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Kapitel I – Einleitung 
 

I.1 Globale Energielage und Erneuerbare Energien in Deutschland 

I.1.1 Fossile Energieträger und Verfügbarkeitsprognosen 

Die Weltbevölkerung stieg von 6 Mrd. Menschen im Jahre 1999 zum Ende des Jahres 2011 

auf über 7 Mrd. an (UNFPA, 2011). Seit dem Anbruch des Zeitalters der Industrialisierung 

wächst der globale Energieverbrauch dabei noch schneller als die Weltbevölkerung selbst. So 

stieg der pro-Kopf-Verbrauch innerhalb der letzten 130 Jahre auf das 16fache (BMU, 2011). 

Für die Deckung eines Großteils dieses globalen Energiebedarfs werden bis heute fossile 

Energieträger zur Energiegewinnung eingesetzt. Im Jahre 2006 bezog die Menschheit 87 % 

des Energiebedarfs aus Erdöl (34 %), Kohle (26 %), Erdgas (21 %) und Kernenergie (Uran 

und Thorium, 6 %) (BGR, 2009); 2009 entfielen bereits nur noch 81 % des wachsenden 

globalen Energiebedarfs auf diese Energieträger (REN21, 2011). Mit der Nutzung konven-

tioneller Energierohstoffe und Kernbrennstoffe gehen jedoch Probleme einher, welche sich 

global auf Gesundheit, Wirtschaft, Gesellschaft und Umwelt auswirken. Ein herausragendes 

Problem besteht in der kurz- bis mittelfristigen Endlichkeit der weltweiten Lagerstätten 

fossiler Rohstoffe. Dabei wird zwischen den Begriffen Reserven und Ressourcen unter-

schieden. Reserven umfassen diejenigen Volumina fossiler Energieträger, welche nach gegen-

wärtigem Stand der Technik wirtschaftlich erschlossen und genutzt werden können. Lager-

volumina, welche bislang nur geophysikalisch prognostiziert, jedoch noch nicht nachgewiesen 

wurden oder deren Erschließung mit moderner Bergetechnik bislang unter wirtschaftlichen 

Gesichtspunkten nicht möglich ist, werden als Ressourcen bezeichnet. Unter Einberechnung 

des momentanen Energieverbrauchs lassen sich für Reserven und Ressourcen diejenigen 

Zeiträume berechnen, über welche sie der Menschheit noch zur Verfügung stehen. Diese sog. 

statische Reichweite (Abb. 1) ist definiert als der Quotient aus dem Volumen bekannter 

             

             
             Abb. 1: Statische Reichweite weltweiter Energiereserven. Nach BGR 2007/BMU 2011. 
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Reserven und der aktuellen Förderproduktion. Da das Reservevolumen mit dem Aufkommen 

neuer Technologien oder neuer Explorationen schwankt, kann die statische Reserve nur einen 

gegenwärtigen Trend wiedergeben, die Aussage verbleibt „statisch“. Berechnungen der 

Globalreserven durch die Bundesanstalt für Greowissenschaften und Rohstoffe (BGR) 

ergaben unter diesen Bedingungen für den Erdölanteil eine statische Reichweite von 42 

Jahren (unter Einbezug nichtkonventioneller Reserven wie Ölsande bis 58 Jahre); die Erdgas- 

und Uran-Reserven werden in 63 bzw. 30 Jahren erschöpft sein. Brisanz gewinnt die geringe 

statische Reichweite insbesondere von Erdöl dadurch, dass es trotz geringer Verfügbarkeit 

mittelfristig der wichtigste Energielieferant bleiben wird. Damit stellt Erdöl den einzigen 

Energierohstoff dar, für den die steigende Nachfrage in den kommenden Jahrzehnten nicht 

gedeckt werden kann. Durch den Endlichkeitscharakter ist schon vor dem Versiegen der 

Reserven mit einem Anstieg der Preise auf dem Weltmarkt zu rechnen, sodass ein ständig 

wachsender Ausgabenbetrag für die Sicherstellung der Energieversorgung aufgebracht 

werden muss. Je nach Studie ist der Zeitpunkt der maximal möglichen Ölförderungsrate 

(„Peak Oil“) bereits überschritten oder liegt kurz bevor. Spätestens mit der Erschöpfung der 

Hälfte des globalen Erdölvorrats in 5 bis 20 Jahren ist mit einer Preissteigerung zu rechnen 

(BMU 2011).  

I.1.2 Erneuerbare Energien in Deutschland 

Als Folge der Reaktorhavarie im japanischen Atomkraftwerk Fukushima Daiichi vom März 

2011 wurde in der Bundesrepublik Deutschland ein beschleunigter Ausstieg aus der Nutzung 

der Kernenergie beschlossen (13. AtGÄndG) und das Voranschreiten in der sog. Energie-

wende gesetzlich forciert. Mit Erlass der dritten Novelle des Gesetzes für den Vorrang 

Erneuerbarer Energien (Erneuerbare-Energien-Gesetz, EEG, I.3.4) wurde der Deckungsanteil 

des bundesdeutschen Stromverbrauchs aus Erneuerbaren Energien (EE) auf 35 % im Jahre 

2020 und 80 % im Jahre 2050 festgelegt. Heute erzeugt Deutschland bereits 18 % seines 

Brutto-Stroms aus EE. Zur Bereitstellung der Gesamtenergie (Wärme + Strom + Kraftstoffe) 

wird dafür auf einen Energiemix aus Wasserkraft, Windenergie, Solarenergie, Geothermie 

und Biomasse zurückgegriffen (Abb. 2). Neben dem Aspekt des fehlenden Endlichkeits-

charakteristikums ergeben sich weitere Vorteile regenerativer Energieträger insbesondere 

unter ökologischen und Nachhaltigkeits-Kriterien. In vielen Fällen kann bereits nach kurzen 

energetischen Amortisationszeiten (Herstellung, Betrieb und Entsorgung; je nach Technik 

zwischen 3 Monaten (Wind) und 5 Jahren (Photovoltaik)) CO2-neutral Strom erzeugt werden. 

Da die genutzten fossilen Rohstoffe in den sich energetisch nie amortisierenden Kraftwerken 
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eingespart werden können, reduziert sich die Emission von Treibhausgasen bei gleich-

bleibender Energiegewinnung. Im Jahr 2012 konnten auf diese Weise in Deutschland 146 

Mio. t CO2-Äquivalente vermieden werden (Abb. 3). Durch die Nutzung der EE kann also 

direkt einer Verschärfung des Treibhauseffekt-Fortschritts entgegengewirkt werden. Des 

Weiteren können Altanlagen ökologisch unbedenklich rückgebaut und die Materialien dem 

Recycling zugeführt werden, ohne strahlende Altlasten oder weiträumige Tagebauhalden zu 

hinterlassen. Das im globalen Maßstab technisch nutzbare Potential EE wird selbst unter 

strengen Umweltschutz- und Strukturrestriktionen sowie unter Berücksichtigung der 

technischen Wirkungsgrade auf das sechsfache des derzeitigen weltweiten Endenergiebedarfs 

geschätzt. Allein in Deutschland wird  weniger als 10 % der langfristig durch EE bereitstell-

baren Energiemenge genutzt, sodass auch hier große Ausbaupotentiale verbleiben (BMU, 

2011). Im Spektrum der EE weist die Nutzung von Biogas aus Biomasse eine besondere 

Flexibilität auf. Sie ermöglicht mit der Produktion von Strom und Wärme über die Kraft-

Abb. 3: Energiebereitstellung aus erneuerbaren Energien 2012 in 
Deutschland. Quelle: Mediathek der Fachagentur nachwachsender 
Rohstoffe (FNR, 2013a) auf Basis der AGEE Stat. 

Abb. 2: Treibhausgas-Vermeidung durch die Nutzung erneuerbarer 
Energien in 2012. Angaben für Deutschland. Quelle: Mediathek der 
Fachagentur nachwachsender Rohstoffe (FNR, 2013b) auf Basis der AGEE 
Stat. 
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Wärme-Kopplung (KWK) sowie der Verwendung als Erdgas-Substitut und Kraftstoff die 

parallele Erzeugung dreier Energieträger. Weiterhin lässt eine Zwischenspeicherung von 

Biogas oder daraus gewonnener Energieträger sowohl ein Abrufen zu späteren Spitzen-

lastzeiten zu als auch die temporäre Substitution ausgefallener Strom-/Wärmeerzeuger 

(Grundlastsicherung). Der flexiblen Nutzung von Biogas steht dabei eine Konstanz in seiner 

Erzeugung in Biogasanlagen gegenüber: Damit ist die Energieerzeugung aus Biogas 

weitgehend unabhängig von jahreszeitlichen oder klimatischen Schwankungen (FNR, 2011a). 

Aus ökologischen Gesichtpunkten ist Biogas u.a. deswegen interessant, da es die einzige 

Quelle von EE darstellt, welche eine negative Treibhausgas-Emissionsbilanz erreichen kann, 

wenn eine Kovergärung von Güllekomponenten erfolgt. Durch den direkten Eingang dieser 

Wirtschaftsdünger in den Biogas-Produktionsprozess werden lagerbedingte Methan-

emissionen in die Atmosphäre vermieden, was nach Verrechnung in negativen Summen-

emissionen resultiert.  

 

I.2 Biogas und die Mikrobiologie der Biogasbildung 

I.2.1 Zusammensetzung und Quellen von Biogas 

Die Entstehung von Biogas ist ein natürlicher, in anaeroben Habitaten der Umwelt ubiquitär 

stattfindender Prozess. Er umfasst die mikrobiell katalysierte Abbaukaskade organischer 

Ausgangsstoffe in einem feuchten, O2-freien Milieu. Endpunkt des Abbaus stellt ein Gas-

gemisch dar, dessen Hauptkomponenten in wechselnden Anteilen von der energietragenden 

Komponente Methan (CH4, 50 - 75 %), von Kohlenstoffdioxid (CO2, 25 - 45 %) und Wasser-

dampf (H2O, 2 - 7 %) gebildet werden. Das Restgasvolumen teilt sich hier auf verschiedene 

gasförmige Bestandteile wie Ammoniak (NH3), Schwefelwasserstoff (H2S) oder Spurengas-

Mischungen auf (Tab. 1).  

Tab. 1: Volumenbezogene Konzentration von Biogaskomponenten. Nach FNR, 2011a. 

Komponente Konzentration [% v/v] 

CH4 50 – 75 
CO2 25 – 40 
H2O 2 – 7 
O2 < 2 
N2 < 2 

NH3 < 1 
H2S < 1 

Spurengase < 2 
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Aufgrund des biogenen Ursprungs wird das Gasgemisch als Biogas bezeichnet und damit 

abgegrenzt von Methanvorkommen, welche auf abiotische, thermochemische (Bildungs-) 

Reaktionen zurückzuführen sind. Beispiele dafür stellen unterseeische Lagerstätten reiner 

Methanhydrate in Clathratstruktur dar, welche in Tiefen von 400 – 1000 m in den Sedimenten 

der Ozeane vorliegen. Verschiedene Biotope und Habitate tragen zu der natürlichen 

Freisetzung von etwa 535 x 106 t CH4 a-1  in die Atmosphäre bei. Die größten Anteile 

entfallen dabei auf Sümpfe, Marschlande und Moore (115 x 106 t CH4 a
-1, daher wird Biogas 

häufig auch als „Sumpfgas“ bezeichnet), gefolgt von Pansen wiederkäuender Tiere (85 x 106 t 

CH4 a-1) und Reisfeldern (60 x 106 t CH4 a-1) (Reineke und Schlömann 2007). Weitere 

Quellen stellen Deponien, offen gelagerte Gülle sowie Kläranlagen und die Gärkammer von 

Termiten dar. 

I.2.2 Mikrobiologie der Biogasbildung 

Der mikrobielle Bildungsmechanismus von Methan umfasst das metabolische Zusammenspiel 

mehrerer Organismen-Gattungen während des Abbaus organischer Substrate zum C1-Körper- 

(CH4 + CO2) reichen Biogas. Formalistisch durchläuft der strikt anaerobe Prozess vier 

Stadien, an denen jeweils distinkte Mikroorganismen-Gruppen beteiligt sind:  

I. Hydrolyse komplexer organischer Verbindungen zu monomeren Bestandteilen 

II. Primäre Vergärung der monomeren Produkte aus Phase I zu Acetat, H2, CO2, 

Fettsäuren (Acidogenese) und Alkoholen 

III. Sekundäre Vergärung der primären Gärungsprodukte zu Acetat, H2 und CO2. 

Parallel dazu stattfindende Synthese von Acetat aus H2 und CO2 (Acetogenese) 

IV. Umsatz des in den Vorstufen generierten Acetats, H2 und CO2 zum CH4 im Verlauf 

der Methanogenese 
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Im Folgenden soll auf die einzelnen Phasen des Prozesses näher eingegangen und der 

mikrobielle Kontext weiter beleuchtet werden. Abb. 4 zeigt dazu ergänzend das Stoff-

flussschema.  

In der hydrolytischen Phase erfolgt die Spaltung der komplexen Ausgangssubstrate zunächst 

zu ihren oligo- und schlussendlich zu ihren monomeren Spaltprodukten. Dabei entstehen 

Mono- und Disaccharide, Aminosäuren, Lipide bzw. Fettsäuren und Glyzerin sowie das soge-

nannte Hydrolysegas aus H2 und CO2. Damit setzt sich die Hydrolyse im Verlauf des Abbaus 

organischer Substrate vom chemischen Hydrolysebegriff ab. Im Fall der chemischen 

Hydrolyse ergibt sich durch die Addition eines Wasserstoff- bzw. Hydroxylrestes an die 

beiden hervorgehenden Spaltprodukte nur selten eine Gasphase, während beim Umsatz 

organischer (Makro-)Moleküle mit Wasser im Verlauf der natürlichen Mineralisierung die 

Gasphase, monomere Spaltprodukte und organische Säuren die dominierenden Reaktions-

produkte darstellen. Insbesondere aufgrund der Entstehung einer Fraktion organischer Säuren 

in der Hydrolysephase lässt sich dieser formalistische Schritt in der Biogasanlagen-Praxis aus 

Abb. 4: Schema des Stoffflusses 
während der anaeroben Biogas-
Bildung. (I) In der Hydrolysephase wird 
das organische Substrat in seine mono-
meren Bestandteile gespalten sowie CO2

und H2 („Hydrolysegas“) gebildet. Im 
Rahmen primärer Gärungsreaktionen (II) 
werden die monomeren Einheiten zu 
verschiedenen Fettsäuren, Alkoholen und 
kleineren Spaltprodukten umgesetzt. Die 
Fettsäuren und Alkohole werden letztlich 
durch sekundäre Gärer (III) komplett zu 
H2 + CO2 und Acetat verstoffwechselt. 
Diese bilden die Substrate für die hydro-
genotrophe und acetoklastische Methano-
genese (IV), resultierend in den Hauptbio-
gaskomponenten CH4 und CO2.  
1Exemplarische Angabe wichtiger Fett-
säuren als Produkte der primären Gärung 
ohne Anspruch auf Vollständigkeit. 
Verändert nach Reineke und Schlömann 
(2007); Bauer et al., (2009).
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Sicht der Produkte meist nicht klar definiert von der nachfolgenden Phase der primären 

Gärungen (auch als Acidogenese bezeichnet, s.u.) abgrenzen. Die hydrolytischen Spaltungs-

reaktionen werden dabei von Exoenzymen, welche durch Mikroorganismen sezerniert werden 

oder von an Zelloberflächen gebundenen Enzymkomplexen katalysiert. Darunter finden sich 

u.a. Amylasen, β-Glucosidasen, Lipasen und Proteasen. Dabei sind die monomeren Produkte 

in der Regel besser wasserlöslich als ihre Edukte, womit eine bessere Bioverfügbarkeit 

erreicht wird. Die exakte Zusammensetzung des Produktgemisches ist stark von der Substrat-

zusammensetzung abhängig. Bei hohen Schwefel- oder Stickstoffgehalten kann es bereits hier 

zum Entstehen von H2S und NH3 kommen. Die an der hydrolytischen Phase in anaeroben 

Habitaten beteiligten Mikroorganismen umfassen ein breites Spektrum fakultativ anaerober 

Bakteriengattungen wie Clostridium, Bacillus, Bacteroides, Lactobacillus, Desulfovibrio, 

Vibrio, Staphylococcus, Escherichia, Pseudomonas, Acetovibrio und Sarcina. Dabei wurden 

die lignocellulolytischen Gattungen Bacillus und Clostridium (Gupta et al., 2012; Lynd et 

al., 2002) wiederholt auch in landwirtschaftlichen Biogasanlagen nachgewiesen (Krause et 

al., 2008; Weiss et al., 2008). Bedingt durch den fließenden Übergang von Hydrolysephase 

und primärer Gärungsphase lassen sich viele der genannten Gattungen nicht spezifisch einer 

der beiden Phasen zuordnen. Die hydrolytische und die Methanogenese-Phase stellen im 

Biogas-Gewinnungsverfahren die langsamsten Schritte dar und bilden somit die 

Flaschenhälse des Gesamtprozesses. 

Im Rahmen der primären Gärung werden die organischen Produkte der Hydrolysephase von 

den hydrolytisch-acidogenen Bakterien weiter umgesetzt. Dabei entstehen flüchtige 

organische Fettsäuren (volatile fatty acids, VFA) verschiedener Kohlenstoff-Kettenlänge bis 

hin zum Acetat sowie Alkohole, Formiat, H2 + CO2, H2S und NH3. Wichtige VFAs stellen 

insbesondere Propionat, Butyrat, Valerat und Caproat dar. Im natürlichen Habitat des 

Kuhpansens werden diese VFAs resorbiert und dem Gleichgewicht entzogen, während sie in 

weiteren natürlichen Habitaten sowie in Biogasanlagen den syntrophen fettsäureoxidierenden 

Bakterien weiter zur Verfügung stehen und als Substrate dienen (s.u.). Welche VFAs in einer 

gegebenen Abbausituation entstehen ist abhängig von der Art der vorliegenden Edukte und 

des Wasserstoff-Partialdrucks (pH2) bzw. pH-Werts. Bei niedrigem pH2 ist eine Freisetzung 

von Elektronen aus Oxidations-Reaktionen als Wasserstoff möglich. Dadurch verschiebt sich 

das Gleichgewicht der Gärprodukte auf Seiten der Bildung von Acetat, H2 und CO2. Bei 

hohem pH2 liegt der Elektronencarrier NAD(P) protonengesättigt als NAD(P)H + H+ vor. 

Elektronen aus dem oxidativen Substratabbau werden nun vermehrt auf die NAD(P)H + H+-

Form übertragen. Ein daraus resultierender Überschuss dieser Form kann nun über die 
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Propionat-Gärung, Butyratgärung, die Lactatgärung und die alkoholische Gärung abgebaut 

werden. Ein Abbau über die Acetatbildung aus Acetyl-CoA ist dagegen nicht möglich (Abb. 

5). Als Folge verschiebt sich das Produktgleichgewicht auf Seiten der VFAs. Durch die 

Bildung und mögliche Akkumulation saurer Verbindungen kommt es in dieser Phase des 

Prozesses zum Absenken des pH-Wertes auf 4,5 - 6,3, weswegen sie häufig auch als 

„Versäuerungs-“ oder Acidogenese-Phase bezeichnet wird. 

Im Anschluss an die primären Gärungsreaktionen geht der Prozess in die Phase der 

sekundären Gärungen über. Die ablaufenden Reaktionen umfassen primär die Vergärung 

der VFAs zu den Endprodukten Acetat und H2 + CO2 durch die syntrophen fettsäure-

oxidierenden Bakterien. Sie beinhalten zudem zwei gegenläufige Stoffwechselwege, welche 

beide Endprodukt-Konzentrationen miteinander verbinden: Zum einen die syntrophe Acetat-

oxidation zu H2 + CO2, zum anderen die Acetogenese aus H2 + CO2 durch die homoaceto-

genen Bakterien. Ähnlich wie im Falle der hydrolytisch-acidogenen Bakterien entstammen 

die anaeroben fettsäureoxidierenden Bakterien einer Vielzahl von Gattungen wie Peloto-

maculum, Pelobacter, Propionibacter, Smithella, Sporotomaculum, Syntrophobacter, Syntro-

phomonas, Synthrophus und Thermoanaerobium. Auch unter den Clostridien und δ-Proteo-

bakterien existieren VFA-oxidierende Arten. Allen diesen Mikroorganismen gemein ist ein 

langsames Wachstum bei Nutzung dieses Substrats. Dies liegt darin begründet, dass die 

Abb. 5: Primäre Gärverläufe und -produkte am Beispiel des Ausgangssubstrats Glucose. Die 
ATP-generierenden Zwischenschritte sind rot markiert, die namensgebenden Endprodukte eines 
Gärverlaufes sind fett gedruckt. 
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Energetik des anaeroben Fettsäureabbaus als eigenständige Reaktionsfolge endergon, also 

energiezehrend ist. Thermodynamisch möglich wird ein exergoner Abbau erst dann, wenn der 

produzierte Wasserstoff direkt aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt wird (Schink, 1997). 

In den natürlichen Habitaten sowie in Biogasanlagen geschieht dies durch den Umsatz des H2 

durch hydrogenotrophe Methanogene oder homoacetogene Bakterien (Tab. 2).  

Tab. 2: Änderung der Gibbs´schen freien Energie im Verlauf beispielhafter VFA- und 
Alkoholabbaureaktionen und in Kombination mit H2-zehrenden Partnerreaktionen. 
Angabe unter Standardbedingungen (Konzentration der Reaktanden 1 mol L-1, p = 1,013 bar,  
T = 25 °C, pH =7). Nach Schink, 1997. 

Edukte Produkte ∆G0‘ [kJ mol-1] 

Fettsäuren 
CH3CH2CH2COO- + 2 H2O 
(Butyrat, Wasser) 

→ 2 CH3COO- + 2 H+ + 2H2 
(Acetat, Wasserstoff) 

+ 48,30 

CH3CH2COO- + 2 H2O 
(Propionat, Wasser) 

→ CH3COO- + CO2 + 3 H2 
(Acetat, Kohlendioxid, Wasserstoff) 

+ 76,00 

CH3CH(CH3)CH2COO- + CO2+ 2 H2O 
(Isovaleriat, Wasser) 

→ 3 CH3COO- + 2 H+ + H2 
(Acetat, Wasserstoff) 

+ 25,20 

CH3COO- + H+ + 2H2O 
(Acetat, Wasser) 

→ 2 CO2 + 4 H2  
(Kohlendioxid, Wasserstoff) 

+ 94,90 

Primäre Alkohole 
CH3CH2OH + H2O  
(Ethanol, Wasser) 

→ CH3COO- + H+ + 2 H2 
(Acetat, Wasserstoff) 

+ 9,60 

H2-verbrauchende Reaktionen 
4 H2 + CO2 
(Hydrogenotrophe Methanogenese) 

→ CH4 + 2 H2O 
(Methan, Wasser) 

- 131,00 

4 H2 + 2 CO2 
(Acetogenese) 

→ CH3COO- + 2 H2O 
(Acetat, Wasser) 

- 94,90 

Beispielhafte Kombinationen 
2 CH3CH2CH2COO- + 2 H+ + 2 H2O 
(Butyrat, Wasser) 

→ 5 CH4 + 3 CO2 
(Methan, Kohlendioxid) 

- 88,50 

2 CH3CH2CH2COO- + CO2 + 2 H2O 
(Butyrat, Kohlendioxid, Wasser) 

→ 4 CH3COO- + 2 H+ + CH4 
(Acetat, Wasserstoff, Methan) 

- 17,50 

4 CH3CH2COO- + 4 H+ + 2 H2O 
(Propionat, Wasser) 

→ 7 CH4 + 5 CO2 
(Methan, Kohlendioxid) 

- 62,25 

Unter diesen Umständen relativieren sich die in Tabelle 2 dargestellten Änderungen der 

freien Energien. Da die Reaktionen in der Natur nicht unter Standardbedingungen ablaufen, 

ist die freie Energie, welche von den Mikroorganismen tatsächlich gespeichert werden kann, 

in der Regel deutlich geringer. Des Weiteren sind syntrophe Summenabbaureaktionen häufig 

sehr komplex und aus vielen Teilreaktionsschritten zusammengesetzt, an denen mehrere 

Partnerorganismengruppen beteiligt sein können. Damit ist die nutzbare freie Energie für 

jeden der Mikroorganismen nochmals geringer. Als kleinstes Maß nutzbarer freier Energie 

wird gegenwärtig -20 kJ angesehen, genug, um ein Proton über die Membran zu translozieren 

und 1/3 ATP zu generieren. Chemostatexperimente konnten bereits das Wachstum eines 
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propionatoxidierenden Konsortiums aus Syntrophobacter fumaroxidans und Methano-

spirillum hungatei unter solchen Niedrigenergie-Bedingungen zeigen (Scholten und Conrad, 

2000). Ein Kriterium für den erfolgreichen Aufbau einer VFA-abbauenden Gemeinschaft 

besteht in der nahen räumlichen Assoziation von H2-zehrenden methanogenen Archaea mit 

den syntrophen bakteriellen VFA-Oxidierern in Dimensionen weniger Mikrometer. Dies ist 

bedingt durch eine schlechte Löslichkeit von H2 in Wasser, welche den Interspezies-

Elektronen-/Wasserstofftransfer über große Distanzen erschwert. In Granulae aus 

Laborfermentern mit synthetischem Medium konnte mittels einer Kombination aus der 

Fluoreszenz in situ-Hybridisierungs-Technik (siehe II.2.6) mit konfokaler Laserscanning-

Mikroskopie die Kolokalisation von Archaea und Syntrophobacter sp.-assoziierten 

Organismen beispielhaft gezeigt werden (Sekiguchi et al., 1999). Können sich die VFA-

oxidierenden Bakterien in einem solchem Konsortium erfolgreich etablieren, so liegen nach 

Abschluss der sekundären Gärungen die beiden Ausgangssubstrate für den abschließenden 

Schritt in der Degradationskaskade bereit, dem Umsetzen von Acetat und H2 + CO2 zu CH4 

im Verlauf der Methanogenese. Die Fähigkeit zur Methanogenese wurde bislang nur bei 

Vertretern der Domäne Archaea nachgewiesen. Je nach Ausgangssubstrat wird in natürlich 

vorkommenden Abbaukaskaden die hydrogenotrophe (H2 + CO2, Formiat) von der aceto-

klastischen (Acetat) und der methylotrophen Methanogenese (methylierte Verbindungen) 

unterschieden. Abgeleitet aus Forschungsergebnissen über Methangewinnung im Rahmen von 

Abwasserreinigungs- und Klärprozessen wurde auch für Biogasanlagen zunächst eine 

Dominanz des acetoklastischen Reaktionswegs postuliert. Neuere Erkenntnisse deuten jedoch 

darauf hin, dass entgegen dieser Annahme in landwirtschaftlichen Biogasanlagen, welche mit 

nachwachsenden Rohstoffen (NawaRo) betrieben werden, die hydrogenotrophe gegenüber der 

acetoklastischen Methanogenese überwiegt (Bauer et al., 2008; Nettmann et al., 2010). Die 

methylotrophe Reaktionsfolge scheint nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Aufgrund 

ihrer herausragenden Bedeutung im Abbauprozess und ihren Anforderungen an das sie 

umgebende Habitat wird im Folgenden gesondert auf die (methanogenen) Archaea und die 

verschiedenen Methanogenese-Reaktionen eingegangen. 
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I.2.3 Methanogene Archaea: Endpunkt des anaeroben Abbaus organischer Substrate 

I.2.3.1 Die Archaea als Domäne des Lebens  

Mit ihrer Entdeckung in der zweiten Hälfte der 1970er Jahre legten die Mikroorganismen, 

welche später als „Archaea“ (griechisch: „urtümlich“) bezeichnet werden sollten, den 

Grundstein für eine Revolution der Taxonomie, Phylogenie und Evolutionsbiologie. Bis dahin 

wurden alle Lebewesen in einer dichotomen Taxonomie entweder der Domäne „Prokaryoten“ 

oder der Domäne „Eukaryoten“ zugeordnet. Mit dem Aufkommen der Archaea etablierte sich 

jedoch daneben eine zweite prokaryotische Domäne, was zu dem heute gültigen und auf  

16S rRNA-Sequenzvergleichen basierenden taxonomischen Grundbau aus den drei Domänen 

„(Eu-)Bacteria“, „Archaea“ und „Eukarya“ führte (Fox et al., 1980; Woese und Fox, 1977; 

Woese et al., 1990). Ausgehend vom letzten universellen und gemeinsamen Vorfahren LUCA 

(last universal common ancestor) positionieren sich die Archaea nahe der Verzweigungsstelle 

zu den Eubacteria und Eukarya (Abb. 6). Diese Nähe zu LUCA reflektiert dabei zum einen 

ihre langsame Evolution und Ähnlichkeit zu postulierten, nichtrezenten Vorläuferzellen, 

sowie ihre Anpassung an teils extreme Habitate, wie sie in ähnlicher Form auf einer frühen 

Erde geherrscht haben sollen. Zum anderen spiegelt sie ihre Zwischenpositon in Bezug auf 

die stoffwechselphysiologische und transkriptionell-translationelle Enzymausstattung wider. 

° 
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Abb. 6: Übersicht über die Domänen des 
Lebens. Angegeben sind ausgewählte 
Gattungen der Archaea in ihrer relativen 
Position zu anderen taxonomischen Gruppen,
� = Position des LUCA, K = Korarchaeota, 
N = Nanoarchaeota.  
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So ähneln die an den zentralen anabolen und katabolen Stoffwechselwegen beteiligten 

Proteine und Enzyme in ihrem Aufbau häufig mehr den bakteriellen als den eukaryotischen 

Gegenstücken (Kletzin, 2007). Proteine und Ribozyme, welche an der DNA-Replikation 

(Grabowski und Kelman, 2003) und Genexpression (Bell und Jackson, 1998) beteiligt sind, 

zeigen dagegen oftmals einen deutlich komplexeren Aufbau als in Bakterien und sind 

strukturell und funktionell mehr mit Makromolekülen aus den Eukarya verwandt. 

Taxonomisch wird die Domäne der Archaea in die drei Phyla Euryarchaeota (inklusive der 

Nanoarchaeota), Crenarchaeota und Korarchaeota unterteilt. Die Euryarchaeota und die 

Crenarchaeota bilden die beiden „Ur-Phyla“ der Archaea, welche bereits mit der Entdeckung 

der Domäne abgeleitet und akzeptiert wurden (Woese et al., 1990). Das Phylum 

Euryarchaeota umfasst mit drei (hyper-) thermophilen Ordnungen (Thermococcales, 

Thermoplasmatales und Archaeoglobales), den halophilen Archaeen und den Methanogenen 

eine große Anzahl physiologisch diverser Mikroorganismengruppen. Den Crenarchaeota 

wurden dagegen zunächst ausschließlich (hyper-)thermophile Archaea aus vulkanischen, 

sauren und schwefelhaltigen Habitaten (z.B. Sulfolobales und Desulfurococcales) zugeordnet. 

Die nachfolgende Entdeckung psychrophiler Crenarchaeota erweiterte jedoch die Bio-

diversität innerhalb dieses Phylums. Sowohl die Eury- als auch die Crenarchaeota beinhalten 

marine Vertreter (Fuhrman et al., 1991; DeLong, 1992). Die Korarchaeota wurden bislang 

nur kultivierungsunabhängig in einer heißen Quelle des Yellowstone Nationalparks mit ihrem 

einzigen Vertreter „Candidatus Korarchaeum cryptofilum OFP8“ nachgewiesen (Barns et al., 

1996). Gegenwärtig wird zudem die Existenz von zwei weiteren Phyla postuliert und 

diskutiert: der Thaumarchaeota und der „Aigarchaeota“. Die in den Arbeiten von Fuhrman 

und DeLong gefundenen neuen marinen Archaea wurden zunächst als „Mesophile“ einer 

phylogenetischen Schwestergruppe der hyperthermophilen Crenarchaeota zugeordnet. Eine 

phylogenetische Analyse ribosomaler Proteine durch Brochier-Armanet et al. (2008) ergab 

jedoch ein separates Abzweigen vor der Aufteilung in Eury- und Crenarchaeota und 

begründete so das Aufkommen des neuen Phylums Thaumarchaeota. Candidatus Caldi-

archaeum subterraneum (Nunoura et al., 2011) stellt den ersten Vertreter einer als 

„Aigarchaeota“ bezeichneten Gruppe dar. Das Genom dieses Mikroorganismus weist jedoch 

einige Gemeinsamkeiten mit Repräsentanten der Thaumarchaeota auf, sodass die Einordnung 

der „Aigarchaeota“ als eigenes Phylum oder als Teil tiefverzweigter Thaumarchaeota 

gegenwärtig noch strittig ist. Eine Übersicht über die phylogenetische Beziehung 

ausgewählter Phyla und Ordnungen innerhalb der Archaea bietet zusammenfassend Abb. 7. 
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Abb. 7: Phylogenetisches Dendrogramm der Domäne Archaea. Berechnung des archaeellen 
Stammbaums nach Brochier-Armanet et al., (2011) basierend auf ribosomalen Proteinen aus 89 
archaeellen Gesamtgenom-Sequenzen. Für Einsicht in bioinformatische Parameter siehe Publikation. 
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Neben Gemeinsamkeiten mit den anderen Domänen (Tab. 3) weisen die Archaea auch 

Alleinstellungsmerkmale auf, welche sie von den Eukarya und Eubacteria abgrenzen. Diese 
 

Tab. 3: Auswahl gemeinsamer struktureller und molekularbiologischer Charakteristika 
von Archaea mit den Eubacteria bzw. Eukarya. Nach König, 1988. 

Archaeelle Gemeinsamkeiten 

mit Eubacteria mit Eukarya 

• Zellgröße • EF-2 enthält Diphtamid  
• Zirkuläres Genom • Ribosomenproteine mit Sequenz-

homologien 
• 70S-Ribosomen • tRNAMet nicht formyliert 
• Flagellen filamentöser Protein-Helices • DNA-abhängige RNA-Polymerase 

vom BAC-, AB’B‘‘C oder (A+C) 
B’B‘‘-Typ  

• Nichtmitotische Zellteilung • Manche tRNA-Gene mit Introns 

umfassen den einzigartigen Membranaufbau auf Basis von Isoprenderivaten. Dadurch wird 

die Membran nicht durch veresterte Lipide, sondern von (Glycerin-)Phytanyldiethern und 

Biphythanyltetraethern gebildet (Abb. 8A). Durch die kovalente Verbindung zweier 

Phytanyldiether im Biphythanyltetraether kann es hier zur Ausbildung eines Membran-

Monolayers kommen. Stereochemisch sind die Isoprenoidketten der Archaea an Position sn-2 

und sn-3 des Glycerin-1-Phosphats über eine Etherbindung gebunden, während die Lipide 

der Eubacteria und Eukarya an Position sn-1 und sn-2 des Glycerin-3-Phosphats verestert sind 

(Koga et al., 1993; Yoshinaga et al., 2012). Ein weiteres einzigartiges Charakteristikum stellt 

die Fähigkeit mancher Archaea zur Katalyse der Methanogenese dar. Bislang ist kein 

Organismus aus den anderen Domänen beschrieben worden, welcher die Reaktionsfolge der 

Methanogenese betreiben kann. Des Weiteren weist das Peptidoglycan archaeeller Mikro-

organismen eine einzigartige Struktur auf. Im Gegensatz zu den in Eubakterien konservierten 

Zellwand-Komponenten aus Peptidoglycan-Strängen, deren dimere Grundeinheit aus β(1-4)-

glycosidisch verbundener N-Acetylmuraminsäure (MurNAc) und N-Acetylglucosamin 

(GlcNAc) besteht, stellt das Peptidoglycan der Archaea (Abb. 8B) eine β(1-3)-glycosidische 

Verbindung von MurNAc und N-Acetyltalosaminuronsäure (TalANAc) dar (König und 

Kandler, 1979; Visweswaran et al., 2011).Vor der Entdeckung von Archaea in gemäßigten 

Habitaten wurde ihr Vorkommen vorübergehend als auf extreme Habitate beschränkt 

angesehen. Wurden Vertreter der Archaea zunächst nur in stark salzhaltigen, sauerstoffarmen, 

in heißen oder sauren/alkalischen Habitaten entdeckt, konnte ihre ubiquitäre Verbreitung auch 

in moderaten Lebensräumen gezeigt werden. Nach heutigem Kenntnisstand ergibt sich sogar 
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ein gegenüber der Ausgangsvermutung umgekehrtes Bild über die Anwesenheit archaeeller 

Mikroorganismen in verschiedenen Ökosystemen: Die im Labor kultivierten und erforschten 

Vertreter der „Extremophilen“, wie methanogener, thermophiler oder halophiler Archaea, 

scheinen nur eine Minderheit im Vergleich zur global-ökologischen, gesamtarchaeellen 

Verteilung in Böden, Wäldern, Meeren und Seen zu repräsentieren (Schleper et al., 2005). 

I.2.3.2 Methanogene Archaea 

Methanogene Archaea bilden innerhalb der Euryarchaeota eine Gruppe strikt anaerober, 

chemolithotropher (im Fall der acetoklastischen bzw. methylotropher Methanogenen chemo-

organotropher) Mikroorganismen. Taxonomisch werden die Methanogenen gegenwärtig in 

die folgenden fünf Ordnungen, jeweils benannt nach einer prominanten Gattung, eingeteilt: 

den Methanobacteriales, Methanococcales, Methanopyrales, Methanomicrobiales und den 

Methanosarcinales. Die Ordnung Methanobacteriales ist die umfangreichste aller methano-

genen Ordnungen und umfasst mit Ausnahme der Gattung Methanosphaera sp. (Msh.) 

vorwiegend hydrogenotrophe Mikroorganismen. Seltener werden jedoch auch sekundäre 

Alkohole als e--Donor genutzt. Es existieren autotrophe und acetatbasierte, heterotrophe 

Familien. Einige Spezies zeigen die Fähigkeit zur Fixierung molekularen Stickstoffs (N2). 

Zwei Familien mariner Archaea bilden die Ordnung Methanococcales. Die Energie-

gewinnung erfolgt hier stets über die hydrogenotrophe Methanogenese, wobei entweder H2 

und Formiat oder ausschließlich Formiat (nach Umsatz in H2 und CO2) als e--Donoren genutzt 

werden. Die vorwiegend autotrophen Organismen weisen Protein-Zellwände auf. Im All-

gemeinen dienen Ammonium und Sulfid als N- bzw. S-Quellen, manche Spezies können 

jedoch auch andere Verbindungen nutzen. Die heterotrophen Methanomicrobiales bilden 

vorwiegend Protein-Zellwände aus S-Layern. Ihren Stickstoff- und Kohlenstoffbedarf decken 

die Spezies dieser Ordnung häufig aus komplexen Flüssigphasen wie Klärschlamm oder 

Rumenflüssigkeit. Das gut untersuchte Modellarchaeon Methanospirillum hungatei zeigt 

Abb. 8: Chemische Struktur der Isopren-basierten Membrankomponenten der Archaea (A) und des 
Peptidoglykan-Disaccharids der Methanogenen (B). Gezeigt sind das Isopren als Grundeinheit des 
Glycerin-Phythanyldiethers sowie dessen kovalent verknüpfte Tetraetherform. Pfeile weisen auf die 
Etherbindungen (A). GlcNAc = N-Acetylglucosamin; TalANAc = N-Acetyltalosaminuronsäure (B). 

A B 
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jedoch auch autotrophes Wachstum sowie die Fähigkeit zur N2-Fixierung. Ähnlich wie die 

Methanococcales setzt sich die Ordnung Methanosarcinales aus zwei Familien zusammen. 

Während die Methanosarcinaceae methylierte Verbindungen wie Mono-, Di- und 

Trimethylamine, Methanol und Methylsulfide für die Methanogenese einsetzen und meist 

auch zusätzlich die hydrogenotrophen und acetoklastischen Wege katalysieren können, sind 

Mitglieder der Methanosaetaceae obligat acetoklastisch. Neben Ammonium und Sulfid als N- 

bzw. S-Quelle benötigen manche Spezies Kofaktoren wie Biotin für das Wachstum. Ein 

Alleinstellungsmerkmal gegenüber den methanogenen Archaea der anderen Ordnungen ist 

das Vorkommen von Cytochromen (Jussofie und Gottschalk, 1986) und des Menachinon-

Analogons Methanophenazin (Abken et al., 1998; Tietze et al. 2003). Das breite Spektrum 

von Ausgangssubstraten für die Methanogenese insbesondere der Methanosarcinaceae hat zu 

einer ebenso weiten Verbreitung in den unterschiedlichsten anaeroben Habitaten geführt. 

Haufenförmige Aggregate von Methanosarcina sp. können von einer Heteropolysaccharid-

Schicht umgeben sein, während Methanosaeta sp. eine filamentöse Scheide bildet, in welcher 

die stäbchenförmigen Zellen kettenförmig aufgereiht und durch sog. „Spacer Plugs“ getrennt 

vorliegen. Aus phylogenetischer Sicht entwickelten sich die Methanosarcinales als jüngste der 

fünf methanogenen Ordnungen, wohingegen die Methanopyrales als die am tiefsten 

verzweigte Ordnung angesehen wird. Sie wird gegenwärtig ausschließlich durch die Spezies 

Methanopyrus kandleri repräsentiert. Dieser hyperthermophile Mikroorganismus weist eine 

Zellwand aus Peptidoglycan und eine Umhüllung bislang unbekannter molekularer 

Zusammensetzung auf. Sein Habitat sind unterseeische, aufgeheizte Sedimente, in denen er 

ähnlich den anderen Methanogenen Ammonium und Sulfid als N-/S-Quelle benötigt. Einen 

zusammenfassenden Überblick über weitere physiologische Parameter der methanogenen 

Archaea bietet Tabelle 4 (Ferry und Kastead, 2007). Phylogenetische Untersuchungen auf 

Basis ribosomaler Proteine methanogener Archaea legen nahe, dass die fünf beschriebenen 

Ordnungen nicht als monophyletisch aufzufassen sind. Vielmehr werden sie in zwei Klassen 

(nicht zu verwechseln mit dem taxonomischen Klassenbegriff!) von Methanogenen eingeteilt, 

sodass die Methanopyrales, Methanococcales und Methanobacteriales als Klasse-I-

Methanogene, die Methanosarcinales und Methanomicrobiales als Klasse-II-Methanogene 

zusammengefasst werden (Bapteste et al., 2005). Im Stammbaum der Archaea werden beide 

Klassen der Methanogene durch nicht-methanogene Ordnungen wie den Archaeoglobales 

oder Thermoplasmatales getrennt (vgl. Abb. 6B). Eine in der Literatur diskutierte mögliche 

Erklärung stellt den Verlust der Fähigkeit dieser Ordnungen zur Methanogenese im Verlauf 

der Evolution dar (Gribaldo und Brochier-Armanet, 2006). 
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Die natürlichen Habitate der Methanogenen werden durch diejenigen Nischen und 

Ökosysteme gebildet, in denen ein anaerober Abbau organischer Substrate stattfindet. So 

konnten Vertreter der Methanogenen in anoxischen Habitaten wie marinen oder 

Frischwassersedimenten, in Abwasser- und Klärschlamm, gemäßigten bis heißen Böden, 

Reisfeldern, Tundren, Sumpf- und Marschländern, hydrothermalen Schloten sowie Deponien 

gefunden und z.T. aus ihnen isoliert werden. Der Verdauungstrakt herbivorer Säuger, die 

Gärkammer holzverzehrender Insekten sowie die Mundhöhle, der Darm und die Vagina des 

Menschen stellen weitere Lebensräume dar (Belay et al., 1990; Horz und Conrads, 2010; 

Huber et al., 1982; Jones et al., 1983a; Jones et al., 1983b; König et al., 2009; Lü und Lu, 

2012; Zeikus und Wolfe, 1972). Trotz des Vorkommens von Vertretern methanogener 

Archaea wie Methanobrevibacter smithii, Methanobrevibacter oralis und Methanosphaera 

stadtmanae im menschlichen Körper verbleibt die Frage nach einer eventuellen Pathogenität 

strittig. Bislang ist für kein archaeelles Mitglied der humanen Mikroflora ein direktes Wirken 

als Pathogen nachgewiesen. Dennoch werden zwei Szenarien für potentiell krankheits-

auslösende Mechanismen mit Beteiligung methanogener Archaea diskutiert. Zum einen 

könnte über den oben beschriebenen Interspezies-Wasserstofftransfer in syntrophen Gemein-

schaften das Wachstum echter Pathogene im Körper gefördert werden. Zum anderen könnten 

methanogene Archaea eine aktive Rolle als Krankheitserreger spielen, indem sie die 

Methylierung von Schwermetallen und Metalloiden katalysieren. Solcherart methylierte Ver-

bindungen sind deutlich flüchtiger und toxischer für den Menschen als ihre Ausgangs-

verbindungen (Conway de Macario und Macario, 2009; Michalke et al., 2008). Die mit der 

menschlichen Mukosa assoziierten Stämme von Mbb. smithii und Msh. stadtmanae sind 

jüngsten Untersuchungen zufolge in der Lage eine Antwort des Immunsystems auszulösen. 

Insbesondere für Msh. stadtmanae konnte dabei eine Stimulierung mononukleärer Zellen des 

peripheren Blutes zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine gezeigt werden (Bang, 

2013). 
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Tab. 4: Die fünf Ordnungen methanogener Archaea. Zusamenfassende Übersicht aus Balch et al., 1979; Ferry und Kastead, 2007; Veit et al., 2005 und 
dem Online-Katalog der Mikroorganismen der DSMZ (http://www.dsmz.de/catalogues/catalogue-microorganisms.html, letzter Zugriff: 15.07.2012). 
Charakteristika ohne nachfolgend erwähnte Beispielorganismen gelten für den Großteil der Spezies der angegebenen Gattung. Ausnahmefälle innerhalb einer 
Ordnung sind in Klammern vermerkt.  

Ordnung Morphologie Methanogenese C-Quelle 
Physiologisches Optimum 

Temperatur pH 

Methanobacteriales 
kurze bis filamentöse 
Stäbchen, bisweilen 

Kokkobacillen 

• hydrogenotroph 
 
 

• CH3OH + H2  
   (Methanosphaera sp.) 

• autotroph 
(Methanobacterium sp. 
Methanothermobacter sp.) 

• Acetat 
(Methanosphaera sp., 
Methanobrevibacter sp.) 

• mesophil 
 
 

• thermophil 
(Methanothermobacter sp.) 

Primär neutrophil 
(6,8 – 8,0); 

selten alkalophil 

Methanococcales 
unregelmäßig geformte 

Kokken 

• hydrogenotroph 
  

• autotroph 
• Acetat 

(Methanococcus voltae) 

• mesophil 
• (hyper-) 

thermophil 
(Methanocaldococus sp.) 

neutrophil 

Methanomicrobiales 

kurze Stäbchen, 
unregelmäßige Kokken; 
wellenförmige Spirillen 

  (Methanospirillum sp.); 
scheibenförmige Zellen    

(Methanoplanus sp.) 

• hydrogenotroph 
  (selten sekundäre 

Alkohole als e--
Donoren) 

• heterotroph 
(Acetat, komplexe 
Quellen wie 
Pepton oder 
Rumenflüssigkeit) 

• autotroph 
(Methanospirillum hungatei) 

• mesophil 
• thermophil 
(Methanoculleus thermo-

philicus) 

• psychrophil 
(Methanogenium frigidum) 

neutrophil 
(Methanospirillum 
hungatei: 6,6-7,4) 

Methanosarcinales 

kokkoide Formen und 
Zellpakete; 

Stäbchen in filamentösen 
Zellscheiden 

        (Methanosaeta sp.) 

• hydrogenotroph 
• methylotroph 
 
 
• acetoklastisch 

• autotroph 
• heterotroph 

(Acetat, 
Methylamine) 

• mesophil 
• thermophil 

(Methanosarcina 

thermophilia) 

• psychrophil 
    (Methanococcoides  

alaskense) 

Primär neutrophil 
(6,5 – 7,5); 

selten alkalophil 
(Methanolobus talorii);  

acidophil 
(Methanosaeta thermo-

phila: pHopt = 6,0) 

Methanopyrales 
Stäbchen, solitär oder in 

Ketten 
• hydrogenotroph 

 
• autotroph 

 
• hyperthermophil neutrophil, 

pHopt = 6,5 
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Die nahezu ubiquitäre Verbreitung und große Variabilität der Habitate methanogener Archaea 

steht im Kontrast zu einem eng umrissenen Substratspektrum, welches im Rahmen der 

Methanogenese zu CH4 umgesetzt wird (siehe I.2.4). Dennoch nehmen die Methanogenen im 

globalen Kohlenstoffkreislauf eine wichtige Rolle ein. Aktuelle Schätzungen gehen davon 

aus, dass jährlich über alle Reaktionswege hinweg eine Gigatonne (1015 g) Methan gebildet 

und aus der Summe aller Habitate freigesetzt wird (Thauer, 1998). Dieses steht dann den 

aeroben Methanotrophen, wie Methylobacter sp., zur Verfügung oder wird über die 

syntrophen AOM-Reaktionen (anaerobe Oxidation von Methan) in CO2 überführt (Abb. 9, 

Reaktion � und �). So tragen die methanogenen Archaea zur Rezyklisierung von 

Kohlenstoff aus toter, organischer Materie bei. Ein direkter Abbau komplexer C-Quellen wie 

Kohlenhydrate und Fette zu CH4 und CO2 wurde bislang nicht beobachtet. Für eine Vielzahl 

an Gattungen methanogener Archaea ist jedoch das Vorkommen intrazellulärer Glucose-

vorkommen in Form des Speichermoleküls Glycogen gezeigt (König et al., 1985; Murray 

und Zinder, 1987; Pellerin et al., 1987). Da methanogene Mikroorganismen keine externen 

Hexosen aus dem umgebenden Medium aufnehmen können, erfolgt der Aufbau solcher 

Kohlenhydrate zur Synthese von Zellmaterial oder dem Aufbau des Glycogens ausschließlich 

Abb. 9: Schematische Darstellung des globalen Kohlenstoffkreislaufs. (CH2O)n bezeichnet 
gebundenen Kohlenstoff in Form von Kohlenhydraten und Zellmasse. Grüne Pfeile markieren 
Reaktionen, an denen methanogene Archaea beteiligt sind.� aerobe Atmung; � Autotrophie (aerob); 
� Autotrophie (anaerob); � Acetogenese; � anaerobe Oxidation von Methan (AOM); �
Methanotrophie. Römisch bezifferte Reaktionen entsprechend den in Kapitel I.2.2 beschriebenen, 
anaeroben Abbauschritten organischen Materials (vgl. Abb. 4). 
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Abb. 10: Der reduktive Acetyl-CoA-Weg der autotrophen CO2-Fixierung am Beispiel 
hydrogenotropher Archaea. Je ein CO2-Molekül geht in der Carboxyl- bzw. Methylgruppe des 
Acetyl-CoA auf. Obwohl die C1-Gruppenträger regeneriert werden, stellt der Acetyl-CoA-Weg 
keinen Zyklus dar. Im Fall der methanogenen Archaea entstammt die Methylgruppe des Acetyl-CoA 
aus den Reaktionsfolgen der Methanogenese. Fdred/Fdox = reduziertes/oxidiertes Ferredoxin, MF = 
Methanofuran, H4MPT = Tetrahydromethanopterin, F420red/ F420ox = reduzierter/oxidierter Kofaktor 
F420, [CoI]/ [CoIII] = ein- bzw. dreiwertiges Corrinoidprotein, CODH/ACS = CO-Dehydrogenase/ 
Acetyl-CoA-Synthase, [Ni] = Nickel-Reaktionszentrum der  CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-
Synthase. Verändert nach Erb, 2011. 

intrazellulär über die klassische Gluconeogenese. Der Abbau der aus dem Glycogen 

freigesetzten Glucose erfolgt dagegen über eine leicht modifizierte Variante des Embden-

Meyerhof-Wegs der Glycolyse (Danson et al., 2007).  

Doch nicht nur an der Freisetzung gebundenen Kohlenstoffs als CH4 sind Archaea beteiligt: 

Chemolithoautotrophe methanogene Archaea fixieren CO2 hauptsächlich über den reduktiven 

Acetyl-CoA-Weg (= Wood–Ljungdahl Weg, Ragsdale und Pierce, 2008; Abb. 8, �) und 

bilden z.B. zusammen mit den homoacetogenen Bakterien und vielen Sulfatreduzierern die 

chemosynthetische Organismengruppe. Einen Überblick über die Kohlenstoff-Fixierung 

mittels des reduktiven Acetyl-CoA-Wegs bietet Abb. 10. 
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In Methanobacterium thermoautotrophicum werden etwa 90 % des CO2
 zur Energie-

erzeugung eingesetzt, während auf die Fixierung für den Aufbau von Zellmasse nur rund  

10 % entfallen. Alternativ zum reduktiven Acetyl-CoA-Weg der Kohlenstoff-Fixierung wurde 

in den Gattungen Methanococcus sp., Methanobacterium sp. und Methanospirillum sp. ein 

unvollständiger, reduktiver Citratzyklus gefunden (König, 1988). Die Fixierung erfolgt hier 

in der revers gegenüber der in dem oxidativen Citratzyklus stattfindenden Reaktion von  

α-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA (Abb. 11): 

 

 

 

 

 

Die einzige verbleibende Gruppe, die ebenso zur Fixierung von CO2 befähigt ist, umfasst die 

photosynthetischen Organismen.  

I.2.4 Die Methanogenese 

Die abschließenden, terminalen Reaktionsfolgen im Verlaufe der anaeroben Degradation 

organischer Materie zu Methan werden als Methanogenese-Reaktionen bezeichnet. Die 

Fähigkeit zur Katalyse dieser Reaktionsschritte stellt ein Alleinstellungsmerkmal der 

methanogenen Archaea dar und wurde bislang exklusiv in diesen Mikroorganismen gezeigt. 

Die Methanogenese stellt für die methanogenen Archaea die einzige Möglichkeit zur Energie-

gewinnung und –konservierung dar und ist damit für das Überleben und die Proliferation der 

Zelle obligatorisch. Je nach Ausgangsverbindung werden drei Reaktionskaskaden unterschie-

den: Im Verlauf der hydrogenotrophen Methanogenese wird CO2 mit Elektronen von H2 

oder Formiat (HCOO-) auf Methanniveau reduziert. Unter Standardbedingungen liefert dieser 

Reaktionsweg die größte Energieausbeute aller drei Reaktionswege (s.u.). Schätzungen 

zufolge wird ein Drittel des global produzierten, biologischen Methans durch die hydrogeno-

trophe Methanogenese produziert. Zwei Drittel der Methanproduktion entfällt auf die 

acetoklastische Methanogenese, deren Substrat Acetat darstellt (Ferry und Kastead, 2007). 

Neben diesen beiden dominanten Wegen existiert als dritter Weg die methylotrophe 

Methanogenese. Obwohl der Umsatz der anderen beiden Wege auf globaler Ebene als größer 

eingeschätzt wird, kann über die methylotrophe Methanogenese doch ein breiteres Substrat-
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Abb. 11: CO2-fixierender Reaktionsschritt des unvollständigen, reduktiven Citratzyklus
beispielhafter, methanogener Gattungen. Reaktion katalysiert durch die α-Ketoglutarat:Ferredoxin 
Oxidoreduktase. CoA-SH = Coenzym A, F420red/F420ox = reduzierter/oxidierter Kofaktor F420. 
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spektrum umgesetzt werden: Methylierte C1-Verbindungen wie Methanol sowie Methylthiole 

und Mono-, Di-, Tri- und Tetramethylamine können auf diese Weise zur Energiegewinnung 

genutzt werden. Alle drei Wege der Methanogenese weisen im Abschluss einen zweiphasigen 

Energiestoffwechsel auf: In der oxidativen Phase wird, gekoppelt an die Bildung einer 

Methylgruppe und deren Freisetzung als Methan, der e--Überträger Coenzym B oxidiert und 

mit Coenzym M zu einem Heterodisulfid kovalent verbunden (Abb. 13). Der energie-

gewinnende Schritt in der reduktiven Phase besteht dann unabhängig vom Ausgangssubstrat 

in der Regeneration der freien Koenzyme (Reduzierung des CoB) und dem Aufbau eines 

Protonengradienten. Dieser wird durch eine membranständige ATPase zur Erzeugung von 

ATP durch oxidative Phosphorylierung genutzt. Damit handelt es sich bei der Methanogenese 

um eine Form der Carbonatatmung. 

I.2.4.1 Kofaktoren der Methanogenese 

An den verschiedenen Reaktionsfolgen der Methanogenese ist ein hochkonserviertes Set aus 

teils einzigartigen Koenzymen beteiligt. Funktionell werden hier die Gruppen der C1- und der 

Elektronen-Überträger von Reaktionszentren bzw. unterschieden. Einen Überblick über die 

Kofaktoren mitsamt beispielhafter Enzymaktivitäten bietet Tab. 5, Strukturinformationen 

können Abb. 12 entnommen werden. 

Tab. 5: Kofaktoren der Methanogenese und ihre Beteiligung an beispielhaften 
Enzymreaktionen 

Kofaktor Enzym/Enzymaktivität Art1 

F420 
Hydrogenasen; 

N5,N10-Methylen-H4MPT Dehydrogenase; 
N5,N10-Methylen-H4MPT Reduktase 

e- 

F430 Methyl-CoM-Reduktase Reaktionszentrum 
Coenzym B Methyl-CoM-Reduktase e- 
Coenzym M Methyl-CoM-Reduktase C1 

Methanophenazin 
Hydrogenasen; 

Heterodisulfid-Reduktase 
e- 

H4MPT 
N5,N10-Methylen-H4MPT Dehydrogenase; 

N5,N10-Methylen-H4MPT Reduktase 
C1 

Methanofuran Formyl-Methanofuran Dehydrogenase C1 
Factor III Methyl-H4MPT:CoM-Methyltransferase Reaktionszentrum 

MGD 
Formiat-Dehydrogenase 

Formyl-Methanofuran Dehydrogenase 
Mo 

1Klassifikation als Elektronenüberträger (e-), C1-Übertäger (C1), Reaktionszentrum oder 
Molybdän (Mo)-bindende Faktoren. 
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Abb. 12: An den Methanogenese-Reaktionen beteiligte Koenzyme. Tetrahydrosarcinapterin unterscheidet sich von Tetrahydromethanopterin durch die Kopfgruppe. 
Koenzym B wird am F430-Reaktionszentrum mit Koenzym M zum Heterodisulfid kondensiert. Ox. = oxidiert, red. = reduziert. Zusammengestellt und zum Teil verändert 
aus: Färber et al., 1991; Ferry et al., 1999; Grahame und deMoll 1996; Hand und Honek, 2005; Jones et al., 1987; Tietze et al., 2003. 
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Unter den Elektronen-Überträgern finden sich Moleküle, welche an verschiedenen Stellen der 

Methanogenese als Redoxpartner Elektronen in intermediäre Redoxreaktionen einspeisen 

oder als Reduktant in Oxitationsprozessen dienen. Sie selbst werden z.B. von Hydrogenasen 

reduziert und können, wie das Methanophenazin (s.u.), in zyklischen Redoxprozessen eine 

Funktion als Elektronentransporter zwischen Proteinkomplexen erfüllen. 

Der Zwei-Elektronen-Überträger Koenzym F420 ist ein Deazariboflavin-Derivat mit einem 

Standard-Redoxpotential E0‘ von - 340 bis - 350 mV (Jacobson und Walsh, 1984). Im 

Rahmen der Charakterisierung des funktionellen Restes (Cheeseman et al., 1972) wurde die 

Chromophoreigenschaft von F420 bekannt: So ist die typisch grün-blaue Fluoreszenz methano-

gener Archaea (siehe II.1.5) auf die namensgebenden Anregung der oxidierten Form von F420 

mit einer Wellenlänge von λ = 420 nm zurückzuführen. Die reduzierte Form absorbiert diese 

Wellenlänge nicht und kann daher nicht zur Fluoreszenz angeregt werden. F420 wurde bislang 

in allen methanproduzierenden Archaea in variierenden Konzentrationen gefunden (Dolfing 

und Mulder, 1985; Eirich et al., 1979) und kommt daneben auch in der Biosynthese von 

Chlortetrazyklin durch Streptomyces aureofaciens (McCormick und Morton, 1982) vor. 

Kofaktor F430 ist dagegen exklusiv in allen methanogenen Archaea vorhanden und bildet das 

Reaktionszentrum der Methyl-Coenzym M-Reduktase. Hier läuft die Reaktion der Koenzyme 

B und M zum Heterodisulfid unter Freisetzung von Methan ab. Im Verlauf der terminalen 

Methyl-CoM-Reduktasereaktion kann dabei das zentrale Nickelatom die drei Oxidations-

zustände I, II und III zyklisch durchlaufen. Elektronen für die Methylgruppenreduzierung 

werden vom Koenzym B (7-Mercaptoheptanoylthreoninphosphat, CoB, Taylor und Wolfe, 

1974) übertragen und die Kondensierung an den Methylgruppenträger Koenzym M (2-

Mercaptoethansulfonsäure, CoM) zum Heterodisulfid (CoM-S-S-CoB) wird katalysiert. Das 

bei den Methanosarcinacaea vorkommende Methanophenazin (MP) besitzt eine Isoprenoid-

Seitenkette, mit der es in der archaeellen Membran verankert ist. Dort katalysiert es die 

zyklische Elektronenübertragung von Hydrogenasen zur Heterodisulfid-Reduktase  

Auf Seiten der C1-Gruppenüberträger finden sich die Koenzyme Methanofuran (MFR) und 

Tetrahydromethanopterin (H4MPT) bzw. Sarcinapterin (SPT). Während MFR bislang nur 

in methanogenen Archaea sowie im sulfatreduzierenden Archaeoglobus fulgidus gefunden 

wurde (DiMarco et al., 1990), gibt es in Bezug auf H4MPT auch für methylotrophe Bakterien 

erste Hinweise auf H4MPT-vermittelte Enzymaktivitäten (Chistoserdova et al., 1998). MFR 

stellt den ersten C1-Akzeptor in der hydrogenotrophen Methanogenese dar und bildet mit CO2 

ein Substrat der Formyl-MF Dehydrogenase. Die Formylierung erfolgt dabei am Amino-

stickstoff des Furanrestes. Vom MFR aus wird der C1-Rest zunächst auf das Pterin-Derivat 
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H4MPT übertagen. Gebunden an den Stickstoff in N5- und N10-Position des H4MPT wird der 

Formylrest auf Methenyl-, Methylen- und schließlich auf Methyl-Niveau reduziert sowie 

anschließend auf CoM transferiert. Archaea der Familie Methanosarcinacaea besitzen mit 

H4SPT eine leicht modifizierte Form, bei der ein Glutamylrest mit dem Hydroxyglutaratrestes 

des H4MPT verestert ist. 

Das cobalthaltige 5-Hydroxybenzimidazolylcobamid (Factor III) wurde in Vertretern der 

Methanobacteriales, Methanomicrobiales und Methanosarcinales (Scherer et al., 1984; 

Stupperich und Kräutler, 1988) als Kofaktor von Methyltransferasen gefunden (Ferry, 

1999). Als Bestandteil der N5-Methyl-H4MPT:CoM-Methyltransferase durchläuft das 

Cobaltatom im zentralen Koordinationszentrum, ähnlich wie das Nickel-Atom der Methyl-

CoM-Reduktase, die Oxidationszustände Co(I), Co(II) und Co(III). Im Gegensatz zum 

Ni(III)-gebundenen CH3 ist der Co(III)-Zustand deutlich stabiler, sodass es nicht zu einer 

spontanen Protonolyse und Freisetzung der C1-Gruppe kommt, was einen gerichteten Transfer 

auf den Reaktionspartner CoM erlaubt. Das Molybdopterin-Guanin-Dinukleotid (MGD) 

wurde auf archaeeller Seite es sowohl als Kofaktor der Formiat-Dehydrogenase von 

Methanobacterium formicicum (Johnson et al., 1991) als auch in der Formylmethanofuran-

Dehydrogenase von Methanosarcina barkeri (Karrash et al., 1990) gefunden. 

 

I.2.4.2 Die hydrogenotrophe Reaktionsfolge der Methanogenese 

Die Reaktionskaskade zur sukzessiven Reduzierung von CO2 mittels H2 (Reaktion 1) oder 

Formiat (Reaktion 2) als e--Donatoren wird als hydrogenotrophe Methanogenese bezeichnet. 

Die schrittweisen Reaktionen resultieren dabei in folgenden Summenreaktionen (Thauer, 

1998): 

(1) CO2 + 4 H2 → CH4 + 2 H2O (∆G0‘ = -131 kJ mol-1 [CO2]) 

(2) 4 HCOO- → CH4 + 3 CO2 + 2 H2O (∆G0‘ = -144 kJ mol-1 [HCOO-]) 

Im Vergleich zur acetoklastischen (siehe I.2.4.3) oder methylotrophen (siehe I.2.4.4) 

Reaktionsfolge stellt damit die hydrogenotrophe Methanogenese unter Standardbedingungen 

aus Sicht der frei werdenden Gibbs`schen Energie die energieeffizienteste Form der 

Methanogenese dar. Unter physiologischen Bedingungen kann, ähnlich wie für die VFA-

oxidierenden Organismen (siehe I.2.2), die Energieausbeute deutlich geringer sein. Einen 

Überblick über die im Folgenden beschriebenen Teilreaktionen der sukzessiven CO2-

Reduktion sowie der Energiekonservierung geben Abb. 13 und Tab. 6. 
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Elektronen für die Reduzierung des CO2 auf CH4-Niveau werden bereitgestellt durch zwei 

Formen membranständiger Hydrogenasen, die sich in dem zu reduzierenden Molekül 

unterscheiden: Einer ferredoxinabhängigen und einer F420-reduzierenden Hydrogenase. Unter 

Ausnutzung eines Na+-Gradienten bindet die MGD-haltige Formyl-Methanofuran 

Dehydrogenase (� in Abb. 17) in einem ersten Schritt CO2 an ihren Kofaktor MF. 

Abb. 13: Teilreaktionen der hydrogeno-
trophen Methanogenese. Angabe von 
Substraten und Produkten sowie der Lokali-
sation der katalysierenden Enzyme. Zu den 
Abkürzungen der Kofaktoren siehe I.2.4.1. 
Reduktionsstufen des C1-Restes sind rot, der 
Aufbau des Protonengradienten ist grün 
markiert. 
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Die Ausnutzung des Gradienten wird nötig, da die Reduzierung von CO2 auf Formyl-Niveau 

mit:  

(3) 2 H2 + CO2 → HCHO + H2O (∆G0‘ = +27 kJ mol-1 [CO2]) 

einen endergonen Prozess darstellt (Kaesler und Schönheit, 1989). Die Elektronen bezieht 

das mebrangebundene Enzym aus reduziertem Ferredoxin. Die gebildete Formylgruppe wird 

durch die cytoplasmatische Formyl-Methanofuran:H4MPT Formyltransferase (�, Ftr) 

zunächst auf H4MPT übertragen. Hieran gebunden wird die C1-Gruppe durch die Methenyl-

H4MPT-Cyclohydrolase (�, Mch) zur Methenylgruppe umgesetzt und erfährt dann eine 

zweifache, sukzessive Reduzierung: Zunächst auf Methylen-Niveau mittels der N5,N10-

Methylen-H4MPT Dehydrogenase (�) und anschließend auf Methyl-Niveau. Für die 

Reduzierung auf Methylen-Ebene existieren zwei Isoenzyme, welche mit F420 (Mtd) und 

molekularem Wasserstoff (Hmd) unterschiedliche e--Donoren nutzen (Hartmann et al., 

1996; Mukhopadhyay et al., 1995). Die abschließende Reduktion zur Methylgruppe durch 

die N5,N10-Methylen-H4MPT Reduktase (�, Mer) erfolgt dann wieder ausschließlich über 

Elektronen aus reduziertem F420. Die N5-Methyl-H4MPT:CoM-Methyltransferase (�, Mtr) 

stellt ein membranspannendes, auf der Zytoplasma-Seite den Factor III aufweisendes 

Heterooktamer dar (Ferry, 1999). Es katalysiert den Transfer des Methylrests von H4MPT 

auf Coenzym B. Dies ist assoziiert mit einem Na+-Efflux aus der Zelle (Becher et al., 1992). 

Der aufgebaute Na+-Gradient könnte durch die Formyl-Methanofuran Dehydrogenase zur 

Bindung von CO2 genutzt werden. Der Na+-Transport wird vermutlich im Verlauf des 

Methylgruppentransfers durch eine Konformationsänderung induziert. Neben der Formyl-

Methanofuran Dehydrogenase stellt die Methyl-CoM Reduktase (�, Mcr) das zweite 

Schlüsselenzym der hydrogenotrophen Methanogenese dar. Das F430-haltige α2β2γ2-Hexamer 

katalysiert die Oxidation von CoB und die damit einhergehende Bildung des Heterodisulfids 

CoM-S-S-CoB unter Freisetzung von Methan. Die Kristallstruktur des Enzyms aus Mb. 

thermoautotrophicum zeigt einen Kanal von 30 Å Länge auf, in welchem CoB, CoM und der 

F430-Kofaktor des Enzyms räumlich nahe zueinander angeordnet sind (Ermler et al., 1997). 

Dieser von den Untereinheiten α, α‘, β und γ gebildete Kanal, an dessen Ende F430 
 gebunden 

ist, stellt das Reaktionszentrum dar. Der postulierte Mechanismus (Abb. 14) setzt zunächst 

ein Betreten des Kanals durch methyliertes CoM und dessen räumliche Nähe zum F430 voraus. 

In einem zweiten Schritt gelangt der alipathische Teil von CoB in den Kanal und verschließt 

diesen. Ein nukleophiler Angriff des Ni(I) Zentralatoms auf das methylierte CoM führt zur 

Methylgruppenübertragung auf das F430-Zentral-Ni und resultiert in der H3C-Ni(III)-Form. 
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Die Schwefelgruppen von CoM und CoB kommen in van der Waal-Kontakt und H3C-Ni(III) 

oxidiert CoM zum Radikal H•S-CoM unter Annahme des H3C-Ni(II)-Zustandes. Ein von CoB 

stammendes H+ führt zur spontanen Protonolyse der Methylgruppe als Methan. Es verbleibt -

S-CoB, welches vom H•S-CoM-Radikal angegriffen wird. Als Folge entsteht zunächst ein 

Heterodisulfidanion-Radikal CoM-S-•S-CoB-. Die Ni(II)-Gruppe oxidiert dieses dann zum 

CoM-S-S-CoB, wobei der Ausgangszustand Ni(I) wieder hergestellt wird. Der negativ 

geladene Sulfonat-Sauerstoff wird vom Zentralnickel abgestoßen und treibt das 

Heterodisulfid aus der Tasche heraus (Ermler et al., 1997; Ferry und Kastead, 2007; 

Thauer, 1998). 

An den energiekonservierenden Schritten der reduktiven Phase der Methanogenese sind zwei 

Enzymkoplexe beteiligt. Zum einen das Heterodisulfid Oxidoreduktase-System, zum 

anderen eine A1A0-Typ ATPase. Die verschiedenen Arten der Methanogenese unterscheiden 

sich bezüglich Aufbau und Organisation des Heterodisulfid Oxidoreduktase-Systems, die 

katalysierte Reaktion zur Regeneration der Sulfhydryl-Formen von CoM und CoB verbleibt 

jedoch weitgehend gleich. In obligat hydrogenotrophen Gattungen der Archaea existiert ein 

Abb. 14: Postuliertes Modell der Methyl-CoM-Reduktasereaktion.
Abgebildet sind die zyklischen Reaktionsfolgen im zentralen Kanal des 
Enzyms. � Einem nukleophilen Angriff des Ni(I) auf Methyl-CoM folgt die 
Bildung des H3C-Ni(III)-Zustands des F430. � Ni(III) oxidiert CoM zum Thiyl-
Radikal und nimmt die H3C-Ni(II)-Form an. � Spontane Protonolyse unter 
Freisetzung von Methan und Bildung des Heterodisulfids. � Das Heterodisulfid 
verlässt den Kanal, die unmethylierte Ni(I)-Form des Zentralatoms von F430 ist 
regeneriert. Aus Ermler et al., 1997. 

� 

� 

� 

� 
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Abb. 15: Organisationsmodell des Heterodisulfid Oxidoreduktase-Systems hydrogeno-
tropher Archaea. Dargestellt sind die Nicht-F420-reduzierende Hydrogenase MvhADG 
sowie die H2: CoM-S-S-CoB Heterodisulfid-Reduktase HdrABC. Auf Basis von Ferry und 
Kastead, 2007. 

H2:CoM-S-S-CoB Oxidoreduktase-System. Es besteht aus der trimeren Nicht-F420-reduzier-

enden Hydrogenase MvhADG (	) welche auf der zytoplasmatischen Seite an die Heterodi-

sulfid-Reduktase HdrABC (
) gebunden ist. Die zur Reduktion des Heterodisulfids nach

(4) CoM-S-S-CoB + 2 e- + 2 H+ → CoM-SH + CoB-SH 

nötigen Elektronen werden von der Hydrogenase aus Wasserstoff erzeugt und auf die  

Heterodisulfid-Reduktase übertragen, welche dann oben genannten Reduktionsprozess (4) 

katalysieren kann. Dazu wird eine Bindung der Hydrogenase an die H2:CoM-S-S-CoB 

Oxidoreduktase über Untereinheiten MvhD an HdrA vorhergesagt. Über die MvhD 

Untereinheit wird auch der e--Transfer zur Heterodisulfid-Reduktase vermutet. Um an der 

chemiosmotischen Energiegewinnung beteiligt zu sein, muss für den gesamten 

HdrABC/MvhAGD-Komplex eine membrannahe Lokalisation gewährleistet sein. Für HdrB 

ist eine membranspannende Domäne vorhergesagt worden (Hedderich et al., 1994), die als 

Membrananker dienen könnte. Dadurch verbliebe der gesamte Komplex, im Gegensatz zur 

Heterodisulfid-Reduktase der acetoklastischen Methanogenese, welche die komplett in die 

Membran integrierte Untereinheit HdrE aufweist, nur lose membranassoziiert (Abb. 15).  

Im Gegensatz zur Heterodisulfid-Reduktase nicht obligat hydrogenotropher Archaea enthält 

das beschriebene System eine Cytochrom-freie Hydrogenase (siehe I.2.4.3, I.2.4.4). 

Endpunkt der reduktiven Phase bildet die klassische Nutzung des vom Heterodisulfid 
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Oxidoreduktase-Systems aufgebauten Protonengradienten zur elektrochemischen Bildung von 

ATP aus ADP + Pi durch eine A1A0-ATPase (�).  

Tabelle 6 fasst die Teilreaktionen der hydrogenotrophen Methanogenese und deren 

katalysierende Enzyme in einer Übersicht zusammen. 

 

Tab. 6: Überblick über die Teilreaktionen der hydrogenotrophen Methanogenese und 
der daran beteiligten Enzyme. Nach Ferry und Kastead, 2007; Thauer, 1998. 

Enzym Reaktion ∆G0‘ 
[kJ mol-1] 

C1 umsetzende/ e--zehrende Enzyme 

Formyl-Methanofuran Dehydrogenase 
CO2 + MFR + 2 Fdred + 2 H+ → 
Formyl-MFR + 2 Fdox + H2O 

+ 16/ + 271 

Formyl-Methanofuran:H4MPT 
Formyltransferase 

Formyl-MFR + H4MPT →  
N5-Formyl-H4MPT + MFR 

- 4,4 

Methenyl-H4MPT Cyclohydrolase 
N5-Formyl-H4MPT + H+ 

→  
N5,N10-Methenyl-H4MPT + H2O 

- 4,6 

F420-abhängige N5,N10-Methylen-
H4MPT Dehydrogenase 

N5,N10-Methenyl-H4MPT + F420red → 
N5,N10-Methylen-H4MPT + F420ox + H+ 

+ 5,5 

H2-abhängige N5,N10-Methylen-
H4MPT Dehydrogenase 

N5,N10-Methenyl-H4MPT + H2 → 
N5,N10-Methylen-H4MPT + H+ 

- 5,5 

N5,N10-Methylen-H4MPT Reduktase 
N5,N10-Methylen-H4MPT + F420red → 
N5-Methyl-H4MPT + F420ox 

- 6,2 

N5-Methyl-H4MPT:CoM 
Methyltransferase 

N5-Methyl-H4MPT + CoM-SH → 
Methyl-CoM-SH + H4MPT 

- 30,0 

Methyl-CoM Reduktase 
Methyl-CoM-SH + CoB-SH → 
CoM-S-S-CoB + CH4  

- 45,0 

Heterodisulfid-Reduktase 
CoM-S-S-CoB + 2 e- + 2 H+

→ 
CoM-SH +  CoB-SH 

- 40,0 

Hydrogenasen (e--generierend)   
Ferredoxin-reduzierend H2 + 2 Fdox → 2 Fdred + 2 H+ N/A2 
F420-reduzierend A) 2 H2 + F420ox → 2 F420red - 11,03 
 B) HCOOH +  F420ox →  

F420red +  CO2 
- 16,04 

1+ 16,0 kj mol-1 nach Thauer 1998, + 27,0 kJ mol-1 nach Kaesler und Schönheit, 1989 
2keine Angabe 
3Nach Thauer et al., 1993 
4Nach Müller et al., 1993 
 
Die Methyl-CoM Reduktasereaktion der oxidativen Phase sowie die Heterodisulfid-

Reduktase-Reaktion zzgl. der ATPase-Aktivität der reduktiven Phase verlaufen in allen drei 

Wegen der Methanogenese ähnlich. Daher fokussiert sich die Beschreibung der aceto-

klastischen und methylotrophen Methanogenese auf diejenigen Reaktionen, Enzyme und 

Abläufe, welche von denen der hydrogenotrophen Methanogenese abweichen. 
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I.2.4.3 Methan aus Acetat: Reaktionen der acetoklastischen Methanogenese 

Im Gegensatz zur hydrogenotrophen Methanogenese erfolgt die Bildung von Methan im 

Verlauf der acetoklastischen Methanogenese (auch: acetiklastische Methanogenese) aus-

gehend von der Methylgruppe des Acetats (Thauer, 1998): 

(5) H3C-COO- + H+ → CH4 + CO2 (-36 kJ mol-1 [H3C-COO-]) 

Damit handelt es sich bei dieser, von Mikroorganismen der Ordnung Methanosarcinales 

katalysierten, Summenreaktion um eine Disproportionierung des Acetats zu CH4 und CO2. 

Letzteres entstammt der Carbonylgruppe des Moleküls. Neben dem Methanophenazin sind 

bei dieser Art der Methanogenese auch Cytochrome als e--Überträger involviert. Beide 

Moleküle sind auch bei der methylotrophen, nicht jedoch bei der hydrogenotrophen Re-

aktionskaskade zu finden. Die Teilreaktionen der Methanbildung aus Acetat sowie die daran 

beteiligten Enzyme fasst Abb. 16 schematisch zusammen. 

Vor der eigentlichen Disproportionierung wird Acetat zunächst zu Acetyl-CoA aktiviert. Für 

diesen Prozess existieren zwei Wege: Mikroorganismen der Gattung Methanosarcina 

phosphorylieren Acetat mittels der Acetatkinase (�, Ack) in einem ersten Schritt zunächst 

zu Acetyl-Phosphat. Anschließend erfolgt der Umsatz zum Acetyl-CoA durch eine Phospho-

transacetylase (�, Pta). In Methanosaeta sp. erfolgt die Aktivierung in einer einzigen 

Reaktion, indem mittels einer Acetyl-CoA Synthetase (Acs) aus Acetat direkt Acetyl-CoA 

gebildet wird (Eggen et al., 1991). Die Substrataffinitäten bzw. die halbmaximalen 

Umsatzgeschwindigkeiten (Km-Werte) dieser beiden Enzymsysteme variieren dabei zwischen 

Km = 860 µM für Methanosaeta concilii und Km = 3 (22) mM im Falle von Methanosarcina 

thermophila. Die maximale Umsatzgeschwindigkeit Vmax des Systemes von Msc. thermophila 

(Vmax = 660 µmol min-1 mg-1) und Mst. concilii (Vmax = 55 µmol min-1 mg-1, Jetten et al., 

1992) begründen die unterschiedlichen Wachstumsvorteile der beiden Gattungen in 

Abhängigkeit von der Acetatkonzentration: So weist Methanosaeta sp. insbesondere in Öko-

systemen mit geringen Konzentrationen an Acetat Vorteile auf, während höhere Konzentra-

tionen die Gattung Methanosarcina bevorteilen. Beiden Reaktionen gemein ist die Investition 

eines ATP zur Aktivierung des Acetats, welches die Nettoenergieausbeute des Gesamt-

systems nochmal reduziert. Im Rahmen der Acetatkinasereaktion wird dabei ATP zu ADP + 

Pi, im Verlauf der Acetyl-CoA Synthetasereaktion zu AMP + Pyrophosphat (PPi) umgesetzt. 

Die Reaktion zur Disproportionierung des Acetyl-CoA wird von einem multimeren 

α8β8γ8δ8ε8-Enzymkomplex katalysiert. Neben seiner Rolle im reduktiven Acetyl-CoA-Weg
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(Abb. 10) oder der Acetatbildung durch acetogene Bakterien, stellt der CO-Dehydro-

genase/Acetyl-CoA-Synthase-Komplex (�, Cdh) das Schlüsselsystem der acetoklastischen 

Methanogenese dar und katalysiert die eigentliche Acetatdisproportionierung (Gencic und 

Grahame, 2003; Gong et al., 2008): Zunächst bindet Acetyl-CoA an die β-Untereinheit (UE) 

des Komplexes, unter Abspaltung von CoA-SH wird der Acetylrest auf ein Metall-

Abb. 16: Übersicht über Teilreaktionen des postulierten Modells der acetoklastischen Methanogenese. 
Angabe von Substraten und Produkten und Lokalisation der katalysierenden Enzyme. Zu den Abkürzungen 
der Kofaktoren siehe I.2.4.1. Bindepositionen des Methyl-Restes sind rot, am Aufbau des Protonengradienten
beteiligte Komponenten (Elektronenüberträger) grün markiert. Dargestelltes Modell postuliert für Archaea 
der Gattung Methanosarcina sp. 

Enzymreferenz 
� Acetatkinase   
� Phosphotransacetylase 
� CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA Synthase 
     (Untereinheiten α, β, γ, δ, ε; [Co] = Corrinoid-
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β-UE) 

� N5-Methyl-H4MPT/H4SPT:CoM-Methyltransferase 
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Zentralatom des binuklearen Ni-Ni- oder Ni-Cu-Metallzentrum übertragen. Nach der 

Disproportionierung durch Spaltung der C-C-Bindung des Acetylrestes wird die resultierende 

Methylgruppe auf den Corrinoid-Kofaktor der γδ-UE übertragen. Die Carbonylgruppe wird 

auf ein Ni-Reaktionszentrum der αε-UE transferiert. Damit katalyiert die β-UE des Enzyms 

die Acetyl-CoA-Synthaseaktivität des Komplexes mit: 

(6) H3C-CO-S-CoA + [Co2+]-Kofaktor ↔ H3C-[Co]-Kofaktor + CO + HS-CoA   

Der methylierte Corrinoid-Kofaktor stellt ein Substrat für die Methylcobamid:Tetrahydro-

pterin-Methyltransferase-Aktivität der γδ-UE dar. Mit H4SPT als Methylgruppenakzeptor 

ergibt sich: 

(7) H3C-[Co]-Kofaktor + H4SPT ↔ [Co2+]-Kofaktor +  H3C-  

Die αε-UE oxidiert die gebundene Carbonylgruppe zum CO2
 (Reaktion 8) und setzt dieses frei 

(8) CO + H2O ↔ CO2 + 2 H+ + 2 e- 

Unter Einbeziehung von Ferredoxin als e--Akzeptor ergibt sich damit folgende Summen-

reaktion für den Enzymkomplex (Ferry und Kastead, 2007): 

(9) H3C-CO-S-CoA + H4SPT + H2O + Fd
ox

 ↔ HS-CoA + H3C-H4SPT + CO2 + Fd
red

 

Nach Durchlaufen der N5-Methyl-H4MPT:CoM-Methyltransferase- und Methyl-CoM-Re-

duktase-Reaktionen analog zu den Mechanismen der hydrogenotrophen Methanogenese 

(siehe I.2.4.2) wird das Heterodisulfid-Molekül gebildet und in die reduktive Phase überführt. 

Für Msc. barkeri und Msc. mazei wurde ein dreiteiliges System aus Ech-Hydrogenase, Vho-

Hydrogenase und Heterodisulfid-Reduktase vorgeschlagen (Ferry und Kastead, 2007, Abb. 

17). Darin reduziert die ferredoxinabhängige, membrangebundene Hydrogenase Ech 

ABCDEF (�, Ech) intrazelluläres H+ zu molekularem Wasserstoff, welcher die Membran 

permeiert. Die trimere Hydrogenase Vho ACG (�, Vho) reoxidiert diesen Wasserstoff und 

transferiert die e- zur Heterodisulfid-Reduktase. Im Unterschied zu Mvh weist Vho in der UE 

VhoC dazu ein Cytochrom b1 auf. Die Übertragung erfolgt dabei indirekt über Methano-

phenazin (MP). Dieses wird von der Hydrogenase reduziert und von der Heterodisulfid-

Reduktase wieder oxidiert, womit ein zyklisches Überträgersystem in der Membran vorliegt. 

Im Gegensatz zu Mvh ist Vho direkt in der Membran gebunden. Neben Vho kann in Msc. 

mazei auch eine weitere MP-reduzierende Hydrogenase vorliegen, welche als Vht bezeichnet 

wird, jedoch nur bei Wachstum auf wenigen Substraten der methylotrophen Methanogenese 
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(siehe I.2.4.4) und auf H2/CO2 exprimiert wird (Guss et al., 2009). Die Cytochrom b2-haltige, 

dimere Heterodisulfid-Reduktase HdrDE reduziert mit den vom Methanophenazin 

übertragenen e- das Heterodisulfid und regeneriert die Sulfhydrylformen der Koenzyme wie 

oben beschrieben. Auch hier werden Protonen über die Membran transloziert. Der aufgebaute 

Protonengradient wird wie im Falle der hydrogenotrophen Methanogenese durch eine A1A0-

Typ ATPase (
) unter ATP-Bildung aufgelöst. 

Tabelle 7 bietet eine Übersicht über die spezifischen Teilreaktionen und Enzyme des 

acetoklastischen Wegs der Methanogenese. 

Tab. 7: Überblick über die gegenüber den anderen Wegen der Methanogenese 
abweichenden Teilreaktionen der acetoklastischen Methanogenese sowie der daran 
beteiligten Enzyme. Nach Müller et al., 1993; Thauer et al., 1993. 

Enzym Reaktion 
∆G0‘ 

[kJ mol-1] 

Acetatkinase 
CH3COO- + ATP → CH3CO2PO3

2- + 
ADP 

+ 13 

Phosphotransacetylase 
CH3CO2PO3

2- + CoA-SH →  
CH3CO-S-CoA + Pi 

- 9,0 

Acetyl-CoA Synthetase 
CH3COO- + CoA-SH + ATP → 
CH3CO-S-CoA + AMP + PPi 

- 6,0 

CO-Dehydrogenase/ 
Acetyl-CoA-Synthase 

CH3CO-S-CoA + H4SPT → 
CH3-H4SPT + CO + CoA-SH 

+ 62 

Methyl-H4SPT:CoM 
Methyltransferase 

CH3-H4SPT + CoM-SH → 
CH3-S-CoM + H4SPT 

- 29 

Abb. 17: Postuliertes Modell zur Organisation des Fd:CoM-S-S-CoB Oxidoreduktase-Systems 
aus Msc. barkeri. Überblick über das dreiteilige System aus den Hydrogenasen Ech und Vho, sowie 
der dimeren Heterodisulfid-Reduktase Hdr. Die protonentranslozierenden Aktivitäten von Ech und 
Hdr sind angedeutet. MP/MPH2 = oxidiertes/reduziertes Methanophenazin, Fdox/Fdred = oxidiertes/
reduziert Ferredoxin. Auf Basis von Ferry und Kastead, 2007. 
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I.2.4.4 Methan aus methylierten Verbindungen: Reaktionen der methylotrophen 

Methanogenese. 

Die methylotrophe Methanogenese umfasst die Bildung von Methan aus methylierten 

Verbindungen wie Methanol, Mono-, Di- und Trimethylaminen sowie Methylsulfiden. Diese 

Reaktionsfolge wird vorwiegend von Mitgliedern der Familie Methanococcaceae und 

Methanosarcinaceae ausgeführt und konnte, aufgrund seiner Fähigkeit, alle drei Arten der 

Methanogenese ausführen zu können, insbesondere am Modellorganismus Msc. barkeri 

erforscht werden. Tabelle 8 fasst beispielhaft den Umsatz einiger Substrate in der 

methylotrophen Methanogenese zusammen: 

Tab. 8: Ausgewählte Substrate und Umsatzreaktionen der methylotrophen Methano-
genese. Die freiwerdende Gibbs’sche Energie unter Standardbedingungen ist angegeben (aus 
Keltjens und Vogels, 1993).  

Reaktion 
∆G0‘ 

[kJ mol-1] 
4 CH3OH  → 3 CH4 + CO2 + 2 H2O - 106 
4 CH3NH2 + 2 H2O  → 3 CH4 + CO2 + 4 NH3 - 76,7 
2 (CH3)2NH + 2 H2O  → 3 CH4 + CO2 + 2 NH3 - 74,8 
4 (CH3)3N + 6 H2O  → 9 CH4 + 3 CO2 + 4 NH3 - 75,8 
2 (CH3)2S + 2 H2O  → 3 CH4 + CO2 + 2 H2S - 53,1 
4 (CH3)SH + 2 H2O  → 3 CH4 + CO2 + 4 H2S - 51,0 
(CH3)SH + H2  → CH4 + H2S - 69,3 

 

Charakteristisch für die Disproportionierung methylierter Verbindungen im Verlaufe der 

methylotrophen Methanogenese ist die Übertragung einer Methylgruppe vom Substrat auf das 

CoM durch das sogenannte Methyltransferasesystem. Darin führt die konzertierte Aktivität 

zweier Methyltransferasen zunächst zur Übertragung der Methylgruppe auf ein den Factor III 

enthaltendes Corrinoid-Protein. Daraufhin folgt der Transfer auf CoM. Das Funktionsprinzip 

soll im Folgenden exemplarisch anhand der Substrate Methanol und Monomethylamin 

erläutert werden. Beide Systeme bestehen aus drei Komponenten: Einer substratspezifischen 

Methyltransferase (für Methanol MtaB, 52 kDa, Abb. 18: �; für Monomethylamin MtmB, 

170 kDa, �), einem systemsspezifischen Corrinoid-Protein (MtaC, 33 kDa, � bzw. MtmC, 

29 kDa, �) sowie der terminalen MT2-Typ Methylcobamid:CoM Methyltransferase (MtaA/ 

MT2-M, 34 kDa, � bzw. MtbA/ MT2-A, 40 kDa, �). Die substratspezifische Methyl-

transferase bildet mit dem Corrinoid-Protein einen stabilen Komplex, welcher in einem ersten 

Schritt die Methylgruppe zunächst unter Freisetzung von Wasser bzw. Ammoniak vom 

Substrat auf das assoziierte Corrinoid-Protein überträgt. MtaA bzw. MtbA nutzt Letzteres als
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Substrat für die Katalyse der Methylierung von CoM (Burke et al., 1998). Methyl-CoM 

nimmt nun in der Zelle eines von zwei Schicksalen an. Drei Viertel allen erzeugten Methyl-

CoMs wird unter Methanfreisetzung über die Methyl-CoM Reduktasereaktion mit CoB-SH in 

das Heterodisulfid überführt. Für die Regeneration der Koenzyme durch die Hdr werden 

Elektronen benötigt, welche mithilfe des letzten Viertels der Methyl-CoM-Moleküle erzeugt 

wird. Hier wird die Methylgruppe in einer „inversen Methanogenese“ sukzessive zum CO2 

oxidiert. Die initiale Reaktion für diesen sog. oxidativen Weg der methylotrophen Methano-

genese bildet die endergone Übertragung der Methylgruppe auf H4SPT durch die Methyl-

H4SPT:CoM Methyltransferase (�). Dieser Schritt erfordert die Translokation von zwei Na+-

Ionen (Spring et al., 2010). Der dafür benötigte Gradient wird im Laufe der normal 

gerichteten Reduktion von CO2 zu Methan oder im gegenläufigen Fall in den letzten 

Hdr
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� �
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Abb. 18: Disproportionierung methylierter Verbindungen durch methylotrophe Methanogenese 
am Beispiel von Methanol und Monomethylamin in Methanosarcina sp.: Reaktionsübersicht und 
Lokalisation beteiligter Proteinkomplexe. �  = methanolspezifische Methyltransferase MtaB,� = 
methanolspezifisches Corrinoid-Protein MtaC,� = MT2-M-Typ Methylcobamid:CoM Methyl-
transferase MtaA, � = monomethylaminspezifische Methyltransferase MtmB, � = monomethylamin-
spezifisches Corrinoid-Protein MtmC, � = MT2-A-Typ Methylcobamid:CoM Methyltransferase MtbA, 
� = Methyl-H4SPT:CoM Methyltransferase, 	 = A1A0-Typ ATPase, Ech/Vho/Vht/Frh = Hydrogenasen 
(siehe Text), Hdr = Heterodisulfid-Reduktase, Fdox/Fdred = oxidiertes/reduziert Ferredoxin, F420ox/ F420red = 
oxidiertes/reduziert F420, MP = membraninterner Redoxzyklus des Methanophenazins. Position und 
Redoxzustand der Methylgruppe ist rot, die Entstehung von Elektronen für die Hdr grün markiert. 
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Reaktionsschritten der Oxidation der Methylgruppe zum CO2 generiert. Die dabei in Form 

von reduziertem Ferredoxin bzw. reduziertem F420 gewonnenen Elektronen können nun von 

der Ech-Hydrogenase (Fdred.) oder der trimeren, cytosolischen und F420-oxidierenden 

Hydrogenase FrhADG verwendet werden, um intrazellulär Protonen zu molekularem 

Wasserstoff umzusetzen. Nach Permeation der Membran wird dieser von der Hydrogenase 

Vho bzw. Vht, wie bereits für die acetoklastische Methanogenese beschrieben, genutzt, um 

nach der extrazellulären Rückkatalyse Methanophenazin reduzieren zu können. Tabelle 9 

stellt Energetik und Reaktionen der methylotrophen Methanogenese aus Methanol 

zusammenfassend dar. 

Tab. 9: Überblick über die spezifischen Reaktionen der methylotrophen Methanogenese 
anhand des Substrates Methanol in Methanosarcina sp. Die Reaktionen involvieren die 
Summenreaktion des Methyltransferasesystems sowie die reversen Schritte der Methano-
genese zur Gewinnung von Elektronen. Für die abschließenden Reaktionen vgl. Tab. 6. Nach 
Thauer, 1998. 

Enzym Reaktion 
∆G0‘ 

[kJ mol-1] 
methanolspezifisches 

Methyltransferasesystem (MtaABC)   
CH3-OH + HS-CoM → 
H3C-S-CoM + H2O 

- 27,5 

Methyl-H4SPT:CoM Methyltransferase 
Methyl-CoM-SH + H4SPT → 
Methyl-H4SPT + CoM-SH 

+ 30,0 

F420-abhängige Methylen-H4SPT 
Reduktase 

Methyl-H4SPT + F420ox →  
Methylen-H4SPT + F420red 

+ 6,2 

F420-abhängige Methylen-H4SPT 
Dehydrogenase 

Methylen-H4SPT + F420ox + H+ → 
Methenyl-H4SPT + F420red 

- 5,5 

Tab. 9 (Fortsetzung): 

Enzym Reaktion 
∆G0‘ 

[kJ mol-1] 

Methenyl-H4SPT Cyclohydrolase 
Methenyl-H4SPT + H2O →  
Formyl-H4SPT + H+ 

+ 4,6 

Formyl-Methanofuran:H4SPT 
Formyltransferase 

Formyl-H4SPT + MFR →  
Formyl-MFR + H4SPT 

+ 4,4 

Formyl-Methanofuran Dehydrogenase 
Formyl-MFR + 2 Fdox + H2O →  
CO2 + MFR + 2 Fdred + 2 H+ 

- 16 
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I.3 Gewinnung und energetische Nutzung von Biogas 

Aufgrund der landwirtschaftlichen Betriebsführung und Bauweise der im Rahmen dieser 

Arbeit beprobten Anlagen konzentrieren sich die folgenden Erläuterungen auf landwirt-

schaftliche BGA, die CSTR-Bauform (continuously stirred tank reactor, dt.: volldurch-

mischter Standreaktor) des Fermenters und dessen Beschickung mit NawaRo.  

I.3.1 Aufbau von landwirtschaftlichen Biogasanlagen 

Trotz mannigfaltiger Bauformen auf dem Markt bleiben die Kernelemente einer 

landwirtschaftlichen BGA stets dieselben. Dieses Grundgerüst kann modular erweitert 

werden. Das zentrale Element bildet der zumeist auf einem Stahlbetonfundament errichtete 

Fermenter (Abb. 19,�). Dieser stellt den Reaktionsraum für den Stoffumsatz des Substrates 

zum CH4-haltigen Biogas dar und ist durch eine an der Fermenterkrone angebrachte Doppel-

membranfolie (Abb. 19,�) gasdicht abgeschlossen. Somit ergibt sich oberhalb des Pegels des 

eingebrachten Substratgemisches ein Gasspeicher-Raum, aus welchem das Biogas entnom-

men werden kann. Durch Anbindung an eine Messwarte (Abb. 19,�) und Messsonden in der 

Gas- und Flüssigphase des Fermenters ist eine online-Analyse des Biogases auf verschiedene 

Parameter möglich. Zwecks Aufrechterhaltung konstanter Fermentationstemperaturen sind 

die Edelstahl-Behälter mit wandintegrierten Heizsystemen und einer Wärmedämmung ausge-

stattet. Längsachs-, Axial- oder Paddelrührwerke in sog. kontinuierlichem oder quasi-konti-

nuierlichem Betrieb (sog. „Intermittierende Rührung“ mit ein- und abgeschalteten Rühr-

werken in wechselnden Zeitintervallen) stellen eine gleichmäßige Durchmengung des 

Substrates sowie eine homogene Temperaturverteilung sicher und ermöglichen gleichzeitig 

einen vereinfachten Gasaustritt in den Gasspeicherraum. Des Weiteren wird eine Bildung von 

Sink- oder Schwimmschichten unterbunden. Durch das EEG vorgeschriebene Notfackeln 

ermöglichen die Verbrennung des Biogases im Notfall und verhindern damit die Freisetzung 

von klimaschädlichem Methan. Die Beschickung des Fermenters erfolgt zumeist über 

automatisierte Zuführsysteme, welche je nach Trockensubstanzanteil (TS) des Substrats 

dieses entweder über Rohrleitungen oder Förderschnecken und Presskolben in den Fermenter 

einbringen (Abb. 19,�). Eine Vorvermengung in den als Flüssigphasen-Speicher ausgelegten 

Vorgru-ben ist ebenso möglich. In Bezug auf das Substrat werden zwei Verfahrensvarianten 

unterschieden. Vom „Trockenvergärungs“-Verfahren wird nach Definition des EEG 2004 

gesprochen, wenn ein TS-Gehalt von mindestens 30 Masseprozent bei einer Faulraum-

belastung von ≥ 3,5 kg organischer Trockensubstanz (oTS) pro m3 Fermentervolumen und 

Tag vorliegt. Der überwiegende Anteil der landwirtschaftlichen BGA wird jedoch im 
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„Nassvergärungs“-Verfahren betrieben, bei welchem das Substrat einen TS-Gehalt von bis 

zu 12 Masseprozent aufweist. Neben einem Fermenter weisen viele Anlagen einen dem 

Hauptbehälter nachgeschalteten Nachgärer auf. Dabei handelt es sich um einen weiteren 

Reaktionsraum, welcher meist ähnlich wie der Hauptfermenter konstruiert ist. Der Hauptteil 

der Substratvergasung erfolgt weiterhin im Fermenter. Nach Ablauf der Fermentierungszeit 

wird das Substrat jedoch in den Nachgärer überführt, wo die letzten Biogasanteile gewonnen 

werden, während der Hauptfermenter bereits mit frischem Substrat beschickt werden kann. 

Die Inokulation mit der im Fermenter etablierten Mikroflora erfolgt durch Restmengen des 

teilausgegasten Substrats. Auch kontinuierliche Verfahren existieren, bei denen das 

eingetragene Substrat der Menge an Substrat entspricht, welches den Fermenter in den 

Nachgärer verlässt und von diesem wiederum in Richtung eines Gärrestlagers gelangt. Da der 

Nachgärer ebenfalls über einen Gasspeicherraum verfügt, erhöhen sich bei dieser Kon-

struktionsweise gleichzeitig auch das Gasspeichervolumen, jedoch auch die Anschaffungs- 

und Wartungskosten. Generell wird der Prozess der Biogasgewinnung als ein- oder 

zweiphasig kategorisiert. Der Begriff der Phase bezieht sich dabei auf die mikrobiologischen 

Abbaustadien des anaeroben Substratabbaus (siehe I.2.2, Abb. 4). Die formalistische 

Begriffsumgrenzung unterscheidet die „Hydrolysephase“, welche das biologische Hydrolyse-

stadium und die primären Gärungen umfasst (Stadien I und II), von der „Methani-

Abb. 19: Grundaufbau einer landwirtschaftlichen Biogasanlage am Beispiel der BGA 
Wallhalben. Eine Zufuhreinheit (�) fördert das Substrat in den Fermentationsbehälter (�), welcher 
über eine gasdichte Folie (�) abgedichtet ist und eine Speicherung des Biogases ermöglicht. 
Einschub: Kontrollwarte (�) zur computergestützten Überwachung von Anlage und Prozess. Stand 
03.2012, Druckerlaubnis von Inhaber Peter Neumann. 
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sierungsphase“. Diese wird vom Stadium der sekundären Gärungen und dem Methanogenese-

Stadium (Stadien III und IV) gebildet. Aufgrund der unterschiedlichen Anforderungen und 

Toleranzen der beteiligten Mikroorganismen an das Habitat bzgl. pH-Wert, Sauerstoff-

konzentration oder Nährstoffen können für beide Phasen getrennte Fermenter errichtet 

werden. In diesem Fall läuft die Hydrolysephase in einem Fermenter, die Methani-

sierungsphase in einem zweiten Fermenter ab, der Prozess ist zweiphasig. Der Vorteil besteht 

darin, dass die Parameter an die jeweiligen Mikroorganismen angepasst und damit gezielt 

optimiert werden können. Im einphasigen Prozess laufen alle vier Stadien bzw. beide Phasen 

in einem Fermenter ab. Da die methanogenen Archaea einen Flaschenhals des Abbau-

prozesses darstellen, muss der gesamte Ablauf auf diese Mikroorganismen abgestimmt sein. 

Aufgrund des geringeren Investitionsbedarfs ist der einphasige Betrieb in der Landwirtschaft 

gegenwärtig noch weiter verbreitet.  

I.3.2 Landwirtschaftliche Gewinnung und Nutzung von Biogas 

Das Verfahren zur Umsetzung von NawaRo in Energieträger in landwirtschaftl. BGA lässt 

sich in zwei Prozesse unterteilen: 

I. Mikrobiologische Bildung CH4-haltigen Biogases aus dem NawaRo-Substratgemisch 

II. Energetische Nutzung oder Umwandlung des Biogases 

Im Vorfeld der Biogas-Gewinnung werden die Energiepflanzen vom Feld geerntet und 

zerkleinert, um eine bessere Lagerung und vergrößerte Oberfläche für den mikrobiellen 

Zersetzungsprozess zu ermöglichen. Eine darüber hinausgehende Silierung erhöht die 

Haltbarkeit des geernteten Materials. Das als Anmaischen bezeichnete Vermengen des so 

vorbehandelten Festmaterials mit einer Flüssigphase ergibt ein pumpfähiges Substrat, mit 

welchem der Fermenter zur Einleitung von Prozess I beschickt wird. Dabei wird häufig ein im 

Betrieb anfallender Wirtschaftsdünger wie Rinder- und Schweinegülle oder Hühnermist 

eingesetzt. Auch ein Anmaischen mit flüssigen Gärrückständen ist möglich und bietet den 

Vorteil, dass das Substrat direkt mit der fermentereigenen Mikroflora angeimpft wird. Nach 

der Ausgasung des Substrats im Fermenter im mesophilen (32 - 42 °C) oder thermophilen 

(seltener, 50 - 57 °C) Temperaturbereich erfolgt die Überführung überzähligen Gärrests in das 

Gärrückstandslager. Das als „ausgefault“ bezeichnete, vorhydrolysierte Substrat hat hervor-

ragende Düngeeigenschaften bei gleichzeitig durch den mikrobiellen Abbau der VFA stark 

reduzierter Geruchsemission und kann auf das Feld ausgebracht werden. Ökologische 

Vorteile ergeben sich durch den Kreisprozess aus NawaRo-Anbau, Ernte und Gärrest-

rückbringung sowie der Möglichkeit, Düngemittel einzusparen und gegen selbst erzeugte 
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Gärreste zu ersetzen. Abb. 20 bietet eine schematische Darstellung der Beschickung einer 

BGA sowie der Nutzung des Biogases als Energieträger. Das gewonnene Biogas kann auf 

vielfältige Weise der Energiegewinnung zugeführt werden. Da das wasserdampfgesättigte 

Rohbiogas neben den CO2- und CH4- auch noch geringere Anteile an H2S und NH3 aufweist 

(Tab. 1), muss es, je nach weiterer Verwendung, zuvor aufgereinigt werden. Insbesondere das 

giftige H2S, welches sich mit dem Wasser zur hochkorrosiven Schwefelsäure verbindet, muss 

entfernt werden. Dafür wird im Rahmen einer biologischen Entschwefelung dem Gas-

speicherraum eine Luftmenge von 3 - 5 % (v/v) zugeführt. Durch mikrobielle Oxidation von 

H2S wird Elementarschwefel gebildet, welcher mit dem Gärrest aus dem Reaktor entfernt 

werden kann. Wiederholt wird in diesem Zusammenhang das ubiquitär im Fermenter und der 

innenliegenden Holzverstrebung ansässige Bakterium Sulfobacter oxydans genannt. 

Alternativen stellen die chemische Sulfidfällung mittels Metallverbindungen wie Fe2Cl oder 

die Aktivkohle-Adsorption dar. Letzteres wird, neben Zeolithen oder Kieselgelen, auch zur 

Trocknung des Biogases durch das Adsorptionsverfahren genutzt. Das Kondensations-

verfahren setzt dagegen auf eine Abkühlung des Rohbiogases unter den Kondensationspunkt 

und das Sammeln des Wassers in einem Kondensatabscheider (Weithäuser et al., 2010). 

Abb. 20: Schema einer landwirtschaftl. Biogasanlage. Angedeutet ist die Gewinnung und 
energetische Nutzung von Biogas durch Beschickung eines Fermenters mit einem Gemisch 
aus pflanzlichen Fest-NawaRo und Gülle als Flüssigphase. Das Biogas wird entweder über 
Blockheizkraftwerke und Generatoren verstromt oder nach Aufbereitung in das lokale 
Erdgasnetz eingespeist. Die bei der Verstromung anfallende Wärmeenergie kann Nah-
wärmenetzen oder der eigenen Infrastruktur zugeführt werden. Der Gärrest wird auf das Feld 
rückgeführt. Quelle: FNR, 2011a. 
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Weitere Aufreinigungsmaßnahmen stellen die CO2-Abscheidung und die Entfernung von 

Sauerstoff und Spurengasen dar (FNR, 2011a). Der Heizwert von zu 55 % CH4-gesättigten 

Biogases beträgt etwa 5,5 kWh/m3, dem Äquivalent von etwa 0,55 L Heizöl (FNR, 2012). 

Eine klassische Nutzungsmöglichkeit gereinigten Biogases besteht daher in der Erzeugung 

von Strom und Wärme durch die sog. Kraft-Wärme-Kopplung (KWK). Durch die im EEG 

festgeschriebenen Einspeisevergütungen für den auf diese Weise gewonnenen Strom ist dies 

die am weitesten verbreitete Technik. Dabei wird das gereinigte Biogas in Blockheizkraft-

werken (BHKW) verbrannt, womit ein Generator zur Stromerzeugung angetrieben wird. 

Geeignete Motoren für den Antrieb umfassen den Gas-Otto-Motor und den Zündstrahlmotor. 

Alternativen zum Antrieb des Generators stellen Mikrogasturbinen oder Stirlingmotoren 

dar. Brennstoffzellen dienen der direkten Erzeugung von Strom und Wärme. Dabei wird CH4 

als H2-Quelle für die elektro- und thermogene Reaktion zu Wasser verwendet. Die Nutzung 

der KWK-Prozesswärme kann einen großen Anteil zur Wirtschaftlichkeit einer BGA 

beitragen. Sie kann, ähnlich wie der erzeugte Strom, sowohl zur Eigenbedarfsdeckung auf 

dem Betrieb, als auch über Einspeisung in Nah- und Fernwärmeleitungen zur Beheizung von 

Wohnhäusern und öffentlichen Einrichtungen vermarktet werden. Eine weitere Möglichkeit 

zur Nutzung von Biogas liegt in der Verwendung als Erdgassubstituent. Hierfür reicht die 

oben beschriebene Gasreinigung nicht aus, zur Aufbereitung auf Erdgasniveau werden 

zusätzliche Gaswaschschritte wie die Druckwasserwäsche, Aminwäschen oder Druck-

wechseladsorption angewandt, bevor eine Brennwert- und Druckanpassung stattfinden kann. 

Das sog. Biomethan kann dann gegen entsprechende Rückvergütungen in das Erdgasnetz 

eingespeist werden. Ein Vorteil liegt darin, dass der Energieträger so bis an den Ort des 

Bedarfs geleitet und erst dort in die benötigte Energieform umgewandelt wird. Somit ergeben 

sich Energiespeicherkapazitäten und ein geringerer Energieverlust bis zum Verbraucher. 

I.3.3 Substrate, Prozessparameter und Störungsindikatoren 

I.3.3.1 Substrate für den Betrieb von NawaRo-Biogasanlagen 

Die Erzeugung von Biogas wird durch ein breites Spektrum von Substratkombinationen 

ermöglicht. Während für die Kompostierung überwiegend schnittfestes Material genutzt wird, 

sind für die Biogasgewinnung aufgrund der anaeroben Abbaukaskade insbesondere flüssige 

Substrate geeignet. Der brennwerte Anteil des Biogases (CH4) entstammt dabei überwiegend 

aus dem Kohlenhydrat-, Protein- und Lipidanteil und somit aus der organischen Trocken-

substanz (oTS) des Substrats. Rein auf den maximalen CH4-Gehalt im Biogas bezogen sind 

Substrate mit hohen Anteilen an Protein- (71 % CH4-Anteil) und Rohfett (68 %) gegenüber 
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den kohlenhydratreichen Substraten (50 %, Eder, 2012) zu bevorzugen. Generell umfasst die 

Bandbreite nutzbarer Inputstoffe Substanzen aus den Bereichen der Wirtschaftsdünger, der 

Energiepflanzen bzw. NawaRo, Reststoffe aus Lebensmittel- und Agroindustrie sowie 

kommunale und Schlachtreststoffe. Im Folgenden werden dabei vorwiegend Gegebenheiten 

aus der landwirtschaftlichen NawaRo-Biogaserzeugung in ihrer Substratkombination aus 

Wirtschaftsdünger und Energiepflanzen beschrieben. Im Jahre 2012 konnte der masse-

bezogene Anteil dieser dominanten Substratkategorien für Deutschlands BGA auf 54 % 

(NawaRo) bzw. 41 % (Wirtschaftsdünger) beziffert werden (FNR, 2013c). Unter den Begriff 

Wirtschaftsdünger fallen mit Gülle und Mist allgemein Exkremente aus der Nutzviehzucht. 

Sie werden vorwiegend im Anmaischprozess zur Erzeugung eines pumpfähigen Substrates 

genutzt, können jedoch gerade in Fällen des Abbaus mikronährstoffarmer Pflanzen, wie z.B. 

Mais, einer Unterversorgung der Fermenterbiologie vorbeugen (Eder, 2012). Aufgrund der 

niedrigen oTS und der daraus resultierenden, geringen CH4-Ausbeute von 11 - 21 Nm3 pro t 

Substrat (Friehe et al., 2010) ist die Monovergärung von Rinder- und Schweinegülle in 

Deutschland selten anzutreffen. Der niedrige oTS-Anteil ermöglicht jedoch eine gute 

Mischbarkeit mit Kosubstraten und die Einstellung eines konkreten Gesamt-oTS im 

Fermentersubstrat. Die genaue Definition des Wirtschaftsdüngers in Bezug auf Nährstoff-

inhalt und chemische Parameter ist abhängig von einer Vielzahl an Faktoren wie der Nutztier-

art und Fütterungsweise. Unter ökologischen Gesichtspunkten ist beim Einsatz von Gülle die 

Prävention einer unkontrollierten Methanemission hervorzuheben. Im Gegensatz zur 

Verwendung des weitgehend ausgefaulten Gärrestes würde durch direktes Ausbringen von 

Wirtschaftsdüngern auf eine Agrarfläche der dortige Umsatz zu CH4 und dessen Entweichen 

in die Atmosphäre ermöglicht. Durch den höheren pH-Wert gegenüber der Gülle reduziert ein 

solcher Einsatz des Gärrestes ferner die bodenschädigende Ätzwirkung. Der Hauptanteil der 

durch die Fermenter-Mikroorganismen anaerob zu CH4 abbaubaren oTS im Substratgemisch 

entstammt von den sog. Energiepflanzen. Diese Kulturpflanzen zeichnen sich durch hohe 

Anteile an oTS, Rohfett, Kohlenhydraten und/oder Proteinen aus. Je nach Zusammensetzung 

und Volumenanteil des Pflanzenmaterials im Substratgemenge variieren der maximale 

Biogasertrag und dessen prozentualer CH4-Gehalt (Abb. 21A). Aufgrund hoher Pflanzen- und 

Energieerträge pro ha Anbaufläche (∅ 45 t Frischmasse [FM] pro ha bei einem Methanertrag 

von 106 Nm3 t-1), anspruchsloser Anpflanzung und Pflege sowie guter Ernte- und Silierbarkeit 

bildet Mais das meistgenutzte Substrat in deutschen BGA (Abb. 21B). Der zur 

Biogaserzeugung genutzte Mais wird auf 800.000 ha der bundesdeutschen Agrarfläche 

angebaut und macht damit einen Anteil von rund 6 % aus (Eder, 2012). Trotz dieser geringen
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Anbaufläche haben die Nachteile des Maisanbaus zur Erforschung und Nutzung alternativer 

Energiepflanzen und Anbauformen geführt. Zur Vermeidung eines maisanbaubedingten 

hohen Wasserverbrauchs, der starken Humuszehrung und der Gefahr der Bodenerosion im 

Zusammenspiel mit einer Reduzierung der Biodiversität durch Monokulturanbau werden 

gegenwärtig Erfahrungen mit dem Einsatz von u.a. Durchwachsender Silphie, Topinam-

bur, Sorghum-Hirse und anderen pflanzlichen Substraten gesammelt. Die Auswahl einer 

geeigneten Substratkombination erfolgt zumeist nicht nur anhand von maximaler Gasaus-

beute, sondern bezieht u.a. Aspekte der Nachhaltigkeit, Lager- und Silierfähigkeit, des 

prozessbiologischen Verhaltens und der Bodenökologie ein. Vor diesem Hintergrund erwies 

sich der wechselnde Fruchtfolgeanbau in Kombination mit jahreszeitlicher Alternierung 

von C3- und C4-Pflanzen als vorteilhaft (FNR, 2010). Dabei werden die verschiedenen 

Energiepflanzen einer Fruchtfolge zeitlich so aufgezogen, dass die bei kühleren Temperaturen

bevorteilten C3-Pflanzen (z.B. Sonnenblume, Raps) nach den Wintermonaten und die unter 

wärmeren Temperaturen bevorteilten C4-Pflanzen (z.B. Mais, Sorghum-Hirse) nach den 

Sommermonaten geerntet werden können.  

Dennoch wird Mais aufgrund ökonomischer Vorteile weiterhin eine Rolle im Anbau von 

BGA-Substraten spielen. 

B 

Abb. 21: Biogaserträge verschiedener Substrate (A) und massebezogener Substrateinsatz nach-
wachsender Rohstoffe in Biogasanlagen 2012 (B). Angegeben sind der maximale Biogasertrag und dessen 
prozentualer CH4-Gehalt verschiedener Substratkomponenten; GPS = Ganzpflanzensilage (A, FNR, 2011b). 
Rechts: Staffelung der Gesamt-Nawaro-Substratanteile in deutschen Biogasanlagen im Jahre 2012 (B, FNR, 
2013d, auf Datenbasis des DBFZ). 

 A 
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I.3.3.2 Fermentationsrelevante Verfahrensparameter: Ursachen und Indikatoren von 

Prozess-Störungen 

Das Verfahren zur Gewinnung von Biogas aus NawaRo wird durch eine Vielzahl physika-

lischer und chemischer Betriebsparameter definiert. Je nach anlagenspezifischer Ausprägung 

können daraus Störungen des Gesamtprozesses resultieren. Zu den physikalischen Schlüssel-

parametern zählen u.a. die Faulraumbelastung BR, die hydraulische Verweilzeit HRT, die 

Temperatur T und die Durchmischung. Die Faulraumbelastung BR ist ein Maß für die dem 

Fermenter zuführbare Masse an oTS (moTS) pro m3 Faulraumvolumen (VFermenter) und Tag (t), 

sie ist definiert als: 

(11) ][ 13 −−

⋅
= dmoTSkg

tV

m
B

Fermenter

oTS

R  

Gängige BR-Richtwerte für NawaRo-Anlagen liegen zwischen 2 und 3 kg oTS m-3 d-1 bei 

reiner NawaRo-Vergärung, in Kombination mit Güllebeimengung bis 4 kg oTS m-3 d-1 

(Kaiser et al., 2007). Oberhalb von 4 kg oTS m-3 d-1 tritt häufig eine Übersättigung des 

Systems und eine Ausdünnung der Fermentermikroflora ein (Eder, 2012). Dies resultiert aus 

dem Zusammenhang von Faulraumbelastung und der hydraulischen Verweilzeit. Sie gibt die 

hypothetische Zeitspanne in Tagen an, die ein Substrat vom Eintrag in den Fermenter bis zu 

dessen Austrag in das Gärrestelager durchschnittlich benötigt und stellt einen wichtigen 

Parameter bei der Dimensionierung des Faulraums dar. Formalistisch bezeichnet sie das 

Verhältnis von Reaktorvolumen (VFermenter, [m3]) zum täglichen Substratdurchsatzvolumen 

(Vd, [m
3 d-1]): 

(12) ][d
V

V
HRT

d

Fermenter
=  

Mit steigendem BR ergibt sich eine Reduzierung der HRT. Kurze Verweilzeiten ermöglichen 

schnellen Zugriff auf das Gärsubstrat z.B. für den Düngemitteleinsatz und ergeben durch 

vorwiegenden Abbau der schnell hydrolysierbaren Substratanteile eine gute Auslastung des 

Faulraums pro Zeiteinheit (Gasleistung). Gleichzeitig sinkt jedoch die Gasausbeute pro kg 

eingesetzter oTS mit der HRT: Da eine geringere Verweildauer eines Substrats gleich-

bedeutend ist mit einem schnellen Substrataustrag, verbleibt der Fermentermikroflora weniger 

Zeit für den Abbau, was in der geringen Gasausbeute resultiert. Des Weiteren birgt dies die 

Gefahr einer Ausdünnung der Populationsgröße. Zur Aufrechterhaltung des Prozesses muss 

daher eine HRT eingestellt werden, welche ein Nachwachsen der Mikroorganismen 

ermöglicht, aus ökonomischen Gründen jedoch bei gleichbleibend hohem Abbaugrad 
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möglichst kurz ist. Dabei muss sich die HRT an den langsam wachsenden syntrophen 

Fettsäureoxidierern und den methanogenen Archaea orientieren. Wird die HRT in einem 

vorliegenden Störungsfall nicht wieder erhöht, ergibt sich ein selbstverstärkender Effekt, 

welcher auch als Resultat vom Einsatz hoher Mengen vorwiegend schnell abbaubaren 

Substrates bekannt ist: Die schnell proliferierenden Mikroorganismen aus der „Hydro-

lysephase“ erreichen einen höheren Zellzuwachs als diejenigen der „Methanisierungsphase“. 

VFA als Produkte der „Hydrolysephase“ können von den syntrophen Organismen nicht 

schnell genug prozessiert werden, sodass die Fettsäuren im Fermenter akkumulieren (sog. 

„Säurestau“) und der pH-Wert sinkt. Da die Methanogenese jedoch nur in einem engen pH-

Bereich um den Neutralpunkt abläuft, können hydrogenotrophe methanogene Archaea ihren 

Energiestoffwechsel nicht aufrecht und den pH2 für die vorangehende VFA-Oxidation niedrig 

halten. Die Fermenterbiozönose ist gestört und die Gefahr eines Prozessausfalls gegeben. Bei 

der Monofermentation von Gülle im Bereich von 30-35 °C wird mit einer HRT von 30-50 

Tagen gerechnet. Für die Vergärung von Energiepflanzen werden mindestens 42 Tage 

veranschlagt, sodass unter Einbezug einer Sicherheitsmarge die unter landwirtschaftl. Bedin-

gungen übliche Mindest-HRT von etwa 50 Tagen erreicht wird (Eder, 2012). Die absolute 

BR-Obergrenze Maissilage vergärender Systeme wird auch unter Einbezug alternativer 

Fermenterbauweisen als zwischen 6 und 10 kg oTS m-3 d-1 liegend angegeben (Bauer et al., 

2009). Auch die Betriebstemperatur hat einen starken Einfluss auf die mikrobielle 

Population (siehe I.3.5). Übliche Betriebsarten decken den mesophilen (32 - 42 °C) und 

thermophilen Temperaturbereich (45 - 60 °C) ab. In der Regel können im thermophilen 

Betrieb höhere BR erreicht werden, da durch höhere Reaktionsgeschwindigkeiten und kürzere 

Verdopplungszeiten der Substratabbau rascher voranschreitet (Liebetrau et al., 2010). Es 

können kürzere HRT eingehalten und durch die schlechtere Löslichkeit des O2 schneller 

anaerobe Bedingungen geschaffen werden. Allerdings ist die allgemeine Biozönose und 

speziell die Diversität methanogener Archaea im Vergleich mit mesophil betriebenen Anlagen 

deutlich eingeschränkter (Karakashev et al., 2005; Levén et al., 2007). Diese reduzierte 

Biodiversität hat zur Folge, dass sich der themophile Prozess langsamer an neue 

Temperaturbereiche anpasst und zudem empfindlicher gegenüber Temperaturschwankungen 

ist. Die mesophile Population toleriert dagegen Schwankungen von +/- 3 °C ohne hohe 

Einbußen in der CH4-Bildung (Liebetrau et al., 2010). Weitere Vorteile gegenüber der 

thermophilen Betriebsweise bestehen u.a. in einer erhöhten Stabilität der Fermentermikroflora 

gegenüber Hemmstoffen wie NH3, einem geringeren CO2-Anteil im Gas (höhere Löslichkeit 

in der Flüssigphase) und dem geringeren Eigenenergiebedarf. Die Rührtechnik stellt die 
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homogene Verteilung von Wärme und Nährstoffen im Fermenter sicher und erleichtert den 

Austritt des Biogases aus dem Substrat. Einer Entmischung des Substrats wird vorgebeugt, 

Sink- und Schwimmschichten werden aufgebrochen sowie der Gasaustritt erleichtert. Zu 

starke Rühraktivität steht jedoch in dem Verdacht, über hohe Scherkräfte syntrophe 

Abbauprozesse durch räumliche Trennung der Partner-Mikro-organismen zu inhibieren. Dies 

beträfe vorwiegend die auf den Interspezies-e--Transfer angewiesene Gemeinschaft der 

Fettsäure-Oxidierer mit den hydrogenotrophen methanogenen Archaea (Bauer et al., 2009). 

Wichtige chemische Prozessparameter umfassen u. a. die Nährstoffversorgung, den pH-Wert, 

das Säurespektrum und die Konzentrationen von Schwefel- und NH4
+ im Substrat. Im Bereich 

der Nährstoffversorgung werden die Makronährstoffe von den Mikronährstoffen und 

Spurenelementen unterschieden. Der Bedarf an Makronährstoffen wird durch den Abbau-

prozess des Substrats gedeckt. Dabei fokussiert sich die Betrachtung zumeist auf Kohlenstoff, 

Stickstoff, Phosphor und Schwefel. Im Zusammenhang mit einer Bewertung des Fermenter-

substrats im Hinblick auf die Versorgung der (methanogenen) Biozönose gilt ein Verhältnis 

von C:N:P:S = 600:15:5:3 als ausreichend (Friehe et al., 2010). Ein unausgewogenes 

Verhältnis, insbesondere von C:N, kann in suboptimalen Zellmasseerträgen (zuwenig N) oder 

erhöhtem NH4
+-Aufkommen resultieren (zuviel N) und den Prozess inhibieren (s.u.). Ein im 

Bereich der Mikronährstoffe und Spurenelemente wichtiges Element stellt Nickel dar. Es 

ist u. a. das Zentralatom des Kofaktors F430 und damit als Kofaktor der Methyl-CoM-

Reduktase an einem Schlüsselenzym der Methanogenese beteiligt. Auch in der β-UE des CO-

Dehydrogenase/Acetyl-CoA-Synthasekomplexes und in Hydrogenasen ist Nickel zu finden. 

Cobalt ist häufig an Methylgruppenübertragungen beteiligt: Es ist das Zentralatom des Factor 

III von Methyltransferasen und prosthetische Gruppe der γδ-UE des CO-Dehydrogenase/ 

Acetyl-CoA-Synthasekomplexes. Molybdän wird vom MGD gebunden und ist Bestandteil 

der Formiat-Dehydrogenase sowie der Formyl-MF-Dehydrogenase. In deren Isoenzym ersetzt 

Wolfram Molybdän. Eisen wird aufgrund der vergleichsweise hohen Mindestkonzentration 

häufig nicht mehr zu den Spurenelementen gezählt. Als Komponente von Fe-S-Komplexen 

z.B. von Ferredoxinen und Cytochromen ist es an e--Übertragungen vieler Redox-Prozesse 

weit verbreitet. Für BGA-Substrate existieren Richtwert-Konzentrationen (Tab. 10), 

Literaturwerte aus verschiedenen Quellen weichen jedoch stark voneinander ab. Bei zu 

geringen Konzentrationen oben genannter Stoffe wird insbesondere die Methanogenese 

inhibiert. Eine Unterversorgung tritt bei Kofermentation von Gülle und NawaRo
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Tab. 10: Richtwerte wesentlicher Mineralstoffgehalte im Gärsubstrat von NawaRo-
beschickten Biogasanlagen. Gekürzt nach Lemmer et al., 2010. 

Element Minimum [mg kg-1 TM]1 Maximum [mg kg-1 TM] 1 

Nickel 3,0 16,0 
Cobalt 0,4 5,0 

Molybdän 1,0 6,0 
Eisen 1500 3000 

Wolfram 0,1 30 
1TM = Trockenmasse 

selten ein, bei Monofermentationsansätzen von spurenelementarmen Energiepflanzen wie 

Mais ist oft der externe Zusatz von Mikronährstoffen oder eine Beimengung von 

Gülleanteilen nötig (Liebetrau et al., 2010). Wie bereits angedeutet, ist der pH-Wert des 

Fermentermilieus von hoher Bedeutung für die Prozess-Mikroflora. Zumeist stellt sich ein 

passender pH-Wert selbstständig im Fermenter ein, starken Schwankungen wird durch die 

Ammonium- und Carbonat-Puffersysteme im Substrat vorgebeugt. Während die 

„Hydrolysephase“ durch die Akkumulation von VFA’s aus den primären Gärungen im sauren 

Milieu bei pH 4,5 - 6,3 optimal abläuft, ergeben sich die besten Aktivitäten in der 

„Methanisierungsphase“ im leicht Alkalischen bei pH 6,5 - 8,0. Im einphasigen Betrieb ist der 

zu erreichende pH daher stets ein Kompromiss an die Stoffwechselaktivitäten aller 

vorhandenen Mikroorganismen und richtet sich an den Bedürfnissen der methanogenen 

Archaea aus. Daneben beeinflusst der pH zudem die Toxizität eventueller Hemmstoffe. So 

verlagert sich bei steigendem pH das Gleichgewicht des (NH4
+)/(NH3)-Verhältnisses stark auf 

Seiten des cytotoxischen NH3 (s.u.), wohingegen die Hemmwirkungen der VFA’s, welche auf 

die undissoziierte Form zurückzuführen sind, und des Schwefelwasserstoffs mit sinkendem 

pH zunimmt. Aufgrund der recht hohen Pufferkapazität des Substrats reagiert der pH träge, 

sodass eine eintretende Prozessstörung oft nur zeitverzögert erkannt wird. Zur Beurteilung des 

Fermentermilieus und des Prozessbetriebs wird daher vorwiegend das Säurespektrum 

herangezogen. Die Analyse der Einzelkonzentrationen von VFA wie Acetat, (Iso-)Butyrat, 

(Iso-)Valeriat und Propionat ermöglicht eine zeitnahe Überwachung des Prozesses und kann 

Hinweise auf die Art der Störung geben. So deutet eine Akkumulation von Acetat auf eine 

Hemmung der syntrophen Acetatoxidation hin. Reichern sich im Säurestau VFA wie 

Propionat und Butyrat an, so kommen weitere Störungen der sekundären Gärungsreaktionen 

in Betracht. In mesophilen BGA gilt eine VFA-Gesamtkonzentration von < 4 g L-1 sowie eine 

Acetat-Konzentration von < 3 g L-1 als unproblematisch. Propionat sollte dagegen eine 

Konzentration von 1 g L-1, Butyrat von 0,5 g L-1 nicht überschreiten. In diesem Zusammen-

hang gilt ein Acetat/Propionat-Verhältnis von 3:1 als Richtwert (Eder, 2012; Lebuhn, 2011; 
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Preißler et al., 2009). Häufig wird auch das sog. FOS/TAC-Verhältnis (flüchtige organ. 

Säuren/„total anionic carbon“) zur Beurteilung der Säurelage im Fermenter herangezogen. 

Dabei wird die Konzentration an VFA (FOS) zur verbleibenden Pufferkapazität (TAC) ins 

Verhältnis gesetzt. Ein Wert von 0,8 sollte dabei nicht überschritten werden (Liebetrau et al., 

2010; Weiland, 2008), höhere Werte stellen Indikatoren für einen gestörten Abbauprozess als 

Folge einer Substratüberdosierung dar.  

Obwohl Stickstoff für die Proliferation der Fermentermikroflora notwendig ist, kann es bei 

Beschickung von BGA mit stickstoffreichen Substraten wie Hühnerkot oder Kleesilage zur 

Hemmung der Gasproduktion kommen. Analog zum Puffersystem steht Ammonium-

Stickstoff (NH4
+-N) mit der nichtionischen Form des Ammoniak-Stickstoffs (NH3-N) im 

Gleichgewicht: 

(13) NH4
+ + OH- ↔ NH3 + H2O 

Durch Erhöhung der Temperatur T und des pH verschiebt sich das Gleichgewicht jedoch teils 

stark auf die Seite des NH3, welches in dieser undissoziierten Form membranpermeabel 

(Gallert und Winter, 1997) und cytotoxisch wirksam ist: 

(14) 
pHT

pH

NHNH

e

xcc

10

10

273

634443

+

=

+

+  

Diese starke Abhängigkeit der Ammoniak-Konzentration von T und pH sowie die Beteiligung 

am notwendigen Ammonium-Puffersystem erschwert das Ermitteln einer Konzentrations-

schwelle, ab welcher die Hemmwirkung durch NH3 eintritt. Daher finden sich in der Literatur 

je nach Betriebsart der beschriebenen BGA stark voneinander abweichende Richtwerte. In der 

Praxis wird häufig vom Einsatz einer Prozesshemmung ab einer Summenkonzentration beider 

Formen (c[NH4
+] + c[NH3]) von 1,7 - 4 g L-1 (80 - 250 mg L-1 freies NH3) berichtet, durch 

langfristige Adaptation der Biozönose an hohe Summen-Konzentrationen scheinen jedoch 

auch höhere Werte mit einem weitgehend störungsfreien Betrieb vereinbar zu sein (Bauer et 

al., 2009; Liebetrau et al., 2010; Gallert et al., 1998). Der genaue Toxizitätsmechanismus 

von NH3/NH4
+ ist strittig. Diskutiert wird u.a. ein zu starker Verlust an K+-Ionen durch K+-

Efflux zur kompensatorischen Stabilisierung des intrazellulären pH-Werts trotz NH3-

Einstroms sowie eine direkte Interaktion mit membrangebundenen Enzymen der Methano-

genese (Hendriksen und Ahring, 1991). Tabelle 11 fasst abschließend einige Richtwerte für 

Prozessparameter zur Biogasgewinnung aus NawaRo zusammen. 
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Tab. 11: Übersicht über fermentationsbiologisch relevante Richtwerte landwirt-
schaftlicher NawaRo-BGA mit Güllebeimengung. Zusammengestellt aus Eder, 2012; 
Kaiser et al., 2007; Lebuhn, 2011. Literaturwerte je nach Autor, Anlagenbetrieb und 
Substratzusammensetzung teils stark voneinander abweichend. 

Parameter Richtwert 
physikalisch  
BR < 4 kg oTS m-3 d-1 
HRT > 60 d 
TS 8 - 15 % TS 
T 32 - 42 °C (mesophil) oder 45 - 60 °C (thermophil) 
chemisch  
C:N:P:S 600:15:5:1 
pH 7,0 - 7,5 
Gesamte org. Säuren < 4 g L-1 

Acetat < 3 g L-1 
Propionat < 1 g L-1 
Acetat:Propionat 3:1 
Iso-Butyrat << 0,5 g L-1 1  bzw. nicht nachweisbar2 

FOS/TAC < 0,8 
NH4

+-N < 4 g L-1 
NH3-N

 < 0,6 g L-1 
H2S/S- < 0,2 g L-1 
mikrobiologisch  
Zellzahl methanogener Archaea > 5 x 107 mL-1 
Zellzahl Bacteria > 108 mL-1 
1)Angabe in Kaiser et al., 2007. 2)Angabe in Eder, 2012. 
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I.3.4 Fördern und Fordern: Das Gesetz für den Vorrang Erneuerbarer Energien (EEG) 

Deutschland ist der größte Primärproduzent von Biogas in der EU (EurObserv'ER, 2011). 

Die Zunahme der Verbreitung landwirtschaftlicher BGA bis zu diesem gegenwärtigen Status 

wurde unterstützt durch die Verabschiedung und regelmäßige Novellierung des Gesetzes für 

den Vorrang Erneuerbarer Energien (kurz: Erneuerbare Energien Gesetz - EEG). Ziel des Ge-

setzes ist u.a. die Erhöhung des EE-Anteils auf 35 % des Stromverbrauchs bis 2020 im 

Rahmen des Vorantreibens der Energiewende und der EE als Alternative zu fossilen Energie-

trägern. Durch gezielte finanzielle Subvention regenerativ erzeugter Energien wird der 

Fortschritt in der technischen Entwicklung forciert und ein Anreiz zum Aufbau umwelt-

freundlicher Alternativen zur konventionellen Energieerzeugung bei gleichzeitiger Risiko-

minderung für den Anlagenbetreiber gegeben. Die Vergütungsregelung ist an verbindliche 

Vorgaben für den Anlagenbetreiber gekoppelt, welche Aspekte der Ökologie, Nachhaltigkeit 

und Prozesssicherheit berücksichtigen. Im Jahre 2000 wurde die Urform des EEG verab-

schiedet. Als Folge der Novellierungen im Jahre 2004 und 2009 ergab sich stets ein Anstieg 

der installierten elektrischen Leistung und der Anlagenanzahl (Abb. 22), sodass die heutige 

Anzahl an BGA in Deutschland über 7500 Stück beträgt.  

Die aktuelle, seit dem 01.01.2012 gültige, Fassung stellt die dritte Novellierung des EEG dar. 

Dieser sind alle Neuanlagen, die ab diesem Zeitpunkt in das Stromversorgernetz einspeisen, 

unterworfen, während für Betreiber von Bestandsanlagen die Vorgaben des EEG 2009 gelten 

(§ 66 Abs. 1 Nr. 3 EEG). Die vereinfachte Vergütungsstruktur im EEG 2012 reduziert die An-

zahl von Bonussubventionen, sodass der Grundvergütungssatz, gestaffelt nach elektr. 

Abb. 22: Bestandsentwicklung von BGA in Deutschland. Anstieg in Anlagenanzahl 
und installierter elektr. Leistung einhergehend mit den Novellierungen des EEG. 
Quelle: FNR, 2013e. 
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Leistung der Anlage, nur noch durch einen Bonus für die Gasaufbereitung oder Bioabfall-

vergärung sowie der Art des Substrats ergänzt wird. Dabei unterscheidet die Substrat-

vergütung zwischen zwei Einsatzstoffklassen: Klasse I umfasst die klassischen Energie-

pflanzen wie Mais und Rübe, während Substraten der Klasse II, den wertvollen, nachhaltigen 

Ersatzstoffen wie Schweinegülle oder Wildblumen, höhere Vergütungen zuteilwerden. Neu in 

das EEG 2012 aufgenommen wurde eine Sonderförderung kleiner, auf Gülle basierender 

Anlagen mit einer Maximalleistung von 75 kWel. sowie höchstens 60 % Maisanteil im 

Substrat. Damit soll der übermäßigen Maisnutzung und Monokulturentwicklung vorgebeugt 

werden. Alternativ zur Einspeisung in ein lokales Versorgernetz ermöglicht das EEG 2012 

Anlagenbetreibern die Direktvermarktung des erzeugten Stroms. In diesem Fall entfällt eine 

Vergütung nach o.g. Muster, jedoch erhält der Energiewirt zusätzlich zu den Verkaufserlösen 

eine Marktprämie, die sich aus dem monatlichen Mittelwert des Strompreises an der 

Strombörse EPEX und einer Managementprämie errechnet. Somit sinkt das unternehme-

rische Risiko und ein Anreiz für die dezentrale Erzeugung und Vermarktung von Energie 

wird geschaffen. Der Anlagenbetreiber kann zudem monatlich zwischen beiden Vergütungs-

modellen wechseln oder anteilig seinen erzeugten Strom nach beiden Modellen vergüten 

lassen. Zur Förderung marktangepasster Energieerzeugung aus EE unterliegt die EEG-

Einspeisevergütung einer Degression, sodass die Subventionshöhe jährlich sukzessive um 

einen festgeschriebenen Prozentsatz sinkt. 

I.3.5 Stand der Forschung: Methanogene Archaea in landwirtschaftlichen NawaRo-

Biogasanlagen. 

Parallel zur Verbreitung landwirtschaftlicher BGA fokussierte sich die Forschung zur 

Optimierung des Gasertrags lange Zeit vorwiegend auf Aspekte des Anlagenbaus. Im Verlauf 

dieser Entwicklung konnte die operative und prozesstechnische Ausstattung von BGA 

verbessert werden, eine Erforschung unter mikrobiologischen Gesichtspunkten findet jedoch 

erst seit etwa zwei Dekaden statt. Viele Erkenntnisse wurden zunächst aus dem schon länger 

erforschten Bereich der Biogas-Gewinnung aus Kommunalabfall-Vergärung und Abwasser-

klärung auf landwirtschaftl. BGA übertragen. Aufgrund vergleichsweise weniger Studien im 

Bereich der mikrobiologischen Fermenterökologie methanogener Archaea in NawaRo-BGA 

stellen diese Erkenntnisse trotz einer zum Teil mangelnden Übertragbarkeit auf das 

landwirtschaftl. System wertvolle Hinweise dar. Obwohl die am anaeroben Abbau 

organischer Substrate beteiligten Stoffwechselkaskaden im Allgemeinen gut verstanden sind 

(I.2.2, I.2.4), verbleiben die genauen Abläufe im Praxisfermenter eine „Black Box“ der 

mikrobiellen Ökologie. Durch die Anwendung molekularbiologischer Methoden, wie gel-
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elektrophoretischer Fingerprint-Analysen und Klonbibliotheken-Screening, organismen-

spezifischer Fluoreszenzmarkierung sowie quantitativer PCR- und Metagenom-Studien 

erfolgte dennoch der kultivierungsunabhängige Nachweis der beteiligten Spezies. 

Trotz mannigfaltiger Betriebsparameter und Substratzusammensetzungen von Laborfermen-

tern und BGA konnten auf Ebene der methanogenen Archaea wiederholt Vertreter der 

Ordnungen Methanomicrobiales, Methanobacteriales und Methanosarcinales identifiziert 

werden. Klonbibliothek- und qPCR-Analysen auf Basis der 16S rRNA- und mcrA-Gene, 

kodierend für eine rRNA der kleinen ribosomalen UE bzw. für die α-UE der Methyl-CoM 

Reduktase methanogener Archaea, zeigten dabei für eine mesophil betriebene BGA mit 

Rindergülle/Maissilage-Kofermentation die Dominanz der Methanomicrobiales vor den 

übrigen Ordnungen (Nettmann et al., 2008). Metagenom-Analysen der Gesamtbiozönose 

weiterer landwirtschaftl. BGA stimmen mit diesem Ergebnis überein und ergaben 

Methanoculleus bourgensis (Jaenicke et al., 2011) bzw. Mcu. marisnigri (Wirth et al., 2012) 

als dominante archaeelle Spezies. In einer 16S rRNA-basierten Studie der mikrobiellen 

Biozönose in einer mesophil betriebenen BGA zur Monovergärung von Schweinegülle wurde 

diese Art ebenso in Dominanz detektiert, daneben konnten in geringerer Abundanz Msc. 

barkeri und Methanospirillum hungatei in den Fermenterproben nachgewiesen werden (Liu 

et al., 2009). Aus Studien über Gras- (Wang et al., 2010) und rübenvergärenden Systemen 

sowie weiteren Fermentationsarten ist neben der Gattung Methanosarcina. sp. zudem das 

Vorkommen der Gattung Methanobacterium sp. bekannt (Klocke et al., 2007; Krakat et al., 

2010a). Außerhalb dieser „typischen“ Vertreter der archaeellen Biozönose in BGA ergeben 

insbesondere die Metagenom-Analysen auch weitere, ungewöhnliche und in geringerer 

Abundanz vorkommende Gattungen wie Methancorpusculum und Methanococcus (Wirth et 

al., 2012). 

Unabhängig von der experimentellen Methodik wurden in landwirtschaftl. BGA in der Regel 

sowohl acetoklastische als auch hydrogenotrophe methanogene Archaea gefunden. Entgegen 

früherer Untersuchungen (Karakashev et al., 2005) und den Erkenntnissen aus der kommu-

nalen Abfallvergärung bzw. Siedlungswasserwirtschaft deuten jüngere Studien der Population 

methanogener Archaea in landwirtschaftl. BGA darauf hin, dass in der mesophilen Um-

setzung von NawaRo hydrogenotrophe Mikroorganismen eine größere Prozessbedeutung 

haben bzw. in größerer Anzahl vorkommen, als (obligat) acetoklastische Archaea (Bauer et 

al., 2008; Bauer et al., 2009; Krakat et al., 2010a; Nettmann et al., 2010). 

Unter wechselnden Umwelt- und Prozessbedingungen (siehe I.3.3.2) verbleibt auch die 

Zusammensetzung der Population methanogener Archaea in BGA nicht statisch. In 
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gegenseitiger Abhängigkeit beeinflussen chemische und physikalische Parameter sowie die 

Art und Komplexität des Fermentersubstrats die Zusammensetzung der Population 

methanogener Archaea in Biogas produzierenden Prozessen. So haben insbesondere die 

Acetat-, VFA- und Ammoniakkonzentration weitreichenden Einfluss auf die Populations-

größen der acetoklastischen Methanosaeta sp. und der metabolisch versatilen Gattung 

Methanosarcina sp.: Die Untersuchung einer Mais monovergärenden Anlage unter ver-

schiedenen Acetatkonzentrationen ergab eine Dominanz von Methanosaeta sp. unterhalb 

einer Grenzkonzentration von 1 g L-1 Acetat. Bei höheren Konzentrationen, jedoch noch ohne 

Anzeichen für eine Übersäuerung, ergab sich eine Dominanz der Gattung Methanosarcina sp. 

sowie der hydrogenotrophen Ordnung der Methanobacteriales. Im übersäuerten Prozess nahm 

die Gesamtzahl methanogener Archaea ab, die Dominanz lag dann auf Seiten der 

hydrogenotrophen Gattungen Methanoculleus und Methanospirillum (Munk et al., 2010). 

Dieser Zusammenhang wurde zuvor bereits für Anlagen zur Methanisierung von Feststoff-

Kommunalabfall gezeigt (Griffin et al., 1998; McMahon et al., 2001). Der Vergleich von 

dänischen Praxisanlagen zur Fermentation von Gülle bzw. Abwasserschlamm ergab eine 

ähnliche Verteilung: In VFA- und ammoniakreichen Gülleanlagen dominierten Methano-

sarcinaceae, während unter den niedrigen Konzentrationen in Abwasserschlamm-Fermentern 

Methanosaetaceae dominierten (Karakashev et al., 2005). Auch für hydrogenotrophe 

Archaea liegen Hinweise auf eine VFA-induzierbare Veränderung der Populationszusammen-

setzung vor: In thermophilen Kommunalabfall-Anlagen ergab sich mit Erhöhung der VFA-

Konzentration ein Übergang der Dominanz von Methanoculleus sp. hin zu Methano-

thermobacter sp. (Hori et al., 2006). 

Änderungen in der Prozesstemperatur haben nicht nur Bedeutung für die Struktur der 

Gesamtbiozönose, sondern im Besonderen auch auf die der archaeellen Population. In der 

Praxis scheinen kurzfristige und plötzliche Schwankungen stärker zur Störung der 

Fermenterflora beizutragen, als eine langsame Anpassung an sukzessiv höhere Temperaturen 

über einen langen Zeitraum hinweg. Die Reduzierung der Temperatur von 60 °C auf 55 °C in 

einem Laborfermenter zur thermophilen Methanerzeugung aus Rübensilage und -saft führte 

zu einer reversiblen Erhöhung der morphologischen Diversität in der archaeellen Population. 

Wurden bei 60 °C stäbchenförmige Archaea der Ordnung Methanobacteriales nachgewiesen, 

so bestand die Population nach Absenken der Temperatur zusätzlich aus Vertretern von 

Methanosarcinaeae und Methanomicrobiales (Krakat et al., 2010b). Während in thermo-

philen Prozessen neben hydrogenotrophen Gattungen oft auch das hauptsächlich aceto-

klastische Archaeon Msc. thermophila, einziger bekannter thermophiler Vertreter der Gattung 
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Methanosarcina (Garcia et al., 2000), gefunden wird, scheint Methanosaeta sp. auch unter 

hohen Temperaturen nicht maßgeblich an der Methanogenese in NawaRo-BGA beteiligt zu 

sein (Demirel und Scherer, 2008). Auch bei der Fermentierung von Haushaltsabfall wurde 

mit der Verschiebung von mesophilen zu thermophilen Bedingungen eine Veränderung der 

methanogenen Biozönose hin zur Erhöhung der Zellzahl von Methanoculleus sp. und 

Methanobacterium sp. festgestellt, jedoch verblieb hier mit Methanosarcina sp. eine 

acetoklastische Gattung dominant. Die unter mesophilen Bedinungen noch dominante 

Gattung Methanospirillum sp. wurde unter den höheren Temperaturen nicht mehr gefunden. 

Das Fehlen der üblicherweise in Haushalts- und Kommunalabfallvergärung sowie 

Schmutzwasserreinigung detektierten Methanosaeta sp. (McHugh et al., 2003) wurde mit 

einer Acetatkonzentration oberhalb der Wachstumstoleranz dieser Gattung begründet (Levén 

et al., 2007). Ähnliche Ergebnisse erzielte eine weitere, 16S rRNA-basierende Studie zum 

Einfluss einer Temperaturerhöhung im Verlaufe einer Kovergärung von Rinderfäzes und 

Abfallstoffen aus der Oliven-Verarbeitung bei hohen Ammonium- und Acetatkonzentra-

tionen: Methanosarcina sp. verblieb sowohl bei 37 °C als auch 55 °C dominant. Die höhere 

Temperatur ergab jedoch eine Reduzierung der Zellzahl dieses Archaeons bei gleichzeitiger 

Erhöhung der Abundanz von Vertretern der hydrogenotrophen Gattungen Methanoculleus, 

Methanobacterium und Methanothermobacter. Eine geringe Anzahl von Methanosaeta-

Sequenzen wurde jedoch unter allen getesteten Bedingungen gefunden (Goberna et al., 

2010). Der Anstieg der Zellzahlen hydrogenotropher Archaea bei höheren Fermentations-

temperaturen wird mit der thermodynamischen Erhöhung des H2-Partialdrucks mit steigender 

Temperatur begründet. Nach 

(15) ∆G = ∆H - T∆S 

wird die Gibbs’sche Bildungsenergie von H2 negativer mit steigender Temperatur T und 

konstanter Enthalpie ∆H und Entropie ∆S (Lee und Zinder, 1988). Mit steigendem H2-

Partialdruck erhöht sich das Substratangebot für hydrogenotrophe Archaea unter 

geschlossenen Fermentationsbedingungen um den Faktor fünf bis zehn im Vergleich zu 

mesophilen Bedingungen (Zinder, 1990). Eine zweite Begründung liegt in der höheren 

Adaptationsfähigkeit hydrogenotropher Archaea an höhere Temperaturbereiche (Chen, 1983; 

Krakat et al., 2010c) bzw. einer höheren Toleranz gegenüber Ammonium (Angelidaki und 

Ahring, 1993; Nagamani und Ramasami, 1999) und anderen inhibitorisch wirksamen 

Substanzen im Vergleich zu acetoklastischen Archaea. Da die Erhöhung der Temperatur eine 

Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung NH3 bewirkt (siehe I.3.3.2, Gleichung 14), 

ergibt sich daraus ein möglicher Mechanismus zur Selektion NH3-resistenterer Spezies unter 
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thermophilen Bedingungen. Doch auch unter mesophilen Bedingungen wurde bei hohen NH3-

Konzentrationen für eine Monofermentation von Schweinehaltungs-Abfällen die Abnahme 

von Methanosarcina sp. bei gleichzeitiger Zunahme von Vertretern der hydrogenotrophen 

Ordnung Methanomicrobiales gezeigt (Angenent et al., 2002). Die als Stäbchen bzw. Kokken 

ausgeprägte Morphologie der hydrogenotrophen Archaea, sowie die Assoziation von 

Methanosarcina sp. zu dichten Zellaggregaten scheinen dabei ein günstiges Oberflächen/ 

Volumen-Verhältnis in Gegenwart hoher Ammoniumkonzentrationen und somit einen Vorteil 

gegenüber der langfilamentösen Morphologie obligat acetoklastischer Methanosaeta sp. 

darzustellen (Demirel und Scherer, 2008; Goberna et al., 2010).  

Studien zum Einfluss der HRT bzw. der BR auf die archaeelle Populationsdynamik in 

NawaRo-Fermentationsprozessen wurden bislang selten durchgeführt. Für diese konnte 

insbesondere bei BR > 3 kg oTS m-3 d-1 ein Ausdünnen der acetoklastischen methanogenen 

Archaea festgestellt werden, wohingegen hydrogenotrophe Archaea aufgrund ihrer geringeren 

Generationszeit in höherer Abundanz vorlagen (Bauer et al., 2009). Unterschreitet die HRT 

langfristig die Generationszeit der langsam wachsenden syntrophen VFA-Oxidierer und 

methanogenen Archaea, so tritt der oben beschriebene, selbstverstärkende Mechanismus der 

Populationsausdünnung in Kombination mit einer daraus bedingten pH-Absenkung in Kraft. 

Die schnell wachsenden, säuretoleranten Mikroorganismen der „Hydrolysephase“ werden 

davon zunächst weniger stark beeinflusst. Eine Studie zur entkoppelten Untersuchung der 

Wirkung von pH und HRT unter extrem-thermophilen Bedingungen ergab den pH-Wert als 

primären inhibitorischen Parameter: Eine HRT zwischen 2 und 6 Tagen bei pH 7 ermöglichte 

weiterhin eine zeitverzögerte Methan-Produktion (Liu et al., 2008). Die experimentellen 

Rahmenbedingungen der Studie wichen jedoch deutlich von den üblichen Parametern der 

landwirtschaftl. Biogas-Produktion aus NawaRo ab, sodass eine direkte Übertragbarkeit 

weiter zu prüfen ist. Anhand einer mesophilen Langzeit-Fermentation von Rübensilage im 

Labormaßstab konnte innerhalb der von hydrogenotrophen Archaea dominierten archaeellen 

Population eine Zunahme der Artenvielfalt infolge einer Absenkung der HRT auf bis zu 7,9 

Tage gezeigt werden (Krakat et al., 2010a). Die Analyse der Klonbibliotheken ergab trotz 

dieser kurzen HRT noch Sequenzen der Familie Methanosarcinales. Trotz einer HRT von 3,6 

Tagen konnte auf den in die Flüssigphase eingelassene Adhäsivflächen eines thermophilen 

Laborfermenters noch Methanosarcina sp. nachgewiesen werden (Sasaki et al., 2006).  
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I.3.6 Ziele der Arbeit 

Ein Großteil aktueller Forschungsvorhaben zur Identifizierung der mikrobiellen Biozönose in 

BGA erfolgte auf Basis kultivierungsunabhängiger, molekularbiologischer Methoden. In der 

vorgelegten Dissertation war im Rahmen des von der Stiftung Rheinland-Pfalz für Innovation 

geförderten Forschungsprojektes „Charakterisierung der methanogenen Archaebakterien in 

landwirtschaftlichen NaWaRo-Biogasanlagen“ die Biodiversität dominanter Gattungen 

methanogener Archaea aus laufenden Praxis-BGA über DGGE, ARDRA und 16S-rRNA-Gen 

basierte Klonbibliotheken zu untersuchen. Darüber hinaus sollten im kultivierungsbasierten 

Hauptteil der Arbeit nachfolgend Vertreter der nachgewiesenen Gattungen aus dem 

Fermentersubstrat angereichert und, soweit möglich, über spezifische Isolierungsstrategien in 

Reinkultur überführt werden. Nach taxonomischer Identifizierung und Verifizierung sollten 

die erhaltenen Isolate mittels Fluoreszenzmikroskopie morphologisch charakterisiert und mit 

Referenzstamm-Kulturen der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

GmbH (DSMZ) verglichen werden. Ausgewählte Kulturen hydrogenotropher Archaea sollten 

aufgrund ihrer Relevanz für die Fermentationsprozesse in NawaRo-BGA zur Konstruktion 

artspezifischer FISH-Oligonukleotidsonden auf Basis der Sequenz des 23S rRNA-Gens 

herangezogen werden. So sollte innerhalb der Arbeit die Möglichkeit eines Direktnachweises 

konkreter Arten methanogener Archaea im Fermentersubstrat überprüft werden. Weiterhin 

sollten die Isolate zur Unterstützung der Quantifizierung der verschiedenen, im ersten Schritt 

der Arbeit in den untersuchten Praxis-BGA identifizierten, Gattungen mittels quantitativer 

PCR (qPCR) eingesetzt werden. Damit sollten die Grundlage für ein molekularbiologisches 

Schnellmonitoring mit Quantifizierung der Populationsgrößen für den Fermentationsprozess 

wichtiger Archaea geschaffen werden. 
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Kapitel II - Material und Methoden 

 

II.1 Mikrobiologische Methoden 

II.1.1 Laborinventar und Hilfsmittel 

Zur Durchführung der experimentellen Arbeiten wurden die folgenden Laborgeräte der 

aufgeführten Hersteller genutzt: 

Gerät Hersteller Modell(e) 
Anaerobenzelt • Coy Laboratory Products, Grass 

Lake, USA 
Vinyl anaerobic chamber, 
Type B 

Autoklaven • Tecnomara Deutschland GmbH, 
Fernwald (Integra Biosciences 
GmbH) 

• Systec GmbH, Wettenberg 

FVS/1 
 
 

VX 

Einstabmesskette 
(pH-Metrie) 

• Mettler Toledo GmbH, Gießen Inlab Expert 

Elektrophoresekammer 
(Agarose-GE) 

• Biorad, Laboratories GmbH, 
München 

- Sub-Cell® Model 96 
- Wide Mini-Sub 

Elektrophoresekammer 
(DGGE) 

• Biorad, Laboratories GmbH, 
München 

D GENETM System 

Exsikkator • Oerlikon Leybold Vacuum 
GmbH, Köln 

Trivac D 4B 

Fluoreszenzmikroskope • Carl Zeiss Microscopy GmbH, 
Jena 

 
• Keyence Deutschland, Neu-

Isenburg 

Axioplan/Axiophot 2 mit 
Fluoreszenzfilter 395-44, 
FT460, LP470 

Biozero BZ8000 mit Fluor-
eszenzfilter HC-434/17, HC-
BS 452, HC-458RS  
(AHF Analysetechnik, 
Tübingen) 

Geldokumentationseinheit • Vilber Lourmat, Eberhardzell CN-3000-WL/LC Infinity 

Heizrührplatte • Variomag, Daytona Beach, USA Multitherm 

Hybridisierungsofen • Sheldon Manufacturing Inc, 
Cornelius, USA 

Shel Lab Model 1012 

Inkubationsschüttler • New Brunswick Scientific, 
    Nürtingen (Eppendorf AG, 
    Hamburg) 

- G-25 
- Innova 4340 
- Excella E24 
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Kolbenhubpipetten • Eppendorf AG, Hamburg research 

Kühlzentrifuge • Heraeus Christ, Hanau Cryofuge 5000, Rotor 5260 

Labor- & Feinwaagen • Sartorius AG, Göttingen - Laboratory L610  
- Analytic A120S 

Reinstwasseranlage • Merck-Millipore, Darmstadt RiOs 30 mit Milli-Q Plus 
185 

Phasenkontrastmikroskop • Leitz, Wetzlar SM LUX 

pH-Meter • Schott, Hofheim CG840 

Schüttelagitatoren • IKA®-Werke GmbH & CO. 
KG, Staufen 

• Scientific Industries Inc, 
Bohemia, USA 

• Starlab GmbH, Hamburg 

Vibrofix VF1 Electronic 
 
Vortex Genie 2 
 
Vortex Wizard 

Schüttel-Heizblöcke • HLC BioTech, Bovenden 
• Eppendorf AG, Hamburg 

HTM 130 
Thermomixer Comfort 

Software1) • CLC bio, Aarhus, Dänemark 
 
• Vilber Lourmat, Eberhardzell 
• Geospiza Inc., Seattle, USA 
• Tamura et al., 2011 

• Chun et al., 2007 

• Kim et al., 2011 

• U.S. National Library of 
Medicine, Bethesda, USA 

CLC Sequence Viewer 5.8 
und 6.7.1  
Bio1D 15.02 
FinchTV 1.4.0 
MEGA 5.1 
EzTaxon Server 2.1 
EzTaxon-e cloud 
NCBI MegaBLAST 

Spannungsquelle • VWR International GmbH, 
    Darmstadt 

- Power Source 300V 
- Power Source 250V 

Thermocycler • Biorad, Laboratories GmbH, 
München 

• Eppendorf AG, Hamburg 

S1000TM Thermal Cycler 
 
Mastercycler gradient 

Thermocycler (qPCR) • Eppendorf AG, Hamburg Realplex2 ep gradient 
Mastercycler 

Tiefkühltruhen (-70 °C) • Heraeus Instruments, Osterode 
 
• Liebherr International 

Deutschland GmbH, Biberach 
an der Riss 

Herafreeze HFC386STD-
V14 
Comfort GT, 572 L 

Tischzentrifuge • Eppendorf AG, Hamburg 5415D 

Trockenschränke • Binder GmbH, Tuttlingen 
• Köttermann GmbH & Co KG, 

Uetze/Hänigsen 

FD 53 L 
2736 
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Ultraschallbad • Bandelin Electronics, Berlin Sonorex RK 106 

Vakuum-Zentrifuge • Eppendorf AG, Hamburg Concentrator 5301 

Wasserbad • PSL Systemtechnik GmbH, 
Clausthal-Zellerfeld 

Haake C10 

1ausgenommen Betriebssoftware: Alle Laborgeräte wurden mit der vom Hersteller mitge-
lieferten Betriebssoftware angesteuert. 

II.1.2 Chemische Substanzen 

Folgende Chemikalien der angegebenen Hersteller wurden verwendet: 

Chemische Substanz Hersteller 

• Acrylamid, Bisacrylamid (37%) SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

• Acrylamid, Rotiphorese 40 (40%) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• p-Aminobenzoesäure (C7H7NO2) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
(ehemals Fluka, Neu-Ulm) 

• Ammoniumsulfat ((NH4)2SO4) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Biotin (C10H16N2O3S) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Borsäure (H3BO3) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Calziumchlorid (CaCl2 x 2 H2O) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• D-Calziumpantothenat (C18H32CaN2O10) Merck KGaA, Darmstadt 

• Cystein-Hydrochlorid (C3H8ClNO2S) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• EDTA Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Eisensulfat (FeSO4 × 7 H2O) Merck KGaA, Darmstadt 

• Eisessig (CH3COOH) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Ethanol, reinst (99 %) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Ethidiumbromid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Ficoll 400 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Folsäure (C19H19N7O6) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Formamid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Harnstoff  (CH4N2O) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Hefeextrakt Marcor, New Jersey, USA 

• Isopropanol (2-Propanol, C3H8O) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Kaliumaluminiumsulfat (KAl(SO4)2 x 12 H2O) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, Darmstadt 

• di-Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Kalium(di-)hydrogenphosphat (KH2PO4) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Kobaltsulfat (CoSO4 x 7 H2O) Merck KGaA, Darmstadt 

• Kupfersulfat (CuSO4)  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Liponsäure (C8H14O2S2) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Methanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Magnesiumchlorid (MgCl2 x 6 H2O)  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Magnesiumsulfat (MgSO4 x 7 H2O) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
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• Mangansulfat (MnSO4 x H2O) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Natriumacetat (CH3COONa) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Natriumcarbonat (Na2CO3) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Natriumdithionit (Na2S2O4) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Natriumformiat (HCOONa) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Natriummolybdat (Na2MoO4 x 2 H2O) Merck KGaA, Darmstadt 

• Natriumsulfid (Na2S x 9 H2O) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Natriumselenit (Na2SeO3 x 5 H2O) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Natronwasserglas Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Niacin (C6H5NO2) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Nickelchlorid (NiCl x 6 H2O) Merck KGaA, Darmstadt 

• Nitrilotriessigsäure (C6H9NO6) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Nonidet P40 AppliChem GmbH, Darmstadt 

• PVPP K25 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Pyridoxin-HCl (C8H12ClNO3) Merck KGaA, Darmstadt 

• Resazurin (C12H7NO4) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
(ehemals Riedel-deHaën, Seelze) 

• Riboflavin (C17H20N4O6) Merck KGaA, Darmstadt 

• Schwefelsäure (96 %) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Thiamin-HCl (C12H18Cl2N4OS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• TRIS Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Vitamin B12 (C63H91CoN13O14P) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Zinksulfat (ZnSO4) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Alle übrigen Chemikalien und Lösungsmittel entsprachen dem allgemeinen Laborstandard 

und wurden von den Firmen Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim oder Merck KGaA, Darmstadt im analytischen Reinheitsgrad bezogen. 

II.1.3 Biochemikalien und Enzyme 

Es fanden folgende Biochemikalien Verwendung innerhalb der experimentellen Arbeiten: 

Biochemikalie/Enzym Hersteller 

• Ammoniumpersulfat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Desoxynukleotidmix (je 2,5 mM) PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 

• DNA-Ladepuffer, 6 x Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, 
St-Leon-Rot 

• DNA-Größenstandard GeneRulerTM Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, 
St-Leon-Rot 

• MgCl2 (PCR-fähige Lösung) PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 
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• Reaktionspuffer Y for high yields PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 

• Restriktionsendonuklease HaeII, 
(20000 U mL-1) 

New England Biolabs Inc., Ipswitch, USA 

• Restriktionsendonuklease HaeIII, 
(20000 U mL-1) 

New England Biolabs Inc., Ipswitch, USA 

• Restriktionsendonuklease SmaI,  
(10000 U mL-1) 

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, 
St-Leon-Rot 

• Restriktionsendonuklease XhoI,  
(10000 U mL-1) 

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, 
St-Leon-Rot 

• Restriktionspuffer NEB4 New England Biolabs Inc., Ipswitch, USA 

• Restriktionspuffer Tango Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, 
St-Leon-Rot 

• Rinderserumalbumin (Fraktion V Albumin) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Roti®-Mount FluorCare Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

• Taq DNA-Polymerase Gold, 5 U µL-1 PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 

• Tetramethylethylendiamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

• Universal-Agarose peqGold PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 

II.1.4 Verbrauchsmaterialien und Reaktionskits 

Folgende Reaktionskits und Einwegmaterialien wurden verwendet: 

Reaktionskit/Einwegware Hersteller 

• DNA-Aufreinigungskit Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, 
St-Leon-Rot  

• DNA-Extraktionskit GeneMATRIX Stool 
Purification Kit 

EURX Ltd., Danzig, Polen 

• DNA-Gelextraktionskit QIAquick® Gel 
Extraction Kit 

Qiagen GmbH, Hilden 

• Kanülen, ∅ verschieden Rose GmbH, Trier 

• Klonierungskit TOPO TA Cloning Kit for 
Sequencing 

Invitrogen, Carlsbad, USA 

• Pipettenspitzen, für die DGGE-Beladung Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, 
St-Leon-Rot 

• Pipettenspitzen, verschiedene Volumina Starlab GmbH, Hamburg 

• PCR-Gefäße, V = 200 µL Sorenson BioScience, Inc., Salt Lake City, 
USA 

• qPCR-Gefäße, 8er-Streifen, klar, V = 200 µL 
• qPCR-Gefäße, 8er-Streifen, weiß, V =  

200 µL 

Corning Inc., Tewksbury, USA 
Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, 
St-Leon-Rot 

• qPCR Maxima SYBR Green Master Mix Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, 
St-Leon-Rot 



Kapitel II  Material und Methoden 

 
Seite | 63  

• Reaktionsgefäße, V = 1,5 mL & 2,0 mL Eppendorf AG, Hamburg 

• Schlauchverbindungen, Tygon®- und Nor-
prene®-Serie 

MG Silikon GmbH, Wiesbanden 
(Saint-Gobain Performance Plastics) 

• Spritzen, gasdicht, V = 1 mL Terumo Europe N.V., Leuven, Belgien 

• Spritzen-Vorsatzfilter, ∅ = 0,2 µm VWR International GmbH, Darmstadt 

• Vakuum-Filtrationseinheit, PES-Membran,  
∅ = 0,2 µm 

VWR International GmbH, Darmstadt 

II.1.5 Gase für die anaerobe Kultivierung 

Sämtliche hier aufgeführte Gase wurden von der Firma Westfalen AG, Münster bezogen, 

vertreten durch die Logistikdistribution Worms. Bei kultivierungsrelevanten Gasen wurde ein 

Sauerstoffgehalt von 100 ppm nicht überschritten 

Gas Zusammensetzung und Reinheit 

• Gemisch Wasserstoff/Kohlendioxid 80 % H2, 20 % CO2, (v/v) 

• Stickstoff 100% N2 4.5 (= 99,995 %, v/v) 

• Formiergas 95 % N2, 5 % H2 

• Formiergas 80 % N2, 20 % H2 

II.1.6 Antibiotika 

Zur Erstellung von Reinkulturen und Schutz vor Kontaminationen durch bakterielle 

Populationen wurden die folgenden Antibiotika in den aufgelisteten Stammlösungs-

Konzentrationen angefertigt. Die Endkonzentration im Medium war gegenüber dieser 1:1000 

verdünnt. 

Antibiotikum Hersteller 
Konzentration [mg mL-1] 

(Lösungsmittel) 

• Ampicillin (Na-Salz) Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe 

100 (H2OReinst) 

• Bacitracin Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe 

50(H2OReinst) 

• Cycloserin Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe 

20 – 100 (H2OReinst) 

• Erythromycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 

20 (Ethanol) 

• Kanamycinsulfat Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe 

100 (H2OReinst) 

• Rifampicin Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe 

20 – 100 (Methanol) 

• Tetracyclin Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe 

15 (DMSO) 

• Vancomycin-HCl Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe 

50 (DMSO) 
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II.1.7 Referenzorganismen und Kulturbedingungen 

Zur Gewinnung von Referenzmaterial für molekularbiologische Untersuchungen und zum 

Einsatz in morphologischen Vergleichen wurden Typstämme methanogener Archaea von der 

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig 

(DSMZ) bezogen. Die als Aktivkulturen vorliegenden Referenzstämme wurden anaerob mit 

einem Überimpfvolumen von 10 % [v/v] in flüssiges Nährmedium überführt, um eine Zell-

proliferation und einen konstanten Vorrat zu gewährleisten. Passende Flüssigkulturmedien 

wurden anhand des DSMZ-Katalogs ausgewählt und zum Teil so modifiziert, dass sie sich 

auch für eine Anwendung als Selektivmedien eigneten (siehe II.1.9). Ein Überblick über die 

im Einzelnen im Verlauf der vorliegenden Arbeit Stämme bezogenen Referenzstämme bietet 

Tabelle 12. Msc. barkeri MST, Msc. mazei S-6T, Mm. hollandica DMS1T und Mm. 

thermophila L2FAWT wurden in DSM-Medium 318 kultiviert. Dieses wurde spezifisch für 

die Isolierung methylotropher Archaea modifiziert (im Folgenden als DSM 318P bezeichnet). 

Für Mb. formicicum MFT wurde das für die Anreicherung hydrogenotropher Archaea 

modifizierte DSM-Medium 287 eingesetzt. Mst. concilii DSM 3013 und Mcu. bourgensis 

DSM 3045T wurden in den unmodifizierten DSM-Medien 334  bzw. 332 angezogen. In allen 

Medien, denen laut DSMZ-Vorgaben eine Schlammkomponente (das sog. "sludge fluid") als 

komplexe Nährflüssigkeit zuzugeben werden sollte, wurde dieses gegen 5 % [v/v] steriles 

Filtrat der Fermenterflüssigkeit aus BGA ersetzt. Das Wachstum der mesophilen Typstämme 

erfolgte durch Inkubation bei 39 °C, während Mm. thermophila DSM 17232T eine 

Temperatur von 50 °C benötigte. Im Fall der hydrogenotrophen Typstämme der Gattung 

Methanobacterium sowie bei Mcu. bourgensis MS2T erfolgte die Inkubation dabei unter 

kontinuierlichem Schütteln mit 120 U min-1. Die methylotrophen bzw. acetoklastischen 

Referenzstämme wurden statisch inkubiert. 
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Tab. 12: Überblick über die im Verlauf der vorliegenden Arbeit verwendeten Referenzorganismen. Sämtliche methanogenen Archaea wurden 
als Aktivkultur in Flüssigmedium von der DSMZ bezogen. 

Referenzorganismus DSMZ-Nummer1) Medium2) T [°C] Morphologie Methanogenese3) 

Methanobacterium aarhusense H2-LRT 15219T mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanobacterium alcaliphilum WeN4T 3387 mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanobacterium bryantii M.o.H.T 863T mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanobacterium congolense CT
 7095T mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanobacterium ferruginis Mic6c05T 21974T mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanobacterium formicicum MFT 1535T mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanobacterium kanagiense 169T 22026T mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanobacterium oryzae FPiT
 11106T mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanobacterium palustre FT 3108T mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanobacterium petrolearium Mic5c12T 22353T mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanobacterium subteraneum A8pT 11074T mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanobacterium uliginosum P2StT 2656T mod. 287 39 Stäbchen in Ketten H 

Methanoculleus bourgensis MS2T 3045T 332 39 Irreguläre, solitäre Kokken H 

Methanosaeta concilii FE 3013 334 39 lange Filamente A 

Methanosarcina barkeri MST 800T mod. 318 39 Pakete in Zellhaufen H, M, A 

Methanosarcina mazei S-6T 2053T mod. 318 39 Pakete in Zellhaufen H, M, A 

Methanomethylovorans hollandica DMS1T 15978T mod. 318 39 Kokken M 

Methanomethylovorans thermophila L2FAWT 17232T mod. 318 50 Kokken M 
1T = Typstamm 
2DSMZ-Medienkatalognummer  
3hydrogenotropher (H), methylotropher (M) oder acetoklastischer (A) Pfad der Methanogenese 
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II.1.8 NaWaRo-Biogasanlagen und Probennahme  

Im Rahmen der Arbeit wurden fünf landwirtschaftliche Praxis-Biogasanlagen beprobt. Es 

handelte sich dabei um einstufige Anlagen, in denen sämtliche Stoffwechselprozesse der 

Substratvergasung parallel zueinander in einem Kompartiment abliefen. Des Weiteren 

gehören die Fermenter aller Anlagen zu dem komplett durchmischten Typ (CSTR). Die 

jeweiligen Betriebsparameter im Beprobungszeitraum sind in Tab. 13 zusammengefasst. Eine 

Gemeinsamkeit aller Anlagen bestand hinsichtlich der Substratmischung. Die Beschickung 

der Fermenter erfolgte mit Rindergülle als Flüssigkomponente und Maissilage als NawaRo-

Festkomponente. Daneben wurden verschiedene Substrate in wechselnden Anteilen zugefügt. 

Fermenterproben für die Anreicherung und Kultivierung von methanogenen Archaea wurden 

aus dem Probenauslass entnommen und vor Ort in gasdichte, sterile Gefäße überführt und für 

die weitere Bearbeitung direkt ins Labor verbracht. Hier wurden die Proben unmittelbar 

aufgearbeitet und geeignete Wachstumsmedien mit dem Material angeimpft (siehe II.1.9). 

Weiterhin wurden Reaktorproben mittels eines temperierbaren Wasserbads zur Entnahme von 

Aliquots für Laborarbeiten bei 39 °C in Serumflaschen gelagert. Die Gasproduktion durch 

Methanogenese lief hierbei weiterhin ab. Um eine Gasakkumulation in Laborräumlichkeiten 

zu vermeiden, wurden die Probengefäße über gasdichte Schläuche mit der Abluftanlage 

verbunden, sodass während der Lagerung produziertes Gas abgeleitet werden konnte. 

Aliqouts von Fermenterproben wurden parallel dazu bei -18 °C (kurzfristige Aufbewahrung 

bis zu einem Monat) und bei -70 °C (Langzeitlagerung) eingefroren. Diese Proben dienten als 

Ausgangsmaterial für die Extraktion genomischer Gesamt-DNA.  

II.1.9 Nährmedien 

Das Erstellen von Anreicherungs- und Reinkulturen methanogener Archaea aus dem Fer-

mentersubstrat beprobter Praxis-Biogasanlagen erfolgte auf Basis verschiedener, von der 

DSMZ empfohlenen, Nährmedien. Diese wurden in Bezug auf die C-Quelle so modifiziert, 

dass die Nährstoffanforderungen jeweils eines spezifischen methanogenen Zielorganismus 

erfüllt wurden. Jedes Wachstumsmedium wurde in zwei Varianten erstellt: Einer Anreich-

erungs- und einer Selektivvariante. Für die Anreicherung methanogener Archaea allgemein 

oder spezifischer Gattungen wurde eine Vollmedium-Variante entwickelt. Bei dieser erfolgte 

die Zugabe von 5 % [v/v] steril filtriertem Fermentersubstrat als komplexer Zusatz. Dadurch 

konnten zum einen Fermenter- bzw. Substratbedingungen in den Batch-Kultivierungen simu-

liert und zum anderen wachstumsfördernde Effekte, welche in Vorabexperimenten ermittelt 

wurden, ausgenutzt werden. Wie in den Medien zur Kultivierung von DSMZ-Typstämmen
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Tab. 13: Anlagenparameter der untersuchten NaWaRo-Praxis-Biogasanlagen. Angaben Erfassungsstand Oktober 2008 (initiale Probennahme). 

 BGA Arenrath BGA Kaschenbach BGA Wallhalben BGA Niederweiler BGA Obere Blies 

Fermenter Rührkessel Rührkessel Rührkessel Rührkessel Rührkessel 
     Rührung 

LRW/TMRW1) TMRW1) TMRW1) LRW/TMRW1) LRW/TMRW1) 

Vbrutto [m
3] 1 x 1.400 1 x 700 1 x 1.200 1 x 1.250 2 x 1.260 

Nachgärer Rührkessel Rührkessel Entfällt Rührkessel Rührkessel 
     Rührung 

TMRW1) LRW/SM1) Entfällt TMRW1) TMRW1) 

Vbrutto [m
3] 1 x 1.400 1 x 1.100 Entfällt 1 x 1.250 1 x 1.260 

Inputstoffe2) 
     fest [t d-1] 
 
 

 
MS/ GS/ SBS/ 
HM [15/8/2/3] 

 

 
MS/GS 
[17/1] 

 

 
MS/ GS/ FM 

[8/1,5/1,5] 
 

 
MS/ GS/ FM 

[8/3/1] 
 

 
MS/ GS/ FM 

[10/5/3,5] 
 

     flüssig [m3d-1] RG [14] RG [11] RG [8] RG [15] RG [8] 

BHKW1) Leistung 535 kW Pel 300 kW Pel 190 kW Pel 345 kW Pel 345 kW Pel 

pH 7,7 7,6 7,6 7,8 7,7 

T [°C] 40 °C 40 °C 40 °C 40 °C 40 °C 

NH4-N [mg kg-1] 250 - 13000 < 100 - 500 200 - 2000    NB1) < 100 - 300 

Gesamtsäure [mg kg-1] 1800-3400    NB1) 1500-1800    NB1) 1600-1800 
1LRW = Längsachsrührwerk, SM = Stabmixer, TMRW = Tauchmotorrührwerk, BHKW = Blockheizkraftwerk, NB = nicht bestimmt 
2HM = Hühnermist, FM = Festmist, GS = Grassilage, MS = Maissilage, RG = Rindergülle, SBS = Sonnenblumensilage 
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(siehe II.1.7) wurden jegliche Schlammzusätze gegen dieses Reaktorfiltrat ersetzt. Auch 

komplexe Zusätze wie Hefeextrakt oder tryptisch verdaute Peptone konnten für eine 

allgemeine Anzucht durch Zugabe des Reaktorfiltrats ersetzt werden. Zur Anfertigung des 

Reaktorfiltrats wurde zunächst Fermentersubstrat für 4 h bei 500 g und 4 °C zentrifugiert, um 

eine Sedimentierung grober Pflanzenpartikel zu erreichen. Der viskose Überstand wurde dann 

mittels Vakuum-Filtrationseinheiten steril filtriert. Das Filtrat wurde bis zur Verwendung bei 

4 °C gekühlt aufbewahrt. Sämtliche als komplexe Vollmedienvarianten erstellten Nährmedien 

wurden mit dem Namenszusatz "F" gekennzeichnet (z.B. DSM 287F). Sämtliche Medien des 

DSMZ-Katalogs sind für die Kultivierung der entsprechenden, kommerziell erhältlichen 

Mikroorganismen-Typstämme ausgelegt. Aufgrund komplexer Zusätze sind sie jedoch als 

heterotrophe Nährmedien in unmodifiziertem Zustand für Isolierungszwecke nicht geeignet, 

da keine spezifische Selektivität gegeben ist. Um selektive Varianten herzustellen, wurden 

sämtliche komplexe Zusätze entfernt und die Einwaage auf ein methanogenes Substrat 

begrenzt. So konnte das Medium auf die Nährstoffanforderungen spezifischer Gattungen 

zugeschnitten werden. Um einem Mangel an Spurenelementen oder Vitaminen in solchen 

Selektivmedien entgegenzuwirken, wurde je 1 % [v/v] der Spurenelement- und Vitamin-

Stammlösung nach Vorgaben des DSMZ-Mediums 141 (Tab. 14) hinzugefügt. Solcherart 

modifizierte Nährmedien wurden mit dem Namenszusatz "P" gekennzeichnet (z.B. DSM 

287P).  

Tab. 14: Spurenelement- und Vitaminlösungen als Flüssignährmedienzusatz zur 
Kultivierung methanogener Archaea. Einwaagen nach DSMZ Medium 141 

Spurenelement-Lösung1) Vitaminlösung1) 

Chemische Substanz Einwaage (g L-1) Chemische Substanz Einwaage (mg L-1) 

Nitrilotriessigsäure 1,50 Biotin 2,00 
MgSO4 × 7 H2O 3,00 Folsäure 2,00 
MnSO4× H2O 0,50 Pyridoxin-HCl 10,00 
NaCl 1,00 Thiamin-HCl 5,00 
FeSO4 × 7 H2O 0,10 Riboflavin 5,00 
CoSO4 × 7 H2O 0,18 Niacin 5,00 
CaCl2 × 2 H2O 0,10 D-Ca-Pantothenat 5,00 
ZnSO4 × 7 H2O 0,18 Vitamin B12 0,10 
CuSO4 × 5 H2O 0,01 p-Aminobenzoesäure 5,00 
KAl(SO4)2× 12 H2O 0,02 Liponsäure 5,00 
H3BO3 0,01   
Na2MoO4× 2 H2O 0,01   
NiCl× 6 H2O 0,03   
Na2SeO3× 5 H2O 0,30   
1Lösungsmittel vollentsalztes Wasser 
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Das Zusammenführen der flüssigen und festen Nährmedienbestandteile erfolgte zunächst 

unter Ausschluss der benötigten reduzierenden Agenzien Cystein-HCl und Na2S x 9 H2O. 

Nach Entgasung im Vakuum-Exsikkator für 30 min erfolgte das Einstellen des pH-Wertes auf 

pH 6,5 - 6,8 durch Titration mit konzentrierter H2SO4. Unter strikt anaerober 95 % N2/ 5 % 

H2-Atmosphäre erfolgte daraufhin in einem Anaerobenzelt die Zugabe der reduzierenden 

Agenzien. Eine ausreichende Reduzierung des Nährmediums wurde durch den Farbumschlag 

des Redoxindikators Resazurin ins Farblose angezeigt. Dabei wird das dunkelblaue Resazurin 

in einer zweistufigen Reaktion zunächst zum rosafarbenen Resorufin irreversibel reduziert. 

Bei weiterer Reduzierung entsteht daraus dann reversibel das farblose Dihydroresorufin 

(Twigg, 1945). Ein späteres Eindringen von Sauerstoff in die Kulturgefässe würde mit einer 

starken Rosafärbung einhergehen, da O2 als starker Elektronenakzeptor die Rückreaktion 

bzw. Oxidation zum Resorufin bewirkt. Sämtlichen Nährmedien wurde der Indikator in einer 

Endkonzentration von 1 mg L-1 zugefügt. Nach Aliquotierung des Mediums in Anaeroben-

Kulturröhrchen nach Hungate (Attebery und Finegold, 1969) und Serum- bzw. 

Injektionsflaschen (Miller und Wolin, 1974) wurden die Kulturgefäße mit Butylsepten 

gasdicht verschlossen und mit Loch-Gewindekappen bzw. Aluminium-Bördelkappen 

gesichert (alle Kulturgefäße und Butylsepten: Glasgerätebau Ochs Laborfachhandel e.K., 

Bovenden-Lenglern). In einem zweiten Entgasungsschritt wurde an einer Begasungsstation in 

jedem Kulturgefäß individuell Vakuum erzeugt, um sowohl die Formiergasatmosphäre, als 

auch gelöste Restsauerstoffmengen zu entfernen. Diese Unterdruckbehandlung wurde so 

lange fortgesetzt, bis keine Gasbläschen mehr aus der Flüssigphase austraten. Anschließend 

wurde auf Medien zur Kultivierung hydrogenotropher Archaea (Medium DSMZ 287, DSMZ, 

2007a und Medium DSMZ 332, DSMZ, 2007b) 1,2 bar 80 % H2/ 20 % CO2, auf Medien zur 

Kultivierung acetoklastischer oder methylotropher Archaea, wie DSMZ 318 (DSMZ, 2007c) 

und DSMZ 334 (DSMZ, 2007d), 0,5 bar N2 aufgepresst. Im Verlauf der Herstellung strikt 

anaerober Medien für hydrogenotrophe Archaea wurde das Mediumvolumen so gewählt, dass 

stets eine 1:4 Volumenverteilung zwischen Flüssig- und Gasphase im Kulturgefäß erhalten 

blieb. Diese Verteilung und die Zusammensetzung der Gasphase ist der Stöchiometrie der 

hydrogenotrophen Methanogenese geschuldet. In deren Verlauf wird ein Molekül CO2 mit 

den Elektronen aus vier Wasserstoffmolekülen reduziert, um ein Molekül Methan zu 

erzeugen. Abschließend wurden die Kulturgefässe durch feuchte Hitze im Autoklaven bei  

121 °C für 20 min sterilisiert. Als Basis für die Kultivierung acetoklastischer methanogener 

Archaea wurden die Medien DSMZ 318 und DSMZ 334b verwendet (Tab. 15). Medium 318 

enthielt als Kohlenstoffquelle Methanol und diente der selektiven Anreicherung von Vertre-
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tern der Gattung Methanosarcina. Weiterhin sind Spezies dieser Gattung in der Lage, sowohl 

H2/CO2 (hydrogenotroph) als auch Acetat (acetoklastisch) zu verwerten, ebenfalls ein 

besonderes Kennzeichen dieser Gruppe. 

Das Medium DSMZ 318 wurde noch in weiteren Modifikationen eingesetzt, um einerseits 

Kulturen genauer auf Substratspezifität untersuchen zu können, andererseits Substrat-

präferenzen einzelner Gattungen in einer Anreicherungskultur für die Erstellung von 

Reinkulturen selektiv nutzen zu können. Dabei wurde in der als Medium 318A bezeichneten 

Modifikation Methanol und Hefeextrakt durch 2 g L-1 Acetat ersetzt. Es erfolgte keine Zugabe 

von Reaktorfiltrat, um zu gewährleisten, dass Acetat als einzige Kohlenstoffquelle vorlag. Da 

auch einige Eubakterien Methanol als Wachstumssubstrat nutzen können, wurde in der 

Modifikation 318B Methanol durch Dimethylamin ersetzt. Schließlich wurde im Medium 

318P auf die Zugabe von Reaktorfiltrat und Hefeextrakt verzichtet, so dass Methanol als 

einzig mögliche Energiequelle verblieb. Die durch den Verzicht auf komplexe Supplemente 

erzeugten selektiveren Kultivierungsbedingungen führten zu einer signifikanten Ver-

minderung der Begleitflora in den Anreicherungsansätzen. Allerdings war häufig auch ein 

deutlich vermindertes Wachstum der Zielorganismen zu beobachten. Auch war  festzustellen, 

dass Kulturen nach mehrmaligem Überimpfen in Minimalmedien nicht mehr anwuchsen. 

Daher wurde im weiteren Verlauf verstärkt auf den Einsatz von Antibiotika gesetzt, um die 

Begleitflora zu inhibieren.  

Das Medium DSMZ 334 diente der Anreicherung obligat acetoklastischer Methanbakterien 

aus der Gattung Methanosaeta. Das Medium ist allerdings nur bedingt selektiv, da die 

eingesetzte Energiequelle Acetat, wie oben beschrieben, auch von Mikroorganismen der 

Gattung Methanosarcina als Wachstumssubstrat genutzt werden kann. Da Methanosaeta 

jedoch eine höhere Affinität zu Natriumacetat aufweist, hat diese Gattung in Medien mit 

geringeren Natriumacetat-Konzentrationen einen Wachstumsvorteil gegenüber anderen 

Gattungen methanogener Archaea, insbesondere gegenüber Methanosarcina sp. 
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Tab. 15: Zur Kultivierung methanogener Archaea verwendete Nährmedien (modifiziert nach DSMZ). Sämtliche Medien beinhalteten je 0,5 g 
L-1 Cystein-HCl und NaS2 x 9 H2O, 1 mL L-1 einer 0,1 % [w/v] Resazurin-Lösung sowie in der Anreicherungsvariante („F“) 5 % [v/v] 
Reaktorfiltrat. 

Chemikalie/Lösungsmittel Nährmedium (V = 1 L)3) 

    DSM 2871)   DSM 3182)    DSM 3321)   DSM 334b2) 

KH2PO4 0,300 g 0,300 g  0,300 g 
K2HPO4 0,300 g  0,400 g  
(NH4)2SO4 0,300 g    

MgSO4 × 7 H2O 0,150 g    

MgCl2 x 6 H2O  0,100 g  0,100 g 0,100 g 

NaCl 0,500 g 0,600 g  0,600 g 

CaCl2 × 2 H2O 0,100 g    
NH4Cl 2,000 g 1,000 g 1,000 g 1,000 g 
NaHCO3 4,000 g   4,000 g 
Na2CO3   1,500 g  
Natriumacetat 2,000 g  1,000 g 6,000 g 
Natriumformiat   5,000 g  
Methanol     5,000 mL   
Hefeextrakt4)  0,500 g 1,000 g  
Tryptikase4)   1,000 g  
FeSO4 × 7 H2O 0,002 g    
Spurenelementlösung (DSMZ-Medium 141)    5,000 mL 10,000 mL 10,000 mL 10,000 mL 
Vitaminlösung (DSMZ-Medium 141)    5,000 mL 10,000 mL 10,000 mL 10,000 mL 
1Gasphase 1 bar 80% H2/ 20% CO2; 

2Gasphase 1 bar N2; 
3Lösungsmittel vollentsalztes Wasser 

4Nicht in den Selektivvarianten (Namenszusatz „P“) zur Isolierung spezifischer methanogener Archaea 
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II.1.10 Methoden für die Isolierung methanogener Archaea aus BGA- Fermenter-

substrat 

Der Prozess zur Gewinnung von Reinkulturen methanogener Archaea ist in zwei Teile zu 

unterteilen. In einem ersten Schritt erfolgte die allgemeine Anreicherung archaeeller Mikro-

organismen aus dem Fermentersubstrat der beprobten Praxis-Biogasanlagen. Anschließend 

fand durch an die Genus- oder speziesspezifischen physiologischen Anforderungen 

angepasste Nährmedien die Selektion und Isolierung einzelner methanogener Archaea statt. 

Dabei wurden drei Isolierungsstrategien verfolgt und miteinander kombiniert, um 

Reinkulturen methanogener Archaeen zu erhalten. 

Die allgemeine Anreicherung hydrogenotropher methanogener Archaea erfolgte in DSMZ 

287F-, die Anreicherung der methylotrophen methanogenen Archaea in DSMZ 318F-

Flüssigmedium. In Vorbereitung auf das Animpfen wurden zunächst die Pflanzenreste und 

andere Grobpartikel des Fermentersubstrats durch niedertourige Zentrifugation bei  

< 1000 x g sedimentiert. Je nach Viskosität und Grobpartikel-Anteil variierte die Zentri-

fugationsdauer zwischen 3 min und 30 min. Anschließend wurden die Flüssigmedien zu  

2,5 %, 5,0 % und 10,0 % [v/v] mit dem Fermentersubstrat-Überstand inokuliert. Die In-

kubation wurde unter stetigem Schütteln (200 U min-1) bei 39 °C durchgeführt, um die 

Betriebstemperatur der Biogasanlage zu simulieren. Im Falle hydrogenotropher Anreicher-

ungskulturen wurde die Gasphase im Kulturröhrchen wöchentlich erneuert. Da die N2-Gas-

phase methylotropher oder acetoklastischer Anreicherungskulturen nicht metabolisiert wird, 

war hier eine Erneuerung nicht notwendig.  

Um den Reinheitsgrad ausgehend von den Anreicherungs-Flüssigkulturen zu erhöhen, wurden 

drei Optionen verfolgt und miteinander kombiniert: Die Tiefagar-Verdünnungsmethode, 

anaerobes Ausplattieren und die serielle Verdünnung in Flüssigmedium. 

II.1.10.1 Die Tiefagar-Verdünnungsmethode 

Zur Durchführung der Tiefagar-Verdünnungsmethode wurde zunächst das Flüssig-

Nährmedium nach oben aufgeführten Vorgaben erstellt. In Rollrand-Reagenzgläsern (20 mm 

Verschlussdurchmesser) wurde je 135 mg Agar für eine Endkonzentration von 1,5 % [w/v] 

vorgelegt. Anschließend erfolgte die Aliquotierung des Flüssigmediums in diese Rollrand-

Reagenzgläser unter 95 % N2/ 5 % H2-Formiergas-Atmosphäre in Volumina von V = 9 mL 

sowie der Verschluss mit Butylsepten und Aluminium-Bördelkappen. Nach dem Auto-

klavieren konnten die Medien im noch flüssigen Zustand anaerob inokuliert werden. Dazu 

erfolgte ausgehend von 10-1 und 10-2 verdünnten Anreicherungskulturen oder BGA-

Fermenterflüssigkeit eine weitere serielle Verdünnung in den auf 50 °C temperierten 
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Reagenzgläsern. Diese wurden nach der Beimpfung mehrfach gewendet, um eine 

gleichmäßige Verteilung der Mikroorganismen zu gewährleisten und anschließend zum 

schnellen Aushärten des Agars in einem (Eis-)Wasserbad abgekühlt. In einem Folgeschritt 

wurde die Formiergasatmosphäre gegen die benötigte Gasphase (H2/CO2 oder N2, siehe 

II.1.9) ausgetauscht und die Ansätze kopfüber bei 39 °C im Brutschrank inkubiert, um 

Kontakt von Kondenswasser mit dem Agar zu vermeiden (Abb. 23). Im Agar gebildete 

Kolonien wurden unter dem Anaerobenzelt mit einer Kanüle steril entnommen und in 

Flüssigkultur überführt. Nach fortgesetzter Inkubation bei 39 °C und 200 U min-1 im Falle 

hydrogenotropher Archaea erfolgte die Kontrolle der Uniformität bzw. des Reinheitsgrades 

der Kultur durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchung (siehe II.1.12).  

II.1.10.2 Festmedien-Kultivierung durch anaerobes Ausplattieren 

Anaerobes Ausplattieren wurde analog zur Standardtechnik für das Ausbreiten aerober 

Mikroorganismen auf Festnährmediumplatten durchgeführt. Das Protokoll wurde an einigen 

Punkten modifiziert, um auch das Wachstum von strikt anaeroben methanogenen Archaea zu 

ermöglichen. So erfolgte der Plattenguß stets unter dem Anaerobenzelt unter Formier-

gasatmosphäre. Um einen Gasaustausch der ausplattierten Mikroorganismen mit der Umwelt 

zu gewährleisten, wurden Petrischalen mit Belüftungsnocken eingesetzt. Nach 10 h Äquili-

brierungsdauer unter der anaeroben Atmosphäre wurde je ein Volumen von 100 µL einer  

10-1-10-3-Verdünnung von Anreicherungskulturen im identischen Medium mittels steriler 

50 °C 39 °C 

50 °C 

9 mL 

1 mL 

Anreicherung 

1,5 % (w/v) Agar 
9 mL 

10-1 (    ) 10-X 

Abb. 23: Schematische Darstellung der Tiefagar-Verdünnungsmethode am Beispiel des 
modifizierten DSMZ-Mediums 287F. Neun mL Flüssigmedium wurde in Anaeroben-Rollrand-
röhrchen mit 135 mg vorgelegtem Agar (1,5 % [w/v]) gefüllt  und autoklaviert. In einem Wasserbad 
bei 50 °C flüssig gehalten, wurde 1 mL einer Anreicherungskultur zugegeben und durchmischt. Nach 
Anfertigung weiterer 10-1-Verdünnungsschritte und Abkühlen des Agars erfolgte die Inkubation 
kopfüber im Brutschrank.   

… 
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Einwegspatel auf die Festmedienplatten ausplattiert. Zur Inkubation wurden die Platten für 4 - 

8 Wochen bei 39 °C in gasdichte V2A-Edelstahlzylinder (Johannes Gutenberg-Universität 

Mainz Eigenbauten, Abb. 24B) verbracht und die Formiergasatmospäre gegen die passende 

Gasatmopshäre ausgetauscht. Diese wurde bei Absinken des Gasdrucks oder nach Kontroll-

öffnungen des Stahlzylinders an der Begasungsstation (Abb. 24A) erneuert (Abb. 25). 

Einzelkolonien wurden mit sterilen Pipettenspitzen von der Oberfläche des Festmediums 

aufgenommen und in Anaeroben-Kulturröhrchen mit entsprechendem Flüssigmedium über-

führt. Die Inkubation und Kontrolle der Flüssigkultur wurde wie bereits für die Tiefagar-

Verdünnungsmethode beschrieben, durchgeführt. Nach Anwachsen der Kultur wurde durch 

erneute 1:80-Verdünnung (50 µL Inokulum in 4 mL Medium) eine Folgekultur erstellt. 

Abb. 24: Aufbau der Begasungsstation des IMW Mainz (A) und des Anaerobenzylinders 
im Detail (B). Gaszulauf (A�) und Gasverteiler (A�) leiteten das Gas in die Kulturgefässe 
(hier Anaeroben-Stahlzylinder A�, vgl. B). Abzug der Gasatmosphäre wurde über den 
Vakuumanschluss (A�) und die Vakuumpumpe (A�) ermöglicht. Ein Gasabzug ermöglichte 
das Ableiten von Altgas (A�). Zur Gewährleistung eines sterilen Gases standen autoklavierte 
Sterilfilter zur Verfügung. Aufbau des Anaeroben-Stahlzylinders: Ein Manometer (B�) 
zeigte gegenwärtigen Innendruck an. Über den Gaszulauf (B�) und Sperrventil (B�) wurde 
die benötigte Gasatmosphäre in den V2A-Stahlzylinder (B�) geführt 

B A 
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II.1.10.3 Reinkultivierung dominanter anaerober Mikroorganismen durch serielle 

Verdünnung 

Für die Methode der anaeroben, seriellen Verdünnung in Flüssigmedien ergaben sich zwei 

Anwendungsgebiete. Sie wurde als weiterer Aufreinigungsschritt entweder direkt im 

Anschluss an die Etablierung einer Anreicherungskultur oder in Kombination mit der 

Tiefagar-Verdünnung oder dem anaeroben Ausplattieren durchgeführt. Generell konnte 

mittels anaerober serieller Verdünnung eine Ausgangskultur aus wenigen Morphologien, von 

denen eine in klarer Dominanz vorkam, in eine Reinkultur überführt werden, indem die 

Begleitflora sukzessive aus der Flüssigkultur herausverdünnt wurde. Dazu wurde zunächst 

aus der Ausgangskultur eine 10-1-Verdünnung im identischen Nährmedium angesetzt, von der 

die Verdünnungsreihe bis 10-6 fortgesetzt wurde. Inkubationsdauer, Schüttelgeschwindigkeit 

und Temperatur wurden identisch zu den für die Etablierung von Anreicherungskulturen 

beschriebenen Parametern gewählt. In den höheren Verdünnungsstufen zeigten sich nach 

Ablauf der Inkubationsdauer die dominanten Morphotypen in hoher Uniformität. Die einzige 

Ausnahme bildeten die Kultivierungsansätze zur Anreicherung und Aufreinigung von 

methanogenen Archaea der Gattung Methanoculleus. Hier musste die Verdünnung zur 

Vermeidung von Ko-Kulturen in weiter modifizierten Medien durchgeführt und die 

Inkubation bei niedrigen Temperaturen fortgesetzt werden (siehe II.1.11.4). Um die positive 

Selektion des dominanten Morphotyps aus einer Ausgangskultur weiter zu forcieren, wurden 

Verdünnungsreihen in den "P"-Varianten der beschriebenen Nährmedien mit nur einer 

Abb. 25: Anaerobes Ausplattieren methanogener Anreicherungs- und Flüssigkulturen. 
Verdünnung der Kultur im Anaerobenzelt (�) und Ausplattierung eines 100 µL-Aliquots mit sterilen 
Einwegspateln. Nach Verbringen der belüfteten Nährmedienplatten in einen Anaeroben-Stahlzylinder 
(�) erfolgte der Austausch der Gasphase von Formiergas gegen H2/CO2 (hydrogenotrophe 
Zielorganismen) oder N2 (methylotrophe und acetoklastische Methanogene) an der Gasanlage (�) 

Anreicherung 

10-1 

10-3 

Verdünnung anaerobes 
Ausplattieren 

Druckzylinder Austausch  
Gasphase 

10-2 

100 µL 

∆p  

H2/CO2 
N2 

100 µL 

100 µL 

� 

� � 
N2/H2 
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definierten C-Quelle durchgeführt. Das Wachstum von Organismen aus der Domäne der 

Eubakterien wurde durch Zugabe von 50 µg µL-1 Vancomycin und 15 µg µL-1 Tetrazyclin 

inhibiert. Alternativ wurde Rifampicin in einer Konzentration 100 µg µL-1 verwendet. 

II.1.11 Strategien zur Reinkultivierung spezifischer Gattungen methanogener Archaea 

aus BGA-Fermenterproben 

Nach initialer Anreicherung methanogener Archaea aus einer BGA-Fermenterprobe erfolgte 

zur Gewinnung einer Reinkultur die Anwendung einer je nach Zielgattung variierenden 

Kombination der oben vorgestellten Medien und Aufreinigungsmethoden (siehe II.1.10). Im 

Folgenden sind daher die verschiedenen Isolierungsstrategien nach Zielgattung geordnet 

aufgeführt: 

II.1.11.1 Isolierung von Mikroorganismen der hydrogenotrophen Gattung Methano-

bacterium  

Eine Reinkultivierung von Methanobacterium sp. konnte im Anschluss an verschiedenste 

experimentelle Vorarbeiten erfolgen (Abb. 26). Die vergleichsweise geringe Empfindlichkeit 

und kurzen Generationszeiten bei Wachstum auf H2/CO2 erlaubten eine flexible Isolierungs-

strategie insbesondere für die Art Mb. formicicum. So war im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit eine Isolierung sowohl ausgehend von einer Reinigung durch Tiefagar-Verdünnung, 

als auch durch anaerobes Ausplattieren sowie durch Ansetzen von Verdünnungsreihen direkt 

aus der Anreicherungskultur möglich. Dabei wurde die Flüssigkultur, welche durch Transfer 

einer Kolonie den Abschluss der Tiefagar-Verdünnungsmethode bzw. des anaeroben 

Ausplattierens bildete, für eine weitere serielle Verdünnung in modifizierten Medium 

DSM287F eingesetzt. Abschließend wurde aus der letzten bewachsenen Kultur erneut eine 

10-1-Tiefagar-Verdünnung erstellt. So konnten auch durch ins Flüssigmedium transferierte, 

ineinander verwachsene Kolonien gebildete Mischpopulationen getrennt werden.   

Ausgehend von einer direkten Anreicherungskultur wurden zwei Verdünnungsreihen 

nacheinander geschaltet. Die Anreicherungskultur wurde zunächst seriell in mod. DSM287P 

wie oben beschrieben verdünnt. Nach (fluoreszenz-)mikroskopischer Auswertung wurde die 

höchste noch bewachsene Verdünnungsstufe als Ausgangspunkt für eine weitere 

Verdünnungsreihe eingesetzt. Da zu diesem Zeitpunkt zumeist schon eine hohe 

morphologische Uniformität in der Kultur zu beobachten war, wurde zwecks Stabilisierung 

der dominanten, doch ausgedünnten Methanobacterium sp. diese anschließende, zweite 

Verdünnungsreihe in mod. DSM287F durchgeführt. Um bakterielle Kontaminationen zu 

vermeiden, wurden die oben angegebenen Antibiotika-Zugaben beibehalten. Die Inkubation 
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der Verdünnungsreihen erfolgte dabei für 5 - 7 Tage im Falle von mod. DSM287F und 7 - 14 

Tagen in mod. DSM287P-Minimalmedium bei 39 °C. Zum Aufrechterhalten der Reinkultur 

wurde diese alle 4 - 6 Wochen zu 5 % (v/v) in antibiotikafreies, mod. DSM287F-Medium 

beimpft. Als Gasphase über alle Flüssig-Kultivierungsansätze wurde 1,2 bar 80 % H2/ 20% 

CO2 aufgegeben. Nach ausreichendem Bewuchs wurden unabhängig von der Isolierungs-

methode Tiefagar-Verdünnungen angesetzt und aus deren Kolonien Reinkulturen erstellt.  

II.1.11.2 Isolierung von Mikroorganismen der Gattung Methanosarcina 

Archaea der Gattung Methanosarcina weisen mit der Fähigkeit zur hydrogenotrophen, 

acetoklastischen und methylotrophen Methanogenese das größte Spektrum an Ausgangsver-

bindungen zur Synthese von CH4 auf. Um möglichst geringe Ko-Kultivierungen zu 

ermöglichen fand die allgemeine Anreicherung aus BGA Fermenterproben in mod. Medium 

DSM318F unter 0,5 bar N2-Atmosphäre statisch für 14 Tage bei 39 °C statt. Im Gegensatz 

zum mod. DSM287F-Medium lag als einzige Energiequelle Methanol vor, sodass von Anfang 

an auf methylotrophe Organismen selektiert wurde. An diese Anreicherung wurde eine 

serielle Verdünnung in mod. Medium 318P unter selbigen Bedingungen angeschlossen. 

Abb. 26: Isolierung von Mikroorganismen der Gattung Methanobacterium ausgehend von 
anaerober Plattierung (A), der Tiefagar-Verdünnugsmethode (B) oder einer Anreicherungs-
kultur methanogener Archaea aus BGA (C). Transfer einer Kolonie von einer Nährmediumplatte 
oder aus Tiefagar in mod. DSM287F-Medium führte zu Wachstum nach 5 - 7 Tagen, danach erfolgte 
eine serielle Verdünnung in selbigem Medium in Gegenwart von Antibiotika. Aus der höchsten 
Verdünnungsstufe wurde nach erneuten 5 - 7 Tagen ein Tiefagar-Ansatz erstellt (A, B). Ausgehend 
von einer allgemeinen Anreicherung in mod. DSM287F folgte nach 5 - 7 Tagen zunächst eine 
Verdünnungsserie in mod. DSM287P-Medium, danach aus der höchsten Verdünnungsstufe nochmals 
eine Verdünnungsreihe in DSM287F-Medium für 7 - 14 Tage (C, beide Reihen in Antibiotika-
Gegenwart). Abschluss fand diese Aufreinigungsmethode analog zu A und B in einer finalen 10-1-
Tiefagar-Verdünnung.  
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Bakterielle Kontaminanten wurden durch Zugabe der oben beschriebenen Antibiotika am 

Wachstum gehindert. Waren auch in hohen Verdünnungsstufen noch Kontaminationen zu 

finden, so wurde eine weitere Verdünnungsreihe erstellt und die Konzentration der 

eingesetzten Antibiotika verdoppelt. Die gewonnenen Reinkulturen wurden dann 1:10 in 

antibiotikafreien mod. 318F- und 318P-Medien überimpft (Abb. 27), aufrecht erhalten und 

alle 28 Tage in frische Medien überführt, wobei durch visuelle Überprüfung der Transfer von 

Methanosarcina sp.-Aggregaten sichergestellt wurde. Alternativ zu einem ersten Anreicher-

ungsschritt in der F-Variante des Mediums konnte auch ein direktes Überimpfen in mod. 

318P-Medium erfolgen, die Inkubationsdauer verlängerte sich dann von 14 auf 28 Tage. 

II.1.11.3 Isolierung von Mikroorganismen der Gattung Methanosaeta 

Mikroorganismen der Gattung Methanosaeta (vormals Methanothrix) zählen zu den-jenigen 

methanogenen Archaea mit den längsten Generationszeiten. Je nach Substrat und 

Wachstumsbedingungen ergeben sich rechnerisch Verdopplungszeiten von 70 bis über 300 

Stunden. Aufgrund der Tatsache, dass alle übrigen in einer BGA durch kultivierungs-

unabhängige Methoden nachgewiesenen Mikroorganismen in den „F“-Medien deutlich 

kürzere Generationszeiten aufwiesen, musste die grundlegende Strategie einer allgemeinen 

Anreicherung mit nachfolgender Ausverdünnung in Selektivmedien abgewandelt werden. So 

wurde in einem ersten Schritt 20 mL mod. DSMZ 334P-Medium zu 10 %, 5 % und 2,5 % 

287F 

287P 

287P 

287P 

10-1 10-6 

10-1 10-6 

10-1 

10-1 

Abb. 27: Isolierung von Mikroorganismen der Gattung Methanosarcina. Eine erste Anreicherung 
erfolgte entweder in mod. Medium DSM318F oder DSM318P. Nach 14 (DSM318F) bzw. 28 Tagen 
(DSM318P) erfolgte die erste serielle Verdünnung in Antibiotika-Gegenwart für 28 Tage. Je nach 
Bedarf wurden die seriellen Verdünnungsschritte bei doppelter Antibiotikakonzentration wiederholt. 
Abschließend wurde die höchste Verdünnungsstufe jeweils 1:10 in mod. Medium DSM318F und 
DSM318P aufgenommen. 
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[v/v] mit BGA-Reaktorflüssigkeit angeimpft und mit 0,5 bar N2-Atmosphäre überschichtet. 

Nach statischer Inkubation bei 39 °C für 4 Wochen erfolgte aus dieser Vorstufe eine weitere 

Überimpfung zu gleichen prozentualen Anteilen, jedoch in Anaeroben-Kulturröhrchen nach 

Hungate mit 10 mL DSMZ 334P-Medium. Nach einer Inkubationsphase von 1 – 3 Monaten 

wurden im gleichen Volumen mehrere Parallelen mit 10 % [v/v] Inokulum überimpft (Abb. 

28). Erfolgreiche Kultivierung von Methanosaeta sp. deutete sich durch einen milchig-trüben 

Bodensatz im Kultivierungsansatz an. Wiederholung der Überimpfungsschritte erhöhte 

sukzessive den Reinheitsgrad, die Zugabe antibakterieller Antibiotika unterstütze diesen 

Prozess. Da eine erfolgreiche Kultivierung bei Unterschreitung der Inokulumsvolumen von 

10 % [v/v] aus den jeweiligen Vorkulturen nicht gelang, konnte mit einer seriellen 

Verdünnung keine schnellere Aufreinigung erreicht werden. Die benötigten Inkubations-

zeiten lagen in dieser Phase zwischen ein bis sechs Monaten.  

 

 

 

 

 

 

Abb. 28: Isolierung von Mikroorganismen der Gattung Methanosaeta. Zwanzig mL mod. DSMZ 
334-Medium wurde mit BGA Reaktorflüssigkeit zu 10 %, 5 % und 2,5 % (v/v) inokuliert. Diese 
Vorkulturen wurden nach einer 4-wöchigen Inkubation bei 39 °C zu gleichen prozentualen Anteilen in 
Anaeroben-Kulturröhrchen mit 10 mL des Mediums überführt. Nach 1 – 3 Monaten wurden daraus 
jeweils mehrere Parallelen zu 10 % inokuliert. Zeigte sich in einem der Röhrchen während einer 1-6-
monatigen Inkubationsphase ein weißlich-trüber Niederschlag, so wurde ein Volumenanteil von 10 % in 
frisches Medium überführt. Zugabe von Antibiotika verhinderte das Aufkommen bakterieller Konta-
minanten, verlängerte aber z.T. die Inkubationsphasen. 
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II.1.11.4 Isolierung von Mikroorganismen der Gattung Methanoculleus 

Für die Isolierung von Mikroorganismen dieser Gattung wurden zunächst Anreicherungs-

kulturen durch Inokulierung von DSMZ-Medium 332 mit Reaktorflüssigkeit angesetzt, 

welche, wie oben beschrieben, die Ausgangskulturen für serielle Verdünnungen im gleichen 

Medium darstellten. Die H2/CO2-Atmosphäre sowie die Gegenwart von Natriumformiat in 

diesem Medium bot Mb. formicicum jedoch ebenso gute Wachstumsbedingungen (Tab. 16).  

 

Tab. 16: Vergleich ausgewählter physiologischer Parameter von Methanobacterium 
formicicum und Methanoculleus bourgensis. Verändert nach Boone, 2001; Chong und 
Boone, 2001. 

 

Um das Problem einer Ko-Kultivierung, insbesondere von Organismen der Art Mb. formici-

cum zu vermeiden, wurde der Fokus zunächst auf das Erreichen einer Dominanz von 

Methanoculleus sp. auf archaeeller Ebene gelegt. Dafür wurde das unmodifizierte Medium 

nach Vorgaben der DSMZ gegen Varianten ersetzt, die ausschließlich eine Energiequelle 

enthielten (DSMZ 332Ac mit Natriumacetat und 332Fo mit Natriumformiat) und keinerlei 

komplexe Zusätze aufwiesen. Die Inkubationstemperatur wurde auf 26 °C und der pH-Wert 

des Medium vor dem Autoklavieren auf 6,2 herabgesetzt. Diese Faktoren in Summe sollten 

die Populationszusammensetzung zugunsten von Mcu. bourgensis beeinflussen, dessen 

Wachstum bereits bei etwa pH 5,3 und 25 °C starten kann. Tatsächlich war eine Kultivierung 

unter diesen Umständen möglich, jedoch wurde die Kultivierungsdauer dadurch spürbar 

verlängert. Dennoch ermöglichte die oben beschriebene Methodik eine bessere Isolierung von 

Mcu. bourgensis aus Reaktorflüssigkeit als die herkömmliche serielle Verdünnung. Eine 

Anreicherungskultur wurde durch eine erste Beimpfung des selektiven Mediums mit 5 % 

BGA-Reaktorflüssigkeit erstellt und für mind. vier Wochen unter den oben aufgeführten, 

restriktiveren Bedingungen inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden drei Parallelen in 

Anaeroben-Röhrchen mit zur Anreicherung identischem Medium zu 10 % inokuliert und die 

Inkubation für vier bis acht Wochen in Gegenwart der aufgeführten Antibiotika fortgesetzt. 

Konnte durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen die Dominanz irregulärer Me-

thanoculleus sp.-Morphologien bestätigt werden, wurde zwecks schnelleren Wachstums eine 

Parallelkultur zur Inkubation unter Standardbedingungen (39 °C, pH 7,0, DSMZ 287F) oder, 

für weitere Aufreinigungen, serielle Verdünnungen bis zu einer Höchststufe von 10-5 erstellt. 

Parameter Methanobacterium formicicum MFT Methanoculleus bourgensis MS2T 

T [°C] 30 - 45 25 - 45 

Substrat H2/CO2, Formiat  H2/CO2, Formiat  

pH 7 – 7,5 6,2 – 8,0 
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Aus dieser höchsten Verdünnungsstufe wurde entweder eine weitere Verdünnungsreihe 

angesetzt, oder, im Falle hoher Reinheitsgrade, je 10 % Inokulum in Medium DSMZ 287F 

und DSMZ 332F überimpft (Abb. 29). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

II.1.12 Fluoreszenzmikroskopie 

Als Fluoreszenz bezeichnet man die Emission von Licht einer definierten Wellenlänge λem als 

Folge des Rückfalls von angeregten Elektronen in ihren energieärmeren, unangeregten Grund-

zustand. Solche zur Fluoreszenz befähigte, physikochemische Systeme wie Atome, Ionen 

oder Moleküle nennt man Fluorophore. Zur Auslösung der Fluoreszenz wird ein Fluorophor 

mittels Photonen (sog. Photofluoreszenz) oder anderer elektromagnetischer Strahlung auf ein 

transientes, energiereicheres Niveau angeregt. Das beim Rückfall auf das energieärmere 

Grundniveau emittierte Licht zeichnet sich dabei in der Regel durch eine höhere Wellenlänge 

aus, als die des anregenden, absobierten Lichtphotons λex. Die aus der Wellenlängen-

vergrößerung resultierende Energiedifferenz zwischen λex und λem wird als Stokes-Shift 

bezeichnet und führt visuell zu einer Farbänderung des emittierten Lichts im Vergleich zum 

anregenden Licht. Diese Farbänderung wird in vielen molekularbiologischen Untersuchungen 

und Experimenten ausgenutzt. So ermöglicht das Markieren von Oligonukleotiden mit 

Fluorophoren die Konstruktion spezifischer Sonden für in situ-Hybridisierungsexperimente 

oder quantitativer PCR. Auch im Bereich der (Fluoreszenz-) Mikroskopie finden Fluorophor-

markierungen Anwendung. Markierte Proteine bzw. Protein-Polymere erlauben z.B. struktu-

26 °C; DSMZ 332P/Ac/Fo; pH 6,2 39 °C; DSMZ 287F; pH 7,0 

5 % je 10 % 

10-1 10-5 DSMZ 
287 

DSMZ 
322P 

Abb. 29: Isolierung von Stämmen der Gattung Methanoculleus. Die Kultivierung von Mikroorganismen dieser 
Gattung wurde zur Vermeidung von Ko-Kultivierung von Fremdorganismen wie Methanobacterium sp. in zwei 
Phasen unterteilt. In einer Anreicherungsphase wurden 20 mL-Vorkulturen zu 5 % [v/v] mit BGA-
Fermenterflüssigkeit in mod. Medium DSMZ 332P, DSMZ Ac oder  DSMZ 332Fo angeimpft und 4 – 8 Wochen 
bei 26 °C, pH 6,2 inkubiert. Aus diesen Vorkulturen wurden mehrere Parallelen zu je 10 % in Anaeroben-
Kulturröhrchen zu identischen Bedingungen angeimpft. Nach fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung wurde 
die Kultur mit der größten Dominanz an Methanoculleus sp.-Morphologien für die zweite Phase ausgewählt. Hier 
wurden serielle Verdünnungen in mod. DSMZ 287F-Medium durchgeführt, bis Kulturreinheit erreicht wurde. Es 
erfolgte der Transfer von je 10 % Kulturvolumen in die Medien DMZ 287F und DSMZ 322P. Zur Unterstützung 
der Aufreinigungsschritte wurden die Antibiotika Bacitracin und Cycloserin zugegeben. 
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relle Untersuchungen des eukaryotischen Zytoskeletts oder allgemein die subzelluläre 

Lokalisation von Proteinkomplexen. Dabei filtert ein im Fluoreszenzmikroskop verbauter 

Anregungsfilter aus einer Lichtquelle diejenige Wellenlänge heraus, welche zur Anregung des 

ausgewählten Fluorophors benötigt wird. Über einen auch als „dichroischer Spiegel“ 

bezeichneten Strahlenteiler wird das Anregungslicht zum Objekt geleitet und vom 

resultierenden, langwelligeren Emissionslicht getrennt. Letzteres wird über das Objektiv in 

das Okular oder eine angeschlossene Kamera geleitet (Abb. 30). 

In der vorliegenden Arbeit wurden Überprüfungen des Reinheitsgrades der Kulturen sowie 

die morphologische Charakterisierung fluoreszenzmikroskopisch vorgenommen. Dazu wurde 

der bei methanogenen Archaea vorkommende Enzym-Kofaktor F420 ausgenutzt. Dieser 

essentielle Kofaktor dient u.a. als Elektronencarrier  und –überträger für die Reduktion von 

CO2 auf Methen- und Methyl-Niveau im Verlauf der Methanogenese (siehe I.2.4.1). Bei 

Bestrahlung der Zelle mit Licht der Wellenlänge λex = 420 nm fluoresziert der Enzym-Ko-

faktor bläulich-grün (Cheeseman et al., 1972) mit λem = 520 nm. Eine Identifizierung und 

morphologische Charakterisierung methanogener Archaea mittels Fluoreszenzmikroskopie 

wird dadurch möglich und vereinfacht, da ein Markierungsprozess mit (Fluoreszenz-) 

Farbstoffen entfällt. Zur Identifizierung von Vertretern der Gattung Methanosaeta ist die 

Methode allerdings nur bedingt geeignet, da diese Organismen im Vergleich zu anderen 

methanogenen Archaea nur sehr geringe Konzentrationen des Kofaktors F420 in der Zelle 

aufweisen und dementsprechend typischerweise nur eine schwache Fluoreszenz zeigen. 

A B 

Abb. 30: Schematische Darstellung des Strahlengangs im Epifluoreszenzmikroskop und 
Wellenlängenverhalten beteiligter Photonen. Die Anregungswellenlänge wird aus der 
Lichtquellenemission herausgefiltert und über einen Strahlenteiler auf das Präparat geleitet, wo das 
Fluorophor Licht einer größeren Wellenlänge emittiert. Dieses tritt durch das Objektiv zum 
Strahlenteiler zurück und wird nach Zwischenfilterung zum Okular oder Detektor (z.B. Kamera) 
geleitet (A). Die Wellenlängenverschiebung des vom Fluorophor absorbierten und emittierten Lichts 
resultiert in einer Farb- und Energieverschiebung, dem „Stokes-Shift“(B). Nach: Portal LP der Georg-
August-Universität Göttingen,  https://lp.uni-goettingen.de/get/text/6741; Autor Anja Niedermayr 
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Alternativ musste in diesem Bereich auf Phasenkontrastmikroskopie zurückgegriffen werden. 

Neben der morphplogischen Routinekontrolle von Anreicherungs- und Reinkulturen kam 

Fluoreszenzmikroskopie zur Auswertung von Hybridisierungsexperimenten mit FISH-Sonden 

(II.2.6) zum Einsatz. Dabei wurde insbesondere die Fluoreszenz der Cy3-/Cy3.5-markierten 

Oligonukleotidsonden und der DAPI-Gegenfärbung (Tab. 17) den in der Materialliste 

aufgeführen Mikroskopen aufgenommen. 

Tab. 17: Charakteristika genutzter Fluorophore und deren Einsatzgebiete in der 
vorliegenden Arbeit.  

Emissionsquelle λ Absorptionmax. λ Emissionmax. Nutzung 

Koenzym F420 420 nm 520 nm 
Kontrolle und Dokumentation 
von Kulturen methanogener 
Archaea 

Cy3 
(Indocarbocyanin) 

550 nm 570 nm FISH-Sonden-Markierung 

Cy3.5 588 nm 604 nm FISH-Sonden-Markierung 

DAPI 
(4',6-Diamidin-2-

phenylindol) 
359 nm 461 nm 

FISH-Gegenfärbung; 
Gesamtorganismenfärbung 

II.2 Molekularbiologische Methoden 

II.2.1 DNA-Extraktion aus BGA-Fermenterproben 

Die archaeelle Biodiversität in landwirtschaftlichen Biogas-Praxisanlagen wurde zunächst 

anhand von kultivierungsunabhängigen, auf dem 16S rRNA-Gen basierenden, molekular-

biologischen Methoden taxonomisch erfasst. Zur Vorbereitung auf nachfolgende 

"downstream"-Anwendungen war in einem ersten Schritt ein Gesamt-Extrakt genomischer 

DNA von hoher Reinheit und Konzentration zu gewinnen. Basierend auf klassischen 

Methoden der DNA-Extraktion wurde ein Protokoll etabliert, welches die Gewinnung 

gereinigter genomischer Gesamt-DNA aus kleinen Volumina von Fermenterproben erlaubte. 

Hierbei wurden Fermenterproben bei 1000 x g für 10 min zentrifugiert, um grobe Pflanzen-

partikel vom Überstand zu separieren. Dieser wurde anschließend bei 16100 x g und 

Raumtemperatur (RT) in einer Tischzentrifuge für 30 min abzentrifugiert. Der Niederschlag 

wurde anschließend in 1300 µL Puffer (0,15 M NaCl, 0,1 M EDTA, 35 mg Polyvinyl-

polypyrrolidin [PVPP]) aufgenommen. Nach einer Inkubationsperiode von 30 min bei 37 °C 

in Gegenwart von 20 µL Lysozym (10 mg mL-1) wurden 20 µL einer 1 % (w/v) Proteinase K-

Lösung und 100 µl einer 10 % (w/v) SDS-Lösung zugefügt und die Ansätze im Wasserbad 

oder Thermomixer bei 65 °C für 30 min inkubiert. Die so präparierten Proben wurden 
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fünfmal in Folge abwechselnd in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei 65 °C aufgetaut 

(freeze-thaw-Methode). Anschließend erfolgte die Zentrifugation für 10 min bei 7500 g und 

RT. Der Überstand wurde mit 0,7 M NaCl und 4 % (w/v) Cetyltrimethylammoniumbromid 

(CTAB) versetzt. Nach einer Inkubation für weitere 10 min bei 65 °C erfolgte eine 

Chloroformfällung und anschließend die DNA-Fällung in der wässrigen Phase mit 

Isopropanol. Der Niederschlag wurde zweimalig mit kaltem 70 % (v/v) Ethanol gewaschen 

und anschließend in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die gereinigte DNA wurde in 10 

mM Tris/HCl-Puffer (pH 8,0) aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 

gelagert. Aufgrund des viskosen Charakters von BGA-Fermenterproben und den darin 

vorkommenden DNA-Polymerase-Inhibitoren wie Huminsäuren war eine Anwendung 

klassischer, kommerzieller Reaktionskits zur DNA-Extraktion nur sehr eingeschränkt und 

unzuverlässig möglich. Daher wurden verschiedene DNA-Schnellextraktionskits für diverse, 

dem BGA-Fermentersubstrat ähnlichen, Matrizes auf ihre Eignung geprüft. Insbesondere 

Reaktionskits zur Extraktion von DNA aus Stuhlproben konnten erfolgreich auf 

Fermenterproben angewandt werden. Bei großer Anzahl von Proben wurde daher alternativ 

zur klassischen Extraktionsmethode das GeneMATRIX Stool Purification Kit (II.2.2) 

eingesetzt. Wie im klassischen DNA-Extraktionsprotokoll beschrieben, wurden grobe 

Pflanzenpartikel von einem durch Zentrifugation entstandenen, mikroorganismenhaltigen 

Überstand getrennt. Ein Volumen von 200 µL wurde für die eigentliche DNA-Extraktion 

nach Herstellerprotokoll eingesetzt. 

II.2.2 DNA-Extraktion aus Flüssigkulturen 

Die Extraktion genomischer DNA aus flüssigen Misch- oder Reinkulturen erfolgte mittels des 

GeneMATRIX Stool Purification Reaktionskits (EURx Ltd., Gdansk, Polen). Zur Proben-

vorbereitung wurde der Kultur ein Volumen von 2-4 mL steril entnommen, in ein Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführt und darin die Mikroorganismen in einer Tischzentrifuge für 3 min 

bei 16100 x g abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstands wurde das Zellpellet in 200 µL 

sterilem Reinstwasser aufgenommen und entsprechend des Herstellerprotokolls für die DNA-

Extraktion behandelt. Der DNA-Extrakt wurde entweder direkt als Template in einer PCR 

eingesetzt oder bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. 
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II.2.3 Polymerase-Kettenreaktion 

II.2.3.1 Präparative Amplifikation von Fragmenten des 16S rRNA-Gens  

Die Amplifikation spezifischer Nukleinsäureabschnitte für analytische und präparative 

Anwendungen erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Für einleitende Diversitäts-

analysen mittels DGGE (II.2.4), Klonierungsreaktionen im Vorfeld von ARDRA-Analysen 

und die taxonomische Identifizierung von (Rein-)Kulturen wurden Teilsequenzen des etwa 

1500 bp langen 16S rRNA-Gens mittels PCR amplifiziert. Aufgrund der hochkonservierten 

Basensequenz bei gleichzeitiger ubiquitärer Verbreitung sind die amplifizierten Nukleinsäure-

abschnitte als phylogenetische Marker in Diversitätsanalysen von Ökosystemen einsetzbar. In 

den PCR-Ansätzen wurden Teilbereiche von 500 bp bzw. 1254 bp Länge anhand von Oligo-

nukleotid-Primern mit Spezifität für methanogene Archaea amplifiziert (Tab. 18). Das 500 

bp-Amplifikat wurde dabei mittels DGGE untersucht, während das 1254 bp-Amplifikat für 

Klonierungsreaktionen und ARDRA-Analysen oder zur Direktidentifikation von Reinkulturen 

verwendet wurde. Nach einer Überarbeitung des ARDRA-Protokolls wurde hierfür ein 1440 

bp-Amplifikat mittels der Primerpaarung Met86f/AR1530R amplifiziert und eingesetzt (siehe 

II.2.5). Es ersetzte für diese Anwendung das Amplifikat, welches weiterhin standardmäßig 

für taxonomische Untersuchungen herangezogen wurde. Die Etablierung eines geeigneten 

Am-plifikationsprogramms für die Nutzung von DNA-Extrakten aus BGA-Fermenterproben 

erfolgte auf Basis der für die jeweiligen Primerkombinationen in der Literatur publizierten 

Bedingungen. Durch Testreihen wurde ein Mindesteinsatzvolumen von 0,5 µL des mittels des 

Reaktionskits gewonnenen DNA-Extraktes bestimmt (Abb. 31). Aufgrund geringerer DNA-

Konzentrationen wurde für eine erfolgreiche Amplifikation ein Volumen von 5 µL des durch 

das klassische Fällungsprotokoll aus BGA-Fermenterproben gewonnenen Extraktes benötigt. 

Um die Polymerisierungsreaktion gegen etwaige verbleibende Spuren von Inhibitorstoffen 

abzusichern, wurde jedem Reaktionsansatz 2 x 10-5 g Rinderserumalbumin (BSA) zugefügt. 

Alle Komponenten des PCR-Ansatzes sind in Tab. 19 zusammengefasst. Die Amplifi-

kationen wurde in Thermocyclern der Marke Mastercycler gradient mit zwei verschiedenen 

Temperaturprogrammen durchgeführt: Für die Amplifikation der 500 bp- und 1254 bp-Frag-

mente kam das in Tabelle 20 aufgeführte touch-down-Programm zum Einsatz. Die Amplifi-

kation eines durch das Primerpaar Met86f/AR1530R definierten 1444 bp-Fragments wurde 

mittels des Temperaturprogrammes TDX vorgenommen (Tab. 21) 
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Tab. 18: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotid-Primer zur Amplifizierung von archaeellen 16S rDNA-Fragmenten. 

Name Sequenz (5'→ 3') Länge TM [°C] GrößeAmplifikat [bp] Referenz 
Ar1000f AGT CAG GCA ACG AGC GAG A 19-mer 60 

500 Tatsuoka et al., 2007 
Ar1500r GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 19-mer 53 

Ar1000f-GC1) 
[CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC 
CCG CCG CGG CCG CC] AGT CAG GCA 
ACG AGC GAG A 

[57] 19-mer 60 

Met86f GCT CAG TAA CAC GTG G 16-mer 51 
1254 Wright und Pimm, 2003 

Met1340r CGG TGT GTG CAA GGA G 16-mer 53 
AR1530R2) GGA GGT GAT CCA GCC G 16-mer 56   14442) Mori et al., 2008 
1Primer mit GC-Klammer zur partiellen Amplifikation des archaeellen 16S rRNA-Gens für den Einsatz in einer DGGE-Analyse. Ersetzt dort den 
Primer Ar1000f. 
2Verwendet in Primerpaarung Met86f/AR1530R.  

Tab. 19: Reaktionsansatz zur Amplifikation von 16S rDNA aus Gesamt-DNA-
Extrakten aus Biogas-Reaktorproben.  

Komponente Volumen [µL] 

Reinstwasser (steril) 32,7 
High Yield Buffer1)  5 
DNA-Extrakt    52) 
Primer, forward (c = 10 pM)  2 
Primer, reverse  (c = 10 pM)  2 
dNTP-Mix (c = 10 mM)1)  2 
Rinderserumalbumin (BSA; c = 20 mg mL-1)  1 
Taq DNA-Polymerase (c = 5 U µL-1)1)     0,3 
1PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen  

20,5 µL, wenn der DNA-Extrakt mittels GeneMATRIX Stool Purification Reaktionskit 
hergestellt wurde. Die daraus resultierende Volumendifferenz wurde durch zusätzliche 
Zugabe von 4,5 µL sterilem Reinstwasser kompensiert.  

Abb. 31: Testreihe zur Ermittlung des minimalen 
DNA-Extraktvolumens für erfolgreiche Amplifika-
tion. DNA-Extrakt aus  BGA Arenrath (Fermenter), 
Präparation per Reaktionskit. Angegeben sind die 
eingesetzten Volumina in µL pro 50 µL PCR-Ansatz. M 
= GeneRulerTM 

M -- 0,5 1 2 3 4 5 6 7 

500 bp 

1200 bp 
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Tab. 20: „Touch-down“-Temperaturprogramm zur PCR-Amplifikation archaeeller 16S 
rRNA-Genfragmente mittels der Primerpaare Ar1000f/Ar1500r und Met86f/Met1340r. 

Phase T [°C] Dauer t [s] Zyklen 
initiale Denaturierung 95 300 1 

Denaturierung I 95 60 
15 Hybridisierung I 57 - 53 60 

Elongation I 72 60 
Denaturierung II 95 60 

20 Hybridisierung II 53 60 
Elongation II 72 60 

finale  Elongation 72 600 1 
 

Tab. 21: Temperaturprogramm TDX zur PCR-Amplifikation archaeeller 16S rRNA-
Genfragmente mittels des Primerpaars Met86f/AR1530. 

Phase T [°C] Dauer t [s] Zyklen 
initiale Denaturierung 95 900 1 

Denaturierung  95 30 
16 Hybridisierung 55 – 56,5 45 

Elongation  72 90 
Denaturierung  95 30  
Hybridisierung 56 45 21 

Elongation  72 90  
finale  Elongation 72 300 1 

 

II.2.3.2 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) von 16S rRNA-Genfragmenten  

Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) stellt ein molekularbiologisches Ver-

fahren zur Quantifizierung von Genen und Genfragmenten sowie deren Expression in Zell- 

und Mikroorganismenkulturen dar. Es findet im biomedizinischen Bereich u.a. Anwendung in 

der Untersuchung von Genregulationsmustern, der Pathogendetektion und der Genotypi-

sierung. Daneben ermöglicht die qPCR die quantitative Bestimmung der Zusammensetzung 

von Mikroorganismen-Populationen in Proben aus Umwelt-Biozönosen. Grundprinzip des 

Nachweises bildet eine Amplifikation kurzer Zielgenfragmente (< 500 bp, meist etwa 200 bp) 

in Kombination mit der Zunahme eines Fluoreszenzsignales proportional zum Ampli-

fizierungsgrad. Die Fluoreszenzemission kann dabei entweder sequenzspezifisch oder 

-unspezifisch erfolgen. In einem Versuchsaufbau mit sequenzspezifischer Fluoreszenz-

emission werden zur Zielsequenz komplementäre Oligonukleotid-Sonden entworfen, an deren 

3‘-Ende ein Fluorophor gebunden ist. An das 5‘-Ende wird ein Quenchermolekül 

synthetisiert, welches im Förster-Radius die Fluoreszenzemission des Fluorophors inhibiert. 

Im Verlauf der Amplifikation mittels Primer, welche stromauf- und stromabwärts der Sonde 
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binden, stösst nun eine DNA-abhängige DNA-Polymerase auf das 5‘-Ende der an die 

Template-DNA gebundenen Sonde. Die Exonukleaseaktivität der DNA-Polymerase baut die 

Sonde ab, wodurch das Fluorophor freigesetzt, aus dem Förster-Radius des Quenchers 

entfernt und die Fluoreszenzemission initiiert wird. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

wurde eine sequenzunspezifische, sondenfreie qPCR zur Quantifizierung methanogener 

Archaea in BGA-Fermentersubstrat über einen Zellzahlstandard aus Kulturen angewandt. 

Dabei wurde das Fluorophor SYBR® Green eingesetzt, welches an die kleine Furche 

doppelstränger DNA bindet. Dadurch kommt es zur Zunahme der Fluoreszenzemission etwa 

um den Faktor 103, sodass mit zunehmender Anzahl an doppelsträngigen Amplifikaten eine 

Zunahme der Gesamtfluoreszenz erreicht wird. 

Im Vorfeld zu qPCR-Experimenten erfolgte die einmalige Eichung des Mastercycler ep 

realplex2 auf die verwendeten Plastik-Reaktionsgefässe (II.1.4). Die Zuordnung von 

Fluoreszenzintensitäten zu Zellzahlen wurde durch Erstellen einer Kalibrierungsgerade 

erreicht. Dafür wurden Kulturen von Mb. formicicum MFT, Mcu. bourgensis MS2T und Msc. 

mazei Gö in den beschriebenen Medien angezogen. Um Mb. formicicum MFT in auszählbarer 

Form als Einzelstäbchen oder Kurzketten zu erhalten, wurde dieser Organismus in 287P 

Medium mit einer NH4
+-Konzentration von 4 g L-1 kultiviert. Mittels einer Thoma-

Zählkammer mit einer Kammertiefe D von 0,02 mm und einer Kleinquadratfäche von 0,0025 

mm2 wurden die Kulturen ausgezählt und der Zelltiter T mit dem Mittelwert aus zwei mal 

fünf ausgezählten Großquadraten (MW(5x2)), dem Verdünnungsfaktor F und der ausgezählten 

Großquadratfläche A (entspricht 16facher Kleinquadratfläche) nach 
 

(15) ][1000 1)25( −
= mLZellenx

DxA

FxMW
T

x  

 

bestimmt. Aus einem Kulturvolumen entsprechend 109 Zellen bzw. 108 Zellen (im Fall von 

Msc. mazei Gö) wurde die genomische DNA extrahiert, in 100 µL Elutionspuffer 

aufgenommen und dekadisch mit PCR-fähigem Wasser bis auf eine Äquivalenzkonzentration 

von 104 Zellen verdünnt. Sowohl die Standards der Kalibrierungsgerade als auch die zu 

untersuchenden Extrakte aus BGA-Fermentern oder Kulturen wurden jeweils in dreifacher 

Ausführung erstellt. Zur Amplifikation eines 16S rRNA-Genfragments wurden ordnungs-

spezifische Primer (Tab. 24) nach Yu et al. (2005), Yu et al. (2006)  und Sawayama et al. 

(2006) im Maxima SYBR Green Master Mix für ein Ansatzvolumen von 25 µL eingesetzt 

(Tab. 22). Die Temperaturprogramme nach eingesetztem Primerpaar sind in Tab. 23 

dargestellt. Nach Abschluss der Amplifikation wurde eine Schmelzkurve der amplifizierten 
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Fragmente aufgenommen. Dafür wurde die Reaktionstemperatur über einen Zeitraum von 30 

min kontinuierlich in 20-Sekunden-Schritten gesteigert. Nach jedem Schritt erfolgte die 

Aufnahme der Fluoreszenzintensität und das automatische Auftragen gegen die 

korrespondierende Temperatur. Anhand dieser Schmelzkurve konnte nachvollzogen werden, 

ob die während der Amplifikationszyklen aufgenommenen Signale auf das gewünschte 

Amplifikat oder auf unspezifische Bindungen des Fluorophors zurückzuführen waren. Zur 

Korrelation von Fluoreszenzintensität und Zellzahl wurde der Zyklus des Übertritts eines 

experimentspezifischen, relativen Fluoreszenzintensitäts-Schwellenwertes (ct, engl. cycle 

treshold) gegen die jeweilige Zellzahl der Standardprobe aufgetragen. Der ct-Wert bezeichnet 

dabei denjenigen Amplifikationszyklus, bei der sich die Fluoreszenzintensität zum ersten Mal 

signifikant über das Hintergrundrauschen abhebt. Je höher die Zellzahl und damit die Anzahl 

an 16S rRNA-Zielleserahmen, desto eher wird der Schwellenwert überschritten (Abb. 32A). 

Damit steht der ct-Wert in direktem Zusammenhang mit der Quantität des zu untersuchenden 

Genfragments und bildet über die Kalibrierungsgerade ein Maß zu deren Bestimmung. Nach 

Bereinigung der Kalibrierungsgerade von eventuellen Ausreisserwerten wurde die Geraden-

gleichung ermittelt und zur Berechnung der Zellzahl über den Vergleich aufgenommener ct-

Werte der unbekannten Proben mit denen der Kalibrierungsgerade eingesetzt (Abb. 32B). Es 

gilt für den einem gegebenen ct-Wert zugehörigen Zelltiter TqPCR mit der Steigung m und dem 

konstanten Faktor b der Kalibrierungsgeraden  

(16) ][10 1−

−

= mLZellenT m

bCt

qPCR . 

Ferner erfolgte mithilfe der Kalibrierungsgeraden die Berechnung der PCR-Effizienz E nach 

(17) 110
1

−=

−

mE  [%] 

sowie die Kontrolle des Bestimmtheitsmaßes. Nur Kalibrierungsgeraden mit einem 

Bestimmtheitsmaß von R2 ≥ 0,95 wurden verwendet. 
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Komponente Volumen [µL] 

Maxima SYBR Green Master Mix 12,50 
Primer, forward (c = 10 pM)   0,75 
Primer, reverse  (c = 10 pM)   0,75 

DNA-Extrakt   2,00 
Reinstwasser (steril, Nuklease-frei)   9,00 

 

 

Tab. 24: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotid-Primer zur quantitativen Amplifizierung von 16S rRNA-Genfragmenten 
methanogener Archaea.  

Name Sequenz (5'→ 3') Länge TM [°C] GrößeAmplifikat [bp] Spezifität 

Msar450F1) TAG CAA GGG CCG GGC AAG A 19-mer 62 
139 

Methanosarcina sp 
Sawayama et al. (2006) Msar589R1) ATC CCG GAG GAC TGA CCA AA 20-mer 61 

Mst702F TAATC CTYGA RGGAC CACCA 20-mer 61 
160 

Methanosaeta sp. 
Yu et al. (2005) Mst862R CCTAC GGCAC CRACM AC 17-mer 62 

MMB282F ATC GRT ACG GGT TGT AAG T 19-mer 64 
550 

Methanomicrobiales 
Yu et al. (2005) MMB832R CAC CTA ACG CRC ATH GTT TAC 21-mer 62 

MBT857F CGW AGG GAA GCT GTT AAG T 19-mer 61 
339 

Methanobacteriales 
Yu et al. (2005) MBT1196R TAC CGT CGT CCA CTC CTT 18-mer 63 

MSL812F GTAAA CGATR YTCGC TAGGT 20-mer 57 
354 

Methanosarcinales 
Yu et al. (2006) MSL1159R GGTCC CCACA GWGTA CC 17-mer 59 

1Vollständige Namen: Msar450F = S-G-Msar-0450-S-a-19; Msar589R = S-G-Msar0589-S-a-20. 

Tab. 22: Reaktionsansatz zur quantitativen Amplifikation von 
16S rRNA-Genfragmenten mittels qPCR. Das Gesamt-
ansatzvolumen betrug 25 µL. Alle Proben wurden in Triplikaten 
erstellt. 

Tab. 23: Temperaturprogramm zur quantitativen Amplifikation von 
16S rRNA-Genfragmenten methanogener Archaea 

Phase T [°C] Dauer t [s] Zyklen 
initiale Denaturierung 95 600 1 

Denaturierung  95 10 

45 Hybridisierung 
55,2 (MMB, MBT, Mst) 

61 (Msar) 
30 

Elongation  72 30 
          Schmelzkurve 

Starttemperatur 60 20 1  
  (1800 s)1 Endtemperatur 95 20 

1kontinuierliche Erhöhung der Temperatur in 20-Sekunden-Schritten über 
30 min. 
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II.2.3.3 Amplifikation und Sequenzierung des 23S rRNA-Gens von Vertretern der 

Gattung Methanobacterium 

Um eine Detektion bzw. Quantifizierung spezifischer Gattungen oder Arten methanogener 

Archaea in Flüssigkultur und Fermenterflüssigkeit zu ermöglichen, wurden zwei Ansätze 

verfolgt. In Ergänzung zu qPCR-basierten Analysen (siehe II.2.3.2) wurde die Anwendung 

von Fluoreszenz in situ-Hybidisierung (FISH) mittels spezifischer Sonden geprüft. Als 

Grundlage der in situ-Hybidisierung wurde das 23S rRNA-Gen gewählt, welches im Ver-

gleich zum Leserahmen der 16S rRNA sowohl eine längere Sequenz (etwa 3 kb) und damit 

höheren Informationsgehalt aufweist, als auch von höherer Diversität ist. Der Fokus der 

Arbeiten lag zunächst auf Mb formicicum MFT und wurde später auf das 23S rRNA-Gen 

anderer Vertreter der Gattung Methanobacterium ausgeweitet. Da für diese Organismen keine 

Abb. 32: Beispielhafte Aufnahme einer Kalibrierungsgeraden zur Quantifizierung methano-
gener Archaea mittels qPCR. Gezeigt sind die Kurvenverläufe der Fluoreszenzsignalentwicklung 
von Zellzahlstandards von 104 bis 109. Die rote Linie bezeichnet die Hintergrund-Fluoreszenzschwelle 
(231 relative Einheiten). Rote Pfeile (     ) markieren mit dem ct-Wert den Zyklus des erstmaligen 
Übertritts der Fluoreszenzintensität der jeweiligen Standards aufgrund zunehmender Amplifikation 
(A). Die Aufnahme einer Standard-Eichgerade durch Auftragen der ct-Werte gegen die jeweils 
korrelierende Zellzahl ermöglicht über die Berechnung der Geradengleichung die Bestimmung der 
Zellzahl aus dem ct-Wert der unbekannten Probe (B). 
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23S rDNA-Sequenzen bekannt waren, wurde dieser Leserahmen zunächst über einen Primer-

walking-Ansatz sequenziert. Dazu wurden in silico mittels eines Alignments konservierte 

Regionen in den bekannten 23S rRNA-Leserahmen nahe verwandter Organismen ermittelt 

(Abb. 33A) und anhand dieser eine erste Primerpaarung für die Amplifikation des 

entsprechenden Genlocus von Mb. formicicum MST erstellt (Abb. 33B). Das daraus 

entstandene Amplifikat wurde sequenziert (LGC Genomics GmbH, Berlin) und stellte den 

ersten Teilabschnitt des Leserahmens dar (Abb. 33C). Auf Basis dieser resultierenden 

Teilsequenz wurde anschließend ein forward-Primer entwickelt (Abb. 33D, orange). Parallel 

dazu erfolgte erneut die Ableitung eines kompatiblen, reversen Primers aus konservierten 

Regionen des Gesamtalignments bekannter 23S rRNA-Gensequenzen, der stromabwärts des 

für die Amplifikation des ersten Teilabschnittes benötigten revers-Primers hybridisierte (Abb. 

33A, D, blau). Die aus diesem zweiten Primerpaar resultierende Sequenz bestand daher aus 

dem 3'-Bereich der ersten Teilsequenz und dem im unbekannten Leserahmen folgenden 

Abschnitt. Ausreichend große, überlappende Sequenzbereiche (Abb. 33E) vorausgesetzt, 

konnten die zwei Sequenzen in silico zu einer Gesamtsequenz vereinigt werden (Abb. 33F). 

Die Wiederholung dieser Schritte ermöglichte die sukzessive Sequenzierung des gesamten 

Leserahmens (Abb. 33G). Zur Verfolgung dieser Strategie wurde zunächst mittels des 

Programms CLC Sequence Viewer 5.8 ein Alignment von 36 23S rRNA-Leserahmen aus 16 

verschiedenen methanogenen Archaea konstruiert und zwecks Entwurf eines ersten 

Primerpaares auf konservierte Regionen hin untersucht. Aufgrund zu starker Sequenz-

diversität wurde der Umfang des Alingments auf nah verwandte Spezies reduziert. Aus diesen 

Alignments heraus gelang die Sequenzierung des 23S rRNA-Leserahmens von Mb. 

formicicum MFT und weiteren Arten der Gattung Methanobacterium (III.5.5). Die dafür 

eingesetzten Oligonukleotid-Primer sind in Tab. 25 zusammengefasst. Zwei verschiedene 

Temperaturprogramme wurden zur Amplifizierung entworfen: MBFOR1 und MBFOR232. 

MBFOR1 stellt eine Kombination aus Touch-down- und Gradienten-PCR dar (Tab. 26). Es 

wurde zum Ermitteln der besten Amplifikationsbedingungen nach Erhalt einer neuen 

Primerkombination angewandt. So konnte ein Spektrum von 55 °C bis 59 °C auf eine ideale 

Hybridisierungstemperatur überprüft werden. Zur schnellen Amplifikation mittels etablierter 

Primerkombinationen kam dann das nach dieser Temperatur modifizierte Programm 

MBFOR232 zum Einsatz (Tab. 27).  
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Abb. 33: Prinzip des „primer walking“-Verfahrens zur Sequenzierung unbekannter Gene am 
Beispiel des 23S rRNA-Leserahmens (Schema). Über ein Alignment wurden zunächst konservierte 
Regionen für das Design des ersten Primerpaares (rote Pfeile) genutzt (A, B). Das Amplifikat wurde 
sequenziert und stellt den ersten Abschnitt des Leserahmens dar (C). Aus dieser Sequenz wurde ein 
neuer Primer abgeleitet (orange) und mit einer aus dem Alignment abgeleiteten Primersequenz (blau) 
gepaart (D). Nach der Sequenzierung konnten beide Teilsequenzen dank überlappender Zwischen-
sequenz (E) zu einer großen Sequenz verbunden werden (F). Nach gleichem Prinzip wurden weitere 
Primerpaare für die nächsten Sequenzabschnitte gebildet. Sukzessive ergänzten sich so die 
Teilsequenzen zur Gesamtsequenz des gesuchten Leserahmens (G).

A 

3' 5' 

3' 5' 
3' 5' 

3' 5' 
3' 5' 

3' 5' 
3' 5' 

3' 5' 
3' 5' 

3' 5' 
3' 5' 

B 
23S rRNA-Gen 

C 
23S rRNA-Gen 
Bekannte Sequenz 

D 

23S rRNA-Gen 
Bekannte Sequenz 

E 

23S rRNA-Gen 
Bekannte Sequenz 

F 

23S rRNA-Gen 
Bekannte Sequenz 

G 

23S rRNA-Gen 
Bekannte Sequenz 



Kapitel II  Material und Methoden 
 

Seite | 94 

Tabelle 25: Übersicht über die eingesetzten Primerkombinationen zur 23S rDNA Sequenzierung von Arten der Gattung Methanobacterium.  

Name Sequenz (5'→ 3') Länge TM [°C] GrößeAmplifikat [bp] Fragment1) Referenz 

Leserahmen A von Mb. formicicum MFT 

Mbfo5fwA ACC TCA GGC TTA GAT GCT TT 20-mer 55,3 
1686 I diese Arbeit 

Mbfo4rvA CAC CCT TTA ACG AGT TCG TAA 21-mer 55,9 

Mbfo5fwE CTA CCA GGA TCC GCA TTC 18-mer 56,0 
1075 II diese Arbeit 

Mbfo4rvD CCG TAG AGG GTG ATA GTC 18-mer 56,0 

Mbfo6fwA ATC TGG TTT CAG GTT CTT TTC 21-mer 54,0 
500 III diese Arbeit 

Mbfo6rvAT/C TCG TGG YAA GCT GCG ATA 18-mer 54,8 

Leserahmen B von Mb. formicicum MFT 

MbfoII1f TCG CGG CAA GCA GCG A 16-mer 56,9 
1194 1 diese Arbeit 

MbfoII1r CTG CTT CTA AGC CCA CCT 18-mer 56,0 

MbfoII2f CTC GGC ATC CTG TAA AAC 18-mer 53,7 
1611 2 diese Arbeit 

MbfoII2r GAA CCG ACA TCG AAG TAG 18-mer 53,7 

MbfoII2Bf GGT GAC AGC TGG TTC C 16-mer 54,3 
1669 2b diese Arbeit 

MbfoII2Br CTC TTG CCT GCG ACC A 16-mer 54,3 

MbfoII3bf AAA CAT AGC TCC TAG CAA G 19-mer 52,4 
1017 3 diese Arbeit 

MbfoII3r ACA GGT CTT CTA CCC ATG 18-mer 53,7 

Fragment II-Homologe in weiteren Vertreten der Gattung Methanobacterium
2) 

Mbfo5fwD CAG GAA TAT TAA CCT GTT TCC 21-mer 54,0 
1469 IIb diese Arbeit 

Mbfo6rvAT/C TCG TGG YAA GCT GCG ATA 18-mer 54,8 

Mbfo5fwE CTA CCA GGA TCC GCA TTC 18-mer 56,0 
1361 IIc diese Arbeit 

Mbfo6rvAT/C TCG TGG YAA GCT GCG ATA 18-mer 54,8 
1)Bezeichnung des Fragmentes 

2)Umfassen und ersetzen Fragment II und III zur Sequenzierung von weiteren Arten der Gattung Methanobacterium in Überlappung mit Fragment I 
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Tabelle 26: Temperaturprogramm MBFOR1 zur Amplifikation von 23S rDNA-
Fragmenten von Vertretern der Gattung Methanobacterium. 

Phase T [°C] Dauer t [s] Zyklen 

initiale Denaturierung 95 300 1 
Denaturierung I 94 70 

15 Hybridisierung I 59 – 54,51) 70 
Elongation I 72 90 

Denaturierung II 94 70 
25 Hybridisierung II 57 +/-22) 70 

Elongation II 72 90 
finale Elongation 72 600 1 

1Touch-down-Phase: Reduzierung der Temperatur um 0,3 °C pro Zyklus 
2 Hybridisierungstemperatur-Gradient von 55 °C bis 59 °C. 
 

Tabelle 27: Temperaturprogramm MBFOR232 zur Amplifikation von 23S rDNA-
Fragmenten von Vertretern der Gattung Methanobacterium. 

Phase T [°C] Dauer t [s] Zyklen 

initiale Denaturierung 95 300 1 
Denaturierung I 94 70 

15 Hybridisierung I 59 – 54,5 70 
Elongation I 72 100 

Denaturierung II 94 70 
20 Hybridisierung II   561) 70 

Elongation II 72 100 
finale Elongation 72 600 1 

1Individuelle Anpassung an verwendete Primerkombination nach Ermittlung der optimalen 
Hybridisierungstemperatur mittels Temperaturprogramm MBFOR1 (Tab. 26). 

II.2.4 Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese 

Bei der denaturierenden Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) handelt es sich um eine 

Fingerprint-Methode zur elektrophoretischen Separation eines Nukleinsäure-Gemischs in 

einzelne Fraktionen. Das von Muyzer et al., 1993 beschriebene Verfahren resultiert zwar, 

analog zur klassischen Agarose-Gelelektrophorese (Agarose-GE), ebenso in DNA-Banden, 

jedoch liegt hier ein anderes Separationsprinzip zugrunde. Finden sich im herkömmlichen 

Agarose-GE-Verfahren die Fraktionen in DNA-Banden identischer Fragmentlängen wieder, 

so resultiert die Separation per DGGE in Banden identischer prozentualer GC-Basen-

zusammensetzung. Dabei besteht die Matrix für die Nukleinsäure-Auftrennung nicht in einem 

Agarosegel von konstanter Konzentration, sondern in einem Polyacrylamidgel, in welchem 

ein Gradient der chemischen, denaturierenden Agenzien Harnstoff und Formamid vorliegt. So 

befindet sich in der Regel die geringste Konzentration der Agenzien auf Höhe der Startfront 

und steigt dann linear mit der Gellänge. Die Retentionszeit und -strecke eines gegebenen 
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Nukleinsäure-Fragments hängt dabei von der Nukleotidzusammensetzung ab: Aufgrund der 

durch nur zwei Wasserstoffbrückenbindungen stabilisierten Adenin-Thymidin Basen-

paarungen (A=T) benötigen diese im Vergleich zu den durch drei Wasserstoffbrücken-

bindungen stabilisierten Guanin-Cytosin (G≡C) Basenpaarungen weniger Energie zur 

Aufschmelzung innerhalb eines Nukleinsäuremoleküls. Bewegt sich ein DNA-Molekül nun 

im Spannungsfeld in Richtung der Kathode, so bewegt es sich parallel auch innerhalb des 

denaturierenden Gradienten in Richtung höherer Konzentrationen. Mit fortschreitender 

Bewegung in der Matrix schmelzen daher sukzessive immer mehr Wasserstoffbrücken-

bindungen der Basenpaarungen auf. Insbesondere A=T-reiche Regionen bilden aufgrund der 

niedrigeren Schmelzenergie EM Startpunkte lokal einzelsträngiger Domänen, während G≡C-

reiche Teilsequenzen über höhere Stabilität verfügen und länger in doppelsträngiger 

Anordnung (dsDNA) verbleiben. Die dreidimensionale Konformation des nahezu vollständig 

einzelsträngig (ssDNA) vorliegenden Moleküls führt zu einer Retention an einem spezi-

fischen Punkt innerhalb des Gradienten, von dem aus es nicht weiter in Richtung der Kathode 

„gezogen“ wird. Hier neutralisiert die Interaktion der Summe aller einzelsträngigen Bereiche 

in einem Molekül mit der Gelmatrix exakt das Bewegungsbestreben während der 

Elektrophorese. Ein über PCR-Primer an das Amplifikat angefügtes polyG≡C-Fragment von 

30-40 bp Länge, die sog. GC-Klammer, verhindert die vollständige Denaturierung des DNA- 

Fragments in zwei ssDNA-Stränge und damit ein ungehindertes Durchwandern der 

Polyacrylamidgel-Matrix. Dadurch liegt am Ende der Migrationsweite eines gegebenen DNA-

Moleküls ein bis auf den Bereich der GC-Klammer einzelsträngiges Molekül vor, bei dem 

auch die letzten G≡C-reichen Sequenzinseln aufgeschmolzen sind (Abb. 34). Amplifiziert 

man das 16S rRNA-Gen aus einem Gesamt-DNA-Extrakt einer Umweltprobe mithilfe einer 

spezifischen und zudem GC-Klammer codierenden Primerpaarung, so erhält man eine 

Mischung einer Anzahl von Fragmenten verschiedener Sequenz analog zur Anzahl der in der 

Umweltprobe vorhandenen Organismen (so die Primer an die 16S rDNA-Leserahmen aller 

dieser Organismen binden können). Da sich die Sequenzen aller Organismen sowohl in 

prozentualer G≡C-Zusammensetzung, als auch in Position der jeweiligen G≡C-Paarungen 

unterscheiden, bilden sich zu Beginn der Elektrophorese bereits verschiedene partiell 

denaturierte Domänen. Diese schmelzen nun proportional mit der Migrationsweite im Gel 

weiter auf, bis die durch die GC-Klammer vorgegebene, maximal-einzelsträngige 

Konformation vorliegt. Dieser Zustand wird abhängig vom prozentualen G≡C-Anteil früher 

oder später im denaturierenden Gradienten erreicht. Dementsprechend ergeben sich für jedes 

Fragment unterschiedliche Retentionspositionen. Jede Bande im resultierenden Fingerprint-
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Muster repräsentiert dabei im Idealfall eine Spezies der Umweltprobe. So kann die Methode 

zur Analyse von Populationen nicht oder schwer kultivierbarer (Mikro-)Organismen 

eingesetzt werden. Im Experimentalverlauf dieser Arbeit ergaben sich zwei Anwen-

dungsfelder für die DGGE-Methodik: Für das Erlangen eines ersten Überblicks über die 

Diversität methanogener Archaea in BGA-Fermenterproben und zur Überprüfung des 

Reinheitsgrades von Anreicherungs- und Reinkulturen. Ausgehend von den zu untersuchen-

den BGA-Fermenterproben oder archaeellen Kulturen erfolgte in einem ersten Schritt 

zunächst die Extraktion der genomischen Gesamt-DNA (II.2.1, II.2.2) und die Amplifikation 

eines 500 bp-Fragmentes des 16S rRNA-Leserahmen der in der Probe vorliegenden Spezies 

im beschriebenen „touch-down“-Temperaturprogramm (Tab. 20). Für jede Probe wurden 

zwei PCR-Ansätze von je 50 µL Volumen erstellt, welche im Verlauf der anschließenden 

Aufreinigung von überzähligen Reaktionskomponenten befreit und auf ein Elutionsvolumen 

von 35 µL aufkonzentriert wurden. Nach Zugabe von 7 µL eines 6x DNA-Probenpuffers 

wurde das Gesamtvolumen in eine Spur des Elektrophoresegels aufgetragen. Zur Herstellung 

STOP 
Retentionspunkt F2 

STOP 
Retentionspunkt F1 

Abb. 34: Separationsprinzip der DGGE. Beispielhafte Elektrophorese eines G≡C-reichen 
Fragments (F1, rot) im Vergleich zu einem G≡C-ärmeren Fragment (F2, blau). Parallel zur Migration 
im Spannungsfeld wandern die Moleküle in Richtung höherer Konzentrationen denaturierender 
Agenzien. Es ergibt sich zunächst ein sukzessives Aufschmelzen einzelner doppelsträngiger Domänen 
bis zur maximal denaturierten ssDNA. Das Erreichen dieser offenen Konformation ist abhängig  vom 
G≡C-Gehalt und markiert den Retentionspunkt im Gradientengel. cH+F = geringe Konzentration an
Harnstoff und Formamid,  CH+F = hohe Konzentration an Urea und Formamid, ∆MD[F1;F2] = Unter-
schied der Migrationsweiten von Fragment 1 und 2. Verändert nach Felske und Osborn, 2005. 

 
 

∆MD[F1;F2] 

Fragment 1 
(F1) 

Fragment 2 
(F2) 

cU+F 

CU+F 
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des Gradienten-Polyacrylamidgels wurden die Lösungen mit den Grenzkonzentrationen an 

denaturierenden Agenzien (Tab. 28) in die entsprechenden Kammern der Gradienten 

Tab. 28: Zusammensetzung der Grenzkonzentrationslösungen denaturierender Agenz-
ien zur Anfertigung von Chemogradient-Polyacrylamidgelen für die Auftrennung und 
Analyse von 16S rRNA-Genamplifikaten per DGGE. 

Reagenz 
Gradienten-Grenzkonzentration [Angaben in g [Harnstoff] bzw. mL] 

30 % 35 % 40 % 45 % 50 % 55 % 60 % 65 % 70 % 

Harnstoff 1,9 2,2 2,5 2,8 3,1 3,4 3,7 4,0 4,3 
Formamid  1,8 2,1 2,4 2,7 3,0 3,3 3,6 3,9 4,2 
ddH2O  8,5 8,0 7,5 7,0 6,5 6,0 5,5 5,0 4,5 
40% Bisacrylamid 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 
50 x TAE-Puffer, pH 7,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 
Glycerin 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 
APS, 1M1) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
TEMED, 1M1) 0,0045 0,0045 0,0045 0,0045 0,0045 0,0045 0,0045 0,0045 0,0045 

1Polymerisationsstarter; Zugabe als letzte Komponenten in die Kammern des Gießstandes 
unmittelbar vor dem Gelguss. 

mischanlage (IMW Eigenbau, Abb. 35A, B) eingefüllt. Ein von 30 % (w/v) bis 70 % (w/v) 

aufsteigender Gradient denaturierender Substanzen wurde bei Proben unbekannter 

Spezieszusammensetzung genutzt. Konnte eine Retention der DNA-Banden in den mittleren 

Bereichen dieses Gradienten beobachtet werden so wurde der Gradient zwecks besserer 

Separation der Migrationsweite angepasst. Bei Anreicherungs- oder Reinkulturen methano-

gener Archaea wurde ein denaturierender Gradient von 40 % (w/v) bis 60 % (w/v) angewandt. 

Durch Zugabe von je 100 µL 1 M Ammoniumpersulfat (APS) und 4 µL Tetramethyl-

ethylendiamin (TEMED) wurde die Polymerisation der beiden Gelkomponenten gestartet und 

der Gießvorgang zügig vollendet. Der Aufbau des vertikalen Gelgießstands erfolgte nach 

Herstellerangaben, zusätzlich wurde dieser mittels Teflonband gegen Auslaufen der, in den 

frühen Stadien der Polymerisierungsreaktion semiliquiden, Gelmasse abgedichtet. Nach 

Ablauf der Polymerisationsdauer von 3 h bei Raumtemperatur wurde das Teflonband entfernt 

und das fertige Gel zwecks Beladung mit Probenmaterial in die Elektrophoreseappartur 

eingespannt (Abb. 35C). Die Auftrennung der 16S rRNA-Genamplifikatpopulation erfolgte 

in 7 L 1 x TAE-Puffer (50x Stammlösung: 0,05 M Na2EDTA × 2 H2O, 1 M Natriumacetat, 2 

M Tris) bei 50 V über Nacht, mindestens jedoch für 12 h. Die an den „forward“-Primer 

Ar1000f-GC fusionierte GC- Klammer verhinderte eine komplette Denaturierung der 

dsDNA-Fragmente in zwei ssDNA-Moleküle während der Gelelektrophorese.
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Abbildung 36 bietet einen zusammenfassenden, schematischen Überblick über den experi-

mentellen Ablauf einer DGGE-Analyse.

Abb. 35: Aufbau zur DGGE mit 
Gelgießstand und Gradientengießanlage 
in Überblick (A) und Detail (B) sowie 
Elektrophoreseeinrichtung des D GENE 
SYSTEMs (C). An der Gradienten-
mischanlage (A�) wurde aus den zwei Gel-
Lösungen mit den Grenzkonzentrationen an 
Harnstoff und Formamid ein Gradient 
erstellt, welcher über einen Zulauf (A�) in 
den Gelgießstand (A�) überführt wurde. 
Dazu wurde ein Gradientenmischer-
Eigenbau verwendet. Dieser bestand aus je 
einem Glaszylinder für die Lösung mit 
geringer (B�) und hoher Konzentration an 
denaturierenden Agenzien (B�). Durch 
Lösen der Klemmschelle (B�) und 
Aktivieren der Rührplatte (B�) wurde der 
Mischvorgang gestartet und die Gradi-
entenlösung mittels des Zulaufs (B�) 
abgeführt. Das ausgehärtete Gel wurde in 
den Puffertank (C�) der Elektropho-
reseeinheit (C�) überführt. Nach Anschluss 
des Spannungsgebers (C�) konnte die 
Auftrennung starten. 

Abb. 36: Schematischer Arbeitsablauf zur Durchführung einer DGGE-Analyse. Nach Beprobung der 
zu untersuchenden BGA oder ausgehend von einer Kultur erfolgt die DNA-Extraktion. Diese dient als 
Basis für die 16S rRNA-Genamplifikation mit GC-Klammer-Primern. Nach Aufreinigung erfolgt die 
Separation im Gradientengel per DGGE. Angegeben ist ein beispielhaftes Gel für eine zwei Spezies 
enthaltende Probe (im Gel linke Spur) sowie für die jeweils einzelnen Spezies (mittlere und rechte Spur). 
cU+F = geringe Konzentration an Urea und Formamid,  CU+F = hohe Konzentration an Urea und Formamid, 
1Konfiguration verdeutlicht die sukzessive Denaturierung der dsDNA mit zunehmender Migrationsweite 
im Gel.  

BGA-Fermenterprobe 

(Rein-)Kultur 
DNA-Extrakt 

16S rRNA- 
Amplifikate 

(mit GC-Klammer) 
DGGE-Gel 

cU+F 

 

CU+F 
Konfiguration1) 

A B 

C 
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Die Auswertung erfolgte nach Ethidiumbromid-Färbung für 30 min in einer Gel-

dokumentationseinheit. Eine Identifikation der Spezies, welche durch eine gegebene DNA-

Bande repräsentiert wurde, war durch Sequenzanalyse möglich. Dazu wurden im Anschluss 

an die DGGE-Auswertung DNA-Banden von Interesse mit einem Einwegskalpell aus dem 

Gel exzisiert und in ein steriles Reaktionsgefäß überführt. Dieses wurde soweit mit sterilem, 

PCR-fähigem Wasser befüllt, bis der Gelstreifen knapp bedeckt war. Nach Über-Nacht-

Inkubation bei 4 °C war der Elutionsvorgang abgeschlossen und sämtliche Flüssigkeit wurde 

in ein frisches, steriles Reaktionsgefäß überführt. Das so gewonnene DNA-Eluat wurde in 

einer erneuten PCR-Reaktion zur Reamplifikation der DNA eingesetzt. Dabei wurde das GC-

Klammer-freie Primerpaar Ar1000f/Ar1500r unter ansonsten identischen Bedingungen (Tab. 

18) verwendet, um eine Störung der Sequenzierungsreaktion durch die GC-Klammer zu 

unterbinden. Sequenzierungsarbeiten erfolgten durch die Firmen Eurofins-MWG-Operon, 

Ebersberg und LGC Genomics, Berlin. Zur Anwendung der DGGE für eine Untersuchung des 

Reinheitsgrades und phylogenetischen Verifizierung einer Kultur methanogener Archaea 

mussten im Idealfall folgende Kriterien von einer Reinkultur erfüllt werden:  

1. Die Detektion exakt einer Bande auf dem DGGE-Gel in Höhe des zugeordneten 

DSMZ-Typstammes. 

2. Ein identisches Sequenzierergebnis des DGGE-Eluats zu dem per Met86f/Met1340r-

Primerpaar amplifizierten 16S rRNA-Genfragment. 

3. Eine Sequenzidentität von mindestens 97 % zur korrespondierenden Typstamm-

sequenz in den in silico-Datenbanken GenBank (BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih. 

gov/Blast.cgi) und EzTaxon Server 2.1 (Chun J. et al., 2007, http://eztaxon.org oder 

Kim O.S. et al., 2012, http://eztaxon-e.ezbiocloud.net). 

II.2.5 ARDRA-Analyse methanogener BGA-Fermenterpopulationen und Kulturen 

Ähnlich der DGGE handelt es sich bei der „amplified ribosomal DNA restriction analysis“ 

(ARDRA) um eine PCR-basierte Fingerprint-Methode zur Analyse von Populationen schwer 

kultivierbarer (Mikro-)Organismen aus einem gegebenen Habitat. Sie ermöglicht einen 

Überblick über die dominanten Gattungen einer ökologischen Umweltprobe. Dabei stellt die 

ARDRA in Bezug auf die Durchführung einen Spezialfall der Restriktionsfragmentlängen-

Polymorphismus Methode (RFLP) dar: Wird die RFLP-Methodik auf ein Amplifikat eines für 

ribosomale RNA kodierenden Leserahmens, wie derjenige der 16S- oder 23S rRNA-Gene, 

angewandt, so spricht man von ARDRA. Grundlage des genetischen Fingerabdrucks bildet 

dabei die Sequenz des vorliegenden rRNA-Gens. Mit der Variation der Sequenz zweier
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Spezies variieren auch Vorkommen, Position und die Anzahl von Erkennungssequenzen 

mikrobieller Restriktionsendonukleasen. Dies wird für die Unterscheidung der Organismen 

auf Gattungsniveau ausgenutzt. Nach Amplifikation des rRNA-Gens aus dem Gesamt-DNA-

Extrakt der zu untersuchenden Probe erfolgt zunächst die Subklonierung in ein Vektorplasmid 

samt anschließender Transformation von Escherichia coli. Da beim Klonierungsvorgang 

statistisch nur ein Insert in die multiple Klonierungsstelle („multiple cloning site“, MCS) 

integriert wird, erfolgt so die Aufteilung der Fragmente auf verschiedene Vektormoleküle. 

Häufig wird aufgrund unbekannter Sequenzen der 16S Insertpopulation und zugunsten 

schnellerer Klonierungsreaktionen auf ligaseunabhängige Klonierungsysteme wie dem TA-

Cloning System zurückgegriffen. Diese System erlaubt eine ligasefreie Verknüpfung des 

Amplifikats mit dem Vektor pCR4®-TOPO® (Abb. 37A) und nutzt den Umstand, dass die 

Taq-Polymerase an amplifizierte Fragmente ein einzelnes desoxy-Adenin an das 3'-Ende 

anfügt. In diesem Zusammenhang spaltet eine kovalent an den Vektor gebundene 

Topoisomerase I diesen an der charakteristischen Erkennungssequenz 5'-CCCTT-3‘ und 

bildet eine Phosphotyrosyl-Bindung zwischen dem Thymin-Phosphat und einem Tyrosin-Rest 

der Topoisomerase I. Eine Ligation von Vektor und Insert wird dadurch erreicht, dass das 3'-

OH des Amplifikats diese Phosphotyrosyl-Bindung angreifen kann und unter Ablösen der 

Topoisomerase I diesen Strang kovalent verknüpft. Der gegenläufige Strang kann dann durch 

das über die Taq-Polymerase angehängte desoxy-Adenin eine Standardbasenpaarung mit dem 

überhängenden Thymin eingehen (Abb. 37B). 

Abb. 37: Das TOPO TA-Cloning System. Vektor pCR4®TOPO® mit Positionierung der MCS, der 
lacZα-ccdB-Fusion und der Ampicillin-/Kanamycin-Resistenzkassetten (A). Schematische Darstellung 
des Topoisomerase I-basierten Ligationsmechanismus (B). Tyr-274 bezeichnet den Tyrosinrest der 
Topoisomerase I, welcher mit dem Vektor eine Phosphotyrosyl-Bindung eingeht. Verändert nach 
Invitrogen, TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing User Manual. http://tools.lifetechnologies.com/
content/sfs/manuals/topotaseq_man.pdf. 

A B MCS 



Kapitel II  Material und Methoden 
 

Seite | 102 

Durch positive Selektionierung auf eine der im Vektor-Rückgrat vorhandenen Resistenz-

kassetten sowie durch Zerstörung des Leserasters der für E. coli tödlichen lacZα-ccdB-Fusion 

durch das einklonierte Insert können ausschließlich erfolgreiche Transformanden auf 

antibiotikahaltigen Nährböden überleben und Kolonien bilden. An diesem Punkt ergeben sich 

zwei Verfahrensmöglichkeiten zur Amplifikation des Inserts für die weitere Analyse. Das 

DNA-Template für die PCR kann über eine Plasmid-Extraktion aus kultivierten E. coli-

Klonen gewonnen werden oder die Kolonie des E. coli Klons wird ohne vorherige Anzucht 

direkt dem PCR Ansatz zugegeben (sog. Kolonie-PCR). Der in vitro-Verdau zur 

Unterscheidung der klonierten Sequenzen erfolgt anhand der aufgereinigten rRNA-

Genamplifikate mittels kommerziell erhältlicher Restriktionsendonukleasen. Im Fall einer 

Probe unbekannter Organismenzusammensetzung kommen dabei aufgrund erhöhter 

Schneidewahrscheinlichkeiten zumeist solche Enzyme mit Spezifitäten für tetramere 

Erkennungssequenzen zum Einsatz (z.B. CfoI, Sau3AI oder HaeIII). Bei konstanter 

Amplifikatlänge ergeben sich daraus in einer herkömmlichen Agarose-GE Gattungs-

charakteristische DNA-Fragmentmuster (Abb. 38). Ist das zu separierende Organismen-

spektrum bekannt und eingrenzbar, kann über in silico-Analysen eine Enzymkombination 

ermittelt werden, welche die rRNA-Genamplifikate der beteiligten Mikroorganismen 

spezifisch schneidet, sodass aus dem Fragmentmuster eine direkte Identifizierung ermöglicht 

wird und abweichende Muster gezielt weiteren Analysen zugeführt werden können.  

Probe DNA-Extraktion PCR 16S Gen 

Spezies A 
Spezies B 

Klonierung 

pCR4 

Insert A 

Insert B 

Insert B 

Trans- 
formation 

HaeII 

HaeIII 

SmaI/XhoI 

PCR ARDRA 

Abb. 38: Arbeitsablauf zur Durchführung von ARDRA-Analysen (Schema). Nach Gesamt-DNA-
Extraktion einer BGA-Fermenterprobe erfolgte die Amplifikation des 16S rRNA-Gens. Die Fragmente 
wurden per TA-Cloning in den Vektor pCR4®TOPO® kloniert und E. coli transformiert. Nach Kolonie-PCR 
oder PCR nach Plasmidextraktion konnten die Inserts mit Restriktionsenzymen verdaut und die 
charakteristischen Fragmentmuster analysiert werden. Die Zuweisung zu einem Taxon erfolgte mittels 
Sequenzierung des unverdauten Fragments. 
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Die ARDRA-Analyse wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Klärung der archaeellen 

Biodiversität in BGA-Fermenterproben sowie zur Verifizierung des Reinheitsgrads 

methanogener Isolate eingesetzt. Als Experiment im Vorfeld der Entwicklung spezies-

spezifischer Isolierungsstrategien wurde zur Durchführung der ARDRA zunächst in silico 

eine Liste von 55 methanogenen 16S rDNA-Leserahmen aus 7 verschiedenen Gattungen 

(Methanobacterium, Methanoculleus, Methanosaeta, Methanosarcina, Methanobrevibacter, 

Methanospirillum und Methanomethylovorans) angefertigt. Unter Verwendung des Sequenz-

betrachtungsprogramms CLC Sequence Viewer 5.8 wurden Restriktionsenzyme zur Diffe-

renzierung der Leserahmen auf Gattungsebene ausgewählt. Für die Unterscheidung der 

dominanten methanogenen Gattungen aus BGA-Fermenterproben unbekannter Zusammen-

setzung wurden zunächst die Enzyme HaeII und HaeIII zur Analyse jedes Klons der 16S 

rRNA-Gendatenbanken in getrennten Ansätzen ausgewählt. Nach Aktualisierung und 

Revision der Typstammliste wurde HaeII aufgrund der Erzeugung besser zu unterscheidender 

Fragmentmuster gegen einen Doppelverdau mittels SmaI und XhoI ersetzt. Amplifikate des 

16S rRNA-Gens wurden wie oben angeführt (siehe II.2.3) erstellt und per Agarose-GE auf 

ihre Qualität geprüft.  

Sollte mit der ARDRA-Methodik die Reinheit einer Kultur verifiziert und die Zuweisung zu 

einer Typstamm-repräsentierten Gattung vorgenommen werden, so wurde die Restriktion 

direkt im Anschluss vorgenommen und die Restriktionsmuster verglichen. Identische 

Restriktionsmuster von Typstamm und Isolat ohne weitere Banden wurden als Hinweis auf 

gleiche Gattungszugehörigkeit und Reinheit auf archaeeller Ebene angesehen. Sollte mit der 

Methode die Diversität archaeeller Mikroorganismen aus BGA-Fermenterproben untersucht 

werden, so waren die Amplifikate der verschiedenen Organismen vor der eigentlichen 

Restriktion durch einen Klonierungsschritt voneinander zu trennen. Dazu wurde die 

Klonierung der 16S rRNA-Genfragmente mit dem TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing 

nach Herstellerprotokoll durchgeführt. Dabei wurden stets frisch amplifizierte Fragmente 

eingesetzt. Mit dem Ligationsansatz wurden die mitgelieferten chemokompetenten E. coli 

TOP10-Zellen transformiert und auf Ampicillin-haltigem LB-Festmedien (50 µg mL-1) 

ausplattiert. Nach über Nacht-Inkubation bei 37 °C wurden 50-100 Klone mittels einer 

sterilen Pipettenspitze gepickt und in vorbereitete PCR-Ansätze überführt. Die nachfolgende 

Kolonie-PCR mit dem Met86f/Met1340r-Primerpaar wurde nach dem oben angeführten 

Protokoll durchgeführt mit der einzigen Ausnahme einer auf 15 min ausgedehnten initialen 

Denaturierungsphase. Eine erneute Prüfung der Amplifikatqualität mittels Agarose-GE stellte 

den Ausgangspunkt für das Restriktionsexperiment dar. Bei guter Qualität wurden die PCR-
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Ansätze aufgereinigt und auf ein Elutionsvolumen von 30 µL in Elutionspuffer 

aufkonzentriert. Im Falle minderer Qualität oder dem Auftreten von zusätzlichen DNA-

Banden polymerer Amplifikatlänge wurde der PCR-Ansatz durch präparative Gelelektro-

phorese aufgereinigt. Dabei wurde der komplette Ansatz auf ein 1% (w/v) Agarosegel 

aufgetragen und für 30 min bei 100 mV aufgetrennt. Anschließend wurde nach einer 

Inkubation in Ethidiumbromid-Färbelösung unter UV-Einstrahlung die benötigte Bande mit 

einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Die folgende Elution der DNA aus dem Gel wurde 

mittels eines Gelextraktionskits nach Herstellerangaben durchgeführt und die DNA in 20 µL 

PCR-Wasser aufgenommen. Sollte im späteren Restriktionsexperiment zu jedem Verdau eine 

parallele Spur unverdauter DNA aufgeführt werden, so wurden zwei PCR-Ansätze erstellt 

und während der Aufreinigungsprozedur vereinigt. Im Falle einer präparativen GE wurde das 

Elutionsvolumen dann auf 30 µL angehoben. Für Einfach-Restriktionsansätze mit den 

Enzymen HaeII und HaeIII wurden 10 µL aufgereinigter 16S rDNA-Genamplifikatlösung mit 

1 µL Reaktionspuffer NEB4 und 1 U Restriktionsenzym-Lösung eingesetzt. Die Inkubation 

erfolgte für eine Stunde in einem auf 37 °C temperierten Heizblock. Aufgrund unterschied-

licher Restriktionstemperaturen und -pufferbedingungen wurde der Doppelverdau mit der 

Enzymkombination SmaI/XhoI in einem sukzessiven, zweischrittigen Ablauf durchgeführt. So 

wurde zunächst eine Einfachrestriktion mit 1 U SmaI in Gegenwart von 1 µL 10x Tango 

PufferTM für eine Stunde bei 30 °C durchgeführt. Der abschließende Verdau fand nach 

Zugabe von 1 U XhoI und weiteren 1,5 µL 10x Tango PufferTM bei 37 °C für eine Stunde 

statt. Zur Analyse der Restriktionsfragment-Muster wurden der gesamte Ansatz mit 2 µL 6x 

DNA-Probenpuffer auf ein 2,5 % (w/v) Agarosegel mit 0,035 % Natronwasserglas geladen 

und elektrophoretisch für 3,5 h bei 60 V aufgetrennt. Nach Inkubation für 30 min in EtBr-

Lösung wurden die Bandenmuster unter UV-Licht-Anregung digital dokumentiert und 

ausgewertet. Für die Zuordnung der Restriktionsfragmentmuster zu einer taxonomischen 

Einheit wurde die unverdaute 16S rRNA-Genamplifikatlösung als Template für eine erneute 

Amplifikation des Fragments eingesetzt. Dieses konnte nach entsprechender Aufreinigung 

und Sequenzierung über in silico Abgleiche mit phylogenetischen Datenbanken den 

entsprechenden Gattungen zugeordnet werden: Analog zur Sequenzierung von Fragmenten 

auf Basis von eluierten DGGE-Banden wurde eine Sequenzidentität von mindestens 97 % zur 

korrespondierenden Typstammsequenz in den in silico-Datenbanken GenBank (NCBI 

MEGABLAST) und EzTaxon Server 2.1/EzTaxon-e vorausgesetzt. 
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II.2.6 Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) 

Die Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) stellt eine Methode zur direkten Untersuchung 

der prokaryotischen Population einer Umweltprobe dar. Im Bereich der mikrobiellen 

Ökologie werden für FISH-Analysen primär rRNA-Gene verschiedener Spezies aus einem 

Habitat genutzt, sie kann aber auch mit anderen interspeziesvariablen Leserahmen angewandt 

werden. Im Gegensatz zu Fingerprint-Methoden erfolgt eine Auswertung mittels einer 

fluoreszenzmikroskopischen Analyse der Umweltprobe und ermöglicht die Beobachtung der 

räumlichen Verteilung und Abundanz von Mikroorganismen in ihrem Habitat. Die Methode 

basiert auf der Hybridisierung von fluorophormarkierten DNA-Sonden (siehe II.2.6.2) an 

komplementäre DNA-Sequenzbereiche in fixierten Zellen des Zielorganismus.  

Um methanogene Archaea der Gattung Methanobacterium in BGA-Fermenterproben 

nachzuweisen, wurden innerhalb dieser Arbeit FISH-Sonden entworfen und Anwendungs-

protokolle etabliert. Im Bereich methanogener Archaea besteht das übliche Hybridisierungs-

ziel im Transkript des 16S rRNA-Gens. Die dafür erhältlichen Sonden weisen jedoch nur 

Spezifitäten auf Familien- oder Gattungsgruppen-Niveau auf, weshalb aufgrund größerer 

Sequenzlänge und -variabilität der 23S rRNA-Leserahmen auf Eignung als Zielmolekül für 

artspezifisches Sondendesign geprüft wurde. Dabei konzentrierten sich die Arbeiten zunächst 

auf Reinkulturen von Mb. formicicum MFT als Zielspezies für die Sondenentwicklung.  

II.2.6.1 Herleitung von Sondensequenzen 

Als Datengrundlage für das Erfassen potentiell spezifischer Sequenzen als Hybridisierungs-

ziel von FISH-Sonden wurden zunächst Fragmente von zwei 23S rRNA-Leserahmen von Mb. 

formicicum MFT amplifiziert, sequenziert und zusammengesetzt (siehe II.2.3.3). Die Sequenz 

von Leserahmen A wurde für die Sondenkonstruktion herangezogen und mit veröffentlichten 

Sequenzen anderer Gattungen bzw. experimentell selbst ermittelter Sequenzen von Methano-

bacterium sp.-Referenzstämmen verglichen. Im Alignment wurde die Zielsequenz auf 

Nukleotidfolgen bis 26 nt Länge mit möglichst vielen exklusiven Basenpositionen untersucht. 

Folgenden Kriterien wurden zur Beurteilung der Eignung eines Oligonukleotids als FISH-

Sonde herangezogen (nach Röder, 2007):  

1. Eine Sequenzlänge zwischen 16 und 26 bp. 
2. Ein GC-Gehalt von 40 - 70 mol-%. 
3. Eine Schmelztemperatur von 55 - 65 °C. 
4. Viele spezifische Sequenzunterschiede zu homologen Sequenzen nah verwandter Arten. 
5. Keine oder möglichst kurze PolyGC- oder PolyA-Folgen. 
6. Keine oder möglichst geringe Selbstkomplementarität  
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Die Synthese der finalen Oligonukleotid-Sonden erfolgte durch Fa. Eurofins-MWG-Operon, 

Ebersberg. Es wurden zunächst vier Sonden erstellt (Tab. 29). Eine erste Testsonde 

(Cy31535C2f) wurde am 5'-Ende mit dem Fluorophor Cy3, die restlichen drei Sonden 

(Cy3.51535E1, Cy3.51535E2 und Cy3.51535E3) mit dem Fluorophor Cy3.5 markiert 

(Spektralcharakteristika siehe Tab. 17). Als Kontroll-Sonde wurde die von Raskin (Raskin et 

al., 1994) entwickelte, 16S rRNA-Gen basierte Sonde MB1174 zum Einsatz. Sie weist eine 

Spezifität für die Gattungen Methanobacterium, Methanobrevibacter und Methanosphaera 

auf. Nach Zugriff auf die Gesamtgenom-Sequenz des Isolats Methanobacterium sp. Mb1 

wurden anhand der darin vorhandenen Komplettsequenz des 23S rRNA-Gens zwei  weitere 

Sonden (Cy3.5Mb1D1 und Cy3.5Mb1E2) in silico entworfen, welche dieses Eigenisolat 

zusätzlich als Zielorganismus markieren sollten. Dazu wurde die im Rahmen der Herleitung 

der vier o.g. Sonden gegen den Typstamm Mb. formicicum MFT aufgeklärte Teilsequenz des 

23S rRNA-Gens den alignierten Sequenzen der Nichtzielspezies zugefügt und die 

einzigartigen Sequenzabfolgen unter Einhaltung der Parameter als Grundlage der Sonden 

abgeleitet. Die Markierung dieser Oligonukleotide erfolgte mit dem Fluorophor Cy3.5. Alle 

Sonden wurden in Hybridisierungs-Experimenten auf ihre in situ-Spezifität hin untersucht. 

Tabelle 29 gibt einen Überblick über die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstellten 

Oligonukleotidsonden sowie der Positivkontrolle. 

II.2.6.2 Durchführung der Hybridisierungsexperimente 

Verschiedene Protokolle zur Durchführung von FISH-Experimenten wurden mit den oben 

angegebenen Sonden im Rahmen von Vorversuchen durchgeführt (Daims et al., 2005; 

Raskin et al, 1994; Tabatabei et al., 2009 sowie ein institutsinternes Protokoll zur FISH-

Detektion von Pediococcus sp.). Aufgrund vielfältiger Anwendungs- und Anpassungs-

möglichkeiten wurden die FISH-Experimente dieser Arbeit vorrangig nach einem 

modifizierten Protokoll nach Daims et al. (2005) durchgeführt. Es kombiniert eine Formamid-

Konzentrationsreihe mit der Anwendung von Denhardt’s Reagenz (je 1% [w/v] Ficoll, PVP 

und Rinderserum-Albumin) zur Erhöhung der Hybridisierungsspezifität eingesetzter Sonden. 

Es ist sowohl auf Reinkulturen methanogener Archaea in frischem oder fixiertem Zustand als 

auch auf Testmischungen von Kulturen in steriler BGA-Reaktorflüssigkeit anwendbar. Zur 

Fixierung wurde ein Volumen von 500 µL einer Kultur methanogener Archaea mit 1,5 mL 

3,7 % Formaldehyd vermischt und vor weiterer Verarbeitung 4 Stunden bei 4 °C inkubiert. 

Nach Zentrifugation für 3,5 min bei 10000 x g wurde das Zellpellet zweimalig in 1x PBS-

Puffer (8,00 g L-1 NaCl, 0,20 g L-1 KCl, 2,68 g L-1 Na2HPO4, 0,24 g L-1 KH2PO4, pH 7,4) 

gewaschen und final in einer Mischung aus 250 µL 1x PBS und 250 µL 96 % EtOH 
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aufgenommen. Die Lagerung bis zur Anwendung erfolgte bei -20 °C. Vor Beginn des 

Hybridisierungsversuchs wurden die Proben homogenisiert und 100 µL in 500 µL 1x PBS 

aufgenommen und abzentrifugiert. Das weitere Vorgehen war im Folgenden identisch zur 

direkten Hybridisierung frischer methanogener Zellen aus Kulturansätzen. Dazu wurde ein 

Volumen von 300 µL für 3,5 min bei 10.000 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. 

Das Zellpellet wurde anschließend zweimalig in 500 µL 1x PBS-Puffer resuspendiert und wie 

oben angegeben zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in 900 µL 1x PBS und 100 µL 0,1 % 

[w/v] Nonidet P-40 resuspendiert, für 2 min bei 4 °C inkubiert und nach erneuter 

Zentrifugation in 1 mL ddH2O aufgenommen. Parallel zu diesen Vorbereitungen wurde in 

jede Probenvertiefung teflonbeschichteter Diagnostik-Objektträger 10 µL einer Beschich-

tungslösung aus 0,1 % [w/v] Gelatine und 0,01 % CrK(SO4)2 [w/v] in sterilem Wasser 

gegeben und der Objektträger bei 46 °C für mindestens 15 min im Hybridisierungsofen 

getrocknet. Anschließend wurde 10 µL Probe in die Vertiefungen gegeben und der 

Objektträger wiederholt getrocknet. Zur Entwässerung der Zellen wurden die Objektträger je 

3 min aufsteigend sukzessive in 50, 70 und zweimalig in 96 % (v/v) Ethanol inkubiert. Nach 

erneutem Trocknen im Hybridisierungsofen war der Objektträger einsatzbereit. Da für die 

erstellten Sonden auf Basis des 23S rRNA-Gens die optimale Formamidkonzentration im 

Hybridisierungspuffer nicht bekannt war, musste zunächst ein breiter Konzentrationsbereich 

getestet werden. Dazu kamen in Bezug auf die Hybridisierungspuffer- und Waschlösungen 

die in den Tab. 30 und 31 angegebenen Zusammensetzungen in 5 %-Formamid-

konzentrations-Staffelungen zum Einsatz. Nach einer kurzen Lufttrocknungsphase wurden die 

Proben mit 10 µL Hybridisierungspuffer in den Probenkammern des Objektträgers 

überschichtet. Ein µL einer 100 pM Sondenlösung wurde mit dem aufgetragenen 

Hybridisierungspuffer in jeder Vertiefung vorsichtig vermengt und der Objektträger zur 

Hybridisierung in 50 mL-Probenröhrchen samt waschpuffergetränktem Filterpapier überführt. 

Nach Hybridisierung für mindestens 2 h bei 46 °C wurden die Objektträger zunächst zweimal 

für je 22 min in Waschpuffer bei 48 °C inkubiert, nachfolgend 3 Sekunden in eisgekühltes, 

steriles ddH2O eingetaucht und getrocknet. Eine abschließende DAPI-Gegenfärbung (die 

Objektträger wurden mit 50 µL einer 2 µg mL-1 DAPI-Lösung beträufelt und für 30 min im 

Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert) wurde zwecks Gesamtzellzahlfärbung durchgeführt 

und mittels Zugabe von 2 Tropfen Roti®-Mount FluorCare pro Objektträger gegen 

Ausbleichung abgesichert. Die Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch am Keyence 

BioZero 8000-Mikroskop. 
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Tab. 29: Molekulare Eigenschaften der in Hybridisierungsexperimenten eingesetzten FISH-Sonden. 

Name Sequenz (5'→ 3') Länge TM [°C] GC [mol-%]1) Sequenzunterschiede2) Referenz 

MB11743) TAC CGT CGT CCA CTC CTT CCT C 22-mer 59,0 59,0 Keine Angabe Raskin et al., 1994 

Cy31535C2f TAG CCC AAG GTT AGG GGA 18-mer 56,0 56,0 5 (1)4) nt Diese Arbeit 

Cy3.51535E1 CTC AAG ATC CTT GAT CAA ATC C 22-mer 56,5 41,0 5 nt Diese Arbeit 

Cy3.51535E2 GAT CCT TGA TCA AAT CCT TAT CAA 24-mer 55,9 33,0 5 nt Diese Arbeit 

Cy3.51535E3 TCC ACA TAA GGG AGC ATC C 19-mer 57,5 53,0 5 nt Diese Arbeit 

Cy3.5Mb1D1 CAA GTA CCC AAT CAA GAT CCA CTC 24-mer 61,0 45,8 3 nt5) Diese Arbeit 

Cy3.5Mb1E2 CAC TGA ACC TGG CGA CCT AG 20-mer 61,4 60,0 0 nt5) Diese Arbeit 
1Berechnet nach OligoCalc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html) 
2Anzahl exklusiv in der Zielsequenz vorkommender Nukleotide im Vergleich mit den alignierten Sequenzen 
3Positivkontrolle basierend auf dem 16S rRNA-Gen 
4Fünf nt Unterschied ohne Einbezug von methanobakterieller Gesamtgenominformationen, 1 nt Differenz im Alignment mit Methanobacterium sp.   
SWAN-1 und Methanobacterium sp. AL-21 
5Zielorganismus ist zusätzlich das Mb. formicicum-verwandte Eigenisolat Mb1. Die geringe Anzahl einzigartiger Nukleotide resultiert aus 
zusätzlichem Einbezug der Sequenz des Typstammes Mb. formicicum MFT in das Alignment der zu differenzierenden Sequenzspezies. Spezifität 
der Sonde ergibt sich aus der im Vergleich zu den alignierten Arten einzigartigen Sequenzabfolge. Eine detaillierte Übersicht über die 
Sequenzunterschiede bietet Kapitel III.5.7.1.
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Tab. 30: Zusammensetzung der Hybridisierungspuffer nach aufsteigendem Formamid-Anteil. Volumenangaben in [µL]. 

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

5 M NaCl 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 
1 M Tris/HCl pH 7,4 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 
Denhardt’s Reagenz 
(50x)1) 

200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 

ddH2O 599 549 499 449 399 349 299 249 199 149 99 
Formamid 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 
10 % [w/v] SDS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1Je 1 % (w/v) Ficoll, PVP, BSA in ddH2O, steril filtriert. 
 

Tab. 31: Zusammensetzung zu den Hybridisierungspuffern komplementären Waschpufferlösungen. Volumenangaben in [mL]. 

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

5 M NaCl 9,00 6,30 4,50 3,18 2,15 1,49 1,02 0,70 0,46 0,30 0,18 
1 M Tris/HCl pH 7,4 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
0,5 M NaEDTA 0 0 0 0 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 
ddH2O add 50 add 50 add 50 add 50 add 50 add 50 add 50 add 50 add 50 add 50 add 50 
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II.2.7 Specifically Amplified Polymorphic DNA-PCR (SAPD-PCR) 

Bei der SAPD-PCR handelt es sich um ein am Institut für Mikrobiologie und Weinforschung 

entwickeltes Fingerprint-Verfahren zur Differenzierung und phylogenetischen Einordnung 

beliebiger (Mikro-)Organismen (Fröhlich und Pfannebecker, 2006; Pfannebecker und 

Fröhlich, 2008). Sie basiert auf der unterschiedlichen, relativen Distribution der oktameren 

Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease NotI (5‘-GCGGCCGC-3‘) auf den 

Chromosomen der zu untersuchenden Organismen. Im Vergleich zur herkömmlichen PCR 

werden keine Primerpaare, sondern ausschließlich Primer eingesetzt, deren Sequenz aus der 

NotI-Erkennungssequenz besteht, welcher eines der vier möglichen Nukleotide an das 5‘-

Ende angefügt wurden (z.B. A-Not oder C-Not). Das Amplifikationsmuster bildet einen  

molekularen Fingerabdruck der chromosomalen Sequenz. Eine als verschachtelte oder 

„nested“- PCR entwickelte Variante (nSAPD) umfasst zwei Amplifikationsdurchläufe, bei der 

im zweiten Durchlauf das Amplifikat des ersten Durchlaufs als Template und Primer 

eingesetzt werden, welche an ihrem 3‘-Ende wiederum um jeweils eines der vier möglichen 

Nukleotide erweitert wurden (z.B. A-Not-A oder A-Not-G). Dabei werden im zweiten 

Durchlauf stets alle vier möglichen Primer gleichzeitig der Reaktion zugesetzt. Auf diese 

Weise ist eine Differenzierung auf Stamm-Ebene möglich. Im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit wurde die SAPD-PCR sowohl zur Differenzierung von Eigenisolaten der Gattung 

Methanobacterium, als auch zur Entwicklung artspezifischer Primer zum Direktnachweis 

eingesetzt. Aufgrund einer Fokussierung der Arbeit auf das Art-Niveau wurde im 

vorliegenden Anwendungsfall nur die erste Amplifikationsrunde ausgeführt, während auf eine 

zweite, nSAPD-Amplifikationsrunde verzichtet wurde. Die Zusammensetzung des SAPD-

PCR-Ansatzes und der Programmablauf sind in den Tabellen 32 und 32 wiedergegeben. Die 

Auswertung erfolgte durch gelelektrophoretische Auftrennung von 7 µL des Ansatzes bei  

50 V für 3 h in einem 1,5 % (w/v) Agarose-Gel. Für jede Bande eines SAPD-Musters wurde 

die Länge mittels der Software Bio1D bestimmt. Zur Entwicklung von Primerpaaren zum 

spezifischen Nachweis einer Gruppe oder Art wurden einzigartige Banden eines Musters aus 

dem 1,5 % [w/v] Agarose-Gel ausgeschnitten und mittels TOPO TA Cloning® Kit (II.2.5) in 

E. coli TOP10-Zellen kloniert. Nach herkömmlicher Amplifikation des Plasmid-Inserts 

mittels Kolonie-PCR (Tab. 34; Programm M13COLON, Tab. 35) wurde dieses sequenziert. 

Anhand der Sequenzinformation wurden Primerpaare zur direkten Amplifikation des 

entsprechenden Fragmentes entworfen und deren Spezifität mittels PCR aus Fermenter- und 

Kultur-DNA-Extrakten verifiziert. 
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Tab. 32: Reaktionsansatz zur SAPD-PCR. 

Komponente Volumen [µL] 

Reinstwasser (steril) 13,3 
High Yield Buffer1)    2,5 
DNA-Extrakt 5 
Primer, N-Not (c = 50 µM) 1 
MgCl2 (20 mM)   22) 
dNTP-Mix (c = 10 mM pro dNTP)1) 1 
Taq DNA-Polymerase (c = 5 U µL-1)1)   0,2 
1Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
2Die MgCl2-Gesamtkonzentration bezogen auf einen 25 µL-Ansatz betrug 4 mM 
 
Tab. 33: SAPD-PCR-Temperaturprogramm. 

Phase T [°C] Dauer t [s] Zyklen 
initiale Denaturierung 95 300 1 

Denaturierung  94 60 1 

351) 

Hybridisierung  35  60 1 
Rampe (+0,5°C/Zyklus)  35 - 42,5 12 15 

Hybridisierung II 42,5 60 1 
Rampe II (+1,5°C/Zyklus) 42 - 70,5 12 19 

Elongation  72 300 1 
finale Elongation 72 600 1 

135faches Durchlaufen der Schritte von der Denaturierung über die Hybridisierungsphasen 
und Rampen bis hin zur Elongation 
 
Tab. 35: Reaktionsansatz zur Kolonie-PCR-Amplifikation von Inserts aus dem Vektor 
pCR®4 TOPO® mittel des M13-Primerpaares. Als DNA-Template wurde eine Kolonie von 
Platte gepickt und dem Ansatz zugegeben. Temperaturprogramm  

Komponente Volumen [µL] 

Reinstwasser (steril) 38,8 
High Yield Buffer1)    5,0 
Primer, M13f (c = 10 pM) 1 
Primer, M13r (c = 10 pM) 1 
MgCl2 (20 mM)   22 
dNTP-Mix (c = 10 mM pro dNTP)1)  1 
Taq DNA-Polymerase (c = 5 U µL-1)1)   0,2 
1 PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen  
2Die MgCl2-Gesamtkonzentration bezogen auf einen 50 µL-Ansatz betrug 2 mM 

Tab. 36: Temperaturprogramm M13COLON zur Insert-Amplifikation aus pCR®4 
TOPO®-haltigen Zellsuspensionen per  Kolonie-PCR. 

Phase T [°C] Dauer t [s] Zyklen 
initiale Denaturierung 95 900 1 

Denaturierung I 94 60 
34 Hybridisierung I 58 60 

Elongation I 72 100 
finale  Elongation 72 600 1 
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II.2.8 SAPD-abgeleitete Direkt-PCR zur Detektion von Eigenisolaten der Gattung 

Methanobacterium sp. in DNA-Extrakten aus Kulturen und BGA-Fermenterproben 

Parallel zur Detektion von Mikroorganismen der Gattung Methanobacterium sp. mittels der 

FISH-Technik (siehe II.2.6) wurde im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit ein 

Nachweissystem auf Basis einer Direkt-PCR erstellt. Dieses ermöglicht den schnellen 

Nachweis der entsprechenden Eigenisolate in DNA-Extrakten von Kulturen und BGA-

Probenmaterial durch partielle Amplifikation eines Fragmentes der A-Not-SAPD-Muster 

(03Mbf, siehe III.5.4) der Zielspezies. Die hergeleiteten Primersequenzen, deren 

Eigenschaften (Tab. 36) und die eingesetzten PCR-Programme (Tab. 37, 38) seien 

vorbereitend auf die genauere Erläuterung im Ergebnisteil bereits hier aufgeführt. Der 

Reaktionsansatz war bis auf die an den Ausgangsextrakt angepassten Template-DNA-

Volumina identisch zu demjenigen zur 16S rRNA-Gen-Amplifikation (Tab. 18). 

Tab. 36: Oligonukleotid zur partiellen Amplifikationen des 03Mbf-Fragments von 
Methanobacterium sp.-Eigenisolaten und des Typstammes Mb. formicicum MFT.  

Name Sequenz (5'→ 3') Länge TM [°C] GrößeAmplifikat [bp] 

03CMbf CCG CAT AAT TCA GGT GGA 18-mer 53,8 
324 

03AMbr CGC ACT CAG TTT GAG AGA 18-mer 53,8 

03DMbr ATC CCC ACC ATC ACC AT 17-mer 52,4   2911) 
1Amplifikatgröße bezieht sich auf eine PCR in Paarung mit dem „forward“- Primer 03CMbf 

Tab. 37: Temperaturprogramm TESTMBFR zur partiellen Amplifikation des A-Not-
Fragments 03Mbf aus Kulturproben-DNA. Templatevolumen 3 µL auf 50 µL Ansatz.  

Phase T [°C] Dauer t [s] Zyklen 
initiale Denaturierung 95 300 1 

Denaturierung I 95 60 
30 Hybridisierung I 55 60 

Elongation I 72 60 
finale  Elongation 72 300 1 

 

Tab. 38: Temperaturprogramm TESTMBFR zur partiellen Amplifikation des A-Not-
Fragments 03Mbf aus Fermenterproben-DNA. Templatevolumen 6 µL auf 50 µL Ansatz. 

Phase T [°C] Dauer t [s] Zyklen 
initiale Denaturierung 95 300 1 

Denaturierung I 94 60 
30 Hybridisierung I 56 60 

Elongation I 72 201) 
finale  Elongation 72 150 1 

1Aufgrund der Verkürzung der Elongationszeit war eine partielle Amplifikation des 16S 
rRNA-Gens mittels des Met86f/Met1340r-Primerpaarung nicht zeitgleich möglich.
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Kapitel III - Ergebnisse 

III.1 DNA-Extraktion aus BGA-Fermentersubstrat und Flüssigkulturen 

Als Grundlage für den kultivierungsunabhängigen Ansatz zur Erfassung der Biodiversität 

methanogener Archaea in NawaRo-BGA musste ein zuverlässiges und mit downstream-

Anwendungen wie der PCR kompatibles Protokoll zur DNA-Extraktion aus Fermenter-

substrat vorliegen. Dementsprechend stellte die DNA-Extraktion und -Aufreinigung den 

limitierenden Schritt für alle molekularbiologischen Untersuchungen dar. Die Verwendung 

der unter II.2.1 und II.2.2 aufgeführten DNA-Extraktionsprotokolle bzw. Reaktionskits für die 

Routineextraktion genomischer DNA ist Ergebnis einer Testreihe verschiedener klassischer 

DNA-Fällungsprotokolle und Reaktionskits unterschiedlicher Hersteller und Anwendungs-

gebiete. Die Etablierung des unter II.2.1 angegebenen Protokolls zur klassischen DNA-

Fällung erfolgte auf Grundlage von Vorschriften von Klocke et al., (2007), Nettmann et al. 

(2008), und Zhou et al. (1996). Es erlaubte die Gewinnung von DNA-Extrakten auch aus 

kleinen Volumina der komplexen, viskosen und an Polymeraseinhibitoren reichen Matrix. Es 

stellte sich jedoch als recht zeitintensiv heraus. Weiterhin war der auf diese Weise gewonnene 

DNA-Extrakt aufgrund eines unzureichenden Reinheitsgrades oder zu geringer DNA-

Konzentration nicht immer als Template für eine Amplifikation des 16S rRNA-Gens 

geeignet. Daher wurde zur Verarbeitung großer Probenmengen nach einer Kit-Lösung für 

diesen Anwendungsbereich gesucht. Insbesondere mit Reaktionskits zur DNA-Extraktion aus 

Boden- und Stuhlproben gelang eine schnelle und zuverlässige Aufreinigung der DNA aus 

der vorliegenden Matrix. Zur Beurteilung der Produkte verschiedener Hersteller wurden 

Zeitaufwand, das für eine erfolgreiche Standard-Amplifikation des 1254 bp-Fragmentes des 

16S rRNA-Gens nötige Minimalvolumen und die Bandenstärke per Agarose-GE beurteilt 

(II.2.3.1, Abb. 30). Da das oben beschriebene GeneMATRIX Stool Purification Reaktionskit 

(EURx Ltd., Gdansk, Polen) in Bezug auf die Kriterien mit einem Minimal-Einsatzvolumen 

von durchschnittlich 0,5 µL des resultierenden Extraktes für die Standard-PCR am besten 

abschnitt und zudem auch auf Flüssigkulturen von archaeellen Mikroorganismen anzuwenden 

war, wurde diese Lösung neben dem Protokoll zur DNA-Fällung (mindestens 5 µL des 

Extraktes benötigt) beibehalten. 
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III.2 Biodiversität methanogener Archaea in ausgewählten NawaRo-Praxis-BGA 

Im Hinblick auf die Entwicklung gattungsspezifischer Strategien zur Isolierung von 

methanogenen Archaea aus BGA-Fermentersubstrat sollte die Populations-Zusammensetzung 

der darin etablierten Biozönose bekannt sein. Daher wurden im Vorfeld der Isolierungs-

arbeiten kultivierungsunabhängige Diversitätsanalysen anhand von Fingerprint-Methoden 

durchgeführt. Dafür wurden mit der BGA Arenrath und BGA Wallhalben zwei der fünf 

beprobten BGA zufällig ausgewählt und Klonbibliotheken auf Basis eines archaeellen 16S 

rRNA-Genfragments erstellt. Durch ARDRA-Restriktionsmusteranalyse wurden die 

erhaltenen Klone Gruppen zugeordnet. Ein Klon jeder Mustergruppe wurde über die 

Sequenzierung des Inserts in Kombination mit in silico-Datenbankanalysen repräsentativ 

identifiziert. Zur Überprüfung der Ergebnisse und für eine übersichtlichere Darstellung der 

Ergebnisse erfolgte abschließend die Durchführung einer Stammbaumanalyse mithilfe einer 

Liste von 16S rRNA-Gensequenzen von Typstämmen methanogener Archaea. 

III.2.1 ARDRA von Fermentersubstrat der BGA Arenrath 

Für die Untersuchung der BGA Arenrath wurde eine Klonbibliothek aus einer Gesamtzahl 

von 37 Klonen erstellt. Aus diesen gingen fünf unterschiedliche Mustergruppen hervor (Abb. 

39).  

 

 

Abb. 39: Restriktionsmustergruppen der ARDRA-Anlayse von BGA Arenrath. Muster-
repräsentative Klone wurden bezüglich ihres 16S rRNA Genfragment-Inserts sequenziert und 
anschließend mit Hilfe von in silico-Datenbanken taxonomisch eingeordnet (Tab. 39). M = GeneRulerTM

DNA-Größenmarker, w/o = ungeschnittenes Fragment, II = Restriktion mit HaeII, III = Restriktion mit 
HaeIII, - = Negativkontrolle. Muster B und E identisch, da hier Klone derselben Mustergruppe als Test 
auf Reproduzierbarkeit restringiert wurden. 
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Nach Sequenzierung je eines repräsentativen Klons wurden die Ergebnisse mit Einträgen in 

den GenBank und EzTaxon Server 2.1-Datenbanken abgeglichen. Dadurch konnten Vertreter 

der drei Gattungen Methanosaeta, Methanobacterium und Methanoculleus in der Klon-

bibliothek nachgewiesen werden (Tab. 39).  

Mit 43,2 % aller ausgewerteten Klone wurde Methanoculleus sp. (Mcu.) als dominante 

Gattung methanogener Archaea detektiert (Abb. 39, Muster „F“). Auf Art-Ebene wurde der 

repräsentative Klon nach Sequenzanalyse als das hydrogenotrophe Archaeon Mcu. bourgensis 

identifiziert. Insbesondere die Restriktion mittels der Endonuklease HaeII ermöglichte eine 

schnelle und charakteristische Unterscheidung der Klone der Gattung Methanoculleus von 

den restlichen Restriktionsmustern der Klonbibliothek-Analyse. Für die hydrogenotrophe 

Gattung Methanobacterium (Mb.) ergaben sich zwei leicht unterschiedliche Restriktions-

muster. Dabei wies das HaeIII-Restriktonsmuster des 16S rRNA-Genfragments des Klons, 

welcher laut Sequenzanalyse Mb. petrolearium zuzuordnen war (Abb. 39, Muster „C“), im 

Vergleich zum HaeIII-Restriktionsmuster von Mb. beijingense (Abb. 39, Muster „B“/„E“) 

eine zusätzliche Bande auf Höhe von etwa 200 bp auf. In beiden Datenbanken ergab sich für 

den zur Mustergruppe C zugehörigen Klon zusätzlich zur Sequenzübereinstimmung mit Mb. 

petrolearium auch eine signifikante Übereinstimmung mit der Sequenz von Mb. kanagiense. 

Mit 18,9 % („B“) bzw. 16,2 % („C“) umfassten beide Mustergruppen einen ähnlichen Anteil 

der Klonbibliothek. Mit 13,5 % aller Klone war das acetoklastische Archaeon Methanosaeta 

concilii (Mst. concilii) in einem geringeren Maße als die Repräsentanten der hydrogeno-

trophen Gattungen vertreten. Charakteristisch für das HaeIII-Restriktionsmuster des Mst. 

concilii-Inserts (Abb. 39, Muster „D“) war eine enge Staffelung kleiner Restriktions-

fragmente unterhalb einer Größe von 200 bp, während alle übrigen Muster auch Banden 

oberhalb dieses Größenmarkers aufwiesen. Eine Stammbaumanalyse zur Berechnung der 

evolutionären Verwandtschaft der Klonsequenzen mit den 16 rRNA-Gensequenzen der 

Typstammliste methanogener Archaea bestätigte weitgehend die durch Sequenzabgleiche mit 

den o.g. Datenbanken erhaltenen, taxonomischen Zugehörigkeiten (Abb. 40). Der zu zwei 

verschiedenen Methanobacterium-Arten zugeordnete Klon C wird darin mit Mb. kanagiense
 

169T gruppiert. Mb. petrolearium Mic5c12T wurde in dem zu dieser Gruppierung 

nächstgelegenen Ast positioniert. 
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Tab. 39: Direkte Identifikation methanogener Archaea aus Fermenterflüssigkeit der BGA Arenrath mittels ARDRA. Ergebnisse der 
Sequenzanalyse nach in silico-Abgleich mit den Datenbanken GenBank und EzTaxon Server 2.1. 

 GenBank Nucleotide collection EzTaxon Server 2.1   

Muster Nächster verwandter (Typ-)Stamm1 [%]2 Nächster verwandter (Typ-)Stamm1 [%]2 
Fragmentlänge 

[bp] 

Anzahl Klone/ 
Umfang 

Klonbibliothek 
[%] 

A NMA3 NMA3 NMA3 NMA3 939 3/37 [8,1] 

B Methanobacterium beijingense 8-2T 98 Methanobacterium beijingense 8-2T 98,0 906 7/37 [18,9] 

C 
Methanobacterium petrolearium Mic5c12T 

Methanobacterium kanagiense 169T 

98 

98 

Methanobacterium petrolearium Mic5c12T 

Methanobacterium kanagiense 169T 

98,0 

97,6 
920 6/37 [16,2] 

D Methanosaeta concilii GP6T 98 Methanosaeta concilii DSM 3013 97,6 904 5/37 [13,5] 

F 
Methanoculleus bourgensis MS2T 

Methanoculleus palmolei DSM4273 

99 

98 
Methanoculleus bourgensis DSM6216 99,7 905 16/37 [43.2] 

1nach Analyse der 16S rRNA-Genfragmentsequenz 
2prozentuale Sequenzidentität des analysierten 16S rRNA-Genfragments mit dem des angegebenen Stamms 
3nichtmethanogenes Archaeon: Sequenzanalyse ergab keine Spezies methanogener Archaea und verblieb insignifikant (< 83 % Übereinstimmung 
mit Stetteria hydrogenophila 4ABCT)  
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Zur Vorbereitung auf folgende ARDRA-Analysen wurden die Längen der einzelnen 

Nukleinsäure-Fragmente eines Restriktionsmusters in silico berechnet (Tab. 40) und mit den 

Migrationsweiten im Gel abgeglichen. Einbezogen wurden diejenigen Typstämme, denen die 

Klone aus der Klonbibliothek zugeordnet wurden, sowie ferner Sequenzen der Typstämme 

Mb. formicicum MFT, Methanosarcina (Msc.) mazei S-6T und Msc. barkeri MST. Mit ge-

ringen Abweichungen stimmten die Voraussagen mit den sichtbaren und unterscheidbaren 

Längen der Fragmentbanden überein. Der Sachverhalt einer im Vergleich zu Muster „B“ bzw. 

Abb. 40: Phylogenetische Einordnung der Klonsequenzen aus der ARDRA-Analyse der BGA 
Arenrath. Positionen der Klongruppenvertreter wurden mit ♦ markiert.  Stammbaum erstellt durch 
die Neighbor-Joining-Methode nach Saitou und Nei, 1987. Die prozentualen Ergebnisse der 
Bootstrap-Analyse aus 1000 Wiederholungen (Felsenstein, 1985) sind über den Ästen angegeben. 
Evolutionäre Distanzen wurden unter Verwendung der Maximum Composite Likelihood-Methode 
(Tamura et al., 2004) mit der Software MEGA5.1 (Tamura et al., 2011) berechnet. Alle 
Positionen, in denen weniger als 50% aller 61 16S rRNA-Gensequenzen der Typstämme 
methanogener Archaea ein Nukleotid enthielten, wurden zuvor aus dem zugrunde liegenden 
Alignment entfernt.    
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„E“ zusätzlichen Bande in Muster „C“ trat in silico ebenso wie in der ARDRA-Analyse auf. 

Die berechnete Länge von 202 bzw. 203 bp befand sich in Übereinstimmung mit der im 

Gellauf beobachteten Migrationsweite des Restriktionsfragments. Ein Fragment mit einer 

Länge von 346 bp, wie es für Mst. concilii errechnet wurde, konnte in Muster „D“ nicht 

gefunden werden. Die Staffelung von Fragmenten unterhalb einer Größe von 200 bp trat 

jedoch auch in der Praxis auf. 

Tab. 40: Resultierende Fragmentlängen des 1254 bp-Amplifikats des 16S rRNA Gens  
verschiedener Typstämme methanogener Archaea nach Restriktion mit den Endo-
nukleasen HaeII und HaeIII. Die zusätzliche Fragmentbande von Mb. petrolearium bzw.   
Mb. kanagiense (Muster C)  im Vergleich zu Mb. beijingense (Muster B/E) ist mit Fettschrift 
markiert. Berechnung mittels CLC Sequence Viewer 6.7.1. 

Mikroorganismus Enzym Fragmentlängen [bp] 

Mb. beijingense 8-2T 
HaeII 1140, 114 
HaeIII 346, 222, 173, 171, 159, 73, 44, 20, 14 

Mb. petrolearium Mic5c12T 
HaeII 1139, 115 
HaeIII 345, 233, 203, 173, 152, 90, 44, 14 

Mb. kanagiense 169T 
HaeII 1139, 115 
HaeIII 346, 233, 202, 173, 152, 90, 44, 14 

Mb. formicicum MFT 
HaeII ---1) 
HaeIII 247, 244, 233, 173, 101, 91, 90, 14 

Mst. concilii GP-6T 
HaeII 1140, 114 
HaeIII 346, 179, 120, 114, 113, 100, 87, 70, 68, 44, 18 

Mcu. bourgensis MS2T 
HaeII 672, 582  
HaeIII 556, 350, 132, 116, 73, 27 

Msc. barkeri MST 
HaeII ---1) 
HaeIII 358, 205, 157, 138, 135, 120, 113, 100, 41  

Msc. mazei S-6T 
HaeII ---1) 
HaeIII 358, 205, 138, 135, 120, 113, 100, 44, 41 

1Keine Restriktionsschnittstelle der Endonuklease HaeII im untersuchten Fragment  



Kapitel III  Ergebnisse 

Seite | 119  
 

III.2.2 ARDRAs von Fermentersubstraten der BGA Wallhalben 

Zur Untersuchung der Biodiversität methanogener Archaea wurde die BGA Wallhalben in 

den Jahren 2010 und 2011 beprobt. Aus diesen Proben erfolgte die Konstruktion zweier 

Klonbibliotheken von 66 (2010) bzw. 46 Klonen (2011) Umfang.  

III.2.2.1 ARDRA der Klonbibliothek aus der Beprobung des Jahres 2010 

Die Restriktionsanalyse der Klonbibliothek des Jahres 2010 zeigte mit 65 von 66 identischen 

Restriktionsfragment-Mustern eine nahezu uniforme Ausprägung. Dieses dominante Muster 

entsprach Muster „F“ aus der ARDRA-Untersuchung der BGA Arenrath (Abb. 41). Die 

Migrationsweite der Fragmentbanden im Agarose-Gel stimmte mit den für HaeII und HaeIII 

berechneten Fragmentlängen von Mcu. bourgensis MS2T überein.  

Das einzige abweichende Muster von Klon 51 wies im Vergleich mit den übrigen Mustern 

einen Unterschied im HaeII-Restriktionsmuster auf. Statt auf Höhe von etwa 600 bp 

(entsprechend dem errechneten Fragment von 582 bp Länge) ergab sich hier eine 

Fragmentbande knapp unterhalb der 500 bp-Bande des DNA-Größenmarkers. Das HaeIII-

Restriktionsmuster verblieb identisch zu dem der restlichen Klone (Abb. 42A). Die 

Sequenzanalyse des 16S rRNA-Genfragments von 500 bp Länge zeigte dennoch eine 

signifikante Sequenzidentität mit den Typstämmen von Mcu. bourgensis bzw. Mcu. palmolei 

(Abb. 42B). 

Abb. 41: Dominantes Restriktionsfragment-Muster nach HaeII/HaeIII-ARDRA der Klon-
bibliothek 2010 der BGA Wallhalben am Beispiel der Klone 18 bis 23. Muster identisch mit dem 
Mcu. bourgensis MS2T zugeordneten Muster F der ARDRA der BGA Arenrath (Abb. 39). M = 
GeneRulerTM DNA-Größenmarker, w/o = ungeschnittenes Fragment, II = Restriktion mit HaeII, III 
= Restriktion mit HaeIII, -- = Negativkontrolle. 
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M w/o II III w/o II III w/o II III w/o II III w/o II III w/o II III -- M 
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III.2.2.2 ARDRA der Klonbibliothek aus der Beprobung des Jahres 2011 

Die Auswertung der 16S rRNA-Genfragmentbibliothek aus der Beprobung der BGA 

Wallhalben im Jahre 2011 mittels ARDRA ergab 4 Mustergruppen aus insgesamt 46 

untersuchten Klonen (Abb. 43). Die Sequenzanalyse repräsentativer Klone ermöglichte mit 

Methanobacterium sp., Methanosarcina sp. und Methanoculleus sp. den Nachweis von 

Vertretern dreier Gattungen methanogener Archaea. Ähnlich der ARDRA der Klonbibliothek 

der BGA Arenrath wurden dabei der Gattung Methanobacterium die zwei leicht 

unterschiedlichen Fragmentmuster „NB“ und „NC“ zugeordnet, die übrigen beiden Gattungen 

waren je einem Muster zuzuführen. Dabei ähnelt das Muster „NC“ dem Muster „D“ der 

Bibliothek aus der Beprobung des Arenrath-Fermenters. Muster „NB“ umfasste 80,4 % aller 

Klone und zeigte signifikante Sequenzidentitäten mit den entsprechenden 16S rDNA-Genen 

der Arten Mb. petrolearium, Mb. kanagiense und Mb. formicicum. Gruppe „NC“ unterschied 

sich im HaeII-Muster durch eine fehlende Restriktion, im HaeIII-Muster durch das Fehlen 

Muster  Nächster verwandter (Typ-)Stamm1) [%]2) 

N51 G
en

B
an

k3)
 

Methanoculleus bourgensis MS2T 

Methanoculleus bourgensis strain Mcu(1) 

98 

98 

E
zT

ax
on

4)
 

Methanoculleus bourgensis MS2T 

Methanoculleus palmolei DSM 4273T 

98,4 

97,4 

Abb. 42: Direktvergleich der Restriktionsmuster der HaeII/HaeIII-ARDRA der Klonbibliothek 
2010 der BGA Wallhalben (A) samt 16S rRNA-Genfragmentanalyse des abweichenden 
Fragmentmusters (B). Klon N51 weist im Vergleich zum bekannten, durch Klon 52 repräsentierten, 
HaeII-Restriktionsmuster ein kleineres Fragment unterhalb von 500 bp auf (Pfeil). Die Sequenzanalyse 
ordnet Klon 51 dennoch Mcu. bourgensis bzw.  Mcu. palmolei zu. M = GeneRulerTM DNA-Größen-
marker, w/o = ungeschnittenes Fragment, II = Restriktion mit HaeII, III = Restriktion mit HaeIII, - = 
Negativkontrolle. 
1nach Analyse der 16S rRNA-Genfragmentsequenz 
2prozentuale Sequenzidentität des analysierten 16S rRNA-Genfragments mit dem des angegebenen 
Stamms. 
3GenBank Nucleotide Collection; 4EzTaxon cloud. 
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einer Bande unterhalb der 300 bp-Marke von Gruppe NB (Doppelpfeil in Abb. 43). „NC“ 

umfasste 13 % aller Klone und wies hohe Sequenzidentitäten mit den Arten Mb. petrolearium 

bzw. Mb. formicicum auf, der Schwellenwert von 97 % als Kriterium für eine Zugehörigkeit 

zu der entsprechenden Art wurde jedoch jeweils knapp verfehlt. Insgesamt stellte damit die 

Gattung Methanobacterium den dominanten Anteil an den detektierten Organismengruppen. 

Auch für Muster „NA“, welches nur einmal im gesamten Bibliotheksumfang gefunden wurde, 

konnte keine eindeutige Zuordnung auf Art-Niveau erstellt werden. Die Sequenzauswertung 

ergab jedoch in beiden Datenbanken eine Ähnlichkeit mit verschiedenen Arten der Gattung 

Methanosarcina. Die in der Vorjahres-Analyse als einzige detektierte Gattung Methano-

culleus wurde in dieser ARDRA nur noch durch zwei Klone (entsprechend 4,3 % des 

Gesamtanteils) repräsentiert. Das mit HaeII erreichte Muster zeigte in Hauptsache die 

Bandengrößen des Klons 51 des Vorjahres, unter Einbezug einer schwächer ausgeprägten 

Bande bildete sich hier jedoch auch wieder das charakteristische Restriktionsmuster der 

restlichen Klone. Die höchste Sequenzidentität ergab sich daher auch mit Mcu. bourgensis 

MS2T, die Artschwelle wurde in diesem Fall jedoch knapp verfehlt. Einen Überblick über die 

Sequenzanalyse der Klonrepräsentanten der angeführten Gruppen bietet Tab. 41. 

Abb. 43: Restriktionsmustergruppen der ARDRA-Anlayse von BGA Wallhalben (Klonbibliothek 
2011). Muster-repräsentative Klone wurden bezüglich ihres 16S rRNA Genfragment-Inserts sequenziert 
und anschließend mit Hilfe von in silico-Datenbanken taxonomisch eingeordnet (Tab. 41). NA, NB, NC 
und ND bezeichnen die vier unterschiedlichen Mustergruppen. Doppelpfeile deuten im Vergleich mit 
Gruppe NB auf die im HaeIII-Muster von Gruppe NC (    ) bzw. NA (       ) fehlende Bande(n). M =
GeneRulerTM DNA-Größenmarker, II = Restriktion mit HaeII, III = Restriktion mit HaeIII.  
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Tab. 41: Direkte Identifikation methanogener Archaea aus Fermenterflüssigkeit der BGA Wallhalben mittels ARDRA der Klonbibliothek 
2011. Ergebnisse der Sequenzanalyse nach in silico-Abgleich mit den Datenbanken GenBank und EzTaxon Server 2.1. 

 GenBank Nucleotide collection EzTaxon Server 2.1   

Muster Nächster verwandter (Typ-)Stamm1   [%]2 Nächster verwandter (Typ-)Stamm1  [%]2 
Fragmentlänge 

[bp] 

Anzahl Klone/ 
Umfang 

Klonbibliothek 
[%] 

NA 

Methanosarcina thermophila TM-1T 

Methanosarcina horonobensis HB-1T 

Methanosarcina acetivorans C2AT 

89 

89 

89 

Methanosarcina thermophila TM-1T 

Methanosarcina mazei Goe1 

Methanosarcina acetivorans C2AT 

95,2 

94,9 

94,8 

1158 1/46 [2,2] 

NB 

Methanobacterium petrolearium Mic5c12T 

Methanobacterium kanagiense 169T 

Methanobacterium formicicum MFT 

98 

98 

97 

Methanobacterium petrolearium Mic5c12T 

Methanobacterium kanagiense 169T
  

Methanobacterium formicicum MFT 

98,5 

98,3 

96,4 

1160 37/46 [80,4] 

NC 
Methanobacterium petrolearium Mic5c12T 

Methanobacterium formicicum FCam 

96 

96 
Methanobacterium petrolearium Mic5c12T  < 94,73 1122 6/46 [13,0] 

ND Methanoculleus bourgensis MS2T 95 Methanoculleus bourgensis MS2T 95,4 1158 2/46 [4,3] 

1nach Analyse der 16S rRNA-Genfragmentsequenz 
2prozentuale Sequenzidentität des analysierten 16S rRNA-Genfragments mit dem des angegebenen Stamms 
3Sequenzierergebnisse dreier verschiedener Klon-Repräsentanten ergaben als Höchstwert 94,7 % Sequenzidentität mit Mb. petrolearium Mic5c12T 
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Der Abgleich der evolutionären Verwandtschaft der Klonsequenzen mit den 16 rRNA-

Gensequenzen der Typstammliste methanogener Archaea im Rahmen einer Stammbaum-

analyse ergab für die dominante Mustergruppe „NB“ eine Positionierung in unmittelbarer 

Nähe zu den Arten, welche durch die Datenbank-Analysen der Klonsequenz zugewiesen 

wurde. Für die übrigen Gruppen, welche unterhalb des Artkriteriums von 97 % 

Sequenzidentität verblieben, ergaben sich leicht abweichende Positionierungen im 

Stammbaum. Die neben NB ebenfalls der Gattung Methanobacterium zugeordnete Gruppe 

„NC“ fand sich innerhalb des Methanobacterium sp.-Clusters wieder, gruppierte jedoch nicht 

mit „NB“ bzw. den Arten Mb. petrolearium, Mb. kanagiense und Mb. formicicum, sondern in 

der Nähe des Diversifizierungspunktes zur Gattung Methanobrevibacter. Die der Gattung 

Methanoculleus zugeordnete Gruppe „ND“ wurde nicht innerhalb der verschiedenen Arten 

positioniert, sondern in direkter Nachbarschaft. Dennoch kommen auf diese Weise alle 

Sequenzen dieser Gattung auf einem Ast zum Liegen und stimmen damit mit den 

Datenbanken überein. Analog wurde der für die Mustergruppe „NA“ repräsentative Klon 

innerhalb der Ordnung Methanosarcinales nicht innerhalb der Gattung Methanosarcina 

eingeordnet. Er befand sich jedoch mit Sequenzen der Gattungen Methanomethylovorans und 

Methanosarcina auf einem Ast und war somit klar von Methanosaeta sp.- Sequenzen 

abzugrenzen. Insgesamt wurden alle Klonsequenzen der Restriktions-mustergruppen 

voneinander unterschieden und in die Nähe der jeweils vorausgesagten Gattungen 

eingeordnet. Für Klon „NB“ gelang die Zuordnung auch auf Art-Ebene (Abb. 44). 
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Abb. 44: Phylogenetische Einordnung der Klonsequenzen aus der ARDRA-Analyse der BGA 
Wallhalben. Positionen der Klongruppenvertreter wurden mit ♦ markiert.  Stammbaum erstellt durch 
die Neighbor-Joining-Methode nach Saitou und Nei, 1987. Die prozentualen Ergebnisse der 
Bootstrap-Analyse aus 1000 Wiederholungen (Felsenstein, 1985) sind über den Ästen angegeben. 
Evolutionäre Distanzen wurden unter Verwendung der Maximum Composite Likelihood-Methode 
(Tamura et al., 2004) mit der Software MEGA5.1 (Tamura et al., 2011) berechnet. Alle Positionen, 
in denen weniger als 50 % aller 61 16S rRNA-Gensequenzen der Typstämme methanogener Archaea 
ein Nukleotid enthielten, wurden zuvor aus dem zugrunde liegenden Alignment entfernt. 
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III.3 Untersuchung der Biodiversität methanogener Archaea mittels Denaturierender 

Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) 

Ergänzend zum Erstellen von Klonbibliotheken und deren Analyse mittels ARDRA (siehe 

III.2) wurde die Biozönose archaeeller Mikroorganismen in BGA-Reaktoren unter Einsatz 

der denaturierenden Gradienten-Gelelektrophorese untersucht. Auf diese Weise sollte eine 

Überprüfung der aus den ARDRA-Experimenten gewonnenen Erkenntnisse sowie ein 

vertiefender und vervollständigender Überblick über die Präsenz  methanogener Archaea in 

diesen Habitaten gewonnen werden. 

III.3.1 Vergleich der archaeellen Population in Fermenter und Nachgärer 

Zu Beginn der Untersuchungen wurde der Frage nachgegangen, ob sich die archaeelle 

Population in Fermenter und Nachgärer einer BGA signifikant unterscheidet. Dazu wurden 

die entsprechenden Reaktoren der BGA Arenrath, Niederweiler, Obere Blies und Kaschen-

bach beprobt und per DGGE der 16S rRNA-Genfragmente in einem Gradienten von 30 % � 

70 % der denaturierenden Agenzien Formamid und Harnstoff analysiert. Der Lauf ist in Abb. 

45 widergegeben.  
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Abb. 45: DGGE von Nachgärer- (N) und 
Fermenterproben (F) aus vier NawaRo-
Biogasanlagen. Amplifikation eines 16S rRNA-
Genfragments mit sukzessiver Auftrennung nach 
GC-Gehalt in einem 30 % � 70 %-denaturie-
renden Gradienten. Die in allen Proben 
detektierte Bande (    ) wurde sequenziert und 
ausgewertet. � = BGA Arenrath,  � = BGA 
Niederweiler, � = BGA Obere Blies, � = BGA 
Kaschenbach. 
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Nach der Gelelektrophorese konnte für jede getestete BGA ein eigenes Bandenmuster 

detektiert werden. Dabei zeigte sich jeweils eine Übereinstimmung des Bandenmusters von 

Fermenter und Nachgärer einer Anlage, woraus auf eine Identität der vorliegenden und 

detektierten archaeellen Population innerhalb dieser Reaktionsräume geschlossen werden 

kann. Es konnten Banden ausgemacht werden, welche auf identischer Höhe über alle 

getesteten Anlagen hinweg in den entsprechenden Spuren zum Liegen kamen. Banden 

identischer Migrationsweite wichen teilweise in ihrer Intensität zwischen den verschiedenen 

BGA-Proben voneinander ab. Die Staffelung der DNA-Banden umfasste dabei nicht das 

vollständige Spektrum des Gradienten, sie wurden vielmehr in Bereichen geringerer 

Konzentrationen denaturierender Agenzien lokalisiert. Dadurch folgten die einzelnen Banden 

teils sehr dicht aufeinander, was die sowohl die Differenzierung, als auch die Exzision zwecks 

Sequenzierung erschwerte. Eine in Bezug auf ihre Intensität dominante Bande, welche in den 

BGA Niederweiler, Obere Blies und Kaschenbach detektiert wurde, konnte für jede Anlage 

ansequenziert werden. Sie war auch in den Spuren der Anlage Arenrath vorhanden, die 

Bandenstärke unterschied sich hier jedoch nicht signifikant von der anderer Banden des 

Musters. Die Auswertung des Elektropherogramms der jeweiligen Sequenzierungsläufe zeigte 

teilweise unsichere Nukleotidpositionen, welche vor dem Datenbankabgleich mit einem 

Platzhalter für ein beliebiges der vier Nukleotide versehen wurden. Der Abgleich von 316 bp 

der sichersten Sequenz (eine unsichere Position) dieser repräsentativen Bande aus der Spur 

der BGA Obere Blies ergab eine Sequenzidentität von 99 % (GenBank) bzw. 99,32 % 

(EzTaxon-e cloud) mit Mcu. bourgensis MS2T. Weitere signifikante Übereinstimmungen 

fanden sich in beiden Datenbanken für weitere Stämme von Mcu. bourgensis sowie für die 

Arten Mcu. submarinus, Mcu. receptaculi, Mcu. marisnigri und Mcu. chikugoensis. Die 

Sequenzierergebnisse von Banden, welche sich in der Elektrophorese oberhalb dieser 

Methanoculleus sp.-Bande positionierten, wiesen viele unsichere Nukleotide auf und wurden 

aus diesem Grunde nicht für weitere taxonomische Zuordnungen herangezogen. 

III.3.2 DGGE-Analyse von Fermenterproben mit eingeschränkter Gradientenspanne 

Zur Vermeidung einer engen Staffelung der DNA-Banden eines DGGE-Musters erfolgten 

folgende DGGE-Experimente in einem auf 40 bzw. 45 % � 60 % angepassten Gradienten. 

Dadurch sollte über eine Spreitung der Migrationsweiten eine bessere Unterscheidung und 

treffendere Auswertung ermöglicht werden. Aufgrund der Identität der Muster von Fermenter 

und Nachgärer in der vorangegangenen DGGE konzentrierten sich weitere Experimente 

vorwiegend auf DNA-Extrakte aus Fermentersubstrat der BGA. 
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III.3.2.1 Referenzgestützte DGGE-Analysen von BGA-Fermenterproben  

DNA-Extrakte aller fünf in dieser Arbeit beprobter NawaRo-BGA wurden in einem DGGE-

Lauf einander gegenübergestellt. Als interne Kontrolle sollten mitgeführte Referenzen für 

jede im Rahmen der ARDRA-Analysen detektierten Gattungen eine schnelle Zuordnung von 

DNA-Banden in Ergänzung zu Sequenzierungsansätzen erlauben. In diesem Versuch wurden 

dafür die DNA-Extrakte der Typstämme von Mb. formicicum MFT und Mcu. bourgensis 

MS2T neben denjenigen als Msc. mazei und Mst. concilii identifizierten Eigenisolaten (s.u.) 

eingesetzt (Abb. 46). Eine tabellarische Übersicht über die Sequenzierergebnisse der DNA-

Banden der im Folgenden beschriebenen DGGE-Analyse bietet Tab. 42. 
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Abb. 46: DGGE von Fermenterproben im Direktvergleich mit 
Referenzorganismen. Auftrennung von 16S rRNA-Genfragmenten
nach GC-Gehalt in einem 40 % � 60 %-denaturierenden Gradienten.
MS2T = Mcu. bourgensis MS2T, NieKK = Msc. mazei Eigenisolat, 
Mst1.3 = Mst. concilii Eigenisolat, MFT = Mb. formicicum MFT, � = 
BGA Arenrath, � = BGA Niederweiler, � = BGA Obere Blies, � = 
BGA Kaschenbach, � = BGA Wallhalben, -- = unbelegte Freispur. 
Nummerierte Pfeile (    ) bezeichnen die sequenzierte DNA-Banden 
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In diesem Lauf ergab sich für alle Spuren eine längere Migrationsweite als in der unter III.3.1 

angegebenen DGGE. Die DNA-Banden mit der größten Migrationsweite positionierten sich 

innerhalb des 40 % � 60 %-Gradienten nach etwa ¾ der Gellänge. In diesem Bereich war die 

Staffelung noch immer eng, eine Unterscheidung sowie die Zuordnung von DNA-Banden zu 

den mitgeführten Referenzen war jedoch möglich. Im Vergleich zu der oben aufgeführten 

DGGE traten hier weniger Banden innerhalb einer Spur auf, im Extremfall der BGA 

Wallhalben (�) konnte nur Bande 4 (Abb. 46) detektiert werden. Diese befand sich auf 

identischer Höhe mit dem mitgeführten Typstamm Mcu. bourgensis MS2T. Per Sequenzier-

ung konnte die Zugehörigkeit zu dieser Art bestätigt werden (Tab. 42). Im Extrakt der BGA 

Obere Blies (�) konnten drei Banden detektiert und aufgrund ihrer deutlich unterschiedlichen 

Migrationsweite unterschieden werden. Während die oberste Bande 1 keiner der Referenzen 

entsprach, kam Bande 2 auf der Höhe von Mb. formicicum MFT, Bande 3 etwas unterhalb der 

Höhe des Mst. concilii-Eigenisolats Mst1.3 zum liegen. Bande 2 konnte nach der Sequenz-

analyse verschiedenen Arten der Gattung Methanobacterium signifikant zugeordnet werden, 

auch für Bande 3 ergab sich entsprechend der beobachteten Migrationsweite eine 

Sequenzidentität von 97,86 % mit dem 16S rRNA-Genfragment von Mst. concilii GP-6T. 

Bande 1 wurde Methanospirillum hungatei JF-1T zugewiesen und bezeichnete im Rahmen 

dieser Arbeit den ersten Hinweis auf diese Art. Diese Bande konnte auch in der Probe der 

BGA Kaschenbach (�) nachgewiesen werden. Die dominante Bande befand sich hier jedoch 

auf Höhe der oben beschriebenen Bande 4 sowie der entsprechenden Referenzbande von Mcu. 

bourgensis MS2T. Auch hier konnte das Ergebnis über die Sequenzanalyse bestätigt werden. 

Im Fall der BGA Niederweiler (�) konnte dagegen eine schwache Bande mit identischer 

Laufweite zu Bande 2 neben der dominanten Bande 5 detektiert werden. Letztere positionierte 

sich knapp oberhalb der unteren Bande der Msc. mazei-Referenz NieKK, jedoch noch 

unterhalb der Referenz Mst1.3. Die Sequenzanalyse ergab hier eine Zuweisung zur Gattung 

Methanosarcina sp. mit signifikanter Übereinstimmung zu den Arten Msc. thermophila, Msc. 

vacuolata und Msc. horonobensis. Die Ausbildung einer Doppelbande im Eigenisolat NieKK 

ist reproduzierbar und unterscheidet dieses vom Typstamm. Dennoch konnte die obere Bande 

ebenso signifikant Msc. mazei zugeordnet werden und ist damit nicht auf eine Kontamination 

zurückzuführen. Die Probe der BGA Arenrath (�) zeigte eine Doppelbande. Die untere 

Bande (Bande 7) positionierte sich dabei etwas oberhalb derjenigen, welche Mcu. bourgensis 

zugeordnet wurden und ergab eine Sequenzidentität von 98,32 % mit Mcu. 

hydrogenitrophicus HCT. Die obere Bande positionierte sich auf Höhe der Bande 5 (Msc. 

mazei bzw. Msc. thermophila). 
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Tab. 42: 16S rRNA-Gensequenzanalyse der per DGGE aufgetrennten DNA-Banden aus BGA-Fermenterinhalt.  Zum Gel-Lauf vgl. Abb. 46 

Bande BGA (Spur) Übereinstimmung mit (Ez Taxon Server 2.1) %1) Fragmentlänge [bp] 

1 Obere Blies (�) Methanospirillum hungatei JF-1T 98,67 319 

2 Obere Blies (�) 

Methanobacterium kanagiense 169T 99,11 

347 Methanobacterium petrolearium Mic5c12T
 99,68 

Methanobacterium formicicum MFT 97,122) 

3 Obere Blies (�) Methanosaeta concilii GP-6T 97,6 327 

4 Wallhalben (�) 

Methanoculleus bourgensis MS2T 100 

335 Methanoculleus marisnigri JR1T 97,91 

Methanoculleus receptaculi ZC2T 97,373) 

5 Niederweiler (�) 

Methanosarcina thermophila DSM1825T 97,86 

342 Methanosarcina horonobensis HB-1T 97,36 

Methanosarcina vacuolata DSM1232T 97,07 

6 Kaschenbach (�) 

Methanoculleus bourgensis MS2T 100 

338 Methanoculleus marisnigri JR1T 97,93 

Methanoculleus receptaculi ZC2T 97,402 

7 Arenrath (�) 

Methanoculleus hydrogenitrophicus HCT 98,32 

305 Methanoculleus bourgensis MS2T 98,28 

Methanoculleus chikugoensis MG62T 97,653) 
1prozentuale Sequenzidentität des analysierten 16S rRNA-Genfragments mit dem des angegebenen Stamms.  
2geringste noch signifikante Sequenzidentität verschiedener Methanobacterium sp.-Arten. 
3geringste noch signifikante Sequenzidentität verschiedener Methanoculleus sp.-Arten.   
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In einer folgenden DGGE-Analyse wurde der Einfluss einer weiteren Reduzierung der 

Spanne des Konzentrationsgradienten von 40 % � 60 % auf 45 % � 60 % anhand eines 

frischen DNA-Extraktes aus Fermentersubstrat der BGA Arenrath getestet. Dabei wurden 

zwei PCR-Ansätze aus diesem Extrakt vereinigt und anschließend aufgereinigt, um nach 

Elution im üblichen Volumen eine Aufkonzentrierung zu erreichen. Als Referenzorganismen 

dienten sowohl die Typstämme Mcu. bourgensis MS2T, Msc. mazei S-6T,  Msc. barkeri MST, 

Methanomethylovorans (Mmv.) thermophila L2FAWT, Mmv. hollandica DMS1T, Mb. for-

micicum MFT als auch Eigenisolate methanogener Archaea (s.u.). Als Referenz für Mst. 

concilii diente, neben dem Eigenisolat Mst1.3, der Stamm FE. Auch in diesem Fall erfolgte 

die Migration nicht über die gesamte Gellänge hinweg, vielmehr verblieben die DNA-Banden 

spätestens nach der Hälfte des Konzentrationsgradienten auf ihren Positionen (Abb. 47).  
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Abb. 47: DGGE-Analyse der BGA Arenrath im Vergleich mit 
Referenzstämmen im eingeengten Konzentrationsgradienten. Auftrennung 
von 16S rRNA-Genfragmenten nach GC-Gehalt in einem 45% � 60%-
denaturierenden Gradienten. � = BGA Arenrath, 1MS2T = Mcu. bourgensis

MS2T, NeuF4.5 = Eigenisolat Mcu. bourgensis, 2S-6T = Msc. mazei S-6T, NieKK 
= Eigenisolat Msc. mazei, 3MST = Msc. barkeri MST, 4FE =  Mst. concilli FE, 
Mst1.3 = Eigenisolat Mst. concilii, 5L2FAWT = Mmv. thermophila L2FAWT, 
6DMST = Mmv. hollandica DMS1T, 7MFT = Mb. formicicum MFT. Nummerierte 
Pfeile (     ) bezeichnen die sequenzierte DNA-Banden, ein grauer Pfeil (    ) 
markiert eine Artefaktbande. 
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Auch in diesem DGGE-Verlauf konnte eine Auftrennung der mitgeführten Referenzstämme 

und Eigenisolate erreicht werden. Dabei kamen die Eigenisolate stets auf derselben Höhe wie 

der korrelierte Referenzstamm zu liegen. Insgesamt konnte eine größere Bandenvielfalt für 

den Extrakt der BGA Arenrath (�, Abb. 47) als in der voran aufgeführten DGGE ausgemacht 

werden. Wie in dieser ergab sich auch im 45 % � 60 %-Gradienten eine Doppelbande am 

Ende der Laufspur der Fermenterprobe. Hier bewirkte der Gradient einen deutlicheren Ab-

stand zwischen den beiden Banden und ermöglichte so deren Sequenzierung. Der in silico-

Abgleich mit den Datenbanken EzTaxon Server 2.1 und GenBank ergab mit 97,9 % bzw.  

98 % signifikante Sequenzidentitäten mit Mst. concilii GP-6T für Bande 2. Diese positionierte 

sich im Gel zwischen den Referenzbanden von Mst. concilii FE und Msc. barkeri MST. Im 

Falle der tiefer liegenden Bande 3, welche im Gel ein identisches Migrationsverhalten zur 

Referenzbande von Mcu. bourgensis MS2T aufwies, konnte die Zuordnung zu diesem 

Typstamm auch über die Sequenzidentitäten verifiziert werden. Oberhalb von Bande 2 war 

eine schwache Bande auf Höhe der oberen Bande des Msc. mazei-Eigenisolats erkennbar. 

Eine Sequenzanalyse war hier jedoch nicht möglich. Im Gegensatz zu der Fermenterprobe des 

Laufs im 45 % � 60 %-Gradienten konnte ferner eine Bande oberhalb der Mb. formicicum 

MFT-Referenz festgestellt werden. Die Sequenzanalyse für diese Bande 1 ermöglichte eine 

signifikante Zuordnung (98,2 % bzw. 99% Sequenzidentität) zum Taxon Msp. hungatei JF-1T, 

ähnlich, wie es zuvor für die BGA Obere Blies und Kaschenbach detektiert wurde (Abb. 46).  

Tabelle 43 bietet einen Überblick über die Ergebnisse der beschriebenen Sequenzanalysen.  

           

Tab. 43: 16S rRNA-Gensequenzanalyse von DNA-Banden aus einer DGGE-Auf-
trennung im 45 % � 60 %-Gradienten denaturierender Agenzien. Die Positionen der 
DNA-Banden im Vergleich mit Referenzstamm-Banden sind in Abb. 47 widergegeben. 

Bande Nächster verwandter (Typ-)Stamm Sequenzidentität [%] Sequenzlänge [bp] 

1 Methanospirillum hungatei JF-1T 
991) 

343 
98,22) 

2 Methanosaeta concilii GP-6T 
981) 

349 
97,92) 

3 Methanoculleus bourgensis MS2T 
991) 

332 
1002) 

1nach GenBank Nucleotide collection 
2nach EzTaxon Server 2.1                        
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In allen Spuren konnte eine Bande auf Höhe der Mb. formicicum MFT-Referenz ausgemacht 

werden (grauer Pfeil in Abb. 47). Durch den Umstand, dass diese Bande sowohl in Proben 

der DSMZ-Typstämme, als auch in den Eigenisolaten vorkam und zuvor auch nicht im 

Extrakt der BGA Arenrath detektiert wurde, wurde diese als Ladeartefakt deklariert. Keine 

folgende DGGE bzw. PCR ergab eine erneute Detektion dieses DNA-Fragments. 

 

B) Isolierung und Charakterisierung methanogener Archaea aus NawaRo-

Biogasanlagen 

III.4 Isolate methanogener Archaea aus landwirtschaftlichen NawaRo-Biogasanlagen 

Der Hauptteil der vorliegenden Arbeit beschäftigte sich mit der Frage nach der Isolierbarkeit 

methanogener Archaea aus laufenden Praxis-BGA auf NawaRo-Basis. Aufgrund ihrer 

Detektion in den im Rahmen dieser Dissertationsarbeit beprobten BGA durch die 

kultivierungsunabhängigen Methoden (III.2 und III.3) wurden Strategien zur Isolierung von 

Mikroorganismen der Gattungen Methanobacterium, Methanoculleus, Methanosarcina und 

Methanosaeta erarbeitet (II.1.11) und angewandt. 

III.4.1 Isolate von Mikroorganismen der Gattung Methanobacterium  

Die Isolierung methanogener Archaea aus der hydrogenotrophen Gattung Methanobacterium 

gelang insbesondere durch Anwendung der Technik des anaeroben Ausplattierens verdünnter 

Anreicherungskulturen mit nachgeschalteter Verdünnungsreihe in Flüssigmedien oder direkt 

aus unverdünnten Anreicherungskulturen durch dekadische Verdünnungen in Flüssigmedien 

mit sukzessiver Wiederholung ausgehend von der höchsten noch bewachsenen Verdünnungs-

stufe (Abb. 48). Abschließende Tiefagar-Verdünnungen sicherten die Reinheit der Kultur. 

Abb. 48: Methanobacterium-Isolate sortiert nach Isolierungsstrategie. Ausgehend von einer 
Anreicherungskultur wurden Isolate Mb1 und Mb4 nach anaerobem Ausplattieren (oben), die übrigen 
Isolate durch serielle Verdünnung gewonnen (unten). Vgl. II.1.10. 
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Auf diese Weise konnten, ausgehend von Beprobungen der BGA Obere Blies (Isolat Mb1), 

Niederweiler (Isolate Mb2, Mb3, Mb4), Arenrath (Mb5, Mb6 und Mb7) und Kaschenbach 

(Mb8, Mb9 und Mb10), zehn Isolate erstellt werden. Morphologisch charakterisiert sind 

sämtliche Isolate als kurze bis mittellange Stäbchen von etwa 2 - 15 µm Länge in teils 

kettenartiger Organisation (Abb. 49A). Die fluoreszenzmikroskopische Unter-suchung zeigte 

die typische blau-grüne Eigenfluoreszenz methanogener Archaea nach Anregung mit einer 

Wellenlänge von λ = 420 nm. Makroskopisch zeigte sich die Ausbildung einer gleichmäßigen 

Suspension in Flüssigkultur (Abb. 49B). Mit Zunahme der Zelldichte ging eine verstärkte 

Kettenbildung einher (Abb. 49C, D). Bei genügend hohem Organismen-titer in Batchkulturen 

bildeten sich zudem auch unter kontinuierlichem Schütteln Aggregate von hoher Zelldichte, 

welche mit dem Auge sichtbar waren (Abb. 49D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 49: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen exemplarischer Methanobacterium-Isolate. 
Übersicht über die Organisationsformen des Mb. formicicum-verwandten Isolats Mb8. Stäbchen als 
Einzelzelle (unten), in Ketten aus zwei (Mitte) und vier Organismen (oben)(A). Isolat Mb1 in frühem (B) 
und mittleren Wachstumsstadium (C). Ausschnitt aus einem Zellaggregat aus späten Wachstumsstadien 
mit hohen Zelltitern des Isolats Mb6. Der Bildeinschub bietet eine Übersicht über ein globuläres 
Zellaggregat von Isolat Mb4 (D). Maßstab entspricht 5 µm.  

C D 

A B 
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In Stadien früher Anreicherungskulturen zeigte sich wiederholt die Assoziation stäbchen-

förmiger methanogener Archaea an partikuläres Pflanzenmaterial (Abb. 50). Alle Isolate 

wuchsen unter Nutzung der H2/CO2-Atmosphäre bei einer Temperatur von 39 °C. Die 

taxonomische Einordnung der Isolate erfolgte durch Sequenzierung eines 1254 bp langen 

Fragmentes des 16S rRNA-Gens mit anschließendem Datenbankabgleich. Danach wiesen alle 

Isolate eine signifikante Übereinstimmung von ≥ 98 % mit Mb. formicicum MFT auf.  

Tabelle 44 fasst Sequenzierergebnisse, Morphologien und getestete Substrate der Isolate 

zusammen. 

Tab. 44: Charakterisierung von Mb. formicicum-verwandten Isolaten aus landwirt-
schaftlichen NawaRo-BGA. 

  Isolat 
  [GenBank]1  Zellmorphologie 

getestetes 
Substrat 

Identität   
     [%]2 

Fragment- 
länge [bp]3 

Isoliert 
aus BGA4 

Mb1 
[JN205052] 

stäbchenförmig, autofluoreszierend H2/CO2 98 922 � 

Mb2 
[JN205053] 

stäbchenförmig, autofluoreszierend H2/CO2 98 927 � 

Mb3 
[JN205054] 

stäbchenförmig, autofluoreszierend H2/CO2 98 958 � 

Mb4 
[JN205055] 

stäbchenförmig, autofluoreszierend H2/CO2 98 354 � 

Mb5 
[JN205056] 

stäbchenförmig, autofluoreszierend H2/CO2 98 899 � 

Mb6 
[JN205057] 

stäbchenförmig, autofluoreszierend H2/CO2 98 959 � 

Mb7 
[JN205058] 

stäbchenförmig, autofluoreszierend H2/CO2 98 959 � 

 

A B 

Abb. 50: Anheftung von Methanobacterium-Isolat Mb6 an partikuläres Pflanzenmaterial. Hellfeld-
(A) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (B) von frühen Anreicherungskulturen aus BGA-
Reaktorsubstrat mit mod. Medium DSM287F. Maßstab entspricht 5 µm. 
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Tab. 44 (Fortsetzung):  

  Isolat 
  [GenBank]1  Zellmorphologie 

getestetes 
Substrat 

Identität 
     [%]2 

Fragment- 
länge [bp]3 

Isoliert 
aus BGA4 

Mb8 
[JN205059] 

stäbchenförmig, autofluoreszierend H2/CO2 99 929 � 

Mb9 
[JN205060] 

stäbchenförmig, autofluoreszierend H2/CO2 98 983 � 

Mb10 
[JN205061] stäbchenförmig, autofluoreszierend H2/CO2 98 979 � 

III.4.2 Isolat Methanosarcina mazei NieKK  

Die Isolierung von Organismen der Gattung Methanosarcina (Msc.) gelang durch die 

Durchführung sukzessiver Verdünnungsreihen ausgehend von der direkten Reaktorsubstrat-

Animpfung von Minimalmedium mod. DSMZ318P mit Methanol als einziger Energiequelle 

(Abb. 27). Das aus einer Beprobung der BGA Niederweiler resultierende Isolat NieKK zeigte 

jedoch auch Wachstum in mod. Medium DSMZ287P unter H2/CO2-Atmosphäre sowie unter 

N2-Atmosphäre in mod. DSMZ318, in welchem Methanol durch Mono- bzw. Dimethylamin 

ersetzt wurde. Auch auf Acetat wurde Wachstum beobachtet. Die Wachstumstemperatur 

betrug unter den angegebenen Kulturbedingungen 39 °C. In fluoreszenzmikroskopischen 

Untersuchungen konnte für das Isolat die für methanogene Archaea typische Autofluoreszenz 

verifiziert werden (Abb. 51). Morphologisch ist Isolat NieKK durch seine Wuchsform in 

Zellpaketen von etwa 2,5 bis 5 µm Durchmesser charakterisiert. Dabei verbleiben die Zellen 

nach dem Teilungsprozess räumlich miteinander assoziiert. Charakteristisch ist zudem die 

Bildung ausgedehnter Zellaggregate, welche aus mehreren hundert Einzelzellen bzw. Paketen 

bestehen können. Im Gegensatz zu den unter III.4.1 beschriebenen Aggregaten der  

Mb. formicium-verwandten Eigenisolate trat die Bildung der Zellcluster schon in frühen 

Wachstumsphasen auf. Das die Aggregate des Isolats NieKK umgebene Medium verblieb 

meist steril, sodass hier vermutlich die Hauptwuchsform beobachtet wurde und die Bildung 

der Aggregate nicht auf das Vorliegen eines hohen Zelltiters zurückzuführen war. Die 

taxonomische Einordnung erfolgte über die Sequenzanalyse eines 16S rRNA-Genfragments 

von 905 bp Länge und ergab eine Sequenzidentität von 99 % (GenBank) bzw. 100 % 

(EzTaxon Server 2.1) mit der Typstammsequenz von Msc. mazei S-6T (Tab. 45). 

1Angegeben ist die Zugriffsnummer der in GenBank hinterlegten 16S rRNA-Gensequenz. 
2prozentuale Übereinstimmung mit Mb. formicicum MFT nach Sequenzabgleich des 16S rRNA-Gens  mit 
GenBank und EzTaxon Server 2.1, Nachkommastelle vernachlässigt. 
3Länge der für Datenbankanfragen eingesetzten Sequenzinformation (von 1254 bp). 
4
� = BGA Obere Blies, � = BGA Niederweiler, � = BGA Arenrath, � = BGA Kaschenbach (Tab. 13). 
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Tab. 45: Charakterisierung des Isolats Msc. mazei NieKK. 

  Isolat 
  [GenBank]1  Zellmorphologie 

getestete 
Substrate 

Identität   
     [%]2 

Fragment- 
länge [bp]3 

Isoliert 
aus BGA4 

NieKK 
[JN413085] 

in Paketen organisierte, auto- 
fluoreszierende Kokken 

Methanol, Acetat, 
H2/CO2, Mono- & 

Dimethylamin 

99a 
100b 905 � 

1Angegeben ist die Zugriffsnummer der in GenBank hinterlegten 16S rRNA-Gensequenz. 
2prozentuale Übereinstimmung mit Msc. mazei S-6T nach 16S rRNA-Gensequenzabgleich mit 
aGenBank und bEzTaxon Server 2.1. 
3Länge der für Datenbankanfragen eingesetzten Sequenzinformation (von 1254 bp). 
4
� = BGA Niederweiler, vgl. Tab. 13. 

A B 

Abb. 51: Isolat Methanosarcina mazei NieKK bei Betrachtung im Hellfeld(A) 
und nach Autofluoreszenz-Anregung (B). Maßstab entspricht 5 µm. 
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III.4.3 Isolat Methanoculleus bourgensis Mcu(1) 

Um Mikroorganismen der Gattung Methanoculleus in möglichst hoher Reinheit aus 

Fermentersubstrat isolieren zu können und dabei insbesondere eine Ko-Kultivierung von 

anderen hydrogenotrophen methanogenen Archaea, wie Mb. formicicum, zu vermeiden, 

wurde eine zweiphasige Isolierungsstrategie angewandt (Abb. 28). Auf diese Weise konnte 

ausgehend von einer Anreicherungskultur, welche mit Fermentersubstrat der BGA 

Wallhalben beimpft  wurde, das Isolat Mcu(1) gewonnen werden. Das Wachstum in den mod. 

Medien DSMZ287F und DSMZ287P unter H2/CO2-Atmosphäre erfolgte bei 39 °C. Auch in 

Batchkulturen mit hohen Zelltitern verlief das Wachstum solitär in Suspension ohne 

Ausformung von Zellclustern. Mikroskopische Untersuchungen der autofluoreszierenden 

Zellen des Isolats Mcu(1) zeigten eine unregelmäßige, kokkenähnliche Morphologie mit 

scharfen Abrisskanten. Die häufig oval-flächig erscheinenden Zellen von Mcu(1) wiesen 

einen Durchmesser von etwa 1 bis 2, 5 µm auf (Abb. 52). 

Aufgrund einer Sequenzidentität von 99 % (GenBank) bzw. 99,6 % (EzTaxon-e cloud) wurde 

das Isolat anhand einer 16S rRNA-Gensequenz von 804 bp dem Typstamm Mcu. bourgensis 

MS2T zugeordnet (Tab. 46), welcher eine Zellmorphologie identisch zu Isolat Mcu(1) 

aufweist.  

Abb. 52: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Mcu. bourgensis Mcu(1). 
Charakteristisch ist die irreguläre, kokkenförmige Zellmorphologie mit scharfen Kanten. 
Der Bildeinschub zeigt die Nahaufnahme zweier Zellen und verdeutlicht deren oval-
flächige Ausformung. Maßstab entspricht 5 µm 
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Tab. 46: Charakterisierung des Isolats Mcu. bourgensis Mcu(1). 

  Isolat 
  [GenBank]1  Zellmorphologie 

getestetes 
Substrat 

Identität   
     [%]2 

Fragment- 
länge [bp]3 

Isoliert 
aus BGA4 

Mcu(1) 
[JN413087] 

irregulär geformte Kokken H2/CO2 
99a 

99,6b 804 � 
1Angegeben ist die Zugriffsnummer der in GenBank hinterlegten 16S rRNA-Gensequenz. 
2prozentuale Übereinstimmung mit Mcu. bourgensis MS2T nach 16S rRNA-Gensequenz-
abgleich mit aGenBank und bEzTaxon Server 2.1. 
3Länge der für Datenbankanfragen eingesetzten Sequenzinformation (von 1254 bp). 
4
� = BGA Wallhalben, vgl. Tab. 13. 

III.4.4 Isolat Methanosaeta concilii Mst1.3 

Die Isolierung von Vertretern der strikt acetoklastischen Gattung Methanosaeta (Mst.) gelang 

erst nach Durchführung einer komplexen Isolierungsstrategie (Abb. 27) ausgehend von einer 

allgemeinen Anreicherung methanogener Archaea nach Beprobung des Fermentationsraums 

der BGA Arenrath. Dabei wurde das Fortführen der Kulturen insbesondere durch die starke 

Empfindlichkeit der Zellen sowie die Notwenigkeit großer Zelltiter für das Überimpfen 

erschwert. Aufgrund der hohen Generationszeit von zwischen 70 und über 300 Stunden stellte 

Isolat Mst1.3 die einzige Kultur von Methanosaeta sp. in hoher Reinheit dar. Mst1.3 zeigte 

bei erfolgreicher Kultivierung in den mod. Medien DSMZ344 und DSMZ287P mit Acetat als 

C- und Energiequelle einen milchig-trüben Bodensatz in den Kultivierungsgefäßen und 

konnte davon ausgehend in frisches Medium überführt werden. Im Rahmen von 

mikroskopischen Untersuchungen des Isolats zeigten nur wenigen Zellen die typische 

Fluoreszenz methanogener Archaea. In diesen Fällen fiel die Signalintensität deutlich 

schwächer (Abb. 53A) aus als bei den Batchkulturen der voran genannten Eigenisolate aus 

den anderen Gattungen. Morphologisch ist Isolat Mst1.3 durch in dünne, fadenförmige 

Zellketten aus nacheinander angeordneten, stäbchenförmigen Zellen von 2 bis 5 µm Länge 

charakterisiert. Auffällig war die Länge dieser haarartigen, ausgedehnten Zellketten, welche 

ein Gesamtmaß von 100 µm überschreiten konnte (Abb. 53B). 
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A B 

A B 

In Nahansicht ist bei ausreichender Fluoreszenzintensität ein kurzer Spalt zwischen 

aufeinander folgende Stäbchen zu beobachten, welcher diese räumlich trennt (Abb. 54).  

Die Identifizierung des Isolats anhand einer 16S rRNA-Genfragmentsequenz von 443 bp 

Länge ergab eine Sequenzidentität von 99 % (GenBank) bzw. 99,7 % (EzTaxon-e cloud) mit 

derjenigen des Typstamms Mst. concilii GP-6T (Tab. 47). 

 

Abb. 53: Fadenförmige Organisation des Eigenisolats Mst. concilii Mst1.3 unter 
Fluoreszenzanregung (A) und Hellfeld-Betrachtung (B). Die Signalintensität nach 
Anregung der Autofluoreszenz der Zellen ist deutlich geringer als diejenige anderer 
methanogener Archaea. Maßstab entspricht 5 µm.   

Abb. 54: Fluoreszenzaufnahmen von Zellketten stäbchenförmiger Mst. concilii Mst1.3 in 
naher räumlicher Lokalisierung (A) und als Einzelkette (B). Pfeile weisen auf kurze 
Unterbrechungen zwischen aufeinanderfolgenden Stäbchen innerhalb einer Kette. Maßstab 
entspricht 5 µm. 
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Tab. 47: Charakterisierung des Isolats Mst. concilii Mst1.3. 

  Isolat 
  [GenBank]1  Zellmorphologie 

getestetes 
Substrat 

Identität   
     [%]2 

Fragment- 
länge [bp]3 

Isoliert 
aus BGA4 

Mst1.3 
[JN413086] 

Stäbchen in langen 
Filamenten 

Acetat 
99a 

99,7b 443 A 
1Angegeben ist die Zugriffsnummer der in GenBank hinterlegten 16S rRNA-Gensequenz. 
2prozentuale Übereinstimmung mit Mst. concilii GP-6T nach 16S rRNA-Gensequenzabgleich 
mit aGenBank und bEzTaxon Server 2.1. 
3Länge der für Datenbankanfragen eingesetzten Sequenzinformation (von 1254 bp). 
4A = BGA Arenrath, vgl. Tab. 13. 

III.5 Molekularbiologische Untersuchungen der Isolate methanogener Archaea 

Zum Zwecke einer weitergehenden Charakterisierung der Eigenisolate methanogener Archaea 

aus landwirtschaftlichen NawaRo-BGA wurden diese mittels der ARDRA- und DGGE-

Methoden untersucht. Dies erfolgte analog zur Vorgehensweise in Bezug auf die Unter-

suchungen der Biodiversität in Fermentersubstraten (III.2 und III.3) und ermöglichte neben 

einem Direktvergleich von Eigenisolat und Fermentermikroflora eine Beurteilung des 

Reinheitsgrades der Isolate. 

III.5.1 Restriktionsanalyse (ARDRA) von Isolaten methanogener Archaea 

III.5.1.1 ARDRA unter Einsatz von HaeII und HaeIII 

Aus Gründen der Vergleichbarkeit wurde zunächst dieselbe Restriktionsendonukleasen-

Kombination aus HaeII und HaeIII auf 16S rRNA-Genfragmente von 1254 bp Länge 

angewandt, wie sie zur Analyse des Fermentersubstrats zum Einsatz kam. Mit jedem Isolat 

wurde der laut Sequenzanalyse nächst verwandte (Typ-)Stamm restringiert, um die resultier-

enden Restriktionsmuster einander gegenüber zu stellen. In einer ersten Übersicht (Abb. 55) 

zeigten die Isolate sowohl für HaeII als auch für HaeIII stets zu denen der Vergleichsstämme 

identische Restriktionsmuster. Dabei ergaben sich für die Isolate Mst. concilii Mst1.3 und 

Msc. mazei NieKK unter Berücksichtigung der Feinauftrennungsfähigkeit der Gel-Elektro-

phorese die in silico vorhergesagten Fragmentlängen. Aufgrund der Auflösungskapazität des 

2,5 % (w/v) Agarose-Gels kamen die 113 bp- und 114 bp-Fragmente bei Mst. concilii Mst1.3, 

bei Msc. mazei NieKK die 135 bp- und 138 bp- sowie die 120 bp- und 113 bp-Fragmente auf 

jeweils derselben Höhe zu liegen. Sie erschienen im Restriktionsmuster als eine einzige 

DNA-Bande. Leichte Abweichungen zur in silico-Vorhersage wiesen die HaeIII-

Restriktionsmuster des Typstamms bzw. Eigenisolats von Mcu. bourgensis Mcu(1) und
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des Mb. formicicum-verwandten Isolats Mb1 auf. Dabei war im Fall von Mcu. bourgensis 

Mcu(1) bzw. MS2T ein Fragment zu beobachten, welches auf Höhe von 500 bp zu liegen 

kam. Für dieses wurde eine Länge von 556 bp vorherberechnet und sollte eine etwas kürzere 

Migrationsweite ähnlich zu der oberhalb positionierten Bande von 587 bp im HaeII-Verdau 

erreichen. Die zueinander identischen Restriktionsmuster der Mb. formicicum-verwandten 

Eigenisolate Mb1 und Mb2 sowie des zugehörigen Typstammes wiesen im Widerspruch zu 

der in silico-Berechnung kein Fragment von 233 bp, dafür jedoch je eine zusätzliche Bande 

unterhalb der 200 bp-Markerbande und knapp oberhalb der 100 bp-Markerbande auf. In einer 

weiteren Restriktionsanalyse wurde durch einen Direktvergleich der Restriktionsmuster 

zweier weiterer Mb. formicicum-verwandter Isolate mit dem entsprechenden Typstamm die 

Vorhersage weiter überprüft. Ferner erfolgte die Überprüfung auf Unterscheidungsfähigkeit 

der ARDRA-Methodik auf Art-Ebene durch Analyse der Muster von Msc. mazei NieKK und 

Msc. barkeri MST. Zur Klärung der Frage nach Reproduzierbarkeit wurden des Weiteren 

Mcu. bourgensis Mcu(1) bzw. MS2T sowie Mst. concilii Mst1.3 erneut restringiert (Abb. 56). 

Passend zur in silico-Berechnung der Fragmente ergab sich bei Msc. barkeri MST eine 

zusätzliche Bande oberhalb der in beiden Arten gemeinsam vorkommenden Bande von 138 

bp Länge. Die Migrationsweite dieses Fragments stimmt mit der berechneten Länge von 157 

bp gut überein (Abb. 56, weißer Pfeil).

Abb. 55: Restriktionsmuster gattungsrepräsentativer Isolate im Direktvergleich mit den 
zugehörigen Typstämmen. Restriktion eines 1254 bp langen 16S rRNA-Genfragments mit HaeII (II) 
und HaeIII (III). M = GeneRulerTM DNA-Marker. Mb1, Mb2 = Mb. formicicum-verwandte Isolate Mb1 
bzw. Mb2, 1MS2T = Mcu. bourgensis MS2T, 2S-6T = Msc. mazei S-6T, 3FE = Mst. concilii FE, 4MF = 
Mb. formicicum MFT. 
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Trotz Identifikation als Verwandte von Mb. formicicum MFT konnte bei Isolat Mb3 das 

Vorkommen einer 200 bp-Bande beobachtet werden (Abb. 56,    ). Diese war im 

Restriktionsmuster von Isolat Mb10 und im Typstamm, analog zum bereits getesteten 

Methanobacterium sp. Mb1, nicht zu finden. Da die zur Laufkontrolle mitgeführten 

Restriktionsansätze von Mcu. bourgensis Mcu(1) bzw. MS2T und Mst. concilii Mst1.3 erneut 

die bereits beschriebenen Muster ergaben, fokussierte sich ein ARDRA-Folgeexperiment auf 

die Analyse der Restriktionsmuster-Varianz der Mb. formicicum-verwandten Isolate von 

(III.4.1). Ein im Vorfeld durchgeführtes, multiples Alignment der 16S-rRNA-Gensequenzen 

zeigte nach Schnittstellenanalyse eine Punktmutation in den Leserahmen einiger Isolate. 

Diese bewirkte eine Transversion eines Cytosins zu einem Guanin im Typstamm sowie in den 

Isolaten Mb2 bis Mb7 und Mb9. Dadurch konnte eine vom Restriktionsenzym HaeIII nicht 

erkannte Basensequenz (5‘-GCCC-3‘) in eine Erkennungssequenz (5‘-GGCC-3‘) konvertiert 

und ein zusätzlicher Schnitt induziert werden (Abb. 57). Die Überprüfung des Sachverhalts 

im ARDRA-Experiment bestätigte die Verteilung des zusätzlichen 200 bp-Fragments unter
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Abb. 56: Diskriminierung methanogener Archaea auf Art-Niveau 
mittels ARDRA. Unterscheidung des Isolats Msc. mazei NieKK von Msc. 

barkeri MST durch das Vorkommen einer zusätzlichen DNA-Bande  im 
Restriktionsmuster von Msc. barkeri MST oberhalb der errechneten 138 bp-
Bande (weißer Pfeil). Methanobacterium sp. Mb3 zeigt im Vergleich zum 
Typstamm und Isolat Mb10 ein zusätzliches Fragment von etwa 200 bp
(      ). II = HaeII-Restriktion, III = HaeIII-Restriktion, M = GeneRulerTM

DNA-Marker. Mb3 und Mb10 = Mb. formicicum-verwandte Isolate Mb3 
bzw. Mb10, 1MFT = Mb. formicicum MFT, 2MST = Msc. barkeri MST, 
3MS2T =  MS2T. 
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den Isolaten: Ausschließlich die Isolate Mb1, Mb8 und Mb10 wiesen das reguläre 

Restriktionsmuster des Typstammes ohne das 200 bp-Fragment auf (Abb. 58). Für das 

aufgrund mangelnder Sequenzinformation nicht in das Alignment eingefügte Isolat Mb4 

konnte dagegen das Fragment nachgewiesen werden.  

 

Abb. 57: Entstehung einer HaeIII-Erkennungsequenz durch Transversion. C753G-Transversion 
(     ) in Fragmenten des 16S rRNA-Gens von Methanobacterium sp.-Isolaten sorgt für die Bildung einer
HaeIII-Schnittstellen durch GCCC  GGCC (roter Kasten) Sequenzänderung und ging mit einem
zusätzlichen Restriktionsfragment von etwa 200bp Länge in RFLP-Experimenten einher. Isolat 
Methanobacterium sp. Mb4 aufgrund zu kurzer Sequenzinformation im Alignment fehlend (Ausschnitt 
Alignment mit CLC Sequence Viewer 6, CLCbio, Dänemark). 
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Abb. 58: ARDRA-Analyse von Mb. formicicum-verwandten Isolaten im Direktvergleich zum Typstamm.
Isolate Mb1, Mb8 und Mb10 unterschieden sich von den übrigen Isolaten durch ein zusätzliches 
Restriktionsfragment von etwa 200 bp Länge. Dieses resultiert aus der Einführung einer HaeIII-Schnittstelle durch 
Basentransversion. II = HaeII-Restriktion, III = HaeIII, M = GeneRulerTM DNA-Marker. Mb1 bis Mb10 bezeichnen 
die jeweiligen Methanobacterium sp.-Eigenisolate, 1MF = Mb. formicicum MFT. 
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Abb. 59: Differenzierung gattungsrepräsentativer Typstämme mittels des modifizierten ARDRA-Systems.
Vergleich der Restriktionsmuster zweier verschiedener Fragmentgrößen im SmaI/XhoI und HaeIII-Verdau. M = 
GeneRulerTM DNA-Marker. 1MF = Mb. formicicum MFT, 2S-6T = Msc. mazei S-6T, 3FE = Mst. concilii FE, 4MS2T = 
Mcu. bourgensis MS2T. 

III.5.1.2 Etablierung eines modifizierten ARDRA-Systems zur Restriktion von Isolaten 

methanogener Archaea 

Mit dem bislang beschriebenen ARDRA-System aus den Restriktionsendonukleasen HaeII 

und HaeIII ergaben sich häufig dicht gestaffelte Restriktionsfragmente mit einer Länge von 

weniger als 300 bp. Um diesem Problem zu begegnen und gleichzeitig weiterhin eine 

Unterscheidung methanogener Archaea über ein resultierendes Muster zu gewährleisten 

wurden die Restriktionsbedingungen angepasst. Aufgrund ihrer Hauptfunktion zur Unter-

scheidung von Mikroorganismen der Gattung Methanoculleus von anderen in BGA 

vorkommenden methanogenen Archaea wurde HaeII zugunsten einer breiteren Differenzier-

ungsfähigkeit gegen eine Doppelverdau-Kombination aus SmaI/XhoI ersetzt. Die parallele 

Restriktion mittels HaeIII verblieb. Durch Ersetzen des revers-Primers Met1340r gegen den 

revers-Primer AR1530R gelang die Verlängerung des 16S-rRNA-Genamplifikats um 190 bp 

auf 1444 bp. Zur experimentellen Überprüfung der Modifikationen wurden die 1254 bp- und 

1444 bp-Fragmente der vier gattungsrepräsentativen Typstämme sowohl mit SmaI/XhoI als 

auch mit HaeIII restringiert (Abb. 59). Dabei ergaben sich für alle getesteten Gattungs-

vertreter distinkte Restriktionsmuster bei Durchführung des Doppelverdaus. Die Verlänger-
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ung des Fragments führte in diesem Zusammenhang zusätzlich zu der Verteilung der 

Fragmente über eine Längenspanne von 100 bp - 800 bp zu einer Entspannung der Staffelung 

kleinerer und der Entstehung längerer Fragmente. Für Mcu. bourgensis MS2T war eine 

abschließende Beurteilung des Größeneffekts auf das Restriktionsmuster aufgrund dessen 

schwacher Ausprägung nicht möglich. Für diesen Organismus konnte jedoch im Doppel-

verdau eine charakteristische DNA-Bande bei etwa 750 bp (1444 bp-Fragment) bzw. 600 bp 

(1254 bp) beobachtet werden. Die Verlängerung des zu restringierenden Fragments führte im 

Rahmen des HaeIII-Verdaus bei Mst. concilii FE zu einer prominenten Verlagerung des 

oberen Hauptfragments von < 400 bp auf 500 bp, während in den übrigen Fällen keine 

signifikante Spreitung der Bandenstaffelung kleiner Fragmente im Muster erreicht wurde. Mb. 

formicicum MFT zeigte im SmaI/XhoI-Verdau des langen Amplifikats im Vergleich zur 

Restriktion des 1254 bp-Fragments eine deutlich bessere Auftrennung und klar unterscheid-

bare Migrationsweite der beiden Fragmente oberhalb von 500 bp. Dabei kam die obere DNA-

Bande zwischen den 700 bp- und 800 bp- Markerbanden zu liegen und löste so die bei 

Restriktion des 1254 bp-Fragmentes enge Staffelung der beiden Fragmente um etwa 600 bp 

im Verdau des verlängerten Fragmentes auf. Zur Klärung der Frage, ob auch im Doppel-

verdau der aus dem HaeIII-Verdau bekannte Restriktionsmuster-Dimorphismus (Abb. 58) der 

Methanobacterium sp.-Isolate auftritt, wurde eine vergleichende ARDRA sowohl unter den 

modifizierten als auch unter unmodifizierten Bedingungen (unter Verwendung von HaeII) 

durchgeführt (Abb. 60). Hier entstanden bei Anwendung des Doppelverdaus mit SmaI/XhoI 

auf die 16S rRNA-Genfragmente der Eigenisolate Methanobacterium sp. Mb1 bis Mb10 bei 

beiden Fragmentlängen identische Muster wie im Falle der entsprechenden Restriktion des 

Typstamms. Die bessere Differenzierung der Restriktionsmusterbanden durch Verlängerung 

des oberen Restriktionsfragments konnte, wie bereits im Vortest zur Gattungsdifferenzierung 

(Abb. 59), hier erneut reproduziert werden. Da keine weiteren Unterschiede zur Restriktion 

des 1254 bp-Fragments auftraten, liegt hier eine direkte Übertragung der Fragmentver-

längerung von 190 bp auf das obere Restriktionsfragments nahe. Ein Dimorphismus des 

Restriktionsmusters, wie er bei Anwendung des HaeIII-Einfachverdaus erneut bei den 

Eigenisolaten auftrat, war im Doppelverdau nicht festzustellen. Im Gegensatz zu diesem 

zeigte sich im HaeIII-Verdau des Weiteren keine Veränderung in den Restriktionsmustern des 

1254 bp bzw. 1444 bp langen 16S rRNA-Genfragmentes. Dadurch ergab sich auch bei 

verlängertem Fragment erneut der für die Isolate beschriebene Restriktionsmuster-

Dimorphismus in identischer Form. 
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Abb. 60: Vergleichende ARDRA von 1254 bp- und 1444 bp-16S rRNA-Genfragmenten aus Mb. 
formicicum-Eigenisolaten und aus dem Typstamm Mb. formicicum MFT. Gegenüberstellung der 
Restriktionsmuster nach Durchführung eines SmaI/XhoI- bzw. HaeIII-Verdaus. Während im HaeIII-
Verdau der bereits gezeigte Musterdimorphismus auch im 1444 bp-Fragment reproduziert werden 
konnte, zeigten im Doppelverdau alle Restriktionsmuster Uniformität. Mb1 bis Mb10 = Mb. 

formicicum-verwandte Isolate Mb1 bis Mb10, 1MFT = Typstamm Mb. formicicum MFT; M = 
GeneRulerTM DNA-Marker. 
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Abb. 61: Restriktionsfragment-Mustergruppen nach modifizierter ARDRA-Auswertung der 
Klonbibliothek des BGA- Fermenters Obere Blies. Vergleich der Mustergruppen A (A) und C (B) mit 
der dominanten Mustergruppe B. 1Restriktion mit der Endonukleasen-Kombination SmaI/XhoI; 
2Restriktion mit HaeIII; M = GeneRulerTM DNA-Marker. 

III.5.1.3 Anwendung des modifizierten ARDRA-Systems zur Auswertung von Klon-

bibliotheken methanogener Archaea aus BGA 

Da mit dem modifizierten ARDRA-System eine Differenzierung verschiedener Gattungen 

methanogener Archaea gezeigt wurde, folgte in einem zweiten Schritt die experimentelle 

Prüfung auf Eignung zur Anwendung auf Fermenter-DNA-Extrakte. Dafür wurde analog zu 

III.2 eine Klonbibliothek mit dem 1444 bp 16S rRNA-Genfragment aus Fermenterproben der 

BGA Obere Blies erstellt. Die Auswertung von 50 Klonen erfolgte anschließend über 

Restriktionsmustervergleich mittels des ARDRA-Systems aus XhoI/SmaI und HaeIII mit 

nachfolgender Mustergruppen-Sequenzierung. Insgesamt konnten drei Mustergruppen von-

einander unterschieden werden, wobei mit 47 von 50 Klonen ein Großteil das Restriktions- 

muster „B“ aufwies. Ein Klon zeigte Muster „A“ während Gruppe „C“ durch zwei Klone 

gebildet wurde (Abb. 61). Während die Restriktion mit HaeIII ein identisches Muster bei 

allen drei Gruppen erzeugte, konnte durch den Doppelverdau leichte Abweichungen 

verzeichnet werden. Zur Verifizierung dieser Gruppeneinteilung wurden die Fragmente von 

Mustergruppen-Repräsentanten sequenziert und mit der Datenbank von EzTaxon cloud 

abgeglichen (Tab. 48). Alle drei Gruppen waren danach der Gattung Methanoculleus 

zuzuordnen, auf Art-Ebene ergaben sich jedoch Unterschiede. Mit einer Sequenzidentität von 

98,46 % mit dem Typstamm wurde der die dominante Gruppe „B“ vertretende Klon der Art 

Mcu. bourgensis zugewiesen. Der Klon welcher Gruppe „A“ ausmachte und im Restriktions-
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muster ein charakteristisches Fragment auf Höhe von 400 bp zeigte, konnte mit einer 

Übereinstimmung von 99,76 % der Art Mcu. receptaculi zugewiesen werden. Die zwei 

nächsten, signifikanten Übereinstimmungen ergaben sich mit den Typstämmen von Mcu. 

palmolei (97,47 %) und Mcu. bourgensis (97,39 %). Der durch eine Fragment-Doppelbande 

um 800 bp und ein solitäres Fragment unterhalb der 1500 bp-Marke charakterisierte 

Repräsentant der Gruppe „C“ wies eine Übereinstimmung von  98,12 % mit Mcu. marisnigri 

JR-1T auf und konnte ferner mit Mcu. submarinus (97,96 %) und Mcu. bourgensis (91,82 %) 

sowie mit abnehmender Identität weiteren Arten signifikant zugeordnet werden. Im Vergleich 

zum einfachen HaeIII-Verdau erlaubte die Kombination mit dem Doppelverdau damit eine 

genauere Differenzierung und Abgrenzung der Restriktionsmuster voneinander. 

Tab. 48: Direkte Identifikation methanogener Archaea aus BGA Obere Blies mittels 
modifizierter ARDRA-Methodik. 

Muster 
Nächster verwandter 

(Typ-)Stamm1 
Identität 

[%]2 
Fragmentlänge 

[bp]3 
Anzahl Klone/Umfang 

Klonbibliothek [%] 

A Mcu. receptaculi ZC-2T 99,76 1264 1/50 [2] 

B Mcu. bourgensis MS2T 98,28 1271 47/50 [94] 

C Mcu. marisnigri JR1T 98,12 1276 2/50 [4] 

1nach Analyse der 16S rRNA-Genfragmentsequenz und Datenbank EzTaxon cloud 
2prozentuale Sequenzidentität des analysierten 16S rRNA-Genfragments mit dem des 
angegebenen Stamms 
3Länge des mit der in silico-Datenbank (Ez Taxon-e) abgeglichenen Fragments 

III.5.2 Analyse von Isolaten methanogener Archaea mittels DGGE 

Eine DGGE-Analyse der Isolate methanogener Archaea im Direktvergleich mit den laut 

Sequenzbestimmung zugehörigen Typstämmen in einem Chemogradienten von 40 % � 60 % 

ergab jeweils identische Migrationsweiten für die aufgetragenen Stämme bzw. Isolate von 

Mst. concilii, Msc. mazei und Mcu. bourgensis. Die DNA-Banden staffelten sich dabei im 

mittleren Drittel des Gradienten und ermöglichten die Differenzierung voneinander anhand 

der Position im Gel. Die größte Migrationsweite erreichten Mcu. bourgensis MS2T bzw. 

Mcu(1), die kürzeste wurde für das Isolat Methanobacterium sp. Mb1 beobachtet (Abb. 62). 

Mit Ausnahme der für das Eigenisolat Msc. mazei NieKK bekannten Doppelbande traten 

keine Mischmuster auf. Innerhalb der Gattung Methanosarcina war unter den gegebenen 

Bedingungen eine Unterscheidung von Msc. mazei von Msc. barkeri möglich, da Letzterer 
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gegenüber Msc. mazei eine verkürzte Migrationsweite aufwies. Damit konnte diesbezüglich 

eine im Rahmen von Fermenteranalysen durchgeführte DGGE mit aufgetragenen Vergleichs-

stämmen im Chemogradient 45 % � 60 % (Abb. 47) reproduziert werden. Für das Isolat 

Methanobacterium sp. Mb1 konnte, entgegen des Sachverhalts bei den Vertretern der übrigen 

Gattungen, wiederholt eine Migrationsweitendifferenz zum Typstamm gezeigt werden. Aus 

diesem Grund wurde eine weitere DGGE-Analyse mit Fokus auf die verschiedenen Mb. 

formicicumverwandten Eigenisolate durchgeführt. Als Positivkontrollen wurde die Typ-

stamm-Eigenisolat Paarung der drei übrigen Gattungen mitgeführt. Erneut ergab sich die 
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Abb. 62: Molekulare Charakterisierung methanogener Isolate durch DGGE. A) Überblick über 
die Migration von16S rRNA-Genfragmenten von Isolaten in direktem Vergleich zu den entsprechenden 
Typstämmen. Ausschnitt aus Chemogradient 40 % � 60 %. B) Bandenpositionen ausgewählter Isolate aus 
vier Gattungen methanogener Archaea mit Fokus auf der Gattung Methanobacterium. Ausschnitt aus Chemo-
gradient 40 % � 60 %. Mb1, Mb2, Mb3, Mb4, Mb5, Mb6, Mb9 und Mb10 bezeichnen die jeweiligen Mb. 

formicicum-verwandten Isolate, 1FE = Mst. concilii FE; 2MS2T = Typstamm Mcu. bourgensis MS2T; 3S-6T = 
Typstamm Msc. mazei S-6T

 ; 4MST = Typstamm Msc. barkeri MST ; 5MFT = Typstamm Mb. formicicum MFT. 
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Zweiteilung in Bezug auf die Migrationsweite von Methanobacterium sp. im Vergleich zu 

den tiefer im Gradient lokalisierten Vertretern der übrigen Gattungen (Abb. 62B). Innerhalb 

der aufgetragenen zeigten insbesondere die Isolate Mb1 und Mb10 eine leichte Abweichung 

vom Wanderungsverhalten des Typstammes Mb. formicicum MFT. Beide Isolate kamen auf 

nahezu identischer Höhe zu liegen, jedoch oberhalb aller anderen Isolate und des 

Typstammes. Die Isolate Mb2, Mb3, Mb4, Mb5, Mb6 und Mb9 waren auf einer identischen 

Höhe knapp unterhalb derjenigen des Typstammes positioniert. Die Lokalisation der 

Positivkontrollen fand in der bereits bekannten Anordnung statt, sodass von einem korrekten 

Lauf ausgegangen werden konnte. Um eine genauere Zuordnung der Isolate, welche vom Mb. 

formicicum MFT-Typstamm abweichende Migrationsweiten zeigten, vornehmen zu können, 

wurden vergleichende DGGE-Analysen mit Referenzstämmen verschiedener verwandter 

Methanobacterium sp.-Arten durchgeführt. Zur Auswahl geeigneter Vergleichsstämme wurde 

ein auf dem 16S rRNA-Gen basierender Stammbaum der kommerziell erhältlichen Referenz-

organismen erstellt. Als mit Mb. formicicum MFT nah verwandte Organismen stellten sich 

insbesondere die Arten Mb. palustre FT, Mb. subterraneum A8pT, Mb.ferruginis Mic6c05T, 

Mb.kanagiense169T und Mb.petrolearium Mic5c12T heraus (Abb. 63). 

Abb. 63: Phylogenie der Gattung Methanobacterium nach 16S rRNA-Genanalyse. Stammbaum erstellt 
durch die Neighbor-Joining-Methode nach Saitou und Nei, 1987. Die prozentualen Ergebnisse der 
Bootstrap-Analyse aus 1000 Wiederholungen (Felsenstein, 1985) sind über den Ästen angegeben. 
Evolutionäre Distanzen wurden unter Verwendung der Maximum Composite Likelihood-Methode 
(Tamura et al., 2004) mit der Software MEGA5.1 (Tamura et al., 2011) berechnet. Alle Positionen, in 
denen weniger als 50% aller 21 16S rRNA-Gensequenzen von 1255 bp Länge ein Nukleotid enthielten, 
wurden zuvor aus dem zugrunde liegenden Alignment entfernt. 
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Ferner wurden die in der Sequenzanalyse auf dem zu diesen Arten benachbarten Ast im 

Stammbaum positionierten Arten Mb. bryantii M.o.H.T und Mb. uliginosum P2StT sowie die 

entfernter verwandte Art Mb. aarhusense H2-LRT für den Eingang in diese DGGE-Analyse 

selektiert. Die Auftrennung erfolgte zunächst in einem Chemogradienten von 45 % � 55 %, 

um unter Gewährleistung einer geeigneten Auftrennung der Methanobacterium sp.-Arten 

auch die komplette Migration der als Positionsreferenz dienenden DNA-Bande von Mcu. 

bourgensis MS2T erfassen zu können. Im durchgeführten Lauf (Abb. 64A) lagen alle 

detektierten DNA-Banden nahe beieinander, der aus anderen DGGE-Analysen (Abb. 62) 

bekannte Abstand zwischen den Methanobacterium sp.-Banden und derjenigen der 

Positionskontrolle Mcu. bourgensis MS2T war deutlich geringer. Dadurch migrierte die 

Positionskontrolle nur knapp unterhalb der tiefsten Methanobacterium sp.-Banden. Trotz 

dieser geringen Auftrennung ergab sich wiederholt eine identische Migrationsweite der Mb. 

formicicum-verwandten Isolate Mb1 und Mb10 oberhalb von Mb. formicicum MFT. Unterhalb 

davon positionierte sich das Isolat Mb7, analog zu den Isolaten Mb2 bis Mb6 und Mb9 im 

vorangegangenen Lauf. Mit Ausnahme von Mb. aarhusense H2-LRT wiesen alle übrigen 

Arten ein mit Isolat Mb7 vergleichbares Migrationsverhalten im Gradienten auf. Aufgrund 

identischer Höhen war eine Unterscheidung der Arten Mb. subterraneum A8pT, Mb. palustre 

FT, Mb. petrolearium Mic5c12T und Mb. kanagiense 169T nicht möglich. Mb. bryantii 

M.o.H.T und Mb. uliginosum P2StT migrierten auf identischer Höhe, jedoch leicht unterhalb 

der zuvor genannten Arten. Eine identische Migrationsweite mit Mb. formicicum MFT wies 

dagegen das Isolat Mb8 auf. Mb. aarhusense H2-LRT zeigte die kürzeste Migrationsweite 

aller aufgetragenen Proben. Die Verschiebung des Gradienten auf 40 % � 50 % bei Erhöhung 

der Spannung auf 90 V ergab im Wesentlichen dieselben relativen Migrationverhältnisse wie 

im zuvor beschriebenen Lauf (Abb. 64B). Die Proben legten in diesem Fall fast die komplette 

Gellänge zurück und separierten klarer voneinander, sodass als optimale Trennungs-

konzentration für 16S rRNA Genfragmente der Gattung Methanobacterium ein enger Bereich 

um 50 % denaturierender Agenzien festgestellt werden konnte. Das in diesem Lauf 

mitgeführte Isolat Mb9 zeigte eine identische Migrationsweite zu Isolat Mb8 und Mb. 

formicicum MFT. In diesem Gradienten konnte Mb. petrolearium Mic5c12T von den auf 

gleicher Höher verbleibenden Mb. subterraneum A8pT, Mb. palustre FT und Mb. kanagiense 

169T differenziert werden.  
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Abb. 64: 16S rRNA-Gen-basierte, komparative DGGE und phylogenetische Einordnung von Methanobacterium sp.-Referenzstämmen und Isolaten aus BGA.
Typstämme ausgewählter Vertreter der Gattung wurden mit den Isolaten Mb1, Mb10, Mb7, Mb8, Mb9 und Mb10 in Chemogradienten von 45 % � 55 % (A) und 40 % �
50% (B, Ausschnitt) per DGGE verglichen. Neighbor-Joining Stammbaum eines 897 bp-Fragments vom 16S rRNA-Gen (C), übrige Parameter analog zu Abb. 63. 1MS2T = 
Kontrolle Mcu. bourgensis MS2T Seite | 152 
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Um einen Vergleich der DGGE-Ergebnisse mit phylogenetischen Analysen auch in Bezug auf 

die Eigenisolate zu ermöglichen, wurde die Stammbaumanalyse um deren 16S rRNA-

Sequenzfragmente erweitert. Aufgrund geringerer Sequenzinformation war eine Reduzierung 

des zugrundeliegenden Fragments auf eine Länge von 897 bp nötig. Das Eigenisolat Mb4 mit 

einer Sequenzinformation von 354 bp wurde zur Vermeidung eines Präzisionsverlusts von der 

Stammbaumanalyse ausgenommen. Die Anordnung der Referenzstämme verblieb mit Aus-

nahme von Mb. alcaliphilum WeN4T und Mb. bryantii M.o.H.T weitgehend identisch zu der 

auf einem 1255 bp langen Fragment beruhenden Kalkulation der Referenzstämme (Abb. 

64C). Mb. alcaliphilum WeN4T bildet unter diesem Analyseparametern keinen eigen-

ständigen Ast mehr aus, sondern kommt in einer Abzweigung mit Mb. movens DSM25945T 

zu liegen. Mb. bryantii M.o.H.T war keiner starken phylogenetischen Umklassifizierung 

unterworfen und teilte sich den Ast mit Mb. veterum MK4T und Mb. espanolae GP9T. Alle 

Eigenisolate wurden in unmittelbarer Nähe zu den Arten Mb. formicicum MFT und Mb. 

palustre FT eingeordnet. Mit Ausnahme von Mb8 kamen alle übrigen Isolate auf einem Ast zu 

liegen. Hier ergaben sich drei Gruppierungen, welche von Mb1 und Mb10, Mb5 und Mb6, 

sowie Mb3, Mb7 und Mb9 gebildet wurden. Mb1 und Mb10 wiesen auch in den DGGE-

Analysen vergleichbare Migrationsweiten knapp oberhalb von Mb. formicicum MFT auf und 

stimmen in dieser Hinsicht mit der Stammbaumanalyse überein. Die identische 

Migrationsweite dieses Typstammes mit der des Eigenisolats Mb8 findet ihre Entsprechung 

durch die nahe Positionierung beider Arten auch in der Stammbaumanalyse. Isolat Mb9 mit 

identischer Laufweite zu Mb8, wurde jedoch im Stammbaum in einem entfernteren Ast 

positioniert. Das als phylogenetisch am weitesten von Mb. formicicum MFT entfernte Isolat 

Mb7 zeigte auch in der DGGE-Analyse eine deutlich unterschiedliche Migrationsweite 

sowohl zum Typstamm, als auch zu den mitgeführten Referenzstämmen. Die Bildung einer 

eigenen Gruppe in Abgrenzung zu den Referenzstämmen findet sich auch in den 

Migrationsweiten der DGGE wieder. Zusammenfassend konnte eine artspezifische 

Differenzierung in den DGGE-Läufen nur zum Teil erreicht werden. Gruppenspezifische 

Unterschiede konnten jedoch im Vergleich mit der Stammbaumanalyse nachvollzogen 

werden: Eine Auftrennung von Organismen auf verschiedenen Ästen des in silico-

Stammbaums war aufgrund unterschiedlicher Migrationsweiten der repräsentativen 

Typstämme im DGGE-Gel möglich. Die Anordnung der phylogenetischen Gruppen innerhalb 

der Gattung Methanobacterium konnte somit in der DGGE nachvollzogen werden. Vor 

diesem Hintergrund deutet die Reproduzierbarkeit der Migrationsweiten der Isolate im 

Vergleich mit derjenigen von Mb. formicicum MFT auf eine von der reinen 16S rRNA-
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Genanalyse abweichende Einordnung hin. Für das Isolat Mb8 stimmten dagegen DGGE-Lauf 

und die sequenzbasierte Zuordnung zu Mb. formicicum überein. 

III.5.3 Specifically amplified polymorphic DNA-Technik (SAPD) zur Gesamtgenom-

Fingerabdruckanalyse von Methanobacterium sp.-Isolaten  

Isolate der Gattung Methanobacterium wurden zusammen mit ausgewählten Referenz-

stämmen in SAPD-Analysen untersucht und verglichen. Besonderes Augenmerk wurde auf 

das Vorkommen geeigneter isolatspezifischer Fragmente für den Einsatz in einem PCR-

basierten Nachweissystem (III.5.4) und das Zusammenfassen von Isolaten zu Gruppen 

gleicher oder ähnlicher Muster gelegt. Dazu wurden mit C-Not, T-Not und A-Not drei 

verschiedene SAPD-Primer verwendet. Die entstandenen genomischen Fingerabdrücke 

ergaben in Bezug auf die Isolate stets zwei Grundmuster. Die Isolate Mb8 und Mb9 zeigten 

dabei unabhängig von der eingesetzten Primervariante stets identische Bandenmuster (Muster 

A). Alle übrigen Isolate erbrachten dagegen Varianzen eines zweiten, von Mb8 und Mb9 

deutlich verschiedenen, Fingerabdruck-Musters (Muster B). Die Varianzen von Muster B 

waren abhängig vom eingesetzten Primer und verhinderten eine fixe, primerübergreifende 

Zuordnung zu einer Gruppe. Die größten Abweichungen zwischen den Bandenmustern der 

Isolate innerhalb des Musters B wurden unter Anwendung des T-Not Primers beobachtet. Die 

mitgeführten Referenzstämme zeigten jeweils einzigartige, von denen der Isolate 

abweichende, Bandenmuster. Im Folgenden werden die SAPD-Fingerabdruck-Muster und 

Varianzen beschrieben sowie die zugehörigen Bandenlängen aufgeführt. 

III.5.3.1 T-Not SAPD-Muster von Methanobacterium sp. und Referenzstämmen 

Unter Verwendung des T-Not-Primers konnte mit 8 Bandenmustern die größte Diversität 

innerhalb des Hauptmusters B für die Isolate festgestellt werden (Abb. 65). Die Varianz war 

dabei jedoch nur gering. Die molekularen Fingerabdrücke der Isolate Mb4, Mb5 und Mb6 

wiesen die größte Ähnlichkeit zueinander auf und wichen nur in Details voneinander ab. Alle 

Varianzen des Hauptmusters B zeigten charakteristische, gemeinsame Amplifikate mit 

Längen von etwa 310 bp, 830 bp (in Isolat Mb7 etwas tiefer bei 800 bp), 1460 bp, 2290 bp 

(nicht in Isolat Mb2) und 3150 bp. Für die identisch ausgeprägten Muster der Isolate Mb8 und 

Mb9 waren Banden auf Höhe von 460 bp, 1120 bp und 1800 bp typisch. Auch in den 

Referenzstämmen tauchten Banden dieser Größenordnungen auf, jedoch nie in dieser 

Kombination oder vergleichbarer Bandenintensität (Tab. 49). 
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Tab. 49: Distribution der SAPD-Bandenlängen im T-Not Fingerprint von Methano-

bacterium sp.-Isolaten und Referenzstämmen 

Isolat/Stamm Amplifikat-Größen1 [bp] Muster3 

Mb1 3140, 2290, 1640, 1460, 1370, 1050, 830, 750, 310, 220 Bf 

Mb2 3140, 1760, 1690, 1460, 1370, 1180, 1080, 890, 830, 750, 650, 
520, 400, 310, 220 

Bg 

Mb3 3140, 2290, 1760, 1690, 1460, 1370, 1180, 990, 830, 740, 650, 
520, 410, 310, 220 

Be 

Mb4 3170, 2540, 2290, 1760, 1690, 1460, 1370, 1180, 1040, 830, 770, 
520, 310, 220 

Bd 

Mb5 3170, 2540, 2290, 1740, 1690, 1460, 1370, 1040, 830, 790, 620, 
520, 310, 220 

Bc 

Mb6 3170, 2540, 2290, 1770, 1690, 1460, 1370, 830, 790, 620, 520, 
310, 220 

Bb 

Mb7 3170, 2290, 1460, 1370, 800, 620, 520, 420, 310, 220 Ba 

Mb8 2950, 2540, 2230, 1800, 1120, 1000, 910, 790, 460, 320 A 

Mb9 2950, 2540, 2230, 1800, 1120, 1000, 910, 790, 460, 320 A 

Mb10 3170, 2260, 1460, 1080, 840, 760, 310 Bh 

MFT 2950, 2280, 1800, 1390, 430, 320 Referenz 

P2StT 1680, 1540, 1340, 1190, 1060, 950, 740, 680, 630, 590, 560, 240 Referenz 

 

Abb. 65: T-Not Fingerprint von Methanobacterium sp. Mb1 bis Mb10 bezeichnen die 
entsprechenden Mb. formicicum-verwandten Eigenisolate. 1MFT = Mb. formicicum MFT, 2P2StT = Mb. 

uliginosum P2St, 3M.o.H.T = Mb. bryantii M.o.H.T, 4FT = Mb. palustre
T FT, 5H2-LRT = Mb.aarhusense

H2-LRT, 6Mic5c12T = Mb. petrolearium Mic05c12T, 7169T = Mb. kanagiense 169T, -- = 
Negativkontrolle, M = GeneRulerTM 
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Tab. 49 (Fortsetzung): 

Isolat/Stamm Amplifikat-Größen1 [bp] Muster3 

M.o.H.T 2360, 1460, 1360, 1060, 940, 880, 690, 620, 550, 500, 440 Referenz2 

FT 2840, 1860, 1390, 1050, 930, 820, 600 Referenz2 

H2-LRT 2550, 1330, 980, 710, 650, 450, 290 Referenz2 

169T 1920, 1040, 930, 680, 540, 450, 310, 280 Referenz2 

Mic5c12T 1040, 920, 640, 550, 450, 300, 240 Referenz2 
1errechnet mittels des Programms Bio1D anhand der Migrationsweite des GeneRuler DNA-
Markers, mathematisch gerundet auf 10 bp.  
2Vergleichsstamm der DSMZ mit einzigartigem Bandenmuster. 
3Nach Auswertung der Gelelektrophorese. 

III.5.3.2 C-Not SAPD-Muster von Methanobacterium sp. und Referenzstämmen 

Die Anwendung des C-Not-Primers resultierte in den geringsten Abweichungen bezüglich der 

Amplifikatgrößen innerhalb der Mustergruppe B (Abb. 66). Diese hohe Ähnlichkeit führte zu 

8 Banden, welche in allen Isolaten dieser Mustergruppe vertreten waren: Diese gemeinsamen 

Amplifikate umfassen solche mit Größen von etwa 2,9 kb, 1,8 kb, 1720 bp, 1010 bp, 780 bp, 

650 bp, 540 bp und 210 bp (Tab. 50). Insbesondere das Auftreten der 1010 bp-Bande erlaubte 

ein klares Abgrenzen des Musters B von der Mustergruppe A. In Mustergruppe A war 

dagegen eine deutliche Verstärkung einer 1170 bp großen DNA-Bande im Vergleich zu deren 

Abb. 66: C-Not Fingerprint von Methanobacterium sp. Mb1 bis Mb10 bezeichnen die 
entsprechenden Mb. formicicum-verwandten Eigenisolate. 1MFT = Mb. formicicum MFT, 2P2StT = 
Mb. uliginosum P2St, 3M.o.H.T = Mb. bryantii M.o.H.T, 4FT = Mb. palustre

T FT, 5H2-LRT = 
Mb.aarhusense  H2-LRT, 6Mic5c12T = Mb. petrolearium Mic05c12T, 7169T = Mb. kanagiense

169T, -- = Negativkontrolle, M = GeneRulerTM
. 
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Vorkommen im Muster der übrigen Isolate typisch. Ein 920 bp-Amplifikat ergab sich 

Gruppen übergreifend in allen Isolatmustern. Das Vorliegen einer Doppelbande aus 

Amplifikaten der Längen 1520 bp und 1650 bp sowie eines prominenten Amplifikats von 

etwa 450 bp Länge fand seine Entsprechung neben der Gruppe A auch im Referenzstamm 

Mb. formicicum MFT, wurden in den übrigen Isolatmustern jedoch nicht gefunden. 

Im Vergleich mit den Isolaten zeigten die Referenzstamm-Muster vereinzelt Banden 

identischer oder ähnlicher Molekulargrößen, es ergaben sich jedoch stets klar unterscheidbare, 

spezifische Muster.  

Tab. 50: Distribution der SAPD-Bandenlängen im C-Not Fingerprint von Methano-

bacterium sp.-Isolaten und Referenzstämmen 

Isolat/Stamm Amplifikat-Größen1 [bp] Muster3 

Mb1 2900, 2160, 2000, 1820, 1720, 1300, 1170, 1010, 920, 780, 650, 
600, 540, 290, 210 

Bf 

Mb2 2920, 2610, 2030, 1820, 1720, 1480, 1300, 1170, 1010, 920, 850, 
770, 650, 600, 540, 450, 380, 290, 210 

Be 

Mb3 2900, 2590, 2200, 2030, 1820, 1720, 1480, 1300, 1170, 1010, 
920, 850, 770, 650, 600, 540, 290, 210 

Ba 

Mb4 2900, 2590, 2200, 2030, 1820, 1720, 1300, 1010, 920, 850, 770, 
650, 540, 450, 380, 210 

Ba 

Mb5 2900, 2300, 2200, 2030, 1820, 1720, 1300, 1170, 1010, 920, 850, 
770, 650, 600, 540, 290, 210 

Bc 

Mb6 2900, 2300, 2200, 2030, 1860, 1720, 1300, 1170, 1010, 920, 850, 
770, 650, 600, 540, 290, 210  

Bb 

Mb7 2900, 2300, 2200, 2030, 1860, 1720, 1300, 1170, 1010, 920, 770, 
650, 600, 540, 290, 210 

Bb 

Mb8 2750, 2570, 2180, 1790, 1650, 1520, 1340, 1170, 960, 920, 690, 
500, 450, 230 

A 

Mb9 2750, 2590, 2180, 1790, 1650, 1520, 1340, 1170, 960, 920, 690, 
500, 450, 230 

A 

Mb10 2970, 2680, 2250, 2030, 1830, 1720, 1480, 1010, 920, 770, 660, 
590, 540, 290, 210 

Bd 

MFT 2700, 2610, 1650, 1520, 1170, 1080, 970, 820, 690, 590, 510, 
450, 270, 230 

Referenz2 

P2StT 2920, 2410, 2220, 2000, 1790, 1530, 1300, 1190, 1090, 960, 810, 
710, 500, 400, 320, 260, 200 

Referenz2 

M.o.H.T 2300, 2030, 1750, 1570, 1450, 1250, 1150, 960, 800, 690, 620, 
570, 390, 230, 180 

Referenz2 
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Tab. 50 (Fortsetzung): 

Isolat/Stamm Amplifikat-Größen1 [bp] Muster3 

FT 2480, 2100, 1910, 1520, 1440, 1350, 1010, 850, 760, 690, 280 Referenz2 

H2-LRT 3000, 2430, 1940, 1710, 1290, 1010, 760, 700, 570, 470, 340, 
210 

Referenz2 

169T 2410, 2100, 1900, 1710, 1500, 900, 840, 600, 510, 450, 370, 180 Referenz2 

Mic5c12T 2390, 2230, 2060, 1530, 1360, 1270, 1010, 770, 680, 560, 220 Referenz2 
1errechnet mittels des Programms Bio1D anhand der Migrationsweite des GeneRuler DNA-
Markers, mathematisch gerundet auf 10 bp.  
2Vergleichsstamm der DSMZ mit einzigartigem Bandenmuster. 
3Nach Auswertung der Gelelektrophorese. 

III.5.3.3 A-Not SAPD-Muster von Methanobacterium sp. und Referenzstämmen 

Die SAPD-Analyse unter Verwendung des A-Not-Primers stellte den besten Kompromiss aus 

Bandenanzahl pro Organismenprobe und Auswertbarkeit der Gelelektrophorese dar. Dadurch 

war eine Differenzierung der Bandenmuster und Quantifizierung der Amplifikatlängen gut 

möglich (Abb. 67). Vergleichbar zur C-Not-SAPD unterschieden sich die Fingerabdrücke der 

Mustergruppe B nur in Details voneinander. Insbesondere die Muster der Isolate Mb3, Mb4 

und Mb5 wiesen hohe Ähnlichkeiten auf. Wie in den oben aufgeführten Analysen setzte sich 

Muster A mit den Isolaten Mb8 und Mb9 von der Mustergruppe B ab. Dennoch ergaben sich 

mit Amplifikaten der Länge 350 bp und 1500 bp zwei Banden, die in allen Isolaten vorkamen 

und, teilweise in schwächerer Form, auch im Referenzstamm Mb. formicicum MFT. Diese 

bildeten ein potentielles Ziel zur Konstruktion spezifischer Primer zur Detektion der Isolate in 

DNA-Extrakten (siehe III.5.4). Spezifisch für die Isolate der Mustergruppe A war das 

Vorkommen von etwa 820 bp bzw. 1670 bp großen Amplifikaten sowie einer stark 

ausgeprägten 930 bp, während Mustergruppe B in der Gelelektrophorese durch eine 

ausgeprägte 1140 bp-Bande und ein Amplifikat bei etwa 780 bp gekennzeichnet war. Tabelle 

51 bietet einen Überblick über die Zusammensetzung und Größen der einzelnen Isolat-Muster 

und Referenzstämme. 
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Tab. 51: Distribution der SAPD-Bandenlängen im A-Not Fingerprint von Methano-

bacterium sp.-Isolaten und Referenzstämmen 

Isolat/Stamm Amplifikat-Größen1 [bp] Muster3 

Mb1 2020, 1830,1540, 1280, 1220, 1150, 380, 3404 Bg 

Mb2 2060, 1530, 1340, 1250, 1140, 970, 770, 660, 600, 510, 460, 380, 
3404 

Bf 

Mb3 2880, 2730, 2430, 2240, 2040, 1530, 1290, 1220, 1140, 860, 780, 
600, 510, 460, 380, 3404 

Be 

Mb4 2880, 2730, 2430, 2240, 1990, 1530, 1290, 1220, 1140, 930, 780, 
610, 510, 460, 390, 3404 

Bd 

Mb5 2880, 2730, 2400, 2280, 2020, 1530, 1290, 1220, 1140, 850, 790, 
600, 460, 390, 3504 

Bc 

Mb6 2020, 1530, 1140, 850, 790, 650, 540, 460, 390, 3404 Bb 

Mb7 2280, 2020, 1530, 1140, 850, 780, 640, 380, 3404 Ba 

Mb8 3260, 2580, 2060, 1970, 1670, 1500, 1180, 930, 820, 590, 530, 
3604 

A 

Mb9 3260, 2580, 2060, 1970, 1670, 1500, 1180, 930, 820, 590, 540, 
3604 

A 

Mb10 2100, 1980, 1500, 1140, 780, 600, 520, 470, 390, 3404 Bh 

MFT 2380, 2240, 2040, 1860, 1480, 1180, 970, 910, 810, 590, 500, 
3604, 220 

Referenz2 

Abb. 67: A-Not Fingerprint von Methanobacterium sp. Mb1 bis Mb10 bezeichnen die 
entsprechenden Mb. formicicum- verwandten Eigenisolate. 1MFT = Mb. formicicum MFT, 2P2StT = 
Mb. uliginosum P2St, 3M.o.H.T = Mb. bryantii M.o.H.T, 4FT = Mb. palustre

T FT, 5H2-LRT = Mb.

aarhusense  H2-LRT, 6Mic5c12T = Mb. petrolearium Mic05c12T, 7169T = Mb. kanagiense 169T, --
= Negativkontrolle, M = GeneRulerTM. 
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Tab. 51 (Fortsetzung): 

Isolat/Stamm Amplifikat-Größen1 [bp] Muster3 

P2StT 1880, 1580, 1380, 1210, 970, 680, 570, 540, 410 Referenz2 

M.o.H.T 1980, 1880, 1650, 1450, 1380, 1070, 900, 840, 720, 480, 380 Referenz2 

FT 3160, 2670, 2500, 1890, 1580, 1500, 1310, 1190, 1100, 1050, 
910, 840, 700, 590, 450, 250, 200  

Referenz2 

H2-LRT 2480, 2000, 1380, 1240, 1010, 860, 710, 620, 510, 480, 250 Referenz2 

Mic5c12T  1910, 1620, 840, 500, 420, 320, 250, 170 Referenz2 

169T 2910, 2670, 2150, 1970, 1820, 1540, 1440, 1150, 950, 910, 840, 
710, 640, 280, 250, 230 

Referenz2 

1errechnet mittels des Programms Bio1D anhand der Migrationsweite des GeneRuler DNA-
Markers, mathematisch gerundet auf 10 bp.  
2Vergleichsstamm der DSMZ mit einzigartigem Bandenmuster. 
3Nach Auswertung der Gelelektrophorese. 
4Amplifikat für die Entwicklung eines Nachweissystems selektiert (III.5.4). Abweichende 
Längen in benachbarten Spuren sind auf „Smiley-Effekt“ im zugrunde liegenden Gel zurück-
zuführen.  

III.5.4 Nachweis methanogener Archaea der Gattung Methanobacterium mittels SAPD-

abgeleiteter Fragmentamplifikation 

Die Entwicklung eines direkten, PCR-basierten Nachweissystems zur Detektion der Isolate 

Mb1 bis Mb10 der Gattung Methanobacterium sowie von Mb. formicicum MFT in DNA-

Extrakten aus Anreicherungs- bzw. Reinkulturen und BGA-Fermenterproben erfolgte auf 

Grundlage der A-Not-SAPD Amplifikationsmuster (III.5.3.3). Aufgrund des spezifischen 

Vorkommens in den Mustern der o.g. Isolate und des nächst verwandten Typstammes Mb. 

formicicum MFT wurde ein ausgeprägtes, etwa 340 bp langes DNA-Amplifikat selektiert. 

Nach Klonierung der DNA-Bande aus dem SAPD-Muster konnte die Länge mit 337 bp exakt 

bestimmt und das Insert (im Folgenden 03Mbf) erfolgreich sequenziert werden. Eine BLAST-

Analyse gegen die Leserahmen der NCBI GenBank ergab keine signifikanten 

Übereinstimmungen. Gegen in der Datenbank hinterlegte Komplettgenom-Sequenzen 

erfolgten vier signifikante Treffer mit negativen E-Werten. Insbesondere die Genome der 

nicht weiter spezifizierten und bereits für die 23S rRNA-Gen-Analyse (III.5.5) 

herangezogenen Arten Methanobacterium sp. SWAN-1 und AL-21 enthielten Sequenz-

bereiche mit 81 % bzw. 83 % Nukleotidübereinstimmung mit der 03Mbf-Sequenz. Allerdings 

wurden hier mit 65 % bzw. 54 % der Gesamtsequenz nur Teilbereiche der 337 bp in die 

Analyse einbezogen. Ein zusätzlicher Abgleich mit den Contigs der Schrotschuss-

Genomsequenz von Mb. formicicum PP1 ergab eine 88 %ige Sequenzidentität bei einer 

Abdeckung von 93 % (Abb. 68A). Dabei umfasste die Sequenz den 5‘-Bereich des Gens für 
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eine postulierte Adenylatkinase AdkA (UniProt-Kennzeichnung: K2RT60_METFO) und den 

anschließenden 3‘-Bereich des Leserahmens für die Kodierung einer putativen Präprotein-

Translokase SecY (K2QD43_METFO) (Abb. 68B). Um eine gemeinsame Amplifikation mit 

dem Primerpaar Met86f/Met1340r durchführen und damit eine Positivkontrolle mitführen zu 

können, wurden die Primer zur Amplifikation eines Fragments von 03Mbf mit ähnlichen 

Eigenschaften entworfen. Dabei wurde der forward-Primer 03CMbf mit jeweils einem von 

zwei revers-Primern (03AMbr und 03DMbr) kombiniert. Über einen in silico-Abgleich mit 

der NCBI GenBank wurde eine Fehlhybridisierung mit anderen methanogenen Archaea 

ausgeschlossen. Für eine erfolgreiche Kombination von 03CMbf/03AMbr und 03CMbf/ 

03DMbr wurde die Amplifikation eines 324 bp- bzw. 291 bp-03Mbf-Fragments erwartet 

(Abb. 68C).  

Abb. 68: Sequenzidentität und Lage des A-Not-SAPD-Amplifikats 03Mbf im Genom von Mb. for-
micicum PP1. Abgleich der Sequenz von 03Mbf ergab die höchste Identität mit Contig 4 der Shotgun-
Genomsequenz von Mb. formicicum DSM3637 (A). In diesem konnte 03Mbf auf die Zusammenführung des 
3‘-Bereiches des putativen adkA-Gens mit dem 5‘-Bereich von secY zurückgeführt werden (B). Mit zwei 
Primerkombinationen wurden 324 bp- bzw. 294 bp-Fragmente von 03Mbf (C) amplifiziert. 

A 

B 

C 
03Mbf

secYadkA
337 bp

03Mbf

03CMbf
6

03DMbr
297

03AMbr
330

0 337
5‘ 3‘

Organismus Abdeckung Identität E-Wert

Methanobacterium formicicum DSM3637 313/337 bp (93 %) 88 % 3 x 10-103

Methanobacterium sp. SWAN-1 220/337 bp (65 %) 81 % 2 x 10-23

Methanobacterium sp. AL-21 183/337 bp (54 %) 83 % 2 x 10-22

Methanothermobacter marburgensis Marburg 98/337 bp (29 %) 86 % 3 x 10-15

Methanothermobacter thermoautotrophicus DeltaH 107/337 bp (32 %) 85 % 2 x 10-13
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Beide Kombinationen fanden Eingang in die Spezifitätstests, da unterschiedlich hohe 

Wahrscheinlichkeiten für eine Selbstbinde-Fähigkeit vorhergesagt wurden. Nach Etablierung 

eines einstufigen PCR-Protokolls konnte mit beiden Primerkombinationen DNA-Extrakte 

einer Kultur von Mb. formicicum MFT von denen von Mb. subterraneum A8pT, Mb. oryzae 

FPiT
, Mb. bryantii M.o.H.T und des gattungsfremden Archaeons Mcu. bourgensis MS2T 

unterschieden werden. Dabei ergab sich ausschließlich in den Spuren von Mb. formicicum 

MFT und den Positivkontrollen ein Amplifikat (Abb. 69). 

Auch die Anwendung der Primerpaare auf die Isolate Mb1 bis Mb10 ergab deutliche Banden 

auf den jeweils korrekten Höhen. Im Rahmen dieses Experiments konnte auch die 

Unterscheidungsfähigkeit des Systems gegenüber Mb. palustre FT bestätigt werden (Abb. 70). 

Amplifikationstests ergaben 3 µL eines DNA-Extraktes durchschnittlicher Qualität in 50 µL-

Ansätzen als ideales Template-Volumen bei Anwendung des Systems auf archaeelle 

Kulturproben. Zur Amplifikation der 03Mbf-Fragmente aus Fermenter-DNA-Extrakten 

musste das Volumen des eingesetzten DNA-Extraktes auf 6 µL in 50 µL-PCR-Ansätzen 

erhöht werden. Daneben wurde das in gelelektrophoretischen Analysen aufgetragene PCR-

Probenvolumen auf 10 µL verdoppelt, um eine gute Sichtbarkeit und Auswertung der 

Zielbanden zu ermöglichen. Während die Primerkombination 03CMbf/03AMbr bereits unter 

dem Temperaturprogramm für Kulturproben die korrekte Amplifikat-Größe ergab, zeigten die 

Spuren mit der Primerkombination 03CMbf/03DMbr eine Vielzahl von teils auch 

höhermolekularen Banden. 

Abb. 69: Unterscheidung von Mb. formicicum MFT von ausgewählten methanogenen Archaea 
mittels direkter PCR. Beide Primerkombinationen führen zu Amplifikat korrekter Größe ausschließlich 
in Spuren der Zielspezies. 1MFT = Mb. formicicum MFT, 2FPiT = Mb. oryzae FPiT, 3M.o.H.T = Mb. 

bryantii M.o.H.T,4A8pT = Mb. subterraneum A8pT ,5MS2T = Mcu. bourgensis MS2T , -- = 
Negativkontrolle, M = GeneRulerTM 
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Durch Anheben der Hybridisierungstemperatur auf 56 °C bei gleichzeitigem Absenken der 

Elongationszeit und finalen Elongationszeit auf 20 s bzw. 150 s konnten Fragmente oberhalb 

einer Länge von 400 bp vermieden werden. Da jedoch auch unter diesen Bedingungen weitere 

Amplifikate bis zu einer Minimallänge von etwa 200 bp auftauchten (Abb. 71), eignete sich 

diese Primerpaarung für die Analyse von Fermenterextrakten nicht so sehr wie 

03CMbf/03AMbr. Durch Versetzen einer Substrat-Probe der BGA Wallhalben mit einer 

dekadischen Reihe definierter Zellzahlen einer Kultur von Isolat Mb9 wurden beide 

Primerpaarungen auf ihre minimale Detektionskapazität im Direkt-PCR-System unter 

simulierten Praxisbedingungen untersucht. Zellfrei zentrifugierter Substratüberstand (15 min 

bei 16000 g) und Gesamtschlamm wurden beimpft und die DNA extrahiert. Dabei ergab sich 

in beiden Fällen eine erfolgreiche Amplifizierung bis herunter zu 103 Zellen (Abb. 72). Die 

zusätzlichen Banden durch Anwendung des Primerpaars 03CMbf/03DMbr zeigten sich hier 

erneut, doch vorwiegend in Extrakten mit niedrigen zugeimpften Titern von 103 bis 105 

Abb. 70: Amplifikation von 03Mbf-Fragmenten durch direkte PCR aus Kulturen von 
Methanobacterium sp.-Isolaten aus BGA sowie Vergleichsstämmen. Mb1 bis Mb10 = Mb. 

formicicum-verwandte Eigenisolate Mb1 bis Mb10, 1MFT = Mb. formicicum MFT, 2FT = Mb. palustre FT, 
3A8pT = Mb. subterraneum A8pT, 4MS2T = Mcu. bourgensis MS2T. Primerkombinationen: + = 
Positivkontrolle Met86f/Met1340r, A = 03CMbf/03AMbr, D = 03CMbf/ 03DMbr, -- =
Negativkontrolle ohne DNA-Zugabe, M = GeneRulerTM 



Kapitel III  Ergebnisse 
 

Seite | 164 

Zellen. Wie zuvor verblieb das mittels 03CMbf/03AMbr erstellte Amplifikat ohne zusätzliche 

Bandensignale. 

Einen Überblick über die Bandenstärke in Abhängigkeit vom vorgelegten Zelltiter gibt die 

folgende Abbildung: 

 

Abb. 72: Ermittlung des Detektionslimits des Direkt-PCR-Systems zum Nachweis von 
Methanobacterium sp.-Eigenisolaten und von Mb. formicicum MFT. Zugabe der angegebenen 
Zellmengen einer Kultur des Isolats Mb9 zu Fermenterproben der BGA Wallhalben mit nachfolgender 
DNA-Extraktion und PCR. M = GeneRulerTM-DNA-Marker, -- = Negativkontrolle. 

Abb. 71: Amplifikation von 03Mbf-Fragmenten aus Fermenterproben. Direktvergleich beider 
Primerpaarungen unter stringenteren PCR-Bedingungen. 03CMbf/03DMbr führt hier im Gegensatz 
zur Anwendung auf Reinkulturen zu weiteren Amplifikaten geringerer Länge. M = GeneRulerTM, � = 
BGA Arenrath, � = BGA Kaschenbach, � = BGA Obere Blies, � = BGA Wallhalben, � = BGA 
Niederweiler, -- = Negativkontrolle.  
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III.5.5 Sequenzierung des 23S rRNA-Gens von Vertretern der Gattung 

Methanobacterium  

Zur Schaffung einer Datengrundlage in Vorbereitung auf 23S rRNA-Gen-basierter 

Fluoreszenz in situ-Hybridisierung und zum Erhalt von Sequenzinformationen eines 

alternativen Gens zur phylogenetischen Einordnung erhaltener Isolate der Gattung 

Methanobacterium sp. wurde zunächst mittels des „primer-walking“-Ansatzes ein 23S rDNA-

Fragment von Mb. formicicum MFT sequenziert. 

In methanogenen Archaea sind häufig multiple ORFs von rRNA-Genen zu finden, die sich 

bezüglich ihrer Sequenz unterscheiden. Die daraus resultierende, große Diversität zwischen 

den 23S rRNA-Leserahmen aller 36 alignierter Vergleichssequenzen sowohl innerhalb einer 

Spezies, als auch zwischen verschiedenen Spezies verhinderte das Auffinden hoch-

konservierter Regionen zum Erstellen von Sequenzierungsprimern. Es konnten jedoch für  

Mb. formicicum MFT und allen Vergleichssequenzen zwei Gruppen untereinander homologer 

Sequenzen identifiziert werden (im Folgenden als „Leserahmen A“ und „Leserahmen B“ 

bezeichnet). Daher wurde für jeden der beiden Leserahmen des 23S rDNA-Gens von  

Mb. formicicum MFT ein kleineres Alignment neu konstruiert, in welches nur die homologen 

Sequenzen naher Verwandter Eingang fanden. Für Leserahmen A wurden über das 

Phylogenieprogramm ARB software suite (http://www.arb-home.de/) Sequenzen von 

Methanobrevibacter smithii PST (Msm_1799 und Msm_1805-Leserahmen [CP000678.1, 

nt:516561-519382 und nt:330029-332858]) und Methanosphaera (Msh.) stadtmanae MCB-3T 

(rrlC und rrlD-Leserahmen [CP000102.1, nt: 943938-946800 und nt: 1164082-1166943]) als 

geeignete Kandidaten für ein Alignment ermittelt. Dieses wurde um 23S rRNA-

Gensequenzen aus dem Komplettgenom von Methanobacterium sp. SWAN-1 

(MSWAN_R0038-Leserahmen, GeneID 10669500; NCBI RefSeq NC_015574.1) und 

Methanobacterium sp. AL-21 (Metbo_R0031-Leserahmen, GeneID 10277981; NCBI RefSeq 

NC_015216.1) erweitert. Alle übrigen zur Verfügung stehenden Sequenzen bildeten eine von 

Leserahmen A distinkte Gruppe hoher Sequenzidentität. Somit wurde für die Erarbeitung von 

Primerpaarungen zur Sequenzierung dieses zweiten 23S rDNA-Leserahmens ein Alignment 

aus den Sequenzen MSWAN_R0019 und MSWAN_R0024 (GeneID 10668242 bzw. 

10668304, Methanobacterium sp. SWAN-1; NCBI RefSeq NC_015574.1), Metbo_R0021 

(GeneID 10276953,  Methanobacterium sp. AL-21; NCBI RefSeq NC_015216.1) sowie den 

Msp_0351- und Msp_0744-Leserahmen von Msh. stadtmanae PST (nt: 410725-413587 bzw. 

nt: 856378-859241; CP000102.1) zugrunde gelegt. Aus diesen Alignments heraus gelang die 

Sequenzierung des Mb. formicicum MFT 23S rRNA-Leserahmens A über fünf verschiedene 
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Primerpaare. Nach Revision der Teilsequenzen konnte die zur Gesamtsequenzierung eines 

Großteils (2767 bp) benötigte Anzahl an Primerpaarungen auf drei reduziert werden. Die 

Sequenz des Leserahmens B wurde über vier z.T. redundante Fragmente ermittelt. Mit diesen 

konnten 2455 bp Sequenzinformation gewonnen werden (II.2.3.3). Ein Alignment der 

Sequenzen beider Leserahmen ergab hohe Sequenzidentität unter der Voraussetzung einer 

revers-komplementärer Leserichtung eines der beiden Leserahmen. Aus diesem Grund wurde 

davon ausgegangen, dass die ermittelten Leserahmen in vivo dieselbe 23S rRNA kodieren, 

jedoch auf unterschiedlichen DNA-Strängen lokalisiert sind bzw. komplementäre Sequenzen 

darstellen und dieser Sachverhalt auch die meisten Sequenzunterschiede im Ausgangs-

alignment begründet. Im Folgenden wurde aufgrund größerer Sequenzlänge stets mit der 

Sequenz weitergearbeitet, welche sich aus dem Primersatz zu Ermittlung des „Leserahmens 

A“ ergab. Über diese drei Primerpaarungen gelang ebenfalls die Sequenzierung von 23S 

rRNA-Genfragmenten aller zehn Mb. formicicum-verwandter Isolate (Mb1 - Mb10) aus BGA. 

Im Rahmen der Aufklärung der 23S rRNA-Gensequenz von Typstämmen weiterer Methano-

bacterium-Arten (Mb. palustre FT, Mb. subterraneum A8pT, Mb. ferruginis Mic6c05T, Mb. 

kanagiense 169T, Mb. uliginosum P2StT, Mb. bryantii M.o.H.T, Mb. aarhusense H2-LRT und 

Mb. petrolearium Mic5c12T) gelang die Amplifizierung der drei Teilbereiche unter 

Verwendung der drei für Mb. formicicum MFT entwickelten Primerpaarungen nur für Mb. 

subterraneum A8pT. Hier konnte die Sequenzinformation eines 2692 bp langen Genfragments 

ermittelt werden. In allen übrigen Fällen wurden stets nur ein Anfangs- (Fragment I) und ein 

Endstück (Fragment III) amplifiziert. Aufgrund der daraus resultierenden, fehlenden Sequenz-

information zwischen diesen Bereichen, sonst amplifiziert über die Primerpaarung 

Mbfo5fwE/Mbfo4rvD, konnte auf diese Weise keine geeignete Sequenzüberlappung erzielt 

und keine Gesamtsequenz hergeleitet werden. Unter Rückgriff auf Primer, welche vor der 

Zusammenlegung die Amplifikation der 23S Gensequenz in fünf sukzessiven, überlappenden 

Teilfragmenten ermöglichte, konnte ein Mittelstück amplifiziert werden. Insbesondere durch 

Kombination der stromabwärts- bzw. „forward“- Primer Mbfo5fwD und Mbfo5fwE mit dem 

„revers“-Primer zur ursprünglichen Amplifikation des Endstückes, Mbfo6rvA T/C, wurde 

eine Abdeckung des Mittelstückes durch zwei redundante 23S rRNA-Genfragmente 

(Fragmente IIb und IIc) erreicht (Abb. 73). Aufgrund der Amplifikation eines längeren 

Fragments und einer damit einhergehenden vergrößerten Überlappungszone zum 

stromaufwärts positionierten Fragment I fokussierten sich die Sequenzierungsansätze auf das 

Fragment IIb mittels der Kombination Mbfo5fwD/Mbfo5fwE. Dies ermöglichte mit der 

Zusammensetzung der Sequenzen der Fragmente I und IIb zu einer Gesamtsequenz von einer 



Kapitel III  Ergebnisse 

Seite | 167  
 

Länge zwischen 2600 und 2700 bp die Aufklärung eines Großteils des 23S rRNA-

Leserahmens auch in diesen Arten.  

 

III.5.6 Phylogenetische Einordnung von Eigenisolaten der Gattung Methanobacterium 

anhand von 23S rRNA-Gensequenzinformation  

Anhand der aufgeklärten Partialsequenz der 23S rRNA-Leserahmen von Eigenisolaten und 

Referenzstämmen der Gattung Methanobacterium konnte eine phylogenetische Analyse 

durchgeführt werden. In einer Stammbaumanalyse auf Grundlage der Neighbor-Joining-

Methodik ergaben sich für die Referenzstämme vergleichbare Positionierungen in den 16S- 

(Abb. 63) und 23S rRNA Gen basierenden Stammbäumen (Abb. 74). Ein Unterschied ergab  

sich in der Positionierung von Mb. formicicum MFT, welcher im Fall der 16S rRNA-

Genanalyse mit Mb. palustre FT gruppiert und innerhalb desselben Astes parallel zu  

Mb. subterraneum A8pT eingeordnet wurde: Hier ergab sich unabhängig vom Einbezug der 

Sequenzdaten von Eigenisolaten eine Gruppierung von Mb. palustre FT und  

Mb. subterraneum A8pT sowie eine davon separate Positionierung von Mb. formicicum MFT. 

In Bezug auf die Isolate ergab sich ein Hinweis auf einen hohen Verwandtschaftsgrad 

untereinander. Es bildete sich ein Hauptast aus zwei parallelen Gruppen, in welchen sich 

Vertretern der Eigenisolate positionierten. Mit Ausnahme der Isolate Mb8 und Mb9 kamen 

Mbfo5fwA Mbfo4rvA
1784128 Fragment I

Mbfo5fwE
1620

Mbfo4rvD
2695

Fragment II

Mbfo6fwA
2481

Mbfo6rvA T/C
2981

Fragment III

Mbfo5fwD
1485

23 S rRNA Gen

Mbfo6rvA T/C
2981

Mbfo5fwE
1620

Mbfo6rvA T/C
2981

Fragment IIb

Fragment IIc

Abb. 73: Sequenzierung des 23S rRNA-Gens von Vertretern der Gattung Methanobacterium sp. mittels 
„Primer walking“. Für Mb. formicicum MFT wurden drei überlappende Teilsequenzen (Fragment I - III, 
schwarz) amplifiziert, um den Leserahmen abzudecken. Für die übrigen untersuchten Arten dieser Gattung 
konnte Fragment II nicht mit dem angegebenen Primerpaar amplifiziert werden, weshalb dieses durch die über 
alternative Primerpaarungen amplifizierten Fragmente IIb und IIc (grau) abgedeckt wurde. Angegeben sind die 
Primerkombinationen (Tab. 25) sowie die relative Nukleotidposition der ersten Bindung im zugrunde liegenden 
Sequenzalignment. 
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alle Isolate in einer Gruppe ohne Referenzorganismus zu liegen. Abweichungen ergaben sich 

dabei hauptsächlich bei den Isolaten Mb1 und Mb10, welche eine größere evolutionäre 

Distanz zu den restlichen Sequenzen in dieser Gruppe aufwiesen. Der Referenzstamm Mb. 

formicicum MFT positionierte sich, zusammen mit den Isolaten Mb8 und Mb9, in der 

Parallelgruppe in diesem Ast. In einem paarweisen Sequenzvergleich beider Mikro-

organismen lagen die einzigen Unterschiede in je einer unbesetzten Nukleotidposition pro 

Sequenzhintergrund bei einer untersuchten Fragmentlänge von 2397 bp. Im Vergleich zu Mb. 

formicicum MFT ergaben sich Sequenzidentitäten von 99 % (Mb8, 2359 von 2361 nt) bzw.  

97 % (Mb9, 2298/2364nt). Alle anderen Referenzstämme positionierten sich außerhalb dieses 

Astes und spiegelten in ihrer Anordnung die Verhältnisse des 16S rRNA-Gen- Stammbaums 

wider. 

Abb. 74: Phylogenetische Einordnung von Eigenisolaten in die Gattung Methanobacterium nach 23S 
rRNA-Genanalyse. Stammbaum erstellt durch die Neighbor-Joining-Methode nach Saitou und Nei, 
1987. Die prozentualen Ergebnisse der Bootstrap-Analyse aus 1000 Wiederholungen (Felsenstein, 1985)
sind unter den Ästen angegeben. Evolutionäre Distanzen wurden unter Verwendung der Maximum 
Composite Likelihood-Methode (Tamura et al., 2004) mit der Software MEGA5.1 (Tamura et al., 2011) 
berechnet. Alle Positionen, in denen weniger als 50% aller 22 23S rRNA-Gensequenzen von 2126 bp 
Länge ein Nukleotid enthielten, wurden zuvor aus dem zugrunde liegenden Alignment entfernt. Mb1 bis 
Mb10 bezeichnen die Positionen der entsprechenden Isolate. 
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III.5.7 Nachweis methanogener Archaea der Gattung Methanobacterium mittels 

Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) 

In Vorbereitung auf eine artspezifische Detektion von Mb. formicicum MFT in 

Fermentersubstrat von landwirtschaftlichen BGA durch Sondentechnik, wurde zunächst der 

23S rRNA-Leserahmen dieser Art sequenziert. Verschiedene Oligonukleotid-Sonden auf 

Basis der erhaltenen Sequenz wurden entwickelt und auf ihre in situ-Hybridisierungs-

spezifität hin untersucht. Nach vollständigem Erhalt von Sequenzinformationen der 

Referenzstämme (III.5.5) wurden gezielt artspezifische Nukleotidfolgen gesucht und auf ihre 

Eignung als Sonde geprüft. 

III.5.7.1 Entwicklung spezifischer Oligonukleotid-Sonden 

Als Grundlage zur Konstruktion einer ersten Sonde erfolgte zunächst die Erweiterung des für 

die 23S rRNA-Gensequenzierung genutzten, multiplen Alignments methanogener Archaea 

um das aus der „primer-walking“-Sequenzierung (II.2.3.3) resultierende 23S rRNA-

Genfragment der Zielspezies Mb. formicicum MFT. Darin konnten zwei Regionen mit je 5 

Nukleotidunterschieden zu den Sequenzen der der nächsten Verwandten Methanobrevibacter 

smithii PST und Msh. stadtmanae MCB-3T gefunden werden: Mb1535Df und Mb1535C2f. 

Zur Überprüfung der Spezifität wurden diese potentiellen Sonden in einer PCR mit dem 

Temperaturprogramm MBFOR1 mit revers-Primern (Mb1535C2f/Mbfo4rvD, Tab. 25 sowie 

Mb1535Df/1535Arv [5‘-ATT AGC CGT CCT TAT GGA T-3‘]) gepaart, welche während 

des „primer-walking“-Ansatzes bereits zum Einsatz kamen. Beide Primer-Paarungen führten 

im DNA-Extrakt von Mb. formicicum MFT mit 577 bp bzw. 655 bp zu einem Amplifikat von 

korrekter Länge. Da jedoch nur die Kombination mit Mbfo1535C2f auch aus einem DNA-

Extrakt des Methanobacterium sp.-Isolats Mb1 ein Amplifikat ermöglichte (Abb. 75), 

konzentrierten sich die Arbeiten auf den Einsatz dieses Oligonukleotids als FISH-Sonde. 

Aufgrund schwacher Signalintensität sowie mangelnder Spezifität bei Einsatz dieses 

Oligonukleotids als Sonde Cy31535C2f für die Gattung Methanobacterium unter den im 

Rahmen der Vortests gewählten Bedingungen und Protokolle wurde ein weiterer Satz an 

Sonden mit Spezifität für Mb. formicicum MFT erstellt. Neben einem Wechsel zur 

Anwendung des modifizierten Protokolls nach Daims et al. (II.2.6.2) wurden dazu 23S 

rRNA-Gensequenzen aus zwei veröffentlichten Gesamtgenomen von Methanobacterium-

Arten (Methanobacterium sp. SWAN-1 und AL-21) bei der Entwicklung der Sonden 

Cy3.51535E1, Cy3.51535E2 und Cy3.51535E3 mit in das Alignment einbezogen und 

spezifische Sequenzbereiche herausgesucht. Zwei weitere Sonden wurden in silico zur 
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spezifischen Markierung des Isolats Methanobacterium sp. Mb1 erstellt. Dazu wurde 

zunächst die Gesamtsequenz des 23S rRNA-Gens aus dem vom Kooperationspartner Dr. 

Andreas Schlüter, CeBiTec Bielefeld, sequenzierten Genom dieses Eigenisolats sowohl mit 

den selbst sequenzierten Fragmenten des Typstammes Mb. formicicum MFT als auch des 

Isolats Mb1 (Fragmentlänge 2395 bp) verglichen und in das bestehende Alignment integriert. 

Die Gesamtgenom-Sequenzierung konnte das Ergebnis der Sequenzierung von Isolat Mb1 per 

„primer walking“-Methode bestätigen, es ergab sich eine Sequenzidentität von 99 %. Einzige 

Unterschiede stellten ein Nukleotidaustausch sowie zwei Leerstellen (sog. „Gaps“) in der 

„primer-walking“-Sequenz dar (Abb. 76). Der Vergleich der Genom abgeleiteten Sequenz 

mit dem 2767 bp-Fragment des 23S rRNA-Gens von Mb. formicicum MFT offenbarte 

dagegen größere Unterschiede: Bei einer Sequenzidentität von 96 % wurden an 30 Positionen 

Leerstellen im Alignment eingefügt. Aus den Gesamt-Alignments unter Beteili-gung von 

Sequenzen der erwähnten Arten wurden je eine Sonde zur Markierung des Eigenisolates Mb1 

und des Typstamms Mb. formicicum MFT (Cy3.5Mb1E2) sowie zur ausschließlichen 

Markierung des Eigenisolates Mb1 (Cy3.5Mb1D1) abgeleitet. 

 

 

Abb. 75: Spezifitätsüberprüfung von Oligonukleotiden auf Basis des 23S rRNA-Gens mittels PCR.
Mb1535Df und Mb1535C2f wurden mit einem passenden, unspezifischen revers-Primer gepaart und dann 
mittels PCR-Programm MBFOR1 ein 23S-Teilfragment aus DNA-Extrakten von verschiedenen Kulturen 
und Fermenterproben amplifiziert. Nur mit Mb1535C2f gelang die Amplifikation sowohl aus der 
Typstamm-Kultur, als auch aus dem Eigenisolat Mb1. 1MFT = Mb. formicicum MFT, 2MS2T = Mcu. 

bourgensis MS2T, 3FE = Mst. concilii FE, 4DMS1T = Methanomethylovorans hollandica DMS1T, 5PST = 
Methanobrevibacter smithii PST, NieKK = Isolat Msc. mazei NieKK, Mb1 = Isolat Methanobacterium sp.
Mb1, w/o = Spur unbesetzt, -- = Negativkontrolle, M = GeneRulerTM DNA-Marker. 
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III.5.7.2 Spezifitätstests zum Hybridisierungsverhalten entwickelter Oligonukleotid-

Sonden 

Die Oligonukleotid-Sonde Cy31535C2f stellte die erste auf Basis von 23S rRNA-

Gensequenzinformationen entwickelte Sonde zur Detektion von Mb. formicicum MFT dar und 

wurde zur Etablierung der FISH-Methodik eingesetzt. Die Nukleotidfolge konnte aus einem 

Alignment veröffentlichter Gensequenzen methanogener Archaea abgeleitet werden. In einer 

Nachbetrachtung unter Einbezug der Typstammsequenz der Zielspezies sowie der beiden in 

der Zwischenzeit veröffentlichten Genomsequenzen zweier nicht näher bestimmter Methano-

bacterium sp.-Arten AL-21 und SWAN-1 konnte die Bindestelle und Sequenzfolge in der 

Typstammsequenz verifiziert werden: Für Mb. formicicum MFT und den Stamm SWAN-1 

konnte Sequenzidentität festgestellt werden, Stamm AL-21 zeigte nur einen Nukleotid-

austausch, während Msh. stadtmanae MCB-3T und Mbb. smithii PST vier bzw. sechs 

Unterschiede in der Bindesequenz aufwiesen (Abb. 77). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 76: Sequenzunterschiede im 23S rRNA-Gen von Methanobacterium sp. Mb1.
Dargestellt ist der Vergleich des Sequenzergebnisses der „primer-walking“-Methode (Mb1) mit 
dem entsprechend annotierten Leserahmen aus der Gesamtgenom-Analyse des Isolats (Mb1 
CeBiTec). Unterschiedliche Nukleotidpositionen sind schwarz hinterlegt. Zusätzlich angegeben 
sind Konsensus-Sequenz und der Konservierungs-Grad. Ausschnitt aus Gesamtalignment. 

Abb. 77: Sequenzvergleich der Sonde Cy31535C2f mit der Bindestelle 
in Vertretern verschiedener Gattungen. MF(T) = Zielspezies Mb. for-

micicum MFT, SWAN-1 = Methanobacterium sp. SWAN-1 (Leserahmen 
19, 24 und 28), AL-21 = Methanobacterium sp. AL-21 (Leserahmen 21, 
31), PS(T) = Mbb. smithii PST (rRNA-Leserahmen A und B), MCB-3(T) = 
Msh. stadtmanae MCB-3T(rRNA-Leserahmen A bis D). Unterschiedliche 
Nukleotidpositionen sind schwarz hinterlegt. 
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Im Rahmen von Vortests wurden die Sonde Cy31535C2f und die Positivkontroll-Sonde 

MB1174 auf Basis der 16S rRNA Gensequenz zur Hybridisierung nach einem Protokoll für 

methanogene Archaea (Raskin et al., 1994) sowie einem weiteren zur Hybridisierung von 

Spezies der Gattung Methanosaeta (Tabatabei et al., 2009) herangezogen. Mittels des 

Protokolls nach Tabatabei wurde die Hybridisierungsfähigkeit der Sonde an die Zielspezies 

Mb. formicicum MFT getestet und ein Vergleich der Signalintensität mit der Positivkontrolle 

gezogen. Eine Bindung beider Sonden konnte bestätigt werden, die Signalintensität und-

stabilität der Positivkontrolle MB1174 war bei einer Belichtungszeit von 1,5 s deutlich besser 

(Abb. 78A-D). Die in der Literatur beschriebene Hybridisierung von MB1174 an Msh. 

stadtmanae MCB-3T konnte reproduziert werden (Abb. 78E). Daneben ergab sich unter 

diesen Bedingungen auch eine Fluoreszenzantwort nach einer Hybridisierung dieser Sonde 

mit Zellen des Eigenisolats Msc. mazei NieKK (Abb. 78F). 

Auch unter Anwendung des Literatur-Protokolls nach Raskin konnte eine Hybridisierung von 

Cy31535C2f an Mb. formicicum MFT-Zellen beobachtet werden (Abb. 79A). Untersuchungen 

ergaben hier eine Mindest-Sondenkonzentration von 10 pM und eine maximale Signal-

intensität bei einem Anteil von 10 % Formamid im Hybridisierungspuffer. Die Signal-

intensität von Cy31535C2f war, wie zuvor, gering und trotz Antibleichmittel-Zugabe einem 

schnellen Signalverlust unterworfen. Neben der Hybridisierung an den Zielorganismus ergab 

sich zudem ein Fluoreszenzsignal in den zielfremden Organismenproben von Msc. mazei 

NieKK und Msh. stadtmanae MCB-3T. In Mischungen aus Mb. formicicum MFT und Msc. 

mazei NieKK zeigten ebenfalls beide Organismen Fluoreszenz. Eine Erhöhung der 

Hybridisierungs- oder Waschtemperatur bis auf 53 °C ergab keine signifikante Verbesserung 

der Spezifität, weshalb bei den folgenden Sonden ein Umstieg auf das Protokoll nach Daims 

et al. (2005) erfolgte. Die Ergebnisse einer FISH-Analyse einer Reaktorprobe der BGA 

Wallhalben, welche mit Zellen der Zielspezies versetzt worden war, deuteten auf eine 

Anwendbarkeit der Methodik ab Verdünnungsstufen von 10-2 an (Abb. 79B), da erst ab hier 

eine ausreichend klare und disperse Flüssigkeit in dem Substrat erreicht werden konnte, bei 

der eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung möglich war. Bei Reaktorproben höherer 

Viskosität war die Grenzverdünnung auf mindestens 10-3 anzuheben. 
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Abb. 78: Hybridisierung von Cy31535C2f und MB1174 an methanogene Archaea. Hybridisierung 
nach Tabatabei et al. (2009). Fluoreszenzanregung nach Bindung der Sonde an Mb. formicicum MFT

(A) und nach DAPI-Gegenfärbung (B). Vergleich der Signalintensität der Sonde Cy31535C2f (C) und 
der Positivkontrolle MB1174 (D) bei einer Belichtungszeit von 1,5 s. Fluoreszenzsignale der Sonde 
MB1174 bei Proben von Msh. stadtmanae MCB-3T (E) und Msc. mazei NieKK (F, links Hellfeld-, 
rechts Fluoreszenzaufnahme). Maßstab = 5 µm. 

A B 

C D 

E F 
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Die unter Zuhilfenahme erweiterter Vergleichssequenzen hergeleiteten Sonden Cy3.51535E1, 

Cy3.51535E2 und Cy3.51535E3 waren gegen Mb. formicicum MFT als Zielorganismus 

gerichtet. Deren Sequenzen wiesen eine Reihe unterschiedlicher Nukleotidpositionen zu den 

für ein Vergleichsalignment herangezogenen Sequenzen nah verwandter methanogener 

Archaea auf. Während Cy3.51535E1 gegenüber Cy3.51535E2 nur in der Sequenz verschoben 

ist, hybridisiert Cy3.51535E3 in silico an einen anderen Lokus und überspannt im Alignment 

eine Lückenregion von Methanobacterium sp. SWAN-1 und AL-21 sowie Mbb. smithii PST. 

Nachfolgend sind die Bindestellen (Abb. 80) und Hybridisierungsergebnisse (Tab. 52) der 

drei Sonden mit verschiedenen Methanobacterium sp.-Arten zusammengefasst. Dabei erwies 

sich unter den nach Daims modifizierten Hybridisierungsbedingungen eine Formamid-

Abb. 79: Hybridisierung von Cy31535C2f an methanogene Archaea und Reaktorproben. 
Fluoreszenzsignal nach Hybridisierung an Mb. formicicum MFT (A) sowie einer verdünnten und 
künstlich mit dem Zielorganismus versetzten Substratprobe (B). Hybridisierung nach Raskin et al., 
1994. Maßstab = 5 µm.  

Abb. 80: Vergleich der Sondensequenzen von Cy3.51535E1,  Cy3.51535E2 und Cy3.51535E3 mit 
entsprechenden Hybridisierungsstellen in Vertretern verschiedener Gattungen methanogener 
Archaea. MF(T) = Zielspezies Mb. formicicum MFT, SWAN-1 = Methanobacterium sp. SWAN-1 
(Leserahmen 19, 24 und 28), AL-21 = Methanobacterium sp. AL-21 (Leserahmen 21, 31), PS(T) = 
Mbb. smithii PST (rRNA-Leserahmen A und B), MCB-3(T) = Msh. stadtmanae MCB-3T(rRNA-
Leserahmen A bis D). Unterschiedliche Nukleotidpositionen sind schwarz hinterlegt. 

A B 
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konzentration von 20 % (v/v) im Hybridisierungspuffer für Cy3.51535E1 als ideal, die 

Sonden Cy3.51535E2 und Cy3.51535E3 zeigten die beste Hybridisierungsfähigkeit bei 5 %  

bzw. 30 % (v/v). 

Tab. 52: Hybridisierungseffizienz der Oligonukleotidsonden Cy3.51535E1, Cy3.51535E2 
und Cy3.51535E3 in Vertretern der Gattungen Methanobacterium, Methanobrevibacter 
und Methanosphaera. 

Sonde Teststämme1) 
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Cy3.51535E1 - + - - - +/- + +/- + + + + +/- 

Cy3.51535E2 - + - - - +/- +/- +/- +/- +/- + + +/- 

Cy3.51535E3 ND + - - - +/- ND +/- +/- ND + + +/- 
1Mb1 = Isolat Methanobacterium sp. Mb1, MFT = Mb. formicicum MFT, M.o.H.T = Mb. bryantii 
M.o.H.T, P2StT = Mb.  uliginosum P2StT, H2-LR = Mb. aarhusense H2-LRT, FT = Mb. palustre FT, 
Mic6c05T = Mb. ferruginis Mic6c05T, 169T = Mb. kanagiense 169T, Mic5c12T =  Mb. petrolearium 
Mic5c12T, A8pT = 

Mb. subterraneum A8pT, Spike = künstlich mit Mb. formicicum MFT versetzte 
Biogasanlagen-Probe. Fremdgattungen: MCB-3T = Msh. stadtmanae MCB-3T, PST = Mbb. smithii PST. 
Qualitative Sondenhybridisierung: - keine, +/- = schwache und + gute, Zielspezies vergleichbare 
Bindung. ND = nicht durchgeführt. 

Alle drei Sonden hybridisierten mit Zellen der Zielspezies. Die Bindung der Sonde 

Cy3.51535E3 war in der Praxis jedoch qualitativ schlechter als bei den übrigen Sonden, 

weswegen diese vorrangig getestet wurden. Die Sonden folgten dabei in Bezug auf die 

Hybridisierungseffizienz dem 16S rRNA-Gen-basierten Stammbaum (Abb. 63): Während die 

Sonde Cy3.51535E1 die im Baum nahe zur Zielspezies positionierten Arten Mb. ferruginis 

Mic6c05T, Mb. subterraneum A8pT
 und Mb. petrolearium Mic5c12T mit nahezu gleicher 

Effizienz hybridisierte, zeigte Cy3.51535E2 hier bereits eine Abschwächung der Fluores-

zenzintensität. Mb. palustre FT, nächster Verwandter im Stammbaum, wurde von beiden 

Sonden schwächer gebunden als diese Zielspezies. Mb. bryantii M.o.H.T, Mb. uliginosum 

P2StT und Mb. aarhusense H2-LRT wurden nicht markiert. Aufgrund der morphologischen 

Unterschiede zwischen Zielspezies und Mb. uliginosum bzw. Mb. bryantii konnte in 

Organismenmischungen gezeigt werden, dass eine spezifische Hybridisierung mit Mb. 

formicicum MFT vorlag (Abb. 81). Eine Hybridisierung mit dem Eigenisolat Mb1 war 

hingegen nicht gegeben, während eine Detektion von Mb. formicicum MFT-Zellen nach deren 

Zugabe zu Biogasanlagen-Proben im Rahmen von Wiederfindungsexperimenten möglich 

war. Die Sonden hybridisierten mit den Vertretern der nächst verwandten Gattungen, Msh. 
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stadtmanae MCB-3T und Mbb. smithii PST, wobei unter den getesteten Bedingungen für Msh. 

stadtmanae MCB-3T eine Zielspezies-vergleichbare, für Mbb. smithii PST eine schwächere 

Fluoreszenzintensität verzeichnet wurde. 

Für den parallelen Nachweis von Eigenisolat Mb1 und Mb. formicicum MFT wurde die Sonde 

Cy3.5Mb1E2 unter Einbezug der entsprechenden 23S rRNA-Gensequenzen (III.5.7.1) 

entworfen. Zur spezifischen Detektion des Eigenisolats Mb1 wurde die Sonde Cy3.5Mb1D1 

abgeleitet. Einen Überblick über die Bindestellen der Oligonukleotide findet sich in Abb. 82. 

Hybridisierungsexperimente mit diesen Oligonukleotiden ergaben einen idealen Form-

amidanteil von 25 % - 30 % (v/v) im Puffer bei einer Hybridisierungstemperatur von 46 °C. 

Unter diesen Konditionen durchgeführte Spezifitätstests zeigten entgegen der in silico-

Vorhersage eine erfolgreiche Detektion von Zellen des Typstammes und des Eigenisolats 

Mb1 durch beide Sonden. 

Abb. 81: Hybridisierungsspezifität der Oligonukleotidsonden Cy3.51535E1 (A, B) und 
Cy3.51535E2 (C, D). Hybridisierungsexperimente an Organismenmischungen aus der Zielspezies mit 
Mb. uliginosum P2StT (A, C) oder Mb. bryantii M.o.H.T (B, D) vor dem Hintergrund einer DAPI-
Gesamtzellfärbung. Ausschließlich gerade Stäbchen in kurzen Ketten zeigen magentafarbene Doppel-
markierung, während die im Überschuss vorhandenen Morphologien der Nicht-Zielspezies nur die 
blaue DAPI-Fluoreszenz aufweisen. Maßstab = 5 µm. 
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Die Überlagerung der Fluoreszenzsignale nach Cy3.5- und DAPI-Anregung führte zu einer 

nahezu vollständigen Doppelmarkierung (Abb. 83A-D). Alle übrigen untersuchten Referenz-

stämme wurden ebenso von beiden Sonden gebunden und emittierten stabile Fluoreszenz-

signale (Tab. 53). Stringenztests durch beispielhafte Hybridisierung von Cy3.5Mb1D1 an 

Mb. bryantii M.o.H.T bei 40 % (v/v) Formamidanteil und gleichzeitiger Erhöhung der 

Temperatur auf 51 °C ergab eine Reduktion der Fluoreszenzintensität (Abb. 83E). Eine 

Cy3.5Mb1E2-Hybridisierung an Mb. aarhusense H2-LRT (Abb. 83F), Msh. stadtmanae 

MCB-3T und Mbb. smithii PST resultierte unter Standardbedingungen in schwächeren 

Signalausbeuten, als bei Anwendung des Cy3.5Mb1D1-Oligonukleotids.

Tab. 53: Hybridisierungseffizienz der Oligonukleotidsonden Cy3.5Mb1D1 und  
Cy3.5Mb1E2 in Vertretern der Gattungen Methanobacterium, Methanobrevibacter und 
Methanosphaera. 
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Cy3.5Mb1E2 + + + + + +/- + + + + + +/- +/- 
1Legende der Stammbezeichnungen und Kategorien der Fluoreszenzintensität, vgl. Tab. 52. 

Abb. 82: Vergleich der Sondensequenzen von Cy3.5Mb1D1 und Cy3.5Mb1E2 mit entsprech-
enden Hybridisierungsstellen in Vertretern verschiedener Gattungen methanogener Archaea.
Mb1CeBiTec = aus Gesamtgenom abgeleitete Sequenz des Eigenisolats Mb1, Mb1 = „primer-
walking“-abgeleitete Sequenz des Eigenisolats Mb1, MF(T) = Zielspezies Mb. formicicum MFT, 
SWAN-1 = Methanobacterium sp. SWAN-1 (Leserahmen 19, 24 und 28), AL-21 = Methano-

bacterium sp. AL-21 (Leserahmen 21, 31), PS(T) = Mbb. smithii PST (rRNA-Leserahmen A und B), 
MCB-3(T) = Msh. stadtmanae MCB-3T(rRNA-Leserahmen A bis D). Unterschiedliche Nukleotid-
positionen sind schwarz hinterlegt. 
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Abb. 83: Hybridisierung der Oligonukleotidsonden Cy3.5Mb1D1 (A, B, E) und Cy3.5Mb1E2 (C, 
D, F) mit Organismenmischungen und Reinkulturen. Überlagerung von Fluoreszenzsignalen nach 
Anregung der Fluorophore Cy3.5 und DAPI bei Hybridisierung mit dem Eigenisolat Mb1 (A, C) bzw. 
mit Mb. formicicum MFT (B, D) und mit Mb. bryantii M.o.H.T nach Erhöhung der 
Formamidkonzentration auf 40% (v/v) (E). Hybridisierung mit einer Organismenmischung aus Mb. 

formicicum MFT und Mb. aarhusense H2-LRT (F). Maßstab = 5 µm. 
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III.5.8 Quantifizierung methanogener Archaea in Fermentersubstrat von NawaRo-BGA 

Die Zellzahl methanogener Archaea der Ordnungen Methanobacteriales, Methanosarcinales 

und Methanomicrobiales sowie von Vertretern der Gattungen Methanosarcina und 

Methanosaeta wurde mittels quantitativer PCR in DNA-Extrakten von Fermenterproben aller 

fünf BGA bestimmt. Anhand der verwendeten Primer-Sets konnten alle fünf Gruppen 

nachgewiesen und durch erstellte Kalibrierungsgeraden (Tab. 54) quantifiziert werden. Die 

Triplikate der Verdünnungsstufen aller Kalibrierungsgeraden zeigten nur geringfügig 

abweichende ct-Werte und resultierten daher in einem Bestimmtheitsmaß von R2 > 0,98. Zu 

dieser guten Reproduzierbarkeit ergab sich jedoch aus den Kalibrierungsgeraden der qPCR-

Tab. 54: Statistik der Quantifizierungsläufe und korrespondierender Kalibrierungs-
geraden  

Spezifität Primer-Set Geradengleichung Effizienz R2 

Methanosarcina sp. Msar f(y) = -3,2487x + 39,74 103,1 % 0,9894 

Methanomicrobiales MMB f(y) = -3,8618x + 48,178 81,5 % 0,9975 

Methanobacteriales MBT f(y) = -3,657x + 47,058 87,7 % 0,9817 

Methanosarcinales MSL MMB und MBT1) 
1Quantifizierung mittels je einer Kalibrierungsgeraden aus Mb. formicicum MFT- (MBT-
Primerset) und Mcu. bourgensis MS2T-Zellen 

Läufe zur Quantifizierung mit den Primersets MBT und MMB eine Amplifikationseffizienz 

deutlich unterhalb von 100 %. Trotz vorangestelltem Gradiententest zum Ermitteln der 

optimalen Hybridisierungstemperatur konnte bei Anwendung des Primerpaars mit 

Methanosaeta sp.-Spezifität (Tab. 24) auf Fermenter-DNA-Extrakte ausschließlich für die 

BGA Kaschenbach eine zuverlässige Quantifizierung (Abb. 84A) erreicht werden. Die 

Schmelzkurvenanalyse von qPCR-Läufen der übrigen Fermenterproben ergab leichte 

Nebenamplifikatbildung im Fall der BGA Arenrath und Obere Blies. Unspezifische 

Amplifikate ohne klaren Fluoreszenzpeak in einem breiten Temperaturbereich zwischen  

80 °C und 86 °C zeigten die Proben der BGA Niederweiler (Abb. 84B) und Wallhalben. Aus 

diesem Grund wurde der Anteil von Vertretern der Gattung Methanosaeta indirekt ermittelt. 

Dafür wurde der Anteil an Organismen der Ordnung Methanosarcinales mittels des MSL-

Primersets bestimmt und von diesem der Anteil an Vertretern der Gattung Methanosarcina 

subtrahiert. Da aus der Ordnung Methanosarcinales bislang nur die Gattungen 

Methanosarcina und Methanosaeta in BGA detektiert wurden, ergibt sich so ein Titer für die 

Gattung Methanosaeta. Die Schmelzkurvenanalyse für das MSL-Primerpaar zeigte in den 

Fermenterproben die geforderten diskreten Peaks ohne Nebenamplifikate (Abb. 84C, D).
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Das Erstellen einer Kalibrierungsgerade über das in auszählbarer Einzelzellsuspension 

wachsende Archaeon Msc. mazei Gö scheiterte an einer schlechten PCR-Effektivität von  

67 % im Zusammenspiel mit dem MSL-Primerpaar. Daher wurden Standardgeraden sowohl 

mit Mb. formicicum MFT (MBT-Primerpaar) als auch mit Mcu. bourgensis MS2T (MMB-

Primerpaar) konstruiert und für die Quantifizierung der MSL-Amplifikate eingesetzt. Damit 

wurden Kalibrierungsgeraden auf Basis kokkenförmiger Mikroorganismen mit labiler 

Zellwand (Mcu. bourgensis MS2T) als Modell für die kokkoiden Methanosarcina sp., sowie 

stäbchenförmige Archaea mit rigider Zellwand (Mb. formicicum MFT) als Näherung an die 

stäbchenförmigen Methanosaeta sp. in Zellscheiden, erstellt. In Abb. 85 sind die 

Quantifizierungsergebnisse der Fermenterproben unter Anwendung beider Kalibrierungs-

geraden zusammengefasst. 

 

Abb. 84: Schmelzkurvenvergleich beispielhafter Fermenterproben in qPCR-Analysen mittels der 
Primerpaare Mst (A, B) und MSL (C, D). Kontinuierliche Erhöhung der Temperatur mit der Zeit führt 
zur Denaturierung der Amplifikate aus der vorgeschalteten qPCR-Phase. Durch die Freisetzung des 
interkalierenden Fluorophor SYBR Green I endet die Fluoreszenzemission und es kommt zum Einbruch 
der detektierten Gesamtfluoreszenz. Der Verlauf der Fluoreszenzintensität mit der Zeit ist hier negativ 
wiedergegeben, um Spezifitätsanalysen zu vereinfachen. Teil B gibt beispielhaft die unspezifische 
Amplifikation durch das Mst-Primerpaar in einer qPCR-Analyse der BGA Niederweiler wider.   
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Die Summen aus den Durchschnittspopulationsgrößen der vier Gruppen differierten nur leicht 

mit der jeweils gewählten Berechnungsgrundlage der Methanosarcinales. Sie lagen nach 

deren Quantifizierung über Mcu. bourgensis MS2T zwischen 5,93 x 108 Zellen mL-1 (BGA 

Niederweiler) und 1,87 x 109 Zellen mL-1 (BGA Kaschenbach). Bei Quantifizierung mittels 

Mb. formicicum MFT-basierter Kalibrierungsgerade stiegen die Titer auf 6,01 x 108 Zellen 

mL-1 bzw. 1,88 x 108 Zellen mL-1 an. 

Mit Ausnahme der Fermenterprobe der BGA Arenrath bildeten die Methanobacteriales in 

allen übrigen Proben die dominierende Organismengruppe unter den methanogenen Archaea. 

In Extrakten der BGA Arenrath wurde die Dominanz der Ordnung Methanosarcinales 

festgestellt. Nach Abzug des Methanosarcina-Anteils ergaben sich nahezu identische Titer 

Abb. 85: Quantifizierung methanogener Archaea in Biogasanlagen. Berechnung des Anteils an 
Methanosarcinales nach Kalibrierungsgeraden aus Mb. formicicum MFT (MBT-Primer, A) und 
Mcu. bourgensis MS2T (MMB-Primer, B). Angegeben sind Durchschnittswerte aus Dreifach-
bestimmung. Methanosaeta sp. berechnet als Wert der Differenz aus Methanosarcinales-Titer und 
Methanosarcina sp.-Titer. Angaben bezogen auf 1 mL Flüssigphase des Fermentersubstrats. 
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von 5,32 bzw. 5,34 x 108 Zellen mL-1 für die beiden Gattungen dieser Ordnung. Bei 

Quantifizierung über die Mb. formicicum MFT-Kalibrierungsgerade stieg der Anteil von 

Methanosaeta sp. auf 7,71 x 108 Zellen mL-1 an. In den Proben der übrigen BGA machten 

Vertreter der Gattung Methanosaeta mit Zellzahlen von 5,95 x 105 bis 8,9 x 107 Zellen mL-1 

(Kalibrierungsgerade Mb. formicicum MFT) bzw. 8,91 x 105 bis 6,93 x 107 (Kalibrierungs-

gerade Mcu. bourgensis MS2T) nur einen geringen Anteil an der Summenpopulation aus. Die 

größte Population von Archaea der Ordnung Methanomicrobiales wurde in den BGA 

Kaschenbach (3,29 x 108 Zellen mL-1) und Wallhalben (1,25 x 108 Zellen mL-1) detektiert. In 

den verbleibenden Anlagen waren sowohl die Methanobacteriales als auch Vertreter der 

Gattung Methanosarcina zahlreicher vorhanden. Es ergaben sich für die Ordnung 

Methanobacteriales Zelltiter zwischen 3,73 x 108 Zellen mL-1 (BGA Arenrath) und 1,45 x 109 

Zellen mL-1 (BGA Kaschenbach). Die Titer von Methanosarcina sp. schwankten in einem 

Bereich von 5,1 x 107 (BGA Kaschenbach) und 5,32 x 108 Zellen mL-1 (BGA Arenrath). 

Zusammenfassend ergab die qPCR-Analyse in vier der fünf Anlagen eine Dominanz von 

Vertretern hydrogenotropher Ordnungen methanogener Archaea. Eine genaue Auflistung der 

Zellzahlen, sortiert nach Gruppe und Fermenter, findet sich im Anhang. 
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Kapitel IV - Diskussion 

IV.1 Methanogene Archaea in landwirtschaftlichen NawaRo-Biogasanlagen 

Methanogene Archaea nehmen durch die Katalyse der letzten Stufe des anaeroben 

Abbauprozesses von organischem Material eine Schlüsselrolle im Fermentationsprozess von 

nachwachsenden Rohstoffen zu Biogas in landwirtschaftlichen BGA ein. Wissenschaftliche 

Studien beschreiben in diesem Zusammenhang wiederholt Populationen methanogener 

Archaea, welche sich aus Vertretern vergleichsweise weniger Gattungen zusammensetzen. 

Aufgrund der komplexen Vielzahl an Prozessparametern, Bauformen und Substrat-

mischungen sowie ihrer jeweiligen Einflüsse auf die vorliegende mikrobielle Population einer 

BGA variiert jedoch sowohl deren qualitative als auch quantitative Zusammensetzung. In der 

vorliegenden Arbeit konnten die dominierenden Gattungen methanogener Archaea innerhalb 

der Biozönose von mesophilen Praxis-BGA identifiziert werden. Mittels mehrphasiger, 

molekularbiologischer Ansätze gelang übereinstimmend der Nachweis von Vertretern der 

Gattungen Methanoculleus, Methanobacterium, Methanosarcina und Methanosaeta in den 

Substratproben. Die Ergebnisse des Screenings der 16S rRNA Genfragment-Klondaten-

banken der BGA Arenrath und der Beprobung der BGA Wallhalben des Jahres 2010 zeigten 

im Vorfeld die Dominanz durch Mcu. bourgensis. Am Beispiel einer zweiphasigen 

Pilotanlage zur Kofermentation von Tricicale und Rindergülle konnte Klocke et al. (2008) 

mittels Klonbibliotheken und ARDRA-Screening eine Dominanz der Gattung Methanoculleus 

ebenso zeigen. Daneben wiesen die Klonbibliotheken seiner Studie Vertreter der Gattungen 

Methanosarcina und Methanosaeta auf. Während Methanosaeta sp. auch in der Klon-

bibliothek der BGA Arenrath detektiert werden konnte, wurde Methanosarcina sp. hier 

zunächst nicht nachgewiesen. Auch eine DGGE-Analyse der Biozönose einer Anlage zur 

Fermentation von Schweinegülle als Hauptsubstrat ergab Mcu. bourgensis als dominante 

methanogene Spezies (Liu et al., 2009), weiterhin beschreiben die Autoren den Nachweis der 

Arten Msp. hungatei und Msc. barkeri. Mit eigenen DGGE-Untersuchungen wurde die 

Verbreitung von Mcu. bourgensis bzw. Methanoculleus sp. neben der BGA Arenrath auch in 

allen anderen Proben, insbesondere aber in denen der BGA Wallhalben und Kaschenbach, 

gezeigt. Die qPCR-Analysen dieser Fermenter ergaben unter den getesteten Anlagen den 

größten Anteil an Archaea der Ordnung Methanomicrobiales, zu welcher u.a. auch die 

Gattung Methanoculleus zugeordnet wird. Erfahrungen aus den Isolierungsversuchen 

stimmen mit diesen molekularbiologischen Ergebnissen überein: Das im Rahmen der Arbeit 

gewonnene Isolat Mcu. bourgensis Mcu(1) entstammte aus der BGA Wallhalben, Anreiche-
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rungskulturen von Zellen mit Methanoculleus-Morphologie konnten in hoher Reinheit auch 

aus Substrat der BGA Kaschenbach gewonnen werden. Msp. hungatei konnte per DGGE auch 

in drei der fünf im Rahmen dieser Arbeit beprobten Anlagen (BGA Obere Blies, Kaschenbach 

und Arenrath) nachgewiesen werden, in den Klonbibliotheken wurde dieser Organismus 

jedoch nicht gefunden. Eine Erklärung liegt möglicherweise in dem zugrunde liegenden 

Genfragment. In Untersuchungen von Nettmann et al. (2008) wurde Methanospirillum sp. in 

16S rRNA Genfragment-Bibliotheken nicht gefunden, eine Bibliothek auf Basis des Gens der 

α-Untereinheit der MCR enthielt dagegen einen Vertreter. Ein ähnlicher Sachverhalt konnte in 

dieser Studie für die hydrogenotrophe Gattung Methanobrevibacter beobachtet werden: 

Während die MCR-basierten Klonbibliotheken zu 9 % bzw. 16 % Klone dieser Gattung 

enthielten, waren es in der 16S rRNA-Datenbank nur 4 %. Daneben könnte die Varianz der 

eingesetzten Restriktionsenzym-Kombinationen ein effizienteres Screening der Klondaten-

bank durch verbesserte Restriktionsmuster-Differenzierung ermöglichen. Mit der modifizier-

ten ARDRA-Variante unter Durchführung des SmaI/XhoI-Doppelverdaus eines 16S rRNA-

Genfragments von 1444 bp Länge konnte bereits eine verbesserte Unterscheidung der 

Restriktionsmuster beispielhafter Typstämme aus jeder der vier nachgewiesenen Gattungen 

gezeigt werden. Da die Familie Methanospirillaceae zur Ordnung Methanomicrobiales gehört, 

war eine Detektion von Msp. hungatei in den qPCR-Analysen der fünf Praxis-BGA mittels 

des MMB-Primerpaares nur gemeinsam mit Mcu. bourgensis möglich. Daher ist in den drei 

genannten Fermentern ein geringerer Anteil an Vertretern der Gattung Methanoculleus zu 

erwarten, als es der quantifizierte Methanomicrobiales-Titer suggeriert. Dennoch deutet die 

Detektion dieser Gattung in allen getesteten Anlagen sowie der Vergleich der Bandenstärken 

innerhalb von DGGE-Analysen auf die Dominanz von Methanoculleus sp. innerhalb der über 

das MMB-Primerpaar erfassten Population hin. Die Charakterisierung der Methan 

produzierenden mikrobiellen Gemeinschaften von BGA, welche mit einer Kombination aus 

Maissilage, Roggen und Gülle (Kröber et al., 2009) bzw. Kleinbeimengung von Hühnerkot 

(Krause et al. 2008) beschickt wurden, ergaben in beiden Fällen eine Dominanz der Gattung 

Methanoculleus, insbesondere der Art Mcu. bourgensis, innerhalb der archaeellen Subpopu-

lation. Dabei erfolgten die Analysen mittels der 454-pyrosequencing Technologie, in der 

Studie von Kröber et al. unterstützt durch 16S rRNA Amplikon-Bibliotheken.  

Die Klonbibliothek der BGA Wallhalben aus dem Jahre 2011 zeigte im Vergleich zu ihrer 

Vorjahresversion eine deutliche Zunahme der Diversität methanogener Archaea. Mit dem 

Rückgang der zuvor dominanten Gattung Methanoculleus wurde hier die Dominanz der 

Gattung Methanobacterium sowie das Aufkommen eines repräsentativen Klons der Gattung 
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Methanosarcina festgestellt. Diese Zusammensetzung wurde im vergleichbaren Maße auch 

über die qPCR wiedergegeben. Die einzige Bande einer DGGE-Analyse wurde dagegen Mcu. 

bourgensis zugeordnet. Diese Widersprüche lassen sich auflösen: Da die Zusammensetzung 

der Fermenterbiozönose nicht statisch verbleibt, sondern einen zeitlich hoch dynamischen 

Prozess darstellt, erlauben molekularbiologische Methoden wie DGGE, ARDRA und qPCR 

nur Momentaufnahmen der Diversität zu den diskreten Zeitpunkten der Probennahme. Eine 

kontinuierliche Beschreibung der Population wird daher erschwert. In Verbindung mit einem 

Abgleich mit dem Betriebsbuch der Anlage könnten dennoch Rückschlüsse auf die 

Auswirkungen von Baumaßnahmen und Prozessparametern auf die Zusammensetzung der 

Biozönose gezogen werden. Trotz einer zuverlässigen Bestimmung dominanter Gattungen 

methanogener Archaea aus BGA-Substrat ergab sich im Laufe der ARDRA-Screenings des 

Met86f/Met1340r-amplifizierten 1240 bp-Fragmentes das Problem der Zuordnung auf Art-

Ebene. Die repräsentativen Klone der Restriktionsmustergruppen wiesen häufig zu mehreren 

Arten einer Gattung Sequenzidentität oberhalb des 97 %-Grenzwertes auf, welcher als 

Kriterium der Zugehörigkeit zu einer Art vorausgesetzt wird (Stackebrandt und Goebel, 

1994). Auch die Anwendung des modifizierten ARDRA-Protokolls ergab in diesem Punkt 

keine Verbesserung, sodass unter Beibehaltung dieses Grenzwertes die sichere Zuweisung 

eines gegebenen Restriktionsmusters methanogener Archaea nur auf Gattungs-Ebene möglich 

ist. Für manche bakterielle Gattungen wie Rhizobium (Sullivan et al., 1996), Bacillus (Fox et 

al., 1992), Acetobacter, Asia, Gluconobacter und Gluconacetobacter (Cleenwerck und De 

Vos, 2008) sind Organismen bekannt, welche trotz einer 16S rRNA-Gensequenz-Identität von 

über 97 % verschiedenen Arten zugeordnet werden. Das vermehrte Aufkommen von 

Gesamtgenomsequenzen macht die gegenwärtige Speziesdefinition zunehmend von multiplen 

Faktoren, wie dem Grad an (digitaler) DNA-DNA-Hybridisierung (DDH) und der 

durchschnittlichen genomischen Nukleotididentität (ANI, average nucleotide identity) 

abhängig. Dabei werden Organismen mit einer DDH von mindestens 70 % einer Art 

zugeordnet. Dies entspricht einer ANI von etwa 95 % (Konstantinidis et al., 2006). Solche 

mehrfachen Abgleiche wären auch zur Artendifferenzierung innerhalb archaeeller Gattungen 

denkbar. Das Beispiel von Mb. formicicum und Mb. subterraneum, welche trotz einer 16S 

rRNA-Sequenzähnlichkeit von 97,2 % unterschiedlichen Arten innerhalb der archaeellen 

Gattung Methanobacterium zugeordnet werden (Kotelnikova et al., 1998), unterstreicht die 

Bedeutung mehrphasiger Charakterisierungen auf Art-Niveau. Der Forderung, eine 

Speziesdifferenzierung anhand der 16S rRNA-Gensequenz erst ab einer ausgewerteten 

Mindestsequenzlänge von 1300 bp vorzunehmen (Stackebrandt et al., 2002), konnte 
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innerhalb der Routinebestimmung knapp nicht nachgekommen werden. Mit dem erweiterten 

ARDRA-System jedoch konnten bereits etwa 1270 bp ausgewertet werden. Mit Anwendung 

des Doppelverdau-Systems auf eine von der Gattung Methanoculleus dominierte 

Fermenterprobe der BGA Obere Blies deutete sich eine Möglichkeit zum verbesserten 

Screening von Klonbibliotheken des 16S rRNA-Gens methaogener Archaea an. Die drei 

Muster, welche sich im Verlauf der ARDRA ergaben, ließen sich mit dieser erweiterten 

Sequenzlänge jeweils auf eine andere Art der Gattung mit höchster Sequenzidentität 

zurückführen. Dennoch verblieb auch bei dieser Zuweisung das Problem weiterer Arten mit 

Sequenzidentitäten oberhalb der 97 %-Marke. Trotz der Schwierigkeiten in Bezug auf eine 

exakte Zuordnung der Muster zu einer spezifischen Art auf Ebene der Sequenzidentität, 

ermöglichte der Doppelverdau die Abgrenzung von Mcu. bourgensis-Fragmenten von denen 

anderer Arten. Durch den HaeIII-Einfachverdau konnte eine solche Differenzierung trotz 

Einsatzes des verlängerten Fragments nicht erfolgen. 

Die absolute Quantifizierung methanogener Archaea in der Flüssigphase von BGA-Reaktor-

substrat mittels qPCR auf Basis der sequenzunabhängigen SYBR Green I-Chemie gelang, mit 

Ausnahme der Quantifizierung der Gattung Methanosarcina, vorwiegend auf Ordnungs-

Niveau. Dafür konnten Primersets, welche in der Literatur zur sequenzspezifischen Quanti-

fizierung eingesetzt wurden, übernommen werden. Die Amplifikationsbedingungen waren 

jedoch individuell anzupassen. Eine spezifische Amplifikation von DNA-Fragmenten der 

Gattung Methanosaeta gelang mit keinem der publizierten Primerpaare in einem statistisch 

verwertbaren Rahmen. Die aus Mb. formicicum MFT, Mcu. bourgensis MS2T und Msc. mazei 

Gö erstellten Standardgeraden erfüllten die statistischen Belastbarkeitskriterien nach Zhang 

und Fang (2006) bezüglich Effizienz, Steigung und Bestimmtheitsmaß. Gegenüber der 

Quantifizierung methanogener Archaea anhand von Standards aus 16S rRNA Genampli-

fikaten liegt der Vorteil in der ähnlichen Effektivität der DNA-Extraktion von Probe und 

korrespondierendem Referenzstamm für die Kalibrierungsgerade durch Anwendung 

desselben Protokolls. Des Weiteren entfällt bei Verwendung nahe verwandter Referenz-

organismen eine Einberechnung der Anzahl der vorhandenen 16S rRNA Leserahmen sowie 

des Einflusses einer ggf. unterschiedlichen Expression. Dem gegenüber steht eine höhere 

Exaktheit bei der Konstruktion der Standardgerade durch die photometrischen Bestimmung 

der Amplifikatanzahl, da hier eine durch Fehler während des Auszählvorgangs verursachte 

Varianz entfällt. Die für die Fermenterproben ermittelten Zusammensetzungen der 

Populationen bestätigen die qualitativen Ergebnisse der Klonbibliotheken. Die bereits für die 

Gattung Methanoculleus angeführte Übereinstimmung von qPCR-Resultaten und den 
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Ursprüngen der Reinkulturen kann weitgehend auch für die übrigen Gattungen festgestellt 

werden: Isolate der Gattung Methanobacterium konnten aus allen Anlagen gewonnen werden, 

Msc. mazei NieKK entstammt aus einem Fermenter, dessen Subpopulation an 

Methanosarcinales vorwiegend aus der Gattung Methanosarcina besteht. Die Kultur von Mst. 

concilii Mst1.3 entstammt der BGA Arenrath, der einzigen der getesteten Anlagen, in welcher 

die Methanosarcinales dominant vorlagen. Nach Quantifizierung mittels der Mb. formicicum 

MFT-Kalibrierungsgeraden ist innerhalb dieser Ordnung der Titer der Gattung Methanosaeta 

am höchsten. Eine solche Dominanz konnte in der ARDRA-Analyse nicht festgestellt werden, 

dennoch war diese Anlage diejenige mit dem höchsten Anteil an Klonen der Methanosaeta 

sp.-Mustergruppe. Die DGGE-Analyse zeigte neben Methanoculleus ebenfalls das 

Vorkommen dieser obligat acetoklastischen Gattung. Nach Anpassung des Gradienten konnte 

die stärkste Bande der  DGGE eindeutig Mst. concilii zugeordnet werden. Durch die 

optimierte Auftrennung war dies bereits vor Auswertung der Sequenz anhand der 

Positionierung der Bande auf Höhe der Bande des Referenzstames Mst. concili FE ersichtlich. 

Auch im Extrakt der BGA Obere Blies, der BGA mit dem zweithöchsten Titer an 

Methanosaeta sp. in den qPCR-Analysen, konnte im Verlauf der DGGE eine entsprechende 

Bande detektiert werden. Ein direkter Vergleich der ermittelten Zelltiter mit Literaturwerten 

wird dadurch erschwert, dass durch die Quantifizierung anhand von DNA-Fragmentstandards 

eine Angabe von detektierten Genkopien in Bezug auf die Masse der eingesetzten 

genomischen DNA-Vorlage (z.B. 3,0 x 106 16S rRNA Genfragmente ng-1) weit verbreitet ist. 

Dennoch erscheinen die in dieser Arbeit ermittelten Zelltiter höher als in vergleichbaren 

Studien. So quantifizierten Sawayama et al. (2005) die methanogenen Archaea in einem bei 

55 °C und mit einer Kombination von acetathaltigem Nährmedium und Substrat aus der 

Vergärung von Rinderabfall betriebenen Festbett-Laborreaktor. Dabei wurden sowohl das 

Inokulum als auch die Fest- und Flüssigphasen dieses artifiziellen Systems mittels qPCR 

untersucht. Während im Ausgangssubstrat aus der Rinderabfall-Vergärung Konzentrationen 

im Bereich von 1,8 x 105 16S rRNA Genfragmenten pro cm3 für die Gattung 

Methanobacterium und 4,6 x 106 Kopien pro cm3 für die Gattung Methanosarcina bei einer 

archaeellen Gesamtkonzentration von 1,4 x 107 Kopien pro cm3 festgestellt wurden, erhöhte 

sich die Konzentration in der Flüssigphase des Reaktors auf 3,6 x 108 archaeelle 16S rRNA 

Genfragmente pro cm3
. Der ermittelte Anteil von Methanosarcina sp. liegt mit 7,6 x 107 

Kopien pro cm3 in einem ähnlichen Bereich wie die Spanne der hier untersuchten Fermenter 

(5,1 x 107 bis 5,3 x 108 Zellen mL-1 Flüssigphase), während der Anteil der Gattung 

Methanobacterium sp. in dieser Studie bis zu zwei Zehnerpotenzen unterhalb der in der 
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vorliegenden Arbeit aufgenommenen Zelltiter einzuordnen ist. Quantifizierungen 

methanogener Archaea in mesophilen, landwirtschaftlichen Praxisanlagen zur Fermentation 

von Rindergülle und Maissilage (Nettmann et al., 2008) sowie von Schweinegülle, 

Maissilage und Getreidekörnern (Bergmann et al., 2010) ergaben ebenso jeweils nur einen 

geringen Methanobacteriales-Anteil von 3 % bzw. 2 % der archaeellen Population. Mit 85 % 

bzw. 84 % wurden die Methanomicrobiales als dominante Ordnung bestimmt. Auch die 

Methanosarcinales (14 %, Bergmann et al.) bzw. die Gattung Methanosaeta (12 %, Nettmann 

et al.) übertrafen den Gesamtanteil an Methanobacteriales. Die schwache Ausprägung der 

Methanobacterium sp. zugeordneten DNA-Banden in den DGGE-Analysen der vorliegenden 

Arbeit sprechen in Übereinstimmung mit den oben aufgeführten BGA-Populationsstudien für 

eine untergeordnete Rolle dieser Gattung im Fermentationsprozess. Ein potentiell 

verfälschender Einfluss der DNA-Präparation beträfe die Ergebnisse aller hier angewandten 

molekularbiologischen Methoden gleichermaßen. Da die Zellwand von Archaea der Gattung 

Methanobacterium rigider ist als die nur aus einem S-Layer bestehende Zellwand von 

Methanoculleus sp. müsste man hier aufgrund der dadurch bedingten, einfacheren Zelllyse 

eher eine Verschiebung zugunsten der Abundanz von Mcu. bourgensis erwarten. Da das 

DNA-Extraktionsprotokoll auf einem physikalischen Zellaufschluss basiert wurden jedoch 

auch Zellwände aufgeschlossen, welche eine höhere Resistenz gegenüber Detergenzien 

aufweisen als diejenigen von Mcu. bourgensis. Das Screening einer mcrA-basierten 

Klonbibliothek aus einer Rindergülle vergärenden Anlage durch Rastogi et al. (2008) ergab 

mit 19 % zwar höhere Anteile an Methanobacteriales, die Methanomicrobiales und 

Methanosarcinales verblieben jedoch auch hier in größerer Abundanz. Eine größere 

Übereinstimmung mit den qPCR-Ergebnissen dieser Arbeit ergibt sich zu einer mcrA-Analyse 

einer Anlage zur Monovergärung von Schweinegülle durch Zhu et al. (2010). Diese Studie 

wies erstmalig die Dominanz der Methanobacteriales in einem Reaktor nach. Der in silico-

Sequenzabgleich ergab hier jedoch die höchsten Sequenzidentitäten mit einem Vertreter der 

Gattung Methanobrevibacter, Methanobacterium sp.-Klone wurden nicht gefunden. Die 

Methanomicrobiales und Methanosarcinales machten nur die zweit- bzw. drittgrößten 

Subpopulationen aus, ähnlich wie in den hier erfassten Anlagen mit Ausnahme der BGA 

Arenrath. Die großen Anteile an Vertretern der Gattung Methanobacterium in den 

Klonbibliotheken deuten zunächst auf einen dominanten Anteil dieser Gattung innerhalb der 

in den qPCR-Experimenten quantifizierten Ordnung Methanobacteriales. Aufgrund dieser 

Ordnungsspezifität der qPCR-Analysen, wäre hier auch eine Koquantifizierung von 

Organismen der Gattung Methanobrevibacter sp. möglich. Diese Archaeen wurden 
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wiederholt in Rumen von Rindern nachgewiesen (Tajima et al., 2001; Whitford et al., 2001) 

und könnten somit über den Gülleanteil in das Substrat gelangen. In Analysen der 

Fermenterpopulation von mesophilen NawaRo-BGA ohne Monovergärung wurden sie jedoch 

nur selten und in kleinen Anteilen gefunden. Gegen das Vorkommen von Methanobrevibacter 

sp. in den Fermenterproben spricht zudem, dass weder über die in dieser Arbeit 

durchgeführten, molekularbiologischen Untersuchungen noch über die Kultivierungs-ansätze 

Mitglieder dieser Gattung detektiert bzw. angereichert werden konnten. Aufgrund der 

Ähnlichkeit der Nährmedien und Bedingungen zur Kultivierung von Methanoculleus sp., 

Methanobacterium sp. und Methanobrevibacter sp. wäre Letzteres jedoch erwartet worden. 

Im Vorfeld weiterer qPCR-Experimente könnte durch den Wechsel auf ein sequenz-

spezifisches Quantifizierungssystem (z.B. mittels TaqMan®-Sonden) unter Verwendung von 

DNA-Fragmentstandards bei erneuten Probennahmen eine Überprüfung der Ergebnisse 

erreicht und eventuelle Änderungen in der Quantifizierung der archaeellen Fermenter-

biozönose sichtbar werden. Die qPCR ist, wie viele molekularbiologische Methoden, stark 

abhängig von der Güte des eingesetzten DNA-Extraktes (Bergmann et al., 2010). Gerade die 

in Boden- und Pflanzenproben häufig vorkommenden Huminsäuren (Tsai und Olson, 1992) 

sowie manche pflanzliche Polysaccharide (Sharma et al., 2002) sind bekannte PCR-

Inhibitoren und auch in NawaRo-Fermentersubstraten zu erwarten. Daher sollte im Rahmen 

weiterer qPCR-Analysen die Anwendung eines klassischen DNA-Fällungsprotokolls mittels 

Aquaphenol sowie die Verwendung neuartiger Reaktionskits zur Extraktion von DNA aus 

Bioreaktoren geprüft werden. Sollten diese Maßnahmen ein DNA-Extrakt höherer 

Konzentration oder Reinheit ergeben, wären ggf. bessere Amplifikationseffizienzen bei der 

Quantifizierung der Methanosarcinales anhand eines Msc mazei Gö-Zellstandards möglich. 

Die parallele Analyse einer Fermenterprobe durch qPCR und dem Screening einer 

Klonbibliothek von größerem Umfang würde anschließend einen direkten Vergleich der 

Methoden erlauben. Ferner eröffnet die klassische Fällungsmethode die Extraktion der DNA 

aus größeren Probenvolumina und könnte auch Organismen, welche auf partikulärem 

Pflanzenmaterial anheften, aufschließen und stärker in die Analyse mit einbeziehen.  

Die Ähnlichkeit in der Zusammensetzung der Rumenbiozönose von Wiederkäuern zu 

derjenigen in BGA legt die Güllefraktion des Substrats als Ursprung für die Population 

methanogener Archaea in BGA nahe. Dazu bestätigt eine Klonbibliothek von methanogenen 

Archaea aus dem Rumen des Surtibüffels das Vorkommen von Methanomicrobiales und 

Methanobacteriales. Beide Ordnungen hatten mit 12 bzw. 10 von 23 Klonen einen vergleich-

baren Anteil an der Klonbibliothek. Als Vertreter der Methanosarcinales wurde Msc. barkeri 
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mit nur einem Klon detektiert (Singh et al., 2011). Jarvis et al. (2000) gelang zuvor bereits 

die Isolierung dreier methanogener Arten aus dem Rumen von Rindern. Wie in der 

vorliegenden Arbeit konnte eines der Isolate als Mb. formicicum identifiziert werden, passend 

zur Studie von Singh et al. wurden die übrigen Isolate Methanomicrobium mobile und Msc. 

barkeri zugeordnet. Neben der Abwesenheit von Methanobrevibacter sp. widerspricht der 

Nachweis von Mikroorganismen dieser Ordnungen in mesophilen und thermophilen BGA zur 

Monovergärung von Maissilage durch Bauer et al. (2008) einer solchen Annahme. Da zur 

Verhinderung von Versäuerung und Spurenelement-Mangel auch bei monovergärenden 

Prozessen häufig kleine Mengen Gülle dem Substrat zugefügt werden, könnte auf diesem 

Wege dennoch eine Inokulierung durch Rumenmikroflora auftreten. Warum sich in diesem 

Fall die Dominanz von z.B. Methanobrevibacter sp. im Fermentersubstrat nicht fortsetzt 

verbleibt ungeklärt. 

Die Ergebnisse der durchgeführten Arbeiten zur Untersuchung der Biozönose methanogener 

Archaea von fünf NawaRo-BGA unterstützen die in der Literatur entwickelte These einer 

vorrangigen Bedeutung der hydrogenotrophen Methanogenese für den landwirtschaftlichen 

Biogas-Prozess (I.3.5). In den untersuchten Fermenterproben waren Organismen der hydro-

genotrophen Gattungen Methanoculleus und Methanobacterium in vier der Anlagen mit 

höheren Zelltitern, einer höheren Anzahl an repräsentativen Klonen oder stärkeren DNA-

Banden prominenter vertreten als solche der Gattungen Methanosarcina und insbesondere 

Methanosaeta. Die mit Ausnahme der BGA Arenrath geringen Zelltiter dieser obligat 

acetoklastischen Gattung stehen in Einklang mit den höheren Faulraumbelastungen 

landwirtschaftl. BGA im Vergleich zu Anlagen, wie sie im Rahmen der Siedlungs-

wasserwirtschaft betrieben werden. Zusammen mit einer niedrigen Ammonium/Ammoniak-

Belastung führt dies dort oft zu hohen Zelltitern von Methanosaeta sp. und zur vorwiegenden 

Nutzung von Acetat als Substrat der Methanbildung. Aufgrund der Fähigkeit, alle 

Stoffwechselwege der Methanogenese katalysieren zu können, ist das Aufkommen einer 

kleinen Subpopulation von Msc. mazei in den untersuchten Anlagen trotz Zugehörigkeit zu 

den Methanosarcinales nicht zwingend ein Zeichen für eine Methanoproduktion aus Acetat. 

Zusammen mit seiner Robustheit gilt die Stoffwechselvielfältigkeit als Grund für die weite 

Verbreitung dieses Organismus in der Natur und als „heavy-duty methanogen“ in 

verschiedenen Methanisierungsprozessen (De Vrieze et al., 2012).  

Generell ist vor dem Hintergrund des anaerboben Substratabbaus in landwirtschaftl. BGA für 

die hydrogenotrophen Eigenisolate der Gattungen Methanobacterium und Methanoculleus 

eine Rolle als Partnerorganismen zu den syntrophen VFA-abbauenden Bakterien denkbar. 
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Dies würde die Vorteile einer vergleichsweise hohen Energieausbeute des hydrogenotrophen 

Methanogeneseweges mit einer indirekten Unterstützung der Substratbildung durch Entfernen 

von H2 aus dem Reaktionsgleichgewicht des syntrophen Partners kombinieren. Ein anaerober 

und leicht exergoner Abbau der VFA wäre gewährleistet und einer Übersäuerung könnte 

entgegengewirkt werden. In diesem Zusammenhang ist für das Isolat Msc. mazei NieKK eine 

Doppelrolle denkbar. Zum einen ist bzgl. H2 eine analoge Partnerschaft mit VFA oxidieren-

den Organismen möglich, zum anderen wäre insbesondere bei hohen Anteilen obligat 

hydrogenotropher Arten ein Abbau des aus unvollständigen Oxidationsprozessen stammenden 

Acetats vorstellbar. Msc. mazei NieKK könnte so durch Ausnutzung der weniger exergonen 

Reaktionen des acetoklastischen Methanogeneseweges eine Substratkonkurrenz mit den für 

H2 hochaffinen obligat hydrogenotrophen Arten vermeiden und trotz geringem pH2 hohe 

Zellteilungsraten aufrechterhalten. Durch seine Wachstumsvorteile gegenüber Mst. concilii 

Mst1.3 bei hohen Acetatkonzentrationen, welche in BGA durch die stetige Zufuhr 

organischen Substrats gewährleistet sind, stellt dieser keine Substratkonkurrenz für Msc. 

mazei NieKK dar.  

IV.2 Charakterisierung der Isolate methanogener Archaea aus landwirtschaftlichen 

NawaRo-BGA 

Im Verlauf der Isolierung von Mst. concilii Mst1.3 und Msc. mazei NieKK konnte durch den 

doppelten Selektionsdruck aus spezifischer Energiequelle und Zugabe von Antibiotika die 

Dominanz eines Morphotyps erreicht werden. Die Nutzung von Methanol als einzige Energie-

quelle würde während des Isolierungsverfahrens nicht nur ein Anwachsen von 

Methanosarcina sp. ermöglichen, sondern prinzipiell auch von methylotrophen, bakteriellen 

Organismen. Da einige dieser Mikroorganismen auch Methanotrophie betreiben, ist deren 

Vorkommen im Substrat und damit im Primärinokulum nicht auszuschließen. Der für die 

Kultivierung methanogener Organismen obligate Sauerstoffausschluss verhindert jedoch das 

Wachstum von methanotrophen Bakterien, da kein O2 für eine Oxidierung von Methan zu 

Methanol zur Verfügung steht. Das Wachstum nichtmethanotropher, methylotropher 

Bakterien parallel zu methanolverwertenden Archaea wurde durch den begleitenden 

Antibiotika-Selektionsdruck unterbunden. Die Zugabe von Antibiotika während des 

Isolierungsprozesses von Mst. concilii Mst1.3 war von größerer Bedeutung als im Fall von 

Msc. mazei NieKK. Hier war aufgrund der obligat acetoklastischen Lebensweise kein 

Substratwechsel zur Vermeidung einer Konkurrenzsituation mit syntrophen Acetat-

Oxidierern (vgl. Abb. 4) möglich. Diese gehören zu den VFA-abbauenden sekundären Gärern 

und wurden bereits in Assoziation mit Methanoculleus sp. als Acetat oxidierendes 
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Konsortium aus einer mesophilen BGA zur Fermentation von Abwasserschlamm isoliert 

(Schnürer et al., 1999). Gerade in Anlagen mit höheren Ammoniumkonzentrationen werden 

acetoklastische methanogene Archaea stärker gehemmt als hydrogenotrophe Organismen, das 

anfallende Acetat steht im Verdacht über die syntrophe Acetatoxidation zu H2 und CO2 

umgesetzt und somit dem Substratpool für die hydrogenotrophe Methanogenese zugeführt zu 

werden (Schnürer et al., 1999). Aufgrund der langsamen Wachstumsraten von Methanosaeta 

sp. besteht in Kultur generell die Gefahr eines Überwachsens durch bakterielle Organismen 

während des Isoliervorgangs. Da jedoch keine H2-entfernenden Organismen vorliegen, ist 

keine energieeffiziente Acetatoxidation möglich und inaktive Resttiter bakterieller Kokulturen 

werden durch die antibiotikaunterstützten Verdünnungsreihen entfernt. Im NawaRo-Praxis-

fermenter erscheint die syntrophe Acetatoxidation gerade wegen höherer Ammonium-

konzentrationen durch den Gülleanteil oder proteinreiche Substrate eine Möglichkeit zur 

Umsetzung akkumulierenden Acetats. Anstatt einer Kokultivierung bakterieller Organismen 

war im Verlauf der Isolierungsarbeiten für Mcu. bourgensis wiederholt eine Kokultivierung 

von Methanobacterium sp.-Morphotypen aufgrund ähnlicher Substratanforderungen an das 

Habitat zu beobachten. Antibiotikazusätze können wegen ähnlicher Resistenzspektren daher 

nicht unterstützend wirken. Unter den Laborbedingungen wurde die Aufreinigung durch ein 

schnelleres Wachstum der Methanobacterium-Kokultur erschwert. Erst durch die Vor-

schaltung eines Kultivierungsschrittes in den Grenztoleranzbereichen von Mcu. bourgensis 

bei tieferen Temperaturen und pH-Wert konnte Mcu. bourgensis Mcu(1) bevorteilt und in der 

Folge allein kultiviert werden. Bei anschließender Kultivierung unter den Normal-

bedingungen verblieb die irregulär-kokkoide Form der einzige autofluoreszierende Morpho-

typ. Die Isolate der Gattung Methanobacterium waren aus Anreicherungen rein stäbchen-

förmiger Organismen hervorgegangen, sodaß eine überwachsene Methanoculleus sp.-Kultur 

als Ursprung dieser Isolate ausgeschlossen werden kann. In diesem Zusammenhang kann der 

erhöhte Anteil an Kulturen der Gattung Methanobacterium gegenüber der einzigen Mcu 

bourgensis-Kultur nicht auf etwaige Selektionswirkung des initialen Anreicherungsschritts in 

Medium 287 zugunsten von Methanobacterium sp. zurückgeführt werden, da dieses Medium 

zur Kultivierung von Methanoculleus-Arten (vormals Gattung Methanogenium zugeordnet, 

Maestrojuán et al., 1990) beschrieben und von der DSMZ angewendet wurde. Der Erhalt 

einer Vielzahl an Methanobacterium sp.-Isolaten trotz Kultivierung in diesem Medium kann 

als weiterer Hinweis auf dessen breite Anwendungmöglichkeit zur Anreicherung 

methanogener Archaea sowie auf das Vorkommen hoher Methanobacterium sp.-Zelltiter in 

den BGA zum Zeitpunkt der Probennahme gelten. 



Kapitel IV  Diskussion 
 

Seite | 193  

Die molekularbiologische Charakterisierung der Isolate wurde mit Restriktionsanalysen und 

DGGE analog zu den Untersuchungen von Fermentersubstratproben durchgeführt. 

Erwartungsgemäß wurde die nach Sequenzanalyse des 16S rRNA-Genfragmentes erfolgte in 

silico-Identifizierung der Isolate durch identische HaeII- und HaeIII-Restriktionsmuster der 

entsprechenden Amplifikate aus den Typstämmen in vitro bestätigt. Die Muster von Msc. 

barkeri MST, Msc. mazei S-6T, Mst. concilii FE und deren Isolate aus BGA befanden sich 

innerhalb des Auflösungsvermögens der Gelelektrophorese in Übereinstimmung mit den 

vorausberechneten Fragmentlängen. Leichte Abweichungen ergaben sich in Bezug auf die 

Muster von Mcu. bourgensis MS2T bzw. Mcu(1) sowie Mb. formicicum MFT und den 

getesteten Methanobacterium sp.-Isolaten. Beide Muster der Mcu. bourgensis Stämme zeigten 

ein kleineres Fragment im HaeII-Verdau als mit 582 bp rechnerisch erwartet wurde. Da das 

reale Fragment reproduzierbar in beiden Stämmen oberhalb der 500 bp-Marke zum liegen 

kommt, ist die Zuordnung dennoch eindeutig. Ähnlich leichte Abweichungen bezüglich der 

vorausberechneten Länge von Fragmenten unterhalb der 150 bp im Muster von Mb. 

formicicum sind zu vernachlässigen, da diese Abweichungen zwischen Referenzstamm und 

den Isolaten konserviert sind und in einem von anderen getesteten Isolaten klar 

unterscheidbaren Muster resultiert. Der Grund für die Abweichung des Typstammes im 

Vergleich mit den Methanobacterium sp.-Isolaten Mb2, Mb3, Mb4, Mb5, Mb6, Mb7 und 

Mb9 bezüglich des Vorkommens eines Fragmentes von etwa 200 bp im HaeIII-Muster 

verbleibt ungeklärt. Eine Identität der realen 200 bp-Bande mit dem vorausberechneten 

Fragment von 233 bp Länge kann ausgeschlossen werden, da diese Bande für die Restriktion 

der Typstamm-Sequenz errechnet wurde. Gerade hier ergibt sich, wie in den Isolaten Mb1, 

Mb8 und Mb10, diese Bande real jedoch nicht. Eine zweite Möglichkeit der Interpretation 

bestünde in dem Vorliegen einer Mischkultur aus Mb. formicicum und Mb. kanagiense oder 

Mb. petrolearium in den Isolaten mit der Bande im Restriktionsmuster. In diesem Fall wäre 

die Bande auf das vorausberechnete Fragment von 202 bp (Mb. kanagiense) bzw. 203 bp 

(Mb. petrolearium) Länge zurückzuführen. Mehrere Gründe sprechen dabei gegen das 

Vorliegen einer Mischkultur. Unter der Voraussetzung einer korrekten in silico-

Fragmentberechnung müsste die parallel durchgeführte HaeII-Restriktion zu einer 

Fragmentierung des auf das Ko-Isolat zurückzuführenden DNA-Amplifikats zu zwei Banden 

mit einer Länge von 1139 bp und 115 bp führen. Ein solcher Schnitt wurde jedoch in keinem 

Isolat beobachtet. Eine fehlerhafte Enzymfunktion wird dadurch widerlegt, dass diese Banden 

übereinstimmend mit der  Berechnung auch im Verdau der DNA aus Mst. concilii FE 

auftreten. Auch ein Fragment von 346 bp, wie es für Mb. kanagiense oder Mb. petrolearium 
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erwartet werden würde, wird in der Praxis nicht beobachtet, während die Bandenstärke eines 

Mb. formicicum MFT-Fragmentes von etwa 250 bp Länge auf das Zusammenfallen der für 

diesen Stamm berechneten Fragmente von 247 bp und 244 bp im Gel zurückzuführen sein 

könnte. Ein weiterer Hinweis gegen eine Mischkultur stellen die Elektropherogramme der 

Sequenzierläufe dar, welche im ausgewerteten Bereich frei von signifikanten Mischsignalen 

an den einzelnen Nukleotidpositionen waren. DGGE-Analysen der Isolate zeigten in 

Ergänzung stets nur eine Bande. Obwohl eine vollständige Speziesseparation in der DGGE 

nicht zu erreichen war, wiesen die Referenzen der genannten Arten deutliche Unterschiede in 

den Migrationsweite im Vergleich zu den getesteten Isolaten auf. Die identische 

Migrationsweite der 16S rRNA-Genfragmente der Isolate Mb8, Mb9 und von Mb. formicicum 

MFT konnte mit den Restriktionsanalysen nur für das Isolat Mb8 nachvollzogen werden. Das 

Muster von Mb9 unterschied sich von dem des Typstammes durch das zusätzliche 200 bp-

Fragment. Generell bestätigte die DGGE die Identifizierung durch in silico-Sequenzabgleich 

und ermöglichte eine eindeutige Zuordnung von Mcu. bourgensis MS2T und Mcu(1), Mst. 

concilii FE und Mst1.3 sowie Msc. mazei S-6T und NieKK. Abweichungen ergaben sich 

erneut nur innerhalb der Gattung Methanobacterium. Aufgrund unterschiedlicher 

zugrundeliegender Abschnitte des 16S rRNA Leserahmens in Sequenzierung und DGGE sind 

beide Methoden als gegenseitige Ergänzung mit Priorität auf der Sequenzauswertung zu 

betrachten. Der vom Primerpaar Met86f/Met1340r amplifizierte Teilbereich des Leserahmens 

umfasst dabei neben einem 3‘-Fragment der hypervariablen Region V1 die Regionen V2 bis 

V8. Das in der DGGE-Analyse betrachtete Fragment umspannt aufgrund der 

methodenspezifischen Limitierung auf 500 bp neben dem 3‘-Bereich der hypervariablen 

Region V6 die Regionen V7 bis V9. Erst das im Rahmen des erweiterten ARDRA-Systems 

verwendete Primerpaar Met86f/AR1500R enthält die Sequenzinformation aus allen neun 

hypervariablen Regionen. Trotz der Fokussierung auf die Regionen V6 bis V9 war ein klarer 

Migrationsunterschied zwischen den Vertretern der Methanobacteriales und denen der 

Methanosarcinales und Methanomicrobiales in der DGGE erreicht worden. Mit dieser 

Auftrennung konnte der taxonomisch-phylogenetischen Aufteilung der methanogenen 

Archaea in die Klassen I (Methanopyrales, Methanococcales und Methanobacteriales) und II 

(Methanosarcinales und Methanomicrobiales) im Rahmen der getesteten Organismen 

nachvollzogen werden. Auf Art-Ebene konnte mit allen angewandten molekularbiologischen 

Methoden eine Differenzierung von Msc. mazei S-6T und Msc. barkeri MST erreicht und das 

Isolat Msc. mazei NieKK entsprechend eingeordnet werden. Die hohe Variabilität der Region 

V9 wurde in einer Untersuchung von 218 verschiedenen rrs-Genen bereits bestätigt. Im 
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Rahmen dieser Studie konnte daneben die besondere Eignung der Regionen V1 und 

insbesondere V3 für das Erstellen eines Profils der mikrobiellen Flora in Schafen mittels 

DGGE gezeigt werden (Yu und Morrison, 2004). Eine Folgestudie bestätigte vor einem 

archaeellen Hintergrund für V3 die beste Eignung zur DGGE-Analyse in gastrointestinalen 

Biozönosen (Yu et al., 2008). Die Untersuchung von BGA-Substrat mit Gülleanteil anhand 

dieser Region könnte daher ergänzend weitere Aufschlüsse auf die dortige Biozönose geben 

und sollte daher in der Praxis überprüft werden. 

IV.3 Phylogenie der Gattung Methanobacterium 

Mb. formicicum und dieser Art zugehörige DNA-Sequenzen wurden in einer Vielzahl an 

Anlagen und Pilotreaktoren mit verschiedenen Substratbeschickungen, teilweise als 

dominante Fraktion, innerhalb der archaeellen Population nachgewiesen (Akarsubasi et al., 

2006; Godon et al., 1997; Kobayashi et al., 1988; Macario und Conway de Macario, 

1988). Dabei wurde das Vorkommen von Mb. formicicum in Bioreaktoren zur Fermentation 

von Rinderdung schon früh bestätigt (Ranade et al., 1980). Um die im Rahmen dieser Arbeit 

aus Substrat von NawaRo-Praxisanlagen gewonnenen Isolate in den phylogenetischen 

Kontext der Gattung Methanobacterium einordnen zu können, wurde der 23S rRNA-

Leserahmen ausgewählter Vertreter sequenziert und zur Berechnung eines Stammbaums 

herangezogen. Anschließend erfolgte der Vergleich mit einem Stammbaum aus den bereits in 

Datenbanken hinterlegten 16S rRNA-Gensequenzen. Dabei stimmt die Gruppierung der 

einzelnen Referenzstämme in beiden Bäumen weitgehend überein, Abweichungen ergeben 

sich nur in der relativen Anordnung der einzelnen Gruppierungen zueinander. Während im 

23S rRNA basierten Baum beispielsweise eine Gruppe aus Mb. oryzae FPiT, Mb. bryantii 

M.o.H.T und Mb. uliginosum P2StT von der Gruppe der übrigen Typstämme auf einem 

eigenen Ast separiert wird, so wird die korrespondierende Gruppe inmitten des 16S rRNA-

basierten Stammbaums eingeordnet. Im 23S rRNA-basierten Stammbaum führt die 

Positionierung von Mb. formicicum MFT in einen der beiden Äste des Isolat-Clusters (s.u.) zu 

einer Anordnung von Mb. palustre FT und Mb. subterraneum A8pT auf eigenen Ästen, 

während diese Arten im 16S rRNA-Baum einen direkten, gemeinsamen Knoten aufweisen. 

Dennoch deuten beide Analysen auf eine enge Verwandtschaft dieser Typstämme hin. Die 

Ähnlichkeit der Stammbäume war aufgrund der Koevolution beider zugrunde liegender 

Leserahmen (Liao, 2000) erwartet worden und zeigt die Eignung der 23S rRNA-Gensequenz 

als phylogenetische Uhr. Trotz der größeren Sequenzlänge im 23S rRNA-Gen werden in 

bakteriellen Organismen häufig die intergenischen Regionen (ITS) zwischen den 16S rRNA- 

und 23S rRNA-Genen für phylogenetische Analysen herangezogen (Houpikian und Raoult, 
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2001). Die hohe Variabilität bezüglich Länge und Sequenz mit konservierten, flankierenden 

Leserahmen machen die ITS-Region zu einem beliebten Marker phylogenetischer Studien 

prokaryotischer Organismen (García-Martínez et al., 1999). Mit der nun bekannten 23S 

rRNA-Gensequenz verschiedener Arten der Gattung Methanobacterium lassen sich nun 

Primerpaare zur Amplifikation der ITS entwerfen und vergleichende phylogenetische Studien 

mit den hier präsentierten Stammbäumen durchführen.  

Im Direktvergleich der Stammbäume, welche auf Basis eines 16S rRNA-Genfragmentes von 

897 bp bzw. 1255 bp. Länge berechnet wurden, ergaben sich Änderungen bezüglich der 

Positionierung von Mb. alcaliphilum WeN4T, Mb. lacus 17A1T und Mb. beijingense 8-2T. Auf 

Datenlage des kürzeren Fragmentes wird Mb. alcaliphilum WeN4T mit Mb. movens 

DSM25945T gruppiert, während mit Vergrößerung der Sequenzinformation Mb. alcaliphilum 

WeN4T als separates Taxon bestimmt wird. Ähnliches trifft auf Mb. lacus 17A1T und Mb. 

beijingense 8-2T zu, welche bei zunehmender Sequenzinformation eigene Äste des Stamm-

baums ausmachen, obwohl sie nach dem 897 bp-Fragment zueinander gruppiert wurden. 

Allgemein waren die Änderungen jedoch von geringem Umfang. Der im Rahmen dieser 

Arbeit konstruierte Stammbaum zeigt dabei große Übereinstimmungen mit einer publizierten 

phylogenetischen Analyse nah verwandter 16S rRNA- und mcrA-Sequenzen von Mb. 

ferruginis Mic6c05T und Mb. petrolearium Mic5c12T (Mori und Harayama, 2011) und 

sichert diese Anordnung der Spezies ab. Interessant ist in diesem Zusammenhang die enge 

Gruppierung der formiatverwertenden Arten Mb. formicicum MFT, Mb. palustre FT und Mb. 

subterraneum A8pT in den Analysen der 16S- und 23S rRNA-Gensequenzen. Die 

Positionierung der ebenfalls formiatabbauenden Arten Mb. beijingense 8-2T (Ma et al., 2005) 

und Mb. oryzae FPiT außerhalb dieser Gruppe legt nahe, dass die Fähigkeit zur Formiat-

Verwertung innerhalb der Evolution dieser Gattung nicht monophyletisch entstanden ist, 

sondern parallel erworben wurde. Eine fehlerhafte Anordnung dieser Arten ist aufgrund 

vergleichbarer Einordnungen in den veröffentlichten und im 23S rRNA-basierten 

Stammbaum unwahrscheinlich. 

Die Isolate aus BGA werden nach 16S- und 23S rRNA-Gensequenzanalysen in einem zum 

Großteil der Referenzorganismen separaten Cluster angeordnet. Darin bestätigt sich trotz des 

Ursprungs aus vier verschiedenen BGA ein hoher Verwandtschaftsgrad der Isolate 

zueinander. Einzige Referenzorganismen innerhalb dieses „NawaRo-Clusters“ stellen Mb. 

formicicum MFT (23S rRNA) bzw. Mb. formicicum MFT und Mb. palustre FT dar (16S 

rRNA). Damit konnte die nächste Verwandschaft der Isolate mit Mb. formicicum MFT auch 

anhand des 23S rRNA-Leserahmens gezeigt werden. Die  Zweiteilung dieses Clusters ergab 
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sich ebenso unter den phylogenetischen Analysen beider Leserahmen in den getesteten Arten 

bzw. Isolaten. Abweichend stellte sich nur die Positionierung des Isolats Mb9 dar. Eine 

phylogenetische Analyse über den gesamten 16S rRNA Leserahmen würde die Positionierung 

absichern. Eine folgende phylogenetische Umpositionierung von Isolat Mb9 ist jedoch 

angesichts der identischen Positionierungen der Referenzstämme bei Erhöhung der 16S 

rRNA-Gensequenz-Information nicht zwingend. Die Ergebnisse der genomweiten Verteilung 

der NotI-Erkennungssequenz mittels einstufiger SAPD-PCR-Analyse unterstützt die Zuord-

nung der Isolate auf die unterschiedlichen Äste des „NawaRo-Clusters“: Die Aufteilung der 

Isolate auf die beiden entstandenen (Haupt-)Amplifikationsmuster entspricht der Anordnung 

im Stammbaum nach 23S rRNA-Gensequenzanalyse. In Bezug auf die Positionierung der 

Isolate Mb8 und Mb9 wird die phylogenetische 23S rRNA-Analyse durch die DGGE gestützt, 

in welcher beide Amplifikate eine vergleichbare Migrationsweite mit Mb. formicicum MFT 

erreichten. Innerhalb der SAPD-PCR waren Mb8 und Mb9 jedoch nicht nur von den übrigen 

Isolaten verschieden, sondern wiesen auch Unterschiede zu  Mb. formicicum MFT auf. Das 

Muster dieses Typstamms wich entgegen der Ergebnisse der in silico-Abgleiche der 16S 

rRNA-Gensequenz jedoch von den Mustern jeglicher Isolaten ab. Größere Übereinstimmung 

liefern die Ergebnisse von phylogenetischen Analysen, der DGGE und der SAPD-PCR 

bezüglich der Isolate Mb1 und Mb10. Neben der leicht abseitigen Positionierung gegenüber 

den übrigen Isolaten im Referenzstamm freien Ast des „NawaRo-Clusters“ zeigten sich 

übereinstimmend sowohl leichte Unterschiede in den Amplifikationsmustern der SAPD-PCR, 

als auch deutlich kürzere Migrationsweite im Verlauf der DGGE. Auch eine Differenzierung 

gegenüber den weiteren Typstämmen außerhalb des „NawaRo-Clusters“ war durch deutliche 

Unterschiede im Amplifikationsmuster der SAPD-PCR gegeben. Einzelne Amplifikate waren 

mehreren Arten gemein, was ggf. auf die gemeinsame Gattungsangehörigkeit zurückzuführen 

ist.  

IV.4 Isolat Mb1 - Vertreter einer neuen Art? 

Im Sinne einer mehrphasigen Speziesdifferenzierung wurde das Isolat Mb1 aus der Gattung 

Methanobacterium in Zusammenarbeit mit den Kooperationspartnern des CeBiTec der 

Universität Bielefeld (AG Prof. A. Pühler, Dr. A. Schlüter), der DSMZ (Dr. H-P Klenk) und 

der Materialprüfanstalt Bremen (MPA, Dr. J. Küver, Dr. A. Rabenstein) auf Zugehörigkeit zu 

einer neuen Art untersucht. Erste Hinweise deuten dabei auf das Vorliegen einer bislang 

unbeschriebenen Art. Die Gesamtgenom-Sequenzierung des Isolats Mb1 ergab im Vergleich 

zu mittlerweile veröffentlichten Genomsequenzen von Mb. formicicum-Stämmen eine 

deutlich reduzierte Genomgröße sowie einen leicht erhöhten GC-Gehalt (Maus et al., 2013;  
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D. Wibberg, CeBiTec, pers. Kommunikation). Eine digitale DDH auf Basis dieser Genom-

sequenz ergab eine Hybridisierungsrate von nur 33,5 % mit dem Stamm Mb. formicicum MFT 

(Dr. H-P Klenk, DSMZ, Braunschweig, pers. Mitteilung) und verbleibt daher deutlich unter 

dem als Artkriterium geltenden Grenzwert von 70 % Hybridisierungsrate. In Überein-

stimmung mit den phylogenetischen Studien der vorliegenden Arbeit konnte über eine 

MALDI-ToF (Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight)-spektroskopische 

Analyse zum einen die nahe Verwandtschaft zu Mb. formicicum MFT zum anderen die 

Anordnung in einem separaten Ast innerhalb der Ähnlichkeitsanalyse zusammen mit 

weiteren, ausgewählten Isolaten (Dr. A. Rabenstein, pers. Mitteilung) bestätigt werden. Damit 

konnte unter den bislang getesteten Isolaten die Ausbildung eines der beiden Äste des 

„NawaRo-Clusters“ nachvollzogen werden. Inwieweit hier weitere unbeschriebene Arten 

vorliegen könnten, ist Gegenstand laufender Untersuchungen. Weitere MALDI-ToF-

Analysen könnten zeigen, ob die Einbeziehung von Isolat Mb8 auch hier eine Zweiteilung des 

„NawaRo-Clusters“ bewirkt. Die Einordnung von Isolat Mb1 als einer von Mb. formicicum 

MFT verschiedenen Art würde die leicht abseitige Positionierung in den Stammbäumen, die 

unterschiedliche Migrationsweite gegenüber Stamm MFT und das von den Referenzstämmen 

abweichende SAPD-PCR-Muster erklären. Die fehlende Hybridisierung der FISH-Sonden 

Cy3.51535E1 und Cy3.51535E2 (s.u.) mit Isolat Mb1 bei gleichzeitig guter Bindung an Mb. 

formicicum MFT-Zellen erhärtet die These einer neuen Art weiter. Im Rahmen erster 

vergleichender physiologischer Untersuchungen von Mb. formicicum MFT und Isolat Mb1 

ergaben sich zunächst ähnliche Wuchskurven in Abhängigkeit steigender NH4
+-

Konzentrationen im Medium, jedoch zeigte Mb1 eine leicht verringerte lag-Phase und damit 

einen früheren Wachstumsstart. Analoge Tests zur Propionsäuretoleranz lieferten erste 

Hinweise auf das Erreichen höherer Zelltiter gegenüber dem Referenzstamm in Gegenwart 

hoher Propionsäurekonzentrationen. Aufgrund schwankenden Wachstums der Kulturen waren 

die physiologischen Untersuchungen bislang statistisch nicht vollständig belastbar, sodass die 

ersten Vorabergebnisse für eine sichere Aussage mit der Reproduktion der Tests überprüft 

werden müssen. Die potentielle Eigenschaft einer erhöhten Propionsäuretoleranz ist dabei in 

Bezug auf eine im Verlauf der Reinkultivierung erhaltenen Kokultur von Isolat Mb1 mit 

einem unbekannten bakteriellen Organismus interessant. Die Auswertung der Genom-

sequenzierung dieses Bakteriums der Ordnung Clostridiales ergab Hinweise auf eine 

syntrophe Assoziation mit Isolat Mb1 (D. Wibberg, CeBiTec, pers. Kommunikation). Da Mb. 

formicicum MFT wiederholt als H2-abbauender Partner in mikrobiellen, VFA-abbauenden 

Konsortien beschrieben wurde (Meher und Ranade, 1993; Meher et al., 1996; Wu et al., 
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1996; Yang et al., 2004), kann auch über ein Vorkommen der neuen Art Mb1 in BGA in 

enger Assoziation mit einem Vertreter der sekundären Gärer spekuliert werden. Vor dem 

Hintergrund der Propionsäuretoleranz sollte daher die potentielle Bildung eines Propionsäure-

abbauenden Konsortium und derer Eignung als Teil einer Starterkultur für den Einsatz in 

BGA weiter erforscht werden. 

IV.5 Nachweissysteme für ausgewählte Organismen der Gattung Methanobacterium 

Die SAPD-PCR stellt eine geeignete Methode zur Entwicklung art- und stammspezifischer 

Primer zur Differenzierung von Bakterien (Pfannebecker und Fröhlich 2008; Sebastian et 

al. 2011) und Hefen (Blättel et al., 2008) dar. Die Ausbildung zweier vom Fingerabdruck des 

Typstamms Mb. formicicum MFT verschiedener Hauptamplifizierungsmuster bei Anwendung 

der SAPD-PCR auf Isolate der Gattung Methanobacterium erschwerte die Identifizierung 

eines gemeinsamen Amplifikates als Grundlage eines PCR-basierten Nachweissystems. 

Neben der identifizierten Signatursequenz 03Mbf bieten die Amplifikationsmuster noch 

weitere geeignete Kandidaten. So wäre ein etwa 1500 bp langes Amplifikat aus den A-Not 

Fingerabdrücken der Isolate eine mögliche Alternative zu dem hier entwickelten System. In 

der Praxis weisen die Arten Mb. formicicum MFT mit 1480 bp sowie Mb. palustre FT (1500 

bzw. 1540 bp) und Mb. kanagiense 169T (1540 bp) Amplifikate vergleichbarer Größe auf, 

sodass je nach tatsächlicher Amplifikationsspezifität mit einem breiteren Spektrum 

detektierter Organismen zu rechnen ist. Die Artspezifität des Primersystems auf Basis der 

Signatursequenz 03Mbf konnte gezeigt werden, DNA-Extrakte aus den nächsten Verwandten 

Mb. palustre FT und Mb. subterraneum A8pT ergaben keinerlei Amplifikat. Wie für die 

Amplifizierung von Fragment D der Signatursequenz  aus BGA-Proben gezeigt, kann auf die 

praktische Kontrolle eines SAPD-PCR-abgeleiteten Primersets nicht verzichtet werden. 

Obwohl beide Fragmente (A und D) die Detektion aus Laborkulturen ermöglichten, zeigte 

Fragment D bei Anwendung auf einen realen Probenhintergrund weitere Amplifikate, welche 

kleiner waren als die erwarteten 294 bp. Diese konnten auch durch Anpassung des 

Amplifikationsprotokolls nicht verhindert werden. Die 2000 bp-Bande bei Amplifizierung 

von Fragment A aus der Probe der BGA Kaschenbach ist in Bezug auf die Größe deutlich 

verschieden von den erwarteten 324 bp und fehlt in den Proben der übrigen Anlagen völlig. 

Das Resultat wird nicht beeinflusst, da das korrekte Amplifikat detektiert werden konnte. Die 

Reduzierung der Annealing- und/oder Elongationszeit analog zum Vorgehen bei Fragment D 

sollte das Entstehen von Banden dieser Größe ausschließen. Daher verbleibt das Primerpaar 

zur Amplifizierung von Fragment A geeigneter für die Detektion der Organismen des 

„Nawaro-Clusters“ in BGA. Das im Vergleich zu Kulturproben erhöhte PCR-Volumen zur 
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Detektion könnte dennoch einen Hinweis auf geringe Titer der detektierten Organismen in 

den Anlagen darstellen. In diesem Fall würden die qualitativen Bandenstärken nicht mit den 

Anteilen der Methanobacteriales, wie sie in der qPCR quantifiziert wurden, übereinstimmen. 

Dann lägen andere Vertreter der Methanobacteriales in höheren Titern vor als die hier 

untersuchte Gruppe, was jedoch im Widerspruch zu den übrigen molekularbiologischen 

Analysen steht (s.o.). 

Wegen der großen Bedeutung H2-nutzender methanogener Archaea für den Biogasprozess aus 

NawaRo könnten weitere SAPD-PCR-abgeleitete Detektionsysteme, insbesondere zur 

Erfassung von Vertretern der Gattung Methanoculleus, einen wichtigen Beitrag zu einer 

schnellen Bestimmung der Fermenterbiozönose leisten. Besonders die Herleitung eines zu 

dem von Petri et al. (2013) beschriebenen analogen Multiplex-Systems könnte eine kosten-

effiziente Untersuchung der Gemeinschaft methanogener Archaea ermöglichen. Da für diese 

Anwendung gegenwärtig veröffentlichte qPCR-Primer eine maximale Spezifität auf 

Gattungs-Ebene zeigen (Sawayama et al., 2006; Yu et al., 2005) bestünde hier eine 

Möglichkeit zur Bestimmung auf Art-Niveau, ohne dafür (Meta-)Genomdaten voraus zu 

setzen. Alternativ könnten SAPD-abgeleitete Fragmente die Grundlage für das Design von 

artspezifischen qPCR-Primern darstellen. Die Durchführung einer zweiten Amplifikations-

runde im Zuge der Etablierung einer nSAPD-PCR könnte die Spezifität gegebenenfalls weiter 

bis auf Stamm-Ebene erhöhen und sich so als hilfreich bei der Zusammenstellung von 

Starterkulturen aus besonders effektiven methanogenen Archaea erweisen. 

Die Fluoreszenz in situ-Hybridisierung mittels Oligonukleotid-Sonden auf Grundlage des 23S 

rRNA Leserahmens wurde bereits erfolgreich zur Differenzierung verschiedener Serotypen 

der Gattung Salmonella angewandt (Nordentoft et al., 1997). Für bislang in der probeBase-

Datenbank (Loy et al., 2007) veröffentlichte Sonden auf Basis des 16S rRNA-Leserahmens 

zur Hybridisierung der Gattung Methanobacterium wurden dagegen nicht nur fehlende Art-

Spezifität, sondern auch Kreuzhybridisierungen mit Mbb. smithii PST und Msh. stadtmanae 

MCB-3T beschrieben (Raskin et al., 1994). Das im Rahmen von Vortests analysierte und für 

den weiteren Verlauf zunächst verworfene Oligonukleotid Mb1535Df ermöglichte bei 

Paarung mit dem unspezifischen Primer 1535Arv die Amplifikation eines Fragmentes von 

passender Länge (655 bp). Vor dem Hintergrund, dass Isolat Mb1 ggf. einen Vertreter einer 

neuen Art darstellt, ergibt sich hier rückwirkend die Möglichkeit einer Artspezifität. Damit 

wäre eine Anwendung dieses Oligonukleotids als Sonde in dem stringenten, modifizierten 

Protokoll nach Daims zu prüfen. Auch bei resultierenden Unspezifitäten wäre die Eignung 

dieses Oligonukleotids zur Amplifizierung eines artspezifischen Fragmentes zusammen mit 
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dem Primer 1535Arv möglich und würde ähnliche Einsatzmöglichkeiten wie 03Mbf bieten. 

Da die Sequenz des 23S rRNA-Leserahmens vieler methanogener Archaea gegenwärtig noch 

unbekannt bzw. unveröffentlicht ist, erschwert die im Vergleich zu 16S rRNA-Gen-basierter 

Sonden geringere Datengrundlage die Ermittlung spezifischer Hybridisierungsregionen. Für 

die erstellten Sonden konnte trotz teilweise erheblicher, in silico berechneter Nukleotid-

Unterschiede in der Binderegion keine ausschließliche Spezifität für Mb. formicicum MFT, 

das Isolat Mb1 oder beide Taxa verifiziert werden. Das Hybridisierungsspektrum bzw. die 

qualitative Analyse der Fluoreszenzintensität der Oligonukleotid-Sonde Cy3.51535E2 folgte 

dennoch der Anordnung der Referenzstämme im 16S- und 23S rRNA-Gen Stammbaum: Die 

beste Hybridisierung innerhalb der Gattung Methanobacterium gelang mit der Zielspezies 

Mb. formicicum MFT. Weiterhin wird, wenn auch deutlich schwächer, nur eine Gruppe mit 

der Zielspezies nah verwandter Arten gebunden. Eine Hybridisierung von Arten mit größerer 

phylogenetischer Distanz, wie Mb. bryantii M.o.H.T fand nicht statt. Dennoch ergab sich auch 

hier unter den getesteten Bedingungen eine Hybridisierung mit den gattungsfremden 

Organismen Mbb. smithii PST und Msh. stadtmanae MCB-3T. Die Sonde Cy3.51535E1 zeigte 

diese Kreuzhybridisierung ebenfalls, eine Abschwächung der Fluoreszenzintensität mit 

zunehmender phylogenetischer Distanz kann den Ergebnissen der FISH jedoch nicht 

entnommen werden. Die Erklärung der Sonden für eine fehlende Hybridisierung von Isolat 

Mb1 konnte rückwirkend durch Sequenzanalysen gefunden werden. Die durch Alignments 

nahegelegte Hybridisierungssequenz liegt in diesem Isolat nicht in der prognostizierten Form 

vor. Damit waren die für eine Bindung der Sonden notwendigen Sequenzidentitäten nicht 

gegeben. Die Sonden Cy3.5Mb1D1 und Cy3.5Mb1E2 zeigten hervorragende Bindungs-

eigenschaften für alle getesteten Arten der Gattung Methanobacterium. Eine Spezies-

differenzierung wurde daher nicht erreicht. Eine Abschwächung der Fluoreszenzintensität 

ergab sich erst bei den gattungsfremden Organismen. Die bisher getroffenen Maßnahmen zur 

Erhöhung der Stringenz bewirkten keine Zunahme der Spezifität. Durch den Test weiterer 

modifizierter Hybridisierungsbedingungen kann hier ggf. eine gattungsspezifische Detektion 

erreicht werden. Die Experimente zur Hybridisierung einer artifiziell mit Zielspezies 

versetzten BGA-Probe deuteten für alle getesteten Sonden eine Anwendungsmöglichkeit 

unter diesen Bedingungen an. 

Zusammenfassend konnte mit keiner der Sonden eine bessere Spezifität erreicht werden, als 

sie für die Positivkontroll-Sonde MB1174 auf Basis des 16S rRNA-Leserahmens beschrieben 

ist. Ein mögliches Anwendungsgebiet der hier vorgestellten Sonden ergibt sich 

möglicherweise in Kombination mit MB1174. Durch den kombinierten Einsatz von 16S und 
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23S rRNA-basierter Sonden mit identischer Fluorophormarkierung könnte eine doppelte 

Hybridisierung der Zielspezies erreicht und durch parallele Bindung an zwei Loci somit die 

Fluorophordichte pro Organismus gesteigert werden. Theoretisch erscheint auf diese Weise 

ein intensiveres Fluoreszenzsignal oder eine Verringerung der Mindestanzahl an Ribosomen 

für eine effektive Detektion möglich. Besonders im Bereich von Umweltproben, wie 

diejenigen aus BGA, könnten damit geringere Organismentiter nachgewiesen werden. 
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Kapitel V - Zusammenfassung 

Im Verlauf der vorliegenden Forschungsarbeit wurden Proben aus fünf landwirtschaftlichen 

NawaRo-BGA auf die Biozönose methanogener Archaea hin molekularbiologisch untersucht. 

Parallel wurde die Isolierung der identifizierten Spezies vorgenommen. Über „amplifed 

rDNA restriction analysis“ (ARDRA)-Screening von Klonbibliotheken auf Basis von 16S 

rRNA-Genfragmenten konnte anhand zweier beispielhafter BGA das Vorkommen von 

Vertretern der Gattungen Methanoculleus, Methanobacterium, Methanosarcina und Methano-

saeta nachgewiesen werden. Mittels denaturierender Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) 

wurde das Vorkommen dieser Mikroorganismen auch in den übrigen Anlagen gezeigt. 

Ergänzend dazu wurde in drei Anlagen Methanospirillum hungatei nachgewiesen. Ver-

öffentlichte Primer zur sequenzspezifischen quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) 

konnten für den Einsatz zur Quantifizierung anhand der SYBR-Green I-Chemie adaptiert und 

Anwendungsprotokolle etabliert werden.  

Die relative Anzahl repräsentativer methanogener Klone sowie die Quantifizierung von 

Vertretern der einzelnen Ordnungen in der qPCR legen die zahlenmäßige Dominanz 

hydrogenotropher methanogener Archaea in den beprobten Anlagen nahe und unterstrich 

deren Bedeutung für den biotechnologischen Prozess. Der Methananteil im Biogas entsteht 

damit vorwiegend aus der Carbonatatmung mit molekularem Wasserstoff als Elektronen-

donor.  

Für jede der vier in den Klonbibliotheken detektierten Gattungen wurden spezifische 

Isolierungsstrategien ausgearbeitet. Dadurch konnten insgesamt zehn Vertreter der Gattung 

Methanobacterium (Isolate Mb1 bis Mb10) und jeweils ein Vertreter der Gattungen 

Methanoculleus (Isolat Mcu(1)), Methanosarcina (Isolat NieKK) und Methanosaeta (Isolat 

Mst1.3) aus den BGA-Proben isoliert werden. Durch in silico-Abgleich der partiellen 16S 

rRNA-Gensequenz wurden diese als Verwandte von Methanobacterium formicicum MFT, 

Methanoculleus bourgensis MS2T, Methanosarcina mazei S-6T und Methanosaeta concilii FE 

mit einer Sequenzidentität > 97 % identifiziert. Im Laufe der molekularbiologischen 

Charakterisierung der Isolate mittels DGGE und einer ARDRA-Analyse konnten die Isolate 

den Referenzstämmen zugeordnet werden. In Bezug auf die Gattung Methanobacterium 

ergaben sich jedoch leichte Abweichungen. Diese bestätigten sich in vergleichenden 

Analysen des genomischen Fingerabdrucks in der „specifically amplified polymorphic DNA“ 

(SAPD)-PCR, welche im Rahmen dieser Arbeit erstmalig erfolgreich auf archaeelle 

Organismen angewandt wurde. Hier zeigten die Isolate zwei von den Fingerabdrücken der 
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untersuchten Referenzstämme verschiedene Hauptamplifikationsmuster. Aufgrund der 

Vielzahl verschiedener Isolate sowie dem signifikanten Vorkommen in qPCR-Analysen und 

Klonbibliotheken fokussierten sich die weiteren Arbeiten zur genaueren Untersuchung dieser 

Abweichungen auf phylogenetische Untersuchungen der Gattung Methanobacterium und die 

Entwicklung von Nachweissystemen. Die Aufklärung eines Großteils der 23S rRNA-

Gensequenz der Isolate und von ausgewählten Typstämmen ermöglichte ergänzende 

phylogenetische Untersuchungen zu den durchgeführten 16S rRNA-Analysen. Dabei ergaben 

sich in beiden Stammbäumen ähnliche Positionierungen der untersuchten Organismen. Die 

Isolate wurden jeweils in einem Cluster abseits der meisten Referenzstämme aus der Gattung 

Methanobacterium positioniert. Analog zur Musterbildung im Rahmen der SAPD-Analyse 

zeigte sich eine Differenzierung in zwei Äste und ergab in Übereinstimmung mit den in 

silico-Sequenzabgleichen den höchsten Verwandtschaftsgrad mit Methanobacterium formici-

cum MFT. Trotz ihres Ursprungs aus unterschiedlichen BGA erwiesen sich die Methano-

bacterium sp.-Isolate als untereinander nahe verwandt. Dabei zeigten die Isolate Mb1 und 

Mb10 eine leicht erhöhte phylogenetische Distanz zu den übrigen Isolaten. Dieses ließ sich 

über die Analyse der Migrationsweiten innerhalb von DGGE-Experimenten ebenso nachvoll-

ziehen. Eine MALDI-ToF („Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight)-

Analyse ribosomaler Proteine ausgewählter Isolate und Referenzen (MPA, Bremen) bestätigte 

die Positionierung in einem eigenen Isolat-Cluster mit naher Verwandschaft zu Mb. 

formicicum MFT. Aktuelle, in Kooperation mit weitere Partnern erzielte Ergebnisse von 

Gesamtgenom-Sequenzierungen (CeBiTec, Universität Bielefeld) und einer digitalen DNA-

DNA-Hybridisierung (DSMZ, Braunschweig) von Isolat Mb1 lieferten starke Hinweise auf 

die Zugehörigkeit dieses Isolats zu einer bislang unbeschriebenen Art. 

Die Eignung der SAPD-PCR zur Ableitung spezifischer Primerpaare konnte erstmals auch für 

methanogene Archaea gezeigt werden. Aus dem molekularen A-Not-Fingerabdruck gelang 

die Ableitung der für die Isolate und Mb. formicicum MFT spezifischen Signatursequenz 

03Mbf. Klonierung und Sequenzanalyse ermöglichte die Generierung zweier Primerpaare zur 

Amplifikation der 03Mbf-Fragmente A und D. Während der Nachweis in Laborkulturen der 

Zielorganismen mit beiden Fragmenten gelang, war aufgrund der Ausbildung unspezifischer 

DNA-Amplifikate bei Anwendung der Primer für Fragment D auf DNA-Extrakte aus BGA 

das Fragment A vorzuziehen. Mit diesem gelang der Nachweis auch in BGA-Proben 

weitgehend ohne unspezifische Amplifikate. Unter Einbeziehung der sequenzierten 23S 

rRNA-Genfragmente gelang die Erstellung von Oligonukleotid-Sonden für den Einsatz in 

Fluoreszenz in situ-Hybridisierungs-Experimenten. Eine Hybridisierung von Sonden mit Mb. 
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formicicum MFT als Zielpezies an Isolat Mb1 gelang nicht und kann als weiterer Hinweis auf 

Mb1 als Vertreter einer neuen Art gelten. Zwei Sondensets zur Hybridisierung von Mb. 

formicicum MFT und zur parallelen Hybridisierung von Mb. formicicum MFT und Isolat Mb1 

wurden entworfen. Im Praxistest ergab sich für diese Sonden eine Spezifität für alle getesteten 

Vertreter der Gattung Methanobacterium sowie für Methanosphaera stadtmanae MCB-3T 

und Methanobrevibacter smithii PST.  

Somit konnten im Laufe der Arbeit die in NawaRo-BGA dominanten methanogenen Archaea 

in mehrphasigen Experimenten nachgewiesen, quantifiziert und auf wenige Gattungen einge-

grenzt werden. Vertreter der vier dominanten Gattungen wurden isoliert und Nachweis-

systeme für Isolate und Typstämme der Gattung Methanobacterium erstellt. 
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Kapitel VI - Ausblick 

Die im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit etablierten Methoden und die Ergebnisse 

der Experimente ergeben eine Vielzahl von Anknüpfungspunkten für zukünftige Arbeiten im 

Forschungsbereich der mikrobiellen Ökologie und Populationsbestimmung methanogener 

Archaea in NawaRo-BGA. Die ausgearbeiteten Isolierungsstrategien können in unveränderter 

Form auf weitere BGA angewandt werden. Eine Modifizierung der DSMZ-Medien 287 und 

119 könnte zur Gewinnung einer Anreicherungskultur von Msp. hungatei aus den BGA 

führen, aber auch die Möglichkeit zur Kultivierung weiterer Methanobacteriales in Ergänzung 

zu den bereits erhaltenen Isolaten bieten.  

Ausgehend von den kultivierungsunabhängigen Methoden erscheint sowohl die Verwendung 

von Primern zur Amplifikation der hypervariablen Region V3 für den Einsatz in DGGE-

Analysen als auch die zur Ableitung des 03Mbf-Fragmentes analoge Anwendung der SAPD-

PCR-Methode zur Ermittlung von Signatursequenzen von (weiteren) Arten der Gattungen 

Methanoculleus, Methanobacterium, Methanosarcina und Methanosaeta sinnvoll. Die Kon-

struktion eines Multiplex-Systems würde einen parallelen Nachweis der Organismen und, bei 

entsprechendem Umfang an Signatursequenzen, ein preisgünstiges Schnellmonitoring der 

typischen Zusammensetzung der Population methanogener Archaea in NawaRo-BGA 

erlauben. Eine Verbesserung des qPCR-Protokolls könnte durch einen Wechsel auf ein 

sequenzspezifisches Detektionssystem unter Verwendung von z.B. TaqMan®-Sonden oder 

Scorpion®-Primer erreicht werden. Ein paralleles Ersetzen der Zellzahl-Standardgeraden 

gegen die Nutzung von Fragmentanzahl-Standards würde zwar den Nachteil des Wegfalls 

einer identischen DNA-Extraktionseffizienz von Standard und Probe mit sich bringen, auf der 

anderen Seite die Konstruktion von Kalibrierungsgeraden enorm vereinfachen. Im Zuge 

dieser Umstellung könnte die Klonierung von 16S rRNA- oder mcrA-Fragmenten aus jeder 

der zu quantifizierenden Ordnungen oder Gattungen in ein Plasmid zur Erstellung einer 

„Breitband-DNA-Vorlage“ für die Konstruktion von DNA-Kalibrierungsgeraden beitragen. 

Alternativ bietet die SAPD-PCR und deren Erweiterung zur „nested-“SAPD-PCR (nSAPD) 

die Möglichkeit zur Ableitung qPCR-fähiger Primerpaare mit Spezifität auf Art-Niveau und 

damit eine Chance zur feiner aufgelösten Quantifizierung methanogener Archaea in 

Umweltproben. Intensive Untersuchungen des „NawaRo-Clusters“ innerhalb der Gattung 

Methanobacterium macht gerade vor dem Hintergrund von Isolat Mb1 als putativen 

Kandidaten einer unbeschriebenen Art Sinn. Isolat Mb10 zeigte ähnliche Abweichungen in 

den polyphasischen Experimenten und stellt damit ein geeignetes Isolat für z.B. 
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Genomsequenzierungs-Ansätze dar. Die tatsächliche Positionierung von Mb9 in den 

phylogenetischen Kontext könnte weitere Erkenntnisse bezüglich der Aufspaltung des 

„NawaRo-Clusters“ in zwei Äste erbringen. Planungen und vorbereitende Arbeiten zum 

Vorhaben einer Genomsequenzierung aller in der DSMZ vorhandener Typstämme der 

Gattung Methanobacterium sowie der zehn im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen 

Isolate werden gegenwärtig vorangetrieben. Im Bereich der FISH-Sonden ist vor weiteren 

Untersuchungen zunächst die Anwendung auf die komplexe Matrix frischer BGA-Proben zu 

prüfen. Die Spiking-Ansätze deuteten bereits auf eine Detektionfähigkeit hin. Des Weiteren 

ist die Durchführbarkeit einer parallelen Anwendung von 16S rRNA- und 23S rRNA-

basierten Oligonukleotidsonden zum Zwecke einer potentiellen Signalintensitätssteigerung 

experimentell zu verifizieren. 
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Kapitel VIII - Anhang 

VIII.1 Nukleotidsequenzen des 23S rRNA-Gens methanogener Archaea 

Isolat Mb1 (Extraktion aus Gesamtgenom-Sequenz, 2989 bp) 

TGTTGGAAACCGCGGACTAAACAACTCGGATCAAAAGAACCTCGAAGCTCACATCCCAGTCCCATCAAACAAGTCTTCTACT
CATATCCTAAAAGCTGTCTATTTTCGGGGGAAACCTCAGGCTTAGATGCTTTCAGCCTTTATAATCTAGCGCGTAGCTGCCCG
GCAATGCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACAA
CAAAACAATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAAC
CCCACCCTTGGGTGATGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTT
GCCTGCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGACGAGGTACTCTGAGGTTCGTTAGG
CCCGGCTTTCGCCTCTGGATCCCATACTATGAAGAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTC
CCACCTGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCCT
CCACAAAAGTAGAGTTAGAAACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACAGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAGCTTCA
AAACGCCTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCCCAACGACAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCC
AATGGAATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATTC
ATGCAGGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACC
AGGTTGAACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATGT
TTTTATTAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTCCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGCC
ATTTTGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACGG
AATAACAAGAATCCAAATCCAGTTCCCTTTTCAAGGGCTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATACAGACGGCTAATTCAAG
CCTACACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTCCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCACAAA
GCGTCAGAAACCAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGCATGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGACCAATTCGAATT
ACGATCGGCCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCAC
TTTACTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACAGGA
CGCCTCCCTACAAAATCACACACACAAAGAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAACCCCGTCCATTTTCGGTGCCAT
TGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGAC
CCCCTTACACTAATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCC
TCACTCCAACCTTCTACAGCGGTAACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTG
CTCTACCTCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCT
TTCACCACTAGCCCAAAGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATC
TTACCCTGGGCTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCCCGCCCCTCACACAAATGT
GCTGCGAGCAGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGCTAACCTCCTTAGCCTCGCCACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTC
AAGACGGATAACATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATACACACCATGTTACCATAGCTTCTTTCAGAGGATATCATTCCTTCCA
AGCCATGCTAGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGGTTCTTTTCACCCCCCTGAAGGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTA
GTACGCTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTGGAAGTCGATGCCTCCCACATTCACGCCCAATATCCAATGGACGCTACTC
AAGTACCCAATCAAGATCCACTCAGTATACATTTACGGGGCTATCACCCTCTACGGCCAATGTACATTCCAGTACAAGTTCAA
CTTAACCAAGCCGGACCCTACGATCAGGACCATACACCACATCTTCACCCCTATTTCTAGAGGGAATTCAGTTTGTCCTCTGC
CGTTTTCGCTCGACGTTACTAACGGCATCACCATTTGTTTTCTCTTCCTCTGCCTACTAAGATGTTTCAGTTCGGCAGGTTCCCG
CTCCCACAAAGGGAGCATCCCCCACAAGTGAGGATAGGATTCCCATTAGGTAATCCCGGGTTCAAAGGATGCATGCTCCTCG
CCCAGGCAATATCGCTGCTTGCCGCGACCCTCATCGGCGACTCAAGCCAAGCCATCCCCCAGATGGTATAAAAGTAGCATTA 

Isolat Mb1 (Herleitung der vorliegenden Arbeit, 2395 bp) 

GCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACAACAAA
ACAATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAACCCCA
CCCTTGGGTGATGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTTGCCT
GCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGACGAGGTACTCTGAGGTTCGTTAGGCCCG
GCTTTCGCCTCTGGATCCCATACTATGAAGAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCCCAC
CTGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCCTCCAC
AAAAGTAGAGTTAGAAACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACAGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAGCTTCAAAAC
GCCTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCCCAACGACAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCAATG
GAATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATTCATGC
AGGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACCAGGT
TGAACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATGTTTTT
ATTAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTCCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGCCATTT
TGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACGGAAT
AACAAGAATCCAAATCCAGTTCCCTTTTCAAGGGCTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATACAGACGGCTAATTCAAGCCTA
CACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTCCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCACAAAGCGT
CAGAAACCAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGCATGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGACCAATTCGAATTACGA
TCGGCCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCACTTTA
CTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACAGGACGCC
TCCCTACAAAATCACACACACAAAGAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAACCCCGTCCATTTTCGGTGCCATTGAC
CTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGACCCCCT
TACACTAATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTCACT
CCAACCTTCTACAGCGGTAACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTA
CCTCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCAC
CACTAGCCCAAAGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATCTTACC
CTGGGCTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCCCGCCCCTCACACAAATGTGCTGC
GAGCAGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGCTAACCTCCTTAGCCTCGCCACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCAAGAC
GGATAACATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATACACACCATGTTACCATAGCTTCTTTCAGAGGATATCATTCCTTCCAAGCCA
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TGCTACGCTGTCACCATCTGGTTTCAGTTCTTTTCACCCCCCTGAAGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGTACGCTA
TCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTGGAAGTCGATGCCTCCCACATTCACGCCCAATATCCAATGGAC 

Isolat Mb2 (2451 bp) 

GCTGCCGGCATGCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTC
AGACAACAAAACAATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCG
AACAACCCCACCCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGG
GCTCTTGCCTGCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGACGAGGTACTCTGAGGTTCG
TTAGGCCCGGCTTTCGCCTCTGGATCCCATACTATGAAGAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCT
CTGTCCCACCTGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGT
GTCCTCCACAAAAGTAGAGTTAGAAACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACAGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAG
CTTCAAAACGCCTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCCCAACGACAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGC
TTCCCAATGGAATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTAC
CATTCATGCAGGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTT
CACCAGGTTGAACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCT
ATGTTTTTATTAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTCCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGG
AGCCATTTTGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGT
ACGGAATAACAAGAATCCAAATCCAGTTCCCTTTTCAAGGGCTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATACAGACGGCTAATT
CAAGCCTACACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTCCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCA
CAAAGCGTCAGAAACCAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGCATGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGACCAATTCG
AATTACGATCGGCCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTC
TCACTTTACTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACA
GGACGCCTCCCTACAAAATCACACACACAAAGAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAACCCCGTCCATTTTCGGTGC
CATTGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATG
ACCCCCTTACACTAATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCC
CCTCACTCCAACCTTCTACAGCGGTAACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAG
TGCTCTACCTCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGC
CTTTCACCACTAGCCCAAAGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCA
TCTTACCCTGGGCTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCCCGCCCCTCACACAAAT
GTGCTGCGAGCAGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGCTAACCTCCTTAGCCTCGCCACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTT
TCAAGACGGATAACATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATACACACCATGTTACCATAGCTTCTTTCAGAGGATATCATTCCTTC
CAAGCCATGCTAGCTGTCACCATCTGGTTTCAGTTCTTTTCACCCCCCTGAACGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTA
GTACGCTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTGGAAGTCGATGCCTCCCACATTCACGCCCAATATCCAATGGACGCTACTC
AAGTACCCAATCAAGATCCACTCAGTATACATTTACGGA 

Isolat Mb3 (2432 bp) 

GCTGCCGGCATGCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTC
AGACAACAAAACAATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCG
AACAACCCCACCCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGG
GCTCTTGCCTGCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGACGAGGTACTCTGAGGTTCG
TTAGGCCCGGCTTTCGCCTCTGGATCCCATACTATGAAGAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCT
CTGTCCCACCTGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGT
GTCCTCCACAAAAGTAGAGTTAGAAACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACAGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAG
CTTCAAAACGCCTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCCCAACGACAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGC
TTCCCAATGGAATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTAC
CATTCATGCAGGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCT
TCACCAGGTTGAACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCT
ATGTTTTTATTAAACAGTCGGGCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTCCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGA
GCCATTTTGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTA
CGGAATAACAAGAATCCAAATCCAGTTCCCTTTTCAAGGGCTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATACAGACGGCTAATTC
AAGCCTACACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTCCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCAC
AAAGCGTCAGAAACCAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGCATGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGACCAATTCGA
ATTACGATCGGCCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCT
CACTTTACTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACAG
GACGCCTCCCTACAAAATCACACACACAAAGAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAACCCCGTCCATTTTCGGTGCC
ATTGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATG
ACCCCCTTACACTAATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCC
CCTCACTCCAACCTTCTACAGCGGTAACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAG
TGCTCTACCTCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGC
CTTTCACCACTAGCCCAAAGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCA
TCTTACCCTGGGCTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCCCGCCCCTCACACAAAT
GTGCTGCGAGCAGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGCTAACCTCCTTAGCCTCGCCACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTT
TCAAGACGGATAACATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATACACACCATGTTACCATAGCTTCTTTCAGAGGATATCATTCCTTC
CAAGCCATGCTAGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGTTCTTTTCACCCCCCTGAAGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTA
GTACGCTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTGGAAGTCGATGCCTCCCACATTCACGCCCAATATCCAATGGACGCTACTC
AAGTACCCAATCAAGATCCAC 
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Isolat Mb4 (2444 bp) 

CGCAATGCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACA
ACAAAACAATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAA
CCCCACCCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCT
TGCCTGCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGACGAGGTACTCTGAGGTTCGTTAG
GCCCGGCTTTCGCCTCTGGATCCCATACTATGAAGAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGT
CCCACCTGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCC
TCCACAAAAGTAGAGTTAGAAACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACAGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAGCTTC
AAAACGCCTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCCCAACGACAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCC
CAATGGAATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATT
CATGCAGGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCAC
CAGGTTGAACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATG
TTTTTATTAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTCCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGC
CATTTTGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACG
GAATAACAAGAATCCAAATCCAGTTCCCTTTTCAAGGGCTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATACAGACGGCTAATTCAA
GCCTACACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTCCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCACAA
AGCGTCAGAAACCAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGCATGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGACCAATTCGAAT
TACGATCGGCCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCA
CTTTACTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACAGG
ACGCCTCCCTACAAAATCACACACACAAAGAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAACCCCGTCCATTTTCGGTGCCA
TTGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGAC
CCCCTTACACTAATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCC
TCACTCCAACCTTCTACAGCGGTAACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTG
CTCTACCTCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCT
TTCACCACTAGCCCAAAGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATC
TTACCCTGGGCTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCCCGCCCCTCACACAAATGT
GCTGCGAGCAGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGCTAACCTCCTTAGCCTCGCCACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTC
AAGACGGATAACATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATACACACCATGTTACCATAGCTTCTTTCAGAGGATATCATTCCTTCCA
AGCCATGCTAGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGTTCTTTTCACCCCCCTGAAGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGT
ACGCTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTGGAAGTCGATGCCTCCCACATTCACGCCCAATATCCAATGGACGCTACTCAA
GTACCCAATCAAGATCCACTCAGTATACATTTAT 

Isolat Mb5 (2353 bp) 

CTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACAACAAAAC
AATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAACCCCACC
CTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTTGCCTGC
GACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGACGAGGTACTCTGAGGTTCGTTAGGCCCGGC
TTTCGCCTCTGGATCCCATACTATGAAGAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCCCACCT
GAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCCTCCACAA
AAGTAGAGTTAGAAACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACAGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAGCTTCAAAACGC
CTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCCCAACGACAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCAATGGA
ATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATTCATGCAG
GCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACCAGGTTG
AACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATGTTTTTAT
TAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTCCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGCCATTTTG
CCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACGGAATAA
CAAGAATCCAAATCCAGTTCCCTTTTCAAGGGCTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATACAGACGGCTAATTCAAGCCTACA
CCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTCCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCACAAAGCGTCA
GAAACCAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGCATGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGACCAATTCGAATTACGATC
GGCCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCACTTTACT
TTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACAGGACGCCTC
CCTACAAAATCACACACACAAAGAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAACCCCGTCCATTTTCGGTGCCATTGACCT
CGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGACCCCCTTA
CACTAATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTCACTCC
AACCTTCTACAGCGGTAACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTACC
TCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCACCA
CTAGCCCAAAGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATCTTACCCT
GGGCTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCCCGCCCCTCACACAAATGTGCTGCGA
GCAGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGCTAACCTCCTTAGCCTCGCCACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCAAGACGG
ATAACATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATACACACCATGTTACCATAGCTTCTTTCAGAGGATATCATTCCTTCCAAGCCATG
CTAGCTGTCACCATCTGGTTTCATGTTCTTTTCACCCCCCTGAAGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGTACGCTATC
GGTCTTGAGACGTATTTAGGATTGGG 

Isolat Mb6 (2406 bp) 

GGCAATGCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACA
ACAAAACAATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAA
CCCCACCCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCT
TGCCTGCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGACGAGGTACTCTGAGGTTCGTTAG
GCCCGGCTTTCGCCTCTGGATCCCATACTATGAAGAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGT
CCCACCTGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCC
TCCACAAAAGTAGAGTTAGAAACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACAGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAGCTTC
AAAACGCCTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCCCAACGACAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCC
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CAATGGAATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATT
CATGCAGGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCAC
CAGGTTGAACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATG
TTTTTATTAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTCCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGC
CATTTTGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACG
GAATAACAAGAATCCAAATCCAGTTCCCTTTTCAAGGGCTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATACAGACGGCTAATTCAA
GCCTACACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTCCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCACAA
AGCGTCAGAAACCAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGCATGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGACCAATTCGAAT
TACGATCGGCCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCA
CTTTACTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACAGG
ACGCCTCCCTACAAAATCACACACACAAAGAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAACCCCGTCCATTTTCGGTGCCA
TTGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGAC
CCCCTTACACTAATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCC
TCACTCCAACCTTCTACAGCGGTAACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTG
CTCTACCTCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCT
TTCACCACTAGCCCAAAGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATC
TTACCCTGGGCTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCCCGCCCCTCACACAAATGT
GCTGCGAGCAGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGCTAACCTCCTTAGCCTCGCCACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTC
AAGACGGATAACATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATACACACCATGTTACCATAGCTTCTTTCAGAGGATATCATTCCTTCCA
AGCCATGCTAGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGTTCTTTTCACCCCCCTGAAGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGT
ACGCTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTGGAAGTCGATGCCTCCCACATTCACGCCCAATATCCAATGGACGCTAC 

Isolat Mb7 (2749 bp) 

TGCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACAACAAA
ACAATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAACCCCA
CCCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTTGCCT
GCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGACGAGGTACTCTGAGGTTCGTTAGGCCCG
GCTTTCGCCTCTGGATCCCATACTATGAAGAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCCCAC
CTGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCCTCCAC
AAAAGTAGAGTTAGAAACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACAGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAGCTTCAAAAC
GCCTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCCCAACGACAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCAATG
GAATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATTCATGC
AGGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACCAGGT
TGAACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATGTTTTT
ATTAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTCCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGCCATTT
TGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACGGAAT
AACAAGAATCCAAATCCAGTTCCCTTTTCAAGGGCTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATACAGACGGCTAATTCAAGCCTA
CACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTCCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCACAAAGCGT
CAGAAACCAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGCATGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGACCAATTCGAATTACGA
TCGGCCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCACTTTA
CTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACAGGACGCC
TCCCTACAAAATCACACACACAAAGAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAACCCCGTCCATTTTCGGTGCCATTGAC
CTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGACCCCCT
TACACTAATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTCACT
CCAACCTTCTACAGCGGTAACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTA
CCTCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCAC
CACTAGCCCAAAGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATCTTACC
CTGGGCTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCCCGCCCCTCACACAAATGTGCTGC
GAGCAGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGCTAACCTCCTTAGCCTCGCCACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCAAGAC
GGATAACATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATACACACCATGTTACCATAGCTTCTTTCAGAGGATATCATTCCTTCCAAGCCA
TGCTAGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGGTTCTTTTCACCCCCCTGAAGGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGTACG
CTATCGGTCTTTGAGACGTATTTAGGATTGGAAGTCGATGCCTCCCACATTCACGCCCAATATCCAATGGACGCTACTCAAGT
ACCCAATCAAGATCCACTCAGTATACATTTACGGGGCTATCACCCCTCTACGGCCAATGTACATTCCAGTACAAGTTCAACTT
AACCAAGCCGGACCCTACGATCAGGACCATACACCACATCTTCACCCCTATTTCTAGAGGGAATTCAGTTTGTCCTCTGCCGT
TTTCGCTCGACGTTACTAACGGCATCACCATTTGTTTTCTCTTCCTCTGCCTACTAAGATGTTTCAGTTCGGCAGGTTCCCGCTC
CCACAAAGGGAGCATCCCCCACAAGTGAGGATAGGATTCCCATTAGGTAATCCCGGGTTCAAAGGATGCATGCTCCTCGCCC
AGGCAA 

Isolat Mb8 (2368 bp) 

CCGGCACTGCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGA
CAACAAAACAATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAAC
AACCCCACCCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCT
CTTGCCTGCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCATGCCCCCATCGACGAGGACTATGAGGTTCGTTAG
GCCCGGCTTTCGCCTCTGGATTTCGTACTATGGGAAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGT
CCCACCTGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTTC
TCCATAAAAATGGAGTTAGAGACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACGGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAGTTTC
AAAACGCCTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCTCAACGGCAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCC
CAATGGAATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATT
CATGCAGGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCAC
CAGGTTGAACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATG
TTTTTATTAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTTCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGC
TATTTTGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACG
GAAAAACAAGAATTCAAATCTAACTCCCTTTTCATGGACTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATAAGGACGGCTAATTCAA
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GCCTACACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTTCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCTCAA
AGCGTCAGAAATTAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGATTGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGGCCAATTCGAAT
TACGATTGGTCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCA
CTTTACTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACAGG
ACGCCTCCCTACAAAATCACACTACAAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAATCCCGTCCATTTTCGGTGCCATTGA
CCTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGACCCCC
TTATACTAATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTCAC
TCCAACCTTCTACAGCGGTGACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCT
ACCTCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCA
CCACTAGCCCAAGGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATCTTAC
CCTGGGTTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCTCGCCCCTCACACATACAAGATG
TGCTGCGGGCATGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGATGATCTTCTTAGTCTCGCCACAACAGAAAACTCCCTGGCCCGTGTTT
CAAGACGGATAACATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATACACGCCATGTTACCATGGTTTCTTTCAGAGGATATCATTCCTTCC
AAGCCATGCTAGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGTTCTTTTCACCCCCCTGAAAGGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACT
AGTACGCTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTAGGAG 

Isolat Mb9 (2405 bp) 

GCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACAACAAA
ACAATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAACCCCA
CCCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTTGCCT
GCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCATGCCCCCATCGACGAGGACTATGAGGTTCGTTAGGCCCGG
CTTTCGCCTCTGGATTTCGTACTATGGGAAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCCCACC
TGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTTCTCCATA
AAAATGGAGTTAGAGACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACGGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAGTTTCAAAACG
CCTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCTCAACGGCAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCAATGG
AATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATTCATGCA
GGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACCAGGTT
GAACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATGTTTTTA
TTAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTTCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGCTATTTT
GCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACGGAAAA
ACAAGAATTCAAATCTAACTCCCTTTTCATGGACTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATAAGGACGGCTAATTCAAGCCTAC
ACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTTCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCTCAAAGCGTC
AGAAATTAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGATTGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGGCCAATTCGAATTACGATT
GGTCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCACTTTACT
TTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACAGGACGCCTC
CCTACAAAATCACACTACAAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAATCCCGTCCATTTTCGGTGCCATTGACCTCGAT
GGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGACCCCCTTATACT
AATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTCACTCCAACC
TTCTACAGCGGTGACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTACCTCGC
CACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCACCACTAG
CCCAAGGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATCTTACCCTGGGT
TAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCTCGCCCCTCACACATACAAGATGTGCTGCG
GGCATGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGATGATCTTCTTAGTCTCGCCACAACAGAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCAAGAC
GGATAACATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATACACGCCATGTTACCATGGTTTCTTTCAGAGGATATCATTCCTTCCAAGCCA
TGCTAGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGGTTCTTTTCACCCCCCTGAAGGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGTACG
CTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTAGGAGTCGATGCCTCCCACATTCACGCCCAATATCCAATGGACGCTACTC 

Isolat Mb10 (2151 bp) 

CGAGGCATGCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGA
CAACAAAACAATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAAC
AACCCCACCCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCT
CTTGCCTGCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGACGAGGTACTCTGAGGTTCGTTA
GGCCCGGCTTTCGCCTCTGGATCCCATACTATGAAGAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTG
TCCCACCTGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTC
CTCCACAAAAGTAGAGTTAGAAACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACAGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAGCTT
CAAAACGCCTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCCCAACGACAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTC
CCAATGGAATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCAT
TCATGCAGGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCA
CCAGGTTGAACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTAT
GTTTTTATTAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTCCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAG
CCATTTTGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTAC
GGAATAACAAGAATCCAAATCCAGTTCCCTTTTCAAGGGCTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATACAGACGGCTAATTCA
AGCCTACACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTCCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCACA
AAGCGTCAGAAACCAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGCATGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGACCAATTCGAA
TTACGATCGGCCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTC
ACTTTACTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACAG
GACGCCTCCCTACAAAATCACACACACAAAGAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAACCCCGTCCATTTTCGGTGCC
ATTGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATG
ACCCCCTTACACTAATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCC
CCTCACTCCAACCTTCTACAGCGGTAACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAG
TGCTCTACCTCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGC
CTTTCACCACTAGCCCAAAGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCA
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TCTTACCCTGGGCTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCCCGCCCCTCACACAAAT
GTGCTGCGAGCAGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGCTAACCTCCTTAGCCTCGCCACAACAAAAAAATTCCTGG 

Mb. formicicum MFT (2767 bp) 

TGCGGGCACTGCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCA
GACAACAAAACAATTCCACTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGA
ACAACCCCACCCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGG
CTCTTGCCTGCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCATGCCCCCATCGACGAGGACTATGAGGTTCGTT
AGGCCCGGCTTTCGCCTCTGGATTTCGTACTATGGGAAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCT
GTCCCACCTGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATACCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGT
TCTCCATAAAAATGGAGTTAGAGACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACGGCTCCACTAGACCTGGCGACCTAGTT
TCAAAACGCCTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCTCAACGGCAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTT
CCCAATGGAATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCA
TTCATGCAGGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTC
ACCAGGTTGAACCCCGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTA
TGTTTTTATTAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTTCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGA
GCTATTTTGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTA
CGGAAAAACAAGAATTCAAATCTAACTCCCTTTTCATGGACTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATAAGGACGGCTAATTC
AAGCCTACACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCTTCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCTC
AAAGCGTCAGAAATTAGACATAGCGTCGCCACGTATCTTGATTGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGGCCAATTCGA
ATTACGATTGGTCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCT
CACTTTACTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACACCCCAGCTTCCACCCACACAG
GACGCCTCCCTACAAAATCACACTACAAATGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAATCCCGTCCATTTTCGGTGCCATTG
ACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGACCC
CCTTATACTAATCCGGCATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTC
ACTCCAACCTTCTACAGCGGTGACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCT
CTACCTCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTT
CACCACTAGCCCAAGGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATCTT
ACCCTGGGTTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCTCGCCCCTCACACATACAAGA
TGTGCTGCGGGCATGTTGGTTTCCCTACGACTACGAAGATGATCTTCTTAGTCTCGCCACAACAGAAAACTCCCTGGCCCGTG
TTTCAAGACGGATAACATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATACACGCCATGTTACCATGGTTTCTTTCAGAGGATATCATTCCT
TCCAAGCCATGCTAGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGGTTCTTTTCACCCCCCTGAAGGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGT
ACTAGTACGCTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTAGGAGTCGATGCCTCCCACATTCACGCCCAATATCCAATGGACGCT
ACTACTCAAGATCCTTGATCAAATCCTTATCAATTTACGTTTACGGGGCTATCACCCTCTACGGCCATGTACATTCCAGTACAA
GTTCAACTTCTCCAACAAGGACCCTTAATCAAGAACTATTACACCACATCTTCACCCCTATTACTAGGGGGAATTCAGTTTGTC
CTCTGCCGTTTTCGCTCGACGTTACTAACGGCATCACAATTTGTTTTCTCTTCCTCTGCCTACTAAGATGTTTCAGTTCGGCAGG
TTCCCGCTCCACATAAGGGAGCATCCAAAAAAGGATGGGAAGTCCCATTAGGTAATCCTGGGTTCAAAAGATGCATGCTCCT
CGCCCAGGCAATATCGCGCTA 

Mb. aarhusense H2-LRT (2661 bp) 

TGCCTTGTCAGACAACCGATCGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACTACTAA
CAATTCCATTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAACCCCAC
CCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTTGCCTG
CGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGAGGGGGACGCTGAGGTTCGTTAGGCCTGGC
TTTCGCCTCTAGATTCCTTGCTTGTCGGAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCCCACCT
GAGCCGACCTTAGGGCGCGCTTGATATCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCCTTTTTCA
AGTTAGAGACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCATTGTTGGCTCCACTAAGCCTGGCGACTTAGTTTCGAAGCCTCCCACCT
ACGCTGCATACCCATGACCAAGCCTCAACGGCAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCAATGGAATTCTCTGG
CTTGTGCACCAGAACAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATTCATGCAGGCCGGTACT
TATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACTGGGTTGAACCCCAGC
TTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATGTTTTTATTAAACAGTC
GGGCCCCCCTGGTCACTGCGACCAGCTGCTTGCACAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGCCATTTTGCCGATTTCC
CTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCTGTGTCGGATCTCGGTACGGAAACAAAGGATTCA
TTCTAATTCCCTTTTCATGGGCTCCATGGATCAGTTGAACCATCCATACGGACGGCTATTCAAGTCTACACCTGATTCTCGCTA
TTACAGCTCTCCTCAGGCTTCAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACTCAACCTACCTCGAAACGTTAGAAATTAGACTTAG
CGTTGCCGCATGTACCTAAGTTGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGACCAGTTCGAGTTACGACTGGCCTTAGGACCG
ACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCACTTTACTTTGCTGCTACTACT
ACCAGGATCCTCATTCCTGAAAGGTCCACTGGAACTCACGTCCCAGCTTCTGCCCTAACAGGACGCCACTCTACAAAATCACC
TTTCGGTGTTCTACGGTATCGGTAGCCGGCTTAATCCCGTCCATTTTCGGTGCCTTTGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAAC
TCGTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAAAGACCCCCTTATACTTATCCGGCATTTTGGGAC
CTTAACCATAGTCTGAGTTGTTCCTCTCTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTGACTCCGACCTTCTACGATGGTAACGA
GTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGAATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTACCTCGCTACCTATCTCCAGTCAGG
CTGGCCTTCGAGCCATTTCGAGTGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCACCACTAGCCCAAGGTTAGAGGAGTG
TTTTGCACGACAACAACCTTTCGGACCTCCATCACTCGTAAGAGCGACTTCATCCTACCCTGGGTTAGATCGACCGGCTTCGG
GTTTTATTGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCTTGTCCCTTGCCGAAGCTGCGGACATATTGGTTTCCCTATGACTGCAAA
GTTAAACCTTTTAGTCTCGCCACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCAAGACGGACGACACGACTTTAGTTACTCAATCT
CATAATCCTATGTTACCATAGTTTCTTTCGAAAGAGGTCATTCCTTTCAAGCCGTGCCTGGCTGTCACCAACTGGTTTCAGGCT
CTTTTTACACCCCGATAGGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGTACGCTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGAATTAG
GAGTCGATGCCTCCCAGATTCACGCCGGATATCCAACCGACGATACTCAAGAACATGACCCAATCCTATTAAATTGTATTTAC
GGGGCTTTCACCCTCTACGGCATGACGTTCCAGTCAATTTCAACTTAATTAATAAGGATTGTTGATCAGTCTTACTACACCACA
TCTTCCTGTAATTTCTTACAGGAATTCAGTTTGTTCTGTGCCGTTTTCGATCGACTTTACTCACGGCATCGCATTGCTTTCTTTT
CCTCTGCCTACTAAGATGTTTCAGTTCGGCAGGTTCCCGCTCCTTACGGAGCATCAGAAGATAGGATGTCCCATTA 
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Mb. bryantii M.o.H.T (2705 bp) 

GTCAGACAACCGGTAGACCAGTGGCACCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAAGCAACCAACACTTC
TAGTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAACCCCACCCTTGG
GTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTTGCCTGCGACCA
CCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAAGCCCTCATCGACAAGGACATTGAGGTTCGTTAGGCCCGGCTTTCGCC
TCTGGATTCCGTACTATGGAGAATCCAGTCAGGCTGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCCCACCTGAGCCAA
CCTTTGGGCGCGCTTGATATCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCCTCTTTCGAGTTAGAG
ACACAGTCACAGGAATATGGTGTCTCATTAACGGCTCCACCAGAACTGGCGTCCTGGCTTCTAAGCCTCCCATATACACTGCA
TAACTATGACCAAGCCTCAACGACAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCACTAGAAGTCAGTGGCATGTGCA
CCACTTATGCAGGTTCACTAGGTTCCAGCTAGGGACAGTAGGGACCTCGTTCTACCATTCATGCAGGCCGGTACTTATCCGGC
AAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACCAGGTTGAACCCCGGCTTCACGTG
CCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTACGGGCTAGCTAGGAGCTATGTTTTTATTAAACAGTCGGGCCCCC
CTAGTCACTGCGACCAGCTGTCTACACAGCTGGCACCCCTTATCCCAAAGTTACGGGGCTATTTTGCCGATTTCCCTTAGCTGG
TTTACCCTAACACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCTGTGTCGGATCTCGGTACGAAAACAAAGAATTCAAATAACTCC
CTTTTCACGGACTCCATGGATCAACCGAACCATCCATAAGGACGGCTATTCAAGCATACACCTAATTCTCGCTATTACAGCTC
TCCTTAGGCTTCAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACTCGGCCTACCTCAAAGCGTCAGAAATTAAATCTAGCGTTGCCGC
ATGTATCTTCATTGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGGCCAGTTCGAATTACGACTGGTCTTAGGATCGACTAACCCT
TGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCACTTTACTTTGCTGCTACTGCTACCAGGAT
CCACATTACTGCAAGATCCACTGGAATTCACACCCCAGCTTCAAATCTAACAGCACGCCTCCCTACAAAATCACATATTCTGT
GTTCTAAGGTATCGGTAACCGGCTTAATCCCGTCCATTTTCGGTGCCTTTGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCTTTAA
AGGATGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAAAGACCCCCTTACACTTATCCGGTATTTAGGGACCTTAAC
CTTAGTCTGAGTTGTTCCTCTCTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTCACTCCAACCTTCTACAGCGGTGACGAGTTCGGA
GTTTTACAGGATGCCGAGGAATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTACCTCGCCACCAACCTCCAGTCAGGCTGTCCT
TAGAGACATTTCGGGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCACCACTAGCCCCAGGTTATACGAGTGTTTTGCA
CGACAACAACGCTTCGGACCTCCATCACTCGTAAGAGCGACTTCATCCTACCCGGGGTTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAC
CGCTGTGACTACAGGCCCTATTAAGACCTCGTCCCTGGAAAACTGCGGACATGTCGGTTTCCCTACGACTACAAGGCTCAAAC
CTTTTAGTCTCGCCACAACAGCAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCAAGACGGAAGACACAACACTAGTCCATTCAACTCATAATC
CCATGTTACCACAGTTTCTTTCGAAGAACTTCATTCCTTCCATGCCGTGCCTGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGGTTCTTTTCAC
CCCCCATTAGGGGTTCTTTTCAACTTTCCCTCACGGTACTAGTACACTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGAATTAGGAGTCGAT
GCCTCCCAGATTCACGCCGAATTTCCAATCGACGCTACTCAAGAACTCAATCCAACCACATCCAACATACATTTACGGGGCTT
TCACCCTCTACGGCTGAACATTCCAGTCCAATTCAACTTCATCAAACAAGGTTGTAAACCAAGCCTTTCTACACCACATCTCCC
CAAACTTATCATAAAGGGATTCAGTTTGTCCTACACCGTGTTCGATCGACTTTACTAACGGTATCGCATAAATTGCTTTCTTTT
CCTCCGCCTACTAAGATGTTTCAGTTCAGCGGGTTCCCGCTCCTCACGGAGCATCCGAAGATAGGAAGTCCCATTAGGTAATC
CTGGGTTCTATGGATGCATGCTCCTCGCCCAGGCATA 

Mb. ferruginis Mic6c05T (2712 bp) 

CCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACAACATACACAATTCCATTAGA
TAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAACCCCACCCTTGGGTGCTGC
TGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTTGCCTGCGACCACCCAGTT
ATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCATGCCCCCATCGACGAGGACTATGAGGTTCGTTAGGCCCGGCTTTCGCCTCTGGAT
TCCGTACTATGGGAAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCCCACCTGAGCCGACCTTTGG
GCGCGCTTGATATCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCCTCTTACAAGTTAGAGACACAG
TCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGAACGGCTCCACCAGACCTGGCGACCTGGTTTCAAAACGCCTCCCACCTACACTGCATACC
CATGACCAAGCCTCAACGGCAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCAATGGAATTCTCTGGCTTGTGCACCAG
AATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATTCATGCAGGCCGGTACTTATCCGGCAAGG
CATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACTAGGTTGTACCCCAGCTTCACGTGCCGGC
ACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATGTTTTTATTAAACAGTCGGGCCCCCCTGGT
CACTGAGACCAGCTGCTCACACAGCTGGCACCCCTTATCCCAAAGTTACGGGGCTATTTTGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTAC
CCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACGGAAATACAAGAATTCAAATTTAATTCCCT
TTTCATGGACTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATAAGGACGGCTATTCAAATCTACACCTGGTTCTCGCTATTACAGCTCT
CCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCTCGAAGCGTCAGAAACTAAACTTAGCGTCGCCAC
GTATCTTGATTGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGGCCAATTCGAATTACGATTGGTCTTAGGATCGACTAACCCTTG
GCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCACTTTACTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCT
CATTCCTGCAAGGTCCACTGGAACTTACGCCCCAACTTCCACCCTTGCAGAACGCCTCCCTACAAAATCACCTATTCGGTGTTC
TAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAATCCCGTCCATTTTCGGTGCCATTGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCGTTAAAGG
GTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGACCCCCTTATACTAATCCGGCATTTAGGGACCTTAACCTTA
GTCTGAGTTGTTCCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTCACTCCAACCTTCTACAGCGGTGACAAGTTCGGAGTTT
TACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTACCTCGCCACCTACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCG
AGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCACCACTAGCCCAAGGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGA
CAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAGAGCGACTTCATCTTACCCTGGGTTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCT
GTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCTCGCCCCTCACAATGCTGCGGGCATGTTGGTTTCCCTGCGACTTCGAGGTTGAACCTCTT
AGTCTCGCCACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCGAGACGGATAACATGACTTTAGTCCATTCTCCTCATACTCCACAC
GTTACCATGGTTTCTTTCGGAGAAATTCATTCCTTCCAAGCCATGCTAGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGGTTCTTTTCACCCCC
CTGAAGGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGTACGCTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTAGGAGTCGATGCCT
CCCAAATTCACGCCGGATATCCAACCGACGCTACTCAAGAACAATGATCAAAATCCTCTCAGATTACATTTACGGGGCTATCA
CCCTCTACGGCAGTGCATTCCAAACACATTTCAACTTCTCTGAGGAGGACCCTTATATGACCAAAGACTTAATTACACCACAT
CTTCCCACTATTTCTAGTGGGAATTCAGTTTGTCCATATGCCGTGTTCGCTCGACGTTACTAACGGCATCGCATTTTGCTTTCTT
TTCCTCTGCCTACTAAGATGTTTCAGTTCGGCAGGTTCCCGCTCCTGACGGAGCATTCCGAAGAATGGGAAGTCCCATTAGGT
AATCCTGGGTTCTAAGGATGCATGCTCCTCGCCCAGGCATAT 
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Mb.kanagiense 196T (2689 bp) 

ACCGGTCGACCAGTGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACAACTAACAATTCCATTAGAT
AGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAACCCCACCCTTGGGTGCTGCT
GCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTTGCCTGCGACCACCCAGTTA
TCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCATGCCCCCATCGACGAGGACTATGAGGTTCGTTAGGCCCGGCTTTCGCCTCTGGATT
TCGTACTGTGGGAAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCCCACCTGAGCCGACCTTTGGG
CGCGCTTGATATCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTTCTCTTACGAGTTAGAGACACAGT
CATGAGAAGGTGGTGTCTCAACGACGGCTCCACCAGGCCTGGCGACCTGGTTTCGAAGCCTCCCACCTACACTGCATACCCAT
GACCAAGCCTCAACGGCAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCAATGGAATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAAT
AGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATTCATGCAGGCCGGTACTTATCCGGCAAGGCAT
TTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACTTGGTTGTACCCAAGCTTCACGTGCCGGCACT
GGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATGTTTTTATTAAACAGTCGGGCCCCCCTTGTCACT
GAGACCAGCTTCTTGCAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGCTATTTTGCCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTA
AAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACGGAAATCAAGAATTCGATTAATTCCCTTTTCATG
GACTCCATGGATAAACCGAACCATCCATAAGGACGGCTATTCAAGTCTGCACCTGGTTCTCGCTGTTACAGCTCTTCCCAGGC
TTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGTCTACCTCGAAGCGTCAGAAATTAAACTTGCGTCGCCACATGTATCTTG
ATTGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGGCCAATTCGAGTTACGATTGGTCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGA
ACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCACTTTACTTTGCTGCTACTACTACCAGGATCCTCATTCCTG
CCAGGTCGACTGGAACTTACGCCCCAGCTTCCGCCCTGACAGAACGCCTCCCTACAAAATCACCTTTCGGTGTTCTAAGGTAT
CGGTAGCCGGCTTAATCCCGTCCATTTGCGGTGCCATTGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAACTCGTTAAAGGGTGGCTGC
TTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGACCCCCTTACACTAATCCGGCATTTAGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGT
TGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTCACTCCAACCTTCTACGGTGGTGACGAGTTCGGAGTTTTACAGGAT
GCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTACCTCGCCACCTACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTC
GAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCACCACTAGCCCAAGGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACC
CTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATCTTACCCTGGGTTAGATCGACCGGCTTCGGGTTTTGATGCTGTGACTCC
AGGCCCTATTAAGACCTCGCCCCTCGCGTGCTGCGGGCATGTTGGTTTCCCTGCGACTTCGAGGTTGAACCTCTTAGTCTCGCC
ACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCAAGACGGATAACATGACTTTAGTCCATCCTCCTCATAATCCCACGTTGCCATGG
TTTCTTTCGGAGGAATTCATTCCTTCCAAGCCATGCTAGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGGTTCTTTTCACCCCCCTTTAGGGGT
TCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGTACGCTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTGGGAGTCGATGCCTCCCGACTTCA
CGCCGGATATCCAACCGACGCTACTCAAGAACTTGATCAGATCCTTTTAAATTGCGTTTACGGGGCTTTCACCCTCTACGGCA
AGACATTCCAGTCAATTTCAACTTCTCTAAGGAGGATCCTTAACCAAGACTTATTACACCACATCTTCCCACCATTTCTGGTGG
GAATTCAGTTTGTCCTGTGCCGTGTTCGCTCGACGTTACTAACGGCATCGCTTTTGCTTTCTTTTCCTCTGCCTACTAAGATGTT
TCAGTTCGGCAGGTTCCCGCTCCCGACGGAGCATCCGAAGATAGGAAGTCCCATTAGGTAATCCTGGGTTCAATGGATGCATG
CTCCTCGCCCAGGCATA 

Mb.palustre FT (2741 bp) 

TGCCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACAACAAC
ACAATTCCATTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAACCCCA
CCCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTTGCCT
GCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGACGAGGACTCTGAGGTTCGTTAGGCCCGG
CTTTCGCCTCTGGATTCCGTACTATGGGGAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCCCACC
TGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATATCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCCTCCATA
AAAATGGAGTTAGAAACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAACGACGGCTACACTAGACCTGGCGACCTAGTTTCAAACGC
CTCCCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCTCAACGGCAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCAATGGA
ATTCTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATTCATGCAG
GCCGGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACCCGGTTG
AACCCGGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATGTTTTTAT
TAAACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTTCTCACAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGCTATTTTG
CCGATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACGAAAACA
ATGGATTCAAATCTAATTCCCTTTTCATGGACTCCATGGATCAGCACGAACCATCCATACAGACGGCTAATTCAAGTCTACAC
CATGGTTCTCGCTATTACAGCTCTCCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACACGGCCTACCTCAAAGCGTCA
GAAATTAGACATAGCGTCACCGCGTACCATCATTGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGGCCAATTCGAATTACGATT
GGTCTTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCACTTCACT
TTGCTGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCCAGGTCCACTGGAATTCACACCCCAGCTTCCACCCTGACAGAACGCCTC
CCTACATAATCACCTTTCGGTGTACTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAATCCCGTCCATTTTCGGTGCCATTGACCTCGATGGGT
GATCTGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAAAGACCCCCTTATACTAATC
CGGCATTTAGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTCACTCCAACCTTCT
ACAGCGGTGACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTACCTCGCCACC
TACCTCCAGTCAGGCTGACCTTCGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCACCACTAGCCCA
AGGTTAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATCTTACCCTGGGTTAGA
TCGACCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTCAGACCTCGCCCCTCACACACAAAGTGTGCTGCGGGCATG
TTGGTTTCCCTCCGACTACGAAGATAATCTTCTTAGTCTCGCCACAACAGAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCAAGACGGATAA
CATGACTTTAGTCCATACCTCCTCATAATCCCACGTTGCCATGGTTTCTTTCAGAAGATTTCATTCCTTCCAAGCCATGCTAGG
CTGTCACCATCTGGTTTCAGGTTCTTTTCACCCCCCTTTAGGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGTACGCTATCGGT
CTTGAGACGTATTTAGGATTAGGAGTCGATGCCTCCCACATTCACGCCGGATATCCAACCGACGCTACTCAAGAACCCTAGTC
AAATCCACTCAGATTACGTTTACGGGGCTTTCACCCTCTACGGCTAAGTCTTTCCAGTACTATTTCAACTTCTCCAAGACGGAT
TCTTAACNNNGGCCTATAAACCACATCTTCACTCCCATTACTAGGAGGAATTCAGTTTGTCCTATGCCGTTTTCGCTCGACGTT
ACTCACGGTATCACAATTTGTTTTCTTTTCCTCTGCCTACTAAGATGTTTCAATTCGGCAGGTTCCCGCTCCACATAGGGAGCA
TCTCCAAAGAAGGAAATGGGAAGTCCCATTAGGTAATCCTGGGTTCAAAGGATGCATGCTCCTCGCCCAGGCAATAT 
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Mb. petrolearium Mic5c12T (2645 bp) 

GGCACTGCCTTGTCAGACAACCGGTAGACCAGTGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACA
ACTAACAATTCCATTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAAC
CCCACCCTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTT
GCCTGCGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCATGCCCCCATCGACGAGGACTATGAGGTTCGTTAGGC
CCGGCTTTCGCCTCTGGATTTCGTACTGTGGGAAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCC
CACCTGAGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATATCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTTCTCT
TACGAGTTAGAGACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAAGTTCGGCTCCACCAGACCTGGCGACCTGGTTTCGAAGCCTCCC
ACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCTCAACGGCAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCAATGGAATTCT
CTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATTCATGCAGGCCGG
TACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACTAGGTTGTACCCC
AGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATGTTTTTATTAAACA
GTCGGGCCCCCCTGGTCACTGAGACCAGCTGCTCGCACAGCTGGCACCCCTTATCCCAAAGTTACGGGGCTATTTTGCCGATT
TCCCTTAGCTAGTTTACCCTAACACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACGGAAATCAAGAAT
TCGATTAATTCCCTTTTCATGGGCTCCGTGGATGAACCGAACCATCCATAAGGACGGCTATTCAGGTCTACACCTGGTTCTCGC
TATTACAGCTCTTCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAGTCCCACACGGCCTACCTCGAAGCGTCAGAAATTAAACTT
GCGTCGCCACATGTATCTTGATTGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGGCCAATTCGAATTACGATTGGTCTTAGGATC
GACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTAACTTTACTTTGCTGCTACTA
CTACCAGGATCCTCATTCCTGCCAGGTCGACTGGAACTTACGCCCCAGCTTCCGCCCTGACAGGACGCCTCCCTACATAATCA
CCTTTCGGTGTTCTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAATCCCGTCCATTTTCGGTGCCATTGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGA
ACTCGTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAATGACCCCCTTATACTAATCCGGCATTTAGG
GACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTGACTCCAACCTTCTACGGCGGTGAC
AAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTACCTCGCCACCTACCTCCAGTC
AGGCTGGCCTTCGAGCCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCACCACTAGCCCAAGGTTAGGGGA
GTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAGAGCGACTTCATCTTACCCTGGGTTAGATCGACCGGCTT
CGGGTTTTGATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCTCGCCCCTCGCATGCTGCGGGCTTGTTGGTTTCCCTGCGACTTCGA
GGTTGAACCTCTTAGTCTCGCCACAACAAAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCAAGACGGATAACATGACTTTAGTCCATCCTCC
TCATAATCCCACGTTGCCATGGTTTCTTTCGGAGGAATTCATTCCTTCCAAGCCATGCTAGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGGT
TCTTTTCACCCCCCTTTAGGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGTACGCTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGGATTGG
GAGTCGATGCCTCCCGACTTCACGCCCAATATCCAATGGACGCTACTCAAGAACTTGATCAGATCCTTTTAAATTTCGTTTACG
GGACTATCACCCTCTACGGTAAGACATTCCAGTCAATTTCAACTTCTCTAAGGAGGATCTTTAATCAAGACTTATTACACCAC
ATCTTCCCACCATTTCGGGTGGGAATTCAGTTTGTCCTGTGCCGTTTTCGCTCGACGTTAATAACGGCATCGCTTTTGCTTTCTT
TTCCTCTGCCTACTAAGATGTTTCAGTTTGGCAGGTTCCCGCTCCCGACGGAGCATCAG 

Mb. subterraneum A8pT (2692 bp) 

CCTTATCAGACAACCGGTAGACCAGAGGCGCCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAGACAACAACAC
AATTCCATTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAACCCCACC
CTTGGGTGCTGCTGCACACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTTGCCTGC
GACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAGGCCCCCATCGACGAGGACTCTGAGGTTCGTTAGGCCCGGCT
TTCGCCTCTGGATTTCGTACTATGGGAAATCCAGTCAGGCCGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCCCACCTG
AGCCGACCTTTGGGCGCGCTTGATATCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCCTCCACACA
AATGGAGTTAGAGACACAGTCATGAGAAGGTGGTGTCTCAACGACGGCTCCACCACGCCTGGCGACGCGGTTTCGAAGCCTC
CCACCTACACTGCATACCCATGACCAAGCCTCAACGGCAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCAATGGAATT
CTCTGGCTTGTGCACCAGAATAGCAGGTTCACTAGGTTCTAGCTAGGGACAGTGGGGACCTCGTTCTACCATTCATGCAGGCC
GGTACTTATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACCCGGTTGAAC
CCGGGCTTCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTTGCTAGGAGCTATGTTTTTATTAA
ACAGTCGGGCCCCCCTAGTCACTGAGACCAGCTTCTCGCAAAGCTGGCACTCCTTATCCCAAAGTTACGGAGCTATTTTGCCG
ATTTCCCTTAGCTAGTTTACCCTAAAACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCAGTGTCGGATCTCGGTACGGAAACAAAT
GGATTCAAATCTAATTCCCTTTTCATGGACTCCATGGATCAGCCAAACCATCCATACAGACGGCTAATTCAAGTCTACACCAT
GGTTCTCGCTATTACAGCTCTCCCCAGGCTTAAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACAAGGCCTACCTCAAAGCGTCAGAA
ATTAGACATAGCGTCACCGCGTACCATTGCTGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGGCCATTTCGAATTACGAATGGTC
TTAGGATCGACTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCACTTCACTTTGC
TGCTACTACTACCAGGATCCGCATTCCTGCCAGGTCCACTGGAATTCACACCCCAGCTTCCACCCCGACAGAACGCCTCCCTA
CATAATCACCTTGCGGTGTACTAAGGTATCGGTAGCCGGCTTAATCCCGTCCATTTTCGGTGCCATTGACCTCGATGGGTGATC
TGTTACGAACTCTTTAAAGGGTGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAAAGACCCCCTTATACTAATCCGGC
ATTTCGGGACCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTTCTCTTTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTCACTCCAACCTTCTACAG
CGGTAACGAGTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTACCTCGCCACCTACC
TCCAGTCAGGCTGACCTACGAGTCATTTCGAGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCACCACTAGCCCAAGGT
TAGGGGAGTGTTTCGCACGACAACAACCCTTCAGACCTCCATCACTCGTAAAAGCGACTTCATCTTACCCTGGGTTAGATCGA
CCGGCTTCGGGTTTTAATGCTGTGACTCCAGGCCCTATTAAGACCTCGCCCCTCACACAAATAAATGTGCTGCGGGCATGTTG
GTTTCCCTGCGACTTCAAGGTTAAACCTTTTAGTCTCGCCACAACAGAAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCAAGACGGATAACAT
GACTTTAGTCCAATCCTCCTCATACTCCCACGTTACCATGGTTTCTTTCAGAAGACTTCATTCCTTCCAAGCCATGCTAGGCTG
TCACCATCTGGTTTCAGGTTCTTTTCACCCCCCTTTAGGGGTTCTTTTCAGCTTTCCCTCACGGTACTAGTACGCTATCGGTCTT
GAGACGTATTTAGGATTAGGAGTCGATGCCTCCCAAAATTCACGCCCAATATCCAATGGACGCTACTCAAGTACACTAATCAA
ATCCACTCAGATTACATTTACGGGGCTATCACCCTCTACGGCCCAGCACATTCCAGTGCAAGTTCAACTTCTCCAAGCCGGAT
CCTTAATGATTAGGACTTATTACACCACATCTTCACCCCTATTACTAGGGGGAATTCAGTTTATCCTATGCCGTTTTCGCTCGA
CGTTACTAACGGCATCACGTATTGTTTTCTTTTCCTCTGCCTACTAAGATGTTTCAATTCGGCAGGTTCCCGCTCCAAAAAAAG
GAGCATCTCCAAAAGAAGGAAATGGGAA 
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Mb. uliginosum P2StT (2664 bp) 

TGCCTTGTCAGACAACCGGTAGACCAGTGGCACCGACGGCTCGTTCCTCTCGTACTGGAGCCACCTTCCCCTCAAGCAACCAA
CACTTCTAGTAGATAGCAACCAACCTGTCTCACGACGGTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCCTTTAATGGGCGAACAACCCCAC
CCTTGGGTGCTGCTGCGCACCCAGGATGGAAAGAACCGACATCGAAGTAGCAAGCCGCAGGGTCGATATGGGCTCTTGCCTG
CGACCACCCAGTTATCCCCGAGGTAGCTTTTCTGTCATCTCAAGCCCTCATCGACAAGGACATTGAGGTTCGTTAGGCCCGGC
TTTCGCCTCTGGATTCCGTACTATGGGAAATCCAGTCAGGCTGGCTTTTGCCCTTACACTCTACGGTGGATCTCTGTCCCACCT
GAGCCAACCTTTGGGCGCGCTTGATATCTTTTCAAGCGCGTGCCGCCCCAGCCAAACTGCCCATCTACCGGTGTCCTCTTTCGA
GTTAGAGACACAGTCACAGGAATATGGTGTCTCATTAACGGCTCCACCAGAACTGGCGTCCTGGCTTCTAAGCCTCCCATATA
CGCTGCATACCCATGACCAAGCCTCAACGACAGACTGCAGTAAAGCTCTACGGGGTCTTCGCTTCCCACTAGAAGTCAGTGGC
ATGTGCACCACTTATGCAGGTTCACTAGGTTCCAGCTAGGGACAGTAGGGACCTCGTTCTACCATTCATGCAGGCCGGTACTT
ATCCGGCAAGGCATTTCGCTACCTTAAGAGGGTTATAGTTACCCCCGCCGTTTACCGGCGCTTCACCAGGTTGAACCCCGGCT
TCACGTGCCGGCACTGGGCAGGTGTCGCCCCCAGTACACACCCTTTCGGGCTAGCTAGGAGCTATGTTTTTATTAAACAGTCG
GGCCCCCCTAGTCACTGCGACCAGCTGTCTACACAGCTGGCACCCCTTATCCCAAAGTTACGGGGCTATTTTGCCGATTTCCCT
TAGCTGGTTTACCCTAACACGCCTTAGGCTTCTCACCTAGGGGCACCTGTGTCGGATCTCGGTACGAAAACAAAGAATCCAAA
ATAGTTTCCTTTTCAAGGGCTCCATGGATCAACCGAACCATCCATAAGGACGGCTATTCAAGCATACACCTAATTCTCGCTAT
TACAGCTCTCCTTAGGCTTCAACAATTAAATGGGACGACAATCCCACTCGGCCTACCTCAAAGCGTCAGAAACTAAATCTAGC
GTTGCCGCATGTATCTTCATTGTACAGGAATATTAACCTGTTTCCCTTTCGGCCAGTTCGAATTACGACTGGTCTTAGGATCGA
CTAACCCTTGGCTGACGAACATTGCCAAGGATCCCTAGCCCCTTCGGCGGTAAAGATTCTCACTTTACTTTGCTGCTACTGCTA
CCAGGATCCACATTACTGCAAGATCCACTGGAATTCACACCCCAGCTTCAAATCTAACAGCACGCCTCCCTACAAAATCACAT
AGTTATGTGTTCTAAGGTATCGGTAACCGGCTTAATCCCGTCCATTTTCGGTGCCTTTGACCTCGATGGGTGATCTGTTACGAA
CTCTTTAAAGGATGGCTGCTTCTAAGCCCACCTTCCCATTGTCTGGGGCCAAAGACCCCCTTACACTTATCCGGTATTTAGGGA
CCTTAACCTTAGTCTGAGTTGTTCCTCTCTCGGGACACAGGCTTACCCCGCGCCCCTCACTCCAACCTTCTACAGCGGTGACGA
GTTCGGAGTTTTACAGGATGCCGAGGGATTTCTCCCCCTAAACACCCAATTAGTGCTCTACCTCGCCACCAACCTCCAGTCAG
GCTGTCCTTAGAGACATTTCGGGAGGAACCAGCTGTCACCGGCCTTGATTGGCCTTTCACCACTAGCCCCAGGTTATACGAGT
GTTTTGCACGACAACAACGCTTCGGACCTCCATCACTCGTAAGAGCGACTTCATCCTACCCGGGGTTAGATCGACCGGCTTCG
GGTTTTACCGCTGTGACTGCAGGCCCTATTAAGACCCCGTCCCTGGAAAACTGCGGACATGTCGGTTTCCCTACGACTACAAG
GATAAAACCTTTTAGTCTCGCCACAACAGCAAACTCCCTGGCCCGTGTTTCAAGACGGAAGACACAACACTAGTCCATTCAAC
TCATAATCCCATGTTACCACAGTTTCTTTCGAAGAACTTCATTCCTTCCATGCCGTGCCTGGCTGTCACCATCTGGTTTCAGGTT
CTTTTCACCCCCCATTAGGGGTTCTTTTCAACTTTCCCTCACGGTACTAGTACACTATCGGTCTTGAGACGTATTTAGAATTAG
GAGTCGATGCCTCCCAAATTCACGCCGAATTTCCAATCGACGCTACTCAAGAACCCAATCCAATCCAATCCAATTTACATTTA
CGGGGCTTTCACCCTCTACGGCTGAACATTCCAGTTCAATTCAACTTCACCAAACCGGACCATAAACTGAGCCTTACTACACC
ACATCTCCCACAAATCACTAAGTGGGATTCAGTTTGTTCTACACCGTGTTCGATCGACTTTACTAACGGTATCGCTAAATTGCT
TTCTTTTCCTCCGCCTACTAAGATGTTTCAATTCGGCGGGTTCCCGCTCCTCACGGAGCATCCGAAGATAGGAAGTCCCA 

VIII.2 Zellzahlbestimmung mittels qPCR 

Methanosarcinales-Titer anhand Mb. formicicum MFT-Kalibrierungsgeraden bestimmt: 

BGA Zellzahl 

 MBT1 MMB1 Msc1 MSL1 MSL-Msc1 
Arenrath 3,73 x 108 4,43 x 107 5,32 x 108 1,30 x 109 7,71 x 108 

Niederweiler 4,27 x 108 7,05 x 107 9,23 x 107 1,03 x 108 1,08 x 107 
Obere Blies 5,56 x 108 1,50 x 107 1,02 x 108 1,91 x 108 8,90 x 107 

Kaschenbach 1,45 x 109 3,29 x 108 5,11 x 107 1,04 x 108 5,28 x 107 
Wallhalben 8,88 x 108 1,25 x 108 2,77 x 106 3,37 x 106 5,95 x 105 

1MBT = Ordnung Methanobacteriales, MMB = Ordnung Methanomicrobiales, MSL = 
Ordnung Methanosarcinales, Msc = Methanosarcina sp., MSL-Msc = kalkulierter Methano-

saeta sp.-Anteil. Durchschnittswerte aus Dreifachbestimmung. 

Methanosarcinales-Titer anhand Mcu. bourgensis MS2T- Kalibrierungsgeraden bestimmt: 

BGA Zellzahl 

 MBT1 MMB1 Msc1 MSL1 MSL-Msc1 
Arenrath 3,73 x 108 4,43 x 107 5,32 x 108 1,07 x 109 5,34 x 108 

Niederweiler 4,27 x 108 7,05 x 107 9,23 x 107 9,52 x 107 2,93 x 106 
Obere Blies 5,56 x 108 1,50 x 107 1,02 x 108 1,71 x 108 6,93 x 107 

Kaschenbach 1,45 x 109 3,29 x 108 5,11 x 107 9,60 x 107 4,48 x 107 
Wallhalben 8,88 x 108 1,25 x 108 2,77 x 106 3,66 x 106 8,91 x 105 

1s.o.
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Zelltiter methanogener Archaea in BGA  

Primer:1 MBT1 MMB1 Msc1 MSL1 

Gerade:2 Mb. formicicum MFT Mcu. bourgensis MS2T Msc. mazei Gö Mb. formicicum MFT (MBT)3 

BGA ∅ Max. Min. ∅ Max. Min. ∅ Max. Min. ∅ Max. Min. 
Arenrath 3,73 x 108 3,98 x 108 3,48 x 108 4,43 x 107 4,62 x 107 4,22 x 107 5,32 x 108 5,72 x 108 5,11 x 108 1,30 x 109 1,54 x 109 1,07 x 109 

Niederweiler 4,27 x 108 4,40 x 108 4,08 x 108 7,05 x 107 7,44 x 107 6,60 x 107 9,23 x 107 9,72 x 107 8,87 x 107 1,03 x 108 1,18 x 108 8,48 x 107 

Obere Blies 5,56 x 108 5,99 x 108 5,24 x 108 1,50 x 107 1,57 x 107 1,46 x 107 1,02 x 108 1,03 x 108 1,00 x 108 1,91 x 108 2,18 x 108 1,70 x 108 

Kaschenbach 1,45 x 109 1,55 x 109 1,39 x 109 3,29 x 108 3,72 x 108 3,02 x 108 5,11 x 107 5,52 x 107 4,65 x 107 1,04 x 108 1,09 x 108 1,06 x 108 

Wallhalben 8,88 x 108 9,66 x 108 7,80 x 108 1,25 x 108 1,30 x 108 1,21 x 108 2,77 x 106 2,89 x 106 2,69 x 106 3,37 x 106 3,86 x 106 2,88 x 106 

 

Primer:1 MSL1 

Gerade:2 Mcu. bourgensis MS2T(MMB)4 

BGA ∅ Max. Min. 
Arenrath 1,07 x 109 1,25 x 109 8,80 x 108 

Niederweiler 9,52 x 107 1,08 x 108 7,90 x 107 

Obere Blies 1,71 x 108 1,95 x 108 1,53 x 108 

Kaschenbach 9,60 x 107 1,00 x 108 9,11 x 107 

Wallhalben 3,66 x 106 4,17 x 106 3,15 x 106 

Angegeben sind die durchschnittlichen (∅), maximalen (Max.) und minimalen (Min.) Zelltiter der Dreifachbestimmung. 
1Spezifität der eingesetzten Primer: MBT = Ordnung Methanobacteriales, MMB = Ordnung Methanomicrobiales, MSL = Ordnung Methanosarcinales,  
Msc = Gattung Methanosarcina sp. 
2Erstellung der Kalibrierungsgerade anhand definierter Zelltiter aus Reinkulturen des angegebenen methanogenen Archaeons. 
3Quantifizierung des Methanosarcinales-Titers anhand einer Kalibrierungsgerade des MBT-Primersets mit definierten Zelltitern von Mb. formicicum MFT. 
4Quantifizierung des Methanosarcinales-Titers anhand einer Kalibrierungsgerade des MMB-Primersets mit definierten Zelltitern von Mcu. bourgensis MS2T. 
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Abb. 86:. Zelltitervarianz bei Quantifizierung methanogener Archaea aus Biogasanlagen mittels 
qPCR in Dreifachbestimmung. Berechnung des Anteils an Methanosarcinales nach 
Kalibrierungsgeraden aus definierten Zelltitern von Mb. formicicum MFT (MBT-Primer). 
Fehlerbalken bezeichnen jeweils die minimalen und maximalen Zelltiter einer Dreifachbestimmung. 
Methanosaeta sp.-Titer berechnet als Differenz aus Methanosarcinales-Titer und Methanosarcina sp.-
Titer (MSL-Msar). Zur Staffelung der Zellzahlen der verschiedenen Ordnungen vgl. Abb. 85A. 
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Abb. 86:. Zelltitervarianz bei Quantifizierung methanogener Archaea aus Biogasanlagen mittels 
qPCR in Dreifachbestimmung. Berechnung des Anteils an Methanosarcinales nach 
Kalibrierungsgeraden aus definierten Zelltitern von Mcu. bourgensis MS2T (MMB-Primer). 
Fehlerbalken bezeichnen jeweils die minimalen und maximalen Zelltiter einer Dreifachbestimmung. 
Methanosaeta sp.-Titer berechnet als Differenz aus Methanosarcinales-Titer und Methanosarcina sp.-
Titer (MSL-Msar). Zur Staffelung der Zellzahlen der verschiedenen Ordnungen vgl. Abb. 85B. 
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