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Die Kenntnis der Vergangenheit der Erde
ist Schmuck und Zierde des menschlichen Geistes.

(Leonardo da Vinci, 1452-1519)
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A. Einleitung
A.1. Einfihrung in die Thematik

isen ist mit 5,1 % [w/w] das vierthiufigste Element der Erdkruste (86) und das hdufigste
EMetall der Biosphire, das Redoxwechsel durchliuft (53, 124). Es kommt in der Natur

nicht gediegen, sondern in Form seiner zahlreichen Oxide vor. Diese konnen im Boden
und im Gestein, in Seen und Fliissen sowie auf dem Meeresboden in groBer Menge gefunden
werden (180). Eiscn ist wahrscheinlich das dominierende Schwermetall im Kosmos, da der
56Fe-Kern den encrgetisch stabilsten Nukleus und den Endpunkt stellarer, energieliefernder
Fusionsprozesse darstellt (86). Auch der Planet Mars erhalt seine charakteristische rotbraune
Farbe durch das Eisenoxid Maghimit. Die in der Biosphire haufigsten Hydroxide,
Oxyhydroxide und Oxide des Eisens sind Ferrihydrit, Lepidokrokit, Goethit, Himatit,
Maghimit und Magnetit. Primirgestcine enthalten das Eisen in der Regel als Eisen(II)-Silikate
wie Pyroxene, Amphibole, Biotite und Olivine, aber auch in Form von Sulfiden wie das Pyrit
(180). Rezente Verwilterungsprodukte weisen meist dreiwertiges Eisen auf. Bei den wihrend
der Verwitterung auftretenden chemischen Oxidationsprozessen dient der Luf tsauerstoff als
Oxidationsmittel. In der anaeroben Biosphire des Archaikums wurde das bei
Verwitterungsprozessen in Losung gebrachte Fe(1l) durch die Fliisse ins Meer gespiilt. Ein
groBerer Teil des in den damaligen Ozeanen in gewaltigen Mengen gelosten Fe(1l) entstammte
nach neueren Ansichten allerdings vulkanischer Titigkeit auf dem Meeresboden (1 12). Dieses
geloste Fe(Il) sedimentierte im Verlauf des Archaikums und des frithen Proterozoikums in
erster Linie als Fe(I11) in Form der charakteristischen gebiinderten Eisenerze, im folgenden mit
BIFs abgekiirzt, auf den Ozeanboden (92). Der Ursprung dicser Eisenformationen ist scit
nahezu hundert Jahren ein lebhaft und kontrovers diskutiertes Thema, zu dem auch dic
vorliegende Arbeit beitragen will (103, 184).
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A.2. Eigenschaften und Zeitraum der Entstehung von
gebidnderten Eisenerzen

A.2.1. Beschreibung der Eigenschaften von gebédnderten Eisenerzen

Die prikambrischen BIFs stellen einen GrofBteil der Okonomisch verwertbaren
Eisenerzvorkommen der Erde dar. Sie sind auf allen Kontinenten zu finden und durch einen
typischen Eisengehalt von 30-35 % ausgezeichnet (2, 13, 48, 80, 194). Dabei bilden sie
stratigrafische Einheiten, die mehrere hundert Meter Dicke und eine laterale Ausdehnung von
mehreren tausend Kilometern erreichen konnen (31, 102, 198). Physikalisch besteht die bei
weitem iiberwiegende Mehrheit der BIFs aus fein laminierten Strukturen, die auch in hoch
metamorphen Gesteinen erhalten geblieben sind. Die einzelnen Schichten sind 0,5 - 3 cm dick
und setzen sich wiederum aus Schichten im Millimeter- bzw. Submillimeter-MaBstab
zusammen (7). Diese Laminierung spiegelt Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung
wider. Dabei wechseln sich Silikate wie cryptokristalliner und kristalliner Quarz mit
eisenrcichcn Materialien ab. Bei diesen handelt es sich in erster Linie um Eisensilikate wie
Greenalit und verwandte Mineralien, Eisencarbonate wie Siderit und Ankerit sowie Eisenoxide
wie Hamatit und Magnetit (69, 196). Die genaue Mineralogie wird als Funktion der
diagenetischen und metamorphen Vorginge weiter kompliziert (113). So wird zum Beispiel
Fe(OH)s als Vorldaufer von Hiamatit und ein Gemisch von Fe(OH)3 und Fe(OH), als Vorlidufer
von Magnetit diskutiert (111, 198). Der Gehalt an Aluminium liegt in den meisten untersuchten
Proben unterhalb von 1 %, die Alkalimetalle werden nicht gefunden (103). Ein wichtiger
Parameter zum Verstdndnis dieses Gesteinstyps und seiner Entstehung in der frithen Biosphire
ist das Verhiltnis von Fe(lI1)/[Fe(Il) + Fe(IIT)]. Dieser betragt im Durchschnitt 0,31 bis 0,58.
Die relativ niedrigen Werte reflektieren den Gehalt an Magnetit, das ein Fe(II)/Fe(IlI)
Mischoxid ist, sowie die Anwesenheit von Fe(ll)-Carbonaten und Silikaten (112).

A.2.2. Modelle zur Entstehung der gebanderten Eisenerze

Die gleichmiiige Ausdehnung der BlFs iiber Becken von 100.000 km? GroBe und mehr legt
eine chemische Prizipitation von gelostem Fe(ll) aus anoxischem Wasser in Becken mit
Verbindung zum offenen Ozean nahe. Bei den BIFs handelt es sich mengenméBig um das
hiufigste chemische Sediment des Prakambriums. Modelle, die den Eintrag von unloslichen
Fe(IlT)-Verbindungen aus vulkanischer Aktivitit, durch Verwitterung oder durch Auftrieb von
ozeanischem Tiefenwasser annehmen, werden somit eher unwahrscheinlich (60, 198), obwohl
in der alteren Literatur (103) solche Prozesse vorgeschlagen worden sind. Eine positve Eu und
eine negative Ce Anomalie bestdtigen, daB das Eisen der BIFs in marinen Systemen aus
hydrothermalen Quellen eingetragen und dann abgelagert wurde (92, 112, 113).



Die BIFs des Archaikums sind untercinander schr dhnlich und vom sogenannten Lake
Superior Typ (102) . Daher wird fiir diese BIFs ein tibereinstimmender Bildungsmechanismus
angenommen. Dieser Typ von BIFs stellt mengenmiBig bei weitcm den Hauptteil der
Eisenablagerungen, im Gegensatz zu den unten diskutierten, mengenmiBig weit
unbedeutenderen BIFs vom Algoma Typ.

Eine erst kiirzlich zusammengefaBte Vorstellung geht von einer chemischen Fe(I1)-Oxidation
durch Reaktion mit freiem Sauerstoff an der Chemokline von Tiefscegebicten aus (112) .
Dabei erfolgte die Fe(IIl)-Priizipitation nach Oxidation des im Tiefenwasser gelosten Fe(II) in
einem dichtestratifizierten Ozean mit anoxischem, reduzierendem Tiefenwasser und
dariiberliegendem, oxischem Oberflichenwasser. In diesem Modell nimmt man somit cine
oxische Atmosphire an, in der Sauerstoff vom Ort seiner Produktion zum Ort der chemischen
Reaktion mit Fe(Il) transportiert wurde. Dieser freie Sauerstoff in der Atmosphire des frithen
Archaikums soll bereits das Produkt eincr oxygenen Photosynthese durch frithe
Cyanobakterien gewesen sein. Dies muf3 man annehmen, da der bei der Photolysc von Wasser
durch ultraviolette Strahlung gebildete Sauerstoff nicht ausgereicht hiitte, die groicn Mengen
Fe(l1l) in den BIFs abzulagern (198) .

Auftreten -

kontinentaler Rotsandsteine -

Auftreten

von Pyrit- und Uranit Seifen

Auftreten ~— -

gebénderter Eisensteine N : - X )

Alter in Milliarden Jahren 35 30 25 20 1,5 10 05

Abbildung 1: Zeitliche Abfolge der fir den Oxidationszustand der Biosphare
charakteristischen Sedimente.

Die Konservierung von Pyrit- und Uranitseifen in der Zeit vor ca. 2,5-2,0 Milliarden Jahren schlieBt die
Anwesenheit von Sauerstoff in der Erdatmosphare aus, da in diesem Fall schnell eine oxidative
Verwitterung stattgefunden hatte. Fir die Anwesenheit von Sauerstoft in der Atmosphare sind die
kontinentalen Rotsandsteine charakteristisch, bei deren Entstehung in SiB- und Grundwasser
geldstes Fe(ll) durch Luftsauerstoff oxidiert wurde (198) .

Aufgrund anderer geochemischer Beobachtungen kann man aber das Vorkommen hoherer
Konzentrationen von freiem Sauerstoff in der Erdatmosphiire in der Zeit vor der Wende von
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Archaikum zum Proterozoikum vor 2,5 Milliarden Jahren ausschlieBen. Einer der wichtigsten
Hinweise auf eine anoxische Atmosphire im Archaikum ist das Fehlen von Red Beds. Als
solche bezéichnet man terrestrische Fe(111)-haltige Formationen, die sich aus fluvialen und
alluvialen Sedimenten gebildet haben. Die in ihnen enthaltenen, Quarzsand umbhiillenden
Eisenoxide konnen sich nur durch Kontakt mit einer oxidierenden Atmosphire gebildet haben
(198). Ferner werden nur im Archaikum Konglomerate des unloslichen Uranitits gefunden.
Diese Uran(1V)-Verbindung geht bereits bei geringen Partialdriicken von O, in Uran(V]) iiber,
das als Uranylkomplex schnell in Losung geht. Dieser Sachverhalt ist in Abbildung 1
dargestellt.

In einer global anoxischen Atmosphire kann eine Fe(II)-Oxidation durch freien Sauerstoff nur
in der unmittelbaren Umgebung von oxygenen phototrophen Populationen stattgefunden haben.
Dies ist das am weitesten verbreitete Modell fiir die Entstehung der BIFs: Durch phototrophe
Mikroorganismen gebildeter Sauerstoff reagiert sofort mit dem umgebenden Fe(1l) zu
unloslichem Fe(I11). Sauerstoff konnte sich allenfalls in rdaumlich begrenzten "Sauerstoffoasen”
ansammeln. Erst als nach langer Zeit das gesamte in den Ozeanen geloste Fe(Il) oxidiert
worden war, konnte sich der Sauerstoff in der Atmosphire sammeln und den beobachteten
Ubergang von reduzierend zu oxidierend bewirken (107). Dieser entscheidende Wandel der
Erdatmosphire hat nach den zuvor erklérten geochemischen Befunden an der Wende vom
Archaikum zum Proterozoikum stattgefunden (73). Ein solches Modell nimmt eine Oxidation
des Fe(Il) im lichtdurchfluteten Oberfldchenwasser von Schelfgebieten und offenen Ozeanen an
(92).

Weitere Modelle zur Oxidation des Fe(II) gehen von einer abiotischen, durch ultraviolettes Licht
bewirkten Reaktion von Fe(ll) und Wasser zu Fe(III) und H, aus. Diese Reaktion hitte
mengenmiBig aber nicht ausgereicht, um die Ablagerung der riesigen Eisen(11I)-Formationen
zu ermoglichen (17, 19, 26, 68, 139). Friihere Berichte, daB bei solch einer photochemischen
Reaktion auch CO, zu Formaldehyd reduziert wird und es somit auch zu einer Bildung von
reduziertem Kohlenstoff kommt, wurden widerrufen (139).

Eine von zahlreichen Autoren diskutierte Moglichkeit zur Oxidation von Fe(II) ist dessen
direkte Verwendung als Elektronendonator fiir eine anoxygene Photosynthese (4, 33, 162,
197). Dabei wurde aber dem Fe(I11)/Fe(I1) Redoxpaar unabhingig vom vorherrschenden pH-
Wert stets ein hohes Redoxpotential von +0,77 V zugeordnet. Wie in der Diskussion dieser
Arbeit dargelegt, gelangt man allerdings unter Einbeziehung der bei neutralen pH-Werten
auftretenden unloslichen Oxy- und Hydroxyverbindungen des Fe(I1I) zu einem Redoxpotential
von ca. + 0,1 V; ein solches Redoxpotential sollte prinzipiell fiir eine Photosynthese mit nur
einem Photosystem ausreichen (52, 116, 168, 204, 205). Wire dieses Modell einer Oxidation



von Fe(1l) ohne einc Beteiligung von freiem O, zutreffend, konnte man das Auftreten von

Fe(lII) in der geologischen Zeitskala nicht mehr wie iiblich als Zeichen fiir das Einsetzen
einer O3 Produktion durch phototrophe Organismen verwenden.

Abbildung 2 zeigt die Menge der abgelagerten BIFs im zeitlichen Verlauf des Prakambriums.
Dazu sind die geologisch am besten untersuchten Formationen aus dem jeweiligen
Zeitabschnitt aufgelistet (113) . Die iltesten BIFs finden sich in der Isua Gruppe von West
Gronland und wurden auf ein Alter von 3,8 Milliarden Jahre datiert (198) . Die Ablagerung
der BIFs hatte ein ausgeprigtes Maximum im Zeitraum vor 2,3 - 2,5 Milliarden Jahren.
Dieses Alter haben auch die mengenmaiBig groBten BiFs, namlich die des Hamersley Range
von West Australien und die der Transvaal Supergruppe in Siidafrika. Dieser "Hauptepisode"
in der Ablagerung der BIFs im Zeitraum vor 2.2-1,8 Milliarden Jahren kommt darum in
Modellen der Erdgeschichte eine bedeutende Rolle zu (79, 102, 198) . Vor 1,8 Milliarden
Jahren fand dann ein relativ plotzliches Ende der Ablagerung von BIFs statt. Im spiten
Proterozoikum und frithen Phanerozoikum abgelagerte BIFs spielen mengenmiBig eine
untergeordnete Rolle und unterscheiden sich in ihrer Mineralogie und Chemie, weswegen ein
unterschiedlicher Bildungsmechanismus angenommen wird. Die spiteren BIFs sind vom
sogenannten Algoma Typ, der mit vulkanischen Vorgédngen in Verbindung gebracht wird
(102) .

Hamersley
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Canadian Greenstone Belts; Transvaal Supergruppe, S.Afrika
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Zimbabwe: S.Afrika: Lake Superior Region, USA
Ukraine; Venezuela; Krivoy Rog Serie, GUS.

West Australien
Labrador Trough, Canada
Rapitan Gruppe, Kanada;
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Damara Supergruppe, Namibia

Isua,
West Gronland

Relatives Volumen der bekannten
Bandereisenerze

4,5 4,0 35 3,0 2,5 2,0 15
Alter [Ga]

Abbildung 2: Zeitliche Verteilung der Ablagerung von BIFs.

In dieser Abbildung wird die zeitliche Verteilung der als BIFs abgelagerten Eisenmenge und der
jeweiligen in der geologischen Literatur wichtigsten Formationen dargestelit. Die Liicke zwischen 3,8
und 3,5 Milliarden Jahren riihrt aus einer Liicke an Funden, da so alte marine Sedimente nur sehr
selten bis heute erhalten geblieben sind. Bei BIFs, die jinger als 1,5 Milliarden Jahre sind, werden
vulkanische Entstehungsmechanismen diskutiert (102).



A.3. Rezente eisenoxidierende und eisenreduzierende
Bakterien

A.3.1. Die "Eisenbakterien"

Schon vor mehr als hundert Jahren wurden in Habitaten mit hohem Fe(ll)-Gehalt
mikroskopisch kleine Organismen beobachtet, die mit Eisenoxiden und Ferromangan-
Ablagerungen im neutralen Wasser von Fliissen, Teichen, Stimpfen, Drainagekanilen und vom
Wasserleitungssystem vergesellschaftet sind (46, 84). In letzterem konnen sie mitunter zu
Verstopfungsproblemen fiihren. Die ursichliche Beteiligung von Bakterien an Eisen-
Ablagerungen unter neutralen Bedingungen wurde von den Geochemikem allerdings lange Zeit
bestritten, da bereits durch chemische Oxidation mit dem Luftsauerstoff eine raschc Reaktion
erfolgt (77). Heute besteht jedoch kein Zweifel mehr, daB Gallionella zusammen mit Leptothrix
wesentlich zur Ablagerung von Ocker-Sedimenten, Eisenschwiammen und Seeisen beitragen,
etwa bei den umfangreichen Ockerablagerungen in einer griechischen Bucht (54, 59).

Die Gattungen Gallionella, Sphaerotilus, Leptothrix und Clonothrix wurden aufgrund ihrer
charakteristischen Morphologie bereits im 19. Jahrhundert beschrieben (46, 143, 165). Die
dlteste Definition des Begriffs "Eisenbakterien" stammte von Winogradsky. Er beobachtete in
Anreicherungen, denen er Fe(ll) zugegeben hatte, das Wachstum der mit Eisenoxiden
inkrustierten, filamentosen Zellscheiden von Leptothrix ochracea. In Analogie zu seinen
Arbeiten mit Schwefelwasserstoff oxidierenden Organismen nahm er an, daB diese
chemoautotroph durch Oxidation des Fe(II) mit O, als Elektronenakzeptor wuchsen, zeigte dies
aber nie experimentell (77). Nach und nach wurde jedoch klar, daB einzig Gallionella ein zur
Autotrophie fahiges eisenoxidierendes Bakterium ist (89). Dennoch wurde der Begriff der
"Eisenorganismen” (46) auf alle Organismen ausgedehnt, die Eiseneinlagerungen in oder auf
den Zellen zeigten. Das heifit, es wurden auch heterotrophe Organismen dazugerechnet, die
Mangan- oder Eisenoxide lediglich an ihrer Scheide oder Schleimhiille prazipitierten. Man ist
sich jedoch nicht im klaren dariiber, ob und zu welchem Anteil das Eisen zum Energiehaushalt
dieser Organismen beitragt oder welche andere Aufgabe die Ferromanganprizipitate haben
konnten (36, 40, 54). Auf elektronenmikrosopischen Aufnahmen des Eisenbakteriums
Crenothrix polyspora wurden mit dem Elektronenmikroskop in Standortproben zellinterne
Membranstapel beobachtet. Da man solche Membranstapel im allgemeinen bei Methan-
oxidierenden Organismen beobachtet, nimmt man an, daB es sich bei Crenothrix ei gentlich um
einen Methanoxidierer handelt. In Aufnahmen von Leptothrix ochracea sieht man Verbindungen
zwischen der Scheide und der Zellmembran, ihre Bedeutung ist aber vollkommen unklar (46,

77, 78). Eine systematische Erforschung wird durch eine groBe nomenklatorische Verwirrung
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und die Tatsache erschwert, da8 die meisten Formen lediglich mikroskopisch beobachtet
wurden, aber keine Reinkulturen von ihnen existieren. So ist sogar die Abgrenzung der
weitldufig bekanntcn Gattungen Sphaerotilus und Leptothrix voneinander nicht einwandfrei
geklirt (35). Von dem klassischen Eisenorganismus Leptothrix ochracea existierte nie eine
Reinkultur. Gegenwirtig neigt man zu der Ansicht, daB Leptothrix ochracea doch eine eigene
Art und nicht eine Standortvariante von Sphaerotilus natans ist, wic man zuvor annahm (121).
Leptothrix ochracea bildet in eisenhaltigen Kulturen unter Niihrstofflimitierung groie Mengen
eiseninkrustierter Scheiden, die von den Zellen nach und nach verlassen werden. Sphaerotilus
natans bevorzugt dagegen hohere Nihrstoffkonzentrationen und verldBt scine Scheiden nicht
(46, 77, 78). In neucrer Zeit kamen die Beschreibungen von Metallogenium, Gattungen der
Familie Siderocapsaceae, Pedomicrobium, Hyphomicrobium sowic Organismen aus der
Planktomyces-Blastocaulis Gruppe als Eisen- und Mangan-ablagernde Bakterien hinzu. Ebenso
wurde diese Eigenschaft bei verschicdenen heterotrophen Bakterien, Pilzen, Algen und
Protozoen gefunden (77).

Die heterotrophen Organismen oxidieren oft Fe(ll) und Mn(Il), wenn sie unter
Nihrstofflimiticrung und hohen Mn(ll)-Konzentrationen gehalten werden. Die Fihigkeit zur
Fe(Il) Oxidation geht dabei mit der Fihigkeit zur Mn(11)-Oxidation einher. Es wurde spekuliert,
daBl die Mn(I])-Oxidationsmechanismen einen Schutz gegen die Toxizilat bestimmter
Sauerstoffspezies darstellen. Eventuell kommt es auch cinfach durch Erhohen des pH-Werls
und des Redoxpotentials im mikroskopischen Umfeld der Zelle zu den Ablagerungen. Ein
solcher Mechanismus ist bei Mn(II)-oxidierenden Algen vorgeschlagen worden, da sie ihre
niichste Umgebung durch Verbrauch von Kohlendioxid alkalisicren und gleichzeitig mit O aus
ihrer Photosynthese sittigen. Eine Energiekonscrvicrung durch dic Metalloxidation ist jedoch in
keinem Fall gezeigt. Viele der heterotrophen, Mangan- und Eisen-ablagernden Organismen
bilden saure, extracellulire Polymere, an denen sich die Mangan- oder Ferromangan-Oxide
niederschlagen. Auch Bacillus-Sporen enthalten im toten Sporangium oft prizipitierte
Eisenhydroxide (39, 41, 138). Nuch eincr ncucren Ansicht binden unter ncutralen oder leicht
sauren Bedingungen Bakterien, die saure extracellulire Polymere bilden, unspezifisch die
positiv geladenen Eisenhydroxid Partikel (58, 77, 78). Dicser Mechanismus wiirde allerdings
nicht bei Manganoxiden funktionicren, da diesc bei neutralem pH negativ geladen sind; hicr
konnte sich aber das Mn(II)-lon anlagern und dann in der Polymermatrix oxidiert werden.
Nach einem ihnlichen Mechanismus konnte auch Fe(Il) oxidiert werden, was aber nur bei pH-
Werten von 5-6 und unter mikroacroben Bedingungen biologisch intressant wiire; bei hoheren
pH-Werten liuft dic chemische Oxidation zu rasch. Sind erst cinmal Keime von
Ferromanganoxiden gebildet, dann erhoht abiotische Oberflichenkatalyse dic Oxidationsrate

weiter, und es kommt zu den sichtbaren Ablagerungen.
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Besonders heikel ist die Beurteilung von als Metallogenium bezeichneten Partikeln. Diese
werden in der Natur haufig an Chemoclinen beobachtet, an denen sich Eisen- oder
Manganprizipitate bilden. Mikrofossilien von identischer Morphologie wurden als Eoastrion
auch in 2 Milliarden Jahre alten Gesteinen beschrieben. Ob die Metallogenium Partikel
iiberhaupt lebende Organismen darstellen, ist allerdings Gegenstand kontroverser
Diskussionen. Bisher ist es mit Farbetechniken nicht gelungen ist, in den Partikeln
Nucleinsduren oder Proteine nachzuweisen. Von einigen Wissenschaftlern wird die Ansicht
vertreten, daB es sich bei den Partikeln um Eisen- und Manganprézipitate durch Mycoplasmen
handelt, die unter anderem auch Mycelpilze infizieren. Dies wird als Grund dafiir gesehen,
weshalb etliche Metallogenium Partikel nur in Anwesenheit eines Pilzes vermehrt werden
konnen. In kontraren Darstellungen werden aber auch durch den Pilz ausgeschiedene
niedermolekulare Substanzen oder Exoenzyme fiir diese Prizipitate verantwortlich gemacht (77,
141, 212).

Gallionella ferruginea stellt den einzigen bekannten Fe(Il)-Oxidierer in Reinkultur dar, der bei
neutralen pH-Werten von 6,0 - 7,6 nachweislich durch die Oxidation von Fe(II) mit O als
terminalem Elektronenakzeptor wichst (88, 89). Der Organismus ist autotroph und assimiliert
keine organischen Substrate. Seine Anreicherung und Isolierung gelang in Gradientensystemen
mit Fe(Il) und 1 % O,. Die optimale Wachstumstemperatur betrdagt +18°C. Gallionella
ferruginea besteht aus charakteristischen bohnenformigen Zellen, aus deren konkaver Seite ein
Biindel mit Eisenoxiden krustierter Proteinfibrillen von bis zu 400 gm Linge und 2 ym Breite
entspringt. Das Biindel setzt sich aus 2 nm dicken Fibrillen zusammen, die bandformig
angeordnet und stark mit Eisenoxidpartikeln inkrustiert sind. Bei Teilung der Zellen findet eine
Gabelung des einzelnen Fibrillenbandes statt, so daB3 mit der Zeit ein mikroskopisches Astwerk
entsteht (46). Man kann diesen Organismus hadufig in oligotrophem Sii3- und Salzwasser
beobachten. Auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Diinnschnitten der Zellen sind
neben PHB- und Glycogen-Granula auch intracytoplasmatische Membranen erkennbar. Die
Autotrophie von Gallionella wurde durch den Einbau von 14CO; und den Nachweis der
Aktivitat der Ribulosebisphosphat-Carboxylase erhidrtet (89). Weitere physiologische
Untersuchungen, wie das Bestimmen des molaren Wachstumsertrages oder biochemische
Charakterisierungen wurden bisher noch nicht durchgefiihrt, was sicherlich mit der

aufwendigen und schwierigen Kultivierung zusammenhzngt.
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A.3.2. Acidophile, aerobe Fe2+-Oxidierer

Die biologische Fe2+-Oxidation unter sauren Bedingungen, die im allgemeinen im Bereich von
pH 1,5 - 3,5 stattfindet, ist ein weit besser untersuchbares Phianomen, da Fe2+-lonen in diesem
pH-Bereich in Gegenwart von O, metastabil sind. Eine Vielzahl von Organismen aus
verschiedenen Abstammungslinien der Bacteria und auch einiger extrem thermophiler Archaea
konnten isoliert und charakterisiert werden (38, 110). Meist gelang die Isolierung aus sauren
Minenabwissern, wo wahrscheinlich die Mehrzahl der isolierten Bakterien an Bioleaching-
Prozessen mitwirkt. Innerhalb der Proteobakterien sind verschiedene Isolate von Thiobacillus
ferrooxidans und das Isolat M-1 zu nennen, das im Gegensatz zu Thiobacillus ferrooxidans
nicht zu einer Oxidation von Schwefelverbindungen fihig ist (182, 183). Im Bereich der Gram-
positiven Organismen finden sich Sulfobacillus thermosulfidooxidans und andere moderat
thermophile Bakterien, die untereinander divers und sicherlich mehreren Genera zuzuordnen
sind. An der Wurzel der Eubakterien in der Nihe von Thermotoga sp. ist der mesophile, Gram-
negative Stamm Lepiospirillum ferrooxidans einzuordnen. Er ist nicht zu einer Oxidation von
Schwefelverbindungen fihig. Die gebogenen Stibchen bilden spiralformige Zellketten. Unter
den thermoacidophilen Archaebakterien finden sich Acidianus brierley, Acidianus infernus und
Metallosphaera sedula., die Fe2* und Schwefelverbindungen oxidieren. Diese autotrophen
Organismen fixieren CO, wahrscheinlich nicht wie Thiobacillus iiber den Calvin-Benson
Zyklus, sondern iber einen reversen Tricarbonsiurezyklus (15, 20). Thr bevozugtes Habitat
sind heiBe Quellen. Die fiir biochemische Untersuchungen notwendigen Zellmengen lassen sich
bei diesen Organismen durch elektrochemische Reduktion des gebildeten Fe3+ erreichen.

Solche Kulturverfahren wurden in erster Linie [iir Thiobacillus ferrooxidans ausgearbeitet (14).

Biochemisch am besten untersucht ist der leicht kultivierbare acidophile Eisenoxidierer
Thiobacillus ferrooxidans (123, 140, 166, 167, 170). Dieser Gram-negative,
chemolithoautotrophe Fe2*-Oxidierer ohne erkennbare intracytoplasmatische
Membranstrukturen wichst bei pH-Werten im Bereich von 1,5 bis 6,0 mit einem Optimum bei
2.0 (54). Der Organismus wird auch als Modell fiir die Mobilisierung von Metallen wie Eisen
oder Kupfer durch Oxidation der unloslichen Metallsulfide zu den loslichen Sulfaten im
biologischen Leaching untersucht (12, 105, 152). Neben Fe2+ oxidiert Thiobacillus
ferrooxidans auch Sulfide, S° und Thiosulfat zu Schwefelsdure, was die extrem starke
Ansduerung bis auf pH 1 wihrend des Wachstums erklart. Isolate von Thiobacillus
ferrooxidans sind untereinander genetisch und physiologisch so variabel, daB sie ein groeres
Taxon als eine Art darstellen (15). Bei pH-Werten unterhalb 2 - 3 ist Fe+ gegeniiber dem
Sauerstoff metastabil. Wie in der Diskussion niher erliutert, betriigt das Redoxpotential +0,77
V, da sich sowohl Fe2+ als auch Fe3+ vollstandig in Losung befinden. Bei der Reaktion werden
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nur 30 kJ/mol freigesetzt, die {ir das autotrophe Wachstum nutzbar sind. Daher miissen von
dem Organismus groBe Substratmengen zur Bildung von Zellsubstanz umgesetzt werden.
Hitten die Zellen bei ihrem Wachstum eine Effizienz von 100 % miiBte die Zelle 18,5 mol Fe2*
oxidieren, um 1 mol CO, zu fixieren, in der Realitit sind es aber iiber 90 mol Fe2+, die oxidiert
werden miissen (53). Durch Inhibitorstudien wurde festgestellt, daB die Oxidation von FeZ*
und Schwefelverbindungen iiber verschiedene Elektronentransportketten erfolgt. Sulfat ist fiir
die Fe(II) Oxidation notwendig, wahrscheinlich weil es den [Fe(H,O)g}>*-Komplex stabilisiert
(123).

Die Eisenoxidation bei Thiobacillus ferrooxidans findet an der Zelloberfldche statt. Fe>+
reduziert an die duflere Membran gebundenes Fe3+. Das entsprechende Enzym muB allerdings
noch charakterisiert werden (70, 118, 142). Die Elektronen werden nach den neuesten
Modellen auf das periplasmatische Kupferprotein Rusticyanin und weiter auf Cytochrom ¢
tibertragen, von wo sie an den Cytochrom a;-Komplex in der Zellmembran weitergegcben
werden (93, 99, 106, 181). Die von der Oxidation der Schwefelverbindungen stammenden
Elektronen werden ebenfalls iiber Cytochrom c eingespeist (24). Rusticyanin ist in mit Fe2+
gewachsencn Zellen von Thiobacillus ferrooxidans das dominierende Protein, das bis zu 5%
des Zellproteins ausmacht und dem Rohextrakt einc ticfblaue Farbe verleiht. Das kupferhaltige,
16,5 kDa grof3e Protein hat ein Mittelpunktspotential von +680 mV und einen dominierenden
Absorptionspeak bei 595 nm (151). Auf reduzierten Schwefelverbindungen kultivierte Zellen
von Thiobacillus ferrooxidans enthalten kein Rusticyanin (15). Die fiir die CO,-Fixierung
notwendigen Reduktionsiquivalente miissen durch reversen Elektronentransport iiber den
Cytochrom bc-Komplex, Ubiquinon und Flavin auf NAD+ bereitgestellt werden. Dabei flief3en
fir jedes Elektron, das NAD+* reduziert, etwa 20 Elektronen auf O,. Abbildung 3 faBt diese
Vorstellungen von der Topologie der beteiligten Komponenten zusammen.

Beziiglich der an der Fe(1l)-Oxidation beteiligten Komponenten scheint bei den verschiedenen
Organismen eine groB¢ Variabilitdt zu herrschen. So wird bei dem acidophilen, Fe(Il)-
oxidierenden Stamm BCl1 eine gelbe Komponente mit einem Mittel punktspotential von +650
mV und cinem Molekulargewicht zwischen 8 und 12 kDa gefunden. Diese 14t sich relativ
leicht reinigen, da sie selbst bei einer (NH,)>SO,4-Konzentration von 95% Sattigung noch in
Losung verbleibt. Der Rohextrakt von auf Fe2* gezogenen Zellen von Leptospirillum
Sferrooxidans ist dagegen tief rot gefirbt. Daraus kann ein sdurestabiles, ungewohnliches
Cytochrom von 17,8 kDa und einem Mittelpunktspotential von +680 mV gereinigt werden, das
im reduzierten Zustand ungewohnliche Absorptionspeaks bei 433 und 572 nm besitzt (210).
Wicderum abweichend sind dagegen die Verhiiltnisse bei den Archaebakterien Metallosphaera
sedula und Acidianus brierleyi. Hier findet sich keine auffallige, 16sliche, redoxaktive

Komponente. Dafiir enthalten die Zellen groe Mengen cines neuen, membrangebundenen,
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gelben Cytochroms. Das mit Detergenz solubilisierte, reduzierte Cytochrom zeigt
Absorptionspeaks bei 433 und 572 nm (15) . Zusammenfassend kann also vermerkt werden,

daf an der Fe2+-Oxidation in den verschiedenen Organismen eine Vielzahl von verschiedenen

Redoxproteinen beteiligt ist.

Racklaufiger
Elektronentransport
2 Fe (Il)
2Fe (|||) Atmungskette
und

ATP-Synthese

Abbildung 3: Topologie der an der Fe{ll)-Oxidation in Thiobacillus ferrooxidans beteiligten
Komponenten.

Das Fe(ll)-oxidierende Enzym liegt in der auBeren Membran. Die Elektronen werden dann (ber
Rusticyanin und das lésliche Cytochrom ¢ auf die Endoxidase tbertragen. Rusticyanin ist ein blaues
Kupferprotein, das bei Zellen, die auf Fe(ll) gezogen wurden, bis zu 5% des Gesamtproteins
ausmacht.
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A.3.3. Die dissimilatorische Fe(lll)-Reduktion

Den zur Fe(Il) Oxidation umgekehrten Vorgang stellt die Fe(I11)-Reduktion dar (148). So wird
die Fermentationsbilanz von Bacillus polymyxa in Anwesenheit von amorphen Eisen(III)-
Hydroxyden zu oxidierteren Produkten hin verschoben. Wie stark eine Kultur Eisen reduziert,
héangt dabei in hohem MaBe von der Spezies des zugegebenen Fe(I1) ab (53). Ahnliches konnte
auch bei etlichen anderen Pilzen und Bakterien beobachtet werden. Das AusmaB dieser Fe(I1I)
Reduktion ist aber stets vergleichsweise klein. So transferieren etwa girende Vibrio spp. 0,13
% bzw. 0,03 % der Reduktionsiquivalente aus Glucose oder Malat auf Fe(IIl), was eine
verstirkte Bildung von organischen Siuren und eine Wachstumsstimulation zur Folge hat (53,
125). Auch Thiobacillus thiooxidans, Thiobacillus ferrooxidans, Sulfolobus spp. reduzieren
Fe(III) mit S° als Elektronendonor, wobei allerdings kein wirkliches Wachstum nachgewiesen
wurde. Dagegen konnen einige Organismen Fe(IIl) als externen Elektronenakzeptor fiir eine
anaerobe Atmung verwenden. Shewanella putrefaciens oxidiert dabei nur wenige
Verbindungen wie Hj oder Formiat. Organische Siuren wie Lactat und Pyruvat werden nur zu
Acetat oxidiert, andere getestete organische Verbindungen wurden nicht verwertet (44, 125).
Die am besten charakterisierte Reinkultur eines dissimilatorisch Fe(IlI) reduzierenden
Organismus, der organische Siiuren wie Acetat iiber den Tricarbonsidurezyklus komplett zu CO,
oxidiert, ist Geobacter metallireducens, ein obligat anaerobes, pleomorphes, Gram-negatives
Stibchen (81). Bei seinem Wachstum wird schwach kristallines Eisenoxid quantitativ zu
Magnetit, einem Fe(III)/Fe(1I)-Mischoxid, reduziert, welcher dann allerdings nicht mehr weiter
angegriffen werden kann (10, 126, 127, 130, 133). Neben der Fe(I11)-Reduktion ist dieser
Stamm auch zur Reduktion von Manganoxiden und zur Nitrat-Ammonifikation fahig (147).
AuBer kurzkettigen Feltsiuren ist auch die anaerobe Oxidation von aromatischen Verbindungen
wie Benzoat, Phenol oder Toluol moglich. Uber Sequenzierung der 16S rRNA Gene wurde
eine enge Verwandtschaft von Geobacter metallireducens zu Desulfuromonas acetoxidans
festgestellt. Letztere Art war schon lange als S° reduzierender Organismus bekannt (127, 171,
174). Er erlangte Beriihmtheit, weil mit seiner Hilfe erstmals der Nachweis gelang, da3 Acetat
in Abwesenheit von O, und Nitrat tiberhaupt endoxidiert werden kann. Nachtriglich wurde
dann erkannt, dall es sich bei Desulfuromonas acetoxidans ebenfalls um einen
dissimilatorischen Fe(lll)-Reduzierer handelt. In der neuesten Literatur ist ferner der mit den
beiden oben genannten Organismen eng verwandte dissimilatorische Fe(Ill)-Reduzierer
Geobacter sulfurreducens erwihnt, der mit Acetat oder H, als Elektronendonator sowohl zu
einer Reduktion von S° als auch von Fe(lll) fihig ist (25). Wie in der Diskussion niiher erldutert
wird, spielen dissimilatorisch Fe(I1l)-reduzierende Organismen eine bedeutende Rolle in der
anacroben Oxidation organischer Substanzen und damit im rezenten sowie wahrscheinlich im
archaischen Eisenzyklus.
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Dissimilatorische Eisenreduzierer reduzieren das Fe(I11) durch direkten Kontakt. So wird in
cinen Dialyseschlauch eingeschlossenes Eisenoxid, das man in eine Kultur hingt, nicht
reduziert (53). Bei Shewanella putrefaciens konnten in der dufleren Mcmbran tber SDS-
Gelelektrophorese Proteine nachgewiesen werden, die spezifisch nur auftreten, wenn der
Organismus auf Fe(IIT) wichst. Bei diesen konnte es sich um die Fe(I1l) Reduktase handeln.
Somit wird fiir dissimilatorische Eisenreduziercr eine Eisenreduktase in der dueren Membran
und eine Elektronentransportkette durch das Periplasma vorgeschlagen, um dic unloslichen
Eisenoxide anzugreifen (144-146). Uber die Studie von spezifischen Mutanten wurde ferner
gezeigt, daB bei Shewanella putrefaciens die Fahigkeit zur Reduktion von Manganoxiden und
Eisenoxiden von getrennten Enzymsystemen vermittelt wird (125).

A.4. Fossile und rezente phototrophe Prokaryonten
A.4.1. Geologische Zeugnisse phototrophen Lebens

Die Spuren frithen Lebens auf der Erde setzen erstmals vor ca. 3,5 Milliarden Jahren ein. Dabei
handelt es sich um eine Isotopenfraktionierung in sedimentiren Carbonaten und Kerogencn
(175, 176). Die seit dieser Zeit kontinuierlichc Anreicherung von 12C in Sedimenten riihrt
hauptsichlich von der Spezifitdt in der enzymalischen Fixierung von CO; im Calvin-Zyklus
autotropher Organismen her. Das CO, einbauende Enzymsystem, die Ribulosebisphosphat-
Carboxylase, bevorzugt dabei CO,-Molekiile, dic cin 12C-Atom statt eines '3C-Atoms besitzen.
Aufgrund dieser leichten Bevorzugung, die in erster Linic mit ciner schnelleren Diffusion der
leichteren Molekiile zum aktiven Zentrum des Enzyms erklirt wird, ist organische Materie mit
dem 12C-Isotop um 20 bis 30 %o angercichert. Dieser Wert [dBt auch tiber crdgeschichtliche
Zeitriume eine erstaunliche Konstanz dicses biochemischen Stoflwechselwegs und der an ihm
beteiligten Enzyme vermuten. Das Isotopensignal kann man mit einiger Unsicherheit sogar bis
in die 3,8 Milliarden Jahre alte Isua Formation von Gronland, dem iltesten bckannten
Sedimentgestein, zuriickverfolgen. Da dieses Gestein aber ciner starken Metamorphose

unterworfen war, ist keine eindeutige Aussage moglich (175).

Zeitgleich mit dem gesicherten Auftreten der Isotopenfraktionierung werden in der 3,5
Milliarden Jahre alten australischen Warrawoona Formation erstmals Stromatolithen und
Mikrofossilien beobachtet (134, 154, 177, 199, 200). Stromatolithcn konnen als eine Art
"versteinerte mikrobielle Matte" aufgefaBt werden (28). Es sind biogene Strukturen, die durch
Einfangen und Binden von Sediment oder durch Priizipitation aufgrund der metabolischen
AKtivitit von Mikroorganismen entstanden sind (199). So priizipiticren cinige rezente Algen bei

der CO,-Fixierung Calciumcarbonat. Diesc Erscheinung kann auch zum Beweis dcs
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biologischen Ursprungs der Stromatolithen verwendet werden; oftmals sind Stromatolithen die
einzigen Carbonatausfdllungen in Silikatgesteinen. Rezente Stromatolithen, die beispielsweise
in der Shark Bay, Australien, beobachtet werden, sind das Produkt von Lebensgemeinschaften,
die in diesem Fall hauptsichlich das einzellige Cyanobakterium Entophysalis major als
Primdrproduzenten besitzen. Das Wachstum der Stromatolithen erfolgt dadurch, da die
pustulidre Mattenstruktur iiber das abgelagerte Sediment wéchst. Da man aber auch mikrobielle
Matten kennt, die auf Schwefelpurpurbakterien oder gar chemolithotrophen Organismen
beruhen (28), kann man nicht davon ausgehen, da8 auch die in der anaeroben Atmosphére des
Archaikums entstandenen fossilen Stromatolithen cyanobakteriellen Ursprungs sind (199). Bei
den mikrobiellen Matten im Solar Lake, Israel, kommt es nicht in der Zone, in der
Photosynthese betrieben wird, d.h. den oberen 3 mm, zu Carbonat-Niederschldgen, sondern
erst durch den bakteriellen Abbau der organischen Verbindungen in 30 bis 80 mm Tiefe. Die
Beobachtung einer Carbonat-Prizipitation sagt somit nichts liber die Biochemie der beteiligten
Organismen aus (199). Analog zu rezenten, im Flachwasser gebildeten Stromatolithen in der
Shark Bay haben sich vermutlich archaische Stromatolithen ebenfalls im Flachwasserbereich
gebildet, da sie oftmals versteinerte Trocknungsrisse in den mikrobiellen Matten zeigen. Die
Stromatolithen der Warrawoona-Formation zeigen eine enge Laminierung in 20 ym dicken
Schichten, in denen filamentose Mikroorganismen als Mikrofossilien erhalten geblieben sind.
Wie in der Diskussion niher erldutert wird, besitzen diese iltesten bekannten Fossilien noch
keine fiir die Cyanobakterien charakteristischen Differenzierungen wie Verzweigungen der
Zellfiden, Akineten oder Heterocysten. Sie erfiillen aber die fiir authentische Mikrofossilien
notwendigen Kriterien, wie groBe Hiufigkeit an ihrem Fundort, feste Einbettung in primére
Mineralphasen des Gesteins, gleichartige Ausrichtung der Fibrillen in den Schichten,
statistische GroBenverteilung und das Vorhandensein von Teilungsstadien (178, 179).
Stromatolithen waren im friithen Archaikum selten, wurden im spdten Archaikum und im
Proterozoikum aber hiufige, riffbildende Erscheinungen. Mit dem Ende des Prakambriums
endete das "Zeitalter der Stromatolithen" (178). Abbildung 4 fafit die geschilderten Zeitrdume
noch einmal im Bild zusammen. Im unteren Kambrium iibernahmen dann die Archaeocyatiden

zusammen mit Algen, bis zum Aufkommen der Korallen, die okologische Rolle der Riffbildner
(185).
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Abbildung 4: Zeitliche Verteilung des Auftretens von Stromatolithen und Mikrofossilien.

In die geologische Zeitskala wurden Funde und die ungefahre Haufigkeit von Stromatolithen und
Mikrofossilien eingetragen. Wahrend Stromatolithen mit dem Beginn des Phanerozoikums sehr schnell
an Bedeutung verloren haben und rezent nur noch vereinzelt gefunden werden, kann man
Mikrofossilien auch noch in jungen Sedimenten beobachten. Firr das Verschwinden der Stromatolithen
werden bakterienfressende Metazoen und eine autkommende Konkurrenz durch neue, riffbildende
Organismen wie die im unteren Kambrium erscheinenden Archaeocyatiden verantwortlich gemacht.
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A.4.2. Taxonomie -rezenter phototropher Bakterien

Rezente phototrophe Organismen mit nur einem Photosystem werden aussschlieBlich bei den
Eubakterien gefunden. Innerhalb der Eubakterien ist die Fihigkeit zur anoxygenen
Photosynthese in den unterschiedlichsten Taxa sehr weit verbreitet, und zwar in der
Chloroflexus-Gruppe, bei den Chlorobien, den Gram-positiven Bakterien und innerhalb der
Proteobakterien in der -, - und y-Untergruppe (75, 209). Auch die Cyanobakterien mit ihren
zwei Photosystemen gehoren phylogenetisch zu den Eubakterien. Daher kann man annehmen,
daB3 die Eubakterien von einem phototrophen Urahn abstammen, sich aber friih viele nicht-
phototrophe Linien ausgebildet haben (97). Neben der Sequenz der 16S rRNA werden fiir die
weitergehende systematische Untergliederung phototropher Organismen folgende
Eigenschaften herangezogen: Fahigkeit zu photoautotrophem Wachstum auf Sulfid im
Gegensatz zu photoheterotrophem Wachstum auf einfachen organischen Verbindungen;
Bildung von elementarem Schwefel innerhalb oder auBerhalb der Zellen; andere
wachstumsphysiologische Eigenschaften wie Temperaturoptimum, Salztoleranz o.4. (97);
morphologische Kriterien wie Zellform, Form der Membranstapel, BegeiBelung oder auch
chemische Kriterien wie Pigmentzusammensetzung, DNA-Basenverhiltnis,
Fettsdurezusammensetzung, polare Lipide oder Chinone.

A.4.2.1. Die Chloroflexaceae

Die Chloroflexaceae sind eine phylogenetisch kohirente Gruppe, die auch rein chemotrophe
Vertreter umfasst. Sie bestehen aus iiberwiegend fidigen Organismen wie Chloroflexus
aurantiacus, Heliothrix oregonensis, Oscillochloris chrysea, Oscillochloris trichoides und
Chloronema giganteum, die in heiflen Quellen iiberall auf der Welt gefunden werden. Einige
mesophile Vertreter konnten aber auch aus dem Wasser von Seen isoliert werden. Die bei
starkem Licht wachsenden, griin gefarbten Organismen enthalten ihr Antennensystem in als
Chlorosomen bezeichneten Vesikeln. Die photosynthetischen Pigmente sind
Bakteriochlorophyll a und c. Chloroflexus aurantiacus ist ein fakultativ aerober Organismus,
der bevorzugt auf organischen Substraten photoheterotroph oder chemotroph wichst. Die
Fixierung von CO; scheint iiber einen neuen Stoffwechselweg, den kiirzlich formulierten 3-
Hydroxypropionat-Zyklus, zu verlaufen (57, 190). Bei aerobem Wachstum ist Chloroflexus
orange gefdrbt. Er wichst bis zu einer Temperatur von 73°C und ist damit der thermophilste
bekannte phototrophe Organismus (97, 193).
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A.4.2.2. Die Chlorobiaceae

Die zweite Gruppe von anoxigenen phototrophen Organismen mit Chlorosomen stellen die mit
den Chloroflexaceae nicht niher verwandten Chlorobien dar. Auch sie sind eine phylogenetisch
und physiologisch kohirente Gruppe. Die unbeweglichen, strikt anaeroben, obligat
photolithoautotrophen Organismen kénnen nur in Anwesenheit von H;S und CO; einfache
organische Verbindungen wie Acetat assimilieren. CO; wird iiber den reduktiven
Tricarbonsiurezyklus fixiert. Das H,S wird zu Sulfat oxidiert und intermediar entstehender S°
auBerhalb der Zelle abgelagert. Die Chlorosomen enthalten die Bakteriochlorophylle c, dunde,
wihrend die Bakteriochlorophyll a enthaltenden Reaktionszentren an den Anhef tungsstellen der
Chlorosomen auf der Cytoplasmamembran sitzen. Die Reaktionszentren weichen von denen der
Purpurbakterien ab und entsprechen in der Reihenfolge der Redoxkomponenten dem
Photosystem | der Cyanobakterien. Die Reaktionszentren der Chlorobien haben im nicht
angeregten Zustand ein Redoxpotential von +350 mV und reduzieren nach Lichtabsorption ein
Ferredoxin mit einem Potential von -540 mV (22). Auf diese Weise konnen
Reduktionsiquivalente in Form von NADH fiir die Biosynthese zur Verfugung gestellt werden.
Die Carotinoide sind vom Chlorobacten- oder Isorenieraten-Typ. Der besondere
Photosyntheseapparat ermoglicht es Chlorobien, noch bei Beleuchtungsstirken von 5 - 10 Lux!

zu wachsen. Es werden zwei okophysiologische Gruppen unterschieden:

Die griinen Spezies der Gattungen Chlorobium und Prosthecochloris wachsen bei hohen H,S-
Konzentrationen von 4 - 8 mM und Lichtintensititen von 700 - 1500 Luxl. Als
photosynthetische Pigmente sind bei diesen Gattungen Bakteriochlorophyll ¢ oder d sowie die
Carotinoide Chlorobacten und Hydroxychlorobacten zu finden. Vertreter dieser Gruppe
kommen in Sedimenten und flachen, H,S-reichen Gewassern vor.

Die braunen Spezies der Gattungen Pelodictyon und Ancalochloris wachsen dagegen bei
geringen H,S-Konzentrationen von 0,4 - 2,0 mM und Temperaturen unterhalb von 20°C. Die
typischen Carotinoide sind Isorenieraten und B-Isorenieraten, die diesen Gattungen ein breiteres
Absorptionsspektrum als Chlorobium und Prosthecochloris verschaffen. Pelodictyon und
Ancalochloris besitzen oft Gasvakuolen und leben planktonisch in der obersten Schicht von
H,S-haltigen Hypolimnien stratifizierter Seen. Arten dieser Gattungen sind auf die Verwertung
von Restlicht unter dichten Schichten von Griinalgen- oder Cyanobakterienpopulationen
spezialisiert (29, 97, 153, 193).

1Bei Wachstumsversuchen mit phototrophen Bakterien hat sich zur Kontrolle der Beleuchtungsstirke fiir rein
praktische Zwecke eine Messung der Beleuchtungsintensitit in Lux (Ix) eingebiirgert. Solche Messungen geben
jedoch nur grob die fiir phototrophe Bakterien physiologisch relevanten Bestrahlungsdichten wieder. Der
Definition und Messung der Beleuchtungsintensitiit in Lux liegt die spektrale Empfindlichkeit des menschlichen
Auges zugrunde. Phototrophe Bakterien haben jedoch ihre Hauptabsorptionsmaxima in einem
Wellenlingenbereich, in dem das Auge sehr unempfindlich ist oder nicht wahrnimmt.
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A.4.2.3. Die Heliobakterien

Die zu den Gram-positiven Organismen gehorenden, Endosporen bildenden Heliobakterien
sind noch nicht sehr lange bekannt. Die phylogentisch in der Nahe der Gattung Bacillus
stehenden Organismen Heliobacterium chlorum, Heliobacterium gestii, Heliobacterium
Jasciculum und Heliobacillus mobilis sind obligat anaerob und extrem O, sensitiv. Sie wachsen
nur photoheterotroph, H,S inhibiert das Wachstum (76). Die Biochemie ihrer Photosynthese
scheint mit der der Chlorobien iibereinzustimmen, allerdings dient Bakteriochlorophyll g als
photosynthetisches Pigment. Das typische Habitat von Heliobacterium-Arten ist im Gegensatz
zu allen anderen Gruppen von anoxygenen phototrophen Bakterien der Boden. Die spite
Entdeckung (1983) von Gram-positiven, phototrophen Bakterien ist sicherlich darauf
zuriickzufiihren, daB man bei ihrer Anreicherung, neben dem abweichenden Habitat, auf obligat
anaerobe Bedingungen achten muB (97, 137, 153, 193).

A.4.2.4. Phototrophe Organismen unter den Proteobakterien

Die iibrigen Gruppen der anoxygenen phototrophen Organismen werden phylogenetisch bei
den Proteobakterien eingeordnet (49, 67, 109, 159, 164). Die innerhalb dieser Bakteriengruppe
verbreitete Fihigkeit zur Photosynthese i3t die Vermutung zu, dafB sich die gesamte Gruppe
auf einen phototrophen Vertreter zuriick{iihren laBt.

A.4.2.4.1. Die Chromatiaceae

Innerhalb der vorldufig als y-Gruppe zusammengefaBten Organismen ist die Familie der
Chromatiaceae phylogenetisch und physiologisch auffallend kohirent (159). Sie besitzen mit
Ausnahme von Thiocapsa pfennigii vesiculire intracytoplasmatische Membranen. Alle wachsen
entweder photoautotroph auf Sulfid bzw. Schwefel oder photoheterotroph. Schwefel wird von
diesen Organismen in Form intracytoplasmatischer S° Kiigelchen gespeichert und dient als
Reservoir an Reduktionsidquivalenten (8). Im Dunkeln dient S° als Elektronenakzeptor bei der
Respiration von gespeicherten Kohlenhydraten, wodurch ein Erhaltungsstoffwechel ermoglicht
wird (156). Bei einigen Chromatiaceae wurde auch chemoheterotrophes Wachstum beschrieben
(153). Ihre typischen Habitate sind Gewisser mit sulfidhaltigen Sedimenten und mit Zutritt von
Licht bis unterhalb der Chemokline. Angehorige der Chomatiaceae konnen im Wasserkorper
bis in Tiefen von 30 m gefunden werden (155) und bilden bei geeigneten Bedingungen mitunter
Bliiten von solchen Zellkonzentrationen, daf sie deutliche Purpurfdarbung des Wassers
bewirken (29, 97, 153, 193). Die Kultivierung einer Reihe von Chromatiaceae gelang erst,
nachdem erkannt wurde, daB sie Vitamin B, als Zusatz zum Nahrmedium benotigen. Der
thermophilste bekannte Vertreter ist Chromatium tepidum mit einem Wachstumsoptimum von

48-50°C. Es konnen zwei okophysiologische Gruppen unterschieden werden:
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Die spezialisierteren Arten Chromatium okenii, Chromatium weissei, Chromatium warmingii,
Chromatium buderi, Thiospirillum jenense, Thiocapsa, Lamprocystis, Thiodictyon benotigen
strikt anaerobe Bedingungen und sind obligat phototroph. Es konnen typischerweise nur Acetat
und Pyruvat zusammen mit H,S und CO, assimiliert werden, und Sulfat wird nicht als
Schwefelquelle genutzt. Diese Organismen leben bei niedrigen H,S-Konzentrationen von 0,4-
1,0 mM, geringen Lichtintensititen und Temperaturen unter 20°C. Arten der Gattungen

Lamprobacter, Lamprocystis, Thiodictyon, Amoebobacter und Thiopedia besitzen Gasvakuolen
(55, 56, 160).

Die physiologisch vielseitigeren Arten wie kleine Chromatium spp., Thiocystis violacea,
Thiocapsa roseopersicina, Lamprobacter modestohalophilus, Amoebobacter spp.
photoassimilieren eine groBe Anzahl an Substraten und wachsen auch in Abwesenheit von
reduzierten Schwefelverbindungen, da meist Sulfat als Schwefelquelle verwenden werden
kann. Diese Arten leben bei mittleren bis hohen H,S Konzentrationen von 2 - 8 mM und hohen
Lichtintensititen von 1000 - 2000 Lux>.

A.4.2.4.2. Die Ectothiorhodospiraceae

Mit den Chromatiaceae eng verwandt sind die Ectothiorhodospiraceae, die untereinander
wiederum eine phylogenetisch und physiologisch kohirentc Gruppe bilden (94, 96). Es handelt
sich bei ihnen um kleine Stibchen mit lamclldren intracytoplasmatischen Membranen.
Gasvakuolen wurden bisher nur bei Ectothiorhodospira vacuolata beobachtet. Elementarer
Schwefel wird auBerhalb der Zelle abgelagert, bevor er zu Sulfat weiteroxidiert wird.
Photoheterotrophes Wachstum erfolgt nur mit eincr geringen Zahl organischer Verbindungen.
Die Ectothiorhodospiraceae bendtigen wie auch einige Chromatiaceae Vitamin B, als
Wachstumsfaktor. Ectothiorhodospira spp. bevorzugen saline oder alkalische
Wachstumsbedingungen. Ectothiorhodospira halophila ist das halophilste bekannte
Eubakterium und wiichst in gesittigten Salzlosungen.

A.4.2.4.3. Die "Rhodospirillen"

Die friiher als Rhodospirillaceae zusammengefaBten Nicht-Schwefel Purpurbaktericn haben
sich im Gegensatz zu den bisher besprochenen Taxa als vollig diverse Gruppe herausgestellt,
deren einziges gemeinsames Merkmal die Fahigkeit zu photoheterotrophem Wachstum auf einer
Vielzah! von organischen Verbindungen ist (97, 98, 108, 193). Als Wachstumsfaktoren
werden von vielen Spezies im allgemeinen Biotin, Thiamin, Niacin und p-Aminobenzoesaure
benotigt. Einige Spezies zcigen auch photoautotrophes Wachstum auf H, oder HaS, das meist
nur zu S° oxidiert wird (22, 49, 153). Nur bei wenigen Vertretern wie Rhodobacter
sulfidophilus und Rhodopseudomonas palustris ist Sulfat das Endprodukt der Sulfid-

2Siehe FuBnote Seite 19



-22-

Oxidation. Rhodobacter veldkampii, Rhodobacter adriaticus und Rhodobacter euryhalinus
lagern S° auBlerhalb der Zelle ab. Mit Ausnahme der zur a-Gruppe der Proteobakterien
gehorigen Arten Erythrobacter longus und Roseobacter denitrificans, die aus nicht verstandenen
Griinden nur unter aeroben Bedingungen phototroph wachsen, erfolgt eine Photosynthese
ausschlieBlich unter anaeroben Verhiltnissen (6, 114). Die Fihigkeit zur Photosynthese ist
innerhalb der Proteobakterien ein sehr weit verbreitetes Merkmal und kann nicht fiir die Bildung
von Taxons herangezogen werden. Das zeigt etwa die Isolierung eines photosynthetischen
Bakteriums, das rein phylogenetisch als Rhizobium-Art zu klassifizieren wire (61, 75, 203).
Bei den bisher untersuchten Organismen liegen alle fiir die Synthese der Antennenpigment-
Komplexe und Reaktionszentren benotigten Gene, einschlieBlich jener zur Synthese der
Pigmente bendtigten, in den jeweils homolog angeordneten puf- und phu- Operons. Die
Konservierung der photosynthetischen Gencluster konnte bedeuten, dal es strukturelle oder
regulatorische Einschriankungen gibt, die eine Umverteilung der Gene limitieren oder dal3
lateraler Gentransfer zwischen verschiedenen Spezies phototropher Bakterien stattfand (211).
Bei einem Teil der Organismen ist die Vielfalt der fiir das photoheterotrophe Wachstum
verwertbaren Verbindungen erstaunlich; so konnen von einigen Spezialisten sogar aromatische
Verbindungen verwendet werden (50).

Rhodobacter spp. gelten als die vielseitigsten Organismen iiberhaupt. Sie wachsen unter
photoheterotrophen Bedingungen auf einer Vielzahl von organischen Verbindungen wie
organischen Sduren, Zuckern, Alkoholen und Aminoséduren. Photoautotrophes Wachstum ist
auf H,S, Thiosulfat, S° und H, moglich. Rhodobacter capsulatus kann ferner unter
chemoautotrophen Bedingungen im Dunkeln mit O, als Elektronenakzeptor auf H, oder H,S
als Elektronendonator wachsen. Chemoheterotrophes Dunkelwachstum ist auf Zuckern, Malat,
Succinat oder Acetat mit Nitrat, DMSO oder TMAO als Elektronenakzeptor beobachtet worden.
Bei Abwesenheit eines Elektronenakzeptors konnen Pyruvat oder Zucker im Dunkeln auch
fermentiert werden. Die Zellen der Gattung Rhodobacter sind oval bis stibchenformig, 0,5 pm
dick und 1,2 um lang. Meist sind die Organismen unbeweglich, manchmal werden aber auch
mit Flagellen bewegliche Formen beobachtet. Einige Spezies produzieren Schleimkapseln und
Zellketten. Dic internen photosynthetischen Membranen liegen als Vesikel vor.
Photosynthetische Pigmente sind Bakteriochlorophyll a und die Carotinoide der Sphaeroiden-
Serie. Diese verleihen anaerob im Licht gewachsenen Kulturen ein gelbbraunes bis
dunkelbraunes Aussehen. Bei Kulturen, die in Anwesenheit von Luftsauerstoff gezogen
wurden, werden die Carotinoide zu den entsprechenden Ketocarotinoiden oxidiert, die eine rote
bis purpurrote Farbe haben (95, 98).
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A.4.3. Okologie photosynthetiséher Bakterien

Phototrophe Organismen verwenden hiufig niedermolekulare, strukturell einfach aufgebaute
organische Verbindungen, die Endprodukie von bakiericllen Fermentationen darstellen. Zucker
werden weniger hiufig und Makromolekiile wie Cellulosc oder Stirke werden meist nicht
verwendet. In der Natur sind insbesondere die H,S oxidiercnden, phototrophen Bakterien auf
dic Aktivitit von sulfatreduzierenden Organismen angewicsen. Da in Mecrwasser ca. 28 mM
Sulfat gelost sind, wird dieses in marinen Sedimenten meist nicht zum limitierenden Faktor.
Anders ist das in SiiBwasserbereichen. Da Siilwasser meist weniger als 1 mM Sulfat enthilt,
bildet sich eine Koexistenz zwischen HaS oxidierenden phototrophen Organismen und Sulfat-
reduzierern aus, die den verfiigbaren Schwefel durch Recycling effcktiv nutzt (97). In einem im
Labor ctablierten artifiziellen Modellsystem aus Escherichia coli, Desulfovibrio desulfuricans
und cinem Chlorobium sp., das anaerob auf Glucose im Licht wichst, lauft eine solche
Nahrungskette ab. In der stabilen syntrophen Beziehung zwischen Desulfuromonas acetoxidans
und Chlorobium sp. wird S° weitergegeben, der als Elektronenakzeptor fir Desulfuromonas
fungicrt. Fir den Erhalt der Kocxistenz sind katalytische Mengen Schwefel ausreichend. Dic
Kokultur dieser Organismen unter Laborbedingungen ist so stabil, dal} man sie lunge Zcit als
eine Reinkultur cines Chlorobiums ansah. Fiir Habitatc mit einem geschlossencn
Schwefelzyklus wurde auch der Begnlf Sulfuretum gepriigt. Die Produktivitiit phototropher
Schwefelbakterien hingt von der Verfiigbarkeit von H,S ab, bei ciner Bliite erreicht dic
Fixicrungsrate von Kohlenstoff meist 100 - 200 mg C m-3d-1. Bei hoher H,S-Versorgung
wurden sogar Maximalwerte von 1600 - 5700 mg C m-=d-! beobuchtet. Aufgrund dieser Werlc
stcuern phototrophe Bakterien in H,S-armen Secen 3 - 5 % der Jahresproduktion, in HaS-
reichen 9 - 25 % der Jahresproduktion und in permancnt stratifizierten (meromiktischen) Secn
bis zu 80 % der Jahresproduktion zur gesammicen phototrophen CO,-Fixicrung bei (97). Aus
dicsen Zahlen ist zu erkennen, daB unter gecigneten Bedingungen Okosysteme, dic aul
anoxygener Photosynthese fufien, dhnliche Produktivititen crreichen konnen wic Habitalce,

deren Primirproduzenten Organismen mit oxygener Photosynthese sind3.

3Hier soll lediglich dic Leistungsfihigkeit anacrober Okosysteme aufgezeigt werden. In einer acroben Biosphiire
entstammen mlurhch alle reduzierten Verbindungen letztendlich der auobm Photosynthese, soweit sic nicht
geologischen Ursprungs sind.
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A.5. Biochemie der bakteriellen Photosynthese

A.5.1. Organisation der an der bakteriellen Photosynthese
beteiligten Komplexe

Die Biochemie der bakteriellen Photosynthese wurde lange Zeit eingehend an Rhodobacter
capsulatus und Rhodobacter sphaeroides untersucht. Fiir diese Organismen existieren zudem
molekulargenetische Systeme. In friiherer Zeit war auch Rhodospirillum rubrum von
Bedeutung. Der entscheidende Durchbruch in der Photosyntheseforschung gelang jedoch
zuerst mit Rhodopseudomonas viridis, dessen Reaktionszentrum, als erstes Membranprotein
iberhaupt, kristalliert werden konnte und somit eine Rontgenstrukturanalyse ermoglichte (42,
43) . Seit dieser Arbeit gehort die Biochemie der bakteriellen Reaktionszentren zu den am
besten bekannten energetischen Prozessen.
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Abbildung 5: Topologie der an der photosynthetischen ATP-Bildung beteiligten Komponenten.
Die Energie der durch den Light Harvesting Complex (LHC) absorbierten Photonen wird auf das
Reaktionszentrum (RC) weitergeleitet. Dabei erfolgt eine Ladungstrennung und Reduktion von
Ubichinon. Uber den Ubichinonpool (UQ), den Cytochrom bei-Komplex und ein I6sliches Cytochrom ¢
kehren die Elektronen dann zum Reaktionszentrum zuriick. Die bei diesem Vorgang translozierten
Protonen bauen einen elektrochemischen Gradienten auf, der zur ATP-Synthese verwendet wird.
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An der bakteriellen Photosynthese sind 4 makromolekulare Komplexe beteiligt, namlich das
Reaktionszentrum (RC), der Light Harvesting Complex (LHC), die Ubichinon-Cytochrom bc-
Oxidoreduktase und die H*-ATPase (ATP-Synthetase). Daneben dienen noch nicht-
komplexgebundene Chinone und Cytochrome als Carrier (49, 91). Die Bindung der an der
Photosynthese beteiligten Pigmente an die Proteine verschiebt die Absorptionsmaxima der
freien Verbindungen um etwa 100 nm in den rotwelligen Bereich. Die Beteiligung von
Carotinoiden an der Lichtabsorption ist wichtig, da sie griines Licht mit Wellenlangen von 450 -
550 nm absorbieren, dessen Anteil am Spektrum mit der Wassertiefe zunimmt. Blaues Licht
und rotes Licht mit Wellenldngen oberhalb von 800 nm wird absorbiert bzw. gestreut.
Organismen mit Bakteriochlorophyll b haben die Fahigkeit, IR-Strahlung bis zu einer
Wellenlinge von 1030 nm zu absorbieren. Diese Fahigkeit ist wichtig fiir Organismen, die im
triiben Wasser leben, da die IR-Strahlung in diesem weniger gestreut wird als kurzwellige
Strahlung (97). Zur Absorption von Licht besitzen die meisten Purpurbakterien zwei LHC-
Komplexe, namlich den B870-Komplex oder LHC I und den B800 - 850 Komplex oder LHC
I1. Der LHC I enthilt zwei Proteinuntereinheiten und zwei Molekiile Bakteriochlorophyll sowie
1 bis 2 Carotinoidmolekiile. Von ihm existieren wiederum zwei Varianten, der B&70 und der
B896. Auch der LHC II besteht aus zwei Proteinuntereinheiten und enthilt 2 bis 3 Molekiile
Bakteriochlorophyll sowie ein Carotinoidmolekiil. Das RC der Purpurbakterien ist von 20 bis
30 Molekiilen LHC 1 umgeben, die zusammen den Core-Komplex bilden. Diese Core-
Komplexe sind dann meist noch von variablen Mengen LHC II umgeben (49, 100).
Absorbiertes Licht erzeugt den am tiefsten liegenden Singulett Zustand des absorbierenden
Bakteriochlorophylls. Durch Zufallswanderung entlang des Energiegefilles vom B80O0 iiber
B850, B870 und B896 wandern die Excitonen dann innerhalb von 35 bis 50 ps zum RC. Ist
das RC bereits angeregt, wird die Energie wieder als langwellige Strahlung abgegeben (49).
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A.5.2. Aufbau eines chemiosmotischen Potentials bei
photosynthetischen Bakterien

Die detergenzsolubilisierten RC von Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter sphaeroides und
Rhodospirillum rubrum enthalten 4 Molekiile Bakteriochlorophyll a, 2 Molekiile
Bakteriophaeophytin, 1 Molekiil Nicht-Haem Eisen sowie 2 Molekiile Ubichinon und bestehen
aus zwei membrandurchspannenden, symmetrisch angeordneten Untereinheiten L. und M sowie
einer stabilisierenden cytoplasmatischen Untereinheit H. Die RC besitzen untereinander hohe
Sequenzhomologien. In Rhodopseudomonas viridis ersetzen Bakteriochlorophyll b und
Bakteriophaeophytin b jeweils das Bakteriochlorophyll a und Bakteriophaeophytin a und
Menachinon eines der beiden Ubichinone. Bei den Reaktionszentren von Chromatium
vinosum, Chromatium tepidum, Thiocapsa pfennigii, Rhodopseudomonas viridis und
Ectothiorhodospira spp. ist ein ¢-Typ Cytochrom mit 4 Haemgruppen fest mit dem RC
assoziiert und vermittelt den Elektronentransfer vom Cytochrom ¢, zum Bakteriochlorophyll-
Dimer des special pairs (22, 51). Treffen nun Photonen auf das Reaktionszentrum, wird die
primére photochemische Reaktion initiiert, namlich die Bildung eines starken Reduktanten und
eines starken Oxidanten, die anschlieBend Ubichinon reduzieren bzw. Cytochrom c; oxidieren .
Die Rekombination dieser beiden Spezies iiber den zyklischen ElektronenfluB dient zum Aufbau
eines Protonengradienten, aus dessen freier Energie mit Hilfe der H*-ATPase ATP erzeugt
werden kann. Dabei kehren die Elektronen iiber das Chinon (UQ/UQH; +30 bis +90 mV), den
Cytochrom bc; Komplex (¢;: Ep, = +260 mV) und das mobile Cytochrom c; (Ey, = +340 mV)
zum RC (E,, = +450 mV) zuriick.

Bei der in Abbildung 6 dargestellten primédren photochemischen Reaktion wird das special pair
aus Bakteriochlorophyll durch Absorption eines Lichtquanten angeregt und gibt ein Elektron
innerhalb von ca. 0,9 ps an das nichste Bakteriochlorophyll weiter. Dieses reicht das Elektron
dann innerhalb von 3 ps an das Bakteriophaeophytin weiter, von wo es in 150 ps an Chinon A
und in 0,3 ms dann auf Chinon B iibergeht. Chinon B dissoziiert nach Reduktion durch zwei
Elektronen und Aufnahme von zwei Protonen ab. Obwohl das RC zwei symmetrische Ketten
der prosthetischen Gruppen enthalt, wird nur eine der beiden fiir den Elektronentransport
benutzt. Der Grund fiir diese selektive Nutzung ist noch unbekannt. Die reduzierten Chinone
transportieren die Elektronen und Protonen zum Cytochrom bc;-Komplex. Dort werden die
Protonen, die dem Aufbau des elektrochemischen Gradienten dienen, an der Auflenseite der
Cytoplasmamembran freigesetzt. Ein Q-Zyklus sorgt fiir die Translokation von zusétzlichen
Protonen. Der bc;-Komplex enthilt 4 identifizierbare Redoxzentren und zwar Cytochrom ¢y,
ein low potential und ein high potential Cytochrom b (bsse, bss1) und ein high potential Rieske-
Typ Fe-S Zentrum. Der Komplex ist dem bc;-Komplex aus Mitochondrien und dem bgf-



Komplex aus Chloroplasten hoherer Pflanzen schr dhnlich (100) . Nach dem Durchlaufen
dieses Komplexes kehren die Elektronen iiber das mobile Cytochrom ¢z zum

Reaktionszentrum zuriick. Da die an diesen Redoxprozessen beteiligten Potentiale nicht zur
Reduktion von NAD+ (Em = -320 mV) ausreichen, werden die fiir den Metabolismus
not\\fendigén Reduktionsiquivalente durch reversen Elektronentransport mit einer
NADH:Ubichinon Oxidoreduktase beschafft. Das somit bei der bakteriellen Photosynthese
gebildete NADH und ATP dient dann der CO,-Fixierung iiber den Calvinzyklus.

0

D = Cytochromc

+ Haeme
v

0 periplasmatische Seite

special pair

—
«— accessory / monomeric
Bacteriochloropyll b

«— Bacteriophaephytin b

uQ (?) gff\_\%— Menachinon

cytoplasmatische Seite

Abbildung 6: Molekulare Vorginge der photosynthetischen Ladungstrennung bei
Rhodopseudomonas viridis.

Bei Absorption eines Lichtquanten durch das special pair wird ein Elektron Uber das akzessorische
Bakteriochlorophyll, das Bacteriophaeophytin und das Menachinon auf das Ubichinon (UQ)
iibertragen. Nach Aufnahme des zweiten Elektrons und von zwei Protonen dissoziiert UQH, ab. Uber
ein an der periplasmatischen Seite sitzendes Cytochrom mit 4 Haemgruppen werden die Elektronen
dann nachgeliefert (100) .



B. Material und Methoden
B.1. Chemikalien, Gase, Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien hatten die Qualitiit "reinst" bzw. "zur Analyse"
und wurden von den Firmen Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg),
Sigma (Miinchen), Aldrich (Steinheim), Riedel de Haén (Seelze) und Pharmacia (Freiburg)
bezogen.

Die Enzyme fiir die enzymatische Bestimmung von Glucose und Acetat stammten von
Boehringer (Mannheim). Die zur Sequenzierung verwendeten Enzyme stammten von USB
(Bad Homburg).

Die fiir die Sequenzierung der rDNA benétigten Primer wurden bei der Firma Biometra

(Gottingen) im Auftrag synthetisiert. Folgende Primer wurden verwendet:

GM1 5'-CCAGCAGCCGCGGTAAT-3'
GMlrev 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3'
GM3 5'-AGAGTTTGATCA/cTGGC-3'
GM4 5-TACCTTGTTACGACTT-3'

GMS5 5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3'
GM6 5'-CTGCTGCCTCCCGTAGG-3'
GM7 5-AGGATTAGATACCCT-3'

GM8 5-TGGGTATCTAATCCT-3'

GM9 5-TGTGGTTTAATTCGA-3'

GMI10 5-TCGAATTAAACCACA-3'

GM11 5'-GAGGAAGGTGT/GGGATAGACG-3'
GM12 5'-CGTCATCCC/,CACCTTCCTC-3'
GM13 5'-GGAT/\;TCGCTAGTAATCG-3'
691R 5'-GATC/,TCTACG AIGATTTCAC-3'

Die folgenden Gase der Firma Messer-Griesheim (Miinchen oder Ritterhude) wurden
verwendet: Ny (99,999 %), CO;, (99,995 %), Nao/COs-Gemisch (90/10 [v/v]), N2/CO;-
Gemisch (80/20 [v/v]), HyCO,-Gemisch (80/20 [v/v]).



B.2. Mikrobiologische Methoden
B.2.1. Probenmaterial und Organismen

Als Inokulum fiir die Anreicherung von Fe(Il)-oxidierenden, phototrophen Organismen dienten
SiiBwasser-Sedimentproben aus Teichen im Schaumburger Wald, Bezirk Hannover, im
Schongeisinger Forst, bei Miinchen und aus dem Nymphenburger Park in Miinchen. Zudem
wurden aufgrund ihrer braunen Farbe als stark eisenhaltig erkennbare Proben aus Feldgraben in
Liibeck verwendet. Dabei wurden in den Anreicherungen nur die obersten Zentimeter des
Sediments eingesetzt, da nur diese eine ausreichende Lichtversorgung am Standort vermuten
lieBen. Die zur Probennahme beniitzten GefiiBe wurden bis an den Rand gefiillt und moglichst
ohne Luftblasen verschlossen, um soweit wie moglich anoxische Bedingungen
aufrechtzuerhalten. Eine Reinkultur von Desulfobacula toluolica wurde freundlicherweise von
Ralf Rabus zur Verfiigung gestellt (169).

Thiodictyon elegans DSM 232, Thiodictyon bacillosum DSM 234, Lamprocystis
roseopersicina DSM 229, Amoebobacter pendens DSM 236, Amoebobacter roseus DSM 235,
Rhodobacter capsulatus DSM 1710, Rhodobacter sphaeroides DSM 158, Rhodopseudomonas
palustris DSM 123, Rubrivivax gelatinosus DSM 1709, Chlorobium limicola DSM 245,
Geobacter metallireducens DSM 7210, Escherichia coli DSM 498 und Bacillus subtilis DSM 10
wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, bezogen.
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B.2.2. Kulturmedien
B.2.2.1. Aerobe Anzuchten auf LB-Medium

Fiir aerobe Anzuchten von Escherichia coli und Bacillus subtilis wurde komplexes LB-Medium

verwendet. Dazu wurden in destilliertem Wasser folgende Substrate gelost:

Pepton aus Casein 10,0 g/l
Hefeextrakt 5,0¢g/
NaCl 5,0 g/t

Festen Nahrboden wurde 15 g/l Agar zugesetzt.

Aerobe Anzuchten von Fliissigkulturen von Escherichia coli und Bacillus subtilis wurden in
Erlenmeyerkolben durchgefiihrt, die zu einem Zehntel ihres Volumens mit Medium gefiillt
waren und durch starkes Schiitteln beliiftet wurden

B.2.2.2. Medium zur Stammbhaltung von Geobacter metallireducens

Fiir die Stammbhaltung von Geobacter metallireducens wurde folgendes Medium eingesetzt, das
16sliches Eisen(lIl)-citrat als Elektronenakzeptor enthalt:

Eisen(III)-citrat 13,7 g/l

Das Eisen(1II)-citrat wird zunéchst unter Erwidrmen gelost und der pH auf 6,0

eingestellt.
NH,4Cl 1,5g/l
NaH,PO4 0,6 g/l
KCl 0,1 g/l

Diese Salze wurden in bidestilliertem Wasser gelost und in einem Spezialkolben mit
Begasungsaufsatz autoklaviert. Zum Erkalten des Mediums wurde dieses iiber ein steriles
Wattefilter mit No/CO, (90/10 [v/v]) begast, in ein DurchfluBwasserbad gebracht und unter
langsamem Riihren abgekiihlt (37, 206).
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Nachdem das Medium Raumtemperatur erreicht hatte, wurden folgende Zusitze aus sterilen
Stammlosungen zugegeben (siehe B.2.2.4.):

Spurenelement-Losung 1 mift
Selenit-Wolframat-Losung 1 mi/
Vitamingemisch 1 mifl
Thiamin-Losung 1 mi/l
Vitamin B,-Losung 1 mil
Natriumbicarbonat-Losung 22 mifl

B.2.2.3. Anaerobe Anzuchten in chemisch definierten Medien

Fiir anaerobe Anzuchten von phototrophen Organismen und Geobacter metallireducens wurde
das folgende chemisch definierte Grundmedium verwendet:

KH,PO,4 0,5 g/l
NH,4Cli 0,3 g/l
MgSO,4-7H,0 0,5 g/
CaCl, 0,1 g/

(In sulfatfreien Medien wurde das MgSO47H,0O durch 0,4 g/l MgCl,y6H,0 ersetzt.)

Diese Salze wurden in bidestilliertem Wasser gelost und in einem Spezialkolben mit
Begasungsaufsatz autoklaviert. Zum Abkiihlen des Mediums wurde dieses iiber ein steriles
Wattefilter mit No/CO, (90/10 [v/v]) begast, in ein DurchfluBwasserbad gebracht und unter
Begasung langsam geriihrt.

Wenn das Medium Raumtemperatur errcicht hatte, wurden folgende Zusitze aus sterilen

Stammlosungen zugegeben:

Spurenelement-Losung 1 mif
Vitamingemisch 1 mi/A
Thiamin-Losung 1 mil
Vitamin B»-Losung 1 mil

Natriumbicarbonat-Losung 22 mi/l
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Wenn man Geobacter metallireducens kultivieren wollte, erfolgte zusitzlich eine Zugabe von:
Selenit-Wolframat-Losung 1 mi/l

Wenn man schwefelabhidngige Chromatiaceae kultivieren wollte, erfolgte zusiitzlich eine
Zugabe von:
Natriumsulfid-Losung 1 mi/l

Wenn man Thiodictyon siderooxidans in Abwesenheit von Eisen (II) kultivieren wolite,
erfolgte zusitzlich eine Zugabe von:
Ascorbat-Losung 4 mil

Der pH Wert des Mediums wurde mit steriler 2 M HCI oder 1 M Na,CO;s-Losung auf 7,0
gebracht; zur Kultivierung der schwefelabhingigen Chromatiaceae wurde das Medium auf pH
7.3 eingestellt.

B.2.2.4. Zusammensetzung der Stammlésungen

Spurenelement-Losung:

Zuerst mufl EDTA eingewogen und gelost werden, um ein Ausfalien von Eisenoxiden zu
verhindern. Gegebenenfalls werden die ausgefallenen Eisenoxidflocken durch leichtes
Erwiarmen in Losung gebracht.

Na,-EDTA 5.2 gl

FeSO,-7H,0 2100,0 mg/l
CoCl,-6H,O 190,0 mg/t
ZnSO,47H,0 144,0 mg/
MnCl,-4H,O 100,0 mg/i
H;BO; 30,0 mg/i
NiCl,-6H,0 24,0 mg/l
CuCl,-2H,0 2,0 mg/l

Die Salze wurden in bidestilliertem Wasser gelost,

der pH-Wert auf 6,5 eingestellt und die Losung autoklaviert.
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Selenit-Wolframat Losung;

NaOH 400,0 mg/l
Na,SeO;5-5H,0 6,0 mg/l
'NaWO4-2H20 8,0 mg/l

Die Salze wurden in bidestilliertem Wasser gelost und autoklaviert.

Vitamingemisch:
4-Aminobenzoesiure 40,0 mg/l
D(+)-Biotin 10,0 mg/l
Nicotinsdure 100,0 mg/!
Ca-D(+)-Panthotenat 50,0 mg/l
Pyridoxin-2HCI 150,0 mg/l

Die Vitamine wurden in bidestilliertem Wasser gelost und sterilfiltiert.

Thiamin-Losung:
Thiamin-2H,O 10,0 mg/l

Das Vitamin wurde in 50 mM Natriumphosphat-Puffer pH 3,7 gelost und
sterilfiltriert.

Vitamin Bj,-Losung:
Cyancobalamin 5,0 mg/l

Das Vitamin wurde in bidestilliertem Wasser gelost und sterilfiltriert

Natriumbicarbonat-Losung:
NaHCGO3 &4 g/l

Die Lissung wurde mit CO, gesiittigt und in Portionen von 22 ml in 50 ml
Serumflaschen unter CO,-Atmosphire autoklaviert. Eine Portion konnte dann zur

Herstellung von 1 1 Medium verwendet werden.
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Natriumsulfid-Losung (Reduktionsmittel):
Vor der Herstellung der Sulfid-Losung wurden die Natriumsulfidkristalle vorsichtig
gewaschen, um Oxidationsprodukte zu entfernen.

Na,S-9H,0 240 g/l

Die Losung wurde unter N, Atmosphire autoklaviert und aufbewahrt.

Ascorbat-Losung (Reduktonsmittel):
L(+)-Ascorbinsiure 176 gl

Die Ascorbat-Losung wird unverziiglich mit NaOH auf pH 7,0 gebracht,

sterilfiltriert und unter N, aufbewahrt.

Das fertige Medium wurde routinemafig luftblasenfrei auf 50 m! Schraubverschluf3flaschen
verteilt. KulturgefdBe mit Gasraum wurden mit N,/CO, (90/10 [v/v]) nach der Hungate
Technik begast und mit Gummistopfen verschlossen. Dadurch wurde ein Aufrechterhalten des
pH-Wertes gewiihrleistet (206).

B.2.3. Elektronendonatoren, Elektronenakzeptoren und
Kohlenstoffquellen

B.2.3.1. Eisen(ll)-carbonat als Elektronendonator

Das Eisen(II)-carbonat wurde kurz vor dem Animpfen durch Zugabe von steriler 1 M FeSO;-
Losung mit einer Endkonzentration von 10 mM im Kulturgefa3 hergestellt. Die FeSOy-
Stammlosung wurde unter N, aufbewahrt. Die zugegebenen Fe2+-Tonen bildeten mit dem
Carbonat und dem Phosphat der Losung einen flockig-weifen Niederschlag, der im Verlauf
von mehreren Tagen kristallisierte. Dabei sank der pH-Wert auf 6,5, was meistens auch
erwiinscht war. Er konnte durch Zugabe von Na,CO; bis zu einer Endkonzentration von 8 mM

aus einer 1 M Stammlosung wieder neutralisiert werden.
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B.2.3.2. Eisen(II)-sulfid als Elektronendonator

Eine FeS-Suspension wurde durch aseptisches Mischen von ctwa gleichen Teilen cincr
sterilfiltrierten 0,2 M FeSO,- Losung und einer unter N, autoklavierten 0,2 M Na,S Losung
unter No-Begasung hergestellt. Nach Sedimentation des schwarzen Prézipitats wurde der klare
Uberstand gegen ein gleiches Volumen sterilen Mediums ausgetauscht. Dieser Vorgang wurde
fiinfmal wiederholt, bis der pH des Mediums neutral blieb. Die anschlieBend erhaltene
Suspension wurde auf eine Dichte von 0,2 mol FeS/l eingestellt. Vor der Entnahme von
Aliguots iiber Pipetten wurde die Suspension durch Schwenken homogen verteilt. Sie wurde
den Kulturen mit einer Dichte von 5 mmol FeS/I zugegeben.

B.2.3.3. Eisenoxid fiir Geobacter metallireducens

Amorphes Eisenoxid-Hydrat als Elektronenakzeptor zur axenischen Kultivierung von
Geobacter wurde hergestellt, indem man dem Grundmedium 10 mM FeSO, zusetzte und den
gebildeten weiBen Eisen(1l)-carbonat-Niederschlag durch Einleiten von steriler Luft oxidierte,
bis er cine beige Farbe hatte. Das Durchleiten der Luft erfolgte mittels einer Pasteurpipette, in
der sich ein steriler Wattestopfen befand.

B.2.3.4. Wasserstoff

Fiir das Wachstum auf Wasserstoff wurden Kulturen mit einem Gasraum vom halben Volumen
des KulturgefiBes mit Ho/CO, (80/20 [v/v]) nach der Hungate-Technik steril begast.

B.2.3.5. Salze von Carbonsiuren und andere organische Substrate

Salze von Carbonsiiuren wurden als 1 M Stammlosungen aus den freien Sduren und NaOH
hergestellt, auf pH 8 eingestellt und anschlieBend sterilfiltriert oder autoklaviert. Von anderen
organischen Substraten wie Zuckern oder Aminosduren wurden 1 M Stammldsungen angesetzt
und sterilfiltriert.
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B.2.3.6. Test auf aerobes Wachstum

Um die Kulturen auf Verwendung von molekularem Sauerstoff als Elektronenakzeptor zu
priifen, wurden 0,1 ml einer gewachsenen Kultur bei 41°C mit 9 ml Medium, das 0,8 %
geschmolzenen Agar und 3 mM Acetat enthielt, gemischt. Der Ansatz wurde abgekiihlt, bis sich
das Medium verfestigt hatte, und die Reagenzglaser (160 x 16 mm) mit einem Stopfen ohne
Begasung verschlossen. Der Stopfen verhindert ein Austrocknen des Ansatzes. Die Inkubation
erfolgte im Dunkeln bei 18°C.

B.2.4. Kultivierung von Eisen(ll)-oxidierenden, phototrophen Bakterien

Eisen (II) oxidierende phototrophe Organismen wurden in 20 ml Rohrchen oder flachen
Flaschen (Meplats-Flaschen 100, 250 und 500 ml), die zu 4/5 mit Medium gefiillt waren,
kultviert. Der Gasraum wurde mit No/CO, (90/10 [v/v]) nach der Hungate-Technik begast und
die Kultur mit Butyl-Stopfen verschlossen. Als Elektronendonator wurde, wenn nicht anders
angegeben, Eisen(ll)-carbonat verwendet. Die Kulturen wurden auf einer Plexiglasplatte
waagerccht liegend inkubiert und mit zwei Glithlampen (jeweils 25 W) beleuchtet. Diese waren
in 30 cm Abstand ober- und unterhalb der Plexiglasplatte installiert. Die Inkubationstemperatur
betrug 18°C.

B.2.5. Kultivierung von phototrophen Organismen

Die Kultivierung von Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter sphaeroides und
Rhodopseudomonas palustris erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in einem Medium mit 10
mM Acetat bei pH 7,0. Die Kulturen wurden in luftblasenfrei verschlossenen 50 ml Flaschchen
in ca. 30 cm Abstand von 25 W Gliihlampen bei 28°C angezogen. Die Kultivierung von
Rhodobacter ferrooxidans ohne Eisen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, mit 2 mM Acetat
bei pH 7,0 unter den gleichen Bedingungen bei 18°C.
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B.2.6. Kultivierung von Chromatiaceae

Die Kultivierung von Thiodictyon elegans, Thiodictyon bacillosum, Lamprocystis
roseopersicina, Amoebobacter pendens, Amoebobacter roseus erfolgte, wenn nicht anders
angegeben, in einem Medium mit 1 mM Sulfid und 2 mM Acetat bei pH 7,3. Die Kulturen
wurden in 20 ml Rohrchen auf einer Plexiglasplatte waagerecht liegend inkubiert und mit
Halogenlampen (12 V, 20 W) mit Regulierung tiber einen elektronischen Dimmer schwach
beleuchtet. Die Inkubationstemperatur betrug 18°C. Kulturen von Thiodictyon siderooxidans
ohne Eisen erfolgten in einem mit 4 mM Ascorbat reduzierten Medium bei pH 7,0 unter den
gleichen Bedingungen.

B.2.7. Stammkulturen

Stammkulturen von Thiodictyon siderooxidans wurden in 20 ml Rohrchen, die mit 10 ml
Medium befiillt waren, angelegt. Als Elektronendonatoren dienten 10 mM Eisen(1I)-carbonat
und Wasserstoff. Die Kulturen wurden wie beschrieben inkubiert. Sie bleiben bei 18°C im
Licht fiir mindestens 2-3 Monate lebensfahig. Um ein schnelles Anwachsen zu gewdhrleisten,
sollte man sie allerdings einmal im Monat iiberimpfen. Verwendung von Wasserstoff als
zusitzliches Substrat beschleunigte die Wachstumsgeschwindigkeit und ergab groBere
Zellmengen fiir das Uberimpfen; zudem blieben die Kulturen vitaler.

Stammkulturen von Rhodobacter ferrooxidans wurden ebenfalls in 20 ml Rohrchen, die mit 10
ml Medium gefiillt waren, angelegt. Als Elektronendonatoren dienten 10 mM Eisen(II)-carbonat
und zusitzlich 1 mM Acetat. Die Kulturen wurden wie beschrieben inkubiert. Sie blieben bei
18°C im Licht fiir mindestens 3 Monate lebensfahig. Die Verwendung von Acetat als
zusitzliches Substrat beschleunigte die Wachstumsgeschwindigkeit der Kulturen und lieferte
ebenfalls groBere Zellmengen fiir das Uberimpfen.
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B.2.8. Massenanzucht

Die Kultivierung von groflen Zellmengen Thiodictyon siderooxidans erfolgte in 10 |
Steilbrustflaschen. Diese waren fiir dic Zellernte mit einem Steigrohr versehen, durch das die
gewachsene Kultur nach Anlegen cines Gasdrucks von 0,1 atm herausgedriickt werden konnte.
Die Flaschen wurden mit 10 | mineralischem Grundmedium befiillt und autoklaviert (170 1
Autoklav, Fa. Tecnomara, Fernwald). Nach Abkiihlen unter Np-Begasung wurden folgende
Losungen zugegeben:

Spurenclement-Losung 10 ml
Ascorbat-1.osung 40 ml
Natriumbicarbonat-Losung 220 ml

Die Massenkultur wurde mit einer moglichst frischen 250 ml Kultur, die auf Eisen und
Wasserstoff angezogen worden war, beimpft und alle zwei Tage iiber cin Reduzierventil
(Drigerwerk, Liibeck) mit 100 mbar Hy/CO, (90/10 [v/v]) begast. Das Begasen sollte nicht
unterlassen werden, da sonst das entstehende Vakuum ein implodieren der groflen Glasflasche
verursachen kann. Die Kultur wurde anschlielend bei 18°C im Licht von zwei 25 W
Gliihlampen fiir ca. 2 Wochen inkubiert und errcichte dabei eine tief purpurne Farbe. Die Emte
erfolgte iiber das Steigrohr unter aeroben Bedingungen. Die Zellen wurden fiir 15 min bei
10.000 x g abzentrifugiert (Beckman J2-MC mit JA-10 Rotor).

B.2.9. Isolierung von Bakterien
B.2.9.1. Agarverdiinnungsreihen

Agar zur Herstellung von Agarverdiinnungsreihen wurde mit bidestilliertem Wasser kalt
gewaschen, um lsliche Verunreinigungen zu entfenen. Dazu wurden 3,3 g Agarpulver (Difco)
in ca. 300 ml bidestilliertem Wasser suspendiert, 15 min geriihrt und nach anschliefender
Sedimentation vom Uberstand befreit. Dieser WaschprozeB wurde 5 mal wiederholt und der
Agar-Bodensatz nach dem letzten Durchgang in 100 ml bidestilliertem Wasser aufgenommen.
Der Agar wurde in einem siedenden Wasserbad vorsichtig geschmolzen und in 3 ml Portionen
aufl Reagenzgliser (160 x 16 mm) verteilt. Die Reagenzgldaser wurden mit Alu-Kappen
verschlossen und autoklaviert.
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Zur Herstellung von Agarverdiinnungsreihen wurden 6 Rohrchen mit gewaschenem Agar in
einem siedenden Wasserbad erhitzt, bis der Agar vollkommen geschmolzen war. Anschlie3end
wurde der Agar in einem 60°C Wasserbad fliissig gehalten. In den Agar wurden dann 6 ml auf
41°C vorgewidrmtes Medium mit Substrat pipettiert. Das Gemisch wurde bei 41°C im
Wasserbad fliissig gehalten. Das erste Agarrohrchen wurde mit einem Tropfen aus der zu
verdiinnenden Anreicherungskultur angeimpft. Das Rohrchen wurde einmal umgeschwenkt,
um den Inhalt gleichmiBig zu vermischen. AnschlieBend wurde wiederum ein Tropfen in das
nichste Rohrchen gegossen und so weiter verfahren, bis die Reihe komplett war. Die fertigen
Rohrchen wurden in einem Eiswasserbad abgekiihlt und mit No/CO, (90/10 [v/v]) begast.

Zur Herstellung von Agarverdiinnungsreihen mit Fe(Il) als Substrat wurden dem
geschmolzenen Agar 0,11 ml einer 1 M FeSO,4-Losung zugegeben. Dazu wurden dann in 8 ml
vorgewidrmtes Medium mit 2 mM Acetat und 4 mM Ascorbat gegeben und die
Verdiinnungsreihe wie oben beschrieben durchgefiihrt. Bei dieser Prozedur prazipitierende
Fe(I1)-Verbindungen blieben infolge der Viskositit des Agars gleichmaBig verteilt.

Die Rohrchen wurden umgedreht inkubiert, so dafl kein Kondenswasser aul den Agar tropfen
konnte. Zur Beleuchtung wurde eine 25 W Glithbirne in 25 cm Abstand verwendet. Die
Inkubationstemperatur betrug 18°C.

B.2.9.2. Ausstriche in bottle plates

Zur Herstellung von anaeroben Ausstrichen nach der boutle plate Technik wurden in ein
Reagenzglas mit 3 ml sterilem 3% igem Agar 6 ml Medium mit Substrat zugesetzt (siche
B.2.9.1). Nach dem Vermischen durch einmaliges Umschwenken wurde der Inhalt des
Reagenzglases in eine sterile bottle plate gegossen und die Flasche so schnell wie moglich mit
N»/CO, (90/10 [v/v]) begast. Nach dem volligen Erkalten des Mediums wurde die Probe mit
einer rundgeschmolzenen Pasteurpipette in "Zickzack" Linien ausgestrichen und die Flasche

wieder begast und verschlossen.



B.2.9.3. Reinheitskontrollen

Waren nach dem zweimaligen Isolieren einer Einzelkolonie die Zellen im mikroskopischen Bild
einheitlich und die Kolonicen in der zweiten Verdiinnungsreihe homogen, so wurde die Reinheit
der Kultur auf Medium gepriift, dem 0,5 g/l Hefeextrakt, 3 mM Pyruvat, 2 mM Glucose oder 4

mM Acetat zugesetzt worden war.

B.2.10. Wachstumsversuche
B.2.10.1. Bestimmung der Temperaturoptima

Zum Bestimmen der Temperaturoptima wurden in einem 4 °C Kiihlraum 5 Wasserbiider (MA6,
Fa. Lauda) mit verschiedenen Temeraturvorgaben aufgestellt. Die Kulturen wurden darin
inkubiert und an aufeinanderfolgenden Tagen das Wachstum der Kulturen becobachtet und

protokolliert.

B.2.10.2. Bestimmung der pH-Optima

Zum Bestimmen der pH-Optima wurden unterschiedliche Mengen steriler 1 M NayCO3 (60,
100, 150 ul) oder 1 M HCI (30 pul) in jeweils zwei auf gleiche Weise angesetzte und beimpfte
Kulturen (20 ml) pipettiert. Danach wurde in einer der beiden Proben der pH-Wert gemessen,
der sich cingestellt hat. An aufeinanderfolgenden Tagen wurde das Wachstum der Kulturen
beobachtet und protokolliert.

B.2.10.3. Vitaminbediirfnisse

Zum Ermitteln der Vitaminbediirfnisse der Stimme wurden diese zunichst drei Passagen auf
vitaminfreiem Medium kultiviert. Gegeniiber den Kontrollen wurde beobachtet, ob die
Geschwindigkeit des Wachstums nachlieB. AnschlieBend wurden mit diesen Kulturen als
Inokulum Folgepassagen angeimpft, denen jeweils eines der normalerweise zugegebenen
Vitamine (siche B.2.2.4.3) fehlte. Die Kulturen wurden unter diesen Bedingungen jeweils
weiter iiberimpft, bis bei dem Fehlen einzelner bestimmter Vitamine iiberhaupt kein Wachstum
mehr erkennbar war. Die dabei als notwendig erkannten Vitamine wurden bei anderen Kulturen

als einzige Vitamine zugegeben und das Wachstum gegeniiber Kontrollen beobachtet.
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B.2.11. Zellsuspensionsversuche

Zellen von Thiodictyon siderooxidans wurden zwei Passagen auf demselben Substrat kultiviert,
das anschlieRend in den jeweiligen Zellsuspensionen verwendet werden sollte. Fiir die

Herstellung von Zellsuspensionen wurden nur wachsende Kulturen verwendet.

Um Suspensionen von Zellen, die auf Eisen und Wasserstof[ gewachsen waren, herzustellen,
wurde Thiodictyon siderooxidans als 250 ml Kultur in flachen 500 ml Flaschen mit 10 mM
Fe(11) unter Ho/CO5 (80/20 [v/v]) kultiviert. Makroskopische Aggregate dieser Zellen wurden
mit Hilfe eines Scheidetrichters im Anaerobenzelt geerntet, da sie schneller sedimentierten als
die Eisenmineralien. Die Aggregate wurden dann noch zweimal in entgastem Puffer S (50 mM
HEPES, 20 mM NaCl, pH 7,0) gewaschen, um Bestandteile des Mediums wie Bicarbonat zu
entfernen.

Um Zellsuspensionen mit Zellen, die aul Wasserstoff oder Acetat gewachsen waren,
herzustellen, wurde Thiodictyon siderooxidans in mit 4 mM Ascorbat reduziertem Medium
kultiviert, im Anaerobenzelt in Zentrifugenbecher fiir den JA-10 Rotor gefillt und durch
Zentrifugation bei 10.000 x g geerntet.

Die aul dem jeweiligen Substrat kultivierten Zellen wurden in 75 ml entgastem Puffer S (50
mM HEPES, 20 mM NaCl, Puffer pH 7,0) resuspendiert. Das NaCl diente dem Einstellen
ciner dhnlichen lonenstirke wie im Medium. Die Konzentration der Zellen hatte etwa die
zehnfache Dichte der Originalkultur. Die Zellen wurden in Puffer S resuspendiert, dem je nach
Ansatz 1 mM FeSO, und 1 mM NaHCO;zugegeben worden war.
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B.2.12. Absorptionsspektren

Absorptionsspektren wurden mit einem Beckman (Palo Alto, California) DU 640

Spektralphotometer aufgenomimen.

Zur Ermittlung der Absorptionsspektren ganzer Zellen von Rhodobacter ferrooxidans wurden
diese in einer konzentrierten Saccharoselosung suspendiert. Dazu wurde 1 ml Kultur zu einer
Losung von 5 g Saccharose in 3 ml Wasser gegeben.

Weil Thiodictyon siderooxidans Aggregate bildet und Gasvakuolen besitzt, wurden Zellen aus
einer mit Glucose gewachsenen Kultur in 50 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7,0 suspendiert
und durch Ultraschall (2 x 15"; 50 W; 20 kHz) mit eincm Sonoplus HD 70 Ger:it (Bendelin,
Berlin) aufgeschlossen. Nicht aufgeschlossene Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min,
10.000 x g) in einem Beckman JA-21 Rotor entfernt. Der pigmentierte Uberstand wurde fiir
eine Stunde bei 150.000 x g zentrif] ugiert (Beckman Optima Ultrazentrifuge, 70.1 Ti Rotor) und
die Membranfraktion im obengenannten Puffer resuspendiert.

B.3. Analytische Methoden
B.3.1. Bestimmung von Fe(ll) und Fe(ill)

Fe(II) bildet mit 0-Phenanthrolin cinen roten Komplex, dessen Konzentration photometrisch bei
510 nm bestimmbar ist (63).

Der Ansatz, enthielt 2 mM o-Phenanthrolinhydrochlorid und 0,7 M Natriumacetat-Puffer, pH
5,0. Das Testvolumen betrug 1 ml. Dic in der Probe befindliche Fe(II)-Menge ist in einem
Bereich von 10 bis 60 uM Fe(11) proportional zur Absorption bei 510 nm. Die Menge Fe(lI)
wurde dann als Differenz zwischen der bestimmten Fe(I1) Konzentration und der nach einer
Reduktion des gesamten Eisens zu Fe(II) gemessenen Konzentration errechnet. Zur Reduktion
wurde dem Ansatz vor der Komplexierung Hydroxylammoniumchlorid in einer

Endkonzentration von 0,28 M zugegeben, wodurch alles Eisen als Fe(I]) vorlag.

Die Proben fiir die Eisenbestimmung wurden iiber eine mit N, gespiilte Spritze durch die
Gummistopfen der KulturgefaBe entnommen. Um die prazipitierten Eisenmineralien moglichst
gleichmiBig zu verteilen, wurde die Kultur vorher geschiittelt. Fe(Il) ist unterhalb von pH?2
gegeniiber Luftsauerstoff bestindig. Die entnommene Probe wurde deshalb mit 1 M HCI auf
eine geschitzte Konzentration von 10 bis 60 uM Fe(Il) verdiinnt.
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B.3.2. Enzymatische Glucosebestimmung

Glucose wurde in einem gekoppelten Test bestimmt, ber dem das Enzym Glucose-Oxidasc
Glucose mit Sauerstoff quantitativ zu Gluconat und Wasserstoffperoxid umsetzt. Letzteres
oxidiert dann in einer durch das Enzym Peroxidase katalysierten Reaktion ABTS (2,2-Azino-
di-(3-ethylbenzthiazolinsulfonat)) zu einem griinen Farbstoff (117). In dem mit 100 mM
Kaliumphosphat, pH 7,0, gepufferten Ansatz von 1 ml befanden sich 4 U Peroxidase (aus
Meerrettich, Grad II, 100 U/mg), 8 U Glucose-Oxidase (aus Schimmelpilz, Grad 1I, 100
U/mg), 0,5 mg ABTS und max. 40 nmol Glucose. Die gebildete Menge ABTS wurde iiber die
Extinktion bei 436 nm ermittelt. Die Proben wurden vorher mit dem Kaliumphosphat-Puffer bis

zu der erfaBbaren Konzentration verdiinnt und die Eisenphosphatprizipitate abzentrifugiert.

B.3.3. Enzymatische Acetatbestimmung

Acetat wurde in einem enzymatisch gekoppelten Test unter Verwendung von Acetyl-CoA-
Synthetase und den Hilfsenzymen Myokinase, Pyruvatkinase und Lactat-Dehydrogenase
bestimmt. Dabei wird bei der Bildung von Acetyl-CoA aus Acetat durch dic Acetyl-CoA
Synthetase AMP aus ATP freigesetzt. Ein AMP wird durch die Myokinase mit einem ATP zu
zwei ADP umgesetzt. Von der Pyruvatkinase kann dann die entsprechende Menge
Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat umgesetzt werden. Die gebildete Pyruvatmenge wird iiber die
Lactat-Dehydrogenase ermittelt, indem man den Verbrauch an NADH durch
Extinktionsmessung bei 365 nm verfolgt (47).

Acetyl-CoA Synthetas
[Acetyl-CoA Synthetase]

Acetat + CoA + ATP Acetyl-CoA + AMP + PP

AMP + ATP [Myokinase]

—» 2 ATP

[Pyruvatkinase]

2 ADP + 2 PEP -2 Pyruvat + ATP

2 Pyruvat + 2 NADH+ 2 HY 2Pl 3 acat + 2 NAD'



In dem mit 100 mM Tris, pH 8,0, gepufferten Testansatz von 1 ml befanden sich 100 mM
KCl, 20 mM MgCl,, 0,5 mM Coenzym A, 2,5 mM ATP, 0,5 mM NADH und 2,5 mM
Phosphoenolpyruvat. Ferner waren 1,4 U Myokinase, 11 U Lactat-DH, 8 U Pyruvatkinase
und 0,3 U Acetyl-CoA-Synthetase enthalten.

Nachdem man ca. 15 min bis zu einer Stabilisierung der Extinktion bei 365 nm gewartet hat,
gab man die Probe zu. Man wartete abermals etwa 15 min bis die Extinktion nicht mehr weiter
abnam und las das Ergebnis ab.

Der Test lieferte bei Acetatkonzentrationen zwischen 0,1 mM und 1 mM einen linearen

Zusammenhang zwischen dem Endpunkt der Extinktionsabnahme und der A cetatkonzentration.

B.3.4. Proteinbestimmung nach Bradford

Fiir eine schnelle Proteinbestimmung wurde die Methode nach Bradford verwendet (101). Dazu
wurden einem Testansatz von 1 ml mit < 0,5 ug Protein 0,2 ml Coomassie-Reagenz-Losung
der Firma BioRad (Miinchen) zugegeben. Nach 15 min wurde die Extinktion bei 595 nm
bestimmt. Als Standard diente Rinderserumalbumin.

B.3.5. Proteinbestimmung nach Lowry

Zur Proteinbestimmung in Kulturen wurden diese in 20 ml Portionen aufgeteilt und die
Eisenprazipitate mit den Zellen 10 min bei 10.000 x g im JA-20 Rotor abzentrifugiert. Das
Pellet wurde jeweils in 20 ml 2 M HCI aufgenommen und das Eisen unter leichtem Schwenken
gelost. Zu dem Ansatz wurde Trichloressigsiure bis zu einer Endkonzentration von 0,5 M
zugegeben, um das Protein auszufillen. Der Ansatz wurde fiir 30 min im Eiswasserbad
inkubiert. Das Protein wurde dann durch 10 miniitige Zentrifugation bei 30.000 x g pelletiert
und noch einmal mit 0,5M TCA gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet in 20 ml 0,1 M
NaOH aufgenommen und das Protein durch einminiitiges Kochen in Losung gebracht.

Zu 0,2 ml dieser Losung wurde 1 ml Cu-Tartrat Reagenz (0,5 g CuSO,5 H,0, 1,0 g K-Na-
Tartrat auf 100 ml 0,1 N NaOH) gegeben und 10 min inkubiert. Dann wurden 0,1 ml Folin-
Reagenz hinzugefiigt. Der Ansatz wurde abermals 30 min inkubiert und die Absorption bei 578
nm bestimmt. Diese verhielt sich bis zu einer Obergrenze von 100 ug Protein proportional zur
Proteinmenge im Ansatz (135). Als Standard diente Rinderserumal bumin.
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B.3.6. Sulfat-Bestimmung durch lonenchromatographie

Die quantitative Bestimmung von Sulfat erfolgte an einer HPLC-Anlage (Sykam, Gilching) mit
einer LCA 09 Anionenaustauschsiule (4,6 x 125 mm), einer sauren Leitfdhigkeitssuppressor-
Einheit und einem Leitfihigkeitsdetektor. Dic Siulentemperatur betrug 60-65°C. Als
Elutionsmittel wurde eine Losung von 10 mM K»CO; und 10 % Ethanol [v/v] in Wasser bei
einer FluBrate von 1 ml/min verwendet (5). Sulfat eluiertc bei 4,7 min. Eine Analyse war beli

Konzentrationen oberhalb von ca. 0,5 mM moglich.

B.3.7. Benzoat-Bestimmung durch lonenchromatographie

Die quantitative Bestimmung von Benzoat erfolgtc ebenfalls mit einer HPLC-Anlage der Firma
Sykam. Zur Auftrennung aromatischer Verbindungen wurde eine Sphaerisorb ODS2 reversed
phase Siule (4,6 x 125 mm) verwendet. Die Siulentemperatur betrug 25°C. Die Detektion
erfolgte mit einem DurchfluBphotometer bei 230 nm. Als Elutionsmittel diente eine Losung von
35 % Acetonitril und 0,75 mM H3PO, in Wasser. Bei einer Flufirate von 1 ml/min cluierte das

Benzoat mit einer Retentionszeit von ca. 7 min.

B.4. Biochemische Methoden
B.4.1. SDS-Page

Zur SDS-Gelelektrophorese von Proteinen wurden nach der Methode von Laemmli (120) 15
%ige Polyacrylamidgele in einer Mini-PROTEAN® (Biorad, Miinchen) Kammer gemil} den
Angaben des Herstellers benutzt. Die Anfarbung der Proteinbanden erfolgte mit Coomassie-
Farbelosung (0,2 % [w/v] Serva-Blau R250® in 30 % Methanol und 7,5 % Essigsdure in
Wasser) fiir eine Stunde. AnschlieBend wurde mit einem Gemisch aus 30 % Methanol und 7.5

% Essigsdure in Wasser [iir drei Stunden entfarbt.
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Bl.4.2. Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Auftrennung von Zellproteinen erfolgte mit dem horizontalen Multiphor®
I Elektrophorese-System (Pharmacia, Freiburg) nach einer von Gorg et al. (82, 83)
ausgearbeitcten Methode. Dabei wurden zur isoelektrischen Fokussierung in der ersten
Dimension Gele mit immobilisierten pH-Gradienten beniitzt. Diese wie auch die SDS-Gele mit
einem Porengradienten des Polymers (12 - 15 % Polyacrylamid), wurden mit Hilfe eines
Gradientenmischers in einer Vertikalkassette auf Gelbond PAGfilm® selbst gegossen. Der
Vorteil der Verwendung immobilisierter pH-Gradicnten gegeniiber herkommlichen Methoden
lag in der sehr hohen Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Auch war keine Vorfokussierung wie
bei der O'Farrell-Technik erforderlich. Die Verwendung 0,5 mm dicker Tragerfolien zur
Stabilisierung der Gele erlaubte das Anlegen hoherer Spannungen als bei der herkommlichen
Technik mit dickeren Gelen, da eine effektivere Kiihlung moglich wurde. Dies wiederum
erlaubte eine schirfere Trennung als bisher.

B.4.2.1. Probenaufbereitung

Zur Gewinnung von bakteriellem Zellprotein (Escherichia coli, Bacillus subtilis, Desulfobacula
toluolica) wurden 20 mg Zellen (NaBgewicht) in 1 ml Puffer H (50 mM HEPES, | mM DTT,
pH 7,0) suspendiert und durch zweimalige Passage durch eine French-Presse bei 18.000 psi
aufgebrochen. Durch 5-miniitige Zentrifugation mit einer Eppendorfzentrifuge wurden die
Zelltriimmer entfernt. 0,5 m! des Uberstands wurden in ein neues Eppendorfcup transferiert
und mit 0,5 ml Aceton/Mercaptoethanol (siche B.4.2.5.) sowie mit 0,5 ml 30 % TCA
vermischt. Dieser Ansatz wurde 30 min auf Eis gehalten, damit das Protein prizipitieren
konnte. Das durch 10 min Zentrifugation mit einer Eppendorfzentrifuge erhaltene schmutzig-
weille Pellet wurde mit Aceton/Mercaptoethanol gewaschen und kurz an der Luft getrocknet,
um Reste von Aceton/Mercaptoethanol zu entfernen. Dann wurde das Pellet in 1 ml

Solubilisierungspuffer aufgenommen und in ca. 10 h gelost.

Bei Zellen von Thiodictyon siderooxidans war das Pellet allerdings, wahrscheinlich durch einen
hohen Anteil an Membranen, tief purpurn gefarbt. Diese storen aber die 2D-Gelelektrophorese
empfindlich. Deshalb muBte das Pellet fiir ein bis zwei Stunden mit Aceton/Mercaptoethanol auf
Eis extrahiert werden. Dabei wurde das Aceton/Mercaptoethanol jeweils ausgetauscht, wenn es
purpurn geworden war. Am Ende der Extraktion hatte das Pellet eine leicht briaunliche Farbe.
Es wurde an der Luft kurz getrocknet, um das Aceton/Mercaptoethanol zu entfernen, und in ca.

10 hin 1 ml Solubilisierungspuffer aufgelost.
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B.4.2.2. Proteintrennung in der ersten Dimension

Das zur Auftrennung in der ersten Dimension verwendete Gelsystem hatte einen pH Gradienten
von 4 - 7. Das Gel enthielt 4% Acrylamid, 8 M Harnstoff, 0,5 % Triton X-100, 10 mM DTT.
Das Gel mit den Abmessungen 110 x 250 x 0,5 mm wurde mit Hilfe eines Gradientenmischers
in einer GieBkassette (Pharmacia) nach den Angaben von Gorg et al. (82, 83) gegossen,
gewaschen, getrocknet, durch Auflegen einer Plastikfolie geschiitzt und mit Hilfe einer
Papierschneidevorrichtung in 5 mm breite Streifen geschnitten. Die auf diese Weise erhaltenen
Streifen mit einem im Polymer fixierten pH-Gradienten werden IPG-Streifen genannt. Diese
wurden portionsweise eingeschweift und hielten sich bis zu zwei Monate bei -20°C. Bei Bedarf
wurden die Streifen in einer speziellen Rehydratisierungskassette iiber Nacht mit
Rehydratisierungslosung in die funktionsfahige Form gebracht und sofort fur eine
isoelektrische Fokussierung eingesetzt. Die Rehydratisierungslosung enthielt zur volistiandigen
Denaturierung und Solubilisierung der Proteine die im elektrischen Feld nicht wandernden
Agenzien 8 M Harnstoff, 0,5 % [w/v] Triton X-100 und 10 mM DTT. Die gequollenen Streifen
wurden der speziellen Rehydratisierungskassette entnommen. Diese enthielt, im Gegensatz zu
den zum GieBen von Gelen verwendeten Kassetten, keinen Gelbond Film und wurde mit einer
zweilagigen Parafilmdichtung zusitzlich zur Silikondichtung versehen, um ein vollstandiges
Rehydratisieren der Acrylamidschicht auf den IPG-Streifen auf 0,5 mm zu gewihrleisten. Die
Streifen wurden mit feuchtem Filterpapier vorsichtig abgetupft, um ein Auskristallisieren des
Harnstoffs zu vermeiden. Dann wurden die Streifen luftblasenfrei in 1 cm Abstand voneinander
auf den auf 15°C temperierten Kiihlblock gelegt, auf den man als Kontaktfliissigkeit einige ml
Kerosin aufgebracht hatte, so daB sich ein Film aul dem Kiihiblock bildete. Die isoelektrische
Fokussierung wurde mit 6 Streifen gleichzeitig durchgefiihrt. Auf die jeweiligen Enden der
Streifen wurden Elektrodenstreifen aus Filterpapier, die mit Anodenlosung bzw.
Kathodenlosung getrinkt waren, gelegt. Der Probenauftrag erfolgte mit speziell dafiir
vorgesehenen Plastikrahmchen in 2 cm Entfernung von der Anode. In diese wurden
insgesammt 20 ul Probe pipettiert. Um eine Prizipitation des Proteins zu verhindern, wurde
eine 1:1 Mischung aus Probenprotein im Solubilisierungspuffer und Ulirodex® (Pharmacia,

Freiburg) Suspension aufgetragen.

Der Probeneinlauf erfolgte fiir 2 h bei 150 V. Dann wurden die Probenrahmchen entfernt und
die Fokussierung wurde fiir 3 h bei 300 V fortgesetzt. Die eigentliche isoelektrische
Fokussierung bei 3500 V dauerte 15-18 h. Die Stromstirke war iiber das Netzgeriit (Pharmacia,
Freiburg) stets auf 2 mA und die Leistung auf 5,0 W begrenzt. Nach beendeter Fokussierung
konnten die Streifen bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.
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Zur Herstellung des pH-Gradientengels wurden die Komponenten gemafl der folgenden
Auflistung zusammenpipettiert. Dabei wurde das spezifische Gewicht der sauren Losung durch
Zugabe von Glycerin erhoht, damit sich der gegossene Gradient bis zum Auspolymerisieren
nicht vermischte. Jeweils 7,5 ml jeder Losung wurden in die entsprechende Kammer des
Gradientenmischers gegeben und das Gel gegossen.

Komponente saure, spezifisch schwere basische, spezifisch leichte
Losung Losung

pH 4,0 (10 ml) pH 7,0 (10 ml)
Immobilin pK 3,6 385 ul 201 pl
Immobilin pK 4,6 73 ul 492 pl
Immobilin pK 6,2 300 ul 101 pl
Immobilin pK 7,0 - 179 pl
Immobilin pK 9,3 - 584 ul
dest. H,O 59 ml 7,1 ml
Acrylamidlosung (28,8 %) 1,3 ml 1,3 ml
Glycerin (100 %) 25¢g -
TEMED 6,0 ul 6,0 ul
APS (40 %) 10,0 pl 10,0 pl

Da die Polymerisation von Acrylamid vom pH-Wert abhiingig war, wurde vor Zugabe von
Acrylamid und Glycerin zur effektiven Polymerisation die saure Losung mit ca. 3 Tropfen 1| N
NaOH auf ca. pH 7,0 titriert. Die basische Losung hatte bereits den gewiinschten pH-Wert.

Nachdem das Gel ziigig bis zu einer Gesamthohe von 11 cm gegossen worden war, wurde die
Gelkassette 10 min bei Raumtemperatur stehengelassen, damit sich der Gradient horizontal
ausrichten konnte. Dann wurde 1 h bei 50°C im Trockenschrank auspolymerisiert. Das
polymerisierte Gel wurde anschlieBend der Kassette entnommen und 6 x 10 min unter leichtem
Schwenken mit je 0,51 Wasser von nicht polymerisierten Bestandteilen befreit. Dabei war
darauf zu achten, daB sich das gequollene Gel beim Schiitteln nicht von dem Gelbond Film
16ste. AnschlieBend wurde das Gel noch 30 min in 2 %iger Glycerinlosung gewaschen und
dann in einem staubfreien Schrank bei Raumtemperatur mit einem Ventilator fiir genau 16 h
getrocknet. Zu stark getrocknete Gele quolien anschlieBend nicht mehr richtig, auch war ihre
Haltbarkeit begrenzt.
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B.4.2.3. Proteintrennung in der zweiten Dimension

Die Trennung in der zweiten Dimension bestand aus ciner SDS Gelelektrophorese der
isoelektrisch fokussierten Proteine auf cinem horizonalen Gradientengel mit 12-15 %
Polyacrylamid. Die Abmessungen betrugen 190 x 250 x 0,5 mm. Um dic
Fokussierungsstreifen aus dem nichtionischen System zur Denaturicrung von Proteinen in das
anionische System der SDS-Gelelektrophorese zu iiberfiihren, wurden die Streifen zunichst in
cinem Reagenzglas fiir 15 min in 10 ml Aquilibrierungspuffer mit 65 mM DTT leicht
geschwenkt. Da die zur vollstandigen Reduktion des Proteins notwendigen hohen DTT
Konzentrationen dic Silberfidrbung storen wiirden, mulite das DTT in einem zweilen
Aquilibrierungsschritt mit einem Uberschuf Jodacetamid wieder entfernt werden. Dabei
wurden auch dic freien SH-Gruppen der Cysteine blockiert, so dafi eine Reoxidation nicht mehr
moglich war. Dazu wurden die Streifen fir 15 min in 10 ml Aquilibrierungspuffer iiberfiihrt,
der 260 mM Jodacetamid enthielt. Dem Aquilibrierungspuffer wurden zum Sichtbarmachen der
spateren Lauffront 30 ul Bromphenolblau-Losung zugegeben.

Wihrend des Aquilibricrens wurde das gegossenc SDS-Gel mit cinem Kerosinfilm als
Kontakt{liissigkeit auf den auf 15°C tempericrien Kihlblock der Multiphor Kammer gelegt. Als
Pufferreservoir wurden ExelGel® SDS-Anoden- und Kathoden-Polyacrylamid Pufferstreifen
(Pharmacia, Freiburg) an dic Rinder des Gels gelegt, auf dic dann die gleichen Elektroden wic

zur isoelektrischen Fokussierung aufgesetzt wurden.

Nach dem Aquilibricren der Fokussicrungsstreifen wurden die mit einem feuchten Filterpapier
abgetupfien Streifen luftblasenfrei mit der Gelseite nach unten entlang dem Kathodenstreifen
auf das stacking Gel gelegt. Dann wurden fiir 45 min 200 V angelegt. Die Stromstirke betrug
in der Anfangsphasc ca. 20 mA pro SDS-Gel. Nach dieser Zeit war das Protein vollstindig aus
dem Fokussicrungsstreifen in das stacking Gel cingelaufen und eine scharfe Lauffront auf dem
Gel sichtbar. Da sich der Fokussicrungsstreifen durch elektroosmotische Effekte in das SDS-
Gel einbohrt, muBte cr nach der Einlaufphase entfernt werden. Das ungleichmiBige Einbohren
des Fokussicrungsstreifens wiirde cine Verzerrung Lauffront bewirken, da die Geldicke entlang
der Lauffront nicht gleichformig bliebe. Nach der Einlaufzeit mufite deshalb auch der
Fokussicrungsstreifen vom SDS-Gel entfernt und der Kathoden-Pufferstreifen auf seine Linie
geriickt werden. Dabei wurde das Gel mit cinem sauberen Papiertuch sorgsam abgetupft und
auch der Kathoden-Pufferstreifen an der Unterscite mit einem Filterpapier von Feuchtigkeit
befreit, damit er durch das Gewicht der Elektroden wiihrend des Laufes nicht wegrutschte.
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Der Lauf wurde beendet, wenn die Bromphenolblau-Front das Gelende erreicht hatte. Das Gel
wurde dann sofort mit 500 ml eines Gemisches aus 40 % Methanol und 10 % Eisessig in

Wasser fiir mindestens eine Stunde in flachen Fiarbewannen fixiert.

Zur Herstellung des SDS-Gels mit Porengradienten wurden die Komponenten nach folgender
Tabelle zusammenpipettiert und jeweils 10 ml der schweren und der leichten Losung in den

Gradientenmischer gegeben:

Komponente Sammelgel (6 %) schwere leichte
Trenngellosung Trenngellosung
(12 %) (15 %)

Acrylamidlosung (28,8 %) 2,0ml 6,0 ml 7,5 ml
Sammelgelpuffer 2,5ml - -
Trenngelpuffer - 3,75 ml 3,75 ml
Glycerin (100 %) 3/75¢ 3775 ¢ -

H-,O dest. 2,5ml 2,25 ml 3,75 ml
TEMED 5,0 ul 7,5 ul 7,5 pl
APS (40 %) 10,0 pl 15,0 ul 15,0 pl

Zunichst wurden 6 ml der Sammelgellosung in die senkrecht stehende Gelkammer mit
GelBond Folie pipettiert. AnschlieBend wurde das Gradientengel mit Hilfe des
Gradientenmischers ziigig in die Gelkammer gegossen und fiir 15 min bei Raumtemperatur
stehengelassen, damit sich der Gradient horizontal ausrichten konnte. Nachdem es {iir 30 min
bei 50 °C im Trockenschrank auspolymerisiert war, konnte man es sofort in die
Gelelektrophorese cinsetzen oder iiber Nacht im Kiihischrank aufbewahren. Nach Entnahme
des Gels aus der Kassette konnte es auch mehrere Wochen im Plastikbeutel eingeschweif3t
aufbewahrt werden.
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B.4.2.4. Silberfirbung der zweidimensidnalen Chromatogramme

Fiir die Silberfarbung der erhaltenen zweidimensionalen Chromatogramme wurde ein
modifiziertes Protokoll nach Blum et. al. (16) verwendet. Da Silberfarbungen allgemein eine
sehr hohe Empfindlichkeit besitzen, durfte das Gel niemals mit den bloBen Fingern beriihrt
werden. Auch Filterpapiere zum Abtupfen von Wasser etc. mussten von hoher Reinheit sein.
Die Firbeschritte wurden unter leichtem Schiitteln mit einem Linearschiittler Modell GFL 3014
(GFL, Hannover) und jeweils 500 ml der Férbelosungen durchgefiihrt. Fir die Farbung wurde
das Gel fiir mindestens 1 Stunde (aber nicht iiber Nacht) in wissrigen Losungen von 40 %
[v/v] Methanol und 10 % [v/v] Eisessig fixiert und fur dreimal 20 min in 30 % [v/v] Methanol
gewaschen. Nach 1 min Inkubation in der unten angegebenen Thiosulfatlosung wurde das Gel
dreimal kurz mit bidest. Wasser abgespiilt und fiir 20 min in die Silbernitratlosung zum Farben
gelegt. Danach wurde das Gel abermals dreimal kurz mit bidestilliertes Wasser gewaschen und
fiir 5 min in die Entwicklerlosung gelegt. Dabei wurden die Proteine als schwarze Flecken
sichtbar. Das entwickelte Gel wurde zweimal fiir 1 min in bidest. Wasser gewaschen und dann
fiir 5 min in die Stop-Losung gelegt, um ein weiteres Nachdunkeln der Farbung zu verhindern.
AbschlieBend wurde das Gel ohne Schiitteln fiir mindestens 30 min, besser aber iiber Nacht, in
bidest. Wasser gewaschen.

B.4.2.5. Zusammensetzung der Stammlésungen:

Solubilisierungspuffer:

Harnstoff 9M

Triton X-100 20 g/l

DIT 10 g/l

Ampholine pH 3,5-10 8 g/l

Prefabloc SC 8 mM
Aceton/Mercaptoethanol:

Mercaptoethanol in Aceton 10 mM

Losung bei -20°C lagem.

Rehydratisierungslosung:
Harnstoff 8M
Triton X-100 S5g/
DIT 10 mM
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Anodenlosung:

Glutaminsdure 10 mM
Kathodenlosung:

Lysin 10 mM

Ultrodex Suspension:
Ultrodex 30 mg/l Solubilisierungspuffer
Die Suspension wurde zum Quellen 10 h im Kiihlschrank aufbewahrt.

Acrylamidlosung:

Um die durch Hydrolyse des Acrylamids bei der Lagerung entstandene Acrylsaure und
Ammoniumionen zu entfernen, wurden zwei Spatelspitzen Serdolit MB-3 zugegeben und der
Ansatz 15 min geriihrt. Dann wurde das Ionenaustauscherharz mit einem Faltenfilter abfiltriert
und die Losung mit einem Exsikkator entgast.

Acrylamid 288 g/l
Methylenbisacrylamid 12 g/l

Aquilibrierungspuffer:

Tris-HCI, pH 8,8 50 mM
Harnstoff 6M
Glycerin 300 g/l
SDS 20 g/l

Unmittelbar vor dem Aquilibrieren wurden 30 yl Bromphenolblau-Losung sowie
65 mM DTT oder (siehe B.4.2.3.) 260 mM Jodacetamid zugegeben.

Bromphenolblau-Losung:
Sammelgelpuffer 10 ml
Bromphenolblau 30 mg



Sammelgelpuifer:
SDS
Tris-HCI, pH 6,8

Trenngelpuffer:
SDS
Tris-HCI, pH 8,8

Thiosulfatlosung:

Natriumthiosulfat

Silbernitratlosung:
Silbernitrat
Formaldehydlosung (37 %ig)

Natrumthiosulfat

Entwicklerlosung:
Natriumcarbonat
Formaldchydlosung (37 %ig)

Natriumthiosulfat

Stoplosung:

Glycin

.53 -

4 ¢/l
1.5M

4 g/l
1,5M

0,2 g/l

2l
0,2 ml/l
0,004 g/l

30 g/l
0,5 ml/l
0,004 g/l

5/



B.4.3. Reinigung eines spezifisch exprimierten Proteins aus Fe(ll)-
oxidierenden Zellen

Zellen von Thiodictyon siderooxidans wurden in 10 1 Massenkulturen auf Wasserstoff
angezogen. Nach ca. 2 Wochen wurden 5 g Nafzellen geerntet. Die 15 min bei 10.000 X g
abzentrifugierten Zellen wurden bei -80°C bis zu ihrer Verwendung aufbewabhrt.

1. Priparation des Rohexiraktes: Die eingefrorenen Zellen (5g) wurden bei 4°C aufgetaut, in 40
ml Puffer | aufgenommen (50 mM HEPES, pH 7,0, 2 mM DTT) und mit einer French Press
bei 16.000 psi (American Instruments Co. Inc., Silver Spring, USA) aufgeschlossen. Das
Homogenat wurde fiir 20 min bei 20.000 x g zentrifugiert, um ganze Zellen und Zelltriimmer

zu entfernen.

2. DEAE-Sepharose-Chromatographie: Der Rohextrakt wurde auf eine DEAE Fast Flow®-
Siule (2,6 x 14 cm), die mit Puffer I vorgespiilt worden war, aufgetragen. Der Durchiaufl
enthielt eine braun-gelbe Bande, die aufgefangen wurde. Beim Spiilen mit 1 M KCl eluierte

zudem noch eine schwach rote Bande, die ebenfalls aufgefangen wurde.

3. Fraktionierte Ammoniumsulfatfillung: Der Durchlauf von der DEAE Séule wurde auf Eis
unter langsamem Riihren mit fein pulverisiertem Ammoniumsulfat auf 70 % Sittigung gebracht
(22 g Ammoniumsulfat auf 50 ml Anfangsvolumen). Zur vollstdindigen
Gleichgewichtseinstellung wurde der Ansatz noch fiir ca. 1 h geriihrt. Der ausgefallene
Niederschlag wurde durch 20 min Zentrifugation bei 20.000 x g abzentrifugiert und der
Uberstand durch Zugabe von 11 g fein pulverisiertem Ammoniumsulfat auf 100 % Sattigung
gebracht. Das ausgefallene Protein wurde durch abermalige 20 miniitige Zentrifugation bei
20.000 x g gesammelt.

4. Gelfiltration mit einer Superose 12 Sdule: Das Prizipitat der Ammoniumsulfatfallung wurde
in einem Dialyseschlauch (Spectrum Medical Industries, Los Angeles) mit der AusschluBgrofie
6 - 8 kDa gegen 4 | Puffer I1 (50 mM Kaliumphosphat, pH 7,0, 100 mM NaCl) iiber Nacht
dialysiert. Die dabei erhaltenen 5 ml Dialysat wurden in 1 m! Portionen iiber eine Superose 12®
Saule (10 x 300 mm) (Pharmacia, Freiburg) geschickt. Die Sdule wurde bei Raumtemperatur
mit einer FluBrate von 1 ml/min entwickelt und der Hauptpeak mit Hilfe der UV-Absorption
aufgefangen. Der eluierte, briunliche Peak wurde gegen 100 ml Puffer I mit 50 % [v/v]
Glycerin dialysiert und bei -20°C aufbewahrt.
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B.5. Molekularbiologische Methoden
B.5.1. Prdparation genomischer DNA

Zur Priparation genomischer DNA aus einer Bakterienkultur fiillte man diese in ein
Eppendorfcup, fiigte Proteinase K und SDS (Endkonzentrationen 0,1 mg/ml) hinzu und
inkubierte eine weitere Stunde bei 37°C. Das Detergenz SDS lysierte dabei die Zellmembran,
wihrend Proteinase K storende Proteine weitgehend hydrolysierte. Zur Abtrennung von
Protein wurde der Ansatz fir 1 - 5 min mit einem halben Ansatzvolumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1 [v/v/v], auf pH7 - 8 dquilibriert) auf dem Vortex-
Mischer geschiittelt, 2 - 5 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und die wiBrige Phase in ein neues
Eppendorfcup uberfiihrt. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt.

AnschlieBend wurden zur Fillung der DNA 0,1 Volumenteile 5 M NaCl und 2,5 Volumenteile
100 %iger Ethanol zugegeben. Der Ansatz wurde mindestens 1 Stunde bei -80°C gekiihlt und
15 min mit der Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 ul bidest. Wasser
gelost. Von der DNA Losung wurden 2 - 5 pl auf einem A garosegel aufgetragen.

B.5.2. PCR Amplifikation von rRNA-Genen

1 ul einer DNA-Praparation wurde unverdiinnt sowie in den Verdiinnungen 1:10 sowie 1:100
in eine PCR Reaktion zur Amplifikation des 16S rRNA Gens eingesetzt. Die PCR Reaktionen
wurden in einem 50 ul Ansatz in einem PHC-3 Thermocycler (Techne Inc., USA)
durchgefiihrt. Die Komponenten im Ansatz waren 10 mM Tris-HCI, pH 83, 50 mM KCl, 1,5
mM MgCl,, 0,01 % Gelatine, 200 yuM von jedem dNTP, 1 % Triton X-100, 125 U
AmpliTag® Polymerase, 20 - 50 pmol Primer GM3 und GM4 (18).

Die Mixtur wurde mit 2 Tropfen Nujol-Ol (Perkin-Elmer) bedeckt, da sonst der PCR-Ansatz
wihrend der sechsstiindigen Reaktion ausgetrocknet wire. Man setzte den PCR Ansatz in den
Thermocycler, erwédrmte 5 min auf 96°C und gab erst dann die DNA -Polymerase hinzu. Das
Temperaturprogramm bestand aus 30 Zyklen mit jeweils 1 min Denaturierungsphase bei 96°C,
2 min Assoziationsphase bei 40°C und 3 min Elongationsphase bei 71°C. Zur Analyse der
PCR-Produkte wurden 0,1 Volumenteile jedes PCR-Ansatzes (5 ul) in einem Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt.
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B.5.3. Agarosegelelektrophorese

Die durch PCR amplifizierte DNA wurde per A garosegelektrophorese analytisch aufgetrennt.
Zur Auftrennung von Nukleinsduren in den GroBenbereichen von 0,8 - 10 kb sind Agarosegele
einer Konzentration von 0,7 % [w/v] geeignet. Man kochte 3,5 g reine Agarose in 500 ml TBE
Puffer (45 mM Tris-Borat, pH 8,0; 1 mM EDTA) auf und gab anschlieBend 0,1 He
Ethidiumbromid pro ml zu. Nach Abkiihlen auf ca. 50°C wurde die Agarose in eine mit
Klebeband abgedichtete Agaroseflachgel-Apparatur (Bio-Rad, Miinchen) gegossen. Fiir ein Gel
(15 x 10 x 0,5 cm) wurden ca. 80 ml Agarose eingesetzt. Die Elektrophorese wurde in TBE -
Puffer mit 0,1 g Ethidiumbromid pro ml fiir 1 - 2 h bei 130 V durchgefiihrt.

B.5.4. Reinigung von PCR-Produkten

Voraussetzung fiir den Einsatz von PCR-Produkten fiir die direkte Sequenzierung war deren
Reinigung. Die Methode beruht auf der Bindung von DNA an Silikatoberfldchen bei hohen
Ionenstirken. 40 ul aus einem PCR-Ansatz wurden mit 120 #l 6 M Nal-Losung und 5 pl
Glassmilk® (Geneclean [I® Kit, BIO 101 Inc., La Jolla) gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Dann wurde die DNA bindende Glassmilk Matrix abzentrifugiert
(5 s bei 14.000 rpm) und der Uberstand entfernt. Die Glassmilk Matrix wurde dreimal mit
NEW WASH-Losung (Geneclean 1I® Kit) durch Schiitteln in dieser gewaschen.
Oligonucleotide, kurze PCR-Produkte, das Enzym und die Ionen des PCR-Ansatzes konnten
so entfernt werden. PCR-Produkte von etwa 500 bp und mehr blieben an die Glassmilkmatrix
gebunden. Durch zweimaliges Waschen in 20 ul bidestilliertem Wasser eluierten sie. Dazu
wurde das Glassmilk-Pellet mit Wasser auf dem Vortex-Mischer geschiittelt, 1 - 2 min
stehengelassen, die Glassmilk abzentrifugiert und das DNA-halti ge Eluat abgenommen. Die
Elution wurde wiederholt und die Eluate vereinigt. Mit libertragene Glassmilk muBte
abzentifugiert werden, da sie die Sequenzierung der PCR-Produkte erheblich stort.



B.5.5. Sequenzieren der PCR Produkte

Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde unter Verwendung von universellen Primern mit
der Didesoxynucleotid Kettenabbruch-Methode nach Sanger et al. (172, 173) durchgefiihrt.

Dazu wurden 20-200 ng PCR-Produkt und 5 pmol des jeweiligen PCR Primers eingesetzt. Der
Ansatz mit 40 mM Tris-HCl, pH 7,5, 20 mM MgCl,, 50 mM NaCl und 5 g/l Triton-X100
wurde 5 min bei 95°C inkubiert, um doppelstiingige DNA zu denaturieren, und anschliefiend
fiir 20 min auf 37°C gehalten, um die Hybridisierung von Primer und DNA zu ermoglichen.

Als Primer fiir die Sequenzierung der rDNA des Isolats SW2 dienten:
GMilrev, GM4, GM6, GM8, GM9, GM10, GM11, GM12, 691R

Als Primer fiir die Sequenzierung der rDNA des Isolats L7 dienten:

GM1, GMIrev, GM3, GM4, GM5, GM6, GM7, GM9, GM10, GM13, 691R
(siche B.1.)

Anschlieiend erfolgte die Sequenzierungsreaktion. Dazu versetzie man den Ansatz in einem
Endvolumen von 15 yl mit 6,5mM DTT, 13,5 nM dGTP, dATP, dTTP, 5 uCi [@-33P] ACTP
und 2 U Sequenase® Version 2.0. Nach 5 min Inkubation bei 37°C wurde der
Sequenzierungsansatz in Portionen von 6 ul auf dic vier Terminationsansitze firG, A, T,C
aufgeteilt, die neben 80 M aller dNTPs auch 8 uM des jeweiligen ddNTPs und 50 mM NaCl
cnthielten. Die Sequenzierungsreaktion wurde durch Zugabe von 4 pl der Stopplosung (95 %
Formamid, 20 mM EDTA, 0,05 % Bromphenolblau) beendet. Unmittelbar vor dem Auftragen
auf das Trenngel wurden die Proben 5 min bei 95°C denaturiert, da alle bei der Sequenzreaktion
entstandenen DNA-Fragmente einzelstriingig vorlicgen muBten, um scharfe Banden im Gel zu
produzieren.

Die Auftrennung und Radiographie der bei der Sequenzreaktion entstandenen DNA-Fragmente
erfolgte in 38 x 50 cm Scqui-Gen [1® Sequencing Cells (Biorad, Miinchen) nach Angaben des

Herstellers.
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B.6. Physikochemische Charakterisierung von Fe(lll)-Spezies

Eine physikochemische Untersuchung der durch die phototrophen Organismen gebildeten
Eisen(I1I)-Spezies wurde freundlicherweise durch Frau Marianne Hanzlik vom Institut fiir
Allgemeine und Angewandte Geophysik der Ludwig-Maximilians-Universitdat Miinchen
durchgefiihrt. Dazu wurden abzentrifugierte und in Wasser gewaschene Proben des durch die
Isolate SW2 und L7 gebildeten Fe(lll) auf ein Kupfernetz von 3 mm Durchmesser, das mit
einem kohlenstoffverstirkten Formvar-Film versehen war, aufgebracht und getrocknet. Die
eigentlichen Untersuchungen wurden an zwei verschiedenen Gerdten durchgefiihrt. Die
Hellfeldaufnahmen sowie die Feinbereichsbeugungsbilder, die zur Materialidentifizierung
notwendig sind, wurden an einem EM 10 Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss,
Oberkochen) mit einer Beschleunigungsspannung von 100 kV erhalten. Zur Absicherung der
hierbei gewonnenen Ergebnisse und zur chemischen Charakterisierung erfolgten noch
energiedispersive Rontgenanalysen an einem JEOL 2000 FX Transmissions-
Elektronenmikroskop bei einer Beschleunigungsspannung von 200 kV, das mit einem
Rontgenmikroanalysesystem TN 5500 mit Si(Li)-Detektor ausgestattet war.
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C. Ergebnisse
C.1. Isolierung und Charakterisierung phototropher Bakterien
C.1.1. Autotroph wachsende Anreicherungen auf Fe(ll) im Licht

SiiB- und Salzwassersedimente, die fiir Anreicherungen unter anaeroben Bedingungen in
Gliser abgefiillt und im Licht inkubiert wurden, zeigten wie erwartet eine Entwicklung von
phototrophen, Schwefelwasserstoff-oxidierenden Bakterien. Diese entwickelten sich als
charakteristische purpurne oder griine, oft kreidig erscheinende Flecke. Als Inokula fiir die
Anreicherung phototropher Organismen wurden auch Schlammproben aus Grében verwendet,
in denen sich hohe Konzentrationen an rostig-braunen Eisenprazipitaten befanden. Einige
Proben, die aus solchen Gewissern stammten, farbten sich zundchst nach etwa 1 - 2 Wochen
durch die Bildung von FeS-Prazipitaten schwarz. Dieses Sulfid entstand durch die Aktivititen
von sulfatreduzierenden Bakterien, die auf im Sediment enthaltenen Substraten wuchsen. Nach
etwa 4 Wochen zeigten sich Ablagerungen von Rost an der der Lichtquelle zugewandten Seite
des Glases. Dehalb lag es nahe, als Ursache fiir die Bildung der Eisenoxide phototrophe
Organismen zu vermuten. Betrachtete man von der Wand des Glases abgekratzte Proben unter
einem Epifluoreszenzmikroskop bei einer Anregungswellenldnge von 430 nm, so waren keine
rot fluoreszierenden Zellen zu entdecken. Diese hitten bei Anwesenheit von Organismen, die
Chlorophyll a enthalten, zu entdecken sein miissen. Chlorophyll @ kommt in allen bekannten
Organismen mit oxygener Photosynthese wie eukaryontischen Algen oder Cyanobakterien vor.
Deshalb konnte man vermuten, daB das Eisen von phototrophen Organismen oxidiert worden
war, die nur ein Photosystem enthalten.

Um die Moglichkeit einer anaeroben Oxidation von Fe(Il) zu priifen, wurden Proben der rostig
gewordenen Sedimente als Inokula fiir anaerobe Anreicherungen in einem definierten
Mineralmedium verwendet, das 10 mM FeSO; als Elektronenquelle und CO5 und Bicarbonat
als Kohlenstoffquelle enthielt. Auch hier entwickelte sich an der lichtzugewandten Seite Rost.
Dieser Vorgang spielte sich aber nur bei Inkubationstemperaturen unterhalb von 20°C ab. Das
nach Zugabe des FeSO, zunichst als weiBer, flockiger Niederschlag ausfallende FeCO3 wurde
im Licht im Verlauf von 2-3 Wochen orange bis braun. Der orangefarbene Niederschlag wies
auf die Anwesenheit von Eisen(III)-Verbindungen hin. Tatsichlich konnte die Bildung von
Eisen(I11)-Verbindungen iiber chemische Bestimmung bestitigt werden. Wie Kontrollen
zeigten, war die Fe(II)-Oxidation lichtabhingig und erfolgte nur in beimpften Medien. Sie
erfolgte auch, wenn man die Anreicherungen in Behalter legte, in die nur Licht durch einen

Infrarotfilter drang. Auf diese Weise erhielten die Kulturen nur Licht oberhalb einer
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Wellenldnge von etwa 780 nm. Da Chlorophyll a in Organismen mit oxygener Photosynthese
bis etwa 680 nm, Bakteriochlorophyll a aber bei 780 nm und dariiber noch absorbiert, konnte
man vermuten, daB die beobachtete anaerobe Fe(1l)-Oxidation in der Tat durch phototrophe
Bakterien mit nur einem Photosystem durchgefiihrt wurde. So konnte ausgeschlossen werden,
daB die Fe(Il)-Oxidation iiber freien Sauerstoff als Intermediat verlief.

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurde eine anaerobe Oxidation von Fe(II) im Licht in
vielen anderen Ansitzen mit Inokula unterschiedlicher Herkunft beobachtet. Von solchen
Anreicherungen konnten durch Uberfiihren von 10 % Inokulum Passagen hergestellt werden,
die Fe(Il) zunehmend schneller oxidierten. Die Oxidation erfolgte dabei immer mit einer
charakteristischen Abfolge an Farben: Das bei seiner Herstellung rein weille Fe(ll)-Prizipitat
wurde durch Zugabe des Fe(IIl) haltigen Inokulums schmutzig-wei. Nach einsetzender
Oxidation des Fe(Il) durch die Baktericn ging diese schmutzig weille Farbe in eine griinliche
tiber, die relativ langsam immer dunkler wurde, bis eine dunkelgriine Fiarbung erreicht worden
war. Diese dunkelgriine Farbe wich dann meist recht ziigig einer Orangefarbung, die das Ende
der Fe(I1)-Oxidation anzeigte. Eine chemische Eisenbestimmung ergab, daf3 bei Erreichen der
orangen Farbung 85-95 % des Eisens in Form von Fe(Ill) vorlag. Die ersten Anreicherungen
von Fe(ll)-oxidierenden phototrophen Organismen bildeten meist umso schneller Fe(III)-
Priizipitate, je eisenhaltiger das Gewasser war, aus dem das Inokulum stammte. In Proben aus
Gewissern, in denen keine Fe(I11)-Prizipitate zu entdecken waren, fand zum Teil keine Fe(II)-
Bildung statt, sondern nur eine Entwicklung iiblicher heterotropher oder sulfidoxidierender
phototropher Organismen. Die schnellsten Anreicherungen benotigten zur vollstindigen
Oxidation des Fe(Il) zu Beginn ca. 2 Wochen. Nach weiterer Kultivierung mit jeweils 5 %
Inokulum wurde die Fe(II)-Oxidation zunehmend schneller, bis nur noch 5 bis 8 Tage benotigt
wurden. Mikroskopisch dominierten in dieser Anreicherung zwischen den massiven flockigen
und kompakten Fe(lll)-Prizipitaten besonders in der Anfangsphase auffallend groBe,
gasvakuolenhaltige Stibchen, die sich zwischen den Eisenprizipitaten befanden oder an diese
angeheftet waren. In anderen, weniger schnell wachsenden Anreicherungen konnten dagegen
vornehmlich bewegliche, keulenformige Zellen, die morphologisch Rhodopseudomonas
palustris glichen, erkannt werden. Ein dritter dominierender Zelltyp waren lange,
unregelmaBige Stibchen, die oft mit einem Zellende an die Eisenflocken angeheftet waren, oft

aber auch frei im Medium treibend gesehen wurden.
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C.1.2. Isolierung von Fe(ll)-oxidierenden, phototrophen Bakterien

Zur Isolierung der in den Anreicherungen [ir dic Fe(ll)-Oxidation verantwortlichen
Organismen wurden Eisenflocken und Fliissigkeit aus der funften Passage als Inokulum fir
Agarverdiinnungsreihen verwendet. Diese enthielten Fe(I) als Elektronenquelle und zusitzlich
2 mM Acetat als Kohlenstoffquelle, um ein besseres Anwachsen zu gewihrleisten. Solche
Verdiinnungsreihen wurden aufrecht stehend in ca. 50 - 60 cm Abstand von einer 25 W
Gliihbirne bei 20°C inkubiert. Nach ca. 2 - 3 Wochen entwickelten sich im Agar iiberwiegend
gelbbraune und rote, glasig durchscheinende Kolonien, wie sic bei der Isolierung phototropher
Organismen auf loslichen organischen Substraten auftreten. Etwa die Hilfte dieser
linsenformigen Kolonien bildeten im Verlauf ihres Wachstums langsam einen kompakten
Uberzug aus gelbbraunen Eisenoxiden. Wenn man diese Kolonien mit einer fein ausgezogenen
Pasteurpipette abimpfte, waren sie nur als Ganzes aufzusaugen. Fiir die mikroskopische
Untersuchung und Ubertragung in Folgekulturen wurden die Kolonien in einem aus

abgeschnittenen Pasteurpipetten gefertigten Miniaturmaorser zerrieben.

Die gelbbraunen Kolonien wiesen stets den gleichen Zelltyp auf, namlich kleine, unbewegliche,
im Phasenkontrast unregelmifig erscheinende Stibchen. Von ihnen wurden aus allen positiven
Anreicherungen zahlreiche Isolate erhalten. Etliche dieser Isolate waren unter autotrophen
Bedingungen zu einer vollstindigen Oxidation des Fe(II) inncrhalb eines Monats fihig. Die
Fe(11) Oxidation wurde durch Acetat noch beschleunigt. Eingehend untersuchte Isolate werden
in dieser Arbeit mit SW2, L6 und AL4 bzw. Rhodobacter ferrooxidans bezeichnet.

Die roten Kolonien enthielten regelmiBig keulenformige, bewegliche Zellen, die
Rhodopseudomonas palustris dhnelten. Isolate dieser Zellen konnten allerdings weder unter
autotrophen Bedingungen noch in Anwesenheit von organischem Substrat eine vollstiindige
Oxidation des zugesetzten Fe(Il) durchfiihren. Die Oxidation des Fe(Il) blieb stets auf einer
griinen Zwischenstufe stehen.

In den schnellsten autotroph wachsenden Anreicherungen wurden zu Beginn des Wachstums
stets die gasvakuolenhaltigen Stibchen als der dominierende Zelltyp beobachtet. Erst nach fast
vollstindiger Oxidation des Fe(II) kam es zu einem signifikanten Auftreten anderer Zelltypen.
Wurden solche Anreicherungen als Inokulum fiir Agarverdiinnungsreihen verwendet, fand man
keinc Kolonien des gasvakuolenhaltigen Zelltyps. Allerdings wurden in Anreicherungen, die
mit Wasserstoff als zusitzlicher Elektronenquelle begast worden waren, an der Oberfldche
treibende, makroskopische Zellaggregate beobachtet, die ausschlieBlich aus Zellen dieses Typs
bestanden. Mit ciner verjiingten Pasteurpipette wurden solche Zellaggregate aufgenommen und

zweimal in frischem, sterilem Medium gewaschen. Mit einem aus Pasteurpipetten angefertigten
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Miniaturmorser wurden die Kolonien dann zerrieben und als Inokulum fiir
Agarverdiinnungsreihen eingesetzt. Diese enthielten neben Fe(Il) und 2 mM Acetat auch 4 mM
Ascorbat als ein zusitzliches Reduktionsmittel. Die Agarrohrchen wurden wurden bei 20°C in
50-60 cm Entfernung von einer 25 W Gliihbirne inkubiert. Nach 4 Wochen Inkubation wurden
in 3 parallel angesetzten Verdiinnungsreihen neben Kolonien von anderen phototrophen
Bakterien 4 einzelne Kolonien des gasvakuolenhaltigen Stammes entdeckt. Diese oxidierten
Fe(ll) in Flissigkulturen unter autotrophen Bedingungen vollstindig. Eine nochmalige
Reinigung des Isolats gelang unter den genannten Inkubationsbedingungen in einer
Agarverdiinnungsreihe, die ausschlieBlich Acetat und Ascorbat enthielt. Eine auf diese Weise
gewonnene Reinkultur des gasvakuolenhaltigen Isolats wird im weiteren L7 bzw. Thiodictyon
siderooxidans genannt.

C.1.3. Morphologie und Farbe von Reinkulturen der Fe(ll)-
oxidierenden, phototrophen Bakterien

Zellen des Isolats L7 waren 2-3 um lange und ca. 1,2 ym dicke unbewegliche Stibchen.
Morphologisch glichen sie exakt den Zellen der Schwefelwasserstoff-oxidierenden Art
Thiodictyon elegans, die zu den Chromatiaceae gehort. Frisch angeimpfte Kulturen enthielten
lange Stdbchen ohne Gasvakuolen. Am Ende der Wachstumsphase bildeten sich grofBe,
unregelméBig geformte Gasvakuolen, und die Zellen rundeten sich zunehmend ab. Abbildung 7
zeigt Zellen aus jeder der Wachstumsphasen. Kulturen, die mit Wasserstoff als zusitzlicher
Elektronenquelle begast worden waren, bildeten nach einiger Zeit auch vereinzelt iiberlange
Zellen. Die Zellen des frischen Isolats zeigten eine stark ausgeprigte Tendenz zur Bildung von
kurzen Ketten und groBen z.T. auch makroskopisch sichtbaren Zellaggregaten. Diese
Zellaggregate, wie auch Zellen, die auf organischem Substrat gewachsen waren, hatten eine tief
violette Farbe. Nach ca. einjahriger Kultivierung unter Laborbedingungen ging die
Aggregatbildung aber zunehmend verloren, und die Zellen lagen iiberwiegend einzeln im
Medium vor. Zwar waren in Zellaggregaten oftmals Fe(I11)-Prizipitate eingeschlossen, die die
Zellen trotz ihrer Gasvakuolen nach unten zogen, doch zeigte die Mehrzahl der Zellen keine
Assoziation mit dem Eisen. Trotz der auffallend groBen gasvakuolenhaltigen Zellen war das
mikroskopische Bild einer unter autotrophen Bedingungen auf Fe(Il) gewachsenen Kultur,
anders als beim gewohnten Anblick von Bakterienkulturen, in erster Linie durch das
abgelagerte Fe(I11) beherrscht. Die Zahl der Zellen war im Verhiltnis zur Produktmenge relativ
gering, da jedes Fe>+-Ion nur ein einziges Elektron fiir die Photosynthese zur Verfiigung stellt.
DaB dieser Bakterientyp, wie auch die kleineren, stibchenformigen Isolate Bakterienchlorophyll
a enthielten, und damit photosynthetische Bakterien waren, ist in den Absorptionsspektren in
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Abbildung 8 zu schen. Beide Isolate enthalten kein Chlorophyll a, das fir Organismen mit

oxygener Photosynthese charakieristisch ist.

Abbildung 7: Phasenkontrastaufnahmen der Fe(ll)-oxidierenden, phototrophen
Bakterien.

Die gebildeten Eisenoxide sind als granulare oder amorphe Prazipitate sichtbar. Um die Zelldichte in
den Kulturen zu erhéhen, wurden dem Isolat L7 H, und dem Isolat SW2 1 mM Acetat als zusétzliche
Elektronenquelle zugegeben. Der Balken bezeichnet jeweils 10 pym.

(A) Isolat L7 in einer wachsenden Kultur

(B) Isolat L7 in einer stationaren Kultur

(@) Isolat SW2
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Abbildung 8: Absorptionsspektren eisenoxidierender, phototropher Organismen.

A: Absorptionsspektrum des Isolats L7.

B: Absorptionsspektrum des Isolats SW2.

Von dem lIsolat L7 wurde die durch Aufbrechen der Zellen und Ultrazentrifugation erhaltene
Membranfraktion untersucht, da die ganzen Zellen im Medium Aggregate bildeten. Von dem Isolat
SW2 wurde die Absorption von ganzen Zellen untersucht. Dazu wurden dem Medium 5 g Saccharose
pro 3 ml Kultur zugegeben, um Lichtstreuung durch Zellen zu minimieren.
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Aus etwa 40 I[solaten des kleinen stibchenformigen Zelltyps, der im Phasenkontrast
unregelmiBig kontrastiert erschien, wurden die Stamme SW2, L6 und AL4 ausgewihlt, da sie
bei den verwendeten Inkubationsbedingungen unter autotrophen Verhiltnissen am schnellsten
Fe(1]) oxidierten. Etliche der Isolate stammten aus Gewdssern, die nicht auffallend reich an
Eisen waren. Die Zellen bildeten, je nach Wachstumsbedingungen, kleine Stébchen mit 1,5 bis
3 ym Lﬁnge und einem Durchmesser von 0,5 ym. Die Morphologie von Rhodobacter
ferrooxidans ist in Abbidung 7C zu sehen. Kulturen, die in Anwesenheit von organischem
Substrat gewachsen waren, enthielten Kurzstibchen, wihrend autotroph auf Eisen gewachsene
Kulturen aus unregelmiBigen Langstabchen bestanden. Auf organischem Medium gewachsene
Kulturen hatten eine gelbbraune Farbe, die an Rhodobacter spp. erinnerte. Auffallig war
besonders bei dem Isolat SW2, daB sich die Zellen mit einem Zellpol an Eisenpartikel
anhefteten, so daB in autotrophen Kulturen keine freien Zellen zu beobachten waren. Dagegen
waren Zellen des Isolats AL4, das, soweit getestet, die gleichen physiologischen
Charakteristika besaB, iiberwiegend frei im Medium zu beobachten. Das Isolat L6 kam
dagegen, bei wiederum gleichen physiologischen Eigenschaften, teils frei im Medium und teils
angeheftet vor.

C.1.4. Temperaturoptima von Fe(ll)-oxidierenden, phototrophen
Bakterien

Eine auffllige Beobachtung war, daB alle Anreicherungen bei Temperaturen unterhalb von
20°C wesentlich besser Fe(ll) oxidierten als oberhalb dieser Temperatur. So war die Fe(lI)-
Oxidation in Anreicherungen, die bei 28°C inkubiert worden waren, meist sehr langsam. Die
einzige Ausnahme war eine Anreicherung von marinen phototrophen Fe(Il)-Oxidierern. Bei
37°C konnte in keinem einzigen Fall eine anaerobe Fe(ll)-Oxidation im Licht beobachtet

werden.

Bei dem vakuolenhaltigen Isolat L7 war die Fe(II)-Oxidation nur unterhalb von 25°C zu
beobachten. Die Mindesttemperatur zur Fe(I1)-Oxidation war 15°C. Die Temperaturoptima der
Isolate SW2, AL4 und L6 lagen in sehr dhnlichen Bereichen. Von chemotrophen, neutrophilen
Fe(11)-Oxidierern wie Gallionella ferrooxidans war ebenfalls bekannt, daB sie Fe(Il) am besten
bei Temperaturen unterhalb von 20°C oxidieren. Zum Vergleich wurde das Wachstum der
phototrophen Isolate einmal in einer autotrophen Fe(Il)-Kultur und einmal auf organischem
Substrat untersucht. Neben rein praktischen Erkenntnissen zur Inkubationstemperatur konnte
dabei untersucht werden, ob der von dem Organismus auf organischen Substraten bevorzugte
Temperaturbereich mit jenem Temperaturbereich iibereinstimmt, bei dem Fe(II) oxidiert wird.
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Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, ist ein relativ gutes Wachstum der Isolate auf organischem
Medium noch bei tieferen Temperaturen zu beobachten als in mineralischem Medium mit Fe(1I).

Tabelle 1. Temperaturoptima der phototrophen, Fe(ll)-oxidierenden Isolate.

Die autotrophen Fe(ll) Kulturen und Kulturen auf Glucose wurden in jewsils 2 Parallelen iber 20 Tage
bei der angegebenen Temperatur inkubiert und das Wachstum protokolliert. Symbole: - kein
Wachstum; (+) langsames Wachstum; + gutes Wachstum.

Inkubationstemperatur (°C)

Elektronen-
Isolate donator 12 15 20 25 30
L7 Fe(ll) - (+) + (+) -
Glucose + + (+) - -
sSw2 Fe(l) - (+) + + -
Glucose - + + (+) -
AL4 Fe(ll) . ¥ . " :
Glucose + + + + +
L6 Fe(lf) - + + + )
Glucose - + + + -

C.1.5. pH-Optima von Fe(ll)-oxidierenden, phototrophen Bakterien

Da Fe?* cine schwache lonensiure darstellt, verursachte die Zugabe von Eisen(II)-sulfat zum
Medium einen deutlichen pH-Abfall. So sank der pH bei Zugabe von 10 mM FeSO, von 7,0
auf 6,5. Um diesen pH-Abfall auszugleichen, wurde den Kulturen 8 mM Na;COj3; zugegeben.
Im Laufe der Arbeit stellte sich jedoch heraus, dal der bisher verwendete pH-Wert von 7,0 fiir
die Isolate SW2, L6 und ALA4 dic obere Grenze darstellte. Nur das [solat L7 zeigte bei pH 7,0
noch ein gutes Wachstum. Der fiir die weitere Kultivierung optimale pH-Wert wurde in
Ansiitzen mit verschiedenen vorgegebenen pH-Werten getestet. Wenn in Fe(1I)-Kulturen alles
Fe(1l) zu Fe(111) oxidiert war, lag der pH-Wert immer ca. 0,3 pH-Einheiten tiefer als zu Beginn
des Wachstums. Bei der Fe(II)-Oxidation werden die leicht sauren pH-Werte bevorzugt, was
damit zusammenhingen konnte, daB sich im sauren mehr gelostes Fe(Il) im Medium befand.
Die Isolate SW2, AL4 und L6 wuchsen auf organischem Substrat bei pH 7,0 genauso schnell
wie bei pH 6,5. Das Isolat L7 konnte auf organischem Substrat selbst bei pH 7,4 noch sehr gut



-67 -

kultiviert werden. In Tabelle 2 ist die Kultivierbarkeit der einzelnen Isolate unter autotrophen
Bedingungen bei verschiedenem vorgegebenen pH-Werten dargestelit.

Tabelle 2. pH-Optima der phototrophen, Fe(ll)-oxidierenden Isolate.

Die autotrophen Fe(ll)-Kulturen wurden in 2 Parallelen ber 20 Tage bei entsprechender Temperatur
inkubiert und ihr Wachstum protokolliert. Symbole: - kein Wachstum; (+) langsames Wachstum; +
gutes Wachstum.

pH-Wert zu Beginn

isolate 6,2 6,5 6,9 7,2 8,2
L7 (+) + + + .
SW2 (+) + +) i i
AL4 . . ) : :
Le (+) + () : :

C.1.6. Substratspektren der Fe(ll)-oxidierenden, phototrophen
Bakterien

Alle Fe(ll)-oxidierenden Isolate waren auch zu photoheterotrophem Wachstum fahig. Zur
niheren Charakterisierung der Eigenschaften der einzelnen Isolate wurden die Substrate
ermittelt, auf denen photoheterotrophes Wachstum stattfinden konnte. Die Isolate SW2, AL4
und L6 zeigten hierbei ein iibereinstimmendes Substratspektrum. Wie Tabelle 3 zeigt, wurde
eine Vielzahl von niedermolekularen Verbindungen einschlieBlich von Aminoséuren und
Zuckern verwertet.

Wachstumseigenschaften der Rhodobacter ferrooxidans spp.: Hierbei dhnelt die Art
der verwendeten Substanzen den von Rhodobacter spp. verwerteten. Ungewdhnlich war nur,
daB mehrere Dicarbonsiuren wie Malat, Succinat, Fumarat u.a., die sonst von phototrophen
Organismen assimiliert werden konnen, nicht als Kohlenstoffquelle dienten. Auffallend war
ferner die Verwertung der Disaccharide Maltose, Cellobiose und Saccharose durch Stamm
SW2, was ‘bei phototrophen Organismen nicht haufig vorkommt. Autotrophes Wachstum
erfolgte nicht nur auf Fe(lI), sondern auch auf Wasserstoff und Formiat, aber nicht auf Sulfid,
Schwefel oder Thiosulfat. Sauerstoff diente als Elektronenakzeptor bei heterotrophem
Wachstum der Stimme auf Acetat oder Pyruvat. Auf festen Nahrboden bildeten sich dabei
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kleine kirschrote Kolonien. Diese Erscheinung ist wiederum fiir Rhodobacter spp. typisch, da
sie Sphaeroiden als Hauptcarotinoid besitzen, das von Sauerstoff zu einer roten Verbindung
oxidiert wird. Die Synthese von Bakteriochlorophyllen wird bei nahezu allen phototrophen
Bakterien durch Sauerstoff reprimiert. Fermentatives Wachstum auf Glucose oder die
Verwendung von Fe(II) als Elektronenakzeptor konnte niemals beobachtet werden.

Wachstumseigenschaften von L7: Die autotrophe Oxidation von Fe(II) bei L7 war im
Gegensatz zum Isolat SW2 nicht langsamer als die Fe(II)-Oxidation nach Zugabe einer
organischen Kohlenstoffquelle. Wie aus Tabelle 3 ersichtlich, wurden die fiir groBzellige
Chromatien iiblichen einfachen organischen Sauren assimiliert. Eine signifikante
Beschleunigung der Fe(II)-Oxidation konnte bei L7 durch Zugabe von Wasserstoff als
zusitzlicher Elektronenquelle erreicht werden. Durch den Wasserstoff wurde auch die in den
Kulturen gebildete Zellmasse erhoht, was die Verwendung kleinerer Inokula beim Animpfen
von Folgekulturen zulieB. Der Wasserstoff war zudem in Experimenten, bei denen kein
Substrat verschleppt werden durfte, durch Begasen leicht wieder zu entfernen.

L7 ist ein strikt anaerobes Bakterium, das zum Wachstum ein Reduktionsmittel benotigt. In
Kulturen mit Fe(II) iibernimmt dieses die Rolle des Reduktionsmittels, in photoheterotrophen
Kulturen muBte man 4 mM Ascorbat als Reduktionsmittel zugeben.

Wachtumseigenschaften bekannter Thiodictyon spp.: Das Isolat L7 &hnelte
morphologisch der Spezies Thiodictyon elegans. Da fiir diese Art in der Literatur keine
Substratspektren zu finden waren, wurden auch mit diesem phototrophen Bakterium
Wachstumstests mit organischen Verbindungen durchgefiihrt. Thiodictyon bacillosum, die
zweite beschriebene Spezies dieser Gattung, wurde ebenfalls gepriift. Wie Tabelle 3 zeigt,
wurden wie hiufig bei der physiologischen Gruppe der grozelligen Chromatien relativ wenige
organische Verbindungen assimiliert. Ungewohnlich war nur, da Glucose bei allen drei
Spezies beschiebenen Spezies (einschlieBlich Thiodictyon elegans) ein gutes Substrat darstellte.
Fermentatives Wachstum auf Glucose oder heterotrophes Wachstum mit Sauerstoff, Nitrat oder
Fe(III) als Elektronenakzeptor wurde niemals beobachtet.
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Tabelle 3: Substratspektren der drei Isolate SW2, AL4, L6 sowie von Stamm L7.
Zum Vergleich wurden Thiodictyon elegans und Thiodictyon bacillosum geprift

Die Substrate wurden in den in Klammern angegebenen Konzentrationen zugegeben. Als inokulum
dienten jewsils 3 Tropfen einer Vorkultur, die auf Acetat gewachsen war. Bei L7 wurde 4 mM Ascorbat
und bei Thiodictyon elegans und Thiodictyon bacillosum jeweils 1 mM H,S als Reduktionsmittel
verwendet; ng: nicht getestet.

Stamme

Elektronendonatoren SW2 AL4 L6 L7 bacillosum T. elegans
Fe(li) (10) + + + - -
Wasserstoff + + + + - +
Sulfid (1) - 3 - - + +
Thiosulfat (4) - - - - ng ng
Formiat (5) + + + - ng ng
Acetat (4) + + + + + +
Propionat (2) + + + - - +
Butyrat (2) + + + - - b
Valerat (2) - - - - - -
Capronat (2) - + - - - -
Caprylat (2) - - - - - :
Pyruvat (4) + + + + + +
Lactat (4) + + + - + +
Malat (4) - - - - + .
Succinat (4) - . - . + .
Fumarat (4) - - - - ng ng
Citrat (4) - - . . - .
Benzoat (2) - - - - ng ng
Gluconat (2) - - - - ng ng
Methanol (2) - - - ng ng ng
Ethanol (2) - - - - - :
Glycerol (4) + + + + ng ng
Sorbitol (2) + + + - ng ng
Glycin (4) - + + ng ng ng
Alanin (4) + + + ng ng ng
Serin (4) + + + ng ng ng
Aspartat (4) + + + - B B
Glutamat (4) + + + - ng ng
Glucose (2) + + + + + +
Fructose (2) + + + - - -
Mannose (2) + + + - ng ng
Galaktose (2) - ng ng - M o
Ribose (2) - ng ng - - -
Xylose (2) - ng ng + - -
Maltose (2) + ng ng - + +
Cellobiose (2) + ng ng - . -
Saccharose (2) + ng ng - - -
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C.1.7. Taxonomische Einordnung der Fe(ll)-oxidierenden,
phototrophen Bakterien durch Sequenzanalyse der 16S rRNA Gene

Da das autotrophe Wachstum im Licht auf Fe(II) als Elektronenquelle eine neue
Photosyntheseform darstellt, galt es zu priifen, ob sich die Isolate aufgrund konservativer
Nucleotidsequenzen in bekannte Taxa einordnen lassen oder neue Organismengruppen
darstellen. Neben rein nomenklatorischen SchluBfolgerungen erlauben solche Sequenzanalysen
auch Aussagen iiber biochemische Verwandtschaften des Photosyntheseapparats, denn dessen
Aufbau und Komponenten zeigen innerhalb der bisher bekannten Gattungen keine
grundsitzlichen Unterschiede. Die zur Zeit wichtigste Methode zur Aufkldrung der
taxonomischen Position eines Organismus, ist die Sequenzierung des 16S rRNA Gens (21).
Durch Homologievergleiche mit den Sequenzen anderer Organismen kann daraus mit speziellen
Computerprogrammen ein Stammbaum rekonstruiert werden (64, 87, 122). Die 16S rRNA
Sequenzen von L7 und SW2 wurden iiber universell passende Primer mit Hilfe der PCR-
Technik amplifiziert und wiederum mit einem Satz universeller Primer direkt von den PCR-
Produkten ausgehend sequenziert (18).

Abbildung 9 zeigt die Position des Isolates SW2 im Stammbaum der «-Gruppe der
Proteobakterien. Die gezeigten Stammbzume wurden freundlicherweise durch Dr. W. Ludwig
von der TU Miinchen aus den rDNA Sequenzen errechnet. Die nichsten photosynthetischen
Verwandten von SW2 sind Rhodobacter capsulatus und Rhodobacter sphaeroides. Diese
Verwandtschaft war auch anhand des vorherrschenden Carotinoids zu erkennen. Kulturen der
Isolate SW2, AL4 und L6 firbten sich in Anwesenheit von Sauerstoff langsam rotlich, was auf
die Anwesenheit von Sphaeroiden hinwies. Diese Vermutung wurde durch Carotinoidanalysen
der Isolate SW2, AL4 und L6 (Kristina Straub, personliche Mitteiiung) bestdtigt. Da
Sphaeroiden fiir die Gattung Rhodobacter charakteristisch ist und auch die 16S rRNA Analyse
sowie morphologische und physiologische Merkmale fiir eine solche Verwandtschaft sprechen,
wurden daher die untereinander sehr dhnlichen Isolate SW2, AL4 und L6 als Rhodobacter
ferrooxidans bezeichnet. Der Stamm SW2 wurde als Typenstamm an die Deutsche Sammlung
fur Mikroorganismen iibersandt.
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SwW2

Rhodobacter capsulatus Paracoccus denitrificans
Rhodobacter sphaeroides Hirschia baltica
Rochalimaea quintana

Rhizobium meliloti

Caulobacter crescentus

——= Magnetospirillum gryphiswaldense

Rickettsia ricketsii

o Holospora obtusa
Escherichia coli

Abbildung 9: Phylogenetische Verwandtschaft von Rhodobacter ferrooxidans SW2.
Die phylogentische Einordnung des Isolats SW2 erfolgte anhand der 16S rRNA Sequenz innerhalb
der o Gruppe der Proteobakterien. Die Zugehérigkeit zur Gattung Rhodobacter ist erkennbar. Die
eingetragene Strecke entspricht 10 % evolutionarer Distanz der 16S rRNA Sequenzen.

Aeromonas hydrophila
Acinetobacter calcoaceticus

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa
Sarcobium Iyticum
Chromatium tepidum
Chromatium vinosum

L7

Ectothiorhodospira shaposhnikovii
Arhodomonas oleiferhydrans
Ectothiorhodospira halochloris

Paracoccus denitrificans

Abbildung 10: Phylogentische Verwandtschaft von Thiodictyon siderooxidans.

Die phylogentische Einordnung des Isolats L7 erfolgte anhand der 16S rRNA Sequenz innerhalb der
y Gruppe der Proteobakterien. Die Zugehérigkeit des Isolats zu den Chromatiaceen wird erkennbar.
Die eingetragene Strecke entspricht 10 % evolutionérer Distanz der 16S rRNA Sequenzen.



-T2

Bei Isolat L7 lief} bereits seine charakteristische Morphologie eine verwandischaftliche Nihe zur
Gattung Thiodictyon vermuten. Insbesondere Zellen der Art Thiodictyon elegans waren weder
im Assoziationsverhalten noch in ihrer Farbe und Zellform von dem Isolat L7 zu unterscheiden.
Die Sequenzicrung der 16S rRNA bestiitigte, wie Abbildung 10 zeigt, die Zugehorigkeit des
Isolats L'7 zu den Chromatiaceae und damit zur y-Gruppe der Proteobakterien.

Zu Beginn der vorliegenden Untersuchungen befanden sich nur zwei Vergleichssequenzen von
Chromatiaceae, namlich von Chromatium vinosum und von Chromatium tepidum, in der
Datenbank. Aufgrund der vorhandenen Daten war somit nicht zu erkennen, ob der Stamm L7
verwandtschaftlich zu Thiodictyon bacillosumn und Thiodictyon elegans gehorie oder eine
eigene Gattung darstellte. Daher wurden in der DSM durch Dr. Fred. A. Rainey die 16S rRNA
Sequenzen der Organismen Thiodicyon elegans, Thiodictyon bacillosum sowie der ebenfalls
vakuolenhaltigen Isolate Lamprocystis roseopersicina und Amoebobacter pendens ermittelt.
Von den beiden letzteren wufite man bereits aufgrund ilterer Arbeiten, die noch auf
Oligonucleotidkatalogen basierten, dal} einc Verwandtschft zur Gattung Thiodictyon bestand
(67).

Wie Abbildung 11 zeigt, steht das Isolat L7 tatsiichlich den beiden Schwefelwasscrstoff-
oxidierenden Thiodictyon spp. am niichsten. Zusiitzlich wurde von Kristina Straub noch die
Carotinoid Zusammensetzung des Isolats L7 sowie der andcren beiden Thiodictyon spp.
ermittelt. L7 enthilt ebenso wie Thiodictyon elegans und Thiodictyon bacillosum als
Haupicarotinoid Rhodopinal. Dagegen besitzt Lamprocystis roseopersicina Lycopenal und
Amoebobacter pendens Spirilloxanthin als Hauptcarotinoid. Aufgrund dieser Ergebnisse
erschien es angemessen, das Isolat L7 als Thiodictyon siderooxidans und nicht als Art einer
neuen Gattung zu klassifizieren. Hier erdffnet sich die interessante Moglichkeit vergleichender
biochemischer Studien, da mit Thiodictyon elegans und Thiodictyon siderooxidans zwei eng
verwandte Organismen vorliegen, von denen der eine Schwefelwasserstoff und der anderc
Fe(II) als Elektronenquelle zum photosynthetischen Wachstum beniitzt.
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Thiodictyon bacillosum

Thiodictyon elegans
Thiodictyon siderooxidans
Lamprocyslis roseopersicina

Amoebobacter pendens

Chromatium vinosum

Chromatium tepidum

Ectothiorhodospira halophila

Ectothiorhodospira halochloris

1 L Arhodomonas aquaeolei

Ectothiorhodospira shaposhnikovii

Cardiobaclerium hominis

Coxiella burnetii

Legionella pneumophila

Wolbachia persica

0.10

Abbildung 11: Detaillierte phylogentische Verwandtschften von Thiodictyon
siderooxidans innerhalb der Chromatiaceae.

Die phylogenetische Einordnung von Thiodictyon siderooxidans innerhalb der y Gruppe der
Proteobakterien. Die Zugehorigkeit zur Gattung Thiodictyon wird bestatigt. Der Organismus stellt
somit keine Spezialentwicklung innerhalb der Chromatiaceae dar. Die eingetragene Strecke
entspricht 10 % evolutionarer Distanz der 16S rRNA Sequenzen.
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C.1.8. Verwertung verschiedener Schwefelquellen durch Thiodictyon
spp.

Bislang war man der Ansicht, daf} in der physiologischen Gruppe der groBzelligen Chromatien,
zu der auch die Gattung Thiodictyon gezihlt wird, nur reduzierte Schwefelverbindungen als
Schwefelquellen verwertet werden. Diese Organismen sind nicht zu einer assimilatorischen
Sulfatreduktion fahig. Da aber Thiodictyon siderooxidans in Medien mit einem hohen Gehalt an
Fe(Il) und Fe(III) wuchs, die eine Anwesenheit von gelostem Sulfid ausschlossen, wurden die
in der Gattung Thiodictyon verwertbaren Schwefelquellen genauer untersucht. Dazu wurden
die Organismen eine Passage auf sulfatfreiem Medium kultiviert und dann in Medien mit der
jeweiligen Schwefelquelle iibertragen. In Abwesenheit von Sulfid wurde Ascorbat als
Reduktionsmittel eingesetzt. In einer Kontrolle ohne Schwefelquelle fand nach der zweiten
Passage kein Wachstum mehr statt. Wie Tabelle 5 zeigt, konnten alle Thiodictyon spp. die
reduzierten Schwefelverbindungen Sulfid, FeS und Thiosulfat verwerten. Zu einer
assimilatorischen Sulfatreduktion war dagegen nur Thiodictyon siderooxidans fahig. Dieser
interessante Unterschied wies auf die verschiedenen oOkologischen Nischen der Fe(Il)-

oxidierenden und Hj;S-oxidierenden Thiodictyon spp. hin.

Tabelle 5. Durch Thiodictyon spp. verwertbare Schwefelquellen.

Die Kuituren wurden in mit Ascorbat reduzierten Medien mit jeweils 0,5 mM der jewsiligen
Schwetelquelle Ubertragen. Als Elektronenquelle wurde in allen Versuchen 2 mM Acetat verwertet.
Symbole: + gutes Wachstum; - kein Wachstum.

Stamme
Schwefelquelle Thiodictyon Thiodictyon Thiodictyon
siderooxidans elegans bacillosum
H2S + + +
FeS + + +
S2032" + + +

$042- + - .

ohne S-Quelle - - -
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C.1.9. Oxidation von Fe(ll) durch bereits bekannte phototrophe
Bakterien

Das Vorkommen der Fahigkeit zur Fe(II)-Oxidation in zwei nur entfernt verwandten Typen von
Purpurbakterien warf die Frage auf, ob bereits bekannte Reinkulturen phototropher Bakterien
ebenfalls zu einer anaeroben Oxidation von Eisen fdhig waren. Dies war insbesondere deshalb
interessant, weil in enzymatischen Tests beobachtet wurde, daB reines, oxidiertes Cytochrom ¢
(Em= +250 mV) bereits durch Fe(Il)-Konzentrationen von 100 uM schnell reduziert wird
(Daten nicht gezeigt). Cytochrom ¢ befindet sich im Periplasma jedes phototrophen Bakteriums,
Rein energetisch betrachtet sollte daher jedes phototrophe Bakterium im Prinzip zur anaeroben
Oxidation von Fe(Il) (E,' = +200 mV) fahig sein. Daher wurden einige den Isolaten dhnliche
oder mit diesen verwandte Typenstimme auf die Fahigkeit zur Fe(I) Oxidation unter
autotrophen Bedingungen sowie bei gleichzeitiger Anwesenheit von Wasserstoff oder
organischem Substrat getestet.

Wie aus Tabelle 6 zu ersehen ist, kam eine anaerobe Oxidation von Fe(II) in Anwesenheit von 2
mM Acetat als organischem Substrat auch bei Rhodobacter capsulatus, Rhodopseudomonas
palustris und Rubrivivax gelatinosus vor. Dabei fand jedoch keine vollstandige Oxidation bis
zum orange-braunen Stadium, sondern eine langsame Oxidation bis zu einem griinen bis
dunkelgriinen Stadium statt. Die Kulturen wuchsen in Anwesenheit von Fe(II) wesentlich
langsamer als ohne Eisen. Dic Fe(Il)-Oxidation blieb auch in Folgekulturen unter gleichen
Bedingungen stets unvollstandig. Ubertrug man eine unter heterotrophen Bedingungen an
Fe(11) adaptierte Kultur in rein mineralisches Medium mit Fe(Il), dann erfolgte keine Fe(ll)-
Oxidation und kein Wachstum. Man kann sich die unvollstindige Fe(ll)-Oxidation als
ungewollte Nebenreaktion einer periplasmatischen Redoxkomponente des
Photosynthesesystems vorstellen. Dabei sollten dann allerdings Fe(I1l)-Prazipitate im
periplasmatischen Raum auftreten. Diese konnten dann der Grund fiir das verlangsamte

Wachstum in Anwesenheit von Eisen sein.

Rhodobacter capsulatus war unter autotrophen Bedingungen in Anwesenheit von H; fahig,
Fe(Il) vollstindig im Licht zu oxidieren. Diese Fihigkeit blieb beim Ubertragen der Kultur
unverindert erhalten. Allerdings erfolgte keine Fe(II)-Oxidation und kein Wachstum, wenn
man eine solche Kultur auf mineralisches Medium mit Fe(II) ohne H; iibertrug.



-76 -

Tabelle 6: Fe(ll)-Oxidation durch verschiedene phototrophe Organismen.
Verschiedene Reinkulturen von phototrophen Organismen wurden auf ihre Fahigkeit hin untersucht,
Fe(ll) zu oxidieren. Als Inokulum dienten auf Acetat gezogene photoheterotrophe Kulturen. Der Grad
der Fe(ll)-Oxidation wurde nach 4 Wochen Inkubation bei 20°C beurteilt. Als zusatzlicher
Elektronendonator wurde 2 mM Acetat angeboten bzw. die Kulturen mit Hy begast. Symbole: - keine
sichtbare Fe(ll)-Oxidation; (+) Fe(ll)-Oxidation bis zu einem griilnen Stadium; + Fe(ll)-Oxidation bis zum
orangen Stadium.

Fe(ll)-Oxidation

Organismen autotroph auf Ha auf Acetat

Thiodictyon elegans - - -
Thiodictyon bacillosum - - -
Lamprocystis roseopersicina - - -

Amoebobacter roseus - - -

Rhodobacter capsulatus - + (+)
Rhodopseudomonas palustris - - (+)
Rubrivivax gelatinosus - - (+)

Chlorobium limicola - - -

C.2. Wachstumsversuche mit Fe(ll)-oxidierenden Kulturen
C.2.1. Wachstumsversuche unter autotrophen Bedingungen

Die bisher nur anhand der zunechmenden orange-braunen Firbung verfolgte anacrobe Oxidation
von Fe(lI) im Licht sollte nun quantitativ gemessen werden. Dazu wurde in flachen 500 ml
Flaschen je eine 500 ml Kultur der Isolate L7, SW2, AL4 und L6 mit 10 mM Fe(ll), pH 7.0,
und mit 5 % Inokulum von autotrophen Vorkulturen angesetzt. Jeden Tag wurde nach
griindlichem Umschiitteln eine Probe mit einer mit Ny gespiilten Einwegspritze entnommen.
Als Kontrolle wurde eine auf die gieiche Weise beimpfte Kulturflasche im Dunkeln inkubiert.
In den gezogenen Proben wurde das Verhiiltnis von Fe(III)/Fe(I1) ermitteit. Jeder Mef3wert, der
in den Wachstumskurven aufgetragen ist, stellt den Mittelwert aus zwei Mef3punkien dar. Da
sowohl Fe(II) als auch Fe(Ill) in flockigen Prizipitaten vorlag, die sich auBlerdem zum Teil in
betrdchtlichem Ausmaf} an der Glaswand niederschlugen, war es nicht einfach, die exakien
Mengen beider Eisenspezies pro Kulturvolumen iiber kleine Aliquots zu ermitteln. Es gelingt

Jedoch problemlos, das Verhiiltnis der beiden Eisenspezies zueinander zu messen.
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Abbildung 12 stellt die Fe(ll)-Oxidation durch Stamm L7 dar. Dieses Isolat ist unter
autotrophen Bedingungen am schnellsten zu einer Fe(II)-Oxidation fahig. Nach Ablauf einer
Lag-Phase unterschiedlicher Dauer wurden 10 mmol Fe(II)/l innerhalb von 10 Tagen oxidiert.
Damit wuchs L7 mit Fe(Il) als Elektronendonator nicht viel langsamer als seine
Schwefelwasserstoff oxidierenden Verwandten Thiodictyon elegans und Thiodictyon
bacillosum. Die Dunkelkontrolle zeigte, daB durch die Manipulationen bei der
Probenentnahme kein Sauerstoff in die Kultur gelangte und Fe(II) chemisch oxidierte.

100

Fe (IIf) [ % Gesamteisen ]

Zeit[d ]

Abbildung 12: Wachstum einer autotrophen Kultur des Isolats L7.

In einer im Licht inkubierten Kultur mit 10 mM Fe(ll) wurde der Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen zu
verschiedenen Zeitpunkten bestimmt:

B: Kultur von L7, im Licht inkubiert.

O: Kultur von L7, im Dunkeln inkubiert.

Abbildung 13 zeigt das Wachstum der Isolate SW2, AL4 und L6 unter autotrophen
Bedingungen. Dieses dauerte nach Ablauf verschicden langer Lag-Phasen ca. 20 Tage, also
ungefihr doppelt so lange wie das entsprechende Wachstum von Isolat L7. Die Linge der
Lag-Phase war, wie auch bei Isolat L7, stark vom Alter des Inokulums abhangig. Die
Geschwindigkeit der Fe(II)-Oxidation wéhrend der Wachstumsphase war dagegen unter den
vorgegebenen Bedingungen Konstant.
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Abbildung 13: Wachstum von autotrophen Kulturen der Isolate (A) SW2, (B) AL4, (C) L6.

Bei im Licht inkubierten Kuituren mit 10 mM Fe(ll) wurde der Anteil von Fe(lil) am gesamten Eisen zu
verschiedenen Zeitpunkten bestimmt.

: Kulturen im Licht inkubiert.

0O: Kulturen im Dunkeln inkubiert.
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C.2.2. Nachweis des autotrophen Wachstums durch Bestimmen des
Zellertrags

Zum Nachweis des autotrophen Wachstums mit Fe(II) als Elektronendonator im Licht sollten
iiber dic Messung des Zellproteins die Wachstumsertrage bestimmt werden. In einem
Vorversuch mit Stamm L7 wurde ein Verhiltnis von Protein zu Trockenmasse von 0,55 bis
0,60 ermittelt. Dieser Wert stimmt auch mit dem fiir E. coli angegebenen iiberein (149) und
wurde auch als Berechnungsgrundlage fiir die Ermittlung der Zelltrockenmasse bei den Isolaten
SW2 und AL4 verwendet. Der theoretische Wert des Zellertrages von 7,5 g/mol wurde aus
folgender Reaktionsgleichung abgeleitet, in welcher (CH,0) die ungefahre Zusammensetzung
der Zellsubstanz darstellt:

4 FeCO3 + 10 HyO — 4 Fe(OH)3 + (CH,0) + 3 HCO3- + 3 H* (1)

Diese Gleichung wurde mit den vorherrschenden Mineralien in einem mit Bicarbonat
gepufferten Medium und bei einem pH-Wert nahe der Neutralitit formuliert. Eine Ausféllung
der Phosphate durch Eisen(I11)-Mineralien wurde nicht beriicksichtigt. Da zur Zeit die genaue
Natur der gebildeten Eisen(IlI)-Verbindungen unbekannt ist, wird das gebildete Fe(IIl) der
Einfachheit halber als Eisen(III)-Hydroxid dargestellt. Wie aus Tabelle 7 zu ersehen ist,
stimmen die Wachstumsertrige der autotrophen Kulturen recht gut mit dem theoretischen Wert
iiberein. Dic Fe(1I)-Oxidation wurde bei dem Isolat L7 durch Wasserstoff etwa um das doppelte
beschleunigt. Dabei wurde durch den Wasserstoff ein siebenfach hoherer Zellertrag als in
Kulturen mit Fe(Il) als einzigem Elektronendonor erzielt, was nochmals die Fihigkeit von L7

zu autotrophem Wachstum unterstreicht.
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Tabelle 7. Anaerobe Oxidation von Fe(ll) und Synthese von Zellmasse durch die
Fe(ll)-oxidierenden, phototrophen Isolate unter autotrophen Bedingungen.

Die Zellmasse wurde anhand des Proteingehalts der Kulturen bestimmt. Dazu wurden die
Eisenprazipitate und Zellen abzentrifugiert und das Eisen in HCI gelost. Das Protein wurde mit TCA
gefallt und das erhaltene Pellet gewaschen. Das Pellet wurde in verdiinnter NaOH aufgenommen und
die Proteinkonzentration nach Lowry bestimmt. ng: nicht getestet, da der verbrauchte H, nicht
gemessen wurde

Stamm
L7 L7 SwW2 AL4
eingesetztes Fe(ll) (mmolA) 10,0 10,0 10,0 10,0
Zuséatzlicher Elektronendonor - H2 - -
Oxidiertes Fe(ll) (mmolA) 9.5 9,6 9,5 9,3
produzierte Zelltrockenmasse (mg/l) 72 500 72 82
Wachstumsertrag (g/mol) 7.6 ng 7.6 8,8

C.2.3. Oxidation von FeS durch die phototrophen Isolate

Neben dem hauptsichlich als FeCO;3 prizipitierenden Fe(ll) gibt es mit FeS und FeS; zwei
weitere Eisen(IT)-Verbindungen von okologischer Bedeutung. Diese beiden Substanzen
unterscheiden sich vom FeCO3 dadurch, daB sie vollig unloslich sind. Auf FeS als Substrat
wurden Anreicherungen erhalten, die diese tiefschwarze Verbindung in ein hellbraunes
Sediment verwandelten.

Deshalb lag es nahe, die Fe(1l)-oxidierenden Isolate auch auf ein Wachstum auf FeS zu priifen.
Dabei wurde ein SiiBwassermedium ohne Sulfat verwendet, um so eine spilere quantitative
Bestimmung zu erleichtern. Es wurden 5 mmol FeS pro | als Substrat unter autotrophen
Bedingungen eingesetzt. Diese Konzentration stellt ungefihr die Grenze dar, bei der in flachen
Flaschen noch genug Licht fiir eine Photosynthese in die Kultur dringen kann. Die Isolate ALA4,
SW2 und L6 entfarbten die FeS-Suspension innerhalb von 14 Tagen. Das Isolat L7 verwertete
ebenfalls FeS, allerdings langsam innerhalb von zwei Monaten. Folgepassagen mit 20 %
Inokulum oxidierten die FeS-Suspension dann innerhalb von 3 Wochen. Obwohl nie ein
Wachstum auf freiem H»S beobachtet werden konnte und auch Thiosulfat nicht als
Elektronenquelle verwendet wurde, konnte man beim Wachstum auf FeS lichtbrechende
Tropfchen in den Zellen erkennen, die genauso aussahen wic die Schwefeltropfchen in jungen
Kulturen von Thiodictyon elegans. Das bedeutet, dal L7 Enzyme zur Oxidation von

Schwefelverbindungen besitzen mufl. Auch Rhodobacter capsulatus und Rhodopseudomonas
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palustris entfirbten unter autotrophen Bedingungen die schwarze FeS Suspension innerhalb
eines Monats. Folgepassagen des Isolats L7, mit 10 % Inokulum, oxidierten die FeS-
Suspension dann innerhalb von 2 Wochen. Sterile Kontrollen, die im Licht inkubiert worden
waren, blieben dagegen schwarz. Auf FeS gewachsene Kulturen wurden als Inokulum zur
quantitativen Bestimmung der gebildeten Endprodukte verwendet. Dazu wurden in sulfatfreiem
Medium genau 5 mM FeS als Substrat unter phototrophen Bedingungen eingesetzt. Das
Inokulum betrug 10 % und bei L7 20%, um eine kurze Wachstumszeit zu erreichen. Tabelle 8
zeigt, daB der Schwefelanteil des FeS quantitativ in Sulfat iiberfiihrt wurde. Daf3 die Werte iiber
5 mM liegen, riihrte von iiber das Inokulum eingetragenem Sulfat her. Man kann die FeS-
Verwertung dieser Isolate somit in folgender Gleichung darstellen:

4 FeS + 9 HCO3- + H* — 4 Fe(OH)3 + 4 SO2 + 9 (CH20) )

Tabelle 8. Oxidation von FeS durch phototrophe Fe(il)-oxidierende Isolate.

Die Kulturen wurden in sulfatfreiem Medium mit einer Suspension von FeS hergestelit und mit 10%
(Stamme SW2, L6, AL4) bzw 20% (Stamm L7) inokulum beimpft. Nachdem die schwarze Farbe
verschwunden war und mikroskopisch in Zellen von L7 keine Schwefelgranula mehr sichtbar waren,
wurde das Sulfat quantitativ durch lonenchromatographie bestimmt und eine Eisenbestimmung
durchgefiihrt.

gemessene Produkte

Stamm ;2';‘,’:;;:,‘,’;2,1 Sulfat [mM] Fe(ll) oxidiert

ALS4 Dunkel 0,8 -
Licht 5,2 +

Licht 4,4 +

L6 Dunkel 0,7 -
Licht 5,3 +

Licht 5,2 +

SwW2 Dunkel 0,8 -
Licht 5,3 +

Licht 5,4 +

L7 Dunkel 1,0 -
Licht 5,7 +

Licht 5,8 +
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C.2.3. Wachstum bei gleichzeitigem Vorhandensein von Fe(ll) und
organischem Substrat

Wenn man Kulturen in Medien mit Fe(Il) organisches Substrat als zusiitzlichen
Elcktronendonator und Kohlenstoffquelle zugab, stellte man nach vollstindiger Oxidation des
Fe(Il) im Mikroskop eine deutliche Erhohung der Zelldichte fest. Insbesondere bei den Isolaten
SW2, AL4 und L6 wurde ferner eine drastische Erhohung der Geschwindigkeit der Fe(II)-
Oxidation beobachtet: 10 mM Fe(I1) wurden in 5 Tagen vollstindig oxidiert, sofern nicht mehr
als 2 mM Acetat zugesetzt wurden. Das Isolat L7 bildete dagegen in Anwesenheit von Acetat
oder Glucose zwar deutlich mehr Zellmasse als unter autotrophen Bedingungen, die Steigerung
der Oxidationsgeschwindigkeit des Fe(II) war aber deutlich geringer als mit WasserstofT als
Cosubstrat. Fiir die Frage der Induzierbarkeit der Fihigkeit zur Fe(I1)-Oxidation war es zudem
von Interesse zu beobachten, ob das Eisen vor, wihrend oder nach der Verwertung des
organischen Substrates oxidiert wird. Um die aligemeine Giiltigkeit der dabei gemachten
Aussagen zu bestitigen, wurden jeweils mit Glucose bzw. Acetat zwei grundsitzlich
verschiedene organische Substrate angeboten. Bei der Verwertung von Acetat sind besondere
Assimilationsreaktionen erforderlich, da die Zelle von cinem C2-Korper ausgehend
Gluconeogenese und andere Biosynthesen betreiben mufl. Glucose kann dagegen leicht in die
wichtigsten Zellbausteine iiberfithrt werden.

Abbildung 14 zeigt das Wachstum von Stamm SW2 auf 5 mM Glucose und 10 mM Fe(ll).
Man erkennt, da3 beim Zusatz von Glucose in einer relativ hohen Konzentration von 5 mM
wihrend des Wachstums auf dem organischen Substrat keine Oxidation des Fe(I1) stattfand.
Man konnte sich allerdings auch einen Spezialfall vorstellen, in dem Glucose ein der bekannten
Katabolitrepression analoges Phinomen bewirkt haben konnte. Dabei hiitte Glucose dann die
Verwertung aller anderen Substrate reprimiert. Daher sollte die Fahigkeit zur Fe(11)-Oxidation
auch bei Verwendung von anderen organischen Substraten gepriift werden. Ein analoger
Versuch unter Verwendung von geringen Acetat-Konzentrationen als organischem Substrat war
auch deshalb von Interesse, da withrend der Kultivierung beobachtet wurde, daB sich die Fe(Il)
Oxidation bei den Isolaten SW2, AL4 und L6 drastisch steigern Liif3t, wenn man den Kulturen 1
mM Acetat zugab. In der Dunkelkontrolle wurde sichergestellt, dal wihrend der
Inkubationszeit keine Fe(Il)-Oxidation etwa durch Eintrag von Luftsauerstoff stattfand.
AuBerdem konnte festgestellt werden, dal das Isolat SW2 nicht zu einem heterotrophen

Dunkelwachstum auf Glucose durch Fermentation fihig war.
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Abbildung 14: Wachstum einer Kultur des Isolats SW2 auf Eisen und Glucose.

A : Im Licht inkubierte Kultur.

B : im Dunkeln inkubierte Kultur.

Von einer Kultur mit 10 mM Fe(ll) und 5 mM Giucose wurde der Verlauf der Glucosekonzentration und
der Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Als Inokulum diente
eine unter gleichen Bedingungen gezogene Vorkultur.

@: Glucosekonzentration

B Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen

O: Glucosekonzentration der Dunkelkontrolle

O: Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen der Dunkelkontrolle



Wie die Abbildungen 15 und 16 zeigen, wurde sowohl bei Verwendung einer hohen
Acetatkonzentration von 5 mM als auch bei Verwendungung einer niedrigen
Acetatkonzentration von 1 mM das organische Substrat zuerst verwertet und wihrend dieser
Zeit das Fe(II) nicht oxidiert. Die Dunkelkontrollen zu diesen Versuchen wurden aus Griinden
der Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet, da sie nur bestitigen, daB im Dunkeln keine Fe(II)-
Oxidation stattfand. Die Oxidation von Fe(Il) erforderte also offensichtlich die Anwesenheit
spezifischer Redoxkomponenten und kann nicht auch durch redoxaktive Proteine nebenbei
bewerkstelligt werden, da sonst wenigstens eine langsame Oxiation des Fe(II) schon bei dem
Wachstum auf organischem Substrat sichtbar gewesen wire. Die starke Beschleunigung der
Fe(IT)-Oxidation durch Zugabe organischer Substrate bei den Isolaten SW2, AL4 und L6
beruhte offensichtlich nur darauf, da8 nach dem anfinglichen Wachstum auf dem organischen
Substrat eine groBere Zahl aktiv wachsender Zellen fiir die Fe(Il)-Oxidation zur Verfiigung
stand als in rein autotrophen Kulturen. Die eigentliche Fe(II)-Oxidation fand nach Verbrauch
des organischen Substrates unter autotrophen Bedingungen statt.
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Abbildung 15: Wachstum des Isolats SW2 auf Eisen und einer hohen Acetatkonzentration.

Von einer im Licht inkubierten Kultur mit 10 mM Fe(ll) und 5 mM Acetat wurde der Verlauf der
Acetatkonzentration und der Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen zu verschiedenen Zeitpunkten
bestimmt.

@®: Acetatkonzentration

@\: Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen
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Abbildung 16: Wachstum des Isolats SW2 auf Eisen und einer niedrigen Acetatkonzentration.
Von einer im Licht inkubierten Kultur mit 10 mM Fe(ll) und 1 mM Acetat wurde der Verlauf der
Acetatkonzentration und der Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen zu verschiedenen Zeitpunkten
bestimmt.

@: Acetatkonzentration

H: Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen

Das Isolat L7 verwertete dagegen, wie in den Abbildungen 17 und 18 erkennbar ist, Fe(ll)
gleichzeitig mit dem organischen Substrat, unabhangig davon, ob Glucose oder Acetat
zugesetzt wurde. Diesc Feststellung ist bei der Beurteilung der Zellsuspensionsexperimente
von Bedeutung (siche C.5.2.). Die gleichzeitige Verwertung eines organischen
Elektronendonators und eincs organischen Substrats wurde auch bei Schwefelwasserstoff-
oxidierenden Chromatien beobachtet (56) . Aus Grinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die
Darstellung der Dunkelkontrolien verzichtet, da sie wiederum nur bestitigen, daB3 im Dunkeln
weder Fe(I1)-Oxidation noch Glucoseverbrauch stattgefunden hat
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Abbildung 17: Wachstum einer Kultur des Isolats L7 auf Eisen und Giucose.

Von einer im Licht inkubierten Kuitur mit 10 mM Fe(li) und 5 mM Glucose wurde der Verlauf der
Glucosekonzentration und der Anteil von Fe(lil) am gesamten Eisen bestimmt.

@: Glucosekonzentration

E: Anteil von Fe(ltl) am gesamten Eisen
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Abbildung 18: Wachstum des Isolats L7 auf Eisen und Acetat.

Von einer im Licht inkubierten Kuitur mit 10 mM Fe(ll) und 10 mM Acetat wurde der Verlauf der
Acetatkonzentration und der Anteil von Fe(lil) am gesamten Eisen zu verschiedenen Zeitpunkten
bestimmt.

®: Acetatkonzentration

H: Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen
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C.3. Physikochemische Charakterisierung der phototroph
gebildeten Eisen(lll)-Spezies

Um die durch die oben beschriebenen Isolate gebildeten Eisen(Ill)-Spezies naher zu
charakterisieren, sollte eine physikochemische Analyse durchgefiihrt werden. Dabei sollte sich
zeigen, ob auch stirker kristallines Eisen wie Goethit oder Hiamatit gebildet wurde.
Insbesondere war von Interesse, ob sich die durch die phototrophen Eisenoxidierer SW2 und
L7 gebildeten Eisen(11I)-Spezies voneinander unterschieden. Die Eisen(Ill)-Prazipitate von
Kulturen dieser Organismen hatten nidmlich eine unterschiedliche Farbintensitit. Durch SW2
und alle dhnlichen Isolate gebildetes Fe(I1) wies eine leuchtend orange Farbe auf, wihrend
durch L7 gebildetes Fe(I1]) eine blassere, kreidigere Farbung aufwies. Die Charakterisierung
wurde dankenswerterweise durch Frau Marianne Hanzlik vom Institut fiir Aligemeine und
Angewandte Geophysik der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen durchgefiihrt.

Die Proben zeigen morphologisch unterschiedliche Bereiche mit kugeligen Aggregaten und
fedrigen Anhiufungen. Elementaranalysen ergaben, daf8 durch L7 und SW2 gebildete Fe(I1I)-
Priizipitate zu ca. 95% aus Eisen-Phosphor-Verbindungen bestanden, die sehr schlecht
kristallisiert bzw. amorph waren. Nur an einigen wenigen Stellen war der Phosphoranteil
deutlich geringer. Bereiche mit einem niedrigen Phosphoranteil lagen zwischen den fedrigen
Aggregaten und bestanden aus cinem extrem feinkdrnigen Material. Beugungsaufnahmen
deuteten auf Maghemit (y-Fe;O3) hin. Durch Stamm L7 gebildetes Eisenprizipitat enthielt
davon etwas mehr als solches von Stamm SW2. Neben Maghemit gab es noch Spuren von
wahrscheinlich Lepidokrokit (y-FeOOH). Magnetische Hysteresemessungen an der Probe L7
lassen auf einen sehr geringen (ca. 5%) ferromagnetischen Anteil schlieBen. Dieses Ergebnis
steht in Einklang mit elektronenmikroskopischen Beobachtungen.
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C.4. Reduktion von phbtosynthetisch oxidiertem Fe(ll) durch
dissimilatorische Eisenreduzierer

C.4.1. Reduktion des Fe(lll) im Dunkeln durch Geobacter
metallireducens

Mit der Bildung von Fe(1lI) durch phototrophe Bakterien unter anoxischen Bedingungen steht
ein potentiéller Elektroncnakzeptor fiir chemotrophe anaerobe Abbauprozesse zur Verfiigung.
Daher wurde gepriift, ob das durch die Isolate L7 oder SW2 gebildete Fe(111) durch Fe(1II)-
reduzierende Bakterien als Elektronenakzeptor verwertet werden konnte. Als Fe(III)-
reduzierendes Bakterium wurde Geobacter metallireducens verwendet (129). Dazu wurden in
flachen 500 ml Flaschen autotrophe 250 m! Kulturen von L7 und SW2 angelegt. Nach
Erreichen einer orange-brauncn Farbung wurde den Kulturen 2,0 mM Acetat als
Kohlenstoffquelle fiir Geobacter zugegeben, und der Ansatz wurde mit Geobacter inokuliert.
Die Kulturen wurden dann bei 30°C im Dunkeln inkubiert, um eine erneute photosynthetische
Oxidation des durch die dissimilatorische Fe(I1I) Reduktion von Geobacter gebildeten Fe(II)
auszuschlieBen. Acetat wurde deshalb als Kohlenstoffquelle verwendet, weil es von Geobacter
sehr gut verwertet werden kann, aber von SW2 im Dunkeln nicht assimiliert wird. Fiir die
Oxidation von | mol Acetat durch Geobacter werden 8 mol Fe(III) benotigt (30) :

CH;3-COO" + 2 HyO + 8 Fe(OH); — 2 FeCO;3 + 6 Fe2t + 13 OH + 7 H,0 3)

Abbildung 20 zeigt die Oxidation von Acctat durch Geobacter mit Fe(I11) aus einer autotrophen
Kultur von SW2 mit 10 mmol Eisen/l. Vor dem Zusatz von Geobacter waren ca. 8 mM Fe(I11)/1
gebildet worden. Man kann erkennen, daf3 das Fe(III) vollstindig zu Fe(II) reduziert \\_'urde.
Das mikrobicll oxidierte Fe(1II) wurde nicht wie durch Lauge gefilltes Fe(OH)3 zu Magnetit als
Hauptprodukt umgesctzt (132), sondern vollkommen zu Fe(II) reduziert. Die orange-braunc
Fe(IIT) Suspension wurde dabei farblos und es wurden mikroskopische, farblose Kristalle
sichtbar, die wahrscheinlich aus Siderit bestanden (siche Abbildung 19). Abbildung 21 zeigtc
die Acetatoxidation durch Geobacter mit Fe(IIl) aus einer autotrophen Kultur von L7 mit 10
mM Eisen. Beziiglich der Geschwindigkeit und Vollstiangikeit der Reduktion des Fe(I1I)
bestanden also zwischen den durch die Isolate L7 und SW?2 gebildeten Eisen(11I)-Spezies keinc
Unterschiede.
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Abbildung 19: Bildung von Sideritkristallen nach der Fe(lll)-Reduktion durch
Geobacter.

Zu einer autotrophen Kultur von SW2 mit 10 mM Fe(ll) wurden nach Beendigung des Wachstums 2
mM Acetat zugegeben und der Ansatz mit Geobacter metallireducens beimpft. Die Inkubation erfolgte
im Dunkeln bei 30°C. Der undurchsichtige orange-braune Niederschlag verschwand im Verlauf des
Wachstums und das Medium wurde farblos. In Proben der Kultur wurden farblose Kristalle sichtbar, die
wahrscheinlich aus Siderit und Eisen(ll)-Phosphaten bestanden. Der Balken bezeichnet 10 ym.
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Abbildung 20: Wachstum von Geobacter metallireducens auf durch SW2 oxidiertem Eisen.

Zu einer gewachsenen Kultur von Stamm SW2 mit 10 mmol Gesamteisen/t wurde Acetat zugegeben
und der Ansatz mit Geobacter beimpft. Die Kultur wurde dann bei 30°C im Dunkeln inkubiert. Der
Verlauf der Acetatkonzentration und der Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Das durch die phototrophen Orgamsmen gebildete Fe(lll) kann
wieder volistandig als Elektronenakzeptor verwendet werden.

A: @: Acetatkonzentration
B: Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen

B: @®: Acetatkonzentration in einem Kontrollansatz chne Zugabe von Geobacter.
B: Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen in einem Kontrollansatz chne Zugabe von
Geobacter.
A: Anteil von Fe(ill) am gesamten Eisen in einem weiteren Kontrollansatz mit Geobacter
ohne Zugabe von Acetat.
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Abbildung 21: Wachstum von Geobacter metallireducens auf durch L7 oxidiertem Eisen.

Zu einer gewachsenen Kultur von Stamm L7 mit 10 mmol Gesamteisen/l wurde Acetat zugegeben und
der Ansatz mit Geobacter inokuliert. Die Kultur wurde dann bei 30°C im Dunkeln inkubiert. Der Verlauf
der Acetatkonzentration und der Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten bestimmt. Das durch die phototrophen Organismen gebildete Fe(lll) kann wieder
volistandig als Elektronenakzeptor verwendet werden.

A: ®: Acetatkonzentration
®: Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen

B: ®: Acetatkonzentration in einem Kontrollansatz ohne Zugabe von Geobacter.
m: Anteil von Fe(lil) am gesamten Eisen in einem Kontrollansatz ohne Zugabe von
Geobacter.
A: Anteil von Fe(lil) am gesamten Eisen in einem weiteren Kontroliansatz mit Geobacter
ohne Zugabe von Acetat.
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C.4.2. Kokultur zwischen Rhodobacter ferrooxidans und Geobacter
metallireducens mit Eisen als Ubertriagervon Elektronen

In Analogic zu bekannten Kokulturen zwischen Desulfuromonas acetoxidans und Chlorobium
limicola kann man sich eine Kokultur zwischen einem phototrophen, Fe(l1)-oxidierenden und
einem dissimilatorisch Fe(IlI)-reduzierenden Organismus vorstellen. In der Kokultur zwischen
Chlorobium und Desulfuromonas oxidicrt das Chlorobium Schwefelwasserstoff im Licht zu
elementarem Schwefel und Desulfuromonas reduziert diescn dann als Elektronenakzeptor in
einem Respirationsvorgang wieder zu Schwefelwasserstoff. In dem auf Eisen basierenden
analogen Fall sollte durch das Isolat SW2 das Fe(II) im Licht zu Fe(IIl) umgesetzt werden,
welches dann Geobacter metallireducens als Elektronenakzeptor bei der Oxidation von
organischem Substrat dient. Diese Idee ist in Abbildung 22 nochmals verdeutlicht.

Als organisches Substrat wurde Benzoat gewihlt, da diese Verbindung zwar von Geobacter
gut verwertet wird, dagegen von SW2 nicht assimiliert werden kann, wic die Substrattests
zeigten. Zudem ist eine Dissimilation von Benzoat nur tiber eine Respiration und nicht etwa
durch Fermentation moglich. Nachteilig an diesem Substrat ist eine gewisse Giftigkeit. In
Vorversuchen konnte gezeigt werden, dal Stamm SW?2 bei hoheren Benzoatkonzentrationen als
1 mM schr langsam wachst. Gutes Wachstum von SW2 war lediglich unterhalb von 0,5 mM
Benzoat zu beobachten. Daher sollte keine wesentlich hohere Benzoat-Konzentration in dem
Versuch eingesetzt werden. Das Isolat L7 zeigte gegeniiber Benzoat cinc noch groflerc
Empfindlichkeit, so daf} die Kokulturexperimente hier nicht moglich waren. Zur Etablierung der
Kokultur wurde Geobacter mehrere Passagen auf synthetisch hergestelltem Eisen(l1I)-hydroxid
gezogen, um das ber der Stammkulturhaltung verwendete losliche Eisen(III)-citrat zu
verdiinnen. Dann wurden je 1 ml einer solchen Geobacter Kultur und 1 ml einer
ausgewachsenen SW2-Kultur zu 10 ml SiiBwassermedium, das Selenit und Wolframat als
zusitzliche Spurenclemente sowic 5 mM Fe(II) enhielt, gegeben und I mM Benzoat als
Substrat zugesetzt. Da, was zu diescm Zeitpunkt noch unbekannt war, dicse
Benzoatkonzentration bereits leicht inhibicrend wirkt, entwickelte sich das mikrobiclle
Wachstum nur schr langsam. Nach ca. einmonatiger Inkubation ber 20°C im Licht wurde das
Benzoat dann durch Ionenchromatographic bestimmt. Dabei wurde in den im Licht inkubierten
Rohrchen nur noch wenig der von SW2 nicht assimilierbaren Substanz gefunden. Dagegen war
in einer im Dunkeln inkubierten Kontrolle und ebenso in einer Kontrolle ohne Geobacter noch
die urspriinglichc Menge Benzoat zu finden. Diesc Ergebnisse sind noch einmal in Tabelle 8
zusammengelal3t.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung einer Kokultur zwischen anaeroben Eisenoxidierern

und Eisenreduzierern.

Geobacter metallireducens ist zur Verwendung seines Substrats Benzoat auf das durch Rhodobacter

ferrooxidans zur Verfiigung gestelite Fe(lli) als Elektronenakzeptor angewiesen. Das durch

dissimilatorische Fe(lll)-Reduktion gebildete Fe(ll) dient Rhodobacter ferrooxidans wiederum ais

Elektronendonator fiir die CO»-Fixierung.

Abbildung 23: Kokultur zwischen Geobacter metallireducens und dem Isolat sSw2.

Die Kokultur wurde in Anwesenheit von 5 mM Fe(ll) und insgesamt 1,1 mM Benzoat im Licht bei 20°C
inkubiert. Um das eingesetzte Benzoat zu oxidieren, muBte das Eisen mindestens 6 mal einen

anaeroben Redoxzyklus durchlaufen haben. Der Balken bezeichnet 10 ym.
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Tabelle 8: Etablierung einer Kokultur zwischen SW2 und Geobacter
Kokulturen mit ca. 1 mM Benzoat wurden bei 20°C ins Licht gelegt. Nach einer Inkubationszeit von
einem Monat wurde die verbleibende Benzoat-Konzentration bestimmt.

Licht verbleibendes

Benzoat [mM]
SW2 und Geobacter + 0,3
SW2 allein + 1,1
Geobacter allein + 1,2
SW?2 und Geobacter - 1,0

Das Rohrchen mit der positiven Kokultur diente dann als Inokulum fir weitere Passagen in
SiiBwassermedium mit 5 mM Fe(Il). Als Substrat wurden 0,4 mM Benzoat zugesctzt. Die
Kokultur blieb iiber drei Passagen stabil. In Abbildung 23 ist zu schen, daB sich in den
Kokulturen weit mehr Zellen befanden, als sich allein bei der autotrophen Oxidation von 5 mM
Fe(11) hiitten bilden konnen. In dicsem Falle hatten nur vereinzelt einige Zellen zu sehen sein
sollen. Dies war ein weiterer Beweis dafiir, da3 dic Kokultur zu einer syntrophen
Benzoatoxidation fihig war. Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung von Benzoat auf
der HPLC decklen sich mit den mikroskopischen Beobachtungen: Hohe Zelldichten wurden
ausschlieBlich dann beobachtet, wenn ein Benzoatabbau stattgefunden hatte. Dic Benzoat-
Verwertung in den Kokulturen war, wie Kontrollen zeigten, sowohl von der Anwescnheit von
Fe(I1) als auch von der Inkubation im Licht abhangig. Nur einer der beiden Organismen allein
konnte den Benzoat-Abbau nicht durchfihren.

Mit zwei solcher 10 ml Kokulturen wurde dann cine 250 ml Kultur mit S mM Fe(Il) und 0,4
mM Benzoat in einem 500 ml Kolben angelegt und jeden Tag Benzoat und das Verhiltnis von
Fe(II) zu Fe(Ill) gemessen. Abbildung 24 zeigt das Ergebnis dieser Messungen. Als einc
zunchmende Oxidation des Fe(Il) meBbar wurde, wurde zu dem mit dem Pfeil bezeichneten
Zeitpunkt nochmals Benzoat in éiher Konzentration von ca. 0,6 mM zugesetzt. Es ist
erkennbar, daB eine mefibare Oxidation des Fe(II) erst erfolgte, als das Substrat Benzoat
aufgebraucht war. Offensichtlich fehlte dann die fortwahrende dissimilatorische Reduktion des
photosynthetisch gebildeten Fe(I1l) durch Geobacter, so daBl dic Menge an Fe(liI) durch die
Photosynthese von Stamm SW2 zunahm. Bei abermaliger Zugabe von Substrat hiclten sich,
solange noch Benzoal vorhanden war, die Fe(111) Reduktion und die Fe(II) Oxidation ber der
vorgegebenen Lichtintensitidt ungefdhr die Waage. Eine vollstandige Oxidation des Eisens

erfolgte erst dann, als wiederum kein Substrat mehr vorhanden war. Dieser Effckt war auch 1n
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dem in Bild B der Abbildung 24 dargestellten Kontrollversuch zu erkennen. Wenn das Benzoat
als Elektronendonator fiir Geobacter fehlte, unterbliebt die fortwahrende Reduktion von Fe(I1l).
Somit ist nur die Fe(II)-Oxidaton durch Rhodobacter zu erkennen. In Bild C der Abbildung 24
wird gezeigt, daB einc durch das Inokulum bedingte Eisenkonzentration von 0,5 mM nicht
ausreichte, um das Wachstum in Kokultur zu ermoglichen. Gleichzeitig wurde damit
sichergestellt, daB Rhodobacter ferrooxidans nicht zu einer photoheterotrophen Oxidation des
Benzoats befihigt ist.

Insgesamt wurden bei dem in Bild A der Abbildung 24 gezeigten Versuch 1,0 mM Benzoat
oxidiert. Da Geobacter metallireducens eine vollstindige Oxidation der organischen Substanz

durchfiihrt, gilt folgende Reaktionsgleichung:

CgHsCOO- + 30 Fe(OH); — 7 FeCOs + 23 Fe2* + 47 OH- + 24 H,0 4

Dies bedeutet, daB fiir die vollstindige Oxidation von 1,0 mM Benzoat 30 mM Fe(III) benotigt
wiirden. Da aber nur 5 mM Fe(Il) in das System eingesetzt wurden, mufite das Eisen
mindestens 6 mal den Redoxzyklus zwischen Fe(I1) und Fe(Ill) durchlaufen haben. In dem
System mit Geobacter und Stamm SW?2 fungierte das Eisen somit in analoger Weise als
Transporter von Redoxiquivalenten wie der Schwefel im System Desulfuromonas und
Chlorobium. Dabei verblieb offensichtlich alles Eisen im Redoxsystem und wurde nicht als
Magnetit oder andere inerte Verbindung abgelagert, da sich keine auf Magnetit hindeutenden,
schwarzbraunen Ablagerungen bildeten. Magnetit wird in der Literatur als das Endprodukt der
Fe(I1)-Reduktion beschrieben (132).

Abbildung 24: Verlauf des Fe(lll)-Gehalts und der Benzoatkonzentration in einer
Kokultur von Geobacter metallireducens und Rhodobacter ferrooxidans.

A: Kokultur im Licht in Anwesenheit von Benzoat.

B: Kokuitur im Licht ohne Zugabe von Benzoat.

C: Kokultur im Licht mit einer Fe(ll)-Konzentration von nur 0,5 mM

Von einer im Licht inkubierten Kokultur mit 5 mM Fe(ll) und 0,4 mM Benzoat wurde der Anteil von
Fe(lil) am gesamten Eisen in Abhangigkeit von der Zeit bestimmt. In Ansatz A. wurde zu dem mit einem
Pfeil bezeichneten Zeitpunkt wurden nochmals 0,6 mM Benzoat zugegeben.

@: Benzoatkonzentration

@: Anteil von Fe(lll) am gesamten Eisen
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C.5. Expressionsstudien mit Stamm L7

C.5.1. Zellsuspensionen von auf Fe(ll) und Hy gewachsenen Zellen
von Stamm L7

In einem Zellsuspensionsexperiment sollte noch einmal die Abhéngigkeit der Fe(II)-Oxidation
von Licht und die Verwendung von CO; als Elektronenakzeptor aufgezeigt werden.

Kulturen, die ausschlieBlich auf Fe(ll) gewachsen waren, bildeten so wenig Zellmasse, daf3
diese nicht von den Fe(l11)-Prizipitaten abgetrennt werden konnte. Alle Versuche, das Eisen
durch Komplexbildung (mit 100 mM Citrat oder 2 % Oxalat) zu l6sen und dennoch lebende
Zellen zu erhalten, schlugen fehl. Daher wurden Kulturen verwendet, die auf H» und Fe(II)
angezogen worden waren. Diese wurden als 250 m! Kulturen in flachen S00 ml Flaschen
angesetzt und der Gasraum wurde mit Ha/CO,-Gemisch begast. Es bildeten sich recht groBe,
makroskopische Zecllaggregate, die nach umschiitteln schneller sedimentierten als die
Eisenniederschlige. Daher waren diese Zellen mit einem Scheidetrichter abtrennbar. Spater
verlor der Stamm zunehmend seine Fihigkeit, Zellaggregate zu bilden. Dann konnte man die
Zellen aus Kulturen, die auf Fe(II) und H, gewachsen waren, einfach dadurch gewinnen, daB
man die Kulturflaschen nach Oxidation des Fe(ll) aufrecht hinstellte. Die Eisen(l1l)-Préazipitate
sanken dann ab und die vakuolenhaltigen Zellen trieben im Medium und konnten abzentrifugiert
werden. Leider funktionierte dieses Verfahren mangels Zellmasse nicht bei Kulturen, die einzig
auf Fe(Il) gewachsen waren, da hier die wenigen gebildeten Einzelzellen groBteils im Sediment
gefangen blieben. Die geernteten Zellen wurden in Puffer S (siehe B.2.11.) gewaschen, um sie
von Fe(111) und HCOj5 aus der Kultur zu belreien. Um die Zellen beim Abzentrifugieren nicht
zu beschidigen, wurden sie bei 5000 rpm 15 min in einem JA-10 Rotor (Beckman Instruments,
Palo Alto) abzentrifugicrt. Bei der mikroskopischen Kontrolle erschienen die Zellen zwar
unbeschidigt, hatten jedoch ihre schonen Vakuolen eingebiit. Die Suspensionen wurden in
abgeschwichtem Licht im Brutkiihlschrank bei 18°C fir 24 h inkubiert. Wihrend der
Inkubation wurden alle 2 Stunden Proben gecnommen und das Fe(Il) bestimmt. Am Ende des
Versuchs wurde die in die einzelnen Suspensionen eingesetzte Zelldichte iiber Bestimmung der
Proteinkonzentration ermittelt. Zum AufschlicBen der Zellen wurden dazu die Suspensionen auf
0,1 M NaOH eingestellt, fir 6 min im Kochwasserbad erhitzt und anschlieBend nach der
Methode von Bradford dic Proteinkonzentration bestimmt.
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In Abbildung 25 ist zu schen, daB die Suspensionsversuche die Ergebnisse aus den
Wachstumsversuchen bestdtigen. Fe(Il) wurde nur im Licht oxidiert, nicht dagegen im
Dunkeln. Wenn man einen Ansatz aus dem Licht ins Dunkel brachte, dann wurde die Fe(II)-
Oxidation augenblicklich gestoppt. Dies spricht dafiir, daB die Fe(II)-Oxidation direkt durch
die photosynthetische Elektronentransportkette erfolgt. In dem Ansatz ohne zugegebenes
Bicarbonalt erfolgte nur eine sehr langsame Oxidation des Fe(Il). Die noch vorhandene
Aktivitdt war sicherlich auf nicht abgewaschene Reste an Bicarbonat zuriickzufiihren. Es war
aber klar erkennbar, daB CO, als Elektronenakzeptor zur Fe(II)-Oxidation notwendig ist.

Fe (II) / Protein [ mmol/g ]

0 | | 1 |
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Abbildung 25: Zellsuspensionsexperiment von auf Fe(ll) und H2 kultivierten Zellen von Stamm
L7.

Zellaggregate aus einer auf 10 mM Fe(ll) und H2 als Elektronendonatoren gewachsenen Kultur
wurden mit einem Scheidetrichter geerntet, gewaschen und in ca. 10 facher Zelldichte in Puffer S (50
mM HEPES, 20 mM NaCl, pH 7,0) suspendiert. Als Substrate wurden 1 mM Fe(ll) und 1 mM HCO3-
zugegeben. Der zu verschiedenen Zeitpunkten gemessene Fe(ll)-Gehalt wurde auf den Proteingehalt
des betreffenden Ansatzes bezogen.

B: Suspension im Licht

O: Suspension im Dunkeln

A: Suspension, die zu dem durch den Pfeil angegebenen Zeitpunkt aus dem Licht genommen und im
Dunkeln weiterinkubiert wurde

¢: Suspension ohne Zugabe von CO2



C.5.2. Suspensionsversuche mit auf Acetat gewachsenen Zellen
von Stamm L7

Wihrend in Kulturen von Stamm SW2 organische Substrate die Fe(Il)-Oxidation
unterdriicken wurde Fe(II) in Kulturen von Stamm L7 gleichzeitig mit Acetat verwertet (siche
C.2.4.). Somit konnte die Fahigkeit zur Fe(I)-Oxidation in Stamm L7 auch konstitutiv
vorhanden sein. Deshalb sollte in einem Zellsuspensionsversuch untersucht werden, ob
photoheterotroph auf Acetat angezogene Zellen von L7 augenblicklich zur Fe(II)-Oxidation
fahig waren.
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Abbildung 30: Zellsuspensionsexperiment mit auf Acetat kultivierten Zellen von Stamm L7.
Zellen, die auf 5 mM Acetat gewachsen waren, wurden durch Zentrifugation geerntet, gewaschen und
in 10 facher Zelldichte in Puffer S (50 mM HEPES, 20 mM NaCl, pH 7,0) suspendiert. Als Substrat
wurde 1 mM Fe(ll) und 1 mM HCOj- zugegeben.

B: Verhaltnis Fe(ll) / Protein einer Suspension im Licht

@®: Verhaltnis Acetat / Protein einer anderen Suspension im Licht

0: Verhaltnis Fe(ll) / Protein einer Suspension im Dunkeln

O: Verhiltnis Acetat / Protein einer anderen Suspension im Dunkeln
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Die Zellsuspensionsansitze enthielten 1 mM Acetat oder 1 mM FeSO4 und jeweils 1 mM
NaHCOsj;. Die dunklen Symbole in Abbildung 30 zeigen, daB diese Zellen innerhalb der
MeBdauer kein Fe(II) oxidierten. Zur Kontrolle, ob die Zellen bei der Herstellung der
Suspensionen stoffwechselaktiv geblieben waren, wurde in aus der gleichen Zellcharge
hergestellten Ansidtzen der photoheterotrophe Acetat-Verbrauch gemessen. In der
Dunkelkontrolle wurde Acetat durch die Zellen ausgeschieden. Wahrscheinlich handelte es sich
hierbei um ein Girungsendprodukt, das aus Speicherstoffen gebildet wurde. In einer
Kontrolisuspension im Licht ohne zugegebenes Bicarbonat wurde kein Acetat verbraucht (nicht
gezeigt).

Aus diesem Versuch war erkennbar, daf auch in dem Isolat L7 das Fe(lI)-oxidierende System
induziert werden muf.

C.5.3. Zellsuspensionen von auf Hy gewachsenen Zellen von L7

Fiir die Reinigung von Redoxkomponenten, die fiir die Fe(II)-Oxidation spezifisch sind, war es
notwendig, Isolat L7 in groBen Mengen anzuziehen. Dabei war es notwendig, Medien mit
moglichst geringem Eisenanteil zu verwenden, da sonst eine gleichmiBige Beleuchtung des
groBen KulturgefdBes schwierig zu bewerkstelligen gewesen wire. Zudem ergaben sich
Probleme bei der Zellernte oder beim ZellaufschluB in Anwesenheit von groBeren Mengen an
Eisenpartikeln. Daher sollte untersucht werden, ob auch bei einer Anzucht von Zellen auf
reinem Wasserstoff in mit Ascorbat reduziertem Medium die Fahigkeit zur Fe(II)-Oxidation
exprimiert wurde. Hierfir wurden Zellen auf Wasserstoff angezogen und in
Zellsuspensionsexperimenten mit 1 mM FeSO4 und 1 mM NaHCO; eingesetzt. Wie in
Abbildung 27 erkennbar ist, waren auch Zellen, die auf Wasserstoff angezogen worden waren,
zu einer sofortigen Oxidation des Fe(II) fdhig. Allerdings verlief diese Oxidation, bezogen auf
die Zellmasse, nur mit ca. der halben Geschwindigkeit der Fe(II)-Oxidation durch Zellen, die
auf Fe(II) und Wasserstoff angezogen worden waren. Da eine Anzucht von zur Fe(Il)-
Oxidation fahigen Zellen auf Wasserstoff einfach durchfiihrbar war, wurde sie fiir die
Gewinnung von Zellmasse fiir Proteintrennungen (siehe C.6.1) verwendet.
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Abbildung 27: Zelluspensionsexperiment mit auf H, kultivierten Zellen von Stamm L7.
Zellen, die auf Hz gewachsen waren, wurden durch Zentrifugation geerntet, gewaschen und in 10
facher Zelldichte in Puffer S (50 mM HEPES, 20 mM NaCl, pH 7,0) suspendiert. Als Substrat wurde 1

mM Fe(ll) und 1 mM HCO3" zugegeben.
@: Fe(ll) / Pratein einer Suspension im Licht.
Q: Fe(ll) / Protein einer Suspension im Dunkeln.
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C.5.4. 2D-Gelelektrophorese von Zellen des Stammes L7 unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen

Fiir zukiinftige biochemische Untersuchungen des eisenoxidierenden Systems sollte mit Hilfe
der 2D-Gelelektrophorese nach Proteinen gesucht werden, die spezifisch und in relativ groBen
Mengen in Fe(Il)-oxidierenden Zellen exprimiert werden. Dabei wurde die Beobachtung
genutzt, daB auf den Substraten H, und Fe(Il) angezogene Zellen im Gegensatz zu den nur auf
Acetat gezogenen Zellen die Fahigkeit zur Fe(Il)-Oxidation exprimierten. In Abbildung 28 ist
eine 2D-Gelelektrophorese von Gesamtextrakten aus Zellen zu sehen, die auf H, und Fe(Il)
gewachsen waren. In der Horizontalen wurde eine Auftrennung der Proteine durch
isoelektrische Fokussierung, in der Vertikalen durch SDS-Gelelektrophorese vorgenommen.
Die Position der Proteine in dem Chromatogramm wurde durch Silberfiarbung sichtbar
gemacht. Die eingesetzten Zellen waren, wie aus den Zellsuspensionsversuchen bekannt war,
zu einer schnellen Fe(ll)-Oxidation fiahig. Das mit dem Pfeil markierte Protein mit einer
Molekiilmasse von etwa 8 - 10 kDa war in den Fe(Il)-oxidierenden Zellen in gro3en Mengen

vorhanden.

Fiihrte man eine 2D-Gelelektrophorese von ganzen Zellen, die auf Acetat gewachsen waren,
durch, so entstand das in Abbildung 29 sichtbare Chromatogramm. Als Beispiel soll wieder das
mit dem Pfeil markierte Protein dienen. Dieses war bei photoheterotrophem Wachstum
offensichuich wesentlich schwicher exprimiert. Der Umweg iiber das 2D-Chromatogramm zur
Identifizierung von an der Fe(I1)-Oxidation beteiligten Komponenten mufite gegangen werden,
da eine Reinigung einer Fe(ll)-oxidierenden Komponente nach ihrer Aktivitiit nicht moglich
schien. Gelostes Fe(ll) war nimlich ein gutes Reduktionssmittel (iir etliche
Redoxkomponenten. Daher sollte eine spezifische Identifizierung der an der

Elektronentransportkette beteiligten Komponenten iiber Aktivititstests extrem schwierig sein.

Ferner wurden Zellen, die aus einer Massenkultur auf H, ohne Zusatz von Fe(Il) stammten,
aufgeschlossen und iiber 2D-Gelelektrophorese untersucht. Wiederum erkennt man an der mit
dem Pfeil gekennzeichneten Stelle einen Proteinfleck (siehe Abbildung 4). Das Protein wurde
deutlich stirker exprimiert als in photoheterotroph gezogenen Zellen, jedoch nicht ganz so stark
wie beim Wachstum in Anwesenheit von Eisen. Die unterschiedlichen Intensititen dieser
Proteinflecke stehen im Einklang mit den beobachteten unterschiedlichen Fe(11)-Oxidationsraten
ganzer Zellen (siehe C.5.1., C.5.2., C.5.3.).
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Abbildung 28: 2D-Chromatogramm von auf Fe(ll) und H, gewachsenen Zellen des
Isolats L7.

Zellen wurden auf 10 mM Fe(ll) und H, angezogen und die Zellaggregate von den volumindsen Fe(lil)
Niederschlagen mit Hilfe eines Scheidetrichters abgetrennt. Nach dem Offnen der Zellen in einer
French Presse wurden die Proteine mit TCA gefallt, die Lipide mit Aceton extrahiert und das
Zellprotein einer 2D-Gelelektrophorese unterworfen. Der Pleil deutet auf ein ca. 8 kDa groBes,
redoxaktives Protein, das in Zellen, die zu einer Fe(ll)-Oxidation tahig sind, stark in Erscheinung tritt.
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Abbildung 29: 2D-Chromatogramm von photoheterotroph auf Acetat gewachsenen
Zellen des Isolats L7.

Zellen wurden auf 5 mM Acetat in Gegenwart von 4 mM Ascorbat als Reduktionsmittel angezogen und
die Zellaggregate durch Zentrifugation geerntet. Nach dem AufschluB3 der Zellen in einer French
Presse wurden die Proteine mit TCA gefallt, die Lipide mit Aceton extrahiert und die Zellproteine nach
Aufidsung in Solubilsierungspuffer einer 2D-Gelelektrophorese unterworien. An der mit dem Pfeil
gekennzeichneten Stelle lauft ein redoxaktives Protein, das in photoheterotroph gezogenen Zellen,
die kein Fe(ll) oxidieren kénnen, nur schwach exprimiert wurde.
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Abbiidung 30: 2D Chromatogramm von auf H, gewachsenen Zellen des Isolats L7.
Zellen wurden auf H, inGegenwart von 4 mM Ascorbat als Reduktionsmittel angezogen und durch
Zentrifugation abgetrennt. Nach dem Offnen der Zellen in einer French Presse wurden die Proteine
mit TCA gefallt, die Lipide mit Aceton extrahiert und das Zellprotein einer 2D-Gelelektrophorese
unterworfen. Der Pfeil deutet auf ein ca. 8 kDa groBes, redoxaktives Protein. Dieses tritt auf Hp
gezogenen Zellen, die zu einer Fe(ll)-Oxidation mit geringerer Rate fahig sind, etwas schwécher als
bei mit Fe(ll) und H, gewachsenen Zellen in Erscheinung.
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C.6. Erste biochemische Charakterisierung eines spezifisch
exprimierten Proteins aus Fe(ll)-oxidierenden Zellen

C.6.1. Reinigung eines bei der Fe(ll)-Oxidation exprimierten Proteins

Bei der Herstellung von Rohextrakten aus mit Hy gezogenen Zellen von Stamm L7 fiel auf, da
der Uberstand nach einer Zentrifugation bei 100.000 x g kriftig braun gefarbt war. Dieser
Ultrazentrifugationsiiberstand enthielt nur noch die l6slichen Proteine, aber nicht mehr die
Membranen mit ihren photosynthetischen Pigmenten. Dagegen war ein
Ultrazentrifugationsiiberstand aus photoheterotroph gewachsenen Zellen weit weniger intensiv
gefdarbt. Daher wurde vermutet, daB Zellen, die auf H; und Fe(Il) gewachsen waren, ein
braunes Protein enthielten, das an der Fe(II)-Oxidation beteiligt war. Trennte man die 10slichen
Proteine bei pH 7 auf einer DEAE-lonenaustauschersdule auf, so befand sich die braune
Fdrbung vollstindig im Durchlauf. Eine weitere, rotlich-braune Bande wurde beim Spiilen der
Sédule mit 1 M KCI eluiert. Diese konnte zwar aufgefangen und zur Messung eines Spektrums
im mit Luft oxidierten sowie mit Dithionit reduzierten Zustands verwendet werden, fiir eine
weitere Reinigung war aber zu wenig Protein vorhanden. In dem in Abbildung 33 gezeigten
Spekirum des mit Dithionit reduzierten Proteins sind deutlich Absorptiosbanden bei 418, 520
und 551 nm zu sehen. Diese sind fiir ein Cytochrom ¢ charakteristisch, wie es fiir Chromatium
vinosum beschrieben worden ist (85).

Der intensiv braun gefarbte Durchlauf der DEAE-Siule konnte bis zu 70 % Sittigung mit
Ammoniumsulfat versetzt werden, ohne da3 dic braune Farbe prizipitierte. Damit war eine gutc
Methode gefunden, um das Protein weiter zu reinigen, denn es band weder bei hohem noch bei
niedrigem pH-Wert an Anionen- oder Kationenaustauschersaulen. Eine weitere Reinigung des
Proteins konnte dann durch Gelfiltration iiber eine Superose 12®-Siule erreicht werden.
Abbildung 31 zeigt auf einem SDS-Gel aufgetrennte Proben der einzelnen Reinigungsschritte.
Am Ende der Reinigungsprozedur wurde das Protein gegen Puffer I (siehe B.4.3.) mit 50%
Glycerin dialysiert und bei -20°C aufbewahrt. Leider zerfiel es bei der Lagerung unter den
verwendeten Bedingungen in kleinere Bruchstiicke, wie bei der SDS-Gelelektrophorese zu
erkennen war. Daher wurde nur frisch gereinigtes Protein fiir die 2D-Gelelektrophorese
verwendet, um zu iiberpriifen, ob es sich bei ihm um das in den vorausgegangenen 2D-
Gelelektrophoresen beobachtete 8 kDa Protein handelte.
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Abbildung 31: Darsteilung der Anreicherung des braunen Proteins durch SDS-
Gelelektrophorese.

Ausgehend von 4,5 g auf H, gezogenen Zellen wurde das fiir die charakteristische braune Farbe des
Zellextraktes verantwortliche Protein angereichert. Bei den einzelnen Anreicherungsschritten wurden
Proben entnommen und in einer denaturierenden SDS Gelelektrophorese mit einem
Polyacrylamidgehalt von 15% aufgetrennt. Das Gel wurde nach der Elekirophorese mit Coomassie
getarbt. Spuren:

1: Zellextrakt

2: Durchlauf aus der DEAE-Saule

3: Uberstand der Ammoniumsulfat-Fallung (70% Sattigung)

4: Vereinigte braune Fraktionen der Gelfiltration
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C.6.2. Charakterisierung des reinen Proteins durch Gelfiltration,
Spektrophotometrie und 2D-Gelelektrophorese

Abbildung 34 zeigt das Elutionsverhalten des braunen Proteins zusammen mit dem von
Eichsubstanzen auf einer Superose 12®-Siule. Das Protein besal ein Molekulargewicht von ca.
8 kDa. Die in Abbildung 32 dargestellten Absorptionsspekten im mit Luft oxidierten und mit
Dithionit reduzierten Zustand zeigten, da8 das Protein redoxaktiv war. Die Absorptionsmaxima
unterschieden sich deutlich von denen eines Cytochroms. Aufgrund der braunen Firbung
konnte es sich um ein Ferredoxin handeln. Um zu iiberpriifen, ob dieses Protein mit dem in
C.5.4. erwihnten, fiir die Fe(Il)-Oxidation charakteristischen Fleck in der 2D-
Gelelektrophorese iibereinstimmte, wurde das Wanderungsverhalten des braunen Proteins in
der 2D-Gelelektrophorese untersucht. Dazu wurde 1 g des stark angereicherten Proteins zu
dem Rohextrakt von photoheterotroph gewachsenen Zellen gegeben. Das Chromatogramm aus
diesem Versuch ist in Abbildung 35 zu sehen. Das gereinigte "braune Protein" erschien an der
gleichen Stelle wie der mit einem Pfeil bezeichnete Fleck aus den Abbildungen 28 und 30.
Somit konnte man annehmen, daB das braune Protein an der Fe(Il)-Oxidation beteiligt war.

Weiterhin war die Lokalisierung des Proteins von Interesse. Dazu gab es eine interessante
vorldufige Beobachtung, die auf eine Lokalisierung im Periplasma hinwies: Schiittelte man die
auf H, und Fe(II) gezogenen Zellen mit dem Komplexbildner Oxalat die duBBere Membran ab,
so fehlte der dem "braunen Protein” entsprechende Fleck anschlieBend im 2D-Chromatogramm
(Daten nicht gezeigt). Dies konnte eine Folge der Ablosung der duBeren Membran durch den
Komplexbildner gewesen sein, was man in zukiinftigen Untersuchungen noch priifen sollte.



-109-

A B
[ =
0
5
-
o
o)
o
<C
o
2
s
o
300 500 700 300 500 700

Wellenlange [ nm ]

Abbildung 32: Absorptionsspektren des braunen Proteins aus Stamm L7.

Das Absorptionsspektrum der stark angereicherten Fraktion (enthait 1 mg/mi Protein) des "braunen
Proteins" wurde aufgenommen:

A: die mit Luft oxidierte Fraktion aus der Reinigung.

B: die mit einigen Kristallen Dithionit reduzierte Fraktion.

Die Spektren unterscheiden sich im oxidierten und reduzierten Zustand, was auf den redoxaktiven
Charakter des Molekiils hinweist. Dem Spektrum nach handelt es sich nicht um ein Cytochrom.
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Abbildung 33: Absorptionsspektrum der cytochromhaitigen "Fraktion 2".

Das Absorptionsspektrum der rotlich-braun geférbten "Fraktion 2" aus dem DEAE Eluat wurde
aufgenommen:

A: die luftoxidierte DEAE-Fraktion.

B: die mit einigen Kristalien Dithionit reduzierte Fraktion.

Im Spektrum der reduzierten Verbindung sind die a, # und y-Bande eines Cytochroms erkennbar.
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Abbildung 34: Bestimmung der Molekiilmasse des braunen Proteins aus Stamm L7 an einer
Superose 12@- Saule.

Das Elutionsverhaiten des gereinigten braunen Proteins sowie als Molekulargewichtsmarker
verwendete Molekille wurde auf einer Superose 12®-Saule (1,5 x 30 cm) in 50 mM Kaliumphosphat,
100 mM NaCl, pH 7,0, bei einer Laufgeschwindigkeit von 0,5 mi/min ermittelt. Eichsubstanzen:
Albumin (64 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa), Ribonuclease A (13,7 kDa),
Cytochrom c (12,5 kDa), By2 (1360 Da), Ribofiavin (380 Da).
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Abbildung 35: 2D-Chromatogramm von photoheterotroph gewachsenen Zellen von
L7, dem das gereinigte braune Protein zugegeben worden war.

Zelien wurden auf 5 mM Acetat in Gegenwart von 4 mM Ascorbat als Reduktionsmittel angezogen und
die Zellaggregate durch Zentrifugation geerntet. Nach dem Offnen der Zellen in einer French-Presse
wurden die Proteine mit TCA gefalit, die Lipide mit Aceton extrahiert und das Zeliprotein nach Zugabe
von 1 pg des stark angereicherten "braunen Proteins” einer 2D Gelelektrophorese unterworfen. Das
durch den Pteil markierte zugegebene Protein lauft an identischer Position, wie der in bei Fe(ll) und H,
kultivierten Zellen beobachtete, stark exprimierte Spot (siehe Abbildung 28). Zum Vergleich der
Expression ohne das zugegebene Protein sei auf Abbildung 29 verwiesen. Man kann darum davon
ausgehen, daB es sich um identische Proteine handeit.



D. Diskussion

D.1. Energetik und Biochemie Fe(ll)-oxidierender,
phototropher Bakterien

Die Existenz von Fe(1l)-oxidierenden, phototrophen Bakterien mit nur einem Photosystem wird
aus Uberlegungen zur Redoxchemic des Eisens heraus verstandlich. Die in den Lehrbiichern
der Mikrobiologie immer wieder gefundenc Feststellung, daB} das Redoxpaar Fe(I11)/Fe(II) cin
Potential von Ey = +0,77 V besitzt, gilt nur, wenn sich beide lonenspezies in Losung befinden,
was aber nur bei pH-Werten unterhalb von 3 der Fall ist. Bei pH-Werten oberhalb von 3
beginnt mit zunehmender Konzentration an Hydroxid-lonen Fe(I11)-Hydroxid als unldsliches
Prizipitat auszufallen, das ein Loslichkeitsprodukt von pKg = 37,0 - 39,4 besitzt. Damit nimmt
die Konzentration an geldsten Fe3+-lonen mit steigendem pH-Wert sehr stark ab und das
Redoxpotential verschiebt sich zu negativeren Werten. In Abbildung 36 kann man die
Verschiebung des Redoxpotentials bei sich veriinderndem pH-Wert verfolgen. Zur Errechnung
dieser Werle wurde ein Medium mit einer Konzentration an anorganischem Kohlenstoff [CO; +
HCO5 + CO5%] von 20 mM und eine Konzentration an Gesamteisen von 1 mM angenommen.
Fe(Il) liegt bei pH-Werten oberhalb von pH 5,5 hauptsichlich als FeCOj3 vor, dic im
Gleichgewicht befindliche, geloste Fe2+-Konzentration betriigt bei pH 7 ungefihr 3 M. Dieser
Wert wurde aus dem Loslichkeitsprodukt und aus den Dissoziationskonstanten von gelostem
CO, und HCO;3- errechnet (10, 72, 191, 198, 204).

Das fiir die in dieser Arbeit untersuchten Purpurbaktericn relevante Redoxpaar wiire somit das
System Fe(OH)3 + HCO3-/FeCO;3 mit einem E' = +0,1 V (bei Standardaktivititen, Eg' = +0,2
V). Bei der Errechnung dieses Wertes wurde die Ausfillung von Eisenphosphaten allerdings
nicht beriicksichtigt, da die in diesem Medium beniitztc Phosphatkonzentration mit 3,7 mM
relativ niedrig liegt. Der Wert von E'= +0,1 V liegt deutlich hoher als der von HyS (z.B.
S°/H,S, E' = -0,18 V bei einer Sulfidkonzentration von 1 mM), das von vielen phototrophen
Baktericn verwertet wird. Wie Abbildung 37 zeigt, liegt das Redoxpotential von Fe(I11)/Fe(Il)
bei pH 7 nahe an dem Werl fiir Dimethylsulfid (Dimethylsulfoxid/Dimethylsulfid, E,' = +0,16
V), das von einigen Purpurbakterien verwendet wird (213). Das Mittelpunktpotential des
Reaktionszentrums im nicht angeregten Zustand liegt etwa bei +0,45 V. Somit kann fiir den
nicht-Zyklischen Elektronentransport der Photosynthese mit Fe(II) als Elektronendonator das in

Abbildung 38 gezeigte Schema postuliert werden.
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Abbildung 36: Stabilititsdiagramm von zwei- und dreiwertigen Eisenspezies

Das berechnete Mittelpunkt Potential des Fe(lil)/Fe(il)-Redoxpaares wurde in Abhangigkeit vom pH-
Wert aufgetragen. Die Berechnungen nehmen eine Eisenkonzentration von 1 mM und eine
Konzentration an anorganischem Kohlenstoff {CO2 + HCOs™ + C042-] von 20 mM an. Die lonenstarke
an nicht-reagierenden lonen betragt 0,05. Zum Vergleich wurden auBerdem die Redoxpaare O2/H20
und 2H+/H; eingezeichnet.
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Abbildung 37: Lage des Redoxpaares Fe(lll)/Fe(ll) im Vergleich mit anderen fir die
Mikrobiologie relevanten Redoxpaaren bei pH 7,0.

Bei einigen der Redoxpaaren liegt eine der Oxidationsstufen in unioslicher Form vor. Da in diesem
Fall das Redoxpotential stark von der Konzentration der anderen Oxidationsstufe abhangt, wurden tur
letztere méglichst physiologische oder experimentelle Bedingungen gewahit, z.B. 1 mM oder ein
Druck von 1 bar. Bei Reaktionen mit mehr als zwei Elektronen sind Durchschnittspotentiale
angegeben

Dazu nimmt man ein Einspeisen der Elektronen auf der Redoxstufe von Cytochrom ¢ an, das

cin Mittelpunktpotential zwischen +250 und +350 mV besitzt (22, 23, 210) . Die Elektronen
gelangen somit an der gleichen Stelle in die photosynthetische Elektronentransportkette wie in
Sulfid-oxidicrenden, phototrophen Bakterien (11, 65, 104) . Dort ist wahrscheinlich ein
Flavocytochrom fiir die Sulfidoxidation verantwortlich. Flavocytochrom ¢ss; aus Chromatium
vinosum besteht aus 2 Untereinheiten in der Zusammensetzung off. Die groflere Untereinheit
(47 kDa) cnthilt ein cinzelnes FAD als prosthetische Gruppe (En' = 0 V), das iiber Cystein
kovalent gebunden ist; die kleincre Untereinheit (20 kDa) besitzt zwer Himgruppen (Em' =
+32 mV), die diec Elektronen von der Flavingruppe akzepticren (45) . Von dem
Flavocytochrom flieBen die Elektronen sehr wahrscheinlich iiber cin kleines, losliches
Cylochrom css (entspricht bei Chromatium vinosum dem Cytochrom cz (74, 85) ) auf das

direkt an das Reaktionszentrum gebundene Cytochrom c¢sss (186-189) .
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Abbildung 38: Elektronentransport und Redoxpotentiale bei der Verwendung von Fe(ll) als
Elektronendonator fiir die anoxygene Photosynthese.

Da iiber Sequenzanalysen der 16S rRNA die eisenoxidierenden, phototrophen Organismen in
bestehende Taxa eingeordnet werden konnten, dirfte auch ihr Photosyntheseapparat homolog
organisiert sein. In das bekannte Schema der energetischen Verhaltnisse der bakteriellen
Photosynthese laBt sich Fe(ll) als Elektronendonator einfach einfligen.

AuBere Cytoplasmatische
Membran Membran

Periplasmatischer Raum

Fos- g
. Elektronentransport . hv
FeO(OH) Reaktionszentrum

Eisen
oxidierendes
Protein

Abbildung 39: Hypothetische topologische Anordnung des Fe(ll)-oxidierenden Systems in
Fe{ll)-oxidierenden, phototrophen Bakterien.

Da das bei der Fe(ll)-Oxidation entstehende Fe(lil) unter neutralen Bedingungen unlésliche
Prazipitate bildet, die das Cytoplasma oder den periplasmatischen Raum schnell verstopfen wirden,
muB man eine Fe(ll)-Oxidation an der duBeren Membran und einen Elektronentransport durch das
Periplasma annehmen.
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Ist dieses Bild richug, so sind fur eine Verwendung von Fe(11) als Elcktronendonator keine
entscheidenden Modifikationen an der Zusammensctzung und den Mittelpunktpotentialen der
Redoxkomponenten erforderlich. Auch fiir das Mittelpunktpotential des Reaktionszentrums
kann der bisher bekannte Wert von etwa +450 mV (22) angenommen werden. Zusitzlich mufite
eine direkt mit dem Eisen reagierende Komponente vorhanden sein, dic in der aul3ercn
Membran lokalisiert ist (siche Abbildung 39). DaB keine entscheidenden Anderungen der an der
Photosynthese betciligten Komonenten notwendig sind, pait vortrefflich 1n das Bild, das sich
aus der phylogenetischen Position der bisher isolierten Fe(ll)-oxidierenden, phototrophen
Organismen ergibt. Mit ’1‘lzi0(ll:ct_yor1 siderooxidans belindet sich einc aul Fe(II)-Oxidation
spezialisierte Spezies mitten unter Sulfid-verwertenden Verwandten. Die enge Verwandtschaft
zu Thiodictyon elegans ermoglicht somit, eine Fe(ll)-oxidierende Spezies und eine Sulfid-
oxidierende Spezics direkt auf ihren Gehalt an Redoxkomponenten hin zu untersuchen (192,
201, 202). Es konnten die jeweils gebildeten Redoxproteine isoliert, charakterisiert und ihr
Laufverhalten im 2D-Chromatogramm untersucht werden, um fir die Fe(Il)-Oxidation
spezifische Komponenten zu charakterisicren. Weiterhin konnten Zellen, die unter
verschiedenen Bedingungen kultiviert worden sind, einfach auf den relativen Gehalt der
charakterisierten Redoxproteine hin untersucht werden. Auch cine grobe Lokalisicrung
(membranstindig, cytoplasmatisch) der isolierten und charakterisierten Redoxkomponenten
wire auf diese Weise moglich. Es konnen kleine Mengen an Zellfraktionen in 2D-
Gelelektrophoresen cingesetzt und auf ihren Gehalt an den jeweiligen bekannten Spots hin
ausgewertet werden. So sollte sich cin vergleichendes Bild der einzelnen
Elektronentransportketten zeichnen lassen, besonders wenn man bedenkt, dal Komponenten,
die eine Schliisselfunktion 1n diesem Elektronentransport einnchmen, auch in groBeren Mengen
in der Zelle vorlicgen sollten.

Die grundsitzliche Gangbarkeit dieser Strategic aufzuzeigen, war das Ziel der unter C.5.4.
crwihnten Arbeiten mit 2D-Chromatogrammen unter verschiedenen Wachstumsbedingungen
bei Thiodictyon siderooxidans. Dics ist sicherlich nur als allererster Schritt aufzufassen, konnte
aber bei ciner konsequenten Weiterverfolgung dieser Gedanken zu brauchbaren Ergebnissen
fiithren.

Die Topologie der Fe(l1)-oxidierenden Komponenten sollte die Besonderheit aufweisen, dafd sie
auf der Oberfliche der duBeren Membran lokalisiert ist. Das ergibt sich aus der Unloslichkeit
des Oxidationsproduktes Fe(Ill) unter neutralen Bedingungen. Wire eine Fe(II)-
Dchydrogenase periplasmatisch, so sollten die anfallenden unloslichen Eisen(111)-hydroxide
nach kurzer Zeit zu einer Verstopfung des Periplasmas fiihren. Aus einer stochiometrischen

Berechnung des Zellwachstums ergibt sich, da3 ungefidhr 14 g Eisen(lll)-hydroxyd pro g
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Zelltrockenmasse abgelagert werden. Mit einer Lokalisation der Eisen(I11)-oxidierenden
Komponenten auf der Zelloberfliche steht im Einklang, dal mikroskopisch niemals eine
Krustierung oder Deformierung der wachsenden Zellen durch Eisen(lIl)-oxide beobachtet
wurde. Ein anderer denkbarer Weg, eine Prazipitation im Periplasma zu vermeiden, wére die
Bildung von chelierenden Verbindungen, die das Fe(II) aus der Zelle herausschaffen. Dies
wiire metabolisch allerdings sehr aufwendig, da groBe Mengen einer chelierenden Substanz
gebildet werden miiBten. Da aber die in autotrophen Kulturen gebildete Zelltrockenmasse
ungefihr mit dem theoretisch erwarteten Wert iibereinstimmt (siehe C.2.2.), konnen keine
groBeren Mengen geloster organischer Substanz, welcher Natur auch immer, durch die
Organismen gebildet worden sein. Diese hatten sich als "fehlende" Zelltrockenmasse in der
Bilanz zu erkennen geben miissen. Im Falle einer relativ kleinen Menge eines mehrfach
wiederverwerteten Chelators, miiite eine Antwort auf die Frage gefunden werden, wie aus
diesem das Fe(IIl) auBerhalb der Zelle freigesetzt werden kann. Der einfachste Weg diese
Probleme zu umgehen ist, eine Topologie des eisenoxidierenden Systems dhnlich wie bei
Thiobacillus ferrooxidans anzunehmen. Dies beinhaltet ein eisenoxidierendes Enzym in der
suBeren Membran, wie sie in der Einleitung bereits erwédhnt wurde (24, 70). Ein mogliches
Arbeitsmodell des Elektronentransports zum photosynthetischen Reaktionszentrum bei der
Eisenphotosynthese wird in Abbildung 39 vorgestellt. Die Oxidation des Fe(II) sollte dabei
durch ein Protein in der duBeren Membran erfolgen. Der Elektronentransport durch das
Periplasma konnte dabei durch eine oder mehrere 16sliche Redoxkomponenten bewerkstelligt
werden.

In weiterfiihrenden Untersuchungen sollte sich ein solches Fe(ID)-oxidierendes Protein durch
radioaktive Markierung der Oberflichenproteine und Préparation der duferen Membran und
jeweils anschlieBende 2D-Chromatographie nachweisen lassen (62). Auch der Nachweis von
weiteren Elektronentransportkomponenten konnte durch Reinigung und Charakterisierung im
2D-Chromatogramm erfolgen. Das "braune Protein" ist bereits eine mogliche Komponente, die

an der Elektronentransportkette vom Fe(II) zum Reaktionszentrum beteiligt sein konnte.

D.2. Biologie und Geochemie des rezenten Eisenzyklus

Das in primiren Gesteinen als Fe(1I) vorliegende Eisen unterliegt im Verlauf der Verwitterung
in der heutigen, oxidierenden Atmosphidre einem chemischen OxidationsprozeB. Die
resultierenden Eisen(I11)-oxide haben eine sehr geringe Loslichkeit. MeBbare Konzentrationen
von Fe3+-Ionen in Losung existieren nur unter stark sauren Bedingungen, wie sie z.B. bei der
biologischen Pyritoxidation durch Thiobacillus ferrooxidans vorliegen (9, 15).
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Prizipitation, Losung und Reprizipitation von Eiscnoxiden in der Umwelt hangt stark von
Faktoren wie pH, Ey, Temperatur, Wasseraktivitit und der Anwesenheit von Komplexbildnern
ab (180). Aus diesem Grund kinnen die verschiedenen Eisenoxide als Indikatoren fur dic
Umgebung, in der sic abgelagert wurden, diencn. So kommt der gelb-braune Goethit (a-
FeO(OH)) in nahezu allen Bden und Oberflichenformationen wic z.B. Fliissen und Seen vor,
wohingegen der rote Hiimatit (a-Fe>O3) oftmals dic Boden der tropischen und subtropischen
Regionen farbt. Lepidokrokit (y-FeOOH) ist im allgemeinen weniger verbreitet als Goethit,
kommt aber hiufig als orange Akkumulation an bestimmtcn Orten vor, die durch die
Anwesenhcit von Fe2+-lonen, aus denen Lepidokrokit durch Oxidation gebildet wurde,
gekennzeichnet sind. Der metastabile Lepidokrokit wandelt sich sehr langsam (in ca. 103
Jahren) in den stabilen Goethit um. In carbonatrcichen Losungen bildet sich bei der Fe(Il)
Oxidation kein Lepidokrokit, sondemn stattdessen sofort Goethit.

Das Vorkommen von Ferrihydrit (Fe(OH)3) ist auf solche Situationen beschrinkt, wo Fe(1I)
im Vergleich zur Lepidokrokit-Bildung schnell oxidiert wird oder Kristallisationsinhibitoren
anwesend sind. Solche Inhibitoren kisnnen organische Verbindungen, Phosphate oder Silikate
sein. Dic Inhibitoren stabilisieren Ferrihydrit und verhindern seinc Transformation in stabilere
Mineralien. Ferrihydrit ist nur schwach kristallin und besitzt eine sehr geringe Partikelgroe
(180). Typische Umgebungen, in denen Ferrihydrit vorkommt, sind Quellen, Drainagerohre,
Eisenoxid-Prizipitate im Grundwasser, feuchte Boden sowie Siif3- und Salzwassersedimente.
Die Oxidation von Fe(Il) zu Ferrihydrit erfolgt auf anorganischem Wege, sowie durch acrobe
Fe(ll)-oxidierende Bakterien wie Gallionella ferruguinea (36, 46, 54,77, 180). In der Natur
wird Ferrihydrit als notwendige Vorstufe fiir die Bildung von Hiamatit in der festen Phase
angeschen (69), kann aber durch einen Losungs-und Priizipitationsproze8 auch wieder in
Goethit iibergehen. Dies ist moglich, da die Loslichkeit von Ferrihydrit (pK¢37 - 39) hoher ist
als die von Gocthit (pKg = 42). Die Umwandlung ist unter neutralen Bedingungen langsam
(Monate bis Jahre), kann aber durch reduziercnde organische Verbindungen wie Cystein auf
Tage beschleunigt werden. Daher kann man Ferrihydrit als relativ junges Eisenoxid ansehen,

das an Orten mit einer aktiven Eisenumsetzung vorkommt.

Die Eisen(Il])-oxide konnen unter anaeroben Bedingungen, wie sie ctwa in nassen Boden,
aquatischen Sedimenten oder in Grundwasseradern auftreten, durch dissimilatorische,
mikrobielle Eisenreduktion wieder in Fe(Il) iiberfiihrt werden (10, 78, 128, 133, 161, 163).
Dabei werden Elektronen aus organischer Substanz auf Fe(lIl) als Elektronenakzeptor
iibertragen (34, 131). Diese dissimilatorische Eisenreduktion findet in stratifizierten Sedimenten
nach dem Verbrauch von Saucrstoff und Nitrat als Elektronenakzeptoren statt. Sie ist
energetisch gunstiger als eine Sulfatreduktion oder Methanogenese. Neben der

dissimilatorischen Fe(I11)-Reduktion gibt es auch eine dissimilatorische Mn(IV)-Reduktion, bei
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der in analoger Weise Mn(IV) als Elektronenakzeptor dient und zu Mn(II) reduziert wird (84,
150). Durchschnittlich machen Mangan(IV)-oxide an den meisten Standorten nur 10 % der
Menge der Eisen(I1l)-oxide aus (125, 129). Die Abfolge von Elektronenakzeptoren in
Sedimenten ist in Abbildung 40 zusammengefalt.

An vielen Orten sind Eisen(IIl)-oxide hdufige, wenn nicht die hdufigsten potentiellen
Elektronenakzeptoren im anoxischen Bereich. Die Fe(lll)-Reduktion stellt somit einen sehr
wichtigen ProzeB in der Mineralisierung organischer Substanz dar (171). In lberfluteten
Reisfeldern kann die Fe(lll)-Reduktion fiir bis zu 35 - 65% der Oxidation von organischen
Verbindungen verantwortlich sein. Wenn nasse Boden anaerob werden, kann es durch
Reduktion der Fe(I1l)-oxide und Akkumulation von Eisen(II)-Verbindungen zur Ausbildung
von grauen, ausgebleichten Zonen kommen (3). Diese Erscheinung wird im Englischen auch
als soil gleying bezeichnet. Dissimilatorische Fe(lll)-Reduktion findet ferner in
Grundwasseradern tief unter der Erdoberflache statt. Die Reduktion der extrem unloslichen
Eisen(II])-oxide zu den besser loslichen Eisen(II)-Verbindungen setzt Fe2+-Ionen in das
umgebende Grundwasser frei (136). Dies ist auch von technischer Bedeutung, da die gelosten
Fe2+-Ionen bei Kontakt mit Luft auf chemischem oder biologischem Wege wieder zu
Eisen(I1ll)-oxiden oxidiert werden, was zu einer Verstopfung von Rohrleitungen und
Brunnenanlagen fiihren kann. Normalerweise gelangt das Fe(II)-haltige Grundwasser aber
friiher oder spiter in ein Oberflichengewisser oder tritt an einer Quelle aus. Kommt es dabei in
Kontakt mit Luftsauerstoff, so konnen aerobe, Fe(Il)-oxidierende Bakterien wie Gallionella
ferruginea oder Leptothrix ochraceae dieses wiederum zu Eisen(I1I)-Oxiden oxidieren (59). Sie
miissen allerdings mit einer schnellen chemischen Oxidation konkurrieren (36, 83, 89, 136).

Bei der Reoxidation von Fe2+-lonen entstehen dabei wiederum Ferrihydrit, Lepidokrokit oder
Goethit, je nach der Oxidationsgeschwindigkeit und dem pH-Wert an der Stelle der Oxidation.
Gelangt das Fe(Il)-haltige Wasser dagegen in stagnierende, stratifizierte Gewésser mit einer
ausreichenden Lichtversorgung, konnte man dort einen geschlossenen Redoxzyklus des Eisens
erwarten. Dieses wire ein den bekannten Sulfureten analoges Okosystem (174, 182, 183).
Dabei sollten anaerob Fe(Il)-oxidierende phototrophe Organismen das Eisen im Licht zu Fe(I1I)
oxidieren, welches dann, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde (siehe C.4.), ein hervorragender
Elektronenakzeptor fiir dissimilatorische Fe(Ill)-Reduzierer wire. Dieser Proze wiirde
abermals Fe(Il) als Elektronendonator fiir eine Photosynthese zur Verfiigung stellen (52). Ein
dhnliches Modell wird im folgenden (siehe D.4.) in einem vergroBerten MaBstab fiir den Ozean
des Archaikums vorgeschlagen. Eine weitere, interessante Moglichkeit wire die Existenz von
mikrobiellen Matten, in denen dieser vorgeschlagene anaerobe Eisenzyklus auch heute noch auf
engstem Raum ablauft. In dem bisher gewohnten Bild von mikrobiellen Matten unterteilen sich
diese grob in drei Schichten, namlich eine obere Schicht aus Cyanobakterien, eine mittlere



Schicht aus griinen Schwefelbakterien oder Schwefel-Purpurbakterien und cine untere Schicht
aus sulfatreduzierenden Bakterien. Bei auf Eisen basierenden mikrobiellen Matten wiirde
unter der Schicht aus Cyanobakterien eine aus Fe(Il)-oxidierenden phototrophen Organismen
und dissimilatorischen Fe(I11)-Reduzierern zu finden sein (28) . Wegen der Unloslichkeit von
Eisen(I1I)-Verbindungen sollte man das gemeinsame Vorkommen von anaeroben Fe(Il)-
Oxidierern und Fe(I1l)-Reduzierern in einer Schicht dieser Matten crwarten. Solche Matten
sollten vornehmlich in stark eisenhaltigen Gewissern zu finden sein. Falls auf Eisen
basierende mikrobielle Matten existieren wiirden, wiren sie klcine Modellsysteme fiir
mikrobielle Vorginge im Archaikum (90, 162) . DaB es grundsitzlich zu syntrophen
Erscheinungen auf der Basis von Eisen als Elektroneniibertriger kommen kann, wurde durch
die Kokulturexperimente in diescr Arbeit gezeigt (siche C.4.).

AerobeMikroorganismen

org. Kohlenstoff + Oz p CO2 + H2O
Denitritizierer CO2 + No
org. Kohlenstoff + NO3z" Nitratammonifizierier
COg2 + NHat

Manganreduzierer

org. Kohlenstoff + Mn (V) $ COs + Mn (Il)

Eisenreduzierer

org. Kohlenstoff + Fe (Ill) P COs + Fe (1)

Sulfatreduzierer

org. Kohlenstoff + SO42 P COs + H2S

Methanogene Bakterien
org. Kohlenstoff —p CO2 + CHy

Abbildung 40: Abfolge der Reduktion anorganischer Elektronenakzeptoren im Sediment.

Die Abbildung faBt die bei der Dissimilation organischer Materie stattfindenden mikrobiellen Vorgange
zusammen. Dabei wurde entweder eine stabile Schichtung des Sediments oder eine zeitliche Abfolge
der Vorgange angenommen. Elektronenakzeptoren, die eine hohere freie Energie liefern, werden
bevorzugt verwendet. Erst beim Fehlen jeglicher Elektronenakzeptoren setzt eine Methanogenese
ein.



D.3. Relevanz von Fe(ll)-oxidierenden, phototrophen
Bakterien fiir die Entstehung von gebidnderten Eisenerzen und
den Ursprung des Lebens

Wie bereits in der Einleitung (siche unter A.2.2.) dargelegt, wurden Modelle zur Entstehung
der BIFs, die eine indirekte biologische Oxidation des im archaischen Ozean geldsten Fe(II)
annahmen, durch mehrere Autoren favorisiert (119, 198). Dabei ging man davon aus, daf}
photosynthetisch produzierter O ein Intermediat dieses Oxidationsprozesses darstellt. Auf
diese Weise ergab sich ein Bild, in dem O, unmittelbar in der Umgebung oxygener
phototropher Organismen mit Fe(1l) in seiner Umgebung reagierte und es in Fe(1I) tiberfiihrte,
das sich nach seiner Sedimentation in Form von BIFs ansammelte. Erst als das
Oberflichenwasser der Ozeane nach langer Zeit weitgehend frei von gelostem Fe(Il) war,
begann sich der Sauerstoff in der Erdatmosphire zu sammeln. Dieser wichtige Ubergang in der
Chemie der Erdatmosphiire definiert aufgrund geochemischer Befunde, wie dem bereits
genannten Auftreten von red beds und Uranitit-Konglomeraten (siehe A.2.2.), den Ubergang
vom Archaikum zum Proterozoikum vor 2,5 Milliarden Jahren.

Da man fiir das Potential des Redoxpaares Fe(II1)/Fe(Il) in der mikrobiologischen Literatur
vereinfachend oft +0,77 V angenommen hat und dieser Wert von dem Redoxpotential des
Sauerstoffs (+0,81 V) nicht allzu verschieden ist, glaubte man, daB auch bei einer direkten
Verwendung von Fe(ll) als Elektronendonator fiir eine Photosynthese zwei hintereinander
geschaltete Photosysteme erforderlich wiiren. Dann kdmen fiir eine Photosynthese mit Fe(II),
ebenso wie fiir eine oxygene Photosynthese, nur die Cyanobakterien oder ausgestorbenc,
direkte evolutive Vorliufer in Frage. Lediglich das fiir die Wasserspaltung verantwortliche
System hitte fiir die Oxidation des relativ einfachen Substrates Fe(II) noch nicht vorhanden sein
miissen. Die aus zwei hintereinandergeschalteten Photosystemen bestehende Photosynthese
stellt allerdings einen der am hochsten entwickelten Elektronentransportprozesse der Biochemie
dar. Damit steht im Einklang, daB Cyanobakterien die am stirksten differenzierten
Prokaryonten darstellen. Neben der Photosynthese mit zwei Photosystemen finden sich in
dieser Gruppe auch oft morphologische Differenzierungen wie polare und verzweigte
Zellfaden, Heterocysten oder AKineten.

Da aber bereits das ilteste bekannte Sedimentgestein, die 3,8 Milliarden Jahre alte [sua
Formation aus West Gronland, ein gebindertes Eisenerz ist, miite man das Vorhandensein
dieser hoch differenzierten Biochemie bereits im friihen Archaikum annehmen. Dies wiirde aber
bedeuten, da der Ursprung des Lebens und eine Evolution aller wichtigen Stoffwechselwege

weit vor der Zeit der geologischen Uberlieferung zu suchen ware (198) und daB8 nach der
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Evolution der Cyanobakterien bzw. ihrer evolutiven Vorldufer bis zum Aufkommen
eukaryontischer Mikroorganismen vor ca. 1 Milliarde Jahren kein entscheidender Fortschritt in
der Evolution mehr stattgefunden hiitte. Einc in der Literatur vorgeschlagene Losung dieses
Problems besteht darin, fiir die Entstehung der BIFs mehrere verschiedene Wege zur Oxidation
des Fe(II) anzunehmen. Da noch keine Informationen iiber die Geschwindigkeit, mit der sich
die BIFs im friihen Archaikum bildeten, vorlicgen, konnten sich die mengenmiBig wesentlich
kleineren, {riiheren BIFs sehr langsam durch Oxidation des Eisens mit O, aus der Photolyse
von Wasserdampf gebildet haben. Die fiir diesen Prozef zu groen BIFs des Hamersley Basins
sind nach diesen Modellen vor 2,5 Milliarden Jahren dann relativ schnell durch
photosynthetisch produzierten O, gebildet worden. Allerdings ist dann das Vorkommen von bis
zu 3,5 Milliarden Jahren alten Stromatolithen mit fddigen Mikrofossilien, sowie der tiber das
12C / 13C-Verhiiltnis gefiihrte Nachweis der vor 3,5 Milliarden Jahren cinsctzenden, global
bedeutenden Verbreitung von autotrophem Leben ritselhaft (175, 176, 178). Da sich
Stromatolithen, wie in der Einleitung bereits dargelegt (sichc A.4.1.), durch autotrophe
Organismen in der photischen Zone des Oberfliachenwassers gebildet haben, sollten die in ihnen
als Mikrofossilien erhalten gebliebencn Organismen bereits cine Photosynthesc betrieben haben
(199). Da eine Verwendung von Schwefelwasserstoff als Elektronendonator wegen der
vorherrschenden hohen Fe(I1)-Konzentrationen nicht vorstellbar ist, miiten diese Organismen
photcheterotroph gewachsen sein. Dic mit Hilfe des 613C-Wertes der Kerogene in der 3,5
Milliarden Jahre alten Warrawoona-Formation beobachtete Autotrophie (177) miiite man dann
ausschlieBlich chemolithotrophen Organismen zuschreiben. Es fehlen jedoch Hinweise, daB es
zu jener Zeit geniigend Substrate fiir ein derart iippiges chemolithotrophes Wachstum gab.
Dafiir, daB es sich bei den friihen phototrophen Organismen nicht um Cyanobakterien handelte,
spricht auch die Beobachtung, daB dic Mikrofossilien zwar teilweise von fadenformiger
Morphologie waren, aber die fiir die rezenten Cyanobaktericn charakteristischen
morphologischen Differenzicrungen wie verzweigte oder polare Zellfaden, Heterocysten oder
Akineten fehiten. Ferner ist auch der Durchmesser der Zellfiden deutlich geringer als der von
Zellfiden aus spiteren Formationen und die Zahl an morphologisch verschiedenen Typen
wesentlich kleiner (177). Auch unter den rezenten anoxygenen, phototrophen Bakterien gibt es
fadenformige Vertreter, wie etwa die Gattung Chloroflexus, die die Beobachtung fadenformiger
Morphotypen bei den Mikrofossilien erkliren konnte. Stirker differenzierte Mikrofossilien
tauchen erst im spiten Archaikum auf. Morphologische Typen, die Vertretern aus den rezenten
Taxa Oscillatoria spp. und Lyngbya spp. entsprechen, wurden erstmals in den 2,7 Milliarden
Jahre alten Fortescue Sedimenten gefunden, so dal spekuliert wird, daf etwa zu diesem
Zcitpunkt die oxygene Photosynthese einsetzte (115, 177). Dies deckt sich dann erstaunlich gut
mit dem Zeitpunkt, an dem die Erdatmosphire den in der Einleitung ausgefiihrten Wandel von
reduzierend zu oxidierend vollzogen hat (siehe A.2.2.).
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Bezicht man in diese Uberlegungen mit ein, daR das unter neutralen Bedingungen vorliegende
Redoxpaar Fe(OH)3 + HCO3/FeCO; ein Redoxpotential von ca. +0,1 V hat, so ergibt sich ein
vollkommen neues Bild. Da das oxidierte Rcaktionszentrum von Purpurbakterien ein
Mittel punktpotential von etwa +0,45 V hat, wiire eine biochemisch einfache Photosynthese mit
nur einem Photosystem, die Fe(Il) als Elektronendonator verwendet, energetisch moglich.
Fe(I1) war, wie aus der Miichtigkeit der bis heute geologisch erhaltenen BIFs zu schlief3en ist,
in den Ozeanen des Archaikums ein allgegenwirtiger Elektronendonator. Die in dieser Arbeit
isolierten und charakterisierten Purpurbakterien unterstiitzen die Annahme, daB die BIFs die
Folge ciner anoxygenen Photosynthese mit Fe(II) als Elektronendonator sind.

In der Literatur wurde bereits darauf hingewiesen, daB eine Photosynthese, die Fe(ll) als
Elektronendonator verwendet, einer der ersten energieliefernden Prozesse in der Biologie
iiberhaupt gewesen sein konnte (162). Fiir diese Photosynthese in ihrer einfachsten Form, wire
nur ein einziges Protein, namlich ein primitives Reaktionszentrum und eine geschlossene
Zellmembran notwendig. Die Vorraussetzungen fiir diesen ProzeB, das Vorhandensein von
Licht und Fe(I1), waren im frithen Archaikum allgegenwartig. Im Gegensatz dazu wiirde eine
Energiekonservierung durch Fermentationsprozesse eine Vielzahl von spezifischen Proteinen
sowie vergleichsweise hohe Konzentrationen von relativ wenigen Substraten erfordern. Da aus
bislang unbekannten Griinden keine extrem thermophilen phototrophen Organismen gefunden
wurden und auBerdem die Temperatur des Ozeans im Archaikum nicht wesentlich von der des
heutigen verschieden war (198), miiBte man somit einen mesophilen Ursprung des Lebens im
lichtdurchfluteten Oberflichenwasser von flachen marinen Becken annehmen. Eine solche
Umgebung war vermutlich der Entstehungsort der prakambrischen Stromatolithen. Der
bedeutendste Unterschied der archaischen Biosphére zu unserer heutigen war das Fehlen von
molekularem O, und damit auch eines vor der UV-Strahlung schiitzenden Ozonschildes.
Fe(Ill), wie es unter neutralen Bedingungen auftritt, absorbiert stark UV-Licht und stellt somit
einen effektiven UV-Schutz dar. Es ist also nicht unbedingt erforderlich, den Ort friihen Lebens
weit unterhalb der Oberfliche der Ozeane anzunehmen, da nur dort ausreichend Schutz vor der
intensiven UV-Strahlung bestanden hat. Organismen, die im Zuge einer primitiven
Photosynthese Fe(I11) produzierten, hatten sich ihren UV-Schutz sozusagen selbst hergestelit
(71, 157, 162).

Diesem Modell iiber den Ursprung des frithen Lebens widersprechen scheinbar Sequenzdaten
von 16S rRNA Genen, aus denen eher ein thermophiler, chemolithotropher Ursprung des
Lebens gefolgert wird (66). Dies wird namlich aus der Tatsache geschlossen, daB diejenigen
Archae- und Eubakterien mit der tiefsten Abzweigung im aus 16S rRNA Daten erstellten
Stammbaum der Organismen allesamt thermophil sind (195, 207, 208). Man konnte darauf

entgegnen, daB Verwandte von hypothetischen, noch primitiveren, mesophilen Organismen,
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von welchen alle anderen Lebensformen abstammen, aufgrund der unter mesophilen
Bedingungen stattfindenden raschen Evolution keine Chance hatten, bis heute gegen die
Konkurrenz der moderneren Organismen zu bestehen. Lediglich in der spezicllen dkologischen
Nische der extremen Thermophilie konnten sich Organismen halten, dic ihren Vorfahren aus
dem Archaikum relativ nahe stehen. Ein analoger Ablauf der biologischen Evolution ist aus den
verschiedensten Organismengruppen bekannt. Beispielsweise sind die rezenten Lissamphibia
gegeniiber ihren Verwandten aus dem Palacozoikum sekundir sehr stark veridnderte
Amphibien, die sich in spezielle okologische Nischen zuriickgezogen haben. Verwandte der
primitiven Amphibiengruppe der Ichtyostegalier haben dagegen nicht lange iiberlebt und
wurden noch im Devon durch die moderneren Temnospondyli und Anthracosauria ersetzt (1),
von denen ihrerseits keine rezenten Nachkommen crhalten blieben. Uber die letztere Gruppe der
Anthracosauria schritt die Evolution dann zu den Reptilien weiter. Lissamphibia sind somit die
einzige iiberlebende Amphibiengruppe; aus ihrer Morphologie kann allerdings nicht auf die
Morphologie der fiir die weitere Evolution relevanten, ausgestorbenen Amphibiengruppen
geschlossen werden (27). Um noch ein weiteres Beispiel nennen: Durch die Kenntnis der
Physiologie der rezenten Briickenechse Sphenodon punctatus (Rhynchocephalier) als niichsten
tiberlebenden Verwandten der als "Dinosaurier” zusammengefaBten Ordnungen Saurischier und
Ornithischier (27) ist es nicht moglich zu entscheiden, ob diese homootherm oder poikilotherm

waren.

Somit konnte es ein Fehler sein, aus den heute becobachteten Eigenschaften von friih
abgezweigten Archacbakterien- und Eubakterien-Gattungen auf die Eigenschaften der
Organismen im {riihen Archaikum oder gar die Bedingungen zu schlieBen, unter denen sich das
Leben entwickelt hat.



D.4. Globaler Redoxzyklus des Eisens im Archaikum

Mit der Annahme, daB die Entstehung der BIFs allein mit der Akkumulation des bei der
Eisenphotosynthese gebildeten Fe(IIl) zu erkldren ist, vereinfacht man das Bild allerdings auf

unzulédssige Weise.

Die Rate, mit der Fe(IIl) im Hamersley Basin abgelagert wurde, ist auf 20 mg FecmZ2a'!
geschiitzt worden. Die BIFs der Hamersley Gruppe enthalten nur maximal ca. 0,3 % [w/w],
meistens aber deutlich weniger Schwefel. Daher sollte der weitaus groBte Teil der Elektronen
fiir die CO,-Fixicrung aus Fe(Il) stammen. Dies wiirde bei einem molaren Verhiltnis von 4:1
von oxidiertem Eisen zu fixiertem CO» bedeuten, daB in der Hamersley See etwa 1 mg C-cm
2a1 abgelagert wurde (116). Produktive Zonen der Weltmeere produzieren heutzutage
allerdings 20-50 mg C-cm-2a!. Man sollte also annehmen, daB die archaische Hamersley See
im Vergleich zu rezenten Okosystemen nur méBig produktiv war. Doch selbst dann miiiten sich
durch CO»-Fixierung groBe Mengen organischen Kohlenstoffs gebildet haben. BIFs enthalten
aber generell nur wenig organischen Kohlenstofl, was als Argument gegen biologische
Ursachen ihrer Entstehung angefiihrt wurde (116). An diesem Punkt stellt sich also die
berechtigte Frage nach dem Verbleib des durch die CO>-Fixierung entstandenen organischen
Kohlenstoffs.

Ein weiteres Phianomen, das im Zusammenhang mit den BIFs einer Erklarung bedarf, ist die
Tatsache, daB die in ihnen enthaltenen Carbonate generell stark mit dem 12C-Isotop angereichert
sind. So haben zum Beispiel die BIFs der Hamersley Gruppe einen 8!3C-Wert von -10%eo
(158, 197). Dieser Wert gilt mit einer gewissen Unsicherheit aufgrund des stark metamorphcn
Charakters sogar fiir die BIFs der Isua-Formation (176). Im Gegensatz dazu haben andere
marine Carbonate bis zu cinem Alter von mindestens 3,5 Milliarden Jahren unverdndert einen
513C-Wert von =~0%o, was zeigt, daB sich der 813C-Wert von Meerwasser nicht wesentlich
verandert hat. 12C-reiches Carbonat in Sedimentgesteinen aus dem Phanerozoikum wird
generell auf eine Oxidation von reduziertem, organischem Kohlenstoff wiahrend der Diagenese
zuriickgefiihrt (197). Reduzierter organischer Kohlenstof[ ist stark mit dem leichten Isotop 1°C
angereichert, mit 8!3C-Werten von -25%o oder tiefer. Die diagenetische Oxidation von
organischem Kohlenstoff in jungen Sedimenten kann das im Porenwasser geloste Carbonat
verdiinnen. Carbonate, die sich mit dem Porenwasser dquilibrieren, werden auf diese Weise
ebenfalls mit dem Isotop 12C angereichert. Eine mogliche Erklarung fiir den geringen Gehalt
der BIFs an organischem Kohlenstoff sowie die auffallige Anreicherung mit dem leichten 12C-
Isotop wire also die Remineralisierung des durch CO,-Fixierung entstandenen organischen

Kohlenstoffs durch Atmungsprozesse. Da der Schwefelgehalt der Hamersley BIFs niedriger als
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0,3 % ist, scheidet die heute in marinen Bereichen vorherrschende Sulfatreduktion als
OxidationsprozeB fiir den organischen Kohlenstoff aus. Daher kann man annchmen, dal} hier
Fe(III) als Elektroncnakzeptor bei der Oxidation der organischen Verbindungen diente. Eine
chemische Reaktion zwischen organischem Kohlenstoff und Fe(III) wurde in der Literatur als
abiotischer, metamorpher ProzeB vorgeschlagen (197). Da aber experimentell weder der
Metabolismus von fermentativ Fe(lll)-reduzierenden Mikroorganismen noch abiotische
Mechanismen eine vollstindige Oxidation der groB3en Mengen organischer Verbindungen
erkldren, muB eine dissimilatorische Fe(IlI)-Reduktion als Atmungsprozefl mit terminaler
Oxidation von organischen Verbindungen stattgefunden haben (32, 125).

Eisen ist in der Erdkruste wesentlich hiufiger als Schwefel. Nahezu aller Schwefel in
Primirgesteinen liegt zudem in der Form von Pyrit vor. Verwittert dieser Pyrit unter den
rezenten, oxidierenden Bedingungen, so geht der Schwefel als Sulfat in" Losung. Das
unldsliche Eisen(II)-oxid bleibt zuriick. Deshalb ist Schwefel in der heutigen Biosphire
hiufiger als Eisen. Unter anaeroben Bedingungen kann Pyrit allerdings nicht oxidiert und
gelost werden. Eisen kann jedoch als Fe(ll) aus den hidufigen Eisensilikat-Mineralien in Losung
gehen. Daher war Fe(Il) in der archaischen Hydrosphire wesentlich hiufiger als Schwefel
(197). Das im Oczean in riesigen Mengen gloste Fe(II) konnte durch phototrophe Organismen
somit zu Fe(I11) oxidiert worden sein. Dicses Fe(I1l) konnte dann der Elcklroncnak?ieplor bei
der Oxidation von reduziertem Kohlenstoff gewesen sein. Dies hiitte produktive,
biogcochemische Zyklen ohne dic Beteiligung von f{reciem Sauerstoff erlaubt. Diese
geochemischen Evidenzien lassen auch die Vermutung zu, daB} sich die dissimilatorische
Fe(III)-Reduktion noch vor anderen respiratorischen Prozessen wie Sulfatreduktion,

Nitratreduktion oder acrober Respiration entwickelt hat (125, 177).

Sauerstoff, der heute wichtigste Elcktronenakzeptor der heterotrophen Respiration, ist ein
fliichtiges Photosyntheseprodukt. In der rezenten Hydrosphiire entweicht photosynthetisch
gebildeter O, wegen sciner geringen Loslichkeit in Wasser grofitenteils in die Atmosphire,
wiilirend partikulirer organischer Kohlenstoff absinkt und sich auf der Sedimentoberflache von
Ozeancn und Fliissen akkumuliert. Daher kann sich iiberschiissige organische Substanz in
Sedimenten ansammeln und lokale anaerobe Bereiche bilden. Da im geochemischen Zyklus
oxidierte und reduzierte Komponenten in stochiometrischer Menge gebildet werden und bet
gleichmiBiger Durchmischung wieder verbraucht wiirden, beruht die Bildung von lokalen
oxidierenden und reduzierenden Bereichen einzig aul den Unterschieden im Transport- und
Akkumulationsverhalten der Photosyntheseprodukte. Dic moderne Biosphiire ist in oberen
Bereichen oxidierend und in unteren Bereichen reduzierend (197). Man muf} sich allerdings
dariiber im klaren sein, da3 diese Aufteilung der Biosphirc eine Konsequenz der
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physikalischen Eigenschaften von O, und organischer Materie darstellt und keineswegs €ine
aligemeine Eigenschaft von oxidierenden und reduzierenden Komponenten ist.

Im Gegensatz zu O, ist Fe(II1) dichter als Zellmaterial und sedimentiert darum schneller. Die
Biosphire des Archaikums war wahrscheinlich umgekehrt geschichtet wie die rezente. Auf dem
Boden eines reduzierenden Wasserkorpers in einer generell anaeroben Welt befanden sich
oxidierende, Fe(I1])-haltige Sedimente. Die Biosphire des Archaikums war somit in den oberen
Bereichen reduzierend und in den unteren Bereichen oxidierend (197). Der grundsatzliche
Unterschied im Aufbau der anaeroben und der aeroben Biosphire soll in Abbildung 41
verdeutlicht werden.

Geht man in diesem Gedankengang noch einen Schritt weiter, dann kommt man zu dem
SchiuB, daB die Biosphire des Archaikums nicht nur vertikal, sondern auch horizontal genau
umgekehrt organisiert gewesen sein muf. In rezenten Okosystemen findet man unter Regionen
einer hohen Produktivitit Sedimente, die reich an organischem Kohlenstoff sind. Der bei der
photosynthetischen Bildung dieser organischen Materie gebildete O, ist in die Atmosphire
entwichen. Dieses O, dient zur kompletten Oxidation des organischen Materials in
unproduktiven Gebieten. Daher befinden sich in unserer heutigen Biosphire unter produktiven
Gebieten reduzierende Sedimente. Dagegen sollten sich in der anaeroben Welt des Archaikums
unter Gebieten hoher biologischer Produktivitit Sedimente der schneller sedimentierenden
Eisen(1I1)-Verbindungen befunden haben, die relativ arm an der mobileren, organischen
Materie waren. Diese lagerte sich nicht nur in produktiven, sondern zum Teil auch in
unproduktiven Gebieten ab. In der Welt des Archaikums haben sich in diesem Bild daher unter
produktiven Gebieten oxidierende Sedimente befunden, wohingegen unproduktive Gebiete
reduzierende Sedimente hatten (197). In den produktiven Gebieten kam es somit zu einem
stochiometrischen UnterschuB an Reduktionsdquivalenten fiir eine vollstindige Reduktion der
abgelagerten Eisen(l1I)-Mineralien. Dies sollte der Grund dafir sein, warum BIFs als
produktive Gebiete des Archaikums so arm an organischem Kohlenstoff sind. Es sind auch
Sedimentgesteine aus dem Archaikum und friihen Proterozoikum des umgekehrten Typs
bekannt. Diese enthalten organische Verbindungen, aber nahezu kein Fe(I1I). Alles Eisen liegt
als Fe(I1) vor. Folgt man dem hier geschilderten Modell, sollte es sich dabei um Sedimente
handeln, die unter unproduktiven Gebieten entstanden sind, d.h. in solchen, in denen der
sedimentierte Elektronenakzeptor Fe(IIl) fiir eine Reoxidation organischer Verbindungen
begrenzend war.

In dieser Arbeit wurde nun experimentell gezeigt, daB eine Photosynthese mit Fe(Il) als
Elektronendonator unter anaeroben Bedingungen stattfindet. Die isolierten Organismen konnen

somit als Modellorganismen fiir die Primarproduzenten aus dem Archaikum angesehen werden.



Ferner wurde gezeigt, daB durch photosynthetische Organismen produziertes Fe(IlI)
Geobacter metallireducens, der als Modellorganismus fir die archaischen
Konsumenten gesehen werden kann, wieder als Elektronenakzeptor dienen kann. Die
vorgestellte Kokultur mit Eisen als Ubertridger von Reduktionsiquivalenten kann man
als ein Miniaturmodell des archaischen Ozeans betrachten.

a. Aerobe Biosphare

h‘V \ 02
H,0
CO. 0, CH:0

oxidierend

“reduzierend

= A R T

b. Anaerobe Biosphére

hev
N

CO,  FeO(OH) CH.0

Wasser

Abbildung 41: Vergleich einer (a) rezenten aeroben und (b) archaischen anaeroben
Biosphiire.

Aus den physikalischen Eigenschaften der mikrobiellen Elektronenakzeptoren O und Fe(lll)
ergeben sich Unterschiede in den oxidierenden und reduzierenden Eigenschaften der
Biosphare. Die Fliichtigkeit von Oz bedingt, daB in einer aeroben Biosphare die Sedimente
unter produktiven Gebieten reduzierend sind. In der anaeroben Biosphare fiihrten die im
Vergleich zur organischen Substanz spezifisch schwereren Eisen(lll)-Hydroxide zu
oxidierenden Sedimenten unterhalb von produktiven Regionen.
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D.5. Ausblick

Zukiinftige mikrobiologische Arbeiten zum anaeroben Eisenzyklus sollten in erster Linie auf die
beteiligten Organismen abziclen. Zunichst wire hier die Isolierung mariner phototropher Fe(II)-
Oxidierer zu nennen, um das Vorhandensein dieses Stoffwechseltyps auch im marinen Milieu
zu demonstrieren. Vor kurzem gelang es Frau Kristina Straub in unserem Labor, solche
Organismen zu isolieren. Ferner wére es interessant, anaerobe, phototrophe Fe(I1)-Oxidierer
aus verschiedenen Verwandtschaftsbereichen zu isolieren. Kdame dieser Stoffwechseltyp etwa
auch unter den Chlorobien oder Chloroflexaceae vor, dann wiirde das bedeuten, daB er weit im
Stammbaum verbreitet und damit recht urspriinglich sein konnte. Hier sollte erwihnt werden,
daB Frau Silke Heising aus dem Labor von Prof. Schink bereits ein griines, Fe(Il)-oxidierendes
Bakterium anreichern konnte. Es diirfte von allergroBtem Interesse sein festzustellen, ob es sich
dabei tatsichlich um ein Chlorobium handelt. Dies wire eine fiir die genannten Theorien zur
Entstchung des Lebens wichtige Einsicht. Von besonderer Bedeutung wire auch die Frage, ob
alle anaerob Fe(I11)-oxidierenden Organismen cin hoch amorphes Eisenoxid produzicren, das

leicht durch Geobacter oder andere dissimilatorische Fe(I11)-Reduzierer reduzierbar ist.

Die zweite Zielrichtung wiiren die dissimilatorisch Fe(I11)-reduzierenden Organismen. Mit der
Gattung Geobacter stehen erst wenige, gut charakterisierte Organismen diescs Stoffwechscltyps
zur Verfiigung, die zur vollstindigen Oxidation von organischer Substanz fahig sind. Die
derzeitig noch geringe Zah!l an Reinkulturen Fe(IIl)-reduzierender Bakterien steht im krasscn
Gegensatz zu ihrer geochemisch-beobachteten Bedeutung. Insbesondere wire es interessant,
mehrere Reinkulturen auf die Fahigkeit zu testen, verschiedene, chemisch-definierie Qdcr an
natiirlichen Standorten in der Natur gesammelte Eisenoxidspezies zu reduzieren. Dabei konnte
die Frage geklart werden, ob allgemein amorphe Eisenoxide bevorzugt werden, oder ob es
Spezialisten fiir die verschiedenen Hydroxide, Oxvhidroxide oder Oxide des Eisens gibt. Man
miiBte auch versuchen, diese Frage mit Hilfe von Anreicherungen auf verschiedenen delinierten

Eisenoxiden zu beantworten.

Eine weitere Fragestellung von Intercsse wire, von welcher okologischen Bedeutung der
anaerobe Eisenzyklus noch heute ist und ob sich die vermuteten mikrobiellen Matten auf der
Basis dieses Redoxkreislaufs tatsichlich finden lassen. Konnte man diese tatsichlich finden, so
wiire ihr Studium von groBer Bedeutung fiir Einsichten in die Vorginge im Archaikum und die

ersten Lebensprozesse auf unserem Planeten.
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E. Zusammenfassung

1. Es wurde erstmals eine anaerobe Photosynthese mit Fe(Il) als Elektronendonator als neuc
Form einer Photosynthese und als ncuer autotropher Stoffwechseltyp beschrieben. Zwei neue
Arten von Organismen, die zu diesem Energicstoffwechsel fahig sind, wurden angereichert,
isolicrt, stoffwechselphysiologisch charakterisiert und durch Sequenzierung ihrer 16S rRNA-
Gene innerhalb der Proteobaktericn klassifiziert.

2. Methoden fur die Kultivierung von Thiodictyon siderooxidans in Volumina bis zu 101 fiir

biochemische Untersuchungen wurden ausgearbeitet.

3. Die Fihigkeit zur Oxidation von Fe(II) war induzierbar. Bei Thiodictyon siderooxidans
wurde mit einer biochemischen Charakterisierung der an der Fe(I1)-Oxidation beteiligten

Proteine durch 2D-Gelelektrophorese und Reinigung begonnen.

4. Es wurde gezeigt, daB die durch die phototrophen Organismen produzierten Eisen(III)-
Spezies wiederum als Elcktronenakzeptoren fiir dissimilatorische Fe(1l1)-Reduzicrer dienen

konnen. Diese Beobachtung wurde in einen geochemischen Kontext gestellt.

5. Eine neue Kokultur zwischen Rhodobacter ferrooxidans und Geobacter metallireducens mit

Eisen als Ubertriger von Elektronen wurde ctabliert.
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F. Anhang
F.1. Description of Thiodictyon siderooxidans sp. nov.

si.de.ro.o'xi.dans. Gr. n. sideros iron; M.L. v. oxido oxidize, make acid; M.L. part. adj.

siderooxidans oxidizing iron.

Cells are oval rods, about 2 - 3 ym in length and 1.2 ¢m in width. Multiplication occurs by
binary fission. Cells are nonmotile under all conditions. May grow as compact clumps, in
chains or as individual cells. Contain towards the end of growth, large, irregularly shaped gas
vacuoles in the central part of the cell. Color of cell suspensions is purple-violet. Photosynthetic

pigments are bacteriochlorophyll a and carotenoids of the rhodopinal series.

Obligately phototrophic and strictly anaerobic. Grows photolithoautotrophically by using
ferrous iron or Hs as electron donor. Ferrous sulfide is oxidized to ferric iron and sulfate ions.
Free sulfide is not oxidized. During oxidation of ferrous iron sulfide globules of elemental
sulfur are transiently stored in the gas vacuole-free peripheral part of the cell.
Photoheterotrophic growth is possible in reduced media on acetate, pyruvate or glucose. No
growth factors are required. Sulfate is assimilated as sulfur source. pH range, 6.5 - 7.0.

Optimum growth temperature, 18°C.

Habitat: Stagnant fresh and brakish water, especially if rich in iron oxides. Type strain was
isolated from a ditch near Liibeck.
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F.2. Description of Rhodobacter ferrooxidans sp. nov.

fer.ro.o'xi.dans. L. n. ferrum iron; M.L. v. oxido oxidize, make acid; M.L. part. adj.

ferrooxidans oxidizing iron.

Cells are liny to elongated rods, about 1.5 to 3 um in length, dependent on the growth
conditions, and 0.5 ym in width. Multiplication occurs by binary fission. Cells arc nonmotile
under all conditions. Color of cell suspensions grown anaerobically in the light is yellowish-
brown to deep brown. When cultures are grown in the presence of oxygen, they turn red to
purple-red. Photosynthetic pigments are bacteriochlorophyll @ and carotenoids of the
spheroidenc series.

Photoautotrophic growth is possible with ferrous iron or hydrogen as the electron source.
Several organic compounds are used as carbon and clectron sources for photoheterotrophic
growth. Thiamine, biotin and niacin are required as growth factors. Optimum pH, 6.5.

Optimum growth temperature, 18°C.

Habitate: Stagnant water, especially ditches with high iron content.
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F.3. 16S rRNA Sequenz von Thiodictyon siderooxidans

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401

UCGAACGCGA
GCGUGGGAAU
AUACCGCAUA
AGAUGAGCCC
GCGACGAUCG
GACACGGCCC
GGGCGAAAGC
UUGUAAAGCA
GUUUUGACGU
CGCGGUAAUA
CGCGCGUAGG
UGGGAACUGC
AAUUCCAGGU
GCGAAGGCGG
GGAGCAAACA
ACUAGCCGUU
GUUGACCGCC
CGGGGGCCCG
AAGAACCUUA
GUGCCUUCGG
GUCGUGAGAU
GUUGCCAGCG
CGGAGGAAGG
CUACACACGU
GGAGCCAAUC
GACUGCGUGA
GAAUACGUUC
GUUGCACCAG
GUGGUCAAUG

AAGCUUUCGG
CUGCCUGGCA
CGACCUACGG
ACGUCCGAUU
GUAGCUGGUC
AGACUCCUAC
CUGAUCCAGC
CUUUCAGUGG
UACCCACAAA
CGGAGGGUGC
CGGCCUUGAU
AGUUGAUACU
GUAGCGGUGA
CCUCCUGGCU
GGAUUAGAUA
GGGUCCAUUU
UGGGGAGUAC
CACAAGCGGU
CCAGCCCUUG
GAGCCUGGAG
GUUGGGUUAA
AGUCAUGUCG
UGGGGACGAC
GCUACAAUGG
UCACAAAACC
AGUCGGAAUC
CCGGGCCUUG
AAGUAGGUAG
ACUGGGGUGA

GCUGAGUAGA
GUGGGGGACA
GGGAAAGGGG
AGCUAGUUGG
UGAGAGGAUG
GGGAGGCAGC
AAUGCCGCGU
GGAAGAAAAG
AGAAGCACCG
AAGCGUUAAU
AAGUCAGCUG
GUCUGGCUCG
AAUGCGUAGA
UAAGACUGAC
CCCUGGUAGU
ACGGGCUUAG
GGCCGCAAGG
GGAGCAUGUG
ACAUCCUGGG
ACAGGUGCUG
GUCCCGUAAC
GGAACUCUAA
GUCAAGUCAU
UCGGUACAGA
GGUCGUAGUC
GCUAGUAAUC
UACACACCGC
CUUAACCUUC
AGUCGUAACA

GUGGCGGACG
ACCCGGGGAA
GCCGCAAGGC
CAGGGUAAAG
ACCAGCCACA
AGUGGGGAAU
GUGUGAAGAA
CAUGUGGUUA
GCUAACUCCG
CGGAAUUACU
UGAAAGCCCC
AGUCUGAGAG
UAUCUGGAGG
GCUGAGGUGC
CCACGCGGUA
UGGCGCAGCU
UUAAAACUCA
GUUUAAUUCG
AAUCCUGCAG
CAUGGCUGUC
GAGCGCAACC
GGAGACUGCC
CAUGGCCCUU
GGGUCGCAAA
CGGAUCGCAG
GCGAAUCAGC
CCGUCACACC
GGGAGGGCGC
AGGUAG

GGUGAGUAAU
ACUCGGGCUA
UCUCGCUGCU
GCCUACCAAG
CUGGGACUGA
AUUGGACAAU
GGCCUGCGGG
AUACCCGUGU
UGCCAGCAGC
GGGCGUAAAG
GGGCUCAACC
AGGGAGGUGG
AACACCAGUG
GAAAGCGUGG
AACGAUGUCA
AACGCGAUAA
AAGGAAUUGA
AUGCAACGCG
AGAUGCGGGA
GUCAGCUCGU
cuuGuCCuuAa
GGUGAUAAAC
AUGGGCUGGG
CCCGCGAGGG
UCUGCAACUC
AUGUCGCGGU
AUGGGAGUUG
UUACCACGGU
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F.4. 16S rRNA Sequenz von Rhodobacter

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351

CCUAACACAU
GUAACGCGUG
GUGUAAUACC
CCCGCGUUGG
UCCAUAGCUG
CCCAGACUCC
ACCCUGAUCU
GCUCUUUCAG
UAACUCCGUG
AAUUACUGGG
AUCCCAGGGC
CGAGAGAGGU
CGGAGGAACA
AGGUGCGAAA
GCCGUAAACG
ACUAACGGAU
UCAAAGGAAU
UCGAAGCAAC
CCAGAGAUGG
CUGUCGUCAG
CAACCCACGU
GCCGGUGAUA
CUUACGGGUU
UCCCAAAAAG
GAAGUCGGAA
UCCCGGGCCU
CGAAGUGGUG
AGUGACUGGG

CGAAGUCGAA
GGAACAUACC
GUAUGUGCUU
AUUAGGUAGU
GUUUGAGAGG
UACGGGAGGC
AGCCAUGCCG
UGGGGAAGAU
CCAGCAGCCG
CGUAAAGCGC
UCAACCUUGG
GAGUGGAAUU
CCAGUGGCGA
GCGUGGGGAG
AUGAAUGCCA
UAAGCAUUCC
UGACGGGGGC
GCGCAGAACC
UCCUuUUCUCG
CUCGUGUCGU
CUUUAGUUGC
AGCCGGAGGA
GGGCUACACA
GCCAUCUCAG
UCGCUAGUAA
UGUACACACC
CGCCAACCUC
GUGAAGUCGU

CGGGUCUUCG
CUUUGGUACG
CGGGGGAAAG
UGGUGGGGUA
AUGAUCAGCC
AGCAGUGGGG
CGUGAGUGAU
AAUGACGGUA
CGGUAAUACG
ACGUAGGCGG
AACUGCCUUC
CCGAGUGUAG
AGGCGGCUCA
CAAACAGGAU
GUCGUCGGGU
GCCUGGGGAG
CCGCACAAGC
UUACCAACCC
UAAGAGACAC
GAGAUGUUCG
CAGCAUUCAG
AGGUGUGGAU
CGUGCUACAA
UUCGGAUUGG
UCGCGUAACA
GCCCGUcCAacCa
GCAAGAGAGG
AACAAGGUAC

ferrooxidans

GACUAGUGGC
GAAUAGCCUC
AUUUAUCGCC
AUGGCCUACC
ACACUGGGAC
AAUCUUAGAC
GAAGGCCUUA
CCCACAGAAG
GAGGGGCUAG
AUUGGAAAGU
AAAACUCCCA
AGGUGAAAUU
CUGGCUCGAU
UAGAUACCCU
AGCAUGCUAU
UACGGCCGCA
GGUGGAGCAU
UUGACAUGGC
UGCACACAGG
GUUAAGUCCG
UUGGGCACUC
GACGUCAAGU
UGGUGGUGAC
GGUCUGCAAC
GCAUGACGCG
CCAUGGGAAU
CAGCCAACCA
ucGca

GGACGGGUGA
GGGAAACUGG
AAAGGAUUGG
AAGCCGACGA
UGAGACACGG
AAUGGGGGAA
GGGUUGUAAA
AAGCCCCGGC
CGUUAUUCGG
UGGAGGUGAA
GUCUUGAGGU
CGUAGAUAUU
ACUGACGCUG
GGUAGUCCAC
UCGGUGACAC
AGGUUAAAAC
GUGGUUUAAU
AGUGACCGUU
UGCUGCAUGG
GCAACGAGCG
UAAAGAAACU
CCUCAUGGCC
AAUGGGUUAA
UCGACCCCAU
GUGAAUACGU
UGGUUCUACC
CGGUAGGAUC
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