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1 Einleitung

Nach Sukoprp & WITTIG (1993) lassen sich annzhernd 3 % des Gesamt-
Waldbestandes in Deutschland in den Stadten finden, wo dieser Vegetation wichtige
dkologische Funktionen zukommen. Neben dem &sthetischen und architektonischen
Wert hat die Vegetation einen ginstigen Effekt auf das stédtische Mikroklima,
Temperaturschwankungen werden ausgeglichen, Sonneneinstrahlung durch
Schattenspende gemindert und Stdube und Aerosole aus der Luft gefiltert
(TAUCHNITZ 1997).

Zur Gesunderhaltung der Park- und Stralenbdume wenden die Kommunen
Finanzmittel auf, die allein fir das StraRenbegleitgriin 1-2 % der kommunalen

Ausgaben betragen (BALDER 1998).

1.1 Vegetationsschédden

Verglichen mit ihrem natirlichen Standort sind Baume an innerstadtischen
Verkehrswegen zahlreichen adversen Effekten ausgesetzt, welche sich aus der
charakteristischen Standortsituation ergeben. Die Kombination zumeist lokal
begrenzter Schadfaktoren filhrt haufig zum Erkranken oder vorzeitigen Absterben
von Baumen (MeYer 1982, LeH 1991, 1993). Der winterliche Einsatz von Streusalz
mit seinem schédigenden Einflu® auf Boden und Vegetation ist hinldnglich bekannt
und galt lange Zeit als Hauptverursacher fur das Erkranken von Strallenbdumen
(RUGE & STACH 1968, LEH 1971, 1973, BrRoD 1984). Der Wasserhaushalt und
Gasaustausch des Bodens sind aufgrund grofflachiger Bodenversiegelung und —
verdichtung erheblich beeintrachtigt, welches sich besonders negativ auf das
Wurzelsystem und die Mykorrhiza auswirkt. Emissionen aus Verkehr, Hausbrand und
Industrie und mechanische Beschadigungen der Bdume durch BaumaBRnahmen
zahlen ebenfalls zu den schadigenden Faktoren, die die Pradisposition flr weitere

abiotische und biotische Stressoren erhéhen.

1.1.1 Baumschiaden durch Gasaustritte

Von Ver- und Entsorgungssystemen, die seit mehr als 100 Jahren unter der Erde
verlegt werden, gehen Umweltbelastungen aus (KRETZSCHMAR 1992).
Bereits 1893, als man im Zuge der Industrialisierung und der damit verbundenen

Stadterweiterungen verstarkt Bdume in der Stadt anpflanzte, wurde in Berlin
1



1 Einleitung

(LOscHBURG 1980 cit. ex NOE 1995a) auf den Zusammenhang zwischen
Baumschaden und Gasleitungsleckagen hingewiesen (HAMPEL 1893), die ersten
Baumschaden traten mit Einfihrung der Gasbeleuchtung auf.

Eine deutliche Zunahme der Baumschaden wurde in Westeuropa in den Sechziger
und Siebziger Jahren beobachtet, dieser Anstieg geht mit der Umstellung von Stadt-
auf Erdgas einher; so wiesen BRAVERMAN et al. (1962) auf den Zusammenhang
zwischen Erdgasleckagen und Baumschéden in New York hin. In den Niederlanden
war der Tod von 50-70% der abgestorbenen B&ume auf Gasleitungsleckagen
zurlckzufihren (Hoeks 1972). Nach der Umstellung von Stadt- auf Erdgas 1962
stellte die Energieversorgung in Leer Gasverluste bis zu 50 % fest, in deren Folge
300 Baume, zumeist Linden, eingingen (KUHNE & KOSTER 1967). Dies erstaunte
zunachst, da dem Erdgas die toxischen Komponenten des Stadtgases, wie
Kohlenmonoxid, Schwefelwasserstoff und Cyanide, fehlen (vgl. Tab. 1.1). HoEks
(1972) berichtet zwar von einer Konzentration von 2-3 ppm Ethylen im Erdgas,
schlielt jedoch einen direkten toxischen Effekt dieser Komponente aus. Aufgrund der
Beaufschlagung alter Leitungsnetze mit trockenerem Erdgas, das ein Austrocknen
alter Hanfdichtungen verursacht, und gleichzeitiger Erhéhung des Leitungsdruckes
kommt es zu einem héheren Gasverlust aus den Leitungen. Wahrend der
Gasverlust bei Stadtgas nur 5 % betrug, steigt er bei der Beaufschlagung mit Erdgas
auf das 8-10 fache an, KROGER (1975) berichtet von einem Entweichen von ca. 4 I/m?
Rohrflache pro Stunde. Eine schnelle Sanierung der Leitungssysteme hat jedoch zu
einer nachlassenden Problematik gefiihrt. Die Umstellung von Stadt- auf Erdgas in
den neuen Bundeslandern fand jedoch zum grélten Teil in den alten Leitungsnetzen
statt, grofBflachige Beeintréchtigungen und Baumschéden sind die Folge (BALDER
1993, LEH 1993, NOE et al. 1995 a, b). In Ost-Berlin treten schatzungsweise taglich
tiber 2000 m* Gas aus mehr als 20000 Leckagen aus (KRUGER & BALDER 1995, Nog
et al. 1995b).
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Tab. 1.1: Zusammensetzung von Stadt- und Erdgas

Komponente Stadtgas Erdgas*
Vol.-% Vol.-%
CH, 21,8 86,97
CoHg 0,9 4.87
CsHs k. A. 1,27
n-C4H+g k. A. 0,49
N2 18,2 5,44
Hz 48,8 0
CcO 4.4 0
CO; 3,6 0,96
mg/m’® mg/m’
H2S 1,7 0
HCN 97,0 0
NH; 108,0 0
Arbeitsdruck 80-90 mm H20 150-180 mm H20

*Verbundgas Nord (Verbundnetz Gas AG)

Das in erster Linie aus Methan bestehende Gas bt im Boden keine direkte toxische
Wirkung aus wie das Stadtgas. Vielmehr verdrangt das austretende Erdgas die
Bodenluft und damit den Bodensauerstoff. Ein weiterer Grund fiir das folgende
Sauerstoffdefizit liegt in der mikrobiellen Oxidation der Kohlenwasserstoffe, primér
des Methans. Die Untersuchungen von HOEks (1972) legen die Verhéltnisse der
Gaskonzentrationen im Umkreis eines Gaslecks dar (Abb. 1.1). Mit zunehmendem
Abstand zum Leck nimmt die Methankonzentration kontinuierlich ab und die
Sauerstoffkonzentration gegenldufig zu. An der Grenzschicht, an der sowohl Methan
als auch Sauerstoff verfigbar sind, findet unter Sauerstoffzehrung mikrobielle
Methanoxidation statt. Kohlendioxid wird freigesetzt und reichert sich im Boden an,
es entsteht ein grofReres Sauerstoffdefizit als es eine rein mechanische Verdréngung
hatte verursachen kénnen. Der Sauerstoffgehalt in der Nahe des Lecks féllt unter die
fir das Pflanzenwachstum benétigten 12-14 Vol.-% (ADAMSE et al. 1972, RUGE
1977), Absterbeerscheinungen der Wurzeln sind die Folge.



1 Einleitung

CO,, O, CH,
(Vol~%) (Vol.-%)
A CHy 4, 100

r 50

~.
s TSSO

Abstand zum Gasleck

Abb. 1.1: Schema der Zusammensetzung der Bodenluft in Abh&ngigkeit von der
Entfernung zum Gasleck (veréndert nach Hoeks 1972 und MeYeR 1982)

Zu den diagnostischen Merkmalen der geschadigten StraRenbidume gehéren
Kleinblattrigkeit, Welkerscheinungen, Vergilben und frilhzeitiger Blattverlust,
schittere Kronen, Absterben von Zweigen, kein Knospen im Friihjahr, verfriihte Bliite
oder Fruchtbildung und schliellich der Tod des Baumes (HOEKs 1972, KRUGER &
BALDER 1992). Die Blattinhaltsstoffe zeigen eine Zusammensetzung wie man sie aus
der frihen Phase der Blattalterung vor dem Laubfall kennt (BLUME et al. 1979). Die
blauverfarbten Wurzeln sind anféllig fir Sekundérinfektionen von phytopathogenen
Pilzen (Hoeks 1972).

Als anatomische Reaktion auf den Erdgasschaden bilden einige Baume
Adventivwurzeln aus. Dieser Anpassungsmechanismus, der hauptsachlich von
Uberfluteten Pappeln her bekannt ist (CRAWFORD & TYLER 1969), ist jedoch fiir
Stralenbdume zwecklos, da durch die Bodenversiegelung auch die obersten
Bodenschichten kaum reicher an Sauerstoff sind. Wie DeEuUBER (1932) beobachtete
reagieren Eichenwurzeln mit der Ausbildung von hypertrophierten Lentizellen. Die
verschiedenen Baumarten zeigen unterschiedliche Sensitivitdten gegeniiber einer
Gasleckage, in der Literatur gehen die Meinungen hierliber jedoch auseinander.
Wahrend Foos (1976) Pappeln, trotz ihrer Anpassungen gegeniiber Sauerstoffarmut
fur besonders sensitiv halt, bezeichnet FINTELMANN (1877 cit ex. BALDER 1998)
insbesondere Populus balsamifera (Balsampappel) als relativ resistent. Seiner
Erfahrung nach reagieren Linden- und Ahornarten am empfindlichsten. Birken leiden
stéarker als Eichen und Kiefern (BLUME 1979).
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Der Boden besitzt einen unangenehmen Geruch nach organischen Séuren, wie sie
unter anaeroben Verhaltnissen entstehen (SCHOLLENBERGER 1930, KUHNE & KOSTER
1967, KROGER 1975), er wird strukturlos und schmierig (BALDER 1998, BILHARZ &
SIEGERT 1997). Das Erscheinungsbild der Boden ist vergleichbar mit den
Gleyebdden oder den ,Methanosolen der Mullkippen. Hier entstammt das Methan
den anaeroben Zersetzungsvorgangen im verdichteten Mullkorper, entweicht in den
Boden und filhrt ebenfalls zu Vegetationsschaden (FukusHI et al.1975). Nach der
Endabdeckung einer Deponie in Berlin-Wannsee waren noch in 50-75 m Entfernung

Schéden in einem angrenzenden Waldgebiet festzustellen (BLUME et al. 1979).

1.2 Methan

1.2.1 Bedeutung von Methan

Methan ist mit derzeit 1,8 ppm das organische Gas mit der héchsten Konzentration in
der Atmosphire (CICERONE & OREMLAND 1988). Aus Untersuchungen der
Luftzusammensetzung von Eisbohrkernen geht hervor, daf sich in den letzten 200
Jahren die Methankonzentration mehr als verdoppelt hat (CRAIG & CHou 1982) und
jahrlich um ca. 0,8 % steigt (HOUGHTON et al. 1996). In den letzten 3000 Jahren war
die Methankonzentration mit 0,6 bis 0,8 ppm konstant (RASMUSSEN & KHALIL 1984).
Durch photochemische Oxidationsreaktionen bt Methan einen groRen Einflu® auf
sowohl die troposphérische als auch die stratospharische Chemie aus. In der
Troposphédre ist Methan an photochemischen Prozessen beteiligt, die die
Konzentration von Hydroxylradikalen, Kohlenmonoxid und Ozon beeinflussen.
Oxidierbare Spurengase wie Methan bauen Ozon ab, wenn Stickstoffmonoxid nicht
oder in nur sehr geringer Konzentration vorhanden ist (1), hingegen filhren hohere

Stickstoffmonoxid-Konzentrationen in Gegenwart von Methan zur Ozonbildung (2).

CHs+ O3 -»—>CO+2H)0O (NOx-Konzentration niedrig) (1)
CH;+80; »— CO,+2H0+403  (NOx-Konzentration hoch) 2)

Aufgrund seiner langen Lebensdauer von 4 Jahren erreicht in die Troposphare
emittiertes Methan auch die Stratosphéare. Dort ist die Oxidation von Methan eine
wichtige Quelle fur Wasserdampf und folglich auch fir Hydroxyl-Radikale, die

ozonzerstorendes NO, zu weniger reaktiver Salpetersdure umwandeln oder aber aus

5
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Chlorwasserstoff ozonzerstérende Chlor- und Chloroxid-Radikale freisetzen
(CRUTZEN 1991).

Weitere Verlustreaktionen stratosphirischen Methans sind die Reaktion mit
Hydroxyl- und Chlor-Radikalen und energetisch angeregtem Singulettsauerstoff (3-
5).

CH4 + OH- — CHj5 + H,O (3)
CHs+ O* —» OH-+ CHs- (4)
CHs+ Cl - CHg + HClI (5)

Methan gehort zu den wichtigsten Treibhausgasen der Atmosphare, ohne deren
Warmeretention die Oberflachentemperatur der Erde um etwa 33 °C geringer wire
(MiLicH 1999). Trotz der relativ niedrigen atmosphérischen Konzentration wird der
Anteil von Methan am Treibhauseffekt auf 15-20 % geschétzt. Die Ursache hierflr
liegt in der 32fach hoheren spezifischen Absorption im Infrarot-Bereich im Vergleich
zu Kohlendioxid (KHALIL & RASMUSSEN 1994). Bei einem Zeithorizont von 100 Jahren
liegt der GWP-Wert (,greenhouse warming potential”) von Methan bei 20.

2000 —
1800 - N

1600 -

1400 - o

1200 -

1000 - ¥ ‘
800 - * '
600 1
400 -
200 -

0 r | 1

1700 1800 1900 2000

Jahr

CHa4 (ppbv)

Abb. 1.2: Methankonzentrationen der letzten 300 Jahre (Werte nach KHALIL &
RASMUSSEN 1994)

1.2.2 Methan — Quellen und Senken

Der Anstieg der troposphérischen Methankonzentration ist vorwiegend auf den
zeitlichen Anstieg der globalen Quellstarke zuriickzufilhren. Methan wird bei dem

mikrobiellen Abbau organischen Materials unter anaeroben Bedingungen gebildet.
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1 Einleitung

Als letzter Schritt des Dekompositionsprozesses schliet sich die Methanogenese
dem fermentativen Abbau und der syntrophen Acetogenese bzw. Homoacetogenese
an. Die Methanogenese ist auf strikt anoxische Habitate, die ein Redoxpotential unter
—200 mV aufweisen, beschrankt (NEUE & ROGER 2000), da Sauerstoff eine
irreversible Diassoziation des fir die Methanogenese notwendigen Fazo-
Hydrogenase-Enzymkomplexes bewirkt (SCHONHEIT et al. 1981). Die Fahigkeit zur
Methanogenese ist auf Vertreter der Archaea beschrankt, die Wasserstoff und
Kohlendioxid, Acetat oder verschieden methylierte Substanzen zu Methan reduzieren
kénnen.

Die drei gréRten Quellen der Methanemissionen stellen mit je um 100 Tg/a
(Teragramm = 10'g) natirliche Feuchtgebiete, Reisfelder und der
Gastrointestinaltrakt der Wiederkduer dar. Zusatzlich existieren noch mehrere
kleinere Quellen mit zwischen 10 und 50 Tg/a, zu diesen gehéren Milldeponien,
Kohlebergbau, Biomasseverbrennung, Abwasserbeseitigung, Erdgasleckagen,
Seen, Ozeane und Termiten (Abb. 1.3). Der lberwiegendes Anteil stammt aus
biogenen, anthropogen beeinflutten Quellen (K.HALIL & RasmusseN 1990), von denen
die gréRten in Entwicklungsldndern mit hohem Bevolkerungswachstum zu finden
sind.

Extrapolationen von bekannten Methan-Fluxen deuten auf eine globale Emission von
Methan aus Feuchtgebieten von 109 Tg/a hin (BARTLETT & HARRISS 1993), dies
entspricht 3% der Netto-Produktion des Okosystems, die in Form von Methan
emittiert wird. Tropische Regionen besitzen mit 66 Tg/a einen Anteil von 60,5% an
der Methanemission aus Feuchtgebieten, nérdliche Gebiete wie Tundren 35% und
Subtropen und gemabRigte Breiten 4,5% (BARTLETT & HARRISS 1993). Reisfelder, auf
denen das Hauptnahrungsmittel fir etwa die Halfte der Weltbevélkerung angebaut
wird (LINDAU et al. 1990) und die mit 12-20% zum globalen Methanbudget beitragen
(CoNRAD 1997, GILBERT 1997, MiLicH 1999), stellen hinsichtlich der Bodenchemie
(PONNAMPERUMA 1978) und -mikrobiologie (GILBERT 1997, HENCKEL et al. 1999,
BODELIER et al. 20004, b, LIESACK et al. 2000, ELLER & FRENZEL 2001) die am besten
untersuchte Methanguelle dar.

Die Netto-Methanfreisetzung in die Atmosphire ergibt sich aus der
Methanproduktion vermindert um die Methanoxidation, die in den vom Methan
passierenden oxischen Bodenschichten stattfindet. So werden bis zu 97% (ScHUTZ et
al. 1989, ConrAD & RoOTHFUSS 1991, GILBERT & FRENZEL 1995) des in Reisfeldern

7
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produzierten Methans wieder oxidiert, bevor es den Boden verlaRt. Unter bestimmten
Transportbedingungen kann Methan jedoch der Oxidation entkommen, 70-90% des
aus Reisfeldern emittierten Methans entweicht tiber das Aerenchym der Reispflanze
(DACEY et al. 1979, HOLZAPFEL-PSCHORN et al. 1985, 1986), 10-25% in Form von
Gasblasen (ber das Flutwasser und ein kleiner Teil iiber direkte Diffusion (ScHUTZ et
al. 1989, SHANNON et al. 1996, MiLICH 1999, HoRrz 2000).

Die Oxidation durch Bodenmikroorganismen vermindert nicht nur die
Methanfreisetzung aus dem Boden, sie stellt ebenfalls die einzige biotische Senke
fur atmosphérisches Methan dar (Ab.1.4). Die gréRte Senke ist allerdings eine
abiotische, 85 % des in die Atmosphire emittierten Methans wird durch die Reaktion
mit dem SchiUsselradikal der atmosphérischen Photochemie, dem Hydroxylradikal, in
der Troposphdre zerstort (MiLicH 1999). Ein  Anteil verbleibt in den bereits erwahnten
Verlustreaktionen der Stratosphare (vgl. S. 6 (3)-(5)). In der Mesosphare schlieBlich
wird alles restliche Methan durch sehr kurzwellige UV Strahlung photolytisch zerstort.

Wiederkduer

Kohlebergbau, Erdgas- 80 Tg/a

u. Erdol /

95Tgla __

Reisanbau
/ 115 Tg/a

~—— Biomasseverbrennug

Feuchtgebiete T e ST
109 Tg/a \ \
CH,-Hydrat und Ozeane \ \ KitFantigen - Mu;l[;i_elz_g;men
20 Tygla \I 3plage
oo— | Abfille aus Tierhaltung
ez%m-ll-;,g 25 Tgla

Abb. 1.3: Anteil einzelner Methanquellen an der jahrlichen Gesamtmethanemission
(Angaben nach Milich 1999)



1 Einleitung

Troposphare
469 Tgl/a

Boden / \ Stratosphére

28 Tgla 44 Tg/a

Abb. 1.4: Anteil einzelner Methansenken an der jahrlichen Methanoxidation
(Angaben nach Milich, 1999)

1.2.3 Methanotrophe Bakterien

Methanotrophe Bakterien sind in ihrer Fahigkeit, Methan als alleinige Kohlenstoff-
und Energiequelle zu verwenden, einzigartig; sie stellen eine Untergruppe der
physiologischen Gruppe der Methylotrophen dar, eine auf die Verwertung von C1-
Verbindungen spezialisierte Gruppe der aeroben, gram-negativen Bakterien.
Verbindungen mit Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen kénnen von ihnen nicht zum
Wachstum benutzt werden.

Obwohl mit Bacillus methanicus bereits 1906 (SOHNGEN 1906) das erste
methanoxidierende Bakterium isoliert wurde und von LEADBETTER & FOSTER (1958)
und FosTER & Davis (1966) weitere methanoxidierende Bakterien beschrieben
wurden, legten erst WHITTENBURY et al. (1970a) mit der Isolierung von tber 100
neuen methanotrophen Stdmmen die Grundlage fiir die heutige Klassifikation dieser
Bakterien. Die Schwierigkeit bei der Isolierung von Reinkulturen, das Fehlen von
phanotypischen Unterscheidungsmerkmalen und MiRachtungen des [nfernational
Code of Nomenclature of Bacteria haben jedoch Klassifikationsprobleme in der
methanotrophen Systematik hervorgerufen (Bowman et al. 1993). Die Anwendung
polyphasischer Taxonomie, DNA-DNA-Hybridisierung und 16S rDNA Sequenzierung
haben in den letzten Jahren zu einer Revision der methanotrophen Systematik mit
den heute gultigen Taxa (Tab. 1.2) gefiihrt (Bowman et al. 1991, 1993 und 1995).
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Tab. 1.2: Methanotrophe Bakterien (Nomenklatur entspricht List of Bacterial Names
with Standing in Nomenclature (J. P. Euzéby, Ecole Nationale Vétérinaire
de Toulouse, France, http://www.bacterio.cict.fi/) bzw. Bacterial
Nomenclature up-to-date (http://www.dsmz.de))

v-Proteobacteria:

-Methylococcaceae

Methylobacter | M. luteus (ROMANOVSKAYA et al. 1981)*
M. marinus (BowmMAN et al. 1993)
M. psychrophilus (OMEL'CHENKO et al. 1996; Validation List No
73, 2000)
M. whittenburyi (ROMANOVSKAYA et al. 1981)*

Methylocaldum | M. gracile (BODROsSY et al. 1997; Validation List No. 66, 1998)
M. lepidum (BODROsSY et al. 1997; Validation List No. 66, 1998)
M. szegediense (BoDRossY et al. 1997; Validation List No. 66,
1998)

Methylococcus | M. capsulatus (FOSTER AND DAvIS 1966)
M. mobilis (HAZEU et al. 1980; Validation List No. 5, 1980)
M. thermophilus (MALASHENKO et al. 1975)

Methylo- M. agile (BowMaAN et al. 1993)**

microbium M. album (BowMmAN et al. 1993)**
M. buryatense (KALUZHNAYA et al. 2001)
M. pelagicum (SIEBURTH et al. 1987)**

Methylomonas | M. aurantiaca (BOwMAN et al. 1990; Validation List No. 35, 1990)
M. fodinarum (BowMaN et al. 1990; Validation List No. 35, 1990)
M. methanica (WHITTENBURY & KRIEG 1984)
M. scandinavica (KALYUZHNAYA et al. 1999: Validation List No.
74, 2000)

Methylosarcina | M. fibrata (WISE et al. 2001),
M. quisquiliarum (WISE et al. 2001)

Methylosphaera | M. hansonii (BOWMAN et al. 1997; Validation List No. 64, 1998)
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Forts. Tab. 1.2:
a-Proteobacteria:

-Rhizobiaceae

Methylocystace | Methylocystis | M. echinoides (GAL'CHENKO et al. 1977)*
ae M. parvus (ROMANOVSKAYA et al. 1978)"

Methylosinus M. sporium (ROMANOVSKAYA et al. 1978)*
M. trichosporium (ROMANOVSKAYA et al. 1978)*

Beijerinckia Methylocapsa | M. acidiphila (DEDYSH et al. 2002)
Gruppe Methylocella M. palustris (DEDYSH et al. 2000)

M. tundrae (DEDYSH et al. 2004)

Typspezies sind unterstrichen; *reklassifiziert von Bowman et al. (1993); **reklassifiziert von BOWMAN
et al. (1995)

Unterschiede in der Art der Kohlenstoff-Fixierung, der Anordnung der
intracytoplasmatischen Membranen, des GC-Gehaltes und der Phylogenie (TsuJl et
al. 1990) fiihrten zu einer Einteilung in Typ I- und Typ lI-Methanotrophe (Tab. 1.3)
(WHITTENBURY & KRIEG 1984).

Tab. 1.3: Eigenschaften Typ | und Typ Il methanotropher Bakterien

Merkmal Typ | Typ Il
Zellmorphologie Stabchen oder Kokken Gekrimmt, ellipsoid
Anordnung der Peripher (falls
intracytoplasmatischen Biindel vorhanden)
Membranen
Ruhestadien Azotobacter ahnliche Exosporen oder

Zysten, Lipidzysten Lipidzysten
Hauptstoffwechselweg der RuMP-Weg Serin-Weg
C-Assimilation
TCA-Zyklus unvollstandig” vollstandig
Stickstoff-Fixierung -/+

16 18

dominierende
Fettsaurekettenlénge

G+C-Gehalt der DNA (mol %) 49-65 62-67

Unterklasse der Proteobakterien ¥ o

" die Unvollstandigkeit des TCA-Zyklus beruht auf dem Fehlen der 2-Oxoglutaratdehydrogenase

il
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Methylococcus spp. besitzen Charakteristika beider Typen, dies fiihrte zundchst zur
Etablierung des Typs X, diese Einordnung wurde spater von BowMAN et al. (1993)
jedoch revidiert und Methylococcus spp. aufgrund der phylogenetischen
Verwandtschaft den Typ | Methanotrophen zugeordnet.

Eine andere Einteilung der methanoxidierenden Bakterien beruht auf der
Methanaffinitat, so werden die oben beschriebenen klassischen Methanotrophen als
niedrig-affine Methanoxidierer bezeichnet. Sie oxidieren Methan an den anoxisch-
oxischen Grenzflachen, die durch hohe Methankonzentrationen gekennzeichnet sind,
hier liegt die apparente halbmaximale Substrataffinitat (Kmapp) im mikromolaren
Bereich. Fur die Oxidation atmosphéarischen Methans sind jedoch andere bisher noch
nicht isolierte Mikroorganismen verantwortlich, sie werden als hoch-affin bezeichnet,
der Km(app) liegt hier im nanomolaren Bereich (BENDER & CONRAD 1992, 1993).
Methanotrophe Bakterien sind ubiquitar verbreitet und konnten in einer Vielzah! von
Habitaten nachgewiesen werden, welches die breite ékologische Amplitude dieser
Mikroorganismen widerspiegelt (HEYER et al. 1984). Durch die Kombination moderner
molekularer Methoden und klassischen Isolierungen wurden in den letzten Jahren
psychrophile (BowmAN et al. 1997, MORAN & HICKEY 1997, OMELCHENKO et al. 1993,
1996, TROTSENKO & KHMELENINA 2005), thermophile (BoDROSSY et al. 1997, 1999,
ESHINIMAEV et al. 2004, MALASHENKO et al. 1975), acidophile (DEDYSH et al. 2002)
und alkalophile (KHMELENINA et al. 1997, LIN et al. 2004) Methanotrophe entdeckt.
Methanotrophe sind an aeroben-anaeroben Grenzschichten zu finden, an denen
sowohl fossiles oder rezentes Methan als auch Sauerstoff kontinuierlich verfugbar
sind (REEBURGH et al. 1993), wie z. B. Reisfelder (GILBERT & FRENZEL 1995, GILBERT
1997), Torfmoore (DEDYSH et al. 1998 a, b), Tundren (VECHERSKAYA et al. 1993),
Mulldeponien (MANCINELLI & MCKAY 1985, Wise et al. 1999). So sind gréRere
Populationen im Metalimnion stratifizieter Seen anzutreffen, wo sie aus dem
Hypolimnion aufsteigendes Methan oxidieren (HEYER et al. 1984). Des weiteren sind
Symbiosen aus Methanotrophen mit Tiefseemuscheln der Hydrothermalquellen des
Pazifischen und Altlantischen Ozeans bekannt (CHILDRESS et al. 1986, DISTEL &
CAVANAUGH 1994, NERCESSIAN et al. 2005).
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Typ I-Methanotrophe

RuMP-Weg

0] FADH
XH,
NAD*
HCOOH
\QNADH-.—H*

Typ II-Methanotrophe CO»

Abb. 1.5: Schema der Methanoxidation und Formaldehyd-Assimilation (CytC
Cytochrom ¢; sMMO bzw. pMMO lésliche bzw. membrangebundene
Methanmonooxygenase; MDH Methanoldehydrogenase; FADH
Formaldehyddehydrogenase; FDH Formiatdehydrogenase (nach Hanson &
Hanson 1996).

Die Nettoreaktion der Methanoxidation unter aeroben Bedingungen lautet:

CH,; + 20, » CO, + 2H,0
Die Oxidation von Methan zu Methanol fiihrt zum Einbau von molekularem
Sauerstoff in das Molekiil. Dieser primare Schrit wird von der
Methanmonooxygenase (MMO) katalysiert, von der zwei Formen identifiziert wurden:
die membrangebundene oder ,partikulére* MMO (pMMO) und die cytoplasmatische
bzw. ,l6sliche* MMO (sMMO). Trotz ihrer anscheinenden Funktionsgleichheit zeigen
sMMO und pMMO keinerlei genetische oder strukturelle Homologien.
Bis auf die Gattung Methylocella (DEDYSH et al. 2000) verfligen alle bekannten
Methanotrophen (iber die pMMO. Hingegen ist der Besitz der sMMO auf
iberwiegend Typ |l Methanotrophe beschrankt, in jlingerer Zeit wurden allerdings
einige Typ | methanotrophe Stamme wie Methylomonas (KoH et al 1993, SHEN et al.
1997, SHIGEMATSU et al. 1999) und Methylomicrobium (Fuske et al. 1998) mit sMMO
gefunden (AUMANN et al. 2000, TAKEDA 1988).
Das im initialen Schritt durch die MMO gebildete Methanol wird lber eine

Methanoldehydrogenaase zu Formaldehyd umgewandelt (siehe Abb. 1.5).
13
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Auf der Stufe des Formaldehyds verzweigen sich assimilatorischer und
dissimilatorischer Stoffwechselweg. Im ersten Fall erfolgt die Synthese von
Zellsubstanz aus Formaldehyd typspezifisch tiber den Ribulosemonophosphat- oder
den Serin-Weg. Auf dem dissimilatorischen Weg wird das Formaldehyd durch eine
Formaldehyddehydrogenase zZu Formiat und weiter durch eine
Formiatdehydrogenase zu Kohlendioxid oxidiert. Dieser NAD+ abhangige Schritt
resultiert in der Bereitstellung von Reduktionséquivalenten, die einerseits zuriick in
die Methanoxidation, andererseits in die Atmungskette eingehen.

Das erste biotechnologische Interesse erweckten die Methanotrophen zwischen
1960 und 1980 als billiger Produzent von Einzelzellprotein (SCP) und Chemikalien
wie Methanol oder Alkenepoxiden (ANTHONY 1982).

Die meisten biotechnologischen Studien sind heutzutage jedoch auf die Fahigkeit
einiger methanotropher Stamme fokussiert, sMMO zu bilden. Sein breites
Substratspektrum beféhigt dieses Enzym dazu, eine Vielzahl von Verbindungen zu
cometabolisieren (SULLIVAN et al. 1998). Die geringe Substratspezifitit der sMMO
wurde sehr detailliert bei Methylosinus trichosporium OB3b untersucht (z. B. TSIEN et
al. 1989, OLDENHUIS et al. 1989). So gehéren zum Repertoire der Reaktionen die
Hydroxylierung von Alkanen, Epoxidation von Alkenen, Oxidation von Ether-,
halogenierten Methan- und aromatischen Verbindungen (CoLBY et al. 1977, HIGGINS
et al. 1981, SuLLIvAN 1998). Unter diesen Verbindungen befinden sich bedenkliche
Umweltkontaminanten wie z. B. der halogenierte aliphatische Kohlenwasserstoff
Trichlorethylen (TCE), ein bedeutender  Grundwasserschadstoff. Die
Biotransformation von TCE durch methanotrophe Reinkulturen wurde intensiv
untersucht (FOGEL et al. 1986, LITTLE et al. 1988, OLDENHUIS & JANSSEN 1993, BECK
2000, JecHOREK et al. 2003). Die schnelle Umsetzung von TCE und die gute
Verfugbarkeit von Erdgas als Wachstumssubstrat lassen Methanotrophe fir
Bioremediationsapplikationen attraktiv erscheinen (ALVAREZ-COHEN 1993), wie es am
Beispiel des Savannah River Site-Projektes in den USA demonstriert wurde (HAzeN
1992).

Eine weitere Anwendungsmdéglichkeit ergibt sich aus der Fahigkeit der
Methanotrophen unter Stoffwechselmangelbedingungen bestimmte Biopolymere -
insbesondere die Poly-B-hydroxybuttersdure (PHB) (WENDLANDT et al. 1998, 2001,
2005)- zu bilden.

14
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2 Zielsetzung

In den ,Neuen Bundesléndern® ist es seit der Umstellung von Stadt- auf Erdgas in
vielen Stadten zu Baumschaden durch Gasaustritte gekommen. In Leipzig sollten,
angeregt durch das Griinflichenamt der Stadt und durch die Stadt Leipzig mit einem
Forschungsvorhaben die Auswirkungen von Erdgasaustritten auf die Bdden
betroffener Bdume untersucht werden. Es galt die Bodenveranderungen hinsichtlich
bodenphysikalischer, -chemischer und —biologischer Parameter zu charakterisieren
und mégliche Sanierungsmethoden solcher Standorte vorzuschlagen. Eingegliedert
in diese Thematik war es Ziel der vorliegenden Arbeit, bodenmikrobiologische
Veranderungen zu charakterisieren, die aufgrund der Methanaustritte aus
Leitungsleckagen entstehen. Die Besonderheiten, die der methanbeeinflufite Boden
gegenliber anderen anoxischen Boden aufweist, sollten auf stofflicher und

organismischer Ebene aufgezeigt werden.

Der Fokus wurde dabei auf die Organismen gelegt, denen das wéhrend einer
Leckage in den Boden emittierte Methan als C-Quelle dient, und die somit die
Bodenmikrobiozénose malgeblich bestimmen. Da mit Ausnahme von wenigen
Deponiestandorten keine neueren Untersuchungen zu Methanotrophen in stark
anthropogen gepragten Substraten mit hohen Methangehalten vorliegen, ist die
Untersuchung der methanotrophen Population Voraussetzung fur ein grundlegendes
Versténdnis. Infolgedessen sollte ein Verfahrensvorschlag zur Sanierung erarbeitet

werden.

Um die Erdgasauswirkungen unter vergleichbaren Bedingungen untersuchen zu
kénnen und um eine Verringerung der Heterogenitdt gegeniiber ausgewéhlten
StraRenstandorten zu erreichen, wurden die Untersuchungen ebenfalls in

Pflanzgefalten durchgefiihrt.

Es leiteten sich folgende Arbeitsschwerpunkte ab:
e Abiotische Beschreibung des Habitats erdgasbeeinfluliter StraRenboden
e Charakterisierung der methanotrophen Bioz6nose hinsichtlich Vorkommen,
Abundanz und Diversitat
a) mittels adaptierter Isolierungsstrategien und taxonomischer Einordnung
quantitativ bedeutsamer Isolate
b) mittels molekular-8kologischer Techniken
e Ableitung eines neuen Ansatzpunktes fir Sanierungsmafnahmen
15
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsgegenstand

Die Untersuchungen erdgasbeeinflulten Bodens wurden in StraBenziigen in den
Stadten Leipzig und Taucha (Sachsen) und in einer GefaRversuchsstation durch-
gefuhrt.

3.1.1 StraBenstandorte

Es wurden Standorte ausgewahlt, an denen Erdgas austritt bzw. vormals austrat und
die Baumscheiben mit geschadigten oder bereits abgestorbenen Biaumen besetzt
sind bzw. die abgestorbenen Biume bereits entfernt wurden. Pro Standort wurden
die Tiefenstufen 0-10 cm, 10-40 cm, 40-70 cm und 17-100 cm untersucht. Einen
Uberblick tber diese StraRenstandorte gibt Tab. 3.1.

Tab. 3.1: Einteilung der untersuchten StralRenstandorte

StraBen- |Standort | Kategorie’ Zustand/Bewuchs
zug
A T hohe Methankonzentration |abgestorbener Jungbaum
B T2 hohe Methankonzentration |vitaler Jungbaum
C R Referenzstandort ohne|sanierte Baumscheibe mit
Methan vitaler Linde
L1 geringe leere unsanierte Baumscheibe

Methankonzentration

L2 kein Methan leere unsanierte Baumscheibe

L3 geringe leere unsanierte Baumscheibe

Methankonzentration

L4 hohe Methankonzentration |leere unsanierte Baumscheibe
L5 kein Methan geschadigte Linde

D L6 hohe Methankonzentration |abgestorbene Platane
L7 hohe Methankonzentration |geschéadigte Platane

*) Methangehalte der Bodenluft zum Zeitpunkt der Standortauswahl
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3.1.2 Pflanzgefale

Die Pflanzgefalie bestanden aus Polypropylengefaen und hatten ein Volumen von
1 m®. Der Aufbau der GefaRe ist Abb. 3.1 zu entnehmen. Das Pflanzsubstrat in den
Gefalien bestand aus 60 % Mutterboden, 30 % Vulkaperl und 10 % Kompost. Zum
Ablauf des Sickerwassers wurden die Gefalle mit einer Drainageschicht versehen
und auf einem Betonsockel mit einem Gefalle von 2 % errichtet. Zur Beaufschlagung
der Gefalle mit Erdgas wurde ein geschlitztes Polyethylenrohr horizontal in die
Sandschicht eingebaut. Der Erdgasanschluf® erfolgte Gber eine 25 mbar
Niederdruckleitung, Uber Feinstdosierventile (Swagelok) konnte ein definierter
Gasflulk mit Hilfe von DurchfluBmessern eingestellt werden. Zur Messung der
Bodenluftzusammensetzung in verschiedenen Tiefen (10-40, 40-70, 70-100, 100-
130, 130-160 cm Tiefe) der Gefalle wurden 5 geschlitzte Polyvinylchloridrohre
vertikal in jedes Gefal eingebaut. Die GefdRe waren mit je einer Winterlinde (Tilia

cordata) bepflanzt.

= 85cm ——>

Gaspegelrohre Mulchschicht (2 em) —x—

(6 Stiick)

- Strohummantelung

Boden (100 ¢cm)
g
Q
Ly s )
“r =
%,, 2 Sand (20cm)
Gasanschluf3 . Mineralfaserflies
Kies (50 cm)
i Mineralfaserflies _V
Sickerwasserablauf 2 % Gefilleneigung

Abb. 3.1: Schematischer Aufbau eines Pflanzgefales
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3.1.3 Probenahme und —vorbereitung

Die Bodenproben wurden an dem Standort T 1 und in den PflanzgefaRen mit einem
Pirkhauer bzw. River-Site-Bohrstock gezogen. An den Standorten L wurden die
Proben den Profilwanden zuvor ausgeschachteter Gruben entnommen. Die Proben
wurden homogenisiert, in Polyethylen-Beutel Uberfihrt, mit Stickstoff begast und kiihl
gelagert. In die Gruben wurden geschlitzte Gaspegelrohre aus Polyvinylchlorid in den
Tiefen 10-40 cm, 40-70 cm und 70-100 cm zur Gasprobenahme eingebracht.

Die Bodenproben wurden sobald wie méglich nach der Probennahme untersucht.
War aufgrund einer hohen Anzahl an Proben eine sofortige Analyse nicht méglich,
wurde der Boden bei 4°C (Verarbeitung innerhalb von 4 Wochen) bzw. bei —18°C
(bei langerer Lagerung als 4 Wochen) aufbewahrt. Vor der Verwendung
eingefrorenen Bodens wurde dieser bei 4°C langsam aufgetaut. Alle
bodenbezogenen Werte beziehen sich auf das Bodentrockengewicht, welches nach
24 h bei 105 °C bestimmt wurde. Phosphor und Kalium wurden an luftgetrocknetem

und auf £ 2 mm gesiebtem, Corg an auf £ 0,1 mm gemahlenem Boden bestimmt.

3.2 Materialien

3.2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von verschiedenen Herstellern bezogen und
hatten den Reinheitsgrad zur Analyse, molekularbiologische Reagenzien hatten
entsprechenden Reinheitsgrad (DNAse frei). Oligonukleotide wurden von den Firmen
Biometra (Gottingen) und MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert.

3.2.2 Organismen und deren Lagerung

Die in Tab. 3.2 aufgeflUhrten Mikroorganismen dienten als Referenzorganismen. Zur
Stammkonservierung wurden frisch bewachsene Agarplatten mit Medium, dem 25 %
Glycerin als Frostschutzmittel zugesetzt war, abgeschwemmt, in 2 ml NUNC-
Roéhrchen abgefillt und bei -85 °C eingelagert. Die Arbeitskulturen wurden auf

Schragagarréhrchen bzw. Platten kultiviert.
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Tab. 3.2: Verwendete Mikroorganismen und deren Herkunft

Stamm Herkunft Referenz
Methylobacter luteus 53v NCIMB 11914 RoMANOVSKAYA et al. 1978
Methylomonas methanica S1 NCIMB 11130 WHITTENBURY et al. 1970

Methylococcus capsulatus TRMC ~ NCIMB 11132 WHITTENBURY et al. 1970
McBath
Methylosinus trichosporium OB3b  NCIMB 11131 WHITTENBURY et al. 1970

Methylosinus sporium 5 NCIMB 11126 WHITTENBURY et al. 1970
Methylocystis parvus OBBP NCIMB 11129 WHITTENBURY et al. 1970
Methylocystis spec. GB 14 UFZ, Sektion Sanierungsforschung

3.3 Bodenphysikalische und -chemische Methoden

3.3.1 Gasanalysen

Die Gaszusammensetzung in den PflanzgefdRen und in den Béden der
StralRenbaumstandorte wurde mit dem portablen Deponiegasmonitor “Digiflam” der
Firma Neotronics gemessen.

Das MeRprinzip dieses Gerates beruht auf Infrarot-Absorption (Methan und
Kohlendioxid), Sauerstoff wird in einer elektrochemischen Zelle gemessen.

Der MeRbereich liegt flir Sauerstoff bei 0 bis 21 Vol.-%, fur Kohlendioxid bei 0-50
Vol.-% und fir Methan von 0-100 Vol.-%. Die werksseitige Kalibrierung wurde mit
folgenden Prifgasen der Firma AGA Gas regelmalig Uberprift: 2 + 0,06 Vol.-%
Methan in synthetischer Luft und 20 £ 0,6 Vol.-% Methan, 3,01 + 0,09 Vol.-%
Kohlendioxid in Stickstoff.

3.3.2 Bodenphysikalische Untersuchungen

Die bodenphysikalischen Untersuchungen wurden an der landwirtschaftlichen
Fakultat der Universitat Halle, Institut fir Acker- und Pflanzenbau durchgefiihrt.

Die Aggregatstabilitat wurde mittels NaR-Siebung nach HARTGE & HORN (1989) an
ausgewdhlten Bodenproben der Pflanzgefalle bestimmt. Mit diesem Verfahren
werden unter definietem  Wassereinflu@ die Verdnderungen in der
AggregatgroRenverteilung bestimmt. Aus den Werten vor und nach der Nal3-Siebung
laRt sich die Differenz des gewogenen mittleren Durchmessers (A GMD) errechnen,

die als Mal fiur die Wasserstabilitit der Aggregate/Kriimel Verwendung findet.
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Zunehmende Werte fir A GMD verweisen dabei auf steigende Instabilitat der
Aggregate.

3.3.3 Bodenchemische Methoden

3.3.3.1 Bestimmung des Gehaltes an pflanzenverfiigharen Néhrstoffen

Der Gehalt des Bodens an Ammonium, Nitrat, Cor, Phosphat, Kalium und Mangan
wurde von der Sektion Analytik, UFZ bestimmt. Die Bestimmung des Nitrats erfolgte
nach NAVONE (1964) und GOLDMAN & JAacoBs (1961; MEIER 1991), des Ammoniums
nach DIN 38406 (1983). Coy wurde nach vorheriger Austreibung des Carbonats
durch 10%ige HCI Gber die trockene Verbrennung bei 1000 °C in einem CHN-
Analyser der Firma Leco gemessen. Phosphor und Kalium wurden nach
CAL(Calciumacetat-Calciumlaktat)-Extraktion entprechend ScHULLER (1969) und
VDLUFA (1997) bestimmt, Phosphor photometrisch (Philips PU 8730 und CADAS
50S, Dr. Lange) nach Reaktion mit schwefelsaurem Ammoniumheptamolybdat-
Ascorbinsdurereagenz (MURPHY & RILEY 1962, WATANABE & OLSEN 1965) und Kalium
mittels Atomabsorptionsspektrometer (PERKIN ELMER AAS 4100). Mobiles Mangan
wurde in Anlehnung an die DIN 19730 (1997), modifiziert nach SCHLICHTING et al.
(1995) an einem ICP-Atomemissionsspektrometer (SPECTROFLAME) gemessen.

3.3.3.2 Bestimmung der Isotopensignatur von Methan und Kohlendioxid

Die Isotopensignatur von Methan und Kohlendioxid ausgewahlter Bodenluftproben
wurde durch das Institut fir Nichtklassische Chemie an der Universitdt Leipzig
gemessen.

Die Ermittlung der 5'°C-Werte des Methans und Kohlendioxids erfolgte mit einer
Apparatur in Anlehnung an DUMKE et al. (1989). Dabei werden Kohlendioxid und
Methan gaschromatographisch getrennt, Methan zu Kohlendioxid verbrannt und
nach Abtrennung des Verbrennungswassers isotopenanalytisch untersucht. Das in
der Probe enthaltene Kohlendioxid wurde nach der Trennung kryogenetisch gereinigt
und  gleichermallen  massenspekirometrisch  untersucht. Die  massen-
spekrotmetrischen Messungen erfolgten am Isotopenverhaltnismassenspektrometer
Typ DELTA S. Die Ergebnisse sind als 8'°C-Werte bezogen auf den PDB- (Pee Dee

Belemnite) Standard angegeben.
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3.4 Bodenbiologische Methoden

Parameter zur Kennzeichnung allgemeiner biologischer Aktivitat und die Bestimmung
ausgewshlter Enzymaktivitaten erfolgten in der Sektion Bodenforschung, UFZ Halle.
Die substratinduzierte Respiration wurde in einer Anlage nach HEINEMEYER et al.
(1989) nach ANDERSON & DomscH (1978) gemessen. Das Dimethylsulfoxid (DMSO)-
Reduktionsvermégen wurde nach ALEF & KLEINER (1989), modifiziert nach BECK
(1984), die alkalische Phosphatase-Aktivitat nach TABATABAI & BREMNER (1969) und
die Dehydrogenase-Aktivitit nach THALMANN (1968), modifiziert nach MALKOMES
(1993) bestimmt.

3.5 Mikrobiologische Methoden

3.5.1 Ndhrmedien und Kultivierungsbedingungen

Fur die Kultivierung obligat methanotropher Bakterien wurde Nitratmineralsalz-

medium nach CoRNISH et al. (1984) folgender Zusammensefzung verwendet

(Angaben pro I):

¢ NMS: 850 mg NaNQOs; 530 mg KH2PO4; 860 mg NazHPO4; 174 mg K2SO4; 37 mg
MgS0O4 x 7 H,0; 7 mg CaCl, x 2 HyO; 0,574 mg ZnSO4 x 7 H20; 0,466 mg
MnSO, x 4 H;0: 0,096 mg HiBO3; 0,096 mg NaMoO, x 2 H20; 0,096 mg CoClz x
6 H,0; 0,166 mg KIl; 0,25 mg CuS0O; x 7 H,0; 11,2 mg FeSO4 x 7 Hz0; 0,002 ml
H2S04 (1mM)

Folgende Varianten dieses Mediums wurden ebenfalls verwendet:

¢ NMS_c.-Medium: kupferfreies Medium ohne externe Zugabe von Kupfer

¢ LN-NMS-Medium: Medium mit wenig Nitrat-Stickstoff, 85 mg NaNO; statt 850 mg

und ohne externe Kupferzugabe

Alternativ wurde ein Mineralsalzmedium mit Ammonium als Stickstoffquelle

eingesetzt (Angaben pro I).

¢ AMS: 761 mg NH4Cl; 530 mg KH,PO;; 860 mg NazHPO,; 3,7 mg CaCl; x 6 H20;
71,2 mg MgSO, x 7 Hz0; 0,44 mg ZnSO4 x 7 H20; 0,812 mg MnSO4 x 4 H20;
0,785 mg CuS0, x 7 H20; 0,252 mg NaMoQO4 x 2 H20

Der pH-Wert wurde auf 6,8 eingestellt, feste Medien wurden mit 2 % Bacto-Agar

(Difco) hergestellt. Alternativ wurden Agarplatten mit Nobelagar (Difco) oder mit

Kieselgel (nach FUNK & KRULWICH 1964) verfestigt, um den Zusatz an organischen

Verunreinigungen durch Agar zu minimieren. Zur Anzucht von Flussigkulturen
21



3 Material und Methoden

wurden die Zellen einer frisch bewachsenen Agarplatte abgeschwemmt und mit 100

ml des jeweiligen Mediums in einen 1 | Erlenmeyerkolben transferiert. Spezielle

Aufsdtze zur sterilen Begasung ermdéglichten es, ein partielles Vakuum anzulegen

und 30 Vol.-% der Gasphase durch Methan zu substituieren. Die Kolben wurden

schittelnd bei 30°C inkubiert. Agarplatten wurden in Begasungstépfen ebenfalls mit

30 Vol.-%Methan begast.

Fir andere heterotrophe Bakterien bzw. zur Reinheitskontrolle methanotropher

Kulturen wurde Néhragar (Merck 1.05443)

¢ NA: 5 g Pepton aus Fleisch und 3 g Fleischextrakt (pH 7,0 £ 0,2 bei 25°C)/I

bzw.

¢ NMSgiigocarbopni: 0,2 g/l Hefeextrakt und 1 g/l Pepton aus Casein in NMS-Medium

fur die Detektion von Verunreinigungen mit oligocarbophilen Bakterien (STAROSTINA

1999) eingesetzt.

Die Zahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) wurde auf R2A -Agar (Difco 1826-17-

1) bestimmt (REASONER & GELDREICH 1985).

¢ R2A: 0,5 g Bacto Hefeextrakt, 0,5 g Bacto Proteose Pepton No. 3, 0,5 g Bacto
Casaminoséauren, 0,5 g Bacto Dextrose, 0,5 g lésliche Stirke, 0,3 g Natrium-
pyruvat, 0,3 g Dikaliumhydrogenphosphat 0,05 g Magnesiumsulfat, 15 g Bacto
Agar (3 18,2 g/l), pH 7,2 £ 0,2 bei 25 °C

Kontaminationen durch Pilze wurden mit Hilfe von Moser-Medium identifiziert.

¢ Pilz-Agar : Malzextrakt 5 g/l, Hefeextrakt 0,1 g/l, KH,PO,4 0,5 g/l, MgSQ4 x H,0O
0,5 g/l, FeCl; 0,01 g/l

Alle verwendeten Medien und KulturgefaRe wurden 20 min bei 121°C autoklaviert.

Die Zellmorphologie der in Flissig- und Festmedien gewachsenen Kulturen wurde

mikoskopisch (Optiphot, Nikon) im Lebendpréparat (1000fache VergréRerung,

Olimmersion, Phasenkontrast) untersucht. Die Koloniemorphologie von Agarkulturen

wurde mit einem Stereomikroskop (Zeiss, Jena) festgestellt.

3.5.2 Herstellung einer Bodensuspension (nach BURLAGE 1998)

Fir den Ansatz von most probable number (MPN), Anzahl koloniebildender Einheiten
(KBE) und Substratverwertungsmuster (SUP) wurde eine Bodensuspension
verwendet, die wie folgt hergestellt wurde: 5 g Bodenprobe (Frischgewicht) wurden in
einen sterilen Minibecher (37-110 ml) eines Labormixers (Laboratory Blender,

Waring) Uberflhrt, 45 ml 0,1% ige Natriumpyrophosphatlésung (NazP407 * 10 HO;
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pH 7,0) hinzugefiigt und zweimal fiir 30 sec. mit einer Pause von 30 sec. gemixt. Fur
den Ansatz der Mikro-MPN methanotropher Bakterien wurde diese
Ausgangssuspension in NMS-Flissigmedium weiter verdinnt, fiir die KBE und SUP
wurde eine weitere Verdinnung in phosphatgepufferter physiologischer
Kochsalzlosung (PBS) durchgefiihrt.

3.5.3 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE)

Von der in 3.5.2 hergestellten Bodensuspension wurde eine Verdinnungsreihe in
PBS hergestellt und jeweils 0,1 ml auf je 3 R2A-Platten ausgestrichen. Nach einer
14tagigen Inkubation der Platten bei 25°C wurden solche ausgezéhlt, bei denen die

Koloniezahl zwischen 20 und 120 lag.

3.5.4 Mikro-MPN methanotropher Bakterien

Zur Bestimmung der Anzahl methanotropher Bakterien in den Bodenproben wurde
nach der MPN-Methode verfahren. Diese Methode beruht auf der Feststellung der
An- bzw. Abwesenheit von Mikroorganismen in Aliquoten einer Verdiinnungsreihe.
Die Verdiinnungsreihen wurden in 96 well-Mikrotiterplatten (Nunclon™ Surface,
Nunc) angelegt. Diese wurden mittels einer 8-Kanal-Pipette mit 150 pl NMS-
Fliissigmedium je Vertiefung beschickt. In die erste Reihe der Platten wurden 150 pl
einer geeigneten Vorverdiinnung der Bodensuspension (s. 3.5.2) pipettiert, mit dem
Medium vermischt und 150 ul aus dieser Reihe in die nichste Reihe pipettiert, so
fortfahrend ergaben sich 12 zweifache serielle Verdiinnungsstufen mit 8facher
Wiederholung. Die Platten wurden 4 Wochen lang in Begasungsttpfen unter einer
Methan-/Luft-Atmosphére im Verhaltnis 30/70, die alle 3 Tage erneuert wurde, bei
25°C inkubiert (untere Temperaturgrenze des optimalen Wachstums methanotropher
Isolate aus dem Boden (BENDER & CoNrRAD 1995)) . Als Kontrolle dienten Anséatze
ohne Begasung. Die Platten wurden an einem Mikrotiterplatten-Photometer Victor2,
1420 Multilabel Counter (Fa. Wallac) bei 595 nm vermessen. Die Auswertung der
Platten erfolgte nach ROWE et al. (1977).

3.5.5 Bestimmung der Biomassekonzentration

Die Konzentration der Biomasse wahrend des Bakterienwachstums wurde

spektrophotometrisch mit einem Spekol 11 (Fa. Carl Zeiss Jena) bei einer
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Wellenlénge von 600 nm ermittelt. Aus der gemessenen optischen Dichte wurde

mittels einer Eichkurve die Konzentration der Biotrockenmasse errechnet.

3.5.6 Substratverwertungsmuster mittels BIOLOG

Das BIOLOG-System ist ein kommerzielles Testsystem zur Identifizierung von
Bakterien zundchst aus dem human-, tier- und pflanzenpathogenen Sektor, aber
auch von Umweltisolaten. Die Differenzierung der Arten erfolgt anhand eines
Substratverwertungsmusters (metabolischer Fingerabdruck), welches durch die
Umsetzung von 95 verschiedenen Kohlenstoffquellen in einer 96 well-Mikrotiterplatte
aufgenommen  wird. Als Wachstumsindikator dient der Redoxfarbstoff
Tetrazoliumviolett, dessen Konzentration nach Inkubation photometrisch vermessen
wird. Die Identifizierung des Teststammes erfolgt durch einen Abgleich des
Substratverwertungsmusters mit der Datenbank der MicroLog™ Software von
BIOLOG. Eine weitere Anwendungsmoglichkeit des BIOLOG-Systems wurde 1991
von GARLAND & MiLLs eingefiihrt, sie setzten das System zur Charakterisierung von
Biozénosen ein, wobei die Beimpfung der Mikrotiterplatten mit Umweltproben
erfolgte.

Das Substratverwertungsmuster wurde an nicht, mit 50 und mit 500 cm® Erdgas/min
begastem Boden der Pflanzgefalie bestimmt.

Hierzu wurden GN-BIOLOG-Platten (fur die Identifizierung gram-negativer Bakterien
bestimmte Platten) mit der in 3.5.2 hergestellten Bodensuspension beimpft, 48 h bei
30°C inkubiert und in einem Mikrotiterplatten-Photometer (Victor2, 1420 Multilabel
Counter, Fa. Wallac) bei 590 nm vermessen. Die Auswertung erfolgte mit dem

Programm Statistica.

3.5.7 Anreicherung methanotropher Bakterien

Zur Abtrennung der Bakterien von der Bodenmatrix wurden 5 g Bodenprobe mit 20 g
Glasperlen (Roth, 2 mm Durchmesser) in 45 ml LN-NMS-Medium unter sterilen
Bedingungen uber Nacht im Dunkeln bei 20 °C geschuttelt. Am darauffolgenden Tag
wurden 500 ml Erlenmeyerkolben mit Begasungsaufsatz mit je 30 ml NMS-, LN-NMS
oder AMS-Medium beschickt und mit 20 ml Bodensuspension beimpft. Die Kultur
wurde schiittelnd unter Methan/Luft-Atmosphére (30:70) im Dunkeln parallel bei
20 °C und 30 °C inkubiert. Eine Erneuerung des Gasgemisches erfolgte jeden 2.-3.
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Tag. Je nach Wachstum wurde die Anreicherungskultur passagiert, indem 5 ml der
Kultur in einen Schittelkoben mit 45 ml frischem Medium tberfiihrt wurden. Die
Dominanz methanotropher Zellen wurde mittels Phasenkontrastmikroskopie
(Optiphot, NIKON) festgestellt und mittels PCR mit gruppenspezifischen Primern
verifiziert (s. 3.6.5).

Als Inokulum fiir Anreicherungen methanotropher Bakterien dienten weiterhin
terminalpositive Verdiinnungsstufen von MPNs.

Da mittels gangiger Verfahren wie Verdinnungsreihen und Kochschem
Plattengufverfahren keine Reinkulturen erhalten wurden, wurden folgende Methoden
zur Aufreinigung der Stdmme verwandt:

-Dichtegradientenzentrifugation nach PRIEME et al. (1996)

-Trennung aufgrund von Hydrophobieunterschieden

Mittels Hexan-Behandlung sollten hydrophobe Typ Il Zellen von hydrophilen Typ |
Zellen getrennt werden. Hierzu wurden 2 ml Bakteriensuspension mit 0,5 ml Hexan
versetzt und 2 min auf einem Vortex gemischt. Die Bakterien wurden zuvor mit 0,01
M Phosphatpuffer (pH 7,0) gewaschen und auf eine optische Dichte von 0,5
eingestellt. Nach einigen Minuten der Phasentrennung wurde die wassrige Phase, in
der sich nun Begleitflora und/oder Typ | Methanotrophe befinden sollten, entfernt. Die
Reextraktion der Zellen in waRriges Medium erfolgte mittels 125 pl Isopropanol
(STAROSTINA et al. 1997).

3.5.8 Isolierung methanotropher Bakterien

Die Anreicherungskulturen wurden mittels Mikroskopie und gruppenspezifischer PCR
(s. Kap. 3.6.5) auf das Vorhandensein verschiedener Arten methanotropher
Bakterien kontrolliert. Die nachgewiesenen Arten wurden dann gezielt aus der
Anreicherung isoliert.

-Abtdten vegetativer Zellen:

Durch 15-20 minttiges Erhitzen der Kultur auf 80°C sollten Begleitflora, Typ |
Methanotrophe und vegetative Zellen Typ Il Methanotropher abgetétet werden,
Exosporen und Cysten Typ |l Methanotropher Uberleben diese Behandlung und
kénnen weiter kultiviert werden.

-Filtration:

Zur Abtrennung der deutlich kleineren Zellen der heterotrophen Begleitflora wurden

die Anreicherungskulturen filtriert. Zu diesem Zweck wurde die Flissigkultur in einem
25



3 Material und Methoden

Ganzglasgeréat fur Vakuum-Filtration (Sartorius SM 16309) durch einen Cellulose-
Nitrat-Filter der Porengrée 0,8 pm filtriert und die auf dem Filter anhaftenden
aréleren Zellen methanotropher Bakterien resuspendiert.

-Mikromanipulation:

Aus Anreicherungskulturen oder aus der héchsten noch bewachsenen Verdiinnung
einer Mikrotiterplatte wurden einzelne Zellen methanotropher Bakterien mit Hilfe der
Mikromanipulation isoliert. Hierbei wurde ein inverses Mikroskop (Eclipse TE 300,
Firma NIKON) mit 40er Objektiv im Phasenkontrast verwendet. Die einzelne Zelle
wurde mit einer manuellen Kolbenpumpe (Mikroinjektor CellTram Oil, Firma
Eppendorf) und einer sterilen Glaskapillaren mit einem Innendurchmesser von 4 pm
(Transfer Tips-F, ICSI) aus der Flussigkultur in ein ReaktionsgefaR transferiert. Die
Glaskapillare wurde mit einem Patch Man Mikromanipulator fiir die
Elektrophysiologie bedient (Firma Eppendorf) (Abb.3.2).

Transfer Tip-F; ICSI
(Innendurchmesser 4 pm)

steriles
Medium

Bakteriensuspension

Objekttrager \ iy
\,.- N e e e e,

Abb. 3.2: Schemazeichnung des Aufnehmens einer einzelnen Bakterienzelle in
einen Transfer-Tip

Die gewonnenen Isolate wurden mit laufenden Nummern in die Stammsammlung der
Sektion Sanierungsforschung, UFZ, integriert und tragen die Bezeichnungen GB 18
bis GB 20.

3.5.9 Charakterisierung methanotropher Isolate

3.5.9.1 Bestimmung der sMMO-Aktivitét
Die selektive Eigenschaft der sMMO, Naphthalen zu Naphthol zu oxidieren,

ermdglicht eine einfache Aktivitdtsbestimmung dieses Enzyms nach der von BowmAN
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& SAYLER (1994) beschriebenen Methode. 1 ml Flissigkultur wird mit 1 ml gesattigter
Naphthalinlésung bei der entsprechenden Wachstumstemperatur der Kultur
schittelnd inkubiert. Nach einer Stunde werden 1000 pl einer frisch zubereiteten
0,2%igen o-Dianisidinlésung zugegeben, die entstandene Diazoverbindung wurde
spektrophotometrisch (CADAS 100, Fa. Dr. Lange) bei 525 nm vermessen.

3.5.9.2 Bestimmung spezifischer Enzymaktivitdten

Das Vorhandensein und die Aktivitdt weiterer fir methanotrophe Bakterien
charakteristischen Enzyme wurden am IBPM (Institute for Biology and Physiology of
Microorganisms) in Pushchino, RuBland, bestimmt. Dazu wurden Bakterien in der
exponentiellen Phase bei 12 000 rpm 40 min bei 5°C abzentrifugiert und zweimal mit
10 ml 50 mM Tris-Puffer gewaschen (alles auf Eis). Die in 0,5 ml Tris-Puffer
resuspendierten Zellen wurden bis zur Enzymmessung bei —20°C eingefroren.

Die Aktivitsten der Methanol-Dehydrogenase (EC 1.1.99.8), Formaldehyd-
Dehydrogenase (EC 1.2.1.1), Formiat-Dehydrogenase (EC 1.2.2.2), Hydroxypyruvat-
Reduktase (EC 1.1.1.29), Serin-Glyoxylat-Aminotransferase (EC 2.6.1.45),
Hexulosephosphat-Synthase, Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
(EC 4.1.139), Citratsynthase, Isocitratdehydrogenase (EC 1.1.1.42), 2-Oxoglutarat-
dehydrogenase, Malatdehydrogenase (EC 1.1.137), 6-Phosphofructokinase (EC
2.7.1.90), Glutamatsynthase (EC 2.6.1.53) und Glutaminsynthetase (EC 6.3.1.2)
wurden nach STAROSTINA (2000) bestimmt.

3.5.9.3 Bestimmung des Fettsdurespektrums

Die Bestimmung des Fettsdurespektrums erfolgte nach Sasser (1990). Nach
Kultivierung der Bakterien unter standardisierten Bedingungen, Extraktion der
Fettsduren und Uberfilhrung in Fettsduremethylester wurde das Fettsdurespektrum
mit dem MIS/SHERLOCK-System (V. 1.06) in der Sektion Umweltmikrobiologie des
UFZ bestimmt.

3.5.9.4 Elektronenmikroskopische Untersuchung

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden am Institut fir Zoologie der
Universitat Leipzig angefertigt.
Die Zellen methanotropher Isolate wurden sowohl in kupferhaltigem als auch in

kupferfreiem NMS-Medium kultiviert und in der logarithmischen Phase geerntet.
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Nach zwei Waschschritten in 25 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) wurden die
Zellen in 3%igem Glutardialdehyd (50mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,4) utber
Nacht  vorfixiert. Nach viermaligem Spllen der Proben (100 mM
Natriumphopshatpuffer, pH 7,4, je 45 min.) erfolgte die Fixierung mittels
Osmiumtetroxid (1% OsO4 in 50 mM Natiumphosphatpuffer, pH 7,4) fir 45 min.
Anschlielend wurden die Proben dreimal gewaschen (in 50 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 7.4, je 45 min) und in steigenden Ethanolkonzentrationen
(30, 50, 70, 90 und 100%, je 45 min) entwadssert. Danach erfolgte eine
Blockkontrastierung (1% Phosphorwolframsaure und 0,5% Uranylacetat in 70%
Etanol) und schrittweise Uberfihrung in das Einbettungsmedium. Die mittels
Ultramikrotom hergestellten Ultradlinnschnitte wurden anschlieRend nach REYNOLDS
(1963) schnittkontrastiert (1,3 g Bleinitrat, 1,76 g Natriumcitrat, 8 ml 1M NaOH auf 50
ml A. bidest.) und im Elektronenmikroskop (EM 900, Carl Zeiss, Oberkochen)
betrachtet.

3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 DNA-Extraktion aus Bakterien

Die Extraktion von DNA aus Bakterien erfolgte mit dem Kit DNeasy der Firma
Qiagen. Zuséatzlich zum  Herstellerprotokoll wurde eine 30 miniitige RNAse

Behandlung der Zellsuspension bei 55°C durchgefiihrt.

3.6.2 DNA-Extraktion aus dem Boden

Zur Extraktion von DNA aus Boden wurde dem direkten Lyseverfahren der Vorzug
gegeben, in dem die Zellen in Gegenwart der Bodenmatrix lysiert und die
Nukleinsduren nachfolgend extrahiert werden. Diese Methode, die modifiziert nach
MoRe et al. (1994) durchgefiihrt wurde, hat den Vorteil einer héheren DNA-Ausbeute
im Vergleich zu einer vorhergehenden Zellyse.

0,5 g Boden (Frischgewicht) wurde in ein 2 ml SchraubdeckelreaktionsgefaR,
welches 2,5 g Zirkonium/Silizium-Kugeln (0,1 mm Durchmesser, Roth, Art. NO33.1)
enthielt und 90 min bei 121°C autoklaviert war, eingewogen. 500 pl 100 mM
Phosphatpuffer (pH-Wert 8,0) und 250 pl einer 100 mM NaCl /500 mM Tris-HCI (pH
8,0) /110 % SDS wurden dazu pipettiert. Die Proben wurden 5 min bei einer

Schwingungszahl von ca. 1560 min™' bei 10°C in einer Schwingmiihle (Retsch MM
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2000) geschuttelt. Zur Abtrennung der Bodenpartikel und Zirkonium-Kugeln erfolgte
eine 3minitige Zentrifugation bei 12000 rpm. Der Uberstand wurde in einem 1,5 ml
ReaktionsgefaR mit einer 7,5 M Ammoniumacetat-Lésung im Verhéltnis 5:2 versetzt.
Zur Prézipitation des Proteins wurden die Proben fiir 5 min in ein Eisbad gestellt.
Nach erneuter Zentrifugation (3 min, 12000 rpm) wurde der Uberstand mit einem Teil
eiskaltem Isopropanol versetzt und {iber Nacht bei —20°C inkubiert. Die DNA wurde
in einer Kiihizentrifuge bei 4°C 15 min lang bei 12000 rpm abzentrifugiert. Da sich
Isopropanol schwerer entfernen |4Rt als Ethanol, wurde das Pellet mit 70% igem
Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und im Vakkuum getrocknet. Die DNA wurde

in 200 pyl Wasser aufgenommen.

3.6.3 DNA-Aufreinigung

Die Koextraktion von Humin- und Fulvosduren wahrend der direkten DNA-Extraktion
erforderte eine anschlieRende Aufreinigung der DNA-Rohextrakte, da diese Stoffe
inhibitorische Effekte auf die Amplifikation mit Taq Polymerase ausiiben kénnen und
somit vor einer PCR entfernt werden miissen (TEBBE & VAHJEN 1993).

Die Aufreinigung des DNA-Rohextraktes wurde nach BERTHELET et al. (1996)
durchgeflihrt.

Die Reinigung des DNA-Extraktes erfolgte mittels Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP).
300 g PVPP wurden in 4 | 3 M HCI uber Nacht suspendiert, durch mehrmaliges
Waschen mit 20 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH-Wert 7,4) wurde der pH-Wert der
PVPP-Suspension auf 7,0 eingestellt und bei 4°C gelagert.

Micro-Spin-Saulen (Amersham Pharmacia Biotech) wurden mit der Suspension
sauregewaschenen PVPP gefillt, in 2 ml ReaktionsgefdRe gestellt und 3 min lang
bei 3000 rpm zentrifugiert. Die Saulen wurden in neue Reaktionsgefale lberfiihrt, 75
ul des DNA-Extraktes wurden jeweils auf eine Saule geladen und bei 3000 rpm fir 3

min zentrifugiert. Die gereinigten DNA-Extrakte wurden bei —20 °C gelagert.

3.6.4 DNA-Reinheits- und Konzentrationsbestimmung

Die Reinheit der DNA wurde photometrisch (Spekol 1200, Analytik Jena) durch
Errechnen der Verhaltnisse Agsozso bzw. Assopae flr Proteinverunreinigungen bzw.
Huminsaurekontaminationen bestimmt. Die DNA-Konzentration hingegen wurde

fluorometrisch bestimmt, da die photometrische Messung stark vom pH-Wert und
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Salzgehalt der zu messenden Probe abhangt (WILFINGER 1997) und ein gréReres
Probevolumen benétigt wird.

Die fluorometrische Konzentrationsbestimmung beruht auf dem Prinzip, der
Interkalation des Farbstoffes Hoechst 33258 mit der DNA (LABARCA & PAIGEN 1980).
Die Messung erfolgte an einem Spectrofluorophotometer RF-1502 der Firma
Shimadzu bei einer Anregungswellenldange von 365 nm und einer
Emissionswellenldnge von 458 nm.

100 ml filtrierter TNE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0,2 M NaCl; pH-Wert 7,4)
wurde mit 10 pl einer Hoechst 33258-Stammlésung (1 mg/ml; bei 4°C 6 Monate
haltbar) versetzt (Farbstoffendkonzentration 0,1 pg/ml). Mit 2 ml dieser Lésung wurde
der Nullabgleich am Spectrofluorometer durchgefiihrt. 2 pl der zu messenden DNA-
Probe wurden zur Farbstoff-Pufferlésung in die Fluoreszenzkiivette pipettiert und die
Intensitdt der Fluoreszenz gemessen.

Anhand einer zuvor aufgenommenen Kalibriergeraden lieR sich der DNA-Gehalt
ermitteln, als Kalibriersubstanz diente Lambda DNA-Hind [l Digest Ladder
(Amersham Pharmacia Biotech).

Die Amplifizierbarkeit des ungereinigten und gereinigten DNA-Extraktes wurde mit
Hilfe einer PCR mit dem universellen Primerpaar f 27 und r 1492 Uberpriift. Falls kein
Produkt in der PCR entstand, wurde die extrahierte DNA mit amplifizierbarer DNA
gespikt. Somit konnte tberprift werden, ob PCR inhibierende Substanzen im Extrakt
vorlagen oder die DNA-Konzentration zu gering war, die Probe wurde ggf. erneut

gereinigt bzw. aufkonzentriert.

3.6.5 PCR
Seit ihrer ersten Einfihrung durch Saiki et al. (1985) wurde die PCR, mit der

spezifische DNA-Sequenzen in groRRer Anzahl aus einem DNA-Gemisch amplifiziert
werden konnen, auch zur direkten Detektion von Mikroorganismen in u. a.
terrestrischen Habitaten (BRUCE et al. 1992, PICARD et al. 1992) eingesetzt.

Die in der PCR verwendeten Primer sind Tab.3.3 zu entnehmen. Die PCR-Ansétze
wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl in 0,5 ml ReaktionsgefdRen
durchgefiihrt, sollten die PCR-Produkte in einer anschliefenden DGGE aufgetrennt
werden, wurde die PCR mit einem Volumen von 100 ul angesetzt.

Die Reaktion wurde in einem Thermocycler Mastercycler Gradient (Eppendorf) oder
einem Techne (Progene) durchgefiihrt, wobei ein 50 pl Ansatz folgende

Zusammensetzung hatte:
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Biotech),

e 200 uM pro Nukleotid (Pharmacia Biotech),
e 5yl Template- DNA,
e 5 pl Tag-Puffer ( 10 x Puffer: 100 mM Tris-HCI, pH-Wert 9,0, 500 mM KCI, 15 mM

MgClz ),

e 2,5 Einheiten Tag- Polymerase (Pharmacia Biotech)

Der Ansatz wurde mit bidestilliertem Wasser auf 50 pl erganzt.

2 pl, 10 pM pro Primer (Synthese der Primer durch Fa. Biometra bzw. MWG

Tab. 3.3: Zur PCR verwendete phylogenetisch gruppenspezifische und funktionelle
Primer (Synthese der Primer durch Fa. Biometra bzw. MWG Biotech)

16 S rDNA der Gattung

Ms 1020r

Zielgen Bezeichnung Sequenz (5° - 39) Quelle

16 S rDNA £ o7+ -AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- LANE 1991

aller Eubakterien r 1492 -TACGGYTACCTTGTTACGACTT-

16 S rDNA der Gattung -CACTCTACGATCTCTCACAG- HOLMES et al.

Methylobacter Mb 1007r 1995

16 S rDNA der Gattung -CCGCATCTCTGCAGGAT- HoLMmES et al.

Methylococcus Mc 1005r 1995

16 S rDNA der Gattung -CACTCCGCTATCTCTAACAG- HoLMmES et al.

Methylomonas Mm 1007r 1995
-CCCTTGCGGAAGGAAGTC-

HOLMES et al.
1995

Methylosinus/-cystis
pmof1 GGGGGAACTTCTGGGGITGGAC-
pmor -GGGGGRCIACGTCITTACCGAA- CHENG et al.
pMoA 1999
pmof2 -TTCTAYCCDRRCAACTGGCC-
pmor -GGGGGRCIACGTCITTACCGAA-
882f GGCTCCAAGTTCAAGGTCGAGC-
McDONALD et
mmoX -TGGCACTCGTAGCGCTCCGGC- o 4905
1403r TCG-
Muy 2 -ATTACCGCGGCTGCTGG- MuYzER et al.
V3 Muy 3 -CCTACGGGAGGCAGCAG- 1993
-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGC
GC-Klammer GGGGCGGGGGCACGGGGGEG-

*) Positionsangabe entspricht der Position auf der 16S rRNA in E. coli nach der

Union of Biochemistry) Nomenklatur

M =

C:A; pmocA mmoX =

Gen, das fiir die a-Untereinheit des Proteins

Methanmonooxygenase kodiert; V3 = hochvariable Region der 16S rDNA;

IUB (International

A der ldslichen

31



3 Material und Methoden

Bei der Amplifikation der gesamten 16S rRNA oder fiir Methanotrophe spezifischen
Abschnitten der 16S RNA wurde die Mg-Konzentration durch Zugabe von MgCls-
Lésung auf 2,5 mM erhéht.

Die Zugabe der Tag- Polymerase erfolgte grundsétzlich nach der “Hot-Start” -
Technik. Hierbei wurde der PCR-Ansatz zunéchst ohne die Tag-Polymerase und
den Reaktionspuffer zusammenpipettiert, die ReaktionsgefaRe wurden auf 95°C
erhitzt und die DNA 5 min lang denaturiert, bei 80°C wurde die Tag-Polymerase im
Reaktionspuffer zugegeben und die PCR gestartet. Diese Technik sollte
unspezifische Amplifikationen wahrend der PCR vermeiden.

Die Temperaturprofile der PCR sind Tab. 3.4 zu entnehmen. Der finale

Elongationsschritt betrug abweichend vom Temperaturprofil 5 min.

Tab. 3.4: PCR-Temperaturprofile

[ Denaturierung Annealing Elongation
Primerpaar | Zyklenzahl | Temperatur | Dauer | Temperatur | Dauer | Temperatur | Dauer
f27 r12492 30 94°C 1 min 65°C 1 min 72°C 1 min
f27 Mb1007 30 92°C 1 min 58°C 1 min 72°C 1 min
f27 Mm 1007 30 92°C 1 min 58°C 1 min 72°C 1 min
f27 Mc 1005 30 92°C 1 min 54°C 1 min 72°C 1 min
f27 Ms 1020 30 92°C 1 min 54°C 1 min 72°C 1 min
Muy 2 Muy 3 20 94°C 1 min 65-1°C 1 min 72°C 1 min

touch down’

“in jedem 2. Zyklus erfolgte eine Erniedrigung der Annealing-

Temperatur um 1°C bis zu einer Temperatur von 55°C

10 94°C 1 min 55°C 1 min 72°C 1 min

3.6.6 Elektrophorese

Zur Uberprifung der erfolgten Amplifikation wurde ein Aliquot des PCR-Ansatzes in
einem Agarosegel in 0,5xTAE-Puffer (50xTAE: 242 g TRIS-Base, 57,1 ml Eisessig,
100 ml 05 M EDTA (pH 8,0)) elektrophoretisch aufgetrennt. Die

Agarosekonzentration entsprach der nachzuweisenden Fragmentldnge (MANIATIS et
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al. 1982). Die Gele wurden 7 min mit Ethidiumbromid (4 mg/l) angeférbt, in einem 1
mM Magnesiumchloridbad zur Kontrasterhdhung 15 min lang entfarbt und im UV-
Licht sichtbar gemacht. Die Dokumentation erfolgte mit ChemDoc (Bio-Rad). Als
GréRenstandard wéhrend der Elektrophorese wurde ein 100 bp ladder (Amersham

Pharmaia Biotech) verwendet.

3.6.7 Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE)

Zur Charakterisierung der allgemeinen und methanotrophen Diversitat wurde die
DGGE als Fingerprint-Methode eingesetzt.

Dieses Verfahren beruht auf einer Trennung gleichlanger PCR-Fragmente
verschiedener Sequenz aufgrund unterschiedlichen Schmelzverhaltens in einem
denaturierenden Gradienten (FISCHER & LERMAN 1983, MuyzeR et al. 1993). In ein
vertikales Acrylamidgel wird ein linearer Gradient der denaturierenden Agentien
Formamid und Harnstoff eingebettet, der in Kombination mit einer Temperatur von
60°C daflr sorgt, daf¥ die Fragmente im Verlauf der Elektrophorese in Abh&ngigkeit
von der Basenzusammensetzung aufschmelzen und so in ihrer Mobilitat
eingeschrankt werden (Muyzer & RamsING 1995, Muyzer 1999). Um eine optimale
Trennung der PCR-Produkte zu erzielen, besitzt ein Primer an seinem 5-Ende eine
sogenannte GC-Klammer. Hierdurch werden die PCR-Produkte mit einer 40
Basenpaar langen GC-reichen Region versehen. Diese nicht schmelzende Region
(.high melting domain®) halt die DNA wiahrend der DGGE-Auftrennung &hnlich einer
“Klammer” zusammen und bewahrt so die DNA vor einer vollstédndiger Dissoziation in
Einzelstrénge.

In der DGGE-PCR kamen Primer zum Einsatz, die die hochvariable Region V3 der
16S rDNA amplifizierten; sollte ausschlieRlich DNA methanotropher Bakterien
amplifiziert werden, wurden eine PCR mit gruppenspezifischen Primern (s. Tab. 3.3)
vorangestellt und somit eine ,nested” PCR durchgefihrt.

Die Elektrophorese wurde in einem Dcode Universal Mutation Detection System (Fa.
Bio-Rad) in 1x TAE-Puffer (40 mM Trisacetat, 20 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA,
pH-Wert 7.4) bei 60°C und 150 V durchgefiihrt. Die optimale Dauer der
Elektrophorese wurde empirisch bestimmt und betrug i. d. R. 5 Stunden. Der
optimale Gradient denaturierender Agentien wurde durch Gele ermittelt, die einen
Gradienten von 0-100 % aufwiesen, wobei 100 % denaturierende Agentien einer

Konzentration von 40 % Formamid und 7 M Harnstoff entsprach.
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8 %ige Acrylamid/Bisacrylamid-Gele wurden auf Tragerfolie (Gel-Fix for PAG, Serva
42968) in einer dafir vorgesehenen GieRapparatur gegossen. Die

Zusammensetzung der Gele ist Tab. 3.5 zu entnehmen.

Tab. 3.5: Zusammensetzung der DGGE-Gele

40%iges Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 4 ml

50xTAE (s.0.) 0,2 ml

Formamid 0 50 ... 100%
0 355... 7,1mi

Harnstoff 0 50 ... 100%
0 42 ... 84g

A. dest. Ad 20 mi

Die Polymerisation in den zuvor entgasten Gelansdtzen wurde durch Zugabe von
20 yl TEMED (N'-N‘-N‘-N'Tetra-methyl-ethylendiamin) und 100 pl frische 10%ige
Ammoniumpersulfatiésung gestartet.

Der denaturierende Gradient wurde durch Mischen zweier Gele mit dem minimalem
und maximalem Gradienten in einem Gradientenmischer (Modell 475, Fa. Bio-Rad)
hergestellt. Nach der Polymerisation wurde das Gel mit einem Sammelgel, das den

Taschenbildungskamm aufnahm und folgende Zusammensetzung hatte:

40% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 2ml
50x TAE 0,1 ml
A. dest ad 10 ml
TEMED 10 pl
10%ige Ammoniumpersulfatiésung 50 pl

abgeschlossen.

In die gespilten Taschen des Sammelgels wurden jeweils 10-15 pl des zu
analysierenden PCR-Produktes mit 2 pl eines Auftragspuffers aufgetragen und die
Elektrophorese bei 60°C und mit 150 V gestartet.

Zur Uberprifung des Gradienten und zum Vergleich verschiedener Gele miteinander

wurden PCR-Produkte mitgefiihrt, die DNA folgender Spezies steigenden GC-
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Gehaltes enthielten: Nocardia spec., Clostridium pasteurianum, Burkholderia gladioli,

Erwinia carotovora, Streptomyces aureofaciens, Pseudomonas fluorescens

3.6.8 Silbernitratfarbung
Die in der DGGE elektrophoretisch aufgetrennte DNA wurde mittels

Silbernitratfarbung sichtbar gemacht. Dieser Farbung wurde aufgrund der niedrigen
Nachweisgrenze von 0,5-2 ng DNA/Bande der Vorzug gegeniber der
Ethidiumbromid-Anfarbung gegeben, ein weiterer Vorteil dieser Anfarbung liegt in der
dauerhaften Dokumentation der Gele. Das Prinzip der Farbung basiert auf der
Komplexierung von Silber-lonen (Ag+) mit DNA (auch mit Proteinen), anschlielend
wird das Silber mit alkalischem Formaldehyd reduziert und féllt aus.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel 5 min in 10 %igem Ethanol und 2 mal 3 min
in 1 %iger Salpetersaure fixiert und mit A. dest. gespuilt. Die Anfarbung des Gels
erfolgte durch ein 20 minitiges Bad in 0,2 %iger Silbernitratidsung. Nach
grindlichem Waschen in A. dest. wurde das Gel durch mehrmaliges Baden in 4 °C
kalter 3 % iger NaCOs-Losung, die 0,02 % Formaldehyd enthielt, entwickelt. Nach
kurzem Spulen mit A. dest. wurde die Entwicklung durch ein 3minitiges Bad in 10 %
iger Essigsdure gestoppt. Abschlielend wurde das Gel fur 10 min in 5 %igem
Glycerin geschwenkt. Das Gel wurde an der Luft getrocknet, mit einer Folie
abgedeckt und im Durchlicht gescannt (HP ScanJet). Die Auswertung der Gele
erfolgte mit der Software Phoretix 1D Advanced Vers. 4.01.

3.6.9 Phylogenetische Einordnung

Die Sequenzierung der 16S rDNA wurde am Einzelstrang von der Firma GATC
(Konstanz) durchgefiihrt. Ahnliche Sequenzen wurden mit dem Programm BLAST
(BLAST Version 2.2.2; ALTSCHUL et al. 1997) gesucht, dem als Datenbasis GenBank,
EMBL, DDBJ und PDB =zugrunde liegen. Die Sequenzen der Isolate und
reprasentativer phylogenetischer Nachbarn wurden mit dem Programm ClustalW,
das auf dem Needleman-Wunsch-Verfahren beruht, aligniert. Das Dendrogramm
wurde mit dem Programmpaket PHYLIP Vers. 3.6 (FELSENSTEIN 1993) erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Standortcharakterisierung

4.1.1 Bodenluftzusammensetzung

In den Stédten Leipzig und Taucha wurden zur Charakterisierung des AusmalRes der
Gasaustritte aus undichten Leitungen Bodenluftuntersuchungen durchgefiihrt.

In den Abb. 4.1 und 4.2 ist die Bodenluftzusammensetzung in den untersuchten
Standorten zu den Zeitpunkten der Bodenprobenahmen in Tiefen zwischen 10 und
100 cm dargestelit.

Die einzelnen StraRenbaumstandorte wiesen sehr groRe Unterschiede hinsichtlich
der Bodenluftzusammensetzung auf. Die hdchste an einem Standort gemessene
Methankonzentration betrug 92,6 Vol.-% in 60 cm Bodentiefe (Abb. 4.1, Standort
Taucha, Strae 1 (T 1)), sogar der Oberboden dieses mit einem abgestorbenen
Jungbaum besetzten Standortes wies noch 62,1 Vol.-% Methan auf. Die
Sauerstoffkonzentration betrug im gesamten Bodenprofil weniger als 5 Vol.-%, der
Kohlendioxidgehalt war mit 5-6 Vol.-% in allen Tiefenstufen erhéht. Die folgenden
Standorte  (Abb. 4.2) =zeigen ein deutlicheres Profil hinsichtlich der
Gaszusammensetzung vom Ober- zum Unterboden hin. Der Kohlendioxidgehalt

nimmt erwartungsgemaf mit der Tiefe zu und der Sauerstoffgehalt ab. An den
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Abb. 4.1: Gaskonzentrationen im Boden der Standorte T 1 und T 2 am 15.9.1997

Standorten L 1 bis L 3 und L 5 konnte zwar zum Zeitpunkt der Probenahme kein
Methan gemessen werden, hier liegen jedoch erhohte Kohlendioxidgehalte vor, die
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Abb. 4.2: Gaskonzentrationen im Boden des Referenzstandortes (R) und der

Standorte L 1 bis L 7 (23.07.1998)
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fir das Wurzelwachstum von Baumen als schédlich gelten. Ob diese CO,-Gehalte in
erster Linie auf eine frihere Methanoxidation oder die Veratmung der organischen
Bodensubstanz bzw. Wurzelrespiration zuriickzufilhren sind, ist aus der
Isotopensignatur des Gases ersichtlich (vgl. Kap. 4.5.2). Im Jahr zuvor konnte
Methan jedenfalls an L 1 und L 3 nachgewiesen werden (ScHULTE 1998), wobei L 1
in rdumlicher Nahe zu einem Gasleck liegt. Die in einer anderen StraRe gelegenen
Standorte L 6 und L 7, die mit einer abgestorbenen bzw. geschadigten Platane
bewachsen sind, weisen wiederum aktuelle Methanausgasungen auf und dies
obwohl die defekte Leitung in dieser Stralle bereits stillgelegt wurde.

Der jahreszeitliche Gang der Bodenluftzusammensetzung der Standorte R und L 4
bis L 7 ist den Abbildungen 4.3 bis 4.7 zu entnehmen. Auf die Darstellung der
Standorte L 1 bis L 3 wurde der Ubersichtlichkeit halber verzichtet. Wie zu erwarten
war, fuhrt in der warmeren Jahreszeit die mikrobielle Aktivitat im Boden und die
Wurzelatmung der Bdume zu einem Rickgang der Sauerstoffkonzentration und
einem Anstieg des Kohlendioxidgehaltes im Boden. Dieser jahreszeitliche Gang wird
beim Referenzstandort R am deutlichsten und ist auch bei dem Standort L 5

ausgepragt.
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Abb. 4.3: Jahreszeitlicher Verlauf der Gaskonzentrationen an dem Referenzstandort
R (Werte nach Schulte 1998)
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Die erdgasbeeinfluRten Standorte L 4, L 6 und L 7 hingegen zeigen abweichende

jahreszeitliche Verlaufe mit stark fluktuierenden Gaskonzentrationen.
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Abb. 4.4: Jahreszeitlicher Verlauf der Gaskonzentrationen an dem erdgas-
beeinfluRten Standort L 4 (Werte nach Schulte 1998)
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Abb. 4.5: Jahreszeitlicher Verlauf der Gaskonzentrationen an dem erdgas-
beeinfluiten Standort L 5 (Werte nach Schulte 1998)
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Abb. 4.6: Jahreszeitlicher Verlauf der Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentration an
dem erdgasbeeinfluten Standort L 6 (Werte nach Schulte 1998)
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Abb. 4.7: Jahreszeitlicher Verlauf der Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentration an
dem Standort L7 (Werte nach Schulte 1998)
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4.1.2 Bodenphysikalische und -chemische Charakterisierung

An erdgasbeeinfluBten Standorten war eine Reduktion von Mangan- und

Stickstoffverbindungen zu beobachten (Tab. 4.1). Der Gehalt an mobilem Mangan

war am Standort L 4 um das ca. 400fache gegeniiber dem Referenzstandort erhéht.

Tab. 4.1: Bodenchemische Charakterisierung ausgewahlter Straenstandorte (Werte
nach SCHULTE 1998)

Standort |Tiefenstufe| pH-Wert | Corg | mobiles | Nitrat (mg | Ammonium (mg
(cm) (CacCly) (%) | Mangan [NO3-N/100g| NH4-N/100g
(ng/kg) Boden) Boden)
R 0-10 78 0,74 72,6 0,14 0,04
10-40 7.5 0,72 26,0 0,16 0,04
40-70 7.5 0,79 111,4 0,07 0,03
70-100 7,6 0,56 87,0 0,06 0,06
L1 0-10 6,4 3,76 | 492,11 0,04 0,16
10-40 6,9 2,71 5214 0,06 0,09
40-70 7,2 0,94 | 1900,0 0,06 0,01
70-100 7,5 0,56 143,4 0,19 0,01
L2 0-10 6,7 3 1551,2 0,05 0,06
10-40 6.9 2,73 | 1173,9 0,07 0,05
40-70 6,6 1,05 9529 0,08 0,01
70-100 7.2 1,09 2227 0,2 0,01
L3 0-10 6.8 2,8 335,0 0,09 0,06
10-40 6,7 1,94 115,9 0,21 0,01
40-70 6.4 0,31 165,9 0,15 0,01
70-100 58 0,17 | 1350,6 0,32 0,01
L4 0-10 6,7 2,01 | 8817,6 0,09 0,19
10-40 7.5 0,68 | 1006,6 0,1 0,06
40-70 6,8 0,77 | 41973,8 0,08 2,61
70-100 7,1 0,79 | 32479,5 0,08 2,07
L5 0-10 6,9 1,48 91,5 0,4 0,21
10-40 6,9 0,69 32,1 0,16 0,03
40-70 6,9 1,16 21,6 0,18 0,02
70-100 6,6 1,12 190,1 0,23 0,18
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Eine deutliche Zunahme der Ammoniumkonzentration vom Ober- zum Unterboden
hin ist ebenfalls beim stark erdgasgeprégten Standort L 4 zu verzeichnen. Unter den
Sauerstoffmangel-Verhéltnissen dient Nitrat als terminaler Wasserstoff-Akzeptor und
wird zu Ammonium umgesetzt. Am Coq-Gehalt 1&Rt sich eindeutig der sanierte
Referenzstandort mit homogenem C,y-Gehalt von den unsanierten Baumscheiben
unterscheiden, bei denen die fiir gewachsene Béden typische Abnahme vom Ober-
zum Unterboden hin zu erkennen ist. Ein Einflul des Erdgases |4Rt sich hieraus
nicht ableiten. Der pH-Wert veranderte sich nicht signifikant.

4.1.3 Biologische Charakterisierung

Ausgewdhite Enzymaktivititen und die mikrobielle Biomasse wurden im Boden
bestimmt, um zu ermitteln, inwiefern das Erdgas den physiologischen
Gesamtzustand der Mikroflora beeinflut. Als MaR fir die bodenbiologische Aktivitat
wurden neben der mikrobiellen Biomasse das Endoenzym Dehydrogenase, die
DMSO-Reduktion und das zellfreie Enzym alkalische Phosphatase bestimmit.

Die Ergebnisse der Standorte R, L 4, L 6 und L 7 sind den Abbildungen 4.8 bis 4.11
zu entnehmen. Die Biomassegehalte und Enzymaktivitdten der Standorte R und L 4
sind als gering einzustufen, dabei unterscheidet sich der durch hohe
Methanausgasungen und geringen Sauerstoffgehalt gekennzeichnete Standort L 4
kaum von dem Referenzstandort. Generell ist mit zunehmender Bodentiefe ein Abfall
der biologischen Aktivitdt zu verzeichnen (z. B. Abb. 4.11). Am schlechtesten
korreliert die Dehydrogenase-Aktivitdt mit einem Korrelationskoeffizienten von
r=0,519 (P < 0,0001) mit der mikrobiellen Biomasse (Tab. 4.2), so dal bei den

Standorten L 6 und L 7 auf die Bestimmung dieses Parameters verzichtet wurde.

Tab. 4.2: Korrelationsmatrix der Parameter der bodenmikrobiologischen Aktivitat

DMSO DHA Alk. Phosphatase
Mikr. Biomasse |0,740 0,519 0,688
DMSO - 0,787 0,762
DHA - - 0,695

Bemerkenswert sind die erhéhten Werte der mikrobiellen Biomasse und der
alkalischen Phosphatase in der Tiefenstufe 70-100 cm des Standortes L 6, die mit
einer hohen Methan- und niedrigen Sauerstoffkonzentration einhergehen.
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Abb. 4.8: Bodenmikrobiologische Aktivititen am Referenzstandort (Daten nach
KLIMANEK 1998)
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Abb. 4.9: Bodenmikrobiologische Aktivitdten am Standort L 4 (Daten nach KLIMANEK
1998)
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Abb. 4.10: Bodenmikrobiologische Aktivititen am Standort L 6 (Daten nach
KLIMANEK 1998)
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Abb. 4.11: Bodenmikrobiologische Aktivitdten am Standort L 7 (Daten nach
KLIMANEK 1998)
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4.2 Pflanzgefale

Um den EinfluR von Standortvariabilitdten zu eliminieren und Untersuchungen unter
standardisierten Bedingungen durchzufiihren, wurden die folgenden Versuche in
PflanzgefaRen durchgefithrt. Substratunterschiede, verschiedener Bewuchs der
Baumscheiben und duRere Stérungen (durch Befahren, Hunde etc.) lieen sich so
ausschliefen. Die Applikationsmengen der begasten GefaRe betrugen zwischen 10
und 500 cm®min Erdgas.

Die unterschiedlichen Vitalititszustande der Baume nach einer Behandlungsdauer
von 12 Wochen sind in Abb. 4.12 zu erkennen. Die ersten Vitalitdtsunterschiede
zwischen dem Kontrollbaum und den Baumen der begasten GefélRe zeigten sich
bereits nach einem Monat. Zu den ersten Anzeichen gehérten Verwelken und

Vergilben der Blatter; héhere Begasung bzw. langere Versuchsdauer riefen fast

vollstandigen Blattverlust hervor, die verbliebenen Blatter waren gelb.
.

ohne Erdgaseinleitung 50 cm®/min ‘ 500 cm*min

Abb. 4.12: Winterlinden in PflanzgefaRen verschiedener Erdgaseinleitungen nach
12wochiger Behandlungsdauer

4.2.1 Bodenluftzusammensetzung

Die sich nach einem Zeitraum von 19 Wochen eingestellten Gaskonzentrationen sind
in der Abb. 4.13 wiedergegeben. In dem nicht begasten Referenzgefal? sammelt sich
das wahrend der Respiration entstandene Kohlendioxid in der Tiefe an. Der
Kohlendioxidanstieg fallt erwartungsgemaR nicht so hoch aus wie im StralRenstandort
R, da es sich bei den Pflanzgefallen weder um verdichteten noch versiegelten Boden
handelt, der einen besseren Gasaustausch mit der Atmosphare zulafdt. Dieser
Gasaustausch tritt jedoch in den Hintergrund, betrachtet man die begasten Gefale,
deren Bodenluft in erster Linie von dem aufsteigenden Methan geprégt ist. Es konnte

gezeigt werden, dal es bei einer hohen Erdgaseinleitung (500 cm®min) zu einer
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weitreichenden physikalischen Verdrangungen alle iibrigen Bodengase kommt und
die Bodenluft in 70-100 cm Tiefe aus 92,5 Vol.-% Methan besteht. Hier entspricht
eine Begasung von 500 cm®min den Gasverhéltnissen des Standortes L 1. Nicht
verdrangter Restsauerstoff von 2,2 Vol.-% reicht fiir methanotrophes Wachstum nicht
aus, es entsteht kein Kohlendioxid. Nur in den oberen Bodenschichten ist noch
hinreichend Sauerstoff vorhanden, um methanotrophe Aktivitdt zu erméglichen, wie
an den erhohten Kohlendioxidwerten zu erkennen ist. Eine Begasung von 50
cm®min spiegelt die Gaszusammensetzung der Standorte L 4 oder L 7 wieder, die
fur methanotrophes Wachstum optimalen Gasverhiltnise fithrten zu einer
Anreicherung von 10 Vol.-% Kohlendioxid in der mittleren Tiefenstufe. In 40 =100 cm
Tiefe wird deutlich, dal die Kombination aus Bodenluftverdrangung und
methanotrophem Wachstum zu héherem Sauerstoffdefizit fiihrt als rein physikalische

Verdrangung.
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10-40 10-40 £
8 8
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c c
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Abb. 4.13: Gaskonzentrationen im Boden der PflanzgefaRe ohne Begasung und mit
einer Begasung von 50 cm*/min bzw. 500 cm®min Erdgas (19 Wochen)
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4.2.2 Bodenphysikalische Charakterisierung

Der EinfluR der Erdgases auf bodenphysikalische Parameter wurde exemplarisch an
gestdrten Bodenproben eines unbegasten Lysimeters und zweier mit 500 cm®min
begasten Lysimeter bestimmt, hierzu wurden jeweils die unteren Tiefenstufen
ausgewahlt, da hier am ehesten mit bodenphysikalischen Verénderungen zu rechnen
war. Aufer der Aggregatstabilitét, die durch NaR-Siebung ermittelt wurde, wurden
zur besseren Charakterisierung der Substrate der permanente Welkepunkt und die
Festsubstanzdichte gemessen.

Die Bodenproben der begasten Lysimeter wiesen einen héheren Wassergehalt und
koharente Verdichtungsgefiige auf, wahrend die trockeneren unbegasten Proben aus
Kriimeln und Pseudoaggregaten bestanden.

Die Unterschiede in der Aggregatstabilitit zwischen begastem und unbegastem
Boden waren sehr gering, nur eines der begasten Lysimeter wies mit 2,41 mm einen
signifikant (P=0,0026) niedrigeren A GMD Wert als die entsprechende Tiefenstufe
des unbegasten Lysimeters auf, welches auf eine steigende Stabilitét der Aggregate
hinweist. Auch bei der Festsubstanzdichte und dem permanenten Welkepunkt traten
kaum Differenzen zwischen den Behandlungsvarianten auf, der deutlich hohere
permanente Welkepunkt des begasten Lysimeters deutet -trotz gleichen
Ausgangssubstrats- auf ein tonreicheres Substrat hin und ist nicht auf die

Behandlung zurtickzufiihren (Tab. 4.3).

Tab. 4.3: Aggregatstabilitit (AGMD), permanenter Welkepunkt (PWP) und
Festsubstanzdichte in einem unbegasten Lg/simeter und zwei parallel Gber
einen Zeitraum von 16 Monaten mit 500cm®/min begasten Lysimetern.

Begasung mit Tiefenstufe A GMD PWP Festsubstanzdichte
Erdgas (cm) (mm) (M%) (glem®)
unbegast 60-80 2,48 + 0,02 11,52 +1,01 2,58
unbegast 80-100 2,53+0,02 10,01+ 0,34 2,58
~ 500 cm®/min 70-100 2,41£0,02 14,55 + 0,68 2,58
500 cm®/min’! 70-100 2,44 +0,04 9,36 0,023 2,58

*) parallel behandeltes Lysimeter
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4.2.3 Bodenchemische Charakterisierung

Die Erdgasapplikation bewirkte eine nachhaltige Veranderung der bodenchemischen
Verhaltnisse.

Steigende Applikationsmengen gingen mit zunehmenden Ammonium- und sinkenden
Nitratkonzentrationen einher (Abb. 4.14). Das Ammonium wurde entweder nicht
nitrifiziert oder das vorhandene Nitrat diente fakultativen Anaerobiern als terminaler
Wasserstoff-Akzeptor und wurde denitrifiziert bzw. im Zuge der assimilatorischen
Nitratreduktion wieder zu Ammonium umgesetzt. Hshere Ammoniumkonzentrationen
infolge der Ammonifikation des organischen Stickstoffs in der obersten Bodenschicht
sind nur im Kontrollgefa® und im hoch begasten Gefal zu erkennen. In begasten
Pflanzgefalien blieb die Nitratkonzentration mit der Bodentiefe nahezu konstant, aus
den oberen in die unteren Bodenschichten ausgewaschenes Nitrat, wie im
Kontroligef&R ersichtlich, wurde reduziert. ErwartungsgemaR ist der Gehalt an
organischen Kohlenstoffverbindungen in der obersten Bodenschicht am gréRten und
nimmt mit der Tiefe ab. In den mit Erdgas beaufschlagten PflanzgefaRen sind
gegeniber dem KontroligefaR leicht erhdhte Cog-Werte festzustellen. Der
pflanzenverfigbare Phosphorgehalt in den mit Erdgas beaufschlagten Béden ist
gegenlber den unbegasten Béden in den unteren Bodenschichten erhéht.
Tendenziell 1&Rt sich die Erhéhung der Pflanzenverfiigbarkeit von Nahrstoffen durch
Erdgas auch beim Kalium erkennen. Allerdings zeigt sich die deutlichste Auswirkung
des Erdgases auf den Gehalt an Nahrstoffen beim ammoniumnitratextrahierbaren
Mangan. Insbesondere in den Unterbodenschichten kommt es zu einer Anhebung

des Mangangehaltes um bis das ca. 100fache gegentiber dem KontrollgefanR.
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Abb. 4.14: Nahrstoffgehalte im Boden der Pflanzgeféfie ohne Begasung und mit
einer Begasung von 50 cm®/min bzw. 500 cm*/min Erdgas (19 Wochen)
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4.2.4 Mikrobiologische Charakterisierung

Methanotrophe und andere aerobe Heterotrophe konkurrieren um den im Boden
verbliebenen Sauerstoff, eine Abschatzung der PopulationsgréRe beider Gruppen ist
daher von Interesse. Die Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einheiten (KBE)
diente zur Ermittlung der Zellzahl aerober Heterotropher.

Die KBE (Abb. 4.15) im Boden nimmt im Vergleich zum unbegasten Lysimeter bei
Erdgasbeaufschlagung zu. Durch die Methanoxidation reichern sich mikrobielle
Biomasse und gegebenenfalls Metabolite im Boden an, die Grundlage fiir das

Wachstum heterotropher Bakterien sind, so daf? die Zellzahl im Boden ansteigt.

w 4,00E+08
om
X
3,00E+08
2,00E+08
1,00E+08
0,00E+00 ‘ -
Kontrolle 50 cm3/min 500 cm3/min
Begasungsvariante

Tiefenstufe B 1040 cm O040-70 cm 70-100 cm

Abb. 4.15: Anzahl der koloniebildenden Einheiten im Boden der Pflanzgefale ohne
Begasung und mit einer Begasung von 50 cm®min bzw. 500 cm¥min
Erdgas (19 Wochen)

Die zunehmenden anaeroben Bodenverhéltnisse bei héherer Begasung bewirken
eine Abnahme der Zahl aerober Bakterien zugunsten der Zahl anaerober Bakterien.
Die KBE zeigt eine deutliche Abhadngigkeit von der Tiefenstufe bzw. von der mit der
Tiefe sinkenden Sauerstoffkonzentration.

Die Bestimmung der KBE methanotropher Bakterien hat sich als unzuldngliche
Methode erwiesen, solange die Zahl Methanotropher die Anzahl heterotropher
Bakterien unterschreitet. In niedrigen Verdinnungsstufen waren auf NMS-Medium
Kolonien heterotropher Bakterien zu finden, wie sich durch die Kontrolle mit N&hr-

und R2A-Agar herausstellte. Verunreinigungen des Agars waren nicht ursachlich fur
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dieses Wachstum, da KBE-Ansétze mit Nobelagar oder Silicagel keine Verbesserung
brachten, auf diesen Verfestigungsmedien zeigten Methanotrophe eher eine
verminderte F&higkeit Kolonien zu bilden.

Das Wachstum oligocarbophiler Bakterien wird durch die Verschleppung geringer
Konzentrationen organischer Substanzen mit der Verdiinnung der Bodensuspension
erméglicht. Eine erfolgreiche Methode der Zellzahlbestimmung war hingegen der
Mikro-MPN.

Aufgrund der ubiquitdren Verbreitung methanotropher Bakterien konnten diese auch

in den KontrollgefaRen in geringer Abundanz im Mikro-MPN detektiert werden.

5 8x10°
2 B Tiefenstufe 0-10cm
m [ Tiefenstufe 10 - 40 cm
E mEm Tiefenstufe 40 - 70 cm
o pxios | == Tiefenstufe 70-100em | ]
\1
5
O
4
o
= a0 ——————————— o} — -
2X108 o e e

Kontrolle 10 cm3/min 30 cm3/min

Begasungs-Variante

Abb. 4.16: MPN methanotropher Bakterien in unterschiedlich begasten Lysimetern
(20 Wochen, Winterhalbjahr)

Bis zu einer Begasung von 50 cm®/min steigt die Anzahl methanotropher Bakterien
mit der Erdgasmenge an, erwartungsgeman im Sommer- (Abb. 4.17) stérker als im
Winterhalbjahr (Abb. 4.16). Die Abundanz steigt in den Geféfien mittlerer Begasung
mit der Tiefe, da hier noch ausreichend Sauerstoff vorhanden ist. Hingegen ist in den
mit 500 cm®/min Erdgas beaufschlagten GefaRen aufgrund des verdrangten Boden-
sauerstoffes ein Riickgang der methanotrophen Population zu verzeichnen. Die
Abhangigkeit der Anzahl Methanotropher vom Methangehalt des Bodens ist in Abb.
4.18 dargestellt. Bis zu einem Methangehalt von ca. 25 Vol.-% steigt die Anzahl

Bakterien auf 4,6*10° an, um danach konstant zu bleiben.

51



4 Ergebnisse

Bei hoherer Begasung wird die mikrobielle Methanoxidation durch die geringe
Sauerstoffverflgbarkeit limitiert, so dafl die Zellzahl geringer ist als bei einer

optimalen Versorgung mit Methan und Sauerstoff.
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Abb. 4.17: MPN methanotropher Bakterien in unterschiedlich begasten Lysimetern
nach 16 Wochen (Sommer)
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Abb. 4.18: MPN methanotropher Bakterien in unterschiedlich begasten Lysimetern
(15 monatige Erdgaseinleitung)
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Mit dem BIOLOG-System sollten die heterotrophen Bakterien zun&chst aus den
Standorten T 1 und T 2 identifiziert werden. Hierbei erwies sich BIOLOG als nicht
brauchbar fiir die untersuchten Umweltisolate. Alle untersuchten Isolate wurden
entweder eindeutig falsch oder nicht identifiziert. Dies ist zum einen Teil darin
begriindet, dall 6kologisch bedeutsame, aber schwer zu diagnostizierende Bakterien
(Streptomyces, Nocardia, Mycobacterium) nicht in der Datenbank von BIOLOG
enthalten sind (WUNSCHE & BABEL 1996). Andererseits weisen die Umweltisolate
langsameres Wachstum auf, als die klinischen Arten, fur die das BIOLOG-System
entwickelt wurde, so daR die vorgegebene Inkubationszeit von 24-48 h nicht
hinreichend ist. Eine weitere Identifizierung von |Isolaten aus anderen
Stralenstandorten wurde aus diesem Grund nicht verfolgt. Hingegen wurde das
Substratverwertungsmuster der gesamten Mikrobiozénose verschieden begaster
PflanzgefaRe mittels BIOLOG-Platten aufgenommen. Die Begasungsvarianten 0, 50
und 500 cm®min wurden nach 16 monatiger Begasungsdauer miteinander
verglichen. Die Ahnlichkeiten dieser metabolischen Fingerprints sind Abb. 4.19,
einem Dendrogramm nach dem Ward-Verfahren, zu entnehmen. Die Clusteranalyse
trennt deutlich zwischen den Begasungsvarianten. So bilden die oberen
sauerstoffreichsten Bodenschichten des KontrollgefiRes eine eigene Gruppe,
ebenso wie die unteren methanangereicherten Bodenschichten der hoch begasten
Gefalke. Die Bodenluftzusammensetzung stellt erwartungsgemal® einen
mafgeblichen Faktor fur die Zusammensetzung der Mikrobiozénose dar. Die
Bestimmung des Substratverwertungsmuster in BIOLOG-Platten hat sich, im
Gegensatz zur ldentifizierung einzelner Umweltisolate, als geeignete Methode

erwiesen.
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Abb. 4.19: Ahnlichkeiten der Substratverwertungsmuster nach BIOLOG der
Mikrobiozénose verschieden begaster Pflanzgefiae (16 monatige
Begasungsdauer) dargestellt als Dendrogramm nach dem Verfahren von
WARD, die Balken geben die Bodenluftzusammensetzung der jeweils
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4.3 Methanotrophe Isolate aus erdgasbeeinfluBten Stralenbéden

Zur qualitativen Charakterisierung der methanotrophen Population wurden zwei
Strategien verfolgt, eine kultivierungsabhangige und eine —unabhangige Methode.
Zum einen wurden aus ausgewahlten StralRenstandorten methanotrophe Bakterien
angereichert und isoliert, zum anderen wurden sowohl in StralRenstandorten als auch
in den Pflanzgefalien molekulardkologische Untersuchungen durchgefihrt, die

Gegenstand des Kapitels 4.4 sind.

4.3.1 Anreicherung und Isolierung methanotropher Bakterien

Obwohl die einzigartige Fahigkeit methanotropher Bakterien Methan als alleinige
Kohlenstoff- und Energiequelle zu verwenden, ein sehr gutes Selektionskriterium
darstellen sollte, welches das gleichzeitige Wachstum nicht-methanotropher
Bakterien in Anreicherungskulturen unterbinden sollte, stellt die grofite Schwierigkeit

beim Umgang mit Methanotrophen die Aufreinigung zu Reinkulturen dar.

Unter Ausnutzung der unterschiedlichen Eigenschaften methanotropher Spezies,
wurde das in Abb. 4.20 dargestellte Anreicherungsschema entwickelt, mit dem Ziel

der Gewinnung einer maximalen Anzahl verschiedener Isolate.

Durch das differenzierte Anreicherungsverfahren sollten folgende Vorteile gegeniiber

herkédmmlichen Methoden realisiert werden:
¢ effizientere Extraktion der Bakterien aus dem Boden
+ spezifische Anreicherungen fir beide methanotrophe Typen

¢ quantitative Eliminierung der heterotrophen Begleitorganismen
aufgrund unterschiedlicher morphologischer und physiologischer

Eigenschaften (z. B. Zellgrélie, Zellhydrophobie)

Bei der Anreicherungs- und Isolierungsstrategie wurden solche Gattungen nicht
beriicksichtigt, die nur unter deutlich verschiedenen Habitatbedinungen anzutreffen
sind, wie marine, thermophile, acidopile oder alkalophile Gattungen. Eine
Anreicherung psychrophiler Methanotropher bei 10°C fiihrte nicht zum Wachstum

einer Kultur.

Um sicherzustellen, dal® mit dieser Methode nicht gering abundante Physiotypen
erfallt wurden, die unter den gewahlten Anreicherungsbedingungen die héchste
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Abb. 4.20: FlieBschema zur Anreicherung und Isolierung methanotropher Bakterien

Wachstumsrate aufweisen und somit langsamer wachsende Typen mit hoher
Abundanz im Inokulum Uberwachsen, dienten ebenfalls terminalpositive
Verdinnungsstufen von MPN-Untersuchungen als Inokulum fiir Anreicherungen.
Parallel hierzu erfolgte eine mikroskopische Beurteilung dieser Verdunnungsstufen.
Die Beobachtung im Phasenkontrast zeigte ein Vorherrschen von Zelltypen, die auch

in den jeweiligen Anreicherungskulturen dominierten.

Die haufigsten Begleitorganismen bei methanotrophen Anreicherungskulturen
stellten methanolverwertende Bakterien dar, z. B. Hyphomicrobium, diese sind
aufgrund ihrer charakteristischen Morphologie leicht zu identifizieren und aus den
Kulturen auch leicht zu entfernen. Kleine Stabchen oliogocarbophiler Bakterien
stellen eine schwieriger zu eliminierende Komponente der Anreicherungskulturen
dar. Das Wachstum dieser Bakterien wird einerseits durch die Verschleppung

geringer Konzentrationen organischer Substanzen mit der Verdlnnung der
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Bodensuspension ermdglicht, andererseits dienen Agarverunreinigungen und
Exometabolite Methanotropher als Quelle organischer Verbindungen. Eine Anzucht
auf Nobelagar oder Silicagel zur Vermeidung von Agarverunreinigungen brachte
keinen Erfolg, auf diesen Medien war eine stark reduzierte Koloniebildungsfahigekit
Methanotropher zu verzeichnen. Eine n&here Bestimmung der Begleitflora wurde
nicht durchgefiihrt. Ein groRer Anteil der heterotrophen Bakterien war durch haufiges
Passagieren der Fliissigkultur und Ausplattieren nicht zu eliminieren, durch Filtration
und Resuspension des Filters konnte er jedoch deutlich reduziert werden. Eine
Porengrée von 0,45 um des Filters erwies sich als geeignet, um die 0,4-1 pm
breiten und 0,7-2 ym langen methanotrophen Bakterien von den deutlich kleineren
Zellen der Begleitflora zu trennen. Bei Anwesenheit von Typ Il Methanotrophen
wurde die Anreicherungskultur fiir 15 bis 20 min auf 80°C erhitzt, dies resultierte im
Absterben der Begleitorganismen, von Typ | methanotrophen Zellen und von
vegetativen Zellen Typ Il Methanotropher, wirkte sich jedoch nicht auf die

Lebensfahigkeit von Exosporen und Lipidzysten der Typ Il Methanotrophen aus.

Mit den Isolierungsmethoden wurden drei Stamme unterschiedlicher methanotropher
Arten erhalten, die Stdmme erhalten die Stammbezeichnungen GB 18, GB 19 und
GB 20.

Die Reinheit der Kulturen wurde bei dem Isolat GB 18 durch Mikromanipulation, bei
GB 19 in erster Linie durch Erhitzen der Kultur auf 80°C und Anzucht aus Exosporen
und bei GB 20 durch Hexan-Behandlung erzielt. Anreicherungs- und
Isolierungsbedingungen sowie eine erste Charakterisierung der Stémme ist Tab. 4.4
zu entnehmen. Die Reinheit der Kulturen wurde regelmafRig durch mikroskopische
Kontrollen und fehlendes Wachstum auf Komplexmedien (R2A, Né&hragar,
NMSiigocarbophils Pilzagar) bestatigt.

Variierende Methangehalte hatten keine Begunstigung eines methanotrophen Typs
zur Folge, mikroskopische Untersuchungen im Phasenkontrast ergaben keine
Unterschiede zwischen Kulturen des gleichen Inokulums, die mit dem in situ-

Methangehalt oder mit der Standardbegasung 30:70 begast wurden.

Der Erfolg des jeweiligen Anreicherungs- oder Isolierungsschrittes wurde mittels PCR

und phylogenetischen Primern verfolgt.
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(Vol.-%)

Wachstums-

bedingungen
Isolierungsmethode
Gramverhalten
Oxidase

Katalase

Zellmorphologie

sMMO  -Naphthalen-

oxidation
-mmoX-Gen
Dauerstadien

Gattung, Art

NMS-Medium; 30 °C

Mikromanipulation
gram-negativ
+

+

Stébchen 0,6 x 1,5-2
Hm,

Rosettenbildung

positiv

vorhanden
n.b.

Methylosinus

trichosporium

AMS-Medium; 30 °C

Verdinnungsreihe
gram-negativ
+

+

Vibrionen 1x 1,2 ym

schwach positiv

vorhanden
Exosporen

Methylosinus sporium

Tab. 4.4: Anreicherungs-, Isolierungsbedingungen und Eigenschaften methano-
tropher Isolate
Stamm GB 18 GB 19 GB 20
Herkunft L6 T1 L7
Tiefenstufe 10-40 cm 70-75 cm 10-40 cm
Baumbestand abgestorbene Platane abgestorbener
Jungbaum

CH, Gehalt der 15,2 50,4 24
Bodenluft (Vol.-%)

CQO; Gehalt der 6,4 8,7 4.9
Bodenluft (Vol.-%)

0O, Gehalt der Bodenluft 11,56 1.3 12,0

NMS-Medium; 30 °C

Zellhydrophobie
gram-negativ
+

+

Kurzstabchen, 0,7 x
0,4 um

positiv

vorhanden
n. b.

Methylocystis spec.
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4.3.2 Charakterisierung methanotropher Isolate

Aus den gewonnenen Reinkulturen wurden drei Isolate, die unterschiedlichen

Spezies angehdren, flr eine ndhere Charakterisierung ausgewahlt.

Alle Stdmme waren in der Lage, auf Mineralsalzmedium ohne den Zusatz von
Vitaminen oder anderen Wachstumsfaktoren und mit Methan als alleiniger
Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen. Kein Stamm zeigte Wachstum auf

komplexen Nahrboden.

4.3.2.1 Morphologie

Die Kolonien der Isolate GB 18, GB 192 und GB 20 waren rund, glattrandig, konvex.
Die Isolate GB 18 und GB 19 hatten weilk-cremefarbige, gldnzende, opake Kolonien,
wahrend die Kolonien des Stammes GB 20 weil3, matt und undurchsichtig waren, auf
alteren Agarplatten trat eine gelbliche Verfarbung des Agars auf. Alle Stdamme waren

laut Gramfarbung und Aminopeptidase-Test gram-negativ.

Die Zellmorphologie der Isolate ist im phasenkontrast-mikroskopischen Bild in den
Abb.4.21 bis 4.23 dargestellt. Zellen von GB 18 waren 1,5-2 ym lange Stabchen, von
GB 19 1,2 ym lange Vibrionen und von GB 20 0,7 ym lange Kurzstdbchen. Das
Isolat GB 19 war zur Exosporenbildung beféhigt, bei GB 18 und GB 20 wurde keine
Bildung von Dauerstadien beobachtet. Der Stamm GB 18 bildete rosettenférmige

Zellverbiinde.

In ihrer Ultrastruktur (Transmissions-Elektronenmikroskopie) weisen die Zellen aller
Isolate zur Cytoplasmamembran peripher angeordnete intracytoplasmatische
Membranen auf, sofern eine Anzucht auf kupferhaltigem Medium erfolgte.
Einlagerungen von Poly-B-hydroxybuttersaure (PHB) sind deutlich in den Zellen von
GB 18 und GB 20 zu erkennen. Die Zellen des Stammes GB 18 sind von einer
Glycocalyx umgeben.

59



4 Ergebnisse

Abb. 4.21: Mikroskopische Aufnahmen des Isolates GB 18, A Phasenkontrast
(1250fach), B-C elekronenmikroskopisch (B 30000, C 20000fach)
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Abb. 4.22: Mikroskopische Aufnahmen des Isolates GB 19, B Exosporenbildung, A
u. B Phasenkontrast (1250fach), C-F elekronenmikroskopisch (C u. D
30000, E u. F 20000fach)
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Abb. 4.23: Mikroskopische Aufnahmen des lIsolates GB 20, A Phasenkontrast
(1250fach), B-C elekronenmikroskopisch (30000 fach)
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4.3.2.2 Physiologie

Kein Isolat zeigte Wachstum auf Polycarbon-Substraten, Methan wurde als alleinige
Kohlenstoff- und Energiequelle genutzt.

In Schiittelkolbenversuchen wurden Wachstumsparameter aufgenommen (Tab. 4.5).
Unter optimalen Kulturbedingungen besaR das Isolat GB 19 eine spezifische
Wachstumsrate von pmax = 0,076 h™', das Isolat GB 18 von 0,062 h™' und das Isolat
GB 20 von 0,066 h™.

Alle gewonnenen Isolate besalien die I6sliche Form der Methanmonooxygenase, das
Vorhandensein der sMMO spezifischen Sequenzen bestatigte sich unter Ver-
wendung des sMMO spezifischen Primers mmoX, die Bildung der sMMQ liel sich im
Naphthalin-Oxidationstest nachweisen.

Der Verlauf der sMMO-Aktivitat wahrend des Wachstums ist in Abb. 4.24 am Beispiel
von GB 18 dargestellt, die Aktivitat der 16slichen Methanmonooxygenase zeigt eine
deutliche Abhéngigkeit von der Wachstumsphase, sie erreicht bei allen Stdmmen
wahrend der exponentiellen Phase ihr Maximum.

Tab. 4.5: Maximale Wachstumsrate und maximale sMMO-Aktivitat der Isolate GB 18,
GB 19 und GB 20 in NMS_¢,-Medium bei 30°C

GB 18 GB 19 GB 20
max. Wachstumsrate pmax (h™) 0,062 0,076 0,066
max. sMMO-Aktivitat (nmol/mg*h) 346,0 90,6 105,7
300 1
250
o
E
_g fE 200 8
2 @
e 2 =)
= £ 150 o
E N
S 100 |-
50 0,1
0 10 20 30 40 50 60

Zeit (h)

Abb. 4.24: Aktivitat der l6slichen Methanmonooxygenase von GB 18 in Abhangigkeit
von der Wachstumsphase (kupferarmes Medium)
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4.3.2.3 Biochemie

Eine metabolische Charakterisierung wurde exemplarisch an dem Isolat GB 18 und
an einem Vergleichsstamm eines typischen Typ Il methanotrophen Bakteriums
durchgefiihrt. Bei dem Vergleichsstamm handelt es sich um Methylocystis spec. GB
14, hinterlegt bei der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen (DSMZ) unter der
Nummer DSM 12955. An den Stammen GB 18 und GB 20 konnte die metabolische
Charakterisierung nicht durchgefihrt werden, da die Stdmme unter den
Laborbedingungen des Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms in
Pushchino (Rufdland), wo die Untersuchungen durchgefiihrt wurden, keine typischen
Wachstumsraten  zeigten. Dies verdeutlicht die  Empflindlichkeit dieser
Bakteriengruppe gegeniber geringfligig variierenden Kulturbedingungen, wie andere

Wasser- und Methanqualitat bei ansonsten identischer Medienzusammensetzung.

Die Enzymprofile in Tabelle 4.6 zeigen, dal die Isolate das in der MMO-katalysierten
Reaktion gebildete Methanol in einer sequentiellen Reaktion (ber entsprechende

Dehydrogenasen zu Kohlendioxid oxidieren.

Methanol wird durch eine Methanoldehydrogenase (MDH; EC 1.1.99.8) zu
Formaldehyd oxidiert. Dieses Enzym konnte durch den Zusatz des kinstlichen
Elektronenakzeptors Phenazinmethosulfat (PMS) nachgewiesen werden, in vivo

werden die Elektronen auf Cytochrom c tbertragen (ANTHONY 1986).

Eine NAD'-abhdngige Formaldehyddehydrogenase (FaDH; EC 1.2.1.1) konnte
weder in Methylocystis spec. GB 14 noch in dem lIsolat GB 18 nachgewiesen
werden. Hingegen war eine geringe Aktivitdt dieses Enzyms in einer PMS

gekoppelten Reaktion zu verzeichnen.

In beiden untersuchten Stdmmen konnte sowohl eine NAD"-abh&ngige als auch eine

PMS gekoppelte Formiatdehydrogenase (FDH; EC 1.2.1.2)-Aktivitat gezeigt werden.

Neben diesen Enzymen des dissimilatorischen Stoffwechsels wurden die beiden
Stamme ebenfalls auf das Vorhandensein von Schlisselenzymen der
assimilatorischen Stoffwechselwege hin gepriift: Hexulosemonophosphat-Synthase
(Ribulosemonophosphat-Zyklus  der Formaldehyd-Fixierung), Hydroxypyruvat-
Reduktase und Serin-Hydroxymethyltransferase (Serin-Weg der Formaldehyd-
Fixierung) und Ribulosebisphosphat-Carboxylase (Calvin-Benson-Zyklus bzw.

Ribulosebisphosphat-Zyklus). Beide Stdmme wiesen Aktivitdten der Hydroxypyruvat-
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Reduktase (EC 1.1.1.29) und Serin-Hydroxymethyltransferase auf, Aktivitdten der
Hexulosephosphat-Synthase waren nicht zu verzeichnen. Das bedeutet, dal beide
Stamme Formaldehyd {iber den Serin-Weg fixieren und somit den Typ |l
Methanotrophen zuzuordnen sind. Typ | Methanotrophe hingegen benutzen den
Ribulosemonophosphat-Zyklus zur Formaldehyd-Fixierung, dessen Enzyme hier

nicht nachzuweisen waren.

Sowohl Methylocystis spec. GB 14 als auch das Isolat GB 18 verfligen Uber eine
NADP*-abhingige Isocitratdehydrogenase, die zur Aktivierung Mg?* benétigt, dieses
Enzym ist typisch fur Typ Il Methanotrophe.

Das Vorhandensein einer, wenn auch geringen, a-Ketoglutaratdehydrogenase-
Aktivitat 140t bei beiden Stdmmen auf einen kompletten Tricarbonsdurezyklus
schlielRen, hingegen liegt dieser mit einer Ausnahme bei Typ | Methantrophen nur
unvollstandig vor (ZHAO & HANSON 1984). Die Stimme benutzen den Glutamatzyklus,
fur die Assimilation wvon Ammonium, wie an dem Vorkommen von

Glutaminsynthetase und Glutamatsynthase abzulesen ist.
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Tab. 4.6: Enzymaktivitditen des primaren und intermedidren Metabolismus in
Stdmme  (nmol/min*mg
Vergleichsstamm flr Typ Il Methanotrophe Methylocystis spec. GB 14

Zellextrakten methanotropher

(DSM 12955) und Isolat GB 18

Protein);

Enzym Stamm
GB 14 GB 18

Methanol-Dehydrogenase (PMS) 32,0 34,6
Formaldehyd-Dehydrogenase

NAD 0 0

PMS 1,6 3,2
Formiat-Dehydrogenase

NAD 112,6 221,2

PMS 76,8 204,0
Hydroxypyruvat-Reduktase

NADH 11,0 55,4

NADPH 54 94,2
Serin-Glyoxylat-Aminotransferase 2.8 22,2
Hexulosephosphat-Synthase 0 0
Ribulose-1,5-bisphosphat
Carboxylase/Oxygenase 0 0
Citratsynthase 25 32
Isocitratdehydrogenase

NAD 0 0

NADP 13,4 11,5
2-Oxoglutarat-Dehydrogenase (NAD) 6 9
Malat-Dehydrogenase

NAD 29,3 21,8

NADP 35 2,8
6-Phosphofructokinase,
PPi-abhéngig 28 29
Glutamatsynthase (NADH) 8 12
Glutaminsynthetase, Mn**, ATP 21,8 49,6
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Auch membrangebundene Fettsduren liefern ein wesentliches Kriterium zur
Einordnung methanotropher Bakterien.

Vorherrschend bei allen drei untersuchten Isolaten waren Fettsduren mit einer
Kettenlange von 18 C-Atomen und einer Doppelbindung (C18:1), insbesondere das
Vorkommen der Fettsdure 18:1w7c, welche auer bei Methylosinus trichosporium
(18:1w8c) den Hauptbestandteil der Fettsduren Typ Il Methanotropher ausmacht
(BowMAN et al. 1991, GUCKERT et al. 1991, NicHoLs et al. 1985), war h&ufig und
betrug bei GB 19 &hnlich dem von BowwmaAN et al. (1991) angegebenen Wert von 78%
far Methylosinus sporium 74,12 % aller Fettsauren. Eine automatische Identifizierung
anhand des Fetts3urespektrums konnte nicht erhalten werden, da Methanotrophe
weder unter den zur ldentifizierung notwendigen Standardbedingungen wachsen
noch im Datenbanksystem der verwendeten Software enthalten sind (HARTIG 1998).
Aus diesem Grund wurde ein Vergleich des Fettsdurespekirums direkt aus dem
Gaschromatogramm erstellt, indem die Peaks anhand von Retentionszeiten und
Flache in einer Clusteranalyse eingesetzt wurden (Abb. 4.25). Die Isolate GB 18 und

GB 20 stehen in der Zusammensetzung der Fettsduren Methylocystis parvus nahe.

M.monas methanica

M.bacter luteus

M.cystis parvus

GB 18

GB 20

M.sinus trichosp.

GB 19

M.coccus capsulatus

0 20000 40000 60000 80000 euklidische Distanz

Abb. 4.25: Agglomerative Clusteranalyse (WARD-Methode) der eigenen Isolate mit
Vergleichsstimmen der NCIMB (National Collections of Industrial, Food
and Marine Bacteria) bezliglich des Fettsdurespektrums (M.=Methylo-).
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4.3.2.4  Phylogenetische Einordnung

Mittels PCR wurde die Gruppenzugehdrigkeit der Isolate zu den verschiedenen
Gattungen Methanotropher bestimmt. Bei allen Isolaten konnte ein ca. 1000 bp
groes Amplifikat mit dem Primerpaar f 27 und Ms 1020r im Agarosegel
nachgewiesen werden, somit kénnen alle Isolate den Typ Il Methanotrophen bzw.
der Gattung Methylosinus/-cystis zugeordnet werden. Eine Unterscheidung zwischen
den beiden Gattungen Methylosinus und Methylocystis ist mittels PCR nicht méglich,
da aufgrund der hohen Konformitét der 16S rDNA beider Gattungen derzeit keine
diskreten Primer existieren. Es konnten keine PCR-Produkte mit Primern, die fiir

andere Gattungen spezifisch sind, erhalten werden.

Zur Zuordnung der Isolate zur Gattung Methylosinus oder —cystis wurde die 16 S
rDNA sequenziert. Eine BLAST-Analyse (BLAST Version 2.2.2; Stand 14.03.2002;
ALTSCHUL et al. 1997) der partiellen 16 S rDNA Sequenz der methanotrophen Isolate
GB 18, GB 19 und GB 20 ergab eine 99%ige Ubereinstimmung des Isolates GB 18
mit dem Stamm Methylosinus trichosporium OB3b (NCIMB 11131) und des Klons
Methylosinus trichosporium pAMC 265 (COSTELLO & LIDSTROM 1999). Die partielle 16
S rDNA des methanotrophen Isolates GB 19 stimmte zu 98% mit dem Typstamm
Methylosinus sporium (NCIMB 11126) tiberein und zu 99% mit den Umweltisolaten
Methylosinus sp. PW 1(CosTELLO & LISTROM 1999), LW 3 (COSTELLO & LIDSTROM
1999) und LW 8 (AUMAN et al. 2000). Die htéchste Sequenzidentitdt des Stammes GB
20 mit einer validierten methanotrophen Spezies lag bei nur 97 % (Methylocystis
parvus NCIMB 11129). Die héchste Ubereinstimmung wurde mit den Isolaten AML-
A6 (99%) bzw. AML-A3 (98%) von WISE et al. (1999) gefunden, eine ebenfalls
99%ige Sequenzidentitat lag zwischen GB 20 und einem unkultivierten Bakterium
(MoRRris et al. 2002) bzw. einem unidentifizierten a-Proteobakterium vor (DUNFIELD et
al. 1999). Als Datenbasis der BLAST-Analyse lagen GenBank (USA), EMBL
(Europa), DDBJ (Japan) und PDB zugrunde.

Um die Verwandtschaft der Isolate zu bekannten Methanotrophen besser

darzustellen, wurde eine phylogenetische Analyse durchgefiihrt (Abb. 4.26).
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5%

81

Methylocystis parvus (Kion pAMC269)

Methylocystis parvus (NCIMB 11129)
Methylosinus pucelana
Methylocystis spec. LW5
Methylocystis spec. M
Methylocystis spec. EB-1

— Methylocystis spec. Wi14
Typ Il Methanotropher AML-A3
Typ Il Methanotropher AML-A6

GB 20

o7 unkultivierter Klon LO13

unidentifiziertes alpha-Proteobakt. LR1

100 Methylosinus trichosporium (Klon pAMC 265)
Methylosinus trichosp. (NCIMB11131)

GB 18

Methylosinus sporium (NCIMB 11126)

100 Methylosinus spec. LW?2

62 || ggr Methylosinus spec.PW1
GB 19
Methylosinus spec. LW8

100 Methylosinus spec. LW4

Methylosinus spec. LW3
Methylocystis echinoide

Methylopila helvetica

100 |

Methylopila capsulata

Rhizobium lequminasarum bv. phaseoli

Abb.4.26: Phylogenetischer Baum, der die Verwandtschaft der Isolate GB 18, GB 19
und GB 20 zu anderen Typ Il Methanotrophen aufgrund der 16 S rDNA-
Sequenzen (1246 Nukleotide) zeigt. Die Zahlen an den Knoten geben die
Bootstrap-Werte an (Werte unter 50 sind nicht dargestellt). Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli diente bei diesem Baum als ,Outgroup®. Der
Malistab reprasentiert 0,05 Substitutionen pro Basenposition.

69



4 Ergebnisse

4.4  Molekularbiologische Analyse erdgasbeeinfluBten Bodens

Die Analyse extrahierter Boden-DNA sollte es ermdglichen, die genotypische
Diversitdt der methanotrophen Gemeinschaft unabhangig von den gewahlten

Kultivierungsmethoden zu untersuchen.

4.4.1 DNA-Extraktion

Bei der Extraktion von DNA aus den untersuchten Bodenproben wurden Ausbeuten
von bis zu 14,78 pg DNA/g Bodenfrischgewicht (fluorometrische Konzentrations-
bestimmung) im Rohextrakt erhaiten. Die Quantifizierung der DNA mittels UV
Spekiroskopie ergab hohere Werte, da die im Rohextrakt noch vorhandenen
Huminstoffe, durch ihre Absorption im Bereich 100-400 nm (ERTEL & HEDGES 1983)
interferrierten.

Der Reinheitsgrad der extrahierten Nukleinsauren, beschrieben durch das Verhiltnis
Azs01280, lag bei den ungereinigten DNA-Extrakten zwischen 1,35 und 2 (Mittel 1,63 +
0,26 (gemessen in Wasser)), welches eine nur geringe Kontamination mit Proteinen
widerspiegelt. Die Aufreinigung Uber PVPP-Saulen bewirkte keine Verminderung an
Proteinkontamination, aber verringerte deutlich die Kontamination mit Humins&uren.
So wurde das Verhaltnis Agsorzao von z. B. 0,98 bei dieser Probe auf 1,36 verbessert
(Abb. 4.27). Die Aufreinigung ging jedoch mit einem Verlust von 20-30 % der DNA
einher. Die Eliminierung der koextrahierten Huminsauren durch die Aufreinigung der
DNA-Extrakte bewirkte, dal® sich alle gereinigten Extrakte durch Tag-Polymerase
amplifizieren lieBen, da die fir das Primerannealing notwendigen Mg®*-lonen nicht
mehr durch die Huminstoffe komplexiert wurden. Die Qualitat bzw. Amplifizierbarkeit
der DNA wurde mit dem fur die eubakterielle 16S rRNA spezifischen Primerpaar f 27
und r 1492 Gberprift. Auler aus Probe L3 (40-70 cm; Pos. 7 Abb. 4.28), die aus
Steinen bestand, wurden PCR-Produkte der erwarteten Groe und &hnlicher
Ausbeute sowohl aus den Strallenstandorten als auch aus den Pflanzgefalien
erhalten. Typische PCR-Fehler durch unterschiedliche Gehalte an inhibierenden

Substanzen diirften somit ausgeschlossen werden.
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Abb. 4.27: Absorptionsspektren des ungereinigten und gereinigten DNA-Extraktes,
zum Vergleich reine E. coli DNA (Sigma), die DNA-Konzentration ist auf 5

Hg/ml eingestellt.

800 bp

123456789101112

Abb. 4.28: PCR-Produkte mit dem universellen Primerpaar f 27 und r 1492 von DNA-
Extrakten aus Bodenproben der Windscheidstrae. 1: L1 (40 bis 70 cm);
2: L1 (70 bis 100 cm); 3: Kontrolle (ohne DNA); 4: L2 (10 bis 40 cm); 5: L2
(40 bis 70 cm); 6: L2 (70 bis 100 cm); 7: L3 (40 bis 70 cm); 8: 100 bp
ladder; 9: L3 (70 bis 100 cm); 10: L4 (70 bis 100 cm); 11: L5 (10 bis 40
cm); 12: L5 (40 bis 70 cm)
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Die gruppenspezifischen Primer wurden anhand der jeweiligen Typspezies auf ihre
Spezifitdt hin Gberpriift, bis auf die Primer Ms1020 und Mb1007 waren alle Primer
gattungsspezifisch. Mit dem Primer Ms1020 lieRen sich sowohl Sequenzen von
Methylosinus als auch Methylocystis amplifizieren. Zwischen den Gattungen
methanotropher a-Proteobakterien lield sich mit den vorliegenden Primern demnach
nicht differenzieren. Der Primer Mb 1007 amplifizierte keine DNA der Typspezies
Methylobacter luteus 53v (NCIMB 11914).

4.4.2 Verteilung verschiedener Gattungen methanotropher Bakterien

In dem Stralfenzug mit den Untersuchungsstandorten L1 bis L5 konnten
Methanotrophe unter Anwendung der gattungsspezifischen Primer an 2 Standorten
nachgewiesen werden (Tab. 4.7). Am Standort L4 wurden in beiden untersuchten
Bodentiefen (40 bis 70 cm und 70 bis 100 cm) verschiedene Gattungen
methanotropher Bakterien detektiert, in der oberen Bodenschicht Methylosinus,
Methylococcus und Methylomonas. Dies steht im Einklang mit dem Vorhandensein
von Methan (11,9 bzw. 13,1 Vol.-% zum Probennahmezeitpunkt) und dem
Kohlenstoffisotopenverhalinis an diesem Standort. Am Standort L5 war kein Methan
zu messen, jedoch wies der C-Wert auf mikrobielle Methanoxidation hin,
Methanotrophe konnten hier in der Tiefenstufe 70-100 cm molekularbiologisch
nachgewiesen werden. Am Standort L1, der sich in der Ndhe eines Gaslecks befand
und an dem das Kohlendioxid anteilig aus Methan stammte, konnte hingegen keine
Gattung methanotropher Bakterien nachgewiesen werden. Niedrige negative 5'°C-
Werte des Kohlendioxides (ca. —23 bis —-29) weisen auf die Veratmung des
bodenblirtigen Kohlenstoffes oder die Wurzelatmung an sich hin, wahrend hohe
negative 8'°C-Werte (Werte tber —30 bis ca. -52) auf die Veratmung des Methans
hindeuten. Im Boden finden beide Prozesse gleichzeitig statt, so dal die
gemessenen Werte zwischen den genannten liegen und anteilig die jeweilige

Herkunft représentieren.
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Tab. 4.7: Vorkommen unterschiedlicher Gattungen methanotropher Bakterien an
ausgewdhlten Standorten der Windscheidstralke und entsprechende
Isotopensignatur des Kohlendioxides

Primer Isotopen-
Standortnummer signatur
13
universal [Mb 1007 Mm 1007 Mc 1005 Ms 1020 gof'Weﬂ des

L1(40-70cm) X - - - -

L 1(70-100cm) b - - - - -30,0
L2(40-70cm) X - . - -

L 2(70-100cm) X - - - - -28,9

L 3(40-70cm) - - - - -

L 3(70-100cm) X - - - - -28,6

L4 (40-70cm) X - X X X

L4 (70-100cm) X - b - - -32,0
L5(40-70cm) X - - - -

L5 (70 - 100 cm) X - (x) - x -37,3

Mb = Methylobacter; Mm = Methylomonas; Mc = Methylococcus; Ms = Methylosinus
X PCR-Produkt (x) schwaches PCR Produkt - kein PCR-
Produkt

In den Pflanzgefallen hat sich nach 19 wdchiger Erdgaseinleitung eine
methanotrophe Population hoher Diversitdt angereichert (Tab. 4.8). Insgesamt
konnten mit den phylogenetischen Primern alle vier untersuchten Gattungen bzw.
Gruppen nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den kultivierenden Verfahren
(Isolate und mikroskopische Beurteilung von MPNs) ist Typ | starker vertreten:

Methylobacter wurde bei geringen Methangehalten in den oberen Bodenschichten,
Methylomonas bei mittleren Methankonzentrationen und Methylococcus in fast allen

Tiefenstufen des niedrig und hoch begasten Pflanzgefalles vorgefunden. Der
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Nachweis von Methylosinus/-cystis gelang nur in einer Probe. Das funktionelle
Primerpaar 882f und 1403r wurde zur Detektion des Gens mmoX eingesetzt, um so
die Unterreprasentation der Methylocystaceae zu verifizieren. In allen Proben, in
denen sich mmoX amplifizieren lieR Methylosinus/-cystis jedoch nicht vorkam, lieR
sich die Amplifikation von mmoX durch das Vorkommen der ebenfalls mmoX-

positiven Gattung Methylococcus erklaren.

Tab. 4.8: Vorkommen unterschiedlicher Gattungen methanotropher Bakterien in
unterschiedlich begasten PflanzgefaRen nach 19 wéchiger Erdgaseinleitung
(korrespondierende Gasgehalte s. Abb. 4.13)

. Primer
Begasungsvariante
e universal Mb 1007 Mm 1007 Mc 1005 Ms 1020 mmoX
50 cm*/min (0 - 10 cm) X - - ‘ = -
50 cm*min (10 - 40 cm) x X x (x) - (x)
50 cm®min (40 - 70 cm) x - X (x) x X
50 cm®/min (70 - 100 cm) X - x (x) - (x)
500 cm®/min (0 - 10 cm) P X (x) x - %
500 cm®/min (10 - 40 cm) X - - (x) - X
500 cm*/min (40 - 70 cm) X - . (x) - X
500 cm®/min (70 - 100 cm) x - X x - (x)
Kontrolle (0 - 10 cm) X - - - - -
Kontrolle (10- 40 cm) X - - - - -
Kontrolle (40 - 70 cm) X - - - - -
Kontrolle (70 - 100 cm) X - - - - -
Mb = Methylobacter; Mm = Methylomonas; Mc = Methylococcus; Ms = Methylosinus
X PCR-Produkt (x) schwaches PCR Produkt - kein PCR-
Produkt

Die 15monatige Begasungsdauer geht mit abnehmender Diversitdt einher.

Methylobacter wurde in keiner Tiefenstufe und Begasungsvariante nachgewiesen,
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Methylococcus nur noch in drei Schichten der begasten Gefafle. Im Kontrollgefa
liel sich ebenfalls DNA mit den Primern Mm 1007 und Mc1005 amplifizieren, die
unmittelbare raumliche Nzhe der begasten Gefalle hat offenbar liber diesen langen
Zeitraum ausgereicht, um den atmosphérischen Methangehalt im Versuchsgelénde
soweit anzuheben, dalk er methanotrophes Wachstum auch im nicht direkt begasten

Boden erméglicht.

Tab. 4.9: Vorkommen unterschiedlicher Gattungen methanotropher Bakterien in
unterschiedlich begasten Pflanzgefaen nach 15 monatiger Erdgas-

einleitung
Begasungsvariante Primer
(Tateastafe) universal Mb 1007 Mm 1007 Mc 1005 Ms1020
50 cm*min (0 - 20 cm) x - (x) - ;
50 cm>/min (20 - 40 cm) X - x - X
50 cm*/min (40 - 60 cm) X = X X -
50 cm®min (60 - 80 cm) X = . . .
50 cm®/min (80 - 100 cm) X = X - X
500 cm*/min (0 - 20 cm) X - X (x) -
500 cm®/min (20 - 40 cm) X - X = x
500 cm*/min (40 - 70 cm) X . x . -
500 cm®min (70 - 100 cm) x - - X =
Kontrolle (0 - 20 cm) X - X (x) -
Kontrolle (20 - 40 cm) X - X - -
Kontrolle (40 - 60 cm) X - - (x) -
Kontrolle (60 - 80 cm) X - X (x) -
Kontrolle (80 - 100 cm) X - - - -
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Verglichen mit den kultivierenden Verfahren fallen zwei Unterschiede in der
Verteilung der methanotrophen Gattungen in den Lysimetern auf: 1.) das h&ufige
Vorkommen der Gattung Methylomonas (zur zweiten Probennahme sogar in einem
unbegasten Lysimeter) und 2.) das geringe Auftreten der Gattung Methylosinus bzw.
—cystis. Um diese Proben genauer hinsichtlich ihrer Genotypen hin zu untersuchen,
wurden sie einer ,nested” PCR-DGGE unterzogen, indem an eine PCR mit den
gruppenspezifischen Primern fur Methylomonas bzw. Methylosinus eine zweite PCR
mit den DGGE-Primern angeschlossen wurde (BooN et al. 2002). Als Ergebnis erhalt
man gruppenspezifische DGGE-Profile. Um unspezifische Produktbildung in der PCR
moglichst zu vermeiden, wurden diese PCRs mit jeweils nur 25 Zyklen durchgefiihrt.

Zunachst mufte das DGGE-Protokoll optimiert werden, da die Auflésung des Gels zu
gering war. Bei dem optimierten Denaturierungsgradienten von 35-60% waren die
Banden nicht scharf und nicht deutlich voneinander getrennt. Ein weiterer
Denaturierungsgradient hétte jedoch das Auflésungsvermégen zu stark verringert.
Eine deutliche Verbesserung wurde durch eine Bandenfokussierung mittels
Doppelgradienten-DGGE erzielt. Bei der Doppelgradienten-DGGE wird nicht nur ein
denaturierender Gradient im Gel aufgebaut, sondern weiterhin ein Acrylamidgradient
(CrReMONESI et al. 1997, PeETRI 2000). In Laufrichtung des Gels kommt es so zu einer
Verkleinerung der Porengréfle, aufgeschmolzene Amplifikate werden in dem
Gelbereich durch die Verengung der Poren aufkonzentriert. Die verbesserte

Trennleistung ist in Abb. 4.28 am Beispiel einer Probe und des ,ladders” dargestellt.

T

Abb.4.29: Optimierung der DGGE durch Bandenfokussierung mittels Gradienten-
optimierung und Doppelgradienten-DGGE (1 Lysimeterprobe vor der
Optimierung, 2 gleiche Lysimeterprobe nach der Optimierung, 3 ,ladder” vor
der Optimierung, 4 ,ladder” nach der Optimierung)
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Abb. 4.30: Vorkommen der Gattung Methylomonas in unterschiedlich begasten
Lysimetern anhand eines DGGE-Profils im AnschluR an eine ,nested”
PCR (denaturierender Gradient 35-60%; Acrylamidgradient 6-8%; 6 h bei
150V), 1, 5, 6, 100-20cm; 2, 7, 11 20-40 cm; 3 40-70 cm; 712 40-60 cm;
470-100 cm; 8, 13 60-80 cm; 9, 74 80-100 cm; L ,Ladder"

Der Abb. 4.30 ist das Vorkommen der Typspezies der Gattung Methylomonas

methanica in unterschiedlich begasten Lysimetern zu entnehmen. Obwohl in dem

unbegasten Lysimeter PCR-Produkte mit dem Primerpaar f 27 und r Mm1007

erhalten wurden, ist die flir Methylomonas methanica typische Doppelbande nur in

den begasten PflanzgefalRen wiederzufinden. Die obersten Bodenschichten des hoch

begasten Gefdlkes und die mittleren Schichten des niedrig begasten mit jeweils

mittleren Methangehalten scheinen die optimalen Bedingungen fiir diese Art

darzustellen.
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Abb. 4.31: Vorkommen der Methylocystaceae in unterschiedlich begasten
Lysimetern anhand eines DGGE-Profils im Anschluf an eine ,nested"
PCR; 13 Methylosinus sporium, 14  Methylocystis  parvus
(denaturierender Gradient 35-60%; Acrylamidgradient 6-7%; 5 h bei 150
V, 60°C); 1, 4, 7, 10 Originalkonzentration aus der 1.PCR, 2, 5, 8, 11
1:10 Verdiinnung, 3, 6, 9, 12 1:100 Verdlnnung

Im Vergleich zur Verbreitung der Gattung Methylomonas reflektiert das DGGE-Profil
der Methylocystaceae eine weitaus geringere Diversitdt (Abb. 4.31). Drei der vier
Proben, in denen Methylocystaceae nachgewiesen wurden, zeigen gar das gleiche
DGGE-Profil. Die Banden sind eindeutig den Arten Methylosinus sporium,
Methylosinus trichosporium (nicht dargestellt) und Methylocystis parvus zuzuorden.
Methylosinus sporium wurde nur bei geringem Methangehalt, d. h. in einer oberen
Bodenschicht des gering begasten Pflanzgefalles detektiert. Um Einflisse der
praferentiellen Amplifikation wahrend der PCR beurteilen zu kdnnen, wurden die
PCR-Produkte nach der 1. PCR 1:10 und 1:100 verdiinnt. Es ergab sich bei allen
Verdinnungsstufen einer Probe das gleiche DGGE-Profil.
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4.5 Sanierungsansatz

Das vorrangigste Ziel der Sanierung eines Erdgasschadens — abgesehen von der
Reparatur der Leckage - besteht in der Anhebung des Sauerstoffgehaltes der
Bodenluft. In dieser Arbeit wird der Ansatz verfolgt, die durch die Methanoxidation
bedingte Sauerstoffzehrung zu unterbinden und nicht erst das entstandene
Sauerstoffdefizit mit Sauerstoffeintrag in den Boden zu beheben.

Die Inhibierungssubstanzen sollten méglichst spezifisch wirken, bereits den ersten
Schritt der Methanoxidation, die Oxidation des Methans zum Methanol hemmen, um
eine Anreicherung von Methanol oder Formaldehyd im Boden zu verhindern und
nicht persistent sein.

Als Inhibierungssubstanzen kamen die Nitrifikationshemmer Nitrapyrin  und
Dicyandiamid (DCD) und der Ureasehemmer NBTPT  (N-(n-Butyl)-
thiophosphortriamid) zum Einsatz. Die Nitrifikationshemmer sind Agrarhilfsstoffe, die
oftmals mit Ammoniumdingern ausgebracht werden, um die Umsetzung des
Ammoniums zu Nitrat zu verzégern. Die Hemmung der Nitrifikation ist in der Toxizit&t
fir Ammonium-oxidierende Autotrophe der Gattung Nifrosomonas begriindet. Diese
Bakterien exprimieren eine  Ammonium-Monooxygenase, die CHy als
Substratanaloges zu Ammonium oxidieren kann. Ebenso kann auch die MMO
Ammonium anstelle von Methan oxidieren. Die Ahnlichkeit beider Monooxygenase-
Systeme lieR eine Beeintrachtigung der Methanoxidation durch Nitrifikationshemmer
vermuten. Aus diesem Grund wurde Nitrapyrin ausgewahlt. NBTPT ist ebenfalls be-
kannt fiir seine inhibierende Wirkung auf die Methanoxidation im Boden.

Die Hemmungsversuche wurden im Schittelkolbenmalistab mit dem Isolat GB 18
durchgeftihrt. Als MaB fur die Inhibierung galt der verminderte Zuwachs an Biomasse
Uber die Zeit. Selbst in hdheren Konzentrationen (bis 400 mg/l) verringerte DCD das
Wachstum nur geringfiigig, die maximale Wachstumsrate wurde auf 78,5 % der
Kontrolle gesenkt (Abb. 4.32).

Ein anderes Bild ergab sich beim Einsatz von NBTPT, hier konnte eine signifikante
Inhibierung des Wachstums erreicht werden (Abb. 4.33). Bei den eingesetzten
Konzentrationen zeigte sich eine deutliche Abhéangigkeit der maximalen
Wachstumsrate von der Konzentration an NBTPT. Je hoher die NBTPT-
Konzentration, desto geringer die maximale Wachstumsrate. Nitrapyrin vermochte
das Wachstum des Isolates GB 18 noch starker zu hemmen als NBTPT (Abb. 4.34).

Bereits 3,3 mg/l reichten, das Wachstum der Methanotrophen zu unterbinden.
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Abb. 4.32:
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Abb. 4.33: Inhibierung des Wachstums des Stammes GB 18 durch NBTPT
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Abb. 4.34: Inhibierung des Wachstums des Stammes GB 18 durch Nitrapyrin
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Die im Schuttelkolbenmalstab durchgefiihrten Hemmversuche methanotropher
Bakterien sollten in die Lysimeter ibertragen werden. Hierzu fand eine Behandlung
der mit 50 cm*/min begasten Lysimeter an zwei Terminen in 7wdchigem Abstand mit
den drei Verbindungen statt. Die Pflanzgefafe wurden mit jeweils 10 ug DCD/g, 5 ug
NBTPT/g oder 5 ug Nitrapyrin/g Boden in walriger Lésung von oben beregnet.

In den Abb. 4.35 bis 4.37 ist der Sauerstoffgehalt in ausgewahlten Lysimetern
zwischen Juli und November 1999 dargestellt. Die Inhibierung der Methanoxidation
konnte in drei verschiedenen Pflanzgefalen durch einen Anstieg der
Sauerstoffkonzentration gezeigt werden. Die Behandlung wirkte sich jedoch nur auf
die Tiefenstufe 40 bis 70 cm aus, hier konnte zu beiden Behandlungszeitpunkten ein
kurzfristig ansteigender Sauerstoffgehalt beobachtet werden. In der 70-100 cm
Tiefenstufe konnte dieser Effekt nicht registriert werden. Durch die Beregnung von
oben dringen die Nitrifikationshemmer méglicherweise nicht in diese Tiefe vor oder
unterlagen bereits einem Abbau. In den unbehandelten Lysimetern (Abb. 4.38) liel3
sich der Sauerstoffanstieg in dem Zeitraum nicht verzeichnen, so dall andere
Ursachen des Sauerstoffanstiegs ausgeschlossen werden kénnen.

Die ausbleibende Sauerstoffzehrung durch die methanotrophen Bakterien hielt etwa
drei Wochen an. Die Fahigkeit zur Hemmung der Methanoxidation ging in der Reihe
Nitrapyrin > NBTPT > DCD zuriick. Der unterschiedliche Wirkungsgrad stimmt mit

den Vorversuchen an Reinkulturen Uberein.
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Abb. 4.35: Sauerstoffgehalt in einem mit 50 cm*/min Erdgas begasten Pflanzgefa
wédhrend des Inhibierungsversuches der Methanoxidation (die Pfeile
geben die Zeitpunkte der Applikation von 10 ug DCD/g Boden an)
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Abb. 4.36: Sauerstoffgehalt in einem mit 50 cm*/min Erdgas begasten PflanzgefaR
wahrend des Inhibierungsversuches der Methanoxidation (die Pfeile
geben die Zeitpunkte der Applikation von 5 ug NBTPT/g Boden an)

25,00

20,00 +

Oz (Vol.-%)

15,00

10,00 § -

5,00

0,00 ‘ —

21.6. 12.7. 2.8. 23.8. 15.9. 4.10.  25.10.
Datum

Tiefenstufe (cm) —<¢— 1040 ---@-- 40-70 —O0— 70-100

Abb. 4.37: Sauerstoffgehalt in einem mit 50 cm®min Erdgas begasten Pflanzgefan
wahrend des Inhibierungsversuches der Methanoxidation (die Pfeile
geben die Zeitpunkte der Applikation von 5 pg Nitrapyrin/g Boden an)
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Abb. 4.38: Sauerstoffgehalt in zwei nicht mit Hemmstoffen behandelten
Pflanzgefalen wahrend des Inhibierungsversuches der Methanoxidation

(die Pfeile zeigen die Zeitpunkte der Applikation der behandelten
PflanzgefaRe an), Begasung 50 cm®/min
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5 Diskussion

5.1 EinfluR des Erdgases auf bodenphysikalische, -chemische und
-biologische KenngréRen

Die wohl unmittelbarste Wirkung des Erdgases auf den Boden manifestiert sich in der
nachhaltigen Verénderung der Gaszusammensetzung der Bodenluft. Das
ausstromende Erdgas verdréngt einerseits den Bodensauerstoff, andererseits findet
an den Grenzschichten, an denen Sauerstoff und Methan zusammentreffen,
mikrobielle Methanoxidation unter Sauerstoffzehrung und Kohlendioxidfreisetzung
statt (vgl. Abb. 1.1). So betrug die hochste in der Bodenluft eines Baumstandortes
gemessene Methankonzentration 92,6 Vol.-%, die hdochste Kohlendioxid-
konzentration 18,8 Vol.-% und die niedrigste Sauerstoffkonzentration nahezu
0 Vol.-%. Adverse Effekte dieser extremen Gasverhaltnisse auf die Pflanzen sind
zwangslaufig, da Baume fir ein gesundes Wurzelwachstum einen Anteil von 15
Vol.-% (LANGHOFF 1971), 12-14 Vol.-% (ADAMSE et al. 1972, RUGE 1977), mindestens
jedoch 10-13 Vol.-% (ASLANBOGA et al. 1979) Sauerstoff in der Bodenluft bendtigen.
Der Kohlendioxidgehalt sollte aufgrund seiner phytotoxischen Wirkung 3 Vol.-%
(BALDER 1998) bzw. 5 Vol.-% (ASLANBOGA et al. 1979) nicht dauerhaft Uberschreiten.

Unter Berticksichtigung der geringen Sauerstoffloslichkeit von 8 mg O, /I (25°C) und
eines Diffusionskoeffizienten von 2,6 x 10°cm’s™ (Hoeks 1972), ist der dem Baum
tatsachlich zur Verfigung stehende Sauerstoff noch geringer, da er nur aus der
Bodenlésung aufgenommen werden kann. Des weiteren konkurrieren die Wurzeln
mit den Mikroorganismen in der Rhizosphare um Sauerstoff, so dal der Verbrauch in
der Rhizosphare gréRer ist als im undurchwurzelten Boden. Uber eine Schadigung
der Mykorrhiza wirken sich Sauerstoffdefizite ebenfalls advers auf das
Pflanzenwachstum aus. Durch die verminderte Wurzelrespiration wird der apikale
Transport von Wasser und Nahrstoffen behindert (LEH 1993). Hohe
Kohlendioxidwerte im StraRenboden sind allerdings nicht zwingend auf die
mikrobielle Methanoxidation zurlickzufihren: Bei Fehlen von Methan in der Bodenluft
und gleichzeitigem Vorhandensein erhdhter Kohlendioxidkonzentrationen ist zu
differenzieren, ob das Kohlendioxid aus der Methanoxidation oder aber autochthon
aus der Veratmung der bodenbrtigen organischen Substanz hervorgeht. So wiesen
die Standorte L 2 und L 3 Isotopensignaturen des Kohlendioxides auf, die nicht auf

eine Entstehung aus der mikrobiellen Methanoxidation schlieRen lassen (vgl. Tab.
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4.7). Das idealisierte Gaskonzentrationsdiagramm von HOEks (1972) lie® sich in den
Stralenstandorten nicht wiederfinden, da Heterogenitdten des Substrates das
typische Gastiefenprofil Uberlagerten. Inwieweit sich das Erdgas im Boden ausbreitet
ist ferner von den Standortbedingungen wie Bodenversiegelung, Bodenart,
meteorologischen Einflussen etc. abhangig. So lie sich im versiegelten
Strallenboden noch Methan nachweisen, obwohl die Gasleitung bereits stillgelegt
wurde (Standort L6 und L7). Des weiteren haben sandige Bdden einen besseren
Luftleitwert und bessere Gasaustauschkapazitdt als lehmige. Niederschlage
verstéarken den Sauerstoffmangel, da das Wasservolumen im Boden auf Kosten des
Luftvolumens zunimmt (BROTZENBERGER & Pass 1987). Die Nachbildung eines
Gaslecks in einem homogenen Substrat in Pflanzgefalen erlaubte es, das typische
Gasprofil um ein Leck zu reproduzieren. Die Grolke der Gaszone war von der
Erdgasmenge abhangig, in den mit 500 cm*/min beaufschlagten Gefalen war nur die
Gaszone vorhanden, sie erstreckte sich demnach tber mindestens 110 cm. Bei
einer Beaufschlagung von 50 cm®min konnten sowohl Gaszone, Oxidationszone als
auch normale Bodenluft in einem Pflanzgefd vorgefunden werden. Sowohl die
Bodenluftzusammensetzung in  den Strallenstandorten als auch in den
Pflanzgefalen zeigten einen jahreszeitlichen Gang mit zunehmenden Kohlendioxid-
und abnehmenden Sauerstoffwerten bei steigender Temperatur und umgekehrt. Im
Winter wirkt sich ein Gasleck nicht derart gravierend negativ auf die Baumvitalitat aus
wie im Sommer, da die Temperaturen fiir die mikrobielle Aktivitdt und damit die
Methanoxidation zu gering sind und auch die Wurzelrespiration kaum
Sauerstoffzehrung hervorruft.

Im Zuge des verminderten Sauerstoffpartialdruckes treten grundlegende
Milieuveranderungen auf, die Verschiebungen innerhalb des Kohlenstoff-, Stickstoff-,
und Phosphor-Kreislaufes implizieren. Mit fallendem Redoxpotential tritt eine
Kaskade von Redoxreaktionen ein (s. Tab. 5.1). Bei dem vorliegenden
Sauerstoffmangel  benutzen die  Mikroorganismen  alternative  terminale
Wasserstoffakzeptoren. Zuerst wird Nitrat von fakultativen Anaerobiern zu
Ammonium reduziert, hierauf sind die erhdéhten Ammonium- und erniedrigten
Nitratwerte am StraRenstandort L4 und in den Pflanzgefal3en zuriickzufiihren. BLUME
(1979) gibt ferner noch Ammoniumanreicherung infolge verhinderter Nitrifizierung an.
Ebenfalls berichten SCHOLLENBERGER (1930), HARPER (1939), FUKusHI et al. (1975)

und BLUME (1979) von erhéhten Ammoniumwerten in erdgas,- bzw.
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methanbeeinflulten Béden. Eine Erhthung des Gesamitstickstoffes wie sie HARPER
(1939) und FUKkusHI et al. (1975) beobachtet haben, konnnte nicht verzeichnet
werden und wird auf die begrenzte Versuchsdauer zurlickgefiihrt. Als mdégliche
Erkldrungen fir die Gesamt-Stickstoff-Anreicherung kommt zum einen die
mikrobiologische No-Fixierung durch

Tab. 5.1: Sequenz gemessener Potentiale mikrobieller Redoxprozesse im Boden
nach Wassersattigung (bei pH 7) (nach Gis| 1997).

Redoxprozel E (V) Sequenz

aerobe Atmung |0, +4H +4e — 2 H,0 0,82 0
O; nicht mehr nachweisbar

Denitrifikation NO3 + 2 H" + 2 e— NO3 + H,0 0,54 l
NO3™ nicht mehr nachweisbar

Manganreduktion |MnO; + 4H" +2 & — Mn?* + 2 H,0 0,4 I
Mn?* nachweisbar

Eisenreduktion  |FeOOH + 3H™+ 2 " — Fe*" + 2 H,0 0,17 I
Fe®" nachweisbar

Sulfatreduktion (SO, % + 8 H* + 4 e - S* + 4 H,0 -0,16 v
S04 % nicht mehr nachweisbar

Wasserstoff- und | Wasserstoff- und Methanbildung -0,41 \%

Methanbildung

Methanotrophe (Davis et al. 1964) oder Clostridien (HARPER 1939) in Frage; zum
anderen werden Kationen wie Ammonium in den negativ geladenen
tonmineralischen Zwischenschichten besser adsorbiert als Anionen (Nitrat). Pflanzen
kénnen zwar Stickstoff sowohl als Ammonium als auch als Nitrat aufnehmen,
dennoch wirken sich hohe Ammoniumkonzentrationen negativ auf die
Wurzelausbildung aus (Foy et al. 1978).

Die gravierendsten Verdnderungen sind bei dem Redoxpaar Mn*/Mn?* zu
verzeichnen. Sowohl in den Strallenstandorten als auch in den begasten
PflanzgefaRen finden sich Konzentrationen an mobilem Mangan (vgl. Tab. 4.1 und
Abb. 4.14), die die Werte unbegasten Bodens um das ca. 400 bzw. 100fache
Ubersteigen und damit in einem phytotoxischen Bereich liegen; je nach Pflanzenart
wirken sich zwischen 150 und 5000 mg Mangan/kg Trockensubstanz in der Pflanze

toxisch aus (BERGMANN 1993). So halten auch FukusHi et al. (1975) den
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Manganlberschul} fiir einen der schadigenden Faktoren. Nach RUGE (1977) treten
ab einer Konzentration von 0,5% zweiwertigem Mangan am Gesamtmangan im
Boden Schiden an den Wurzeln der Baume auf, starke Schaden sind ab 5% zu
verzeichnen.

Von hohen Konzentrationen austauschbaren Mangans berichten auch
SCHOLLENBERGER (1930), HARPER (1939), ADAMS & ELLIS (1960), ), FUKUSHI et al.
(1975), KROGER (1975) und BLUME et al. (1979). KROGER (1975) wies nach, dal} die
Manganreduktion auf einer biologischen Reaktion beruht, da sie durch ein Bakterizid
gehemmt werden konnte. Unter Stadtgaseinflul hingegen wird das Mangan
chemisch durch Schwefelwasserstoff reduziert; unter CO.-Atmophdre Kkonnte
KROGER (1975) keine Reduktion nachweisen. Ebenso werden auch Eisen-lll-oxide zu
Eisen-ll-verbindungen reduziert (KUHNE & KOSTER 1967, FUKUsHI et al. 1975, BLUME
et al. 1979). Abams & ELLIS (1960) sehen im gestérten Fe**-Mn?*-Verhltnis einen
der wesentlichsten Faktoren fiir den schadlichen Einfluf auf das Pflanzenwachstum
(soll 1,5:1 bzw. 2,5:1 sein).

Die Reduktion von Sulfat zu Sulfid fiihrt zur charakteristischen schwarzen Féarbung
des Bodens durch Eisensulfide (LEH 1989, KRETZSCHMAR 1992). Durch die Analyse
der Isotopensignatur des Methans stellten BREUSTE et al. (1998) sogar fest, dal? an
einem erdgasbeeinfluliten Boden das Redoxpotential so weit gesunken sein mulfte,
dall Methanogenese eintrat.

Die Ergebnisse lber pH-Wert-Veranderungen divergieren. Wahrend weder in
StralRenstandorten noch in den Pflanzgefdflen bedeutende pH-Wertanderung
gemessen werden konnte, berichtet SCHOLLENBERGER (1930) von einem Anstieg,
HARPER (1939) von einem Abfallen. Die Methanoxidation setzt Wasserstoffionen frei,
wahrend ein héherer Ammoniumgehalt zu einer verminderen H+-lonenkonzentration
fihrt (SCHOLLENBERGER 1930). In den StraRenboden verbrachte Bauschuttreste
kénnten mogliche Saureschiibe neutralisieren. Eine pH-Wertdnderung kénnte auch
mitverantwortlich flr die bessere Pflanzenverfligbarkeit zuvor fest sorbierter
Kationen/Nahrstoffe wie Kalium und Phosphat sein, wie sie tendenziell in den
Pflanzgefallen zu verzeichnen war und BOHLER (1992) bestétigt.

Von einer Austrocknung des Bodens durch Erdgas berichtet BRAY (1958), diese
findet jedoch nur in den 10 cm um das Gasleck herum statt (Hoeks 1972). Durch die
mikrobielle Methanoxidation entsteht vielmehr Wasser, welches wie festzustellen
war, zu einer hdheren Bodenfeuchte fiihrt. BALKS & WEHRMANN-EBSTORF (1944) und
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ADAmMs & ELLIs (1960) verzeichneten einen leichten Anstieg der Wasser-
haltekapazitat, welches sich positiv auf den Boden auswirkt; die héhere Porenfiillung
mit Wasser schrankt jedoch das Luftvolumen und die Luftleitfahigkeit ein (BLUME
1979).

Bei den StralBenstandorten zeichnete sich aufgrund der genannten
Substratinhomogenitaten kein Zusammenhang zwischen der Bodenstruktur und dem
Erdgaseinflul ab, die anthropogene Uberprdgung sorgte fiir allgemein schlechte
bodenphysikalische Eigenschaften dieser Standorte. In ausgewahiten Pflanzgefafiien
wurde die Aggregatstabilitit als MaR fiir bodenphysikalische Veradnderungen
bestimmt. In begasten Pflanzgefélen lield sich eine leichte Tendenz zu steigender
Aggregatstabilitdt in Abh&ngigkeit von der Begasung aufzeigen. AbDAmMS & ELLIS
(1960) verzeichneten einen Anstieg des Gesamtporenvolumens und einen Abfall der
Lagerungsdichte, im Gegensatz zu FukusHl et al. (1975), der ein geringfiigig
kleineres Porenvolumen feststellte.

In den begasten Pflanzgeféflien ist ein leicht erhdhter Gehalt an organischem
Kohlenstoff festzustellen. Wahrend der Methanoxidation werden 50% des Methans
unter Kohlendioxidfreisetzung dissimiliert, die Ubrigen assimilierten 50% fiihren zu
einer Zunahme der mikrobiellen Zellmasse (WENDLANDT 1979, ANTHONY 1986).
Freigesetzte Metabolite und abgestorbene methanotrophe Biomasse, liefern neue C-
Quellen fiir andere heterotrophe Bakterien. Der gestiegene Gehalt an leicht
verfugbaren Kohlenstoffquellen &uRert sich in einem erhohten DOC-Wert, wie
BREUSTE et al. (1998) an StralRenstandorten und in PflanzgefaRen registrierten. Die
These, dall wahrend der Methanoxidation entstehende Metabolite wie Methanol,
Formaldehyd und Ameisensiure, die ebenfalls den DOC erhtht haben kénnten, flr
toxische Wirkungen auf die Wurzeln verantwortlich sind, kann nicht bestatigt werden.
In Vorversuchen konnten in S4-Eluaten (DIN 38414-S4) des Bodens weder
phytotoxische Wirkungen (getestet an Lemna minor) noch Metabolite mittels
lonenchromatographie nachgewiesen werden. Die hohe bis sehr hohe Mobilitat
dieser Metabolite im Boden legt dies nah. Methanol wird im Boden kaum oder nicht
gebunden (koc <1). Die geschéatzte abiotische und biologische Halbwertszeit betragt
ca. 2 Tage. Allgemein ist die Sorption von niederen Alkoholen, Aldehyden und
Carbonséauren im Boden sehr gering (BLUME 1992). Methanol bewirkt eine 2-3fache
Zunahme der Wasserleitfahigkeit der Béden (ANDERSON et al. 1985). Der Abbau von
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Formaldehyd im Boden erfolgt nach BERkowITZ et al. (1981) innerhalb von 1 bis 4
Wochen.

Die Anzahl methanotropher und anderer aerober heterotropher Bakterien nimmt mit
steigender Erdgasapplikation solange zu, bis eine Sauerstofflimitierung einsetzt. In
PflanzgefaRen nahm die Anzahl Methanotropher proportional zum Methangehalt bis
zu 35 Vol.-% Methan zu. Bei MANCINELLI et al. (1981) und MANCINELLI & MCKAY
(1985), die ebenfalls eine signifikante Korrelation zwischen dem Methangehalt und
der Anzahl Methan- bzw. Methanoloxidierern feststellte, blieb die Zellzahl ab 50 Vol.-
% Methan in der Bodenluft einer Milldeponie konstant. ADAMSE et al. (1972) stellten
aufgrund des im Erdgas enthaltenen Ethans und Propans auch eine Zunahme an
Ethan- und Propanoxidierern fest, wobei die Zellzahlen dieser Gruppen schneller
zunahmen als die Methanoxidierer, da sie nicht obligat auf diese Substrate
angewiesen sind. Typ |l Methanotrophe hingegen bilden bei Abwesenheit von
Methan Dauerstadien in Form von Cysten und Exosporen aus, die nach einer lag-
Phase bei Methananwesenheit auskeimen, so wurden auch in den Kontrollgeféaflen
zwischen 0,33*10° und 1,9*10° Zellen /g TG Boden gefunden.

Neben dem Anstieg der Zellzahlen der Kohlenwasserstoffoxidierer finden weitere
Verschiebungen in der Zusammensetzung der Bodenmikrobiozbnose statt, mit
fallendem Sauerstoffgehalt werden zunehmend aerobe Arten durch fakultativ
anaerobe ersetzt. HARPER (1939) fand in erdgasgeschadigtem Boden Arten wie
Clostridium sporogenes, C. bifermentans, C. butyricus. Die unterschiedliche
Zusammensetzung der Mikrobiozdnose verschieden begaster Pflanzgefalle spiegelt
das aufgenommene Substratverwertungsmuster wider.

Da der wesentlichste Unterschied zwischen einem Boden mit einem reinen
Sauerstoffdefizit und einem methanbeeinflulten Boden (Methanosol) in der
Bereitstellung einer Kohlenstoffquelle flir spezialisierte Mikroorganismen in Form von
Kohlenstoff in seiner reduziertesten Form liegt, ist das Vorkommen der

Methanotrophen  Gegenstand der Diskussion des folgenden Kapitels.
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5.2 Methanotrophe Isolate aus erdgasbeeinfluBten Strafenbodden

5.2.1 ErdgasbeeinfluBter StraBenboden als Habitat fiir Methanotrophe

Nachdem WHITTENBURY et al. (1970) mit der Isolierung von ungefihr 100 Isolaten
den Grundstein fir die Klassifikation methanotropher Bakterien gelegt hat, wurden in
jungerer Zeit Methanotrophe, die teilweise neuen Gattungen angehéren, aus einer
Reihe von verschiedenen terrestrischen Habitaten isoliert, so z. B. aus Tundren
(OMELCHENKO et al. 1993), Torfmooren (DepysH et al. 2000) und Reisfeldern
(GILBERT 1997, DiaNou & ADAcHI 1999). Bei der Charakterisierung der
methanotrophen Population von Béden standen bisher hauptséchlich natiirliche
Feuchtgebiete und agrarisch genutzte Bdden (Reisfelder) im Vordergrund. Mit
Ausnahme von wenigen Deponiestandorten (MANCINELLI & McKAY 1985 nur
koloniebildende Einheiten, MANDERNACK et al. 2000 nur PLFA, WISE et al.1999) und
Mauerwerk (KussmAuL et al. 1998) liegen bislang keine Kenntnisse iber die
Besiedlung (Verteilung und Diversitat) stark anthropogen gepragter Béden bzw.
Substrate mit Methanotrophen vor. Hingegen wurde die Kinetik der Methanoxidation
an solchen Standorten hinreichend untersucht (WHALEN et al. 1990, JoneEs &
NEDWELL 1993, KIGHTLEY et al. 1995, LipTay et al. 1998). Erdgasbeeinfluite
StralBenbdden stellen ein heterogenes, stark anthropogen Uberpragtes Habitat dar,
welches eine breite physiologische Amplitude der Organismen gegeniiber den
vorherrschenden Faktoren bedingt. Der hohe Grad an Bodenversiegelung und —
verdichtung bedingt einen verringerten Gasaustausch mit der Atmosphéare, die
vorliegenden Substrate reichen von gewachsenen Bdden (ber geschittete mit
Bodenhilfsstoffen versetzte Bdden bis hin zu Bauschutt. Einhergehend mit den
unterschiedlichen Substraten fluktuieren auch der Gehalt an Nahrstoffen, pH-Wert
etc. So weisen mit Bauschutt versetzte Standorte alkalische pH-Werte auf, wahrend
ein in der gleichen Stralle wie R und L1 bis L5 gelegener hier nicht nadher
untersuchter Standort einen pH-Wert von 4,4 aufwies (SCHULTE 1998). Des weiteren
ist in Strallenbéden von einer Belastung mit organischen Schadstoffen,
Schwermetallen und Tausalz durch Stralenverkehr und Hausbrand auszugehen.
Bei der Entstehung eines Lecks kann der Methangehalt im Boden kurzfristig stark
ansteigen, bei Beseitigung der Leckage nimmt der Gehalt wieder ab. Da die
Verfigbarkeit von Methan und Sauerstoff die bestimmenden Faktoren fir die

Verbreitung Methanotropher sind, liegt hierin der bedeutendste Unterschied zu quasi
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natlrlichen Habitaten mit konstant niedrigen Methangehalten wie Moor, Sumpf, oder
Tundra.

5.2.2 Anpassungen der Isolate an das Habitat

Die aus erdgasbelasteten Strallenbdden isolierten methanotrophen Bakterien weisen
sich durch ihre Zellmorphologie mit Rosettenbildung bei GB 18 und
Exosporenbildung bei GB 19, die periphere Anordnung der intracytoplasmatischen
Membranen, die Fixierung von Formaldehyd (iber den Serinweg (nachgewiesen bei
GB 18), die Dominanz von C18:1 Fettsduren eindeutig als Typ || Methanotrophe aus,
welches durch den molekularbiologischen Nachweis mit phylogenetischen Primern
verifiziert wurde.

Hohe Fluktuationen der gasférmigen Substrate und fehlende Ausweichmaoglichkeiten
auf andere Substrate machen Uberdauerungsmechanismen wie die bei GB 18
beobachteten Exosporen besonders flr Methanotrophe notwendig. Exosporen
werden am unbegeillelten Ende der Zelle abgeschniirt, kommen nur bei
Methylosinus trichosporium vor und haben viele Eigenschaften mit den Endosporen
der Bacillus-Arten gemeinsam, das Fehlen der Dipicolinsdure unterscheidet diese
jedoch (WHITTENBURY et al. 1970b). Die Exosporen sind hitze- und
trocknungsresistent, sie Uberleben mindestens 18 Monate im trockenen Zustand und
ohne Methan und sind somit sehr gut an das Uberdauern in trockenen und
nahrstoffarmen Habitaten adaptiert. Vegetative Zellen vertragen Substratmangel
generell besser in Abwesenheit von Sauerstoff, so Uberlebte Methylosinus
trichosporium OB3b in einer Studie von ROSLEV & KING (1994, 1995) bis zu 6
Wochen unter anoxischen Bedingungen und ohne Methan und fing wenige Stunden
nach der Zugabe von Methan und Sauerstoff an, Methan zu oxidieren. Oxische
Bedingungen hingegen rufen Biomasseverlust, morphologische Ver&nderungen und
Verringerung der Uberlebensfahigkeit hervor. Ein anaerober endogener
Metabolismus sichert die Erhaltung der Lebensfahigkeit. Eine Anpassung an
ungiinstige Umweltbedingungen ist ebenfalls die Fahigkeit, PHB als Reservestoff zu
bilden (AsenJO & Suk 1986, WANG & BAKKEN 1998) wie sie bei GB 18 und GB 20
beobachtet wurde.

Die bei GB 18 vorgefundene Glycocalyx kénnte ebenfalls einen Schutz vor adversen

Umweltbedingungen wie Austrocknung etc. darstellen (FASSEL & EDMISTON 1999),
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andererseits kénnte die Hillschicht aus Glycoproteinen und Polysacchariden fiir die
typische Rosettenbildung bei GB 18 notwendig sein.

Die im Elektronenmikroskop sichtbaren intracytoplasmatischen Membranen verlaufen
in allen drei Organismen parallel zur Cytoplasmamembran. Die Ausbildung derart
extensiver Lipidstrukturen ist ebenfalls von phototrophen (Purpurbakterien),
nitrifizierenden und n-Alkan-verwertenden Bakterien bekannt. Da bei Wachstum auf
kupferarmen Medien keine ICM ausgebildet werden, handelt es sich bei den
Membranstrukturen nicht um eine Anpassung an die Verwertung eines gasférmigen
Substrates wie von ANTHONY (1982) zuerst angenommen, sondern vielmehr um eine
Assoziation der pMMO mit den Lipidstrukturen.

Die Stamme GB 18 und GB 19 weisen die héchste 16S rDNA-Genidentitdt mit
Methylosinus trichosporium (99%), respektive Methylosinus sporium (98%) auf, die
Artenzuordnung ist somit eindeutig, da Stamme von Methylosinus trichosporium eine
16S rDNA-Gensequenzidentitdt von >97% und Stdmme von Methylosinus sporium
von >96% aufweisen.

Die 16S rDNA-Sequenz von GB 20 stimmt zu 97% mit Methylocystis parvus (NCIMB
11129) dberein.

Die hohen bootstrap-Werte, die GB 20 von validierten Methanotrophen Spezies
trennen, kénnten vermuten lassen, dal® GB 20 und die keiner Spezies zugeordneten,
von WISE et al. (1999) isolierten Stdmme AML-A3, AML-A8, das unidentifiziertes a-
Proteobacterium LR 1 (DUNFIELD et al. 1999) und der unkultivierte Klon LO13
(MoRrRIs et al. 2002) (vgl. Abb. 4.27), die zusammen ein Cluster bilden, einer von
Methylocystis parvus und echinoides verschiedenen Art angehéren. In seiner
revidierten Taxonomie raumen BowMaN et al. (1993) die Existenz von mehr als zwei
Methylocystis-Arten ein. GALCHENKO et al. (1977) beschreiben mehr Methylocystis-
Arten, die jedoch bisher nicht validiert wurden.

BowmaN (1993) fand Methylosinus und —cystis-Arten in mit TCE kontaminiertem
Grundwasser, eine Dominanz dieser beiden Gattungen konnte ebenfalls im
Uberfluteten Reisfeldboden beobachtet werden (GILBERT 1997). Auch mit nicht-
kultivierenden Verfahren wurden Typ Il Methanotrophe in terrestrischen Habitaten
nachgewiesen, z. B. mit einer Phospholipidanalyse borealen Torfbodens (SUNDH et
al. 1995) oder mit 16S rRNA-Hybridisierung in Boden aus Alaska (BRUSSEAU et al.
1994). In aquatischen Habitaten dominiert Typ Il in oligotrophen, Typ | in eutrophen
Seen (Metalimnion) (BowMaN 1993). Bisher ging man davon aus, daf der Besitz von
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sMMO und Nitrogenase unter Cu- und N-limitierenden Bedingungen Typ Il
Methanotrophen Selektionsvorteile gegentiber Typ | verschaffte. Diese Annahme
muBte in den letzten Jahren jedoch teilweise revidiert werden. Bei den Typ |
Methanotrophen wie Methylomonas und Methylomicrobium konnte geringe sMMO-
Aktivitdt nachgewiesen werden (KoH et al. 1993, SHIGEMATSU et al. 1999). AUMAN et
al. (2001) konnten das nifH-Gen, welches flir das Eisenprotein der Nitrogenase
codiert, von 4 Stdmmen Typ | Methanotropher amplifizieren, allerdings konnte nur

bei einem Stamm eine deutliche Acetylen-Reduktion gemessen werden.

5.2.3 Anreicherungs- und Isolierungsstrategien

Trotz etablierter molekularékologischer Techniken bleiben die Kultivierungsmethoden
fur bestimmte, insbesondere autdkologische, Fragestellungen unerlallich. Zum einen
beruht die Zuordnung von in der Umwelt gefundenen Gensequenzen auf einem
Datenbanksystem, welches aus Isolaten aufgestellt wurde, zum anderen verlangt die
biochemische und physiologische Charakterisierung Reinkulturen autochthoner
Mikroorganismen des Systems. Besonders Untersuchungen zur Diversitdt von
Methanotrophen sind allein mit molekularbiologischen Methoden problematisch, da
diese in mindestens zwei monophyletischen Clustern innerhalb der a- und y-
Proteobacteria gruppieren. Die Methanotrophen kénnen daher per se nicht mit einem
einzigen 16S rDNA-Nachweissystem erfal3t werden (Horz 2000). Ferner kann man
mit den vorliegenden molekularbiologischen Methoden nicht zwischen den Typ Il
Methanotrophen Gattungen Methylosinus und —cystis differenzieren, da kein
spezifischer Primer oder spezifische RNA-Sonde fiir diese Gattungen, sondern nur
generell fur Typ ll, vorliegt (GULLEDGE et al. 2001).

Die beiden Gattungen unterscheiden sich zwar durch einige phéanotypische
Merkmaie, wie Zellform und Dauerstadien, sind sich aber in ihren physiologischen,
metabolischen und chemotaxonomischen Merkmalen sehr ahnlich (BowmAN et al.
1993). 5- (BULYGINA et al. 1990) und 16S rRNA-Sequenzanalysen (BRATINA et al.
1992) zeigten, dalk diese Gruppe ein distinktes und enges Cluster innerhalb der a-
Proteobacteria bilden, welches von den anderen Serinweg-Methylotrophen getrennt
ist. Mit Hilfe von Antikérpern und Immunofluoreszenzanalyse gelang VECHERSKAYA et
al. (1993) eine getrennte in-situ-Detektion von verschiedenen Methylosinus und

Methylocystis Arten.
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Neben den bekannten Problemen der Kultivierung, wie unvollstdndige Extraktion der
Bakterien aus dem Boden (LINDAHL & BAKKEN 1995) und einer Kultivierbarkeit
zwischen 0,25% (Béden) und 15% (Klarschlamm) aller Bakterien (u. a. GIOVANNONI et
al. 1990, WaARrD et al. 1990, AMANN 1995), sind die Methanotrophen eine schwer zu
isolierende Bakteriengruppe. Obwohl das Bereitstellen von Methan als alleinige
Kohlenstoff- und Energiequelle ein gutes Selektionskriterium zur Gewinnung
methanotropher Reinkulturen sein sollte, stellt deren Isolierung eines der
problematischsten Gebiete bei der Untersuchung dieser Bakteriengruppe dar
(MANCINELLI et al. 1981, Dianou & ADACHI 1999, Bowman 2000, RADAJEWSK! 2000,
SVENNING et al. 2003).

So gelang es DEDYSH et al. erst 1998, die seit 1991 existierende acidophile
methanotrophe Anreicherungskultur aus einem Torfmoor in Reinkultur zu isolieren,
nachdem herkédmmliche Anreicherungstechniken erfolglos waren (DEDYSH et al.
1998a, 2000). HoLMES et al. (1996) berichten von Schwierigkeiten, Methanotrophe
aus marinen Umweltproben zu isolieren. Ein Verfahren ohne vorherige Anreicherung
wurde Kkirzlich von SVENNING et al. (2003) beschrieben, es beinhaltet die direkte
Isolierung Methanotropher auf Polycarbonatmembranen und die Verwendung
unsteriler Bodensuspension als Puffer zur Eliminierung methanotropher Metabolite .
Zur besseren Simulierung der in situ Bedingungen wurden verschiedene Medien zur
Anreicherung verwendet, die sich sowohl im Stickstoffgehalt und —quelle als auch in
der Kupferkonzentration unterschieden, der Methangehalt wahrend der Kultivierung
wurde dem in situ-Gehalt angepalt. Wider erwarten wirkten sich die
Anreicherungsbedingungen nicht auf den angereicherten Organismus aus. Bei
niedrigem Methangehalt und ausreichend Stickstoff- und Kupfer-Versorgung wie ihn
das NMS-Medium bereitstellt, hatten sich Typ | Methanotrophe angereichert, sofern
sie in der Bodenprobe in kultivierbarer Form vorhanden gewesen waren. Typ |
Methanotrophe Uberwachsen Typ Il Methanotrophe (GRAHAM et al. 1993) unter
diesen Bedingungen, u. a. da der Ribulosemonophosphat-Weg der Formaldehyd-
Fixierung mit 65-80% effizienter Umwandiung effektiver ist als der Serin-Weg mit 40-
60% (ANTHONY 1982). Umgekehrte Anreicherungbedingungen mit Sauerstoff,
Stickstoff und Kupfer als limitierende Faktoren werden zur gezielten Anreicherung
von sMMO-positiven Typ Il Methanotrophen verwendet, um diese fiur die
Biodegradation einzusetzen (STAROSTINA 2000). AUMAN et al. (2000) fand ebenfalls

keinen Zusammenhang zwischen den Begasungsvarianten wahrend der
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Anreicherung und der isolierten Gattung, Methylosinus-Stdmme liefen sich sowohl
bei einem CH4/Luft-Verh&ltnis von 5:95 wie auch von 80:20 (vol/vol) finden.

Zur Anreicherung wurden definierte Medien ohne organische Zuséatze benutzt, da
heterotrophe  Bakterien  Methanotrophe in  mit komplexen  N&hrstoffen
supplementierten Medien schnell (berwachsen. Diesen Isolierungen entgehen
eventuell Populationen wvon Methanotrophen, die Vitamine oder andere
Wachstumsfaktoren benétigen, so sind z. B. dem Medium ftir Methylocella palustris
Vitamine zugesetzt (DEDYSH et al. 1998b). Das Wachstum von einigen Typ |
Methanotrophen wird auch von Zuckern, z. B. Glucose stimuliert (Zhao & Hanson
1984).

Die bessere Simulation der in situ-Bedingungen bezieht sich nur auf die abiotische
Umwelt, Wechselwirkungen mit anderen (Mikro-)Organismen kdénnen jedoch fiir eine
Lebensféhigkeit unabdingbar sein. HoOLMES et al. (1996) konstatierten bei ihrer
marinen Anreicherungskultur komplexe Wachstumsbedingungen, die nur durch die
enge Assoziation (Syntrophismus) mit einem unidentifizierten heterotrophen
Bakterium, nicht aber durch die Zugabe von Hefeextrakt oder Vitaminen erfiillt
werden konnten. Die Zellen Uberleben in Mischkulturen besser als in Reinkulturen
(HEYER 1984). Ein Grund daflr ist die Eliminierung toxischer Stoffwechselprodukte,
so scheiden wahrend des Wachstums auf Methan einige Methanotrophe Methanol
und organische Abfallprodukte aus, die durch die in einem Konsortium enthaltenen
Heterotrophen weiter verstoffwechselt werden (u. a. PATT et al. 1974). Solche
Konsortien sind u. a. von biotechnologischem Interesse, da sie ein besseres
Wachstum der methanotrophen Komponente gewdhrleisten und Uber einen langen
Zeitraum auch unter unsterilen Bedinungen stabil sind (HELm 2002).

Zu den Hauptkomponenten der Begleitflora gehdren einerseits Methanol
verwertende Mikroorganismen, wie z. B. Hyphomicrobium, das in einigen
Anreicherungen beobachtet wurde. Andererseits wird durch die Verschleppung
geringer Konzentrationen organischer Substanzen mit der Verdinnung der
Bodensuspension ein Wachstum oligocarbophiler Bakterien ermdglicht. Laut
EscorFiER et al. (1997) erlaubt schon das NMS-Medium Wachstum von Nicht-
Methanotrophen, Aktinomyceten und Pilzen.

Die Problematik Reinkulturen zu erzielen bzw. zu erhalten und Verunreinigungen zu
Identifizieren, veranschaulicht eine Arbeit von ELLER (2000). Sie hat sowohl in der

institutseigenen als auch in offiziellen Stammsammlungen ,sehr kleine Stdébchen” als
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hartnackige Verunreinigung vorgefunden. So befinden sich teilweise ungeniigend
aufgereinigte Stdémme in Stammsammlungen, bei denen die Verunreinigungen nicht
erst nachtréglich eingeschleppt wurden (ELLER 2000). Reinheitskontrollen nicht nur
auf reichem Né&hragar, sondern R2A und NMSggocarophi-Agar und mikroskopische
Beurteilungen sollten dieses Problem vermeiden. Eine erfolgreiche Eliminierung der
Begleitflora wurde durch auf den jeweiligen methanotrophen Organismus
abgestimmte Methoden erzielt. Fur Exosporenbildner wie Methylosinus sporium GB
19 ist die Anzucht aus Exosporen Methode der Wahl, da bei der Hitzebehandlung
alle vegetativen Zellen abget6tet werden. Die GréRenunterschiede zwischen
Methanotrophen und Begleitflora ergaben gute Ansdtze zur Trennung beider
Gruppen. So wurde- wenn auch keine Reinkultur gewonnen werden konnte- der
Anteil Methanotropher in der Kultur durch Filtration deutlich erhéht. Die Zellen von
GB 20 waren zu klein fiir eine Abtrennung mittels Filtration , sie lieRen sich am
besten durch die Unterschiede in der Zellhydrophobie trennen. Methylocystis-
Stdmme zeichnen sich durch eine hohe Hydrophobie der Zelloberflache aus, dies
ermoglicht eine Separation von den hydrophilen Typ | Methanotrophen (STAROSTINA
et al. 1997). In der vorliegenden Arbeit konnten jedoch auch die Heterotrophen
erfolgreich abgetrennt werden. Die hohe Hydrophobie steht im Zusammenhang mit
der Kohlenwasserstoff-Verwertung dieser Bakterien sowohl mit dem Substrat Methan
als auch mit der cometabolischen Umsetzung einer Reihe von hydrophoben
Verbindungen (KENNEDY et al. 1975).

Eine weitere Methode Typ Il gegeniber Typ | anzureichern ist die Anwendung
lytischer Pseudomonaden, Typ | (Peptidoglykanschicht 20-30A) reagiert wesentlich
empfindlicher, wahrend Typ Il (70-150A) resistent gegeniiber den lytischen Enzymen
ist (STAROSTINA et al. 1992).

Die grolte Gewillheit, dal eine Kultur von einer einzelnen Zelle abstammt, erhalt
man mit der Methode der Mikromanipulation. Sie erlaubt die Separation einer
einzelnen bakteriellen Zelle mit einer dinnen Kapillare unter mikroskopischer
Kontrolle und ist damit Durchflulzytometrie und Coulter-Counter Uberlegen, bei
denen auch Zellaggregate isoliert werden (FROHLICH & KONIG 2000).

GB 18 wurde mittels Mikromanipulation gewonnen, aufgrund seiner Zellform war
dieser Stamm flir diese Methode prédestiniert. Der sog. “Vereinsamungseffekt"
(HENGSTMANN 1997) oder auch ,quorum-sensing effect” (HOLDEN et al. 1999) gereicht

dieser Methode jedoch zum Nachteil. Aus noch nicht vollstédndig geklarten Griinden
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wachsen einzelne Zellen oftmals nicht an, ein Transferieren in geringes Volumen
frischen Kulturiberstandes hat jedoch einen stimulierenden Effekt. Kommunikation
zwischen den Zellen iber Signalmolekiile wie langkettige Fettsdureester oder N-
Acetylhomoserin-Lactone scheinen hierbei eine Rolle zu spielen (HOLDEN et al.
1999). Eine Weiterentwicklung der Mikromanipulation stellt die ,optische Pinzette®
dar. AsHkIN et al. (1987, AsHkIN & Dziepzic 1987) gelang es, einzelne Bakterien-
bzw. Hefezellen in einem stark fokussierten Laserstrahl eines Lasermikroskopes
festzuhalten, wobei sich die Zellen noch teilten. HUBER et al. (1995) entwickleten
hieraus ein gezieltes Einzellzell-Kultivierungssystem zur Isolierung

Hyperthermophiler.

Im Gegensatz zum klassischen Ausplattieren auf Agarplatten bietet die
Mikromanipulation die Mdglichkeit, die einzelne Zelle in Flissigmedium zu
Uberfiihren, welche fiir Bakterien mit geringer Koloniebildungsfahigkeit, wie oftmals
von Methanotrophen berichtet wird (LEES et al. 1991, BowMAN et al. 1993, 1997,
Boprossy et al. 1999), von Vorteil ist. Eine geringe Fahigkeit auf festen Medien zu
wachsen, wurde besonders auf Gelrite, Silicagel und Nobelagar verzeichnet, die
aufgrund ihrer geringen Verunreinigung mit organischen Substanzen Anwendung
fanden.

5.3 Molekularbiologische Charakterisierung der methanotrophen Lebens-

gemeinschaft in PflanzgefdafRen

Angesichts der in Kapitel 5.2 diskutierten Schwierigkeiten bei der Isolierung
methanotropher Bakterien, sollte die methanotrophe Population erdgasbeeinflu3ten
Bodens vergleichend mit nicht-kultivierenden Verfahren untersucht werden.

Zwei aus Umweltproben extrahierbare Biomarker bieten sich zur Analyse der
methanotrophen Population an. Die den methanotrophen charakteristischen
Fettsauren C16:1w7 bzw. C16:1w7 und C18:1w7 bzw. C18:1w8 (NICHOLS et al.
1985, 1987, GuUcCkerT et al. 1991) wurden zur quantitativen Beurteilung des
Verhaltnisses Typ I/Typ Il von MANDERNACK et al. (2000) und SUNDH et al. (1995,
2000) herangezogen. Die grofite Bedeutung zur Beschreibung der Biodiversitat
mikrobieller Gemeinschaften haben jedoch Nukleinsguren, insbesondere die 16S
rDNA, gewonnen. Um jedoch nicht nur phylogenetische Beziehungen aufzeigen zu

kénnen, sondern auch die funktionelle Diversitdt zu beschreiben, wurden Primer
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entwickelt, die folgende Strukturgene  methanotropher  Schllisselenzyme
amplifizieren:
-mmoX.....codiert fiir die a-Untereinheit der sMMO................ McDoNALD et al. 1995
-pmoA.....codiert fur die a-Untereinheit der pMMO......HOLMES et al. 1995, CHENG

-mxaF.....codiert fiir die a-Untereinheit der Methanol-Deydrogenase.....MCDONALD
& MURRELL 1997.

Die Analyse erfolgt mittels PCR (z. B. CoSTELLO & LIDSTROM 1999), real-time PCR
(KoLB et al. 2003, SEGHERS et al. 2005), PCR-DGGE (BODELIER et al. 2005, HENCKEL
et al. 1999, 2001, Horz et al. 2001), PCR-T-RFLP (HoRrz et al. 2001, 2005, PESTER
et al. 2004) oder/und anschlielender Sequenzierung (z. B. BODROSSY et al. 1997) .
Mit Hilfe dieses Instrumentariums wurden in Habitaten wie z. B. Seesedimenten
(CosTELLO & LIDSTROM 1999, AUMANN et al. 2000), Waldbdden (HENCKEL et al. 2000,
JENSEN et al. 2000), Reisfeldern (HENCKEL et al. 1999, 2001, Horz et al. 2001) und
Torfmooren (McDONALD et al. 1996, McDONALD & MURRELL 1997) methanotrophe
Populationen charakterisiert.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Gesamt-DNA aus dem Boden mittels direkter
Lyse, d. h. in Gegenwart der Matrix extrahiert; diesem Verfahren wurde gegeniiber
der indirekten Lyse mit vorausgehender Zellextraktion der Vorzug gegeben, da es
effizienter ist und auch stérker an Bodenpartikel anhaftende Mikroorganismen erfafit.
Dies trifft auf Methanoxidierer zu, sofern sie niedrigen Methankonzentrationen
ausgesetzt sind, die ihr Wachstum limitieren (PRIEME et al. 1996).
Die Lysebedingungen stellen einen kritischen Schritt in der direkten DNA-Extraktion
dar. Auf der einen Seite missen die Bedingungen scharf genug sein um eine
maximale Ausbeute zu erzielen, auf der anderen Seite sollten die Scherkrafte, die auf
die DNA einwirken, minimiert werden (ERB & WAGNER-DOBLER 1993, MILLER et al.
1999). Die Detektionsgrenze der nachfolgenden PCR héngt stark vom
Fragmentierungsgrad der DNA ab.
Es wurden bis zu 14,78 pg DNA/g Bodenfrischgewicht gewonnen, dieser Wert liegt in
der in der Literatur angegebenen Grélenordnung fur Boden (z. B. 11,7-23,7 pg
DNA/g Boden TEBBE & VAHJEN 1993; 1214 ug DNA/ g Boden TsAl & OLSEN 1991; 4,6-
33 pg DNA/g Boden BERTHELET et al. 1996). Die bei der direkten Extraktion
erfolgende Coexiraktion von Huminstoffen machte eine Aufreinigung des DNA-

Extraktes notwendig, da bereits weniger als 0,1 pg Humins&ure/ml im PCR-Ansatz
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die Tag-Polymerase inhibieren kénnen (TsAl & OLSEN 1992); dies kann mit der hohen
Kapazitat von Fulvosauren, Ca* und Mg?*-lonen zu komplexieren, erklért werden.
Mit Hilfe phylogenetischer Primer sollte die Verteilung der verschiedenen Gattungen
Methanotropher in unterschiedlichen Tiefen erdgasbeeinfluten Bodens bestimmt
werden. Anhand dieser Methode wurde eine hohere methanotrophe Diversitat im
Vergleich zu kultivierenden Verfahren festgestellt. Aus dem Standort L4 wurde nur
Methylosinus sporium isoliert, wahrend Methylomonas, Methylococcus und
Methylosinus /-cystis mit entsprechenden Primern nachgewiesen werden konnten.
Der molekularbiologische Nachweis methanotropher Bakterien 1463t sich als Indikator
nicht nur fur aktuelle Methanausgasungen, sondern auch fiir vormalige verwenden.
Am Standort L 5 war kein Methan mehr in der Bodenluft zu messen, die Gattung
Methylosinus /-cystis war jedoch noch nachzuweisen. Hierbei ist zu beachten, dal}
mit der direkten DNA-Extraktion auch Dauerstadien Typ Il Methanotropher erfaldt
wurden. Ein noch sensitiverer Indikator stellt die Isotopensignatur dar, an dem
Standort L 1 wies der 8'°C-Wert des CO; auf Methanoxidation hin, obwohl weder
Methanotrophe noch Methan mehr nachzuweisen waren.

Die Uber ein Jahr andauernde Erdgasapplikation hat den atmosphéarischen
Methangehalt im Versuchsgeldnde soweit angehoben, daf sich methanotrophes
Wachstum offenbar auch in den Kontroligefalten etablieren konnte. Das nicht
oxidierte Methan der hoch begasten Gefaflte entwich nach oben ins Gelénde.

Laut HENCKEL et al. (2001) reichen bereits 1000 ppmv Methan flr eine Ausbreitung
von Typ | aus. Bei Uber 7000 ppm fanden BENDER & CONRAD (1995) eine Zunahme
der Zellzahl Methanotropher. Diese niedrigen Methankonzentrationen wurden mit
dem Deponiegasmonitor nicht erfalit (Me3genauigkeit +0,5 Vol.-% zwischen 0 und 5
Vol.-%). Die unbepflanzten Gefalle wurden von Methylomonaden besiedelt, wie sich
in der PCR herausstellte. Die DGGE belegte jedoch, dal® diese nicht von der
Typspezies Methylomonas methanica gestellt werden. Die Verbreitung von
Methylomonas methanica beschrankt sich hingegen auf die mittleren Methangehalte
der oberen bzw. mittleren Tiefenstufen des hoch bzw. niedrig begasten
PflanzgefaRes. Die positiven Befunde im unbehandelten Pflanzcontainer kdénnten
auller auf das Vorkommen von M. fodinarum und M. aurantiaca ebenfalls auf primer
mismatches zurlickzufilhren sein. Die Sequenzierung ausgewéahlter DGGE-Banden

hatte hier ndheren Aufschiul? gegeben, das Ausschneiden und Reamplifizieren der
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Banden lieferte jedoch erneut das urspriingliche Bandenmuster, so daR eine
Sequenzierung nicht verfolgt wurde.

Auch in den PflanzgefdRlen besteht eine Diskrepanz zwischen der
Gattungszusammensetzung, die mit kultivierenden Verfahren bestimmt wurde und
der, die mit molekularbiologischen Methoden ermittelt wurde. Typ | scheint starker
vertreten, als es laut Kultivierung den Anschein hat. Eine Favorisierung des
Wachstums von Typ Il Methanotrophen der Methylosinus/-cystis-Gruppe durch
Kultivierungsmethoden stellten BussmanN et al. (2004) sogar bei Verwendung eines
adaptierten Mediums fest.

Die gleichmé&Rig konstante Begasung von 50 cm®min ohne Nahrstofflimitationen
dirften tatsachlich Typ | Methanotrophe begtinstigt haben. Typ | dominiert dort, wo
schnelles Wachstum methanoxidierender Bakterien erméglicht wird, wéhrend Typ |l
dort abundanter ist, wo die Wachstumsraten periodisch durch Né&hrstoffmangel
begrenzt sind (HanNsoN & HaAnNsON 1996). In  Torfmoorbdden detektierten
VECHERSKAYA et al. (1993) mit Immunfluoreszenzanalyse 61,6% Typ |, aber nur
38,4 % Typ ll, wobei Methylobacter dominierte, gefolgt von Methylomonas und
Methylocystis.

Nach einem Jahr zeigte sich in den PflanzgefdlRen eine abnehmende Diversitat mit
einer Dominanz der Gattung Methylomonas. Von einer htheren Dynamik von Typ | z.
B. bei wechselnden CH4/O, Verhéaltnissen oder Drainage im Reisfeld berichteten
auch HENCKEL et al. (2000).

Bei Typ | Methanotrophen geht, den r-Strategen vergleichbar, die schnelle
Vermehrung bei giinstigen Umweltbedingungen auf Kosten der Uberlebenschancen
bei adversen Lebensbedingungen. Wahrend Typ Il langsamer wachst und, wie K-
Strategen, bessere Uberlebensmechanismen, z. B. Dauerstadien, Ny-Fixierung bei
mikroaerophilen N-limitierten Bedingungen besitzt (VECHERSKAYA et al. 1993). Der
Nachweis von Typ Il bei abgestelltem Gasleck bestatigt diese Annahme.

Die Anpassung der beiden Typen an unterschiedliche Umweltbedingungen
veranschaulichen AMARAL et al. (1995) und AMARAL & KNOWLES (1995) in ihren
Sauerstoff-Methan-Gradientenversuchen. Sie fanden eine Etablierung von Banden
mikrobiellen Wachstums bei bestimmten Methan/Sauerstoffmischungsverhaltnissen.
Wie sich mit Hilfe von FISH-Sonden herausstellte, bestand die Bande bei einem
0,/CH4-Mischungsverhdlinis zwischen 1,57 und 1,97 aus Typ | Methanotrophen,
wahrend sich die Bande bei hohen Methankonzentrationen und nur Spuren von
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Sauerstoff (<0,5%) aus Typ Il Methanotrophen zusammensetzte. Insofern
verwundert das Vorkommen von Typ | bei der hohen Begasungsmenge von 500
cm*/min. Der Konkurrenzvorteil von Typ |l bei hohen Methangehalten (GRAHAM et al.
1993), lait sich zum Teil durch den unterschiedlichen Sauerstoffbedarf der sMMO
und pMMO erkldren, der K-Wert des Enzyms betrédgt 17 pm respektive 0,1 pm.
Dieser Unterschied legt nahe, dalk sMMO exprimierende Organismen, wie Typ Il und
X, unter geringer Sauerstoffspannung erfolgreicher um Methan konkurrieren kénnen.
Widersprichlich war insbesondere das Vorkommen der Methylocystaceae.

Speziell bei hohen Methangehalten liegt eine mangelnde Detektion der Gruppe
Methylosinus/cystis mit der PCR vor, sowohl in Anreicherungskulturen als auch in der
mikroskopischen Bewertung von MPNs wurde diese Gruppe verstarkt gefunden.
Durch die im Zuge der Begasung erfolgten bodenchemischen Verdnderungen ist
eine hohere Konzentration von PCR-Inhibitoren in diesen DNA-Extrakten im
Vergleich zu unbegastem Boden denkbar. So wurde zwar die Gesamt-DNA-
Konzentration gemessen, diese kann sich jedoch von der Menge amplifizierbarer
Nukleinsduren unterscheiden. Eine Unterreprdsentation mit gattungsspezifischen
Primern stellten auch COSTELLO & LIDSTROM (1999) mit den Primern Mm 1007r und
Ms 1020r fest. Sie isolierten ebenso wie PACHECO-OLIVER et al. (2002) Reinkulturen
von Methylocystaceae, konnten diese aber nicht in situ nachweisen. Sie flihrten die
Probleme auf die geringe Sequenzdatenbasis zurlick, auf der diese Primer entwickelt
wurden. Erfolgreich waren sie hingegen mit Mb 1007r und Mc 1005r. Ein breiteres
Spektrum an Methylosinus/-cystis-Sequenzen amplifiziert der Primer Typ2b, da er
aber ebenso Sequenzen von z. B. Methylobacterium amplifiziert (PACHECO-OLIVER et
al. 2002), wurde er in der vorliegenden Arbeit nicht verwendet. Bei Isolaten
funktionieren beide Methylosinus/-cystis-Primer, dies bestatigt die Vermutung, dal
die fehlende Amplifikation bei Benutzung des Ms1020 Primers auf ungentigend Ziel-
DNA zurtickzufilhren ist. So gelang der Nachweis von Methylosinus/-cystis mit dem
Ms 1020r Primer in der Probe mit der héchsten extrahierten DNA-Konzentration (127
ng im PCR-Ansatz).

Einen weiteren alternativen Primer entwickelten BRuUsseau et al. (1994), MB9a
amplifiziert die partielle 16S rDNA methylotropher a-Proteobacteria und erfalt somit
auch nicht methanoxidierende Serinweg-Methylotrophe.

Die verwendeten gattungsspezifischen Primer wurden anhand der jeweiligen

Typspezies Uberprift. Das Primerpaar f27 r Mb 1007 amplifizierte keine 16S rDNA
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des Stammes Methylobacter luteus 53v (NCIMB 11914). Die generelle Funktion des
Primerpaares wurde mit einer Anreicherungskultur getestet, es wurde ein PCR-
Produkt der erwarteten Gréfie erhalten wurde. HOLMES et al. (1995) verwendeten den
Primer Mb1007r mit dem Kontrollorganismus Methylobacter albus BG8, diese Art
wurde von BOWMAN et al. (1995) jedoch reklassifiziert und gehdrt der Gattung
Methylomicrobium an. Diese Gattung unterscheidet sich durch das Fehlen von
Cysten, ein anderes Fettsduremuster und 5S rDNA-Analyse deutlich von der Gattung
Methylobacter, so dal der verwendete Primer spezifisch fir die Gattung
Methylomicrobium und nicht Methylobacter ist.

Neben diesen Problemen wie Primerunspezifititen und Reklassifikationen der
Kontrollorganismen birgt der Amplifikationsprozef von 16S rDNA-Gemischen, wie sie
komplexe Umweltproben darstellen, wahrend der PCR einige Fehler (Suzuki &
GIOVANNONI 1996), z. B. préaferentielle Amplifikation, die Bildung chimérer DNA und
Heteroduplex-Molekiile (OLSEN et al. 1986, PACE et al. 1986, WANG & WANG 1996, V.
WINTZINGERODE et al. 1997).

Einige Gene kdnnen préaferentiell amplifiziert werden, so daR die Haufigkeit einer
Sequenz in einer 16S rDNA-Bibliothek nicht die relative Abundanz in der mikrobiellen
Gemeinschaft reflektiert (REYSENBACH et al. 1992). Chimire oder rekombinante
Molekiile werden bei einer PCR-Amplifikation eines DNA-Gemisches verschiedener
Arten mit ahnlicher Sequenz generiert. Nicht vollstdndig vervielfaltigte,
komplementédre Sequenzen zweier verschiedener Species hybridisieren miteinander
und bilden einen Doppelstrang, der sich aus den Sequenzen zweier verschiedener
Arten zusammensetzt (KOPCZYNSKI et al. 1994, LIESAcK et al. 1991, Quu et al. 2001).
Die Unstimmigkeiten mit den Primern Ms1020 und Mm1007 ergaben Anlal® zur
genaueren Analyse der Diversitatsstruktur und Verteilung dieser beiden Gattungen in
den Pflanzgefalien. Mit Hilfe der DGGE sollte eine schnelle Einschatzung der
Verteilung amplifizierbarer Sequenztypen vorgenommen werden (FERRIS et al. 1996).
Die DGGE beruht auf der Auftrennung von DNA-Fragmenten gleicher Lange aber
unterschiedlicher Sequenz aufgrund des unterschiedlichen Schmelzverhaltens
wéhrend der Denaturierung des Doppelstranges. Die Trennung des DNA-
Doppelstranges erfolgt bei ansteigendem Denaturierungsgradienten zunéchst partiell
in sogenannten “Schmelzdoménen”. Dieses partielle Aufschmelzen fiihrt zu einer
starken  Retardierung des gesamten DNA-Fragmentes wahrend der
elektrophoretischen Auftrennung in einem Polyacrylamidgel (ESCHWEILER 1999).
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Die DGGE wird seit 1979 in der medizinischen Anwendung zur Detektion von
Punktmutationen verwendet (FISCHER & LERMAN 1979, 1983), 1989 verbesserte
SHEFFIELD die Auflosung der DGGE durch Einfiihrung eines GC-clamps.

Muyzer et al. (1993) etablierte die DGGE fur die Anwendung in der molekularen
Okologie zur Untersuchung mikrobieller Populationsstrukturen. Theoretisch kénnen
PCR-Fragmente mit bis zu einem Basenunterschied in der DGE differenziert werden
(MuUYZER et al. 1993, HEUER et al. 1997, MUYzeER & SMALLA 1998), dies ermdglicht
einen Diversitatsvergleich auf Sequenzebene einer grolen Anzahl an Umweltproben
ohne eine aufwendige Sequenzierung.

Als methodische Schwierigkeit stellt sich das zu geringe Aufldsungsvermégen des
DGGE-Gels dar, welches mit Anlegen eines Doppelgradienten aus denaturierendem
und Acrylamidgradient geltst werden konnte. Die Aufldsung des Gels kann ferner
durch ssDNA, Proteine und unvollstandig vervielfaltigte DNA oder GC-Klammer
beeintrachtigt werden (MuyzeR et al. 1993, ESCHWEILER 1999).

VALLAEYS et al. (1997) vermochten die PCR-Podukte methanotropher Bakterien trotz
Sequenzunterschieden nicht in der DGGE voneinander zu trennen.

Die Analyse der methanotrophen Population mit Hilfe der DGGE erlaubte eine
Differenzierung von Methylosinus und Methylocystis.

Das Auftreten von Doppelbanden bei Reinkulturen wird auch von FUHR et al. (1996)
und SMALLA et al. (1998) beschrieben und auf Mikroheterogenitaten zuriickgefiihrt.
So kénnen im Genom eines Stammes mehrere Kopien der 16S rDNA vorhanden
sein (Kiss et al. 1977, GREEN et al. 1985, SMITH et al. 1987, ITAYA & TANAKA 1991),
deren DNA Sequenz sich in einigen Positionen unterscheidet (SToLYAR et al. 1999
und GILBERT et al. 2000 fanden ebenfalls mehrere Operone der pMMO. Die
Sequenzidentitat liegt bei E. coli zwischen 98,8 und 100 % (MaipAK et al. 1997,
1999). Mehrere Banden von Reinkulturen bei der DGGE-Analyse wurden von
GARCIA-PICHEL et al. (1996), KOWALCHUK et al. (1997) und RosADO et al. (1998) und
EscHWEILER 1999 gefunden. Umgekehrt kann es zu weniger Banden als Stammen
kommen, da die PCR Produkte naher verwandter Arten aufgrund von
Sequenzahnlichkeiten identische elektrophoretische Eigenschaften aufweisen

kénnen.
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5.4 Sanierung erdgasbeeinfluBter StraRenbdden

Zweifellos ist die Erneuerung aller alten bzw. defekten Gasleitungen, nicht zuletzt als
praventive Malinahme, die Sanierungsmethode der Wahl. Die in Kap. 4.1 und 4.2
dargestellten in erster Linie bodenchemischen Verdnderungen legen die
Notwendigkeit einer umgehenden Sanierung eines Erdgasschadens dar. Die
Abdichtung des aufgespiirten Lecks gilt als erste und wichtigste MaRnahme (NOE et
al. 1995a). Angaben einer britischen Studie belegen jedoch, daR es bei der
derzeitigen Erneuerungsrate alter Rohrleitungen in GroRbritannien allein 50 Jahre
dauern wirde, um die vor 1969 verlegten Leitungen auszutauschen, Lecks in
neueren Leitungen nicht mit eingenommen (WALLIS 1995). Nach Angaben des
zustandigen Berliner Versorgungsunternehmens wurden im Jahr 1993 an dem 6700
km langen Leitungsnetz 15000 Leckagen in Ost- und 7100 in West-Berlin (d. h. 3,3
Lecks/km) gemeldet. Praxistibliche Sanierungsmafinahmen wie Bodenaustausch,
Einbau von Entliftungen sind in Berlin daher kaum anwendbar (NOE et al. 1995a).
Eine Abdichtung allein reicht jedoch nicht aus, um die urspriinglichen
Bodenverhéltnisse wiederherzustellen. Obwohl in einem Modellversuch von HOEKS
(1972) der Methangehalt nach Abdichtung des Lecks innerhalb von sechs Tagen
vollstandig absank, trat erst nach mehr als 78 Tagen die normale
Sauerstoffkonzentration in der Bodengasphase ein. In der Bodenlésung diirfte nach
frihestens drei Monaten die Sauerstoffkonzentration ihren Normalwert erreicht haben
(KROGER 1975). Die Standorte L 6 und L 7 belegen, dal selbst bei stiligelegten
defekten Leitungen noch Methan im Boden vorhanden ist. Aufgrund der schlechten
bodenphysikalischen Eigenschaften vieler Stadtbéden und der verringerten
Diffusionsflache kommt es auch nach der Leitungsreparatur nur zu einem
unzureichenden Austausch der Bodengase mit der Atmosphére.

Géngige Sanierungsmalinahmen sollen Sauerstoff in den Boden einbringen, um das
vorhandene Defizit zu beheben. Eine Bellftung mit der Kompressormethode, bei der
einmalig eine kinstliche Bellftung mit Driicken von 5 bar durchgefiihrt wird, kénnen
den Bodensauerstoffwert jedoch nur kurzfristig von 1-3 Vol.-% auf 14-17 Vol.-%
anheben (S.1.A.B. 1970, HoEKs 1972, KROGER 1975, MEYER 1982).
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02 und CO2 in Vol.-%

25

1. Injektion 2. Injektion 3. Injektion 4. Injektion

17.6 24.6 L.F 8.7 14.7

Probenahmetermine

=02 =CO2

Abb. 5.1: Bodenluftzusammensetzung wahrend des Injektionsversuches am
Standort L 4 (BREUSTE et al. 2000)

Ein im Rahmen dieses Projektes am Standort L 4 durchgeftihrter Injektionsversuch

ist in Abb. 5.1 dargestellt. Mit einem Kompressor (Arbeitsdruck 4,9 bar, Leistung
5000 I/min) wurde 4 mal in wochentlichem Abstand jeweils 20 min Luft in eine Tiefe
von 80-100 cm eingeblasen. Bereits einen Tag nach der Injektion fiel die zuvor auf
ca. 20 Vol.-% gestiegene Sauerstoffkonzentration in der Bodenluft wieder ab. Mit
Hilfe der Kompressormethode kann weder die Sauerstoffversorgung der Wurzeln
gesichert noch eine Reoxidation der zuvor reduzierten Systeme erzielt werden.
Durch das Eindringen der Druckluft finden unkontrollierte Bodenluftverfrachtungen
statt, die verfrachtete Luft strémt nach Beendigung der Injektion wieder in die
belasteten Bereiche zurick (BALDER 1998). MEYER (1982) schlagt jedoch eine
BelUftung mittels Kompressor wahrend der Leitungsreparatur vor, mit dem Ziel
restliches Methan und Kohlendioxid in die offene Arbeitsgrube abzuleiten, aus der
die Gase entweichen kénnen. Auf die Bildung explosiver Gasgemische ist jedoch zu
achten. Hoeks (S.LA.B. 1970, Hoeks 1972) schlagt Belliftungsrohre vor, um das
Redoxpotential im Boden zu verbessern. Kunststoffrohre, deren Wandungen in der
Langsrichtung unterbrochen sind, werden in einem Kiesbett in den Boden
eingebracht. Als praventive Malinahme kdnnen diese Rohre zwischen der Gasleitung
und der Baumreihe als Sperre eingebracht bzw. zur Dauerbeliiftung kreisférmig um
den Baumstamm herum angeordnet werden. Mit einem Rohr entweichen 10-40 | Gas
pro Stunde aus dem Boden, mit 6 Rohren wurde innerhalb von 14 Tagen der
Sauerstoffgehalt in der Gaszone um 5% angehoben (HOEks 1972). Ein anderer
Sauerstofflieferant als Luft wurde von KROGER (1975) in den Boden eingebracht.

105



5 Diskussion

Das Anbieten von Nitrat als alternativem terminalem Wasserstoff-Akzeptor inhibiert
die Mangan-Reduktion und férdert die Mangan-Reoxidation. Die hohen Nitratgehalte
im Boden und Nitritbildung lassen diese Malnahme jedoch als fragwiirdig
erscheinen. Eine zu bevorzugende Alternative des Sauerstoffeintrages in den Boden
besteht in der Applikation von ,oxygen release compound* (ORC®). Bei Anwendung
dieser aus Magnesiumperoxid bestehenden Verbindung wird Uber einen l&dngeren
Zeitraum  Sauerstoff  freigesetzt. Diese = Malnahme  hat sich  bei
Degradationsvorhaben zum Abbau von BTEX und MTBE im Rahmen von
»accelerated natural attenuation“-Konzepten bewéahrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Konzept verfolgt, nicht den Sauerstoffeintrag in
den Boden zu erhbhen, sondern die Sauerstoffzehrung durch Methanotrophe zu
unterbinden. Dieser Schritt ware als Sofortmalnahme vor der Leitungsreparatur
anwendbar, es wirde nur zur Verdrangung des Sauerstoffs durch das Methan
kommen, welches sich leichter aus dem Boden entfernen lieRe als das bei der
Methanoxidation entstehende Kohlendioxid.

Aufgrund vorliegender umfassender Daten zu Wirkung, Verbleib und Toxizitat
wurden Agrarhilfsstoffe ausgewahlt, speziell Nitrifikationshemmer, die auch fir die
inhibierende Wirkung auf die Methanaufnahme durch den Boden bekannt sind
(BEDARD & KNOWLES 1989, BRONSON & MOSIER 1994). Nitrifikationsinhibitoren werden
mit dem Ziel eingesetzt, die Stickstoff-Effizienz fiur Kulturpflanzen zu steigern,
Nitratauswaschungsverluste und N,O-Freisetzung zu minimieren und Nitratgehalte in
Obst und Gemiise zu senken (SCHINNER & SONNLEITNER 1997). Bei der Inhibierung
wird die Nitritation vermutlich durch Chelatisierung des Kupfer der
Ammoniummonooxygenase unterbunden (HOOPER et al. 1997).

Ein gezielter Freilandeinsatz zur Hemmung Methanotropher durch diese Stoffgruppe
fand bisher noch nicht statt. Die Nebenwirkungen der Inhibitoren auf die
Methanoxidation wurden bisher nur unter atmospharischen Methankonzentrationen
untersucht, da deren Einsatz zu einer erhdhten Freisetzung des Treibhausgases in
die Atmosphare fuhrt (WEeISKe 2001).

Die effektiven Dosen der verwendeten Inhibierungssubstanzen lagen im in der
Literatur angegebenen Bereich.

Nur die erstmalige Anwendung von 10 pg DCD/g Boden hemmten die
Methanoxidation in der mittleren Tiefenstufe des Pflanzgefdles. Auch BRONSON &
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Mosier (1994) verzeichneten nur eine geringe (bis 14%) Hemmung der
Methanoxidation bei einer Konzentration von 5 und 25 ug/g Boden.

Die geringe Wirksamkeit von DCD ist die Folge einer schnellen Degradation im
Boden, besonders nach wiederholten Anwendungen. Bereits nach einer zweiten
Applikation wurde die Halbwertszeit von DCD von 2-3 Wochen auf etwa eine Woche
herabgesetzt (RAJBANSHI et al. 1992, RAJBANSHI 1993). Uber Guanylharnstoff,
Guanidin und Harnstoff wird DCD letztlich zu Kohlendioxid, Ammoniak und Wasser
mikrobiell hydrolysiert. (WEiSKke 2001). Das Harnstoffderivat DCD ist der in
Deutschland mafigeblich eingesetzte Nitrifikationsinhibitor.

Die effektive Dosis lag bei dem Nitrifikationshemmer Nitrapyrin bereits bei 5 pg/g
Boden, bei dieser Konzentration konnten ebenfalls BRONSON & MOSIER (1994) die
Methanoxidation 6 Tage nach der Applikation abh&ngig von der Bodenart um 66-
89% hemmen. Auch SyAamsuL ARIF et al. (1996) konnten mit 100 ppm Nitrapyrin die
Methanoxidation komplett inhibieren. Torp & KNOWLES (1982, 1984) untersuchten die
Wirkung von Nitrapyrin an Reinkulturen von Methylosinus trichosporium OB3b, 2
bzw. 10 pg/ml inhibierten die Methanoxidation respektive das Wachstum des
untersuchten Stammes. Nitrapyrin (bt einen direkten Effekt auf die
Methanmonooxygenase aus, da weder die Oxidation von Methanol, Formaldehyd
noch Formiat beeinflult wurde. Die MMO ist in der Lage, Ammonium als
Substratanalogon zu Methan zu oxidieren, dies gilt umgekehrt auch fir die
Ammonium-Monooxygenase (BEDARD & KNOWLES 1989). Die Ahnlichkeit beider Mo-
nooxygenase-Systeme erkldrt aber nur teilweise die Beeintrdchtigung der
Methanoxidation durch Nitrifikationshemmer. Der Wirkmechanismus scheint beij
beiden Enzymen ein anderer zu sein, wahrend die Trichloromethylgruppe des
Nitrapyrins flr die Toxizitdt gegenilber chemoautotrophen Ammoniumoxidierern
verantwortlich ist, wird die Methanoxidation auch durch 6-Chloro-2-picolin gehemmt,
eine Verbindung, bei der die Trichlorogruppe des Nitrapyrins durch eine
Methylgruppe substituiert wurde (ToPP & KNOWLES 1984).

In den Laborversuchen von BRONSON & MOSIER (1994) zeigte NBTPT in einer
Konzentration von 25 pg/g Boden eine starke Hemmwirkung auf die
Methanaufnahme durch den Boden. Im feinsandigen Lehm betrug diese Hemung
83% und im sandigen Tonlehm 60%. Hinsichtlich des involvierten Mechanismus
besteht Forschungsbedarf (SCHINNER & SONNLEITNER 1997). Die Ammoniumoxidation

wurde hingegen in beiden Béden nur schwach gehemmt (13-17%). Die Anwendung
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von NBTPT wiirde demnach mit einer Reoxidation zuvor reduzierter Verbindungen
wie Ammonium vereinbar sein.

Die Testung von NBTPT an Reinkulturen stand bis dato noch aus.

Als langfristige Maflnahme wird empfohlen, den erdgasbeeinfluiten Boden per se
reoxidieren zu lassen und neues, lockeres Substrat in die Baumscheiben
einzubringen. Wahrend der Regeneration leerer Baumscheiben sollte eine
Zwischenbegrinung mit Meliorationspflanzen zur Verhinderung der
Oberflachenverschlammung durch Niederschlage erfolgen.

In Pflanzgefdllen, in denen die Erdgasapplikation abgestellt wurde, fand eine
Reoxidation innerhalb von 2 Monaten statt. Im StraRenboden ist die
Regenerationszeit gréRtenteils von der Wasserhaltekapazitat und
Nahrstoffverfligbarkeit des Substrats und der Bodenverdichtung abhangig. Wahrend
Hoeks (1972) bereits nach 60-80 Tagen nach Abstellen des Gaslecks eine normale
O2-Konsumrate feststellte, geben BILHARZ & SIEGERT (1997) eine Regenerationszeit

des Bodens von bis zu 10 Jahren an.
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Seit der Umstellung von Stadt- auf Erdgas in den ,Neuen Bundesléndern® ist es an
vielen Standorten zu Baumschdden durch Gasaustritte aus undichten
Erdgasleitungen gekommen. Das durch einen niedrigeren Feuchtigkeitsgehalt und
héheren Leitungsdruck gekennzeichnete Erdgas entweicht aus ausgetrockneten und
undicht gewordenen Hanfdichtungen.

ErdgasbeeinfluRter StraBenboden bedarf nicht nur einer dringenden Sanierung
aufgrund der verminderten Gesundheit und gar Standfestigkeit der Stralenb&dume, er
stellt ferner eines der wenigen Habitate mit extrem hohen Methangehalten und —
gradienten dar, und bietet somit ein interessantes Untersuchungsobjekt fur die
Verbreitung von Methanotrophen.

Die Untersuchungen fanden sowohl an Strallenstandorten als auch in einer mit
Winterlinden (Tilia cordata) besetzten PflanzengefdRanlage statt.

Die unmittelbare Wirkung des Erdgases im Bodenreich schlagt sich in der
Veranderung der Bodenluft nieder. Die Kombination von Verdrangung der Bodenluft
und mikrobieller Methanoxidation fiihrt zu einem Sauerstoffdefizit und
Kohlendioxidanreicherung im Boden. An den untersuchten Standorten lagen Boden-
gasverhaltnisse mit bis zu 92,6 Vol.-% Methan und 18,8 Vol.-% Kohlendioxid vor. Der
typische jahreszeitliche Gang der Bodenluftzusammensetzung mit hohen Kohlen-
dioxidwerten im Sommer und niedrigen im Winter war an erdgasbeeinfluten

Standorten gestort.

In Pflanzgefallen konnte ein EinfluR des Erdgases auf bodenchemische, nicht aber
auf bodenphysikalische Eigenschaften, gemessen als Aggregatstabilitat,
nachgewiesen werden. Zu den wichtigsten Sekundarprozessen gehéren im Boden
ablaufende Redoxreaktionen. In dem reduzierenden Milieu des erdgasbeeinflulten
Bodens kommt es dem Redoxpotential entsprechend nacheinander zur Reduktion
von Nitrat, Mangan(lV)-Verbindungen, Eisen(lll)-Verbindungen und Sulfat; an einem
Straltenstandort wurde sogar authochthone Methanogenese beobachtet. Sehr hohe
Ammonium- (bis 7 mg NH4-N/100 g Boden) und mobile Mangankonzentrationen (bis
zu 200 mg Mn*/kg Boden) waren die Hauptcharakteristika erdgasbeeinfluten
Bodens in PflanzgefalRen. Nach 12wdchiger Behandlungsdauer mit 500 cm®/min
Erdgas zeigte die angepflanzte Winterlinde fast vollstdndigen Laubfall.

Der gravierendste Unterschied zu anderen anoxischen Bdden besteht in der

Bereitstellung von Methan als Kohlenstoffquelle speziell fiir Methanotrophe. Es
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zeigte sich ein Anstieg der methanotrophen Population auf 4,6 x10° Zellen bis zu
einem Gehalt von 25 Vol.-% Methan. Geringe Erdgasapplikationen von 50 cm®/min
fihrten ebenfalls zu einem Anstieg der Anzahl aerober heterotropher Bakterien,

denen Metabolite Methanotropher als Kohlenstoffquelle dienten.

Das Vorkommen der Methanotrophen bei bestimmten Methangehalten wurde
vergleichend mit Kultivierungs- und  kultivierungsunabhéngigen  Methoden
beschrieben. Durch die enge Assoziation oligocarbophiler und methanolverwertender
Bakterien mit Methanotrophen waren géngige Isolierungsmethoden ungeeignet. Zur
Gewinnung  von Reinkulturen  wurde  deshalb  eine  Batterie  von
Aufreinigungsmethoden angewendet, die die Abtrennung der Begleitflora von den
schwer in Reinkultur zu bringenden Methanotrophen gewéahrleistete. Erfolgreiche
Isolierungen  wurden mit  Mikromanipulation, Nutzung  unterschiedlicher
Zellhydrophobien und mit Verdiinnungsreihen erhalten. Mit diesem Ansatz konnten
drei verschiedene Isolate gewonnen werden. Die Enzymausstattung mit hoher
sMMO-Aktivitdt, Hydroxypyruvat-Reduktase und Serin-Hydroxymethyltransferase,
zur Cytoplasmamembran peripher angeordnete intracytoplasmatische Membranen
und das Vorherrrschen einer Fettsaurekettenlange von 18 C-Atomen bestatigen die
Zugehorigkeit der lIsolate zu Typ [l Methanotrophen. Mittels 16S rDNA-
Sequenzierung konnten die Stdmme als Methylosinus trichosporium, Methylosinus

sporium und Methylocystis sp. klassifiziert werden.

Auf der Basis gattungsspezifischer Primer wurde die methanotrophe
Lebensgemeinschaft kultivierungsunabhdngig durch Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) und denaturierende Gradientengelelektrophorese analysiert. Diese
Untersuchung wurde an direkt extrahierter und aufgereinigter Gesamt-Boden-DNA
durchgeftihrt. Die Verteilung verschiedener Arten Methanotropher bei
unterschiedlichen Methangehalten wurde beschrieben. Wahrend mit der Isolierung
nur Typ Il Methanotrophe gewonnen wurden, konnten mit nicht-kultivierenden
Verfahren nach 19wéchiger Begasungsdauer vier Arten (Methylomonas,
Methylobacter, Methylococcus, Methylosinus/-cystis) Methanotropher detektiert
werden.  Methylobacter kam bei niedrigen, Methylomonas bei mittleren und
Methylocooccus unabhangig von der Methankonzentration vor. Die Population Typ |
Methanotropher zeigte Uber die 15monatige Versuchsdauer eine héhere Dynamik im
Vergleich zu Typ Il Methanotrophen mit einer Dominanz der Gattung Methylomonas.
Der PCR-Nachweis methanotropher 16S rDNA war empfindlicher in der Detektion
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von Gasleckagen als das Vorhandensein von Methan, jedoch unempfindlicher als ein

Nachweis Uber die Isotopensignatur (Herkunft des Kohlendioxides).

Die Regeneration des Bodens beinhaltet nicht nur die Verbesserung der Bodenluft,
die eine Sauerstoffkonzentration von Uber 12 Vol.% aufweisen sollte, sondern auch
eine Oxidation aller Verbindungen, die zuvor reduziert wurden (zweiwertiges
Mangan, Ammonium). Vordringlichste Aufgabe ist es demnach, Sauerstoff in den
Boden einzubringen. Luftinjektionen in den Boden haben jedoch nur eine kurzfristige
Wirkung gezeigt und sind nicht dazu geeignet, Sauerstoff langfristig fir die
Oxidationsprozesse zur Verfligung zu stellen. In dieser Arbeit wurden neue
Sanierungsansatze verfolgt, mit dem Ziel, die Sauerstoffzehrung zu minimieren. Mit
nitrifikationshemmenden  Agrarhilfsstoffen  konnte  eine  Inhibierung  der
methanotrophen Bakterien sowohl in Reinkultur als auch in Pflanzgeféfien erzielt
werden. Die bisher nur als unerwiinschte Nebenwirkung bekannte Hemmung der
Oxidation atmosphéarischen Methans, wurde hier gezielt genutzt, um die Oxidation
des ausgetretenen Leckagemethans zu inhibieren. Bei einer vergleichenden
Untersuchung von Dicyandiamid, Nitrapyrin und N-(n-Butyl)-thiophosphortriamid
erwies sich Nitrapyrin am geeignetsten, da bereits 3,3 mg/l das Wachstum einer
methanotrophen  Kultur vollstandig unterbunden. Durch Beregnung eines
Pflanzgefafes mit 5 ug Nitrapyrin/g Boden lied sich der Sauerstoffgehalt bis in eine
Tiefe von 70 cm anheben. Bei einem neu entstandenen Gasschaden kdnnte mit
dieser Methode die durch Methanotrophe bedingte Sauerstoffzehrung bis zur
Behebung der Leitungsleckage gemindert werden.
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