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Das Ausmass der bakteriellen
Vielfalt - oder wieviele Bakterien
leben in Tessiner Bergseen

R. Stettler, P. Bosshard und R. Bachofen*
* Institut fir Pflanzenbiologie, Mikrobiologie, Universitit Ziirich

Die Mikroorganismen spielen in nahezu allen Okosyste-
men der Biosphire eine wichtige Rolle. Trotz ihrer Be-
deutung auch fiirr den Menschen werden sie in Diskussio-
nen um die Artenvielfalt allzuoft vergessen. Die Analyse
der Diversitdt mittels neuen, genetischen Verfahren er-
laubt nun einen Einblick in eine unerwartet grosse Vielfalt
von Mikroorganismen.

DAS PROBLEM DER KLEINHEIT

Heute wird von der Annahme ausgegangen, dass das Le-
ben auf der Erde nur einmal entstanden ist. Der Begriff Bi-
odiversitit, so wie er heute Verwendung findet, beschreibt
die biologische Vielfalt der Arten, wie auch die genetische
Variation innerhalb einer Art. Bei héheren Organismen
driickt sich die Biodiversitit in einer Vielzahl von phéno-
typischen Merkmalen aus. Obwohl trotz intensiver For-
schung das Ausmass der Diversitit des Lebens nach wie
vor unbekannt ist, erlaubt das unterschiedliche Erschei-
nungsbild héherer Organismen, beispielsweise der Sauge-
tiere, wenigstens eine grobe Abschitzung der Artenzahl.

Tab. 1 - Anzahl der beschriebenen Arten von lebenden Organis-
men (E.O. Wilson und F. M. Peter, ed., Biodiversity, Washington,
1988).

Viren 1°000
Bakterien 3’000
Blaualgen 1’700
Pilze 46’983
Algen 26’900
niedere Pflanzen 28’000
hoéhere Pflanzen 220’500
Protozoen 30’800
Invertebraten 989’700
(davon Insekten: 751°000)
Wirbeltiere 42’600
Total 1’392°500

Weit schwieriger gestaltet sich da eine Schitzung der
Artenzahl bei Mikroorganismen. Um die Vielfalt mikro-
skopisch kleiner Organismen untersuchen zu kénnen, ste-
hen in der Regel nur wenige und unscheinbare morpholo-

gische Merkmale zur Verfigung. Die Grundlage zur
Definition von Gattungen bildet daher nebst den morpho-
logisch-anatomischen Unterschieden die bei Bakterien
hiufig anzutreffende ausgepragte physiologische Differen-
zierung. Grundvoraussetzung dafiir ist allerdings, dass es
gelingt, die Organismen in Reinkultur zu ziichten. Wie in
Tabelle 1 aufgefithrt, konnten bis heute auf diese Weise
etwa 3000 Bakterienarten, neuere Untersuchungen gehen
inzwischen von etwa 5000 Bakterienarten aus, beschrieben
werden.

EINE NEUE KLASSE VON MERKMALE

Eine wichtige Frage bleibt aber unbeantwortet: Gibt die
Anzahl der bis heute beschriebenen Bakterien das wirkli-
che Ausmass der mikrobiellen Vielfalt wieder oder steht die
oben genannte Zahl lediglich fiir diejenigen Organismen,
die heute kultivierbar sind? Hinweise, die fiir die zweite An-
nahme sprechen, erhélt man aus Untersuchungen, die zei-
gen, dass nur ein Bruchteil der mikroskopisch sichtbaren
Mikroorganismen auch auch als Reinkultur isoliert und
demzufolge physiologisch naher beschrieben werden kon-
nen.

1990 wurden in der gleichen Ausgabe der renommier-
ten Fachzeitschrift «Nature» zwei Studien zum Thema mi-
krobielle Vielfalt veroffentlicht, die beide viel Beachtung
erhalten haben. Dabei setzten die zwei Forschergruppen
um S. Giovannoni und D. Ward ein neues Verfahren fiir
die Fahndung nach bisher unbekannten Mikroorganismen
ein, deren Idee ebenso einfach wie genial ist: Anstatt ein-
zelne Organismen aus einer Umweltprobe zu kultivieren,
haben die Wissenschafter das gesamte DNS-Material der
Zellen isoliert und daraus ein bestimmtes Gen, die riboso-
male rDNS, mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR) ver-
mehrt. Die so erhaltenen Genfragmente, die aus den ver-
schiedenen, in der Probe vorkommenden Organismen
stammte, wurden durch einen Klonierungsschritt verein-
zelt und anschliessend analysiert. Durch Vergleich der
Gensequenzen konnten so Riickschliisse auf die stammes-
geschichtliche Beziehungen der Organismen gemacht wer-
den. Ein solches Vorgehen ist nur méglich, weil mit der ri-
bosomalen rRNS ein Molekiil zur Verfiigung steht, das
nicht nur zum Grundbestand einer jeden Zelle gehort, son-
dern auch in hoher Kopienzahl vorkommt. Dabeiist es von
Vorteil, dass das ribosomale Gen stark konserviert ist. Un-
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terschiede in der Abfolge der Sequenz geben namlich Hin-
weise auf den Verwandtschaftsgrad und lassen eine Ein-
ordnung im phylogenetischen Stammbaum zu. Da alle Se-
quenzinformationen von den Forschern auf riesigen
Datenbanken abgespeichert werden, von wo sie von jeder-
mann iiber das weltweite Computernetz abgerufen werden
koénnen, ist eine immer genauere Einordnung der Orga-
nismen moglich. Molekulare Daten, z.B. Unterschiede in
der DNS-Sequenz, stellen daher eine neue unabhingige
Klasse von Merkmalen dar.

Bemerkenswert an den Arbeiten der zwei Forscher-
gruppen war nun, dass sie in den untersuchten Okosyste-
men zahlreiche bislang nicht kultivierte Organismen ge-
funden haben. Diese Resultate nahrten die Spekulationen,
dass die Vielfalt der Mikroorganismen weit grosser ist als
bis dahin angenommen. Berichte wie diese, und mittler-
weile sind es eine beachtliche Menge, haben zu revolu-
tiondren Veranderungen der Vorstellungen tiber das wahre
Ausmass der mikrobiellen Biodiversitat gefiithrt. Die Schat-
zungen der tatsidchlichen Artenzahlen streuen stark, es
scheint aber, dass die Zahl der Bakterien bislang um Gros-
senordnungen unterschétzt worden ist. Nach vorsichtiger
Annahme sind lediglich 1 % beschrieben worden, andere
sprechen sogar von nur 0,1 % und noch weniger.

Eine Idee tiber die wirkliche Grosse der bakteriellen Ar-
tenvielfalt erhdlt man auch aus dem folgenden bekannt ge-
wordenen Vergleich aus dem Umfeld der Entomologie:
Neuere Studien sprechen heute von tiber einer Million ver-
schiedenen Insektenarten auf der Erde. Geht man von der
durchaus realistischen Annahme aus, dass in mindestens
10 % dieser Insekten mikrobielle Symbionten leben, welche
durch eine obligate Wechselwirkung ganz spezifisch fiir
eine bestimmte Insektenart sind, so miisste die Artenzahl
der Bakterien allein durch diesen Umstand auf iiber

100’000 korrigiert werden. Und was fiir Insekten gilt,
diirfte auch firr andere Organismen gelten.

BIODIVERSITAT IM LAGO DI CADAGNO

Im Val Piora im Tessin liegt auf einer Hohe von 1923
m.ii.M. der nur ca. 25 ha grosse, alpine See Lago di Cada-
gno. Fiir Wissenschaftler speziell interessant ist dieser See
durch seine ausgepragte Meromixis. Dadurch wird er zu ei-
nem interessanten Forschungsgebiet und eignet sich ganz
besonders, um die Beziehungen zwischen den Organismen
sowie zwischen diesen und den abiotischen Faktoren zu un-
tersuchen. Zusammen mit einer Tessiner Arbeitsgruppe
um Raffaele Peduzzi vom kantonalen Institut fir Mikro-
biologie in Lugano verfolgen wir in Zirich das Ziel, mehr
tiber die bakterielle Vielfalt in diesem meromiktischen See
sowie in den angrenzenden Feuchtgebieten in Erfahrung zu
bringen.

Verfahren sind wir in unserer Gruppe dhnlich wie die
beiden erwihnten Forschungsgruppen um Stephen Gio-
vannoni und David Ward. In einem ersten Ansatz haben
wir 165 rDNS-Fragmente aus See und Mikrobenmatten
kloniert und davon 47 Klone genauer analysiert. Was die
Vielfalt der untersuchten Sequenzen anbelangt, stimmt un-
sere Untersuchung weitgehend mit Resultaten anderer
Forschungsgruppen tiberein, die sie von verschiedensten
Habitaten erhalten haben. Nur eine einzige Sequenz ist vol-
lig identisch zu bekannten Sequenzen in den Datenbanken
- die restlichen weisen teilweise so geringe Ahnlichkeiten
auf, dass eine genaue Zuordnung sogar problematisch ist.
Extrapoliert man diese Untersuchungsresultate, so kommt
man zu dem Ergebnis, dass der Cadagnosee einen Arten-
reichtum aufweist, das selbst kithne Schitzungen tibertrifft.
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Abbildung 1: ARDRA-Muster von 45 zufillig ausgewiahlte 16S rDNA-Klone.
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Die Vielfalt von rRNS-Genen in einer Bakterienge-
meinschaft kann auch ohne vorhergehende klonale Sepe-
ration erhalten werden. Allerdings ist auch hier der erste
Schritt eine Polymerase Kettenreaktion. Da die so ver-
mehrten Genabschnitte alle ungefihr die gleiche Lange
aufweisen, konnen sie mit einer konventionellen Agarose-
Gelelektrophorese nicht aufgetrennt werden. In der
«temporaren Temperatur-Gradienten Gelelektrophorese»
(TTGE) werden hingegen die PCR-Produkte abhingig
von ihren verschiedenen Schmelzpunkten aufgetrennt. Be-
sonders zur Bestimmung der Zusammensetzung der hau-
figsten Arten einer mikrobiellen Gemeinschaft wird das
TTGE von 165 rDNS-Fragmenten verwendet. Mittels die-
ser Methode konnten wir die Resultate der Klonbiblothek
weitgehend bestdtigen. Zusitzlich haben wir aber auch In-
formationen tiber die mengenmissig wichtigen Organis-
men erhalten. Fiir uns speziell auffallend war in diesem Zu-
sammenhang, dass einzelne Gruppen von Bakterien, wie
beispielsweise Vertreter der Gattung Chromatium, unter-
emnander eine beachtliche Vielfalt aufweisen.

Abbildung 2: In situ-Detektion mit einer Probe aus dem Cadagno-
see. Hybridisiert wurde mit einer Oligonukleotidsonde fiir Prote-
obakterien der g-Unterklasse.

Erginzend zu diesen Untersuchungen haben wir auch
Ganzzellhybridisierungen mit  fluoreszenzmarkierten,
rRNS-gerichteten Oligonukleotidsonden durchgefiihrt.
Durch dieses Verfahren kénnen Gruppen von Mikroor-
ganismen 2 situ identifiziert und thre Haufigkeit sowie Ver-
teilung in der Umwelt direkt bestimmt werden. Damit
wird es moglich, die Diversitit der Mikroorganismen in
ithrem natiirlichen Habitat zu untersuchen.

WARUM EINE MIKROBIELLE
BIODIVERSITATSFORSCHUNG?

Die Bestimmung des Ausmasses der Biodiversitdt auf der
Erde, deren Entstehung und Erhaltung, ist einer der gros-
sen Problemkreise in der Biologie. Vor allem in der Mi-
krobiologie ist unser gegenwartiges Verstandnis der Viel-
falt sehr oberflichlich. Fragen beispiclsweise, wieviele
Arten in einem bestimmten Okosystem existieren und
warum gerade soviele und nicht mehr oder weniger, oder
warum gerade eine bestimmte Art in dem Biotop zu fin-
den ist, wihrend eine verwandte Art ein ganz anderes
Umfeld vorzieht, werden die Mikrobiologen auch in Zu-
kunft beschaftigen.

Gerade weil wir die Bedeutung der mikrobiellen Viel-
falt noch nicht exakt einschitzen kénnen, diirfen sich De-
batten tiber Biodiversitit nicht nur auf die gut sichtbaren
Tier- und Pflanzenarten beschridnken. Nur wenn realisti-
sche Erhebungen iiber Artenzahl von Mikroorganismen
und deren (genetisch bestimmten) Stoffwechselfdhigkei-
ten vorliegen, kénnen tiberhaupt erst Aussagen gemacht
werden, wieweit die vom Menschen verursachten Veran-
derungen einen Einfluss auf die mikrobiellen Gemein-
schaften und die durch Mikroorganismen katalysierten
Prozesse in unserer Umwelt haben.
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