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Zur Kontamination antarktischer Boden der Vestfold Hills mit
potentiell anthropogenen Bakterien: Versuche zur Identifizierung

von 60 Reinkulturen

Untersuchungen iiber die Bakteriologie ant-
arktischer Boden fiihrten bereits BOYD &
BOYD (1963) durch. Sie kamen zu dem
Schluss, dass ihre zahlreichen Bakterien-
isolate anthropogener Herkunft waren.
HOROWITZ et al. (1972) hielten dagegen
kontinental-antarktische Béden im wesent-
lichen fiir steril. Jedoch deuteten Unter-
suchungen durch LINE (1988) oder BOLTER
(1992) darauf hin, dass es in antarktischen Bo-
den auch endemische, also an lokale Bedin-
gungen angepasste Bakterien gab.

Unserer Kieler Arbeitsgruppe gelang es 1984 —
1986, einige hundert Boden-bakterien aus dem
Bereich der McMurdo Dry Valleys zu isolieren
und diese zum Teil auch zu bestimmen
(DAWID et al., 1988; GALLI-KOWSKI &
HIRSCH, 1988; SIEBERT & HIRSCH, 1988).

Bisher unbekannte, neue Gattungen konnten so

beschrieben werden, wie Hymenobacter
(HIRSCH et al., 1998) oder Modestobacter
(MEVS et al., 2000). Auch deren Existenz als
neue Gattungen konnte ein Hinweis sein auf
eine natiirliche, antarktisch-endemische Bo-
denmikroflora. Weiterhin wurde der Nachweis
erbracht, dass in 1600 m Hohe des Transant-
arktischen Gebirges fiir ein Jahr im Boden ex-
ponierte Glasobjekttrager von Bakterien be-
wachsen waren, die sich in dieser Zeit minde-
stens dreimal geteilt hatten (HIRSCH &
GALLIKOWSKI, unverdffentlicht).

In den Jahren 1989 — 1994 konnten wir 32 Bo-
denproben von der australischen Station Davis
und den nahe liegenden Vestfold Hills Wil-
kesland mikrobiologisch untersuchen. Uber
diese Arbeiten wurde bereits berichtet
(HIRSCH & PEISSL, 1994). Aufgrund der
Gesamt- und Lebendzellzahlen auf 14 ver-
schiedenen Nihrbdden nach Kultur bei 9° bzw.
30 °C waren die Boden in fiinf Gruppen mit
zunehmend anthropogener Kontamination ein-
geteilt worden: ver-mutlich nicht kontaminiert
waren sieben Proben aus der Nihe des polaren
Eisplateaus (Lebendzellzahlen 10' - 10° g’
Boden), wihrend die stirkste Kontamination
bei flinf Proben aus Davis gefunden wurde (10°
~ 10%). Zum Ver-gleich wurden auch zwei Bo-
denproben aus einem Adelie-Pinguin-Brutplatz

untersucht. Ferner liess die im Boden in situ
nachweisbare Ausscheidung hydrolytischer
Enzyme auf das Vorkommen einer wirklich
endemischen Bodenmikroflora schliessen
(PEISSL et al. 1995).

Eine Entscheidung fiir oder gegen das natiirli-
che Vorkommen von Bakterien unter den hier
herrschenden Extrem-bedingungen war
schwierig. Die Untersuchung der "Airspora",
d.h. der aus der Luft einfallenden Mikroorga-
nismen hatte nimlich gezeigt, dass diese auch
menschlicher Herkunft sein konnten. Daher
sollte versucht werden, 60 Bakterienisolate aus
vermutlich anthropogen unterschiedlich kon-
taminierten Bodenproben genauer zu bestim-
men. Es sollte herausgefunden werden, ob die-
se mit bereits bekannten Bakterien identisch
oder nahe verwandt waren, oder ob es mogli-
cherweise neue Taxa, also eventuell endemi-
sche Formen sein konnten.

Methoden. Die Zellmorphologie junger Kultu-
ren wurde auf mit Agar préparierten Objekttra-
gern und mit Phasenkontrast-Mikroskopie un-
tersucht (LABRENZ, 1999). Die Kolonieform
wurde nach 1-30 Tagen Kultur auf Agar bei 20
°C bestimmt. Wachstum bei < 4 ° und bei 43
°C war schon von PEISSL (1994) getestet
worden. Fiir die phylogenetischen Untersu-
chungen wurde die 16S rDNA total oder parti-
al sequenziert (LABRENZ, 1999). Doppel-
stringige Sequenzdaten wurden mit Hilfe des
Programms Sequence Navigator (PE-Applied
Biosystems) erhalten. Partial-sequenzen ent-
hielten wenn moglich die 80 — 100 bp umfas-
sende V1-Region innerhalb der ersten 300 bp
der 16S rDNA, die als reprisentativster Be-
reich dieses Gens be-kannt ist (MOORE,1999).
Die phylo-genetisch nichsten Verwandten und
der entsprechende S,,-Wert als Mass fiir deren
evolutiondre Distanz wurden mittels der 16S
rDNA-Sequenz in der Ribosomalen Datenbank
(MAIDAK et al., 1997) er-mittelt. Die p-
Distanz als Prozentwert der verglichenen Se-
quenzen wurde mit dem Programm PAUP be-
rechnet. Die Umkehr dieses Wertes lieferte die
paarweise prozentuale Ahnlichkeit der Se-
quenzen (LABRENZ, 1999).
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Empirisch wird angenommen, dass bei einer
Sequenzihnlichkeit von < 97.5 % zwei Stam-
me nicht einer gemeinsamen Art angehoren
kénnen. Andererseits miissen bei einer Se-
quenzihnlichkeit von > 97.5 % zwei Stimme
nicht unbedingt der gleichen Art angehdren.
Eine Identifizierung eines Stammes mit einer
bekannten Art wurde jedoch als ausreichend
angesehen, wenn der S,;-Wert der gesamten
Sequenz = 0.930 war und die p-Ahnlichkeit
> 99,1 % betrug. Bei Partialsequenzen wurden
vorlufig ein S,;-Wert von 0.910 und eine p-
Ahnlichkeit von > 98.5 % als aus-reichend an-
gesehen. Auch mussten die Zellmorphologie,
die Kolonieform und das temperaturabhéngige
Wachstum bei <4 °C und bei 43 °C mit den
Literaturangaben fiir die entsprechenden Taxa
tibereinstimmen.

Ergebnisse und Diskussion. Die 60 Bak-
terienisolate kamen aus Bodenproben mit ver-
mutlich unterschiedlich anthropogener Konta-
mination. 50 Stimme (83%) waren Gram-
positiv; neun von den 10 Gram-negativen
Stimmen kamen aus den vermutlich stdrker
kontaminierten Béden. Im Gegensatz dazu wa-
ren Sporenbildner hauptsichlich aus den nicht
oder kaum kontaminierten Boden isoliert wor-
den (Ice Plateau, Unnamed Lake, Watts Hut).
Aus dem ornithogenen Boden (Adelie Rooke-
ry) kamen sechs Sporenbildner.

Das Wachstum der 60 Isolate bei extremen
Temperaturen zeigt Tabelle 1. Die Mehr-zahl
der Isolate aus stirker anthropogen kontami-
nierten Béden (Donga Line, Kitchen Outlet,
Old Heli Pad) wuchs noch bei <4 °C. Anderer-
seits konnte, im Gegensatz zu neun Stimmen
aus den pristinen Boden, keines der 20 Isolate
aus den kontaminierten Biden bei 43 °C wach-
sen. Wenn auch diese Beobachtungen stati-
stisch noch abgesichert werden miissen, so
lasst sich doch vermuten, dass Isolate aus un-
beriihrten B&den temperaturtoleranter sind.

In Tabelle 1 sind die phylogenetische Ein-
ordnung und die dazu hier verwendeten Daten
aufgelistet. Von den 60 untersuchten Stimmen
konnten 19 eindeutig, und zwei weitere mit
grosser Wahrscheinlichkeit als bekannte Taxa
identifiziert werden. Aufféllig war, daB die 21
so identifizierten Stimme aus den vermutlich
wenig oder nicht anthropogen kontaminierten
Bodenproben stammten, wihrend bei den stark
kontaminierten Proben insgesamt nur vier Iso-
late bereits bekannten Taxa zugeordnet werden
konnten.

Es kann bei sieben Isolaten aus den kontami-
nierten Proben aufgrund besonders niedriger p-
Ahnlichkeit sogar auf neue Gattungen (auf
Seite 22-24 in Tab.l als G bezeichnet) ge-
schlossen werden.
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Eine Ausnahme bildeten die sieben Isolate aus
der ornithogenen Bodenprobe "Adelie Rookery
(890/61). Fiinf von ihnen wurden als Bacillus
pumilus identifiziert, ein sechster Stamm diirfte
ebenfalls diesem Taxon angehéren, auch wenn
die Zellmorphologie von den Literaturdaten
etwas abwich. Es fillt auf, dass die phylogene-
tische Diversitit in dieser Probe sehr gering
war, soweit man bei der geringen Anzahl un-
tersuchter Stimme hieriiber eine Aussage ma-
chen kann. Méglicherweise bewirkten die ex-
tremen Bedingungen dieses ornithogenen Bo-
dens (hoher C-, N- und Nitratgehalt [Tabelle
2], hohere Temperaturen, PEISSL, 1994) eine
starke Selektion zugunsten von Bacillus pu-
milus.

Die phylogenetische Diversitdt der Isolate aus
den drei am stirksten kontaminierten Boden-
proben (Donga Line, Kitchen Outlet, Old Heli
Pad) war dagegen unvermutet hoch; sie lasst
sich vielleicht durch ein besonders vielseitiges
und verstirktes Nahrstoffangebot in diesen
Proben erkliren. Bei den wenig oder nicht an-
thropogen kontaminierten Bodenproben iiber-
wogen unter den Isolaten dagegen besonders
Bacillus und Arthrobacter Arten. Bakterien
dieser Gattungen kénnen durch Dauerformen
(Sporen, Microcysten) ungiinstige Bedingun-
gen iiberdauern. Arthrobacter-Arten sind oft
oligotroph, d.h. sie leben mit geringen Nihr-
stoff-Konzentrationen. PEISSL (1994) hatte
die acht Bodenproben auf ihre Néhrstoff-
Konzentrationen untersucht und bei den drei
als "besonders kontaminiert" be-zeichneten
Proben ein hohes C/N- Verhiltnis sowie be-
sonders viel Nitrat gefunden (Tabelle 2). Ent-
sprechend waren hier auch die Zellzahlen nicht
nur hoch, sondern die hochsten Lebend-
zellzahlen entsprachen weitgehend auch den
Gesamt-zellzahlen. Dieser hohe Nihrstoffge-

halt bei extremen antarktischen Bedingungen
kénnte zum voriibergehenden Aufbau indi-
viduen- und artenreicher, aber "ende-mischer"
Gesellschaften gefiihrt haben. Dies wiirde auch
das hiufige Vorkommen von nicht identifi-
zierbaren Taxa unter den Isolaten dieser Boden
erkldren; sie sind in Tabelle 1 mit "G" (neue
Gattungen) bezeichnet. Unter den eingebrach-
ten, anthropogenen Kontaminanten kdnnten
sich auch an die lokalen Bedingungen ange-
passte Formen befunden haben. Um es zu-
sammenzufassen: die anthropogenen, physika-
lisch-chemischen Verschmutzungen diirften
die kultivierbare antarktische Bodenmikroflora
"belebt" und zu einer Zunahme der phylogene-
tischen Diversitit gefiihrt haben (LABRENZ,
1999). Ob die phylogenetisch "neuen" Bakteri-
en endemisch sind, kann jedoch noch nicht
entschieden werden.

Es ist denkbar, dass fiir manche der identifi-
zierten Kontaminanten auch ein besonderes
Verhiltnis zum Menschen nachgewiesen wer-
den kann. Doch Untersuchungen iiber ihre Pa-
thogenitit konnten noch nicht durchgefiihrt
werden. Aus der Literatur ist ersichtlich, dass
2.B. Bacillus licheniformis aus verschmutztem
Meerwasser isoliert wurde, B. pumilus soll In-
fektionen verursachen, und Rhodococcus Arten
wurden als Pathogene in Tuberkulose-
dhnlichen Lungenkrankheiten gefunden.
Stamme von Yersinia enterocolitica verursa-
chen Durchfall-Erkrankungen und Staphylo-
coccus saprophyticus wurde fiir Infektionen
der Harnwege verantwortlich gemacht. Ob
solch potentiell pathogene Mikroorganismen
vom Menschen direkt oder iiber die Luft mit-
tels der Airspora in die Antarktis gelangten,
kann nicht entschieden werden. KAPPEN &
STRAKA (1988) konnten schon den Transport
von Pollen und Sporen in die Antarktis nach-
weisen.

Tabelle 2: Kohlenstoffgehalt, Stickstoffgehalt und Nitratkonzentration der acht Bodenproben
Die Angaben beziehen sich auf trockenen Boden (PEISSL, 1994).

Standort roben-Nr. | C-Gehalt N-Gehalt C/N Verhilt- [NO;
(mg.g™") (mg.g") nis (mg.L") *

Donga Line 890/97 6.81 0.58 11.74 10.07
Kitchen Outlet 890/96 1.57 0.11 14.30 2.08

Id Heli Pad 912/96 7.54 0.68 11.09 6.79
Watts Hut 890/92 1.58 0’ NA® 1.67
Ice Plateau 890/71 1.68 0.17 9.88 0.19
Ice Plateau 912/98 1.63 0.13 1253 0.20
Unnamed Lake 912/88 0.78 0’ NA® 0.11
Adelie Rookery 890/61 46.17 26.38 1.75 119.06

*Ein Bodenextrakt wurde wie folgt hergestellt: 25 g Boden (trocken) wurden gesiebt

(2 mm@), mit 100 m10.01 M CaCl, fir 1 h geschiittelt und sodann durch ein Faltenfilter
gegeben, wobei die ersten 10 ml verworfen wurden.
'Werte konnten nicht erfasst werden.
*Nicht analysierbar.
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Zusammenfassung. Sechzig Bakterienisolate
aus unterschiedlich kontaminierten Béden der
Vestfold Hills (Ostantarktis) wurden mittels
der 16S rDNA Sequenz-analyse in das phylo-
genetische System eingeordnet und z. T. iden-
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