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Einleitung

1. Einleitung

Mikroorganismen sind ubiquitédr in allen Rdumen der Natur in einer sehr groBen taxo-
nomischen Diversitit vorhanden (10°-10° Arten: Hammond, 1992, 1995; Tiedje, 1995).
Mikrobielles Leben ist in diesen Rdumen in Lebensgemeinschaften organisiert, wobei die
mikrobiellen Biozdnosen sowohl mit der biotischen als auch mit der abiotischen, physiko-
chemischen Umwelt interagieren. Generell vermdgen Mikroorganismen auf Veranderungen
der Lebensbedingungen zu reagieren. Sie kénnen in Grenzen Verdnderungen tolerieren
und sich anpassen. Durch das Adaptionsvermdgen ist eine Besiedlung kleinster und

vielfaltigster sowie extremer Lebensrdume méglich (Mikrodkologie).

Mikroorganismen sind hauptséchlich Destruenten, also Endkonsumenten von Nahrungs-
ketten, die anorganische Substanzen, biogene und abiogene Organika attackieren,
transformieren und/oder mineralisieren. Sie werden dadurch zu wesentlichen “Motoren” von
Stoffkreislaufen. Nach Oxidation von organisch aufgebauten Substanzen nutzen hetero-
trophe Mikroorganismen den Kohlenstoff und die Energie zum Aufbau und zur Erhaltung
eigener Zellsubstanz. Bei dieser programmierten Selbsterhaltung mit dem Lebensziel der
Vermehrung (Zuwachs der Zellzahl) werden auch organische Problemstoffe (Xenobiotika),
die anthropogen produziert und freigesetzt worden sind, aufgenommen, transformiert und
teilweise vollsténdig oxidiert, somit entgiftet. Die meisten Xenobiotika werden mit geringeren
Geschwindigkeiten konvertiert als biogene Verbindungen, u. a. weil die einzelnen Spezies
nicht fiir den Abbau xenobiotischer Organika optimiert sind. Als Reinkulturen haben die
meisten Mikroorganismen nur ein geringes eigenes Abbaupotential. In Kombination als
Mischungen werden wesentlich gréfiere Abbauleistungen erbracht, in der Regel zeigen sich
neue Qualitdten bei den einzelnen Abbaupotentialen von Stdmmen. Aus diesem Grund ist
es wichtig, nach der Struktur und Dynamik von Mischkulturen zu fragen. Ein weiterer Grund
ergibt sich daraus, daR die vorhandenen Okosysteme nicht mit xenobiotischen Reinstoffen
kontaminiert sind, sondern mit Stoffgemischen. Entsprechende Stoffgemische werden oft
nicht von einer definierten Spezies verandert oder volistdndig oxidiert. Auch hier sind
Mischkulturen gefragt. In jedem Fall ist eine bestimmte Zusammensetzung erforderlich, um
den Abbau nach Quantitdt und Qualitdt zu optimieren, was fiir Sanierungsvorhaben von
grolRer Bedeutung ist. An Prozessen, die Synthesen, Transformation oder Konservierungen
zum Ziel haben, sind ebenfalls Mischkulturen beteiligt. Anwendungen finden sich bei allen
biotechnologischen Verfahren, in denen Starterkuituren bei ProzeRbeginn eingeseizt

werden. Fiir proportionskonstante Vermehrungen und optimierte ProzeRsteuerung in Misch-
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kultursystemen sind Informationen iiber Zelizustédnde und Zellverteilung der Populationen in

der Mischung notwendig und wiinschenswert.

Experimentell gewonnene Daten zur Populationsdynamik von Mischkulturen existieren von
zwei konkurrierenden Pseudomonaden-Stdmmen (Dikshitulu et al., 1993), von einer
Mischung aus Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa (Hansen und Hubbell, 1980)
sowie von einer Population aus Escherichia coli, Azotobacter vinelandii und Tetrahymena
pyriformis (Jost et al., 1973). Koexistenz beim Abbau von Nitratestern sind flr die beiden
Bakterienarten Arthrobacter ilicis und Agrobacterium radiobacter beschrieben worden
(Ramos et al., 1996). Bei Mischungen aus zwei Bakterienarten wurde mutalistisches
Verhalten beim Abbau von verschiedenen Aminobenzolsulfonaten gezeigt (Nértemann et
al., 1986; Feigel und Knackmuss, 1993; Dangmann et al., 1996). Die meisten publizierten
Daten beruhen auf simulierten Systemen. Mit kinetischen Modellen wurde die Kompetition
von zwei Arten in einer Mischkultur fir fed-batch und fir kontinuierliche Experimente
berechnet (Yang und Humphrey, 1975; Aris und Humphrey, 1977; Hansen und Hubbell,
1980; Pavlou et al., 1990).

Das Wissen iiber die Entstehung, Stabilitdt und Aufldsung dieser Biozénosen ist nicht nur
bei biotechnologischen Systemen begrenzt. Zum einen ist die enorme Arten-Diversitat bei
Bakterien erst zu Bruchteilen aufgeklart (ca. 4000 beschriebene Arten bei 6000 hinterlegten
prokaryontischen 16S-rRNS-Sequenzen in Datenbanken: Maidak et al., 1996; Van de Perr
et al., 1996). Zum anderen existiert ein unzureichendes Wissen und Versténdnis uber die
Dynamik und Leistung einzelner Arten in einer Gemeinschaft. Okosoziologische
Verhaltensweisen wie Konkurrenz, Kooperation, Neutralismus oder Kommensalismus von
Bakterien mit anderen Mikroorganismen sind wenig erforscht und in ihrer Vernetzung kaum
beschrieben. Daher sind Studien der Populationsdynamik von Mischkultursystemen in
Abhangigkeit von definierten Versuchsbedingungen (im Bioreaktor wie beispielsweise im
Chemostaten) hilfreich, um Informationen (iber das &kologische Bestehen und Vergehen
von Mikroorganismen zu erhalten. Voraussetzung dafiir sind einerseits Methoden zur
eindeutigen |dentifizierung der Mikroorganismen in entsprechende Taxa und andererseits
Methoden, die eine quantitative Bestimmung der Haufigkeitsverteilung entsprechender

Mikroorganismen einer Mischkultur zulassen.

Bei den Identifizierungsmethoden von Mikroorganismen haben molekulare Methoden, die
Makromolekiile wie DNS bzw. RNS als Zielmolekiile nutzen, eine neue Qualitat gegentber
den klassisch biochemischen Bestimmungsmethoden hervorgebracht. Ein Vorteil der

moiekularen Identifizierungstechniken besteht darin, daR der Anreicherungsschritt zur
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Kolonie bzw. Biomassebildung bei mikrobiellen Biozénosen durch eine Vervielfaltigung von
DNS- bzw. RNS-Sequenzen mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) erseizt wird. Parallel
dazu kann auch direkt eine amplifizierte Struktur wie die rRNS-Molekiile benutzt werden.
Dadurch wird die mehrfach beschriebene Populationsverschiebung innerhalb der Bio-
zonose durch Kultivierung auf Komplex- oder Selektivmedien minimiert (Wagner et al.,
1993, 1994; Amann, 1995; Kampfer et al., 1996). Auf der Ebene der Ribonukleinsauren
wird das Ribotyping (Swaminathan und Matar, 1993), die in situ-PCR mit mRNS-Molekiilen
(Hodson et al., 1995) und die in sifu-Hybridisierung gegen 16S rRNS und 23S rRNS mit
markierten Oligonukleotidsonden zur Identifikation von Bakterien eingesetzt (Olson et al.,
1986: Pace et al., 1986; Giovannoni et al., 1988; Stahl et al., 1988; Ward et al., 1992;
Amann et al., 1995). Die Entwicklung von Identifizierungsmethoden, die als Nachweis eine
Bindung an komplementdre Sequenzbereiche der rRNS nutzten, begann, nachdem der
Wert der RNS-Sequenz fiir die Evolutionsforschung entdeckt worden war. Nach
vergleichender Sequenzanalyse von Proteinen und Nukleinsduren, insbesondere der
ribosomalen Ribonukleinséduren (speziell der 16S rRNS), wurde in den achtziger Jahren
erstmals ein umfassendes natiirliches System fiir die Klassifizierung von Mikroorganismen
erstellt (Fox et al., 1977; Woese und Fox, 1977; Woese, 1987).

Bei den Prokaryonten sind die drei vorkommenden rRNS-Groken (5S, 165 und 23S rRNS)
Strukturmolekiile der Ribosomen, wobei jedes der drei rRNS-Makromolekiile nur einmal pro
Ribosom vorkommt. Die Synthese der rRNS erfolgt mit der Transkription der rDNS-
Regionen, die in unterschiedlich hoher Kopiezahl im Genom der Bakterien (Amikam et al.,
1984; Jarvis et al., 1988) vorhanden sind. Eine Sequenzheterogenitédt innerhalb dieser
rDNS-Sequenzen wurde bisher bei dem Actinomyceten Thermobispora bispora (Wang et
al., 1997), bei der Gattung Paenibacillus (Nubel et al., 1996) und bei prokaryontischen
Phytoplasmen beschrieben (Pettersson et al., 1994; Liefting et al., 1996). Die Sequenz der
rRNS-Molekiile besteht aus alternierenden Bereichen von stark konservierten Sequenz-
abschnitten und variablen Regionen. Das erlaubt phylogenetische Zuordnungen auf unter-
schiedlichen taxonomischen Ebenen (Woese, 1987) und erméglicht die Konstruktion
unterschiedlicher Oligonukleotidsonden fiir den Nachweis (Ubersicht: Amann et al., 1995).
Die rRNS-Sequenzdatensétze sind in entsprechenden Datenbanken (Maidek et al., 1996;
De Riik et al., 1996; Van de Perr et al., 1996; Ludwig, personliche Mitteilung) zugénglich.

Bei der Identifizierung einer Bakierienart durch die in situ-Hybridisierung mit fluoreszenz-
markierten Oligonukleotidsonden wird das Fluoreszenzsignal in den Bakterien nach-
gewiesen, das nach spezifischer Bindung des Oligonukleotids an die komplementére

Zielsequenz der rRNS entsteht. Diese Technik kann bei der zu untersuchenden Probe
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sofort eingesetzt werden, ohne daR eine vorherige Kultivierung erfolgen muf. Damit ist der
Nachweis von Bakterien moglich, die als nicht-kultivierbar beschrieben sind, das heif%t die
auf den bisher genutzten Medien nicht oder nur mit geringer Geschwindigkeit wachsen
(Brock, 1987; Torsvik et al., 1990). Ein weiterer Vorteil bei der in sifu-Hybridisierung besteht
darin, daR die rRNS-Molekiile als Strukturelemente der Ribosomen natiirlicherweise ampli-
fiziert in der bakteriellen Zelle vorliegen. Die Identifizierung von Mikroorganismen durch in
situ-Hybridisierung ist fiir vielfaltigste Habitate beschrieben worden (Ubersicht bei: Ward et
al.,, 1992; Amann et al., 1995; Stahl, 1995; Head et al., 1998). In fast allen Studien erfolgte
die Detektion durch Epi- oder konfokale Fluoreszenzmikroskopie. Eine automatisierte
Technik zur Detektion und segregierten Analyse von mikrobiellen Populationen nach der

Fluorochromierung stellt die DurchfluRzytometrie dar.

Die DurchfluRzytometrie ist eine MeRmethode, bei der Fluoreszenz- und Streulichtsignale
von einzelnen Zellen detektiert werden, wahrend sie durch den Fokus einer Lichtquelle
treten. Zellen einer Suspension werden in einer Hiillstromkammer hydrodynamisch
fokussiert, so daR sie sich, dhnlich wie Perlen auf einer Kette, in einem Fliissigkeitsstrahl
anordnen. An dem Schnittpunkt von Lichtstrahl und Flissigkeitsstrahl sind Detektorsysteme
installiert, die Fluoreszenz- und Streulichtsignale von jeder Zelle messen. Wahrend das
Vorwartsstreulicht (FSC) mit der GroRe der Partikel, das Seitwarisstreulicht mit der
granuldren Struktur der gemessenen Zelle korreliert, kann durch die Fluoreszenz-
emissionen der Gehalt an fluoreszierendem Farbstoff in oder an der Zelle gemessen
werden. Dabei sind zelleigene Pigmente (z.B. Chlorophylle, Carotinoide, Phycobiline), die
eine meRbare Eigenfluoreszenz der Zelle verursachen konnen, bei Bakterien selten
vorhanden. Vielmehr sind die geringen Signalstérken, die durch die minimale GroRe und
Menge an Zellinhaltsstoff entstehen, ein meRtechnisches Problem. Bei stdochiometrischer
Bindung von zugesetztem Farbstoff an Zellbestandteile wie DNS, RNS, Proteine,
Speicherstoffe und Membranen ist eine Quantifizierung der Fluoreszenz und somit auch der
Zellbestandteile pro Zelle moglich. Der Vorteil der Methode gegeniiber integralen
MeRverfahren besteht darin, daR verschiedene Zellzustinde detektiert werden kdnnen, so

dai eine Population in Subpopulationen differenziert werden kann.

Die ersten DurchfluBzytometer wurden fiir eukaryontische Zellen in der Tumorbiologie
entwickelt. Seit den achtziger Jahren, mit Verbesserung der Geréte und Technik, wird diese
Methode in allen Feldern der Mikrobiologie verstarkt eingesetzt (Hadley et al., 1985;
Shapiro, 1990; Edward et al., 1992; Fouchet et al., 1993). Erste Messung an bzw.
Anwendungen auf Bakterien (Paau et al., 1977; Hutter und Eipel, 1978; Fazel-Madijlessi
und Baily, 1979; Steen und Boye, 1980) und Hefen (Hutter und Eipel, 1979) gelangen am

4
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Ende der 70er Jahre. Die meisten Studien bei der durchfluBzytometrischen Analyse von
Bakterien liegen zum Zellzyklus vor. Neben den zytoplasmatischen Zellkomponenten stellt
das bakterielle Genom das wichtigste Zellkompartiment zum Monitoring der Vermehrungs-
dynamik dar. Bakterien besitzen ein zirkulér geschlossenes DNS-Molekdl, das als Chromo-
somendquivalent bezeichnet wird, sowie teilweise kleinere extrachromosomale DNS-Mole-
kiile (Plasmide). Durch die Fluorochromierung der DNS mit spezifischen Farbstoffen kann
der DNS-Gehalt jeder Zelle quantifiziert werden. Zelldifferenzierung sowie Zellzyklus einer
wachsenden Population und somit die Proliferationsaktivitdt der Zellen kénnen analysiert
werden. Beim Wachstum einer Bakterienreinkultur ist eine Differenzierung in unter-
schiedliche Subpopulationen mit verschiedenen DNS-Gehalten mdéglich. Die meisten der
Zelizyklusanalysen sowie die Reaktion der Kultur auf Zusatz von antimikrobiellen
Wirkstoffen liegen fiir Escherichia coli (Steen und Boye, 1980; Steen et al., 1981; Skarstad
et al., 1983; Skarstad und Boye, 1993; Christensen et al., 1993; Monfort und Baleux, 1996),
fur rekombinante Zellen von Escherichia coli (Fouchet et al., 1994), fir Zellen von
Acinetobacter sp. sowie Pseudomonas sp. (Christensen et al., 1993) und marine

Prokaryonten (Robertson und Button, 1989; Marie et al., 1996) vor.

Bisher wurden 20 meist klinisch relevante Bakterienarten mit Hilfe der Antikbrpertechnik und
durchfluRzytometrischer Detektion identifiziert (Ubersicht: Fouchet et al., 1993; Shapiro,
1995). In jingerer Zeit werden bei ldentifizierungsexperimenten die Kombination von
DurchfluRzytometrie nach in situ-Hybridisierung von Bakterien mit fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotidsonden genutzt, wodurch die aufwendige Herstellung der spezifischen
Antiktrper entféllt. AuRerdem muR bei Bakterien in nativen Biozonosen infolge der sich
stetig dndernden Mikroumwelibedingungen von einer instabilen bzw. dynamischen
Antigenexpression ausgegangen werden (Porter et al., 1995), was die Wahl der antigenen
Determinate erschwert (Porter et al., 1996, 1997). DurchfluRzytometrische Analysen von
Biozdnosen nach in situ-Hybridisierungen ermdéglichen eine differenzierte Populations-
analyse von Bakterien (Amann et al., 1990a; Edwards et al., 1994; Waliner et al., 1995,
1996; Porter et al, 1996; Thomas et al., 1997), Hefen (Bertin et al., 1990) und
Phytoplankton (Simon et al., 1995), zumal die taxonomische Ebene des Nachweises durch
den Experimentator bestimmt werden kann. Die relative Quantifizierung der Sonden-
Fluoreszenz (rRNS-Gehalt) kann auRerdem zur Charakterisierung der Populationsdynamik
genutzt werden (Wallner et al., 1993; Fouchet et al., 1994).
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Ziel dieser Arbeit ist es, das Verhalten von Mono- und insbesondere von Mischkulturen
wiahrend des Abbaus von Schadstoffen zu charakterisieren. Dabei soll die Wachstums- und
Vermehrungsdynamik von Reinkuliuren wéhrend der Detoxifikation von Xenobiotika
beschrieben werden. Bei Abbauprozessen von Schadstoffen mit Mischungen aus den
Reinkulturen soll nach populationsdynamischen Beeinflussungen und Veranderungen

gefragt werden.

Dazu ist in dieser Arbeit ein Modellsystem aus zwei Mikroorganismen und zwei Substraten
gewahlt worden, wobei die Einschrénkung der Freiheitsgrade auf ein zweiteiliges System
als sinnvolle Voraussetzung flr die Erkennung von mikrobiellen Verhaltensmustern
angesehen wurde. Als Mikroorganismen wurden zwei Stdmme ausgewahlt, Acinetobacter
calcoaceticus 69-V und Ralstonia eutropha JMIP134, die in den Okosystemen Wasser und
Boden eine groRe Verbreitung haben. Ein weiterer Grund fiir diese Auswahl war die
metabolische Versatilitédt der beiden Stadmme fir Alkane, Aromaten und andere Xenobiotika
(Kleber et al., 1973; Pemberton et al., 1979; Don und Pemberton, 1981, 1985; Borneleit et
al., 1988; Pieper et al., 1988, 1989; Towner et al., 1991; Clément et al., 1995; Miiller und
Babel, 1995). Beide Stamme sind auf ein sich iiberschneidendes Substratspektrum
spezialisiert, daneben existieren aber auch spezifische Substrate, die nur von jeweils einem
der beiden Stdmme produktiv verwertet werden kénnen.

Fiir die Experimente wurden zwei Substrate gewahlt, Acetat und Phenol, die als
Modellsubstanzen fiir Alkane und Aromaten stehen sollen. Acetat ist eines der Produkie,
die bei der B-Oxidation von Fettsduren bzw. n-Alkanen entstehen, wahrend Phenol nach
Hydroxylierung eine Vorstufe zu Brenzcatechin darstellt, einer zentralen Substanz in
konvergenten mikrobiellen Abbauwegen von Aromaten. Sowohl Acinetobacter calco-
aceticus 69-V als auch Ralstonia eutropha JMP134 konnen Acetat und Phenol zur
Vermehrung und zum Woachstum nutzen, was in Monokulturexperimenten und in
Mischkulturexperimenten beschrieben wird.

Genotypische Unterschiede beim Wachstum von Acinetobacter calcoaceticus 69-V und
auch von Ralstonia eutropha JMP134, die durch modifiziete Abbauwege und
unterschiedliche Geschwindigkeiten bei der Substratkonvertierung bedingt sind, solien
durch Fluoreszenzmarkierungen einzelner Zellkompartimente und Detektion veranderter
Biosignale wahrend des Wachstums erfaBt werden. Dazu wurden mit den Monokulturen
batch-Kultivierungen mit Acetat und Phenol durchgefiihrt. Fiir differenzierte Populations-
analysen wurden definiertere Kultivierungsbedingungen mit dem Substrat Phenol durch

unterschiedliche kontinuierliche Verfahren im Chemostaten getestet.
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Zur Beschreibung der Vermehrungsdynamik bei den unterschiedlichen Kultivierungen
wurde die Dynamik der genomischen Komponente durch spezifische Fluorochromierung mit
einem DNS-Farbstoff und anschlieRender durchfluRzytometrischer Quantifizierung unter-
sucht. Zur ldentifizierung der beiden Arten bei den Kultivierungen wurde die in situ-
Hybridisierung mit spezifischen Oligonukleotidsonden eingesetzt. Die durchfluBzyto-
metrische Messung wurde neben der Identifizierung auch zur Quantifizierung des
Ribosomengehaltes eingesetzt, da die Dynamik der Ribosomenanzahl als Mal fur eine
Proteinbiosynthesekapazitdat bei der Detoxifikation von Phenol bei unterschiedlichen
Wachstumsraten charakterisiert werden sollte. Fiir den Stamm Ralstonia eutropha JMP134
ist mit Hilfe dieser Techniken nach dem EinfluR steigender Konzentrationen von Phenol auf
den rRNS-Gehalt und das Proliferationsverhalten der Zellen zu fragen. AuBerdem soll der
EinfluR einer zusatzlichen zweiten Energiequelle bei einer Kultivierung mit Phenol auf die
genannten zelluléren Parameter beschrieben werden.

Neben diesen Experimenten mit Monokulturen soll nach der gegenseitigen Beeinflussung
beider Stamme in Mischkulturen gefragt werden. Das okosoziologische Verhalten der
beiden Mikroorganismen im Chemostaten soll mit Hilfe durchfluRzytometrischer Fluores-
zenzmessung charakterisiert werden. Dabei steht die |dentifizierung und Bestimmung von
Haufigkeitsverteilungen der beiden Populationen wahrend der Detoxifikation von Phenol im
Vordergrund, wahrend nach Auswirkungen auf die zelluldren Dynamik - am Beispiel des
DNS- und rRNS-Gehaltes - gefragt wird. Parallel zu den durchfluRzytometrisch ermittelten
Haufigkeitsverteilungen wird das Populationsverhalten im Chemostaten mit mathe-
matischen Simulationen verglichen. Eine Eignung der angewandten Techniken fur ein
Monitoring von bakiteriellen Lebensstrategien bei biotechnologische Fragestellung wird
anhand der Ergebnisse dargestellt und diskutiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Mikroorganismen

Fiir die modellhaften Untersuchungen wurden Acinetobacter calcoaceticus 69-V (Kleber et
al., 1973) und Ralstonia eufropha JMP134 (Pemberton et al., 1979; Yabuuchi et al., 1995)
flir verschiedene Kultivierungsexperimente ausgewdéhlt. Beide Spezies kénnen Acetat und
Phenol als Kohlenstoff- und Energiequelle zum Wachstum und zur Vermehrung nutzen.
Neben der unterschiedlichen taxonomischen Gruppenzugehorigkeit, Acinetobacter calco-
aceticus 69-V gehort zur v-Gruppe, Ralstonia eutropha JMP134 zur B-Gruppe der
Proteobakterien, unterscheiden sich die beiden Stamme im Metabolismus und der Verwer-
tungsgeschwindigkeit von aromatischen und nicht-aromatischen Substraten. \Weitere
Unterschiede finden sich im Substratspekirum.

Alle mikrobiologischen Arbeiten fanden unter sterilen Bedingung statt, das heif’t alle Geréte
zur Kultivierung inklusive Zubehor und Nahrmedien wurden vor dem Animpfen 20 min bei
121 °C und 1013 hPa Uberdruck autoklaviert.

2.1.1 batch-Kultivierungen mit Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle

Beide Stamme wurden in Mono- und Mischkultur in 150 ml Kulturflissigkeit mit Acetat als
Kohlenstoff- und Energiequelle in 500 ml Erlenmeyerkolben bei 30 °C kultiviert
(Inkubationsschiittler SM/TH25, BUHLER). Ein Standardsalzndhrmedium (Miiller und Babel,
1986) mit 310 mg/l Phosphatpuffer (pH 7,0) und 0,1 % Hefeextrakt wurde eingesetzt. Der
Kultur wurden 0,5 % Natriumacetat als Kohlenstoff- und Energiequelle zugesetzt. Das
Animpfen der Hauptkulturen wurde mit 5-10 ml Kulturflissigkeit (Inokulum) aus einer

Vorkultur unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

2.1.2 Kultivierungen mit Phenol als Kohlenstoff- und Energiequelle

Weitere Experimente mit Phenol als Kohlenstoff- und Energiequelle wurden in
diskontinuierlichen und kontinuierlichen Kultivierungen durchgefiihrt. Die Phenol-
konzentration wurde mittels HPLC-Analytik (Saule: Nucleosil RP18; SPD-6AV, SHIMADZU)
bestimmt (Miiller und Babel, 1996).
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2.1.2.1 baich-Kultivierung

Mit Reinkulturen aus Acinefobacter calcoaceticus 69-V und Ralstonia eutropha JMP134
wurden batch-Versuche mit 400 ml Kulturfilissigkeit in 1 | Erlenmeyerkolben bei 30 °C
durchgefiihrt. Ein Standardnahrsalzmedium mit 310 mg/l Phosphatpuffer (pH 7,0), 0,01 %
Hefeextrakt und 150 mg/l Phenol als Kohlenstoff- und Energiequelle wurde eingesetzt.
Angeimpft wurde aus einer Vorkultur mit 30 ml Inokulum.

2.1.2.2 transient-state-Kultivierung im Chemostaten

In einem Laborfermenter der Firma BRAUN (Biostat ED, ER2), der als Chemostat benutzt
wurde, wurden die Stadmme Acinefobacter calcoaceticus 69-V und Ralstonia eutropha
JMP134 in einem Arbeitsvolumen von 1,0 | bzw. 1,5 | kontinuierlich in Rein- und Mischkultur
kultiviert. Die Temperatur wurde konstant auf 30 °C gehaiten, der pH-Wert wurde auf 7,0
geregelt (automatische S&uren- und Basentitration mit 1 M HCI oder 1 M NaOH; pH-MeR-
sonde: INGOLD). Der in der Kulturflissigkeit geloste Sauerstoffanteil wurde auf 60 %
Sattigung gehalten, wobei die Regelung tiber die Drehzahlgeschwindigkeit des Riihrers und
den externen Sauerstoffeintrag erfolgte. Die Substratkonzentration im ZufluRgefaR Sq
betrug 1 g/l Phenol (Standardndhrsalziésung mit 310 mg/l Phosphat, pH 7,0). Aus einer
Vorkultur (batch-Kultivierung mit 100 mg/l Phenol) wurde der Chemostat beimpft. Nach
einer Anwachsphase unter batch-Bedingungen mit einer initialen Phenolkonzentration von
100 mg/l konnte ein kontinuierlicher SubstratzufluR® mit einer Durchflurate von D = 0,05 h™
etabliert werden. Ein FlieRgleichgewicht (steady state) stellte sich ein. Die Durchflurate
entspricht in diesem Zustand der spezifischen Wachstumsrate () der kultivierten Bakterien.
Fir beide Bakterienarten besonders aber fiir Acinetobacter calcoaceticus 69-V traten
Probleme bei der Kultivierung durch vermehrte Schaumbildung auf. Durch den Zusatz von
Antifoam 289 (SIGMA) zum ZufluRgefd (Verdiinnung 1:4000 bei 20 | GefaRvolumen)
konnten die Probleme beziglich der Schaumbildung minimiert werden.

Nach Erreichen des stationdren Zustandes (steady stafe) wurde fiir die Reinkulturen ein
Geschwindigkeitsgradient angelegt. In bestimmten zeitlichen Intervallen (At = 1-2 h) wurde
die DurchfluBrate in kleinen Schritten (AD = 0,01-0,025 h'1) erhoht. Bei dieser transient-
state-Technik bildet sich fiir jedes Intervall ein quasi-stationdrer Zustand aus, der nur
minimale Abweichung von den entsprechenden steady state Bedingungen zeigt (Miiller et
al., 1995). Das fransient-state-Regime wurde bis zum Auswaschprozell der Bakterienkultur

benutzt. Fiir jeden quasi-stationdren Zustand kann die DurchfluRrate mit der spezifischen
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Wachstumsrate der Bakterien gleichgesetzt werden. Jeder dieser Zustdnde wurde beprobt.
Bei den Versuchen mit Mischkulturen aus beiden Bakterienarten wurde ein Teil des
Kulturvolumens aus den Chemostaten abgelassen und unter Beibehaltung des urspriing-
lichen Volumens mit der Kulturfliissigkeit einer Vorkultur (batch-Kultivierung mit 100 mg/|

Phenol) des anderen Stammes angeimpft.

2.1.2.3 Zusatz einer zweiten Energiequelle: Formiat-Gradient

In einem Fermentations-Kalorimeter (BERGHOF) wurde Ralstonia eutropha JMP134
kontinuierlich mit Phenol als Kohlenstoff- und Energiequelle (So = 1 g/l; D = 0,1 h™)
kultiviert. Als zusatzliche zweite Energiequelle wurde Natrium-Formiat graduell dem System
appliziert. Bei einem Arbeitsvolumen von 1,8 | und den beschriebenen Kultivierungs-
bedingungen (2.1.2.2) wurde ein Formiat-Gradient (Zulauf: 0,2 g/l bis 7 g/l) liber eine
Pumpen- und Waagensteuerung etabliert (Zulaufgefa® Formiat: S, = 15,3 g/l; weitere
Versuchsdetails bei Maskow und Babel, 1997). Verschiedene Zustdnde wurden beprobt.
Bei dem Experiment wurde die Warmeténung der Bakterienkultur im Chemostaten
detektiert. Gemessen wurde die bakteriell produziet Warme im System wahrend der
gesamten Kultivierungsdauer von 60 Stunden in Kelvin (K). Bei der Substratverwertung
entsteht chemisch nutzbare Energie, wovon ein gewisser Teil als Warme fiir die Bakterien
verloren geht. Sie ist ein summarisches MaR fiir den Stoffwechsel bei der Substrat-

verwertung, der zum Wachstum und zur Vermehrung der Kultur fiihrt.

2.1.2.4 Substrathemmung mit Nutristat-Experimenten

Bei den Nutristat-Experimenten handelt es sich um eine kontinuierliche Kultivierungs-
methode zur Konzentrationsregelung des Substrates, mit der die Kinetik einer Substrat-
hemmung untersucht werden kann. Eine hemmende, konstante Konzentration der
Kohlenstoff- und Energiequelle wird im KultivierungsgefaR reguliert, zu der sich eine
spezifische Wachstumsrate der Bakterien einstellen kann.

Die Substrathemmung durch Phenol wurde bei Ralstonia eutropha JMP134 getestet, indem
eine bestimmte Konzentration von Phenol im KulturgefaR des Nutristaten als UberschuR-
konzentration konstant gehalten wurde. Der Einflu steigender Phenolkonzentrationen von
0 mg/l bis maximal 560 mg/l auf die spezifische Wachstumsrate von Ralstonia eutropha
JMP134 wurde untersucht.

10
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Die Kultivierungen wurden in einem 1,8 | Bioreaktor (LF2, CSAV, Tschechische Republik)
mit Steuereinheit durchgefiihrt. Die Wachstumsbedingungen von 30 °C und pH 6,8 sowie
mindestens 30 %ige Sauerstoffsdttigung wurden konstant gehalten. Die Anzucht des
Stammes erfolgte in dem KulturgefaR mit 0,5 % Pyruvat (Standardnahrsalzmedium,
155 mg/l Phosphat, pH 7,0) als Kohlenstoff- und Energiequelle unter batch-Bedingungen,
bevor kontinuierliche Kultivierungsbedingungen mit Phenol als Kohlenstoff- und Energie-
quelle etabliert wurden (S = 3 g/l, pH 6,8). Mit einem Geschwindigkeitsgradienten (fransient
state) wurde die DurchfluBRrate auf D = 0,2 h™ und somit die Wachstumsrate der Bakterien

erhdht, bevor das Nutristat-Experiment gestartet wurde.

Computer

3
~|lInterface||«

Spektro-
photometer

Filtriermodul

e“%bifs'ru/fE
=

Abb. 1:  Schema des experimentellen Aufbaus (detailliertere Beschreibung bei Miiller et al., 1997).

Die Kulturflissigkeit wurde in einer AuBenschlaufe (Pumpe: INFORS) filtriert
(Faserschlauche, 0,2 um Polysulfon SPS 9002-4; FRESENIUS). Von dem zellfreien Filtrat
wurde die Phenolkonzentration durch ein photometrisches Modul (Extinktionsmessung bei
280 nm, Uvichord I, PHARMACIA) parallel zum laufenden ProzeR (on /ine, mit einer
Zeitverzogerung von 3 min) kontrolliert. Die Steuerung der Dosierpumpe fiir das Substrat
erfolgte Uber einen Computer, der mit einer Waage verbunden war, auf der das
VorratsgefalR mit Sg = 3 g/l Phenol stand. Aus dem Substratverbrauch der letzten 15-20 min
wurde ein kinftiger Verbrauch berechnet, der dem System zudosiert wurde. Eine konstante
Phenolkonzentration konnte im Nutristaten etabliert werden. 48 Stunden nach Etablierung
eines stabilen Zustandes fiir jede vorgegebene Phenolkonzentration (0, 90, 200, 430 und
560 mg/l) im Kulturgefa wurde das System beprobt.

11
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2.1.3 Bestimmung der Biomassekonzenfration und Zellfixierung

Die Biomassekonzentration der Bakterien wurde durch die Messung der optischen Dichte
bei 700 nm (Glaskiivette, 10 mm Schichtdicke) im Photometer (Ultraspec I, PHARMACIA
und U-2000, HITACH]I) bestimmt.

Flr die baich-Experimente mit Phenol als Kohlenstoff- und Energiequelle wurde zusétzlich
die Biotrockenmasse bestimmt. Die Massendifferenz aus dem Zellpellet von 3 ml
Kulturfliissigkeit (dreiminiitige Zentrifugation bei 5000 g) vor und nach einer vierstiindigen
Trocknung bei 110 °C wurde fiir jede Probe ermittelt (Waage: RC 210 S-OD1, SATORIUS).
Bei den Proben aus den Experimenten mit dem Substrat Phenol wurde die Kulturfliissigkeit
entfernt (dreiminiitige Zentrifugation: 8000xg) und das Zellpellet in 1 ml 10 %iger NaNs-
Lésung konserviert. Die konservierte Probe konnte mindestens sechs Monate bei 4 °C im
Kuhlschrank aufbewahrt werden.

Bei den Experimenten mit Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle wurde das
Fixierungsprotokoll von Amann et al. (1990b) benutzt. 10° Zellen/ml wurden nach einer
30 minttigen Inkubation mit 3 %igem Paraformaldehyd in Natriumphosphatpuffer (PBS:
10 mM Na;HPO,/NaH,PO, [pH 7,0], 130 mM NaCl) bei 4 °C in einer 50 % Ethanol/PBS-
Lésung bei -20 °C gelagert. Die fixierten Proben konnten iliber ein Jahr gelagert werden,
ohne dal Verdnderungen der Zellen festgestellt wurden. Fiir beide Bakterienstdmme
ergaben sich trotz der unterschiedlichen Fixierungsarten keine Unterschiede nach der

Farbung und anschlieRender zytometrischer Messung.

2.2 Fluoreszenzfarbstoffe und Fluoreszenzfarbung

Die Zellen aus den Kultivierungsexperimenten wurden vor der durchfluRzytometrischen
Messung mit spezifischen Farbeprotokollen fluorochromiert. Zur DNS-Farbung wurde DAPI
(4’,6-Diamidino-2-phenylindol) benutzt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff bildet mit doppel-
strangiger DNS fluoreszierende Komplexe und besiizt eine hohe Bindungsaffinitat zu AT-
reichen Regionen (Williamson und Fennell, 1975). Fluorescein (Fluos), CY3 und CY3.5
markierte Oligonukleotidsonden (gekoppelt (iber eine Aminobriicke am 5'-Ende) wurden zur

Darstellung der rRNS eingesetzt.

in der Tab. 1 sind die benutzten Farbstoffe mit den spektralen Daten der maximalen
Excitation und Emission sowie die benutzten Laserlinien zur Anregung der geférbten Zellen

aufgefiihrt.

12
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Tab.1:  Spektrale Daten der Fluoreszenzfarbstoffe.

Farbstoff max. Excitation max. Emission Anregungslinie des Lasers
[nm] [nm] [nm]

DAPI ' 345 455 333,6-363,8

Fluorescein > 494 518 488

Ccys3? 552 565 514/528

CY3.5°3 581 596 528

' SERVA, 2 CARL ROTH GmbH, * AMERSHAM INTERNATIONAL PLC,

Fluoreszenzfarbstoffe sind in der Regel aromatische Verbindungen mit delokalisierten
n-Elektronen. Durch Absorption von Photonen werden die Elektronen in ein hdheres
Energieniveau Uberfihrt. Auf verschiedene Weise kann das Molekiil aus diesem
angeregten Zustand wieder in den Grundzustand zuriickkehren. Eine der moglichen
Energielibergénge ist die Fluoreszenz. Da diese in vielen Stufen mit fluoreszenzlosen
Ubergé‘mgen erfolgt, ist das emittierte Fluoreszenziicht energiedarmer (langwelliger) als die
absorbierte Strahlung. Diese Zunahme in der Wellenldnge wird als Stokesche Ver-
schiebung bezeichnet. Durch geeignete optische Filter ist es méglich, das Anregungslicht
von dem emittierten Licht zu trennen und ungestért vom Hintergrund zu detektieren. Eine
umfassende Ubersicht Uber Fluoreszenzfarbstoffe sowie deren Eigenschaften und An-
wendungen bietet Haugland (1996).

2.2.1 rRNS-Farbung

Zur Fluorochromierung der bakteriellen rRNS wurden in situ-Hybridisierungen mit
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden benutzt, die gegen Sequenzen der 16S bzw.
23S rRNS gerichtet sind.

2.2.1.1 Verwendete Oligonukleotidsonden

Tab. 2 zeigt die benutzten Oligonukleotidsonden, die zur Detektion der Bakterien eingeseizt

wurden. Die beschriebene Spezifitdt der Sondensequenzen wurde mit spezieller Software

13
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der Datenbank fiir ribosomale Sequenzen in lllinois (Ribosomales Daten Projekt RDP;
Maidak et al., 1996) regelmaRig kontrolliert.

Tab. 2:  Oligonuklectidsonden.

Sonde' Sequenz 5°- 3’ Spezifitat % FA? Literatur

EUBx3s: S-D-Bact-0338-a-A-18 GCTGCCTCCCGTAGGAGT  Bactena o] Amann et al., 1980a
EUBg;7: S-D-Bact-0927-a-A-18 CACCGCTTGTGCGGGCCC Bactena o] Giovannoni et al., 1920
NON: S-D-NBact-0338-a-S-18 =~ ACTCCTACGGGAGGCAGC Negativ-Kontrolle o] Wallner et al., 1996
BETA: L-Sc-bProt-1227-a-A-17 GCCTTCCCACTTCGTTT B-Proteocbakterien 35 Manz et al,, 1892
GAM: L-Sc-gProt-1027-a-A-17 GCCTTCCCACATCGTTT y-Proteobakterien 35 Manz et al., 1982
ACA: S-G-Acin-0852-a-A-18 ATCCTCTCCCATACTCTA Gattung Acinetobacter 35 Wagner et al., 1994
REU: S-Ss-Alc-0647-a-A-18 CTGACACACTCTAGCCTT  Ralstonia eutropha 10 Manz, 1994°

JMP134

! benutzter Sondenname und Standardisierung (Alm et al., 1997)

2 Prozent (v/v) Formamid (FA) im Hybridisierungspuffer

*Weitere Beschreibung bei Rothemund et al., (1996)
Markierung der Oligonukleotidsonden am 5°-Ende mit den Fluoreszenzfarbstoffen Fluorescein (Fluos),
CY3 und CY3.5 (CARL ROTH GmbH und MWG-BIOTECH).

Die stammspezifische Sonde REU, die fiur Ralstonia eutropha JMP134 entworfen wurde,
hybridisiert und detektiert auch einen von Gerner-Schmidt et al. (1994) beschriebenen
Stamm als Nicht-Zielzelle. Die kommerziell erworbenen Oligonukieotidsonden wurden in

50 ng/pl Aliguots aufgeteilt und bei einer Temperatur von -20 °C gelagert.

2.21.2 In situ-Hybridisierung auf Objekttrigern

Ein Aliquot von 1-3 pl (ca. 10° Bakterien) der konservierten Zellen wurde auf eines der
sechs Felder eines beschichteten Objekitrdgers (PAUL MARIENFELDER KG) zur
Trocknung aufgetragen. Nach der Auftrocknung der Zellen wurde der Objekttrager in einer
aufsteigenden Ethanolreihe von 50 %, 80 %, und 96 % fiir jeweils drei Minuten
dehydratisiert. Nach der Trocknung erfolgte pro Feld die Zugabe von 8 ul vortemperiertem
Hybridisierungspuffer (10 mM Tris/HCI [pH 7,4], 0,9 M NaCl, 0,1 % SDS) und 1 ul Oligo-
nukleotidsonde (aus 50 ng/ul Sondenstammidsung). Zur Erhéhung der Bindungsstringenz
fur entsprechende Oligonukleotidsonden wurde Formamid zum Hybridisierungspuffer (Tab.
2) zugesetzt. Eine unmarkierte Kompetitorsonde (BETA™ bzw. GAM) wurde zusatzlich

benutzt, um eine bessere Diskriminierung bei den gruppenspezifischen Sonden zu
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erreichen (Wallner et al., 1993). Der Objekttrager wurde in einer Inkubationskammer (50 ml
ReaktionsgefaR, GREINER) mit gesattigter Atmosphdre des Hybridisierungspuffers
(getrénktes Zellstoffblatt) verschlossen. Im Hybridisierungsofen (Hybaid Mini10, MWG-
BIOTECH) erfolgte die Inkubation bei 48 °C fiir 1,5 h. Nach der Hybridisierung schlof sich
ein 15 minitiger VWaschschritt des Objekttragers mit einem Waschpuffer (10 mM Tris/HCI
[pH 7.4], 0,9 M NaCl, 0,1 % SDS) bei gleicher Temperatur an. Nach Hybridisierungen mit
erhohter Stringenz, d. h. Zusatz bis zu 35 % Formamid im Hybridisierungspuffer, wurde die
NaCl-Konzentration im Waschpuffer auf 0,04 M gesenkt. Nach der Trocknung des
Praparats erfolgte die Einbettung mit CitiFluor (CITIFLUOR LDT.), einem Ausbleichschutz
fur die Fluoreszenzfarbstoffe sowie die fluoreszenzmikroskopische Analyse.

2.2.1.3 In situ-Hybridisierung in Suspension

Ein Aliquot von 2-4 pl (ca. 10° Bakterien) der konservierten Zellen wurde in 50 pl
Hybridisierungspuffer (10 mM Tris/HCI [pH 7,4], 0,9 M NaCl, 0,1 % SDS) unter Zusatz von
1,5 ng/ul fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden fir 2 h bei 48 °C hybridisiert. Zur
Erhéhung der Stringenz wurde Formamid zum Hybridisierungspuffer (Tab. 2) zugesetzt.
Unmarkierte Kompetitorsonden wurden zusétzlich eingesetzt, um falsch-positive Signale bei
der Anwendung der gruppenspezifischen Sonden (BETA und GAM) zu minimieren (Waliner
et al., 1893). Nach 2 h wurde der Hybridisierungspuffer entfernt (dreiminiitige Zentrifugation
bei 8000 g). Die Zellen fiir die durchfuRzytometrische Messung wurden in 1 ml gekiihiter
PBS-Lésung (10 mM Na:HPO4/NaH,PO, [pH 8,4], 130 mM NaCl) resuspendiert und bis zur
Messung bei 4 °C gelagert.

2.2.2 DNS-Farbung

Zur DNS-Farbung der fixierten Bakterien wurden 3*10° Zellen/ml mit einer Detergenzlosung
aus 0,1 M Citrat und 0,5 % Tween 20 fiir 10 Minuten vorbehandelt. Danach folgte die
Farbung mit 0,23 uM DAPI-Lésung (0,23 uM 4’,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochiorid in
0,4 M Di-Natriumhydrogen-Phosphat [pH 7,2], nach Otto (1994) modifiziertes Protokoll fiir
diese beiden Bakterienstdmme).
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2.3 Fluoreszenzmikroskopie und -spektroskopie

Fluoreszenz- und Phasenkontrastbilder von gefarbten bakteriellen Objekten wurden mit
einem Epi-Fluoreszenzmikroskop bei 1000facher VergroRerung kontrolliert (BH-2,
OLYMPUS).

Tab. 3; Filtersatze fiir die Fluoreszenzmikroskopie.

Anregungsfilter Farbteiler Emissionsfilter

UGt FT400 LP420
BP490 FT505 LP515
BP545 FT570 LP590

UG: Ultaviolettglas FT: Farbteiler BP: Bandpaffilter LP: LangpaRfilter

in der Tab. 3 sind die benutzten Filtersdtze zur Fluoreszenzanregung und -detektion
dargestellt. Zur Dokumentation wurden Fotografien (OM4Ti, OLYMPUS) von den
Phasenkontrast- und Fluoreszenzbildern gemacht (Diapositiv, Gold 200-5 KODAK).
Videoausdrucke (MITSUBISHI) wurden nach Fluoreszenzmikroskopie (Axioplan, Filterset
09, ZEISS) mit CCD-Kamera (DXCS930P, SONY) und Bildauswertung (Optimas 4.2)
angefertigt.

Fluoreszenzspekiroskopische Analysen von Fluorescein und CY3 markierten Oligonukleo-
tidsonden (5 uyl Sonde in PBS-Puffer, pH 8,4) wurden mit einem Fluoreszenzspektrometer
(F-4500, HITACHI) aufgenommen. Fiir den Farbstoff CY3 wurde das Emissionsspekirum im
Bereich von 490-600 nm bei Excitationswellenldngen von 488, 514, 528 und 550 nm

aufgenommen.

2.4 DurchfluBzytometrie

Die DurchfluRzytometrie stellt ein MeRverfahren dar, das die mehrparametrische Analyse
einer groRen Anzahl von Einzelzellen in kurzer Zeit ermdglicht. Das Prinzip der Messung
beruht auf der hydrodynamischen Fokussierung der zu messenden Zellen durch einen
Hiillstrom in einer DurchfluRkammer. In dem fokussierten Probenstrom liegen die Zellen
vereinzelt vor und durchflieRen perlenkettenartig den Fokus einer Lichtquelle. Dabei kdnnen

Streulicht- und Fluoreszenzsignale von jeder Zelle detektiert werden.
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Abb. 2:  Schematischer Aufbau eines DurchfluRzytometers.

Ein modulares DurchfluBzytometer, ausgestattet mit einer Freistrahlkammer und einem
Argon-lonen-Laser (Innova 304, COHERENT) als Lichtquelle, wurde fiir die zytometrischen
Messungen benutzt (Aufbau wie in Abb. 2). Der Argon-lonen-Laserstrahl wird durch zwei
gekreuzte Zylinderlinsen (Brennweiten f = 45 mm und 100 mm) elliptisch fokussiert (21 um
x 48 um). Durch diesen Fokus flieRen die Zellen mit einer Geschwindigkeit von 10 m/s,
nachdem sie aus der Freistrahlkammer mit einen Kapillardurchmesser von 100 pm
austreten. In dem Hulistrom wird der Probenstrom auf einen Durchmesser von < 10 pm

fokussiert.

Flr Versuche mit unterschiedlichen Farbstoffen wurden die verschiedenen Linien des
Argon-lonen-Lasers (Tab. 1) benutzt. Vorwartstreulicht (FSC) wurde im Winkel von 3,5-9,6°
detektiert. Zuséatzlich konnten maximal zwei Fluoreszenzen (FL.1, 2) im 90° Winkel
detektiert werden. Dies zeigt Tab. 4 mit den unterschiedlichen Konfigurationen des
Systems. Die Lichtimpulse wurden mit einem Objektiv (40fache VergréRerung, numerische
Apertur: 0,4; ZEISS) und Photomultipliern (Sekund&relektronenvervielfacher, SEV; R1923;
HAMAMATSU) detektiert und signalproportional in eine elektrische Spannung (max. 5 V)
gewandelt.
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Tab. 4:  Optische und elektrische Parameter des Zytometers.

Laserlinie Leistung Detektion Filter' Transmission®

[nm] [mW] [nm]

a) zweiparametrische Messung: Vorwartsstreulicht (FSC) und Fluoreszenz (FL.)

333,6-363,8 400 FSC UG1 320-410
blaue FL. GG430 > 430

488 650 FSC Neutralfilter
griine FL. 0G510 > 500

514/528 1000/550 FSC Neutralfilter
orange FL. 0G550 > 550

b) zweiparametrische Messung: zwei Fluoreszenzen (FL.1, 2)

488 650 griine FL.1 0G510, TK580 510-580
orange-rote FL.2 TK580, OG590 > 590
514 650 griine FL.1 OG550, TK580 550-580
orange-rote FL.2 TK580, 0G590 > 590
528 550 orange FL.1 0G550, TK580 550-580
rote FL.2 TK580, RG610 >610

c) dreiparametrische Messung: FSC und zwei Fluoreszenzen (FL.1, 2)

uUv+488 500 FSC UG1 320-410
blaue FL.1 GG430, TK460 430-460
grine FL.2 TK460, OG530 > 530

' benutzte Detektionsfilter vor den Photomultipliern: Griinglas (GG), Orangglas (OG), Rotglas (RG), ZEISS;
Neutralfilter, Ultraviolettglas (UG) und dichroitische Spiegel (TK: Teilerkante; SPINDLER & HOYER)
Transmissionsbereich der Filter
Hochspannungsbereich fiir die SEVs: FSC 4-6 V, FL. 8-88V

Bei linearer Verstarkung der Photomultiplier wurden 32.000 Zellen bei einer
DurchfluBmefRrate von 250-300 Zellen/s analysiert. Die in eine Spannung transformierten
Signale wurden (ber einen Spitzenwertsignalhalter registriert. WWenn eine vorher definierte
Signalhdhe eines Kanales (FSC, FL.1 oder FL.2) iiberschritten wurde (Triggerschwelle),
kam es zum Auslesen der restlichen Signalkanéle. Dadurch wurde eine erste Selektion der

Daten in Rauschen und positiven Signale (Bakterien) mdglich. Die detektierten Signale
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wurden im Listmode dargestellt (12 Bit A/D-Wandler: Klassifikation der Signalstarke in 4096
Kanédle) und gespeichert (Hardware: MUPAN). Eine Eichung und Standardisierung des
DurchfluRzytometers wurde mit 0,75 pm YellowGreen, 1,0 um YellowOrange und 1,0 ym
BrightBlue Fluoresbrite Microspheres (POLYSCIENCE) vorgenommen.

2.4.1 Auswertung der zytometrischen Daten

Fir die Auswertung der Daten wurden die Software-Programme WinList 2.01 und
IsoContour 3.2 (VERITY SOFTWARE HOUSE) benutzt. Mehrere Darstellungsarten einer
Messung mit DAPI gefarbten Zellen von Acinetobacter calcoaceticus 69-V werden in Abb. 3

gezeigt.

[

il

= w -
o

Number

i

1

gemessene in der Region prozentualer Anteil Mittelwert als  Stdabw. cVv
Zellen markierte Zellen an allen Zellen Kanalzahl
R1 32.000 10.761 33,63 30,98 36 11,62
R2  32.000 12.3486 38,56 61,66 517 8,39

Abb. 3:  Verschiedene Darstellungsarten einer zweiparametrischen Messung (Fluoreszenz und FSC):
DNS-Farbung von Acinetobacter calcoaceticus 69-V (stationdre Phase aus einer batch-Kultivierung).
in der oberen Reihe sind die beiden gemessenen Parameter als Anzahl| der Zellen gegentiber
dem gemessenen Parameter dargestellt. In der unteren Reihe sind in zweiparametrischer Darstellung
der Dot-Plot und Contour-Plot (Héhenliniendarstellung) gezeigt. Darunter ist die Statistik der
Regionen R1 und R2 aufgefiihrt.
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32.000 gemessene Ereignisse wurden in der zweiparametrischen Messung (FSC und blaue
Fluoreszenz) abgespeichert. Grunddarstellung bei der Messung sind die einparametrischen
Bilder von Fluoreszenz- und Streulichtsignalen, bei denen die Signalintensitét (Kanalzahl) in
Abhéngigkeit von der Anzahl der gemessenen Bakterien dargestellt wird. Bei der zwei-
parametrischen Messung der Acinefobacter-Kultur erkennt man vier Subpopulationen der
Zellprobe (Abb. 3).

in der Abbildung wird auch die Méglichkeit einer statistischen Auswertung gezeigt. Uber
jedes entstandene Signal (in der Regel Normalverteilungen) kann ein Fenster bzw. Region
(R1 und R2) gesetzt werden. Die ausgewéahiten Regionen kénnen farblich markiert werden,
wobei die Markierung in jede Darstellungsart projeziert werden kann. Gleichzeitig ist eine
statistische Auswertung der markierten Flache moglich: Der absolute und der prozentuale
Anteil der Zellen kann bestimmt werden (grau markierte Zellen: 38,56 % der Acinefobacter-
Zellen besitzen einen doppelten DNS-Gehalt [Kanalmittelwerte: %6*R2 = R1] und sind etwas
groRer [FSC] als Zellen mit dem einfachen DNS-Gehalt). Die Signalstarke kann iber den
Kanalmittelwert klassifiziert werden. Bei der benutzten Software standen flir Aufidsung der
detektierten Signale lineare Skalen von 64 bis 4096 Kandlen zur Verfligung. Fir die
durchgefiihrten Versuche wurde die Standardeinstellung von 256 Kanélen benutzt. Bei den
ersten zytometrischen Messungen (batch-Versuche mit dem Substrat Acetat) war bedingt
durch eine altere Software (Consort 30, BECTON DICKINSON) nur eine Aufldsungsbreite

der Signale in 64 Kanélen mdglich.

Da Proben eines Experimentes ohne Verdnderung der Zytometereinstellungen gemessen
wurden, resultierten relative Quantifizierungen der einzelnen Zellsignale. Gleichzeitig kann
der Variationskoeffizent einer Messung (CV) berechnet werden. Bei den Eichungen des
Gerates mit den fluoreszierenden Eichpartikel ergaben sich Werte von 1-2 %. Bei den DNS-
Farbungen lag der Variationskoeffizienten bei 8-15 %, bei den rRNS-Farbungen resultierten
CV-Werte von 30-40 %.

Zur weiteren Visualisierung sind auch 3-dimensionale Darstellungen der gemessenen
Daten moglich. In Abb. 4 entspricht die Hohe der Signalberge der Anzahl der gemessen
Zellen. Auch hier erkennt man die vier Subpopulationen der Zellen mit diskret verteilten

Chromosomené&quivalenten.
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Abb. 4:  3-D-Darstellung der Messung aus Abb. 3; X-Achse: FSC, Y-Achse: FL. Die Anzahl| der Bakterien ist
als Z-Achse dargestellt.

2.4.2 Populationsmodelle

Zur Modellierung der Populationsdynamik der Mischkulturversuche wurde das Programm
ISIM 2.06 (Snape et al., 1995) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Acinetobacter calcoaceticus 69-V
3.1.1 Versuche mit Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle

Zellen von Acinetobacter calcoaceticus 69-V wurden wahrend eines batch-Versuches mit
0,5 % Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle stiindlich beprobt. Jede Probe wurde nach
in situ-Hybridisierung mit einer fluorescein-markierten genusspezifischen Oligonukleotid-

sonde (ACA-Fluos) durchfluRzytometrisch gemessen.

Tobdalabiabdalab atdad e daldudab sl ded

L babdeb o el

Fluoreszenz —> Dot-Plot

Abb. 5:  Fluoreszenz-, FSC-Signal und Dot-Plot Bild (Abszisse: FL., Ordinate: FSC) der Acinetobacter-Proben
(1-4h) aus einer bafch-Kultivierung.
In situ-Hybridisierungen der Kultur mit ACA-Fluos, Negativ-Kontrolle: Hybridisierung von Probe 3h
mit NON-Fluos; Anregung: 488 nm bei 650 mW Leistung.
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Abb. 5 zeigt, dal® bei der Hybridisierung mit der genusspezifischen fluorescein-markierten
Oligonukleotidsonde (ACA-Fluos) nur die Zellen der Proben 2h, 3h und 4h ein
detektierbares Fluoreszenzsignal ergaben. Diese Proben spiegeln die exponentielle
Wachstumsphase wider. Bei der GroRenverteilung der Zellen (FSC-Signal) ergab sich das
gleiche Bild. Die Zellen der 1h-Probe besalen kein detektierbares Fluoreszenz-Signal, aber
ein geringes, auflésbares FSC-Signal, das in der Nahe des elektronischen Rauschanteils
lag und sich mit ihm Uberlagerte. Bei der Negativ-Kontrolle der Probe 3h, die mit der NON-
Fluos Sonde hybridisiert wurde und fiir die keine Bindestelle in der rRNS existiert, zeigten
1.1 % der Acinetobacter-Zellen eine geringe unspezifische Fluoreszenz. Bei der Kontroll-
messung (Negativ-Kontrolle) entsprach das FSC-Signal der Zellen dem Signal der
gefarbten 3h-Probe. Die Variationskoeffizienten (CV-Werte) der Fluoreszenzsignale lagen
bei 30-35 %, die der FSC-Signale bei 35-45 %.

3.1.1.1 Amplifikation des Fluoreszenzsignals

Bei der Verstarkung des detektierbaren Fluoreszenzsignals nach den Hybridisierungs-
experimenten ergeben sich drei grundlegende Methoden. Zum einen kdnnen die Oligo-
nukleotidsonden mit besseren Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden, die nach Licht-
anregung eine hoéhere Fluoreszenz-Emission aufweisen. Zweitens kann die Markierungs-
dichte einer Sonde erhdht werden. Drittens kénnen mehrere einfach markierte Sonden mit
gleicher Spezifitat eingesetzt werden.

Zur Mehrfach-Markierung von Oligonukleotidsonden mit Fluoreszenzfarbstoffen wurden
keine Experimente gemacht. Wallner et al. (1993) beschreiben detailliert Versuche zur
Erhdhung der Markierungsdichte einer Oligonukleotidsonde, die alle eine Erniedrigung der

Bindungsspezifitdt der benutzten Sonden zur Folge hatten.

Die Fluoreszenzintensitit eines Farbstoffes setzt sich aus dem Produkt von Quanten-
ausbeute und dem molaren Extinktionskoeffizienten zusammen. Fluoreszenzfarbstoffe wie
die Indocarbocyanine CY3 und CY3.5 besitzen eine hohere Quantenausbeute als
Fluorescein (Wessendorf und Brelje, 1992; Produktinformation: AMERSHAM). Aus diesem
Grund wurden CY3-markiete Sonden zur Signalamplifikation neben den fluorescein-
markierten Sonden benutzt.
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Abb. 6: Emissionsspektrums einer CY3-markierten Sonde (5 pl EUB335-CY3 in 1 ml PBS, pH 8,4) in
Abhdngigkeit von den Anregungswelienlangen 488, 514, 528 und 550 nm.

Das hochste Signal der Fluoreszenz-Emission entstand bei der Excitationswellenldnge von
550 nm, dem Absorptionsmaximum des Farbstoffes (Abb. 6). Bei dem Wechsel von 488 nm
(Anregungslinie des Argon-lonen-Lasers fiir Fluorescein) auf die Wellenlangen von 514

bzw. 528 nm zeigte sich eine Verstarkung der CY3-Fluoreszenz um den Faktor vier.

DurchfluRzytometrische Messungen mit den Laserlinien 488 und 514 nm wurden mit
Acinetobacter-Zellen nach Hybridisierungsexperimenten mit einer CY3-markierten Oligo-
nukleotidsonde (ACA-CY3) durchgefiihrt. Gemessen wurden die Zellen aus der zuvor
beschriebenen batch-Kultivierung mit Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle (3.1.1).

Zur Detektion der Fluoreszenz nach Anregung mit 514 nm wurden die Filter OG530 und
0G550 getestet. Bei dem Einsatz eines OG530 konnten im Fluoreszenzdetektor deutliche
Signale von ungeférbten Zellen detektiert werden. Das bedeutet, daR der OG530-Filter das
gesamte Anregungslicht (Seitwartsstreulicht der Zellen) nicht volistdndig absorbierte. Dieser
Effekt trat bei der Benutzung des OGS550-Filters, der fiir die Experimente mit der
Anregungslinie 514 nm eingesetzt wurde, nicht auf.
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Rel. Fluoreszenz
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Abb. 7. Hybridisierungssignale bei einer batch-Kultivierung von Acinetobacter calcoaceticus 69-V bei
unterschiedlichen Anregungswellenldngen des Argon-lonen-Lasers.
Nach Hybridisierungexperimenten mit ACA-CY3 sind die Kanalmittelwerte der detektierten
Fluoreszenz jeder Probe (Signalbreite: 64 Kandle) aufgetragen worden. Benutzte Filter fir die
Detektion OG510 (488 nm Anregung) und OGS550 (514 nm Anregung) bei einer Laser-Leistung von
jeweils 850 mVW pro Linie.

Abb. 7 zeigt, daR der Intensittsgewinn bei der Anderung der Anregungswellenlange von
488 auf 514 nm bei der durchfluBzytometrischen Messung nur ca. 30 % ausmachte. Dies
kann durch unterschiedliche Transmissionsraten der benuizien Filter und durch ein
verdndertes Signal-Rauschverhéltnis erklart werden. Nach Laseranregung mit 488 nm
konnten die Proben 1-5h der batch-Kultur detektiert werden, wéhrend fast alle Proben (1h
bis 12h) nach Anregung mit der 514 nm Linie ein detektierbares Fluoreszenzssignal

zeigten.

Eine weitere Methode zur Amplifikation des Fluoreszenzsignals ist der Einsatz von
mehreren Oligonukleotidsonden in einem Hybridisierungsansatz (Amann et al., 1995). Zur
Verstarkung der Fluoreszenzsignalstarke bei den Reinkulturexperimenten von
Acinetobacter calcoaceticus 69-V bzw. Ralstonia eutropha JMP134 wurden zu den
spezifischen Sonden (ACA und REU) zusétzlich gruppenspezifische Sonden (GAM und
BETA) und die beiden Eubakteriensonden (EUBsss und EUBs,7) eingesetzt.
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Abb. 8.  Amplifikation des Hybridisierungssignals bei einer batch-Kultivierung von Acinetobacter-Zellen.
DurchfluBzytometrische Messung der Zellen nach Hybridisierungsexperimenten mit unterschiedlichen
fluorescein-markierten Sonden (ACA-, GAM- und EUBaas-Fluos). Aufgetragen sind die Kanalmittel-
werte der detektierten Fluoreszenz bei jeder Probe. Anregung: 488 nm bei 650 mW Leistung.

Bei jeder Probe war mit der Erhéhung der Anzahl unterschiedlicher Oligonukleotidsonden
eine Zunahme der detektierbaren Fluoreszenz zu verzeichnen (Abb. 8). Der Anstieg der
Fiuoreszenzintensitdt erfolgte nicht additiv mit Zusatz einer weiteren Sondenart. Das
Intensitétsprofil aller fluoreszierender Zell-Proben wurde durch die Zugabe mehrerer
Sondenarten jedoch nicht veréndert. Es zeigte sich, daR mit drei verschiedenen Oligo-
nukiectidsonden die Proben 1h bis 12h detektiert werden konnten. Bei der Benutzung CY3-
markierter Oligonukleotidsonden wurden die gleichen Signalamplifikationen bei ErhShung
der Sondenart beobachtet. Differenzen aufgrund der unterschiedlichen Markierung mit

verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen wurden nicht festgestelit.

3.1.1.2 rRNS-Gehalt bei einer bafch-Kultivierung

Mit Proben aus einer bafch-Kultivierung von Acinetobacter calcoaceticus 69-V wurden
Hybridisierungsexperimente mit fluorescein-markierten Sonden durchgefiihrt. Die gefarbten

Proben wurden durchfluRzytometrisch gemessen.

26



Ergebnisse

18
D —m
R - "= 11
= =
Q0+ / 112
g 10
ol o
o 408 8
= =]
[T
= oot 408 8
Q
i
] - 04
Dt u\
(=) o -02
E*'_.;}" T e ans
or 00
1 1 1 L 1 i 1
8] 2 4 6 8 D 1z
Zeit[h]

Abb. 9:  Entwicklung der Biomasse (H) und des rRNS-Gehalt (O0) von Acinetobacter calcoaceticus 69-V bei
einer batch-Kultivierung (0,5 % Acetat).
DurchfiuRzytometrische Messung der Zellen nach Hybridisierungsexperimente der Zellen mit ACA-,
GAM- und EUBa3s-Fluos Sonden. Die relativen Fluoreszenzintensititen sind aus den Kanalmittel-
werten der Messungen bestimmt worden. Die Probe 3h diente nach Hybridisierung mit NON-Fluos
als Negativ-Kontrolle (gestrichelte Linie: Nachweisgrenze), Anregung: 488 nm bei 650 mW Leistung.

Neben den typischen Wachstumsphasen einer bafch-Kultivierung zeigte sich, daf der
héchste rRNS-Gehalt zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase (3h) vorlag (Abb. 9).
Vier Stunden nach dem Animpfen der Kultur nahm der rRNS-Gehalt der Zellen stark ab,
wahrend die Biomassekonzentration (optische Dichte) der Kultur weiter anstieg. Die

maximale Wachstumsrate (aus dem Intervall At = 2-3 h bestimmt) betrug pma = 0,94 h™".
3.1.2 Versuche mit Phenol als Kohlenstoff- und Energiequelle

3.1.2.1 Ergebnisse aus bafch-Kultivierung

Eine batch-Kultivierung mit Acinetobacter calcoaceticus 69-V wurde stlindlich beprobt. Als
Kohlenstoff- und Energiequelle wurden 175 mg/l Phenol eingesetzt. Eine durchflul-

zytometrische Messung der einzelnen Proben erfolgte neben der Bestimmung der
Biotrockenmasse (Abb. 10) und der Phenolkonzentration (Abb. 11).
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Abb. 10: Verlauf der optische Dichte (M), Biotrockenmasse (©) und relative GréRe (¥) bei einer batch-
Kultivierung (175 mg/l Phenol) von Acinetobacter-Zellen.
Die relative GréRe der Bakterien wurde aus den Kanalmittelwerten des FSC-Signals bestimmt, das
bei der DNS-Farbung und durchfluBzytometrischer Messung der Zellen detektiert wurde (Abb. 12).
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Abb. 11: Zeitlicher Verlauf von optischer Dichte (H), rRNS-Gehalt (00) und Phenolkonzentration (&) bei der
beschriebenen batch-Kultivierung (Abb. 10) von Acinetobacter calcoaceticus 68-V.
Der rRNS-Gehalt wurde nach durchfluBzytometrischer Messung hybridisierter Zellen mit ACA-, GAM-
und EUB33s-CY3 bestimmt. Die gestrichelte Linie stellt die Nachweisgrenze dar (Fluoreszenz-
Hintergrund; Fluoreszenzsignal der Negativ-Kontrolle: Probe 2h mit NON-CY3); Anregung: 528 nm bei
530 mW Leistung.
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In Abb. 10 wird die Ubereinstimmung zwischen dem Verlauf der Biotrockenmasse (BTM)
und der optischen Dichte, die bei 700 nm bestimmt wurde, deutlich. Die optische Dichte
wurde in weiteren Versuchen als MaR fiir die Biomassekonzentration eingesetzt. Die
Proben der beginnenden exponentiellen Phase zeigten die groRten FSC-Signale (MaR fiir
die GroRe der Bakterien). Das Maximum der ZellgréRe wurde zwei Stunden nach dem
Animpfen der Kultur erreicht, bei der Probe 6h war die GroRe des initialen FSC-Signals
wieder ereicht. Die stationdre Wachstumsphase wurde nach funf Stunden ereicht, danach
nahm die Biotrockenmasse und die optische Dichte der Kultur ab.

Aus Abb. 11 zeigte sich, dal fiinf Stunden nach dem Animpfen (t = 0 h) die Kohlenstoff-
und Energiequelle Phenol aufgebraucht war. Die Kultur trat in die stationdre Wachstums-
phase ein. Die Biomassekonzentration stieg nicht mehr weiter an, der rRNS-Gehalt lag bei
der Nachweisgrenze. Zellen der beginnenden exponentiellen Wachstumsphase besaRen
den hochsten rRNS-Gehalt (Maximum bei Probe 2h). Die spezifische maximale
Wachstumsrate, die aus dem Zeitintervall At = 2-4 h bestimmt wurde, betrug pmax = 0,75 h'.
Aus dem Zeitintervall At = 0-5 h wurde fiir Acinetobacter calcoaceticus 69-V ein

Ertragskoeffizient von Yys = 0,9 (garm/Urhene)) berechnet.

Durch Messungen des DNS-Gehaltes nach DAPI-Farbung der Zellen (Proben 0-7h) wurde
die Proliferationsdynamik der Bakterien aufgenommen (Abb. 12).

WD W MW @ m oz I

FL. =
3
£l
=
Z,
e S s T 'in '2n 'Zm % @ om om w0 @ e Em =
FL —> FL =

Abb. 12: Dynamik des DNS-Gehaltes von Acinetobacter-Zellen wéhrend einer batch-Kultivierung (Phenal).
Quantifizierung anhand DAPI-Féarbung und durchfluBzytometrischer Messung der Kultur;
UV-Multilinie bei einer Leistung von 400 mW\.
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Bei den gemessenen Zellen aus dem Inokulum und der Probe t = 7 h (stationarer Zustand)
zeigten sich vier Subpopulationen der Acinefobacter-Kultur mit unterschiedlichen DNS-
Gehalten. Bis zu vier Chromosomendquivalente (c;-c,) waren eindeutig quantifizierbar, der
prozentuale Anteil von Zellen mit dem entsprechenden DNS-Gehait wurde ermittelt (Tab. 5).
Dazu wurden vier Regionen (Fenster) dhnlich wie in Abb. 3 (Region R1, R2) iiber die
Signalflachen gesetzt und der Anteil der darin enthaltenen Zellen bestimmt.

Tab.5:  Prozentuale Haufigkeitsverteilung der Zelien mit unterschiedlichen DNS-Gehalten.

Anteil der Zellen mit Chromosomenéaquivalenten

Probe Cq Cz Cs Ca > Cy b
[%]
Oh 30,5 49,2 5,7 4.8 1,8 92,0
2h 3.3 11,3 27,7 22,3 17,3 81,9
4h 10,8 41,2 10,6 5,0 4,0 71,6
6h 26,8 31,7 8,2 5,4 42 76,3
7h 33,6 38,5 8,3 55 3,9 89,8

Die Zellen der Proben 1-6h zeigten bei den DNS-Verteilungen auch DNS-Gehalte, die
zwischen den ganzzahligen Chromosomendaquivalenten lagen (Abb. 12). Diese Ubergignge
bei der DNS-Synthese spiegelten sich in geringeren Gesamtzahlen von Zellen mit ganz-
zahligen Chromosomenaquivalenten wider (Tab. 5). Die Zellen der Probe 2h hatten den
héchsten Anteil (22,3 %) am vierfachen DNS-Gehalt, wobei 17,3 % der Zellen einen noch
héheren DNS-Gehalt (> c,) pro Zelle besaRen. Die Bakterien dieser Probe besalien die
hoéchste Proliferationsaktivitat, da ein vielfacher Genomgehalt pro Zelle als ein Ma fir
mégliche Zeliteilung angesehen werden kann. Dies korrelierte mit dem maximalen rRNS-
Gehalt der Zellen (Abb. 11).

3.1.2.2 Ergebnisse der fransient-stafe-Experimente im Chemostaten

Der Stamm Acinetobacter calcoaceticus 69-V wurde chemostatisch vermehrt, wobei Phenol
(Se = 1g/l) als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle eingesetzt wurde. Nach Etablierung
eines FlieRgleichgewichtes (steady state) wurde, beginnend mit einer Durchfluirate von
D = 0,05 h™", ein Geschwindigkeitsgradient angelegt. In ersten Versuchen wurde die Durch-
fluRrate in Intervallen von At = 2h in distinkt kleinen Schritten um AD = 0,02 h” erhoht. Fiir
weitere Versuche wurde eine Erhéhung der DurchfluBrate um AD = 0,025 h™ in Intervallen

von At = 1 h gewdhlt, nachdem sich keine Unterschiede bei den verschiedenen Gradienten
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zeigten. Fiir jede dieser fransient-state-Stufen bildete sich ein quasi-stationdrer Zustand

aus, der vor jeder neuen Erhdhung der DurchfluRrate beprobt wurde.
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Abb. 13: Dynamik von Biomasse (M), rRNS-Gehalt (O0) und relative GréRe (V) bei Acinetobacter calcoaceticus
69-V in Abhdngigkeit von der spezifischen Wachstumsrate p.
Der rRNS-Gehalt wurde nach Hybridisierungsexperimenten der Zellen mit ACA-, GAM-, EUB32s-CY3
bestimmt, die relative GréRe aus dem FSC-Signal einer DNS-Messung mit diesen Proben. Die Nach-
weisgrenze bezieht sich auf die Fluoreszenzdetektion von CY3; Anregung: 514 nm, 700 mW Leistung.

Im Bereich der Wachstumsraten von p = 0,05 h™" bis 0,48 h™ ergab sich eine lineare
Korrelation der spezifischen Wachstumsrate der Bakterien zu der gemessenen Sonden-
fluoreszenz (rRNS-Gehalt, Abb. 13). Fiir hdhere Wachstumsraten g > 0,48 h' zeigte sich
eine Unterbrechung dieser linearen Korrelation. Eine sprunghafte Erhéhung des rRNS-
Gehaltes um ca. 40 % resultierte bei der Erhéhung der spezifischen Wachstumsrate auf p =
0,5 h™". Nach weiterer Geschwindigkeitszunahme erfolgte der Zuwachs des rRNS-Gehaltes
mit einer ahnlicher Steigung wie fir den Anfangsbereich. Wachstumsraten von p > 0,6 h"
wurden nicht erreicht. Die GroRenverteilung der Zellen bei diesem Experiment gleicht dem
Verlauf des rRNS-Gehaltes der Bakterien. Die Steigung der relativen GréRe war bis zu der
Wachstumsrate von py = 0,48 h” geringer als beim Verlauf des rRNS-Gehaltes. Der
sprunghafte Anstieg erfolgte parallel zum rRNS-Signal, das FSC-Signal nahm nach einem
Maximum (g = 0,55 h") wieder gering ab. Die optische Dichte als Parameter fir die
Biomassekonzentration der Kultur nahm kontinuierlich mit geringer Steigung zu (OD7q0: von
1,0 auf 1,3). Die Proben dieses Experimentes mit den VWachstumsraten y = 0,1 h"-0,6h"7
wurden mit dem DNS-Farbstoff DAPI| gefarbt und durchfluRzytometrisch gemessen.
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Abb. 14: Entwicklung des DNS-Gehaltes bei Acinetobacter calcoaceticus 69-V in Abhdngigkeit von der
spezifischen Wachstumsrate p.

Als Ergebnis zeigte sich, daR sich die Population von Acinefobacter calcoaceticus 69-V bei

geringen Wachstumsraten (u < 0,2 h'1) hauptsachlich in zwei Subpopulationen mit einem

und zwei Chromosomenéquivalenten aufspaltete (Abb. 14). Die Fluoreszenzsignale wurden

mit der WinList-Software klassifiziert (insgesamt 256 Kanéle: ¢, Kandle 30-80, Synthese-
Phase 11-119, ¢, Kanéle 120-169 und > c; Kandle 170-230; siehe auch 2.4.1), so dal die

Haufigkeitsverteilung der Zellen mit den vier Klassen c;-Gehalt, Synthese-Phase, c;-Gehalt

und > c-Gehalt bestimmt werden konnte.
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Mit steigender Wachstumsrate nahm der prozentuale Anteil der Zellen in der Synthese-
Phase, die zwischen den beiden Zustdnden c; und c; lagen, stetig zu. Aus der Tab. 6

erkennt man die Verdreifachung dieser Subpopulation von 10,4 auf 30,4 %.

Tab. 6:  Prozentuale Haufigkeitsverteilung einer Acinetobacter-Kultur mit unterschiedlichen DNS-Gehalten.

Anteil der Zellen

Wachstumsrate Cy Synthese Cz >Ca
[%]

0,1h" 52,6 10,4 14,1 45
02h" 49,2 13,3 14,2 55
0,3h 38,9 18,3 15,9 6.3
04h" 29,9 22,4 17,7 6,8
0,5h™ 18,9 28,6 19,6 7.9
0.6h" 10,7 30,4 20,1 9.1

Der prozentuale Anteil der Zellen mit einfachem DNS-Gehalt halbierte sich mit steigender
Wachstumsrate, wédhrend der Anteil der Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt um 6 % auf
einen Wert von 20,1 % stieg (Tab. 6). Ab einer spezifischen Wachstumsrate von y = 0,5 h
fand ein Ubergang von zwei Subpopulationen zu einer Population mit einem mittieren DNS-
Gehalt statt, der zwischen dem c;-Gehalt und dem c,-Gehalt vorheriger Proben lag. Dies
zeigte sich auch bei der statistischen Haufigkeitsverteilung der Subpopulationen: Der
prozentuale Anteil der Zellen der Synthese-Phase Uberwog in der Kultur (ab p = 0,5 h‘1).
Der Anteil der Zellen, die mehr als zwei Chromosomendaquivalente besaRen, stieg wahrend
des Experimentes leicht an.
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3.2 Ralstonia eutropha JMP134

3.2.1 Versuche mit Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelie

Versuche mit Ralstonia eutropha JMP134 wurden in batch-Kultivierungen mit 0,5 % Acetat
als Kohlenstoff- und Energiequelle durchgefiihrt. Der Ansatz wurde stiindlich beprobt und
die einzelnen Proben nach Hybridisierung mit REU-, BETA-, EUB3::-CY3.5 durchflul3-

zytometrisch gemessen.
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Abb. 15: Entwicklung von Biomasse (00) und rRNS-Gehalt (®) von Ralstonia eutropha JMP134 bei einer
batch-Kultivierung (0,5 % Acetat).
In situ-Hybridisierungen der Kultur mit REU-, BETA-, EUB332-CY3.5. Die relativen Fluoreszenz-
intensitdten wurden aus den Kanalmittelwerten der durchfluBzytometrischen Messungen bestimmt.
Die 4h-Probe diente nach Hybridisierung mit NON-CY3.5 als Negativ-Kontrolle (gestrichelte Linie:
Nachweisgrenze), Anregung: 528 nm bei 550 mWV Leistung.

Der hochste rRNS-Gehalt zeigte sich in der beginnenden Phase des exponentiellen
Wachstums vier Stunden nach dem Animpfen (Abb. 15). Danach nahm der rRNS-Gehalt
der Kultur stark ab, wahrend das Wachstum der Kultur als Zunahme der Biomasse-
konzentration noch weitere vier Stunden anhielt (die stationdre Phase begann mit der

Probe 9h). Die maximale Wachstumsrate der Kultur betrug p = 0,44 h'.
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3.2.2 Versuche mit Phenol als Kohlenstoff- und Energiequelie

3.2.2.1 Ergebnisse aus bafch-Kultivierung

In einer batch-Kultivierung mit dem Stamm Ralstonia eutropha JMP134 wurden 160 mg/l
Phenol als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle eingesetzt. Die durchfluRzytometrische
Messung der stiindlich gezogenen Proben erfolgte neben der Bestimmung der

Biotrockenmasse (BTM) und der Phenolkonzentration.
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Abb. 16: Entwickiung der optische Dichte (0), Biotrockenmasse (#) sowie der Phenolkonzentration (4)
bei einer batch-Kultivierung von Ralstonia eutropha JMP134.,

Die Werte der Biotrockenmasse und der optischen Dichte entsprachen sich Uber den
gesamten Versuchszeitraum von 12 Stunden (Abb. 16). Mit Zunahme der Biomasse
verringerte sich die Phenolkonzentration im Kulturmedium. Eine maximale Wachstumsrate
der Zellen von pma = 0,33 h” wurde aus dem Intervall At = 2-6 h bestimmt. Aus dem
Zeitintervall At = 0-11 h wurde ein Ertragskoeffizient der Kultur von Yy = 0,82 (getm/Oehenct)

berechnet.
Die Beschreibung des rRNS-Gehaltes der einzelnen Proben erfolgte nach einem

Hybridisierungsexperiment mit vier verschiedenen CY3-markierten Oligonukleotidsonden

und anschlieRender durchfluRzytometrischer Messung.
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Abb. 17: Entwicklung der Biomasse (0) und des rRNS-Gehaltes (®) bei einer batch-Kultivierung von
Ralstonia eutropha JMP134 mit dem Substrat Phenol.
Die Oligonukleotidsonden REU-, BETA- und EUB33s- und EUBg27-CY3 wurden zur Darstellung
des rRNS-Gehaltes eingesetzt. Die eingezeichnete Nachweisgrenze bezieht sich auf die
Fluoreszenzdetektion von CY3, Anregung: 528 nm bei einer Leistung von 540 mW.
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Abb. 18: Entwicklung von Biomasse (O), relativer GroRe (V) und prozentualem Anteil der Zellen mit
einem c2-Gehalt (X) bei Ralstonia eutropha JMP134 (gleicher Versuch wie in Abb. 16, 17).
Das FSC-Signal (rel. GréRe) sowie der Anteil der Zellen mit einem c2-Gehalt wurden anhand von
DNS-Farbung und zytometrischer Messung ermittelt, Anregung UV-Multilinie, 400 mW Leistung.

36



Ergebnisse

In der Abb. 17 zeigte sich bei der Biomassekonzentration (Vgl. auch Abb. 16) der typische
Verlauf bei einer bateh-Kultivierung. Der rRNS-Gehalt der Zellen stieg nach dem Animpfen
der Kultur sofort an und zeigte bei der Probe 2h ein Maximum. Im weiteren Verlauf der
Kultivierung verringerte sich der rRNS-Gehalt der Zellen auf einen halbmaximalen Wert, der
als Plateau fiinf Stunden lang vorlag (Proben: 6-11h). Ein Rickgang auf das
Ausgangsniveau schloR sich an. Ferner sind in der Abb. 18 die Ergebnisse aus der DNS-
Messung der Zellproben eingetragen.

Das FSC-Signal der Zellen nach DAPI-Farbung wurde als relatives Maf fiir die GroRke der
Zellen genutzt. Es zeigte sich in Abb. 17 und 18, dak mit dem Anstieg des rRNS-Gehaltes
auch die GroRe der Zellen wuchs. Die ZellgroRe nahm nach dem ersten Maximum bei
Probe 3h gering ab, bevor ein weiterer Anstieg bis zu einem zweiten Maximum bei Probe
10h folgte. Danach nahm die GroBe der Ralstonia-Zellen stark ab. Bei der Auswertung der
DNS-Fluoreszenzsignale der Kultur konnten zwei Populationen unterschieden werden:
Zellen mit einem einfachen und Zellen mit einem doppelten DNS-Gehalt. Der prozentuale
Anteil der Zellen mit zwei Chromosomendquivalenten wurde mit der Software WinList
bestimmt und aufgetragen. Ein Nebenmaximum wurde bei der Probe 2h (20 % der Zellen
mit ¢;) das Hauptmaximum bei den Proben 5-6h deutlich, bei dem 27 % der Zellen mit
doppelten DNS-Gehalt vorlagen. Trotz steigender GrofRe der Zellen (t = 8 -10 h) sank der
Anteil der c-Zellen in mehreren Stufen. Zellen der Proben 8-12h wurden mit Nilrot gefarbt,
einem Neutrallipidfarbstoff zur Detektion von Polyhydroxybuttersdure PHB (Protokoll: Miller
et al.,, 1993), und unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Viele Zellen der Probe 8-10h
zeigten drei bis vier fluoreszierende granuldre Strukturen (PHB) im Zellinnern. Der Anteil der
fluoreszierenden Granula pro Zellen nahm bei den Proben 11h und 12h wieder ab.

3.2.2.2 Ergebnisse der fransient-state-Experimente im Chemostaten

In transient-state-Experimenten wurde Ralstonia eutropha JMP 134 chemostatisch vermehrt.

Der Chemostat wurde aus einer batch-Vorkultur mit 100 mg/l Phenol angeimpft. Nach der
Etablierung von steady state Bedingungen (D = 0,05 h™) wurde in Intervallen von At = 1 h

die DurchfluRrate um AD = 0,025 h™ erhoht und jeder sich einstellende quasi-stationére
Zustand beprobt. Mit Proben aus jedem Stadium erfolgte die in situ—Hybridisierung‘ mit den
Oligonukleotidsonden EUBszg-, und EUBs>+~CY3 und eine durchfluRzytometrische Analyse.
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Abb. 19: Dynamik von Biomasse (), Phenolkonzentration(4) und rRNS-Gehalt (®) bei Ralstonia eutropha
JMP134 in Abhangigkeit von der spezifischen Wachstumsrate p bei einer transient-state-Kultivierung.
Der Auswaschpunkt der Kultur aus dem Chemostat ist mit einem Pfeil markiert. CY3-markierte
Eubakteriensonden wurden zur Hybridisierung eingesetzt, die Nachweisgrenze bezieht sich auf die
Fluoreszenzdetektion, Anregung: 514 nm bei 1 W Leistung.

Bei diesem Experiment zeigte sich eine lineare Korrelation zwischen der gemessenen
Fluoreszenz (rRNS-Gehalt) und der spezifischen Wachstumsrate im Bereich bis p < 0,25 h™
(Abb.19). Die Biomassekonzentration nahm bis zu dieser Wachstumsrate stetig zu. Nach
weiterer Erhdhung der DurchfluBrate (D > 0,25 h™) begann der AuswaschprozeR der Kultur.
Die Phenolkonzentration im Chemostat stieg an und der rRNS-Gehalt verringerte sich. Das
Auswaschen der Kultur wurde auch mit der Abnahme der Biomassekonzentration bei
Wachstumsraten von p > 0,25 h™ deutlich. Bei einer DurchfluRrate von D = 0,3 h™" existierte
kein stationdrer Zustand der Kultur. Somit entsprach die DurchfluBrate nicht der
spezifischen Wachstumsrate der Kultur. H6here spezifische Wachstumsraten (u > 0,28 h™

wurden mit diesem Geschwindigkeitsgradienten nicht erreicht.
Die beiden Eubakteriensonden (EUBsss- und EUBg~CY3) wurden bei diesem Experiment

zur Quantifizierung des rRNS-Gehaltes gewahlt. Ein Vergleich mit der rRNS-Dynamik des
Stammes Acinefobacter calcoaceticus 69-V, der unter gleichen Bedingungen wie Ralstonia
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eutropha JMP134 kultiviert wurde, war so direkt moglich. Durch den Einsatz der gleichen
Eubakteriensonden, wurden Fehler durch unterschiedliche Farbstoffmarkierungsdichten
minimiert. Alle Proben, die in der Abb. 20 gezeigt sind, wurden in einer Melkreihe mit den

gleichen Zytometerkonfigurationen gemessen.
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Abb. 20: Vergleich der rRNS-Dynamiken von Ralstonia eutropha JMP134 (®) und Acinetobacter
calcoaceticus 69-V (O) nach gleichen transient-state-Experimenten.
Die Darstellung der rRNS-Gehalte erfolgte nach Hybridisierung mit zwei CY3-markierten
Eubakteriensonden (EUBa3s und EUBs27), Anregung: 514 nm bei 1 W Leistung.

Nach Kultivierung unter gleichen Versuchsbedingungen besaRen die Zellen von Ralstonia
eutropha JMP134 einen vielfach hdheren rRNS-Gehalt als die Zellen von Acinetobacter
calcoaceticus 69-V, die bis zu einer Wachstumsrate von p = 0,4 h™ im Chemostat kultiviert
wurden. Acinetobacter-Zellen mit geringen spezifischen Wachstumsraten von p < 0,15 h”
besallen keine detektierbare Fluoreszenz, ihre Signale wurden von unspezifischen oder

ungefarbten Zellen und einem elektronischen Rauschanteil tiberlagert.

Die Proben aus dem transient-state-Experiment mit Ralstonia eutropha JMP 134 wurden mit

DAPI fluorochromiert und im DurchfluRzytometer gemessen (Abb. 21).
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Abb. 21: GréRe und DNS-Gehalt von Raistonia eutropha JMP134 bei unterschiedlichen Wachstumsraten.
Eindimensionale Darstellung der Parameter FSC und Fluoreszenz (Number. Anzahl der
Bakterien) und Contourplots aus beiden Parametern (Abszisse FSC und Ordinate FL).
Dargestellt sind Proben mit den Wachstumsraten p=0,05h™, 0,13 h™, 0,2h™, 0,28 h™
und 0,3 h™ (von oben nach unten).

Bei den dargestellten Messungen der Zellen mit unterschiedlichen Wachstumsraten erkennt
man mit steigender Wachstumsgeschwindigkeit eine Zunahme der ZellgroRe (FSC) und des
mittleren DNS-Gehaltes pro Zelle (Abb 21). Bei einer Wachstumsrate von u = 0,3h™
(beginnender Auswaschprozel? der Kultur) zeigte sich neben der Abnahme des FSC-
Signals ein Riickgang der DNS-Syntheseleistung der Bakterien, der mittlere Gehalt an DNS
pro Zelle nahm wieder ab.
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Weitere Experimente mit der Kultur von Ralstonia eutropha JMP134 wurden in einem
Fermentationskalorimeter der Firma BERGHOF durchgefiihrt, der als Chemostat betrieben
wurde. Aus einer batch-Kultur (100 mg/l Phenol) wurde der Chemostat beimpft. Nach
Erreichen von steady state Bedingungen bei einer Wachstumsrate von p = 0,15 h™" wurde
ein Geschwindigkeitsgradient von AD = 0,01 h™ (At = 2 h) bis zum Erreichen der
Wachstumsrate von u = 0,24 h™ eingestellt. Jeder Geschwindigkeitszustand wurde beprobt.
Der DurchfluRgradient wurde auf AD = 0,002 h gesenkt und bis zu einer Wachstumsrate
von p = 0,27 h” fortgefiihrt. Danach wurde der urspriingliche Geschwindigkeitsgradient
wieder eingestellt, der bis zu der maximalen erhaltenen Wachstumsrate pmax = 0,32 h'

konstant gehalten wurde.
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Abb. 22: rRNS-Gehalt von Ralstonia eutropha JMP134 in Abhangigkeit von der DurchfluBrate.
Der rRNS-Gehalt wurde nach durchfluBzytometrischer Messung von hybridisierten Zellen mit
EUB332- und EUBs27-CY3 bestimmt. Anregung: 514 nm bei 1 W Leistung.

Neben der linearen Korrelation von rRNS-Gehalt und DurchfluBrate (entspricht der
spezifischen Wachstumsrate p, bis auf den Bereich von D = 0,24 h™ - 0,26 h™) zeigt
Abb. 22 eine UnregelmaRigkeit in dieser Korrelation, die mit einem Riickgang des rRNS-
Gehaltes pro Zelle verbunden war. In dieser Phase (D = 0,24 - 0,26 h™") fand der Wechsel
vom ortho- auf den meta-WWeg des Phenolabbaus bei Ralstonia eutropha JMP134 statt

(Milier und Babel, 1996). Kurzzeitig erhdhte sich die Phenolkonzentration im Chemostat
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auf 15 mg/l, wahrend das detektierte Warmetonungssignal der gesamten Kultur sprunghaft
auf ein hoheres Niveau stieg (Daten veréffentlicht bei Maskow und Babel, 1997). Als
Summenparameter der Abbauleistung war es bis auf den Bereich von D = 0,24 h™ - 0,26 h™'
linear mit der Wachstumsrate der Kultur korreliert.

3.2.2.3 Zusatz einer zweiten Energiequelle: Formiat-Gradient

Ralstonia eutropha JMP134 wurde in einem Chemostat (Fermentationskalorimeter,
BERGDORF) kontinuierlich bei einer DurchfluBrate von D = 0,1 h™ mit der Kohlenstoff- und
Energiequelle Phenol (Sp = 1g/l) kultiviert. Als zusétzliche zweite Energiequelle wurde dem
System graduell Na-Formiat (Vorratsgefal Formiat: Sp = 15,3 g/l) zugefiigt. Zu unterschied-
lichen Zeiten wurden Proben gezogen, die durchfluRzytometrisch in zwei MeRreihen (rRNS-
und DNS-Gehalt) analysiert wurden (Abb. 23).
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Abb. 23: Entwicklung des rRNS-Gehaltes (®) und der relativen GroRe (V) von Ralstonia eutropha JMP134
in Abhangigkeit von der Formiat-Konzentration im Chemostaten (O).
Ein Formiat-Gradient (0,2 g/l bis 7 g/l im Zulauf; At 0-56 h) wurde dem Chemostaten als zweite
Energiequelle neben einer kontinuierlichen DurchfluBrate der phenclischen Substratiésung
(Dphenal = 0,1 h'i) zugefigt. Hybridisierung der Zellen mit CY3-markierten Sonden (EUBaag und
EUBg27), Anregung: 514 nm bei 1 W Leistung. Die Proliferationsaktivitat der Zellen wurde als
prozentualer Anteil der Zellen mit c-Gehalt (x) anhand DAPI-Farbung durchfluBzytometrisch
bestimmt, Anregung: UV-Multilinie bei 380 mW Leistung.
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Bei der kontinuierlichen Anreicherung der Na-Formiat-Konzentration im Chemostaten
lassen sich vier Bereiche unterscheiden (Abb. 23). Fiir die erste Phase (Gradient: 0,2 -
1,3 g/l Na-Formiat im Zulauf; Intervall At = 2-9 h) zeigte sich eine Stagnation des rRNS-
Gehaltes sowie eine geringe GroRenabnahme der Zellen bei einer kaum nachweisbaren
Akkumulation von Formiat im Chemostat. Der Anteil der Zellen mit zwei Chromosomen-
Aquivalenten stieg von 10 auf 25 %. In der zweiten Phase (At = 10-24 h, Anstieg der
Formiat-Konzentration im Chemostaten auf 60 mg/l) erfolgte eine geringe GroRenzunahme,
der Anteil der proliferierenden Ralstonia-Zellen und der mittlere rRNS-Gehalt pro Zelie
nahmen geringfligig ab.

Mit steigender Formiat-Konzentration im Zulauf (3,5 - 5,9 g/l; At = 25-49 h) nahm der rRNS-
Gehalt, die ZellgroRe und auch der Anteil der Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt (cx-Zellen)
deutlich zu, die Konzentration an Na-Formiat stieg im Chemostaten auf 200 mg/l an. In der
letzten Phase (At = 50-56 h), nach weiterer Akkumulation der internen Formiat-
Konzentration auf 600 mg/l, nahm die GroRRe der kultivierten Zellen noch einmal zu,
wahrend es nach weiterem Anstieg (bis t = 52 h) zu einer Abnahme bei den Zellen mit
doppeltem DNS-Gehalt kam. Der rRNS-Gehalt der Zellen nahm kontinuierlich zu, bis sich
bei den Zellen der letzten beiden Proben (52h und 56h) eine Stagnation einstelite.

3.2.2.4 Substrathemmung mit Nutristat-Experimenten

Die Wirkung jedes Substrates auf die Stoffwechselaktivitdt von Bakterien ist konzentrations-
abhangig. Aus diesem Grund wurde die Wirkung von steigenden Phenolkonzentrationen
auf die physiologische Leistung speziell der Wachstumsrate bei Zellen von Ralstonia
eutropha JMP134 in Nutristat-Kultivierungen getestet. Der Stamm wurde mit fiinf verschie-
denen Phenolkonzentrationen (0, 90, 200, 430 und 560 mg/l), die als Uberschuf im
KulturgefaR konstant vorlagen, kultiviert. Fiir einige UberschuRkonzentrationen wurden
Doppelbestimmungen vorgenommen. Die sich etablierenden Wachstumsraten, rRNS- und
DNS-Gehalte sowie die GroRe der Zellen wurden wahrend der stationdren Zustande (nach
48 Stunden) im Nutristat bestimmt.
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Abb. 24: Korrelation des rRNS-Gehaltes (®) mit der spezifischen Wachstumsrate (O) bei Ralstonia eutropha
JMP134 in Abhangigkeit von einer steigenden Phenolkonzentration im Nutristat.
Hybridisierung der Zellen mit CY3-markierten Sonden (REU, BETA, EUBa13s und EUBg27),
Nachweisgrenze der Fluoreszenz: gestrichelte Linie; Anregung: 514 nm bei 1 W Leistung.

Mit steigender Phenolkonzentration nahm die spezifische Wachstumsrate der Bakterien, die
aus der Substratkonzentration und der Durchflurate errechnet wurde, ab (Abb. 24).
Parallel dazu verlief die Abnahme des zelluldren rRNS-Gehaltes. Auch bei der
Substrathemmung mit Phenol zeigte sich die Kopplung von zelluldrem rRNS-Gehalt mit der
spezifischen Wachstumsrate. Die gleichen Proben wurden nach einer DAPI-Férbung im

DurchfluBzytometer gemessen.

Abb. 25 zeigt, daRk der mittlere DNS-Gehalt der Zellen (Anteil der proliferierenden Zellen, die
mehr als ein Chromosoméaquivalent besaRen) mit steigender Phenolkonzentration im
Nutristat abnahm. Die Abnahme der ZellgroRe von Ralstonia eutropha JMP134 wurde mit
steigender UberschuRkonzentration des Phenols durch die Verschiebung des FSC-Signals

zur Y-Achse deutlich.

44



Ergebnisse

Abb.

Humbar

Hurber

Hundar

Hamber

Himbat

25:

ITU YRS SRR ANSRRARIT!

peleven i

3

Livgalusssliennlig

Nurdar
RN FEETS ST

Humbar
veve ol b

Pors

i
-
T J :‘ v
]
=g = = G b - -
Fluoreszenz—> FSC—>

DNS-Fluoreszenzsignale und FSC-Signale von Ralstonia-Proben aus dem Nutristat-Experiment.
Dargestellt sind die Parameter Fluoreszenz und FCS bei Konzentrationen von 0, 90, 200, 430 und
560 mg/!| Phenolliberschul® (ven cben nach unten); Anregung: UV-Multilinie bei 380 mW Leistung.
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3.3 Mischkultur aus Acinetobacter calcoaceticus 69-V und Ralstonia eutropha JMP134

3.3.1 Versuche mit Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle

Mit einer Mischkultur aus Acinetobacter calcoaceticus 69-V und Ralstonia eutropha JMP134
wurde unter gleichen Bedingungen wie bei den Reinkulturen (3.1.1 und 3.2.1) eine batch-
Kultivierung mit 0,5 % Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle durchgefiihrt. Angeimpft
wurde die batch-Mischkultur mit jeweils 3 ml aus zwei Vorkulturen der einzelnen Stdmme.

Die optischten Dichten der inokula stimmten dabei nicht iberein.

3.3.1.1 In situ-Hybridisierung mit unterschiedlich markierten Oligonukleotidsonden

Die batch-Kultivierung wurde stlindlich beprobt. Die Proben wurden nach einer
Hybridisierung auf einem Objekitrager mit fluorescein-markierten (REU- und BETA-Fluos)
und CY3-markierten Oligonukleotidsonden (ACA- und GAM-CY3) mit dem Epifluoreszenz-
mikroskop untersucht. Zur Verminderung von falsch-positiven Signalen bei den beiden
gruppenspezifischen Sonden (BETA und GAM) wurden stringente Bedingungen durch den
Zusatz von 35 % Formamid im Hybridisierungspuffer gewahlt. Gleichzeitig wurden
unmarkierte Oligonukleotidsonden als Kompetitoren (BETA™ und GAM") zugesetzt (Wallner
et al., 1993).

Durch die Benutzung wvon verschieden markierten Oligonukieotidsonden war eine
eindeutige Identifizierung beider Stdmme in der Mischkultur méglich (Abb. 26). Wahrend die
Zellen von Ralstonia eutropha JMP134 kaum Unterschiede in Form und Fluoreszenz-
intensitét bei den Proben 3h und 7h erkennen lieRen, nahm die GroéRe und Fluoreszenz-
intensitat der Zellen von Acinefobacter deutlich ab (Probe 7h im Vergleich zu 3h). Aus dem
Phasenkontrastbild der 7h-Probe erkennt man aulRerdem die Bildung von Flocken bei der

Population von Acinetobacter calcoaceticus 69-V.

Nach der Durchfiihrung entsprechender Identifizierungsversuche in Suspensionen
(Hybridisierung mit Fluorescein- und CY3-markierten Sonden) erfolgten durchflu-
zytometrische Analysen der Proben. Mit den Anregungswellenldngen von 488 und 514 nm
wurde eine Differenzierung der Mischkultur durch zwei Fluoreszenzen (FL.1 und FL.2)
getestet. Parallel dazu wurde mit der Anregungswellenlinge von 528 nm die
Differenzierung der Fluoreszenzen einer Farbstoffkombination aus CY3- und CY3.5-
markierten Sonden getestet (Abb. 27 und Tab. 7).
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Abb. 26: Phasenkontrast- und Fluoreszenzlichtaufnahmen der Proben 3h (oben) und 7h (unten) nach einem
Hybridisierungsexperiment mit REU-, BETA-Fluos und ACA-, GAM-CY3.
Ralstonia eutropha JMP134 zeigt die grine Fluoreszenz, die Zellen von Acinetobacter calco-

aceticus 69-V eine gelb-orange Fluoreszenz. Die Anregung erfoigte mit Licht der Wellenléngen
490-500 mn (Filterset 09, ZEISS).
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Abb. 27: Zweifarbige Fluoreszenzdifferenzierung bei einer Mischkultur.
Contour-Plots der Probe 3h (batch-Experiment mit 0,5 % Acetat) nach der Hybridisierung mit

ACA-, GAM-CY3 und REU-, BETA-Fluos (linkes Bild) und ACA-, GAM-CY3 und REU-, BETA-CY3.5
(rechtes Bild). Detektiert (linkes Bild) wurden die orange (FL.1) und die griine Fluoreszenz (FL.2).
Der rechte Countor-Plot zeigt die zweiparametrische Differenzierung der Mischkultur nach Detektion
der orangen Fluoreszenz: FL.1 und der roten Fluoreszenz: FL.2; Anregung: 514 nm bei 1 W Leistung

bzw. 528 nm bei 550 m\/V Leistung.

Tab. 7:  Prozentuale Haufigkeitsverteilung der Arten in einer Mischkultur nach unterschiedlichen Farbungen

der Probe 3h.

Farbung prozentualer Anteil in der Mischkultur
Acinetobacter Ralstonia x
[%]
CY3/Fluos 46,8% 35,3% 82,1%
CY3/CY3.5 43,6% 35,6% 79,2%

Die beiden Populationen in der Mischkultur (Abb. 27) wurden markiert und die prozentualen
Anteile bestimmt. In beiden Hybridisierungsexperimenten konnten 80 % der durchfluB-
zytometrisch gemessenen Ereignisse den Zellen der beiden Kulturen zugeordnet werden,

die prozentuale Haufigkeitsverteilung der jeweiligen Populationen stimmte tberein (Tab. 7).
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In den Contour-Plots (Abb. 27) erkennt man das Ubersprechen der ersten Fluoreszenz im
zweiten Fluoreszenzkanal (FL. 2). Rechnerische Kompensationsmethoden, die das Uber-
sprechen einer Fluoreszenz in einen fremden Fluoreszenzkanal fiir die optische Darstellung
minimieren, wurden nicht angewandt. Im ersten Fall (Abb. 27, linkes Bild) zeigten die
Acinetobacter-Zellen, nach Hybridisierung mit CY3-markierten Oligonukleotidsonden, eine
groRere Griinfluoreszenz als die Fluorescein colourierten Ralstonia-Zellen. Bei der zweiten
Farbekombination (rechtes Bild) hatten die gelb-orange-gefarbten Acinetobacter-Zellen
(CY3) einen groReren Rot-Anteil als die rot-gefarbten Ralstonia-Zellen (Sonden mit CY3.5
markiert). Dieses Ubersprechen (cross talk) der orangen Fluoreszenz war bei den Proben
4h und 5h weniger stark ausgepragt. Bei der Probe 7h lag die Fluoreszenz der

Acinetobacter-Zellen im Rauschbereich der Signaldetektion (Abb. 28).
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Abb. 28: Entwicklung von Biomasse (H) und rRNS-Gehalt bei Acinetobacter- (O0) und Ralstonia-Zellen (®)
wahrend einer batch-Kultivierung (mit 0,5 % Acetat).
Hybridisierungen mit ACA-, GAM-CY3 und REU-, BETA-CY3.5 Sonden bei zweifarbiger Fluoreszenz-
detekiion und Auswertung, Anregung: 528 nm bei S50 mW Leistung.

Aus den spektroskopischen Daten (Tab. 1) der Farbstoffe ist ersichtlich, daR mit der
gewdhlten Anregungswelleni@nge des Argon-lonen-Lasers nur ein Fluoreszenzfarbstoff in
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der gewéhiten Kombination optimal angeregt werden konnte. Eine Differenzierung der
beiden Populationen unter diesen suboptimalen Bedingungen war fiir die Proben 2h bis 5h
moglich. Fir diese Proben konnte auch der rRNS-Gehalt der Zellen getrennt quantifiziert
werden.

Abb. 28 stellt die exponentielle Zunahme der optische Dichte der Mischkultur aus beiden
Stammen dar. Aus dieser Zunahme wurde eine Wachstumsrate der Mischkultur von py =
0,79 h™" ermittelt. Zellen von Acinetobacter calcoaceticus 69-V besaRen drei Stunden nach
dem Animpfen einen maximalen rRNS-Gehalt; bei Zellen von Ralstonia eutropha JMP134
stellte sich dieses Maximum erst nach vier Stunden ein. Zum Vergleich der separat
quantifizierten rRNS-Gehalte aus der dualen Fluoreszenzmessung wurden Kontroll-
experimente mit den Mischproben 2h, 3h und 4h (Hybridisierung mit der Eubakteriensonde
EUB335-CY3) durchgefiihrt. Diese Experimente dienten zur gegenseitigen Skalierung der
rRNS-Gehalte beider Stdmme, die in der Abb. 28 beriicksichtigt worden ist.

Versuche zur getrennten Anregung von zwei Farbstoffen mit einer Mehrfach-
wellenldngenoption des Argon-lonen-Lasers (UV-Multilinie bei gleichzeitiger 488 nm Linie)
wurden durchgefiihrt. Mit Reinkulturen gelangen dreiparametrische Messungen von DNS
(blaue Fluoreszenz) und rRNS (griine Fluoreszenz) und der ZellgréRe (FSC). Die
Fluoreszenzintensitdten nahmen bei den dualen Farbungen der Zellen mit DAPI und
fluorescein-markierten Sonden gegeniiber den zweiparametrischen Messungen (FLpag
bzw. Flssnde gegen FSC) deutlich ab. Fiir Mischkulturen reichten die detektierten
Intensitdten (starke Uberlagerung mit Rauschsignalen) zur Differenzierung der Bakterien-

arten nicht aus.
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3.3.1.2 Trennung der Mischpopulation durch DNS-Farbung

Da durch die in situ-Hybridisierung mit Oligonukleotidsonden eine durchfluzytometrische
Identifizierung und Quantifizierung der Populationsanteile auf die exponentiellen Wachs-
tumsstadien beschrénkt war, wurde die Differenzierung der Stdmme in Mischkulturen bei

verschiedenen Wachstumsphasen anhand von DNS-Farbung untersucht.
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Abb. 29: Zweiparametrische Differenzierung einer Mischkultur durch Fluoreszenz- und Streulichtsignale.
Contour-Plots von Ralstonia eutropha JMP134 (linkes Bild) und einer Mischkuitur (rechtes Bild) nach
DAPI-Farbung und durchfluBzytometrischer Messung; Anregung: UV-Multilinie bei einer Leistung
von 400 mW.

Durch die unterschiedlichen FSC- und Fluoreszenzsignale waren beide Stdamme in der
Mischkultur nach zweiparametrischer Messung zu differenzieren, wie es die Abb. 29
darstellt. Die Zellen von Ralstonia eutropha JMP134 hatten ein geringeres DNS-
Fluoreszenzsignal und ein groReres FSC-Signal als Acinetobacter-Zellen. Bei der
Population von Acinetobacter calcoaceticus 69-V sind in der zweiparametrischen
Darstellung (Abb. 29, rechtes Bild) auch Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt zu sehen.
Unterschiedliche DNS-Gehalte (c-, c;-Zustand) konnte bei der Population von Ralstonia

eutropha JMP134 bei Mischkulturexperimenten nicht exakt aufgeldst werden.
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Es wurde getestet, inwieweit eine Differenzierung der Populationen anhand der DNS-
Farbung fiir alle Proben aus einem vollstdndigen Kultivierungsverlauf moglich ist. Dazu
wurden Zellproben aus der batch-Kultivierung mit Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle

mit dem DNS-Farbstoff DAPI geférbt und anschlieRend durchflulzytometrisch gemessen.
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Abb. 30: FSC-. Fluoreszenzsignal- und Dot-Plot-Darstellung der Proben 4h, Sh und 7h (von oben nach unten)
einer Mischkultur nach batch-Kultivierung mit dem Substrat Acetat.
Die zytometrische Messung der Mischpopulation erfolgte nach DAPI-Férbung. In den Dot-Plot-Bildern
wurde die Kultur von Acinetobacter calcoaceticus 68-V (jeweils in der Region R1) hellgrau, die Kultur von
Ralstonia eutropha JMP134 (R2) dunkelgraun markiert, anschlieRend wurden die Markierungen auf die
einparametrischen Darstellungen (FSC und FL.) riickprojeziert. Anregung: UV-Multilinie bei 400 mW
Leistung.

Neben den gezeigten Proben in der Abb. 30, konnten beide Populationen in allen Stadien
der batch-Kultur differenziert werden, auch wenn sich die Signalflichen in der einparame-

trischen Darstellung iiberlappten (sieshe FSC-Plot). Zellen von Acinetobacter calcoaceticus
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69-V zeigten deutliche Unterschiede im Fluoreszenzsignal bei den einzelnen Wachstums-
phasen. Das DNS-Fluoreszenzsignal war jedoch stets groRer als das Signal der Ralstonia-
Population. Aus den Regionen (R1,2) wurde die prozentuale Haufigkeitsverteilung der

beiden Populationen in der Mischung ermittelt.
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Abb. 31: Haufigkeitsverteilung von Acinetobacter calcoaceticus 69-V () und Ralstonia eutropha JMP134 (@)
in einer batch-Kultur (0,5 % Acetat).
Nach der DAPI-Farbung der Mischung erfolgte die durchfluBzytometrischer Messung. Im Vergleich
dazu Daten, die aus einem Hybridisierungsexperiment mit CY3/CY3.5-markierten Sonden (O,0)
ermittelt wurden (siehe auch Abb. 28).

Abb. 31 zeigt die prozentualen Haufigkeiten der beiden Bakterienstamme, die aus
Auswertungen der DNS-Messung (wie bei Abb. 30 gezeigt) gewonnen wurden. Bei 80-88 %
der detektierten Signale in den Regionen (R1 und R2, Abb. 30) handelte es sich um
bakterielle Zellen. Der fehlende Anteil setzte sich aus Rauschsignalen, Schmutzpartikeln
und Zellaggregaten zusammen, die nicht in den Regionen um die bakteriellen Populationen
erfalt worden waren. Bei Haufigkeitsanalysen spaterer Mischkulturexperimente wurde eine
Standardisierung durch ein Grundfenster bzw. eine Region in der zweiparametrischen

Darstellung eingefiihrt. Rausch- und andere Fehlsignalanteile (sehr groe Signale durch
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Zellaggregate) konnten somit von den echten Zellereignissen separiert werden. Aus der
Standardisierung resultierten Signalereignisse in den beiden Regionen, die sich zu 100 %
addierten (siehe Abb. 32 und 33).

Die prozentuale Haufigkeit von Acinetobacter calcoaceticus 69-V nahm mit dem
Kultivierungsverlauf von anfénglich 16 % auf 60 % zu (Abb. 31). Im gleichen MaR
verringerte sich prozentuale Haufigkeit des Substratkonkurrenten. Drei Stunden nach dem
Animpfen des batch-Versuches hatte Acinetobacter calcoaceticus 69-V das prozentuale
Niveau von Ralstonia eutropha JMP134 erreicht, der zu Beginn des Versuches einen Anteil
von 63 % an der gesamten Population hatte. Nach vier Stunden &anderte sich die
prozentuale Zusammensetzung der Mischpopulation nicht mehr. Die Haufigkeitsverteilung,
die durch die DNS-Farbung und Differenzierung gewonnen wurde, zeigte eine deutliche
Ubereinstimmung mit Werten der Proben, die aus den Hybridisierungsexperimenten
bestimmt wurden. Eine maximale Abweichung von 4,3% wurde berechnet.

3.3.2 Versuche mit Phenol als Kohlenstoff- und Energiequelle

3.3.2.1 Experimente im Chemostaten

Es wurden drei unterschiedliche Ansatze von Chemostat-Experimenten durchgefiihrt, in
denen beide Stdmme gemischt wurden. Phenol (S, = 1g/l) als Substrat diente als einzige
Energie- und Kohlenstoffquelle bei konstanten DurchfluRraten von D = 0,08 - 0,1 h™. Die
Unterschiede in den Kultivierungen ergaben sich durch den Wechsel des im Chemostat
kultivierten Stammes mit der zugesetzten Population, die aus einer bafch-Kultivierung mit
200 mg/l Phenol stammte, auRerdem wurde die Menge des Inokulums variiert. Die
Identifizierung und die Dynamik von Proben der Mischpopulation wurden durch
Fluoreszenzmikroskopie nach in situ-Hybridisierung mit spezifischen Sonden (REU und
ACA) sofort verfolgt. Eine durchfluBzytometrische Messung zur Bestimmung der einzelnen
Populationsanteile erfolgte nach der Farbung der bakteriellen DNS mit dem Farbstoff DAPL.
Vorausgegangen waren Versuche zur Differenzierung der unterschiedlichen Signale (FL.
und FSC), die bei der DNS-Analyse der beiden Bakterienstimme gemessen wurden. Die
Populationsanteile der Mischkuttur wurden mit Hilfe der Software WinList und IsoContour

bestimmt.
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Abb. 32: Prozentuale Haufigkeitsverteilung einer Mischkultur im Chemostaten.
Biomasse (W) und der Anteil von Acinetobacter calcoaceticus 69-V (O) und Raistonia eutropha
JMP134 (@), der durchfuBzytometrisch bestimmt wurde. 500 ml Kulturfilissigkeit von A. calcoaceticus
wurden aus dem Chemostat abgelassen und mit einer batch-Kultur von Ralstonia eutropha JMP134
auf das urspringliche Volumen von V = 1 | aufgefiillt (t = 0 h). Die Durchflurate war bis zum
Zeitpunkt t = 72 h konstant (D = 0,1 h™"). Im Zeitraum At = 72-100 h wurde ein Geschwindigskeits-
gradient (Erhéhung der DurchfluRrate um AD = 0,012 k™" in Intervallen von At = 2 h) angelegt (Pfeil).

Die zugesetzte Kultur von Ralstonia eutropha JMP134 wurde Gber einen Zeitraum von 100
Stunden aus dem Chemostaten ausgetragen (Abb. 32). Der initiale 50 %ige Anteil an der
Mischkultur verringerte sich nach 72 Stunden auf 22,3 %, eine weitere Abnahme auf Werte
unter 4 % folgte. Zum Zeitpunkt t = 72 h wurde die Durchflurate graduell erhht, als Folge
nahm der Auswaschprozef® von Ralstonia eutropha JMP134 an Geschwindigkeit zu. Die
Rausch- und Fehlsignalanteile bei dieser Messung betrugen weniger als 8 %, somit konnten
iber 92 % der gemessenen Signale den Bakterien zugeordnet werden (vor der Standardi-
sierung der Werte auf 100 %).

Bei einem zweiten Versuch wurde der Stamm Acinetobacter calcoaceticus 69-V zu einer

stationéren Kultur (D = 0,08 h™) von Raisfonia eutropha JMP134 zugesetzt.
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Abb. 33: Prozentuale Haufigkeitsverteilung einer Mischkultur bei kontinuierlicher Kuitivierung.
Biomasse (8) und Haufigkeitsverteilung von Ralstonia eutropha JMP134 (@) und Acinetobacter
calcoaceticus 68-V (0) nach zytometrischer Messung. Die Kultur von A. calcoaceticus wurde
nach einer batch-Kultivierung dem Chemostat zugesetzt (Verhdltnis 1:1). Das Arbeitsvolumen des
Chemostaten betrug V = 1 |. Die DurchfluBrate war Uber den Versuchszeitraum konstant (D = 0,08 hh.

Nach zytometrischer Quantifizierung (Abb. 33) zeigte sich, dal sich der hinzugegebene
Stamm Acinetobacter calcoaceticus 69-V gegeniber Ralstonia eufropha JMP134 liber
einen Zeitraum von At = 140 h durchsetzte (t; = 51 %, ti4 = 72 %). Die Biomasse nahm im

Zeitraum At = 0-15 h gering zu und blieb Giber den weiteren Versuchsverlauf konstant.

In einem dritten Versuch wurde die Menge des Inokulums von Acinefobacter calcoaceticus
69-V, der zu einer stationdren Kultur von Ralstonia eutropha JMP134 zugesetzt wurde,
minimiert. Ca. 100 ml einer batch-Kultur von Acinetobacter calcoaceticus 69-V wurden zu
1000 mi Kulturfiissigkeit im Chemostaten zugesetzt. Abb. 33 zeigt, daR sich der Stamm
Acinetobacter calcoaceticus 69-V auch bei niedrigem Animpftiter gegeniiber dem anderen
Stamm durchsetzte. Fiinfzig Stunden nach der Zugabe von A. calcoaceticus 69-V erfolgte
die quantitative Umkehrung der Populationsverhéltnisse im Chemostat. Die Biomasse der
Mischkultur nahm wihrend der kontinuierlichen Kultivierung gering ab. Phenol wurde durch
das Animpfen mit einer nicht-stationdren batch-Kultur von Acinetobacter caicoaceticus 69-V
in das System eingetragen. Die Phenolkonzentration im Chemostat stieg kurzzeitig auf
80 ma/l an.
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Abb. 34: 3-D-Darstellung (zweidimensionaler Confour- Plot mit DNS-Fluoreszenz [FL.], Vorwartsstreulicht
[FSC] und zusatzlicher Z-Achse: Zellzahl) von verschiedenen Proben einer Mischkultur.
A. DNS-Fluoreszenz- und Streulichsignale von Ralstonia eutropha JMP134 (Kultivierung im
ChemostatD=0,1h", V=1 1), vor Zugabe von 100 ml einer Kultur von A. calcoaceticus 69-V

(batch-Kultivierung). B. 23 Stunden nach dem Animpfen mit A. calcoaceticus 69-V. C. Situation nach
48 Stunden und D. nach 55 Stunden.

Abb. 34 zeigt, die Dynamik der Fluoreszenz- und Streulichtsignale von beiden Populationen
wahrend des Versuchszeitraums. Zellen von Ralsfonia eutropha JMP134 zeigten 23
Stunden nach dem Animpfen mit Acinetobacter calcoaceticus 69-V eine geringe Abnahme
im FSC-Signal. Nach 48 Stunden sieht man die sich durchsetzende Kultur von
Acinetobacter calcoaceticus 69-V deutlich als zweiten Signalberg in der 3-D-Darstellung.
Der Anteil der Ralstonia-Population nahm stetig ab (t; = 98 % auf tss = 37 %), wahrend der
prozentuale Anteil der konkurrierenden Population anstieg.
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3.3.2.2 Modellierung

Bei unabhangigem Wachstum von Acinetobacter calcoaceticus 69-V (A) und Ralstonia
eutropha JMP134 (R) im Chemostaten gelten nach Monod (1949) folgende Gleichungen:

Fur die Wachstumsraten

S
1 = Umaxad————
(1) Ha=H Ko +5S
(2) — *L
ME= Homase Ks: +S
fur die Biomasse
dXa
®) — o o BV KT
dt
dXx
(4) =0-DXr+ Xz
dt
sowie fiir die Substratkonzentration
dsS waXa  prXr
5 —=D(So-8)——-
®) N

Mit Hilfe dieser Gleichungen I4Bt sich das Verhalten von zwei Arten im Chemostaten
simulieren, wobei als Voraussetzung zwei charakteristische GroRen fiir das Wachstum
(maximale Wachstumsrate pm., sowie die halbmaximale Geschwindigkeitskonstanie Ks)
bekannt sein miissen. Flir Ralstonia eutropha JMP 134 sind Werte von pn. = 0,4 n"' und
Ks = 60 uM fiir den meta-Weg (einschlieBlich dem ortho-Weg) publiziert (Miiller und Babel,
1995, 1996). Fur Acinetobacter calcoaceticus 69-V sollten diese Werte mit Hilfe einer
Modellierung der Mischkulturexperimente abgeschétzt werden. Dabei wurden die Werte Kg
und pma fiir die Population von Acinetobacter calcoaceticus 69-V bei der Simulation variiert,
bis es zu einer Ubereinstimmung von Ergebnissen der Modellierung (Auswaschprozef
eines Mikroorganismus) mit den experimentell ermittelten Daten (Abb. 36) kam.

Zur Modellierung der Mischkulturexperimente im Chemostaten wurde die Software ISIM
2.06 (Snape et al., 1995) benuizt. Da sich aus den experimentellen Daten das Auswaschen

eines Stammes zeigte, wobei Phenol als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle vollstandig
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assimiliert wurde und Zwischenprodukte im Kulturmedium nicht nachweisbar waren, wurde

eine Kompetition der Mikroorganismen modelliert.

Nach den batch- und transient-state-Experimenten (3.1.2.1 und 3.1.2.2) wurde bei der
ersten Simulation fir die Kultur von Acinetobacter calcoaceticus 69-V eine maximale
Wachstumsrate von pma = 0,7 h” sowie ein gleichgroRer Ks-Wert wie fiir Ralstonia
eutropha JMP 134 (Ks = 60 uM, Abb. 35) angenommen.
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Abb. 35: Kompetitionen im Chemostaten bei unterschiedlichen Wachstumsparametern der Acinetobacter-Kuitur.
Als Parameter fir die Kultur von A. calcoaceticus wurden eingesetzt: (—) Umax = 0,7 h™, Ks=860 HM;
(- - <) Hmax = 0,6 h™, Ks = B0 pM; (— - —) Hrmax = 0,65 h™, Ks = 70 UM; (— - - —) Hmax = 0,67 h?,
Ks = 95 M. Weitere Parameter: D = 0,1 h™"; Volumen des Fermenters V=1 |, Sg = 1 g/l, Ertrags-
koeffizient fUr beide Arten Yy = 0,75; Ralstonia eutropha JMP134: imax = 0,4 h", Ks = 60 uyM
Als initialer Wert (t = 0 h) wurde eine Biomassekonzentration von 0,5 g/l fir beide Stamme
angenommen.

Alle Kurven der Abb. 35 stellen das Durchsetzen eines Mikroorganismus uber den
Versuchszeitraum dar, wahrend der Konkurrent aus dem System ausgetragen wird. Aus
den Unterschieden bei den einzelnen Simulationen resultieren unterschiedliche Geschwin-
digkeiten, mit der sich eine Population gegeniiber dem Konkurrenten durchsetzt. Bei
Wachstumsparametern von pme = 0,67 h™ und Ks = 95 uM fiir Acinetobacter calcoaceticus

69-V zeigten sich die gréRkten Ubereinstimmungen mit den gemessenen Daten (Abb. 36).
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Abb. 36: Vergleich von gemessenen Daten mit der modellierten Kompetition beider Stamme.
Oberes Bild kontinuierliche Kultivierung bei D = 0,1 h'. unteres Bild D = 0,08 h‘I, Acinetobacter

calcoaceticus 69-V (B) pmax = 0,67 h' Ks=95 HM; Ralstonia eutropha JMP134 (@) pmax = 0,4 h,
Ks = 60 uM (siehe auch Abb. 32, 33).
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Abb. 36 zeigt den Vergleich von modellieten zu den gemessenen Daten bei zwei
kontinuierlichen Kultivierungen, die sich in den Durchfiuraten unterschieden. Bei der
zweiten Kultivierung mit einer DurchfluRrate von D = 0,08 h™ sind die auftretenden
Unterschiede nur minimal, wahrend beim ersten Experiment im Chemostaten sich geringe
Unterschiede im Anfangsbereich (bis t = 50 h) ergeben. Zur Abschétzung der Wachstums-
parameter fiir die sich durchsetzende Kultur von Acinetobacter calcoaceticus 69-V eignete
sich die Modellierung trotz der auftretenden Differenzen. Generell waren minimale
Schwankungen in den Durchflufraten tiber den Versuchszeitraum nicht vollstiandig auszu-
schlieRen. AuRerdem zeigt die Modellierung den idealisierten Zustand einer Kinetik, die von
einem vollstandig unabhéngigen Wachstum der beiden Mikroorganismen ausgeht, was

unter den Versuchsbedingungen im Chemostaten nicht uneingeschrankt gelten mul.

Mit den ermittelten Parametern fiir Acinetobacter calcoaceticus 69-V und den publizierten
Werten von Ralstonia eutropha JMP 134 wurden Wachstumskinetiken nach Monod (1949)

berechnet.
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Abb. 37: Monod-Kinetik von Acinetobacter calcoaceticus 69-V (A) und Ralstonia eutropha JMP134 (R):
Abhangigkeit der Wachstumsrate y von der Substratkonzentration S im Chemostaten.

Obwohl Ralstonia eutropha JMP134 die groRere Affinitdt zum Substrat (kleinerer Ks-Wert)

bei einer geringeren maximalen Wachstumsrate im Vergleich zu den geschétzten Werten
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von Acinetobacter calcoaceticus 69-V besitzt, zeigt sich bei den Wachstumskinetiken in
Abb. 37, daR die Wachstumsrate von Acinetobacter calcoaceticus 69-V fir jede interne
Substratkonzentration im Chemostaten gréRer war als fir Ralstonia eutropha JMP134
(auch fir kleine Werte von y, was eine veranderte Achsenskalierung zeigte). Das heildt, es
existiert keine Situation bei durchfiihrbaren Kultivierung im Chemostaten (D > 0,02 h™"), bei
der die Kultur von Ralstonia eufropha JMP134 einen Wachstumsvorteil gegeniiber dem
Konkurrenten hétte.
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4, Diskussion

4.1 Populationsdynamik bei Acinetobacter calcoaceticus 69-V
4.1.1 Charakterisierung einzelner Zellen bei bafch-Versuchen mit dem Substrat Acetat

Bei der durchfluRzytometrischen Messung von Acinetobacter-Zellen aus batch-Experi-
menten wurden Streulicht- und Fluoreszenzsignale von einzelnen Zellen nach der in situ-
Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden detektiert und quantifiziert.
Da Anderung in der Signalstdrke bei einer einzelnen Zelle sehr klein waren, wurde die
Dynamik der Signale Uber der gesamten Population charakterisiert (Abb. 5). Die Ergebnisse
aus Experimenten mit Acinefobacter calcoaceticus 69-V zeigten die typische rRNS-Dynamik
einer Population wahrend der einzelnen Phasen bei der batch-Kultivierung (Abb. 9). Nach
dem Animpfen des Mediums mit der Kultur nahm der rRNS-Gehalt der Zellen sofort zu,
wahrend der beginnenden exponentiellen Wachstumsphase wurde ein maximaler Wert
(t = 3h) erreicht. Im weiteren Versuchsverlauf sank der rRNS-Gehalt der Zellen wieder auf
das Ausgangsniveau. Wahrend der beginnenden exponentiellen Wachstumsphase war die
Wachstumsrate der Acinetobacter-Population maximal (Ums = 0,94 h™). Im rRNS-Gehalt
spiegelt sich die Geschwindigkeit der Vermehrung wider. Die Dynamik des rRNS-Gehaltes
einer Population ist daher fiir alle bafch-Kultivierungen ahnlich, wobei die Amplitude (der

maximal erreichbaren rRNS-Menge) variiert.

Bei Bakterien korreliert die Menge an zelluldren Makromolekilen mit der spezifischen
Wachstumsrate (Schaechter et al., 1958). Dies trifft sowohl fiir die Proteinmenge als auch
fiir den RNS-Gehalt zu (Maalge und Kjeldgaard, 1966). Die Linearitat dieser Korrelation
beruht darauf, daR mit steigender Proliferationsrate eine erhohte Synthese-Rate von
Zellsubstanz bendtigt wird. Bei der Zunahme der zytoplasmatischen Substanz existiert mit
ca. 20 Aminosauren pro Sekunde eine natiirliche Grenze bei der Elongation einer
Polypetid-Formation pro Ribosom (Engbaek et al., 1973). Daher muR in schnell
wachsenden Zellen die Zahl der Ribosomen in Proportion mit der Zellmasse zunehmen
(Kjeldgaard und Kurland, 1963; Gausing, 1977). Dies bedeutet, daR sich der bakterielle
rRNS-Pool in zwei funktionelle Einheiten bei der Synthese von Zellsubstanz spaltet. Eine
Fraktion sorgt fir die Erhaltung (furn-over) sowie fiir die Zunahme des rRNS-Pools
(Synthese von ribosomalen Proteinen, RNS-Polymerase und von Proteinen zur Tran-
skription der rDNS-Sequenzen), die andere Fraktion ist fur die Synthese der zur
Vermehrung bendtigten zelluldren Proteine verantwortlich. Die Regulation dieses Prozesses
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stellt ein komplexes Netzwerk mit vielen Parametern dar, bei dem die Synthese der RNS-
Polymerase eine entscheidende Rolle fiir die Produktion der Ribosomen spielt (Bremer,
1975).

Die hier gezeigte Nutzung der in situ-Hybridisierung zur relativen Quantifizierung des rRNS-
Gehaltes ist unter Anwendung von Fluoreszenzmikroskopie und Bildauswertung fiir zahl-
reiche Bakterienspezies publiziert worden (DelLong et al., 1989; Kemp et al., 1993; Poulson
et al.,, 1993; Ruimy et al., 1994; Boye et al., 1995). Mit der DurchfluBzytomeirie sind bei
hybridisierten Zellen von Escherichia coli und Pseudomonas cepacia (batch-Experimente)
rRNS-Gehalte bestimmt und mit einem weiteren rRNS-spezifischen Farbstoff verifiziert
worden (Wallner, et al., 1993).

4.1.1.1 Quantifizierung der sondenvermittelten Fluoreszenz

Unter der Voraussetzung der stéchiometrischen Bindung der markierten Oligonukleotid-
sonde an die rRNS-Zielsequenz ist die sondenvermittelte Fluoreszenz ein Mal fir den
rRNS-Gehalt einer Zelle. Fiir die stéchiometrische Bindung der markierten Sonden muf3
neben einer entsprechenden Sondenkonzentration eine ausreichende Permeabilitdt der
bakteriellen Membran vorliegen. Bei dem hier benutzten Protokoll der in situ-Hybridisierung
fiir gram-negativen Bakterien kann wegen des geringen Molekulargewichts von ca. 6000 Da
fiir einfach markierte Oligonukleotidsonden und des Einsatzes von SDS als Detergenz im
Hybridisierungspuffer von einer ausreichenden Permeabilitdt der Membran ausgegangen
werden (Wallner et al., 1993). Eine chemische Vorbehandlung der Zellwand wurde fiir die
benutzten Spezies nicht benétigt.

Bei der durchfluRzytometrischen Messung von Acinetobacter-Proben aus einer batch-
Kultivierung und nach Hybridisierung mit der genus-spezifischen, fluorescein-markierten
Oligonukleotidsonde (ACA-Fluos) zeigte sich, daR nur bei den Zellen der beginnenden
exponentiellen Phase (2-4h) ein eindeutiges FSC- und Fluoreszenz-Signal detektiert
werden konnte (Abb. 5). Bei den Proben t > 4 h wurden die Zellsignale vom Rauschen
tiberlagert, so daR in den einparametrischen Darstellungen von FSC und Fluoreszenz
exponentiell abfallende Kurven (summierte Rauschsignale) resultierten (&hnlich wie bei den
Fluoreszenzsignalen der Proben 1h und NON, Abb. 5). Das Rauschen ist dabei aus
verschiedenen Komponenten zusammengesetzt, die insgesamt das Verhltnis vom echten
Signal zum Hintergrund verschlechtern. Dazu tragen minimale Strome der Photomultiplier

bei, die als elektronisches Rauschen bezeichnet werden. Eine weitere Storgroe entsteht
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durch Restlicht aus der rdumlichen Umgebung des MeRsystems. Es stammt nicht von den
zu vermessenden Zellen, ist aber trotz Verdunklung des Raums fiir Photo- bzw. Streulicht-
Impulse im Photomultiplier verantwortlich. Letzlich kommen partikelvermittelte Fluoreszenz-
und Streulicht-Signale hinzu, die sich aus zelluldren Signalen wie unspezifischer Farb-
stoffbindung, Eigenfluoreszenz, Zelltrimmern und Aggregaten sowie aus Schmutzpartikein
ergeben. Alle diese StorgrofRen summieren sich zu einem Hintergrund, der geringe Signal-
starken durch kleine und/oder minimal fluoreszierende Bakterien iiberdecken kann. Das
Signal-Rausch-Verhéltnis wird einerseits durch viele Gerateparameter, anderseits aber
auch durch den Markierungsgrad der benutzten Oligonukleotidsonden, durch die Wahl der
Farbstoffe sowie deren Excitationen beeinflult (siehe auch 4.1.1.2 und 4.2.1). Bei den
meisten aufgefiihrten durchfluBzytometrischen Messungen ergab sich ein maximales
Signal-Rausch-Verhéltnis von ca. 1:10, das heilt, die Nachweisgrenze bei einer Melreihe
lag bei ca. 10 % der maximal detektierten Fluoreszenz einer Probe. Fiir die Messungen der
batch-Versuche mit der Kohlenstoff- und Energiequelle Acetat, die mit dem &lteren System
Consort 30 durchgefiihrt wurden, resultierie eine maximales Verhaltnis von 1:12. Dabei
wurden fluorescein-markierte Sonden, die mit Licht der Wellenldnge von 488 nm angeregt
wurden, benutzt. Teilweise konnte auch ein besseres Signal-Rausch-Verhéltnis erreicht
werden (1:15 in Abb. 9).

Neben einem optimalen Signal-Rausch-Verhéltnis wére eine absolute Quantifizierung der
Fluoreszenzmolekiile pro Zelle wiinschenswert, um verschiedene durchfluRzytometrische
MeRreihen direkt miteinander vergleichen zu kénnen. Der Zusatz von kommerziell
erhaltlichen Eichpartikeln eignet sich nicht, da ihr standardisiertes Fluoreszenzsignal ein
vielfaches Uber dem der Bakterien liegt (Signalstarke ist fiir eukaryontische Zellen
entwickelt worden). Neue Techniken zur Einzelmolekildetektion erméglichen zwar die
exakte Quantifizierung des Markierungsgrades einer Sonde (Rigler, 1995), aber die
Quantifizierung gebundener Oligonukieotidsonden innerhalb einer bakteriellen Zelle (in der
GréRe einer E. coli Zelle) gelang noch nicht (Rigler, persdnliche Mitteilung).

4.1.1.2 Signalverstirkung

Eine Verstarkung des detektierbaren Fluoreszenzsignals konnte sowohl durch den Einsatz
des Farbstoffes CY3 als auch durch die Zugabe von bis zu drei weiteren Oligonukleotid-
sonden zu dem Hybridisierungsansatz erreicht werden.

Bei der Amplifikation der Fluoreszenz durch den Einsatz alternativer Farbstoffe ist man

durch die Benutzung des Argon-lonen-Lasers als Lichtquelle auf Chromophore beschrankt,
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die mit den Laserlinien 488, 514 und 528 nm anregbar sind. Der Indocarbocyaninfarbstoff
CY3 besitzt im Vergleich zu Fluorescein eine hdhere Fluoreszenzintensitdt und Photo-
stabilitit sowie eine geringere Sensitivitdt gegeniber dem pH-Wert des L&sungsmittels
(Wessendorf und Brelje, 1992; AMERSHAM, Produkiinformation). CY3 kann bei einem
Excitationsmaximum von 552 nm nicht optimal mit dem Argon-lonen-Laser angeregt
werden. Bei einer Anregung mit 488 nm zeigten sich bei Zellen eines batch-Versuches nach
Hybridisierung mit ACA-Fluos im Vergleich zu Zellen mit ACA-CY3 nur geringe
Unterschiede in den detektierten Intensitdten. Eine Signalamplifikation von 30 % resultierte
nach Anderung der Laser-Wellenlénge auf 514 bzw. 528 nm bei den Zellen, die mit einer
CY3-markierten Sonde hybridisiert wurden. Obwohl die detektierbare Intensitat zunahm und
auch Zellen aus der stationdren Phase der Kultivierung detektierbar wurden (Abb. 7),
verschlechterte sich das Verhdltnis vom Rauschen zur maximal detektierten Signalstarke
auf 1:9 (Abb. 11). Die aus den spektroskopischen Messungen theoretisch mdgliche
vierfache Verstarkung der Intensitdt (Abb. 6) konnte mit dem durchfluRzytometrischem
System nicht erreicht werden.

Durch den zusétzlichen Einsatz der Eubakteriensonden (EUBs:3s) sowie der gruppen-
spezifischen Sonde (GAM) konnten fast alle Zellen der Proben 1-12h einer batch-
Kultivierung detektiert werden. Es erfolgte keine volistandig additive Zunahme der
Fluoreszenz (Differenz von 18-25 %) nach Zugabe einer weiteren Sondenart (Herrmann et
al., 1997), was auch von Lee et al. (1993) und Wallner et al. (1993) beschrieben ist. Dieser
Effekt zeigte sich unabhangig von der Markierung der Oligonukleotidsonden fir jeden der
benutzten Farbstoffe und wird durch Quench-Effekte und durch ein verschlechtertes Signal-
Rausch-Verhaltnis infolge steigender Sondenkonzentrationen (hdhere unspezifische
Bindung) verursacht (Wallner et al., 1993). AuRerdem wird diese Methode der Signal-
amplifikation dadurch begrenzt, da nur limitierte Zielsequenzen auf der rRNS existieren,
fur die Sonden mit vergleichbarem Hybridisierungsprotokoll benutzt werden kénnen (Amann
et al., 1995).

Trotzdem miissen beim Einsatz verschiedener Oligonukleotidsonden die Ergebnisse einer
Quantifizierung sorgfélltig Uberpriift werden, da Sonden gleicher Spezifitdt ein unter-
schiedliches Bindungsverhaiten haben kénnen (Frischer et al., 1996). Dies konnte fir die
hier benutzten Sonden, insbesondere den Eubakteriensonden und den gruppenspezi-
fischen Sonden, ausgeschlossen werden. Bei den Quantifizierungen der rRNS-Gehalte von
Zellen aus einer Versuchsreihe wurden auRerdem immer die gleichen Sonden benutzt.

Auf den Einsatz von digoxigenin-markierten Sonden mit anschlieBendem AntikGrper-
nachweis (Zarda et al., 1991) und auf Polynuklectidsonden, die sich durch Mehriach-
markierung (markiertes UTP-Derivat) und somit vielfache Amplifikation des Fluoreszenz-

signals auszeichnen (Trebesius et al., 1994), wurde verzichtet. Neuere Verstarkungs-
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mechanismen, bei denen fluorogene Substrate wie Fluorescein-Tyramid durch enzym-
markierte Oligonukleotidsonden aktiviert werden (Lebaron et al., 1997; Schénhuber et al.,
1997), wurden ebenfalls nicht benutzt. Durch diese zum Teil indirekten Nachweisverfahren
in Verbindung mit der nétigen Vorbehandlung der Zellen (Permeabilisierung) wird eine

exakte Quantifizierung des zellularen rRNS-Gehaltes unmdglich.

4.1.2 rRNS- und DNS-Gehalt beim Wachstum auf Phenol

rRNS-Gehalt

Bei den batch-Experimenten mit dem Stamm Acinetobacter calcoaceticus 69-V zeigte sich
der hochste rRNS-Gehalt in der beginnenden exponentiellen Wachstumsphase zu einem
Zeitpunkt (t = 2 h), bei dem die Kultur erst 12 % der Kohlenstoff- und Energiequelle
verbraucht hatte. Wahrend dieser Phase wuchsen die Zellen mit maximal ermittelbarer
Geschwindigkeit, auch die GréRe der Zellen (FSC-Signale) war maximal. Hybridisierte
Acinetobacter-Zellen zeigten nach der Inkubation im Hybridisierungsofen bei 48 °C einen
Verlust in der FSC-Signalstérke (GroRenreduktion) im Vergleich zu unbehandelten Zellen
oder auch DAPI-gefarbten Zellen. Daher wurden fir alle weiteren Messungen die FSC-
Signale DNS-gefarbter Zellen als MaR fiir die relative ZellgréRe benutzt. In der mittleren
exponentiellen Wachstumsphase nahmen die ZellgroRe und der rRNS-Gehalt wieder ab.
Das gleiche Verhalten ist fiir batch-Kulturen von E. coli sowohl bei der GréRenverteilung als
auch beim rRNS-Gehalt beschrieben und zur Abschatzung der Zellaktivitat benutzt worden
(Fouchet et al., 1994; Ruimy et al., 1994).

Der bei dem Experiment (Abb. 10 und 11) ermittelte Eriragskoeffizient ist mit Yyxs = 0,9
(geTm/Gehena)) hOher als Werte, die aus den transient-state-Versuchen (Yxs = 0,75) ermittelt
wurden. Der Zusatz von 0,01 % Hefeextrakt zum Kulturmedium fiir die bafch-Versuche, der
als zusatzliche Kohlenstoff- und Energiequellen genutzt werden konnte, kann diese
Abweichung bei den ermittelten Werten erklaren. Dazu tragen auch die nicht exakt
definierbaren Wachstumsbedingungen wahrend der batch-Kultivierung bei (siehe auch
4221).

Bei der kontinuierlichen Kultur zeigte sich fiir den Stamm Acinetobacter calcoaceticus 69-V
die mehrfach beschriebene lineare Korrelation zwischen Wachstumsrate und Ribosomen-
gehalt (DelLong et al., 1989; Kemp et al., 1993; Kerkhof und Ward, 1993; Poulson et al.,
1993; Wallner et al., 1993; Boye et al., 1995; Ubersicht bei Kemp, 1995). Sie war in dem
Bereich der spezifischen Wachstumsrate von p = 0,05 - 0,48 h™ offensichtlich und wurde

durch eine sprunghafte Verdopplung des rRNS-Gehaltes im Bereich der Wachstumsrate
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von 4 = 0,5 h™ durchbrochen. Diese sprunghafte Zunahme zeigte sich auch in der
ZellgroRe. Die Zellen dieses Versuches wurden mehrmals durchfluBzytometrisch analysiert;
auch bei der Fermentation traten keine UnregelmaRigkeiten auf, die diese Ergebnisse
erklaren kénnen. Wahrscheinlich wurde durch den sehr steilen Geschwindigkeitsgradienten,
der nur eine einstiindige Anpassung an den neuen Zustand zulie, die starke Zunahme des
rRNS-Gehaltes verursacht. Wahrend die oben genannten Autoren meist ndhrstoffreiche
Medien und Substrate benutzten, ist in dieser Versuchsreihe mit einem Minimalmedium und
einem einzigen Substrat experimentiert worden, welches energiedefizient ist (Miller und
Babel, 1994). Diese Beobachtungen sind nicht ohne weitere biochemische bzw. molekulare

Untersuchungen zum Metabolismus von Phenol zu klaren.

DNS-Gehalt

Bei der durchfluzytometrischen DNS-Messung der Zellen aus einer batch-Kultivierung
fallen das Inokulum und Proben aus stationdren Wachstumszustédnden durch vier diskret
verteilte Subpopulationen mit unterschiedlichen Chromosomensatzen (c,-c4) auf. Inca. 5 %
aller Acinetobacter-Zellen werden bis zu vier Chromosomenéquivalenie angelegt. Bei den
Verteilungen der Zellen mit mehrfachen DNS-Gehalten (c; und c,) kénnte es sich auch um
doppelte, nicht getrennte Zellen (Doubletten) mit einfachem und doppeltem DNS-Gehalt
handeln. Bei der gezeigten Verteilung aller Proben des baich-Ansatzes, die alle Zwischen-
stufen bei den DNS-Gehalten einschloR (Probe 1h und 2h), ist dieses aber unwahr-
scheinlich. Die Zellpopulation mit den drei Chromosomen&aquivalenten lag aulerdem
eindeutig in dem FSC-Signalberg, der die einfachen Zellen reprasentiert (in Abb. 3 fur die

cx-Zellen gezeigt).

Durch Experimente mit £. coli ist belegt, daR die Replikationszeit des Genoms relativ
unabhangig von ihrer Wachstumsrate ist (Cooper und Helmstetter, 1968). Fur schnell
wachsende Zellen (Generationszeit = < 1 h) bedeutet dies, dafl sie mehrere Startpunkte der
Replikation (origins) offnen, wenn die Summe aus Replikationszeit (C-Zeit) und
Postreplikationszeit (Zeit nach der vollendeten Repliktion bis zur Zellteilung: D-Zeit) groRer
wird als die Generationszeit = (Skarstad et al., 1983, 1985). Eine von der Zellteilung
entkoppelte DNS-Synthese mit den charakteristischen multiplen Replikationsgabeln
resultiert, der mittlere DNS-Gehalt pro Zelle nimmt zu. Dies trifft fiir die Zellen von
Acinetobacter calcoaceticus 69-V zu, die sich im frilhen exponentiellen VWachstum befinden
(t =2 h; v = 554 min). Wahrend der spaten exponentiellen Phase bei beginnender
Limitation der Nahrstoffe werden die initiierten Replikationszyklen beendet, die an-
schlieRende Zellteilung erfolgt wegen Substratmangel nicht mehr. Es entstehen Sub-
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populationen, die das Vielfache des einfachen DNS-Gehaltes pro Zelle aufweisen.
Entsprechende DNS-Gehalte lassen sich auch durch den Einsatz von Antibiotika, die die
Proteinbiosynthese und letzlich die Zellteilung hemmen, hervorrufen (Steen und Boye,
1980; Steen et al., 1981; Skarstad und Boye, 1993).

Bei der kontinuierlichen Kultivierung der Zellen im Chemostaten zeigte sich eine andere
Verteilung der Population. Mit steigender Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit entsteht
aus zwei bzw. drei Subpopulationen (Zellen mit c;-, co- und cs-Gehalten) der Acinetobacter-
Kultur eine Population, deren Gehalt zwischen c; und c; liegt. Dies bedeutet, daf3 sich bei
der Mehrheit der Zellen die DNS ab einer Wachstumsrate von p = 0,5 h™ sténdig repliziert
und sich die Kultur in einem Stadium hoher Wachstumsaktivitdt befindet. Bei dieser
Kultivierungsart der Zellen mit Limitation der Kohlenstoff- und Energiequelle prégt sich
durch die langsame Steigerung der Wachstumsrate keine vollstdndig entkoppelte DNS-
Synthese aus. Vielmehr zeigt sich die Tendenz zu einer einheitlichen Acinetobacter-
Populationen bei héheren Wachstumsraten (g > 0,5 h™"). Dazu korrespondiert der

gemessene Anstieg des rRNS-Gehaltes pro Zelle.

Insgesamt wird durch die Anwendung der DurchfluBzytometrie und anhand spezifischer
DNS-Farbung der Zellen die Differenzierung einer wachsenden Kultur in Subpopulationen
mdglich. Jeder Subpopulation kann ein unterschiedlicher Zustand im Zellzyklus zugeordnet
werden. Bei definierten Wachstumsbedingungen werden unterschiedliche Wachstums-
aktivititen der einzelnen Populationen erkennbar. Dieser Informationsgehalt geht bei einem
integralen MeRverfahren verloren, das jeder Zelle einen iber die gesamte Population

gemittelten Wert zuweist.

4.2 Populationsdynamik bei Ralstonia eutropha JMP134
4.2.1 Kinetik bei batch-Versuchen mit dem Substrat Acetat

Der Verlauf des rRNS-Gehalies bei den Zellen von Ralstonia eufropha JMP134 wéahrend
einer batch-Kultivierung gleicht den Ergebnissen, die mit dem Stamm Acinetobacter
calcoaceticus 69-V gewonnen wurden. Den maximalen Gehalt an rRNS besaRen Zellen von
Ralstonia eutropha JMP 134 wahrend des beginnenden exponentiellen Wachstums (t = 4 h:
Abb. 15). Sowohl der Anstieg bis zu diesem maximalen Wert als auch der Abfall des rRNS-
Gehaltes erfolgte mit geringerer Steigung als bei den Zellen von Acinetobacter

calcoaceticus 69-V. Die Dynamik des rRNS-Gehaltes war kleiner, was sich auch in der um
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50 % geringeren maximalen Wachstumsrate des Stammes im Vergleich zu den Acineto-
bacter-Zellen ausdriickt.

Der Verlauf des rRNS-Gehaltes wurde durchfluRzytometrisch auch nach Hybridisierungs-
experimenten mit fluorescein-markierten Oligonukleotidsonden gemessen. Es traten keine
signifikanten Unterschiede durch die verschiedenen Farbstoffmarkierungen auf. Aus der
Detektion der Fluoreszenz nach Hybridisierung mit den CY3.5 markierten Sonden resultierte
das schlechteste Signal-Rausch-Verhaltnis von 1:6 (Rauschen zu max. detektiertem Signal)
im Vergleich zu ahnlichen Messungen (Fluos- und CY3-markierte Sonden), was primér
durch die nicht optimale Anregung des gekoppelten Farbstoffes CY3.5 erklart werden kann
(Tab. 1).

4.2.2 rRNS- und DNS-Gehalt bei Wachstum auf Phenol

Eine Vielzahl von Mikroorganismen kénnen aromatische Substrate metabolisieren. Eine
Voraussetzung fiir die Verbreitung dieser Fahigkeit ist die Lokalisation der entsprechenden
Enzyme auf austauschbaren genetischen Strukturen, den Plasmiden (Pemberton et al.,
1979).

Ralstonia eutropha JMP134 zeichnet sich dadurch aus, daR es liber zwei komplette
Enzymsysteme verfiigt, die die Substanz Phenol oxidieren und den aromatischen Ring
spalten kdnnen. Diese liegen chromosomal codiert vor, auBerdem sind Enzyme eines
modifizierten ortho-Abbauweges fiir chlorierte Aromaten auf dem Plasmid pJP4 codiert
(Don und Pemberton, 1981, 1985; Streber et al.,, 1987). Die Populationsdynamik des

Stammes wurde in unterschiedlichen Kultivierungsarten charakterisiert.

4.2.2.1 Situation bei der batch-Kultivierung

Bei dem durchgefiihrten bafch-Versuch (Abb.16) wurde eine maximale Wachstumsrate von
g = 0,33 h™" ermittelt und ein Ertragskoeffizient von Yxs = 0,82 (Qsrw/Genens) bestimmt.
Dieser lag etwas hoher als die fur diesen Stamm publizierten Werte von Yys = 0,7 - 0,75
(Mller und Babel, 1994, 1996). Die Differenz kann aber durch den Zusatz von 0,01 %
Hefeextrakt als zusatzliche Energiequelle bei dieser Kultivierung erklért werden. AulRerdem
kann aus batch-Experimenten infolge der sich stetig &ndernden Wachstumsbedingungen
nur eine Abschatzung sowohl der Wachstumsrate als auch des Ertragskoeffizienten

vorgenommen werden.
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Bei der Dynamik des zelluldren rRNS-Gehaltes zeigten sich in der beginnenden
exponentiellen Phase (Maximum des rRNS-Gehaltes beit = 2 h, Abb. 17) dhnliche Ergeb-
nisse wie beim Stamm Acinetobacter calcoaceticus 69-V — fiir die weiteren Wachstums-
phasen ergaben sich deutliche Differenzen. In dem Intervall von At = 6-11 h (sogenannte
mittlere und spate exponentielle Phase, obwohl hier kein exponentielles VWachstum der
Bakterien mehr vorliegt) bildete sich bei der Population von Ralstonia eutropha ein
einheitliches Niveau im rRNS-Gehalt aus. Wéhrend dieser Phase kam es zu einem zweiten
Anstieg der ZellgroRe (Abb. 18). Dieses zweite Maximum der ZellgréRe war aber kleiner als
das erste Maximum (bei t = 3 h) wahrend der beginnenden exponentiellen VWachstums-
phase. Die nochmalige Zunahme der Zeligréke konnte nach Nilrotfarbung der Zellen und
fluoreszenzmikroskopischer Analyse durch das Auftreten von drei bis vier Granula PHB
(Polyhydroxybuttersaure, ein bakterieller Speicherstoff) pro Zelle bei den Proben 8-10h

bestatigt werden.

Die unerwartete GréRenzunahme der Zellen bei beginnender Limitation des Substrates
(At = 8-10 h) kann mit der Bildung von einem Speicherstoff wie PHB erklart werden. Die
Produktion und auch der Abbau von PHB setzen das Vorhandensein sowie die vorherige
Expression von spezifischen Enzymen voraus, wozu ein bestimmter Gehalt an rRNS
bendtigt wird. Der detektierte konstante zelluldre rRNS-Gehalt (Proben 6-11h) lieRe sich so
erklaren. Ein derartiges rRNS-Plateau fiir die mittlere exponentielle Wachstumsphase ist
auch bei bafch-Kulturen von E. coli mit Vollmedien beschrieben worden (Ruimy et al.,
1994), wobei die Autoren dies mit einer konstanten Wachstums- und rRNS-Syntheserate
erklaren. Aus logarithmischen Auftragungen der hier gewonnenen experimentellen Daten
zeigte sich jedoch eindeutig, dal wahrend der sogenannten mittleren exponentiellen Phase
die Wachstumsrate abnahm und kein exponentielles, schon gar kein balanciertes Wachs-
tum der Kultur vorlag.

Bei der Messung der Proliferationsaktivitdt der Zellen (DNS-Messung) zeigten sich zwei
unterschiedliche Maxima. Das erste Maximum von Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt
korrelierte mit einem maximalen rRNS-Gehalt. Das zweite Maximum (ca. 25 % der Zellen
mit doppeltem DNS-Gehalt) lag noch in der Phase der maximalen Wachstumsrate der
Kultur (Mmax = 0,33 h™" im Intervall At = 2-6 h). Es folgte dem ersten Proliferationsmaximum
im Abstand der Generationszeit (t = 2,1 h) der Kultur, deren Biomassekonzentration sich zu
diesem Zeitpunkt fast verdoppelt hatte. Da fiir eine bafch-Kultivierung synchronisiertes
Wachstum der Zellen ausgeschlossen werden kann, war das erste Proliferationsmaximum

durch einen Eintrag von nicht-stationdren Zellen aus dem Inokulum vermittelt.
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Die zweite GroRenzunahme der Zellen trat mit der beginnenden Limitation des Substrates
auf. Mit steigender ZellgroRe verringerte sich der Anteil der cy-Zellen, das heilt, mit der
PHB-Synthese nahm die Proliferationsaktivitit der Zellen ab. Durch einen Uberfluik-
Metabolismus (overflow metabolism; Babel, 1990, 1992) werden Produkie wie PHB
gebildet. Dieser ProzeR ist an einen bestimmten Zellzykluszustand gebunden (Bley und
Bogner, 1981; Ackermann et al., 1995). Die beobachtete Produkisynthese bei Ralstonia
eutrophus JMP134 dirite im Zustand mit einfachem DNS-Gehalt stattfinden.

4.2.2.2 EinfluR der DurchfluBrate auf den DNS- und rRNS-Gehalt

Zur Beschreibung des Einflusses der Durchflurate auf den Gehalt von DNS und rRNS bei
Ralstonia eutropha JMP134 wurden transient-state-Experimente im Chemostaten durch-
gefihrt. Bei diesen Experimenten wurden quasi-stationdre Zustdnde bei treppenférmig
steigenden DurchfluBgradientien beprobt, wobei die Wachstumsrate der Kultur der einge-
steliten DurchfluBrate entsprach (Miller et al.,, 1995). Zwei Versuche wurden gezeigt, die
sich durch die Steilheit der Gradienten und dem gewshlten Bereich (0,05 - 0,28 h™ bzw.
0,17 - 0,32 h™) unterschieden.

Fir den benutzten Stamm ist eine wachstumsabhéngige Expression der beiden unter-
schiedlichen Enzymsysteme fiir die metabole Verwertung von Phenol beschrieben: Bei
niedrigen Wachstumsraten (bis u < 0,25 h™) werden die Enzyme des ortho-Weges, bei
héheren Wachstumsraten die Proteine des meta-VWeges exprimiert, so dal? eine maximale
Wachstumsrate von p = 0,4 h™' erreicht werden kann (Miiller und Babel, 1995, 1996).

In dem ersten gezeigten Experiment (Abb.19) konnte eine maximale Wachstumsrate von
g =0,28 h”' erreicht werden, bevor es zum AuswaschprozeR aus dem Reaktor kam, indem
die Kultur chemostatisch vermehrt wurde (ab p > 0,28 h™ lag kein stationérer Zustand mehr
vor). Der Bereich spiegelt die maximal erreichbare Wachstumsrate des ortho-Weges wider,
der meta-Weg konnte infolge des sehr steilen Gradienten nicht induziert werden. Bis zu der
Wachstumrate von p = 0,25 h’ zeigte sich eine lineare Korrelation von Wachstumsrate und
rRNS-Gehalt. Mit steigender Wachstumsrate nahmen die ZellgroRe und der mittlere DNS-
Gehalt pro Zelle zu, der sich zwischen dem einfachen und doppelten Gehalt bewegte (Abb.
21). Der beginnende AuswaschprozeR zeigte sich durch die Abnahme des DNS-Gehaltes,
der ZellgroRe und des rRNS-Gehaltes noch deutlicher als im Verlauf der optischen Dichte.
Im Chemostaten kam es zu einem Anstieg der Phenolkonzentration.

Bei der zweiten kontinuierlichen Kultivierung (Abb. 22) wurde wahrend des VWechsels der
Phenolabbauwege ein sehr kleiner Geschwindigkeitsgradient benutzt. Infolge der Expres-

sion von Enzymen des meta-VWeges kam es zu einer beobachtbaren Gelbfarbung des
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Mediums (verursacht durch Hydroxymuconat-semialdehyd). Der Wechsel wurde ebenfalls
durch die Detektion der Leitenzyme der beiden Abbauwege dokumentiert (Miller und
Babel, 1995; Maskow und Babel, 1997). Im chemostatisch genutzten ReaktionsgefaR kam
es wahrend der Umschaltphase zu einem kurzzeitigen Anstieg der Phenolkonzentration, so
dall dieser Zustand nur bedingt als stationdr eingestuft werden kann. Das detektierte
Warmetdnungssignal, das wahrend des ortho-VWeges linear mit der Wachstumsrate der
Kultur korrellierte, stieg mit dem Wechsel der Abbauwege deutlich auf ein neues Niveau
(Maskow und Babel, 1997). Dies deutet auf eine ineffizientere Nutzung des Substrates
beim meta-Weg hin. Der SchaltprozeR wurde auch im Verlauf des zelluldren rRNS-Gehaltes
sichtbar, es resultierte aber keine sprunghafte Erhdéhung des rRNS-Gehaltes. Bei
DurchfluBraten von 0,24 - 0,26 h” zeigte sich mit der geringen Abnahme des zelluldren

rRNS-Gehaltes eine UnregelméaRigkeit in der linearen Korrelation zur Wachstumsrate.

4.2.2.3 EinfluB eines Formiat-Gradienten auf den DNS- und rRNS-Gehalt

Die Versuchskonzeption beim Zusatz einer zweiten Energiequelle zu einer laufenden
kontinuierlichen Kultivierung mit konstanter DurchfluRrate entspricht dem Auxiliar-Substrat-
Konzept (Ubersichtsartikel bei Babel et al., 1993). Phenol ist als chemoorgano-
heterotrophes Substrat fiir mikrobielles Wachstum energiedefizient (Miller und Babel,
1994). Der Mangel an nutzbarer Energie kann durch ein weiteres Substrat ausgeglichen
werden. Durch den Zusatz von Na-Formiat ist bei Raistonia eutropha JMP134 eine
Steigerung der maximalen Wachstumsrate (beim ortho-Weg bis y = 0,42 h'1) sowie des
Ertragskoeffizienten (Yxs) fiir Phenol von 67 % mdglich (Miller und Babel, 1996).

Bei dem durchgefiihrten Versuch (Abb. 23) mit Ralstonia eutropha JMP134 ergab sich eine
Steigerung des Ertragskoeffizienten von 54 % bei Formiat-Zugabe (Maskow und Babel,
1997). Parallel zeigte sich eine Zunahme der untersuchten zelluldren Parameter GréRke,
DNS- und rRNS-Gehalt wahrend der Kultivierung mit konstanter DurchfluRrate von Depenel =
0,1 h™. Im KulturgefaR des Chemostaten lieR sich bei gradueller Formiat-Zufilhrung zur
Kultivierung die stetige Erh6hung der Formiat-Konzentration beobachten. Vier verschiedene
Phasen lieRen sich unterscheiden. Unmittelbar nach dem Start des Gradienten nahm die
Proliferationsaktivitédt (ausgedriickt als Anteil der Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt) zu. Bei
der weiteren Erhdhung des Gradienten und beim Anstieg der internen Formiat-Konzen-
tration wurde eine GroRenzunahme der Zellen detektiert. Als letztes zeigte sich die
Zunahme des rRNS-Gehaltes (dritte Phase im Intervall At = 25-49 h), die mit einer weiteren
Steigerung der Proliferationsaktivitat korrelierte. VVerschiedene Phasen wurden auch beim

Signalverlauf der Warmetdnung detektiert. Mit steigender Formiat-Konzentration nahm die
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produzierte Warmemenge der Kultur (drei Steigungsbereiche) zu, bevor die bakterielle
Warmeproduktion nach 60 Stunden zusammenbrach (Maskow und Babel, 1997). Die
beginnende Hemmung der Kultur infolge der hohen Formiat-Konzentration zeigte sich auf
zelluldrer Ebene nach 56 Stunden im Riickgang des Anteils von c>-Zellen (Abnahme: 6 %).
Gleichzeitig wurde nur noch eine minimale Zunahme im rRNS-Gehalt pro Zelie detektiert.
Die Reihenfolge, in der die zelluldren Anderungen detektiert wurden, weist auf unter-

schiedliche genomisch determinierte Hierarchieebenen hin.

4.2.2.4 EinfluB der Substrathemmung auf den DNS- und rRNS-Gehalt

Bei den Experimenten, bei denen der kontinuierliche Riihrkessel als Nutristat gefahren
wurde, konnte der EinfluR mehrerer konstanter Phenolkonzentrationen im Versuchsgefafl
auf das stationdre Wachstumsverhalten einer Kultur getestet werden. Mit steigender
Phenol-Konzentration nahm die toxische Wirkung der Substanz auf Mikroorganismen zu. Im
Experiment zeigte sich, daR als Folge der steigenden Toxizitdt des Substrates die Wachs-
tumsrate der Ralsfonia-Kultur nicht-linear abnahm (Miiller et al., 1997). Die verminderte
Wachstumsrate der Bakterien zeigte sich sowohl in der Abnahme des Anteils
proliferierender Zellen (Zellen mit -doppeltem DNS-Gehalt bzw. mit einem Gehalt der
zwischen ¢, und c; liegt) als auch in der Abnahme des FSC-Signals der Kultur (Abb. 25). Mit
der Abnahme der Wachstumsrate korreliert die Verringerung des zelluldren rRNS-Gehaltes.
Das heiRt, die lineare Korrelation von Wachstumsrate und rRNS-Gehalt (DeLong et al.,
1989; Kemp et al., 1993; Kerkhof und Ward, 1993; Poulson et al., 1993; Wallner et al.,
1993; Boye et al.,1895; Ubersicht bei Kemp, 1995) existiert nicht nur fiir den Bereich des

substrat-limitierten VWachstums, sondern auch fiir den Bereich der Substratinhibition.

Generell zeigen alle hier aufgefiihrten Ergebnisse, daR sich beim Monitoring von
mikrobiellen Kultivierungen durch das strukturiefe und segregierte MeBkonzept der
DurchfluRzytometrie ein sehr hoher Informationswert ergibt (Bley, 1990; Sonnieitner, 1991).
Dabei konnen einzelne Phasen des mikrobiellen Wachstums, des Metabolismus und auch
der Abbauleistung definierten differenzierbaren Zellzustdnden zugeordnet werden (Bley
und Bogner, 1981). Zusammen mit zusétzlich integral gemessenen Parametern
(Substratverbrauch und Biomassekonzentration) ergibt sich ein umfassendes Monitoring fir

einen ProzeR.
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4.3 Charakterisierung der Populationsdynamik einer Mischkultur

4.3.1 Populationsdynamik einer Mischkultur mit Acetat als Kohlenstoff- und Energie-

quelle

Bei den Versuchen zur Populationsdynamik mit dem Substrat Acetat standen methodische
Aspekte zur Anwendung bzw. zu den Nachweisgrenzen der benutzten Techniken im
Vordergrund. Bei fluoreszenzmikroskopischen Analysen einer Mischpopulation aus Acineto-
bacter calcoaceticus 69-V und Ralstonia eutrophus JMP134 konnten die beiden Stamme
nach in situ-Hybridisierung mit verschieden-markierten Oligonukleotidsonden eindeutig
identifiziert werden (Abb. 26). Die Identifizierung aufgrund von zwei Fluoreszenzen war in
den durchfluRzytometrischen Experimenten bei Anregung mit einer Laserlinie nur bedingt
erreichbar. Mit Hilfe von unterschiedlichen Fluoreszenzen konnten die Proben der exponen-
tiellen Wachstumsphase einer batch-Kultivierung in zwei Populationen differenziert werden.
Mehrere Probleme bei den Messungen konnten mit dieser Konfiguration des Systems nicht
gelést werden. Bei den benuizten Farbstoffkombinationen (Fluos/CY3 und CY3/CY3.5)
traten spektrale Uberlappungen der Emissionen besonders bei der Kombination von
Fluorescein und CY3 auf, so daR eine der Fluoreszenzen in beiden Fluoreszenzkanalen
(FL. 1 und 2) detektiert wurde. Das Ubersprechen einer Fluoreszenz in den benachbarten
Fluoreszenzkanal (cross talk) war fir den Farbstoff, der optimal angeregt wurde, am
hochsten (Abb. 27). Der zweite Farbstoff, der nur suboptimal angeregt werden konnte,
zeigte eine viel geringere Fluoreszenzintensitdt, die teilweise sehr nahe am Rauschen lag
(Herrmann et al., 1997). Da die Signalintensitaten bei Bakterien im Vergleich zu eukaryo-
tischen Systemen sehr gering sind, konnten nur Proben mit einem hohen rRNS-Gehalt
voneinander differenziert werden (Abb. 28). Fir die Probe 3h ist die prozentuale
Haufigkeitsverteilung nach zwei Hybridisierungsexperimenten mit unterschiedlichen Farb-
stoffkombinationen angegeben (Tab. 7). Dabei zeigten sich keine signifikanten Differenzen;
ca. 80 % der detektierten Signale konnten den beiden Spezies zugeordnet werden.

Da die Detektion der sondenvermitielten Fluoreszenz bei geringen rRNS-Gehalten
schwierig war und auch das FSC-Signal infolge der Hybridisierungsbehandlung abnahm,
wurde eine mogliche Differenzierung der Population nach DNS-Farbung mit dem AT-
spezifischen Farbstoff DAPI getestei. Generell zeigte Ralsfonia eufropha JMP134 eine
geringere blaue Fluoreszenz nach DAPI-Farbung als der Substratkonkurrent. Grund dafir
kénnen unterschiedliche GenomgréRen sein; auch der signifikante Unterschied des GC-

Gehaltes von 25 % bei beiden Stdmmen (Bergey, 1984) trdgt zur unterschiedlichen
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Quantitdt beim Bindungsverhalten des Farbstoffes bei (Williamson und Fennell, 1975,
1979; Kapuscinski und Skoczylas, 1978; Cavatorta et al., 1985).

In zweiparametrischen Messungen war eine Differenzierung der beiden Stdmme in der
Mischpopulation Uber alle Wachstumsstadien méglich (Abb. 29 und 30). Uberlappende
Signalflachen beider Stdmme konnten differenziert werden (FSC-Signale), so daR die
beobachtete Abnahme in der Zellgroe bei der Acinetobacter-Kultur (Abb. 26) nach-
volizogen werden konnte. Zellzyklusstadien von Acinetobacter zeigten sich in der Dynamik
der Fluoreszenzsignale, bei Ralstonia eutropha JMP134 konnten die verschiedenen
Phasen des Zellzyklus nicht vollstdndig den gemessenen Signalen zugeordnet werden.
Beim Vergleich der Haufigkeitsverteilung der Populationen bei einer batch-Kultivierung
(Abb. 31) ergaben sich maximale Unterschiede von 4,3 % zu den Daten, die mit in situ-
Hybridisierung gewonnen wurden. Acinetobacter calcoaceticus 69-V, der mit geringerer
Dichte angeimpft wurde, hatte nach drei Stunden den gleichen Anteil an der Mischung wie
sein Substratkonkurrent. Nach vier Stunden hatten sich die anfénglichen Proportionen
umgekehrt. In der Haufigkeitsverteilung zeigte sich, was durch die unterschiedlichen
maximalen \Wachstumsraten beider Stdmme (bafch-Experiment mit den Reinkulturen)
verursacht wird: Acinetobacter kann das Substrat wesentlich schneller zur Vermehrung und

Biomassebildung nutzen.

Die Differenzierung der beiden Populationen mittels DNS-Farbung wurde hier als
unterstliizendes Mittel zur Populationsanalyse genutzt. Die Funktionalitdt beschrankt sich
aber auf diese Mischkultur, deren Signale durch die Reinkulturexperimente bekannt waren.
Generell empfehlen sich fiir die Populationsanalyse von unbekannten Mikroorganismen
durchfluzytometrische Messungen mit einem dualen Lasersystem, das eine optimale
Anregung fiir beide Farbstoffe zuldRt. Die Separation von bis zu drei Arten nach
gleichzeitiger Verwendung eines GC- und eines AT-spezifischen Farbstoffes ist
beschrieben (Van Dilla et al.,, 1983; Sanders et al., 1990). Am erfolgreichsten ist die
Kombination von DNS- und rRNS-Féarbung durch in situ-Hybridisierung, die Waliner et al.
(1995, 1996) beschreiben. Entsprechende Versuche wurden durchgefiihrt. Bei der
gegebenen Geratekonfiguration mit der Mehrfachwellenldngenoption (UV+488 nm) des
benutzten Argon-lonen-Lasers reichten die Intensitdten, speziell der detektierten DNS-
Fluoreszenz, nicht aus. Das Leistungsverhéaltnis der 488 nm Linie zu den UV-Linien lieR

sich bei dem benutzten Laser nicht variieren.
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4.3.2 Populationsdynamik der Mischkultur mit Phenol als Kohlenstoff- und Energie-

quelle

Insgesamt wurden drei Fermentationen mit den beiden Stdmmen in einer Mischung
durchgefiihrt. Variiert wurde dabei die Reihenfolge, welcher Stamm als zweite Kultur zu
einer laufenden kontinuierlichen Kultivierung des anderen Stammes zugesetzt wurde, sowie
der Animpftiter. Unabh&ngig sowohl von der Reihenfolge des Animpfens als auch von der
Zugabe einer geringen Kulturmenge (Verhdltnis 1:10) zeigte es sich in allen Versuchen,
daR sich Acinetobacter calcoaceticus 69-V wahrend der Versuchszeit im Chemostaten bei
konstanter Durchflurate durchsetzte. Sein Substratkonkurrent wurde iiber die Versuchszeit
aus dem System kontinuierlich ausgewaschen. Durch Unterschiede in den DurchfluRraten
dauerte der Auswaschprozefl? wahrend der zweiten Fermentation (Abb. 33) ldnger als bei
dem ersten Prozel. Bei der ersten Kultivierung wurde nach 72 Stunden eine graduelle
Erhdhung der Durchflulirate etabliert, die zur Folge hatte, daR sich der Auswaschprozef?
von Ralstonia eutropha JMP134 noch beschleunigte. Bei der dritten gezeigten
kontinuierlichen Kultivierung sank der Anteil der Ralstonia-Population innerhalb von
55 Stunden um 61 %. Diese schnelle Veranderung in der Populationszusammensetzung
konnte durch den Eintrag von mindestens 80 mg/l Phenol beim Animpfen von Acinetobacter
calcoaceticus 69-V aus einer nicht-stationaren batch-Kultur erklért werden.

Das Animpfen einer laufenden kontinuierlichen Kultivierung mit einer bafch-Kultur (zweiter
Stamm) stellite keine optimale Situation flr die anfangliche Mischkultivierung der beiden
Arten dar. Als Folge der unterschiedlichen Vorkultivierung kam es zu einer Mischung von
unterschiedlichen Wachstumszustanden, wobei der zugesetzte Stamm sich sofort an die
Bedingungen im Chemostaten adaptieren muf3te. Eine Mischung aus zwei kontinuierlichen
Kultivierungen in einem dritten Reaktor unter Beibehaltung von konstanten Wachstums-

bedingungen fiir jeden Stamm war aus technischen Griinden nicht durchfiihrbar.

Die Ergebnisse der Haufigkeitsverteilung der Populationen wurden zur Abschédtzung der
halbmaximalen Geschwindikeitskonstante Kes und der maximalen Wachstumsrate P flr
Acinetobacter calcoaceticus 69-V benutzt. Dazu wurde eine Konkurrenz beider Stdmme um
die einzige Kohlenstoff- und Energiequelle Phenol modelliert. Die fiir die Simulation ndtigen
Wachstumsparameter von Ralstonia eutropha JMP134 waren bekannt. Die Parameter fir
Acinetobacter calcoaceticus 69-V wurden variiert, bis es zu einer Ubereinstimmung von
modellierten Daten mit den gemessenen Daten kam. Maximale Ubereinstimmung ergab
sich bei Werten von pma = 0,67 h™ und einem Ks-Wert von 95 uM. Fiir Ralstonia eutropha
JMP134 wurden die publizierte Werte fiir den meta-Weg (einschlieBlich dem ortho-Weg,
Miller und Babel, 1995) eingesetzt, ohne die Unterschiede in den Werten von Ks und pmax
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wahrend der Expression der beiden Abbau-VWege zu beriicksichtigen. Trotz dieser Verein-
fachung fand sich eine gute Ubereinstimmung von dem gemessenen zu dem simulierten
Auswaschprozel® von Ralstonia eutropha JMP134. Der erhaltene Wert fiir die maximale
Wachstumsrate von Acinetobacter calcoaceticus 69-V steht in keinem Widerspruch zu den
experimentell erreichten Wachstumsraten bei den ftransient-state-Versuchen. Mit den
geschatzten und publizierten VWachstumsparametern beider Kulturen wurden Monod-
Kinetiken (Abhangigkeit der Wachstumsrate von der Substratkonzentration im Chemostat)
berechnet, die den experimentellen Befund der Mischkulturergebnisse widerspiegeln. Bei
durchfiihrbaren Kultivierungen mit DurchfiluBraten von D > 0,02 h™' existiert keine Situation,
in der Ralstonia eutropha JMP134 einen Wachstumsvorteil gegeniiber seinem Kon-

kurrenten hatte.

Der Vergleich der rRNS-Gehalte, die beide Stdmme bei gleichen Kultivierungbedingungen
im Chemostaten etablieren (Abb. 20), zeigte den vielfach hdheren rRNS-Gehalt von
Ralstonia eutropha JMP134 im Gegensatz zur Acinetobacter-Kultur bei gleichen Durchflu3-
bzw. Wachstumsraten. Dieses Ergebnis konnte durch Hybridisierungsexperimente mit der
Eubakteriensonde auch fiir Proben aus den Mischkulturexperimenten bestétigt werden. Da
Ralstonia eutropha JMP134 (R) bei den Mischkulturexperimenten aus dem Chemostaten
ausgetragen wurde, mu? dessen Wachstumsrate kleiner gewesen sein im Vergleich zu
dem konkurrierenden Stamm (ur < pa). Gleichzeitig hatten die Ralstonia-Zellen einen
vielfach hoéheren rRNS-Gehalt als Zellen von Acinetobacter ([rRNS]g >> [rRNS]a). Dies
zeigt, dal aus der Quantifizierung von rRNS-Gehalten mit der in situ-Hybridisierung nach
durchfluBzytometrischer Messung keine Abschétzung der physiologischen Aktivitat des
Stammes beziglich der Geschwindigkeit der Phenolverwertung erfolgen kann. Ein
detektierter hoher Ribosomengehalt mu an keine hohe metabolische Leistung eines Mikro-
organismus gekoppelt sein. Die Ergebnisse zeigen, dal der rRNS-Gehalt auch vom
Genotyp abhangig ist.

Genotypische Einflisse auf den Ribosomenhaushalt sind fiir zwei marine Bakterienarten
beschrieben worden (Kramer und Singleton, 1992). Bakterien, die sich mit geringen
Wachstumsraten vermehren, kénnen einen hohen rRNS-Gehalt besitzen, was flir £. coli in
Trinkwasser-Biofilmen (Manz et al.,, 1993), fiir marine Vibrio-Spezies (Flardh et al.,, 1992)
und auch fir einige Ammonium-Oxidierer (Wagner et al., 1995) beschrieben ist. AuRerdem
werden verschiedene Ribosomengehalte in Abhangigkeit vom Substrat gebildet, was sich
aus einem Vergleich der Experimente mit den unterschiedlichen Kohlenstoff- und

Energiequellen Acetat und Phenol ergibt.
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Die Ergebnisse zeigen, daf die Kopplung von bestimmtien rRNS-Quantitdten an eine
Abbauleistung insbesondere fir Mischkulturproben tberpriift werden muf. Fir Monokultur-
experimente kann eine Einschdtzung der Abbauleistung nach einer spezies-spezifischen
DNS-Farbung und Fluoreszenzdetektion erfolgen, da bei einer produktiven Verwertung der
Kohlenstoff- und Energiequelle (metabolische Aktivitat) die Zellproliferation mit der
Abbaugeschwindigkeit korreliert ist. Das Proliferationsverhalten einer Population kann mit
Hilfe der DurchfluRzytometrie lokal charakterisiert werden. Subpopulationen mit verschie-
denen DNS-Gehalten kénnen quantifiziert und den unterschiedlichen Zustdnden im Zell-
zyklus zugeordnet werden. Bei Mischkulturen kann eine gemeinsame und spezifische
Fluorochromierung der DNS wie fiir Acinetobacter calcoaceticus 69-V und Ralstonia
eutropha JMP134 erfolgreich sein. Generell ist der Einsatz dieser Methode fir weitere
Bakterienarten durch unterschiedliche speziesspezifische Farbeprotokolle (unterschiedliche

Stochiometrie bei der Markierung der bakteriellen Genome) begrenzt.

4.4 Ausblick

Die hier in der Kombination benutzten Techniken der in situ-Hybridisierung mit
fluoreszenzmarkierten rRNS-gerichteten Oligonukletidsonden und der durchfluRzytome-
trischen Einzelzelldetektion eignen sich gut fiir die Charakterisierung von Mischpopu-
lationen. Unabhéngig von den benutzten Bakterienstdmmen in dieser Arbeit ist fir ein
Monitoring von Mischpopulationen die Markierung von Zellen bzw. Zellkomponenten mit
zusatzlichen Fluoreszenzfarbstoffen (zweite oder dritte Fluoreszenz) und deren Detektion
dringend notwendig. Dazu ist ein duales Anregungssystem bestehend aus zwei Lasern von
Vorteil, weil eine getrennte, somit spezifische Anregung von Fluoreszenzfarbstoffen méglich
wird. Wallner et al. (1995, 1996) beschreiben ein solches System unter Verwendung eines
UV- und eines Argon-lonen-Lasers, mit dem sie Klarschlammproben mit einer Kombination
aus zwei Fluoreszenfarbstoffen (DAPI und Fluorescein) und eine synthetische Mischung mit
einer Kombinantion aus DAPI, Fluorescein (Oligonukleotidsonde) und Phycoerythrin
(Antikdrpper) charakterisiert haben.

Die Erweiterung des detektierbaren Farbspektrums mit einem tiefroten Fluoreszenzfarbstoff
(z.B.: CY5, Excitationsmaximum: 649 nm, Emissionsmaximun: 670 nm; angeregt durch
einen Helium-Neon-Laser) wére eine sinnvolle Ergdnzung des Systems, da mit dieser
Option spektrale Uberlappungen zu blauen und griinen Fluoreszenzfarbstoffen aus-

geschlossen werden kdnnen.
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Zur Beurteilung der Detoxifikationsleistung einzelner Populationen in einer Mischung sollte
neben der lokalen Identifizierung ein Vitalitdtsparameter der Zellen detektiert werden. Erste
Erfahrungen zur Korrelation von Abbaugeschwindigkeiten einzelner Monokulturen zur
Fluoreszenzsignalstarke nach unterschiedlichen Markierungen der Zellmembran liegen vor
(AG Biosignale). Durch den Einsatz von multiparametrischen durchfluRzytometrischen
Messungen mehrfachgefarbter Zellen kann der Informationsgehalt liber 6kosoziologische

Verhaltensweisen spezifischer Population in einer Mischung wesentlich gesteigert werden.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Populationsdynamik von Acinetobacter calcoaceticus 69-V und
Ralstonia eutropha JMP134, Modellorganismen fiir die Detoxifikation von Xenobiotika, in
Mono- und Mischkulturexperimenten mit den Kohlenstoff- und Energiequellen Acetat und
Phenol durchfluzytometrisch charakterisiert.

Durch den Einsatz der in situ-Hybridisierung mit rRNS-gerichteten Oligonukleotidsonden
und anschlieBender Fluoreszenzdetektion konnten Acinefobacter calcoaceticus 69-V auf
genusspezifischer Ebene und Ralstonia eutropha JMP134 auf speziesspezifischer Ebene
eindeutig identifiziert werden. Die Starke der detektierten Fluoreszenz korrelierte mit dem
Gehalt an zelluldrer rRNS. Bei geringen rRNS-Gehalten wurden Unterschiede im Streulicht-
und Fluoreszenzsignal der Bakterien nach DNS-Fluorochromierung mit einem AT-
spezifischen Farbstoff und durchfluBzytometrischer Messung zur Differenzierung beider
Populationen in einer Mischkultur benutzt.

In batch-Kultivierungen mit den Substraten Acetat und Phenol zeigte sich bei beiden
Spezies die lineare Korrelation von spezifischer Wachstumsrate zum rRNS-Gehalt.
Waéhrend der beginnenden exponentiellen Wachstumsphase war der rRNS-Gehalt maxi-
mal, und die Zellen zeigten ein unlimitiertes Wachstum.

Bei Geschwindigkeitsgradienten im Chemostaten mit Phenol als Kohlenstoff- und Energie-
quelle wurden bei beiden Stdmmen UnregelmaRigkeiten in den linearen Korrelationen von
Wachstumsraten zu rRNS-Gehalten detektiert. Bei {ransient-state-Experimenten mit
Acinetobacter calcoaceticus 69-V im Chemostaten zeigte sich eine sprunghafte Ver-
dopplung des rRNS-Gehaltes im Wachstumsintervall 0,48 h' < M <053 h™'. Bei Ralstonia
eutropha JMP134 wurde im DurchfluBintervall von 0,24 h"<D<0,27 h”" eine Stagnation in
der rRNS-Dynamik beobachtet, die durch einen Ubergangszustand wahrend des Wechsels
vom ortho- auf den meta-Abbauweg erklart werden konnte.

Ralstonia eutropha JMP134 besitzt bei gleichen Wachstumsraten (DurchfluBraten) und bei
vergleichbaren Kultivierungsbedingungen einen mehrfach héheren rRNS-Gehalt als
Acinetobacter calcoaceticus 69-V beim Wachstum auf Phenol. Die Ausbildung einer
bestimmten rRNS-Quantitat ist auch vom Genotyp abhéngig.

Bei Ralstonia eutropha JMP134 zeigte sich eine 40 %ige Zunahme des rRNS-Gehaltes bei
einer kontinuierlichen Kultivierung (Dpnenss = 0,1 h™), nachdem ein Formiat-Gradienten als
zusatzliche Energiequelle neben Phenol zugesetzt wurde. Bei Nutristat-Experimenten zur
Substrathemmung nahmen die Wachstumsrate und parallel der rRNS-Gehalt pro Zelle mit
steigender Phenolkonzentration im Kulturgefal? nicht-linear ab.
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Acinetobacter calcoaceticus 69-V hatte bei der Vermehrung in bafch-Experimenten mit dem
Substrat Phenol eine entkoppelte DNS-Synthese. Vier Subpopulationen mit entsprechen-
den Chromosomendquivalenten (ci-c4) wurden detektiert. Bei fransient-state-Experimenten
ergab sich mit steigender Wachstumsrate (u > 0,48 h™) die Tendenz zu einer Sub-
population mit einem DNS-Gehalt, der dem einer Synthese-Phase entsprach. Bei den Zell-
zyklusanalysen von Ralstonia eutropha JMP134 lieRen sich in keinem Versuch mehr als
zwei Chromosomenaquivalente detektieren.

Bei den Mischkulturexperimenten im Chemostaten konkurrierten beide Stdmme um die
einzige Kohlenstoffquelle Phenol. Ralstonia eutropha JMP134, mit wesentlich héherem
rRNS-Gehalt als sein Konkurrent, wurde aus dem Chemostaten ausgewaschen, wéhrend
sich die Population von Acinetobacter calcoaceticus 69-V auch bei Variation von
Reihenfolge und Titer des Animpfens immer durchsetzte. Einer maximalen Wachstumsrate
von pYmax = 0,67 h™" und einer Halbsattigungskonstanten von Ko = 95 yM wurden fiir
Acinetobacter calcoaceticus 69-V aus den experimentellen Daten nach Modellierung einer
Kompetition abgeschatzt. Aus einem Vergleich mit Literaturwerten ergibt sich fiir Ralstonia
eutropha JMP134 keine Situation bei einer durchfiihrbaren Kultivierung im Chemostaten, fiir
die dieser Stamm einen Wachstumsvorteil hatte.

In Abhéngigkeit vom zellularen rRNS-Gehalt ist die eindeutige Identifizierung von Spezies in
einer Mischkultur sowie die Quantifizierung der Zielstruktur rRNS mit Hilfe der in situ-
Hybridisierung und durchfluBzytometrischer Messung moglich. Eine Aussage (ber die
Verwertungsaktivitdt einer Population in einer Mischkultur beim Abbau von Phenol kann
nicht ausschlieBlich nach Quantifizierung des Ribosomengehaltes getroffen werden. Die
Messung der Proliferationsakitivitat Gber Zellzyklusanalyse nach spezifischer DNS-Farbung
erlaubt eine sichere Aussage zur Aktivitdt einer Population bei der produktiven Verwertung

von Phenol.
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Referat

In dieser Arbeit wurde die Populationsdynamik von Acinetobacter calcoaceticus 69-V und
Ralstonia eutropha JMP134 anhand von DNS-Fluorochromierung und /n situ-Hybridisierung
mit fluoreszenzmarkierten rRNS-gerichteten Oligonuklectidsonden durchflufzytometrisch
charakterisiert. Als Modellorganismen fir die Detoxifikation von Xenobiotika wurden beide
Stdmme in Mono- und Mischkulturexperimenten mit den Kohlenstoff- und Energiequellen
Acetat und Phenol eingesetzt. Mit diesen Techniken sollte die Frage beantwortet werden,
ob ein hoher rRNS-Gehalt bei Bakterien bei produktivem Abbau von Schadstoffen mit einer
hohen spezifischen Abbaugeschwindigkeit korreliert. Eine lineare Kopplung des rRNS-
Gehaltes zur Vermehrungsrate war fiir Monokulturen bisher beschrieben worden.

Durch die in situ-Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten rRNS-gerichteten Oligonukleotid-
sonden konnten die benutzten Stdmme nach durchfluBzytometrischer Messung identifiziert
werden. Gleichzeitig konnte die Dynamik des rRNS-Gehaltes quantifiziert werden. Aus
Monokulturexperimenten mit Acetat und Phenol als Kohlenstoff- und Energiequellen zeigte
sich sowohl fiir Acinetobacter calcoaceticus 69-V als auch fir Ralstonia eutropha JMP134
die Abhangigkeit der rRNS-Gehalte von den spezifischen Wachstumsraten. Die Quantitéaten
der rRNS-Gehalte differierten bei den eingesetzten Substraten Acetat und Phenol.

Bei Versuchen mit chemostatischer Vermehrung auf der Kohlenstoff- und Energiequelle
Phenol wurden UnregelmaRigkeiten bei beiden Stdmmen in der linearen Korrelation von
Ribosomengehalt zur Wachstumsrate gefunden. Bei diesen Kultivierungen zeigte sich
auch, daR Ralstonia eutropha JMP134 einen wesentlich hdheren rRNS-Gehalt bei gleichen
DurchfluR- bzw. Wachstumsraten im Vergleich zu Acinetobacter calcoaceticus 69-V hatte.
Dies konnte bei Mischkulturexperimenten mit beiden Stdmmen im Chemostaten bestétigt
werden. Bei den kontinuierlichen Kultivierungen zeigten die durchfluBzytometrisch
ermittelten Haufigkeitsverteilungen, daR sich Acinetobacter calcoaceticus 69-V, der Stamm
mit dem geringeren rRNS-Gehalt, gegeniiber dem Konkurrenten durchsetzte. Bei den
untersuchten Arten, die unter konstanten Bedingungen (Durchflurate) gemeinsam Kultiviert
wurden, zeigte sich die genotypische Abhéngigkeit der rRNS-Quantitét.

Aus den Mischkuliurexperimenten folgt nach durchfluRzytometrischer Messung, daB
anhand der rRNS-Menge bei einer Population nicht auf eine bestimmte Vermehrungsrate
bzw. auf eine entsprechende Substrat-Verwertungsaktivitdt geschlossen werden kann.
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