnis Archaea 16S rDNA zu Bacteria 16S rDNA von 1:10 ge-
funden. Interessanterweise konnte in der einzigen untersuchten zweistufigen Biogasanla-
ge die hochste Archaea-Anreicherung gegenuber den Bacteria ermittelt werden. Dieses
kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass in diesem System die Archaea besser angereichert
werden als bei einer normalen einstufigen Reaktorfahrweise. Um diese These zu verifizie-
ren mussten allerdings weitere Untersuchungen zu dieser Thematik durchgefuhrt werden.

Tabelle 26: Prozentuales Verhaltnis der ermittelten Werte fir die 16S rDNA-Kopienzahl fir Ver-
treter der Domane Archaea in Relation zu der Kopienzahl flir Vertreter der Doméane Bacteria.

ARC = Anzahl 16S rDNA-Kopien fiir Archaea; BAC = Anzahl 16S rDNA-Kopien flr Bacteria.

BA1l BA2 BA3 BA4 BA5 BAG6 BA7 B:\g ) BFAF? " BA9 BAI10

ARC/BAC 101% 7,9% 10,5% 55% 32% 55% 26% 275% 327% 72% 78%
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Vertreter der Familie Methanosaetaceae bilden Methan ausschlie8lich Uber das Stoff-
wechselausgangsprodukt Acetat, wohingegen die Familie der Methanosarcinaceae so-
wohl hydrogenotrophe als auch acetoklastische Methanbildner aufweist. Zudem wurde fur
Methanosarcina die Abhangigkeit der Methanogenese (hydrogenotroph vs. acetoklastisch)
von der apparenten Acetatkonzentration nachgewiesen. Zur Vereinfachung wurden aber
alle 16S rDNA Kopienzahlen fur die Familien Methanosaetaceae und Methanosarcina-
ceae zusammengefasst und als acetoklastische Methanbildner gewertet (Tabelle 27). Alle
ermittelten Werte fir die 16S rDNA Kopien der Ordnungen Methanomicrobiales und Me-
thanobacteriales wurden als Wert fur die Gruppe der hydrogenotrophen Methanbildner
zusammengefasst. Die resultierende prozentuale Verteilung ist in Tabelle 27 dargestellt.

Tabelle 27: Prozentuale Verteilung der 16S rDNA-Kopienzahl auf hydrogenotrophe und ace-
toklastische Methanogene.

Die Bestimmung erfolgte auf Basis von 1 ng genomischer DNA. Methanosarcina wurde als acetoklastischer
Methanbildner gewertet.

BA1 BA2 BA3 BA4 BA5 BA6 BA7 °A% BAS- ni9 BAL0

AF FR
hydrogenotroph  99% 63% 86% 88% 100% 88% 99% 98% 98% 99% 27%
acetoklastisch <1% 37% 14% 12% - 12% <1% 2% 2% <1% 73%

Grundsatzlich fallt auf, dass in allen Biogasanlagen mit Ausnahme von BA2 und BA10
hydrogenotrophe Methanogene die Mehrheit unter den methanogenen Archaea stellen.
86% bis 100% aller detektierten 16S rDNA Kopien waren dieser Gruppe zuzuordnen. Eine
Dominanz der Acetat-verwertenden Archaea konnte nur in Biogasanlage 10 (73% der
16S rDNA Kopien) nachgewiesen werden.

Werden die ermittelten 16S rDNA Kopien in ihrer Gesamtheit in allen Praxisbiogasanlagen
miteinander verglichen, so kann eine Abhangigkeit der Zusammensetzung der methano-
genen Archaea vom eingesetzten Wirtschaftssubstrat und dem Anteil bzw. der Zusam-
mensetzung an nachwachsenden Rohstoffen nicht beobachtet werden, da in allen Praxis-
biogasanlagen, mit Ausnahme der Biogasanlage 10, die Gruppe der hydrogenotrophen
Methanbildner vorherrschend ist. Die Grunde fur den hohen Anteil an methanogenen Ace-
tatverwertern in Biogasanlage 10 mussen daher in den Eigenschaften der Prozesspara-
meter gesucht werden. Ein Faktor konnte die verhaltnismalig geringe Gesamt-
Ammoniumkonzentration von 1,7 kg t” bei einem pH Wert von 7,4 sein, welche zu einer
optimalen Entwicklung von Mikroorganismen der Gattung Methanosaeta beitragt (vgl.
Kap. 1I.1.A-3).

Neben der quantitativen Analyse der zehn Praxisbiogasanlagen wurde das 16S rDNA As-
say ebenfalls zur versuchsbegleitenden Analyse von Biogasfermentationen im Labormal}-
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stab angewandt. Die Ergebnisse wurden u.a. zur Anfertigung einer Diplomarbeit zum
Thema ,Charakterisierung der Populationsstruktur der methanogenen Archaea wahrend
einer Biogas-Fermentation mittels gruppenspezifscher real-time PCR" genutzt. Weitere
Analysen wurden im Rahmen des FNR-Projektes 22018306 durchgefihrt. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen werden im entsprechenden Abschlu3bericht ausflhrlich darge-
stellt.
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Teil C: Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) erlaubt die Detektion und quantitative Analy-
se von Mikroorganismen direkt in einer Umweltprobe, also in situ. Die rRNA ist ein geeig-
netes Zielmolekul zur Detektion von Mikroorganismen, da sie (1) ubiquitar vorhanden ist,
(2) sowohl konservierte als auch variable Sequenzregionen besitzt und (3) in hoher Ko-
pienzahl vorliegt. Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung in ihrer jetzigen Form wurde erst-
mals von DELONG et al. (1989) vorgestellt. Hierbei werden fluoreszenz-markierte Oligo-
nukleotidsonden eingesetzt, welche in die Zelle eingeschleust werden und unter bestimm-
ten Bedingungen mit der 16S rRNA hybridisieren (AMANN et al. 1995). Je nach Konservie-
rungsgrad der FISH-Sonden kdénnen verschiedene phylogenetische Gruppen gezielt de-
tektiert werden (z.B. Domanen, Familien, Gattungen oder auch Spezies). Mittlerweile ste-
hen Hunderte von rRNA-spezifischen Oligonukleotidsonden fur die in situ Analyse von
Mikroorganismen zur Verfligung. Eine der wichtigsten Plattformen fir die Suche nach ge-
eigneten Sonden ist probeBase [http://www.microbial-ecology.net/probebase], die auch
Informationen Uber die Hybridisierungsbedingungen bietet (LOY et al. 2003).

Unter idealen Bedingungen konnen positive FISH Signale von Mikroorganismen in einer
Umweltprobe zur Identifikation und Quantifizierung der Organismen in einem System ge-
nutzt werden. Das Fehlen von FISH Signalen bedeutet jedoch nicht, dass der Zielorga-
nismus nicht in der Umweltprobe vorhanden ist. Es gibt vielmehr verschiedene Einschran-
kungen der Methode, die zu beachten sind (HUGENHOLTZ et al. 2001, AMANN et al. 2001,
PERNTHALER et al. 2002, KARAKASHEV et al. 2005):

(1) In der Umweltprobe muss eine Zellzahl von iiber 10°-10* Zellen pro Milliliter Probe
vorliegen.

(2) Die Zellwand der Mikroorganismen muss permeable fur die FISH-Sonden sein. Dies
kann durch eine Fixierung mit Formaldehyd bzw. Paraformaldehyd flir Gram-negative
oder durch Ethanol fur Gram-positive Mikroorganismen unterstitzt werden.

(3) Die rRNA-Konzentration in den Zellen muss ausreichend sein. Schon einige tausend
rRNA-Molekule reichen fur ein positives FISH Signal aus. Mikroorganismen mit einer
geringen physiologischen Aktivitat besitzen jedoch meist eine fur die FISH nicht aus-
reichende rRNA-Konzentration.

Im Rahmen dieses Projektes wurden folgende Arbeiten ausgeflhrt:

Probenfixierung: Die Proben der zehn ausgewahlten Biogasanlagen wurden in Formalde-
hyd fixiert, um die Permeabilitat der Zellen fur die FISH-Sonden zu erhéhen. Hierzu wur-
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den 500 pl je frische bzw. kurzfristig in Ethanol (1:1 mit 96% Ethanol vermischt) bei -20°C
gelagerte Reaktorprobe zunachst in 1x PBS Puffer (pH 7,3) gewaschen und bei 15000 x g
far 5 min zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte eine Fixierung in 3,7% Formaldehyd fur min-
destens 4 Stunden bei 4°C. Nach der Fixierung wurden mehrere Waschschritte mit 1x
PBS Puffer (pH 7,3) durchgefuhrt. Fur die Lagerung bei -20°C wurden die Proben in 1x
PBS-Ethanol (im Verhaltnis 1:1) aufgenommen.

Optimierung der Protokolle fur die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH): Obwohl FISH
schon erfolgreich fur die quantitative Analyse von verschiedensten Umweltproben einge-
setzt wurde, ist sie nicht fur jede Art von Probe geeignet. Besonders bei Proben, die abio-
tische, autofluoreszierende oder Sonden absorbierende Materialien enthalten, kann die
fluoreszenz-basierende Detektion problematisch sein (HUGENHOLTZ et al. 2002, AMANN et
al. 2001, PERNTHALER et al. 2002, KARAKASHEV et al. 2005). Die Proben aus Biogasreakto-
ren enthalten einen hohen Anteil an Pflanzenfasern, der eine sehr starke Autofluoreszenz
bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung hervorruft. Ein weiteres Problem bei der Quanti-
fizierung methanogener Archaea mittels FISH, stellt die Bildung von Zellaggregaten dar.
Durch die Produktion von extrazellularen polymersichen Substanzen (EPS) sind Mikroor-
ganismen befahigt untereinander bzw. an Substanzen wie Pflanzenfasern oder Bodenpar-
tikeln fest anzuhaften (BOCKELMANN et al. 2003, VEIGA et al. 1997). Die EPS setzten sich
aus extrazellularen Polysacchariden, wie u.a. Galactose, Glucose und Mannose aber
auch aus Polypetiden zusammen (VEIGA et al. 1997). Durch diese Adhasion der Mikroor-
ganismen wird die Quantifizierung mittels FISH erheblich erschwert. Einige Gattungen der
methanogenen Archaea bilden mehr oder weniger gro3e Zellaggregate aus. Ein Beispiel
hierflir ist die Gattung Methanosarcina, welche Aggregate mit einem Durchmesser bis zu
1000 um bilden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher verschiedene Versuche zur
Verringerung der Hintergrundfluoreszenz und zur Trennung der Mikroorganismen unter-
einander und von den Pflanzenfasern durchgefuhrt:

(1) Trennung der Mikroorganismen von Pflanzenfasern mittels Zentrifugation: Hierzu wur-
den analog zur Probenaufbereitung fir die DNA-Extraktion 15 ml gepoolte Reaktor-
probe bei 200 x g fir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in frische Zentrifugen-
rohrchen Uberflhrt und bei 3500 x g flr 45 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde
mit 15 ml 1x PBS Puffer (pH 7,3) resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde mehrmals
durchgeflihrt. Anschlieend erfolgte dann die Fixierung wie oben beschrieben.

Bei der mikroskopischen Kontrolle (Optiphot-2, Nikon) mittels Autofluoreszenznach-
weis (A=420 nm) der einzelnen Schritte dieser Aufreinigungsmethode zeigte sich,
dass ein sehr hoher Anteil der Mikroorganismen an den Pflanzenfasern, die im ersten
Zentrifugalschritt aus der Probe entfernt wurden, haften geblieben waren (Bild 8).
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Bild 8: Mikroskopische Kontrolle der Aufreinigungsschritte fur die FISH bei Verwendung des
Protokolls 1 mittels Autofluoreszenz.

(A) Resuspendiertes Pellet nach Zentrifugation bei 200x g.
(B) Uberstand nach der Zentrifugation und mehreren Waschschritten.
Die Vergrofierung war jeweils 400x.

Trennung der Mikroorganismen von Pflanzenfasern mittels Ultraschall: Fur die Ablo-
sung der Mikroorganismen von den Pflanzenfasern wurde eine Methode modifiziert
nach PIKE et al. (1972) verwendet. Mittels Ultraschall sollten die Mikroorganismen von
den Pflanzenfasern abgetrennt werden. Fur diese Versuchreihe wurden 100 pl fixierte
Proben mit 500 ul 1x PBS Puffer (pH 7,3) vermischt und bei 15000 x g fur 5 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1000 pl 1x PBS Puffer (pH 7,3) aufgenommen. Fur
die Durchfuhrung wurde eine Sonifizierung (Sonoplus GW2070, Bandelin, Berlin,
Deutschland) von 10 s mit der Pulsstufe 1 bei verschiedenen Intensitaten (84%, 50%
und 30%) gewanhlt.

Die mikroskopische Kontrolle zeigte, dass nach der Sonifizierung ebenso viele Mikro-
organismen weiterhin an den Pflanzenfasern hafteten, wie es bei Proben ohne Ultra-
schallbehandlung der Fall war (Bild 9).

Enzymatischer Abbau der Pflanzenfasern: Ein weiterer Ansatz zur Optimierung der
FISH war der enzymatische Abbau der Pflanzenfasern. Zunachst wurden 100 pl fixier-
tes Reaktormaterial mit 500 ul 1x PBS (pH 7,3) vermischt und bei 15000 x g flr 5 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 pl 1x PBS (pH 7,3) resuspendiert. Dann erfolgte
die Zugabe von 50, 100 oder 500 U Enzymmix bestehend aus Cellulase, Xylanase,
Pektinase und Laccase. Der Ansatz wurde fur 1, 2, 3, 4, 5, 6 und 24 Stunden bei 37°C
inkubiert. Die nachfolgende zehn-sekiindige Sonifizierung wurde bei der Pulsstufe 1
mit Intensitaten von 84%, 50% oder 30% durchgefuhrt. AnschlieRend wurden 10 pl
der jeweiligen Probe mit DAPI angefarbt und mikroskopisch ausgewertet.

Hierbei hat sich gezeigt, dass die Behandlung mit Enzymen keinen bzw. nur schwa-
chen Abbau der Pflanzenfasern bewirkte. Die Ursache hierfir liegt wahrscheinlich in
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der Akkumulation von Zuckern in dem Ansatz, wodurch eine Produkthemmung der
Enzyme stattfindet. Dieser Optimierungsansatz wurde daher nicht weiterverfolgt.

Bild 9: Mikroskopische Kontrolle der Optimierungsversuche fiir die FISH bei Verwendung des
Protokolls 2.

(A) Probe (BA9) vor der Sonifizierung.
(B) Probe (BA9) nach der Sonifizierung (10 s, Pulsstufe 1, ca. 35W).
Beide Proben wurden mit DAPI angefarbt. Die Vergrolerung war jeweils 400x.

(4) Zerstbrung der EPS mittels Enzymen und Ultraschall: Durch eine Kombination von

EPS-abbauenden Enzymen und einer nachfolgenden Behandlung mit Ultraschall soll-
te eine Ablosung der Mikroorganismen von Pflanzenfasern und die Auftrennung von
Zellaggregaten bewirkt werden. In der Analyse von Bodenmikroorganismen wurde
diese Methode bereits erfolgreich eingesetzt (BOCKELMANN et al. 2003). Hierbei wur-
den verschiedene Konzentrationen eines Enzymmixes bestehend aus f-
Galacotisdase, a-Glucosidase und Lipase bei verschiedenen Sonifizierungsintensita-
ten getestet. Folgendes optimierte Protokoll wurde umgesetzt: 100 pl fixiertes Reak-
tormaterial wird mit 500 pl 1x PBS (pH 7,3) vermischt und bei 15000 x g fur 5 min
zentrifugiert. Fur die Enzymbehandlung wurden 30 pl MgCl, (25 mM), 2U
B-Galacotisdase, 2 U a-Glucosidase und 10 U Lipase zu dem Pellet pipettiert und mit
1x PBS Puffer (pH 5,7) auf 500 pl aufgefullt. Die Inkubation wurde bei 30°C und
1000 rpm far 60 min im Thermomixer (Comfort, Eppendorf) durchgefuhrt. Anschlie-
Rend wurden die Proben fur 2 min auf Eis gestellt (Reaktionsstop). Vor der Sonifizie-
rung wurde das Probenvolumen auf 1 ml mit 1x PBS (pH 5,7) erhdht. Die Proben
wurden zweimal fur 30 s bei der Pulsstufe 1 und 50% Leistung (ca. 35 W) auf Eis so-
nifiziert. FUr jede Probe wurde eine Verdunnungsreihe (100x, 500x und 1000x End-
verdunnung) hergestellt. Diese wurden mittels DAPI-Farbung unter dem Mikroskop
auf ihre Eignung fur die FISH Uberpruft.

Die Kombination von Enzym- und Ultraschallbehandlung zur Optimierung der Fluo-
reszenz in situ Hybridisierung erwies sich als sehr geeignet. Durch diesen Ansatz
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wurde die Mehrheit der Mikroorganismen von den Pflanzenfasern gelost. Ferner konn-
te bei vielen Aggregat bildenden Mikroorganismen eine Auftrennung bewirkt werden
(Bild 10). Leider war es im Rahmen des Projektes aus Zeitgriinden nicht moglich die-
se Methode soweit zu optimieren um auch Organismen wie Methanosarcina sp. er-
folgreich von Pflanzenfasern ablésen und deren Zellaggregate in Einzelzellen auflo-
sen zu kénnen (Bild 10D).

10 pm

Bild 10: Mikroskopische Kontrolle der Optimierungsversuche fiir die FISH bei Verwendung
des Protokolls 4:

(A) Probe BA10 vor der Sonifizierung.
(B) Probe BA9 nach der Sonifizierung.

(C) Probe BA10 nach 60 min Inkubation mit Enzymmix (siehe Protokoll 4) und nach 2x 30 s
Sonifizierung bei Pulsstufe 1 und 50% Leistung (ca. 35 W)

(D) Probe BA9 - Zellaggregat von Methanosarcina sp. nach 60 min Inkubation mit Enzymmix
(siehe Protokoll 4) und nach 2x 30 s Sonifizierung bei Pulsstufe 1 und 50% Leistung (ca.
35 W).

Die Proben wurden mit DAPI angefarbt.

In Tabelle 28 werden die verwendeten Oligonukleotidsonden fir die FISH aufgefihrt. Ne-
ben den Zielorganismen werden auch die Stringenzen und der jeweilige Literaturverweis
angeben. Die FISH-Sonden waren mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Cy3 am 5°-Ende mar-
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kiert. Zur Ermittlung der Gesamtzellzahl wurde der Nukleinsaurebindende Fluoreszenz-
Farbstoff DAPI verwendet (Tabelle 29).

Tabelle 28: In dieser Studie verwendete FISH-Sonden.

. . . . Stringenz
Oligonukleotidsonde probeBase Nr  Zielorganismus(men) (% Formamid) Referenz
EUB338 pB-00159 Bacteria - AMANN et al. 1990
ARCH915 pB-00027 Archaea - STAHL et al. 1991
UNIV1389c pB-00430 Archaea - LOY et al. 2002
MX825 pB-00232 Methanosaeta sp. 50% RASKIN etal. 1994,

CROCETTI et al. 2006
MS821 pB-01145 Methanosarcina sp. 40% RASKIN et al. 1994

Methanomicrobium sp.,
Methanoculleus sp.,
Methanogenium sp.,
Methanospirillum sp.,
Methanocorpusculum sp.,
Methanoplanus sp.

MG1200 pB-00210 20% RASKIN et al. 1994

Methanobacterium sp.,
Methanobrevibacter sp.,
Methanosphaera sp.,
Methanothermobacter sp. *

MC1109 pB-00206 Methanococcaceae 20% RASKIN et al. 1994

MB310 pB-00203 30%** RASKIN et al. 1994

* Reinkulturen von Methanothermobacter thermautotrophicus konnten mit der Sonde MB310 erfolgreich mar-
kiert werden.
** nach CROCETTI et al. (2006)

Tabelle 29: In dieser Studie verwendete Fluoreszenz-Farbstoffe und Filtersysteme.

Farbstoff Kurzform Anregung Filter- Exciter Emitter St_rahlen-
system teiler

4,6-Diamidino-2-

phenylindoldihydrochlorid DAPI 365 nm DAPI AMCA D350/50 D460/50 400 dclp

1-(e-carboxypentynyl)-1'-

AN Cy3 535-550 nm HQ:Cy3 HQ545/30 HQ610/75 Q570 Ip

tetramethylindocarbocyanin-
5,5'-disulfonat

Die Hybridisierungen wurden nach folgendem Protokoll durchgefuhrt: Die Probenfixierung
und -aufbereitung erfolgten nach Protokoll 4. Nach der Enzymbehandlung und der Sonifi-
zierung wurde fur jede Probe eine Verdunnungsreihe erstellt (100x, 500x und 1000x) um
die optimale Verdunnung der Probe fur die FISH festzustellen. Dazu wurden die verschie-
denen Verdunnungen auf einen Objekttrager aufgetragen, mit DAPI angefarbt und mikro-
skopisch kontrolliert. Mit der optimalen Verdiinnung wurde dann die FISH durchgefihrt.



Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 67 71

Fir die Hybridisierung wurden teflonbeschichtete Objekitrager mit 10 Kammern verwen-
det. Jede Kammer wurde mit 10l Gelantine/CrK(SO4), beschichtet und im Hybridisie-
rungsofen getrocknet. 10 pl Probe wurden in eine Kammer des Objekttragers aufgetragen,
zur Dehydrierung jeweils fur 3 min in 50%, 80% und 96% Ethanol getaucht und anschlie-
Rend getrocknet. Es folgte die Praparation mit 10 pl Hybridisierungspuffer, der eine fur die
jeweilige FISH-Sonde spezifische Stringenz besaly (Tabelle 28 und 30). Jeweils 1 pi
FISH-Sonde (50 ng pl™") wurde zu der Hybridisierungspuffer gegeben. AnschlieRend wur-
de der Objekttrager in eine Hybridisierungskammer bestehend aus einen verschlieRbaren
50 ml Reagenzréhrchen und einem in Hybridisierungspuffer getranktem Stick Zellstoff
uberfuhrt. Die Hybridisierung erfolgte bei 46°C fur zwei Stunden im Hybridisierungsofen.
Nachfolgend wurden die Objekttrager in dem jeweiligen Waschpuffer (Tabelle 28 und 31)
fir 15 min bei 48°C inkubiert und anschlief3end fur ca. 3 s in eiskaltem Reinstwasser ab-
geschreckt und getrocknet. Bis zur mikroskopischen Quantifizierung der Mikroorganismen
wurden die Objekttrager bei -20°C gelagert.

Tabelle 30: Zusammensetzung des Hybridisierungspuffers.

Die Stringenz ist in % Formamid angegeben und richtet sich nach der verwendeten Oligonukleotidsonde
(s. Tabelle 28). Alle Angaben in pl.

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50%
5M NaCl 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180
1M Tris/HCI 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Denhardt Reagenz [50x] 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
ddH,O 599 549 499 449 399 349 299 249 199 149 99
FA - 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
10% SDS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabelle 31: Zusammensetzung des Waschpuffers.

Die Stringenz richtet sich nach den in Tabelle 30 angegebenen % Formamid sowie nach der verwendeten
Oligonukleotidsonde (s. Tabelle 28). Alle Angaben in pl.

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

5M NaCl 900 6,30 450 3,18 215 149 102 0,70 046 030 0,18
1M Tris/HCI 1,00 1,00 1,00 100 100 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
0,5M EDTA - - - - 050 050 050 050 05 05 0,50
ddH,0 auf auf auf auf auf auf auf auf auf auf auf
50m 50ml 50ml 50ml 50ml 50ml 50ml 50ml 50ml 50ml 50 ml

Erste FISH-Analysen mit sechs der Reaktorproben zeichneten sich durch eine starke Hin-
tergrundfluoreszenz aus. Die Hintergrundfluoreszenz fuhrt zur Abschwachung des eigent-
lichen Sonden-Signals und verhinderte so eine realistische Quantifizierung der methano-
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genen Mikroflora in den Proben. Vor allem in der Trennung von Zellaggregaten der Gat-
tung Methanosarcina und in der Verringerung der Hintergrundfluoreszenz besteht weiter-
hin ein grofer Optimierungsbedarf fur diese Methode. Zu dem gegenwartigen Zeitpunkt
werden weitere Arbeiten zur Optimierung der Methode sowie zur Analyse der methanoge-
nen Mikroflora in Praxis-Biogasanlagen umgesetzt.
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Zusammenfassung und Bewertung der Analyseergebnisse der methanogenen Mik-
roflora in Praxis-Biogasanlagen

Im Rahmen dieses Projektes wurden die methanbildenden mikrobiellen Lebensgemein-
schaften von zehn ausgewahlten Praxis-Biogasanlagen, welche auf Basis von nachwach-
senden Rohstoffen betrieben werden, unter Verwendung molekulargenetischer Verfahren
analysiert.

Eine qualitative Analyse der Struktur der methanogenen Archaea-Biozonose erfolgte an-
hand der Erstellung von Klonbibliotheken fur die 16S rDNA und mcrA Gene. Die Diversitat
der Sequenzen innerhalb der Klonbibliotheken wurde mittels PCR-RFLP-Screening und
nachfolgender Bestimmung der Nukleotidsequenzen fir individuelle PCR-RFLP-Muster
analysiert.

Die quantitative Erfassung vorherrschender Gruppen methanogener Archaea erfolgte auf
drei Wegen: (1) Die Auswertung der Haufigkeiten von Gensequenzen in den Klonbiblio-
theken ermittelt durch die Haufigkeit der entsprechenden PCR-RFLP-Muster, (2) die
Durchfuhrung von Q-PCR-Analysen auf Basis gruppenspezifischer Primer fir das
16S rDNA Gen (YU et al. 2005) bzw. fur das mcrA Gen sowie (3) die Nutzung fluoreszenz-
markierter Oligonukleotidsonden fur gruppenspezifische Bereiche der 16S rDNA (FISH)
zur mikroskopischen Quantifizierung.

Uber Kooperationen mit weiteren, durch FNR/BMELV geférderten Projekten wurden we-
sentliche Prozessparameter zum Betrieb der Biogasanlagen ermittelt und in Relation zu
der ermittelten Struktur der mikrobiellen Biozonosen gesetzt. Hierzu zahlen chemische
Analysen der Reaktorinhalte, die Erfassung der Verweilzeiten und Mengen der eingesetz-
ten Substrate, die Bestimmung der Raumbelastungen sowie die Methanproduktivitat der
Reaktoren.

Die Ergebnisse aller Analysen zeigten, dass in nahezu allen untersuchten Biogasanlagen
hydrogenotrophe Methanogene vorherrschend waren. Nahezu ausschlie3lich wurden Ver-
treter der Ordnungen Methanomicrobiales und Methanobacteriales gefunden, wobei in der
uberwiegenden Zahl der Anlagen Vertreter der Ordnung Methanomicrobiales dominierend
waren.

Nennenswerte Anteile an acetoklastischen Methanbildnern insbesondere der Gattung Me-
thanosaeta konnten fur sechs der untersuchten zehn Anlagen nachgewiesen werden. Je
nach verwendeter Methode wurden Anteile zwischen 1% bis 40% (Analyse der 16S rDNA
Klonbibliotheken) und 2% bis 73% (Q-PCR-Assay) ermittelt.

Einen Zusammenhang zwischen der Archaea-Biozonose und der jeweils zur Biogasge-
winnung eingesetzten Substrate konnte nicht festgestellt werden. Es wurden Uberein-
stimmungen in der Diversitat zwischen Anlagen mit ahnlicher (z.B. zwischen BA2 und
BA10) wie auch zwischen Anlagen mit unterschiedlicher Substratkonzentration und
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-kombination (z.B. bei BA3 und BA4) festgestellt. Andererseits wurden gréRere Unter-
schiede in der Struktur der Archaea-Biozonose bei Anlagen mit ahnlicher Substratmi-
schung (z.B. BA1 und BA3) gefunden.

Der Vergleich von Biogasanlagen, die mit unterschiedlichen Giille-Arten (Schweine- oder
Rindergulle) betrieben werden, ergab ebenfalls keinen Einfluss der Art der eingesetzten
Gulle auf die Struktur der methanogenen Lebensgemeinschaft. Ebenso scheinen unter-
schiedliche Verweilzeiten der Substrate (diese Studie: 28 - 108 d) sowie die Raumbelas-
tung der Reaktoren (diese Studie: 2,1 - 5,8 Nmcha® mayv™> d7') keinen Einfluss auf die me-
thanogenen Archaea zu haben. Diese Ergebnisse entsprechen denen einer Studie von
KARAKASHEYV et al. (2005), in welcher die methanogene Biozonose von verschiedenen Bio-
gasanlagen mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung analysiert wurden.

Dagegen scheinen bestimmte chemische Parameter wie die Ammonium/Ammoniak- und
Acetatkonzentration die Struktur der Archaea-Population wesentlich starker zu beeinflus-
sen. Ein negativer Einfluss der Ammonium/Amminiak Konzentration wurde zuvor bereits
von ANGELIDAKI & AHRING (1993) in einer Studie Uber thermophile Biogasfermentationen
beobachtet. Bestatigt wurde dieser Befund von KARAKASHEV et al. (2005), welche eben-
falls die Gesamt-Ammoniumkonzentration eines Reaktors sowie die VFA-(volatile fatty
acids) als die hochsten auf die Diversitat der methanogenen Lebensgemeinschaft Einfluss
nehmenden Faktoren annahmen.

In dieser Studie wurden in den Praxis-Biogasanlagen vorrangig hydrogenotrophe Methan-
bildner nachgewiesen. Die Ergebnisse dieser Studie stehen damit im Kontrast zu der bis-
her in der Literatur vorherrschenden Meinung, dass das gebildete Methan zu ca. 70% aus
Acetat und zu ca. 30% aus Hy/CO, als Ausgangssubstrate stammt (MACKIE & BRYANT
1981). Diese Werte wurden auf Basis von Isotopen fir die Vergarung von Rinderabfallen
im RUhrkesselreaktor im Labormalstab (Vol. 3 1) ermittelt. Bei Betrachtung der Energiebi-
lanzen der Teilreaktionen zeigt sich aber, dass die hydrogenotrophe Methanogenese um
ein Vielfaches energetisch effizienter ist als die acetoklastische (Review: HATTORI 2008).

Die Tatsache, dass in allen untersuchten Biogasanlagen die hydrogenotrophen Methano-
genen dominieren, wirft die Frage auf, welche Mikroorganismen das gebildete Acetat in
diesen Reaktoren abbauen. Eine mogliche Erklarung ist der Acetat-Abbau durch so ge-
nannte syntrophe acetat-oxidierende Bacteria.

Die acetoklastischen Gattungen Methanosarcina und Methanosaeta besitzen eine geringe
Wachstumsrate aber eine hohe Affinitat zu Acetat, wie die entsprechenden Ky Werte zei-
gen (ZINDER 1990). Der Ky-Wert fur den Umsatz von Acetat wird fur Methanosarcina bar-
keri mit 3,0 mM angegeben, wahrend Methanosaeta ssp. KM Werte zwischen 0,39 und
1,2 mM aufweist (STAMS et al. 2003). So bendtigt Methanosarcina eine minimale Acetat-
konzentration von 0,2 bis 1,2 mM, Methanosaeta dagegen aber nur eine minimale Acetat-
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Konzentration von 7 bis 70 yM um die Methanogenese betreiben zu kénnen (JETTEN et al.
1992, CONRAD 1999). Die Acetatkonzentration wirkt sich somit auf die Wachstumsrate der
acetoklastischen Methanogenen aus.

Durch ihre Unempfindlichkeit gegeniiber erhohten NH,'-Konzentrationen kénnen die
syntrophen Acetatoxidierer eine Konkurrenz zu den acetoklastischen Methanogenen (Me-
thanosaeta und Methanosarcina) in Biogasanlagen darstellen, da das Wachstum von
Letzteren durch hohe Ammonium- bzw. Ammoniakkonzentrationen ebenfalls inhibiert wird
(SPROTT & PATEL 1986).

Unter den oben genannten Bedingungen (geringe Acetat- und/oder hohe Ammonium-
bzw. Ammoniakkonzentrationen) konnten die syntrophen Acetatoxidierer die acetoklasti-
schen Methanogenen dominieren. Verschiedene Studien zeigten, dass bei hohen Ge-
samt-Ammoniumkonzentrationen in verschiedenen mesophilen und auch thermophilen
Biogasreaktoren Uberwiegend hydrogenotrophe Methanogene nachzuweisen waren
(SCHNURER et al. 1996, ANGENENT et al. 2002, KARAKASHEV et al. 2006).

Diese Zusammenhange konnten auch in diesem Projekt bestatigt werden. In allen sechs
Anlagen, in welchen Methanosaeta spp. nachgewiesen wurde, wurden Gesamt-
Ammoniumgehalte zwischen 0,4 bis 2,3 kg t" ermittelt. Die Biogasanlagen, in denen Me-
thanosarcina dokumentiert wurde, wiesen dagegen im Allgemeinen hohere Gesamt-
Ammoniumgehalte zwischen 2,1 und 4,2 kg t™* auf.

In nahezu allen untersuchten Biogasanlagen waren die hydrogenotrophen Methanogenen
dominierend bzw. stellten einen sehr hohen Anteil innerhalb der methanogenen Lebens-
gemeinschaft. Dieses legt den Schluss nahe, dass das Wachstum der hydrogenotrophen
Methanogenen im Gegensatz zu den acetoklastischen Methanogenen weniger durch ho-
he Gesamt-Amonniumkonzentrationen inhibiert wird.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit einer Studie von KARAKASHEV et al. (2006). In
dieser Studie konnte mittels Radioisotopen-Versuchen ebenfalls beobachtet werden, dass
bei Abwesenheit von acetoklastischen Methanogenen wie Methanosaeta die nicht-
methanogene Acetatoxidation anstieg. Laut SCHNUERER et al. (1999) stellt die syntrophe
Acetatoxidation den Hauptmechanismus flr den Acetatabbau in Anwesenheit von Inhibito-
ren wie Ammonium bzw. Ammoniak und VFA dar.

Die Acetat-Oxidation stellt eine endotherme, also eine thermodynamisch extrem ungunsti-
ge Reaktion dar. Dieser Prozess kann nur ablaufen, wenn der Wasserstoffpartialdruck
durch hydrogenotrophe Partner-Organismen standig niedrig gehalten wird. Diese
Ho-verbrauchenden Mikroorganismen kénnen sowohl aus der Domane Bacteria (z.B. Sul-
fat- oder Nitrat-reduzierende Hz-verbrauchende Bacteria) als auch aus der Doméane Ar-
chaea (hydrogenotrophe Methanogene) stammen. Welcher Mikroorganismus als
synthropher Partner fungiert hangt von dem Acetatoxidierer ab.
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Durch die syntrophe hydrogenotrophe Methanogenese wird H; eliminiert und
-135,6 kJ mol’ an Energie freigesetzt. Die Gesamtreaktion aus syntropher Acetat-
Oxidation und hydrogenotropher Methanogenese wird somit exergon mit derselben Sto-
chometrie und Energiebilanz (AG® = -31,0 kJ mol™') wie die acetoklastische Methanogene-
se. Die syntrophen Acetatoxidierer und die Partner-Methanogene mussen sich jedoch die-
se geringe Energie teilen. Dies kdnnte dazu fuhren, dass diese Syntrophen eine sehr ge-
ringe Wachstumsrate besitzen (HATTORI et al. 2008).

Bis heute wurden nur vier Spezies identifiziert, die in Syntrophie mit hydrogenotrophen
Methanbildnern Acetat zu H, und CO, abbauen: (1) Der zum Phylum Firmicutes gehorige
Stamm AOR (LEE & ZINDER 1988) (2) Clostridium ultunense Stamm B (Phylum Firmicutes)
(SCHNURER et al. 1996), (3) Thermacetogenium phaeum Stamm PB (Phylum Firmicutes)
(KAMAGATA & MikamI 1989) und (4) Thermotoga lettingae Stamm TMO (Phylum Thermoto-
gae) (BALK et al. 2002). Die drei erstgenannten Mikroorganismen zahlen zu den Acetoge-
nen, die den reduktiven CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA Synthase (CODH/ACS) Stoff-
wechselweg zur Reduzierung von CO» zu Acetat nutzen. Analysen der Enzymaktivitat des
Schlisselenzyms CO-Dehydrogenase dieses Stoffwechselweges zeigten, dass diese Mik-
roorganismen in der Lage sind sowohl den reduktiven als auch den oxidativen CODH/ACS
Stoffwechselweg fur inren Metabolismus zu verwenden (HATTORI et al. 2005, LEE & ZINDER
1988, SCHNURER et al. 1996). Thermotoga lettingae Stamm TMO besitzt keine CO-
Dehydrogenase und muss folglich einen anderen Stoffwechselweg zur Acetat-Oxidation
nutzen (LEE & ZINDER 1988). Dies kdnnte der oxidativen Citrat-Zyklus sein, von dem be-
kannt ist, dass er von syntrophen Acetatoxidierern genutzt wird, die mit nicht-
methanogenen hydrogenotrophen Mikroorganismen kooperieren (GALUSHKO et al. 2000).
Jedoch wurden Uber Thermotoga lettingae Stamm TMO bis heute noch keine konkreten
biochemischen Studien Uber den acetatoxidierenden Stoffwechselweg publiziert. Die un-
terschiedlichen Gruppen deuten daraufhin, dass die syntrophen acetatoxidierenden Mik-
roorganismen zwei unterschiedliche biochemische Mechanismen zur Acetatoxidation ver-
wenden. Daher kdnnten neben den Acetogenen auch andere Mikroorganismen eine wich-
tige Rolle in der syntrophen Acetatoxidation spielen (HATTORI et al. 2008).

DNA-Sequenzen, die mit den Mikroorganismen Clostridium ultunense Stamm B, Therma-
cetogenium phaeum Stamm PB oder Thermotoga lettingae Stamm TMO eng verwandt
sind, konnten in verschiedenen Umweltproben wie in aktiviertem Abwasserschlamm und
thermo- bzw. mesophilen Fermentern unterschiedlicher Substratbestiickung nachgewie-
sen werden (NCBI GenBank). Fur den Stamm AOR liegen bis jetzt keine naher verwand-
ten DNA-Sequenzen vor.

Da im Rahmen dieser Studie ausschlieRlich die Analyse der methanogenen Archaea und
nicht der acido- und acetogenen Bacteria erfolgte, konnen keine Angaben Uber das magli-
che Vorhandensein von Acetatoxidierern in den untersuchten Reaktoren gemacht werden.



Bornimer Agrartechnische Berichte e Heft 67 77

Ferner sind bis heute noch keine Studien publiziert bei denen insbesondere die Frage un-
tersucht wird unter welchen Umweltbedingungen die syntrophen Acetatoxidierer den
thermodynamisch ungunstigeren Stoffwechselweg der Acetat-Oxidation einschlagen. Da-
her besteht weiterhin Forschungsbedarf zur Aufklarung der komplexen, syntrophen mikro-
biellen Biozdnose in Biogasanlagen sowie der durch diese umgesetzten Stoffwechselwe-

ge.
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II.2 Verwertbarkeit der Ergebnisse

Im Rahmen dieses Projektes wurden wesentliche Arbeiten zur Analyse der methanoge-
nen Lebensgemeinschaften in Biogasanlagen auf Basis nachwachsender Rohstoffe
durchgefiihrt. Insbesondere wurden erstmals umfangreiche Arbeiten zur Analyse der Ar-
chaea-Biodiversitat mittels Klonbibliotheken und DNA-Sequenzierung vorgenommen. Die
Q-PCR zur Quantifizierung bedeutender Gruppen methanogener Archaea in Relation zu
den fermentativen Bacteria wurde etabliert und optimiert.

Diese Ergebnisse wurden bislang in 24 wissenschaftlichen Veroffentlichungen publiziert
(s. I1.4). 5 weitere Publikationen befinden sich derzeit in Vorbereitung. Weiterhin wurden 6
Studiumsarbeiten (Praktika, Bachelor- und Diplomarbeiten) sowie 2 Dissertationen durch-
gefuhrt bzw. befinden sich derzeit in der Vorbereitung.

Alle im Rahmen dieses Projektes erarbeiten Nukleotidsequenzen wurden bzw. werden an
die NCBI GenBank zur allgemeinen Verfugung Ubermittelt.

1.3 Fortschritte anderer Stellen

Von Yu et al. wurden seit Projektbeantragung mehrere Publikationen zur Entwicklung ei-
ner Q-PCR basierten Nachweistechnik fur Methanbildner verdffentlicht. Diese Methodik
beruht auf der Entwicklung von Primern und Sonden fur die archaelle 16S rDNA. (Diese
Strategie wurde in der Vorhabensbeschreibung unter 1ll.1 Alternative Strategien beschrie-
ben.)

eYUY,, LEE C., HWANG S. (2005): Analysis of community structures in anaerobic processes
using a quantitative real-time PCR method. Water Science and Technology 52 (1-2): 85-
91.

oYU Y, LEE C., KIM J., HWANG S. (2005): Group-specific primer and probe sets to detect
methanogenic communities using quantitative real-time polymerase chain reaction. Bio-
technology and Bioengineering 89 (6): 670-679.

Die publizierte Methode wurde im Rahmen dieses Projektes adaptiert und in Teilen opti-

miert und zur Analyse von Praxis-Reaktoren und Labor-Fermentern eingesetzt.

Auch auf der Grundlage des Stoffwechselgens mcrA fanden weit reichende Untersuchun-
gen zur Etablierung eines Q-PCR Assays fur methanogene Archaea statt. Eine Anwen-
dung dieser neu publizierten Q-PCR Assays erfolgte in diesem Projekt nicht.

¢ DENMAN S.E., TOMKINS N.W., MCSWEENEY, C.S. (2007): Quantitation and diversity analy-
sis of ruminal methanogenic populations in response to the antimethanogenic compound
bromochloromethane. FEMS Microbiology Ecology 62: 313-322.
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¢ NUNOURA T., OIDA H., Tokl T., AsHI J., TAKAI K., HORIKOSHI K. (2006): Quantification of

mcrA by quantitative fluorescent PCR in sediments from methane seep of the Nankai
Trough. FEMS Microbiology Ecology 57: 149-157.

¢ NUNOURA T., OIDA H., MIYAZAKI J., MIYASHITA A., IMACHI H., TAKAI K. (2008): Quantification

of mcrA by fluorescent PCR in methanogenic and methanotrophic microbial communi-
ties. FEMS Microbiolody Ecology 64 (2): 240-247.
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Verfahrenstechnik der Aufbereitung, Lagerung und
Qualitatserhaltung pflanzlicher Produkte

Biokonversion nachwachsender Rohstoffe und Verfahren
fur Reststoffbehandlung

Preulische Versuchs- und Forschungsanstalt fur
Landarbeit und Schlepperpriffeld in Bornim 1927 bis 1945

Qualitatssicherung und Direktvermarktung
Konservierende Bodenbearbeitung auf Sandbdden

Anwendung warme- und stromungstechnischer Grundlagen
in der Landwirtschaft

Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft
Workshop 1996

Aufbereitung und Verwertung organischer Reststoffe im
landlichen Raum

Wege zur Verbesserung der Kartoffelqualitat durch
Verminderung der mechanischen Beanspruchung

Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft
Workshop 1997

Technische und 6konomische Aspekte der Nutztierhaltung
in grof3en Bestéanden

11. Arbeitswissenschaftliches Seminar

Nachwachsende Rohstoffe im Land Brandenburg
Stand Aktivitaten und Perspektiven einer zukunftsfahigen
und umweltgerechten Entwicklung

Qualitat von Agrarprodukten

Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft
Workshop 1998

Beitrage zur teilflachenspezifischen Bewirtschaftung

Landnutzung im Spiegel der Technikbewertung — Methoden
Indikatoren, Fallbeispiele

1992

1993
1993

1994

1994

1994

1995
1996
1996

1996

1996

1996

1997

1997

1997

1997

1998

1998

1998
1998

1998
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Heft 22 Kriterien der Nachhaltigkeit in der Verfahrensentwicklung far

die Nutztierhaltung 1999
Heft 23  Situation und Trends in der Landtechnik / Erneuerbare

Energien in der Landwirtschaft 1999
Heft 24 Institut fur Landtechnik der Deutschen Akademie der

Landwirtschaftswissenschaften zu Berlin 1951 bis 1965 1999
Heft 25  Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft

Workshop 1999 / 2000 2000
Heft 26  Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft

Workshop 2001 2001
Heft 27  Approaching Agricultural technology and Economic

Development of Central and Eastern Europe 2001
Heft28 6™ International Symposium on Fruit, Nut, and Vegetable

Production Engineering 2001
Heft 29 Measurement Systems for Animal Data and their Importance

for Herd Management on Dairy Cow Farms 2002
Heft 30 Produktion, Verarbeitung und Anwendung von Naturfasern 2002
Heft 31 Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft

Workshop 2002 2002
Heft 32 Biogas und Energielandwirtschaft - Potenzial, Nutzung,

Griines Gas™, Okologie und Okonomie 2003
Heft 33 Sozio6konomische Aspekte zu Perspektiven des

Offenlandmanagements 2003
Heft 34 Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft

Workshop 2003 2003
Heft 35 Energieholzproduktion in der Landwirtschaft

Potenzial, Anbau, Technologie, Okologie und Okonomie 2004
Heft 36 High-Tech Innovationen fir Verfahrensketten der

Agrarproduktion. Statusseminar 2003 2004
Heft 37 Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft

Workshop 2004 2004
Heft 38 Die Landmaschinenprifung in der DDR

1951-1991 und ihre Vorgeschichte 2004
Heft 39 Energieverlust und Schimmelpilzentwicklung bei der

Lagerung von Feldholz-Hackgut 2005
Heft 40 Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft

Workshop 2005 2005
Heft 41 Demonstration der Langzeitwirkung bedarfsorientierter

Fungizidbehandlung mit dem CROP-Meter 2005

Heft 42 Biochemicals and Energy from Sustainable Utilization of
herbaceous Biomass (BESUB) 2005
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Heft 43

Heft 44
Heft 45

Heft 46

Heft 47

Heft 48

Heft 49

Heft 50

Heft 51

Heft 52
Heft 53

Heft 54

Heft 55

Heft 56

Heft 57
Heft 58

Heft 59

Ozontes Waschwasser zur Qualitatssicherung
leichtverderblicher Produkte - Entwicklung einer Fuzzy-
Logic-Steuerung des Waschprozesses

Messsystem zur Bewertung des Unkrautvorkommens

Anwendung der Thermographie zur Optimierung der
Beluftungssteuerung bei der Lagerhaltung
landwirtschaftlicher Produkte

Membranbioreaktor zur Aufbereitung von
Schlachthofabwéassern

Prozesssteuerung von Biogasanlagen mit Kofermentation

VerschleiReinfluss auf das Forderverhalten von Dreh-
kolbenpumpen

Qualitatserhaltung und Qualitatssicherung von Bioobst und
Biogemuse in der Nachernte

Miniaturisiertes Datenerfassungs-System zum Implantieren
in Frichte und zur Messung ihrer mechanischen Belastung
durch Ernte- und Nachernteverfahren

Prozesskontrolle der Qualitat von frischem Obst und
Gemiuse mit Hilfe eines Multigas-Sensors

Entwicklung eines Echtzeitsensors fir die
Starkebestimmung bei Kartoffeln als funktionaler Bestandteil
eines

optoelektronischen Verleseautomaten

Optimierte Steuerung von Getreide-Schachttrocknern

Mdglichkeiten und Grenzen der energetischen Nutzung von
Rizinusol

Non-Destructive Methods for Detecting Health-Promoting
Compounds
COST Action 924 Working Group Meeting

4™ |FAC / CIGR Workshop

Control Applications in Post - Harvest and Processing
Technology (CAPPT 2006)

26th - 29th March 2006, Potsdam, GERMANY

Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft
Workshop 2006

Kontrolle der Frische in der Nacherntekette von Okogemiise

Entwicklung eines innovativen Dekontaminationsverfahrens
als Technologieantwort auf zukinftiges
Qualitatsmanagement im Nacherntebereich

Experimental Studies and Mathematical Modelling of Solar
Drying System for Production of High Quality Dried Tomato

2005
2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005
2005

2005

2005

2006

2006
2006

2006

2007
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Heft 60 13. Workshop Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft &
4. Workshop Precision Farming 2007

Heft 61 Energiepflanzen im Aufwind
Wissenschaftliche Ergebnisse und praktische Erfahrungen

zur Produktion von Biogaspflanzen und Feldholz 2007
Heft 62 14. Workshop Computer-Bildanalyse in der Landwirtschaft 2008
Heft 63 Experten-Workshop

Lagerung von Holzhackschnitzeln 2008
Heft 64 Postharvest unlimited 2008 2008
Heft 65  Vom Agrarrohstoff zu neuen Produkten — Verfahrens-

technische Forschung im Nacherntebereich 2009

Heft 66 16. Arbeitswissenschaftliches Kolloquium des
VDI-MEG Arbeitskreises Arbeitswissenschaften
im Landbau 2009

Heft 67 Monitoring der methanbildenden Mikroflora in Praxis-
Biogasanlagen im landlichen Raum: Analyse des Ist-
Zustandes und Entwicklung eines quantitativen
Nachweissystems 2009

Interessenten wenden sich an:

Leibniz-Institut fir Agrartechnik Potsdam-Bornim e.V. Tel.:  (0331) 5699-820
Max-Eyth-Allee 100 Fax.: (0331) 5699-849
14469 Potsdam E-Mail: atb@atb-potsdam.de

Schutzgebihr: 13,- €



