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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Marine Schwiamme (Phylum Porifera) gehoren mit ihrem ersten Auftreten im Prakambrium
vor ungefihr 580 Millionen Jahren zu den iltesten Vertretern der Metazoen weltweit. Ahnlich
lange leben sie wahrscheinlich schon in Symbiose mit Mikroorganismen. In der vorliegenden
Doktorarbeit soll der karibische Schwamm Ectyoplasia ferox als Modellsystem zur Erfor-
schung der Schwamm-assoziierten mikrobiellen Konsortien, deren Weitergabe und Interakti-
onen mit dem Schwamm, vorgestellt werden. Mit Hilfe von 16S rRNA-Genbanken sowie der
denaturierenden Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) konnte gezeigt werden, dass Sym-
bionten aus sechs der in E. ferox gefundenen acht Phyla sowie der ,,sponge-associated unclas-
sified lineage” SAUL vertikal an die nidchste Schwammgeneration weitergegeben werden.
Mittels phylogenetischer Analysen wurden insgesamt 21 ,,vertical transmission* (VT) Cluster
identifiziert, von denen 19 in ,,sponge specific** Cluster (SSC) bzw. ,,sponge coral* Clustern
(SCC) lagen. Daraus kann man schlieen, dass ein GroBteil des mikrobiellen Konsortiums
von E. ferox iiber die reproduktiven Stadien weitergegeben wird. Auch konnten zwei
Cyanobakterien identifiziert werden, die nicht in den reproduktiven Stadien vorhanden waren
und hochstwahrscheinlich horizontal aus dem umgebenden Meerwasser aufgenommen wur-
den. Eine Reduzierung von 50% der Symbionten im Mesohyl nach dem ,.spawning* zeigte
erstmalig experimentell auf, dass Schwammsymbionten aus dem Schwamm in das umgeben-
de Meerwasser gelangen konnen. In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal der ,,presence vs.
activity*-Vergleich zur Feststellung der metabolischen Aktivitit von Bakterien auf die
DGGE-Methode iibertragen. Es konnte gezeigt werden, dass die meisten mikrobiellen Sym-
bionten im Adult-Schwamm, Embryo- sowie Larvalstadium metabolisch aktiv waren. Erste
Versuche die Anzahl von Symbionten in den Larven von E. ferox mittels Antibiotika zu redu-
zieren, verliefen positiv. So wiesen die mit Antibiotika behandelten Larven in der DGGE eine
deutliche Reduzierung der Bandenintensitét auf. Die Verfiigbarkeit aller reproduktiver Stadi-
en von E. ferox sowie die Moglichkeit die Larven im Labor experimentell zu manipulieren,
machen E. ferox zu einem geeigneten Modellschwamm fiir zukiinftige Studien beziiglich der

vertikalen Weitergabe von Symbionten.

Ein zweiter Schwerpunkt dieser Arbeit bestand darin, neue Erkenntnisse iiber die Mikrobiolo-

ge der LMA-Schwamm Gattung Oscarella zu gewinnen. Hierzu wurden die mikrobiellen
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Konsortien verschiedener Oscarella-Arten verglichen, sowie die mikrobiellen Gemeischaften
der unterschiedlichen Farbvariationen von Oscarella lobularis und verschiedener Standorte
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass jede der fiinf Oscarella-Arten eine unterschiedliche
mikrobielle Gemeinschaft zu besitzen scheint. Die erstellten DGGE-Profile wiesen aulerdem
ein fir LMA-Schwidmme typisches bakterielles Profil mit geringer Bandenanzahl und
niedrigem GC-Gehalt auf. Dies wurde weiter durch die Erstellung einer 16S rRNA Genbank
von O. lobularis bestitigt, die eine geringe mikrobielle Diversitit auf Phylum-Ebene und eine
Dominanz der Alpha-Proteobacteria zeigte. Die DGGE-Profile der fiinf verschiedenen
Farbvariationen, sowie die aus unterschiedlichen Tiefen und Standorten sprechen zusitzlich
fiir eine artspezifische mikrobielle Gemeinschaft in O. lobularis unabhédngig von Farbe oder

Standort.

Das dritte Projekt hatte zum Ziel, karibische Schwdmme anhand ihrer Bakterienhaltigkeit in
whigh microbial abundance** (HMA) oder ,,low microbial abundance* (LMA) Schwiamme
einzuordnen. Mittels DAPI-Farbung, DGGE und Transmissions-Elektronenmikroskopie
(TEM) wurden hierfiir 23 karibische Schwimme untersucht. Dabei erwies sich die TEM als
zuverlédssigste Methode zur Bestimmung der Bakterienhaltigkeit von Schwédmmen. Die DAPI-
Féarbung stellt eine weitere gute Methode dar, um einen ersten Eindruck iiber die bakterielle
Abundanz zu liefern, wohingegen die DGGE nur im direkten Vergleich mit einem schon be-
kannten HMA- bzw. LMA-Schwamm sinnvoll erscheint. Von denen hier untersuchten 23
Schwidmmen konnten insgesamt sechs den LMA- und neun den HMA-Schwidmmen zugeord-
net werden. Das Muster, dass innerhalb einer Gattung alle Schwidmme entweder LMA oder
HMA-Schwédmme sind, ldsst sich nur auf einige der hier untersuchten Familien oder Ordnun-

gen libertragen.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse erlauben einen tieferen Einblick in die Zusam-
mensetzung, Art der Weitergabe, metabolische Aktivitit und experimentelle Moglichkeiten
der Manipulation der mikrobiellen Gemeinschaft des karibischen Modellschwammes Ectyo-
plasia ferox. Des Weiteren wurden hier erstmalig die mikrobiellen Konsortien verschiedener
Oscarella-Arten mittels DGGE beschrieben und verglichen, was zu neuen Erkenntnissen hin-
sichtlich der Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft unter besonderer Betrachtung
von Standortfaktoren fiihrte. Die abschlieBenden Untersuchungen zur Bakterienhaltigkeit ka-

ribischer Schwamme lédsst auf Grund der Beobachtung, dass manche Gattungen und Familien
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ausschlieBlich aus HMA- oder LMA-Schwammen bestehen, eine Korrelation zwischen Bak-
terienhaltigkeit und Wirtsphylogenie erahnen. Jedoch sollten noch deutlich mehr Schwamm-

arten untersucht werden um konkrete Aussagen treffen zu kénnen.

1 Abstract

Marine sponges (Phylum: Porifera) first appeared during Precambrian times 580 million years
ago and are therefore the oldest metazoans on earth. It is most likely that they are living to-
gether in symbiosis with microorganisms from that day on. In this doctoral thesis I introduce
the Caribbean sponge Ectyoplasia ferox as a model system for detailed investigations of the
sponge associated microbial community, their mode of transmission to the next generation
and interactions with their host sponge. The application of 16S rRNA gene clone libraries and
denaturing gradient gel electrophoreses (DGGE) revealed that symbionts from six out of eight
bacterial phyla as well as the ‘sponge-associated unclassified lineage’ (SAUL) were vertically
transmitted to the next sponge generation. Phylogenetic analysis identified 21 vertical trans-
mission (VT) clusters, from which 19 VT-clusters were affiliated with sponge-specific clus-
ters (SSC) and sponge-coral clusters (SCC), respectively. This indicated that the majority of
the microbial consortia of E. ferox has been passed on vertically via reproductive stages to the
next generation. Furthermore two cyanobacterial clades were identified, which were absent
from the reproductive stages and therefore seem to have be acquired horizontally from the
surrounding seawater. Spawning led to a reduction of 50% of the sponge symbionts in the
mesohyl, presenting for the first time experimental evidence, as to how sponge symbionts
could end up in surrounding seawater. Moreover the presence vs. activity comparison that
was undertaken to assess the metabolic activity of bacteria inside reproductive stages has been
applied to DGGE for the first time. The results showed that most of the symbionts were meta-
bolically active in the adult sponge as well as in the embryos and larvae. Initial experiments to
reduce the amount of symbiotic bacteria inside larvae were positive. In the antibiotic treated
larvae, the DGGE pattern showed a significantly reduced banding pattern intensity. The avail-
ability of E. ferox and its reproductive stages, as well as the possibility to maintain and to ma-
nipulate larvae in the laboratory makes E. ferox a suitable model-system for future research

on vertical transmission.
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Furthermore this dissertation thesis provides new insights into the microbiology of Oscarella
LMA-sponges. Therefore the microbial consortia of five different Oscarella species were
investigated with respect to different color morphs of Oscarella lobularis as well as the influ-
ence of its geographic location. The results indicated that the different Oscarella species har-
bor distinct microbial communities. Moreover the DGGE banding pattern revealed a bacterial
profile typical for LMA-sponges, that comprises a low number of bands and low GC-
contents. A 16S rRNA gene clone library confirmed these findings and showed a low phy-
lum-level diversity with dominance in Alpha-Proteobacteria. The DGGE-profile of the five
different color morphs, as well as the profiles from different locations and depths, suggested a
species-specific microbial community in O. lobularis independent of sponge color and loca-

tion.

Another main focus of this thesis was the classification of sponges into high microbial abun-
dance (HMA) and low microbial abundance (LMA) sponges. For this project a total of 23
Caribbean sponges were investigated with respect to their microbial abundance using DAPI-
staining, DGGE and transmission electron microscopy (TEM). While TEM proved to be the
most reliable method to determine the amount of bacteria within the sponge mesohyl, DAPI-
staining represented a quick possibility to investigate microbial abundance in sponges. By
contrast DGGE appeared only useful in direct comparison with known HMA- or LMA-
sponges. Six of the investigated 23 Caribbean sponges could be assigned to LMA-sponges,
while nine of them were identified as HMA-sponges. The pattern that within some genera all
sponges belong either to LMA- or HMA-sponges could only be assigned to some families and

orders.

The results presented in this work allow deeper insights into the composition, mode of trans-
mission, metabolic activity and experimental tractability of manipulating the microbial com-
munity of the Caribbean model-sponge Ectyoplasia ferox. Furthermore, the microbial com-
munities of five Oscarella species were described, including different color morphs and from
different locations. They revealed a dominance of Alpha-Proteobacteria in these LMA-
sponges without any influence of the location or depth on the microbial communities within
them. The analysis of different Caribbean sponges regarding their microbial abundance re-

vealed the pattern for some genera to contain exclusively only LMA- or HMA-sponges.
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Therefore many more sponges also from different geographical regions should be investigated

in the future to determine, if these pattern can be assigned to family and order levels, too.




Einleitung

2 Einleitung

2.1 Phylum Porifera

Schwidmme (Phylum: Porifera) stellen die dltesten rezenten Vertreter der Metazoen dar. Dies
belegen fossile Funde, die das evolutionédre Alter der Schwdamme auf ca. 580 Millionen Jahre
datieren (Li et al. 1998). Phylogenetische Berechnungen, denen Mutationsraten in Proteinse-
quenzen zugrunde liegen, schitzen Schwamme dagegen mit 1.351 Millionen Jahren deutlich
alter ein (Hughes et al. 2001). Neuere Untersuchungen von Love und Kollegen, bei denen der
Hornkieselschwamm-spezifischen Biomarkers 24-Isopropylcholestan verwendet wurde,
konnten zeigen, dass Schwidmme schon vor 635-750 Millionen Jahren vorkamen (Love ef al.
2009). Damit bewiesen sie, dass Schwdmme die Erde schon lange vor der kambrischen Ra-
diation (520-530 Mio. Jahren) besiedelten. Heute findet man Schwidmme in allen aquatischen
Lebensbereichen von den kalten, polaren Zonen der Ozeane iiber die Tiefsee und subtropi-
schen sowie tropischen Riffen, in denen die Diversitidt an Schwammarten am hochsten ist, bis

hin zu Seen und Fliissen.

2.1.1 Taxonomie

Schwidmme wurden auf Grund ihres einheitlichen Korperbaus erst 1755 (Ellis) bzw. 1766
(Pallas) dem Reich der Animalia zugeordnet und es dauerte nochmal ein gutes Jahrhundert,
bis Schwamme im Zoological Record von 1872 in einer eigenen Klasse, den Spongozoa, zu-
sammengefasst wurden (Hooper und van Soest 2002). Heute schitzt man das Phylum Porifera
auf ca. 20.000 Arten, von denen 8.553 taxonomisch beschrieben sind (van Soest ef al. 2012).
Sie wurden bisher anhand der Formen der Skelettnadeln (Spiculae) sowie der Zellmorpholo-
gie und Embryologie in die folgenden drei Klassen eingeteilt: Calcarea (Kalkschwdmme),
Hexactinellida (Glasschwamme) und Demospongiae (Hornkieselschwdmme), wobei letztere
Klasse 83% aller beschriebenen Schwammarten beinhaltet (Hooper und van Soest 2002; van
Soest et al. 2012). Neueste Studien bei denen phylogenetische Marker wie das 18S rRNA-
Gen, 28S rRNA-Gen bzw. das mitochondrielle Cytochrom Oxidase 1 Gen (COI) zur Klassifi-
zierung herangezogen wurden, kamen zu dem Ergebnis, dass die bisherige Unterklasse der

Demospongiae, die Homoscleromorpha (Kieselschwdmme), evolutiondr soweit von diesen
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entfernt ist, dass sie nun offiziell die vierte Klasse der Porifera darstellt (Gazave et al. 2010,

2012).

2.1.2 Morphologie und Lebensweise

Marine Schwimme zeichnen sich unter anderem durch ihre hohe Farben- und Formenvielfalt
aus. So gibt es vasenformige Schwimme, solche die sich in einer nur wenigen Millimeter

dicken Schicht iiber das Substrat ziehen (inkrustierende Schwimme), sowie amorphe Wuchs-

form oder solche, die sich verzweigen (Abb. 2.1). Was Schwiamme jedoch bis auf wenige

Abb. 2.1: Verschiedene Wuchsformen der Klasse Dem;)spongiae:- A=nicht identifizierter Schwamm, B=nicht
identifizierter Schwamm, C=lrcinia felix, D=Monanchora arbuscula, E=Monanchora barbadensis, F=Cinachyra
alloclada. Fotos: Volker Glockner.

Ausnahmen alle gemeinsam haben, ist ihre sessile Lebensweise, ihr einfacher Bauplan (Berg-
quist 1978) und ihre Nahrungsaufnahme durch Filtration (Reiswig 1971). Schwidmme besit-
zen keine echten Gewebe, Organe, Nervenzellen oder Blutgefdfle. Vielmehr unterscheidet
man bei Schwammen zwischen einer dulleren Zellschicht, dem Pinacoderm, und einer inneren
Zellschicht, dem Choanoderm. Zwischen diesen liegt das Mesohyl, eine Art extrazelluldre
Matrix, in die verschiedene Zelltypen, wie die totipotenten Archeozyten eingebettet sind. Zur
Stabilisierung des Schwammgewebes dient ein Skelett aus Spiculae bzw. aus Sponginfasern.

Die sessile Lebensweise hat zur Folge, dass sich Schwdmme durch Filtration des umgebenden
7
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Wassers erndhren. Hierbei strudeln sie Wasser durch die Dermalporen (Ostia) an der
Schwammoberflidche in ein das Schwammgewebe durchziehendes System aus wasserfiihren-
den Kanélen. Je nach Verzweigungsgrad des Kanalsystems wird zwischen drei verschiedenen

Organisationstypen unterschieden, dem Ascon-, Sycon- und Leucontyp (Abb. 2.2).

Osculum Osculum

Ascon Sycon Leucon

Abb. 2.2: Die drei verschiedenen Systeme der Wasserkanalverzeigung in der Klasse der Demospongiae, a) As-
con-, b) Sycon- und c¢) Leucon-Typ. Abbildung: Volker Glockner.

Die Wasserkanile fiihren zu sogenannten Choanazytenkammern, in denen sich die Kragen-
geisselzellen (Choanozyten) befinden. Diese sind nicht nur fiir den kontinuierlichen Wasser-
strom durch das Kanalsystem verantwortlich, sondern filtrieren auch Nahrungspartikel wie
Mikroorganismen, Algen und Detritus aus dem umgebenden Wasser. Diese werden dann
entweder von den Choanazyten vorverdaut oder direkt zur Verdauung an die im Mesohyl be-
findlichen Archeozyten weitergegeben (Brusca und Brusca 1990). Nachdem das Wasser die
Choanacytenkammern passiert hat, stromt es durch die Austrittséffnungen (Osculi) wieder

aus (Abb. 2.3).

Marine Schwamme haben eine enorme Filtrierleistung, die mehrere tausend Liter Meerwasser
pro Tag und Kilogramm Schwammgewebe betragen kann und durch die sie thren Sauerstoff
und Energiebedarf decken (Reiswig 1974, Vogel 1977, Pile und Young 2006, Leys et al.
2011, Ribes et al. 1999). Das durch die Osculi austretende Meerwasser ist danach praktisch
steril (Wehrl et al. 2007).
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Abb. 2.3: a) Schema eines Schwammes des Leucon Typs, (b) schematischer Querschnitt durch den
Schwammkorper. Abbildung aus Hentschel et al. (2012).

Da Schwdamme auf Grund ihrer sessilen Lebensweise nicht vor ihren Fressfeinden fliichten
konnen, mussten sie neue Verteidigungsstrategien entwickeln. Spiculae oder die Beschaffen-
heit des Schwammgewebes konnen nur bedingt als physiologische Abwehrmaflnahme ange-
sehen werden (Chanas und Pawlik 1995). So verteidigen sich Schwidmme mit einer Vielzahl
an bioaktiven Substanzen z. B. vor Fressfeinden, konkurrierenden Schwammen, Infektionen
oder Uberwucherung durch andere Rifforganismen. Viele dieser bioaktiven Substanzen ber-
gen auf Grund ihrer chemischen Struktur ein grofles biotechnologisches und medizinisches
Potential. Das Krebsmedikament Cytosar-U und das antivirale Medikament Vira-A gehen
beide auf Sekundédrmetabolite des Schwammes Tethya sp. zuriick (Mayer ef al. 2010). Alleine
2008 wurden 278 neue Sekundirmetabolite in Schwammen entdeckt (Blunt ef al. 2010). Auch
die Sekundirmetabolite von Schwamm-assoziierten Bakterien erwiesen sich als auferor-
dentlich vielversprechend hinsichtlich ihres biotechnologischen und medizinischen Potentials
(Newman und Cragg 2004, Wijftels 2008, Pimentel-Elardo et al. 2009, Tabares et al. 2012,
Abdelmohsen et al. 2012).

Die Fortpflanzung von Schwammen, die Entstehung der Gameten sowie die larvale Entwick-
lung und Metamorphose zu Juvenil-Schwdammen kann {iber verschiedene Prozesse ablaufen.
Hinsichtlich der Fortpflanzung ldsst sich grundsétzlich feststellen, dass diese sowohl auf se-

xuellem wie auch auf asexuellem Wege verlaufen kann. Die Gametogenese findet dabei ent-
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weder getrennt-geschlechtlich oder zwei-geschlechtlich (kontemporérer oder sukzessiver
Hermaphrodismus) statt (Maldonado und Riesgo 2008). Mehrere Studien zeigten allerdings,
dass getrennt-geschlechtliche Schwammpopulationen auch einen geringen Anteil an sukzessiv
zwei-geschlechtlichen Individuen beherbergen konnen (Elvin 1976, Lepore et al. 2000, Bal-
dacconi et al. 2007). Schwdmme konnen entweder vivipar oder ovipar sein (Ereskovsky
2010). Bei viviparen Schwidmmen kommt es zu einer internen Befruchtung, wonach sich die
Embryonen im Mesohyl zu frei-schwimmenden Larven, die den Adult-Schwamm {iiber die
Wasserkanile verlassen, entwickeln. Bei oviparen Schwammen kann die Befruchtung sowohl
intern als auch extern stattfinden. Bei einer externen Befruchtung kommt es zu einem syn-
chronisierten Aussto3 von méinnlichen und weiblichen Gameten (Hoppe und Reichert 1987,
Maldonado und Riesgo 2009). Die embryonale Entwicklung findet hier aullerhalb des Adult-
Schwammes im umgebenden Meerwasser statt. Die nach dem Embryonalstadium schliipfen-
den Schwamm-Larven verbringen eine unbestimmte Zeit frei-schwimmend in der Wasserséu-
le, bevor sie negativ phototaxisch reagieren (Collin et al. 2010, Abdul Wahab et al. 2011) und
sich am Substrat anheften, wo sie sich nach einer Metamorphose zu Juvenil-Schwidmmen

entwickeln.

Neben der sexuellen Fortpflanzung besteht fiir Schwamme noch die Moglichkeit der asexuel-
le Fortpflanzung. Diese entsteht zumeist durch die Formierung von Gemmulae, Knospung
oder durch eine Fragmentierung des Adult-Schwammes durch Stiirme oder Fressfeinde (Eres-

kovsky 2010).

Der zeitliche Ablauf der Fortpflanzung und Entwicklung mariner Invertebraten unterliegt
zahlreichen biotischen und abiotischen Faktoren. So ist bekannt, dass verschiedene Umwelt-
einfliisse wie ausreichendes Vorhandensein von Nahrung, Meereshydrodynamik und Biome-
chanik (Ereskovsky 2010) sowie die Wassertemperatur die Schwammreproduktion entschei-
dend beeinflussen (Elvin 1976, Ettinger-Epstein et al. 2007, Piscitelli et al. 2011). Dies macht
es extrem schwierig den Zeitpunkt des ,.spawning* vorherzusagen und reproduktives

Schwammmaterial fiir Untersuchungen und Experimente sicherzustellen.
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2.2 Schwimme und ihre assoziierten mikrobiellen Konsortien

2.2.1 Das Konzept der HMA- und LMA-Schwimme

Schon friih entdeckte man bei elektronenmikroskopischen Studien, dass Schwidmme mit Mik-
roorganismen (Lévi und Porte 1962, Vacelet 1970, 1971, 1975), die frei im Mesohyl, aber
auch intrazelluldr oder intranuklear liegen konnen (Vacelet 1970, Wilkinson 1978a, Friedrich
et al. 1999) (Vacelet 1970, Wilkinson 1978a, Friedrich et al. 1999), assoziiert sind (Lévi und
Porte 1962, Vacelet 1970, 1971, 1975). Weitere Untersuchungen zeigten aullerdem, dass es
Unterschiede in der mikrobiellen Abundanz zwischen verschiedenen Schwammarten gibt
(Reiswig 1974, Wilkinson 1978c). So wurde fiir Schwdmme mit einer gro3en Anzahl an Mik-
roorganismen der Begriff ,,bacteriosponges* geprégt, fiir Schwidmme mit wenig Mikroorga-
nismen dementsprechend ,,nonsymbiont-harbouring, normal sponges* (Reiswig 1981). Heute
spricht man in diesem Zusammenhang von ,,high microbial abundance* (HMA) Schwammen
bzw. ,,low microbial abundance* (LMA) Schwammen (Hentschel et al. 2003). Ein HMA-
Schwamm kann bis zu 10'° Mikroorganismen pro Milliliter Schwammgewebe enthalten

(Reiswig 1981), welche damit bis zu 35% der Schwammbiomasse ausmachen konnen (Vace-
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Abb. 2.4: TEM Aufnahme des HMA Schwammes Aplysina fistularis (A) und des LMA Schwammes Bazella rubra (B).
Massstab entsprich 1 pm. TEM-Aufnahmen: Volker Glockner.
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let 1975). Nach der Definition von Hentschel et al. (2006) liegt die Anzahl an Mikroorganis-
men fiir HMA-Schwimme zwischen 10°* und 10'® Mikroorganismen pro Gramm Schwamm-
gewebe und damit zwei- bis vierfach hoher als bei LMA-Schwimmen, die gerade mal 10°-10°
Mikroorganismen pro Gramm Schwammgewebe beinhielten, was dquivalent zu der Anzahl

an Mikroorganismen im umgebenden Meerwasser ist (Hentschel et al. 2006).

HMA- und LMA-Schwédmme unterscheiden sich jedoch nicht nur hinsichtlich ihrer mikro-
biellen Abundanz, sondern auch hinsichtlich ihrer mikrobiellen Diversitidt. So konnte mittels
TEM, DGGE, Klon-Banken und Ampliconsequenzierungen (Schmitt et al. 2011a) gezeigt
werden, dass LMA-Schwamme eine deutlich geringere Diversitidt an Mikroorganismen auf-
weisen als Vertreter der HMA-Schwiamme (Weisz ef al. 2007, Kamke ef al. 2010, Schmitt ef
al. 2011a, Gloeckner et al. 2012a, Gloeckner ef al. 2012b).

2.2.2 Mikrobielle Diversitat

Die mit Schwidmmen assoziierten Mikroorganismen konnen nicht nur in hoher Abundanz
sondern auch in enormer Diversitit vorliegen. Die phylogenetische Komplexitdt mikrobieller
Konsortien in Schwidmmen wurde allerdings erst mit der Einfilhrung kultivierungs-
unabhdngiger Methoden deutlich. Das Problem bei kultivierungsabhdngigen Methoden ist
weiterhin, dass 99% der vorhandenen Mikroorganismen nicht kultivierbar sind (Amann ef al.
1995). Durch die Entdeckung des 16S rRNA Gens als phylogenetischen Marker (Ludwig und
Schleifer 1994) fiir Mikroorganismen und die stetige Verbesserung der Sequenziermethoden

zeigt sich uns heute eine enorme Vielfalt an Schwamm-assoziierten Mikroorganismen.

Kannte man 2002 gerade einmal neun Phyla Schwamm-assoziierter Mikroorganismen (Hent-
schel et al. 2002), so waren es 2007 schon 16 Phyla sowie die beiden Hauptabstammungsli-
nien der Archaen, die Crenarcheota und Euryarcheota (Taylor et al. 2007). Mit Hilfe der 454
Sequenzierungen konnten dann auch Bakterien erfasst werden, die in weitaus geringerer A-
bundanz (,,rare biosphere (Sogin et al. 2006)) im Schwamm vorlagen, was 2010 zur Be-
schreibung von 23 bakteriellen Phyla fiihrte (Webster et a/. 2010). Bis heute wurden anhand
des 16S rRNA Gens insgesamt 32 bakterielle Phyla sowie die zwei Hauptlinien der Archaea
(Thaumarchaeota und Euryarchaeota) in Schwadmmen identifiziert (Schmitt et al. 2011a,

Hentschel et a/ 2012), wovon 18 taxonomisch beschrieben sind, namentlich die Verruco-

12



Einleitung

microbia, Lentisphaerae, Chlamydiae, Planctomycetes, Actinobacteria, Gemmatimonadetes,
Nitrospirae, Bacteroidetes, Caldithrix-Deferribacteres, Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta- und
Epsilon-Proteobacteria, Acidobacteria, Cyanobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, Spirocha-
etes, Chloroflexi, Armatimonadetes, Deinococcus-Thermus, und neun sogenannte Candidatus
Phyla. Die Bezeichnung ,,Candidatus® tragen alle prokaryotischen Phyla, von denen zwar 16S
rRNA Gensequenzen bekannt sind, es allerdings noch nicht gelungen ist einen Vertreter zu
kultivieren und damit auch nicht morphologisch beschrieben werden kénnen. Die Candidatus
Phyla sind OP3, das Candidatus Phylum Poribacteria (Fieseler ef al. 2004, Lafi et al. 2009),
das bis heute fast ausschliefSlich aus Schwammen isoliert wurde, BRC1, TM6, TM7, OP11,
OD1, BD1-5 sowie OP1. Offiziell noch nicht als Candidatus Phylum aufgenommen, hier aber
der Vollstindigkeit halber erwéhnt, ist die erst kiirzlich entdeckte ,,sponge-associated unclas-
sified lineage* (SAUL) (Schmitt et al. 2011a). Beriicksichtigt man zusitzlich die Daten aus
der 454 Sequenzierungsstudie von Schmitt et al. (2011a), so kommen nochmals vier Candi-
datus Phyla, CAB-I, OP10, OS-K und SBR1093 (Schmitt ef a/. 2011a) hinzu. Die haufigsten
Vertreter der nun insgesamt 32 Schwamm assoziierten bakteriellen Phyla gehoren zu den Pro-
teobacteria, Chloroflexi, Actinobacteria, Acidobacteria, Nitrospirae sowie zu dem Candidatus

Phylum Poribacteria (Hentschel et al. 2012).

Die meisten aus Schwiammen isolierten bakteriellen 16S rRNA Gene formen in phylogeneti-
schen Analysen sogenannte Schwamm-spezifische Cluster. Ein monophyletisches Schwamm-
spezifisches Cluster ist als eine Gruppe von mindestens drei 16Sr RNA Gen-Sequenzen defi-
niert, die aus verschiedenen Schwammarten und/oder aus verschiedenen geografischen Regi-
onen isoliert wurden, die zueinander &hnlicher sind als zu 16S rRNA Gen-Sequenzen, die aus
sonstigen Umweltproben isoliert wurden, und die unabhingig von der verwendeten Baumbe-
rechnungsmethode Cluster bilden (Hentschel ef al. 2002). Auch wenn im Zuge verbesserter
Methoden manche dieser 16S rRNA Gen-Sequenzen in sehr geringer Abundanz aus dem um-
gebenden Meerwasser isoliert werden konnten (Webster ef al. 2010), werden sie im Folgen-
den als (Schwamm-) Symbionten bezeichnet. Hierbei wird die Definition des deutschen Na-
turwissenschaftlers Anton de Bary (1879) angewandt, die lediglich das Zusammenleben un-

terschiedlicher Organismen iiber einen groBeren Zeitraum in derselben Umgebung beschreibt.
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2.2.3 Magliche Interaktionen zwischen Schwimmen und ihren Symbionten

Das Wort Symbiose leitet sich aus dem Altgriechischen ,,symbiosis* ab und bedeutet ,,Zu-
sammenleben®. Verwendet man die von Anton de Bary 1879 eingefiihrte Definition von
Symbiose, so leben Schwimme und ihre assoziierten Mikroorganismen in einer solchen ohne
dabei eine Wertung hinsichtlich der Abhingigkeit der in Symbiose lebenden Organismen ab-
zugeben. Generell kann es sich bei einer Symbiose um Mutualismus (Vorteile fiir beide Part-
ner), Kommensalismus (Vorteile nur fiir einen Partner ohne Nachteile fiir den anderen) oder

Parasitismus (Vorteile nur fiir einen Partner, Nachteile fiir den anderen) handeln.

In der Literatur zu Schwdammen und ihren assoziierten Mikroorganismen hinsichtlich mogli-
cher Symbioseformen finden sich kaum Hinweise auf einen echten Mutualismus zwischen
dem Wirt (Schwamm) und seinen Symbionten (hier Mikroorganismen), wohingegen Beispie-
le fiir Kommensalismus hiufiger sind. So wird vermutet, dass der Schwamm fiir die Bakterien
ein stabiles und schiitzendes Habitat vor schidlichen Umwelteinfliissen wie Fressfeinden oder
zu grofler Lichteinstrahlung darstellt (Sara 1971, Osinga et al. 2001, Hentschel et al. 2006).
Ein weiterer Vorteil fiir die Symbionten konnte das Bereitstellen von stickstofthaltigen Stoff-
wechselendprodukten sein, die von Crenarchaeota und Nitrosospira zu Nitrat oxidiert werden

(Bayer et al. 2007).

Seitens der Symbionten konnte mittels Elektronenmikroskopie gezeigt werden, dass
Cyanobakterien Assimilate an den Wirt abgeben (Vacelet 1971) und mit Wirtszellen intera-
gieren (Erwin et al. 2012b). Vergleicht man in diesem Zusammenhang Cyanobakterien-
haltige mit Cyanobakterien-freien Schwammen so fillt auf, dass Cyanobakterien-haltige eine
deutlich geringere Filtrationsleistung zeigen, was annehmen lésst, dass sie einen Teil ihres
Energiebedarfs mittels der cyanobakteriellen-Assimilate decken (Wilkinson ef al. 1988). Ver-
dunklungsexperimente an Schwidmmen mit und ohne Cyanobakterien bestitigen diese An-
nahme (Freeman und Thacker 2011). So zeigten Cyanobakterien-haltige Schwamme unter
Verdunklung eine weitaus geringere Wachstumsrate gekoppelt mit geringeren Konzentratio-
nen von Chlorophyll a als unter Lichteinfluss bzw. als Schwidmme ohne Cyanobakterien, de-
ren Isotopenwerte darauf schlieBen lassen, dass sie ihren Energiebedarf zum gréfiten Teil
durch Filtration decken (Freeman und Thacker 2011). Als ein weiterer rein hypothetischer

Vorteil der Cyanobaktierien fiir den Schwamm wird diskutiert, ob die Absorption von UV-
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Strahlung der cyanobakteriellen Chlorophylle und Mycosporin-dhnlichen Aminosduren nicht
eine Art Sonnenschutz fiir den Schwamm darstellt (Sara 1971, Bandaranayake et al. 1996,
Shick und Dunlap 2002). Der Schwamm profitiert aber nicht nur von Cyanobakterien sondern
zusitzlich auch von anderen mikrobiellen Symbionten. So besagen weitere Hypothesen, dass
die gesteigerte Mucus Produktion der Bakterien die strukturelle Festigkeit des Schwammge-
webes (Wilkinson 1978b) erhohen wiirde und die Bakterien beim Verdau und der Wieder-
verwertung von unloslichen Schwammkollagenfasern helfen konnten (Wilkinson und Garrone
1980). Eine wichtige Rolle fiir den Schwamm spielen ohne Zweifel die von Bakterien bereit-
gestellten Sekundirmetabolite zum Schutz vor Uberwucherung, FraBfeinden und Pathogenen
(Unson et al. 1994, Schmidt et al. 2000, Hentschel et al. 2001, Chelossi et al. 2004, Lee und
Qian 2004).

Abschlieflend sollen, nachdem sich die Berichte iiber Schwammkrankheiten in den letzten
Jahren mehren (Webster et al. 2002, Olson et al. 2006, Maldonado et al. 2010, Luter et al.
2010, Angermeier et al. 2011, Angermeier et al. 2012, ) die Infektionen durch bakterielle Pa-
thogene nicht unerwéhnt bleiben. Leider ist bei den meisten Schwammkrankheiten schwer
nachzuweisen wer oder was diese auslost. Webster und Kollegen konnten erstmals ein Spon-
gin zersetzendes Alpha-Proteobacterium (strain NW4327) isolieren, welches bei dem im Gre-
at Barrier Reef vorkommenden Schwamm Rhopaloeides odorabile schwere Gewebenekrosen
verursachte (Webster et al. 2002). Ein dhnliches Krankheitsbild wurde bei einzelnen Indivi-
duen (bis zu 20% der Population) des karibischen Schwammes Amphimedon compressa beo-
bachtet, aus dessen nekrotischen Gewebe ein weiteres Alpha-Proteobacterium (strain HA007)
isoliert werden konnte. Mit einer Sequenz-Ubereinstimmung von 99,4% weiBt dieses eine
hohe Ahnlichkeit zu dem Spongin-zersetzenden Alpha-Proteobacterium strain NW4327 auf.
Die Autoren vermuten deshalb, dass HA007 die Gewebenekrosen bei Amphimedon com-
pressa verursacht, auch wenn dies nicht durch die Erfiillung der Koch‘schen Postulate besté-

tigt werden konnte (Angermeier et al. 2012).
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2.2.4 Vertikale Weitergabe vs. horizontale Aufnahme von Schwamm-Symbionten

Die mikrobiellen Konsortien mariner Schwamme sind auch iiber grofle geografische Distan-
zen hinweg relativ konstant (Hentschel et al. 2002). Dies wirft jedoch die Frage nach dem
zugrunde liegenden Mechanismus auf, der es den Schwidmmen ermoglicht ihre mikrobiellen
Konsortien weiterzugeben oder aus dem umgebenden Meerwasser aufzunehmen. Hierfiir gibt
es prinzipiell zwei Strategien. Die erste ist die der vertikalen Weitergabe von Schwammsym-
bionten iiber die Gameten, wie die Embryonen oder Larven, an die ndchste Schwammgenera-
tion. Die zweite Strategie ist die der horizontalen Aufnahme von Symbionten aus dem umge-

benden Meerwasser (Abb. 2.5).

| Vertikale Weitergabe von Symbionten >
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< Horizontale Aufnahme von Symbionten

Abb. 2.5: Schema zur vertikalen Weitergabe bzw. horizontaler Aufnahme von Symbionten. Modifiziert nach
Schmitt et al. (2008).

Bei den meisten durch vertikale Weitergabe aufrechterhaltenen Symbiosen ist die Assoziation
mit den Symbionten permanent, was bedeutet, dass es im Gegensatz zur horizontal Aufnahme
von Symbionten keine aposymbiontische Phase im Lebenszyklus des Wirtes gibt. Die ausge-
wihlten Symbionten werden dabei ausschlieBlich {iber die weibliche Keimlinie an die nichste
Generation weitergegeben (Bright und Bulgheresi 2010), wobei es auch hier Ausnahmen wie
den Schwamm Chondrilla australiensis gibt, dessen Symbiont etwa in 2% der ménnlichen

Keimlinie zu finden sind (Usher ef al. 2005). Bei Blattldusen fiihrt die permanente Lebens-
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weise zusammen mit dem Wirt und die strikt vertikale Weitergabe der Symbionten auf Dauer
zu einer Anhdufung von Mutationen im genetischen Repertoire der Symbionten und letztend-
lich zum Verlust von Genen, die zum Uberleben auBerhalb des Wirtes nétig wiren (Bright

und Bulgheresi 2010).

Fiir horizontal aufgenommene Symbionten ist das Zusammenleben mit einem Wirt dagegen
nur fakultativ, da sie auch ohne den Wirt in der Umwelt iiberleben konnen, wihrend der zu-
nichst aposymbiontische Wirt auf diese angewiesen ist (Bright und Bulgheresi 2010). Ein
prominentes Beispiel hierfiir ist die Symbiose zwischen dem Leuchtbakterium Vibrio fischeri
und dem Tintenfisch Euprymna scolopes. Jede neue Generation (Wirtsgeneration) von
Euprymna scolopes muss im Juvenil-Stadium den Symbionten initial aus dem umgebenden
Meerwasser aufnehmen um sein Leuchtorgan mit diesem zu kolonisieren (Nyholm und
McFall-Ngai 2004). Beim Vergleich beider Strategien auf phylogenetischer Ebene ldsst sich
feststellen, dass bei der vertikalen Weitergabe von Symbionten die phylogenetischen Bdume
der Symbionten iiber einen groflen evolutiondren Zeitraum hinweg kongruent zu denen des
Wirtes sind (Baumann 2005, Dale 2006, Moran et al. 2008, Moya et al. 2008). Bei manchen
Symbiosepartnern ldsst sich sogar eine Kospeziation hinsichtlich ihrer Geneologie feststellen
(Hurtado ef al. 2003, Schramm ef al. 2003, Allen et al. 2007, Goftredi et al.), wogegen bei
den meisten der horizontal aufgenommenen Symbionten und ihren Wirten keine Hinweise auf

phylogenetische Kongruenz oder auf Kospeziation vorliegen.

Die ersten Hinweise, dass Mikroorganismen vertikal von einer Schwammgeneration zur
nichsten weitergegeben werden fanden sich bereits 1976 bei dem Schwamm Aplysina spp.
(Gallissian und Vacelet 1976). Dabei konnte mittels TEM gezeigt werden, dass Oozyten Mik-
roorganismen aus dem Mesohyl des Adult-Schwammes via Endozytose in Vesikel aufnahmen
und einlagerten. Keines der dabei aufgenommenen Mikroorganismen wurde zu einem spéte-
ren Zeitpunkt verdaut, weshalb die Autoren daraus schlossen, dass diese Mikroorganismen
keine trophische Funktion hatten, sondern an die nidchste Schwammgeneration weitergegeben
wurden (Gallissian und Vacelet 1976). In dem Schwamm Chondrilla australiensis wird der
cyanobakterielle Symbiont Aphanocapsa feldmannii in die Oozyten eingelagert, hier aller-
dings mit Hilfe sogenannter ,,nurse cells*, welche die Oozyten wihrend ihrer Reifung unter
anderem mit Nahrstoffen versorgen (Usher et al. 2001). Ein dhnlicher Mechanismus wird fiir

den karibischen Schwamm Ectyoplasia ferox vermutet, bei dem die Oozyten von einer 5 pm
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starken Schicht aus ,,nurse cells* ummantelt sind, die eingeschlossene Symbionten enthalten
(Schmitt et al. 2007b). Der gram-negative, spiralformige Symbiont des arktischen Schwam-
mes Halisarca dujardini hingegen dringt aktiv in die heranreifende Oozyte ein und sichert

somit seine Weitergabe an die ndchste Schwammgeneration (Ereskovsky et al. 2005).

Neben der morphologischen Beweisfiihrung spielen heutzutage auch phylogenetische Metho-
den auf Basis des 16S rRNA Gens eine essentielle Rolle. Die Untersuchungen der mikrobiel-
len Konsortien von Adult-Schwdmmen und ihren reproduktiven Stadien mit Hilfe der DGGE
und anschlieender Analyse der Bandenmuster lieferte zusatzliche Beweise fiir die vertikale
Weitergabe von Schwamm-Symbionten wie im Beispiel des karibischen Schwammes Ircinia
felix (Schmitt et al. 2007a). Weitere phylogenetische Untersuchungen mittels 16S rRNA
Genbanken und der Berechnung phylogenetischer Bdume konnten erstmals sogenannte ,,ver-
tical transmission* (VT) Cluster aufzeigen. Ein VT-Cluster wurde definiert als eine Clade aus
zwei oder mehr 16S rRNA Gen Sequenzen, die sowohl aus Adult-Schwammgewebe sowie
aus den korrespondierenden Embryonen oder Larven isoliert wurden (Schmitt et a/. 2008).
Dank dieser und weiterer Methoden (z.B. FISH, 454 pyrotaq sequencing) konnte die vertikale
Weitergabe von Schwammsymbionten fiir eine Vielzahl an Schwidmmen wie zum Beispiel fiir
Mycale laxissima (Enticknap et al. 2006), Corticium sp. (Sharp et al. 2007), Rhopaloeides
odorabile und Luffariella variabilis (Steger et al. 2008), Agelas conifera, Agelas wiedenma-
yeri, Corticium sp., Ectyoplasia ferox, Ircinia felix, Smenospongia aurea, Xestospongia muta
(Schmitt et al. 2008), Svenzea zeai (Lee et al. 2009), lanthella basta, Ircinia ramosa und
Rhopaloeides odorabile (Webster et al. 2010) und Ectyoplasia ferox (Gloeckner et al. 2012b)
bestitigt werden. Dies ldsst fiir die meisten der vertikal weitergegebenen Symbionten auf eine
Kospeziation mit ithrem Wirt vermuten, konnte allerdings bis jetzt nur fiir das Cyanobakteri-
um Oscillatoria spongeliae und den vier Schwidmmen Lamellodysidea herbacea, Lamellody-
sidea chlorea, Lendenfeldia chondrodes und Phyllospongia papyracea bewiesen werden

(Ridley et al. 2005).

Hinweise auf horizontale Aufnahme von Schwamm-Symbionten aus dem umgebenden
Meerwasser zu finden, gestaltet sich ungleich schwieriger. So konnten Webster et al. (2010)
zeigen, dass einzelne Vertreter des Schwamm-spezifischen mikrobiellen Konsortiums wie
zum Beispiel des Candidatus Phylum Poribacteria in sehr geringer Konzentration im umge-

benden Meerwasser zu finden sind. Die Autoren stiitzen hiermit ihre Theorie, dass Symbion-
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ten, sobald sie einmal ins umgebene Meerwasser gelangt sind, als sogenannte ,,seed orga-
nisms* dienen konnen. Diese wiirden wiederum vom Schwamm eingestrudelt und ins Me-
sohyl aufgenommen, wo sie sich weiter vermehren und letztendlich so das bakterielle Konsor-
tium des Juvenil-Schwammes mit aufbauen konnten. Eine andere Studie an 32 Schwdmmen
aus 8 verschiedenen geographischen Regionen weltweit unterstiitzt die Annahme, dass
Schwidmme ihre mikrobiellen Konsortien {iber eine Kombination aus vertikaler Weitergabe
und horizontaler Aufnahme aufrechterhalten (Schmitt ef al. 2011a). Diese These wird davon
getragen, dass in allen untersuchten Schwammen eine geringe Anzahl an Sequenzen (0,001%
aller gefundenen Sequenzen bei 97% Sequenz Ahnlichkeit) gleich waren. Diese Sequenzen
werden als ,,core community* bezeichnet, die nach Annahme der Autoren vermutlich horizon-
tal aufgenommen werden. Dem gegeniiber steht die Art-spezifische mikrobielle Gemein-
schaft, deren Sequenzen nur in einer Schwamm Art gefunden wurden und deshalb wahr-

scheinlich vertikal weitergegeben werden (Schmitt ef al. 2011a).
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2.3 Zielsetzung

Ziel dieser Dissertation war es, die vertikale Weitergabe bzw. horizontale Aufnahme von
Symbionten an dem karibischen Modellschwamm Ectyoplasia ferox zu untersuchen. Hierbei
lag der Schwerpunkt auf der Beschreibung des mikrobiellen Konsortiums des Adult-
Schwammes, Embryonal- und Larvalstadien hinsichtlich phylogenetischer Zusammensetzung
und metabolischer Aktivitidt. Weiterhin sollte die Hypothese der Mischung aus vertikaler Wei-
tergabe und horizontaler Aufnahme untersucht wurden. Zu diesem Zweck wurde der Bakte-
riengehalt im adulten Schwammgewebe vor und nach dem Zeitpunkt des ,,spawning® be-
stimmt. So sollte erstmalig experimentell nachgewiesen werden, ob ein Schwamm Symbion-
ten an das umgebende Meerwasser verlieren kann. Mittels Erzeugung Symbionten-freier Ju-
venil-Schwidmme durch Antibiotika-Behandlung sollte ein Symbionten-freier Wirtsschwamm
erzeugt werden, um eine Basis fiir weiterfilhrende Experimente zu den Mechanismen der

symbiontischen Interaktion zu liefern.

Ein weiterer Gegenstand der hier vorgenommenen Untersuchungen war der phylogenetische
Vergleich der mikrobiellen Konsortien verschiedener mediterraner Oscarella-Arten. Im Be-
sonderen sollte untersucht werden, ob die verschiedenen Farbvariationen von Oscarella lobu-
laris unterschiedliche mikrobiellen Gemeinschaften in sich beherbergen und inwieweit sich

Standortfaktoren auf deren mikrobielle Gemeinschaft auswirken.

AbschlieBend sollten diverse karibische Schwammarten hinsichtlich ihrer Bakterienhaltigkeit
untersucht werden. Es wurden die Methoden der Transmissions-Elektronenmikroskopie
(TEM), DAPI-Féarbung und DGGE untereinander verglichen, um zukiinftigen Wissenschaft-

lern ein niitzliches Werkzeug fiir weitere Studien dieser Art an die Hand zu geben.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialsammlung

Das in dieser Doktorarbeit verwendete Material des karibischen Schwammes Ectyoplasia
ferox wurde wihrend zwei Expeditionen im September 2009 und 2010 bei Tauchgingen am
Conch Riff (24°56°863°°N; 80°27°230°°W) im ,,Florida Keys National Marine Sanctuary* vor
der Kiiste von Key Largo in einer Tiefe von ca. 12 m gesammelt, wobei die Ausriistung und
Ausstattung des ,,NOAA's Undersea Research Center (NURC) genutzt werden durfte. Alle
weiteren karibischen Schwammarten, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, wurden wéh-
rend einer 14-tdgigen Bahamas-Expedition im August 2010 gesammelt (genaue Angaben zu

allen hier verwendeten Schwammproben siehe Tabellen in Kapitel 7.10)

Das Schwammmaterial der verschiedenen Oscarella-Arten wurde von Dr. Alexander Eres-
kovsky im westlichen Mittelmeer vor der Kiiste Marseilles zwischen Juni und Oktober 2011
gesammelt. Proben der Schwamme O. balibaloi, O. microlobata, O. tuberculata und O. viri-
dis stammten aus der Unterwasserhdhle Jarrei (43°11°48.92"'N; 5°21748.62"°0) in 12-13 m
Tiefe, Proben des Schwammes O. lobularis aus der Unterwasserhohle Endoume
(43°16°47.70°'N; 5°20°59.74°°0) in 4 m Tiefe (Juni 2011). Die verschiedenen farblichen Va-
riationen von O. lobularis wurden vor der Insel Marie (43°12°45.16"'N; 5°19'45.59"°0) in 5-
8 m Tiefe gesammelt, wihrend weitere rosafarbene O. lobularis Individuen von der Insel Riu
Sud (43°10°21.93'N; 5°23°31.58°0O) aus 22-25 m Tiefe und von der Insel Frioul
(43°15°41.5"'N; 5°17°16.58"W) aus 8 und 23 m stammten (September und Oktober 2011).

3.1.1 Adultes Schwammmaterial

Das Ectyoplasia ferox Material wurde am Conch Riff (24°56°863°’N; 80°27°230°W) ge-
sammelt. Hierfliir wurde mit einer frischen Rasierklinge (Lutz Blades) ein ca. 5 cm mal 2 cm
grofles Stiick Schwamm herausgeschnitten und in einem unbenutzten 1 L Ziploc-Beutel
(Toppits) inklusive Meerwasser an die Oberfliche gebracht. Beim Herausschneiden der
Schwammprobe wurde darauf geachtet, dass das Schwammgewebe nicht auf Grund zu grofB3er

Krafteinwirkung ,,ausblutete* und somit die Schwammsymbionten und Schwammzellen aus
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dem Gewebe gequetscht wurden. Nach jedem Tauchgang wurde das adulte Schwammmateri-

al auf Eis aufbewahrt und schnellstmdglich an Land prozessiert.

3.1.2 Reproduktives Schwammmaterial

Ectyoplasia ferox ist ein oviparer Schwamm und entlédsst seine Gameten in einer gelatinedhn-
lichen Matrix. Diese wurde mit sterilen 20 ml Spritzen (Penta, Pentaferte S.p.A., Italien) auf-
genommen und wiederum in Ziploc-Beuteln (Toppits) inklusive Meerwasser aufbewahrt. Im
Labor wurden die Embryos getrennt nach Elternindividuum in 1 L Messbechern mit 500 ml
Meerwasser gehiltert, bis 48 Stunden spiter die Larven schliipften. Das Meerwasser wurde

jeweils am Abend zu 70% durch frisches ersetzt.

3.1.3 Probenverarbeitung

Die gesammelten Schwammproben wurden dreimal mit sterilfiltriertem Meerwasser gewa-
schen, bevor sie entsprechend ihrer weiteren Verwendung fixiert wurden. Fiir die Transmissi-
ons-Elektronen Mikroskopie (TEM) und Raster-Elektronen Mikroskopie (REM) wurden die
Proben in 2,5% Glutaraldehyd in Calcium- und Magnesiumfreiem kiinstlichem Meerwasser
(CMF-ASW) (Rottmann ef al. 1987) bzw. in 2,5% Glutaraldehyd, 0,4 M Cacodylatpuffer und
Meerwasser im Verhiltnis 1:4:5 (Oscarella-Proben) fixiert (Gloeckner et al. 2012a). Fiir die
DNA-Extraktion wurden die Proben entweder direkt bei -80 °C eingefroren oder in 70% E-
tOH fixiert und bei -20 °C gelagert. Die Proben fiir die RNA-Extraktion wurden bei -80°C in
RNA-later (Ambion) entsprechend den Herstellerangaben aufbewahrt. Bei adulten Gewebe-
proben wurde immer darauf geachtet, dass die Probe sowohl Mesohyl als auch Pinakoderm
enthielt. Weiterhin wurden die alten Schnittkanten entfernt, um eventuelle Verunreinigungen

durch Meerwasser oder Ahnlichem vorzubeugen.

3.1.4 Antibiotika

Fiir das Antibiotika-Experiment zur Generierung symbiontenfreier Juvenil-Schwidmme wur-
den ca. 40-100 Larven des Schwammes Ectyoplasia ferox in Petrischalen mit ca. 50 ml

Meerwasser gehalten. Das Experiment wurde mit drei Schwammindividuen durchgefiihrt,
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wobei jeweils fiinf Ansdtze pro Schwammindividuum mit Antibiotikazugabe und fiinf Ansét-

ze ohne Antibiotikazugabe als Kontrolle herangezogen wurden.
Y ol i - .

o e %

Abb. 3.1: Versuchsaufbau das Antibiotika Experimentes. Die rot markierten Petrischalen links im Bild enthalten
E. ferox Larven mit Antibiotikazugabe, die griin markierten rechts im Bild die jeweiligen Kontrollgruppen. Die
Petrischalen wurden wie folgt beschriftet: EF=E. ferox, A'=Larven mit Antibiotikazugabe, A=Larven ohne
Antibiotikazugabe. Die erste Zahl bezeichnet das Individuum, die zweite die Nummer des jeweiligen Ansatzes.
Fiir das Experiment wurden drei Individuen EF5, EF6 und EF8 herangezogen, wobei jeweils 5 Ansétze pro Indi-
viduum mit und ohne Antibiotika ausgewertet wurden. Foto: Volker Glockner.

Als Antibiotika wurden Ampicillin (Roth) und Gentamycin (Sigma) in einer Endkonzentrati-
on von 100 pg/ml verwendet (Friedrich ef al. 2001). Jeweils am Abend wurden ca. 70% des
Meerwassers durch sterilfiltriertes Meerwasser ersetzt. Fiir das Sterilfiltrieren des Meerwas-
sers wurden Millipore® Sterifil® Filterunits mit 500 ml Fassungsvermdgen und 0,22 pm Po-
rengrofle verwendet. Nach vier Tagen Antibiotikabehandlung wurden einige Larven fiir die
spatere DNA- und RNA-Extraktion sichergestellt. Die verbliebenen Larven wurden nach ihrer
Festsetzung am Boden der Petrischale in das Diadema Riff (25°01°610°°N; 80°23°671°°W)
gebracht und dort an Betonblock befestigt, um zu untersuchen, ob sich aus den festgesetzten

Larven gesunde Adult-Schwimme entwickeln.
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Abb. 3.2: Unterwasserfotografie einer Petrischale mit festgesetzten E. ferox Larven, die an einem Betonblock im
Diadema Riff auf ca. 6 m Tiefe befestigt wurde (A). Dieselbe Petrischale ein Jahr spiter (B). Fotos: Volker
Glockner.
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3.2 Molekulare Methoden

3.2.1 Lichtmikroskopie

Alle lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Observer Z1 (Zeiss, Deutsch-
land) unter Nutzung der AxioVision Software erstellt. Die Bakterienauszdhlungen fanden

unter Verwendung des UV Lichtes und des Zeiss Filters Nummer 49 statt.

3.2.2 Transmissions-Elektronen Mikroskopie

Fiir die Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) wurden die Schwammproben in einer
2,5% Mischung Glutaraldehyd CMF-ASW fixiert (Rottmann et al. 1987). Dabei durften die
adulten Schwammgewebestiicke eine Seitenldnge von 1 mm nicht tiberscheiten. Die so fixier-
ten Proben wurden fiinfmal fiir je 3 min mit Cacodylatpuffer pH 7,2 gewaschen und wiede-
rum mit 2% gepuffertem Osmium (OsOy4) fiir 90-120 min fixiert. Nach einem weiteren
Waschschritt mit H;O (5x fiir 3 min) wurden die Proben mit 0,5% Uranylacetat {iber Nacht
kontrastiert. Nach dem Auswaschen (H20 5x fiir 3 min) des Uranylacetats konnte mit der
schrittweisen Entwisserung der Proben begonnen werden. Hierfiir wurden diese jeweils 30
min bei 4 °C mit 50, 70, 90, 96 und 100% EtOH versetzt, wobei der letzte Schritt nochmals
bei 4 °C und bei Raumtemperatur wiederholt wurde. Vor dem ersten Einbettungsschritt wur-
den die Proben weiter mit Propylenoxid (3x fiir 30 min) entwéssert und iiber Nacht in einer
1:1 Mischung aus Propylenoxid und EPON812 belassen. AbschlieBend folgten zwei Einbet-
tungen fiir je zwei Stunden in EPON und einer Stunde in der EPON Einbettungsform, die
dann iiber Nacht bei 60 °C auspolymerisierte. Die Proben wurden anschlieBend mit einem
MT-7000 Ultramikrotom (RMC, Tuscon, AZ, USA) geschnitten und an einem Transmissi-
ons-Elektronenmikroskop (EM 10; Zeiss, Germany) ausgewertet. Semi-Diinnschnitte fiir die

Lichtmikroskopie wurden mit Azur 2 und Methylenblau (Merck, Deutschland) geférbt.

3.2.3 Raster-Elektronen Mikroskopie

Die fiir die Raster-Elektronen Mikroskopie (REM) fixierten Proben wurden 5x fiir je 5 min
mit Sorensen-Phosphatpuffer gewaschen und stufenweise (30, 50, 75, 90, 100%) mit Aceton

entwiéssert. Nach der Kritischen-Punkt-Trocknung mit CO, wurden die Priparate mit einer
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Mischung aus Gold und Palladium beschichtet. Die Auswertung fand mit einem Zeiss DSM
962 Rasterelektronenmikroskop (Oberkochen, Deutschland) statt.

3.2.4 Quantifizierung von Bakterien in adultem Schwammgewebe

Hierfiir wurde ein Stiick Schwammgewebe mit einem sterilen Skalpell aus dem Schwamm
herausgeschnitten und dreimal mit 0,2 um steril filtriertem Meerwasser gewaschen. Dabei
wurde darauf geachtet, dass das Schwammstiick sowohl Pinacoderm als auch Mesohyl ent-
hielt. Von dem Schwammgewebe wurde eine Verdiinnung im Verhéltnis 1:10 durch Zugabe
von 9 ml CMF-ASW zu einem Stiick Schwammgewebe, dquivalent zu 1 ml, hergestellt (Fie-
seler et al. 2004). Diese wurde anschliefend mit Hilfe von Morser und Pistill homogenisiert
und durch ein 100 um NITEX- Tuch gefiltert. Das so entstandene Filtrat wurde anschlieBend
mit 3,7% Formaldehyd in Endkonzentration fixiert und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung
gelagert. Die im NITEX- Tuch verbliebenen Gewebereste wurden mit 4,5 ml CMF-ASW ab-
gewaschen und ein weiteres Mal homogenisiert, durch das NITEX-Tuch gefiltert und mit

3,7% Formaldehyd in Endkonzentration fixiert. Auch hier erfolgte die Lagerung bei 4 °C.

Es wurden Verdiinnungen von 10" bis 10~ von jedem Extrakt hergestellt und mit 0,7 pg/ml
DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindole) in Endkonzentration fiir 30 min im Dunkeln gefarbt.
Die DAPI-Stocklosung (100 pg/ml) wurde einmal hergestellt, aliquotiert und bei -20 °C bis
zum Gebrauch gelagert. 1 ml des so gefdarbten Extraktes wurde mit 9 ml CMF-ASW verdiinnt
und mit Hilfe einer Vakuum-Filtrationseinheit von Sigma-Aldrich® auf einen schwarzen Fil-
ter mit 25 mm Durchmesser und 0,2 pm Porengréf3e aus Polycarbonat-Membran (Millipore)
aufgezogen, der seinerseits wiederum durch eine 0.45 um Cellulose-Nitrat-Filter unterstiitzt
wurde (Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland). Mittels Handpumpe wurde ein Unter-
druck von ca. 10 mmHg erzeugt. Der Filter wurde anschlieend noch einmal mit 9 ml CMF-
ASW und 5 ml 70% EtOH gewaschen. Abschlieend wurde der schwarze Polycarbonat-
Membranfilter auf ein Deckglas gelegt und mit Citiflour (Citifluor Ltd., London) zum besse-

ren Erhalt der Fluoreszenz iiberschichtet und eingedeckelt.

Die Anzahl der Bakterien wurde an einem Axiolab Mikroskop (Zeiss, Deutschland) bei 100-
facher VergroBerung mit einem Olimmersionsobjektiv unter UV-Licht mit Hilfe des Zeiss-

Filters Nummer 49 bestimmt. Dabei wurden je sieben Individuen fiir den ,,spawning*-
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Zeitpunkt sowie post- und nicht-,,spawning“-Zeitpunkt verwendet. Pro Individuum wurden
drei mal zehn Kleinfelder (Kantenldnge 123 um und 125 pm) fiir beide Schwammextrakte
ausgezihlt. Die Anzahl an Bakterien pro Gramm Schwammmaterial wurde unter Berticksich-
tigung der GroBe der Filterfliche sowie simtlicher Verdiinnungsstufen berechnet. Die statisti-

sche Auswertung wurde mit dem Programm SPSS 18.0 durchgefiihrt.

3.2.5 Extraktion genomischer DNA

Fiir die Extraktion genomischer DNA und der anschliefenden Analyse in der denaturierenden
Gradienten Gelelektrophorese (DGGE) wurde das ,,Fast DNA Spin Kit (for soil)* der Firma
MP Biomedicals (Heidelberg, Deutschland) nach Angabe des Herstellers verwendet. Zur Er-
stellung der Genbank aus adultem Schwammmaterial wurden tiefgefrorene Schwammstiicke
(-80 °C) von ca. 10-15 mm’ GroBe in fliissigem Stickstoff mit Morser und Pistill zermahlen.
Dabei wurde darauf geachtet, dass das Schwammstiick sowohl Pinakoderm als auch Mesohyl
enthielt. Das Adult-Schwammmaterial bzw. Embryonal-Schwammmaterial (in 70% EtOH
fixiert) wurde mit einem sterilen Skalpell zerkleinert und direkt in die dem Kit beiliegenden
,Lysing Matrix Tubes* gegeben. DNA aus larvalem Material wurde gewonnen, indem die
Larven in 150 pl ddH,0 bei 100 °C fiir 10 min erhitzt wurden. Diese Losung wurde dann di-
rekt als Matrize (,,template*) in der PCR verwendet (Schmitt et al. 2008). Zusétzlich wurde
die DNA mittels PCR iiberpriift, in der wahlweise die universellen eubakteriellen Primer 27f
und 1492r (Lane 1991) fiir die 16S rRNA Genbank oder die Primer 341{+GC und 907r (Muy-
zer et al. 1998) fiir die DGGE verwendet wurden.

3.2.6 DNA-und RNA-Extraktion

Um die metabolische Aktivitdt der Symbionten in verschiedenen Entwicklungsstadien zu un-
tersuchen, wurden von jedem Stadium (adult, embryonal, larval) Gewebeproben genommen
und anschlieend mit dem ,,AllPrep DNA/RNA-Mini-Kit* (Qiagen) sowohl die genomische
DNA als auch die Gesamt-RNA nach Anleitung des Herstellers extrahiert. Um die DNA von
evtl. vorhandener RNA zu reinigen, wurden 1,5 pul RNAse (10 mg/ml) pro 100 pl zugegeben
und bei 37 °C fiir 10 min inkubiert. Die extrahierte RNA wurde zuerst mit 20u/ul ,,SUPERa-

se-In* (Invitrogen) behandelt, um evtl. vorhandene RNAsen zu inhibieren. Anschlieend fand
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ein DNA-Verdau statt, indem man 6 ul DNAse und 5 pl DNAse-Puffer hinzugab und fiir eine
Stunde bei 37 °C inkubierte. AbschlieBend wurde der Verdau mit 6 pl Stopp-Puffer beendet
und die so gereinigte RNA 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie auf -80 °C gela-

gert wurde.

3.2.7 Polymerase-Ketten-Reaktion

Mit Hilfe der Polymerasen Ketten Reaktion (PCR) wurden gezielt DNA-Fragmente des 16S
rRNA Gens amplifiziert. Als ,,template* dienten die aus dem Schwammmaterial extrahierte
DNA (16S-PCR) oder intakte Bakterienzellen (Kolonie-PCR). Ein 50 pl Standard-PCR-
Reaktionsansatz setzte sich aus 10x Dream Taq Green Buffer (Fermentas), 2 mM von beiden
Primern (z.B. 27f und 1492r fiir 16S rRNA Gene), 0,2 mM dNTPs (Sigma), sowie 1,25 U
Dream Taq Polymerase (Fermentas) zusammen. Bei Bedarf wurde das PCR-Additiv 5x Q-
Solution (Qiagen) bzw. 1ul Bovine Serum Albumin (BSA) zur Verbesserung der PCR-
Reaktion zugesetzt. Sdmtliche im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten Oligonukleotid-
Primer sind tabellarisch unter Angabe der Sequenzen im Anhang (Kapitel 7.8) aufgelistet.
Das Standard-PCR-Protokoll umfasste einen initialen Denaturierungsschritt bei 96 °C fiir 2-5
min, gefolgt von 30-40 Zyklen bestehend aus einer weiteren Denaturierung bei 96 °C fiir 30
sec bis 1 min, dem Primer-Annealing bei 45-56 °C fiir 30 sec und einer Elongation bei 72 °C
fiir 25-90 sec. Abschliefend erfolgte eine Endelongation bei 72 °C fiir 5 min. Die PCR-
Produkte wurden generell mittels des ,,NucleoSpin ExtractIl Kits* (Macherey-Nageln) gemal3
den Angaben des Herstellers gereinigt. Dasselbe Kit diente auch zur Extraktion von PCR-

Produkten aus Agarose-Gelen.

Die Annealing-Temperatur der PCR-Protokolle richtete sich generell nach den Angaben des
Herstellers (Sigma). Alternativ wurde sie tiber die Formel Tm=4* (G+C)+2* (A+T)
ausgehend von der Nukleotidsequenz der jeweils verwendeten Primer berechnet. Die Lénge
des Elongationsschritts wurde individuell an die Linge des zu erwartenden Fragmentes ange-
passt. Der Berechnung lag dabei eine durchschnittliche DNA-Syntheserate von ca. 1 kb/min
fiir die Dream Taqg DNA Polymerase zugrunde.
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3.2.8 Herstellung hitzekompetenter Zellen

Fiir die Herstellung von hitzekompetenten Zellen wurden Zellen des E. coli Stammes Nova-
Blue der MnCl,-Methode unterzogen. Dafiir wurden 250 ml SOB-Medium mit 2 ml einer
NovaBlue-Ubernachtkultur inokuliert und bei 19 °C und 200 rpm bis zu einer ODggo nm VOn
0,5 angezogen. Einer 10 miniitigen Inkubation auf Eis folgte die Pelletierung der Zellen fiir 10
min bei 4 °C und 4.000 rpm. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 80 ml eiskaltem TB-Puffer
resuspendiert und fiir weitere 10 min auf Eis gestellt. Nach erneuter Pelletierung (10 min, 4
°C, 4.000 rpm) wurden die Zellen vorsichtig in 20 ml eiskaltem TB-Puffer und 1,4 ml DMSO
gelost. Der Lagerung von 100 ul Aliquots bei -80 °C ging letztlich ein Schockgefrieren in

fliissigem Stickstoff voraus.

3.2.9 Klonierung von PCR-Produkten

Fir die Ligation amplifizierter DNA-Fragmente wurde das pGEM-T-easy Vektor System
(Promega) verwendet. Da die Dream Taq DNA-Polymerase einen nicht codierten Adenin-
Rest am 3’'-Terminus wihrend der Amplifizierung anhéngt, konnten die DNA-Fragmente
direkt in dem im Kit enthaltenen linearisierten Vektor mit Thymin-Uberhang ligiert werden.
Ein 10 pl Ligations-Ansatz setzte sich aus 5 ul 2x Rapid Ligation Mix, 1 ul pGEM®-T Easy
Vector (50ng), 1ul T4 Ligase und 2-3 pl aufgereinigtem PCR-Produkt zusammen. Die Ligati-
on fand iiber Nacht im Kiihlschrank bei 4 °C statt.

Die mit den DNA-Fragmenten ligierten Vektoren wurden anschlieend in hitzekompetente E.
coli-Zellen des Stammes NovaBlue transformiert. Dazu wurde ein Aliquot (100 pl) hitze-
kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut und je 50 ul Zellen mit 1-2 ul des Ligationsansatzes
versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten auf Eis erfolgte ein Hitzeschock fiir 75-
90 Sekunden bei 42 °C im Heizblock. Hierauf folgte eine weitere Inkubationszeit von 5 Mi-
nuten auf Eis, wonach 1 ml frisches LB-Medium zu den Ansétzen gegeben und dieser bei 37
°C fiir 2 Stunden im Schiittler inkubiert wurde. Danach wurden die Zellen mithilfe von Glas-
kugeln auf AIX Platten ausplattiert und tiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, um
anschliefend eine ,,Blau-WeiB3-Selektion* der Plasmid-tragenden Klone mit Insert durchzu-

fiihren. Weille Klone wurden direkt als ,,template in eine Kolonie-PCR mit den Vektorpri-
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mern SP6 und T7 eingesetzt, um zu iiberpriifen, ob das ,,insert* des gewihlten Klons die rich-

tige GroBBe besall.

Die im Anschluss an die Kolonie-PCR durchgefiihrte Restriktions-Fragment-Lingen-
Polymorphismus (RFLP)-Analyse diente einerseits der Bestimmung der Diversitdt, der mittels
PCR amplifizierten DNA-Fragmente sowie andererseits der Minimierung der Anzahl an
durchzufiihrenden Plasmid-Mini-Priparationen und Sequenzierungen. Zu diesem Zweck wur-
de ein Doppel-Verdau mit den Restriktionsenzymen Mspl und Haelll (Fermentas) durchge-
fiihrt. Ein 20ul Reaktionsansatz beinhaltete 10ul des Kolonie-PCR-Produkts, 10U eines jeden
Enzyms sowie 10x NEB Puffer. Der Verdau wurde bei 37 °C fiir 15-30 Minuten durchgefiihrt
und anschlieBend zur Analyse auf ein 3%iges Agarose-Gel aufgetragen. Gleiche Bandenmus-
ter wurden zu einem Phylotyp zusammengefasst. Ein Phylotyp ist in der Mikrobiologie defi-
niert als eine Gruppe von Sequenzen mit einer hohen Sequenzéihnlichkeit zueinander z. B.
von 99,0%. Da die hier verwendeten Restriktionsenzyme nur an ganz bestimmten Stellen das
16S rRNA Gen schneiden kann man davon ausgehen, das gleichen Bandenmustern dasselbe
oder zumindest ein sehr nahe verwandtes 16S rRNA Gen zugrunde liegt. Von den auf Grund
der RFLP-Analyse weiter verwendeten Klonen wurden Kryokulturen mit Glycerin (15%

Endkonzentration) angefertigt, die bei -80 °C gelagert wurden.

3.2.10 Plasmid-Mini-Priparation

Von den weiBen Klonen mit der richtigen InsertgroBe wurden zunichst Ubernachtkulturen in
3 ml LBy bei 37 °C angezogen. 2 ml der Ubernachtkultur wurde bei 13.000 rpm fiir 2 Minu-
ten pelletiert. Alle folgenden Zentrifugationsschritte fanden bei Raumtemperatur statt. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 150 pl Plasmid-Mini-Préip Puffer I resuspen-
diert, wonach 150 pl Plasmid-Mini-Prap Puffer II zugegeben wurden. Nach vorsichtigem
Durchmischen der Proben durch Invertieren wurden 150 pl Plasmid-Mini-Prép Puffer III hin-
zugefiigt und anschliefend 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das so entstandene Prazipitat wurde
fiir 20-30 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand in einem zweiten Zentrifuga-
tionsschritt fiir 15-25 min bei 13.000 rpm pelletiert. Der nun klare Uberstand wurde wieder-
rum in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdl tiberfithrt und die Plasmid-DNA durch Zugabe von
350 ul (= 0,7% v/v), -20 °C kaltem Isopropanol gefillt, wonach sich ein dritter Zentrifugati-
onschritt fir 15 min bei 13.000 rpm anschloss. Die so pelletierte Plasmid-DNA wurde durch
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Zugabe von -20 °C kaltem 70% EtOH gereinigt und bei Raumtemperatur getrocknet
(Sambrook et al. 1989). AbschlieBend wurde die Plasmid-DNA in 50ul H,0 dest. aufgenom-
men und bei -20 °C gelagert.

3.2.11 Sequenzierung

Ein 10 pl Standard-Sequenzier-PCR-Ansatz enthielt 2 ul Premix, 2 pl 5x Sequenzierpuffer
(ABI PrismTM Big Dye TM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit), 1-2 ul
Plasmid-DNA sowie 1 pl eines 25 pmol Primers (T7, SP6 oder 341f). Das Sequenzier-PCR-
Protokoll begann mit einer initialen Denaturierung bei 96 °C fiir 2 min gefolgt von 30 Zyklen
bestehend aus einer weiteren Denaturierung bei 96 °C fiir 30 sec, dem Primer Annealing bei
45 °C fiir 30 sec und der Elongation bei 60 °C fiir 4 min. Die Analyse der Sequenzen erfolgte
an einem Perkin Elmer ABI 377 XL Sequenzierer im Institut fiir Immunologie und Virologie

der Universitdt Wiirzburg bzw. durch LGC Genomics GmbH (Berlin, Deutschland).

3.2.12 Sequenzierauswertung

Die Sequenz-Rohdaten wurden mit dem Programm GENtle (Magnus Manske, Universitit
Koln) analysiert, gegebenenfalls korrigiert (z.B. fehlerhafte Interpretationen der Fluoreszenz,
Dye Blobs etc.) und die Vektorsequenzen entfernt. Mit Hilfe des ContigExpress Tools des
Programmes Vektor NTI'™ 11 advanced (Invitrogen) bzw. mit Geneious Pro v5.6 (Biomat-
ters, Ltd., Auckland, Neuseeland) wurden aus den einzelnen Vektorsequenzen iiberlappende
Sequenzbereiche (contigs) generiert. Die so entstandenen Voll- bzw. Teilsequenzen wurden
mit der Datenbank (GenBank) des ,,National Center for Biotechnology Information* (NCBI)
unter Verwendung des ,Basic Local Alignment Search Tools“ (BLASTn,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Altschul ef al. 1990)) abgeglichen. Fiir die 16S rRNA-
Gen Sequenzen diente dabei BLASTn. Unter Verwendung des Programmes mothur (Schloss
et al. 2009) wurden die Sequenzen in sogenannte ,,operational taxonomic units* (OTUs) ein-
geteilt. In einem OTU wurden alle Sequenzen zusammengefasst, die eine Sequenzédhnlichkeit
von 99% und hoher zueinander aufwiesen (Stackebrandt und Ebers 2006). Nur eine zufillig
gewihlte Sequenz pro OTU wurde weiter fiir die phylogenetische Analyse verwendet. Um

eine hohe Qualitdt der generierten Sequenzen garantieren zu konnen, wurden alle Sequenzen
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mehrfach mit Hilfe des Programmes Pintail 1.0 (Ashelford et al. 2005) auf Chiméren {iber-
priift.

3.2.13 Phylogenetische Sequenzanalyse

Die in dieser Arbeit erstellten DNA-Sequenzen wurden zusammen mit den thnen am néchsten
verwandten Sequenzen, (ermittelt durch BLASTn, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
(Altschul et al. 1990)), mit Hilfe des SINA-Webaligners (Pruesse ef al. 2012), anhand eines
SILVA-Referenz-Alignments automatisch aligniert. Dieses Alignment wurde anschlieSend
mit einer modifizierten Form der SILVA 100- bzw. SILVA 106-Datenbank (Pruesse et al.
2007) zusammengefiihrt, bevor manuelle Korrekturen vorgenommen wurden. Unter Verwen-
dung des Phylogenie-Programmes ARB (Ludwig et al. 2004) wurden phylogenetische Dis-
tanz- (Neighbor-Joining mit Juke-Cantor Korrektur), Maximum-Parsimony- und Maximum
Likelihood-Béaume errechnet, wobei nur Sequenzen mit einer Mindestldnge von 1200 bp ver-
wendet wurden. Kiirzere Sequenzen wurden unter Zuhilfenahme des Werkzeuges Parsimony-
Interaktiv (in ARB) nachtriglich in den Baum eingefiigt, wobei die Topologie des Baumes
nicht verdndert wurde. Um Aussagen iiber die Stabilitit der einzelnen Verzweigungen des
phylogenetischen Baumes treffen zu konnen, wurden Maximum Parsimony-Bootstrap-Werte
mit einer Wiederholungsrate von 100 berechnet. Alle 16S rRNA Gensequenzen wurden bei
EMBL/GenBank/DDBJ hinterlegt, wo sie unter den Zugangsnummern JN126054 bis
IN126249 und JN986612 bis IN986639 fiir Ectyoplasia ferox und JX110394 bis JX110443
und JX119196 fiir die verschiedenen Oscarella-Arten zu finden sind. Alle in dieser Arbeit
gezeigten phylogenetischen Baume wurden von Dr. Susanne Schmitt (LMU Miinchen) in

Zusammenarbeit mit Volker Glockner berechnet.

3.2.14 Elektrophoretische Methoden

Fiir Standardanalysen von PCR-Produkten wurden 1%ige Agarosegele in 1x TAE verwendet.
Fiir die Auswertung von Restriktions-Fragment-Léngen-Polymorphismen (RFLPs) fanden auf
Grund der deutlich kiirzeren Fragmente und der gewiinschten hoheren Auflosung 3%ige Aga-
rosegele Verwendung. Als DNA-GroBenstandards (Marker) wurde der 1kb und 100bp (ver-

wendeten sind in Kapitel 7.7 aufgelistet. Alle zu untersuchenden Fragmente wurden elektro-
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phoretisch in 1 x TAE bei 300V aufgetrennt und mit Ethidiumbromid (EtBr; 10 mg / ml) an-
gefdrbt. Alternativ wurde GelGreen™ (Biotium) als Farbemittel verwendet, wobei dieses
beim GieBlen der Gele zugegeben wurde (1:500). AnschlieBend wurden die Gele unter einem
UV-Transilluminator (GelDoc EQ Station kombiniert mit der Quantity One 1-D analysis
Software, Biorad, Miinchen, Deutschland) fotografiert.

3.2.15 Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese

Die denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) diente als . fingerprinting-
Technik dem Vergleich der mikrobiellen Konsortien aus den unterschiedlichen Entwicklungs-
stadien (adult, embryonal und larval). Ein 50 pl DGGE-PCR-Reaktionsansatz enthielt 10 ul
Q-solution (Qiagen), 10x Dream Taq Green Buffer (Fermentas), 2 mM je Primer (341f +
GCclamp und 907r, Muyzer et al. (1998)), 0,2 mM dNTPs (Sigma) sowie 2,5 U Dream Taq
Polymerase (Fermentas). Das PCR-Programm hierfiir startete mit einer initialen Denaturie-
rung bei 94 °C fiir 2 min gefolgt von 30-40 Zyklen, bestehend aus einer Denaturierung bei 94
°C fiir 1 min, dem Primer-Anealling bei 54 °C fiir 30 sec und einem Elongationsschritt bei 72

°C fiir 40 sec. Abschlielend folgte ein Elongationsschritt von 72°C fiir 5 min.

Die Stocklosungen (0 und 100%), aus denen die verwendeten 10%igen Acrylamid-DGGE-
Gele gegossen wurden, enthielten 25 ml 40%iges Acrylamid/Bis, 2 ml 50x TAE, 40 ml For-
mamid und 42 g Harnstoff bei einem Endvolumen von 100 ml. Bei der 0%-L6sung wurde das
Formamid und der Harnstoff weggelassen. Ein Standard DGGE-Gel mit einem Gradienten
von 0-100% enthielt 12,5 ml 0% und 12,5 ml 100%-L6sung. Zu beiden Losungen wurde
noch 40 pl einer Ammonium-Persulfat-Losung (APS) als Polymerisationsinitiator und 16 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator gegeben. Das Gel wurde sofort im An-
schluss mit Hilfe eines GradientengieBers (Biorad) gegossen. Sobald das DGGE-Gel auspo-
lymerisiert war, wurde es umgehend verwendet oder bei 4 °C bis zum néchsten Tag gelagert.
Die hier verwendeten 80%igen DGGE-Gele wurden mit 45 pl des PCR-Produktes mit Hilfe
einer Hamilton-Spritze beladen und entweder bei 150V fiir 6 h oder bei 70 V fiir 16 h aufge-
trennt. Hierbei hatte der Laufpuffer (1x TAE) eine Temperatur von 60 °C. Die verwendete
Gelkammer war ein DCode™ Universal Mutation Detection System (Biorad). Das Gel wurde
anschlieBen in einem Féarbebad mit 3x GelGreen™ (Biotium) und 0,1 M NaCl Losung fiir 30

min gefarbt und unter einem UV-Transilluminator (GelDoc EQ Station kombiniert mit der
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Quantity One 1-D analysis Software, Biorad, Miinchen, Deutschland) fotografiert. Dieselbe
Software wurde verwendet um Clusteranalysen der DGGE-Bandenmuster zu erstellen, wobei
die ,,unweighted pair group method with arithmetic mean* (UPGMA) verwendet wurde. Die
Clusteranalyse diente dazu die Ahnlichkeit der mikrobiellen Gemeinschaft der verschiedenen
Schwamm-Proben anhand ihrer Bandenmuster zu ermitteln. Ausgewéhlte DGGE-Banden
wurden mit einem EtOH-sterilisierten Skalpell an einem UV-Transilluminator mit einer nied-
rigen UV-Intensitit (UVP, Model-M20, Upland, CA, USA) ausgeschnitten, in 25ml ddH,0
aufgenommen und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. 4 pl der so extrahierten DNA wurden als
»template® in die oben beschriebene DGGE-PCR eingesetzt, wobei die Annealingtemperatur
auf 60 °C erhoht wurde, um die Bindungsspezifitit der Primer zu erhdhen. Das so erhaltene

PCR-Produkt wurde anschlieBend wie unter 3.2.9 kloniert.
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4 Ergebnisse

4.1 Ectyoplasia ferox als Modellschwamm zur Untersuchung der vertika-

len Weitergabe von Schwammsymbionten

4.1.1 Reproduktion in Ectyoplasia ferox

Die Abgabe von Embryonen in das umgebende Meerwasser fand bei dem oviparen Schwamm
E. ferox jahrlich im August bzw. September ungefdahr 6 Tage nach einem Vollmond statt (per-
sonliche Kommunikation Niels Lindquist). Hierbei entlieen alle reproduktiv aktiven Indivi-
duen ihre Embryonen zum selben Zeitpunkt in das Meerwasser. Die von einer gelatinedhnli-
chen Matrix umgebenden Embryonen (Abb. 4.1 A-C) verblieben dabei zunéchst an der Ober-
fliche des Adult-Schwammes angeheftet, bis die Meeresstromung sie weiter verbreitete.
Lichtmikroskopische Untersuchungen zeigten auflerdem, dass die Embryonen als runde,
orangefarbene Kugeln mit einem Durchmesser von 200 pm sichtbar einzeln in die Matrix
eingebettet waren (Abb. 4.1 B und C). 48 Stunden nach dem Zeitpunkt des ,,spawning* be-
gannen hunderte von Larven unter Laborbedingungen (Abb. 4.1 D) zu schliipfen, welche zu-
néchst einige Zeit frei in der Wassersdule schwammen, bevor sie sich an das angebotenen
Substrat (Plastikpetrischalen) anhefteten und sich weiter zu Juvenil-Schwidmmen entwickelten
(Abb. 4.1 E). Diese wurden anschliefend wieder zuriick ins Riff gebracht, um zu beobachten,
inwieweit sich diese Juvenil-Schwidmme zu gesunden Adult-Schwidmmen entwickelten (Abb.
3.2.). Die Verfiigbarkeit aller Entwicklungsstadien von E. ferox macht diesen Schwamm zu
einem idealen Modellsystem hinsichtlich weiterer Untersuchungen der vertikalen und hori-
zontalen Weitergabe von Schwammsymbionten sowie Untersuchungen zur Stabilitit der mik-

robiellen Gemeinschaft in Schwimmen liber mehrere Schwammgenerationen hinweg.
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Abb. 4.1: Unterwasserfotografie von E. ferox umgeben von ,,spawning*“-Material (A), Binokular Aufnahme von
Spawning“-Material 5x vergrofert (B), Lichtmikroskopische Aufnahme einzelner Embryonen 7,5x (C), Binoku-
laraufnahmen von Larven (D) und einem Juvenil-Schwamm (F) beide 7x. Abb. A wurde in natiirlicher Umge-
bung aufgenommen, B-F unter Laborbedingungen. Modifiziert nach Gloeckner et al. (2012D).
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4.1.2 Mikroskopische Untersuchungen von Adult-, Embryonal- und Larval-Material

Lichtmikroskopische Untersuchen von adultem E. ferox Material zeigten, dass im Mesohyl
eine hohe Dichte an Mikroorganismen vorlag, die extrazelluldr in der Mesohyl-Matrix lokali-
siert waren (Abb. 4.2 A). Ferner fanden sich Choanozytenkammern (15-20 um im Durchmes-
ser) mit begeiflelten Choanazyten, sowie amdboide Zellen inklusive Zellkern und elektronen-
dichten Vesikeln (Abb. 4.2 A). Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten weiter-
hin, dass die Embryonen im ,,spawning‘-Material perlenschnurartig angeordnet waren (Abb.
4.2 B). Auch in den Embryonen wurden Bereiche mit einer hohen Dichte an Mikroorganis-
men gefunden, wobei sich diese Bereiche vor allem auf das Innere des Embryos konzentrier-
ten, wihrend sich im dufleren Bereich hauptsédchlich klare Vesikel mit einer geringen Elektro-
nendichte, die wahrscheinlich Lipidtropfen darstellen, fanden. Wie man in Abb. 4.2 C und D
gut sehen konnte, war der Embryo von einer extrazelluliren Matrix umgeben (vgl. auch Abb.
4.1 C). Im Gegensatz zum Embryo fanden sich in den Larven deutlich weniger Mikroorga-
nismen, welche sich lose zwischen den Schwammzellen liegend auf den inneren Bereich der
Larve konzentrierten. Neben den Mikroorganismen fanden sich hier auch groflere, runde Al-
genzellen (Abb. 4.2 E und F). Die duflere Region weist dariiber hinaus den typischen Aufbau

einer Schwammparenchymella-Larve auf.
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Abb. 4. 2 Llchtmlkroskoplsche Aufnahmen von E. ferox adultem Material (A) Rasterelektronenmlkroskop1sche
Aufnahme von ,,spawning*-Material (B), lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahme (C) und Detailaufnahme (D)
eines einzelnen Embryos, sowie lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahme (E) und Detailaufnahme (F) einer
einzelnen Larve. Alge (A), Choanozytenkammer (CC), Lipidtropfen (L), Mikroorganismen (M), duflere Region
(OR), Schwammezelle (SC). Modifiziert nach Gloeckner et al. (2012b).
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4.1.3 Untersuchungen zur mikrobiellen Abundanz in reproduktiven Stadien

Die mit Hilfe von DAPI-Zihlungen ermittelte Anzahl an Bakterien in adultem Schwammma-
terial, (5,8 x 10° Bakterien pro Gramm Schwamm Material) wiesen E. ferox als einen typi-
schen HMA-Schwamm aus. Ein Verlust von fast 50% der Bakterien konnte dabei vom Zeit-
punkt des ,.spawning (5,8 x 10° Bakterien pro Gramm Schwamm Material) bis 12 Tagen
spiter (3,0 x 10° Bakterien pro Gramm Schwamm Material) beobachtet werden (Abb. 4.3).
Statistische Analysen, mittels Wilcoxon-Test, zeigten auBBerdem, dass dieser Unterschied mit
einem p < 0,018 (n=7 Individuen) statistisch signifikant war. Bemerkenswerterweise ergaben
Untersuchungen ein Jahr spéter an nicht reproduktiv aktiven E. ferox Individuen (n=7 Indivi-
duen), dass sich die bakterielle Abundanz mit 3,44 x 10° Bakterien pro Gramm Schwammma-
terial auf dem Niveau des ein Jahr zuvor ermittelten Wertes fiir den 12 Tage post-,,spawning*-

Zeitpunkt bewegte.
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0

2.0

Bakterien pro Gramm Schwamm Material (x10°g")

1.0

spawning >14 Std >12 Tage >1 Jahr

Abb. 4.3: Quantifizierung der Bakterienanzahl in E. ferox adult Material, am Tag des ,,spawning®, nach 14 Stun-
den, 12 Tagen und einem Jahr spiter (n=7 Individuen pro Zeitpunkt). Modifiziert nach Gloeckner et al. (2012b).
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4.1.4 Beschreibung der mikrobiellen Diversitit und Analysen zur phylogenetischen

Gemeinschaft

Um die mikrobielle Diversitdt in E. ferox und seiner reproduktiven Stadien zu beschreiben,
wurde fiir jedes Stadium eine 16S rRNA Genbank erstellt. Die 83 Vollsequenzen (adult n=50,
embryonal n=18, larval n=15) konnten den folgenden bakteriellen Phyla zugeordnet werden:
Alpha- (n=5), Gamma- (n=22), Delta-Proteobacteria (n=7), Chloroflexi (n=19), Acidobacteria
(n=9) , Spirochaetes (n=5), Nitrospira (n=4), Gemmatimonadetes, Cyanobacteria (n=2 je-
weils) sowie der ,,sponge-associated unclassified lineage** SAUL (n=8) (Abb 4.4 a-e). Mit-
glieder der SAUL-Gruppe wurden schon in einer vorrangegangenen Arbeit in Schwiammen
beschrieben (Schmitt ef al. 2011a), allerdings ist ihre taxonomische Einteilung bis jetzt unge-
klart. Die Suche nach Poribakterien in E. ferox mit spezifischen Primern (Kapitel 7.8) blieb
erfolglos. Des Weiteren konnten 146 Teilsequenzen aus adultem, embryonalem und larvalem
Material mit Hilfe der DGGE erstellt werden (Abb 4.5), welche den folgenden Phyla zuge-
ordnet werden konnten: Alpha- (n=7), Gamma- (n=35), Delta-Proteobacteria (n=4), Chloro-
flexi (n=34), Acidobacteria (n=28), Spirochaetes (n=11), Nitrospira (n=7), Gemmatimonade-
tes (n=3), Bacteroidetes (n=2), Cyanobacteria (n=5) sowie der ,,sponge-associated unclassifi-
ed lineage* SAUL (n=10). Bei den anschlieBenden phylogenetische Analysen aller Sequen-
zen ergaben sich insgesamt 21 ,vertical transmission* (VT)-Cluster, sowie 22 ,sponge-
specific* Cluster (SSC) bzw. ,,sponge-coral* Cluster (SCC) nach der Definition von Hent-
schel et al. (2002) und Taylor et al. (2007). Die Mehrheit dieser VT-Cluster (19 von 21) lagen
dabei innerhalb von SSC bzw. SCC (Abb. 4.4 a-e).
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saline soil clone, HQ397456
marine basalt clone, FJ024311
Axinella corrugata clone, EF092252

— === VG_DGGE_AEL_B08.2 (adult)
oil field clone, HQ190537
___.anaerobic deep-sea clone, HQ673189 —_
Xestospongia muta clone, EF159856 ML, MP
Aplysina aerophoba clone, AJ347034 i
VG_EF_A59 (adult)
VG_DGGE_L-L_B01.2 (larvae without antibiotics) |
VG_DGGE L-L_B07.3 (larvae without antibiotics) |
Desulfurella kamchatkensis, Y16941
biofilm clone, HQ114039
microbial mat clone, HM445104
— === VG_DGGE_AEL_B10.3 (adult)
VG_EF_A29 (adult)
VG_EF_A06 (adult)
VG_EF_A15 (adult)
VG_EF_E08 (embryo)
Bdellovibrio bacteriovorus, AJ292759
sludge clone, FJ660553
saline soil clone, HQ857623
Montastraea faveolata (coral) clone, GU118576
Axinella corrugata clone, EF092213
Svenzea zeai clone, FJ529308
VG_EF_A32 (adult)
Mariprofundus ferrooxydans, EF493243
seawater clone, GQ337244 =
seawater clone, HQ433388
seawater clone, GQ350586
— =" VG_DGGE_cDNA-DNA_B10.1 (embryo, cDNA)
Thalassobaculum litoreum, EF203900
marine clone, EU795183
VG_EF_A46 (adult)
marine clone, EF572728
= ==- VG_DGGE_AEL_B15.1 (embryo)

Montastraea faveolata (coral) clone, FJ202423
_E'—_bioﬁlm clone, JF272211
sediment clone, FJ516861,
Svenzea zeai clone, FJ529331

- VG_DGGE_cDNA-DNA_B06.2 (embryo, DNA)
| VG_DGGE_AEL_B23.2 (larvae)

TOutgroup

Deltaproteobacteria

VG_DGGE_AEL_B16.2 (embryo)
VG_DGGE_L-L_B02.4 (larvae without antibiotics)
VG_EF_LO1 (larvae)
VG_EF_LO07 (larvae)
VG_EF_L12 (larvae)
seawater clone, AB302378
—I.E Pseudoruegeria sp., FJ374173
marine sediment clone, FJ716879
== VG_DGGE_AEL_B13.1 (embryo)
Roseovarius halotolerans, EU431217
hypersaline water clone, EU592376
Salipiger mucosus, AY527274
seawater clone, HM057761
seawater clone, GU119388,
VG_EF_LO06 (larvae)

Alphaproteobacteria

Abb. 4.4c

&
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Abb. 4.4a: Phylogenetischer Maximum-Likelihood-Baum, der Alpha-, Delta-Proteobacteria (Abb.4.5a),
Gamma-Proteobacteria (Abb. 4.5b), Gemmatimonadetes, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Nitrospira (Abb. 4.5¢),
Chloroflexi, Spirochaetes (Abb. 4.5d), sowie der Acidobacteria und der ,,sponge-associated unclassified line-
age* (Schwamme-assoziierter unbekannter Abstammung) SAUL (Abb. 4.5¢). ,,Vertical transmission” (VT) Clus-
ter sind durch graue Késten hervorgehoben, wihrend offen gelassene Késten ,,sponge-specific* Cluster (SSC)
oder, in Abhingigkeit des Vorhandenseins von bakteriellen Sequenzen die aus Korallen isoliert wurden, ,,spon-
ge-coral”“ Cluster (SCC). Die Sequenzcluster (nach der Definition von Hentschel et al. (2002)), die nur durch
zwei von drei Berechnungsmethoden getragen wurden, wurden entsprechen mit ML=maximum likelihood und
MP=maximum parsimony gekennzeichnet. Aus E. ferox isolierte 16S rRNA Gen Sequenzen wurden mit dem
Priafix VG_EF in fett, sowie entsprechend dem fiir die Genbank-Konstruktion verwendeten Schwammmaterial
mit den Buchstaben A=adult, E=Embryo und L=Larve gekennzeichnet. Sequenzen aus den DGGE-
Experimenten erhielten die Kennung DGGE, sowie die entsprechende Kennung der Experimente, AEL, L-L
und cDNA-DNA. Die angegebenen Nummern entsprachen den ausgeschnittenen DGGE-Banden, wobei die
erste Nummer nach dem Komma die Klonnummer angab, die zweite nach dem Komma die Sequenznummer
sofern ein wiederholtes Sequenzieren des Klons notwendig war. Fortsetzung unter Abb. 4.4b.
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marine sediment clone, EU652572
mangrove soil clone, DQ811841
== VG_DGGE_AEL_B09.3 (adult)
= VG_DGGE_AEL_B05.3 (adult)
VG_EF_A12 (adult)
seafloor lavas clone, EU491387,
deep-sea sediment clone, AM997696
marine sediment clonle FJiOg?S
mgnn_e mentggn ______________
b A';ea? 'sina aeropi oBacone AJ§47044
venzea zeai clone, FJ52926
VG_DGGE_AEL_B24.4 (iarvae)
VG_DGGE_AEL _B24.2 (larvae)
VG_DGGE_L-L_B15.4 (larvae with antibiotics)
VG_DGGE _L-L Bos4(larvae without antibiotics)

Abb. 4.4a

(R

VG_EF_A41 (
1-_vG EF E02 em rvo)
chgorlna a%taco ne, 97(?0%7 """""""" ML, MP

[ Xestospongia muta clone, EF159837
Agelas dilatata clone, EF07617
VG_EF_A33 (adult)
VG_DGGE_L-L_B14.3 (larvae with antibiotics)
VG_DGGE_L-L_B02.1 (larvae without antibiotics)
VG_EF_A65 (adult)
VG _DGGE_AEL_B22.1 (larvae)
DGGE_AEL_B15.2 (embryo)
VG EF_E16 (embryo
G_EF_ E18 embryo
_EF_E embryo

élarvae without antibiotics)
VG_ DGGE_AEL B17 {e{int;
adult
VG_DGGE_AEL B15.4 (e embryo)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B06.3 (embryo, DNA)
VG_DGGE_L-L B15.1 (larvae with antibiotics)
VG DGGE_L-L_B14.1 (larvae with antibiotics)

H VG_DGGE_L-L_B01.1 Iarvae without antibiotics
[ GGE_L-L_B03.3 (I 2ptibiotic
Axinella verrucosa c o 581350

G_EF_A66 (adult)
— Ancorina alata clone, FJ90056!

- Montastraea faveolata (coral) clone GU118596

seawater clone, EU800981
_______ seawalerclone. GQI46946 oo,
Desmacidon sp. clone, EU035919

VG_DGGE_AEL_Bi1 5(embryo)

VG_DGGE_L-L_B13.1 (larvae with antibiotics)

VG_DGGE_L-L_B14.4 (larvae with antibiotics)
_Plakortis sp. clone, EF076070

- VG EF A34
e

Nitrosococcus oceani, AY690336
salt-lake water clone, EU869397

seawater clone, GQ346961
seawater clone, GQ337138

Ancorina alata clone, FJ900318
— ="' VG_DGGE_AEL_B06.3 (adult)
sediment clone, EU542468

te_site clone, 3026388 _2 _________________
estospongia muta clone, EF 150847
Ancorina alata clone, FJ900319

DGGE_L-L_B16.4 (Iarvae with antibiotics)
G DGGE_AEL 3254(Iarvae)
VG_DGGE_L-L_B07.4 (Iarvae without antibiotics)
VG_DGGE_AEL_B06.2 (adult)
VG_DGGE_AEL _ B18. 2(embryo)
VG_EF_A28 (adu )

“marine |of’Tm°%'one JF272233
water clone, AY212716
marine alga surface clone, DQ269122
lanthella basta clone, GU784983

Cystodytes dellechiajei éascndlan ) clone, DQ884170

e CIg{;i A NﬁﬁZﬁQQ
"~ Halic oﬁ%trtll'a okadai c one %d: 054136

|
VG_DGGE_cDNA-DNA_B03.1 (adult cDNA) H
VG_EF_A62 (adult) !
Endozoicomonas montiporae (coral) clone, FJ347758 i
Spongiobacter nickelotolerans ésponge isolate), AB205011 :
i

1

4

W

Gammaproteobacteria

VG_DGGE_cDNA-DNA_B03.3 (adult, cDNA)
Muricea e/ongata (coral) clone, DQ917887
VG _EF A54 (adult
Axinélla verrucosa clone, AJ58T351
Xestospongia muta clone, EF159865
seawater clone, GU061194
marine sediment clone, EU050809
Tethya aurantium clone, AM259846
marine sediment clone, EU925907
marine sediment clone, AM997287
Ancorina alata clone, FJ900583
Chondrilla nucula clone, AM259913
VG_DGGE_L-L_B12.1 (larvae with antibiotics)
VG_DGGE_AEL B21.1 ?arvae)
VG DGGE AEL_B14.3 (embryo)
GGE_AEL_B21.5 (larvae)
Y VG DGGE_L-L_B03.4 (larvae without antibiotics)
VG_EF_L04 ilarvae)
VG_EF_L19 (larvae)
VG_EF_A53 (adult)
VG_EF_E07 (embryo)

0.10

Abb. 4.4b: Fortsetzung von Abb. 4.4a. Fiir die relevanten Gruppen wurden die Bootstrap-Werte angegeben:
Gefiillte Kreise > 95%, leere Kreise > 80%. Der MaBstab entspricht 10% Sequenzdivergenz. Berechnung aller
phylogenetischen Bédume: Dr. Susanne Schmitt (LMU-Miinchen), modifiziert nach Gloeckner et al. (2012b).
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Abb. 4.4a

i

Gemmatimonas aurantiaca, AB072735
oil field clone, HQ190507

saline soil clone, JF421204 e
Montastraea faveolata (coral) clone, GU118605 1
Montastraea faveolata (coral) clone, GU118643
Ancorina alata clone, FJ900330

Chondrilla nucula clone, AM259917
VG_EF_A25, (adult)

VG_EF_A42 (adult)
VG_DGGE_AEL_B10.1 (adult)
VG_DGGE_L-L_B05.2 ( larvae without antibiotics),

Cryomorpha ignava, AF170738

= VG_DGGE_AEL_B12.3 (embryo)
_t Montastraea faveolata (coral) clone, FJ203162
Montastraea faveolata (coral) clone, FJ425622
seawater clone, DQ334344
Tenacibaculum crassostreae, EU428783
marine sponge clone, GU289641
Flexibacter echinicida, AY006466
VG_DGGE_AEL_B12.1 (embryo)
Acaryochloris marina, AB058298

vV Vv

Abb. 4.4d

ascidian clone, DQ357945
Lendenfeldia chondrodes clone, AY845227
VG_DGGE_cDNA-DNA_BO02.1 (adult, cDNA)
VG_DGGE_AEL_B02.1 (adult)
VG_DGGE_cDNA-DNA_BO01.1 (adult, DNA)
VG_DGGE_AEL_B01.2 (adult)
VG_DGGE_cDNA-DNA_BO02.2 (adult, cDNA)
VG_EF_A02 (adult)
VG_EF_A19 (adult)

“““ VG_DGGE_AEL_B13.2 (embryo)
= VG_DGGE_AEL_B19.4 (embryo)

Nitrospira moscoviensis, X82558
water clone, JF747673

Agelas dilatata clone, EF076129
Montastraea faveolata (coral) clone, GU118615
Ancorina alata clone, FJ900568
Aplysina aerophoba clone, AJ347039
VG_DGGE_AEL_B12.2 (embryo)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B08.1 (embryo, DNA)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B08.2 (embryo, DNA)
VG_EF_E12 (embryo)
VG_EF_E13 (embryo)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B04.3 (adult, DNA)
VG_EF_A47 (adult)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B04.4 (adult, DNA)
VG _EF_A27 (adult)

0.10

ADbb. 4.4c: Siehe Abb. 4.4a und 4.4b.

Bacteroidetes

Nitrospira

Gemmatimonadetes

Cyanobacteria
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Abb. 4.4c + 4

\'{
[ ad /'heagaero% ila, ABO

—C sotluclone AY922031
_________ el e e
chonna afata Hone 'ﬂﬁ90057§

Montastraea faveolata (coral) clone, GU118666
Agelas dilatata clone, EF07612
VG_DGGE_AEL_B03.1 (adult)

"VG_EF_A39 (adult)
VG_DGGE_AEL_B04.1 (adult)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B06.4 (embryo, DNAf

VG_DGGE_L-L_B12.3 (larvae with antibiotics
VG_DGGE_L-L_B14.5 (larvae with antibiotics!
VG_| DGGE _AEL_B14.1 ‘embryo)

L l-__B_1.3_3_(_arvae.wﬂn_a_nybl_o_tls.sl.____

Kt edonobacter racemlfer AM180156
thermal spring mat, AY193180
———=-soilclone F 209137

1 Aplysina aerophoba clone, AJ347037

Xe. stospong/a muta clone, FJ481340
VG_DGGE_L-L_B19.5 (Iarvae with antibiotics)
VG_DGGE_L-L_B10.2 (larvae without antibiotics;
VG_DGGE_L-L_B10.1 (larvae without antibiotics)
VG_DGGE_L-L_B19.1 (larvae with antibiotics)
VG_| DGGE AEL_B04. zdbadult)

e e

........ 37 (adu
e'ﬁ'égcoccm

les sp., DQB55129
awater clone, AY907820
marine_clone, AF406538

Montastraea faveolata (coral clone, GU118595
Theonella swinhoei clone, AF186417
VG_DGGE_cDNA-DNA BO72(Iarvae, DNA)
'VG_EF_AS55 (adult)
VG_EF_LO05 (larvae)
VG_EF_A11 (adult

—="50ll clone, JF727736
———. marine sediment clone. AY592095

Svenzea zeai clone, FJ529347

—— Ancorina alata clone, FJ900343
VG_DGGE_AEL_B20.3 Iarvae)
VG_DGGE_AEL_B11.1 (embryo)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B12.4 (adult, DNA)
VG _DGGE _cDNA-DNA B12.3 (adult, DNA)
.|'_VG DGGE_AEL B134(embrydz

VG_DGGE_cDNA-DNA_B13.2 (adult, cDNA)
VG_DGGE cDNA-DNA B13.3 (adult, cDNA)
~ VG_DGGE_AEL_B03.2 (adult
VG_DGGE_cDNA-DNA_B01.3 (adult, DNA
VG_DGGE_cDNA-DNA Bi1 3(Iarvae cDNA)
VG_DGGE_L-L_B02.2 (larvae without antibiotics)
VG DGGE_AEL 3201 (larvae)

r estospongia muta cl one FJ481363

Plakortis sp. clone, EF076100

Ancorina alata clone, FJ900340
VG_DGGE_AEL | Bz43(larvae
VG_DGGE_cDNA-DNA_B11.5 (larvae, cDNA)

VG_DGGE_AEL_B24.1 (larvae)
VG_DGGE_AEL_B17.1 (embryo)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B10.3 (embryo, cDNA)
VG_EF_A38 (adult)
VG_EF_A10 (adult)
VG_EF_A48 (adult
VG_EF_A05 (adult
VG_EF_A61 (adult)

VG_EF_A20 (adult

VG_EF_A52 (adult

0.10

&

4

Abb. 4.4e

Abb. 4.4d: Siehe Abb. 4.4a und 4.4b.

seawater clone, 'GQ337314
marine sediment clone, FJ205348

——--narine sedi clon rAM9.9.791 ____________
S Jgvenzea Zzeai clone, S’ 529286

Plakortis sp. clone, EF076111

Agelas dilatata clone, EF076189
VG_DGGE_AEL_B26.1 (larvae)
VG_DGGE_cDNA-DNA B102(embryo, cDNA)
VG_DGGE_AEL _ B191 (embryo)

arvae,

VG
Montastraea Kaveo/'%'(coraﬁ cIT)ne J'25§4'87|
marine sediment clone, EU38604
marine sediment clone, EU386042
VG_DGGE_AEL Boas%
= =~ VG_DGGE_AEL_BO05. 2 (adult)
Spirochaeta thermophila, X62809
Spirochaeta coccoides, AJ698092
marine sediment clone, FJ746165
_____ —_—_marine sedw_n;agt_go_n_e GU982821
VG_EF"A35 (adult)
VG_DGGE_L-L B08.3 slarvae without antibiotics)
VG_EF_A64 ( adu'__)
Agelas dilatata clone, EF076172
Apl, Gvs:na aerophoba clone, AJ347045
VG B25.5.5 (larvae)
VG_DGGE_L B16 2 1Iarvae with antibiotics)
VG_DGGE _ L-L “B15. 5; arvae with antibiotics)

ML, MP

VG_DGGE_L-L_B06.3 (larvae without antibiotics)
VG_DGGE_L-L_B11.1 (larvae with antibiotics)
VG_DGGE_L-L_B16.1 (larvae with antibiotics)
VG_DGGE_AEL_B23.3 (larvae
VG_DGGE_cDNA-DNA_B11.4 (larvae, cDNA)
VG_EF_E01 (embryo)

VG_EF_L16 (larvae,

VG _EF L18 (larvae.

Chloroflexi

Spirochaetes

44



Ergebnisse

Abb. 4.4d

seawater clone, GQ347169

- marine sediment.clone, FJ746128 oo N

VG_EF_A57 (adult) ]

VG_EF_A58 (adult) H
Montastraea faveolata (coral) clone, GU118564 i

Ancorina alata clone, FJ900326 [

=

—__seawater clone, GQ348443_ ____
Theonella swinhoei clone, AF1864 :
Ancorina alata clone, FJ900329 |
1

1

1

=1

VG_EF_A09 (adult)
VG_EF_E17 (embryo)

_——-VG FF_L13 (larvae) ________!
Ancorina alata clone, FJ900328
seawater clone, HQ673429

Svenzea zeai clone, FJ529319
seawater clone, GQ348964
seawater clone, HQ163657
seafloor lavas clone, EU491100

seawater clone, EU802398
Ancorina alata clone, FJ900327
Plakortis sp. clone, EF076072
VG_DGGE_cDNA-DNA_B06.1 (embryo, DNA)
VG_DGGE_AEL_B23.1 (larvae)
VG_DGGE_cDNA-DNA_BO07.1 (larvae, DNA)
VG_DGGE_cDNA-DNA_BO07.5 (larvae, DNA)

Agelas dilatata clone, EF076191
VG_DGGE_AEL_B05.1 (adult)
= = = VG_DGGE_AEL_B09.2 (adult)
VG_EF_A04 (adult)
VG_EF_E11 (embryo)
VG_EF_L02 (larvae)
VG_DGGE_AEL_B16.1 (embryo)
VG_DGGE_AEL_B05.4 (adult)
VG_DGGE_AEL_B03.4 (adult)
VG_DGGE_AEL_B07.3 (adult)

Holophaga foetida, X77215
C Geothrix fermentans, U41563
seafloor lavas clone, EU491665
———-Lnarine sediment clone, FJ209301__________
Xestospongia testudinaria clone, FJ269299 !
Montastraea faveolata (coral) clone, GU118679;
Aplgsina aerophoba clone, AJ347049 !
VG_EF_A49 (adult) 1
VG_EF_EO03 (embryo) 1
VG_EF_E15 (embryo) !
L____VG EF_LOQ3 (larvae) !
soil clone, AM935286
saoil clope. EUQ051341

Theonella swinhoei clone, AF186410
Xestospongia muta clone, EF159864

Montastraea faveolata (coral) clone, GU118541

VG_DGGE_AEL_B17.3 (embryo)

[ VG_DGGE_L-L_B05.5 (larvae without antibiotics)

VG_DGGE_L-L_B16.3 (larvae with antibiotics)

VG_DGGE_AEL_B25.1 (larvae)

VG_DGGE_AEL_B25.2 (larvae)

[ VG_DGGE_L-L_B07.2 (larvae without antibiotics)

[ VG_DGGE_AEL_B18.1 (embryo)
VG_DGGE_AEL_B18.3 (embryo)

VG_DGGE_L-L_B06.1 (larvae without antibiotics)

VG_DGGE_L-L_B07.5 (larvae without antibiotics)

VG_DGGE_AEL_B06.4 (adult)

___ VG EF E04 (embryo)

Acidobacterium capsulatum, CP001472
sediment clone, HM186458
=—=-Jnarpe sedmentclone, AYSRUG e
= = ="' VG_DGGE_L-L_BO07.1 (larvae without antibiotics)
Svenzea zeai clone, FJ529274
Desmacidon sp. clone, EU035924
Ancorina alata clone, FJ900335
~ " VG_DGGE_L-L_B09.4 (larvae without antibiotics)
VG_EF_A40 (adult)
VG_EF_A13 (adult)
VG_EF_A44 (adult)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B05.4 (adult, cDNA)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B09.3 (embryo, cDNA)
VG_DGGE_AEL_B06.5 (adult
VG_DGGE_cDNA-DNA_BO04.1 (adult, DNA)

VG_DGGE_AEL_B10.2 (adult)

—0 L __VG_DGGE_L-l. B18.1 (larvae without antibiotics) ______ 1

marine clone, EU686586
marine sediment clone, EU734939
VG_DGGE_L-L_B08.2 (larvae without antibiotics)
VG_DGGE_L-L_B17.3 (larvae with antibiotics)
VG_DGGE_L-L_B17.1 (larvae with antibiotics)
VG_EF_L09 (larvae)
marine clone, DQ513085
marine clone, HQ674457
[ marine_clone, EU686629__ ____ .
Ancorina alata clone, FJ900333
Xestspongia testudinaria clone, FJ269341
Svenzea zeai clone, FJ529305
Montastraea faveolata (coral) clone, GU118594
VG_DGGE_cDNA-DNA_BO05.1 (adult, cDNA)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B09.2 (embryo, cDNA)
VG_DGGE_L-L_B09.2 (larvae with antibiotics)
VG_DGGE_L-L_B18.2 (larvae with antibiotics)
VG_DGGE_cDNA-DNA_B04.2 (adult, DNA)

SAUL

Acidobacteria

010 e VG _DGGE cDNA-DNA_B09.1 (embrvo. cDNA) !
ADbD. 4.4¢: Siehe Abb. 4.4a und 4.4b.
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Eine Clusteranalyse des DGGE-Bandenmusters ergab, dass die Muster der adulten Proben mit
einer Ahnlichkeit von 85%, die der larvalen Proben mit 73% zusammenfielen, wobei beide im
Dendrogramm deutlich voneinander getrennt waren. Die Muster der embryonalen Proben

fielen sowohl mit denen der adulten wie auch mit denen der larvalen Proben zusammen (Abb.

4.5 A und B).
A Adult Schwamm Embryonen Larven
EF5 EF6 EF8 EF5 EF6 EF8 EF5 EF6 EF8
1=
129
1=
2 -
= 3= 13 =— =P —
B I ——— !EF—-===n4JE--ii‘ - - 21 mp—
$:= = - L ——E T— G = _ - ~ 23-; - »
- s - - 17 - 24
e 9P CE— g — 25
g 19 26

70 +

% Ahnlichkeit

90 +

N

EF5a EF6a EF8a EF5e EF8e EF6l EF8I EF5I EF6e

Abb. 4.5: DGGE-Profile der bakteriellen Gemeinschaften von Adult-Schwidmmen, sowie von den korrespondie-
renden Embryonen und Larven (n=3), EF=FE. ferox, Zahl=Nummer des Individuums, a=Adult-Schwamm,
e=Embryo und I=Larve. Pfeile mit Zahlen zeigen ausgeschnittene und sequenzierte Banden. (A). Clusteranalyse
(UPGMA) der DGGE-Bandenprofile (B). Die Beschriftung korrespondiert mit der in Abb. 4.4 A. Modifiziert
nach Gloeckner et al. (2012D).

100 +
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4.1.5 Erstellung eines Aktivititsprofils von Adult-, Embryonal- und Larval-Stadien

Um ein Aktivititsprofil von Ectyoplasia ferox und dessen Reproduktionsstadien erstellen zu
konnen, wurden die DGGE-Bandenmuster der mikrobiellen Gemeinschaft auf 16S rRNA
Gen-Ebene (Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft) mit der mikrobiellen Ge-
meinschaft auf 16S rRNA-Ebene (Aktivitit der mikrobiellen Gemeinschaft) in den verschie-
denen Entwicklungsstadien verglichen (Abb. 4.6). Diese Analysemethode beruhte auf der
Annahme, dass die Stirke der Bande ein Indikator fiir die Haufigkeit des PCR-Produktes der
16S rRNA Gene bzw. 16S rRNA ist (Kamke et al. 2010). Die DGGE-Banden Nr. 1 und 2
waren cyanobakteriellen Ursprungs. Sie wurden ausschlieBlich im adulten Schwammmaterial
gefunden, in dem sie auch metabolisch aktiv waren, wohingegen sie sowohl im embryonalen
wie auch in larvalen Material vollstindig fehlten. Allgemein liel sich feststellen, dass die
meisten Banden, die in der DNA-Spur vorhanden waren, auch in der RNA-Spur gefunden
wurden, was den Schluss zulésst, dass die Mehrzahl der mikrobiellen Phylotypen in den ver-
schiedenen Entwicklungsstadien metabolisch aktiv waren. Die Ergebnisse der Clusteranalyse

der Bandenmuster waren in sich widerspriichlich und wurden hier deshalb nicht gezeigt.

adult Schwamm EF8 Embryonen EF8 Larven EF8
I 1 I 1 I 1

DNA cDNA DNA cDNA DNA cDNA

2-»“
11 = e

" - . * - I
4_5!= ﬁ u

Abb. 4.6: DGGE-Bandenprofile der 16S rRNA Genen (DNA) und 16S rRNA (cDNA). EF8=E. ferox Individu-
um Nr. 8, Pfeile mit Zahlen zeigen ausgeschnittene und sequenzierte Banden. Modifiziert nach Gloeckner et al.
(2012b).
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4.1.6 Antibiotika-Behandlung von Schwammlarven zur Erzeugung symbiontenfreier

Juvenil-Schwimme

Um symbiontenfreie Juvenil-Schwidmme zu erzeugen, wurden mehrere hundert Schwamm-
larven fiir vier Tage mit Antibiotika behandelt. AnschlieBend wurde mittels DGGE die Zu-
sammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft von Larven mit Antibiotikabehandlung und
ohne Antibiotikabehandlung verglichen. Dabei konnte eine starke Reduzierung der DGGE-
Bandenmuster nach der Behandlung mit Antibiotika beobachtet werden, wobei die Larven
wihrend der 4-tdgigen Antibiotikabehandlung nicht vollstdndig von ihren mikrobiellen Sym-
bionten befreit werden konnten. Die DGGE-Banden 13 und 14, beide im SSC der Gamma-
Proteobacteria, stellen zum Beispiel Phylotypen dar, deren DGGE-Banden auch nach der An-
tibiotikabehandlung deutlich zu erkennen waren. Trotz der visuellen Abnahme der Banden-
starke wurden die meisten Banden sequenziert und phylogenetisch analysiert. Die Petrischa-
len mit den verbliebenen Larven wurden im Diadema Riff an Betonblocken befestig, wo sie
ein Jahr spater wieder eingesammelt wurden. Leider konnte nur von einer Kontrollgruppe ein
Adult-Schwamm gewonnen werden, der fiir weitere Untersuchungen unbrauchbar war, da das
Schwammmaterial nicht von den tiberwucherten Algen und Bryozoen getrennt werden konn-

te.
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Abb. 4.7: DGGE-Profile der bakteriellen Gemeinschaften der Schwammlarven (n=3) mit und ohne Antibiotika-
behandlung. EF=E. ferox, Ziffer=Nummer des Individuums, a=Adult-Schwamm, e=Embryo und I=Larve. Pfeile
mit Zahlen zeigen ausgeschnittene und sequenzierte Banden (A). Clusteranalyse (UPGMA) der DGGE-
Bandenprofile (B). Die Beschriftung korrespondiert mit der in Abb. 4.7 A, minus=ohne Antibiotikabehandlung,
plus=mit Antibiotikabehandlung. Modifiziert nach Gloeckner et al. (2012b).
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4.2 Untersuchung zur mikrobiellen Diversitit von Schwimmen der Gat-

tung Oscarella

4.2.1 Untersuchungen zur mikrobiellen Diversitit verschiedener Schwammarten mit-

tels DGGE

Um die mikrobielle Diversitit in verschiedenen Oscarella-Arten zu beschreiben und unterei-
nander zu vergleichen, wurden fiinf mediterrane Oscarella-Arten (O. lobularis, O. viridis, O.
microlobata, O. balibaloi, O. tuberculata) mittels DGGE untersucht. Das DGGE-
Bandenmuster von zwei Individuen derselben Art, mit Ausnahme von O. balibaloi, wiesen
nur geringe Unterschiede auf. Das Bandenmuster von O. balibaloi (Abb. 4.8 A) und folglich
dessen mikrobielle Gemeinschaft schien variabler als die der anderen untersuchten Oscarella-
Arten zu sein. Beim Vergleich der Bandenmuster zwischen den verschiedenen Oscarella-
Arten konnte weiterhin gezeigt werden, dass diese sich deutlich voneinander abgrenzten. Der
auffilligste Unterschied fand sich bei O. tuberculata, dessen Bandenmuster aus nur zwei
Banden bestand. Die untere der Banden wurde fiir beide Individuen aus dem Gel ausgeschnit-
ten und sequenziert (Bande 9-10, Abb. 4.8 A). Die erhaltenen Sequenzen fielen mit den Ac-
tinobacteria und den Alpha-Proteobacteria zusammen (Abb. 4.9b). Des Weiteren wurden die
untersten Banden ausgeschnitten und sequenziert, die bei den vier verbliebenen Oscarella-
Arten auf derselben Hohe zu liegen schienen (Banden 1-8, Abb. 4.8 A). Die Sequenzen unter-
schieden sich jedoch deutlich voneinander und waren mit Actinobacteria, Cyanobacteria,
Gemmatimonadetes, sowie mit Alpha-, Gamma- und Delta-Proteobacteria assoziiert (Abb.
4.9a). Weiterhin zeigte die Clusteranalyse der Bandenmuster, dass die beiden Proben dersel-
ben Schwammarten untereinander dhnlicher waren als zu anderen Oscarella-Arten (Abb. 4.8
B). Um das Bandenmuster der LMA-Oscarella-Schwamme mit dem eines HMA-Schwammes
vergleichen zu konnen, wurde der mediterrane HMA-Schwamm Aplysina aerophoba heran-
gezogen. A. aerophoba zeigte ein Bandenmuster mit weniger Banden im oberen Bereich (GC-
drmer), dafiir aber mit deutlich mehr Banden im unteren Bereich (GC-reicher) und damit ein
ganz anderes Bandenmuster, als das der untersuchten Oscarella-Schwamme. Der Unterschied
wurde nochmals im Dendrogramm der Clusteranalyse deutlich (Abb. 4.8 B), in der die Ahn-
lichkeit des HMA-Schwammes 4. aerophoba zu den LMA Oscarella Schwiammen bei nur

4% lag.
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Abb. 4.8: DGGE-Profile der bakteriellen Gemeinschaften der verschiedenen Oscarella Schwiamme. Ol=0. lobu-
laris, Ob=0. balibaloi, Ov=0. viridis, Om=0. microlobata, Ot= O. tuberculata und A= Aplysina aerophoba.
Pfeile mit Zahlen zeigen ausgeschnittene und sequenzierte Banden, Ziffer die Nummer des Schwammindividu-
ums (A). Clusteranalyse (UPGMA) der DGGE-Bandenprofile, Ahnlichkeit in Prozent angegeben (B). Die Be-
schriftung korrespondiert mit der in Abb. 4.8 A. Modifiziert nach Gloeckner ef al. (2012a).

4.2.2 Erstellung einer 16S rRNA-Genbank fiir Oscarella lobularis

Um die verschiedenen Bakterien der mikrobiellen Gemeinschaft des Modellschwammes Os-
carella lobularis (Ereskovsky et al. 2009) zu identifizieren, wurde eine 16S rRNA Genbank
erstellt. Nach einer RFLP-Analyse und der Uberpriifung der Daten auf Chiméren oder Se-
quenzen geringer Qualitdt verblieben 25 hochqualitative Vollsequenzen. Diese Sequenzen
konnten folgenden bakteriellen Phyla zugeordnet werden: Verrucomicrobia (n=4), Gamma-
Proteobacteria (n=3) und den Bacteroidetes (n=2) (Abb. 4.9a). Alle iibrigen Sequenzen
(n=16) fielen in das Phylum der Alpha-Proteobacteria (Abb. 4.9b). Die phylogenetischen
Analysen bestétigten somit, dass es sich bei O. lobularis um einen LMA-Schwamm handelt.
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Sequenzen der 16S rRNA-Genbank fielen in der phylogenetischen Analyse mit drei der vier
Sequenzen aus der DGGE-Analyse von O. lobularis, wie auch mit DGGE-Sequenzen von O.
balibaloi und O. microlobata, aber nicht mit DGGE-Sequenzen von O. tuberculata oder O.

viridis zusammen.
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Abb. 4.9a: Phylogenetischer maximum likelihood Baum basierend auf 16S rRNA-Gensequenzen, welche aus
den verschiedenen Oscarella-Arten isoliert wurden. Fortsetzung siehe Abb. 4.9b.
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——————— Oscarella tuberculata clone Ot_DGGE9.7
EU016182, deep sea sediment clone Sphingomonas sp. S11-S-11
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GQ246345, uncultured Yellow Sea sediment clone Cm1-8
AJ633964, uncultured squid clone TE3ANG237
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X78312, Roseobacter litoralis
FJ497266, uncultured marine clone VS_CL-15
EU799843, uncultured aquatic clone 1C227505
Oscarella lobularis clone Ol_clone11
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Abb. 4.9b: Fortsetzung von Abb. 4.9a. Vollsequenzen der Oscarella lobularis Genbank tragen das Préfix ,,OL-
clone® gefolgt von der Klonnummer. Jede Sequenz reprisentiert ein einzigartiges RFLP-Muster. Die Ziffer hin-
ter dem Klonnamen zeigt an, wenn ein RFLP-Muster mehr als eine Sequenz beinhaltete und entspricht so der
Sequenznummer. Aus DGGE-Banden erhaltene Teilsequenzen tragen die Abkiirzung der korrespondierenden
Schwammarten O1=0. lobularis, Ob=0. balibaloi, Ov=0. viridis, Om=0. microlobata, Ot= O. tuberculata,
gefolgt von der Bandennummer (Abb. 4.8 A) sowie der Klonnummer. Gestrichelte Linien markieren Teilse-
quenzen (<1200bp). ,,Sponge-specific* Cluster (nach der Definition von Hentschel et al. 2002) sind durch graue
Boxen hervorgehoben. Gefiillte Kreise zeigen fiir die relevanten Gruppen Bootstrap-Werte von > 95%, leere
Kreise > 80% an. Der MaBstab entspricht 10% Sequenzdivergenz. Berechnung der phylogenetischen Bédume: Dr.
Susanne Schmitt (LMU-Miinchen), modifiziert nach Gloeckner et al. (2012a).

Abb.. 4.9a <¢—4
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4.2.3 Beschreibung bakterieller Morphotypen in verschiedenen O. lobularis Farbvaria-

tionen

O. lobularis 1st im Mittelmeer in den Farbvariationen rosa, violett, elfenbeinfarben, blau so-
wie in hellblau verbreitet (Abb. 4.10 b1-4). Im Folgenden wurde von Dr. Alexander Eres-
kovsky mittels TEM untersucht, inwieweit die verschiedenen Farbvariationen von O. lobula-
ris auch unterschiedliche bakterielle Morphotypen beherbergten. In jedem der untersuchten
Schwidmme waren dieselben vier Morphotypen, extrazellular im Mesohyl liegend, vorhanden
(Abb. 4.10 b1-4).

Der erste Morphotyp besal} eine ovoide Form, ca. 0,8 pm im Durchmesser, mit einer Lénge
von 1,5 um. Die Zelle war umgeben von zwei Membranen mit einem Zwischenraum von ca.
80 nm (Abb. 4.10 bl in B, E, H, K, N). Der zweite Morphotyp hatte eine Stabchenform, einen
Durchmesser von 0,6 pm und war ca. 1,2-2,2 um lang. Der Nucleoid war filamentds, wobei
die Zelle von einer duleren Membran umgeben war, in der schwarze Punkte eingebettet wa-
ren (Abb. 4.10 b2 B, E, H, K, N). Der dritte Morphotyp besall wiederum eine Stibchenform
mit einem Durchmesser von ca. 0,2 um und einer Linge von 0,9-2,0 um sowie einer gram-
negativen Zellwand. Der Nucleoid hatte das Aussehen eines filamentdsen Netzwerkes mit
einem zentralen, schmalen Kern (Abb. 4.10 b3 B, E, H, K, N). Der vierte Morphotyp hinge-
gen hatte eine Kugelform mit einem Durchmesser von ca. 0,44-0,5 um, einen schwach fila-
mentdsen Nucleoid und einer Doppelmembran (Abb. 4.10 b4 B, E, H, K, N). Es konnten kei-
ne offensichtlichen Unterschiede hinsichtlich Quantitit und Verteilung der vier Morphotypen

zwischen den verschiedenen Farbvariationen festgestellt werden (Abb. 4.10 C, F, I, L, O).
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Abb. 4.10: Untersuchung der unterschiedlichen bakteriellen Morphotypen in den verschiedenen Oscarella lobu-
laris Farbvariationen, rosa (A-C), violett (D-F), hellblau (G-I), blau (J-L) und elfenbeinfarben (M-
0O).Unterwasserfotographien der verschiedenen Farbvariationen (A, D, G, J, M linke Spalte), TEM-Aufnahmen
der verschiedenen bakteriellen Morphotypen (B, E, H, K, N mittlere Spalte) sowie von der bakteriellen A-
bundanz und Verteilung im Schwammmesohyl (C, F, I, L, O rechte Spalte) b=Bakterien, c=Schwammzelle,
m=Mesohyl, n=Nucleoid. Die vier verschiedenen bakteriellen Morphotypen sind mit b1, b2, b3 und b4 gekenn-
zeichnet. Pfeile markieren Doppelmembranen, Pfeilspitzen zeigen schwarze Punkte in der Membran in b2. Mal3-
stab: B, E, H, K, N =3um, C, F, I, L, O = 6um. Alle Aufnahmen: Dr. Alexander Ereskovsky. Abbildung aus
Gloeckner et al. (2012a).
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4.2.4 Untersuchungen zur mikrobiellen Diversitit in verschiedenen O. lobularis

Farbvariationen mittels DGGE

Die DGGE-Bandenmuster der in Kapitel 4.2.3 behandelten Schwamme (Abb. 4.11 A) wiesen
in Ubereinstimmung mit den morphologischen Ergebnissen eine sehr hohe Ahnlichkeit unter-
einander auf. So waren die DGGE-Bandenmuster von zwei Individuen derselben Farbvariati-
on nicht zwangsweise dhnlicher zueinander, als zu den Bandenmuster einer anderen Farbvari-
ation (z.B. die violetten Farbvarianten Individuum Ol1 und OI12, Abb. 4.11 B). Das Banden-
muster von 4. aerophoba, das hier abermals zum Vergleich herangezogen wurde, unterschied
sich deutlich von dem der O. lobularis-Schwamme.

A rosa violett elfenbein blau hellblau
|l

“oir  olr oMy Ol2v' Ol ' Ob ' OMhb O2hb A

60 T

80 T
100 +
Ol1r Ol2r Ol2v Ol1lv Ole Ollthb  OI2hb Olb A
Abb. 4.11: DGGE-Profile der bakteriellen Gemeinschaften von Oscarella lobularis (Ol) und dessen verschiede-
ner farblicher Variationen, r=rosa, v=violette, e=elfenbeinfarben, hb=hellblau und b=blau, A= Aplysina aero-
phoba. Ziffern zeigen die Nummer des Schwammindividuums an (A). Clusteranalyse der DGGE-Bandenprofile,

Ahnlichkeit in Prozent angegeben (B). Die Beschriftung korrespondiert mit der in Abb. 4.11 A. Modifiziert nach
Gloeckner et al. (2012a).

% Ahnlichkeit
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4.2.5 Vergleich der bakteriellen Gemeinschaften von O. lobularis aus unterschiedlichen

Standorten und Meerestiefen

Um herauszufinden, ob es Unterschiede in der Zusammensetzung der bakteriellen Gemein-
schaft von O. lobularis (rosa Farbvariation) von verschiedenen Standorten und aus unter-
schiedlichen Meerestiefen gibt, wurden diese mittels DGGE untersucht und verglichen. Insge-
samt dhnelten sich die bakteriellen Gemeinschaften in simtlichen Proben sehr (Abb. 4.12 A).
Die natiirlichen Replikate eines Standortes und derselben Meerestiefe fielen in der Analyse
der DGGE-Bandenmuster immer zusammen, wobei die Proben gleicher Meerestiefe, entwe-
der 8 m oder 22-23 m, nicht zwangsldufig ein Cluster bildeten. Auch Proben vom selben
Standort, aber unterschiedlicher Meerestiefe (Insel Frioul, 8 m und 23 m), hatten im Dendro-
gramm unterschiedliche Positionen (Abb. 4.12 B). Am &hnlichsten waren die bakteriellen
Gemeinschaften in den Schwdammen von der Insel Rio Sud (22 m) und von der Insel Maire (8
m). Die bakterielle Gemeinschaft von 4. aerophoba unterschied sich wiederum deutlich von

denen der untersuchten Oscarella-Schwamme.
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Abb. 4.12: DGGE-Profile der bakteriellen Gemeinschaften von Oscarella lobularis (Ol) von 3 verschiedenen
Standorten (Insel Riu Sud, Insel Marie und der Insel Frioul) und Meerestiefen (22m, 23m und 8m). A= Aplysina

aerophoba. Modifiziert nach Gloeckner et al. (2012a).
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4.3 Untersuchungen zur Bakterienhaltigkeit verschiedener Kkaribischer

Schwimme

4.3.1 Einteilung in HMA/LMA mittels DAPI-Zihlungen

Im Folgenden wurde untersucht inwieweit sich unterschiedliche Methoden zur Einteilung der
verschiedenen Schwimme in HMA und LMA eignen. Um einen mdglichst schnellen Uber-
blick iiber die Bakterienhaltigkeit der untersuchten Schwidmme zu erhalten, wurden wie unter
Kapitel 3.2.15 beschrieben Schwammextrakte hergestellt und mit DAPI gefarbt (Kapitel
3.2.17). Da hier nicht die genaue Anzahl an Bakterien pro Gramm Schwammmaterial interes-
sierte, sondern nur ob die Schwdmme bakterienhaltig (HMA) oder nicht-bakterienhaltig
(LMA) waren, wurde anhand zweier Referenzextrakte, einmal des bekannten HMA-
Schwammes Aplysina fistularis und des bekannten LMA-Schwammes Callyspongia vagina-
lis, eine plus-minus Einteilung vorgenommen. Demnach gehorten die Schwamme Erylus for-
mosus, Spheciospongia vesparium, Mycale laxissima, Batzella rubra, Monanchora arbuscula,
Ulosa ruetzleri, Callyspongia plicifera, Callyspongia vaginalis, Cinachyra alloclada zu den
sogenannten LMA-Schwidmmen, wihrend die Schwidmme Ectyoplasia ferox, Myrmekioderma
gyroderma, Agelas dispar, Ircinia felix, Ircinia strobilina, Smenospongia aurea, Aplysina
cauliformis, Aplysina fistularis, Verongula gigantea, Pseudoceratina crassa den HMA-

Schwimmen zugeordnet werden konnten (vgl. Tab. 4.1).

4.3.2 Einteilung in HMA/LMA mittels DGGE

Als eine weitere Methode zur Untersuchung der Bakterienhaltigkeit von Schwidmmen wurde
die DGGE herangezogen, wobei zwei Aspekte des DGGE-Bandenprofils entscheidend waren.
Dies waren einmal die Anzahl an Banden, wobei diese abhidngig war von dem verwendeten
Gradienten im Gel und zweitens der GC-Gehalt der Sequenzen, der mit Hilfe des Standards
(nur relatives Verhiltnis) abgelesen werden konnte. Es mussten jeweils beide Kriterien fiir
eine eindeutige Zuordnung zu HMA oder LMA gegeben sein. Folglich mussten fiir eine
HMA-Zuordnung viele Banden vorhanden sein, die sich im Bereich eines hohen GC-Gehaltes
bewegten. Fiir eine Zuordnung zu den LMA-Schwidmmen wenige Banden im Bereich eines

geringeren bis mittleren GC-Gehaltes. Wurden diese Kriterien auf die in Abb. 4.13 gezeigten
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DGGE-Profile angewendet, so konnte man die folgenden Schwdmme eindeutig den HMA-
Schwammen zuordnen: Erylus formosus, Myrmekioderma gyroderma, Agelas clathrodes,
Agelas dispar, Cribochalina vasculum, Xestospongia muta, Ircinia strobilina, Smenospongia
aurea, Aplysina archeri, Aplysina cauliformis, Aplysina fistularis, Verongula gigantea, Cin-
achyra alloclada. Zu den LMA-Schwiammen gehoren Mycale laxissima, Batzella rubra, Mo-
nanchora arbuscula und ein nicht-identifizierter Schwamm. Widerspriichliche Ergebnisse
erhielt man bei Ulosa ruetzleri mit wenig Banden, die sich aber iiber einen groflen GC-
Gehaltsgradienten verteilten, sowie flir Spheciospongia vesparium mit wenig Banden, aber im
Bereich eines hohen GC-Gehaltes. Bei lotrochota birotulata, Ectyoplasia ferox, Ptilocaulis
sp. und Callyspongia plicifera lag zu wenig PCR-Produkt vor, weshalb sie nicht in den Er-
gebnisteil mit eingingen (Abb. 4.13).

M Mi Vg Cv Is Pc Af Ur Ac Ad us Mg Ef Sv

Psp. Aa us Ac Ma Br b Ca Cp Ef Xm Sa - M

Abb. 4.13: DGGE-Bandenprofile der untersuchten karibischen Schwimme, MIl=Mycale laxissima,
Veg=Verongula gigantea, Cv=Cribrochalina vasculum, lIs=Ircinia strobilina, Pc=Pseudoceratina crassa,
Af=Aplysina fistularis, Ur=Ulosa ruetzleri, Ac=Aplysina cauliformis, Ad=Agelas dispar, us=nicht identifizierter
Schwamm, Mg=Myrmekioderma gyroderma, Ef=Erylus formosus, Sv=Spheciospongia vesparium,
Psp.=Ptilocaulis sp., Aa=Agelas archeri, us=nicht identifizierter Schwamm, Ac=Agelas cathrodes, Ma= Mono-
chora arbuscula, Br=Batzella rubra, Ib=Iotrochota birotulata, Ca=Cinachyra alloclada, Cp=Callyspongia plici-
fera, Ef=Ectyoplasia ferox, Xm=Xestospongia muta, Sa=Smenospongia aurea, -=Negativkontrolle, M=Marker.
Abbildung: Volker Glockner.
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4.3.3 Einteilung in HMA/LMA mittels TEM

Die TEM liefert die eindeutigsten Ergebnisse um Schwidmme anhand ihrer Bakterienhaltigkeit
einzuteilen (Abb. 4.14). Demnach gehorten Ulosa ruetzleri, Cinachyra alloclada, Ervylus for-
mosus, Batzella rubra und Monanchora arbuscula zu den LMA-Schwammen, wahrend Aply-
sina fistularis, Aplysina cauliformis, Myrmekioderma gyroderma, Smenospongia aurea, Age-

las dispar und Pseudoceratina crassa zu den HMA-Schwéammen gezéhlt werden konnten.
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Abb. 4.14: TEM-Aufnahmen der untersuchten Schwimme. A=Ulosa ruetzleri, B=Cinachyra alloclada,
C=Erylus formosus, D=Batzella rubra, E=Monanchora arbuscula, ¥=Aplysina fistularis, G=Aplysina caulifor-
mis, H=Myrmekioderma gyroderma, 1=Spheciospongia vesparium, J=Agelas dispar, K=Ectyoplasia ferox,
L=Pseudoceratina crassa. Malistab entspricht 1 pum. TEM-Aufnahmen: Volker Glockner.

4.3.4 Zusammenfassung der erhobenen Daten zu HMA- und LMA-Schwimmen

Zusammenfassend lassen sich auf Grundlage der hier erhobenen Daten sechs der untersuchten
23 Schwiamme mit hoher Wahrscheinlichkeit zu den LMA-Schwdmmen und neun zu den

HMA-Schwimmen zéhlen.

Tab. 4.3.1: Tabellarische Ubersicht der in dieser Doktorarbeit untersuchten Schwimme. Minus=Hinweis auf
einen LMA Schwamm, plus=Hinweis auf einen HMA-Schwamm, minus/plus=widerspriichliche Hinweise auf
HMA bzw. LMA. Wenn zwei von drei Methoden darauf hinweisen das es sich um einen HMA-Schwamm han-
delt wird dieser als HMA gewertet, bei LMA-Schwammen entsprechend umgekehrt.

Klasse Ordnung Familie Art DAPI DGGE TEM HMA/LMA
Astrophoridae Geodiidae Erylus formosus - + - LMA
Hadromerida Clionaidae Spheciospongia vesparium - / +
Mycalidae Mycale laxissima - - LMA
Chondropsidae | Batzella rubra - - - LMA
Poecilosclerida Crambeidae Monanchora arbuscula - - - LMA
Raspailidae Ectyoplasia ferox / / +
Esperiosidae | Ulosa ruetzleri - -[+ - LMA
Halichondrida Heteroxyidae | Myrmekioderma gyroderma + + + HMA
Agelas dispar + + + HMA
Agelasida Agelasiidae
Agelas clathrodes / + /
Callyspongia vaginalis - / /
Demospongiae Callyspongidae | Callyspongia plicifera - / /
Haplosclerida
Cribochalina vasculum + + / HMA
Petrosidae Xestospongia muta / + /
Ircinia felix + / /
Irciniidae
Dictyoceratida Ircinia strobilina + + / HMA
Thorectidae Smenospongia aurea + + / HMA
Aplysina archeri / + /
Aplysina fistularis + + + HMA
Verongida Aplysinidae Aplysina cauliformis + + + HMA
Verongula gigantea + + / HMA
Pseudoceratina crassa + + + HMA
Spirophorida Tetillidae Cinachyra alloclada - + - LMA
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4.3.5 Zusammenfassung der Daten zu HMA- und LMA-Schwimmen der letzten Jahre

Fasst man die Daten, die in den letzten Jahren in der Arbeitsgruppe Hentschel zur Bakterien-

haltigkeit von karibischen Schwimmen gesammelt wurden, zusammen, ergab sich folgendes

Bild. Von 44 untersuchten Schwiammen konnten mit hoher Wahrscheinlichkeit 17 Schwamme

den HMA- und 14 den LMA-Schwidmmen zugerechnet werden. Bei den restlichen 13

Schwiammen war die Datenerfassung noch nicht vollstdndig abgeschlossen, bzw. es lagen

widerspriichliche Ergebnisse vor.

Tab. 4.3.2: Tabellarische Ubersicht der untersuchten Schwimme der letzten Jahre. Die Spalten fiinf bis sieben
beziehen sich auf die verwendeten Untersuchungsmethoden DAPI, DGGE und TEM. Minus=Hinweis auf einen
LMA Schwamm, plus=Hinweis auf einen HMA-Schwamm, minus/plus=widerspriichliche Hinweise auf HMA
bzw. LMA. Wenn zwei von drei Methoden darauf hinweisen das es sich um einen HMA-Schwamm handelt wird
dieser als HMA gewertet, bei LMA-Schwidmmen entsprechend umgekehrt.

Klasse Ordnung Familie Art DAPI DGGE TEM  HMA/LMA
Erylus formosus - + - LMA
Astrophoridae Geodiidae 1
Geodia neptuni + / /
Cliona varians 2 / /
Hadromerida Clionaidae Spheciospongia vesparium - - + LMA
Spheciospongia cuspidife- 3
; / / +
a
Chondrosida Chondrillidae | Chondrilla collectrix +! / /
lotrochotidae | lotrochota birotulata 2 / - LMA
Mycalidae Mycale laxissima - - - LMA
Chondropsidae | Batzella rubra - - - LMA
Crambeidae | Monanchora arbuscula - -[+ - LMA
Poecilosclerida
Demospongiae Raspaillidae | Ectyoplasia ferox + + + HMA
Tedaniidae Tedania ignis 2 -2 3 LMA
Ulosa fumicularis 2 / /
Esperiopsidae
Ulosa ruetzleri - -[+ - LMA
Axinellidae | Ptilocaulis sp. 2 / 3 LMA
Halichondrida i -
Heteroxyidae %grmekloderma gyroder- + + + HMA
Agelas citrine +2 / /
Agelas clathrodes + + / HMA
Agelasida Agelasiidae | Agelas dilatata +2 / /
Agelas dispar + + + HMA
3
Agelas wiedenmayeri / / +

' Thorsten Winter, wissenschaftliche Hilfskraft, > Diplomarbeit Roswitha Schiller, * Dissertation Markus Wehrl
(2006), * Dissertation Hilde Angermeier (2011), ° Dissertation Susanne Schmitt (2007). Alle nicht weiter ge-
kennzeichneten Ergebnisse wurden wihrend dieser Dissertation erhoben. Fortsetzung der Tabelle auf Seite 63.
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Callyspongia plicifera - / /
Callyspongidae 2 3
Callyspongia vaginalis - - - LMA
Amphimedon compressa 2 A A LMA
Cribochalina vasculum + + +2 HMA
Niphatidae > > 3
Niphates digitalis - = - LMA
Haplosclerida 3
Niphates erecta / -
Chalinidae | Chalinula molitba - / 3 LMA
Aka coralliphaga +2 +2 +2 HMA
Phloeodictydae 1
Calyx podatypa + /
Petrosidae Xestospongia muta +2 + +° HMA
Ircinia felix + +° +5 HMA
Irciniidae
Dictyoceratida Ircinia strobilina + + / HMA
Thorectidae Smenospongia aurea + + +3 HMA
Dendroceratida Dysideidae | Dysidia etheria 2 / /
Aplysina archeri +2 + / HMA
Aplysina cauliformis + + HMA
Aplysina fistularis + + + HMA
Verongida Aplysinidae Aplysina insularis +2 / +3 HMA
Aplysina lacunosa / / +
Verongula gigantea + + +3 HMA
Pseudoceratina crassa + + + HMA
Spirophorida Tetillidae Cinachyra alloclada - + - LMA
Homosclerophorida | Plakinidae | Plakortis sp. +2 +2 +2 HMA

Fortsetzung von Tab. 4.3.2.: ' Thorsten Winter, wissenschaftliche Hilfskraft, * Diplomarbeit Roswitha Schiller, ¥
Dissertation Markus Wehrl (2006), * Dissertation Hilde Angermeier (2011), ° Dissertation Susanne Schmitt
(2007). Alle nicht weiter gekennzeichneten Ergebnisse wurden wéhrend dieser Dissertation erhoben.
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5 Diskussion

5.1 Vertikale Weitergabe von Schwammsymbionten in dem karibischen

Modellschwamm Ectyoplasia ferox

Die vertikale Weitergabe von Symbionten konnte mittlerweile fiir eine Anzahl an Schwamm-
arten mit Hilfe elektronenmikroskopischer, molekularer sowie phylogenetischer Studien be-
legt werden (Usher et al. 2001, Enticknap et al. 2006, Sharp et al. 2007, Schmitt et al. 2007b,
Steger et al. 2008, Lee et al. 2009, Schmitt ef al. 2011b, Hentschel ef al. 2012, Gloeckner et
al. 2012b). Ohne Zweifel spielt dieser Mechanismus eine entscheidende Rolle fiir die Okolo-
gie und Evolution der Schwamm-Mikroorganismen-Interaktion. Trotz der Fortschritte auf
diesem Gebiet mangelt es weiterhin an experimentellen Untersuchungen zur vertikalen Wei-
tergabe von Schwamm-Symbionten. Die Griinde hierfiir sind vielfdltig. Zum Einen ist es
schwierig, den Zeitpunkt des ,,spawning*, wenn liberhaupt bekannt, auf den Tag genau vor-
herzusagen, da nicht nur Mondphasen sondern auch die Temperatur der Meeresstromungen
diesen beeinflussen. So war der Zeitpunkt des ,,spawning® von E. ferox in 2009 nicht fiir den
10. September 2009, sondern fiir Ende August/Anfang September vorhergesagt, jedoch ver-
schob eine ungewohnlich kalte Meeresstromung im August das ,,spawning* um einige Tage.
Generell ldsst sich zwar feststellen, dass viele der bis heute untersuchten Schwammarten in
den wirmeren Sommermonaten reproduktiv aktiv sind (Hoppe 1988, Fromont und Berquist
1994, Maldonado und Riesgo 2008, Leong und Pawlik 2011), jedoch gestaltet sich die Feld-
arbeit auf Grund solcher nicht planbarer Ereignisse, zu denen auch tropische Stiirme gehoren,
mitunter schwierig. Zum anderen kann man die Gameten oviparer Schwidmme auf Grund ih-
rer geringen Grofle nicht im umgebenden Meerwasser nachweisen. Ein Herauspréparieren z.
B. der Oozyten aus dem Gewebe adulter Schwidmme birgt das Risiko, dass die Mikroorga-
nismen urspriinglich aus dem Adult-Gewebe stammten. Ahnlich kompliziert verhilt es sich
mit dem Sammeln der deutlich gréeren Larven viviparer Schwdmme aus dem umgebenden
Meerwasser. Haufig werden die friihen Entwicklungsstadien der Larve verpasst und trotz
sorgfaltiger Verarbeitung der Proben kann nicht ausschlieBen werden, dass sich Kontaminati-
onen durch an der Larve anheftende Meerwasserbakterien einschleichen. Deshalb mochte ich
in dieser Arbeit Ectyoplasia ferox als ein geeignetes Modellsystem zur Untersuchung der ver-

tikalen Weitergabe von Schwamm-Symbionten aus den folgenden Griinden vorstellen: Nach
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der wahrscheinlich internen Befruchtung (ungewohnlich fiir ovipare Schwiamme und nicht
offiziell bestitigt) wird das die Embryonen enthaltende ,,spawning*“-Material (Abb. 4.1 A-C)
durch die zahlreichen Osculi des Schwammes ausgeschieden. Dieses kann vergleichsweise
einfach mittels einiger Tauchginge gesammelt werden. Aullerdem konnen die Larven durch
Hiélterung in steril filtriertem Meerwasser unter sterilen Laborbedingungen schliipfen, was die

Moglichkeit einer Kontamination durch Meerwasserbakterien weiter reduziert.

Wie mikroskopische Untersuchungen zeigten, kommen im Mesohyl von E. ferox Mikroorga-
nismen in groler H&ufigkeit vor (Abb. 4.2 A), was dessen Zuordnung zu den HMA-
Schwidmmen nach der Definition von (Hentschel ef al. 2003) nochmals unterstreicht. Raster-
elektronen mikroskopische Aufnahmen lieBen auf eine perlenschnurartige Organisation der
Embryonen schlieBen (Abb. 4.2 B). Leider konnte bis jetzt nicht vollstindig gekldrt werden,
ob dieses Muster ein Artefakt der Fixierung und Dehydrierung der Proben fiir die Elektronen-
Mikroskopie darstellt, oder ob es sich hierbei um die tatsdchliche Struktur handelt. Allerdings
bestdrken lichtmikroskopische Aufnahmen (Abb. 4.1 C) in denen die Embryonen &hnlich an-
geordnet sind diese These. Beobachtungen im Feld zeigten aulerdem, dass das ,,spawning*
Material in einer hohlen Spirale aus den Osculi ausgeschieden wird und sich erst spéter, wenn
die Embryonen mit der sie umgebenden Matrix am Adult-Schwamm héngen bleiben, eine
vermeintlich ungeordnete Struktur bildet. Zieht man dieses Material auf einem Glasobjekttra-
ger mit etwas Wasser in die Linge, so zeigt sich wieder die perlenschnurartige Organisation
(Abb. 4.1 C), weswegen diese wahrscheinlich die Grundorganisation darstellt. Mit Hilfe der
Lichtmikrokopie konnte weiterhin gezeigt werden, dass auch die Embryonen von E. ferox
zahlreiche Ansammlungen von Mikroorganismen aufweisen (Abb. 4.2 C, D), welche spéter in
den Larven extrazelluldr im Zentrum lokalisiert waren (Abb. 4.2 E, F). Dass sich die Mikro-
organismen auf das Innere der Larven konzentrierten, ist typisch fiir Larven der Demospon-
giae und Homoskleromorpha (Kaye 1991, Ereskovsky und Boury Esnault 2002, Ereskovsky
et al. 2005, de Caralt ef al. 2007, Maldonado 2007, Schmitt et al. 2008), sowie fiir Larven der
Calcarea-Schwimme (Ereskovsky und Willenz 2008). Die offensichtliche Abnahme an Mik-
roorganismen wihrend der Entwicklung vom Embryo zur Larve und deren Anreicherung im
Zentrum der Larve ist wahrscheinlich auf zelluldre Umstrukturierungen wihrend des larvalen
Wachstums zuriickzufiihren (Abb. 4.2 F). Ein mikrobielles Wachstum im Larvenstadium

scheint unwahrscheinlich, da sich teilende Mikroorganismen nicht gefunden wurden.
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Im Gegensatz zur vertikalen Weitergabe von Schwammsymbionten ist die horizontale Auf-
nahme von Symbionten aus dem umgebenden Meerwasser weit weniger gut verstanden. Zwar
konnte man Schwammsymbionten im Meerwasser nachweisen, was die Hypothese einer
moglichen horizontalen Aufnahme unterstiitzt, allerdings waren diese nur in sehr geringen
Konzentrationen vorhanden (Webster et al. 2010, Lee et al. 2011, Taylor et al. 2013). Die
DGGE Banden Nr. 1 und 2 (Abb. 4.5) sind cyanobakteriellen Ursprungs und konnten nicht in
den Larven von E. ferox nachgewiesen werden, was bedeutet, dass sie wahrscheinlich auf
horizontalem Wege aufgenommen wurden. Ob es sich hierbei um echte Schwammsymbion-
ten handelt oder um Cyanobakterien die hauptsidchlich im umgebenden Meerwasser vorkom-

men, bleibt offen.

In Oozyten von manchen HMA-Schwdammen fehlen Mikroorganismen vollstindig (Maldona-
do 2007), was zu der Theorie fiihrte, dass diese Schwidmme ihre mikrobiellen Konsortien aus-
schlieBlich horizontal aufnehmen. Die derzeit vorherrschende Meinung geht mittlerweile von
einer Kombination von vertikaler Weitergabe und horizontaler Aufnahme aus, welche die
Okologie und Evolution der Schwamm-Mikroorganismen-Gemeinschaften bestimmt (Schmitt
et al. 2011b, Hentschel et al. 2012). Einige Aspekte der horizontalen Aufnahme bleiben je-
doch noch ungeklédrt. Zum Beispiel bleibt die Frage offen, ob Schwammsymbionten {iber-
haupt aktiv ins umgebende Meerwasser entlassen werden (Zeitpunkt des ,,spawning*), oder
passiert dies rein passiv vielleicht durch Verletzung und Zerstorung des Adult-Schwammes
durch Rduber oder tropische Stiirme? Sind die Symbionten auBBerhalb des Schwammes {iber-
haupt metabolisch aktiv und vermehren sie sich auch im umgebenden Meerwasser? Kénnen
Schwammsymbionten, nachdem sie den Schwamm verlassen haben, ihn auch wieder erneut
besiedeln? Zumindest auf die letzten beiden Fragen scheint es Antworten zu geben. So konnte
unldngst gezeigt werden, dass die Schwamm-spezifischen Poribacteria, wenn sie denn im
umgebenden Meerwasser gefunden werden, praktisch keine metabolische Aktivitit aufweisen
(Moitinho-Silva et al. 2013, in press). AuBBerdem konnten Fiitterungsexperimente zeigen, dass
Symbionten, die einmal aus einem Schwamm isoliert wurden, nicht wieder von einem Wirts-
schwamm aufgenommen werden kénnen (Wehrl ez al. 2007). Ob sich dies allerdings in natiir-
lichen Umgebung dhnlich verhilt, ist gerade auch hinsichtlich neuster Veroffentlichungen, die
groBe Uberschneidungen auf phylogenetischer Ebene zwischen den mikrobiellen Gemein-
schaften in Meerwasser, LMA- und HMA-Schwdammen gefunden haben, unklar (Moitinho-
Silva et al. 2013, in press).
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In dieser Arbeit wurde unter anderem untersucht, inwieweit Mikroorganismen wéhrend dem
Zeitpunkt des ,,spawning* vom Adult-Schwamm in das umgebende Meerwasser entlassen
werden. Wihrend zum Zeitpunkt des ,,spawning* und einen Tag spiter noch 6.0 x 10° Mikro-
organismen pro Gramm Schwamm-Mesohyl vorhanden waren, konnten 12 Tage spiter nur
noch 3,0 x 10° Mikroorganismen pro Gramm Schwamm-Mesohyl gezihlt werden. Dies ent-
spricht einem Verlust von fast 50 % der Mikroorganismen zwischen diesen beiden Zeitpunk-
ten (Abb. 4.3). Ein Teil dieser Mikroorganismen wird sicherlich mit den Embryonen ausge-
schieden, jedoch ist es auch vorstellbar, dass wihrend dem ,,spawning* selber ein nicht gerin-
ger Anteil an Mikroorganismen dem Schwamm-Mesohyl verloren geht. Angesichts dessen,
dass je nach Reproduktionsaufwand Oozyten/Embryos bis zu 69,5 % des Gesamt-
Schwammgewebes ausmachen konnen (Ereskovsky 2000, Sidri et al. 2005), erscheint dieses
Szenario durchaus realistisch. Die hier vorgestellten Ergebnisse stellen den ersten experimen-
tellen Beweis fiir eine Reduzierung der Bakterienanzahl im Schwamm-Mesohyl wéihrend dem
wspawning® dar. In diesem Zusammenhang ist zu erwidhnen, dass Schwamm-spezifische 16S
rRNA Gene in Meerwasserproben, die in der nichster Umgebung des Schwammes Rhopaloi-
des odorabile wihrend dem ,,spawning* genommen wurden, identifiziert werden konnten
(Webster et al. 2010). Betrachtet man die Anzahl an Mikroorganismen von nicht-
reproduktiven E. ferox Individuen ein Jahr spéter, so befinden sich diese auf dem post-
»spawning*-Niveau des Vorjahrs. Wenn man annimmt, dass das post-,,spawning*“-Niveau die
normale Menge darstellt, so miisste folgerichtig die Anzahl an Symbionten bis zum ,,spaw-
ning* Zeitpunkt um bis zu 50% zunehmen. Ob dies ein vom Adult-Schwamm initiiertes Sym-
biontenwachstum oder ein Nebeneffekt, ausgelost durch ein hohes Angebot an Nihrstoffen
(welches wiederum den Reproduktionszyklus des Schwammes beeinflussen kann), ist, bleibt

unklar.

Die mittels 16S rRNA-Genbanken und der DGGE durchgefiihrten Untersuchungen der mik-
robiellen Gemeinschaft des adulten, embryonal und larvalen Gewebes von E. ferox ergab in
den phylogenetischen Analysen insgesamt 21 ,,vertical transmission* Cluster (nach der Defi-
nition von Schmitt et al. (2008)) innerhalb sechs verschiedener bakterieller Phyla. 19 von
diesen VT-Clustern fielen dabei in ,,sponge-specific* Cluster (SSC) bzw. ,,sponge-coral‘
Cluster (SCC) (Abb. 4.4 a-e) (Hentschel et al. 2002), was zeigt, dass ein Grof3teil der mikro-

biellen Gemeinschaft von E. ferox zum einen Schwamm-spezifisch ist und zum anderen ver-
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tikal an die ndchste Generation weitergegeben wird. Die in E. ferox und seinen reproduktiven
Stadien identifizierten bakteriellen Phyla (Proteobacteria, Chloroflexi, Acidobacteria, Spiro-
chaetes, Nitrospira, Gemmatimonadetes) gehdren zu den tiblichen Vertretern die aus HMA
Schwidmmen isoliert werden (Taylor et al. 2007, Simister et al. 2012, Hentschel et al. 2012),
genauso wie die ,,sponge-associated unclassified lineage* (SAUL) (Schmitt et al. 2011a,
Hentschel et al. 2012). Obwohl keine Phylotypen des fast ausschlieBlich aus Schwimmen
isolierten Candidatus Phylum Poribacteria (Fieseler ef al. 2004) in E. ferox identifiziert wer-
den konnten, unterstiitzen diese Ergebnisse doch die Annahme, dass viele der in Schwdmmen

lebenden Bakterien obligate Symbionten sind.

Um die Frage zu klédren, ob und in welchem reproduktiven Stadium von E. ferox diese bakte-
riellen Symbionten metabolisch aktiv sind, wurde ein Vergleich der mikrobiellen Gemein-
schaft auf Basis des 16S rRNA-Gens und deren Aktivitdt basierend auf der 16S rRNA durch-
gefithrt (Abb. 4.6). Dieses Konzept wurde erfolgreich von Kamke et al. 2010 in die
Schwamm-Mikrobiologie eingefiihrt, wobei die Autoren zeigen konnten, das der Grofteil der
Schwammsymbionten in situ metabolisch aktiv zu sein scheint. In der vorliegenden Arbeit
wurde das Konzept des Vergleichs der ,,Vorhandensein versus Aktivitit (,,presence versus
activity®) erstmals auch auf die DGGE {ibertragen, auch wenn die Methode hier nicht unum-

stritten ist.

Ein Problem der DGGE ist die Auflosung. Je hoher der Gradient im Gel, desto geringer die
Auflésung, was folglich bedeutet, dass sich mehrere 16S rRNA Gene mit demselben GC-
Gehalt hinter einer Bande verbergen konnen. Bei die Interpretation der Ergebnisse ist somit
Vorsicht geboten. Zwar kann die Intensitdt einer Bande mitunter Riickschliisse auf die Hau-
figkeit eines PCR-Produktes mit dhnlichem GC-Gehalt zulassen, aber damit nicht zwangswei-
se auf die Haufigkeit eines bestimmten 16S rRNA Gens in derselben oder in welchem Mal3e
das dazugehorige Bakterium methabolisch aktiv ist. Simtliche DGGE-Banden auszuschnei-
den und zu klonieren erschien bei bis zu 5 verschiedenen Klonen pro Bande (personliche Be-
obachtung) hinsichtlich der formulierten Fragestellung wenig sinnvoll, weshalb nur ausge-
wihlte Banden aus den 16S rDNA und 16S rRNA Linien kloniert wurden. Die anschlieen-
den phylogenetischen Analysen der erhaltenen Sequenzen zeigte, dass die 16S rDNA héaufig
mit den entsprechenden 16S rRNA Sequenzen zusammen clustern (Abb. 4.4 a-e, Cyanobacte-

ria, Bande Nr. 1 und 2; Chloroflexi, Bande Nr. 12 und 13; Acidobacteria, Bande Nr. 4 und 5),
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was die Aussagekraft des DGGE-Gels bestitigt. Jedoch kam es auch vor, dass phylogenetisch
nahe verwandte Sequenzen aus zwei vollig unterschiedlichen Banden isoliert wurden (Abb.
4.4e, Acidobacteria, Bande Nr. 4, 5 und 9). Dieser Versuch hatte aber nicht den Anspruch
simtliche Bakterien und deren Aktivitit einzeln als Bande in der DGGE zu erfassen, sondern
vielmehr ging es darum einen generellen Uberblick iiber die Aktivitit des mikrobiellen Kon-
sortiums in den verschiedenen Reproduktions-Stadien von E. ferox zu erhalten. Somit er-
schien uns die DGGE trotz ihrer Nachteile als eine geeignete Methode, da sie einen brauchba-
ren ersten Eindruck von der Aktivitit des mikrobiellen Konsortiums liefert. Mit wenigen
Ausnahmen scheint das mikrobielle Konsortium von E. ferox in allen reproduktiven Stadien
metabolisch aktiv zu sein. Die sich hinter den Banden Nr. 1 und 2 verbergenden Cyanobakte-
rien sind wiederum nur im Adult-Schwammgewebe zu finden gewesen, wo sie auch metabo-
lisch aktiv sind (Abb. 4.6). Dies sowie das Fehlen eines VT-Clusters bzw. eines SSC oder
SCC im Phylum Cyanobacteria legt den Schluss nahe, dass diese Bakterien horizontal aufge-
nommen wurden (Abb. 4.4 a) und damit nur fakultative Schwammsymbionten darstellen. Al-
lerdings bleiben hinsichtlich der horizontalen Aufnahme von Schwammsymbionten einige
Fragen ungeklart: Wie und wann treffen die beiden Symbiose-Partner das erste Mal zusam-
men? Das Pumpvolumen eines kaum stecknadelgro3en Juvenil-Schwammes diirfte sehr ge-
ring sein, womit die Frage bleibt, wie der Schwamm rein durch Filtration seine Symbionten
aufnehmen will. Weiterhin ist bis heute ungeklart, ob sich der Wirt die Symbionten aussucht
oder umgekehrt? Ersteres hitte zur Folge, dass E. ferox das hier identifizierte Cyanobakterium
aktiv in sein Pinacoderm/Mesohyl aufnehmen kann, was eine Art Immunsystem oder zumin-
dest eine selektive Zell-Zell-Erkennung voraussetzen wiirde. Leider sind die Kenntnisse hin-
sichtlich des Immunsystems von Schwdammen noch sehr begrenzt (Miiller et al. 1999, Miiller
und Miiller 2003). Bei Letzterem miisste das Cyanobakterium das Schwammgewebe von E.
ferox erkennen und sich vor dem Verdau durch Archaeozyten schiitzen, zum Beispiel indem
es die an seiner Oberfldche erkennbaren Lipopolysaccharide (LPS) (Miiller und Miiller 2003)

durch eine Mucusschicht maskiert.

All diese Fragen werden ohne ein symbiontenfreies Modellsystem von E. ferox schwer zu
klaren sein. Die Fortschritte in der Symbioseforschung der letzten Jahrzehnte gehen unter
anderem auf das Vorhandensein von experimentell manipulierbaren Modellsystemen zuriick,
das sowohl ein symbiontenfreies Wirtssystem als auch kultivierbare Symbionten mit ein-

schlieBt. Beispiele fiir die auf diesem Gebiet erzielten Fortschritte sind die Symbiose des Tin-
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tenfisches Euprymna scolopes und des Bakteriums Vibrio fischeri (Nyholm et al. 2009), die
Tier-Pflanzen-Symbiose zwischen Hydra viridis und der Alge Chlorella (Bosch 2012) oder
der Pflanzen-Mikrobe-Symbiose zwischen Sinorhizobium meliloti und Medicago truncatula
(Jones et al. 2007). Ein solches System existiert fiir die Schwamm-Mikroben-Symbiose bis
heute noch nicht, wobei die Griinde dafiir vielfdltig sind. Zum einen ist es schwierig
Schwammsymbionten zu kultivieren (Amann et al. 1995), zum anderen konnten symbionten-
freie Schwimme bisher nicht produziert werden (Friedrich et a/. 2001). Hinsichtlich der expe-
rimentellen Bedeutung eines solchen Modellsystems wurde in dieser Arbeit ein neuer Ansatz
erprobt, um symbiontenfreie Schwidmme zu erzeugen. Hierflir wurden die Larven von E. fer-
ox mit Antibiotika behandelt, womit die vorhandenen Symbionten beseitigt werden sollten,
um am Ende symbiontenfreie Juvenil-Schwidmme zu erhalten. Erwidhnenswert ist hierbei, dass
nach 4 Tagen Antibiotikabehandlung eine deutlich sichtbare Abnahme der Banden-Intensitit
mittels DGGE zu beobachten war (Abb. 4.7). Dies lasst darauf schlieBen, dass es in diesem
frithen Entwicklungsstadium mdglich ist die mikrobielle Gemeinschaft in Schwamm-Larven
zu reduzieren. Ein negativer Effekt auf die larvale Entwicklung konnte innerhalb dieser 4 Ta-
ge bis hin zur Metamorphose zum Juvenil-Schwamm jedoch nicht beobachtet werden. Zu-
kiinftige Experimente, bei denen symbiontenhaltige und symbiontenfreie Juvenil-Schwimme
wieder zuriick ins Riff umgesetzt werden, sollten zeigen, welche Schwamm-Symbionten ver-
tikal weitergegeben und welche horizontal aufgenommen werden. Solche Versuche im Feld
ebnen den Weg zu einem tieferen Verstidndnis hinsichtlich der Interaktion von E. ferox mit

mikrobiellen Symbionten.
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5.2 Vergleich der mikrobiellen Diversitit verschiedener Oscarella-Arten

Die Schwammgattung Oscarella gehort zu den erst kiirzlich in den Stand einer Klasse erho-
benen Homoscleromorpha-Schwammen. Zur Zeit sind 16 verschiedene Oscarella-Arten in
der ,,world porifera database (van Soest et al. 2013) aufgelistet, wovon allein sieben Arten
im Mittelmeer zu finden sind. Die permanente Verfligbarkeit, einfache Handhabung und die
daraus resultierenden zahlreichen Veroffentlichungen zu verschiedenen Oscarella-Arten hin-
sichtlich Morphologie, Fortpflanzung, Stoffwechsel, Genomik und ihrer Schwamm-
assoziierten, mikrobiellen Gemeinschaften machen die Mitglieder dieser Gattung zu hervor-
ragenden Studienobjekten, allen voran Oscarella lobularis als Modellschwamm (Ereskovsky
et al. 2009). Die Untersuchungen der mikrobiellen Gemeinschaft der verschiedenen Oscarel-
la-Arten wurden bis jetzt zumeist mittels mikroskopischer Methoden durchgefiihrt. So besit-
zen die meisten Oscarella-Schwidmme zwei bis drei verschiedene bakterielle Morphotypen,
abgesehen von Oscarella microlobata mit fiinf Morphotypen (Muricy et al. 1996, Ereskovsky
2006, Vishnyakov and Ereskovsky 2009, Perez et al. 2011, Muricy et al. 2004). Die in diesen
Studien publizierten TEM Bilder zeigen keine dichten mikrobiellen Gemeinschaften im
Schwamm-Mesohyl, wie sie typisch fiir HMA-Schwdmme wie Aplysina aerophoba sind. Das
Fehlen dieser wurde allerdings schon 1977 fiir Oscarella lobularis beschrieben (Vacelet und
Donadey 1977). Eine erst kiirzlich veroffentlichte molekulare Studie, in der die mikrobiellen
Gemeinschaften verschiedenen mediterraner HMA- und LMA-Schwammen (darunter auch O.
lobularis) untersucht wurden, beschreiben deutliche Unterschiede im DGGE Banden Muster
zwischen diesen beiden Gruppen (Gerce et al. 2011). So fehlen den LMA-Schwédmmen die
GC-reichen 16S rRNA Genfragmente, welche die bakteriellen Profile von HMA-Schwdammen
dominieren (vgl. hierzu auch Kapitel 3.1). Vergleicht man nun die DGGE-Bandenprofile der
hier untersuchten Oscarella-Arten mit denen, des als Vergleichsschwammes herangezogenen
HMA-Schwammes Aplysina aerophoba (Abb. 4.8), so lassen sich die Ergebnisse von Gerce
et al. (2011) eindeutig bestitigen (Gerce et al. 2011). All diese Ergebnisse sprechen fiir eine
Einordnung der Gattung Oscarella in die Kategorie der LMA-Schwiamme.

Wihrend die bakteriellen Profile verschiedener Individuen einer Schwamm-Art relativ stabil
zu sein scheinen (Schmitt ez al. 2007b, Lee et al. 2009, Radwan et al. 2010, Webster et al.
2011, Gloeckner et al. 2012a, Gloeckner et al. 2012b), konnen sich die Profile innerhalb einer
Gattung mitunter stirker unterscheiden (Erwin et al. 2012a). So besitzt das DGGE Profil von
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O. tuberculata nur zwei Banden, welche wahrscheinlich die beiden mittels TEM charakteri-
sierten bakteriellen Morphotypen darstellen (Vishnyakov und Ereskovsky 2009). Die restli-
chen Oscarella-Arten zeigen in der DGGE ca. sechs bis acht Banden und damit eine deutlich
groflere Diversitét, als die zwei bis drei beschriebenen bakteriellen Morphotypen vermuten
lassen (Vishnyakov und Ereskovsky 2009). Im DGGE Bild (Abb. 4.8) scheint nur eine Bande
bei vier der fiinf untersuchten Oscarella-Arten auf der gleichen Hohe zu liegen. Die aus die-
sen Banden gewonnenen Sequenzen waren allerdings hochst verschieden (Abb. 4.9 a-b), was
weiterhin die Annahme bestitigt, dass sich die mikrobiellen Gemeinschaften der untersuchten
mediterranen Oscarella-Arten deutlich voneinander unterscheiden. Zu einem dhnlichen Er-
gebnis gelangten Erwin ef al. (2012) in ihrer Studie liber artverwandte und sympatrisch im
Mittelmeer vorkommenden Ircinia-Arten. Sie stellten fest, dass sich die mikrobiellen Ge-
meinschaften der HMA-Schwamme der Gattung /rcinia trotz weniger Gemeinsamkeiten auf
OTU-Level deutlich voneinander unterscheiden. Die Autoren nehmen an, dass Standortfakto-
ren bzw. wirtsspezifische Faktoren, wie z. B. die evolutiondre Verwandtschaft eine entschei-
dende Rolle bei der Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften spielen kdnnten

(Erwin et al. 2012a).

Die Analyse der 16S rRNA-Genbank des Modellschwammes Oscarella lobularis zeigte eine
nur geringe bakterielle Diversitdt auf Phylumebene. So konnten die aus O. lobularis extrahier-
ten Sequenzen drei bakteriellen Phyla zugeordnet werden (Abb. 4.9 a-b), den Verrumicrobia,
Bacteriodestes und den Alpha- bzw. Gamma-Proteobacteria, wobei 76 % der Sequenzen zu
letzterem Phylum gehoren. Erwdhnenswert ist aulerdem, dass die meisten der hier erhaltenen
Sequenzen eine groBere Ahnlichkeit zu Meerwasser oder Sedimentsequenzen haben, als zu
Sequenzen die aus anderen Schwammen isoliert wurden. Folglich bilden sie auch keine SSC
oder SCC, was bei HMA-Schwédmmen der Fall wére (Abb. 4.9 a-b). O. lobularis weist aul3er-
dem die fiir LMA-Schwidmme typische Dominanz von Proteobakterien auf (Kamke et al.
2010, Schmitt et al. 2011b, Giles et al. 2013). Andere auch zu den Homoscleromorpha geho-
rende Schwammarten wie Corticium sp. und Plakortis sp., deren mikrobielle Gemeinschaften
mit Hilfe von molekularen Methoden untersucht wurden, zeigen mit sieben bzw. acht Phyla
eine hohe bakterielle Diversitidt. Des Weiteren wurden in diesen Schwdmmen sogenannte
HMA-Schwamm-Indikator-Phyla wie Chloroflexi oder Poribacteria gefunden (Sharp et al.
2007, Taylor et al. 2007). Somit belegen nicht nur die morphologischen, sondern auch die

phylogenetischen Ergebnisse, dass Oscarella lobularis zu den LMA-Schwdammen zu zdhlen
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ist. Damit ist die Gattung Oscarella in der Klasse der Homoscleromorpha die einzige inner-
halb der LMA-Schwidmme, wihrend die anderen Gattungen, wie Corticium (Sharp et al.
2007), Pseudocorticum und Plakina (Schmitt et al. 2011a) auf Grund der hohen Anzahl an
bakteriellen Phyla sowie dem Vorhandensein von HMA-Schwamm Indikator-Phyla zur

Gruppe der HMA-Schwéamme gezéhlt werden.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass jede der hier untersuchten Oscarella-
Arten eine artspezifische mikrobielle Gemeinschaft besitzt. Die Clusteranalyse in Abbildung
4.8 zeigt auf, dass die Bandenmuster der verschiedenen Oscarella-Arten untereinander nur
eine sehr geringe Ahnlichkeit (> 35%) zueinander besitzen, wogegen Individuen einer Art,
mit Ausnahme von O. balibaloi, Ahnlichkeiten von 80% und hoher aufweisen. Im Fall von O.
lobularis haben Individuen, die zur selben Zeit am selben Ort gesammelt wurden, auch sehr
dhnliche DGGE-Profile (Abb. 4.8, 4.11 und 4.12). Dasselbe gilt fiir die hier untersuchten fiinf
verschiedenen Farbvariationen von O. lobularis, die nur geringfligige Unterschiede aufwiesen
(Abb. 4.11). Auch scheint die Meerestiefe und der Standort keine grofle Auswirkung auf die
Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft zu haben (Abb. 4.12), was wiederum die
Ergebnisse von Schottner et al. (2013) unterstreicht, die herausfanden, dass Standortfaktoren
nur einen sehr geringen Effekt (<5%) auf die Zusammensetzung der mikrobielle Gemein-

schaft von Schwiammen haben (Schéttner ef al. 2013).

O. lobularis ist eine polymorphe Art, deren Individuen sich hinsichtlich der Farbe stark unter-
scheiden konnen (Abb. 4.10). Eine an zwei farblichen Variationen von lanthella basta durch-
gefiihrte Studie konnte zeigen, dass sich diese in threm chemischen Profil unterschieden, was
mit leichten Verdanderungen in ihrer mikrobiellen Gemeinschaft einherging (Freckelton et al.
2012). Wihrend die zahlenméfig abundanten Alpha-Proteobacteria in den untersuchten Pro-
ben gleichermalBlen vorlagen, fanden sich bei den seltener auftretenden bakteriellen Claden
Unterschiede. Die Autoren vermuten daher, dass die Farbe der Schwidmme entweder eine
Folge der verdnderten Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft ist, oder eben manche Bakte-
rien das chemische Profil des Schwammes dndern, was direkte Auswirkungen auf dessen Far-
be haben konnte. Ein wie fiir /. basta beschriebenes Szenario ist auch fiir die farblichen Varia-
tionen bei O. lobularis denkbar, jedoch war es nicht moglich solche Unterschiede in der ,,rare

biosphere* von O. lobularis mittels DGGE aufzuzeigen.
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Insgesamt erscheint die mikrobielle Gemeinschaft von O. lobularis als artspezifisch, was indi-
rekt die Ergebnisse von Giles et al. (2013) bestétigt, wonach manche LMA-Schwidmme art-
spezifische mikrobielle Gemeinschaften beherbergen, die sich deutlich von der des umgeben-
den Meerwassers unterscheiden (Giles et al. 2013). Weiterhin ist die Stabilitit der mikrobiel-
len Gemeinschaft in O. lobularis wahrscheinlich eine Folge der iiber die Reproduktionsstadi-
en weitergegebenen Mikroorganismen. Die vertikale Weitergabe von Symbionten konnte so-
wohl fiir O. lobularis, als auch fiir andere Oscarella Arten bewiesen werden (Ereskovsky und
Boury Esnault 2002, Boury Esnault ez al. 2003), wohingegen interessanterweise die reproduk-
tiven Stadien von fiinf karibischen LMA-Schwédmmen als bakterienfrei beschrieben wurden
(Schmitt et al. 2007a). Die Stabilitit der mikrobiellen Gemeinschaft sowie die vertikale Wei-
tergabe von Mikroorganismen in O. lobularis lassen auf ein evolutiondr langes Zusammenle-
ben und eine Symbiose mit mutualistischem oder wenigstens kommensalistischem Hinter-

grund schlieBen.
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5.3 Vergleich verschiedener Methoden zur Bestimmung der Bakterienhal-

tigkeit von Schwimmen

Die korrekte Zuordnung der zu untersuchenden Schwimme in ,,high microbial abundance
(HMA) bzw. ,,Jlow microbial abundance* (LMA) kann fiir den Versuchsaufbau, das Aufstel-
len einer Arbeitshypothese und die zu erwartenden Ergebnissen von entscheidender Wichtig-
keit sein. Da jede Methode ihre Vor- und Nachteile birgt, sollen die hier verwendeten Metho-
den (DAPI-Farbung, DGGE und TEM) im Folgenden hinsichtlich ihrer Brauchbarkeit bei der

Einteilung der Schwiamme in die beiden Gruppen besprochen werden.

Der Fluoreszenzfarbstoff 4,6-Diamino-2-phenylindole (DAPI) bindet an Thymin- bzw. A-
denin-reiche Regionen doppelstrangiger DNA und wird sowohl fiir die Farbung lebender, als
auch fixierter Zellen verwendet (Huber et al. 1985). Bei einer Emission von 461 nm (blau)
farbt DAPI spezifisch nur DNA, worin einer der Vorteile dieses Farbstoffes liegt. Bei den hier
gefdrbten Schwammextrakten kam es aber immer wieder zu starkem Hintergrundrauschen
durch nicht spezifische Fiarbungen. Uber die Griinde lésst sich hier nur spekulieren. Es ist
durchaus denkbar, dass der Farbstoff mit Sekundirstoffen des Schwammes reagiert und daher
weniger spezifisch bindet. Auch kann es auf Grund der Konsistenz des Extraktes sein, dass
sich der iiberschiissige Farbstoff nicht vollstindig auswaschen lie}. Vor allem bei reproduktiv
aktiven Schwidmmen mit einem erhohten Lipidanteil wurde dieses Phdanomen beobachtet. Des
Weiteren handelt es sich bei den im Extrakt angefdarbten Bakterienzellen um eine Vielzahl
verschiedener Morphotypen die trotz Fixierung mit unter den Farbstoff unterschiedlich auf-
nehmen, wodurch Intensititsunterschiede in der Emission entstehen konnen. Ein weiteres
Problem bei der Bakterienzdhlung ist das schnelle Ausbleichen des Farbstoffes und damit die
Abnahme der Emissionsintensitit unter UV-Licht. Trotz dessen, dass bei dem Gebrauch von
DAPI als Farbstoff die Zellzahl sowie das Zellvolumen unterschétzt werden kann (Suzuki et
al.), ist die DAPI-Farbung eine gute Methode um einen ersten Eindruck iiber die Bakterien-

haltigkeit des untersuchten Schwammes zu bekommen.

Die denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE) ist eine sogenannte ,.fingerprin-
ting** Technik, eigentlich entwickelt um Genverdnderungen auf DNA Basis zu detektieren,
jedoch wird sie auch zur Beschreibung bakterieller Gemeinschaften eingesetzt (Muyzer ef al.

1993, Muyzer und Smalla 1998). Neben der Information {iber die Zusammensetzung der mik-
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robiellen Gesellschaft des Schwammes bekommt man auch einen ersten Eindruck iiber dessen
Bakterienhaltigkeit. Allerdings ist die DGGE eine PCR-abhingige Methode mit allen Vor-
und Nachteilen. So erfasst man je nach Wahl des Primerpaars nicht alle bakteriellen Phyla.
Angesicht dessen, dass das Phylum Poribacteria in manchen HMA-Schwidmmen hoch a-
bundant ist (Schmitt ez al. 2011a), aber nicht mit Standard 16S rRNA-Gen Primern fiir DGGE
(341t+GC/907r (Muyzer et al. 1998)) vervielfaltigt werden kann, stellt dies einen eindeutigen
Nachteil dar. AuBBerdem beeinflusst die Wahl des Gelgradienten stark die Anzahl an sichtba-
ren Banden im Gel, die neben dem GC-Gehalt eines der Kriterien zur Einteilung des
Schwammes in HMA oder LMA darstellt. Deshalb macht die DGGE als Methode nur im di-
rekten Vergleich zu schon bekannten HMA- bzw. LMA-Schwammproben Sinn.

Mit Hilfe der Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) wurden Schwidmme schon 1981
in sogenannte ,,bacteriosponges* bzw. ,non-symbiont containing sponges* oder ,normal
sponges* eingeteilt (Reiswig 1981). Unter dem Mikroskop ist der Unterschied zwischen
HMA- bzw. LMA-Schwidmmen visuell am deutlichsten. Bet HMA-Schwédmmen ist das Me-
sohyl dicht mit Bakterien besiedelt, wiahrend das Mesohyl von LMA-Schwdmmen praktisch
frei von Bakterienzellen ist. Wichtig hierbei ist es nicht schon bei der Probenentnahme Fehler
zu begehen. So kann das Schwammgewebe, wenn es unsanft behandelt wird, ,,ausbluten* und
einen Grofteil seiner Symbionten verlieren. Hierdurch sind weniger Symbionten im Mesohyl
sichtbar, was wiederrum eine filschliche Einteilung in die Gruppe der LMA-Schwidmme zu
Folge haben kann. Ein Nachteil der TEM ist, dass nicht von den im Schwammgewebe sicht-
baren morphologischen Phylotypen auf deren phylogenetische Identitdt geschlossen werden
kann. Aullerdem ist die Probenverarbeitung recht aufwendig, jedoch kann man auf die einmal
gesicherten Proben jahrelang zuriickgreifen. Unabhidngig davon welche der hier beschriebe-
nen Methoden zum Einsatz kommt, ist ein N=3 auf jeden Fall wiinschenswert, um eine siche-
re Einteilung der untersuchten Schwiamme zu gewihrleisten. In der vorliegenden Studie wur-
de auf eine Wiederholung der Experimente zugunsten der unterschiedlichen Methoden ver-

zichtet.

Die hier vorgestellten Ergebnissen zeigen, dass es deutliche Unterschiede zwischen den ver-
schiedenen Schwamm-Arten hinsichtlich ihrer bakteriellen Abundanz gibt. So weisen die als
HMA eingestuften Schwiamme in der DGGE (Abb. 4.13) deutlich mehr Banden auf als die als

LMA eingestuften, woraus man schlieBen kann, dass sie auch eine weitaus groflere bakterielle
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Diversitit beherbergen. Dies bestétigt die Ergebnisse fritherer Studien, in denen die mikro-
biellen Gemeinschaften von LMA- und HMA-Schwdammen beschrieben wurden (Weisz et al.
2007, Kamke et al. 2010, Schmitt et al. 2011a). So finden sich in HMA-Schwidmmen unter
anderem Chloroflexi und Poribacteria, die sogenannte HMA-Indikator Phyla darstellen (Sharp
et al. 2007, Taylor et al. 2007) und die nicht oder nur in sehr geringen Konzentrationen in
LMA-Schwammen nachgewiesen werden konnten (Schmitt ez al. 2011c, Giles et al. 2013).
Vielmehr verhilt es sich so, dass in HMA-Schwédmmen bis zu acht und mehr bakterielle Phy-
la (32 Phyla mittels Pyrotag-Sequenzierung (Schmitt et a/. 2011a) zu finden sind (Kamke et
al. 2010, Gloeckner et al. 2012b), wihrend aus LMA-Schwdmmen gerade einmal drei bis
fiinf bakterielle Phyla isoliert werden konnten (Gloeckner et al. 2012a, Giles et al. 2013).
Auch im GC-Gehalt ihrer Symbionten unterscheiden sich HMA-Schwidmme von LMA-
Schwiammen. So ist der GC-Gehalt der HMA-Schwamm-Symbionten deutlich hoher (Abb.
4.13) als der von LMA-Schwamm-Symbionten (Gerce ef al. 2011). Auf Grund dieser Ergeb-
nisse kann von einer direkten Korrelation zwischen mikrobieller Abundanz und mikrobieller

Diversitit ausgegangen werden.

Interessant hinsichtlich der Bakterienhaltigkeit der untersuchten Schwamm-Arten ist auch,
dass innerhalb einer Gattung alle Schwimme entweder ausschlieflich zu den HMA- oder
LMA-Schwammen gehoren. So gehoren die Schwammgattungen (mit einem Minimum von
N=2) Agelas, Ircinia und Aplysina zu den HMA-Schwdmmen, wihrend die Gattung Cal-
lyspongia zu den LMA-Schwdammen gezdhlt werden kann. Dieser Umstand ldsst sich auch
auf Familien und Ordnungen ausweiten. So sind die Mitglieder folgender Ordnungen (Mini-
mum N=2) HMA-Schwimme: Agelasida, Dictyoceratida und Verongida. Zu den Ordnungen
Astrophoridae, Hadromerida, Peocilosclerida, Halichondrida und Haplosclerida gehdren so-
wohl HMA- wie auch LMA-Schwamme. In der Dissertation von Markus Wehrl (2006) wur-
den eigenen Untersuchungen, sowie Ergebnisse aus der Literatur herangezogen, um die Bak-
terienhaltigkeit von Schwidmmen mit ihrer Taxonomie zu korrelieren. Wehrl kam damals un-
ter anderem zu folgenden Ergebnissen: Verongida und Agelasida gehéren zu den HMA-
Schwimmen, was den Ergebnissen dieser Studie entspricht. Die Ordnungen Astrophorida,
Dictyoceratida, Hadromerida, Haplosclerida, Homosclerophorida enthalten sowohl HMA-
wie auch LMA-Schwamm-Arten wéihrend die Ordnungen Poecilosclerida und Halichondrida
ausschlieBlich LMA-Schwidmme beinhalten. Das die beiden letztgenannten Ordnungen nur

LMA-Schwamme beinhalten, konnte in dieser Studie nicht bestitigt werden. Vielmehr verhilt
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es sich so, dass die Ordnung Poecilosclerida den HMA-Schwamm Ectyoplasia ferox enthilt,
wihrend der HMA-Schwamm Myrmekioderma gyroderma der Ordnung Halichondrida zuge-
rechnet werden kann. Diese widerspriichlichen Ergebnisse machen es schwierig, ein Muster
zu erkennen oder Vorhersagen zu treffen, ob ein Schwamm HMA oder LMA ist — jedoch ist
die dieser Studie zugrunde liegende klassische Taxonomie nach Hopper und van Soest (2002)
nicht ganz unumstritten. Gerade im Zeitalter der molekularen Marker wie dem 28S rRNA-
Gen oder COI, mit denen Schwidmme nicht mehr nur anhand ihrer morphologischen Merkma-
le, sondern auch anhand ihrer phylogenetischen Verwandtschaft klassifiziert werden konnen,
werden die Rufe nach einer taxonomischen Neuordnung des Stammes Porifera laut (Borchiel-
lini et al. 2001). Die Aufwertung der Homoscleromorpha von einer Unterklasse der De-
mospongiae zu einer eigenstdndigen Klasse ist nur ein prominentes Beispiel der letzten Zeit
(Gazave et al. 2010, 2012). So konnte bei zukiinftigen taxonomischen Untersuchungen auf
Gattungsebene neben den morphologischen und molekularen Merkmalen auch die Bakterien-
haltigkeit bei der taxonomischen Einordnung von Schwammen hilfreich sein. Zu beachten ist
hier allerdings, dass HMA-Schwamme ihre Symbionten hypothetisch auch im Laufe der Evo-
lution wieder verlieren bzw. LMA-Schwidmme Symbionten aufnehmen konnten. Je gréBer
also der Datensatz zu HMA- und LMA-Schwidmmen ist, desto genauer kann man voraussicht-
lich einschitzen, ob es ein Muster beziiglich der Bakterienhaltigkeit innerhalb Gattungen,
Familien und Ordnungen gibt — gerade die hdheren taxonomischen Ebenen sind mit unter nur
unzureichend beschrieben — oder ob es sich bei dem hier erkennbaren Muster um eine zufalli-

ge Ausnahme handelt.
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6 Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation konnten die Erkenntnisse hinsichtlich der Zusammensetzung

der mikrobiellen Gemeinschaft, der Art und Weise der Weitergabe und deren metabolischer

Aktivitit in verschiedenen marinen Schwiammen vertieft und erweitert werden. Fur zukiinfti-

ge Forschsungsprojekte konnten folgende Projekte von Interesse sein:

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass E. ferox einen Grofiteil seiner Symbion-
ten vertikal an die ndchste Schwammgeneration weitergibt. Auch gelang es zwei
Cyanobakterien zu identifizieren, die wahrscheinlich horizontal aufgenommen wer-
den. Eine 454-Pyrosequenzierungsstudie des Adult-Schwammes im Vergleich zu den
korrespondierenden Larven und dem umgebenden Meerwasser konnte weitere hori-
zontal aufgenommene Symbionten in der ,,rare biosphere* identifizieren und somit zu
einem tieferen Verstdndnis der vertikalen Weitergabe und horizontalen Aufnahme von

Schwammsymbionten beitragen.

Des Weiteren gelang es die Anzahl an Symbionten in E. ferox Larven durch Antibioti-
ka-Behandlung zu verringern. Somit sollte es zukiinftig moglich sein symbiontenfreie
Juvenil-Schwidmme iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg experimentell zu erzeugen.
Mithilfe dieses Symbionten-freien Wirtssystems konnte man in der natiirlichen Um-
gebung des Riffs testen, welche Symbionten aus dem umgebenden Meerwasser hori-

zontal aufgenommen werden.

Von groflem Interesse wire auch eine Transkriptom-Analyse des Adult-Schwammes
E. ferox, der korrespondierenden Larven und Juvenil-Schwidmme, um zu erforschen
welche Gene in welchen Stadien der Reproduktion aktiv sind. Diesen Ansatz kann
man zusitzlich noch auf ausgewdhlte bakterielle Symbionten wie die Schwamm-
spezifischen Poribacteria ausdehnen, um deren symbiontischen Einfluss wihrend den

verschiedenen Reproduktionsstadien einzuschitzen.
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Ein direkter Vergleich der mikrobiellen Gemeinschaften einzelner Larven untereinan-
der und zum Adult-Schwamm mittels Pyrosequenzierung kann Aufschluss dariiber
geben, ob die vertikale Weitergabe von Schwammsymbionten iiber die Larven ein
zielgerichtetes Ereignis ist (jede Larve trigt die gleichen Symbionten), oder ob die
weitergegebenen Symbionten rein zuféllig ausgewéhlt werden (jede Larve tragt unter-

schiedliche Symbionten).

AufBlerdem konnten von den 23 hier untersuchten karibischen Schwidmmen sechs an-
hand ihrer Bakterienhaltigkeit den HMA-Schwdmmen und neun den LMA-
Schwimmen zugeordnet werden. Da innerhalb einer Schwammgattung (z. B.: Agelas,
Callyspongia und Ircinia) die Bakterienhaltigkeit konstant ist (HMA oder LMA) und
sich dieses Phidnomen teilweise auch auf die Familie erweitern lisst (Aplysinidae),
konnte dies als ein weiteres Bestimmungsmerkmal in der Schwammtaxonomie ver-
wendet werden. Gerade auf hoheren taxonomischen Ebenen kénnte das Merkmal der
Bakterienhaltigkeit zu mehr Klarheit fiihren. Hierzu wire es sinnvoll weitere

Schwidmme, auch aus anderen Meeresregionen, zu untersuchen.
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7 Anhang
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7.2 Gerate, Materialien, Chemikalien

Tab. 7.2.1: Verwendete Gerite und Materialien

Geriite Firma Artikelbezeichnung
96 ,,well* Platte Greiner
Autoklaven Systec GmbH Systec VX-150
Brutschrank VWR Incu-Line
Destillieranlage fiir HyOgq GFL Bi-Dest 2304
Einmalkiivetten Plastibrand halbmikro 1,5 ml
Eismaschine Scotsman AF-20
Filterapparaturen Nalgene 300-4050
Sartorius 516-7015
Fluoreszenz-Mikroskop Zeiss Axiolab
Quecksilberdampflampe HBO 50
Objektive Plan-Apochromat 10x/ 0,30
Plan-Apochromat 20x/ 0,50
Plan-Apochromat 40x/ 0,75
Plan-Apochromat, Ol 40x/ 1,30
Plan-Apochromat, Ol 100x/
Fluoreszenz-Filterset Intas 1,30
Kamera-System 10, 15
MP Focus 5000
Gefrierschrinke -20°C Liebherr Premium NoFrost
Privileg
Gefrierschrianke -80°C Nunc QBF 2185V36
Kendro Queue Basic QBF 2585V36
Geldokumentation BioRad Gel Doc 2000
Gelelektrophoresekammern BioRad Sub-Cell® GT
Glaskugeln
Handvakuumpumpe Nalgene 6133-0010
Heizblock Rotibabo"-Block-Heater H250 | Roth
Heizplatte mit Magnetrithrer | WiseStir" MS-20A
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Geriite Firma Artikelbezeichnung
Kiihlschrank Privileg Superdko
Mikropipetten Eppendorf Research 0,5-10 ul
2-20 ul
20-200 pl
100-1000 pl
Mikrowelle Serverin
Mobrser Hartenstein MO10
Multipipette Eppendorf Multipipette® Plus
Netzgerit fiir Gelelektrophore- | BioRad PowerPac' "' Basic
se
Nitex-Gewebe Hartenstein Polyester, 100 pm
Nylonmembran Whatman Nytran SPC
Objekttrager Superior Marienfeld Microslides mit 8-Feldern
Knittel Glaser OTMM
PCR-Cycler Biometra T3 Thermocycler
Biometra T3000 Termocycler
BioRad C1000 Thermal Cycler
pH-Meter Elektrode WTW MultiLine P4
SenTix 41
Pipettenspitzen Sarstedt 1000 pl blau
200 ul gelb
10 pl farblos
Pipettierhilfe Brand Accu-jet® Pro
Pistill Hartenstein PIS3
Rasterelektronenmikroskop Zeiss DSM 962 scanning 130
Reaktionsgefilie Sarstedt 1,5 ml; 2,0 ml

Thermo Scientific

Greiner

0,2 ml Thermo Stripes
15 ml, 50 ml Bio-one

CELLSTAR®

Fortsetzung von Tabelle 7.2.1
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Geriite Firma Artikelbezeichnung

Schiittler Edmund Biihler TH 30

Spectrophotometer Thermo Scientific NanoDrop 2000c
Sputter-Beschichter Bal-Tec SCD 005 Sputter Coater
Sterilbank Nuaire Biological Safty Cabinets Class

II

Steriles Skalpell/Rasierklinge |-

Transmissonselektronenmikro- | Zeiss EM 10

skop

Ubernachtkulturrdhrchen - -

Ultramikrotom RMC, Tuscon, USA OM U3

Universal Hood BioRad Universall Hood II
Gel Doc 2000

Vortex Scientific Industries Vortex-Genie 2

Zentrifuge Thermo Scientific

Heraeus Fresco 17 Centrifuge

Fortsetzung von Tabelle 7.2.1

Tab. 7.2.2: Verwendete Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
Aceton (C3HeO) Roth
Agarose, ultrapur Gibco
Ampicillin (Amp) AppliChem
Borsdure (H3;BO3) AppliChem
5-Bromo-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid (X-Gal) Sigma
Bromphenolblau Merck
Cacodylat (C,HcAsNaO; x 3H,0) AppliChem
Citifluor Citifluor Ltd.
Diamino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI) Sigma
Eisessig (100 % Essigsdure) Roth

Epon 812 Serva

87




Anhang

Bezeichnung Hersteller
Essigsdure (C;H40,) AppliChem
Ethanol absolut (EtOH) Merck
Ethanol vergillt (EtOH) Roth

1% Ethidiumbromid-Ldsung Roth
Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatriumsalz-Dihydrat (Na,EDTA x 2H,O) | Serva
para-Formaldehyd (PFA) Serva
Formamid (HCONH,) Roth
Formamid, HiD1i AppliedBiosystems
Glukose (C¢H 206 x H,0) AppliChem
Glutaraldehyd (CsHzO,) Sigma

86% Glycerin (HOCH,-CHOH-CH,OH) Roth
Hefeextrakt Roth
Isopropanol (C;HzO) Roth
1-Isopropyl-f3-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) Sigma
Kaliumbromid (KBr) AppliChem
Kaliumchlorid (KCI) Fluka
Kaliumdihydrogenphosphat (KH>PO4) Roth
Lysozym Sigma
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, x 6 H,0) AppliChem
Methanol (CH40) Roth
Natriumacetat Trihydrat (NaAc x 3H,0) Roth
Natriumchlorid (NaCl) Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem
Natriumfluorid (NaF) Fluka
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO4 x 2H,0) Merck
Natriumhydroxid (NaOH) Roth
Osmiumtetroxid (OsOy4) Sigma
Propylenoxid (C3;HsO) Sigma

Fortsetzung von Tabelle 7.2.2
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Bezeichnung Hersteller
Salzsdure (HCI) AppliChem
Strontiumchlorid-Hexahydrat (SrCl, x 6 H,O) Fluka
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris) Roth
Trypton/ Pepton aus Casein Roth
Uranylacetat (C4sHcOcU) Sigma

Fortsetzung von Tabelle 7.2.2
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7.3 Losungen und Puffer

Tabelle 7.3: Verwendete Losungen und Puffer

Bezeichnung Inhaltsstoffe Mengenangabe
90% Aceton 100% Aceton 450 ml
H2Ouest 50 ml
75% Aceton 100% Aceton 375 ml
H2Ouest 125 ml
50% Aceton 100% Aceton 250 ml
H2Ouest 250 ml
30% Aceton 100% Aceton 150 ml
H2Oest 350 ml
10% Ampicillin Losung Ampicillin-Natrium-Salz 1.0g
H,0 (millipore) ad 10.0 ml

—ssteril-filtrieren

10% APS Ammoniumpersulfat 0.1g
H,0 (millipore) 1 ml

Artifizielles Meerwasser NacCl 2347 g

(ASW) Na,S04 392 ¢
MgCl, x 6H,O 1064 g
CaCl, 11.0g
NaHCO; 192¢g
KCl 6.64 g
KBr 0.96 g
H;BO; 0.26 g
SrCl, 024 ¢
NaF 0.03 g
H,0 (millipore) ad 101

Cacodylat-Puffer (50mM; pH
7.4)

Na-Cacodylat (0.2 M; pH 7.2)
25% Glutaraldeyd
ASW

1.07 g (—pH 7.8 via HCI)
10 ml
ad 100 ml
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Bezeichnung Inhaltsstoffe Mengenangabe
DAPI-Lésung (100pg/ml) 4',6-Diamidin-2-phenylindol 100 ng
H,0 (millipore) 1 ml
100% Denaturing solution at Acrylamid/Bisacrylamid 25 ml
10% Acrylamide 50x TAE 2 ml
Formamid 40 ml
Urea 42 ¢
H2Ouest ad 100 ml
0% Denaturing solution at Acrylamid/Bisacrylamid 25 ml
10% Acrylamide S0xTAE 2 ml
H2Oest 73 ml
100bp DNA ladder 100bp DNA ladder 0.2 ml
Stop Puffer 0.2 ml
H,0 (millipore) 0.8 ml
1kb DNA ladder 1kb DNA ladder 0.2 ml
Stop Puffer 0.2 ml
H,0 (millipore) 0.8 ml
dNTP mix dATP 0.1 ml
dCTP 0.1 ml
dGTP 0.1 ml
dTTP 0.1 ml
10x PCR-Puffer 0.1 ml
H,0 (millipore) 0.5 ml
90% Ethanol 100% Ethanol 450 ml
H2Ouest 50 ml
70% Ethanol 100% Ethanol 350 ml
H2Ouest 150 ml
50% Ethanol 100% Ethanol 250 ml
H2Ouest 250 ml
30% Ethanol 100% Ethanol 150 ml
H2Ouest 350 ml

Fortsetzung von Tabelle 7.3
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Bezeichnung Inhaltsstoffe Mengenangabe
Ethidiumbromid Féarbebad EtBr 10 mg/ml 0.1 ml
H2Ouest 200 ml
0.5M EDTA Na,EDTA x 2H,0 136.1 g
H,O (millipore) ad 1000 ml
—pH 8 via NaOH (10N)
4% Formaldehyd Formaldehyd (37%) 10.81 ml
H>Oyqest (steril) 89.19 ml
2.5% Glutaraldehyd 25% Glutaraldehyd 10 ml
ASW (steril) 90 ml
20% Glycerol 86% Glycerol 279 ul
z. B. Fliissigkultur 921 ul
IM IPTG solution IPTG 238¢
H,O (millipore) ad 10.0 ml
—steril-filtrieren
5M NaCl NaCl 2922 ¢
H,O (millipore) ad 1000 ml
NaOH (10N) NaOH 240 g
H2Opvigest ad 1000 ml
Phosphat buffered solution NaCl 40.0¢g
(10x PBS) Na,HPO4 x 2H,0O 625¢g
KH,PO4 1.0g
KCl 1.0g
H,O (millipore) ad 500 ml
—pH 7.2-7.4 via HCI
1x PBS 10x PBS 10 ml
H2Ouest 90 ml
Plasmid mini préap Puffer 1 IM Tris/HCI, pH 7.5 5.0 ml
0.5M EDTA, pH 8.0 2.0 ml
RNase 10mg/ml 1.0 ml
H,O (millipore) ad 100 ml

Fortsetzung von Tabelle 7.3
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Bezeichnung Inhaltsstoffe Mengenangabe
Plasmid mini préap Puffer 2 NaOH 08¢

SDS 1.0g

H,0 (millipore) ad 100 ml
Plasmid mini préap Puffer 3 NaAc x 3H,O 40.8 g

H,O (millipore) ad 100 ml

—pH 4.8 via HCI

Propyleneoxid/Epon 812 Propylenoxid 50 ml

Epon 812 50 ml
1% RNase A (10 mg/ml) RNase A 10.0 mg

H,0 (millipore) 1.0 ml
1% SDS SDS 10g

H2Ouest ad 1000 ml
Sorensen-Phosphat-Puffer (50 A) KH,PO4 9.078 g ad 1000 ml HyOgest
mM; pH 7.4) B) Na,HPO, x 2 H,O 11.876 g ad 1000 ml

—81.8ml B+18.2ml A for pH 7.4 H>0gest
Stop-Puffer Bromphenolblau 25.0 mg

Xylencyanol 25.0 mg

Ficoll Type 400 25¢g

H,0 (millipore) ad 10 ml
50x TAE Tris/HCI 2420¢g

100% Essigsédure 57.1 ml

0.5M EDTA, pH 8.0 100 ml

H2Ouest ad 1000 ml
Ix TAE 50x TAE 20 ml

H2Ouest 980 ml
IM Tris/HCl Tris/HCI1 1210 g

H,O (millipore) ad 1000 ml

—pH 7.5-8.0 via HCI

5% X-Gal solution X-Gal 25¢g

Dimethylformamide ad 50.0 ml

Fortsetzung von Tabelle 7.3
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7.4 Enzyme und Reaktionskits

Tabelle 7.4: Verwendete Enzyme und Reaktionskits

Bezeichnung Hersteller

10x Dream Taq Green Buffer Fermentas

ABI Prism' " Big Dye ' Terminator Cycle Sequencing | Applied Biosystems
Ready Reaction Kit

AllPrep DNA/RNA mini Kit Qiagen

DNase Promega

Enzym I, FastDigest Haelll Fermentas
Enzym II, FastDigest Mspl Fermentas

Fast DNA Spin Kit (for soil) MP Biomedicals
GelGreenTM Biotium
GeneRuler' ™ 100bp DNA Ladder Fermentas
GeneRuler' ™ 1kb DNA Ladder Fermentas
NucleoSpin Extractll Kits Macherey-Nageln
pGEM T easy Vector System Promega
Q-Solution/ Reaktionspuffer Qiagen
RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas

RNase A aus Rinderpankreas Roche
SUPERase-In Invitrogen
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7.5 Medien

Tabelle 7.5: Verwendete Medien

Bezeichnung

Inhaltsstoffe

Luria-Bertani (LB) Medium

8.0 g Trypton/Pepton aus Casein
4.0 g Hefe Extrakt

4.0 g NaCl

ad 800 ml H,Oy4

Luria-Bertani (LB) Medium + Ampicillin

800 ml LB medium
800 pul Ampicillin (100 pg/ml)

Luria-Bertani (LB) Agar

8.0 g Trypton/Pepton aus Casein
4.0 g Hefe Extrakt

4.0 g NaCl

12.0 g Agar

ad 800 ml H,Oy4

LB Agar+Ampicillin+tIPTG+X-gal (AIX)

800 ml LB Agar

800 pul Ampicillin (100 pg/ml)
400 pl IPTG 0.1M

1.28 ml X-Gal (50 mg/ml)
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7.6 Mikroorganismen und Vektoren

* FEscherichia coli Stamm Novablue (zum klonieren der PCR-Produkte mittels Hitze-
schock) Genotype: endA1 hsdR17 (rki2- mki2+) supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
F’[proA+B+lacl¢ZDM15::Tn10] (Tetr)

*  Vektor pGEM"-T Easy (Promega, Cat.# A1360):
Der in dieser Arbeit verwendete Vektor zur Klonierung von PCR-Produkten ist in

Abb. 7.1 schematisch dargestellt.

Xmnl 2009
171 1 start
Scal 1890 Nael 2707 Apal 14
. Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
Amp' ﬁSt|ZI 3%
ot
PGEM®-TEasy  jacz L Sacll | 49
Vector I EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZI 77
_ Pstl 88
ori Sall 90
Ndel a7
Sacl 109
BstXl 118 &
Nsil }AQIZ §]
®
T spe 2

Abb. 7.1: Schematische Darstellung des verwendeten Klonierungvektors pGEM®-T Easy (Promega).
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7.7 Grofienstandards

100bp DNA Ladder 1kb DNA Ladder DGGE Markers I & 11
ng/0.Spg % bp bpng/05pg % 1 i
asoe [ | [
1 0 6
bp o a0 00 308 69 =11 — | 40.0%-41.0%
21-Tl= 1% i
= —— i tbedl — B / 300 200 60 2 [~|3 42.5%-43.5%
2 - 600 450 90 [Ramll— 700 “ 2500 70.0 14.0 o o
£ 500 115.0 220 [l 600 | | _ — R 199 110 “|4 —— | 44.0%-45.0%
3 — 400 400 80 > — 2000 250 50 3
S, .o s fad s | |2 1500 550 60 ~|5 —— |46.0%-48.0%
3 w0 40 so - o | | - ' ~|8 —— [47.5%-49.0%
4 2 1000 60.0 120 4 |57 — 49.0%-52.0%
L — 100 400 80 - 750 250 50
3 — BEONIE-d “ckae zen: B4 “|8 — |52.0%-53.0%
£ 3 ; 5 (]9 — |53.0%54.0%
= — i — 230 250 50 10 — |54.0%-55.0%
0.5 poane, 8 cm length gd, "é
1XTEE, 5 Viem, 1 h L =
g =
C \
0.5 patane, 20 cm length gel, § =100 0.5 palane, 8 cm length gel, 65% | | L
1XTAE, 8 Viem, 3 h 3 1XTAE, 7VAm, 45 min

Abb. 7.2: Darstellung der in dieser Abrbeit verwendeten GroBenstandards. 100bp bzw. 1kb Marker (MBI-
Fermentas Life Sciences), DGGE Marker I und II (WAKO)
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7.8 Oligonukleotide

Tabelle 7.8: Verwendete Oligonukleotide

Primer 5°-3> Sequenz Annealing (°C) Spezifitit Methode Referenz
27f GAG TTT GAT CCT GGC TCA 56 Eubacterial 16S rDNA PCR (Lane et al. 1991)
1492r TAC GGC TAC CTT GTT ACG ACT T 57 Eubacterial 16S rDNA PCR (Lane et al. 1991)
341f CCT ACG GGA GGC AGC AG 56 Eubacterial 16S rDNA PCR, DGGE-PCR, Sequenzier-PCR  (Muyzer et al. 1998)
341f+GC  CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC 57 Eubacterial 16S rDNA DGGE-PCR (Muyzer et al. 1998)
GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC
TAC GGG AGG CAG CAG
907r CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT 52 Eubacterial 16S rDNA PCR, DGGE-PCR (Muyzer et al. 1998)
POR1130 GGCTCGTCACCAGCGGTC 63 Candidatus Phylum “Pori- PCR (Fieseler et al.
bacteria” 2004)
POR389 CACGCGGCGTCGCATCGT 66 Candidatus Phylum “Pori- PCR (Fieseler et al.
bacteria” 2004)
SP6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG 45 pGEM-T (Easy) vector Colony-PCR, Sequenzier-PCR Promega
T7 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG 50 pGEM-T (Easy) vector Colony-PCR, Sequenzier-PCR Promega
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7.9 Programme

Tabelle 7.9: Verwendete Programme

Programm

Anwendung

Referenz

ARB

Konstruktion phylogenetischer Bdume basierend auf 16S rRNA Genen

(Ludwig et al. 2004)

AxioVision imaging Software

Dokumentation und Bearbeitung der Lichtmikroskopie-Aufnahmen

http://microscopy.zeiss.com/microscopy/en_de/products/mi

croscope-software/axiovision-for-biology.html

Basic Local Alignment
Search Tool (BLASTn)

Abgleich der Nucleotid-Sequenzen mit der NCBI Datenbank

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

ClustalX

Alignierung von 16S rRNA Sequenzen

http://www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/Clustal X/Top.html

FigTree

Visualisierung des phylogenetischen Baumes

http://tree.bio.ed.ac.uk

Geneious Pro v5.6

Generierung von Vollsequenzen, Bearbeitung der Rohsequenzen

Biomatters, Ltd., Auckland, Neuseeland

GENtle Bearbeitung der Rohsequenzdaten Magnus Manske, Universitdt Koln

Microsoft Office 2010 Dokumentation, Priasentation und Auswertung von Daten Microsoft Corporation

Mothur Chimiren-Check und weitere biostatistische Analysen (Schloss et al. 2009)

Pintail 1.0 Chiméren-Check http://www .bioinformatics-toolkit.org/Pintail/index.html
SILVA Datenbank fiir Alignment (SILVA Version 100, bzw. 106) (Pruesse et al. 2007)

Sina webaligner

Automatisches Alignment

(Pruesse ef al. 2012)

Quantity One 1-D analysis

Software

Dokumentation von Gelbildern und Auswertung von DGGE-Gelbildern

Biorad, Miinchen

REM Software

Dokumentation von REM-Bildern

Soft imaging systems SIS based on analySIS Scandium

Vector NTI Advance™ 11

Generierung von Vollsequenzen (ContigExpress tool)

Invitrogen
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7.10 Schwammproben

Tabelle 7.10.1: Verwendete schwammproben gesammelt am Conch Riff

Art Tiefe (f) Datum Sammelstelle
Ircinia felix 50 21.05.09 Conch Reef
Callyspongia vaginalis 10 28.05.09 Triangle Reef
Ectyoplasia ferox #5 Adult 50 10.09.09 Conch Reef
Ectyoplasia ferox #6 Adult 50 10.09.09 Conch Reef
Ectyoplasia ferox #8 Adult 50 10.09.09 Conch Reef
Ectyoplasia ferox #5 Embryo 50 10.09.09 Conch Reef
Ectyoplasia ferox #6 Embryo 50 10.09.09 Conch Reef
Ectyoplasia ferox #8 Embryo 50 10.09.09 Conch Reef
Ectyoplasia ferox #5 Larve 0 12.09.09 Labor
Ectyoplasia ferox #6 Larve 0 12.09.09 Labor
Ectyoplasia ferox #8 Larve 0 12.09.09 Labor
Ectyoplasia ferox #5 Larve A 0 13.09.09 Labor
Ectyoplasia ferox #6 Larve A 0 13.09.09 Labor
Ectyoplasia ferox #8 Larve A 0 13.09.09 Labor
Ectyoplasia ferox #5 Larve A" 0 17.09.09 Labor
Ectyoplasia ferox #6 Larve A" 0 17.09.09 Labor
Ectyoplasia ferox #8 Larve A" 0 17.09.09 Labor
Xestospongia mute 60 18.07.10 Conch Reef
Smenospongia aurea 10 19.07.10 Diadema
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Tabelle 7.10.2: Schwammproben gesammelt Bahamas

Art Tiefe (f) Datum Sammelstelle
Mycale laxissima 50 04.07.10 Sweeting Key
Verongula gigantea 80 05.07.10 Sweeting Key
Cribrochalina vasculum 80 05.07.10 Sweeting Key
Ircinia strobilina 3 06.07.10 Sweeting Key
Pseudoceratina crassa 40 07.07.10 Little San Salvador
Aplysina fistularis 50 08.07.10 San Salvador
Ulosa ruetzleri 50 08.07.10 San Salvador
Aplysina cauliformis 70 09.07.10 San Salvador
Agelas dispar 70 09.07.10 San Salvador
Nicht identifizierter Schwamm 40 10.07.10 Southern Exuma
Myrmekioderma gyroderma 40 11.07.10 Nothern Exuma
Erylus formosus 40 12.07.10 Nothern Exuma
Spheciospongia vesparium 40 12.07.10 Nothern Exuma
Ptilocaulis sp. 50 13.07.10 Goulding Key
Agelas archeri 50 13.07.10 Goulding Key
Nicht identifizierter Schwamm 50 13.07.10 Goulding Key
Agelas cathrodes 50 13.07.10 Goulding Key
Monochora arbuscula 50 14.07.10 Bimini
Batzella rubra 50 14.07.10 Bimini
lotrochota birotulata 50 14.07.10 Bimini
Cinachyra alloclada 50 14.07.10 Bimini
Callyspongia plicifera 50 15.07.10 Cat Key
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Tabelle 7.10.3: Schwammproben gesammelt im Mittelmeer

Art Farbe Tiefe (m) Datum Sammelstelle
Oscarella tuberculata #1 k. A. k. A. 08.07.11 Jarrei Hohle
Oscarella tuberculata #3 k. A. k. A. 08.07.11 Jarrei Hohle
Oscarella balibaloi #2 k. A. k. A. 08.07.11 Jarrei Hohle
Oscarella balibaloi #3 k. A. k. A. 08.07.11 Jarrei Hohle
Oscarella microlobata #1 k. A. k. A. 08.07.11 Jarrei Hohle
Oscarella microlobata #2 k. A. k. A. 08.07.11 Jarrei Hohle
Oscarella viridis #1 k. A. k. A. 08.07.11 Jarrei Hohle
Oscarella viridis #2 k. A. k. A. 08.07.11 Jarrei Hohle
Oscarella lobularis #1 k. A. 4m 08.07.11 Endoume Hohle
Oscarella lobularis #2 k. A. 4m 08.07.11 Endoume Hohle
Oscarella lobularis #1 rose 8m 23.09.11 Maire Island
Oscarella lobularis #2 rose 8m 23.09.11 Maire Island
Oscarella lobularis #1 violet 8m 23.09.11 Maire Island
Oscarella lobularis #2 violet 8m 23.09.11 Maire Island
Oscarella lobularis #1 grey 8m 23.09.11 Maire Island
Oscarella lobularis #1 blue 8m 23.09.11 Maire Island
Oscarella lobularis #1 pale blue 8m 23.09.11 Maire Island
Oscarella lobularis #2 pale blue 8m 23.09.11 Maire Island
Oscarella lobularis #1 rosa 22m 26.09.11 Rio Sud
Oscarella lobularis #2 rosa 22m 26.09.11 Rio Sud
Oscarella lobularis #1 rosa 8m 04.10.11 J.Friule
Oscarella lobularis #1 rosa 23m 04.10.11 J.Friule
Oscarella lobularis #2 rosa 23m 04.10.11 J.Friule
Aplysina aerophoba 05.11 Limksi Kanal, Kroatien
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7/2010

7-28/2010

8-9/2009
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Feldarbeit am Red Sea Research Center der King Abdullah University of
Science and Technology (KAUST), Yeddah, Konigreich von Saudi Arabien,
unter der Leitung Prof. Timothy Ravasi.

Forschungsexpedition auf Bahamas an Bord der RV Walton Smith und RV
Cape Hatteras unter der Leitung von Prof. Joseph Pawlik (UNCW/USA).

Feldarbeit am National Undersea Research Center (NURC) der University
of North Carolina at Wilmington (UNCW) in Key Largo, Florida, unter der
Leitung von Prof. Niels Lindquist (IMS/ UNC-CH/USA) und Prof. Chris Mar-
tens (UNC-CH/USA).
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tens (UNC-CH/USA).
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11 Fortbildungen und Workshops

11.1 In Zusammenhang mit Lehre

09/2011 Gezieltes Atmen - fester Stimmeinsatz - iiberzeugende Artikulation. Service-

Zentrum innovatives Lehren und Studieren (ZiLS) Universitit Wiirzburg

04/2011 Rhetorik - frei und iiberzeugend sprechen. Service-Zentrum innovatives Lehren

und Studieren (ZiLS) Universitit Wiirzburg

12/2010 Didaktik - Professionell prisentieren und visualisieren. Service-Zentrum inno-

vatives Lehren und Studieren (ZiLS) Universitit Wiirzburg

11.2 In Zusammenhang mit der Feldarbeit

9/2009 Nitrox class am National Undersea Research Center (NURC) of the Univer-
sity of North Carolina at Wilmington (UNCW) in Key Largo, Florida, under

supervision of Otto Rutten (Associate Director).

5/2009 Scientific diver in training class unter der Leitung von Glenn Safrit (DSO)
am Institute of Marine Sciences in Morehead-City NC, USA.
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12 Lebenslauf

Hochschulstudium

03/2008 Abschluss des Studiums zum Diplom-Biologen an der
Friedrich-Alexander-Universitit Erlangen-Niirnberg

06/2007 - 03/2008 Diplomarbeit am Lehrstuhl fiir Tierphysiologie/Zoologie 11
Sozialrufe bei Bliitenfledermdusen: Beschreibung und
Vergleich der Lautrepertoires von Glossophaga soricina
und Glossophaga commissarisi.

04/2007 Diplompriifung in den Fachern:
Tierphysiologie (Hauptfach), Immunologie, Zoologie und
Botanik (Wahlfdcher)

10/2001 - 03/2008 Studium der Biologie an der Friedrich-Alexander-
Universitédt Erlangen-Niirnberg

10/2000 - 07/2001 Jurastudium an der Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen-Niirnberg

Zivildienst

07/1999 - 06/2000 BRK-Kreisverband Lichtenfels
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Schulbildung

09/1993 - 06/1999

09/1989 - 06/1993

09/1985 - 07/1989

24.02.1979

Dientzenhofer-Gymnasiums Bamberg, Abschluss mit

Abitur

Meranier-Gymnasiums Lichtenfels

Adam-Riese-Grundschule Bad Staffelstein

Geboren in Lichtenfels
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