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Summery

Influence of transgenic (GM) maize and ampicillin on the metabolic profile and

microbial community structure of bovine rumen in vitro

In the context of this study was examined if bacteria have the ability to incorporate
transgenic constructs from plants. The Bt maize used in the experiment contains a blatgm
that encodes for ampicillin resistance and was of bacterial origin. After microbial
decomposition of maize kernels in the rumen the released transgene might be incorporated
by the bacteria resulting in a “horizontal gene transfer”. By applying ampicillin
continuously a selective pressure was created on rumen micro-organisms in Vitro.
Therefore, the incorporation of the transgene into the bacterial genome could be
advantageous for the survival of these micro-organisms hypothetically.

Fatty acid production rates were measured in an in vitro system called rumen simulation
technique (RUSITEC) using hay, concentrate and maize (isogenic or transgenic) as
substrates. Significant differences in the fatty acid profile between the feeding groups
could be determined. While acetate production remained unchanged, the administration of
ampicillin caused a distinct reduction of the propionate and butyrate production initially.
Butyrat production remained constantly low during ampicillin application, while
propionate production rates recovered to the control levels. But this recovery was
significantly faster in fermenters fed transgenic maize than in fermenters fed isogenic
maize.

These changes in biochemical profiles dependent on the feeding regime were accompanied
by variations in the microbial community structure which were verified by single strand
conformation polymorphism (SSCP)-Technique. Furthermore, maize kernels were
differentially colonized by pseudomonadaceae which resulted in differences of the
pseudomonadaceae population in the RUSITEC system. As a consequence, all
pseudomonadaceae-specific SSCP studies showed differences between isogenic and
transgenic fed fermenters.

The possibility of horizontal gene transfer was discussed based on the observed differences
in biochemical profiles as well as in SSCP pattern of microbial populations challenged by
ampicillin and transgenic maize. In similar studies kanamycin as antibiotic challenge
comparable effects could not be observed. The blargy could not be detected in either

genomic or plasmidic DNA of isolated rumen microbes from the RUSITEC system. These
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studies are consistent with findings of the University of Leeds, which detected an
ampicillin resistant bacteria subpopulation in the rumen. But these resistance was not based
on blargm. These results indicate that horizontal gene transfer between transgenic plant and
bacteria is most unlikely.

On the basis of these results a substantial equivalence between the transgenic maize and its

conventional counterpart might be questioned.

Keywords: RUSITEC, transgenic maize, antibiotics
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Zusammenfassung

In vitro Untersuchungen zum Einfluss von transgenem Mais auf Stoffwechsel und

Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft im Rinderpansen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Mdglichkeit einer Aufnahme eines
transgenen Konstruktes aus Pflanzen in Bakterien besteht. Als Pflanze wurde Bt-176 Mais
eingesetzt, der als Transgen unter anderem ein B-Laktamase-Gen, welches fiir eine
Ampicillin-Resistenz codiert, besitzt. Dieses urspriinglich aus Bakterien stammende Gen
konnte beim mikrobiellen Aufschluss der Maiskorner im Pansensaft moglicherweise von
Bakterien aufgenommen und exprimiert werden. Zur Untersuchung dieser als horizontalen
Gentransfer bezeichneten Aufnahme wurde iiber die kontinuierliche Applikation von
Ampicillin ein Selektionsdruck auf die Pansenpopulation ausgeiibt, der die Aufnahme
eines exogenen Resistenzgens zum Vorteil fiir die entsprechenden Bakterien machen
wiirde.

Anhand der Fettsdure-Produktionsraten eines mit Heu, Kraftfutter und Mais (isogen und
transgen) geflitterten in vitro Pansen-Simulations-Models (RUSITEC) konnten definierte
Unterschiede zwischen den Fiitterungsanséitzen festgestellt werden. Wéahrend die
Acetatproduktion unbeeintrichtigt blieb, konnte initial durch die Gabe von Ampicillin eine
deutliche Reduktion der Propionat- und Butyrat-Produktion gefunden werden. Die Butyrat-
Produktion blieb in der Phase der Ampicillin-Applikation konstant niedrig, wahrend die
Propionat-Bildungsraten wieder auf das Ausgangsniveau anstiegen. Dabei verlief diese
Erholungsphase signifikant schneller bei den transgen geflitterten Ansdtzen als bei den
isogen gefiitterten. Jene unterschiedliche Entwicklung der biochemischen Profile in
Abhidngigkeit von der Fiitterung sind auf Variationen in der strukturellen
Zusammensetzung der mikrobiellen Population zuriickzufithren wie mittels single strand
conformation polymorphism (SSCP)-Technik bestéitigt werden konnte. Diese Methode
erlaubt Einblicke in die Diversitdt und Struktur einer mikrobiellen Gemeinschaft und
zeigte in den Untersuchungen Unterschiede in der Domine der Bakterien in Abhdngigkeit
von der Fiitterung. Zudem konnte auf den zwei Maissorten ein unterschiedlicher
Pseudomonadenbesatz gefunden werden, der Auswirkungen auf die Mikroorganismen-
Population im RUSITEC-System hatte. In allen ermittelten Pseudomonaden-spezifischen
SSCP-Profilen zeigten sich Unterschiede zwischen den mit isogenem und den mit

transgenem Mais versorgten Ansitzen.
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Die Moglichkeit eines horizontalen Gentransfers wurde aufgrund der Unterschiede in den
biochemischen Profilen als auch in den SSCP-Bandenmustern, die nur in Verbindung mit
Ampicillin und transgener Maisversorgung, nicht aber durch dquivalent durchgefiihrte
Versuche mit dem Antibiotikum Kanamycin beobachtet werden konnten, diskutiert. B-
Laktamase-Gene konnten jedoch weder in der genomischer noch in der plasmidischen
DNA isolierter Pansenbakterien aus dem RUSITEC-System nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse stehen in Einklang mit Untersuchungen an der Universitit Leeds, in denen
natilirlich Ampicillin-resistente Bakterien aus dem Rinderpansen nachgewiesen werden
konnte. Aber diese Resistenz beruhte nicht auf dem Vorhandensein von B-Laktamase-
Genen. Diese Ergebnisse sprechen insgesamt gegen einen horizontalen Gentransfer
zwischen transgenem Mais und Bakterien.

Aufgrund der in dieser Arbeit gefundenen Unterschiede kann jedoch eine substanzielle
Aquivalenz zwischen transgenem Bt-176 Mais verglichen mit seiner konventionellen

Ausgangssorte in Frage gestellt werden.

Schlagworter: RUSITEC, transgener Mais, Antibiotika
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1 Einleitung

Zu Beginn der 80er Jahre wurden erstmals mit Hilfe der Gentechnik neue Eigenschaften in
das Erbgut von Pflanzen iibertragen (Heldt 1999). Seit dem Jahr 1996 nehmen die
Anbauflichen weltweit jahrlich fiir gentechnisch veridnderte Pflanzen um etwa 10 % zu
(Clive 2006), obwohl die Anwendung der ,,griilnen Gentechnik* in der Pflanzenziichtung
bis zum heutigen Zeitpunkt umstritten ist. In der Offentlichkeit werden ihre Vor- und
Nachteile kontrovers diskutiert. Allgemein werden genetisch verdnderte Organismen
(GVO) wie folgt definiert:

,Organismen, bei denen das genetische Material mit Hilfe von molekularbiologischen
Methoden in einer Weise verandert ist, wie es naturlicherweise durch Kreuzen oder
naturliche Rekombination nicht méglich ist“ (GenTG, Richtlinie 2001/18/EG).

Eines der grofiten Sicherheitsbedenken bei der Freisetzung transgener Pflanzen ist unter
anderem die mogliche Ausbreitung von Transgenen iiber die Artgrenze hinweg wie z. B.
auf Bakterien. Es wird die Moglichkeit diskutiert, ob die in transgenen Pflanzen zu
Selektionszwecken verwendeten Antibiotikaresistenz-Gene auf humane Krankheitserreger
iibertragen werden konnen. Bisher konnte unter natiirlichen Bedingungen nicht bewiesen
werden, ob zusdtzlich eingebrachte transgene Konstrukte aus gentechnisch verdnderten
Pflanzen von Bakterien aufgenommen werden konnen.

Generell sind Bakterien in der Lage, freie DNA aus ihrem Umgebungsmilieu
aufzunehmen. Diese DNA-Aufnahme wird als ,horizontaler Gentransfer (HGT)
bezeichnet, wobei die Aufnahme des genetischen Materials unabhingig von der
bestehenden Artgrenze ist (de la Cruz und Davies 2000).

Natiirliche Bedingungen, unter denen es zu einer Aufnahme von transgenen Konstrukten
aus z. B. Pflanzen kommen konnte, herrschen im Pansen von Wiederkduern. Zudem
werden in der Rinderfiitterung vermehrt transgene Pflanzen wie z.B. Mais als Futterpflanze

eingesetzt.



Einleitung 2

1.1 Der Pansen von Wiederkauern

Der Pansen von Wiederkduern zeichnet sich durch eine vielschichtige mikrobielle
Gemeinschaft aus, die sich aus Bakterien, Archaeen, Pilzen und Protozoen zusammensetzt
und im Pansen neben einer hohen Dichte zudem eine grofle Diversitit erreicht. Diese
Mikroorganismen sind fiir den Wiederkduer essentiell, um den Aufschluss der
iiberwiegend strukturreichen pflanzlichen Nahrung zu gewihrleisten.

Innerhalb dieser Mikroorganismen-Gemeinschaft stellt jeder Organismus einzelne oder
mehrere  Stoffwechselleistungen zur Verfligung, indem die Futterbestandteile zu
Intermedidrprodukten und diese weiter zu Endprodukten wie kurzkettigen Fettsduren
(SCFA) oder Ammoniak (NHj3) synthetisiert werden. Die verschiedenen biochemischen
Stoffwechselwege werden dabei durch interzelluldren Austausch von Produkten durchaus
von mehreren verschiedenen Mikroorganismen zusammen beschritten. Die fiir Wirtstier
und Mikroorganismen wesentlichen Milieubedingungen (z.B. pH-Wert, Redoxpotential,
Osmolaritit und Temperatur) schwanken dabei nur in sehr engen Grenzen. Veridndern sich
die Milieubedingungen fiir einzelne Arten, so fehlen auch die spezifischen
Stoffwechselvorgidnge, die diese Arten der Gemeinschaft zur Verfiigung stellen, und es
kann zu Anderungen innerhalb der Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft kommen.

Es wird angenommen, dass die Wahrscheinlichkeit eines HGT an Orten, an denen
Bakterien mit einer hohen Dichte und Diversitit vorkommen und in unmittelbarem
Kontakt zu groBen Mengen DNA stehen, besonders erhdht ist.

Die im Pansen vorherrschenden Bedingungen konnten ideale Vorrausetzungen fiir einen
HGT liefern, da es hier zu engen symbiotischen und endophytischen Interaktionen
zwischen Pflanze und Mikroorganismen kommt (Bertolla et al. 2000; Van Elsas et al.

2002; Heritage 2005).

1.2 Weltweiter Anbau transgener Pflanzen

Die am weitesten verbreiteten Arten von GVO sind genetisch verdnderte Kulturpflanzen

(GVP), wie Sojabohne, Mais, Baumwolle und Olraps (Clive 2006).
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Nach Angaben des Agro-Biotechnologie-Verband der ISAAA (International Service for
the Acquisition of Agribiotech Applications) wurden im Jahr 2006 in 22 Léndern auf einer
Flache von rund 100 Millionen Hektar (Mio. ha) transgene Pflanzen angebaut (Abb. 1).

Weltweiter Anbau transgener Pflanzen

120 4 =o= Gesamt 22 Lander in denen transgena
v Industrielander Pllanzen angebaut werden
e Entwicklungslander A ~
100 - =7 /
80 -
60 -
40 -
20 A
0 ey

1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Abb. 1: Zunahme der Anbauflache in Mio. Hektar von gentechnisch
veranderten Pflanzen (modifiziert nach Clive 2006). Im Vergleich

Industrielandern zu Entwicklungslandern.

Zu den fithrenden Anbaulédndern gehoren die USA (54,6 Mio. ha), Argentinien (18 Mio.
ha), Brasilien (11,5 Mio. ha), Kanada (6,1 Mio. ha), Indien (3,8 Mio. ha) und China (3,5
Mio. ha). Der stérkste prozentuale Zuwachs konnte in Indien gemessen werden. Hier stieg
die Anbauflache fiir transgene Pflanzen im Vergleich zum Vorjahr von 1,3 Mio. ha auf 3,8
Mio. ha, gefolgt von Siidafrika, wo sich die Anbauflidche verglichen mit dem Vorjahr um
180 Prozent ausweitete. Deutschland gehort mit weiteren sechs EU-Staaten (Spanien,
Frankreich, Portugal, Tschechien, Ruménien und der Slowakei) zu den Léndern, die im
internationalen Vergleich nur eine Anbaufliche von <0,1 Mio. ha fiir den Anbau
transgener Pflanzen nutzen. Die weltweit grofite Kultur im Anbau von transgenen Pflanzen
ist die der Sojabohne. IThre Anbaufliche lag 2006 bei 58,6 Mio. ha — das sind 77 % der
weltweit angebauten Sojabohnen. Neben den USA, Argentinien und Brasilien werden GV-
Sojabohnen auch in Kanada, Paraguay, Uruguay, Ruménien, Siidafrika und Mexiko

angebaut.
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Neue Sorten und Zulassungen fiihrten dazu, dass Mais den grofften Zuwachs an Anbau
aller transgenen Pflanzen zu verzeichnen hat. Die Anbaufldche stieg um 40 Prozent auf
nunmehr 25,2 Mio. ha weltweit — das sind 18 % der globalen Gesamtanbauflidche fiir Mais.
Starke Zunahmen beim Anbau von GV-Mais gab es vor allem in Siidafrika und auf den
Philippinen. In der EU wird mit Ausnahme Rumaéniens ausschlieBlich GV-Mais angebaut.

Der GV-Mais wird in allen Landern nur als Tierfutter verwendet. Ein kleiner Teil geht an

die Stirkeindustrie (Clive 2006).

1.3 Eigenschaften von GV-Mais (Bt-Mais)

Der aus Europa stammende Maisziinsler (Ostrinia nubilalis) gehort zur Familie der
Lepidoptera und wurde um 1920 von Europa in die USA eingeschleppt (Gianessi et al.
2003). Jahrlich vernichtet die Larve des Maisziinslers etwa 5-7 % der weltweit angebauten
Maisernte (Brookes 2002). Sofort nach dem Schliipfen der Larven beginnen diese sich in
die Stingel der Maispflanzen zu bohren, wo sie vor FraBfeinden geschiitzt sind und
verbleiben dort bis nach der Verpuppung. In dieser Zeit frisst sich die Larve durch den
Stangel der Maispflanze, wobei der Wasser- und Néhrstofftransport immer weiter
eingeschriankt werden. Der Schaden entsteht durch Verminderung des Pflanzenwachstums,
kleinere Maiskorner, Missbildung der Maiskolben und Stengelbruch (Melchinger et al.
1998; Bohn et al. 1999). AuBerdem tritt bei einem Maisziinslerbefall hiufig die Gefahr von
Pilz- und Bakterien-Infektionen als Sekundirschaden auf. Die Larven verschleppen die
Sporen des pathogenen Pilzes Fusarium und erhéhen die Wurzel-, Stingel- und
Kolbenfaule im Mais (Melchinger et al. 1998; Bakan et al. 2002). Der gentechnische
Ansatz zum Schutz von Maispflanzen gegeniiber dem Maisziinsler erfolgte iiber das
Einfiihren von so genannten Cry-Genen (crystal-Genen), welche urspriinglich aus dem
Bodenbakterium Bacillus thuringiensis (Bt) stammen. Bislang sind ca. 300 verschiedene
Cry-Gene isoliert worden (http://www.biols.susx.ac.uk/Home/Neil Crickmore/Bt, 2007),
wovon bis zu fiinf verschiedene Cry-Gene in jedem Stamm vorhanden sein kdnnen. Diese
Gene, dessen Sequenzen so weit modifiziert wurden, um dem Expressionsmuster der
Pflanzenzelle angepasst zu sein, codieren fiir Cry-Proteine (Bt-Toxine). Die Maispflanze
ist damit in der Lage, in ihren Zellen Toxine zu exprimieren, um sich selbsttitig speziell

gegen einen Befall mit Maisziinslerraupen zu schiitzen. Die Cry-Proteine wirken spezifisch
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gegen bestimmte Insektengruppen und sind fiir Sdugetiere und den Menschen harmlos
(Miiller 2000).

Bei der Aufnahme von Pflanzenmaterial durch Larven gelangen die Cry-Proteine in den
Mitteldarm, wo sie zerfallen und einzelne Cry-Proteine freigesetzt werden. Diese Cry-
Proteine entsprechen Protoxinen. Durch die wéihrend der Verdauung im Darm wirkenden
insektenspezifischen Proteasen kommt es zu einer Spaltung der Protoxine in die aktive
Form (Hofte and Whiteley 1989). Diese aktive Toxinform bindet an spezifische
Rezeptoren, die in der apikalen Membran des Darmepithels lokalisiert sind (Knowles und
Ellar 1986). Es kommt zur Bildung von Poren wodurch die Darmwand aufgeldst wird und
schlieBlich der Tod der Larve eintritt (Schnepf et al. 1998; Ferré und Van Rie 2002).
Abhidngig vom transferierten Cry-Gen und seiner Kontrolle durch ebenfalls insertierte
Regulationssequenzen (Promotoren) exprimiert eine Maispflanze Bt-Toxine in
unterschiedlicher Menge.

In der EU sind seit 1997/98 die Insekten-resistenten Mais-Linien Bt-176 (ID-Nummer
SYN-EV-176-9 der Firma Syngenta Seeds), MON 810 (ID-Nummer der Firma Monsanto)

und T25 (ID-Nummer der Firma Bayer CropScience) fiir den Anbau zugelassen.

1.4  Transgene Konstrukte des Bt-176 Maises

Die erstmalige Herstellung von Bt-Mais gelang Koziel et al. (1993) durch das
Transferieren des insektizid kodierenden CrylAb-Gens mittels Partikelbeschuss. Fiir die
Transformation dieser Mais-Pflanze wurde die 1985 etablierte Technik verwendet, bei der
winzige DNA-beschichtete Gold- oder Wolframpartikel mit Hilfe einer Genkanone in
embryonale Pflanzenzellen geschossen werden. Der Bt-176 Mais hat auf diesem Weg der
Partikel-Bombardierung zwei zusétzlich eingefiigte Plasmide erhalten (Koziel et al. 1993).
Die transferierten DNA-Molekiile kénnen so direkt in das Kerngenom, aber auch
spezifisch in das Genom von Mitochondrien und Chloroplasten integriert werden (Hef
1992). Das erste Plasmid enthilt zwei Kopien eines verkiirzten Cryl Ab-Gens, wobei beide
unter der Kontrolle zweier unterschiedlicher Promotoren stehen. Fiir die Expression des
Bt-Toxins in den griinen Geweben der Maispflanze ist die erste Kopie des Cryl Ab-Gens
verantwortlich, welches iiber einen Phosphoenolpyruvat-Carboxylase-Promotor reguliert

wird. Die zweite Kopie des Cryl Ab-Gens wird von einem pollenspezifischen Calcium-
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abhédngigen Proteinkinase-Promotor reguliert, der urspriinglich aus Maispflanzen stammt.
Beide Gene verwenden die 3’-Polyadenylations-Sequenz des 35S Transkripts des
Cauliflower mosaic Virus (CaMV) als Terminator. Zudem enthélt das Plasmid die Kopie
eines B-Laktamase (blatgm.1)-Gens, welches unter der Kontrolle eines prokaryotischen
Promotors steht. Das blargm.-Gen codiert fiir das Enzym B-Laktamase, welches eine
Resistenz gegen Ampicillin vermittelt und somit als Markergen fungiert. Das zweite
Plasmid enthélt eine Kopie des bar-Gens, welches aus dem Bodenbakterium Streptomyces
hygroscopicus stammt, und fiir das Enzym Phosphinothricin-Acetyl-Transferase (PAT)
codiert. Das bar-Gen vermittelt durch die Expression des PAT-Enzyms eine Resistenz
gegen die in der Landwirtschaft eingesetzten Breitbandherbizide Glufosinat
(Ammoniumsalz des Phosphinothricin) und fungiert neben dem blargm.;-Gen als
zusitzliches Markergen (www.agbios.com).

Die Aufgabe und der Nutzen von Markergenen in transgenen Pflanzen soll im
nachfolgenden Kapitel ausfiihrlicher beschrieben werden.

Die angegliederte Tabelle gibt eine Zusammenfassung der transformierten Elemente des

Bt-176 Maises (Tab. 1).

Tab. 1: Zusammenfassende Darstellung der transformierten Elemente des Bt-176 Maises

Code Name Promotor Terminator Kopien
crylAh  crylAb 8-Endotoxin Fhosphoenalpy ruwvat- Cahly' 355 2
(Btk HD-1) (Bacilius Carboxylase FolyiA) Signal
thuringensis subsp. Calcium-abhangige
Kurstaki (Bik)) Froteinkinase
bar Phosphinathricin-Acetyl- Caby 355 Cahy 355
Transferase FolyiA) Signal

5. Rgroscopils)

bla R-Laktamase Bakterien-
spezifisch
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1.5 Markergene in gentechnisch veranderten Nutzpflanzen

Marker spielen eine wichtige Rolle bei der Erzeugung transgener Pflanzen und dienen zur
Differenzierung von transgenen und isogenen Sdmlingen auf Selektivnihrmedien wihrend
der Herstellung transgener Pflanzen. Ein héaufig verwendetes Markergen ist das
Antibiotikaresistenz-Gen blaTtgym.; welches z.B. im Bt-176 Mais verwendet wird. Dieses
Gen stammt aus dem bakteriellen Transposon Tns (Lee et al. 1983) und kodiert fiir eine B-
Laktamase. Die Expression von B-Laktamase verleiht eine Resistenz gegen das
Antibiotikum Ampicillin, da das Enzym in die Struktur des Ampicillins eingreift und der
3-Laktam-Ring gespalten wird. Hierdurch wird die Wirksamkeit von Ampicillin zerstort

(Abb. 2).

Abb. 2: Strukturformel von Ampicillin

riJHz H H (C16H19N304S)
N\ =05 CH 3 Spaltung des R-Laktam-Ringes durch R3-
| | \)( Laktamase.
0 O.—f" N £ CH3
= OH
B-Laktamase 0/7_

Neben dem blargm-1-Gen werden weiter Markergene verwendet. Das nptll-Gen kodiert fiir
eine Neomycin-Phosphotransferase und stammt aus dem bakteriellen Transposon Tns
(Garfinkel et al. 1981). Dieses Enzym katalysiert die ATP-abhéngige Phosphorylierung der
3’-Hydroxyl-Gruppe des Aminohexose-Rings bestimmter Aminoglykosid-Antibiotika
(Kanamycin, Neomycin, Geneticin, Butirosin, Gentamycin), die dadurch inaktiviert
werden. Zusammen mit dem Markergen wird das erwiinschte Gen in die pflanzliche
Empféingerzelle eingebracht. Als Moglichkeiten zum Einbringen von Fremd-DNA in
Pflanzenzellen stehen in der Pflanzenbiotechnologie unterschiedliche Verfahren zur
Verfiigung. Der Gentransfer kann mit Hilfe so genannter Ti-Plasmide, die als Vektoren
fungieren, erfolgen oder aber iiber Mikroinjektion, Elektroporation oder Partikel-
Bombardement geschehen. Insgesamt ist das Einbringen neuartiger Gene in Pflanzenzellen
ein sehr ineffizienter Prozess und nur ein geringer Teil der Zellpopulation baut die
eingefiihrten Gene auch wirklich ein (Fraley et al. 1983). Die frisch transformierten Zellen

werden dann unter dem Selektionsdruck des Antibiotikums inkubiert, fiir das die Zellen bei
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erfolgreicher Transformation eine Resistenz aufgrund des erworbenen Markergens
aufweisen. Nur die Zellen wachsen anschlieBend, die das Markergen und somit auch das

Gen mit der gewlinschten Eigenschaft eingebaut haben und exprimieren kdnnen.

1.6 Fragestellung

Mit dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Bakterien des Rinderpansens in der Lage
sind, die beim Abbau von gentechnisch verdnderten Pflanzen freiwerdenden transgenen

Konstrukte uber HGT aufzunehmen und in ithr Genom einzubauen.

1.7 Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, in einem kiinstlichen Pansensystem (RUSITEC) die Moglichkeit
eines Transfers des im Bt-176 Mais vorkommenden blargy.;-Gens  in
Pansenmikroorganismen zu untersuchen. Durch die Zugabe von Antibiotika (Ampicillin
und Kanamycin) sollte ein Selektionsdruck auf die ruminalen Mikroorganismen ausgeiibt
werden, welcher nur den Bakterien einen Selektionsvorteil einrdumt, die in der Lage sind,
sich aufgrund von Resistenzmechanismen wie z. B. dem blargm.1-Gen zu schiitzen.

Der Einsatz der RUSITEC-Technik erlaubt die Bedingungen im Pansen in vitro zu
simulieren. Hierbei sollten die biochemischen Parameter wie Ammoniak-Konzentration
und die Produktion kurzkettiger Fettsduren analysiert und als Indikator fiir Verdnderungen
des mikrobiellen Stoffwechsels untersucht werden.

Variationen in der strukturellen Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft im
RUSITEC aufgrund von Verschiebungen zugunsten resistenter Bakterien sollten durch den
Einsatz der single strand conformation polymorphism (SSCP)-Technik analysiert werden.
Hierbei sollte neben der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft, die Doménen der Bakterien
und Archaeen, sowie die beiden spezifischen Bakteriengruppen Pseudomonaden und
Clostridien ndher untersucht werden. Fiir genauere Aussagen der genetischen Profile der
mikrobiellen Gemeinschaft, konnen Banden aus dem Profil sequenziert und eventuell der

entsprechenden Geninformation zugeordnet werden.
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Ein weiteres Ziel war, Bakterien aus dem RUSITEC-System zu isolieren. Mit Hilfe der
PCR konnen nach erfolgreicher Isolierung der Plasmide bzw. der genomischen DNA
anhand geeigneter Primer Aussagen liber das Vorhandensein und die Expression eventuell

vorhandener B-Laktamase-Gene getroffen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Das RUSITEC (Rumen Simulation Technique)-System

Die Untersuchungen zum mikrobiellen Stoffwechsel wurden mit Hilfe der semi-
kontinuierlichen in vitro Pansensimulationsmethode (RUSITEC) durchgefiihrt. Bei dem
RUSITEC-System handelt es sich um ein von Czerkawski und Breckenridge (1977)
entwickeltes Simulationsmodell fiir mikrobielle Verdauungsvorginge im Pansen. Dieses
Inkubationssystem erlaubt es, die ruminalen Fermentationsprozesse unter kontrollierten
Bedingungen iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen qualitativ und quantitativ zu

erfassen (Czerkawski und Breckenridge 1985).

2.1.1 Die RUSITEC-Anlage

Fiir die Versuche wurden zwei RUSITEC-Anlagen (Abb. 3), die jeweils vier identisch
aufgebaute Fermentationsgefdfle (A) mit einem Fliissigkeitsvolumen von jeweils 1.000 ml
enthielten, eingesetzt. Jedes Fermentationsgefa3 besall im Inneren ein weiteres kleineres
GefaBl (B), in dem sich die feste Phase in Nylonbeuteln (150 um Porenweite) befand.
Dieses Innengefdl verfligte iiber Perforationen an Deckel und Boden, wodurch der
Nylonbeutel von der Pansenfliissigkeit um- und durchspiilt werden konnte. Ein Austausch
der Mikroorganismen zwischen der festen und der fliissigen Phase sowie das Auswaschen
der Fermentationsprodukte konnte so gewéhrleistet werden. Die Fermentationsbehilter
befanden sich in einem Wasserbad (C), dessen Temperatur durch einen Thermostaten (D)
(Typ D8, Haake, Karlsruhe, Deutschland) konstant auf 39 °C gehalten wurde. Durch einen
Deckel mit Gummidichtung konnten die Fermentationsbehélter sauerstoffundurchlissig
verschlossen werden. Die Deckel der Innengefile waren durch Fiihrungsstangen mit
einem Elektromotor (E) verbunden, der mit sechs Hiiben/min fiir eine gleichméfige Auf-
und Abwiértsbewegung der Innengefdlle sorgte, um die Pansenmotorik zu simulieren. Die
kontinuierliche Infusion von téglich 750 ml Pufferlésung/Fermenter wurde iiber zwei 6-
Kanal-Schauchpumpen (F) (Typ B1, Ole Dich, Hvidovre, Dénemark) sichergestellt und
iiber Tygon-Schlduche (G) (4,0 x 7,2 mm, Omnilab, Gehrden, Deutschland) durch eine
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Offnung am Boden des Behilters ins Innere gepumpt. Im Deckel des
Fermentationsbehilters waren zwei Offnungen vorgesehen. Eine war mit einem
Schraubverschluss gesichert, die andere enthielt ein Glasrohr, welches mit einem
gasdichten Gummischlauch verbunden war und in einem Erlenmeyerkolben endete.
Hierdurch konnte die iiberschiissige Fliissigkeit, der so genannte Uberlauf (H), mit den
darin enthaltenen Fermentationsprodukten gesammelt werden. Das zusitzlich bei der
Fermentation gebildete Gas stromte aus dem Erlenmeyerkolben weiter in einen speziellen

Gasbeutel (Plastigas, Linde AG, Miinchen, Deutschland).

Abb. 3: RUSITEC-Analge mit vier Fermentern. A = Fermenter; B = Innengefal}; C = Wasserbad;
D = Thermostat; E = Elektromotor; F = Pumpe; G = Pufferzulauf tber Tygon-Schlduche; H =
Uberlauf

2.1.2 Spendertier

Fiir alle Experimente wurden sowohl fester als auch fliissiger Panseninhalt aus einem
ausgewachsenen weiblichen Rind der Rasse Hinterwélder (4 Jahre alt; 350 kg;
trockenstehend) iiber eine Pansenfistel entnommen. Das Versuchstier wurde gemeinsam

mit einem weiteren Rind in einem Laufstall auf Stroh gehalten und mit 500 g Kraftfutter/
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Tier/Tag gefiittert. Jeweils drei Wochen vor jedem Versuchsbeginn wurde dem Rind
zusdtzlich ein Mal tédglich eine Menge von 300 g isogenem Mais direkt iiber die
Pansenfistel verabreicht. Heu, Wasser sowie Salz- und Mineralstein standen ad libitum zur

Verfiigung.

2.1.3 Versorgung der Fermentationsgeféalie

Die Fermentationsgefdle wurden tiglich mit einem Gemisch aus 6 g Heu, dessen Halme
auf eine Linge von ca. 1 cm geschnitten wurden, 2 g Kraftfutter fiir Rinder (deuka
Deutsche Tiernahrung GmbH & Co. KG, Bramsche, Deutschland) und 2 g gebrochenem
Korner-Mais versorgt. Das Substratgemisch wurde in zuvor autoklavierte Nylonbeutel (16
x 7cm; 150 um Porenweite, Linker KG, Kassel, Deutschland), eingewogen und
abschlieBend mit Kabelbindern verschlossen. Bis zum Verbringen in die

Fermentationsgefdfle wurden die gefiillten Nylonbeutel in einem Exsikkator aufbewahrt.

2.1.4 Isogene und transgene Maishybriden

Die in allen Versuchen eingesetzten isogenen und transgenen Maishybriden wurden
freundlicherweise vom Institut fiir Tiererndhrung der Bundesforschungsanstalt fiir
Landwirtschaft (FAL) Braunschweig zur Verfiigung gestellt. Sie wurden 1999 auf
benachbarten Feldern in Sachsen-Anhalt als Kornermais geerntet, bis zu einer
Trockenmasse von ca. 87 % getrocknet und an der FAL Braunschweig eingelagert. Bei den
isogenen Maishybriden handelte es sich um die Sorte Prelude und bei den transgenen
Maishybriden um die Sorte Prelude NX6262. Beide Sorten gehen aus Inzuchtlinien und
Hybriden der Maislinie Zea Mays L.CG 00526-176 hervor. Beide Maissorten waren
substanziell dquivalent (Reuter et al. 2002).
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2.1.5 Versuchsdesign des RUSITEC-Versuches

Insgesamt wurde pro Versuchsdurchlauf mit acht Fermentern gearbeitet. Diese Fermenter
wurden in zwei Gruppen mit jeweils vier Fermentern unterteilt. Die eine Gruppe (n = 4)
wurde mit isogenem Mais versorgt, wiahrend die andere Gruppe (n = 4) transgenen Mais
erhielt. Ab der Versuchsphase wurden die Hélfte der Fermenter jeder Gruppe (n = 2)
jeweils tiglich kontinuierlich liber den Pufferzulauf mit einem Antibiotikum (Ampicillin
oder Kanamycin) versorgt.

Fiir den ersten Versuchsdurchgang wurde eine Untersuchungsdauer von insgesamt zehn
Tagen angesetzt. Die anfingliche siebentiigige Aquilibrierungsphase diente dem System
zur Anpassung der Pansen-Mikroorganismen an die in vitro Bedingungen im RUSITEC-
System. Erst im Anschluss an die Aquilibrierungsphase konnte der Versuch mit der
nachfolgenden dreitdgigen Kontrollphase gestartet werden. An die Kontrollphase gliederte
sich eine siebentétige Versuchsphase, die in den Versuchsgruppen durch die tégliche Gabe

von Ampicillin bzw. Kanamycin gekennzeichnet war (Abb.4).

Y C A=
s, o u Jolle l o
(insgesamt acht Fermenter) A C EJIFJIGJH
. s
—_ |509'5|'|E|'M315 transgener Mais
Aquilibrierungs- und
Kontroliphase ‘“‘ "“ "“' “ 'ﬂ'
(sieben- und dreitagg) E |:
A '
e 3
Versuchsphase
(sieben- baw. zehntagig) A E|lF
Antibiatikum Antibnatibkum
isogener Mais transgener Mais

Abb. 4: Schematischer Versuchsaufbau. Die acht Fermenter pro Versuchsdurchgang wurden durch
Buchstaben gekennzeichnet. Die Fermenter A-D wurden mit isogenem Mais versorgt und die Fermenter E-H
mit transgenem Mais. In der Versuchsphase wurden taglich Antibiotika in die isogen versorgten Fermenter C

und D sowie in die transgen versorgten Fermenter G und H gegeben.
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Nach der Auswertung der ersten Ergebnisse wurde die Versuchsphase fiir alle

nachfolgenden Experimente auf zehn Tage verlangert.

2.1.6 Durchfluihrung der in vitro Versuche mit dem RUSITEC-System

Alle Einzelteile des RUSITEC-Systems wurden fiir 24 h in 3,7 %ige Formaldehydldsung
eingelegt und desinfiziert. Nach griindlicher Spiilung mit destilliertem Wasser erfolgte eine
Trocknung fiir 12h im Trockenschrank bei 65 °C. Zudem wurden die Nylonbeutel
autoklaviert, getrocknet und anschlieBend mit dem jeweiligen Versuchsfutter gefiillt und
bis zum Versuchsbeginn in einem Exsikkator aufbewahrt.

Zum Start des RUSITEC-Systems wurden die Pumpen auf eine tigliche Perfusionsrate von
750 ml eingestellt. Dem Spendertier wurden iiber die Pansenfistel mit Hilfe einer Sonde
fliissiger Panseninhalt (ca.71), sowie fester Inhalt (700g) entnommen. Die
Pansenfliissigkeit befand sich wihrend des gesamten Sammelvorganges in einem
Wirmebad bei konstant 39 °C. Jedes Fermentationsgefdfl enthielt einen Nylonbeutel mit
80 g festem Panseninhalt und einen zweiten gefiillt mit der jeweiligen Didt und wurde mit
Pansenfliissigkeit aufgefiillt. AnschlieBend wurden die Fermentationsgefdlle luftdicht
verschlossen, in die Anlage eingebaut und an die Pumpen angeschlossen. Durch
Anschalten des Elektromotors und der Dosierungspumpe wurde das System gestartet.
Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurde jedes Fermentationsgefd3 geoffnet, pH-Wert
und Redoxpotential gemessen und der Nylonbeutel mit dem festen Panseninhalt durch
einen frischen Beutel ersetzt. Der herausgenommene Beutel wurde mit 40 ml
vorgewidrmter Pufferlosung in einem Polyethylenbeutel (15 x 30 cm) von Hand mit
gleichmiBigem Druck zwei Minuten ausgepresst und die dabei anfallende Spiilfliissigkeit
in das Fermentationsgefall zuriickgegeben. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal
wiederholt. Danach wurde das Fermentationsgefdl3 luftdicht verschlossen und zuriick in die
Anlage gebaut. Der Uberlauf wurde in einen Messzylinder gefiillt und das Volumen fiir die
spétere quantitative Bestimmung der Fettsdureproduktionsrate notiert. Zudem wurden zwei
Probenflischchen mit jeweils 100 ml Uberlauf abgefiillt und zur Bestimmung der

Fettsdureproduktion sowie der Ammoniakkonzentration bei — 20 °C aufbewabhrt.
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2.2 Uberprifung der Maishybriden auf das R-Laktamase-Gen

Um sicherzustellen, dass der isogene Mais wihrend der Lagerung bzw. der Verarbeitung
nicht mit transgenem Mais verunreinigt wurde und der transgene Mais das fiir die
Untersuchungen wichtige blargm.;-Gen besall, wurden beide Mais-Chargen, wie im

Folgenden beschrieben, iiberpriift.

2.2.1 Isolierung der genomischen Pflanzen-DNA

Die gebrochenen Maiskorner beider Maishybriden (isogen und transgen) wurden in zuvor
autoklavierten Morsern unter der Verwendung von fliissigem Stickstoff zu feinstem Pulver
vermahlen. Mit Hilfe des NucleoSpin“Plant Kits (Macherey & Nagel, GmbH & Co. KG,
Diiren, Deutschland) konnte die DNA beider Maishybriden nach Herstellerangaben
extrahiert werden. Die Reinheit der isolierten DNA wurde am Photometer (Biophotometer
6131, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Deutschland) aus dem Verhéltnis der Absorption
bei 260 nm und 280 nm bestimmt. AnschlieBend wurde die isolierte DNA beider Proben
mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) und durch die

Wahl geeigneter Primer auf das Vorhandensein des 3-Laktamase-Gens tiberpriift.

2.2.2 DNA-Analyse der Maishybriden mittels Polymerase Chain Reaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode zur enzymatischen Amplifizierung eines DNA-Abschnitts, der
von zwei bekannten Sequenzen (Primern) flankiert wird (Saiki et al., 1985). Fiir die
Untersuchung des blargy.;-Gens wurde das Primerpaar Tem C/E und die entsprechenden
PCR-Bedingungen, wie bei Mabilat et al. (1990) beschrieben, gewéhlt. Die Primer wurden
von der Firma Roth, Karlsruhe, Deutschland synthetisiert und mit Wasser auf eine
Konzentration von 50 pmol/ul eingestellt. Als Thermocycler wurde der Mastercycler
Gradient, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg verwendet. Um die PCR-
Bedingungen tiberpriifen zu kdnnen, wurde das Plasmid pUC 18 (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland), welches als Insert ein 3-Laktamase-Gen besitzt, als so

genannte ,,positive Kontrolle®, eingesetzt. Als GroBenmarker wurde der DNA-Ladder-Mix
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(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Die amplifizierten Produkte
wurden mit 5 pl DNA-Ladepuffer (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) versetzt
und in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt (Elektrophoresekammer von BioRad GmbH,
Miinchen, Deutschland). Das Gel wurde fiir 10 min in einer Ethidiumbromidldsung gefarbt
und anschlieBend 15 min in dest. Wasser entfdrbt. Die im Gel befindliche DNA konnte
unter UV-Licht (Transilluminator T1, Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland) iiberpriift

werden.

2.3 Durchfuhrung der Analysen zur Erfassung der biochemischen Parameter im
RUSITEC-System

2.3.1 Bestimmung des pH-Wertes und Redoxpotentiales

Taglich wurden vor jedem Beutelwechsel direkt in der fliissigen Phase der
Fermentationsbehilter pH-Werte und Redoxpotentiale gemessen, um anaerobe
Bedingungen in den einzelnen Fermenter zu iiberpriifen. Die pH-Wert-Messung erfolgte
iiber eine Dauer von 30 s mit einem pH-Meter (Digital-pH-Meter 646, Knick, Berlin) und
einer pH-Einstabmesskette (Typ 408, Mettler Toledo, Steinbach, Deutschland). Die
Eichung des pH-Meters wurde téglich vor der ersten Messung mit einer Eichlosung fiir den
Bereich von pH 4 und einer Losung fiir den Bereich von pH 7 (pH-Pufferlosung, Mettler
Toledo, Steinbach, Deutschland) vorgenommen. Das Redoxpotential wurde anschlieBend
fiir 60 s ebenfalls in der fliissigen Phase des Fermentationsbehéltnisses in mV bestimmt.
Hierzu wurde eine Einstabmesskette Typ Pt 4805-S7/120 (Mettler Toledo, Steinbach,
Deutschland) und ein pH-Meter (Digital-pH-Meter, Typ 643, Knick, Berlin, Deutschland)

verwendet.

2.3.2 Bestimmung der Konzentration der kurzkettigen Fettsduren (SCFA)

Um die Konzentration der kurzkettigen Fettsduren bestimmen zu kdénnen, wurden tiglich

ca. 5ml eines jeden Uberlaufes in ein Probenflischchen abgefiillt, dieses luftdicht

verschlossen und bis zur Analyse bei -20 °C autbewahrt. Am Tag der Analyse wurden die
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Proben im Kiihlschrank aufgetaut und fiir 20 min bei 4 °C und 40.000 g zentrifugiert
(Sorvall RC-5C, Du Pont Instrument, Bad Homburg, Deutschland). Von dem Uberstand
wurde jeweils 1 ml abpipettiert und mit 0,1 ml 98 %iger Ameisensdure versetzt, gemischt
und nochmals zentrifugiert (20 min, 40.000g, 4°C). Fir die anschlieBende
gaschromatographische Messung (HP, Gaschromatograph 5890 1II, Boblingen,
Deutschland) wurden 1 ml des Uberstandes eingesetzt, dieser in Rollrand-Ampullen (1 ml
Nutzvolumen, Fa. Kleinfeld, Hannover, Deutschland) gefiillt, die luftdicht verschlossen
wurden. Die verwendete Trennsdule (Lidnge 1,8 m, Innendurchmesser 2 mm) wurde vor
der gaschromatographischen Analyse von Hand gestopft, wobei als Trennmaterial
Chromosorb WAW 80/100 mesh, mit 20 % Neopentyl-Glycol-Succinat (NPGS) und 2 %
Ortho-Phosphorsdure  (Analyt, Miillheim) diente. Die Bedingungen fiir die
gaschromatographischen Analysen sind in folgender Tabelle 2 aufgefiihrt:

Tab. 2: Bedingungen fir die gaschromatographischen Analysen

Konditionierung: 24 h bei 240°C
Ofentemperatur: 130°C
Injektionsblock : 225°C

FID: 250°C

Tragergas (N.): 30 ml/min
Wasserstoff: 30 ml/min
Synthetische Luft: 390 mlfmin
Injektionsvolumen: 1 ul
Wiederholungen: 2 Einspritzungen
Analysenlaufzeit: ca. 9 min

Die Konzentration der SCFA wurde iiber externe Standards (Fa. Sigma, Deisenhofen,

Deutschland) berechnet, die kontinuierlich nach jeder zehnten Probe mit gemessen wurden.

2.3.3 Bestimmung der Ammoniak-Stickstoff-Konzentration

Fiir die Bestimmung des Ammoniak-Gehaltes wurden von jedem Uberlauf ca. 5ml in
Probenflaschchen luftdicht abgefiillt und bis zur Analyse bei -20 °C aufbewahrt. Die
Analyse der Proben erfolgte photometrisch mit der Harnstoff-Test-Kombination (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Hierbei reagieren die Ammoniumionen mit Phenol

und Hypochlorid und bilden einen Farbstoffkomplex, dessen Absorption bei einer
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Wellenldnge von 546 nm im Photometer (Spectramax 250, MWG Biotech AG, Ebersberg,

Deutschland) erfasst werden kann.

2.4 Statistik

Die statistische Auswertung der RUSITEC-Ergebnisse erfolgte mittels der Software
GraphPad Prism Version 4 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Dabei
wurden die biochemischen Daten fiir jeden Tag mit der Varianzanalye (ANOVA)
ausgewertet. Der Einfluss der beiden eingesetzten Maissorten (isogen oder transgen)
wurden mit der One-Way ANOVA analysiert (1. — 3. Tag), wihrend zur Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen dem eingesetztem Mais (isogen oder transgen) und der Gabe
des Antibiotikums die Two-Way ANOVA gewéhlt wurde (4. — 13. Tag). Der Bonferroni-
post-Test wurde gewihlt, um zu kldren, welche der jeweiligen Gruppen sich signifikant
voneinander unterschieden. Das Niveau der Signifikanz wurde auf [*] P < 0.05 festgesetzt.
Die Werte wurden als Mittelwerte + Standardabweichung (n=4) angegeben. Die
Zusammenfiihrung der zwei unabhingigen RUSITEC-Versuche wurde statistisch

beriicksichtigt, indem die Werte mit Hilfe des Blockeffektes analysiert wurden.

2.5  Pansen-Mikroorganismen

2.5.1 Isolierung der Mikroorganismen aus den Uberlaufen des RUSITEC-Systems

Wihrend der dreitidgigen Kontrollphase sowie der zehntigigen Versuchsphase wurden an
zuvor definierten Tagen Proben aus jedem Fermenter zur Isolierung von Pansen-
Mikroorganismen entnommen (Abb. 5).

Die Gewinnung der Pansen-Mikroorganismen mit Hilfe der Differentialzentrifugation
wurde nach Brandt und Rohr (1981) vorgenommen. Von jedem Uberlauf wurden ca.
100 ml  abgefiillt und auf zwei  Zentrifugationsrohrchen  verteilt.  Alle
Zentrifugationsschritte wurden bei einer Temperatur von 4 °C durchgefiihrt. Zuerst wurde
der Uberlauf bei 600 g zentrifugiert. Der dabei gewonnene Uberstand wurde anschlieBend

bei 27255 g zentrifugiert und das dabei entstandene Mikroorganismen-Pellet in ca. 30 ml
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gekiihlter 0,9 %iger NaCl-Losung (w/v) resuspendiert. Das  resuspendierte
Mikroorganismen-Pellet wurde wiederholt bei 27255 g zentrifugiert und das Pellet in ca.
30 ml gekiihlter 0,9 %iger NaCl-Losung (w/v) resuspendiert. Diese beiden Schritte wurden
noch zwei weitere Male wiederholt. Das aus dem letzten Zentrifugationschritt gewonnene
Mikroorganismen-Pellet wurde in 2 ml NaCl-Losung aufgenommen und mit einer
Glaspipette direkt in fliissigen Stickstoff pipettiert. Die gefrorenen Bakterien-Pellets
wurden zur Aufbewahrung in Cryo-Rdhrchen abgefiillt und bei - 80 °C gelagert.

l Entnahmetag der
Pansen-Mikrooranismen

| Zugabe der Antibiotika [———»

Kontrallphase “Yersuchsphase

' | I

1 2 3 4 ] ] 7 8 9 10 11 12 13

Tag (d)

Abb. 5: Zeitverlauf der RUSITEC-Versuche mit den Entnahmetagen der Pansen-
Mikroorganismen zur Erstellung der SSCP-Profile. Die grauen Pfeile kennzeichnen die Tage,
an denen die Referenzmikroben aus dem System isoliert wurden.

2.6 Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)

SSCP-Studien dienen der Erstellung genetischer finger prints, die eine Aussage iiber die
Struktur der Mikroorganismen-Gemeinschaft erlauben. Dieser Methode liegt zugrunde,
dass mittels PCR konservierte Bereiche aus der 16S rRNA aller oder nur spezifischer
Mikroorganismengruppen amplifiziert werden konnten. Diese Amplifikate werden als
Template in eine nested PCR eingesetzt, und durch die hier eingesetzten Primer Com1 und
Com2-Ph auf eine einheitliche Lange in der Sequenz (407 bp) gebracht. Speziesspezifische
Unterschiede innerhalb der Sequenz (polymorphism) bleiben erhalten und fiihren zu
unterschiedlichen Sekundirstrukturen. Bei der Auftragung des zum Einzelstrang verdauten

Amplifikates (single strand) wandern diese aufgrund ihrer unterschiedlichen Faltung
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(conformation) unterschiedlich weit. Der Phosphatrest am 5'-Ende des Com2-Ph Primer
dient als Angriffspunkt der enzymatischen Verdauung dieses markierten Einzelstranges.

Die Gesamtheit aller Banden in einer Probe reprédsentiert das genetische Profil der
mikrobiellen Gemeinschaft, dhnlich eines genetischen finger prints. Diese Technik wurde
unter Anleitung der Arbeitsgruppe von PD Dr. C.C. Tebbe (Institut fiir Agrardkologie,
FAL) erlernt und auf die Darstellung der mikrobiologischen Lebensgemeinschaften im

Pansen von Wiederkduern angepasst.

2.6.1 Extraktion der genomischen DNA

Die genomische DNA wurde mit dem Fast DNA Kit 50 (Q Biogene, Heidelberg,
Deutschland) aus jeweils 120 mg Mikroorganismen-Pellet nach den Angaben des
Herstellers isoliert. Von jeder Probe wurde zur abschlieBenden Kontrolle der Aufreinigung
8 ul von der eluierten genomischen DNA entnommen, mit 2 ul Ladepuffer (Fermentas
GmbH, St.Leon-Rot, Deutschland) vermischt und auf ein 0.8 %iges Agarosegel
aufgetragen. Die Proben wurden 2,5 h bei einer Spannung von 60 V elektrophoretisch
aufgetrennt. Als Grolenmarker diente der DNA Marker III (Fermentas GmbH, St.Leon-
Rot, Deutschland).

2.6.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Fiir die Untersuchungen wurden Primer folgender Mikroorganismen eingesetzt:

Der Dominen Bakterien (Weisburg et al. 1991) und Archaeen (Grosskopf et al. 1998)
sowie den Bakteriengruppen Clostridien (sieche Primeretablierung Kapitel 2.6.3) und
Pseudomonaden (Milling et al. 2004). Alle Primer wurden von der Firma Roth, Karlsruhe,

in Deutschland synthetisiert (Tab. 3).
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Tab. 3: Darstellung der eingesetzten Primerpaare fur die SSCP-Analysen der

Bakterien, Archaeen und Pseudomonaden

Target Primer Primer Primer Annealing-
Name Position Sequenz (5°-39 temperatur

165 rRMA F27 8-27 S-AGAGTTTGATC[CAATGGCTCAG-3' g0 °c

Bakterien R1482 1492-1513 B TACGG(CMITACCTTGTTACGACTT-3

165 rRMA A109f 108-125 SRACIGIT)GCTCAGTAACACGT-T £ o

Archaeen ADa4 B15-934 S-GTGCTCCCCCGTCAATTCCT-3

165 rRMA

F'seurdn- Fa11Ps 290-311 §-CTGGTCTGAGAGGAT-3' 53 °C

monadacasen F1458Fs  1459-1478 E-AATCACTCCGTGGTAACCGT-3'

Fiir einen 25 pl Reaktionsansatz wurde die PCR mit 2,5 ul 10 x PCR-Puffer (Qiagen
GmbH, Hilden, Deutschland), 1,25 pl dNTP- (Desoxynucleotidtriphosphate) Gemisch
(10 mmol/l je dNTP; MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland), 25 ul Vorwérts-Primer
(50 pmol/ul), 0,25 pl Rickwirts-Primer (50 pmol/ul), 0,125 ul DNA-Polymerase
HotStarTagq, (5 Units/ul, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) und 20,875 ul H,O (doppelt
autoklaviert) durchgefiihrt. Zu jedem Reaktionsgemisch wurde abschlieBend als
Ausgangsmaterial (Template) 0,5 ul genomische DNA bzw. zu einem Reaktionsgemisch
H,O pipettiert, welches als negative Kontrolle diente. Zur Amplifikation wurde ein
Thermocycler (Mastercycler Gradient, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg,
Deutschland), wie in Abb. 6 dargestellt, programmiert.

1. Schritt: 95°C fir 15 min
2. Schritt: 92°C fur 1 min
30 Zyklen 3. Schritt: Temperatur siehe Tab. 3 fir 1 min

4. Schritt: 72°C far 1 min

&. Schritt: 72°C far 10 min

Abb. 6: Durchfihrung der PCR in Abhéngigkeit des gewdahlten Primerpaares

im programmierten Thermocycler.
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Die Temperatur des 3. Schrittes variierte nach der Wahl des jeweiligen Primerpaares. Von
jeder Probe wurden drei identische Ansétze in die PCR eingesetzt. Nach der PCR wurden
die Ansidtze vereinigt und jeweils 8 ul Probe mit 2 ul Ladepuffer versetzt. Zur
Uberpriifung des Amplifikationserfolges der PCR wurde, wie unter 2.2.2 beschrieben,

verfahren.

2.6.3 Etablierung spezifischer Primer zur Untersuchung der Clostridien

Fir die Gruppe der Clostridien wurden Primer vorab designed. In der Gen-Bank
Datenbasis NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) wurden die dort verfiigbaren Sequenzen
der einzelnen Clostridien zusammengetragen. Durch den Vergleich konservierter Bereiche
erfolgte die Auswahl der Primersequenzen. Die beiden Primersequenzen wurde
anschlieBend mit dem Basic Local Alignment Search Tool (BLAST,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) auf ihre Spezifitit in Bezug auf die Clostridien-
Gruppe iiberpriift. Die Primer wurden anschlieend von der Firma Roth (Carl Roth GmbH
& Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) synthetisiert und auf eine Konzentration von 50
pmol/pl eingestellt. Zur Uberpriifung der Funktionalitit der Primer wurde eine PCR
durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz (25 pl) und die Parameter der PCR wurden wie unter
2.6.2 beschrieben tibernommen. Die Temperatur fiir die Primer-Hybridisierung lag fiir die
Clostridienprimer bei 55 °C (Tab. 4). Das Amplifikat wurde anschlieBend mit dem
QIAquick PCR Purification Kits (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) nach
Herstellerangaben aufgereinigt. Die Sequenzierung wurde anschlieBend durch einen
kommerziellen Anbieter (AGOWA, Gesellschaft fiir molekularbiologische Technologie

mbH, Berlin, Hannover) vorgenommen.

Tab. 4: Darstellung des etablierten Primerpaares fir die SSCP-Analysen der Clostridien

Target Primer Primer Primer Annealing-
Name Pesition Sequenz (5°- 39 temperatur
163 rRMNA Clost 1 457-477 B-GEAGGAAGCCACGGCTAAS

Clostridien Clost?  gog-g28 5 TGGGTATTGCCAACTCTCATG-3" GG
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2.6.4 , Nested“ PCR

Nach der oben beschriebenen spezifischen PCR wurde anschlieBend eine weitere zweite
(nested) PCR durchgefiihrt. Hier diente das Produkt der ersten PCR als Template. Die
verwendeten Primer Coml und Com?2-Ph sind spezifisch fiir Eubakterien (Brosius et al.
1978; Schwieger und Tebbe, 1998). Sie binden an der 16S rRNA der kleinen Untereinheit
und amplifizieren ein 407 bp groB3es Fragment (Abb. 7).

Abb. 7: Agarosekontrollgel
einer nested PCR mit dem
Primerpaar Com1 und
407 bp _ — Com2. M = Marker (1 kb)

S~ — (Der Pfeil zeigt die 407 bp
langen PCR-Produkte)

tﬁ--:----_-_“-l—

Die nested PCR unterschied sich in folgenden Bereichen von der unter 2.6.2 beschriebenen
spezifischen PCR: Der Reaktionsansatz hatte ein Endvolumen von 50 pl und setzte sich
aus Sul 10x PCR-Puffer (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland), 1 pul dNTP-
(Desoxynucleotid-triphosphate) Gemisch (10 mmol/l je ANTP; MBI Fermentas, St. Leon-
Rot, Deutschland), 0,5 pl Coml1-Primer (50 pmol/ul), 0,5 pl Com2-Primer (50 pmol/ul),
0,25 ul DNA-Polymerase (HotStarTaq, (5 Units/ul; Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)
und 41,75 pul H,O (doppelt autoklaviert) zusammen. Zu jedem Reaktionsgemisch wurde
abschlieBend als Ausgangsmaterial (Template) 1 pl der zu amplifizierenden, spezifischen
DNA hinzu pipettiert. Die Zyklenanzahl betrug 25 und die Temperatur fiir die Primer-
Hybridisierung lag bei 50 °C (Tab. 5).

Tab. 5: Darstellung des eingesetzten Primerpaares Com1 und Com2-Ph fiir die nested PCR

Target Primer Primer Primer Annealing-
Name Position Sequenz (5°- 39 temperatur
165 rRMA Comi 519-536 B CAGCAGCCGUGGETAATAC-S 50°0

Bakterien ComZ-Ph  807-926 E-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3
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Bevor die DNA-Konzentration der PCR-Produkte bestimmt werden konnte, mussten die
Proben mittels QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) nach
Angaben des Herstellers aufgereinigt werden. Anschliefend wurde die DNA in einem
Endvolumen von 50 pl eluiert.

Die gereinigten PCR-Produkte wurden zum einen zur fluorometrischen
Konzentrationsbestimmung mit dem PicoGreen dsDNA Quantitations Kit (Molecular
Probes, Leiden, Niederlande) nach  Herstellerangaben  vorbereitet. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte nach Angaben des Herstellers in einem
Fluorezenzphotometer (Fluoroskan II, Labsystems, Helsinki, Finnland).

Zum anderen wurde die DNA-Konzentration mittels Photometermessung (Biophotometer
6131, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Deutschland) ermittelt. Die Konzentration der
dsDNA wurde anschliefend auf 800 ng in einem Volumen von 26 pl filir alle Ansitze

durch Verdiinnen mit H,O eingestellt.

2.6.5 Verdau des phosphorylierten Stranges

Der anschlieBende Verdau der dsDNA zu Einzelstrangen erfolgte enzymatisch. Die hierbei
eingesetzte A-Exonuclease verdaute den durch den phosphorylierten Com?2-Primer
markierten DNA-Strang. Ein Reaktionsansatz setzte sich aus 0,5 ul A-Exonuclease (New
England BioLabs), 4 ul A-Exonuclease-Puffer (New England BioLabs) und 9,5 ul Wasser
zusammen und ergab ein Gesamtvolumen von 14 ul je Probe. Dieser Reaktionsansatz

wurden zu den 26 pl Probe hinzu gegeben, gevortext, kurz anzentrifugiert und fiir 45 min

bei 37 °C inkubiert.

2.6.6 Aufreinigung der Einzelstrang — DNA

Nach dem Verdau wurde die einzelstringige DNA mit dem MiniElute PCR Purification
Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und
in einem Endvolumen von 10 pl aufgenommen. Das Endvolumen wurde vollstindig mit

9 ul SSCP-Ladepuffer versetzt und vor dem Beladen des Gels fiir 2 min bei 95 °C
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denaturiert, um eventuelle Zusammenlagerungen der Einzelstringe wieder zu trennen und

anschlieend fiir mindestens 3 min auf Eis gestellt.

2.6.7 Polyacrylamid (PAA) - Gelelektrophorese

Die einzelstringigen DNA-Molekiile wurden aufgrund ihrer Unterschiede in der
Sekundérstruktur wéhrend der Elektrophorese in einem nicht-denaturierenden
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Gellosung bestand aus 7,8 ml 2x MDE- (Mutation
Detection Enhancement) Losung (Cambrex Bio Science, Rockland, ME USA), 2,5 ml 10x
TBE-Puffer, 14,7 ml dest. Wasser, 25 ul 40 % APS und 10 pl TEMED. Die eine Glas-
Platte wurde mit 700 pl Repel-Silane (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)
beschichtet, um nach der Elektrophorese das Ablosen des Gels zu erleichtern. Die so
genannte zweite Tragerplatte, auf welcher das Gel nach der Elektrophorese anhaften sollte,
wurde mit 700 pl Bind-Silane (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)
beschichtet, um die Anheftung des Gels an diese Platte zu verbessern. Anhand von
Spacern, die seitlich zwischen den beiden Glasplatten positioniert wurden, wurde eine
Geldicke von 0,5 mm eingestellt. Nach dem GieBlen polymerisierte das Gel fiir ca. 2 h,
bevor es fiir die Elektrophorese in eine 2010 Macrophor Elektrophoresis Unit bzw. in das
DCode™Universal Mutation Detection System (BioRad GmbH, Miinchen, Deutschland)
eingebaut wurde. Als Laufpuffer wurde 1 x TBE-Puffer verwendet. Die Laufzeit des Gels
betrug 17 h bei einer Spannung von 400 V bzw. 350 V (6800V}) und einer Stromstérke
von 8 mA. Wihrend des gesamten Laufes wurde eine Temperatur von 20 °C

aufrechterhalten.

2.6.8 Silbernitratfarbung zur Visualisierung der DNA-Banden

Nach der Elektrophorese wurde das an der Triagerplatte anheftende Gel in einer
Farbewanne fiir 30 min auf einem Schiittler Typ 3015 (GfL, Hannover-Vinnhorst,
Deutschland) bei 109 in ca. 600 ml 10 %ige Essigsdure eingelegt. Zur vollstandigen
Entfernung der Essigsdure wurde das Gel drei Mal fiir jeweils 5 min in dest. Wasser

gewaschen. Darauf folgte die Silbernitratfirbung fiir 30 min bei 10 g auf dem Schiittler
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Typ 3015 (GFL, Hannover-Vinnhorst, Deutschland). Um die Silbernitratlosung vollstédndig
zu entfernen, wurde das Gel fiir ca. 1min mit dest. Wasser gespiilt. Der
Entwicklungsschritt bestand anschlieBend aus zwei Phasen. Bei Erreichen der erwiinschten
Bandenintensitit, wurde das Gel fiir ca. 5 min in 10 % Essigséure fixiert und anschlieend
mit dest. Wasser gespiilt. Die fertigen SSCP-Gele wurden iiber Nacht getrocknet und zur
Auswertung mit einem ScanJet 4c/T Scanner mit Durchlichteinrichtung (Hewlett Packard,

Boblingen, Deutschland) digitalisiert.

2.6.9 Analyse des SSCP-Bandenmusters

Zur Analyse der SSCP-Bandenmuster wurde die Software GelCompar ,,Comparative
Analysis of Electrophoresis Pattern Version 4.1, Applied Maths, Kortrijk, Belgien
verwendet. Die Bandenmuster des SSCP-Gels wurden in Form von densitometrischen
Kurven mit dem Programm verglichen und basierend auf Ahnlichkeiten zwischen den
einzelnen Bandenmustern ein Dendrogramm erstellt. Um die Vergleichbarkeit der
einzelnen Banden zu erhoéhen, wurde mit dem ,rolling disk“-Mechanismus eine
Subtraktion des Hintergrundes durchgefiihrt. Eine Kalkulation der Ahnlichkeit erfolgte mit
dem Pearson product moment Korrelations-Koeffizienten. Die Spuren wurden nach dem
Grad ihrer Ahnlichkeiten in Form eines Stammbaumes dargestellt. Abbildung 8 zeigt hier
als Beispiel den 8. Versuchstag der Pseudomonaden. Der Grad der Ahnlichkeit wurde in

Prozent dargestellt.

4?] SP EP ?P ﬂll] ﬂll] 1l}l]
' isogen amp

transgen amp

isogen

transgen

1

Abb. 8: Stammbaumanalyse am Beispiel des 8. Versuchstages der Pseudomonaden mit
und ohne Ampicillin-Applikation
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Die  Ahnlichkeiten der einzelnen Spuren wurden anschlieBend tabellarisch
zusammengefasst (Tab. 6). Verglichen wurden die isogen und transgen versorgten Ansétze
die kein Antibiotikum erhielten miteinander sowie die isogen und transgen versorgten
Ansitze, die einer tiglich Antibiotika-Applikation ausgesetzt wurden. Zusétzlich wurde
noch der Antibiotika-Effekt unabhingig von der Maisversorgung erfasst. Insgesamt

wurden Ahnlichkeiten von > 90 % als identisch gewertet.

Tab. 6: Tabellarische Zusammenfassung der Stammbaumanalyse des 8. Versuchstages
der Pseudomonaden mit und ohne Ampicillin-Applikation

Tag Fermenier Ahnlichkeiten
(%o)*
2+ isogen / transgen ohie atp =00
isogen ftransgen mit atmp 72
o isogen +transgen mit und ohie amgp 30

* B hplichketen von = 90 % in den Bandenprofilen waurden sk gleich gewertet
+ Maizversorgung in Abhdngigket won der Zugabe von Ampicilln
# Ampicilin-Effekt unabhangiy von der Maiz-WVersorgung

2.7  DNA-Sequenzierung nach Sanger-Coulson

Um DNA-Banden des SSCP-Gels genauer charakterisieren zu konnen, wurde diese aus
dem Gel aufgearbeitet und anschlieBend nach Sanger-Coulson (Sanger et al. 1977)

sequenziert.

2.7.1 Elution der DNA aus dem SSCP-Gel

Das SSCP-Gel wurde auf einem Leuchttisch (MeBinstrumentebau GmbH, Erlangen,
Deutschland) ausgeleuchtet und die zu identifizierenden Banden mit einem Skalpell
herausgeschnitten und in ein Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Die Elution der DNA wurde unter
der Verwendung der ,,Crush and Soak“-Methode (Sambrook und Russell 2001)
durchgefiihrt und in 12 pl 10mM Tris-HCI resuspendiert.
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2.7.2 Klonierung des PCR-Produktes
2.7.2.1 Reamplifikation und Aufreinigung der SSCP-Produkte

Die nun vorliegende eluierte, einzelstrdngige DNA (1 pl) in eine PCR mit Coml1 und
Com2-Ph Primern eingesetzt und reamplifiziert. Die PCR-Bedingungen wurden wie in
2.6.4 beschrieben gewéhlt, jedoch mit nur einem Ansatz pro Probe.

Die Aufreinigung der PCR-Produkte wurde abschliefend mit dem NucleoSpin“Extract
(Macherey & Nagel, GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt.

2.7.2.2 Ligation

Das PCR-Produkt wurde in das pGEM®-T Vektor System II (Promega, Mannheim,
Deutschland) nach Herstellerangaben ligiert. Der Ansatz fiir eine Ligationsreaktion bestand
aus 0,5 ul T4 DNA-Ligase, 0,5 ul pGEM-T Vektor und 2,5 ul 2x Ligationspuffer. Zu
diesem Ansatz wurde 1,5 pl der aufgereinigten DNA hinzugegeben und anschlieen iiber

Nacht bei 4 °C inkubiert.

2.7.2.3 Transformation

Fiir die Transformation wurden kommerziell erworbene kompetente Zellen von dem
Echerichia coli Stamm JM 109 (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) verwendet.
Die JM109 Zellen wurden fiir 20 min auf Eis zusammen mit dem Vektor inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen in einem Thermomixer (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg, Deutschland) fiir 45 s bei 42 °C behandelt. Nach der Zugabe der entsprechenden
Menge SOC-Fliissigmedium erfolgte eine Inkubation fiir 90 min bei 37 °C und 600 g in
einem Thermomixer (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland).
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2.7.2.4 Selektion der transformierten Zellen

Mit einer so genannten ,,Blau-Wei-Selektion® wurden die Zellen auf die erfolgreiche
Klonierung hin iiberpriift. Durch das Anziichten der Zellen iiber Nacht bei 37 °C auf
LB/Ampicillin/Isopropyl-B-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG)/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-
3-D-galaktopyranosid (X-Gal)-Platten konnten anhand der weilllich gewachsenen
Kolonien die Zellen herausgefunden werden, bei denen die Klonierung erfolgreich
verlaufen war. Das ligierte PCR-Produkt besitzt im Plasmid ein Insert, welches das lacZ’-
Gen unterbricht, da es innerhalb des lacZ’-Gens in eine multiple Klonierungsstelle (MCS)
eingefiigt wurde. Beide Genhilften konnen keine B-Galaktosidaseaktivitdt mehr erzeugen.
Die dem Néahrboden zugesetzten Substrate IPTG und X-Gal kénnen von diesen Zellen
nicht umgesetzt werden und die Kolonien wachsen weil3. Ist kein Insert im Plasmid
enthalten, ist das lacZ’-Gen vollstindig und die Substrate konnen umgesetzt werden,

worauthin die Kolonien auf dem Nahrmedium blau wachsen.

2.71.2.5 Lyse

Von den Kolonien wurden drei weil3 gefirbte ausgewihlt, diese mit einem sterilen
Zahnstocher aufgenommen und in 50 pl Lysis-Puffer tiberfiihrt. Das Gemisch wurde
anschlieBend zur vollstindigen Lyse fiir 15 min bei 95°C und 600 rpm in einem
Thermomixer (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Zur
Gewinnung der DNA wurde jede Probe mit 450 pl dest. Wasser vermischt und 4 min bei
8.000 g zentrifugiert.

2.7.3 Kontroll-SSCP-Gel

Die DNA wurde in eine nachfolgende PCR mit Com-Primern eingesetzt (2.6.4) und auf ein
SSCP-Gel aufgetragen, welches der Kontrolle diente. Stimmten die Banden des Kontroll-
Gels mit den Banden des SSCP-Gels, aus denen die DNA urspriinglich isoliert wurde, in
threr Wanderungsverhalten {iberein, so wurde die liberpriiften Zellen der weillen Kolonie

in LB-Medium uberfuhrt und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit dem
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NucleoSpin®Plasmid Kit (Macherey & Nagel.GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland)

wurden die Plasmide der Zellen nach Herstellerangaben isoliert.

2.7.4 DNA-Sequenzierung

Die Vorbereitung der Proben erfolgte mit dem SequiTherm EXCEL™1 DNA Sequencing
Kit-LC (Epicenter, Madison, USA), wobei die Didesoxynukleotidtriphosphat (ddNTP)
statistisch durch PCR eingebaut werden. Der Premix wurde gemél der Herstellervorschrift
angesetzt. Eine 96-Well-Mikrotiterplatte wurde mit 2 pl SequiTherm EXCEL II -LC
Terminations Mix, wozu jeweils 4 pl des Premixes hinzu pipettiert wurden, befiillt. Nach
kurzem Anzentrifugieren wurde jede Kavitit mit einem Oltropfen versehen und ein
weiteres Mal anzentrifugiert. Die 96-Well-Mikrotiterplatte wurde mit einer Folie
verschlossen und in einem Thermocycler fiir 5 min auf 95°C erhitzt, um die
doppelstringige DNA zu trennen. Die Reaktionsbedingungen fiir die PCR-Reaktion
bestanden aus folgenden Schritten, die 29 Mal wiederholt wurden:

1. Schritt: 30 s bei 95 °C; 2. Schritt: 15 s bei 50 °C; 3. Schritt: 60 s bei 70 °C.

Nach der PCR wurde jede Kavitit mit 2 ul Stop-Puffer (Biozym Diagnostik GmbH,
Oldendorf, Deutschland) versetzt. Jede Probe wurde 3 min bei 95 °C denaturiert und
jeweils 1 pl in die Taschen eines denaturienden Polyacrylamid-Gels aufgetragen. Das Gel
bestand aus 16,8 g Harnstoff, 4 ml 10x TBE Puffer, 6 ml Rapid Gel 40 % und dest.
Wasser, welches zum Auffiillen auf 40 ml hinzu gegeben wurde. Vor dem Gieflen wurde
die Gelmatrix steril filtriert, fiir 2 min entgast und mit 72 pl APS (40 %) und 40 pl
TEMED versetzt. Die Auftrennung der Proben erfolgte mittels kontinuierlicher
Polyacrylamid-Gelelekrophorese (Brumbaugh et al., 1987) in einem automatischen
Sequenziergerit (MWG-Biotech AG; Ebersberg, Deutschland), in welchem die Detektion

der Fragmente automatisch durchgefiihrt wurde.
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2.8 Uberpriifung der Pansenbakterien auf blatey-Gene

Die genomische sowie plasmidische DNA wurde von den isolierten Pansen-
Mikroorganismen (Kapitel 2.5) mittels PCR auf ein Vorkommen von blargm-Genen
tiberpriift. Als positive Kontrolle fiir die PCR dienten mit dem Vektor pUCI18 klonierte

Zellen vom Stamm Escherichia coli.

2.8.1 Isolierung der genomischen und der plasmidischen DNA aus

Pansenbakterien

Die genomische DNA wurde mit dem NucleoSpin®-Tissue Kit (Macherey & Nagel, GmbH
& Co. KG, Diiren, Deutschland), die plasmidische DNA mit dem NucleoSpin®-Plasmid
Kit (Macherey & Nagel, GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland) nach Angaben des
Herstellers isoliert. Von jeder Probe wurde zur abschlieBenden Kontrolle der Isolierung
8 ul von der jeweiligen DNA entnommen, mit 2 pl Ladepuffer (Fermentas GmbH,

St.Leon-Rot, Deutschland) vermischt und auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen.

2.8.2 Klonierung von TOP10S’ Zellen mit dem Vektor pUC18

Fiir die Klonierung wurden kommerziell erworbene kompetente Zellen vom Escherichia
coli Stamm TOP 10F’ (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) sowie der Vekktor
pUCI18 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) verwendet (Abb. 9). Der Vektor
wurde in die Zellen mit dem TorpoTA Cloning Kit (Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) nach Herstellerangaben kloniert. Zur Uberpriifung der klonierten Zellen
wurden diese in 4 ml LB-Medium, welches Ampicillin (0,1 mg/ml) enthielt, bei 37 °C und
600 g in einem Thermomixer (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland)
tiber Nacht inkubiert. Nur die Zellen, denen der Vektor pUCI18 erfolgreich einkloniert
wurde, konnten sich aufgrund des auf dem Vektor befindlichen Ampicillin-Resistenzgens

(Amp®) vermehren.
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Abb. 9: Aufbau des
Klonierungsvektors pUC18 mit
einem B-Laktamase Gen (AmpF).

2.5.2 Isolierung der plasmidischen DNA (pUC18) aus den TOP 10F’ Zellen

Die plasmidische DNA wurde mit dem NucleoSpin®-Plasmid (Macherey & Nagel, GmbH
& Co. KG, Diiren, Deutschland) nach Angaben des Herstellers isoliert. Von jeder Probe
wurde zur abschlieBenden Kontrolle der Isolierung 8 pl von der jeweiligen DNA

entnommen, mit 2 ul Ladepuffer (Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Deutschland) vermischt

und auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen.

2.5.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Bedingungen der PCR zum Nachweis des blargm-Gens erfolgt wie in Kapitel 2.2.2

beschrieben.
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3 Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse gliedert sich in folgende vier Hauptabschnitte:

Teil I Vorstellung des Vorversuches:

Studien liber Auswirkungen von transgenem Mais im Vergleich zu isogenem Mais auf den
mikrobiellen Stoffwechsel unter dem Einfluss von Ampicillin im RUSITEC-System. Die
Ergebnisse dienten der Erstellung des Versuchsprotokolls fiir die unter Teil II und III
vorgestellten Hauptversuche. Zusdtzlich wurden die Untersuchungen zur Struktur der
mikrobiellen Gemeinschaft im Vormagen eines fistulierten Rindes in Abhédngigkeit von der

Zeit nach der Fistulierung durchgefiihrt (Kapitel 3.1).

Teil Il Vorstellung des ersten Hauptversuches:

Es wurden &quivalent zum Vorversuch RUSITEC-Studien unter dem Einfluss von
Ampicillin durchgefiihrt und neben den biochemischen Profilen zudem SSCP-Profile an
definierten Zeitpunkten erstellt, die eine Aussage iliber die Beeinflussung der Struktur der
mikrobiellen Gemeinschaft durch transgenen Mais unter dem Einfluss von Ampicillin

erlauben (Kapitel 3.2).

Teil 111 Austausch des Antibiotikums Ampicillin durch Kanamycin:

Durch den Austausch des Antibiotikums sollte gezeigt werden, ob die bei transgenem Mais
unter Ampicillin-Einfluss auftretenden Unterschiede im mikrobiellen Stoffwechsel bzw.
der strukturellen Zusammensetzung der Gemeinschaft auch unter dem Einfluss des

Antibiotikums Kanamycin auftreten (Kapitel 3.3).

Teil IV Untersuchung des Genoms von Pansenmikroorganismen auf Sequenzen des
blarem-Gens: Nach Isolierung der genomischen bzw. der plasmidischen DNA von
Pansen-Mikroorganismen sollte mittels PCR tiberpriift werden, ob ein Transfer, des aus der

transgenen Pflanze stammende blatgm. -Gens, stattgefunden hat (Kapitel 3.4).
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3.1 I. Teil

3.1.1 Verifizierung der transgenen Eigenschaften der Bt-Mais-DNA

Um sicherzustellen, dass der isogene Mais nicht mit transgenem Mais kontaminiert war
und der transgene Mais das fiir die Untersuchungen wichtige blatpy.1-Gen enthielt, wurde
aus beiden Maischargen die DNA extrahiert. Die Amplifikation des blargm-Gens ergab in
der transgenen Mais-DNA positive Bande in der gewlinschten Gréfle von 350 bp (Abb.
10 A). In der isogenen Mais-DNA hingegen konnte kein Amplifikat erzeugt werden (Abb.
10 B). Zur Validierung der PCR wurde jeweils eine Negativ-Kontrolle (Wasser anstelle
von DNA) sowie eine Positiv-Kontrolle (pUC18-DNA anstelle von Bakterien-DNA)
durchgefiihrt. Diese Ergebnisse bestétigen, dass der in diesen Untersuchungen eingesetzt

Bt-176 Mais transgene Eigenschaften besal und dass der isogene Mais nicht mit

transgenem Mais kontaminiert war.

Abb. 10: PCR-Nachweis des
M 1 2 3 blatem-1-Gens in (A) transgenem
Mais und (B) isogenem Mais.

M = Marker; 1 = Negativ-Kontrolle
(Wasser);

2 = Positiv-Kontrolle (pUC18); 3 =
Mais-DNA
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3.1.2 Untersuchung des Einflusses transgener Maisversorgung und Ampicillin im
RUSITEC-System

3.1.2.1 pH-Wert und Redoxpotential

Bei allen Versuchsansitzen schwankten die pH-Werte in der Kontrollphase zwischen 6,68
und 6,80. Die kontinuierliche Zugabe von Ampicillin (1,67 g/l) ab dem 4. Tag hatte weder
bei den mit isogenem Mais noch bei den mit transgenem Mais versorgten Ansétzen einen

Einfluss auf den pH-Wert (Abb. 11).

——isogen ohne amp n=2 —O—isogen mit amp n=2

—a—transgen ohne amp n=2 —CO—transgen mit amp n=2

Zugabe von amp

Tag (d)

Abb. 11: Einfluss von transgenem Mais auf den pH-Wert im RUSITEC vor und nach Ampicillin-
Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf des pH-Wertes tiber den Versuchszeitraum. Die gestrichelte Linie
trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (7 Tage). Die Zugabe von Ampicillin (amp)

erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

Die in der Kontrollphase gemessenen Werte fiir das Redoxpotential lagen fiir alle
Versuchsansétze in einem Bereich von -140 bis -130 mV (Abb. 12). In den Anséitzen ohne
Ampicillin wurden keine Anderungen beobachtet.

Die Zugabe von Ampicillin bewirkte unabhingig von der Maisversorgung eine Anderung
des Redoxpotentials. Uber den gesamten Versuchszeitraum konnten sowohl in den
isogenen als auch in den transgenen Ansidtzen unter Ampicillin-Einfluss positivere Werte

gegeniiber den Kontrollansédtzen gemessen werden.
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——isogen ohne amp n=2 —oO—isogen mit amp n=2
—&—transgen ohne amp n=2 —O—transgen mit amp n=2

Zugabe von amp
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Abb. 12: Einfluss von transgenem Mais auf das Redoxpotential im RUSITEC vor und nach
Ampicillin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf des Redoxpotentiales iber den Versuchszeitraum. Die
gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (7 Tage). Die Zugabe von

Ampicillin (amp) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

3.1.2.2 Ammoniak-Konzentrationen

Die Ammoniak-Konzentrationen betrugen in der Kontrollphase fiir alle Ansitze
durchschnittlich 11 mmol/l. Nach der Ampicillin-Behandlung wurden fiir beide
Versuchsgruppen die Ammoniak-Konzentrationen auf Werte um 6 mmol/l reduziert. Eine
Erholung der Ammoniak-Konzentration konnte weder in den isogen noch in den transgen
versorgten Ansétzen unter Ampicillin-Einfluss beobachtet werden. Die unterschiedlichen

Maisquellen hatten keine Auswirkungen auf die Ammoniak-Konzentrationen (Abb. 13).
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——isogen ohne amp =2 ——isogen mit amp n=2
—a—transgen ahne amp n=2 —O—transgen mit amp n=2

Fugabe von amp

Ammoniak
{mmol/l)
I

1 2 3 4 5 G v a 9 10
Tag (d)

Abb. 13: Einfluss von transgenem Mais auf die Ammoniak-Konzentrationen im RUSITEC vor und
nach Ampicillin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der NHz-Konzentration Uber den Versuchszeitraum.
Die gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (7 Tage). Die Zugabe von

Ampicillin (amp) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

3.1.2.3 Produktion kurzkettiger Fettsauren (Acetat, Propionat, Butyrat)

In der Kontrollphase konnte flir Acetat bei allen Versuchsgruppen eine Produktionsrate

zwischen 17 und 20 mmol/d gemessen werden (Abb. 14).

—W—isogen ohne amp =2 —Tisogen mit amp n=2
—a—transgen ohne amp n=2 —C—transgen mit amp n=2

' | e Flgahie wan amp

(mmolid)

Acetat-Produktion

1 2 3 4 g G 7 g g 10
Tag (d)

Abb. 14: Einfluss von transgenem Mais auf die Acetat-Produktion im RUSITEC vor und nach
Ampicillin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der Acetat-Produktionsraten Uber den Versuchszeitraum.
Die gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (7 Tage). Die Zugabe von

Ampicillin (amp) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.
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Die Zugabe von Ampicillin hatte weder in den mit isogenem noch in den mit transgenem

Mais versorgten Fermentern einen Einfluss (Abb. 14).

Die Produktionsraten fiir Propionat lagen in der Kontrollphase bei allen Versuchsgruppen
zwischen 6 und 8 mmol/d. Die Ampicillin-Behandlung zu Beginn der Versuchsphase
bewirkte in beiden mit unterschiedlichen Maisquellen versorgten Versuchsansétzen eine
Abnahme der Produktion dieser Fettsdure bis auf 1 mmol/d am 7. Tag. Ab dem 8. Tag
konnte in beiden Versuchsansdtzen eine Erholung in der Produktionsrate von Propionat
beobachtet werden, wobei in den mit transgenem Mais versorgten Ansitze die
Ausgangswerte schneller erreicht wurden als in den mit isogenem Mais versorgten

Ansétzen (Abb. 15).

—l—isogen ohne amp n=2 —{—isogen mit amp n=2
—e—transgen ohne amp n=2 —O—transgen mit amp n=2

—_
-

Propionat-Produktion
(mmol‘d)
= o

i Fugahe van amp

G <

Tag (d)

Abb. 15: Einfluss von transgenem Mais auf die Propionat-Produktion im RUSITEC vor und nach
Ampicillin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der Propionat-Produktionsraten (iber den
Versuchszeitraum. Die gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (7

Tage). Die Zugabe von Ampicillin (amp) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

Fiir Butyrat betrug die Produktionsrate fiir alle Ansdtze wihrend der Kontrollphase
durchschnittlich 5.5 mmol/d. Die Zugabe von Ampicillin bewirkte auch bei Butyrat eine
deutliche Abnahme in der Produktion, von der sowohl die mit isogenem als auch die mit
transgenem Mais versorgten Versuchsansédtze betroffen waren. Die geringste Butyrat-
Produktion fiir beide Versuchsgruppen wurde am 7. Tag mit 1,6 mmol/d gemessen. Eine
Restitution der Produktionsraten zu den Ausgangswerten konnte nicht beobachtet werden

(Abb. 16).
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—l—isogen ohne amp n=2 —{—isogen mit amp n=2
—e—transgen ohne amp n=2 —C—transgen mit amp n=2
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Abb. 16: Einfluss von transgenem Mais auf die Butyrat-Produktion im RUSITEC vor und nach
Ampicillin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der Butyrat-Produktionsraten tiber den Versuchszeitraum.
Die gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (7 Tage). Die Zugabe von

Ampicillin (amp) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

3.1.3 Zeitliche Anpassung der Bakterien- und Pseudomonaden-Populationen im

Rinderpansen nach Fistulierung

In Abbildung 17 A wurde das genetische Profil aller Bakterien dargestellt. Die Analyse der

Bandenmuster ergab fiir die drei ausgewihlten Zeitpunkte eine Ahnlichkeit von 90 %.

A B
. £ ‘e
M.
1 2 3 1 2 3

Abb. 17: SSCP-Profile von PCR ampifizierten 16S rRNA Genen aus der mikrobiellen
Gemeinschaften des Rinderpansens. (A) Bakterien bzw. (B) Pseudomonaden. Die Zahlen
beschreiben den Zeitpunkt der Probenentnahme aus dem Pansen. 1= wahrend der Operation; 2= fistuliert
(4 Wochen); 3= fistuliert (32 Wochen)
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Das genetische Profil der Pseudomonaden wurde in Abbildung 17 B dargestellt.
Unmittelbar nach der Fistulierung (1) zeigte sich eine deutlich geringere Diversitét
verglichen mit dem Zeitpunkt vier Wochen nach der Fistulierung (2). Die
Vergleichsanalyse dieser beiden Spuren zeigte eine Ahnlichkeit von 44 %. 32 Wochen
nach der Fistulierung (3) nahm die Diversitit der Pseudomonadenpopulation deutlich ab
und verglichen mit dem Zustand vor der Fistulierung konnte eine Ahnlichkeit von 61 %

ermittelt werden.

3.1.4 Ableitung des endgultigen Versuchsprotokolls aufgrund der Ergebnisse

Den Ergebnissen des 1. Teils zufolge wurde das Versuchsdesign und die experimentellen
Bedingungen fiir den ersten (und zweiten) Hauptversuch festgelegt.

In weiteren Untersuchungen sollte gekldrt werden, ob sich die ermittelten Ergebnisse unter
identischen Vorrausetzungen im RUSITEC-System reproduzieren lassen. Hierbei dauerte
die Kontrollphase wie zuvor drei Tage, wéahrend die anschliefende Versuchsphase um drei
Tage verldngert wurde, um die Verldufe der biochemischen Parameter im besonderen die
Produktion von Propionat, iiber einen ldngeren Zeitraum beobachten zu konnen. Der
Versuch wurde anschlieSend unter identischen Bedingungen wiederholt.

Neben biochemischen Analysen wurden zusdtzlich Untersuchungen der Struktur der
mikrobiellen Gemeinschaft durchgefiihrt. Hierzu wurden an definierten Tagen (2. Tag
Kontrollphase und 8. und 13. Tag Versuchsphase) Mirkoorganismen aus dem RUSITEC-
System isoliert und mit Hilfe der SSCP-Technik genetische Profile erstellt.
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3.2 Il Teil

3.2.1 Untersuchung des Einflusses transgener Maisversorgung und Ampicillin im
RUSITEC-System

3.2.1.1 pH-Wert und Redoxpotential

Die pH-Werte schwankten fiir alle Ansétze innerhalb der Kontrollphase in einem engen
Bereich zwischen 6,55 und 6,81. Die Zugabe von Ampicillin (1,67 g/l) hatte keinen
Einfluss auf den pH-Wert. Uber den gesamten Versuchszeitraum konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den isogen und transgen versorgten Ansdtzen im pH-

Wert gemessen werden (Abb. 18).

—m— js0gen ohne amp n=4 —O—isogen mit armp n=4
—&—fransgen ohne amp n=4 —O— transgen mit amp n=4

Zugabe van amp

Abb. 18: Einfluss von transgenem Mais auf den pH-Wert im RUSITEC vor und nach Ampicillin-
Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf des pH-Wertes uber den Versuchszeitraum (Mittelwerte £+ SEM). (One-
Way-ANOVA: Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA: Faktor Ampicillin n.s. Faktor Mais n.s.). Die gestrichelte
Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (10 Tage). Die Zugabe von Ampicillin
(amp) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

Die Messwerte fiir das Redoxpotential lagen in der Kontrollphase fiir alle Ansétze in einem
Bereich zwischen -150 bis -120 mV. Nach der Zugabe von Ampicillin konnten ab dem 5.
Versuchstag signifikante Anderungen des Redoxpotentials in Richtung positiver Werte
verglichen mit den unbehandelten Ansdtzen beobachtet werden, wihrend der Faktor Mais

keinen Einfluss hatte (Abb. 19).
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—— isogen ohne amp n=4  ——isogen mit amp n=4
—&—transgen ohne amp n=4 —O=—1fransgen mit amp n=4
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Abb. 19: Einfluss von transgenem Mais auf das Redoxpotential im RUSITEC vor und nach
Ampicillin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf des pH-Wertes lber den Versuchszeitraum (Mittelwerte +
SEM). (One-Way-ANOVA: 1.-3. Tag Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA: 4. Tag Faktor Ampicillin n.s.,
Faktor Mais n.s.; 5.-13. Tag Faktor Ampicillin p<0.001, Faktor Mais n.s.). Die gestrichelte Linie trennt die
Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (10 Tage). Die Zugabe von Ampicillin (amp) erfolgte
kontinuierlich ab Tag 4.

3.2.1.2 Ammoniak-Konzentrationen

Wihrend der Kontrollphase ergaben die Messungen der Ammoniak-Konzentrationen fiir
alle Ansidtze einen durchschnittlichen Wert von 9 mmol/l. Nach der Zugabe des
Ampicillins reagierten die isogen sowie die transgen versorgten Versuchsansétze ab dem 6.
Versuchstag verglichen mit den Kontrollansidtzen mit einer signifikanten Abnahme der
Ammoniak-Konzentrationen auf durchschnittlich 4,5 mmol/l und blieben wihrend der
gesamten Versuchsphase nahezu konstant. Ein signifikanter Unterschied in Abhéngigkeit
von der Maisversorgung konnte iiber den gesamten Versuchszeitraum nicht beobachtet

werden (Abb. 20).
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—B— isogen ohne amp n=4 ——isogen mit amp n=4
—a—transgen ohne amp n=4 —o—1transgen mit amp n=4
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Abb. 20: Einfluss von transgenem Mais auf die Ammoniak-Konzentrationen im RUSITEC vor und
nach Ampicillin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der Ammoniak-Konzentration Uber den
Versuchszeitraum (Mittelwerte + SEM). (One-Way-ANOVA: 1.-3. Tag Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA:
4.-5. Tag Faktor Ampicillin n.s., Faktor Mais n.s.; 6.-13. Tag Faktor Ampicillin p<0.001, Faktor Mais n.s.).
Die gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (10 Tage). Die Zugabe
von Ampicillin (amp) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

3.2.1.3 Produktion kurzkettige Fettsduren (Acetat, Propionat, Butyrat)

Die Produktionsraten von Acetat lagen in der Kontrollphase bei allen Ansdtzen bei
durchschnittlich 18 mmol/d. Uber den gesamten Versuchszeitraum hatten weder die
Behandlung mit Ampicillin noch die unterschiedliche Maisversorgung einen signifikanten

Einfluss auf die Produktionsraten von Acetat (Abb. 21).
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—m—isogen ohne amp n=4  ——isogen mit amp n=4
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Abb. 21: Einfluss von transgenem Mais auf die Acetat-Produktion im RUSITEC vor und nach
Ampicillin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der Acetat-Produktion iiber den Versuchszeitraum
(Mittelwerte £SEM). (One-Way-ANOVA: 1.-3. Tag Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA: 4.-13. Tag Faktor
Ampicillin n.s., Faktor Mais n.s.). Die gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der

Versuchsphase (10 Tage). Die Zugabe von Ampicillin (amp) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

Fiir Propionat wurden in allen Ansétzen in der Kontrollphase Produktionsraten von 7,5
mmol/d gemessen. Die Zugabe von Ampicillin bewirkte ab dem 5. Versuchstag einen
signifikanten Abfall der Produktionsrate von Propionat, der bis zum 7. Versuchstag
andauerte. Fiir den 9. Tag konnte eine signifikant hohere Produktion an Propionat in den
mit transgenem Mais versorgten Ansitzen gegeniiber den mit isogenem Mais versorgten
Ansidtzen gemessen werden (Abb. 22).

Analysiert man die Daten dieser Erholungsphase vom 7. bis zum 10. Versuchstag isoliert
mittels Regression, so zeigte sich deutlich ein linearer Zusammenhang (r*=0,93 bzw. 0.96).
Die Steigung der aus den mit transgenem Mais versorgten Fermentern betrug 2,85,
wihrend die Steigung der isogenem Gruppe 1.66 betrug (Abb. 23). Dies indizierte eine
schnellere Erholung der Propionat Produktionsrate bei den mit transgenem Mais versorgten
Ansitzen.

Wihrend die transgen versorgten Ansidtze bereits am 9. Tag das Produktionsniveau der
Kontrollansitze wieder erreicht hatten, ndherten die isogen versorgten Ansétze sich erst am

11. Tag dem Produktionsniveau der Kontrollen an.
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Abb. 22: Einfluss von transgenem Mais auf die Propionat-Produktion im RUSITEC vor und nach
Ampicillin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der Propionat-Produktion tber den Versuchszeitraum
(Mittelwerte +SEM). (One-Way-ANOVA: 1.-3. Tag Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA: 4. Tag Faktor
Ampicillin n.s.; Faktor Mais n.s.; 5.-8. Tag Faktor Ampicillin p<0.001 ; Faktor Mais n.s. nur am 9. Tag
p<0.01[*]; 10-13 Tag Faktor Ampicillin n.s; Faktor Mais n.s.). Die gestrichelte Linie trennt die
Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (10 Tage). Die Zugabe von Ampicillin (amp) erfolgte
kontinuierlich ab Tag 4.
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Abb. 23: Darstellung der Propionat Produktionsraten mittels linearer Regression. Zeitlicher Verlauf

der Erholung von transgen (o) und isogen (A) versorgten Fermentern in den Tagen 7-10.
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Fir Butyrat konnte in der Kontrollphase fiir alle Ansdtze eine durchschnittliche
Produktionsrate von 5 mmol/d gemessen werden. Nach der Zugabe von Ampicillin konnte
ab dem 6. Tag ein signifikanter Riickgang in der Produktion von Butyrat verglichen mit
den Kontrollansdtzen beobachtet werden sowie eine Erholung innerhalb der Butyrat-
Produktion ab dem Tag 11. Ein signifikanter Unterschied zwischen isogen und transgen
versorgten konnte bei der Analyse der Butyrat-Produktion nicht abgeleitet werden (Abb.
24).

—m—isogen ohne amp n=4  —0O—i=z0gen mit amp n=4
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Abb. 24: Einfluss von transgenem Mais auf die Butyrat-Produktion im RUSITEC vor und nach
Ampicillin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der Butyrat-Produktion tber den Versuchszeitraum
(Mittelwerte £+SEM). (One-Way-ANOVA: 1.-3. Tag Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA: 4.-5. Tag Faktor
Ampicillin n.s.; Faktor Mais n.s.; 6.-12. Tag Faktor Ampicillin p<0.001 ; Faktor Mais n.s., 13. Tag Faktor
Ampicillin n.s; Faktor Mais n.s.). Die gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der
Versuchsphase (10 Tage). Die Zugabe von Ampicillin (amp) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

3.2.2 Einfluss transgener Maisversorgung auf die strukturelle Zusammensetzung
der mikrobiellen Gemeinschaft unter Ampicillin-Behandlung im RUSITEC-
System

Die bisher in den RUSITEC-Versuchen gewonnenen biochemischen Daten zeigten die
metabolischen Leistungen der gesamten Population. Ein Einblick in die Struktur der
mikrobiellen Gemeinschaft sollte helfen, die biochemischen Daten genauer zu beschreiben.

Hierzu wurden anhand der 16S rRNA Gene SSCP-Profile fiir die gesamte
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Mikroorganismen-Gemeinschaft, die Domadnen Bakterien und Archaeen sowie der beiden

Gruppen Clostridien und Pseudomonaden dargestellt.

3.2.2.1 Die gesamte mikrobielle Gemeinschaft (Com) im SSCP-Profil

Die Analyse des SSCP-Profils der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft (Com) zeigte in

der Kontrollphase (2. Tag) keine Unterschiede zwischen den isogen und transgen

versorgten Ansétzen (Abb. 25/Tab. 7).
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Abb. 25: Einfluss von transgenem Mais vor und nach Ampicillin-Zugabe auf die gesamte mikrobielle
Gemeinschaft (Com) dargestellt im SSCP-Gel. A: Kontrollphase; B: Versuchsphase; C: Versuchsphase;
Die Buchstaben A-H der einzelnen Spuren bezeichnen die jeweiligen Fermenter. M = Marker; A-D =
isogener Mais; E-H = transgener Mais; amp = Ampicillin-Gabe

Am 8. und 13. Tag der Versuchsphase konnte ein deutlicher Einfluss der Ampicillin-
Behandlung auf die Mikroorganismenpopulation beobachte werden. Die unterschiedliche

Maisversorgung hatte an beiden Versuchstagen Unterschiede im Bandenmuster zur Folge.
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Tab. 7: Analyse der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft (Com) im SSCP-Gel

Tag Fermenier Ahnlichkeiten
(%0)”
2+ izogen [ transgen ohne amp =00
3+ isogen ! transgen ohie amp =90
izogen [ trans gen mit amp
13+ izogen f transgen ohhe amp a0
isogen f transgen mit amp
2 izogen +transgen mit und ohie amp 0
13 # izogen +transgen mit und ohie amp 34

* & hplichkeiten von = 90 % in den Bandenprofilen swurden als gleich gewertet
+ Maizversorgung in Abhangigkeit von der Zugakbe von Ampiciln
# Ampicilin-Effekt unabhangig von der Mais-Yersorgung

3.2.2.2 Die Doméane der Bakterien im SSCP-Profil

In der Kontrollphase konnte zwischen den isogenen und transgenen Ansidtzen ohne
Ampicillin kein Unterschied im Bandenmuster beobachtet werden (Abb. 26/Tab. 8).

Durch die Ampicillin-Behandlung zeigte sich sowohl am 8. als auch am 13. Versuchstag
eine deutliche Beeinflussung im Bandenmuster. Wie schon bei dem SSCP-Gel der
gesamten mikrobiellen Gemeinschaft beobachtet, zeigte auch das SSCP-Gel der Bakterien
unter Ampicillin-Einfluss in Abhangigkeit von der Maisversorgung deutliche Unterschiede

im Bandenmuster.
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Abb. 26: Einfluss von transgenem Mais vor und nach Ampicillin-Zugabe auf die Doméane Bakterien

dargestellt im SSCP-Gel. A: Kontrollphase 2. Tag; B: Versuchsphase 8. Tag; C: Versuchsphase 13.
Tag. Die Buchstaben A-H der einzelnen Spuren bezeichnen die jeweiligen Fermenter. M = Marker; A-D =
isogener Mais; E-H = transgener Mais; amp = Ampicillin-Gabe. Die gestichelte Linie trennt die Ansatze

hinsichtlich der Maisversorgung

Tab. 8: Analyse des Bakterien-SSCP-Gels.

Tag Fermenter Ahnlichkeiien
(%o)*
2+ isogen / transgen chne amp =590
2+ isogen / transgen ohie amp =90
isogen / transgen mit amp
13+ isogen / transgen ohie amp =00
isogen / transgen mit amp
2 H isogen + transgen mit und ohne amp 10
13 # izogen + transgen mit und ohne amp 22

* fihnlichkeiten wan = 90 % in den Bandenprofien wrden ak gleich gewertet
+ Maisversorgung in Abhangigkeit von der Zugabe von Ampicilln
# Ampicillin-Effekt unabhangig von der Mais-versorgung
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3.2.2.3 Die Doméane der Archaeen im SSCP-Profil

Die Auswertung des SSCP-Profils der Archaeen ergab in der Kontrollphase sowie fiir den
8. und 13. Tag der Versuchsphase keine Unterschiede im Bandenuster aller Ansétze

(Abb. 27/Tab. 9).
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Abb. 27: Einfluss von transgenem Mais vor und nach Ampicillin-Zugabe auf die Archaeen dargestellt
im SSCP-Gel. A: Kontrollphase 2. Tag; B: Versuchsphase 8. Tag; C: Versuchsphase 13. Tag. Die
Buchstaben A-H der einzelnen Spuren bezeichnen die jeweiligen Fermenter. A-D = isogener Mais; E-H =
transgener Mais; amp = Ampicillin-Gabe. Die gestichelte Linie trennt die Ansatze hinsichtlich der

Maisversorgung.

Tab. 9: Analyse des Archaeen-SSCP-Gels.

Tag Ferme nier Ahnlichkeiten
(%o)*

2+ izogen f transgen ohie amp =090

3+ isogen / transgen ohie amp =90
isogen / transgen mit amp =90

13+ isogen / transgen ohie amp =0
isogen / transgen mit amp =50

3 isogen + trans gen mit und ohne amp =90

138 isogen + trans gen mit und ohne amp (5]

* Shnlichkeiten von = 90 % in den Bandenprofilen wurden ak gleich gevwertet
+ Maisversorgung in Abhangigkeit von der Zugabe von Ampicilln
# ampicilin-Effekt unabhangig von der Mais-Versorgung
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Ein Einfluss von Ampicillin konnte nur fiir den 13. Versuchstag beobachtet werden. Eine
Beeinflussung der unterschiedlichen Maisversorgung in Anwesenheit von Ampicillin

wurde fur die Archaeen nicht beobachtet.

3.2.2.4 Die Gruppe der Clostridien im SSCP-Profil

Die Analyse des SSCP-Profils der Clostridien ergab fiir die Kontrollphase keine
Unterschiede in Abhéngigkeit von der Maisversorgung (Abb. 28/Tab. 10).

t iz0geEn tranzgen iz0geEn tran=gen iz0gen tranzgen | |

2. Tay B 8. Tag 13. Tag

Abb. 28: Einfluss von transgenem Mais vor und nach Ampicillin-Zugabe auf die Clostridien
dargestellt im SSCP-Gel. A: Kontrollphase 2. Tag; B: Versuchsphase 8. Tag

C: Versuchsphase 13. Tag. Die Buchstaben A-H der einzelnen Spuren bezeichnen die jeweiligen
Fermenter. A-D = isogener Mais; E-H = transgener Mais; amp = Ampicillin-Gabe. Die gestichelte Linie
trennt die Ansétze hinsichtlich der Maisversorgung.

Die Ampicillin-Applikation zeigte bei den Clostridien an beiden Versuchstagen eine
Beeinflussung im Bandenmuster. Die unterschiedliche Maisversorgung in Verbindung mit
der Ampicillin-Behandlung ergab fiir diese Gruppe keine Unterschiede im SSCP-

Bandenmuster.
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Tab. 10: Analyse des Clostridien-SSCP-Gels.

Tag Ferme nier Ahnlichkeiten
(%o)*

2+ isogen ! transgen ohne amp =090

3+ isogen [ transgen ohne amp =90
isogen / transgen mit amp =90

13+ isogen [ transgen ohne amp = 0]
izogen [ trans gen mit atmp 200

B H izogen +transgen mit und ohie amp 4n

13 # izogen +transgen mit und ohie amp (5]

* A hnlichkeiten won = 90 % in den Bandenprofilen wurden aks gleich gevwertet
+ Maisversorgung in Abhangigkeit von der Zugabe von Ampicilln
# Ampicillin-Effekt unabhangig von der Mais-versorgung

3.2.2.5 Die Gruppe der Pseudomonaden im SSCP-Profil

Beim Vergleich der isogen und transgen versorgten Ansidtzen wéhrend der Kontrollphase
fallen optische Unterschiede im Bandenmuster in Abhingigkeit von der Maisversorgung
auf. Die Analyse der Spuren ergab jedoch keinen Unterschied zwischen den isogen und
den transgen versorgten Ansétzen.

Durch die Zugabe von Ampicillin zeigte sich das Bandenmuster der isogen und transgen
versorgten Ansitze im Vergleich zu den Ansétzen, die kein Ampicillin erhielten, an beiden
analysierten Versuchstagen beeinflusst. Zusétzlich konnten in Abhidngigkeit von der
Maisversorgung Unterschiede anhand des Bandenmusters zwischen den isogen und den

transgen versorgten Ansédtzen beobachtet werden (Abb. 29/Tab. 11).
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Abb. 29: Einfluss von transgenem Mais vor und nach Ampicillin-Zugabe auf die Pseudomonaden
dargestellt im SSCP-Gel. A: Kontrollphase 2. Tag; B: Versuchsphase 8. Tag; C: Versuchsphase 13. Tag.
Die Buchstaben A-H der einzelnen Spuren bezeichnen die jeweiligen Fermenter. M = Marker; A-D =

isogener Mais; E-H = transgener Mais; amp = Ampicillin-Gabe. Die gestichelte Linie trennt die Ansatze
hinsichtlich der Maisversorgung.

Tab. 11: Analyse des Pseudomonaden-SSCP-Gels.

Tag Fermenier Ahnlichkeiten
(Yo)*
2+ isogen ftransgen obe amp =00
3+ izogen f transgen ohne amp =90
isogen f transgen mit amp
13 + isogen [/ transgen ohne amp =00
izogen f transgen mit amp

2 H isogen + transgen mit und ohne amp 38

13 # izogen +transgen mit und ohie amp 45

* A hplichkeiten von = 90 % in den Bandenprofilen swurden als gleich gewertet
+ Maizversorgung in Abhangigkeit won der Zugabe von Ampicilin
# Ampicilin-Effekt unabhangiq von der Mais-Yersorgung
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3.2.3 Charakterisierung der DNA-Banden der SSCP-Profile

Aus den SSCP-Gelen der Bakterien, Archacen und Pseudomonaden wurden einzelne
Banden  ausgeschnitten, sequenziert und anschlieBend mit Hilfe eines
Datenbankvergleiches (NCBI = National Center for Biotechnology Information) die néchst
verwandte Sequenz ermittelt. Hierbei wurden vorzugsweise Banden ausgewdhlt, die eine

Abhéngigkeit von der jeweiligen Maisversorgung zeigten.

3.2.3.1 Sequenzierung ausgewahlter Banden aus den SSCP-Profilen der Bakterien,

Archaeen und Pseudomonaden

Aus dem SSCP-Gel der Bakterien wurden insgesamt sieben Banden ausgeschnitten, die

alle erfolgreich sequenziert werden konnten (Abb. 30).

Abb. 30: SSCP-Gele mit
MABCDEFGHAEBCDEFGHAEBCDEFGHM ausgeschnittenenBanden.
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Die ermittelten Sequenzen zeigten groBtenteils Ahnlichkeiten zu schon bekannten
Eubakterien. Die groBten Homologien ergab die NCBI-Datenanalyse mit 99 % Ahnlichkeit
zu Ralstonia pickettii (Tab. 12; Nr. 3) und 96-99 % Ahnlichkeit zu Caulobacter sp. (Tab.
12; Nr. 1). Zusétzlich wurden Homologien zu vier pansenspezifischen Bakterien gefunden.
Bei der Datenbankanalyse ergaben sich Ahnlichkeiten von 77-81 % zu Prevotella
ruminocola (Tab. 12; Nr. 2), 87 % zu Ruminococcus lactaris (Tab. 12; Nr. 4) sowie 96 %
zu Eubacterium ruminantium (Tab. 12;Nr.5) und 95% =zu einem unkultivierten
Rumenbakterium 167 (Tab. 12; Nr. 6).

Aus dem SSCP-Profil der Archaeen konnte eine Bande erfolgreich sequenziert werden
(Abb. 30-B). Die ermittelte Sequenz zeigte zu 95 % Ahnlichkeit zu einem unkultivierten
Rumenbakterium 754 aus der Doméne der Archacen (Tab. 12; Nr. 7).

Von acht Banden aus dem SSCP-Profil der Pseudomonaden konnten sechs Banden
erfolgreich sequenziert werden (Abb. 30-C). Die ermittelten Sequenzen zeigten
ausschlieflich Ahnlichkeiten zu schon bekannten Pseudomonaden. Mit einer
Ubereinstimmung der Sequenz von 99 % wurden Ahnlichkeiten zu den Arten
Pseudomonas fluorescens (Tab. 12; Nr. 8/11), Pseudomonas sp. NZ052 (Tab. 12; Nr. 9)
und Ralstonia pickettii (Tab. 12; Nr. 10) gefunden.
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Die nachfolgende Tabelle 12 zeigt zusammenfassend alle Ergebnisse der Sequenzen die

mittels der Datenbankanalyse BLAST analysiert werden konnten.

Tab. 12: Zusammenfassung der sequenzierten Klone aus definierten Banden der
SSCP-Gele der Bakterien, Archaeen und Pseudomonaden (siehe Abb. 26)

Nr. Einordnung Art
(Ahnlichkeit)

1 Bacteria/Proteobacteria/Alphaproteobacteria/Caulobacter | Caulobacter sp.
ales/Caulobacteraceae/Caulobacter (96-99%)

2 Bacteria/Bacteroidetes-Chlorobi-Gruppe/ Prevotella ruminocola
Bacteroidetes/Bacteroides/Bacteroidales/Prevotellaceae (77-81%)

3 Bacteria/Proteobacteria/Betaproteobacteria/ Ralstonia pickettii
Burkholderiales/ Burkholderiaceae/Ralstonia (99%)

4 Bacteria/Firmicutes/Clostridia/Clostridiales/ Ruminococcus lactaris
Lachnospiraceae/Ruminococcus (87%)

5 Bacteria/Firmicutes/Clostridia/Clostridiales/ Eubacterium ruminantium
Eubacteriaceae/Eubacterium (96%)

6 Bacteria/Firmicutes/Clostridia/Clostridiales/ unkultiviertes Rumenbacterium 167
Eubacteriaceae/Eubacterium (95%)

7 Archaea/Euryarchaeota/Thermoplasmata/ unkultiviertes Rumenbacterium 754
Thermoplasmatales (95%)

8 Bacteria/Proteobacteria/Gammaproteobacteria/ Pseudomonas fluorescens
Pseudomonadales/Pseudomonadaceae (99%)

9 Bacteria/Proteobacteria/Gammaproteobacteria/ Pseudomonas sp NZ052
Pseudomonadales/Pseudomonadaceae (99%)

10 Bacteria/Proteobacteria/Betaproteobacteria/ Ralstonia pickettii
Burkholderiales/ Burkholderiaceae/Ralstonia (99%)

11 Bacteria/Proteobacteria/ Gammaproteobacteria/ Pseudomonas fluorescens
Pseudomonadales/Pseudomonadaceae (99%)
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3.3 1. Teil

3.3.1 Untersuchung des Einflusses transgener Maisversorgung und Kanamycin im
RUSITEC-System

3.3.1.1 pH-Wert und Redoxpotential

Die pH-Werte schwankten fiir alle Ansdtze innerhalb der Kontrollphase in einem sehr

engen Bereich von 6,6 und 6,7 (Abb. 31).

—B—izogen chne kan n=4 —O—isogen mit kan n=4
—8—transgen ahne kan n=4 —0—transgen mit kan n=4

Jugabe won kan

Tag (d)

Abb. 31: Einfluss von transgenem Mais auf den pH-Wert im RUSITEC vor und nach Kanamycin-
Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf des pH-Wertes tber den Versuchszeitraum (Mittelwerte + SEM). (One-
Way-ANOVA: Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA: Faktor Kanamycin n.s. Faktor Mais n.s.). Die
gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (10 Tage). Die Zugabe von

Kanmycin (kan) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

Trotz der Applikation von Kanamycin (1,25 g/l) blieben die pH-Werte konstant und es
zeigten sich iiber den gesamten Versuchszeitraum keine signifikanten Anderungen. Die mit
isogenem Mais versorgten Ansitze verhielten sich dhnlich zu den mit transgenem Mais
versorgten Ansitzen.

Fiir alle Ansdtze wurde wéhrend der Kontrollphase ein Redoxpotential zwischen -230 und
-250 mV gemessen. Nach der Zugabe von Kanamycin konnte ab Tag 6 {iber den gesamten

Versuchszeitraum eine signifikante Abnahme des Redoxpotentials gegeniiber den
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Kontrollansitzen beobachtet werden. Die Maisversorgung hatte unter der Kanamycin-

Behandlung keinen signifikanten Einfluss auf das Redoxpotential (Abb. 32).
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Abb. 32: Einfluss von transgenem Mais auf das Redoxpotential im RUSITEC vor und nach
Kanmycin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf des Redoxpotentials Uber den Versuchszeitraum
(Mittelwerte + SEM). (One-Way-ANOVA: Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA: 4.-5. Tag Faktor
Kanamycin n.s.; Faktor Mais n.s.; 6.-13. Tag Faktor Kanamycin p<0.001; Faktor Mais n.s.). Die
gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (10 Tage). Die Zugabe von

Kanamycin (kan) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

3.3.1.2 Ammoniak-Konzentrationen

Die Ammoniak-Konzentrationen der Ansétze schwankten wéhrend der Kontrollphase in
einem engen Bereich von 6 und 8 mmol/l. Die Zugabe von Kanamycin zeigte ab der Halfte
der Versuchsphase fiir den 8., 10., 12. und 13. Versuchstag fiir beide Fiitterungsgruppen
eine signifikante Abnahme in den Ammoniak-Konzentrationen. Die unterschiedliche
Maisversorgung hatte hingegen keinen Einfluss auf die Ammoniak-Konzentrationen (Abb.

33).
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Abb. 33: Einfluss von transgenem Mais auf die Ammoniak-Konzentrationen im RUSITEC vor und
nach Kanmycin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der Ammoniak-Konzentration Uber den
Versuchszeitraum (Mittelwerte + SEM). (One-Way-ANOVA: Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA: 4.-7., 9.
und 11. Tag Faktor Kanamycin n.s., 8., 10., 12. und 13. Tag Faktor Kanamycin p<0.05, 4-13 Tag Faktor
Mais n.s.). Die gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (10 Tage). Die

Zugabe von Kanamycin (kan) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

3.3.1.3 Kurzkettige Fettsauren

Die Produktionsraten von Acetat lagen in der Kontrollphase fiir alle Ansétze bei
durchschnittlich 18 mmol/d (Abb. 34). Die Kanamycin-Applikation zeigte iiber den
gesamten Messzeitraum weder bei den isogen noch bei den transgen versorgten Ansétzen

einen signifikanten Einfluss auf die Produktion von Acetat.

—m— isogen ohne kan n=4  —— isogen mit kan n=4

—a—transgen ohne kan n=4 —o—transgenmit kan n=4

— zuqahe WOn kan ——

[
o

=

[ R 4 IR e R & |

—
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Acetat-Produktion

Tag {d)

Abb. 34: Einfluss von transgenem Mais auf die Acetat-Produktion im RUSITEC vor und nach
Kanamycin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der Acetat-Produktion Uber den Versuchszeitraum
(Mittelwerte £ SEM). (One-Way-ANOVA: Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA: Faktor Kanamycin n.s. Faktor
Mais n.s.). Die gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (10 Tage). Die

Zugabe von Kanamycin (kan) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.
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Die Produktionsraten von Propionat betrugen bei alle Ansdtzen durchschnittlich 7 mmol/d.
Durch die Zugabe von Kanamycin konnte, wie auch schon nach Ampicillin-Zugabe
beobachtet, ab Tag 6 ein signifikantes Absinken in der Produktion von Propionat in beiden
Versuchsansédtzen beobachtet werden. Eine Erholung in der Produktion von Propionat
wurde unter Kanamycin-Einfluss bis zum Versuchsende in keinem der beiden Ansitze

beobachtet (Abb. 35).

—m— isogen ohne kann=4  —O—isogen mit kan n=4
—a—transgen ohne kan n=4 —Q—transgen mit kan n=4

fugabe won kan e

Propionat-Produktion
{mmolid)

[ L= 2. == I e

Tag (d)

Abb. 35: Einfluss von transgenem Mais auf die Propionat-Produktion im RUSITEC vor und nach
Kanamycin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der Propionat-Produktion Uber den Versuchszeitraum
(Mittelwerte + SEM). (One-Way-ANOVA: Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA: 4.-5.Tag Faktor Kanamycin
n.s.; Faktor Mais n.s.; 6.-13.Tag Faktor Kanamycin p<0.001 ; Faktor Mais n.s.). Die gestrichelte Linie trennt
die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (10 Tage). Die Zugabe von Kanamycin (kan) erfolgte
kontinuierlich ab Tag 4.

Fir Butyrat lagen die Produktionsraten wihrend der Kontrollphase bei allen
Versuchsgruppen in einem Bereich von durchschnittlich 5 bis 6 mmol/d. Uber den
gesamten Versuchszeitraum hatten weder die Zugabe von Kanamycin noch die
unterschiedliche Maisversorgung einen signifikanten Einfluss auf die Butyrat-Produktion

(Abb. 36).
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—m—isogen ohne kan n=4  ——izogen mit kan n=4
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Abb. 36: Einfluss von transgenem Mais auf die Butyrat-Produktion im RUSITEC vor und nach
Kanamycin-Zugabe. Dargestellt ist der Verlauf der Butyrat-Produktion Uber den Versuchszeitraum
(Mittelwerte £+ SEM). (One-Way-ANOVA: Faktor Mais n.s.; Two-Way-ANOVA: Faktor Kanamycin n.s.
Faktor Mais n.s.). Die gestrichelte Linie trennt die Kontrollphase (3 Tage) von der Versuchsphase (10

Tage). Die Zugabe von Kanamycin (kan) erfolgte kontinuierlich ab Tag 4.

3.3.2 Einfluss transgener Maisversorgung auf die strukturelle Zusammensetzung
der mikrobiellen Gemeinschaft unter Kanamycin-Behandlung im RUSITEC-

System

Fir die Anfertigung von SSCP-Profilen wurden die Entnahmezeitpunkte sowie die
Auswabhl der zu untersuchenden Doménen bzw. Bakterien-Gruppen, wie unter Ampicillin-
Behandlung (3.2) beschrieben, iibernommen. Die Kontrollphase (2. Tag) und die
Versuchsphase (5. und 13. Tag) wurden in Gegensatz zum Ampicillin-Versuch auf

getrennten Gelen dargestellt.

3.3.2.1 Die gesamte mikrobielle Gemeinschaft im SSCP-Profil

Das SSCP-Profil der gesamten mikrobiellen Mikroorganismen-Gemeinschaft zeigte in der

Kontrollphase keine Unterschiede im Bandenmuster zwischen den isogen und den transgen

versorgten Ansitzen (Abb. 37/Tab. 14).
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Abb. 37: Einfluss von transgenem
A B ¢ D E F G H Mais auf die gesamte mikrobielle
3 Population im SSCP-Profil. Dargestellt
ist der 2. Tag der Kontrollphase. Die
h‘ [ Tm—— . .
H x. i ol | Buchstaben A-H bezeichnen die
S ' P * = | Versuchsansétze. A-D = isogener Mais;

g [

E-H = transgener Mais. Die gestrichelte
Linie trennt die isogenen von den

transgenen Ansatzen.

In der Versuchsphase konnte an beiden Tagen ein deutlicher Einfluss der Kanamycin-

Behandlung auf die Diversitdt der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft gegeniiber den

nicht behandelten Ansdtzen beobachtet werden. Die unterschiedliche Maisversorgung

zeigte jedoch unter dem Kanamycin-Einfluss an keinem Versuchstag Unterschiede im

Bandenmuster, wie dies bei der Ampicillin-Behandlung fiir die gesamte mikrobielle

Gemeinschaft gezeigt werden konnte (Abb. 38/Tab. 13).

T
A B C D: E H G iE
kan kan
I
i |
1 . -
: I
|
1
1
I
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isagen || transgen
8. Tag
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ABCD"EFGH

kan 1

1
1
1’1" 1 | |
H 1 |
B 1 T

kan

Isagen

transgen

Abb. 38: Einfluss von transgenem Mais nach Kanamycin-Zugabe auf die gesamte mikrobielle
Population (Com) im SSCP-Profil. Dargestellt ist der 8. und 13. Versuchstag. Die Buchstaben A-H

bezeichnen die Versuchs-ansatzen; A-D = isogener Mais; E-H = transgener Mais; kan = Kanamycin-

Applikation. Die gestrichelte Linie trennt isogen und transgene Anséatze.
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Tab. 13: Analyse der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft (Com) im SSCP-Gels.

Tag Fermenier ﬁhﬂ'?;:;]l;fiten
2+ isogen f transgen ohine kan =090
2+ izogen [/ transgen ohne kan =00
izogen f trans gen mit kan =090
13+ isogen f transgen ohine kan =90
izogen f trans gen mit kan =090
g # isogen [/ transgen mit und ohte kan 67
13 # Isogen/ transgen mit und ohne kan 56

* Shplichkeiten von = 90 % in den Bandenprofilen warden aks gleich geswertet
+ Maisversorgung in Abhangigkeit von der Kanamycin-&pplikation
# Kanamycin-Effekt unabhdngig won der Maiz-Yersorgung

3.3.2.2 Die Domane der Bakterien im SSCP-Profil

In der Kontrollphase ergaben sich fiir die Doméne der Bakterien keine Unterschiede im

Bandenmuster zwischen den isogen und transgen versorgten Ansétzen (Abb. 39/Tab. 14).

Abb. 39: Einfluss von transgenem
E F G H Mais auf die Bakterien im SSCP-
Profil. Dargestellt ist der 2. Tag der
Kontrollphase. Die Buchstaben A-H
bezeichnen die Versuchsansatze.
A-D = isogener Mais
E-H = transgener Mais

Die gestrichelte Linie trennt isogenen

und transgenen Ansatze.

isogen

2.Tag

Infolge der Kanamycin-Behandlung konnte an beiden Versuchstagen ein Einfluss auf die
Population der Bakterien analysiert werden.
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Abb. 40: SSCP-Profil Uber den Einfluss von transgenen Mais nach Kanamycin-Zugabe auf die
Bakterien im RUSITEC-System. Dargestellt ist der 8. Tag und 13. Tag der Versuchsphase. Die
Buchstaben A-H bezeichnen die Versuchsansatze. A-D = isogener Mais; E-H = transgener Mais; kan =

Kanamycin-Applikation. Die gestrichelte Linie trennt isogene und transgene Ansatzen.
Die unterschiedliche Maisversorgung in Zusammenhang mit der Kanamycin-Behandlung
hatte an keinem der beiden Versuchstage Einfluss auf die Diversitit der Bakterien (Abb.

40/Tab. 14).

Tab. 14: Analyse des Bakterien-SSCP-Gels.

Tag Fermenier ﬁ]ud.:':cn;];l;:iten

2+ isogen / transgen ohne kan =90

2+ izogen [/ transgen ohne kan =90
izogen [ trans gen mit kan =00

13+ izogen [ transgen ohne kan =90
izogen [ trans gen mit kan =00

B H izogen f trans gen mit und ohne kan 7

13 # izogen f trans gen mit und ohne kan TE

* S hnlichkeiten won = 90 % in den Bandenprofilen waurden als gleich gewertet

+ Maisversorgung in Abhangigkeit von der Kanamycin-&pplikation
# Kanamycin-Effekt unabhingig won der Maiz-Yersorgung
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Das SSCP-Profil der Archaeen zeigte in der Kontrollphase keine Unterschiede zwischen

den isogen und den transgen versorgten Ansdtzen. (Abb. 41/Tab. 15).

Abb. 41: SSCP-Profil Uber den Einfluss
von transgenen Mais auf die Archaeen im
RUSITEC-System. Dargestellt ist der 2. Tag
der Kontrollphase. Die Buchstaben A-H
bezeichnen die Versuchsansétze.

A - D = isogener Mais;

E - H = transgener Mais.

Die gestrichelte Linie trennt isogene und
transgene Ansatze.

I50Qen transgen

2.Tag

Auf die Archaeenpopulation hatte weder die Kanamycin-Behandlung noch die

unterschiedliche Maisversorgung einen Einfluss (Abb. 42/Tab. 15).

isogen transgen isogen trransgen

8.Tag 13. Tag

Abb. 42: SSCP-Profil Uber den Einfluss von transgenem Mais unter Kanamycin-Zugabe auf die
Archaeen im RUSITEC-System. Dargestellt ist der 8. Tag und 13. Tag der Versuchsphase. Die Buchstaben
A-H bezeichnen die Versuchsansatze. A-D = isogener Mais; E-H = transgener Mais; kan = Kanamycin-

Applikation. Die gestrichelte Linie trennt isogene und transgene Ansatze.
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Tab. 15: Analyse des Archaeen-SSCP-Gels.

Tag Fermenier ﬁhﬂ.:':cn;];l;fiten

2+ isogen [ transgen ohne kan =90

3+ isogen f transgen ohne kan =00
isogen ! tratsgen mit kan =00

13 + isogen / transgen ohne kan =90
izogen [ trans gen mit kan =00

s isogen / transgen mit und ohne kan 250

13 # isogen / transgen mit und ohte kan =90

* S hnlichkeiten won = 90 % in den Bandenprofilen waurden als gleich gewertet
+ Maisversorgung in Abhdngigkeit von der Kanamycin-4pplikation
# Kanamycin-Effekt unabhingig won der Maiz-Yersorgung

3.3.2.4 Die Gruppe der Clostridien

Die Analyse des SSCP-Profils der Clostridien ergab in der Kontrollphase keine

Unterschiede zwischen isogen und transgen versorgten Ansdtzen (Abb. 43/Tab.16).

isogen

transgen

4 SIS o

N

Abb. 43: SSCP-Profil uber den Einfluss
von transgenem Mais auf die Clostridien
im RUSITEC-System. Dargestellt ist der 2.
Tag der Kontrollphase. Die Buchstaben A-H
bezeichnen die Versuchsansatze. A-D =
isogener Mais; E-H = transgener Mais. Die
gestrichelte Linie trennt isogenen und

transgene Anséatzen.

Durch die Kanamycin-Behandlung zeigte sich die Clostridienpopulation, wie auch unter

Ampicillin-Einfluss, deutlich beeinflusst.

Die unterschiedliche Maisversorgung zeigte unter Kanamycin-Behandlung an keinem der

beiden Versuchstage einen Einfluss auf die Clostridienpopulation (Abb. 44/Tab. 16).
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Abb. 44: SSCP-Profil Uber den Einfluss von transgenem Mais unter Kanamycin-Zugabe auf die
Clostridien im RUSITEC-System. Dargestellt ist der 8. Tag und 13. Tag der Versuchs-phase. Die
Buchstaben A-H bezeichnen die Versuchs-ansatze. A-D = isogener Mais; E-H = transgener Mais; kan =

Kanamycin-Applikation. Die gestrichelte Linie trennt die isogenen von den transgenen Ansatzen.

Tab. 16: Analyse des Clostridien-SSCP-Gels.

Tag Fermenter ﬁhﬂ':.;]:;fiten

2+ isogen ftransgen ohne kan =90

3+ izogen /transgen ohne kan =90
isogen / transgen mit kan =50

13+ isogen ! transgen chne kan =90
isogen ftransgen mit kat =90

E izogen f transgen mit und ohne kan 3l

13 # izogen [ trans gen mit und ohne kan 20

* fhnlichkeiten von = 90 % in den Bandenprofilen worden ak oleich gevwertet

+ Maisversorgung in Abhangigkeit von der Kanamycin-Applikation
# Manamycin-Effekt unabhangig von der Maiz-versorgung
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3.3.2.5 Die Gruppe der Pseudomonaden

Die Pseudomonaden zeigten im Gegensatz zu den bisher untersuchten Domédnen und

Familien bereits Unterschiede im SSCP-Profil innerhalb der Kontrollphase zwischen den

isogen und transgen versorgten Ansitzen (Abb. 45/Tab. 17).

- e T =

T TR e o

is500en

transgen

Abb. 45: Einfluss von transgenem
Mais auf die Pseudomonaden im
SSCP-Profil. Dargestellt ist der 2.

Tag der Kontrollphase. Die
Buchstaben A-H bezeichnen die
Versuchsansatze.

A-D = isogener Mais

E-H = transgener Mais

Die gestrichelte Linie trennt die
isogenen von den transgenen
Ansatzen.

Diese Unterschiede zwischen isogener und transgener Maisversorgung innerhalb der

Pseudomonaden konnten optisch auch

im SSCP-Gel

des

nachgewiesen werden. Die Analyse der Spuren ergab jedoch keinen Unterschied zwischen

isogener und transgener Maisversorgung.
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Abb. 46: SSCP-Profil Uber den Einfluss von transgenem Mais unter Kanamycin-Behandlung auf
die Pseudomonaden im RUSITEC-System. Dargestellt ist der 8. Tag und 13. Tag der Versuchsphase.

Die Buchstaben A-H bezeichnen die Versuchsansatze. A-D = isogener Mais; E-H = transgener Mais;

kan = Kanamycin-Applikation. Die gestrichelte Linie trennt die isogenen von den transgenen Ansatzen.
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Die Behandlung der isogen versorgten Ansdtze mit Kanamycin zeigte an beiden

Versuchstagen keine Beeinflussung innerhalb der Population. Im Gegensatz dazu konnten

in den transgen versorgten Ansétzen unter Kanamycin-Behandlung deutliche Unterschiede

im Bandenmuster beobachtet werden. Vergleichen mit der Pseudomonaden-Population

unter Ampicillin-Behandlung kam es auch hier in den isogen versorgten Ansétzen zu einer

Beeinflussung (Abb. 46/Tab. 17).

Tab. 17: Analyse des Pseudomonaden-Gels.

Tag Ferme nier Ahnlichkeiien
(%)
2+ isogen [ transgen ohne kan
2+ isogen / transgen ohne kan =80
izogen [ trans gen mit kan
13+ isogen [ transgen ohne kan =00
izogen [ trans gen mit kan
2 # isogen / transgen mit und ohte kan 72
13 # isogen / transgen mit und ohte kan &9

* Shplichkeiten von = 90 % in den Bandenprofilen warden aks gleich geswertet
+ Maisversorgung in Abhangigkeit von der Kanamycin-&pplikation
# Kanamycin-Effekt unabhdngig won der Maiz-Yersorgung

3.3.3 Besiedlung der Maiskérner mit Pseudomonaden

Um zu Uberpriifen, ob sich der transgene Mais in der Besiedlung mit Pseudomonaden von

isogenem Mais unterschied, wurde ein zusidtzliches SSCP-Profil liber die anheftenden

Pseudomonaden des isogenen Mais im Vergleich zu transgenem Mais erstellt (Abb. 47).

Die Auswertung ergab eine Ahnlichkeit der beiden Spuren von 66 %.

Abb. 47: SSCP-Profil Gber den Besatz mit
Pseudomonaden von isogenem Mais im
Vergleich zu transgenem Mais.

1 = isogener Mais;

2 = transgener Mais
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3.4 IV Tell

3.4.1 Uberprifung des Bakteriengenom auf das Vorhandensein von blarem-Genen

Um zu iiberpriifen, ob die Pansenbakterien das blatgy-Gen enthielten, wurde sowohl die
genomische als auch die plasmidische DNA untersucht. Getestet wurden alle Fermenter
(A-H) der Versuchstage 8 und 13. Zur Validierung der PCR wurde jeweils eine Negativ-
Kontrolle (Wasser anstelle von DNA) sowie eine Positiv-Kontrolle (mit dem Vektor
pUCI18 klonierte TOP 10F’ Zellen) durchgefiihrt.

Die Amplifikation des blargy-Gens ergab fiir die mit isogenem Mais versorgten Bakterien
weder in der plasmidischen noch in der genomischen DNA eine positive Bande in der

gewiinschten Gréfe von 350 bp (Abb. 48; Spuren 3/5 und 7/9). Auch fiir die transgen

versorgten Bakterien konnte an keinem der Versuchstage ein Amplifikat erzeugt werden

(Abb. 48; Spuren 4/6 und 8/10).

. Abb. 48: PCR-Nachweis des blargu-Gens
'M'. 1 2 3 4, 5 :..5 -J-i 8 .9 10 in Pansenbakterien. Die Proben der Spuren
3 -6 beinhalteten plasmidische DNA, die
Spuren 7 - 10 genomische DNA.

M = Marker; 1 = negativ Kontrolle

2=mit pUC18 klonierte Zellen (positiv
Komtrolle); 3 — 6 = plasmidische DNA der
Fermenter A, C,E, G; 7 — 10 = genomische
DNA der Fermenter A, C, E, G
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4 Diskussion

4.1 Diskussion I. Teil

4.1.1  Bewertung des RUSITEC-Systems fur die Versuchsdurchfihrung

Fir die Versuchsplanung war es wichtig, dass die biochemischen Parameter, wie
kurzkettige Fettsduren und Ammoniak, {liber den geplanten Versuchszeitraum im
RUSITEC-System konstant zu simulieren waren.

Nach Czerkawski (1986) wird der Pansen in vier unterschiedliche Kompartimente
gegliedert, wobei jedes Kompartiment bestimmte physiologische Aufgaben iibernimmt. Im
ersten Kompartiment befindet sich die Pansenfliissigkeit oder auch fliissige Phase genannt.
Sie dient dem Transport sowie dem Austausch von Futterpartikeln bzw. Mikroorganismen
mit ihren Stoffwechselprodukten und ist durch ein grofes Volumen mit geringer
Mikroorganismendichte gekennzeichnet. Im RUSITEC-System wird dieses Kompartiment
durch gazegefilterte Pansenfliissigkeit, welche zu Beginn des Versuches aus dem
Spendertier entnommen wird, reprisentiert.

Das dritte Kompartiment beinhaltet die Futterpartikel, an denen sich die anhaftenden
Bakterien befinden. Es wird davon ausgegangen, dass sich ca. 70-80 % der im Pansen
vorkommenden Mikroorganismen gebunden an den Futterpartikeln befinden (Breves und
Leonhard-Marek 2005). Die téglich in das RUSITEC-System eingebrachten Nylonbeutel,
welche das Futter enthielten, simulieren in vitro die feste Phase. Hierbei ist vor allem die
Porenweite des Nylonbeutels ausschlaggebend, wodurch die Fermentation entscheidend
beeinflusst werden kann (Meyer und Mackie 1986; Carro et al. 1995). Auf der einen Seite
muss der Austausch von Mikroorganismen bzw. die Fermentation gewéhrleistet sein,
wihrend es auf der anderen Seite nicht in grofen Mengen zum Verlust von unabgebautem
Beutelinhalt kommen darf. Durch das Auspressen der Futterbeutel wird die zuriick
gewonnene Fermenter-Fliissigkeit mit den ausgeschwemmten, fakultativ gebundenen
Mikroorganismen dem System wieder zugefiihrt. Diese Bakterien werden in vivo durch
Vormagenmotorik und Wiederkauen von den Partikeln geldst und stellen auf diese Weise
den Kontakt zwischen dem dritten und dem ersten Kompartiment dar und bilden das
zweite Kompartiment. Es stellt die Miroorganismen dar, die sich in der fliissigen Phase in

direkter Umgebung der festen Phase befinden.
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Das vierte Kompartiment, die Pansenwand, wird meist von fakultativ aeroben
Mikroorganismen eingenommen, die ca. 1 % der Mikroorganismenpopulation darstellen.
Aufgrund ihrer Vorliebe fiir Sauerstoff sind sie fiir die Aufrechterhaltung des anaeroben
Milieus im Pansen mit verantwortlich, zudem erfiillen sie Aufgaben der Ureolyse. Dieses
Kompartiment kann jedoch im RUSITEC-System nicht simuliert werden, da es hierfiir
keine entsprechende Struktur gibt, die der Pansenwand nachempfunden wurde.

Der Speichel wurde im RUSITEC-System durch den kontinuierlichen Pufferzulauf
simuliert. Das Wiederkduen und somit die mechanische Zerkleinerung des Futters wurde
durch das Einwiegen von klein geschnittenem Heu (1cm) in die Futterbeutel
nachempfunden. Die Durchmischung des Panseninhaltes, welche durch die
Vormagenmotorik gesteuert wird, wurde im RUSITEC-System iiber die Auf- und
Abbewegung des Innengefilles (6 Mal pro Minute) gewéhrleistet.

Das RUSITEC-System als etablierte semi-kontinuierliche in vitro Methode (Czerkawski
und Breckenridge 1977) hat sich aufgrund der oben genannten Kriterien zu einer
zuverldssigen und bewidhrten Standardmethode entwickelt, die es erlaubt, unter
kontrollierten Bedingungen vergleichende Untersuchungen zum mikrobiellen Stoffwechsel
durchzufiihren. Eine vollstandige Reproduzierbarkeit einer in vivo Fermentation mit Hilfe
der RUSITEC-Methode kann jedoch nicht erbracht werden (Komisarczuk et al. 1986). Fiir
die in dieser Arbeit geplanten Untersuchungen ergab sich ein ganz entscheidender Vorteil
fiir das RUSITEC-System:

Im Gegensatz zu in vivo Untersuchungen, bei denen die Versuchsergebnisse durch
inhomogenen Panseninhalt sowie Absorptions- bzw. Sekretionsvorgdnge beeinflusst
werden, ermoglicht das RUSITEC-System eine exakte Bestimmung der qualitativen und
quantitativen Messgroflen des mikrobiellen Stoffwechsels. Dies wird vor allem dadurch
beglinstigt, dass in allen Fermentern eines Versuches die Mikroorganismenpopulation
eines Spendertieres verwendet wird. Die Unterschiede in der Struktur der mikrobiellen
Gemeinschaft zwischen Individuen sind aufgrund eines natiirlichen individuellen
Bakterienbesatzes sehr hoch, wie eigene Untersuchungen an Schweinen und deren
Colonpopulation gezeigt haben. Diese wiirde zu sehr hohen Variationen in den

Versuchergebnissen fiihren.
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4.1.2 Charakterisierung der zeitlichen Anpassung der Struktur der mikrobiellen
Gemeinschaft im Rinderpansen nach der Fistulation

Mit Hilfe der SSCP-Methode war es moglich, die mikrobielle Vielfalt im Pansen eines
Rindes direkt wéahrend der Fistulation, vier Wochen nach Fistulierung und eine ldngere
Zeit (32 Wochen) nach der Fistulierung vergleichend darzustellen. Diese Untersuchungen
dienten der Ermittlung der Ausgangsituation in der Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft
(in vivo Situation in einem fistulierten Tier), die gleichzeitig die Initialpopulation fiir die
RUSITEC-Inkubation darstellte. Zudem sollte das residente Vorkommen aerob lebender
Pseudomonaden im Pansen eines fistulierten Rindes untersucht werden. Hypothese war,
dass die kontinuierliche Luftzufuhr durch die Fisteloffnung vermehrt aeroben Keimen
giinstigere Wachstums- und Lebensbedingungen im Pansen ermdglicht, wihrend in einem
geschlossenem Tier diese Keime keine Wachstumsmdglichkeit haben sollten.

Der Pansen eines fistulierten Tieres ist durch den Eingriff im Vergleich zu nicht operierten
Tieren einer stindigen Sauerstoffbelastung ausgesetzt. In dem SSCP-Bandenmuster der
Bakterien zeigte sich jedoch keine Beeinflussung durch das ldngere Tragen einer Kaniile.
Der Einfluss von Sauerstoff bewirkt offensichtlich auf die Bakterienpopulation keinen
schiadlichen Einfluss. Czerkawski und Breckenridge untersuchten bereits 1969 im
RUSITEC-System anhand biochemischer Parameter, wie sich die Gabe von molekularem
Sauerstoff (O,) auf die Pansenfermentation auswirkte. Thren Untersuchungen nach kam es
weder zu einer signifikanten Veridnderung in der Bildung der kurzkettigen Fettsduren noch
zu Unterschieden in der Gesamtgasproduktion. Auch Bernett und Reid (1961) postulierten
eine wesentlich groflere Sauerstofftoleranz des Pansenmilieus als bis dahin vermutet, da
Versuche mit O,-Begasung von Panseninhalt weder das normalerweise sehr niedrige
Redoxpotential von ca. -350 bis -400 mV noch die Produktion von kurzkettigen
Fettsduren, Gasen oder Ammoniak beeinflusste. Im Pansen sind anaerobe Bedingungen
sehr wichtig, um fiir optimale Fermentationsbedingungen und dariiber hinaus fiir beste
Wachstumsbedingungen der Mikroorganismen zu sorgen. Die Angabe des Redoxpotentials
ist ein MaB fiir die Beurteilung inwieweit anaerobe Verhéltnisse im Pansen vorliegen. Die
Werte lagen fiir alle Versuchsansitze im RUSITEC-System in Bereichen von -130 bis -250
mV und waren mit den Werten, welche vorab im Spendertier gemessen werden konnten,
vergleichbar und wurden aus diesem Grund als physiologisch angesehen. Bei den

Untersuchungen der Bakterienpopulation mittels SSCP-Profil konnten bei der Betrachtung



Diskussion I. Teil 74

der Bakterienpopulation keine deutlichen Unterschiede durch einen vermehrten
Sauerstoffgehalt infolge der Fistulierung im Pansen beobachtet werden.

Eine Beeinflussung durch Sauerstoff konnte sich jedoch speziell auf aerobe
Bakteriengruppen auswirken, indem ihnen ein Vorteil gegeniiber anaeroben Keimen
verschafft wird. Um diese Auswirkungen analysieren zu konnen, wurden die
Pseudomonaden im SSCP-Profil untersucht. Die Pseudomonaden zédhlen zu den
chemoorganotrophen, streng aerob lebenden Organismen, die kein Gérvermodgen besitzen.
Einige denitrifizierende Stdmme verwenden bei Sauerstoffmangel Nitrat als
Wasserstoffakzeptor.

Die Ergebnisse des SSCP-Profils zeigten eine deutliche Beeinflussung innerhalb der
Gruppe der Pseudomonaden und deuten darauf hin, dass die Pseudomonaden im RUSITEC
zu iiberleben scheinen. Bereits zum Zeitpunkt der Fistulierung zeigte sich im SSCP-Gel ein
deutliches Bandenmuster mit definierten Banden. Bei SSCP-Proben mit einer sehr hohen
Diversitit kann davon ausgegangen werden, dass das Bandenmuster nicht mehr
ausreichend aufgelost werden kann. Dies liegt darin begriindet, dass das Trennvermdgen
des Gels iiberschritten wurde, was zur Konsequenz hat, dass sehr viele Banden miteinander
verschwimmen und somit die Spur insgesamt dunkler wird. Eine deutliche Abgrenzung der
Banden ist nicht mehr mdéglich. Beim Vergleich der genetischen Profile zwischen der
Domine der Bakterien und der Gruppe der Pseudomonaden wird dieser Unterschied sehr
gut deutlich. Das SSCP-Profil der Pseudomonaden als spezifische Gruppe der Bakterien
zeichnet sich hingegen durch klare Banden und einen deutlich helleren Hintergrund aus.
Vier Wochen nach der Operation zeigte sich eine deutlich hoéhere Diversitdt der
Pseudomonaden im Pansen, was aus einer erhhten Anzahl an Banden im Gel hervorgeht.
Daraus konnte geschlossen werden, dass es durch das Eindringen von Sauerstoff in den
Pansen zum geringen Teil schon wihrend der Operation aber vor allem innerhalb von vier
Wochen nach dem chirurgischen Eingriff zu einer positiven Beeinflussung dieser Gruppe
kam. Die Fistulierung {iber einen Zeitraum von 32 Wochen hatte jedoch wieder einen
Riickgang der Diversitdt zur Folge. Dies konnte darauf hindeuten, dass es bei fistulierten
Rindern und dem damit stdrkeren Sauerstoffeinfluss zu einer Verschiebung innerhalb der

Gruppe aerob vorkommender Pseudomonaden kommen kann.
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4.2 Diskussion I, I11. und IV. Teil

4.2.1 Wirkung von Ampicillin und Kanamycin auf Pansenmikroorganismen

Ampicillin z&hlt zu den B-Laktam Antibiotika, die in Bakterien die Peptidoglykansynthese
bei der Zellteilung hemmen. Kanamycin, ein Aminoglykosid-Antibiotikum, hemmt bei
Bakterien die Proteinbiosynthese. In der vorliegenden Arbeit wurden beide Antibiotika
eingesetzt, um einen Selektionsdruck auf die Pansenmikroorganismen zu erzeugen.

Sowohl die Gabe von Ampicillin, als auch von Kanamycin zeigten deutliche Einfliisse auf
die biochemischen Merkmale des mikrobiellen Vormagenstoffwechsels und auf die
Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft. Besonders fiir die Doméne der Bakterien zeigte
sich in allen SSCP-Profilen unter Applikation beider Antibiotika eine Abnahme in der

Biodiversitit.

4211 pH-Wert und Redoxpotential

Der pH-Wert betragt im Pansen bei Wiederkduern unter physiologischen Bedingungen 5,5-
7,5 (Dirksen 1985; Martens 2005). Die tdgliche Zugabe beider Antibiotika ergab iiber den
gesamten Versuchzeitraum keine pH-Wert Anderung. In Analogie zu in vivo Verhiltnissen
wird fiir Untersuchungen im RUSITEC-System eine Pufferlésung zur kontinuierlichen
Perfusion verwendet, die durch eine hohe Pufferkapazitit gekennzeichnet ist. In den
vorliegenden Untersuchungen wurde daher eine bicarbonat- und phosphatreiche
Pufferlosung (HCOs™: 97.0 mmol/l; H,PO4/HPO4: 20 mmol/l) kontinuierlich perfundiert,
wobei  signifikante pH-Anderungen erst bei drastischen Verinderungen des

Miroorganismen-Stoffwechsels zu erwarten sind.

Nach Zugabe beider Antibiotika konnten bereits nach 24 h deutlich positivere
Redoxpotentiale in den Ansdtzen gemessen werden. Anhand des Redoxpotentials kann
eine Aussage iiber die Aktivitit der Pansenbakterien getroffen werden. Je niedriger das
Redoxpotential liegt, desto hoher ist die Aktivitit der Pansenflora (Brohberg 1957; Mish et
al. 1970).


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Peptidoglykansynthese&action=edit
http://de.wikipedia.org/wiki/Zellteilung
http://de.wikipedia.org/wiki/Aminoglykosid
http://de.wikipedia.org/wiki/Proteinbiosynthese
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Die ermittelten Daten des pH-Wertes sowie des Redoxpotentials waren fiir beide

Antibiotika vergleichbar.

4212 Ammoniak-Konzentrationen

Die in allen Versuchen ermittelten Konzentrationen von Ammoniak (NHj3) lag im
physiologischen Bereich zwischen 6 und12 mmol/l (Martens 2005).

Unter Ampicillin-Applikation konnte bereits nach 24 h ein kontinuierlicher signifikanter
Abfall der Ammoniak-Konzentrationen beobachtet werden, wihrend es nach Kanamycin-
Applikation erst ab der Hélfte der Versuchsphase zu einer Abnahme der Ammoniak-
Konzentrationen kam, die bis zum Versuchsende starken Schwankungen ausgesetzt war.
Diese Anderungen kénnen entweder durch einen verminderten Abbau des Futterproteins
oder eine Zunahme der mikrobiellen N-Assimilation erkldrt werden, die aber angesichts
der anderen  Verdnderungen  mikrobieller  Stoffwechselerscheinungen  sehr

unwahrscheinlich sind.

4.2.1.3 Kurzkettige Fettsauren (Acetat, Propionat, Butyrat)

Kurzkettige  Fettsduren (SCFA) werden auf unterschiedlichen mikrobiellen
Stoffwechselwegen als Stoffwechselendprodukte von im Pansen vorkommenden
Mikroorganismen gebildet. Unter Ampicillin- wie auch Kanamycin-Applikation konnte
eine Abnahme in der Gesamt-Fettsdure-Produktion beobachtet werden. Die genauere
Untersuchung der einzelnen Fettsduren zeigte jedoch, dass es zu einer unterschiedlichen
Beeinflussung der einzelnen Fettsduren in Abhdngigkeit von der Antibiotika-Applikation
kam.

Eine Erkldrung fiir diese Unterschiede konnte sein, dass Acetat als
Stoffwechselendprodukt von einer Vielzahl unterschiedlicher Bakterien im Pansen gebildet
wird, wihrend Propionat und Butyrat die Endprodukte besonders spezialisierter Bakterien
darstellen und damit nur von sehr wenigen Bakterien gebildet werden (siehe auch Tab.

18/19).
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Tabelle 18 : Gramnegative Bakterien in den Vorméagen (Breves und Leonhard-Marek 2005)

Spezies Bevorzugtes Substrat Endprodukte

Bacteroides ruminicola Hemicellulose, Pectin, Xylan Propionat, Acetat

Bacteroides ampylophilus Starke, Pectin, Acetat
Bacteroides succinogenes Cellulose, Starke Acetat
Selmonas rruminantium Starke, l6sliche Zucker Acetat

Butyrivibrio fibrisolvens Cellulose, Xylan Acetat, Butyrat

Anaerovirio lipolytica Lactat Acetat, Propionat

Trponema bryantii Pectin, 16sliche Zucker Acetat

Megashaera elsdenii Losliche Zucker, Lactat Acetat, Propionat, Butyrat

Succinimonas amylolytica Starke, Dextrin Acetat

Tabelle 19 : Grampositive Bakterien in den Vormagen (Breves und Leonhard-Marek 2005)

Spezies Bevorzugtes Substrat Endprodukte
Ruminococcus albus Cellulose, Xylan Acetat
Ruminococcus flavefaciens Cellulose, Xylan Acetat
Streptococcus bovis Starke, l6sliche Zucker Acetat
Lachnospira multiparus Pectin, Starke Acetat
Eubacteriaum ruminantium |6sliche Zucker Butyrat

Clostridium spp.

Cellulose

Acetat, Butyrat

Werden diese speziellen Bakterien, die als Endprodukte Propionat und Butyrat bilden,
durch Antibiotika beeinflusst, hat schon eine geringe Beeinflussung einen sehr hohen
Einfluss auf die Produktionsrate dieser Fettsduren. Im Vergleich dazu wirkt sich ein
Selektionsdruck auf Bakterien, die ohnehin mit einer hohen Diversitit im Pansen
vorkommen, wie z. B. die Acetat-produzierenden Bakterien, verhéltnismiBig gering aus.
Ein weiterer Grund dafiir, dass die Acetat-Produktion unveriandert blieb, konnten natiirlich
vorhandene Resistenzmechanismen der Mikroorganismen gegeniiber den in dieser Arbeit

eingesetzten Antibiotika sein.
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4.2.2 Naturliche Resistenzmechanismen bei Mikroorganismen

Bei Bakterien sind verschiedene natiirliche Resistenzmechanismen gegeniiber Antibiotika
bekannt. Neben Pilzen kénnen auch bestimmte Bakterien Antibiotika produzieren, wie
zum Beispiel Rhizobakterien, die im Wurzelbereich von Pflanzen vorkommen. Die
Antibiotika produzierenden Stimme benétigen, um sich selber zu schiitzen, entsprechende
Resistenzgene. Im Falle der B-Laktam-Antibiotika sowie der Aminoglycoside konnen
somit Gene in diesen Bakterien vorhanden sein, die fiir Enzyme kodieren, welche eine
Inaktivierung des jeweiligen Antibiotikums bewirken. Diese Gene konnen {iiber die
effizienten Ubertragungsmechanismen der Konjugation und Transduktion zwischen
Bakterien der gleichen Art oder liber Artgrenzen hinweg ausgetauscht werden (Kharazmi
et al. 2003). Dadurch wird eine schnelle Verbreitung dieser Gene innerhalb einer
Population méglich.

Eine weitere Moglichkeit die antibiotische Wirkung von Ampicillin zu umgehen, besteht in
der strukturellen Verdnderung der Transpeptidasen, so dass diese nicht mehr den B-
Laktam-Ring angreifen konnen. Auch durch Zellmembranverdnderungen kann das
Eindringen des Wirkstoffs verhindert werden. Aber auch gegen die Aminoglycoside haben
Bakterien weitere Resistenzmechanismen entwickeln kénnen, wie infolge von Mutationen
an Proteinen der bakteriellen Ribosomen, die das Ziel der Wirkstoffe darstellen oder
aufgrund fehlender Permeationsfiahigkeit des Antibiotikums. Studien konnten belegen, dass
auch im Pansen von Wiederkduern Bakterien existieren, die Resistenzgene gegeniiber
Kanamycin und Ampicillin aufweisen (Malik et al. 2004; Malik et al. 2005).

Die Erholung in der Produktion von Propionat unter Ampicillin-Applikation in der
mittleren Versuchphase deutet auf natiirliche Resistenzmechanismen bei Mikroorganismen
im Pansen hin. Auch die anhand der SSCP-Profile analysierten Anderungen in der Struktur
der mikrobiellen Gemeinschaft innerhalb des untersuchten Zeitraums konnten ein Hinweis
sein, dass sich die Mikroorgansimen an die Antibiotikawirkung mit Hilfe von natiirlichen
Resistenzmechanismen angepasst haben. Obwohl sich die Propionat-Produktion am letzten
Versuchstag wieder erholt hatte und dhnliche Raten wie die Kontrollen erreichte, konnten
Unterschiede in der Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft, verglichen mit den Kontroll-
Ansidtzen, beobachtet werden. Durch eine Reduzierung der Artenvielfalt kénnten sich
einzelne Keime aufgrund von besseren Lebensbedingungen schneller vermehren. Ein

weiterer Hinweis auf natiirliche Resistenzmechanismen bei Pansenbakterien konnte eine
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gleich bleibend hohe Acetatproduktion unter Ampicillin-Einfluss sein. Bei der Familie der
Enterobakterien, die unter anderem zu den residenten Pansenbewohnern gezdhlt werden
und als Hauptprodukt Acetat bilden, konnten gehduft in verschiedenen Spezies Gene
gefunden werden, die eine Resistenz gegeniiber Ampicillin und Kanamycin verleihen
(Livermore and Woodford 2006). In den SSCP-Profilen konnte zudem ein deutlicher
Unterschied zwischen den beiden Doménen Bakterien und Archaeen beobachtet werden.
Beide Antibiotika beeinflussten jeweils die Domine der Bakterien deutlich stirker als die
der Archaeen.

Die Archaeen gehoren zu den autotroph lebenden Organismen und werden zu den
residenten Pansenbewohnern gezéhlt. Sie weisen besonders deutliche Unterschiede im
Autbau der Zellmembran, verglichen mit den Bakterien, auf. Die Zellwidnde von Archaeen
enthalten kein Murein (Peptidoglykan) und sind insgesamt sehr vielféltig in ihrem Aufbau:
Einigen Archacen fehlt eine Zellwand vollig (Thermoplasma) andere wiederum besitzen
eine aus vielen Schichten aufgebaute Zellwand (Methanospirillum). Das fiir die
Ausbildung der neuen Zellwand bendtigte Enzym Murein-Transpeptidase bindet kovalent
an das Ampicillin und wird dadurch inaktiviert (Mandell und Petri 1998). Als Konsequenz
kann das Mureingeriist der Zellwand nur unvollstindig ausgebildet werden und es kommt
zum Tod der Keime. Da Archaeen Murein fiir den Aufbau ihrer Zellwand nicht benotigen,
kann als Folge hierdurch die Zellwandsynthese durch Ampicillin nicht beeinflusst werden.
Sie besitzen somit eine natiirlich Resistenz gegeniiber diesem Antibiotikum.

Der Transport der Aminoglycoside iiber die innere Membran ist vom Elektronentransport
abhéngig, der durch anaerobe Verhiltnisse blockiert oder gechemmt werden kann (Mates et
al. 1983). Dadurch ist die antimikrobielle Wirksamkeit der Aminoglycoside in anaeroben
Umgebungen deutlich reduziert (Bryan und Kwan 1981). Strikt anaerob lebende Keime
wie die Archaeen sind zudem resistenter gegeniiber Kanamycin, da ihnen das noétige
Transportsystem fiir diesen Wirkstoff fehlt.

Unter Ampicillin-Applikation konnte jedoch zwischen den isogen und den transgen
versorgten Ansétzen ein Unterschied in der Erholung von Propionat beobachtet werden.
Unter transgener Maisversorgung stellte sich eine Erholung in der Produktion dieser
Fettsdure sehr viel schneller ein, wdhrend es unter isogener Maisversorgung im
Unterschied zu einer um zwei Tage verzogerten Erholung kam. Dieses Ergebnis konnte ein
Hinweis auf Unterschiede zwischen den beiden Maissorten im Hinblick auf ihre

substanzielle Aquivalenz liefern.
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4.2.3 Substanzielle Aquivalenz

Im Rahmen der Zulassungsverfahren fiir GVO-Pflanzen als Lebens- und Futtermittel wird
seit langem gepriift, ob die gentechnische Verdnderung einen Einfluss auf den Gehalt der
Nihr- und Inhaltsstoffe einer Pflanze hat. Die substanzielle Aquivalenz im Vergleich mit
der Ausgangspflanze ist eine Anforderung fiir eine Marktzulassung. In unterschiedlichen
Studien konnte eine substanzielle Aquivalenz beim Vergleich verschiedener
konventioneller Maissorten und den jeweils daraus hervorgegangenen gentechnisch
verdnderten Maispflanzen (Bt-Mais) bestétigt werden (Berberich et al. 1996; Sidhu et al.
2000; Ridley et al. 2002; George et al. 2004; Herman et al. 2004; Herman et al. 2007).
Beide Maissorten wurden vor ihrem Einsatz in diesen Versuchen mit Hilfe der Weender
Analyse auf den Gehalt an Rohnidhrstoffen iiberpriift und als substanziell dquivalent
ermittelt (Reuter et al. 2002). Ohne Antibiotika-Applikation konnten keine signifikanten
Unterschiede in den biochemischen Profilen in Abhdngigkeit von der Maisversorgung
gemessen werden. Diese Ergebnisse indizieren, dass keine Verdnderungen in der
Populationsstruktur durch transgene Maisfiitterung stattgefunden haben. Die Auswertung
der SSCP-Profile der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft sowie der beiden Dominen
Bakterien und Archaeen stimmte mit diesem Ergebnis iiberein, da auch hier keine
Unterschiede analysiert werden konnten. Ahnliche Ergebnisse wurden ebenfalls von
Einspanier et al. (2004) erzielt. Hierbei wurden in vivo Studien iiber die Auswirkungen von
transgenem Mais auf die gesamte mikrobielle Pansenpopulation durchgefiihrt. Beim
Vergleich der Bakterienflora von Rindern, die vier Wochen mit transgenem bzw. isogenem
Mais gefiittert wurden, konnten keine Unterschiede anhand der iiber 16S rRNA Gene
ermittelten phylogenetischen Stammbdume feststellt werden. Diesen Ergebnissen zufolge
scheint eine kurzfristige transgene Maisversorgung keinen Einfluss auf die Bakterienflora
im Pansen zu haben.

Eine genauere Untersuchung einzelner Bakterien-Gruppen, wie den Clostridien und
Pseudomonaden, mittels SSCP ergab jedoch interessante Ergebnisse. In allen erstellten
Pseudomonaden-spezifischen Profilen wurden Unterschiede in der Populationsstruktur
zwischen isogener und transgener Maisfiitterung gefunden. Dieser Befund konnte auf eine
unterschiedliche Besiedlung der Pseudomonaden in den RUSITEC-Ansétzen hindeuten. Es
ist bekannt, dass die anhaftende Bakterienflora bei Pflanzen zu einem groflen Anteil von

Pseudomonaden dominiert wird. In allen durchgefiihrten RUSITEC-Versuchen wurde Heu
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aus einer einheitlichen Charge als Futter verwendet und konnte somit nicht fiir die
Unterschiede in den Pseudomonaden-spezifischen Profilen verantwortlich gemacht
werden. Aus diesem Grund wurde die Besiedlung der Pseudomonaden auf den Bt-176
Maiskorner mittels SSCP ndher untersucht, wobei deutliche Unterschiede zwischen den
isogenen und transgenen Maiskornern gefunden wurden. Somit diirften die auftretenden
Unterschiede im RUSITEC mit dem bakteriellen Besatz der Maispflanze bzw. -korner
zusammenhdngen und nicht auf wunterschiedliche giinstige Wachstumslagen in
Abhingigkeit von der Maisfiitterung beruhen.

Eine Pflanze kann je nach Wachstumsbedingungen wie Klima und Boden Unterschiede in
threr Néhrstoffzusammensetzung aufweisen. Um diese Unterschiede zwischen den beiden
Maispflanzen zu vermeiden, wurden beide Sorten auf benachbarten Feldern angebaut und
zum gleichen Zeitpunkt geerntet. Bei der Herstellung des gentechnisch verdnderten Bt-176
Mais wird gezielt die Erbinformation in Form von artfremden Genen verdndert. Dabei
wére es durchaus moglich, dass durch die gentechnische Verdnderung auch andere
Eigenschaften der neu entstandenen transgenen Pflanze beeinflusst werden. Die
unterschiedliche Pseudomonaden-Besiedlung konnte so mit den zusétzlich eingefiihrten
Transgenen des Bt-176 Maises zusammenhéngen.

Aufgrund seiner zusitzlichen genetischen Ausstattung mit dem cryl Ab-Gen ist der
transgene Mais gegen den Angriff des Maisziinslers geschiitzt. Durch die FraBaktivitét der
Larve des Maisziinslers bei isogenen Maispflanzen kann es zu mechanischen Verletzungen
des Pflanzengewebes kommen, wodurch das Eindringen von Pilzen in die Pflanze
begiinstigt werden kann (Castella et al. 1999). Untersuchungen von Munkvold et al. 1999
konnten einen positiven Zusammenhang zwischen dem Maisziinslerbefall und der
Infektion mit Fusarium-Pilzen aufzeigen. Eine Studie von Bakan et al. (2002) zeigte, dass
der Befall mit Fusarium-Pilzen und somit die Produktion an Mycotoxinen bei isogenen
Maispflanzen wesentlich hoher als bei transgenen Maispflanzen ist. Bei Mais kann
Fusariumbefall prinzipiell wihrend der gesamten Vegetationsperiode auftreten und alle
Pflanzenteile betreffen (Lepschy 1992). Dabei konnen Stingelfusariosen unabhingig von
Kolbenfusariosen auftreten (Lew et al. 1996). Dieser unterschiedliche Befall mit Fusarium-
Pilzen und die damit hohere Bildung von Mycotoxinen auf isogenen Maispflanzen konnten
sich auf das Milieu der Pflanze ausgewirkt haben. Unterschiedliche Milieubedingungen
konnen unterschiedliche Lebensbedingungen fiir einzelne Arten der anhaftenden

Bakterienflora bedeuten, indem spezielle Arten verdanderte Lebensbedingungen vorfinden.
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Unter Ampicillin-Applikation konnte aber noch ein weiterer Unterschied zwischen den
1sogen und transgen versorgten Ansdtzen beobachtet werden:

Die transgene Maisversorgung hatte eine deutlich schnellere Erholung der
Propionatproduktion zur Folge. Auch die genetischen Profile der gesamten mikrobiellen
Gemeinschaft sowie der Bakterien unterschieden sich an beiden Versuchstagen im
Bandenmuster in Abhéngigkeit von der Maisversorgung. Es ist davon auszugehen, dass bei
der Analyse der gesamten mikrobiellen Population der grofite Teil der Mikroorganismen
zu der Domédne der Bakterien gezdhlt werden kann. Dies ist auch der Grund, warum die
beiden SSCP-Gele eine starke Ahnlichkeit aufwiesen.

Um innerhalb der Doméne der Bakterien Keime zu finden, die eventuell fiir diese
Unterschiede in den SSCP-Profilen verantwortlich sein konnten, wurde die Gruppe der
Clostridien niher untersucht. Die Clostridien gehdren zu den residenten Pansenbewohnern.
Die verschiedensten Clostridium-Arten sind physiologisch durch ausgepriagten
Gérungsstoffwechsel charakterisiert und einige Arten bilden als Hauptprodukt Propionat.
Clostridium propionicum ist in der Lage, vor allem aus Laktat, Glycerin, Succinat, den
Aminosduren Methionin, Cystein, Glutamat, Serin, Alanin und Threonin oder Glukose
Propionat zu bilden. Auch beim fermentierenden Clostridium bryantii ist Propionat das
Endprodukt. 6-Aminovalerat, das Endprodukt der D-Prolin-Reduktase-Reaktion kann von
Clostridum aminovalericum und Clostridium viride unter anderem zu Propionat umgesetzt
werden (Eikmanns und Buckel 1991). Die Auswertungen der SSCP-Profile ergaben jedoch
unter Ampicillin-Applikation keine Unterschiede in Abhingigkeit von der
Maisversorgung, womit diese Bakterien-Gruppe fiir die Unterschiede in der Propionat-
Produktion nach transgener Maisversorgung ausgeschlossen werden kann.

Aufgrund der in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse kann jedoch in Frage gestellt
werden, ob eine substanzielle Aquivalenz zwischen den beiden verwendeten Maissorten
vorgelegen hat bzw. ob mit Hilfe der Weender Analyse subtile Verdnderungen in der
pflanzlichen Zusammensetzung iiberhaupt genau genug erfasst werden konnten (Millstone
et al. 1999). Transgene Pflanzen konnen zwar gezielt mit einer neuen Eigenschaft
ausgestattet werden, aber der Integrationsort in der Erbsubstanz ist bei den heute
verwendeten Techniken rein zufillig. Dies konnte zu Verdnderungen der dort vorhandenen
Gene oder Regulationssequenzen fithren, was wiederum eine Inaktivierung oder
Aktivierung dieser gestorten Gene als Konsequenz hitte. Die Bildung und Konzentration

von unterschiedlichen Stoffwechselprodukten konnte die Folge sein.



Diskussion II., III. und IV. Teil 83

In jiingster Zeit wurden weitere Verfahren entwickelt, die die Detektion von einer groflen
Anzahl von primaren und sekundéren Stoffwechselprodukten (Metabolomic), Polypeptiden
(Proteomics) oder Transkripten (Transcriptomics) erlauben. Eine Studie an GV-Kartoffeln
konnte Unterschiede im Zuckerstoffwechsel im Vergleich zu den konventionellen
Kartoffeln finden. Diese Unterschiede wurden auf den Einbau zusétzlicher Gene aus der
Artischocke zuriickgefiihrt, wodurch die GV-Kartoffeln eine neue Zuckerart (Inulin)
produziert. Neue, unerwartete Inhaltsstoffe wurden jedoch nicht festgestellt (Catchpole
2005).

Manetti et al. (2006) untersuchten mit Hilfe der Metabolomik gentechnisch veridnderten
Mais im Vergleich zu konventionellem Mais. Hier konnten Variationen speziell in der
Bildung von Osmolyten sowie verzweigtkettigen Aminosduren, die am Stickstoff-
Stoffwechsel der transgenen Pflanze beteiligt sind, gefunden werden. Ein Zusammenhang
mit dem zusétzlich erworbenen Cryl Ab-Gens wurde diskutiert.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse auf
Unterschiede in der Inhaltsstoffzusammensetzung zwischen transgenem und
konventionellem Mais hindeuten und zeigen, dass die gingigen Verfahren wie z.B. die
Weender Analyse, die zur Bestimmung der substanziellen Aquivalenz als
Qualititskontrolle herangezogen wurde, diese Anderungen moglicherweise nicht erfassen
konnte. Die Beurteilung der substanziellen Aquivalenz liefert somit keine eindeutige
Aussage in Bezug auf die biochemische Gleichheit von transgenen Pflanzen und ihrer

konventionellen Ausgangssorte.

4.2.4 Horizontaler Gentransfer

Obwohl HGT zwischen Bakterien sehr hdufig vorkommt, scheint der HGT zwischen
Pflanze und Bakterien allgemein duBerst selten aufzutreten. Spekulationen dariiber, dass
ein horizontaler Gentransfer von Pflanzen-DNA in Bakterien stattfinden kann, beruht in
erster Linie insbesondere auf dem Vergleich der genetischen Information dieser beiden
Organismen miteinander. In diesem Zusammenhang konnte fiir das Enzym Glucose-6-
Phosphat-Isomerase (GPI) gezeigt werden, dass die Gene von Escherichia coli und der
Pflanze Clarkia ungulata zu 88% identisch sind (Froman et al. 1989, Smith und Doolittle

1992). Aufgrund dieser groBen Ubereinstimmung zwischen einer prokaryotischen und
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eukaryotischen Sequenz wurde vermutet, dass Escherichia coli die Pflanzen-DNA im
Darm seines Wirtes aufgenommen haben konnte (Smith und Doolittle 1992).

Einen weiteren Hinweis auf einen HGT zwischen Pflanze und Bakterium liefert die
Untersuchung des Gens, das die Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
codiert. Von diesem Enzym existieren zwei Formen, die GAPDH-A, die allgemein bei
Eukaryoten vorkommt, und die GAPDH-B, die typisch fiir Prokaryoten bzw. Bakterien ist.
Interessanterweise existieren in einigen Darmbakterien beide Formen. Stammbaum-
analysen schlieen auf einen Transfer des GAPDH-A Gens aus der Pflanze in Bakterien.
Ob diese Ubertragung im Gastrointestinaltrakt stattgefunden hat, ist unklar (Syvanen
1994).

Ausgehend von der gestellten Arbeitshypothese konnte eine bessere Propionaterholung
unter dem Selektionsdruck von Ampicillin auch als eine bessere Resistenzentwicklung in
Verbindung mit transgener Maisversorgung interpretiert werden. Das in dem Bt-176 Mais
als Transgen eingebrachte blargy.;-Gen konnte von Pansenbakterien mittels HGT
aufgenommen worden sein und diesen nun gegeniiber den isogen versorgten Bakterien
einen Vorteil verschafft haben.

Damit es tiberhaupt zu einem HGT kommen kann, miissen mehrere Faktoren
zusammentreffen, wodurch insgesamt die Wahrscheinlichkeit eines HGT als ein sehr

seltenes Ereignis bewertet wird (Heritage 2004).

e Das Gen bzw. die Sequenz mit der enthaltenden Information darf nicht durch
den Abbau durch Nukleasen zerstort werden.

e Es miissen kompetente Zellen vorhanden sein, die das Gen iiber ihre Zellwénde
aufnehmen konnen.

e Das Gen muss in das Genom eingebaut werden und erfolgreich abgelesen

werden konnen.

Im Folgenden soll in Verbindung mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen die
Wabhrscheinlichkeit eines HGT zwischen Pansenbakterien und transgenem Bt-176 Mais

ausfuhrlicher diskutiert werden.
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4.2.4.1 Abbau von DNA im Gastrointestinaltrakt (GIT)

Bei dem Abbau der transgenen Maiskdrner durch mikrobielle Enzyme des Pansens werden
groBe Mengen an DNA freigesetzt, unter anderem auch die zusdtzlich eingebrachte
transgene DNA. Damit es zu einer erfolgreichen Expression der 3-Laktamase in Bakterien
und somit zu einer Resistenzentwicklung gegen Ampicillin kommen kann, muss das
858 bp lange blatem.1-Gen (Mabilat et al. 1990) die Degradationsprozesse im Pansen fiir
eine kurze Zeit tiberdauern, um die Moglichkeit zu haben, von Bakterien aufgenommen
werden zu konnen. Das Potential fiir einen erfolgreichen horizontalen Gentransfer wird
wesentlich von dem Zeitraum bestimmt, iiber welchen die DNA-Fragmente im
Verdauungssystem intakt bleiben, da DNA im Verdauungstrakt allgemein sehr schnell
durch Nukleasen abgebaut wird.

Es konnten Hinweise auf Unterschiede im Abbau freier, ungeschiitzter DNA im Vergleich
zu in Zellen eingeschlossener DNA gefunden werden.

Eine in vitro Studie untersuchte die Degradation von transgener DNA aus genetisch
veranderter Nahrung im oberen Verdauungssystem von Menschen. Die in Pflanzenzellen
enthaltende DNA schien im Gegensatz zu freier DNA vor rascher Degradation geschiitzt
zu sein (Martin-Orue et al. 2002). Hohlweg und Doérfler (2001) konnten diese Aussage in
thren Untersuchungen von Proben aus dem GIT bei Miusen bestdtigen. Auch hier zeigte
pflanzenassoziierte DNA gegeniiber freier DNA eine hohere Stabilitdt. In Hithnern, denen
transgener Mais gefiittert wurde, konnte das Transgen nicht weiter als bis zum Magen
verfolgt werden (Chambers et al. 2002). Dagegen konnten Wilcks et al. (2004) zeigen, dass
die im Mais-Futter enthaltende Chloroplasten-DNA eine Darmpassage bei Ratten nicht nur
ibersteht, sondern auch biologisch aktiv bleibt. Escherichia coli Zellen konnten mit dieser
DNA in vitro transformiert werden.

In Fiitterungsversuche an Wiederkduern mit gentechnisch verédnderten Maiskornern war es
moglich noch bis zu fiinf Stunden nach Fiitterung die gesamte codierende Sequenz des
CrylAb-Gens mit einer Grofe von 1914 bp im Pansensaft nachzuweisen (Duggan et al.
2003). Auch Alexander et al. (2006) konnten im Pansensaft von Schafen noch nach 13 h
ein 1363 bp grofes transgenes Fragment finden. Eine sofortige vollstdndige Degradation
der DNA durch Nukleasen findet somit entgegen fritherer Annahmen nicht statt (Schubbert
etal. 1997).
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Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dass durchaus Fragmente mit einer Grof3e des in
dem transgenen Mais vorkommenden blargy.;-Gens im GIT iiber einen lingeren Zeitraum
tiberdauern konnen, um somit die Grundlage fiir die Mdglichkeit eines horizontalen
Gentransfers zu schaffen. Jedoch muss diese DNA in Bakterien gelangen, die eine

Moglichkeit der Kompetenzentwicklung besitzen.

4.2.4.2 Kompetenzentwicklung der Bakterien im GIT

Damit Bakterien in der Lage sind, freie DNA aus ihrem Umgebungsmilieu aufzunehmen,
miissen sie die Fidhigkeit der Kompetenz besitzen. Der Mechanismus der
Kompetenzentwicklung in natiirlichen Habitaten ist nach wie vor nur teilweise verstanden.
Bisher konnten im Pansen von Wiederkduern eine Reihe von kompetenten
Bakterienstimmen beschrieben werden (Salyers et al. 1993; Mercer et al. 1999; Flint
1994). Dies zeigt, dass natiirliche Kompetenz auch bei Bakterien im Pansen vorkommt,
wobei aufgrund der begrenzten Kultivierbarkeit anaerober Keime bisher nur ein geringer
Prozentsatz aller Bakterienarten im Pansen darauthin untersucht worden ist. Es kann
spekuliert werden, dass durchaus noch weitere, bisher unbekannte natiirlich
transformationsbereite Bakterienstimme im Pansen vorkommen. Bakterien mit natiirlicher
Kompetenz entwickeln diese normalerweise wihrend bestimmter Wachstumsphasen; in
der Regel wihrend der exponentiellen Phase oder in der stationiren Phase oder im
Ubergang von der exponentiellen zur stationdiren Phase (Lorenz et al. 1992). Es kann
davon ausgegangen werden, dass sich gerade im Pansen Bakterien stindig in
unterschiedlichen Wachstumsphasen befinden.

Im Pansen konnen somit kompetente Zellen, vielleicht sogar in hoher Anzahl, nicht
ausgeschlossen werden. Die Wahrscheinlichkeit des Zusammentreffens von freier DNA
und Zellen, die sich gerade im Zustand der natiirlichen Kompetenz befinden, ist
infolgedessen im Pansen sehr stark erhoht. Es bestiinde somit gerade im Pansen die
Moglichkeit, dass durch den engen Kontakt zwischen Pflanzen und den ihnen assoziierten

Bakterien diese in der Lage sind, die freiwerdende DNA aufzunehmen.
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4.2.4.3 Einbau fremder DNA in Bakterien

Damit es jedoch zu einer Resistenzentwicklung von Bakterien kommen kann, muss das
blargm-1-Gen nicht nur vollstdndig von der Zelle aufgenommen werden, sondern zudem
noch ins Genom bzw. in das Plasmid der Zelle eingebaut und das entsprechende Protein, in
diesem Fall die B-Laktamase, synthetisiert werden. Der Einbau iiber die Zellwand
aufgenommener DNA-Abschnitte in das Genom von Bakterien geschieht liber den
Vorgang der Rekombination. Das blargy.;-Gen aus der transgenen Maispflanze stammt
urspriinglich aus Bakterien und wurde aus dem Vektor pUCI8 in das Pflanzengenom
tibertragen (Duggan et al. 2000). Dort wird das blargy.;-Gen iiber einen ebenfalls aus
Bakterien stammenden Promotor gesteuert. Bensasson et al. (2004) wiesen eine sehr hohe
Homologie zwischen synthetischen, in der Biotechnologie verbreiteten Vektoren und dem
Bakteriengenom hin. Es konnte nachgewiesen werden, dass DNA-Abschnitte mit
homologen Sequenzen sehr viel effektiver infolge homologer Rekombination in ein
Bakterium eingebaut werden verglichen mit DNA-Abschnitten, die wenig bis keine
Homologien aufwiesen (Zawadzki und Cohan 1995). Untersuchungen an Acinetobacter sp.
BD413 und transgenen Zuckerriiben zeigten, dass ein Gentransfer zwischen Pflanze und
Bakterium unter optimierten Bedingungen im Labor mdglich ist und konnten das
Wiederherstellen eines unvollstindigen Antibiotikaresistenz-Gens (nptll-Gen) in
Acinetobacter sp. BD413 nachweisen. Hierzu wurde transgene Zuckerriiben-DNA
eingesetzt, die das komplette nptll-Gen als Markergen enthielt. Die Empfangerzellen
bauten zur Reparatur ihres mutierten nptll-Gens DNA-Abschnitte aus der transgenen
Pflanze ein (Gebhard und Smalla 1998).

Bei erfolgreicher Transformation des blarewm.-Genes wiirde dieses so ausgestattet sein, um
von Bakterienzellen exprimiert werden zu kdnnen. Nur ein Transformationsereignis wiirde
unter Umstidnden ausreichen, um in relativ kurzer Zeit eine Population mit einer neuen
genetischen Ausrichtung entstehen zu lassen. Der Ausiibung eines Selektionsdruckes
scheint hier einer besonderen Bedeutung zuzukommen, da nur unter dem Einfluss von

Ampicillin die Aufnahme eines blargy.1-Gens ein Zugewinn fiir die Zelle wiére.
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4.2.5 Bedeutung des Selektionsdrucks

Eine wichtige Vorraussetzung fiir die Untersuchung eines HGT von Pflanzen auf Bakterien
ist die Erzeugung eines Selektionsdruckes. Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen
Antibiotikaeinsatz und einer Resistenzentwicklung, womit der Einsatz von Antibiotika
zum wichtigsten Faktor bei der Entstehung von resistenten Mikroorganismen zdhlt (van
den Bogaard und Stobberingh 2000; Engberg et al. 2001; Neu 1992). Die
Wahrscheinlichkeit, dass sich eine neue FEigenschaft bei Bakterien ohne einen
Selektionsvorteil durchsetzt, wird insgesamt als sehr gering gewertet (Jonas et al. 2001).
Fir die Beurteilung der Ergebnisse dieser Arbeit wird die Bedeutung des
Selektionsdruckes deutlich: Ohne die tdgliche Ampicillin-Applikation konnten in den
Fettsdureprofilen keine Unterschiede zwischen isogener und transgener Maisversorgung
gefunden werden. Erst unter dem Selektionsdruck zeigen sich deutliche Unterschiede in
der Produktion von Propionat.

Um den Zusammenhang zwischen Ampicillin und transgener Maisversorgung im Pansen
genauer charakterisieren zu konnen, wurde das Antibiotikum in weitern RUSITEC-
Versuchen durch Kanamycin ersetzt. Weder in den biochemischen noch in den genetischen
Profilen konnten Unterschiede in Abhéngigkeit von der Maisversorgung gefunden werden.
Diese Ergebnisse liefern einen weiteren Hinweis darauf, dass die Moglichkeit eines HGT
bestanden haben konnte. Anhand dieser Befunde kann weiter spekuliert werden, dass beim
Einsatz des Bt-176 Maises und einem Selektionsdruck, dieses Mal hervorgerufen durch
Kanamycin, das Vorkommen eines HGT den Bakterien keinen Vorteil geliefert hat. Ein
eindeutiger Beweis fiir einen HGT kann jedoch auch mit Hilfe dieser Untersuchungen
nicht erbracht werden, weshalb in weiteren Experimenten die Erbsubstanz der Bakterien

auf das Vorhandensein des blatgm.1-Gens untersucht wurde.

4.2.6 Untersuchungen des bakteriellen Genoms auf blatgm-Gene

Der genetische Austausch zwischen Mikroorganismen erhoht die Moglichkeiten, sich einer
verinderten Umwelt anzupassen und das Uberleben zu sichern. 1957 wurde das erste
konjugative R-Plasmid aus klinischen Proben als Ursache fiir eine Verbreitung von

Antibiotikaresistenzen und damit fiir den Austausch von Genen erkannt und nachgewiesen
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(Ochiai et al. 1959). Es wurde gleichzeitig der Beweis erbracht, dass vier Resistenzen
mittels Plasmid {ibertragen werden konnten und das die Verbreitung dieser Resistenzen
auch horizontal erfolgt (Akiba et al. 1960). Weitere zahlreiche Mechanismen des inter- und
intrachromosomalen Gentransfers wurden im Gastrointestinaltrakt beschrieben (Wassenaar
et al. 1995). Somit kann iiber HGT aufgenommene DNA von Bakterien entweder
chromosomal oder in das Plasmid eingebaut werden. Untersuchungen im Rahmen dieser
Studie konnten mittels PCR-Technik in der chromosomalen und plasmidischen DNA der
isolierten Pansen-Bakterien jedoch keine Sequenzabschnitte des blatey.i-Gens
nachweisen. Zusitzlich wurden Zellen getestet, denen das blatgy.;-Gen einkloniert wurde
und deren plasmidische DNA anschliefend unter identischen Bedingungen wie die der
Pansenbakterien isoliert wurden. Hier gelang es, das blargm.1-Gen nachzuweisen, wodurch
die Validitit der PCR-Reaktion bestétigt werden konnte. Diesen Ergebnissen zufolge hitte
ein HGT zwischen transgener Pflanze und Pansenbakterien in diesen Untersuchungen nicht
stattgefunden. Interessanterweise konnten jedoch auch keine natiirlich vorkommenden
blarem-Gene in den Pansenbakterien nachgewiesen werden, obwohl das blargm.1-Gen ein
in Bakterien ubiquitir vorkommendes Gen ist. In Untersuchungen der fecalen Flora von
Menschen wurde bei 24 % der Patienten Ampicillin-Resistenzen festgestellt. Bei der
genaueren Untersuchung nach dem Mechanismus konnten bei 52% der Proben ein blargy-
Gen nachgewiesen werden (Heritage et al. 2001). Wie schon beschrieben konnten in vielen
Studien auch blargym-Gene fiir unterschiedliche Bakterienspezies im Pansen nachgewiesen

werden (Martin und Dean 1989; Fliegerova 1993; Malik et al. 2004).

4.6  Bedeutung der Forschungsergebnisse

Der Nachweis eines HGT von transgenen Konstrukten aus Pflanzen auf Bakterien ist
bisher nur unter optimalen und kontrollierten Laborbedingungen und bei ausreichender
Sequenzhomologie gelungen (de Vries und Wackernagel, 2005; Iwaki und Arakawa,
2006). Netherwood et al. (2004) konnten in klinischen Studien ein Fragment des epeps-
Gen, welches aus transgenem Soja stammt, in Bakterien nachweisen, die von Patienten mit
einem kiinstlichen Darmausgang isoliert wurden. Ein eindeutiger Beweis fiir einen HGT
konnte jedoch auch mit dieser Untersuchung nicht erbracht werden. Das Potential fiir einen

HGT von transgenen Pflanzen zu Mikroorganismen wird allgemein als sehr gering
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eingeschitzt (Smalla et al. 2000; De Vries et al. 2001, Chambers et al. 2002). Auf der
anderen Seite wird argumentiert, dass ein bisheriger erfolgreicher Nachweis eines HGT
zwischen Pflanze und Bakterien auch mit einem methodischem Nachweisproblem
zusammenhédngen konnte (Nielsen und Townsend 2004). Insgesamt wird die Sensibilitit
der verwendetet Nachweisverfahren als sehr gering eingeschitzt. Hinzu kommt, dass
bisher in natiirlichen Habitaten die gesamte bakteriellen Diversitit nur zu einem geringen
Prozentsatz kultivierbar ist und eine Charakterisierung einzelner Bakterienarten daher nur
begrenzt moglich ist (Van Elsas et al. 2002).

Auch in diesen Untersuchungen wurden Hinweise gefunden, die fiir einen HGT zwischen
transgenem Mais und Bakterien sprechen konnten. Ein eindeutiger Nachweis konnte
jedoch mit Hilfe der angewendeten Methoden nicht erbracht werden. Bedeuten diese
Ergebnisse aber endgiiltig, dass ein HGT in diesen Untersuchungen nicht stattgefunden
hat? Oder ist dies ein Hinweis darauf, dass mit Hilfe der eingesetzten Methoden ein HGT
nicht nachgewiesen werden konnte? Diese Fragen konnen anhand der Ergebnisse dieser
Arbeit nur spekulativ beantwortet werden.

Im Rahmen eines gemeinsamen Projektes mit dem Thema - Examination of potential for
gene flow from bacteria in rumen fluid - wurde im Department of Microbiologie,
University of Leeds in der Arbeitsgruppe von Prof. J. Heritage (finanziert durch ein
personliches  Stipendium des Marie-Curie-Programms) ergidnzende Studien zur
Problematik des HGT durchgefiihrt. In diesen Untersuchungen konnten natiirlich
Ampicillin-resistente Keime im Pansen von Schlachthausrindern nachgewiesen werden.
Pansensaft-Mikroorganismen von drei Rindern wurden in einer anaeroben Werkbank auf
selektiven Agar (Ampicillin) ausgestrichen. Bei allen Tieren war die Inkubation
erfolgreich. Um die Ursache dieser natiirlich resistenten Keime genauer zu beschreiben
wurden aus den gleichen Pansensaftproben Bakterien isoliert und ihre genomische DNA
mittels PCR auf natiirlich vorkommende blatgm-Gene untersucht. Es konnte jedoch aus
keiner Pansensaftprobe blarepy-Gene im Genom dieser Bakterien nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse sowie die Ergebnissen dieser Arbeit sprechen fiir das Vorkommen von
natiirlich Ampicillin-resistenten Keimen im Rinderpansen, die nicht an das Vorhandensein
von blatgpm-Gene gekniipft sind und somit auf anderen Mechanismen beruhen miissen.
Aufgrund aller Untersuchungen kann angenommen werden, dass die gemessenen
Unterschiede in der Propionat-Produktion infolge unterschiedlicher Maisversorgung nicht

auf der Grundlage eines horizontalen Gentransfers basieren, sondern wahrscheinlich auf
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Unterschieden in der Stoffwechselleistungsfahigkeit der Bakterien beruhen. Diese
metabolischen Unterschiede konnten auf eine substanzielle Indquivalenz der transgenen

Maispflanze im Vergleich zu ihrem konventionellen Pendant zuriickzufiihren sein.
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6 Anhang

Rezepte fiir verwendete Losungen, Puffer und Medien sind in der folgenden Tabelle

alphabetisch angeordnet.

Losungen/Puffer/Medien

Bind Silane Losung

DNA-Ladungspuffer

Entwicklerlosung

Ethidiumbromid-Férbeldsung
(Stammlosung)
1% [w/v] Féarbelosung

Formaldehyd-Losung (3,7 %)

IPTG-Gebrauchslosung

Kochsalzlosung (NaCl, 0,9 % w/ v)

LB-Agar

LB-Medium

Bestandteile

10 ml EtOH 96 %
100 pl Essigsdure 100 %
100 pl Bind Silane

0,25 % w/v Bromphenolblau
0,25 % w/v Xylencyanol
30 % v/v Glycerin in Aq. bidest.

0,5 g AgNO;
0,75 ml 37 % Formaldehydlésung
500 ml Aq. bidest.

0,01 Ethidiumbromid
ad. 10 ml Aq. bidest. (steril)

0,4 ml Stammldsung
ad. 400 ml TAE-Puffer

Formaldehyd 37 %
ad. Aq. bidest. auf 1.000 ml

0,238 g IPTG
ad. 10 ml mit Aqua bidest.

9 g NaCl
ad. 1.000 ml Aq. bidest.

500 ml LB-Medium
7,5 g Agar

2,5 g Hefe-Extrakt

5 g Trypton

5 g NaCl

1 ml Ampicillin (50 mg - mI™)
ad. 500 ml Aq. bidest. (pH 7)
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Losungen/Puffer/Medien

Lysis-Puffer

50 x TAE-Puffer

10 x TBE-Puffer

RUSITEC-Puffer

Silbernitratlosung

SSCP-Ladepufter

X-Gal Gebrauchslosung

Bestandteile

50 mM Tris-HCI (pH 8) 20 mM Tris-HCl
(pH 7.,5)

25 % Sucrose [w/v] 0,2 M NaCl

1 mM EDTA

242 g Tris basisch

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M Na-EDTA pH 8

auffiillen mit Aq. bidest. auf 1.000 ml

1 x TAE -> 1:50 verdiinnen aus 50x TAE

108 g Tris basisch

55 g Borsdure

40 ml 0,5 M Na2-EDTA pH 8
ad. Aq. bidest. auf 1.000 ml

1,636 g/l NaCl (28 mmol/l)

0,570 g/1 KCI (7,64 mmol/l)

0,5 ml 1n HCI (0,50 mmol/l)

0,032 g/l CaCj, x 2H,0 (0,216 mmol/1)
0,128 g/l MaCj, x 6H,0 (0,630 mmol/1)
5,0 g/l NH4Cl (0,267 mmol/1)

3,581 g/l Na,HPO4 x 12H,0 (10 mmol/l)
1,380 g/l NaH,PO x H,O (10 mmol/l)
8,225 g/l NaHCOs3 (97,90 mmol/l)

ad. Aqg. bidest. auf 1.000 ml

pH 7,4; Osm 293

0,5 g AgNO;
0,75 ml 37 % Formaldehydldsung
500 ml Aq. bidest.

950 pl Formamid 95 %
10 ul NaOH 1M
0,025 % Bromphenolblau

80 mg X-Gal gelost in 2 ml N,N-
Dimethylformamid
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Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Omnilab-Laborzentrum GmbH & Co. KG, Gehrden, Deutschland
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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