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ABKURZUNGEN

bp Basenpaare

CFU K olonienbildende Einheiten (,,colony forming units’)
DAPI 4’ 6- Diamidino-2-phenylindoldhydrochlorid

ddH,0O 2weifach dedlilliertes Wasser

DNA Desoxyribonuklensaure (,, deoxyribonudec acid”)
DNAse Desoxyribonuklease

EDTA Ethylendiamin-N,N,N’ ,N’-Tetraessigsiure

f Vorwérts (,, forward*)

g Erdbeschleunigung

KA Korrespondenzandyse

KKA Kanonische Korrespondenzandyse

kb Kilobasen

PCR PolymerasekettenReaktion (,, polymerase chain reaction’)
r Rickwarts (, reverse”)

RNA Ribonukleinsiure

RNAse Ribonuklesse

rRNA ribosomale RNA

RT-PCR Reverse Transkriptions— Polymeraseketten-Reaktion
DS Natriumdodecylsulfat (,,sodium dodecyl sulphate)

SgT-RF charakterigisches Termindes Redriktiondragment fir ene definiete Phase der
bakteridlen Sukzesson (, Sgnatur-terminaes- Restriktionsfragment)
p. Art (,Species’)

p. Arten
TG Trockengewicht
T-RF terminales Regtriktionsfragment

T-RALP Teminder RFLP (,,termind regtriction fragment length polymorphism')
U Einhat (,unit*)

UpM Umdrehung pro Minute

viv VVolumen pro Volumen (, volume per volume')

wiv Gewicht pro Volumen (,,weight per volume')



Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine bakterielle Sukzession in einem Reisfeldboden in
Abhangigkeit zum Sauerstoffgradienten, wie er sich nach Uberflutung des Bodens aushildet,
mit enem kombinieten Ansatz von molekularbiologischen Methoden und
Kultivierungsexperimenten analysiert. Als Modellsystem wurde unbepflanzter Reisfeldboden
in Mikrokosmen bei 30 °C in Dunkelheit inkubiert.

Mittels Mikrosensormessungen wurde gezeigt, dass sich bereits sechs Stunden nach dem
Fluten ein steiler vertikaler Sauerstoffgradient entwickelt hatte und dieser Gber die weitere
Inkubationsdauer stabil blieb. Die Struktur und Dynamik der bakteriellen Gemeinschaft in der
oxischen Zone, der Ubergangszone und der anoxischen Zone wurden mit der terminalen
Restriktiorsfragment-L angen Polymorphismus (T-RFLP)-Analyse verfolgt. Als molekulare
Marker wurden die 16S rRNA und ihr kodierendes Gen (16S rDNA) verwendet. Folgende
I nkubationszeitpunkte wurden untersucht: ein und sechs Stunden sowie ein, zwei, sieben, 14,
21, 30, 42, 84 und 168 Tage. Zu den jeweiligen Inkubationszeitpunkten wurden aus
Mikrokosmen Proben fur die molekulare Analyse enthommen, die zu den oben genannten
Sauerstoffzonen korrespondierten. Fir jeden der Inkubationszeitpunkte wurde die
Zusammensetzung der bakteriellen Lebensgemeinschaft in drei Mikrokosmen unabhangig
voneinander analysiert.

Eine Korrespondenzanalyse der gesamten Fingerprintmuster auf 16S rRNA- bzw. auf 16S
rDNA-Ebene zeigte, dass die Faktoren Inkubationszeit und Sauerstoffkonzentration und die
Interaktion der beiden Faktoren einen Effekt auf die bakterielle Gemeinschaft hatten. Die
zeitlichen Dynamiken wurden durch die Analyse der RNA besser aufgelost als durch die
Anayse der DNA. Die bessere Auflosung auf RNA-Ebene ist dadurch erklérbar, dass der
detektierbare RNA-Gehalt einer Population durch den Faktor Populationsgréf3e und vor allem
durch den Faktor Aktivitat bestimmt wird. Die bakterielle Sukzession konnte in drel Phasen
unterschiedlicher Dynamiken eingeteilt werden. Phase | (eine Stunde bis zwel Tage nach
Uberflutung) zeigte die starksten Umbriiche in der Zusammensetzung der bakteriellen
Gemeinschaft. Diese Dynamiken waren ebenfalls in Phase Il (zwei Tage bis 21 Tage nach
Uberflutung) zu beobachten, allerdings im Vergleich zur Phase | in schwécherer Auspragung.
Die Phase |11 (21 Tage bis 168 Tage nach Uberflutung) war durch eine zeitlich und raumlich
stabile Gemeinschaft gekennzeichnet.

Mittels der vergleichenden Sequenzanalyse von 16S rRNA-KIlonsequenzen wurden die mit
den abundanten T-RFs korrespondierenden Organismen der Phase | in der oxischen Zone als

Betaproteobacteria und in der anoxischen Zone als Clostridien identifiziert. Die Phase 11
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wurde durch Nitrospira, Verrucomicrobia und Acidobacteria (oxische Zone) und
Myxococcales (hauptséchlich in der anoxischen Zone) charakterisiert. Sowohl in Phase | ds
auch in Phase Il wurden Vertreter der Betaproteobacteria als abundante Population
detektiert. Basierend auf der gemeinsamen Interpretation der T-RFLP-Daten und der
Klonsequenzen konnte eine Verdnderung Uber die Inkubationszeit in der phylogenetischen
Zusammensetzung innerhalb dieser Gruppe festgestellt werden.

Aerobe Bakterien der Phase | und der Phase Il wurden mittels Verdiinnungsrei hentechnik
isoliert. Der Vergleich der Phylogenien dr Isolate beider Phasen zeigte ebenfalls einen
starken Umbruch in der kultivierbaren Fraktion Uber die Inkubationszeit. Wahrend die
kultivierbare Fraktion in der Phase | hauptsachlich durch Vertreter der Betaproteobacteria
charakterisiert war, setzte sich die Phase Il vor allem aus Mitgliedern des Phylums
Alphaproteobacteria zusammen. Ferner wurden ausschlief3dlich in der Phase 111 Acidobacteria
spp. und Verrucomicrobia spp. isoliert. I1solate der Actinomycetales waren in beiden Phasen
charakteristisch, wobei die Isolate der Phase | zu anderen Gattungen gehdrten as die Isolate
der Phase 1.

Die abnehmende Dynamik der bakteriellen Sukzession hin zu einer Klimaxgemeinschaft
konnte mit dem Konzept der r-/K-Selektion erklart werden. Gleiches galt fur die bakteriellen
Populationen, die fur die frihe bzw. spéte Inkubationsphase als charakteristisch identifiziert
worden waren. Der von taxonomisch beschriebenen Organismen abgeleitete Phanotyp der
detektierten Bakterien der Phase | zeichnet sich durch hohe Wachstumsraten aus, wahrend
Bakterien der Phase IlIl durch eine Anpassung an geringe Substratkonzentrationen

gekennzeichnet sind.
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2. Einleitung

In dem Okosystem Boden sind neben Tieren und Pflanzen vor alem Mikroorganismen entscheidend
an den biotischen Prozessen beteligt, da dle biogeochemischen Stoffkreidaufe der Erde durch
mikrobidle Prozese im Boden bednfluss werden. Die Okologie diesss  mikrobidlen
L ebensgemeinschaften it nicht annghernd S0 gut verdanden wie die von htheren Pflanzen oder Tieren.
Das liegt vor dlem daran, dass der Grofdell der mikrobidlen Diverstét nech wie vor unbekannt ig.
Weniger ds en Prozent der mit molekularen Techniken detektierbaren Mikroorganismen it bisher
isoliert und taxonomisch beschrieben worden (Schiefer, 2004).

Schiuissdfragen der mikrobidlen Okologie sind, wie Mikroorganismen auf komplexe biotische und
abiotische Faktoren der Umwedt reegieren. Ein entscheidender Umwadtfaktor, der die Srukturelle
Zusammensetizung ener mikrobidlen Lebensgemeinschaft beanflusst, ig die Veflgbarket von
Saverdoff. In diesr Studie sollte die Frage geklat werden, wie sch die Zusammensetzung der
mikrobidlen Lebensgemeinschaft nach dem Huten eines Reisfeldbodens entwickelt und welchen Einfluss
in dieser Entwicklung die Sauerstoffkonzentration hat.

2.1 Sukzession

Die Sukzesson wurde ds zentrder Begriff schon im 19. Jahrhundert in der Vegeationskunde
engefihrt und in verschiedener waise im Hinblick auf die Betonung der rdevanten Mechanismen
definiert (Thoreau, 1860; Warming, 1896; Cowles 1899). Nach der Definition von Begon et al. (1996)
is der Prozess ener Sukzesson eine nicht jahreszatlich bedingte und kontinuierliche Verénderung der
L ebensgemeinschaftsmuster eines Gehietes durch aufeinanderfolgende Populaionen. Diese zeitlichen
Verdnderung der Gemeinschaftamuster wird durch biotische und abiotische Faktoren bedingt. Unter dem
Beyriff ,Muger fassen Begon et al. (1996) die Artenzusammensetzung und ihre jeweiligen Abundanzen
Zusammen.

In der Formulierung von Gesstzmddgkeiten einer Sukzesson it besonders die abschliel2ende Phase
einer Sukzesson kontrovers diskutiert worden. Clements (1916, 1936) etablierte das ,,organismische
Konzept”, ba der die Mitglieder einer Gemeinschaft unter glechen Ausgangsbedingungen und
Umwadytfaktoren eine vorhersagbare Sukzession zu einer sabilen Klimaxgesdlschaft durchlaufen. Dieses
Konzept is von Trandey (1939) durch das ,, Polyklimax-Konzept® erwetert worden. Nach Trandey
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(1939) kann die Entwicklung innerhdb der Sukzesson von zuféligen Einzdereignissen abhéngen und
dedurch in nicht determinierte Richtungen verlaufen. Whittaker (1953) schliefdich geht davon aus, dass
lokale Pflanzengemenschaften untereinender interagieren und dadurch ein Mosalk verschiedener
Klimax Auspragungen innerhadb ener Landschaftsflache zu beobachten Sind. In dieser , Klimax-Mugter-
Hypothess* werden zyklische Verdnderungen der Habitatbedingungen berlicksichtigt, so dass en
Kontinuum ineinender Ubergehender Klimaxgesllschaften denkbar it (Whitteker 1953, 1974).
Zusammenfassend ig festzuhdten, dass dle genannten konzeptiondlen Ansitze davon ausgehen, dass
eine Sukzesson durch innere Gesstzméadgketen bestimmt it und daher vorhersagbar i<t

In der Vegeaionskunde werden neben ener  zdtlichen Entwicklung der  gesamten
Lebensgemenschaft auch die Prozese innerhdb der Gemenscheft as dlogene oder ds autogene
Sukzesson unterschieden. Zum enen ig die dlogene Stkzession dadurch gekennzeichnet, dass die
L ebensgemeinschaften ausschlieldich durch &uliere, geophysikochemische Kréfte beel rflusst werden und
zum anderen die autogene Sukzesson bae der die Entwicklung der Lebensgemenschaften durch
biologische Prozesse vorangetricben wird (Begon et al., 1996). Die autogene Sukzesson wird
wiederum, in Abhéngigket von der biologischen Besedlungsgeschichte des Habitetes in eine Primér-
und eine Sekundarsukzesson untergliedert. 1st das Habitat noch nicht durch eine Lebensgemeinschaft
beanflust, wie z. B. nach einem Vulkanausbruch oder dem Riickzug eines Gletschers, so wird eine
Priméarsukzesson dattfinden. Im Gegensatz zur Primérsukzesson werden in einer Sekundérsukzesson
etablierte mikrobidle Lebensgemeinschaften durch eine 6kologische Katastrophe, wie z. B. durch enen
Brand, dauerhafte Hutung oder durch Pfligen von Federn, vdllig neuartigen Habitatbedingungen
ausgesetzt.

Die zatliche Entwicklung von Populationen in Lebensgemeinschaften und die Beziehung zu ihrer
Umwdt kdnnen in @nem Konzept zusammengefasst werden, das Sch ba der Beschrelbung tber
Gesetzmaddgkeiten von Lebensdtrategien as besonders Uberzeugend erwiesen hat. Dieses Konzept
wurde anhand der Sukzesson von Pflanzengesdlschaften entwicket (Margaef, 1963; MacArthur und
Wilson, 1967; Odum, 19689) und telt die Mitglieder ener Gemeinscheft in Abhéngigket zu ihrem
Vehdten in ihrer Umwdt in r- bzw. K-sdektierte Organismen ein. Dabe bezieht sch das Konzept der
r-/K - Sdektion immer auf den Vergleich von einzdnen Spezies einer funktiondlen Guppe miteinander,
90 dass ene aisolute Einordnung von enzelnen Spezies in dieses Konzept nicht maglich ist (Gadgil und
Solbrig, 1972).
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Die r-sHektierten Spezies (r = rapid rates, schndlles Wachstum) zeichnen sch durch ihre Fahigkeit
aus, Sch schnd| auf Habitatveranderungen eingtdlen zu konnen und verfligbare Substratressourcen durch
schnelles Wachgtum zu nutzen. Wéhrend der Sukzession werden diese - Strategen von K- Strategen (K
= carying cgpadity; biologisch mdogliche Kepazitdsgrenze) abgddg, deren Vortell eine optimaere
Anpasaung an eine sabile Umwdt is. K-Strategen filhren in der Regd enen effizienteren Stoffwechsd
durch und vermehren Sch langsamer.

Andrews and Harris (1986) adaptierte dieses Konzept der r-/K-Sdektion fur mikrobiele
L ebensgemeinschaften. Zusiizlich zu den beraits beschriebenen Eigenschaften der - und K- Strategen
nehmen Andrews and Harris (1986) zwe unterschiedliche Arten der Ressourcenakquigtion an. Die -
Strategen werden in diesem Kontext ds ,, Generdiden” engestuft, die die Fahigkeait besitzen en bretes
Subgiratspektrum nutzen zu konnen, wéhrend die K- Strategen ds ,, Spezidisten” beziiglich spezifischer
Subgrate charakterisert Snd. Eine Spezidiserung der Mikroorganismen auf ein oder wenige Subdirate,
die aber schon bal sehr geringen Konzentrationen effektiv genutzt werden kénnen, erhdhen das Potentid
gch in einar Kompetition um Substratressourcen und geringe Subgtratkonzentrationen durchsetzen zu
koénnen. In einer solchen Kompetition haben daher r- Strategen einen Nachtell, der sch zudem vergtérkt,
wenn die r- Strategen bei einer hohen Mikroorganismendichte mit viden K- Strategen um die verfligbaren
Subgrate konkurrieren. Dafir konnen r-Strategen im Verglech zu K-Strategen schndler auf einen
Erhaltungsstoffwechsdl tbergehen und bilden eher Uberdauerungsstadien (Andrews und Harris, 1986).
Mit Uberdauerungsstadien, wie Endosporen, Exosporen oder Cysten konnen Strategen mit ener
hohen Anzahl von reproduktionsféhigen Zdlen mit minimalem Energieaufwand persdieren bis hohere
Subgtratkonzentrationen wieder verfligbar Snd. Baspide fir deratige Kompetitionen innerhdb ener
definierten  funktiondlen Gilde dnd be aeroben und anaeroben Heterotrophen sowie bel
chemalithotrophen Bakterien untersucht worden (Laanbroek et al., 1984; Legan et al., 1987; Legan
und Owens, 1988; Robinson und Tiedje, 1984; Lovley et al., 1982).

Lej et al. (1994) verwendeten das Konzept der r/K-Sdektion fur die Charakteriserung von
unterschiedlichen  bekteridlen Wachdumsgeschwindigkeiten auf feten Komplexmedien. In diessm
Experiment wurden frih auftretende Kolonien ds rStrategen definiert, wahrend spéter entstehende
Kolonien auf den Medien as K-Strategen abgegrenzt wurden, so dass bis auf das Wachstum auf den
seben Subgratzusammensatizungen kene weitere Differenzierung der funktiondlen Gilden durchgefUhrt
wurde. In diesem Zusammenhang it das Konzept der k/K-Sdektion ds ordnendes Prinzip fir das
Auftreten von Organismen Uber einen zatlichen Velauf zu versehen. Auch Sgler und Zeyer (2002)
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verwendeten das Konzept der r-/K-Sdektion zur Beschrebung der Entwicklung der gesamten
bekteridlen Lebensgemeinschaft und konnten in @nem vom Gletscher freigdegtem Boden ene
bakteridle Ergbesedlung des Bodenhabitates in unterschiedliche Entwicklungstadien entelen. Diese
Erweiterung des Konzeptes der r-/K-Sdektion von einer funktiondlen Gruppe zu ener rdativen
Eintalung der Mikroorganigmen anhand ihres zatlichen Erscheinens emdglicht eine Strukturierung der
bakteriellen Sukzesson.

Allerdingsig ein eéndeutiger Zusammenhang zwischen den metabolischen Eigenschaften der gesamten
mikrobidlen Lebensgemeinschaft und den komplexen Habitatbedingungen enes Bodens unter
nattrlichen Umweltbedingungen nur schwer nechzuweisen. Diese Schwierigket betrifft gleichermal3en
Studien von Primé- und Sekundérsukzessonen (Bardgett und Walker, 2004; Kowachuk et al., 2000).

Einen besonderen Fall von Sekundérsukzession stelt das ,,geschlossene Okosystem dar, in das
keine zusitzliche Energie engebracht wird, o dass ausschligldich eine degradative, autogene Sukzesson
dattfinden kann. Diese Art von Sikzession findet ihr theoretisches Ende, wenn die Nahrstoffe vollsténdig
metaboliset und minerdisert snd (Begon et al., 1996). Ein Bespid fir en ,geschlossenes’
Okosystem sind ungestérte Tiefseesedimente, in denen aulRer ener geringfiigigen Sedimentation keine
Néahrdoffe eingebracht werden. In diesen Habitaten wurde nur eine extrem geringe metabolische
Aktivitdt der mikrobidlen Lebensgemeinschaft gemessen (D,Hondt et al., 2002). Tiefseesedimente
unterschiedlicher Standorte wiesen keine Unterschiede in der Zusammensstizung der bakteridlen
Diversté auf und ebenso wurden entlang von Vertikaprofilen verschiedener Tiefseesedimente keine
Anderungen der bakteridlen Diversté festgestdlt (Kormas et al., 2003). Im Zusammenhang mit dem
Konzept der r-/K - Sdektion konnte diese enhatliche bakteridle Zusammensetzung ds sabile, endgiltige
L ebensgemeinschaft einer Sukzession, dso d's Klimaxgesdlschaft angesehen werden.



2. Einleitung 7

2.2 Sauer stoffgradient

Molekularer Sauerdoff it e@ner der wichtigsen Reaktanden in biogeochemischen Kredéufen (Brune
et al. 2000). Bedingt durch die geringe Lodichket in Wasser fihrt der biologische Verbrauch von
Sauergtoff zur Entwicklung von oxischanoxischen Grenzschichten. Diese nattirlichen Grenzschichten
and durch gekoppete Oxidations- und Reduktiongprozesse charakterigert und bilden somit komplexe
Redoxsyseme. Redoxsysteme konnen in ihrer vertikden Dimension n unterschiedlichen Skadierungen
2wischen wenigen Millimetern, wie z. B. Biofilmen oder mikrobidlen Matten (Revsbech et al., 1989;
Dasgaard und Revsbech, 1992; Find und Cohen, 1992; Ramsing et al., 1993; Conrad et al., 1995)
und mehreren Metern, wie z. B. geschichteten Wassersulen (Overbeck, 1972; Sorokin, 1970; Sorokin,
1972, Repeta et al., 1989), augegpragt san. Diese Habitate Snd durch ene oxygenierte
Oberfléchenschicht und sauerdofffrae tifere Schichten gekennzeichnet, in denen prinzipidl, der
thermodynamischen Theorie folgend, eine Schichtung verschiedener Eletkronenakzeptoren vorzufinden
ig (Saensn et al.,, 1979; Kuivila et al., 1989). In Resddbdden is das Auftreten dieser
Elektronenakzeptoren in unterschiedlichen réumlichen Skaierungen nachgewiesen worden. So it Nitrat
in dner Tiefevon 1 bis 2 mm (Arth und Frenzel, 2000), Fe** in einer Tiefe von 2 bis4 mm (Ratering und
Schnell, 2000) und Sulfat in ener Tiefe unterhab von 1 bis 5 cm Tiefe (Wind und Conrad, 1995; Wind
und Conrad, 1997) lokdigert worden.

Das zettrde Meakmd dler Redoxgradientensydeme beset neben den physkaischen
Gextzmddgkeiten in ener Sauerdoffzenrung bzw. Respiration in oberfléchenentfernten Zonen durch
Organismen, die auf diese Wese den vertikden Verlauf des Sauerstoffgradienten bestimmen. (Frenzd et
al., 1992, Ddsgaard und Revsbech, 1992). Der Einfluss von den Organismen auf die Stelhet eines
Sauerdoffgradienten i¢ vom verflgbaren organischen Kohlendoff in der oxischen Zone abhédngig
(Revsbech et al., 1980). Die anoxische Zone nimmt durch die mikrobiologische Produktion von
reduzierten Verbindungen wie CH,, §, Fe?* oder NH," Einfluss auf die oberflachennahen Schichten
des Redoxgradientens. An den oxisch-anoxischen Grenzschichten werden diese reduzierten Substanzen
reoxidiert und flhren 0 zu ener verdarkten Sauerdoffzehrung, die den vertikden Abnahme des
Saverdoffgradientens  versérkt (Kuivila et al., 1989; Frenzd et al., 1990). In derartigen
Sauerdoffgradientensystemen konnten vertikde Veranderungen der Zusammensatzung der mikrobidlen
Lebensgemeainschaft in Siiwasser- und Ozeansedimenten (Breker et al., 2001; Hines et al., 1997,
Rabouille et al., 2003), in Bidfilmen (Giesske et al., 2003), in mikrobiellen Matten (Grotzsche und de
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Beer, 2002; Nube et al., 2002; Visscher et al., 2003) und in terrestrischen gefluteten Boden
(LUdemann et al., 2000) festgeste It werden.

2.3 Mikrobiologie von gefluteten Reisfeldboden

Resig mit ca 155 Millionen ha die am haufigsten angebaute Kulturpflanze der Wdt und 75 % der
Anbaufléchen befinden sch fir die Dauer der Reiskultivierung in @nem gefluteten Zusand (URL:
http:/mvww.riceweb.org). Restddbdden wedsen durch das periodische Huten und Trockenlegen
wechseinde chemischrphyskdische Eigenschaften auf, die einen dominierenden Einfluss auf die drei
unterschiedlichen Lebensaume  (Boden-Wassar-Ubergangszone, Rhizosphére, nicht-cdurchwurzeter
Boden) der mikrobidlen Lebensgemenschaft hat.

Die Hutung bewirkt ene definierte réumliche und zaitliche Abfolge biogeochemischer Prozesse. Die
mikrobidle Lebensgemenschaft nutzt die Sauerdoffverfigbarkat fir den aeroben Abbau von
organischem Materid solange, bis der Sauerdtoff weltestgehend verbraucht ist. Unter den entstehenden
anoxischen Bedingungen findet eine sequentielle Reduktion der Elektronenakzeptoren entsprechend ihrer
freien Energie dait (Ponnamperuma, 1972, Zehnder und Stumm, 1988). Demnach wird Nitrat as erder
Elektronenakzeptor durch die mikrobidle Gemenschaft reduziert, gefolgt yvon Mr™*, Fe**, SO, und
CO,. Aufgrund der unterschiedlichen Bedingungen entlang der entstehenden chemischen Gradienten

finden funktionelle Gruppen von Mikroorganismen, wie z. B. Nitratreduzierer (Arth und Frenzd, 2000),
Eisereduzierer (Ratering und Schnell, 2000), Sulfatreduzierer (Wind und Conrad, 1997) und
Methanotrophe (Gilbert und Frenzedl, 1998; Henckd et al. 1999) ihre spezifische 6kologische Nischeim
Reisfddsystem.

Zditgleich findet in dem anoxischen Tell des Bodens ein anaerober Abbauprozess von organischem
Materid datt. Dieser Prozess wird in die Hydrolyse, die Fermentation, der syntrophe Abbau, die
Homoacetogenese sowie die Methanogenese untergliedert (Conrad und Frenzel, 2002).

In der Arbeit von Lidemann et al. (2000) wurde die raumliche Vertalung der bakteridlen
Lebensgemeinscheft entlang eines Sauerdtoffgradientens im Resfeldboden studiert. Dafir wurde der
Resfedboden in unbepflanzten Bodenkernen fir Seben Tage in Dunkehet in dre Replikaten inkubiert
und das Bodenprofil hochauflosend separiert. Aus jeder Schicht des Bodenprofils wurde mittels
kultivierungsunabhéngigen Methoden die Zusammensetizung der  bekteridlen  Lebensgemeinschaft
andydert. Als Ergebnis konnte sowohl fur die oxische ds auch fur die anoxische Zone ene pezifisch
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Srukturierte Lebensgemeinschaft unterschieden werden. Die Populationen in der oxischen Zone wurden
as Betaproteobacteria und Alphaproteobacteria und in der anoxischen Zone ds Clodiridien des
Clugers| (sensu Cadllins et al., 1994) identifiziert.

2.4 Methoden zur Erfassung der mikrobiellen Diver sitat

Es werden z2we generdle voneinander unabhéngige methodische Ansdize fir die Beantwortung von
mikrobidl-6kologischen Fragestdlungen engesatzt. Der @ne Ansatz basert auf molekularbiologischen
Techniken und der andere Ansatiz auf der Kultivierung der zu untersuchenden Mikroorganismen.
Letztere werden ds ,klasssch* bezeichnet, da Se lange vor den molekularbiologischen Techniken
entwickelt worden sind.

Die ,klassschet Methoden umfassen Arbaten zur Anreicherung, Isolation, Kultivierung,
Identifizierung und Auszéhlung der Mikroorganismen aus den verschiedensten Habitaten (Janssen, 1991
Widdd, 1992; Schink, 1994). Durch das Animpfen von feden oder flissgen Nahrmedien mit
Bodensuspensionsverdiinnungen kann die mikrobidle Diversté enes komplexen Bodenhabitates
besimmt werden. Dabe findet alerdings durch die Ausvahl der Kultivierungshedingungen und der
Nahrmedien eine Sdektion von solchen bakteridlen Gruppen gatt, die unter den jewelligen Bedingungen
zu wachsen vermogen. Daher konnten durch diese Techniken nur ca 1 % der mikroskopisch Schtbaren
Mikroorganismen enes Habitates isoliet werden (Bakken und Olsen, 1987; Amann et al., 1995,
Schlefer, 2004). Die Kultivierungstechniken haben zudem sdten enen Erfolg be der Isolaion von
abundanten Mitgliedern mikrobidler Gemenschaften und snd deher fir eine Quantifizierung nur mit
Einschrankung anwendbar. (Sarheim et al., 1989; Chandler et al., 1997; Liesack et al., 1997). Zuden
»Klassschen” Quantifizierungamethoden gehdren das Koloniezéhlverfahren bzw. ,, Colony-forming units’
und die ,Mogt- Probae-Number” - Technik (Taraset al., 1976).

Allerdings haben trotz dieser Einschrénkungen solche |, klassschen* Methoden einen wesentlichen
Vortel gegeniber den molekularbiologischen Techniken, denn die isolierten Reinkulturen kdnnen
eingehend taxonomisch charakterisert werden. Zur Zeit Snd 5300 validierte prokaryotische Spezies
publiziert (Stand Ma 2004: http:/mww.dsmz.de ; Euzéby, 1997).

Den Mdoglichketen der ,klassschen® Techniken steht das Potentid der molekularbiologischen
Techniken gegenlber. S0 konnten anhand von  molekulabiolgischen  Techniken in - @nem
charakterigischen Wa dboden eine mikrobidle Diversitét zwischen 13000 und 53000 Spezies berechnet
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werden (Torsvik et al., 1994; Sandaa et al., 1999). Diese hohe Auflésung ener komplexen
mikrobidlen Lebensgemeinschaft begrindet sch darauf, dass die molekularbiologischen Techniken die
Mitglieder einer Gemenschaft auf Bags ihrer DNA bzw. RNA direkt nachweid. In den letzten 20
Jahren wurden eine Vidzahl von unterschiedlichen molekularbiologischen Techniken in der mikrobidlen
Okologie eabliert. Zu diesen molekuaren Werkzeugen zéhlen Methoden aus der phylogenetischen
Andyse, wie z. B. die vergleichende Sequenzandyse der ribosomaen RNA-Gene (rRNA), durch die
Hinwese Uber die mikrobidle Diversté, deren Entstehung und Sukzesson erhdten worden sind. Die
rRNA ha sch im Verglech zu anderen molekularen Markern, wie z. B. Elongationsfaktoren (Ludwig et
al,, 1990), Untereinhaten der ATPase (Amann et al., 1988; Klugbauer et al., 1992) oder RNA-
Polymerasen (Plhler et al., 1989) aus folgenden Griinden durchsetzen kdnnen. Die rRNA-Gene snd
die drukturdlen RNAs des prokaryontischen Ribosoms und kommen aus diesem Grund in dlen
Organigmen vor. Als wateren Vortal hat Sch herausgestelt, dass die Nukleotidpostionen der Basen
hoch konsarviert and und es daher méglich war universdle Primer fir nahezu dle bisher bekannten
Mitgliedern der Doménen Bacteria (Lane, 1991; Weisburg et al., 1991) oder Archaea (Barnset al.,
1994; Grof¥kopf et al., 1998) entwickeln zu konnen. Dabe erwiesen Sch die 16S rRNA-Geneim
Gegensatz zur 5S rRNA- und 23S rRNA-Gene ds besonders vortellhaft, da die 16S rRNA-
Squenzinformetion  von 1500 Basen dnen ausechenden  Informaionggendt  aufwed, um
aussagekréftige phylogengtische Zuordnung durchfiihren zu kdnnen (Woese, 1987; Ludwig und
Schiefer, 1994).

Be molekulardkologischen Andysen i¢ die Amplifikation diesr Maker mittds PCR
(Polymeraseketten Regktion) bzw. von der Transkription der entgprechenden Gene durch die reverse
Transkriptase PCR (RT-PCR) ene der zentrden Techniken geworden (von Wintzingerode et al.,
1997). Die Gesamtheit dler Biodiverstégtudien haben dazu gefihrt, dass 97000 16S rRNA
Sequenzdaten in Offentlich zugéanglich Datenbanken verflgbar sind. Die meigen dieser Sequenzen
wurden be  kultivierungsunabhéngigen  Studien  direkt aus Umwetproben ezidt. Be  diesen
Biodiverstétstudien werden folgende Schritte durchgefiihrt: Extraktion der gesamten Nuklenséuren aus
einer Umwedtprobe, Amplifikation der rDNA bzw. der rRNA, Generierung von 16S rRNA bzw. 16S
rDNA-Klonbibliotheken und die Andyse der Klonbibliothek mittels vergleichender Sequenzandyse.

Fur ene detallierte Divergtétsstudie von spezifischen Funktionen ener Lebensgemenschaft kdnnen
dait des phylogenetischen Markers der 16S rRNA-Gene auch funktionele Gene untersucht werden.
|dederweise kodieren diese Gene fir Enzyme, die zum einen universdll in der zu untersuchenden Gruppe
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vorhanden snd und zum anderen fir die phénotypischen Eigenschaften einer funktiondlen Gruppe
oezifisch and. Ein Bagpid fir en solches Enzymist das amoA- Gen, das universdl be den autotrophen
Ammoniak-Oxidierern vorkommt und der Nachweis von diesem Gen auf die Fahigket der
Ammoniumoxidation hinweig (Rotthauwe et al., 1997; Purkhold et al., 2000).

Fir die Diverstasstudien von komplexen Gemeinscheften is eine sehr hohe Stichprobenzahl fir
représentative Aussagen ndtig und aus dieem Grund gewinnen vor dlem PCR-baserte
»ANngerprinting* -Methoden sait Jahren an Bedeutung. Im Gegensatz zur Sequenzandy<e erlauben diese
Methoden wie die denaturierendethermische Gradientengedektrophorese (DGGE/TGGE; Muyzer,
1999; Heuer und Smdla, 1997), die Einzdsrang-Konformations -Polymorphismus- Andyse (SSCP, Lee
et al., 1996) und die terminde Redriktiondragmentanadyse (T-RFLP, Liu et al., 1997; Lukow et al.,
2000) die physikaische Separierung einzelner Sequenztypen der Lebensgemenschaft.

Den exploraiven Divergtésudien sehen die Detektion und Quantifiketion definierter und zuvor
bekannter Sequenztypen bzw. Organismen gegeniber. Zur Quantifizierung der Abundanz von
pezifischen Populaionen werden die Red-Time-PCR (Raeymaekers, 1993; Kolb et al., 2003), die
»Northern-Blot*-Hybridiserungen (Roller et al., 1994; Raskin et al., 1994) und die Huoreszenzin situ
Hybridiserung (Stahl et al., 1988, Amamn et al., 1990, 1991) verwendet.

2. 5 Statigtische Auswertung der Ergebnissen von ,, Finger print® -Techniken

Die enfachde Auswertung von erhdtenen Fingerprintmustern aus Umwetproben ist der optische
Vergleich, so dass das Vorhandensain bzw. die Abwesenhet unterschiedlicher Sequenztypen unter den
enzenen Mudern gegentibergestelt wird. Dies ig das primére Zid diessr Andysemethoden und ist
generdl fir ein Vergleich von wenigen Proben ausreichend (Derakshani et al., 2001; Kowachuk et al.,
2000). Die Informationen vom Auftreten und Abwesenheit der Sequenztypen kann in Form ener bindren
Matrix zur Berechnung von Ahnlichketskoeffizienten, wie z. B. der Clusterandyse, zwischen
unterschiedlichen Fingerprintmustern verwendet werden (Legendre und Legendre, 1998).

Die ,Angerprint‘-Techniken haben dlerdings unter der Vewendung von weteren detistischen
Andysen das Potentid fir ene semi-quantitative Aussage. Zu diesem Zweck ist besonders die T-RFLP-
Methode gesignet, da bel dieser Methode die Fuoreszenzsignale der einzelnen Seguenztypen (die sog.
terminden Redriktionsfragmente FRFS) ds Mal3 fir deren Abundanz innerhdb eines PCR-Produktes
interpretiert werden kénnen (Dunbar et al., 2000). Derartige Vergleiche zwischen den T- RFLP-Prafilen
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wurden in viden Studien durchgefiihrt (Lidemann et al., 2000; Luders und Friedrich, 2000). Die
Quantifiketion von DGGE/TGGE-Daen hat den Nachtell, dass der Vergleich von den Intendtéten der
Saquenztypen eines Fingerprintmusters indirekt durch eine Bildbearbeitungssoftware durchgeftinrt wird.
Daba missen Hintergrundsgnale zur Vermeidung von Fehlinterpretation ausgeschlossen werden (Ferrari
und Hallibaugh, 1999; Zhang und Fang, 2000; Duineved et al., 2001). Der entscheidende Vortell der
DGGE/TGGE i, dass die physkaisch separierten Sequenztypen direkt sequenziert und durch die
vergleichende Sequenzandyse phylogenetisch zugeordnet werden kdnnen.

Um Unterschiede eines komplexen ,, Fingerprint’- Datensaizes auf enzelne Behandlungen reduzieren
zu konnen, i eine Auswertung mittels Ordinationstechniken sinnvall (Fromin et al., 2002; Dollhopf et
al., 2002).

Die Anzahl an Sequenztypen von DGGE-Banden bzw. von T-RFs innerhdb eines T-RFLP-Profiles
i héufig verglichen worden (Derakshani et al., 2001; Osborn et al., 2000; Duarte et al., 2001,
Naekatsu et al., 2000). Anhand der reativen Abundanz des jeweligen Daensaizes kdnnen die
klassschen okologischen Indices, wie z. B. die Aquitabilitd oder Simpsons-Index, berechnet werden.
Da die Sequenztypen eines Fingerprintmusters nicht definierte phylogenetische Einheiten Snd, konnen
solche Berechnungen nur einen mittdbaren Einblick in die Struktur der Gemeinschaft ermdglichen
(Eichner et al., 1999; Hedrick et al., 2000; Dunber et al., 2000).
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26 Zideder Arbat

Die Bewirtschaftung von Rasfeldbtden it durch zyklische Hutung und Drainage charakterisert, was
eine Anderung der chemisch-physikalischen Bedingungen des Bodens zur Folge hat. Eine fir die
mikrobidle Gemeinschaft entscheidende Veaanderung nach dem Huten igt die Aushildung enes deilen
vetikden Sauerdoffgradienten. Wie Lidemann et al. (2000) zeigen konnten, etablierten sich bakteridle
L ebensgemeinschaften verschiedener Zusammensatzung in Korrespondenz zum Sauertoffgradienten
Diee Untersuchung wurde dlerdings nur zu e@nem Zeitpunkt durchgefiihrt und war daher ene
Momentaufnahme in ener voranschreitenden bakteridlen Sukzesson.

Im Mittdpunkt dieser Arbet geht daher die Frage, wie sch die mikrobidle Dynamik nach dem
Fluten des Reisddbodens entlang des Sauergtoffgradientens entwickelt. Fir die Beantwortung dieser
Fragen i in Abbildung 1 das konzeptiondle Design der Experimente dargestdlt, diein der vorliegenden
Doktorarbeit angewendet wurden.

Messun r———— ,
das uerlikjer1 —_———— ——= T-RFLP-Analyse der mikrobiellen
Sauerstoffprofils ,___—_:: Lebensgemeainschaft entlang des
Sauerstoffgradientens
A Inkubatiodszeitraum Inkubationszeitraum
- v . 4 Vergleichende
| sl A Sequanzanalyse A
B mR O OoOv < m oo
2-2 ffl: ‘1 v ' * 0 v . * <
da 5 ;! —_— & 3T O
E z ‘ll |‘l . * ﬁ . D Fay '.
L] ll ‘i‘
v '.'“"1 "]':'",“I Auswertung der T-RFLP-Fingerprintmuster
L ‘.‘ mittels Ordinationstechniken fur die Extraktion
L] T nr T r
. s zeitlicher und rdumlicher Dynamikmuster
B : “"--- ’ s ’ 1
e ¢ PO ra F
T R < i 1

Sukzession [ - m Inkubations-
der mikrobiellen ® - L zeitraum
Lebensgemeinschaft
in Abhangigkeit vom
Sauerstoffgradient

C Uberpriifung, ob die beobachteten Dynamiken und die phylogenetischen
Informationan abundanter Populationen im Einklang mit dem r/K-Konzept stehen

Abbildung 1. Das Konzeptionelle Design der experimentellen Datenerhebung und Interpretation der
erzidten Ergebnisse. Die Symbole in Abschnitt B und C sind stellvertretend flr abundante Populationen
einer Inkubationsphase. Erklarung zu dem Konzept kann dem Text entnommen werden.
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Die Experimente beinhalten folgende methodische Abschnitte:

A: Es SlIte die zatliche und réumliche Zusammensstzung der mikrobidlen Lebensgemenschaft mittels
der molekularen ,, Fingerprinting” - Technik T-RFLP untersucht werden. Als Marker sollte die 16SrRNA
und die 16S rDNA verwendet werden. Wahrend der Nachweis von Genen in DNA-Extrakten die
genetische Présenz der Populationen belegt, kann der Nachweis von Transkripten in RNA-Extrakten ds
en Hinwes auf die metabolische Aktivitét der entprechenden Mikroorganismen betrachtet werden. Die
zaitliche Entwicklung der mikrobidlen Gemenschaft sollte in verschiedenen Tiefenzonen entlang des
Sauerdoffgradienten (oxische Zone — Ubergangszone - anoxische Zone) untersucht werden. AuRerdem
sollten durch aerdbe Kultivierungstechniken numerisch bedeutenden Bakterien jewalls zu @nem frihen
und zu einem gpéten Inkubationszeitpunkt isoliert werden.

B: Um aus den komplexen Fingerprintmustern zu verschiedenen Zeitpunkten eine srukturierte zeitliche
Entwicklung (Stkzesson) extrahieren zu konnen, sollten die Datensétze der 16S rRNA und 16S rDNA
mit datistischen Methoden, wie z. B. Ordinationgtechniken, andysert werden. Anhand diessr Andysen
llte die Sukzesson in Phasen eingaalt werden. Charakteristische FRFs ener Phase und ener
Tiefenzone ollen durch représentative 16S  rRNA-Klonbibliotheken phylogenetischen  Gruppen
zugeordnet werden. Die 16S rRNA- Sequenzen von den isolierten Bakterien sollte ebenfals mit diesen
Klonssquenzen verglichen werden. Dadurch sollte es erméglicht werden, die Ergebnisse aus der
molekularbiol ogischen Lebensgemeainschaftsandyse mit denen der aeroben Kultivierung zu vergleichen.
C. Baseend auf den Ergebnissen der daidischen Auswertung der Fingerprintmuster und den
phylogenetischen Informeationen aus den Klonbibliotheken und Isolaten sollte Gberprift werden, ob das
von Andrews und Harris (1986) fur Mikroorganismen adaptierte Konzept der r/K-Sdektion auf die
beobachtete mikrobiele Sukzesson anwendbar i
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3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Soweit im Text nicht gesondert aufgefiihrt, wurden dle Chemikaien von folgenden Firmen bezogen:

Becton & Dickinson, Detroit, New Jersey, USA
Merck, Darmstedt

Promega, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Serva, Heiddberg

Sgma-Aldrich, Minchen

3.2 Boden

Der untersuchte Boden wurde von enem Reisfdd des ,, Igtituto Sperimentde per la Cerealicolturd’
be Vercdli (Po-Ebengltdien) entnommen. Charakteridika und Bewirtschaftung dieses Bodens wurden
von Schiitz et al. (1989) und Holzapfe Pschorn et al. (1985) beschrieben. Der Boden wurdein enem
trockenem Raum bel AulRentemperatur gelagert, vor Versuchsbeginn mit Hilfe eines Backenbrechers
(Typ BB1, Retch, Haan) zerkleinart und auf ene Korngrofe von £ 2 mm gesiebt. 190 g gesebter
Boden wurden mit 70 ml ddHoO homogenisert. Diese Bodensugpenson wurde in ensdtig

varschlossene Plexiglagéhren mit @nem Durchmesser von 6,2 cm geflIt. Diese Bodenkerne wurden bel
30°C in Dunkdhet in einer Polyethylenwanne mit einer sehenden Wassersule von 1 cm inkubiert
(Abb. 2). Das Hutungswasser wurde durch eine DurchlUfterpumpe (Elite 802; Hagen Deutschland,
Holm) mit Raumluft begest, um eine kondante Sauerstoffsittigung des Wassers zu gewdhrleégten. Es
wurden je drel Bodenkerne hergestellt und in folgenden Zeitspannen geflutet inkubiert: @n, sechs Stunden
und en, zwel, Seben, 21, 30, 42, 84 und 168 Tage. Dral Bodenkerne wurden direkt nach Futen (Null
Stunden) andysiet, um diese ds Ausgangssituation mit den folgenden Inkubetionszeiten vergleichen zu

konnen.
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Abbildung 2: Versuchsaufbau fir ale Inkubationsexperimente. Bodenkerne (1), Ausstromer-  stein
(2), Durchlufterpumpe (3)

3.3 Gravimetrischer Wasser gehalt und pH-Wert des Bodens

Das Bodenwassr ig ein wichtiger, 6kologischer Faktor im Standortkomplex Boden, da es den
Audausch  von  lodichen  Néwdoffen  innerhdb  der Bodentextur emiglicht.  In den
Inkubationsexperimenten wurden die Bodenkerne permanent geflutet, so dass eine 100 %ige
Wassarsiitigung ereicht wurde. Zur Betimmung des gravimetrischen Wassergehdtes wurden das
Feuchtgewicht (FG) und Trockergewicht (TG) ermittdt. Fir die Ermittdung des TG wurde 1,5 g Boden
in ein 50 ml Wégeglas engewogen, bel 105 °C fir zehn Stunden getrocknet und anschliel3end gewogen.
Dies wurde wiederholt bis die Gewichtsabweichung unter 0,05 mg lag. Der prozentude, gravimetrische
Wassergehdt (WG) berechnet sich folgendermal3en:

o
WG =100- £E 10%8 )
e FG

Woba WG der Wasserghdt, TG das Trockengewicht und FG das Feuchtgewicht war.

Der pH-Wert des Bodens i en weterer wichtiger Faktor, der einen sarken Einfluss auf die
Zusammensetzung der mikrobidlen Lebensgemeinschaft hat. Der pH-Wert wurde sechs Stunden und 84
Tage nech Hutung des Reisfddbodens mit einer pH-Elektrode (SenTix 21, Wissenschaftlich Technische
Werkgétten GmbH (WTW), Weilhem) gemessen. Dabel wurden 15 g von der oberen
Modelbodenschicht abgenommen, in einem Reagenzglas mit 10 ml ddH,O aufgeschiammt, und so lange
geriihrt bis sch ein kongtanter pH-Wert eingestdt hatte.
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3.4 Messung des Sauer stoffkonzentr ationgpr ofils

Zur Messung von Sauerdtoffprofilen wurden Sauerstoffmikroelektroden des Clark-Typs (Revsbech,
1989) (OX25; Unisene AS, Aarhus, Danemark) und ein Picoammeter (PA2000; Unisense) verwendet.
Fir die Eichung der Sauerdoffdektrode wurde fur ene vollsdndige Sauerdoffsitigung (100 %
Saverdoffkonzentrationseichung) mit Raumluft begastes Hutungswasser verwendet. Die Eichung des
sauerdofffraen Bereichs (0 % Sauerdoffkonzentrationsaichung) wurde mit einer Natriumascarbat-
Natronlauge (0,1 M Natronlauge [w/v]; 0,1 M Natriumascorbat [wi/v]) durchgefihrt.

Zum Zeitpunkt der Sauerstaffmessung wurde ene Luftsétigung von 197 pA und ein Druck von 980
mbar be 30°C gemessen. Mit diesen Werten konnten nach Forstner und Gnaiger (1983) bel
vollgandiger Sauerdoffsiitigung eine Sauergtoffkonzentration von 2281 nM berechnet werden. Die
Mikroelektroden wurden auf einem Mikromanipulator (Bachofer, Reutlingen) befestigt, so dass die
Mikroelektroden mit einer nominaen réaumlichen Auflésung von 10 mm vertikal bewegt werden konnten.
Die Grenzschicht zwischen Hutungswasser und Bodenoberfléche wurde mit einem Stereomikroskop
(Leica MS 5, Leica Microsysems AG, Heddberg) lokdisert. Die Bodenoberflache wurde ds die
raumliche Pogtion definiert, an der durch laterde Bewegungen der Mikrodektrodenspitze erse Partikel
bewegt werden konnten. Die Prafile wurden mit @ner réumlichen Auflsung von 100 nm gemessen.

Das vertikae Sauergtoffprofil wurde nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden und von 84 Tagen
in jewells drel Bodenkernen gemessen. Um Abwelchungen der Sauerstoffprofile durch die variierende
Entfernung zur Begasungsgudle innerhab des Bodenkernes zu minimieren, wurde jeder Bodenkern
drema Uber die Diagonde des Durchmessars gemessen. Fir eine genauere, diagonde Auflésung
innerhab eines Bodenkerns nach 84 Tage | nkubation wurden funf Sauerdoffprofile gemessen.
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3.4.1 Berechnung der Respirationsraten

De Diffusonskoeffizient Ds in Boden i abhdngig von der Bodentextur, die stark zwischen
verschiedenen Boden vaiieren kann (Berner, 1980). In dnlichen Bodenkernen mit dem gleichen
Re sfeldboden, wurde von Rothfuss und Conrad (1998) der Diffusionskoeffizient fir Methan empirisch
ds Dg.oy, =509 10°cm? sec”* bestimmt. Der Diffusionskoeffizient D, wurdewie folgt berechnet:

_ IJNasser,O -
S0, — D ) DS;CH4 [2]
Wasser,CH ,

Wobel  Diagero, =22  10°cm*sect  (Ferdl  und  Himmeblau,  1967),  und

Dyassercri, = 22" 10°°cm?sec™ (Broecker und Peng, 1974) war.
- . - - CEX t -
Unter der Annahme enes Glechgewichtszusandes mit T =0und Ds(x) = konstant konnten die
Respirationgaten R innerhdb der gemessenen Sauerdtoffprofile mit dem zweten Fick schen Gesatz
berechnet werden (Berner, 1980; Crank, 1980):
2
Cf::tx,t - DS Xd C:zx,t _
Wobe C die Sauerdoffkonzentration, ¢ die Diffusorsstrecke, t die Zat und R die Respirationsrate war.
Die Rate des Sauerdoffverbrauchs pro vertikaer Bodenschicht wurde mit dem Programm PROFIL

(Verson 1.0; Berg, 1998) nach Berg et al. (1998) berechnet.

R(x,t) [3

3.5 Herstdlung der Bodenker nschnitte

Bem Einfrieren von Bodenproben kommt es zu einer Verzarung der in situ Bedingungen des
Bodens Da bem Tigkihlen das Bodenwasser in Abhdngigket vom Temperaturgradienten
unterschiedlich schndl  gefriert, werden vor dlem wassergdogte Bedandtelle bzw. durch die
frierungsbedingten Scherkréfte freigesetzte Substanzen, in ihrer réumlichen Pogition verschoben. Diese
Verzerrungen Snd umso kleiner, je niedriger die Gefriertemperatur is. Um Verzerrungen der vertikden
Struktur der mikrobielen Gemeinschaft innerhab eines Bodenkernes beim Einfrieren so gering wie
moglich zu hdten, wurden die oberen Zentimeter der Bodenkerne nach ihrer Inkubation mit fliissgen
Stickstoff (196 °C) schockgefroren (Pachur et al ., 1984). Dabel wurde die Uberstehende BodenlGsung
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von der Oberfl&che des Bodenkerns abgenommen und auf diese Oberflache wurde gleichmé(dg fllissges
Stickgoff gegeben. Anschliel3end wurde der gesamte Bodenkern bei —80 °C gdlagert.

Fur die raumliche Separierung wurden die tiefgefrorenen Bodenkerne aus den Plexiglasrthren gel6st
und mit eénem Mikrotom (Moddl HM 500 M, Microm Laborgerdte GmbH, Waldorf) bet —20°Cin
vetikder Richtung 200 mm dicke Schichten abgetragen. Jede Schicht wurde in —20 °C gekihite 2 ml
Reektionsgefdl3e Uberfuhrt und bis zur weiteren Bearbeitung bei —80 °C gelagert.

3.6 Molekular biologische Unter suchungen

3.6.1 Extraktion von Nukleinsaur en aus Bodenkernen

Fir den Aufschiu? von Mikroorganismenzdlen in Bodenkemmen wurde en Lyse-Vefaren
angewandt. Die Mikroorganismen wurden in ihrem Habitat aufgeschlossen und anschliel¥end wurden ihre
Nukleinssuren von Boden- und Zdlbesdandtellen gerenigt. Das verwendete Protokall ig ene
Modifikation des Pratokalls von Lidemann et al. (2000) und ermdglicht eine Smultane Exdraktion der
DNA und RNA.

Die jewelige geschnittene Bodenprobe wurde abgewogen (ca 0,5 g FG), mit 05 g Glasperlen
(Durchmesser 0,16-0,18 mm) vermischt und auf Eis gdagert. Zu diessm Gemisch wurde 0,7 ml 4 °C
kalter TPM-Puffer (50 mM TrigHCI [pH 7,0]; 1,7 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon K25, 20 mM MgCl

6H2O [Felske et al. (1996)]) hinzugegeben und bei 2500 UpM mit einer Zelimilhle (Fast PrepO FP

120 Bio 101, Savant Indruments, Inc., Holbrook, NY, USA) fir ene Minute geschittelt. Die
Bodensuspension wurde im néchgten Schritt bel 13000 © g, 4°C fur funf Minuten zentrifugiert, und der
Uberstand zu 0,7 ml kaltem wassergesitigtem Phenol (PeqLab, Erlanger) gegeben. Fiir eine zweite
Extraktion wurde auf das Pdllet 0,7 ml 4 °C kdlter, phenol-gesitigter Lysspuffer (5 mM Tris-HCI [pH
7,0]; 5 mM NapEDTA; 0,1 % [wiv] SDS; 6 % [v/v] wassergesiitigtes Phenol) gegeben und erneut bei
2500 UpM fir eine Minute geschiittelt. Nach einer Zentrifugetion bei 13000 © g, 4 °C fir funf Minuten
wurde der Uberstand mit dem ersten Uberstand zusammengefiin t. Die organische und anorganische
Phase wurde durch ene Minute Schiittdn emulgiert und anschliel3end fir funf Minuten bel 13000 g, 4
°C zetrifugiet. Dea wissige Ubergand wurde abgenommen und zu 07 ml
Chloroformvlsoamylakohol/Phenol  (24:25:1 [viviv]) gegeben. Diese Emulson wurde ebenfdls
gechittdt und wie oben beshrieben zentrifugiert. Die wéssige Phase wurde in 0,7 ml
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Chloroformylsoamylakohol (24:1 [viv]) tranderiert und erneut zentrifugiert. Die verbliebene wassige
Phase wurde in ein weiteres Resktionsgefal3 Uberftinrt, mit 0,1 Volumen Natrium- Acetat- Lésung (3 M)
und 2,5 Volumen Ethanal (98 % [viV]) versetzt und bei —80 °C fir eine Stunde ink ubiert.

Die prézipitierten Nukleinsturen wurden durch eine Stunde Zentrifugieren bel 13000 © g, 4 °C
zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Pelet mit 400 m Ethanol (70 % [vAV])
abermds bel 13000 “ g, 4 °C fir 15 Minuten zentrifugiert und unter Vakuum getrocknet. Das trockene
Pdlet wurde in 50 ml TE-Puffer (PegLab) gelogt. Eine Halfte der Extraktiond 6sung wurde bel —-80 °C
fur die anschlief?ende DNA-Andyse eingefroren und die andere Hafte fir die RNA-Andyse wieim
folgenden beschrieben, prapariert.

Vor der RNA-Prgparation wurde DEPC-Wasser (DEPC Diethylpyrocarbonate) fir eine RNase
frae Extraktion angesetzt (Blumberg, 1987). Zu diesam Zweck wurden dle fur die Extraktion
verwendeten Glaswaren bal 180 °C fir seben Stunden mit einem Ofen (Heraus Ingtruments, Hanau)
deriliget. In einer 1 L Hasche wurden 999 ml ddHO mit 1 ml DEPC gefullt und die geschlossene
Hasche be 37 °C fur vier Stunden geschiittelt. AnschlieRend wurde die Lésung bel 120 °C und 3 bar
Uberdruck fiir 30 Minuten in einem Autoklaven (CertoClav CV-EL 10 L, Traun, Ogterreich) unter dem
Abzug autoklaviert.

Fir die Préparaion von RNA aus dem Nukleinsiureextrakt wurden zu 25 ni Extrakt 1 © DNase
Puffer (Promega), 5 U RQ1 RNase frele DNase (Promega), 200 U RNasin (Promega) hinzugefiigt und
mit DEPC-H,0 auf ein findes VVolumen von 100 m ergénzt. Das Resktionsgemisch wurde bei 37 °C fir
30 Minuten inkubiert. Die Resktion wurde durch Zugabe von 60 m Chloroform gestoppt und die RNA
wie im vorangehenden Absatz beschrieben prazipitiert. Um Kontaminationen von koextrahierter DNA
auszuschliefl®en, wurden dle RNA-Extrakte mit ener PCR (dehe Kapitd 3.6.4) getestet und
anschliel¥end fur die RT-PCR (sehe Kapitel 3.6.5) verwendet. Die Lagerung der Extrakte efolgteba —
80°C.
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3.6.2 Extraktion von Nukleinsduren aus | solaten

Fir die Extraktion der Nukleinsduren aus den Isolaten (Details zur Isolation Sehe in Kapitd 3.7)
wurde ein kombiniertes Verfahren enes chemischen und physikalischen ZdlaufschlufZes durchgefuhrt.

Jedes Isolat wurde mit einer Impfase gteril in ein Resktionsgefdd mit 200 m %4 Ringerlésung (12 mM
NaCl; 0,6 mM KCL; 02 mM CaCl ~ 6 H,O; 0,2 mM NaHCO3), 100 mh SDS-Lésung (10 % SDS
[wA]; 05 M TrissHCI [pH 8,0]; 0,1 M NaCl) und 0,2 g Glasperlen (Durchmesser von 0,16-0,18 mm)
Uberfiihrt. AnschlieRend wurde das Gemisch bei 2500 UpM mit einer Zeimilhle (Fast PrepO FP) fiir
eine Minute gechiittdt, in flissgem Stickgtoff gefroren und zehn Minuten bei 100 °C gekocht. Das
Gemisch wurde ein weteres Md gefroren und gekocht, um im néchsten Schritt bei 13000 © g, 4 °C
zentrifugiert zu werden. Mit dem Uberdand wurde, wie im vorherigen Kapitd beschrigben, eine
Prézipitation durchgefUhrt.

3.6.3 Agar ose-Gelelektrophor ese

Fir die Untersuchung der mittleren Molekilgrof®e sowie fir ene Abschdzung der Menge
extrahierter Nukleinsturen wurde die Agarose-Geldektrophorese angewendet. Da DNA- und RNA-
Molekile ene &nliche Konformation und im Vehdtnis zu ihrer Masse anéhend die gleiche
Ladungsmerge besitzen, lassen dch unterschiedliche Molekulargrofien in einem dektrischen Feld
aftrennen. Aliquots der Nukleinsiureexirakte, PCR-, RT-PCR und Red Time-PCR Produktewurden
mit 0,2 Volumen Auftragspuffer (40 % [viv] Saccharose, 0.25 % [v/v] Bromphenolblau, 0,25 % [vV]
Xylencyanol FF) versetzt und auf en 1 %iges TAE-Agarossgd (1 g Agarose in 100 ml [40 mM Tris
HCI [pH 8,0] ; 8,3 mM Essgsaure; 1 mM EDTA]) aufgetragen. Als GroRen- und Mengenstandard fir
DNA-Fragmente wurde pardld en GroRen-Marker (SmartLadder, Eurogentec, Miinchen) aufgetragen.
Die extrahierte RNA-Menge wurde mit einem E. coli rRNA-Standard (Roche Diagnogtics, Mannheim)
abgeschédzt. Die dektrophoretische Auftrennung erfolgte ba 120 V fir ene Slunde in ener
Elektrophoresegpparatur mit einem Gleichstromtransformator (Power Pac 300, Biorad Laboratories
GmbH, Minchen). Das Gd wurde danach fir 15 Minuten in einer ethidiumbromidhdtigen Lésung
inkubiert. Die gefarbten DNA- und RNA-Banden wurden unter UV-Licht fluoreszierend angeregt und
mit ener digitden Kamera (Gd Jet Imager, Infas, Gottingen) dokumentiert.
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3.6.4 Amplifikation der 16SrDNA

Fir die Andyse der mikrobidlen Gemeinschaft in den Bodenkernen wurden Abschnitte von ihren 16
S rRNA-Genen durch die PCR-Technik (PCR = Polymerase chan reection; Polymerase
Kedtenregktion) amplifiziet. Fir die Amplifikation der bakteidlen 16S rDNA wurde das
Oligonukleatid-Primerpaar 27f* und 907r fir die anschlief3ende T-RFLP Andyse verwendet, wahrend
fUr die Ergdlung von Klonbibliotheken das Primerpaar 27f und 1492r genutzt wurde. Die Amplifizierung
von 16S rDNA der archeeden Gemeinschaft wurde mit dem Primerpaar A109f und A934r*
durchgefiihrt (Tab. 1).

Die Amplifikation der 16S rDNA aus den Nuklensiureextrakten efolgte gets in einem
Gesamtvolumen von 100 mi. Die Resktionamischung enthidt 1 nh der jeweligen MatrizenDNA, 1 °
PCR-Resktionspuffer  (Invitrogen, Kalsuhe), 4 mM MgCl2 (Invitrogen), 50 nM  jedes
Desoxynukleosidtriphosphates (PegL ab), 0,3 M jedes Primers (MWG-Biotech, Ebersberg) und 25U
Tag-Polymerase (Invitrogen). Als Negativkontrolle wurde in enem Resktionsansatz Satt Matrizen
DNA ddH-O vewendet. Zur Minimierung von Inhibtionseffekten wurden die Nuklenséureextrakte in
einer 50 fachen Vedinnung in die PCR engesetzt. Die Amplifikation der bakteridlen 16S rDNA
erfogtein @nem Thermocyder (Primus 25, MWG) mit folgenden Temperaturprafil: Zwe Minuten initide
Denaturierung bei 94 °C, 28 Zyklen bestehend aus jewells 30 Sekunden Denaturierung (94 °C) und 45
Sekunden Primer-Anlagerung (48 °C) sowie 90 Sekunden Extension (72 °C), und einer abschlief¥enden
Extenson von seben Minuten bel 72 °C. Die Amplifikation der archaedlen 16S rDNA erfolgte in dem
gleichen Themocyder (Pimus 25, MWG) mit folgendem Temperaurprofil: Zwe Minuten initide
Denaturierung bel 94 °C, 35 Zyklen bestehend aus jewells 30 Sekunden Denaturierung (94 °C) und 45
s Primer-Anlagerung (48 °C) sowie 90 Sekunden Extenson (72 °C), und ener abschlielfenden
Extenson von seben Minuten bei 72 °C. Die erhatenen PCR Produkte wurden mit QIAquicka -Séulen
(Qiagen, Hilden) nach Hersdlerangaben gereinigt und bel 4 °C gdagert.
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Tabdle 1: Verwendete Oligonukleotid-Primer zur Amplifikation der 16S rRNA-Genen von
Bacteria und Archaea

Pimer Sequenz (5® 3) Referenz

27f* GAG TTT GAT C[C/A]T GGC TCA G Edwards et al. (1989)

33f TAC GGG A[G/C]G CAG CAG Lane (1991)

510f CAG C[A/C]G CCG CGG TAA [G/ATICI[A/TIG  Stubner et al. (2002)

907r CCG TCA ATT C[A/C]T TT[A/G] AGT TT Muyzer et al. (1993)

11000 AGG GTT GCG CTCGTT G Lane (1991)

1492r TAC GG[C/T] TACATT CTT TT[A/G] AGT TT Lane (1991)

A109f AC[G/T] GCT CAG TAA CACGT Grol¥kopf et al. (1998)
A934r GTGCTCCCCCGCCAATTCCITTA Liders und Friedrich (2002)

* Dieser Primer wurde in der T-RFLP-Andyse mit einer 5 6-carboxyfluorescein-Markierung (FAM)
eingesetzt.
f: Vorwértsprimer, r: Rickwartsprimer

3.6.5 Amplifikation der 16SrRNA

Die Amplifikation der 16S rRNA wurde mit dem Promega Quick Access ™ RT-PCR system
(Promega) in enem Gesamtvolumen von 50 nb durchgefiihrt. Mit diessm System wird in enem
Resktionszyklus die RNA zu cDNA (cDNA Kopie der RNA-Mairize ds DNA) transkribiert und
darauf im glachen Ansatz amplifiziert. Fir die Amplifikation wurde zuvor entweder das Oligonukleotid-
Primerpaar 27f* und 907r fir eine anschliefende T-RFLP-Andyse (Tab. 1) oder das gleiche
Primerpaar ohne FAM-Markierung fir die Ergdlung von Klonbibliotheken in der RT-PCR-Resktion
engesetzt. Zur Minimierung von Inhibtiorseffekten wurden die Nukleinsiureextrakte in zehnfacher
Verdinnung in die RT-PCR verwendet.

Die Resktionamischung erthidt 1 m der jeweligen MatrizenRNA, 25 ml PCR Resktiongouffer
(Promega), und 1 m M-MLV Reverse Transkriptase RNase H minus (Promega). Die Amplifikation
efolgte in @nem Thermocyder (Pimus 25, MWG) mit folgendem Temperaturprofil: 45 Minuten
Transkription der RNA zu cDNA bel 48 °C, zwel Minuten initide Denaturierung bal 94 °C, 18 Zyklen
bestehend aus jeweils 30 Sekunden Denaturierung (94 °C) und 45 Sekunden Primer- Anlagerung (48
°C) sowie 90 Sekunden Extenson (72 °C), und ener aoschliel¥enden Extengon von seben Minuten be
72 °C. Die PCR-Amplifikate wurden mit QIAquickéd -Saulen (Qiagen) nach Herstelerangaben
aufgeranigt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gdagert.
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3.6.6 Quantitative Amplifikation durch Real-Time PCR

Fir die Quantifizierung der 16S rDNA aus den Nuklensaureextrakten wurde die Red -Time PCR-
Methode verwendet. Das Messprinzip dieser kinetischen PCR beruht auf der Aufnahme der Amplikor-
Kingik mittds Huoreszenzmessung (Ragymaekers, 2000). Fir dle Messungen wurde das
Oligonukleotid- Primerpaar 519f und 907r (Tab.1) verwendet.

Die Quantifizierung der 16S rDNA aus den Nukleinsureextrakten efolgte dets in 96-Wal-
Mikrotiterplatten (PegLab) mit einem Gesamtvolumen von 40 nh. Die Resktionamischung ethidt 1 mh
der jeweiligen Matrizen DNA, 1 © PCR-Resktiongpuffer (Invitrogen), 4 mM MgCh (Invitrogen), 50
nmM  jedes Desoxynukleosdtriphosphates (Peglab), 0,3 nM jedes Primers (MWG-Biotech,
Ebersberg), 0,4 nh Sybergreen | (500 fach verdinnt in ddH0) (Bio Whitakker Molecular Applications,
USA) und 5 U Fainum Tag-Polymerase (Invitrogen). Jede Nukleinsureextrakt Messung wurde
dreimd jewels in den Verdinnungen 1:10, 1:100 und 1:1000 gemessen, um Inhibierungs- und
Verdinnungseffekte zu vermeden. Fir die Hchung der Red-Time PCR-Messung wurde flr jede
Quantifizierung en E. coli DNA-Sandard (Roche Diagnodtics) in einer dreifachen Verdiinnungsreihe
verwendet.

Vor eingr Messung musste die Kdibrierung des optischen Systems der Red- Time- Gerétesvoll zogen
werden. FUr diesen Zweck wurde eine 96-Wdl-Mikrotiterplatte (PegLab) mit 40 m Huorescin-Losung
(0,5 MM Huorescin [wiv]) (Cdlibrationdye, Biorad) je Resktionsgefd3 verwendet. Die Amplifikation
efolgte in énem Themocyder (ICyder 1Q; Biorad) mit folgendem Temperaturprofil: Zwea Minuten
initide Denaturierung bel 94 °C, 50 Zyklen bestehend aus jewells 20 Skunden Denaturierung (94 °C)
und 20 Sekunden Primer- Anlagerung (50 °C) sowie zwel Minuten Extension (72 °C).

Waéhrend des Extensonsthrittes wurden die Amplifiketionsdaten in Form von Sybergreen |
geférbter, doppestréngiger DNA von dem optischen System aufgenommen. Diese Datenaufnahme und
ihre Auswertung efolgte Uber das Programm iCydler 1Q Optical Sysem Software (Vason 3,0a
Biorad). Durch die Beziehung der gemessenen Huoreszenz jeder Resktion zur Zyklenzahl konnte der
Cr—Waert (Threshold Cycle) nach Raeymarkers (1993) berechnet werden. Diessr Wert ig definiert ds
die Zyklenzahl, bel der die Huoreszenz der Regktion eine definierte Hintergrundfluoreszenz Uberdeigt.
Die Daten wurden in das Programm Excd (Verson 7,0; Microsoft, Berlin) exportiert und bearbeitet.
Die Quantifizeungsergebnisse der 16S rDNA wurden in @ner lineren Funktion zu den
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Verdinnungsreihen des DNA-Standards gesetzt. Die Beziehung zwischen dem Gr—Wert einer Regktion
und der Menge an 16S rDNA konnte anhand einer lineare Regression berechnet werden:
logC =m" logC; +b [4]
Wobe m die Segung, Cr der Thresholdcyde b der Achsenabschnitt; C die Menge an 16SrDNA pro
Resktion war.
Fur einen Konzentrationswert der 16S rDNA in einem Nukleinsaureextrakt wurde drel Replikate

ener Verdinnung gemittelt.

3.6.7 T-RFLP Analyse

Um die Gesamt-Komplexitd mikrobidler Lebensgemenschaften erfassen zu kénnen, wurden
molekulare Fingerprintmugter mittels der T-RFLP (Liu et al., 1997) erstdlt. Die FRALP-Andyse
bedert auf einer Restriktion von PCR-Produkten, die durch am 5-Ende mit 6-carboxyfluorescein
markierten Pimer amplifiziert worden gnd. Diese Markierung befand sch ba Bacteria spezifischen
Primen an dem Vorwérts-Primer 27f*, wahrend bel Archaea spezifischen Primern der Rickwarts
Primer A934r* markiert wurde (Tab. 1). Je nach Sequenztyp der amplifizierten 16S rDNA schneidet
die Redtriktionsendonuklease oezifisch in verschieden lange Fragmente, die jewalls fir einen Genotyp
bzw. einer Gruppe von Genotypen charakteristisch sind.

Der Redriktionsansaiz enthidt ca. 100 ng gereinigtes Bacteria- PCR-Produkt, 1 m Inkubati onspuffer
und 10 U des Redriktionsenzyms Mspl (Promega) mit der Erkennungssequenz C- CGG in @nem
Resktionsvolumen von 10 ml. Der Ansaz wurde fir dre Stunden bei 37 °C in énem Hezblock
inkubiert. Der Redtriktionsansaiz der Archaea- PCR-Produkte enthidt ca. 40 ng, 1 mi Inkubationspuffer
und 10 U des Redriktionsenzyms Tagl (Invitrogen) mit der Erkennungssequenz T- CGA in @nem
Resktionsvolumen von 10 nh. Dieser Ansaiz wurde fur drei Stunden bel 65 °C nkubiert. Von den
Redtriktionsansdtzen wurde ein Aliquot von 25 m (ba Umwdtproben) bzw. 1 m (bel Klonen oder
Renkulturen) mit 1,7 m Formamide Loading Dye (Amersham Bioscience, Freiburg) und 0,8 mi des
internen Langendandards GeneScadh - 2500 ROX& Sze Standard (Applied Biosystems,
Waiterdedt) vermischt, fir drel Minuten bal 95 °C im Heizblock denaturiert und bis zum Auftrag auf das
6 % Polyacrylamidgd (nach Angaben des Hergdlers Applied Biosysems) auf Eis gekihlt. Als
Laufpuffer wurde 1 © TBE (89 mM Tris-HCI; 89 mM Borsdure; 2 mM EDTA, [pH 8,5]) verwendet.
Nachdem die Proben auf das Gd aufgetragen waren, wurde die Elektrophorese in dem ABI Priam 373
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DNA Sequenzierer (Applied Biosysems) im GeneScan Modus mit 2500 V, 30 W, 40 mA und ener
Laufzeit von acht Stunden durchgeftinrt. Wéhrend der Elektrophorese wurden die Huoreszenzagnde
des PCR-Produktes von dem Laser detektiert und an einen Rechner wetergeleitet. Die Daten wurden
mit dem Programm GeneScan Andyss Software (Verson 2.1; Applied Biosydems) ausgewertet.
Anhand der Laufeigenschaft des Langengtandards konnten die fluoreszierenden PCR Fragmente zu einer
definerten  T-RF  Fagmetldnge verrechnet werden. Die Software ermiglicht neben  der
Fragmentgrofienbestimmung auch die Quantifizierung durch Integrierung des Huoreszenzagnds eines
Fragmentes (ausgedriickt in Hohe und Flache der jewelligen T-RFs). T-RFs mit einer Lange £ 50 bp
wurden grundsdizlich von weteren Andysen ausgeschlossen, da diee kurzen Fragmente von
unspezifischen doppdstréngigen Nebenprodukten (Primerdimeren) Uberlagert werden konrten. Fir die
weitere datigische Auswertung wurde ausschlieldich die Peskhthe der T-RFs verwendet, da die
Peskflache bal viden Pegks mit &hnlich grof3en T-RF Langen Uberl gppten.

Das von Egat und Fiedrich (2003) beschriebene Phéanomen der PCR-abhdngigen Artefakte
(,Pseudo-T-RFs‘) wurde auf 16S rRNA- und 16S rDNA-Ebene fir Nukleinsdurenextrakte aler
Tiefenzonen nach einer Inkubationszeit der Bodenkerne von sechs Stunden und von 42 Tagen gestedtet.
Hierzu wurde die in Kapitel 3.6.4 beschriebene Amplifiketion der 16SrDNA mit 25, 28, 45 Zyklen und
die 16S rRNA-Amplifikation, die detalliert in Kgpitd 3.6.5 beschrieben wurde, mit 14, 18, 32 Zyklen
jewdls mit dem Primerpaar 27f* und 907r (Tab. 1) durchgeftihrt. Die gerenigten PCR-Produkte
wurden mit 5 U Mung beanr Nuklease (New England Biolabs) bzw. 5 U S1-Nuklease (New England
Biolds) und jewels 1 ~ Resktionspuffer behanddt, die Reektion durch eine ChloroformExtraktion
gestoppt und die DNA, wie in Kapitd 36.1 beschrieben, prazpitiert. Das Spadtunggprodukt wurde mit
QIAquicka -Saulen (Qiagen) aufgereinigt und wie berdts im oberen Abschnitt beschrieben fir die T-
RFLP Analyse welter verwendet.
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3.6.8 Ergdlung von Klonbibliotheken

Um die Diversitét der bakteridlen Lebensgemeinschaft zu andyseren, wurden 17 Klonbibliotheken
ersdlt. Die Klone der acht 16S rRNA-Bibliotheken snd durch das Préfix c¢D (= copy DNA) und die
neun 16S rDNA-Bibliotheken durch das Prédfix D (=DNA) gekennzeichne. Die nachfolgende
Nummerierung des Klons gibt die Probenentnahme innerhdb der zetlichen Entwicklung und der
réaumlichen Zonierung wieder, aus dem die Umwdt-DNA des Klons extrahiert wurde (Tiefe in mm —
Inkubetionszeitpunkt in Stunden oder Tagen — Klonnummer).

Die Amplifikate (Sehe Kapitd 3.6.4 und 3.6.5), die zuvor mit QIAquicka - Saulen (Qiagen) geranigt
worden waren, wurden nach Herstellerangaben mit dem TOPO TA Cloning kit™ (Invitrogen) ligiert und
anschliel¥end in hochkompetente E. coli IM109 Zdlen (Invitrogen) transformiert. Der Ligationsansatz
wurde auf selektiven LB-Nahrmedien (40 ng Karamyain, 10 mg [wiv] X-Gd, 1 mM IPTG) ausplatiert,
und rekombinante Klone Uber das ,,Blau-Wel3-Vefaren“ sdektiert. Die efolgrech trandformierten
weil¥en Klone wurden fir zehn Minuten bel 100 °C lysert und 1 nh dieser Lésung in eine PCR mit
Vektor gpezifischen Primern (Tab. 2) eingesetzt. Die Amplifikation erfdgte in enem Thermocyder
(Primus 25; MWG) mit dem folgenden Temperaturprofil: Zwei Minuten initide Denaturierung bei 94 °C,
25 Zyklen besehend aus jewalls 45 Sekunden Denaurierung (94 °C) und eine Minute Primer-
Anlagerung (55 °C) swie zwea Minuten Extension (72 °C) und ener abschlief3enden Extendon von
sSeben Minuten bel 72 °C. Das erhdtene PCR-Produkt wurde mit QIAquicka - Saulen (Qiagen) nach
Hergdlerangaben gereinigt und ba 4 °C gdagert.

Tabelle 2: Vawendete Oligonukleotid-Primer zur Amplifikation von DNA-Fragmentenim V ektor pcR
2.1 TOPO®.

Primer Sequenz(5® 3) Referenz
T7H TAA TAC GACTCA CTA TAG GG [rnvitrogen
M13r CAG GAA ACA GCT ATGAC [nvitrogen

f: Vorwértsprimer, r: Rickwartsprimer
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3.6.9 Sequenzanalyse

Um T-RFs ener mdglichen phylogenetischen Gruppe zuordnen zu kénnen, wurde eine vergleichende
Saquenzandyse der klonierten Nukleinsduren (dete Kapitd 3.6.8) durchgefiihrt. Aul}erdem lésst diese
Andyse die phylogenetische Einordnung der Isolate (Sehe Kapitd 3.7) zu.

Der Resktionsansaiz bestand aus ca. 75 ng gereinigter amplifizierter Matrizen DNA, 0,1 M enes
geaigneten Sequenzieprimers (Tab. 1) und 3 pl BigDye Reection Mix (Applied Biosygems). Die
zyklische Sequenzierung efolgte in @nem Themocycler (Primus 25, MWG) mit folgendem
Temperaturprofil: Zwel Minuten initide Denaturierung bei 94 °C, 25 Zyklen bestehend aus jewells zehn
Sekunden Denaurierung (94 °C) und funf Sekunden Primer- Anlagerung (48 °C) sowie vier Minuten
Extenson (72 °C) und ener aboschlief¥enden Extensgon von seben Minuten bei 72 °C. Anschlielend
wurde das Resktionsgemisch Uber AutoSeg G50 (Amersham) gereinigt, im Vakuum getrocknet, in 2 pl
Formamid Loading Dye (Amersham) resuspendiert, drel Minuten bel 95 °C denauriert und auf enem
4,8 % PAGE-Plus Gd (nach Angaben des Herddlers Applied Biosysems) aufgetragen. Als Laufpuffer
wurde1l ~ TBE verwendet. Die dekirophoretische Sequenzandy<e erfolgte auf einem ABI Prism 377
DNA Sequenzierer (Applied Biosystems) im GeneScan Modus (3000 V, 40 W, 60 mA; Laufzat: 18
Stunden).

3.7 Isolierung von reprasentativen Bakterienst@dmmen aus den Bodenker nen

Fur die aerobe Isolation von représentativen Vertretern der bakteridlen Lebensgemeinschaft der
frihen und spéten Inkubationsphase wurden jewalls drel Bodenkerne fir ein bzw. 70 Tage inkubiert.
Von jedem Bodenkern wurde die obere, oxische Bodenschicht abgehoben und in 20 ml ¥ Ringerlésung
suspendiert. Von der Suspension wurde ene Verdinnungsreihe bis 10° in ¥ Ringerlésung mit jewells
enem Gesamtvolumen von 10 ml angdegt. Auf zwe Komplexmedien NA (Nutrient Agar = N&ragar)
(Difco  Laboratories, Detroit, Michigan, USA) und R2A (Difco), mit jewels zwe
Nahrmedienkonzentrationen (unverdinnt und 1:100), wurden jewells 100 m von dlen Stufen der
Vedinnungsreihe in dreé Replikaten augplatiert. Die unverdinnten Nahrmedien wurden nech
Hergtdlerangaben verwendet, wahrend bel den 1100 verdinnten Nahrmedien 15 g Agar-Agar (Difco)
hinzugeftigt wurden. Die Néhrmedien wurden mit Sdzsaure (2 M) auf eénen pH-Wert von 6,0 eingestdlt.
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Das Wachsum auf alen Néhrmedien wurde mit dem Koloniezéhlverfahren ein, zwei, drel, Seben,
zehn, 15, 18, 21, 26, 32, 69 und 115 Tage nach dem Ausplattieren dokumentiert. Dazu wurden die
Kolonien der verschiedenen Verdinnungssiufen ausgezdhlt und die kolonienbildenden Einheiten (CFU,
»oolony forming units’) bzw. Zelzahlen pro g Trockengewicht (TG) des Bodens mit folgender Formel
berechnet:

CFU _ c 10°

TG (V' B)
Wobe TG das Trockengewicht, CFU die koloniebildenden Einheiten, C die gezéhlten
Baktearienkolonien, a die Vedinnungsstufe, V das ausplattierte Suspensonsvolumen und B die
eingesetizte Bodenmenge war.

[5]

Fir einen ZdIzahlwert von einem Komplexmedium mit ener Medienkonzentration wurden die dre
Replikate jedes Bodenkerns gemittet. Diese Mittdwerte wurden mit den Mittdwerten der beiden
weiteren Bodenkerne gemittelt, So dass das Ergebnis eines Zdlzahlwertes aus neun Zahlungen bestand.

3.7.1 Lagerung von | solaten und rekombinanten Klonen

Fur eine dauerhafte Lagerung der Isolate und der rekombinanten Klone wurden Stammkulturen
angdegt. Es wurden in @nem 2 ml Resktionggefdd 800 mh einer frischen LB-Hussgmedium:
Ubernachtkultur (40 ng Kanamyain) bei Klonen bzw. das jeweilige, angewachsene Aliissigmedium des
|solates zu 800 mh Glycerinpuffer (56 % [viv] Glycerin; 100 mM MgSO,; 25 mM Tris-HCI, [pH 8,0])
gegeben, kurz geschiittet und in Hissgdickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgteba — 80 °C. Fir ein
erneutes Wachgum wurde mit einer Serilen Impfése @n Tell der gefrorenen Kultur abgenommen, und
auf ener LB-Kanamydn-Agarplaite vereinzdt.

Da ba den Isolaen nur wenige Stamkulturen wieder wachsen konnten, wurden zu dlen Isolaten
Schrégagarkulturen angdlegt. Hierzu wurde entweder das Nahrmedium NA (Difco) oder R2A (Difco),
je nachdem von welchem Medium das Isolat kultiviert worden war, in ener Konzentration von 1:100
verwendet. Diese wurden bei 4 °C gelagert und dle 2 Monate in frische Schrégagarkulturen Gberfiinrt.
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3.8 Bestimmung der absoluten Zdlzahl

Um die absoluten Zdlzahlen in den Bodenkernen, die fUr die Isolation von représentativen
Mikroorganismen verwendet wurden (sehe Kapitd 3.7), zu bestimmen, wurden mikroskopische
Za&ungen durchgefiihrt. Fir die Bestimmung der absoluten Zdlzahlen ein und 70 Tagen nach Hutung
der Bodenkerne wurden die Zdlen in der Bodenprobe nech ener Standardmethode von Pernthder et
al. (2001) mit 3 % Paraformaldehyd in PBS (130 mM NaCl, 10 mM Na:HPO4/ NaH2PO [pH 7,4])
fixiet. Die fixierten Zdlen wurden durch ene Vakuumfiltrationsanhet (Schleicher & Schudl, Dassd)
gdchmélig auf @nen 02 nm Filter (Nudepore® Polycarbonate; Whatman, Kent, England) verteilt.
Dieser Filter wurde mit jewells 5 ml ddH,O, 50 % Ethanol und 80 % Ethanol gereinigt und entwéassert.
Anschliel¥end wurde die genomische DNA der auf dem Hilter fixierten Zdlen mit 200 m DAP-Lésung
(48 ng 4 ,6-Diamidino-2-phenylindoldhydrochlorid [DAPI] [wiv]) gefarbt. Der getrockrete Filter
wurde auf enen Objektirager trandferiert, mit 20 nh Anti- Fading Agens (AFL, Citifluor, London) versetzt
und mit enem Deckglas bedeckt. Die Z&éhlungen wurden jewells von drel Proben von dra parddlen
Bodenkernen mittels Mikroskop (Leica DMR XE, Type TCS NT, Leca Microsysems AG,
Heidelberg) ba 850-facher Vergrof¥erung durchgefiihrt. Wéhrend des Mikroskopierens wurden die
DAPI-gefabten Zdlen unter ultraviolettem Licht zur Huoreszenz angeregt und gezéhit. Die Zéhlung
erfolgte in 20 Ragterfeldern pro Messung durch ein geragtertes Okular. Die Langen des Radters wurden
durch e@nen Langengandard (Wild, Heerburgg; Schweiz) bestimmt. Die dra Replikatizahlungen von
einem Bodenkern wurden gemittdt. Die angegebenen Zdlzahlen bezi ehen sch auf 1 g Trockengewicht
des inkubierten Bodenkernbodens.

3.9 Sequenzanalyse und phylogenetische Rekonstr uktion

Die 16S rDNA Sequenzen wurden ds Elektropherogramme in das Programnm Segman (DNASTAR,
Madison, USA) importiert. Mit Segman wurde die Quditét der Sequenzen Uberpriift, gegebenenfdls
V ektorsequenzabschnitte und Primersequenzen entfernt, Tell sequenzen zausammengesatzt und fehlerhafte
Bereiche editiart. Alle Sequenzen wurden auf chimére Strukturen mit dem Onlinetool ,, Chimera- Check®
(RDP 1I; http://rdp.cmemsu.edwhtml) Uberprift. Die 16S rRNA- und 16S rDNA-Klonsequenzen
wurden mit den ,, Accesson'*-Nummern von AJ617831 bis AJ617920 offentlich hinterlegt, wahrend die
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16S rDNA-Sequenzen der Isolae fir ene Vedffentlichung vorgesshen snd und zu dem
Verdffentlichungszaitpunkt ebenfdls 6ffentlich hinterlegt werden.

Die ehdtenen Sequenzen wurden fir ene eade phylogenetische Zuordnung mit Gffentlich
zuganglichen Sequenzen  (zB. NCBI [Nationa Center for Biotechnology Informetion]; URL:
http:/Avww.nchi.nim.nin.gov/BLAST) verglichen Die néchst verwandten Sequenzen wurden aus dem
Internet gespeichert und in eine eigene 16S rRNA-Datenbank nnerhalb des ARB Software Paketes
(Verson 2,5 b; erhdtlich unter URL: http:/Mww.arb-home.de Strunk et al. [1998]) inportiert. Fr die
phylogenetische Einordnung der Sequenzen und ihrer Verwatung wurde das ARB Software Paket mit
dem 16S rRNA-Datensatiz von Juni 2002 (Last update Juni 2002 mit 24000 Sequenzen; ebenfdls
erhdtlich unter URL.: http:/Aww.arb-home.de) verwendet. Importierte Sequenzen wurden mit dem Fast
Aligner (Verson 1.03) in ein ARB spezifisthes Alignment gebracht, d.h. homologe Nukleotide wurden
untereinander in Spdten angeordnet. Das Alignment wurde manudl Uberpriift und gegebenenfals
korrigiet. Die Sequenzen wurden unter ,,Maximum Pardmony” -Kriterien in @nen bestehenden
Uberdchtsbaum eingerechnet (Ludwig et al. 1998). Fir diese Integration wurden die algemeinen
Basenfrequenzfilter (gap 99 Bacteria may02) fir Bacteria vewenddt, die in der ARB-Software
enthdten snd. Der Konsenaudfilter i fir eine Gewichtung der unterschiedlichen 16S rRNA Bereiche
notwendig, S0 dass hochkonsarvierte Bereiche der 16S rRNA Abschnitte fur die Berechnung
beriickschtigt werden, wéhrend variable Bereiche ausgeschlossen werden. Die Berechnung von
Diganzmatrizen zwischen den Klonseguenzen bzw. den Sequenzen der isolierten Bakterien und
charakteriserten und kultivierten Bakterien efolgte innerhdb der ,Neighbor joining“ Funktion. Als
Korrekturfaktor wurde nach Felsengein (1981) en 50 %-Basenfrequengfilter mit den wichtigden
bakteridlen Gruppen des zu berechnenden Baums ergdlt und fir die phylogenetische Rekongtruktion
verwendet.

Um die phylogenetische Zuordnung in kleineren Ubersichtsbéumen dargtdlen zu kénnen, wurden
Dendrogramme mit ausgewahiten Sequenzen mit der Software Tree- Puzze (Verson 5.0; erhdtlich unter
URL: hitp:/mww.tree-puzzlede; Schmidt et al. [2002], Strimmer et al. [1996]) berechnet. Fur die
Berechnung wurde stets das Schoniger-von Haeder-Modd | von 1994 (Schoninger und von Haeder,
1994) mit ener phylogenetischen Aullengruppe der 16S rDNA-Seguenz von Aquifex pyrilus
verwendet. Tree-Puzze basat af enem Maximumlikdihood-Verfahren. Dabe werden zuerst die
optimden Maximumlikdihood-Werte von Spezies-Quartetten berechnet. Im folgenden ,,puzzling’-
Schritt werden enige tausend Dendrogramme rekonstruiert und die Ubereingtimmungen der jeweiligen
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Dendrogramme in @nem Konsensushaum zusammengefass. Alle phylogenetischen Baume wurden mit
mindestens 10000 ,, puzzling' - Schritten berechnet. Die Haufigkeit der Knotentibereinstimmungen wurde
in Tree Puzze- Unterstiitzungswerten angegeben, wahrend Werte unter 50 ds Mehrfachverzaweigung
dargesdlt wurden. Die Topologien diessr Baume wuden mit der Software FasDNA-ML
(http://bioweb.pasteur.fr/segand/interfaces’  fastdnaml.html; Olsen et al. [1994]) Uberprift. Die
endguitige grafische Darstellung und Formatierung der Dendrogramme wurde mit der Software Adobe
[lustrator (Verson 10; Adobe Sysems Direct Ltd., Edinburgh, UK) durchgeftinrt.

3.10 Statistische M ethoden

3.10.1 Statistische Auswertung der T-RFLP-Ergebnisse

Aus drel unabhdngigen Bodenkernen wurden zu df Inkubeationszeitpunkten in jewells vier rdumlichen
Zonen T-RFLP-Andysen durchgefiihrt, so dess mit 132 Profilen sowohl auf 16S rRNA und ds auch auf
16S rDNA-Ebene zwe Datensiize generiert wurden. Vor der gatistischen Auswertung wurden gering
abundante TFRFs (sog. Datenrauschen) mit der Forme [6] aus dem Gesamtprofil ausgeschlossen. Alle
T-RFs unter 1 % der vorlaufigen rdaive Abundanz wurden von den weiteren Andysen entfernt. Aus
den verbliebenen FRFs wurden erneut die rdaive Abundanzen {A) mit der Formd [6] eines jeden
individuellen T-RFs berechnet.

n .
rA=—-"100 6
. (6

Wobei rA die rdaive Abundanz, n; die T-RFPeskhthe des einzenen i-ten T-RFsund N die Summe
dler T-RF-Peakhohen war.

Zur datigischen Auswertung wurde das Programm SPSS (VersonlO) verwendet, und die
Ordinaion wurde mit dem Programm CANOCO (Verson 4; Microcomputer Power Inc., Ithaca, USA)
durchgefiihrt (Ter Brask und Smilauer, 1998). Die KA (Korrespondenzanayse) wurde benutzt, um die
Varianz des T-RFLP-Datensaizes auf die Streuung der jewelligen Proben oder T-RFsauf zwel Achsen
enes Ordinationssysemes zu reduzieeen. Je néher zwe Punkte in dem Korrespondenz
Ordinationsdiagramm zueinander angeordnet werden, desto dnlicher Snd die Fingerprintmuster in ihrer
T-RF-Zusammensetzung und ihrer rlaiven Abundanz.
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Um die Sgnifikenz der Effekte von den Faktoren Inkubationszeit und Tiefe und die Interaktion der
beiden Faktoren auf die T-RFLP-Struktur zu testen, wurde ein Monte-Carlo- Permutationstest mit 1500
Permutationen durchgefiihrt. Dabe wurden die Variablen ds erklarende Faktoren eingesetzt. Um die
Effekte der baiden Faktoren unabhéngig voneinander zu testen, wurde in der Analyse der jewells andere
Faktor ds Kovariable verwendet. Fir die Berechnung des Effektes von dem Faktor Inkubationszeit
wurde der Fektor Tiefe ds Kovariable verwendet, fir die Berechnung des Effektes von dem Faktor
Tiefe wurde der Faktor Inkubationszeit as Kovariable verwendet und fur den Effekt der Interaktion der
Faktoren Inkubationszeit und Tiefe wurden beide Faktoren ds Kovariablen verwendet (Ter Brask and
Smilaver, 1998). Nach dem gleichen Prinzip wurde der Effekt der Faktoren Zeit und Tiefe auf die
archaeden Gemeainschaft untersucht. Allerdings wurde ein zwei-faktoridles Desgn ohne Wiederholungen
verwendet. Deshab war der Test des Effektes der Interaktion beider Faktoren nicht moglich.

Um die Sgnifikanz der Effekte von den beiden Faktoren Inkubationszeit und Tiefe auf die T-RFLP-
Struktur zu testen, wurde ein Monte- Carlo-Permutationstest mit 9999 Permutationen durchgefiihrt. Die
Viaudiserung der Ergebnisse dar KA von der Bacteria-Lebensgemeinschaft und der Archaea
L ebensgemeinschaft wurde mit dem Programm (Verson 6.1; OriginLab Corp., Northampton, USA)
durchgefthrt.

Fur die zatliche Eintelung der T-RFs wurde eine KKA durchgeftinrt, be der die log trandformierte
Inkubetionszeit und die Tiefe ds erklarende metrische Variable eingesetzt wurden. Die Sgnifikanz der
Vaiaden wurde mit @nem Monte Carlo-Permutationstest mit 1500 Replikaten getetet. Danicht dle T-
RFs @ne unimodde Zusammenhang zwischen rdaiver Haufigket und der Inkubeationsdauer aufwiesen,
wurde en weiteres Auswvahlkriterium vewendet. Be diesem Auswahlkriterium wurden die rdaive
Abundanz der dre Replikate eines FTRFs gemittdt und in ihrer réumlichen Zone auf ene Zeitachse
aufgetragen. Im folgenden Text wurde diese Funktion ds rA-Vertelung bezechnet. Durch die rA-
Vertalung enzener T-RFs konnte Gberpriift werden zu welchen Inkubationszeitpunkten die htchgten
relaiven Abundanzwerte in der jewelligen réumlichen Zone erreicht wurden und in wie welt diese mit der
zatlichen Eintellung in der KKA Uberandimmiten.
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3.10.2 Diverdtat und Dominanzstruktur

Die Entwicklung der FRF-Anzehl (S) und der T-RFAdquitebilitst (E) der Fingerprintmuster wurde
Uber die Inkubationsdauer und die vier raumlichen Zonen verglichen. Die T-RFAnzahl gibt die
Gesamtanzahl von T-RFs pro Fingaprintmuger an, wawrend die T-RF-Aquitabilitd die
Dominanzstruktur der T-RFs anzeigt. Die T-RF-Aquitabilitéat wurde folgendermalien berechnet:

- rA InrA
e=2 ns :

[7]

Wobs r A die rdaive Abundanz des e@nzdneni-ten T-RFsund Sdie T-RF-Anzahl war.
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4. Ergebnisse

4.1 Sauer goffgradient

Das vertikae Sauergoffprofil wurde in Bodenkernen gemessen, die sechs Stunden bzw. 84 Tage in
enem gefluteten Zugtand inkubiert worden waren. Die Mikrosensormessungen nach ener Inkubation
von sowohl sechs Stunden d's auch 84 Tagen ergaben, dass die Sauerstoffkonzentration von 228,2 niv
an der Futwasser-BodenGrenzschicht bereits @ ener Tiefe von 2 mm bis auf nicht messbare
K onzertrationen abnahm (Abb. 3).
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Abbildung 3: Vertikae Sauerstoffprofile von Bodenkernen, die sechs Stunden (P>-) bzw. 84 Tage
(-<1) in einem gefluteten Zustand inkubiert wurden. Die Messungen wurden fir drei unabhéngige
Bodenkerne in drei Replikatmessungen und bel einem Bodenkern der 84 Tage-Inkubation in funf
Replikatmessungen durchgefiihrt. Die Datenpunkte geben die gemittelten Messwerte (n =9, sechs
Stunden; n=11, 84 Tage) wieder. Die roten Pfeile markieren die fir die molekularen Untersuchungen
ausgewahlten Schichten.

Anhand der Ergebnisse der Mikrosensormessungen konnten Sauerstoffzonen fir eine wetere
molekulare Untersuchung der Zusammensetzung der bakteridlen Lebensgemeinschatit definiert werden.
Diese Sauergoffzonen korrespondierten zu definierten Sauerdoffkonzentrationen und es wurden vier
Zonen untersucht: die oxische Zone [0,2 - 0,4 mm]; die obere Ubergangszone [1,4 - 1,6 mm]; die
untere Ubergangszone [2,8 - 3,0 mm] und die anoxische Zone [4,8— 5,0 mm] (Abb. 3).

Die Sauerstoffkonzentration der oxischen Zone und der oberen Ubergangszone unterschi ed sich

zwischen den beden Inkubaionszetpunkten dgnifikent (Abb. 4). Dagegen war die
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Saerdoffkonzentration der unteren  Ubergangszone und der  anoxischen Zone zu  beiden
Inkubationszaitpunkten gleich. Die bakteridle Lebensgemenschaft wies baserend auf den Ergebnissen
der TRFLP-Andyse zwischen der unteren Ubergangszone und der anoxischen Zone in der friihen
I nkubeationgphase deutliche Unterschiede in ihrer Zusammensetzung auf. In der friihen Inkubationsphase
wird die anoxische Zone von drikt anagroben Mikroorganismen dominiert (Sehe Kapitd 4.2.5),
wéhrend die untere Ubergangszone keine endeutige Charekteriserung der  physiologischen
Eigenschaften der detektierten Mikroorganiamen zulied Aus diessm Grund wurde angenommen, dass
die Sauergoffverfigbarket ein entscheidender Faktor fir die Entwicklung der bakteridlen Gemenschaft
war. Daher werden die Begriffe ,,raumliches Kompartiment* und ,, Sauerdoffzone® im folgenden as
Synornyme verwendet werden.

oxische Zone
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Abbildung 4: Boxdiagranme der Sauerdoffprofile der oxischen Zone und der oberen
Ubergangszone von Bodenkernen, die sechs Stunden bzw. 84 Tage in einem gefluteten Zustand
inkubiert worden waren. Die Boxen unfassen das obere und untere Quartil und schliefien den
Median (schwarze Linie) en. Die Linien vor und hinter der Box gddlen die Spannweite der
Messwertvertelung dar.

4.1.1 Respirationsrate

Der Sauergtoffgradient war Uber die Inkubationsdauer weitgehend stabil (Abb. 3). Allerdingswar be
der sechs gindigen Inkubdion eine déarkere vertikde Abnahme der Sauergstoffkonzentration zu
verzeichnen ds in der oxischen Zone und der oberen Ubergangszone der 84 Tage-Inkubation
(vergleiche Abb. 3 mit Abb. 4).

Die Grundage fir die Berechnung der Respirationgae pro Bodenschict war  ene
Sauerdoffkonzentration pro Zeit und ein kondanter Diffusonskoeffizient. Fir die Berechnung der
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Respirationsate  konnten  die  Sauerdoffprofile der  sechs  dindigen  Inkubationen  einem
Berechnungsmodd ! in dem Programm PROFIL angepasst werden, bel dem die Respirationgraten ds
kondant zu den Bodenschichten angenommen worden waren. Die Respiraiongrate betrug im Mittel
308,8+18,8nmol O, ¢ h' (n=9).

Die Sauerdoffprofilmessungen nach 84 Tage Inkubation waren im Verglech zu den Prafilen nach
sechs gindiger Inkubetion heterogener. Vier Sauerdoffprofile wurden mit enem tiefenabhéngigen
Moddl berechnet, wéhrend fir die anderen seben Sauerdoffprofile die Respirationsrate mit der oben
angegebenen Annahme berechnet werden konnte. Fir diese vier Profile wurden in der oberfléchennahen
Profilzone distinkt niedrigere Respir ationsraten (oxische Zone; 21,7420 nmol O,” cn? ™ h*) berechnet
ds in der tieferen Profilzone (obere Ubergangszone; 141,8+31,6 nmol O~ et~ HY). Die gemittelte
Respirationgrate der 84 Tage inkubierten Bodenkerne betrug fir dle ef Messungen in der oxische Zone
132,3+23,8 nmol O, * cnt®” h* und in der obere Ubergangszone 181,0+16,4 nmol O, ~ cn? ™ K™,

Der Sauerdtoffverbrauch des Reisfeddbodens wurde von den einzdnen Sauertoffprofilen fir beide
Inkubationszeitpunkte berechnet und betrug nach sechs stiindiger Inkubation 50,4+1,7 nmol O, ~ cn?”
it (n=9) und war nach 84 Tagen Inkubation mit 35,9421 nmol O, © cn?” h! (n=11) geringer. Dieses
Ergebnis zeigt an, dass die respiratorischen Prozesse Uiber die Inkubationsdauer abnahmen.

4.2 Sukzession der bakteriellen L ebensgemeinschaft

In diesam Tel wird die Entwicklung der bakteidlen Gemenschaft in den vorliegenden
Sauerdoffzonen dargestdlt. Aufgrund der sehr engen Korrdaion zwischen den T-RFLP Datensitzen
und den Daten des Kultivierungsansatzes wearden bereits in diesem Tell Ergebnisse aus der Kultivierung
vorverlegt und im Zusammenhang mit der T-RFLP-Analyse prasentiert. Die Uberschneidung der beiden
unebhdngigen Datensitze betrifft die phylogengtische Zuordnung der erhdtenen 16S rRNA-
Gensquenzen und der Sequenzen der Isolae Die Beziehung zwischen den Isolaen und den
Fingeprintmugtern wird in  den jeweligen Abbildungen in Form da rA-Vetdlung der
korrespondierenden T-RFs dargestdlt. Die Isolate sowie die unterschiedlichen Kultivierungsansiize
werden in Kapitd 4.3 ausfiihrlich beschrieben.



4. Ergebnisse 38

4.2.1 T-RFLP-Analyse der bakteriellen L ebensgemeinschaften

Fir die Untersuchung der bekteridlen Sukzesson wurden in vier Sauerdoffzonen zu df
Inkubationszaitpunkten Nukleinsduren aus 200 mm dicken Bodenkernschichten isoliert. Zu jedem
Zatpunkt und aus jeder Sauerdoffzone wurden aus drei unter den gleichen Bedingungen inkubierten
Bodenkernen jewels ein Nuklenstureextrakt gewonnen.

Die Andyse dar Zusammensetzung der bekteridlen Gemeanscheft in den e@nzdnen Extrakten wurde
mittds T-RFLP-Methode durchgefiihrt. Die FRFLP-Andyse kann durch PCR-abhéngige Artefakte,
die @nen Einflud auf die T-RF-Vetdlung und T-RFAbundanz nnerhab des Gesamtprofils haben,
verzerrt werden (Egert und Friedrich, 2003). Da diese Artefakte ein zyklenabhéngiges Phénomen der
PCR snd, kann der Effekt von solchen Artefakten durch enen Gradienten von unterschiedlich viden
Zyklen ba der PCR-Amplifiketion Uberprift werden. Es zeigte Sch be beiden untersuchten
| rkubationszeitpunkten auf 16S rDNA-Ebene, dass die Artefakte bei ener PCR mit 45 Zyklen enen
Effekt auf das Ergebnis der T-RALP-Andyse haite. Eine PCR mit 28 Zyklen fuhrte 21 gleichen F
RFLP-Ergebnissen wie ene PCR mit 24 Zyklen, so dass der Nachwels von Artefekten stark miniert
war. Um fir dle weteren Andysen augreichende PCR Produktmengen zu generieren, wurde in dlen
weiteren Versuchen eine PCR mit 28 Zyklen durchgefiihrt. Analog wurden mogliche Artefakthildungen
fur die 16S rRNA-Andyse Uberprift, wobe ba ener RT-PCR mit 18 Zyklen keine Artefekte
nachzuweisen waren und ausreichende PCR-Produktmengen generiert wurden. Nach diesen Tedts
wurden fur die T-RALP-Andysedie optimierten PCR- bzw. RT-PCR-Protokolle verwendet.

Um den Einfluss der Inkubationszeit sowie der Sauerdoffkonzentration auf die Zusammensstzung der
bekteridlen Gemenschaft zu besimmen, die Sch in den Fingerprintmustern widerspieget, wurden zwe
Vefaren angewendet. Zum einen wurden Ordinationgtechniken und zum anderen die Analyse der
relaiven Abundanzen der eénzdnen T-RFs nach ihrer zatlichen Entwicklung (r A-Verteilung) verwendet.
Als Ordinationstechnik wurde die KA (Korrespondenzandyse) genutzt, da e eine Auswvertung und
Viaudigerung von mehrdimensonden Kontingenztabelen erméglicht und geringe Anforderungen an die
Ausgangdaten gdlt. Mit der KA konnten die Unterschiede zwischen den einzelnen Profilen der F
RALP-Andyse aufgedeckt und interpretiert werden. Als weltere Ordinationgtechnik wurde die
karonische Korrespondenzandyse (KKA) engesatzt, die zuséizlich zu den Eigenschaften der KA die T-
RFLP-Daensiize durch multiple Regresson entlang definierter Umwetgradienten anordnet. Diese
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Funktion wurde fUr die Zuordnung der T-RFs zu definierten Phasen der bakteridlen Sukzesson
verwendet.

Der Antel in der Varianz des T-RFLP-Datensatzes, der durch die Ordinationsachsen erklart werden
kann, wird in den Eigenwerten angegeben. Die Sgnifikarz der Faktoren wurde mit Monte-Carlo-
Permutationgtests getestet. Dabel wurden die Faktoren Inkubationszeit und Sauerdoffzone ds
erklérende Faktoren (,explanatory factors') verwendet. Die Fingerprintmuster auf 16S rRNA- und 16S
rDNA-Ebene wurden dgnifikent durch Inkubationszeit (16S rRNA: trace = 0,85; p < 0,001; 16S
rDNA: trace = 0,65; p < 0,001) und Sauerstoffzone (16S rRNA: trace = 0,06; p < 0,001; 16SrDNA:
trace = 0,07; p < 0,001) beanflusst und zZwischen den Faktoren Inkubationszeit und Sauerdtoffzone
bestand eine sgnifikante Interaktion (16S rRNA: trace = 0,22; p < 0,001; 16SrDNA: trace=0,19; p <
0,001). Die trace-Werte deuten darauf, dass der Effekt der Inkubationsdauer auf die Fingerprintmuster
der 16S rRNA-Ebene einen grol¥eren Einfluss hatten as auf die Fingerprintmuster der 16S rDNA-
Ebene, wéhrend der Effekt der Sauerdoffzone sch nicht zwischen der rRNA- und der rDNA-Ebene
unterschied.

Um die Reproduzierbarkeit der FRFLP-Andysen zu tesen, wurde die Vaiation der Eigenwerte
zwischen KKA und KA verglichen. Die Eigenwerte der ersen beiden Achsen der KKA waren kaum
geainger ds die der KA. (16S rDNA-Ebene, erste Achse 0,32 vs. 0,35, zweite Achse 0,11 vs. 0,14;
16S rRNA-Ebene, erste Achse 0,33 vs. 0,38, zweite Achse 0,21 vs. 0,23). Die geringe Reduktion der
Eoenwerte der KKA im Vergleich zu den Werten der KA deutet auf eine geringe Variation zwischen
den Extrakten der drel individudlen Bodenkernen hin.

Be der KA werden die einzelnen Fingerprintmuster ds farbige Symbole in einem zwe-dmensonden
Ordinationsdiagramm anhand ihrer Ahnlichkeiten angeordnet (Abb. 5). Je kiirzer die Distanz zwischen
zwel farbigen Symbolen im zwei-dimengonden Ordinationsdiagramm igt, um so &hnlicher Snd die beiden
2u vergleichenden bakteridlen Lebensgemeinschaften in ihrer T-RFVertellung und T-RFAbundanz. Die
zatliche Entwicklung der bakteridlen Gemeinschait wurde, wie unten beschrieben, in vier Phasen
gegliedert, um die bakteridle Sukzesson und deren Zuordnung zu charakterigtischen bakteridlen Taxa
gezidt ansprechen zu kdnnen.
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Abbildung 5: Korrespondenzanadyse (KA) der bakteriellen Fingerprintmuster auf 16S rDNA - (A) und
16S rRNA-Ebene (B). Die Ordinationsdiagramme kesieren auf der ersten und zweiten Achse der KA
mit den Eigenwerten | ; = 0.35, | ; = 0.14 auf 16S rDNA-Ebeneund | ; =0.38, | , = 0.23 auf 16S
rRNA-Ebene. Die Sauerstoffzonierung wird durch (y) flr die oxische Zone, (*) fir die obere
Ubergangszone, (+) fir die untere Ubergangszone und () fur die anoxische Zone kodiert. Der
Farbkode gibt die Inkubationszeitpunkte wieder. Datenpunkte der Phase 0 sind durch einen grinen und
Datenpunkte der Phase 11l durch einen roten Kreis umschlossen. A-B;: Der Verlauf zeigt in der
jeweligen Sauerdoffzone die Sukzesson auf 16S rRNA-Gen- (A) und 16S rRNA-Ebene (B). Die

Eckpunkte (*) des Verlaufs sind die Mittelpunkte der Phasen | und 11 in dem Ordinationsdiagramm.
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Die Fingearprintmugter, die direkt nach dem Huten (Phase 0) aufgenommen worden waren,
gruppierten in der KA eng baenander, was auf e@ne dnliche Zusammensstzung der bakteriellen
Gemeinchaft in dlen Sauerdoffzonen hindeutet (Abb. 5). Nach da Phase 0 wiesen die
Fingerprintmuster sowohl auf 16S rRNA- as auch auf 16S rDNA-Ebene eine hohe Gesamtvarianz auf,
die mit der Inkubationsdeuer getig donahm. Die Gesamtvarianz besert auf der Dynamik der
Zusammensgizung der bekteridlen Lebensgemeinschaft. Diese Dynamik war auf 16S rRNA-Ebene
deutlicher ausgepragt ds auf 16S rDNA-Ebene (vergleiche Abb. 5A; mit Abb. 5B;). Aus diesem Grund
wurde die zetliche Eintellung der drel Phasen anhand der 16S rRNA-Ebene definiert. So wurde Phase |
in einem Inkubationszeitspanne von einer Stunde bis 2 Tage nach Huten definiert, gefolgt von Phase 11
mit zwel bis 21 Tage und Phase |11 ab @nem Inkubationszaitspanne von 21 Tagen. Die Fingerprintmuster
von 21 bis 168 Tagen gruppierten im Ordinationsdiagramm eng beie@nander, so dass weder eine
réumliche Zonierung noch ene zetliche Entwicklung der bekteridlen Gemeinschaft differenziert werden
konnte. Diese enge Gruppierung der Fingerprintmugter in Phase 11l und die differenziertere Aufibsung
der zatlichen und r&umlichen Entwicklung der bekteridlen Sukzesson war auf 16S rRNA-Ebene
deutlicher dsauf 16S rDNA-Ebene (vergleche Abb. 5A mit Abb. 5B).

4.2.2 Zetliche und raumliche Entwicklung einzelner bakteridler Gruppen

In Kapitd 4.2.1 wurde die Entwicklung der gesamten bakteridlen Lebensgemenschaft Gber die
Inkubationsdauer und in definierten Sauerdtoffzonen mittels Satistischer Verfahren beschrieben. Die
fdgenden Andysen extrahieren aus den Fingerprintmugtern jene T-RFs heraus, die charakteristisch fir
ene zeatliche Phase und fir ene Sauerdoffzone waren. Aufgrund ihrer Bedeutung fir den
Sukzessonsverlauf werden diese im folgenden Text ds SgT-RF (Sgnatur-T-RFs) bezeichnet. Diese
sgT-RFs wurden anhand folgender Kriterien definiert: (i) die gemittdte rdaive Abundanz zu den df
Inkubationszeitpurkten war groer ds 4,5 %, (i) im zetlichen Velauf efdgte eine Anderung um
mindestens 3 Prozentpunkte, und (iii) FRFs wurden ausgeschlossen, deren mittlere relative Abundanz
enen Standardfehler grofi3er ds 2 Prozentpunkten aufwies. Diese Kriterien wurden gewahlt, um den
Antdl nicht-dominanter T-RFs (sogenamtes ,, Datenrauschen) zu reduzieren. Insgesamt wurden 59 T-
RFs sowohl auf rRNA- ds auch auf rDNA-Ebene fir ene datigische Auswertung der
Fingerprintmugter ausgewahit (sehe Kapitd 3.10.1), von denen inggesamt 27 die Kriterien eines SgT-
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RFs efllten (Tab. 3). Davon wurden 22 SgT-RFs auf beiden Ebenen und 3 bzw. 2 assschlieldich auf
16SrRNA- bzw. 16S rDNA-Ebene detektiert (Abb. 6).

Tabedle 3. Zuordnung der Signatur T-RFs (SgT-RFs) zu taxonomischen Gruppen und Zetphasen

T-RF'  Taxonomische Zuordnung? Phase® T-RF' Taxonomische Zuordnung®  Phase®
66  Syntrophobacter I 439  Mesorhizobium/ I
76  Methylocaldum/ Polyangium  1lI Hyphomicrobium
120 Chloroflexi ()] 445  Methylobacter (1)
128 Bacillus/ Geobacter () 451 Comamonadaceae am
141 Nocardiodes/ Rubrivivax I (O) 454  Aquabacterium I
145 Badillus I 469 Actinobacteria (O, 111)
148 Sohingomonas I (I) 484 Comamonadaceae I (IT)
160 Cystobacter (Myxococcales) I 489 Tdluria/ Herbaspirillum/ @)
162 Mycobacteriaceae I Janthinobacterium
166 Bacillus/ Clostridium 0 502  Polyangium (Myxococcales) 111
170 Verrucomicrobia " 510 Clostridium (clugter I) I
270 Clostridium (Cluster I, 111 und I 515 Clodtridiaceae I

IV snsuCollinset al., 1994) 519  Clostridium (duster 1) |
290 Acidobacteria "l 527  Dehalococcoides o
430 Dechloromonas I (1) 600 Nitrospira "

1: T-RFLéange in Basenpaaren
2 : Zuordnung der SgT-RFs zu definierten Taxa erfolgte nach der Nomenklatur der zweiten Edition von
.Bergey’'s Manud of Deeminative Microbiology” (Garrity et al., 2001). Die phylogenetische
Zuordnung basierte auf Klonsequenzen beider Nukleinsduregbenen, die aus den Sauerstoffzonen und
Zeitphasen erhdten worden waren, fir die das jewellige SgT-RF charakteristisch war. Bel einer
prozentuden Ahnlichkeit 3 95 % zu taxonomisch beschriebenen Mitgliedern wurde das Gattungsniveau
angegeben und £ 95 % wurde hoheren taxonmischen Einheiten zugeordnet.
3 : Zuordnung der SgT-RFs zu ener der vier Phasen (O, I, 11 und I11) der bakteridlen Sukzesson. SigT -
RFs wurden in eine Phase eingeteilt, wenn die Zuordnung dieser SgT-RFs sowohl bel der KKA ds
auch bel der rA-Vertellung Uber die Inkubationszeit eindeutig war. Zuordnungen von SigT-RFs, die auf
der rA-Verteilung aber nicht auf der KKA beruhen, werden in Klammern angegeben.
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Abbildung 6: Vertelung der gemittelten relativen Abundanz von sSgT-RFsin der oxischen Zone (A,
E), der oberen Ubergangszone (B, F), der unteren Ubergangszone (C, G) und der anoxischen Zone (D,
H) auf 16S rDNA- (A, B, C, D) und 16S rRNA-Ebene (E, F, G, H). Die jeweligen SgT-RFssind in
dem Farbekode dargestdlt, wérend die anderen T-RFs in grau gezeigt werden. Fragmentldnge der
SgT-RFsist in Basenpaaren angegeben.
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4.2.3 Phylogenetische | dentifikation einzelner bakterieller Gruppen

Um sgT-RFs phylogenetische Informationen zuordnen zu kénnen, wurden 16S rRNA- und 16S
rDNA-Klonbibliotheken aus den Extrekten der T-RFLP-Andyse eddlt. Mit den erhdtenen
Klonsequenzen und ihrer abgdeiteten T-RFLange konnte durch die vergleichende Sequenzandyse die
Diverstét der den SgT-RF zugrunde liegenden Organismen abgeschéizt werden. Fir eine zeitliche und
raumliche Differenzierung der Klonsegquenzen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten aus den jewelligen
Sauerdoffzonen 17 Klonbibliotheken egdlt, neun 16S rRNA- und acht 16S rDNA-Bibliotheken.
Mindestens zehn zuféllig ausgewéahlte Klone jeder Bibliothek wurden sequenziert. Die Seguenzen
wurden einem ,,Chimera Check® (dehe Kapitd 3.9) unterzogen, um Sequenzartefakte ausschlielen zu
konnen. Von den 190 andyseten Klonsequenzen wurden funf aus den weteren Andysen
auggeschlossen. Die anderen Klonsegquenzen wurden mit Sequenzen ener dffentlich zugdnglichen
Daenbank in dem Programmpeket ARB unter ,,Maximum Paramony* -Kriterien verrechnet (Sehe
Kapitd 3.9) und phylogenetischen Gruppen zugeordnet (Tab. 3).

4.24 Eintelung der Signatur -T-RFsin Phasen

Fir die Eintellung der 9gT-RFs zu ener spezifischen Phase wurde auf rRNA- und rDNA-Ebene eine
KKA mit den Faktoren Inkubationszeit ([in logarithmischer Trandformation] 16SrDNA: trace = 0.25, p
< 0,001; 16S rRNA: trace = 0.24, p < 0,001) und Sauergtoffzone (16S rDNA: trace = 0.07, p <
0,001; 16S rRNA: trace = 0.06, p < 0,001) ds erklarende Variablen durchgefiihrt. Bel dieser KKA
wurden dle T-RFs entlang des zatlichen Gradientens plaziet und nech ihrer Anordnung im
Ordinationsdiagranm der jewelligen Phase zugeordnet. Bel der Zuordnung der SgT-RFs zu den
jewelligen Phasen konnten dlerdings @nige 9gT-RFs aufgrund ihrer multimodden rA-Vertellung nicht
eindeutig zugeordnet werden. Diese 9gT-RFs wurden auschliefdich anhand ihrer rA-Vertelung in die
Phasen eingetallt. Ein Beispie war das 469-bp sgT-RF, das auf der Grundlage der KKA in Phase |1
eingetalt wurde dlerdings die htchge relaive Abundanz in den Phasen O und |1 hette. Aus diesem
Grund wurde das 469-bp SgT-RF ausschliefdich den Phasen O und 11l zugeordnet (Tab. 3). Die
unterschiedlichen Modditéten der Zuordnung der einzdnen SgT-RFs sind in Tabele 3 angegeben.
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4.2.5 Phylogenetische Gruppen der frihen Inkubationsphase (Phasel)

In der Entwicklung von Phase O zur Phese | konnte zusiizlich zur zetlichen Entwicklung eine
raumliche Zonierung der bakteridlen Gemeinschaft unterschieden werden. Dabel zeigte Sch, dassSchin
der oxischen Zone eine andere bakteridle Gemenschaft entwickdt hatte asin der anoxischen Zone,

Oxische Zone Die Fingerprintmusgter in der oxischen Zone wurde durch die 454-bp, 484-bp und 489
bp sgT-RFs dominiert, die sechs Stunden nach dem Huten eine gamansame relaive Abundanz von 69
% auf 16S rRNA-Ebene arachten. Diee drel 9gT-RFs korrespondierten ale zu Ropulationen des
Phylums Betapr oteobacteria (Abb. 7).
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Abbildung 7: Phylogenetisches Dendrogramm zur Charakterisierung der frithen Inkubatio nsphase
(Phase 1) in der oxischen Zone. Die Klonsequenzen mit den abgeleiteten Schnittstellen 454-bp, 484-bp
und 48%-bp bzw. die Isolate der ein Tag- (blau) und 70 Tage-Inokula (ot) wurden verwandten
Bakterien innerhab der Betaproteobacteria zugeordnet. Die Korrespondenz zu den SgT-RFsigt in
vertikaen Klammern angegeben. Die Informationen der Klonsequenzen wurden folgendermalen
zusammengefasst: Préfix D (= DNA = Sequenz basiert auf rDNA-Ebene bzw. Préfix cD (= copy
DNA = Sequenz basert auf rRNA-Ebene); raumliche Zonierung in mm — Inkubationszeitpunkt in h
(Stunden) oder d (Tagen) — Klonnummer. Die Nummern an den Verzweigungen geben die Tree
Puzzle-Unterstiitzungswerte an, die > 60 angeben werden Die Topologie des Dendrogrammes ist mit
FastDNA-ML vdidiert worden und Ubereinstimmende Verzwegungen mit % markiert. Der Mal3stab
gibt 10 % Sequenzunterschied an. A;-As: Die rA-Vertellung der SgT-RFs mittels 16S rRNA baserter
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T-RFLP-Andyse in der jeweligen Sauerstoffzone. Fir jeden reativen Abundanzwert wird die
Standardabweichung der drel  Replikaten durch enen vertikden Baken angegeben. Die
Sauerstoffzonierung ist durch (O) fur die oxische Zone, () fir die obere Ubergangszone, (+) fir die
untere Ubergangszone und (-) fir die anoxische Zone gekemrzeichnet. Die Isolate sowie die

unterschiedlichen Kultivierungsansétze werden in Kapitel 4.3 ausfuihrlich beschrieben.
Anoxische Zone Die Fingerprintmuster in der anoxischen Zone wurde durch die 270-bp, 510-bp und
519-bp SgT-RFs dominiert, die zwe Tage nach Huten @ne gemensame reaive Abundanz von 54 %
auf 16S rRNA-Ebene erechten. Diese 9gT-RFs korrespondierten dle mit Mitgliedern der Gettung
Clostridium, in dem Clugter |. Das 270-bp SgT-RF wurde zusézlich in Clustern 111 und 1V der sdben
Gattung detektiert (Abb. 8). Die Eintellung in die jewelligen Cluster erfolgte nach Callinset al. (1994).

_v* Clostridivm methyipentosum [Y18181] ﬂ
cD4.9-7d-19 270
cDd.9-2d-9 —Jm
Clostridium hungated [AFO20429)
Cilostridiurm cellobioparum [X7T1856)
Cilostridivm papyrosolvens [X71852] —_—

o grice Tiekd soil clone SCC-27 [AJ38TREZ) !

'\ae.i £ cD4.9-2d-13 270
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i JFL cD4.9-7d-29
- Clostridium acetobiufydicum [XTR0T3]

A

104

219

A, 270-bp sigT-RF | ;| A, 510-bp sigT-RF A, 519-bp sigT-RF
]

154 [ ]

104

A

F ;: - -_J:,:K* ;

JEE TN
1 10 100 1000 i 10 100 1000 1 10 100 1000
Zeit (Stunden) Zeit (Stunden) Feit (Stunden)
0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 1 100
Zeit (Tags) Zeit (Tage) Zeit (Tage)

Abbildung 8. Phylogenetisches Dendrogramm zur Charakterisierung der frithen Inkubationsphase
(Phase 1) in der anoxischen Zone. Die 270-bp, 510-bp und 519-bp sgT-RFs wurden zu verwandten
Bakterien und Klonsequenzen anderer Studien innerhab der Gattung Clostridiumin den Clustern |, 111
und 1V sensu Cdllins et al. (1994) zugeordnet. A;-Agz: Die rA-Vertelung der SgT-RFs mittels 16S
rRNA baserter T-RFLP-Andyse in der jeweligen Sauerstoffzone. Weltere Details kdnnen der
Legende der Abb. 7 entnommen werden.
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4.2.6 Phylogenetische Gruppen der spaten Inkubationsphase (Phasel111)

Die Fingerprintmuster in der spéten Inkubationsphase (Phase 111) waren sch sghr dmlich, so dass
davon auszugehen i, dass die Zusammensstizung der bekteridlen Lebensgemenschaft nach einer
Inkubationsdauer von 21 Tagen in dlen Sauergoffzonen dhnlich war. Jedoch zeigten einige SgT-RFsIn
dieser Phase 111 eine deutliche Préferenz fiir eine goezifisthe Sauerstoffzone,

Die 170-bp und 600-bp sgT-RFs wurden auschliefdich in der oxischen Zone und der oberen
Ubergangszone detektiert. Durch die vergleichende Sequenzandyse wurde des 170-bp sSgT-RF
Vertretern des Phylums Verrucomicrobia zugeordnet, wahrend das 600-bp SgT-RF mit Sequenzen aus
dem Phylum Nitrospira korrespondierte (Abb. 9).

In der unteren Ubergangszone und der anoxischen Zone konnte im zeitlichen Verlauf der Phase I
en Angieg des 502-bp dgT-RFs festgestdlt werden, dass dledings zusitzich in schwécherer
Auspragung in der oxischen Zone und in der oberen Ubergangszone nachgewiesen wurde. Dieses SigT-
RF konnte durch die vergleichende Sequenzandyse mit Vertretern der Myxococcales zugeordnet
werden (Abb. 9). Ein weiteres sigT-RF, das bevorzugt in der unteren Ubergangszone wéhrend Prese 1
und Il detektiert wurde, war das 445-bp SgT-RF. Dieses SgT-RF konnte durch die vergleichende
Squenzandyse Mitgliedern der Gettung Methylobacter zugeordnet werden.

Ein charakteristisches SgT-RF fir die unabhdngige Verteilung innerhab des Sauerdtoffgradiertensin
der Phase Il war das 489-bp SgT-RF. Die rdaive Abundanz dieses SgT-RFs berug in alen
Sauergoffzonen ca 20 % (Abb. 7).
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Abbildung 9: Phylogenetisches Dendrogramm zur Charakteriserung der spédten Inkubationsphase
(Phase I11). Die 170-bp, 600-bp und 502-bp SgT-RFs und das 496-bp T-RF bzw. die Isolate der 70
Tag-nokula (rof) wurden verwandten Bakterien und Klonsequenzen anderer Studien innerhdb der
Verrucomicrobia sensu Hugenholtz et al., 1998 (A); der Nitrospira sensu Damset al., 2001 (B) und
der Myxococcales (C) zugeordnet. A;-Cy: DierA-Verteilung der T-RFs mittels 16S rRNA basierter T-
RFLP-Analyse in der jeweiligen Sauerstoffzone. Die Details fur die phylogenetische Rekonstruktion,
der Beziehung zwischen sigT-RFs und Phylogenie und der rA-Verteilung kdnnen der Legende der Abb.
7 und die Details der 1solate und der Kultivierungsansétze dem Kapitel 4.3 entnommen werden.
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4.2.7 Diversitat und Ahnlichkeit der bakteriellen L ebensgemeinschaft

In der KA wurden fir die T-RFLP-Datensitze sowohl auf rRNA- as auch auf rDNA-Ebene eine
bekteridle Sukzesson in den jeweligen Sauerdoffzonen aufgedeckt (Abb. 5). Um die
Vertalungssruktur innerhab der gesamten Fingerprintmuster in ihrer T-RF-Diverstét und ihrer rdativen
Abundanz- Struktur auflésen zu kénnen, wurden die T-RF-Anzahl (S) und die T-RFAqitabilitzt (E) fiir
beide Nukleinsureniveaus berechnet (Abb. 10).

3{S  Phasel | Phasell | Phaselll Phasell : Phaselll
:ﬁ-gé .
4ig o
— 32'53'-._ o H ifli
H 218 S ol
T 2n 3
w264 =
o 24 é‘:r
] :
20 1i Ky 5
18 0.704 | N/ i
16- ] : E-_-
T S N — 0,65 I R B
1 10 100 1000 1 10 100 1000
Zeit {Stunden) Zeit (Stunden)
0.1 ] 10 100 0.1 1 10 100
Zeit (Tage) Zeit (Tage)

Abbildung 10: Entwicklung der T-RFAnzahl (A) und T-RF-Aquitabilitét (B) Uber die Inkubationszeit.
Die rDNA-Ebene ist mit @) fiur die oxische und mit ¢ ) fUr die anoxische Zone gekennzeichnet,

wéhrend die rRNA-Ebene mit (O) fur die oxische und mit (O) fr die anoxische Zone dargestellt wird.

Wahrend die Inkubationszeit einen hohen Effekt auf die T-RFAnzehl und T-RF-Adquitabilitét hatte
(ANOVA: Fogr [§ = 8,7, p < 0,001; Fgr [E] = 21,1, p < 0,001) hatte die Sauerdoffzone keinen
Effekt (ANOVA: Rg; [§ = 2,0, p < 0,12; Fsg7 [E] = 1,3, p < 0,39). Ferner war der Effekt der
Interaktion zwischen den Faktoren Inkubationszeit und Sauerstoffzone (ANOVA: Fxgr [§ = 1,6, p <
0,05; Fog; [E] = 3,3, p < 0,05) sgnifikant, was auf eine uterschiedliche Dynamik der bakteridlen
Gemeinschaft in den einzdnen Sauerstoffzonen hindettet.

Anderungen innerhalb der T-RF-Anzahl und T-RF-Aquitabilitét traten vor alemin Phase | auf (Abb.
10). Die TRF-Anzahl nahm eine Stunde nach Inkubation auf beiden Nukleinsiuregbenen ab, waobe
diese besonders auf 16S rDNA-Ebene abnahm (Abb. 10A). Die T-RF-Aquitabilitat nehm in Phase |
auf beiden Nuklenséurenivesus sowohl in der oxischen Zone as auch in der anoxischen Zone ab (Abb.
10B). Die Phasen 11 und 111 waren, mit zwe Ausnahmen (Sehe Abb. 10B), durch enen Andieg der T-
RF-Aquitabilitat auf beiden Nukleinsiureniveaus gkennzeichnet. Dieser Andieg der Gleichvertailung
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geht im Einklang mit den Ergebnissen der KA, die in den Phasen |1 und 111 eine zeitliche und réumliche
Sabiliserung der Aussammensatzung der bakteridlen Lebensgemeinschaft wiedergeben hatte. Die T-RF
Anzahl in Phase Il und 111 nehm im Verglech zu der T-RF-Anzahl der Phase | zuerst zu und fluktuierte
auf beiden NukleinsBuregbenen im welteren Sukzessorsverlauf (Abb. 10A). Diese Huktuation wurden
durch TRFs verursacht, die durch ihre geringe Abundanz nahe an der Nachweisgrenze (Sehe Kapitel

3.10.1) lagen.

4.3 |solation und I dentifikation von numerisch bedeutender Bakterien

Um die bakteridle Sukzesson zu charakteristischen Inkubationszeitpunkten zu untersuchen, wurden
fir den Kultivierungsansatz die Ergebnisse der FRFLP-Anayse berlickschtigt. Baserend auf diesen
Ergebnissen wurden fir ene aerobe kultivierungsabhéngige Analyse jewels ein Inkubationszeitpunkt aus
der Phase | und aus der Phase I11 ausgewahit, da zu diesen Zetpunkten zum enen hoch varidble (Phase
) und zum anderen rdativ abile Fingerprintmuster (Phase 1) Uber Zeit und Sauerstoffzone detektiert
worden waren (Sehe Kapitd 4.2.1). Bal dem Kultivierungsansaiz wurde die Phase | durch enen Teg
lang inkubierte und die Phase 111 durch 70 Tage lang inkubierte Bodenkerne représentiert. Es wurde
jewells ein Inokulum von enem der drel unabhdngigen Bodenkernen zu beiden |nkubeationszeitpunkten
angefertigt, so dass en Inkubationszeitpunkt sich aus de Inokula zusammensetzt. Die Inokula werden
dsen Tag- Inokulabzw. 70 Tage-Inokulaim folgenden Text abgekirzt.

Als Medien wurden die Komplexmedien R2A und NA in jewals zwe Konzentrationen verwendet,
da se en bretes Spektrum an Substraten bieten und aus diessm Grund ds Universamedium in der
Praxis fir die Kultivierung von Bodenbakterien engesetzt werden. Die Konzentration der beiden
Medien wurde in zwe Variaionen (unverdiinnt / 1:100) angesatzt, um den Mikroorganismen wohl
digo- dsauch copiotrophe Substratbedingungen anzubieten. Dadurch sollte gewéhrleistet werden, dass
ein umfangreiches Soekirum physologisch unterschiedlicher aerober Bakterien isoliert werden kann. Als
copiotrophe Substratquelle wurden unverdiinnte Medien verwendet, wahrend oligotrophe Bedingungen
durch ene 1:100 verdiinnte Nahrmedienkonzentration erzidt wurden. Der pHWert der Medien wurde
auf 6,0 eingestdlt, entsprechend dem pH-Wert des Bodens.

Auggehend von den ausplatierten Verdinnungsreihen wurden Isolate aus  endpodtiven
Vedinnungsstufen  (10° — 107) ausgewshit und Uber mindestens drei aufeinender folgende
Verdinnungsaussriche veraeinzdt. Die Reinhet der Bakterienkulturen wurde anhand der Einheitlichket
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der Koloniemorphologie und anhand der Zdlmorphologie Uberprift. Bel reinen |solaten wurde die 16S
rDNA amplifiziet und anschlilend sequenziert. Die ehdtenen Klonsequenzen wurden einem
»Chimera-Check” (gehe Kapitd 3.9) unterzogen, um evtl. Fehler be der Extraktion, PCR und
Saquenzierung bzw. bel der Reinheit der 1solate auszuschliel3en. Es wurden von 63 Sequenzen vier mit
Sequenzartefakten emittdt. Die |solate diesr vier Sequenzen wurden von den weiteren Andysen
augeschlossen. Die anderen 16S rRNA-Gensequenzen der Isolatie wurden fir eine vergleichende
Sequenzanayse verwendet.

Auf Bass der Seguenzéhnlichket wurden, die Isolae taxonomisch beschriebenen Spezies
zugeordnet. Die Sequenzéhnlichket zu den néchgten Verwandten variierte zwischen 85,6 % (R61 —
Acidobacterium capsulatum) und 99,9 % (z. B. RI7 - Hyphomicrobium facile). Es wurden keine
Sequenzéhnlichkeiten Uber 97 % zwischen den Isolaten der en TagInokula und den Isolaten der 70
Tage-Inokula fesdgesdlt. Die phylogendische Zusammensatizung unterschied gch auf  hoherem
taxonomischem Niveau ebenfals zwischen den Isolaten der en Tag: und der 70 Tage-1nokula (Abb. 11,
Tab. 4).

Be faprotecbactana

Alphaprotecbaclteria

Aclirfomycelales

Isoclate der ein Tag-Inokula Isolate der 70 Tage-Inokula

Abbildung 11: Vergleich zwischen der phylogenetischen Zusammensetzung der Isolate der ein Tag
bzw. der 70 Tage-Inokula. Die Einteilung erfolgte unabhangig von den jeneiligen Medien und deren
Konzentrationen und fasst die Isolae oberhdb von 97 % Sequenzéhnlichkeit in enen
Diagrammabschnitt zusammen. Einzelheiten zu den Isolaten kdnnen der Tabdle 4 entnommen werden.

Die Sequenzéhnlichket eniger Bakterien in den beiden Medienkonzentrationen war zu beiden
Kultivieungszeitpunkten Uber 97 %. Be den Idlaen de en Taglnokula wurden mit
Janthinobacterium agaricidamnosum vewandte Bakterien in beiden Medienkonzentrationen
kultiviert, wahrend bel den Isolaten der 70 Tage-Inokula mit Optitus terrae und Hyphomicrobium
facilis verwandte Bekterien in beiden Medienkonzentrationen kultiviet worden waren. Diese |solate
komten unabhéngig von der Medienkonzentration wachsen, wahrend die anderen | solate ausschlieflich

in e@ner Medienkonzentration ioliert worden waren.
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Tabelle 4: Taxonomische Zuordnung der 16S rDNA -Sequenzen der Isolate erzidt aus den en Tag

Inokula bzw. 70 Tage-Inokula.
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4.3.1. Vergleich zwischen T-RFL P-Analyse und Kultivierungsansatz

Um die Sequenzinformationen der Klonbibliotheken mit denen der Isolate vergleichen zu kdnnen,
wurden phylogenetische Dendrogramme ergelt (Abb. 7, 9, 12, 13, 14, 15). In diesen Dendrogrammen
werden die rdevanten T-RFLP-Ergebnisse in Form von rA-Vertelungen der jeweligen T-RFs
eingefligt, um die Bedautung der Sequenzen innerhab der bakterielen Sukzession zu verdeutlichen. Bel
den Ergebnissen der T-RFLP-Andysen sind vor alem die Ergebnisse der oxischen Zone interessant, da
diese vorraussichtlich die in situ Bedingungender aeroben Isolaten wiedergeben. Im folgenden werden
die enzdnen Isolate mit ihren abgdeateten T-RF Schnittstelen nach ihrer taxonomischen Zuordnung
beschrieben.

Acidobacteria. Das Isolat R61 wurde aus den 70 Tage-Inokula isoliert und korrespondierte mit den
Klonsequenzen dieser Studie und anderer Studien des Clugters 111 der Acidobacteria sensu Hugenholtz
et al. (1998) (Abb. 12). Der nachgkultivierte Verwandte war Acidobacterium capsulatum des
Clugters I, der eine 16S rDNA- Sequenzéhnlichket von 85,6 % mit dem Isolat aufwies. Das Isolat R61
korrespondierte zu dem 148-bp SgT-RF. Dieses SgT-RF wurde in der vergleéichenden Andlyse von
Klonssquenzen und den Seguenzen weterer Isolate zusdizlich von Vetrelen des Phylums
Alphaproteobacteria reprasentiert und erreichte in der Phase 111 ene rdaive Abundanz von 4,5 %.



4. Ergebnisse

5€

B D1.5-21d-13
P D0.3-30d-3
: cD4 9.-Td-14
Acidobacierium capswatum [D26171]
s soil clone M26 [UGEE1T2]

—— soil clone DADSZ [YOTFG646]
= cD2.9-21d-10
el : hot spring clone OPB3 [AF027004]

“h D1.5-30d-5
R&1
=g soil clone MCS [XE8467)
D2.9-21d-10
| m——— s0il clone EubS0 [Y11631)
cD2.9-0h-11
_:E.EIII clone MC2T [XEB4E6E6]
500l clome MCZE6 [ME8468]
s50il clone S5JA 149 [AJODS495]
D2.9-21d-8
sail clone CO02 [AF013515]
= sall clone S023 [Z95722]

soil clone 5023 [AF013550]
soll clone 32-11 [Z95711]

50il clone RB3I0 [Z95720)
soil clone 5111 [AF0313560]

s0il clone 11-24 [Z95708]
D1.5-304-1

s

A T soil clone 32-20 [Z85713]
4|_'— soil clone ii1-8 [Z957249)
cD0.2-0h-11

s Geothrix fermentans [LI41563]

0.10

—— Holophaga foetida [X7T215]

A, 148-bp sigT-RF A, 290-bp sigT-RF

1 1o 100
Zeil (Stunden)

1000 1 10 100 1000

Zeit (Stunden)

01 1 10
Zeit (Tage)

100 0.1 i 0 100
Zait (Tage)

148

148

strain ENNBOTS [AY 234727

Abbildung 12: Phylogenetisches Dendrogramm zur Charakterisierung des Isolates R61 von den 70
Tage-Inokula innerhab des Phylums Acidobacteria. Zuordnung der Klonsegquenzen und des Isolates
mit den 148-bp und 290-bp sgT-RFs und verwandten Bakterien und Klonsequenzen anderer Studien
innerhab des Phylums Acidobacteria nach der Eintellung von Hugenholtz et al. (1998). A1-A,: DierA-
Vertelung der SgT-RFs efolgte mittels 16S rRNA baserter T-RFLP-Andyse in der jewelligen
Sauerstoffzone. Weitere Details kénnen der Legende der Abb. 7 entnommen werden.

Actinomycetales. Die Isolae von beiden Kultivierungszeitpunkten diessr Ordnung waren mit den

ermittelten Klonseguenzen nur entfernt verwandt (Abb. 13). Alle zu den |solaten korrespondierenden T-
RFs bzw. 9gT-RFs in der jeweligen Phase hetten ene reative Abundanz von mindestens 1 %.

Ausnahme war das 275-bp T-RF, das den Isolaten R32 und R64 entsprach.
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Abbildung 13: Phylogenetisches Dendrogramm zur Charakteriserung der Isolate innerhab der
Ordnung Actinomycetales. Zuordnung der Klonsegquenzen und der Isolate der ein-Tag (blau) und der
70-Tage-Inokula (rot) mit den 141-bp und 162-bp SgT-RFs und den 275-bp und 284-bp T-RF und mit
verwandten Bakterien der Gattungen Nocardia, Mycobacterium und Micrononospora. A;-Ay: Die
rA-Verteilung der T-RFs efolgte mittels 16S rRNA basierter T-RFLP-Andyse in der jeweiligen
Sauerstoffzone. Weitere Details konnen der Legende der Abb. 7 entnommen werden.

Alphaproteobacteria. In diesem Phylum wurden mehr Isolate aus den 70 Tage-Inokulagewonnen ds
aus den e@n Taglnokula (Abb. 14). Mit Ausnahme der Isolate R39, R47, R56 und R221
korrespondierten die Isolae von beiden Kultivierungszeitpunkten nicht mit den emittdten
Klonsegquenzen. Alle zu den Isolaten korrespondierenden T-RFs bzw. SgT-RFswiesen in der jeweiligen
Phase ene relative Abundanz von mindestens 1 % auf.
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Abbildung 14: Phylogenetisches Dendrogramm zur Charakteriserung der Isolate innerhab des

Phylums Alphaproteobacteria. Zuordnung der Klonsequenzen und der

Isolate der ein-Tag (blau) und

der 70-Tage-Inokula (rot) mit den 128-bp und 439-bp SgT-RFs und den 62-bp und 400-bp T-RF und mit

verwandten Bakterien und Klonsequenzen anderer  Studien

innerhadb  des  Phylums

Alphaproteobacteria. A;-A4: Die rA-Verteilung der T-RFs efolgte mittels 16S rRNA basierter T-

RFLP-Andyse in der jewelligen Sauerstoffzone. Die rA-Verteilung von
dargestellt. Weitere Details konnen der Legende der Abb. 7 enthommen

148-bp SgT-RF i in Abb. 12
werden.
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Bacillales. Zu beden Kultivierungszeitpunkten wurden Vetreler der Gatungen Bacillus und
Paenibacillusisoliert (Abb. 15). Wéhrend die Isolate der Gattung Bacillus aus den ein Tag-lnokulaund
Klonsequenzen der frilhen Inkubationgphase mit dem 145-bp sigT- RF korrespondierten, konnte das T-
RF, das dem Isolat R36 aus den 70 Tage-Inokula zugeordnet wurde, nicht in der -RFLP-Andyse
nachgewiesen werden. Mit den Isolaten der Gattung Paenibacillus konnte kein Zusammenhang zu den
Fingerprintmustern hergestdllt werden, da diese Sequenz dieser |solate ein abgeletetes T-RF von 25
Basenpaaren hatte. T-RFs unterhdb ener Fragmentlange von 50 Basenpaaren mulden durch das
gleichzdtige Erschenen von makieten Primedimearen aus den T-RFLP-Andysen ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 15: Phylogenetisches Dendrogramm zur Charakteriserung der Isolate innerhab der
Ordnung Bacillales. Zuordnung der Klonsequenzen und der Isolate der ein-Tag (blau) und der 70
Tage-Inokula (rot) mit den 145-bp SgT-RF und mit verwandten Bakterien innerhab der Gattungen
Bacillus und Paenibacillus Das 25-bp und 153-bp wurden in der T-RFLP-Anayse nicht detktiert. A;:
Die rA-Vertellung des SgT-RFs erfolgte mittels 16S rRNA baserter T-RFLP-Anadysein der jewelligen
Sauerstoffzone. Weitere Details konnen der Legende der Abb. 7 entnommen werden.

Betaproteobacteria. Die Isolate aus den ein Tag-Inokula gruppierten eng mit den erhdtenen 16S
rRNA-Genssguenzen und wiesen die gleichen T-RF-Schnittstelen auf (Abb. 7). Die Isolate aus den 70
Tage-Inokula gruppierten ebenfdls eng mit Klonsequenzen, die aus Extrakten der unteren
Ubergangszone 21 Tage nach Futen generiert worden waren. Diese Sequenzen der frithen
I nkubeationgphase waren somit nur entfernt mit den Klonseguenzen und den Sequenzen der |solate aus
der spéten | nkubationsphase verwandt.
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Gammaproteobacteria. Das Isolat R9 gruppierte nicht mit Klonsequenzen. Das zu dem Isolat R9
gehdrende 298-bp T-RF wurde dlerdings in der frihen Kultivierunggohase mit ener rdativen Abundanz
von 1,5 % detektiert.

Verrucomicrobia. Isolate aus dem Phylum Verrucomicrobia wurden ausschlieldich aus den 70 Tege-
Inokula kultiviet und gruppierten mitenander in ener phylogenetisch kohéenten Gruppe. Die
Sequenzen der Isolate hatten Ahnlichkeitswerte von 89,3 — 933 % mit den nichsten Verwandten
Optitus $p. VeSM13 (Abb. 9). Das zu den Isolaten korrespondierende 496-bp T-RF wurde in der T-
RFLP-Andyse der Phase 11l mit ener rdaiven Abundanz von 2 % detektiert. Jedoch konnten keine
Klonssquenzen generiert werden, die mit diesem T-RF korrespondierten.

4.4 Quantifizierung der bakteridlen L ebensgemeinschaft

Fir die Quantifizierung der bekteridlen Lebensgemeinschaft wurde Red-Time-PCR, DAPI-
Zdlzéhlungen und das Koloniezéhlverfalren angewendet. Bel der Red-Time-PCR wird anhand der
Resktionskingtik die urspriingliche 16S rDNA-Anzahl eines Nuklensdureextraktes im Verhdtnis zu
Eichreaktionen quantifiziert. Die verwendeten Nukleinsdureextrakte wurden ebenfdls fir die T-RFLP-
Andyse verwendet. Die DAPI-Z&hlungen laseren auf einer direkten mikroskopischen Quantifizierung
von Zdlen, ba denen die genomische DNA durch DAPI gefarbt wird. Die Zahl der |ebenden Zdlen in
einer Bodersugpenson wurde mit dem Koloniezéhlverfahren ermittdt. Bei diesem Verfahren wird die
Bodensuspension logarithmisch verdiinnt und auf gesignete Medien ausplattiert. Die Zdlzahl berechnet
dch aus der Summe der entdandenen Kolonien multipliziet mit dem Verdinnungsfektor. Die DAPI-
Z&nlungen und das Koloniezdhlverfahren war an den selben Bodenkernen durchgefiihrt worden, die fir
den Kultivierungsansatz (Sehe Kepitd 4.3) VVerwendung fanden.

Be der Red-Time-PCR-Messungen wurden die bakteridle 16S rDNA von den
Nukleinsiureextrakte dler vier Sauersoffzonen der Inkubationszaitpunkte sechs Stunden und ein, zwe,
Seben, 42, 168 Tage und direkt nach dem Huten (null Stunden) in drel Replikaten gemessen. Die 16S
rDNA-Anzahl lag mit einer Ausnahme in der oxischen Zone nach einer Inkubationszeit von seben Tagen
Uber den gesamten Zeitraum in énem GroRenbereichvon5 ~ 10" bis8~ 10° 16SrRNA-Gene g' TG
Boden (Abb. 16). Die Anderungen in der Zusammensetzung der bakteridlen Lebensgemeinschat, die
durch die T-RFLP-Andyse nachgewiesen worden war, beziehen sch auf eine nahezu kongtante Menge
an 16S rRNA-Genen.
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Abbildung 16: Quantifizierung der bakteridlen 16S rRNA-Gene Uber die Inkubationszeit und die
Sauerstoffzone. Fir jeden Messwert wird die Standardabweichung von den drel Replikatmessungen
durch einen vertikalen Balken angegeben. Die Sauerstoffzonierung ist durch (O) fur die oxische Zone,

(*) fir die obere Ubergangszone, ¢) fir die untere Ubergangszone und (= ) fiir die anoxische Zone
gekennzeichnet.

In einem wateren Ansatz wurden die durch DAPI-férbbaren Zdlen der Inkubationszeitpunkte en
Tag bzw. 70 Tage nach Hutung gezéhlt. Es wurden die DAP-gefabten Zdlen aus dra
Bodensuspensionen von jewells drel unabhéngigen Bodenkernen enes Inkubationszeitpunktes gzéhlt.
Die Ergebnisse der dreé Replikaizéhlungen enes Bodenkernes wurden gemittdt, d. h. die
Standardabweichung bezieht sichauf drel verschiedene Bodenkerne. Die DAPI-Zd|zahlen betrugen fir
die énen Tag inkubierten Bodenkeme 7,6 © 108+ 1,2 10” Zdlen g* TG Boden und firr die 70 Tage
inkubierten Bodenkerne 5,7 10°+ 1,6 10’ Zdlen g* TG Boden.

Fur die Bestimmung der Zdlzahlen wurden die sdben Bodensuspensonen verwendet und auf die
Medien NA und R2A mit jewels zwe Medienkonzentretionen (dehe Kegpitd 4.3) in ener
Verdinnungsreihe ausplatiert. Die Zdlzahlen lagen bel dlen Medien und Konzentrationen zwischen 1,33
" 10°und 2,14~ 108 Zdlen g* TG Boden (Tab. 5). In der Relaion von Zelzahlen und Ergebnissen der
DAPI-Zéhlung machte die kultivierbare Fraktion ca. 10 % der Gesamitzellzahl aus
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Tabdle5: Zdlzahlen auf NA und R2A-Medien der ein Tag: bzw. 70 Tage- Inokulapro Gramm TG
Boden. Jedes Medium wurde in zwel Konzentrationen verwendet. Aufgdistet sind Mittelwerte von
neun Verdiinnungsreihen pro Messwert.

Medium* K oloniehildende Einhaten der Bodenkerninkubation

an Tag Inokula 70 Tage-Inokula
R2A 214" 108+85" 10’ 1,98° 10°+7,0° 10
R2A (1:100) 161" 10®+57" 10’ 183" 10°+6,4" 10/
NA 2,03° 10°+7,6" 10’ 1,827 108+9,1" 10
NA (1:100)  1,03" 10°+89" 10’ 1,83" 10°+9,1" 10/

'Die Nghrmedium-K onzentration der verdiinnten Medien ist in Klammern angegeben.

Auf den unverdinnten Medien der ein Tag-Inokula bildeten Sch im Vergleich zu den Medien der 70
Tage-Inokula sehr schnell Kolonien. Auf den Medien der e@n Tag-Inokula wurden bereits nech zwel
Tagen Zdlzahlen (8 © 10" Zdlen ¢' TG Boden) erhdten, wahrend die Isolate auf den Medien der 70
Tage-Inokula ers nach ener Inkubationszeit von finf Tagen schtbar wurden. Die Entwicklung der
Zdlzahlen auf den 1:100 konzentrierten Medien war zwischen den Medien der en Tag- und der 70
Tage- Inokulagleich.

4.5 Sukzession der archaealen L ebensgemeinschaft

Fir die Untersuchung der archaeden Lebensgemeinschaft sind diesdlben Nukleinsureextrakte in den
vier Sauerdoffzonen der jeweligen 11 Inkubationszatpunkte verwendet worden, die fur die
Untersuchung der bakteridlen Gemenschaft eingesstzt worden waren. Um enen Einblick in die
Sukzesson der archaeden Lebensgemenschaft zu erhdten, wurde fir die T-RFLP-Andyse vonjeder
Sauergoffzone zu dem jewaligen Inkubeationszatpunkt nur ein Fingerprintmuster basierend auf der 16S
rDNA-Ebene erddlt. Dies sollte enen ersen Vergleich zwischen der bakteridlen und der archaeden
Sukzesson eeméglichen.

Um den Effekt der Faktoren Inkubationszeit und Sauerstoffzone zu testen, wurde ein Monte-Carlo-
Permutationstest durchgefiihrt. Die Fingerprintmuster wurden signifikant durch die Inkubationszet (trace
= 0,36; p <0,001) und durch die Sauersoffzone (trace = 0,04; p < 0,009) beanflul¥. Mit einer KA
konnten die Unterschiede in den Fingerprintmustern der archaeden Lebensgemeinschaft aufgedeckt
werden. Im Gegensatz zu der bakteridlen Sukzesson wurden wéhrend der Phase O, | und 11 keine
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Verdnderungen der Fingerprintmuster der archaedlen Gemeinschaft detektiert. In Phase 111 konnten
zaitliche und réumliche Entwicklung unterschieden werden (Abb. 17).
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Abbildung 17: Korrespondnezandyse der archaedlen Fingerprintmuster auf rDNA-Ebene. Das
Ordinationsdiagramm basiert auf der ersten und zweiten Achse der KA mit den Eigenwerten | ; =0.21,
|, = 008. Die Sauergoffzonierung wird durch (O) fir die oxische Zone, (*) fur die obere
Ubergangszone, (+) fir die untere Ubergangszone und (-) fir die anoxische Zone kodiert. Der
Farbkode gibt die Inkubationszeitpunkte wieder. Daenpunkte der fir die bakteriele Sukzession
definierten Phasen O, | und Il sind durch einen griinen Kreis umschlossen. Ax: Der Verlauf zeigt in der
jeweiligen Sauerstoffzone die Sukzession auf 16S rDNA-Ebene. Die Eckpunkte (%) des Verlaufs sind
die Mittelpunkte der Phasen | und Il in dem Ordinationsdiagramm.

Von den insgesamt 17 detektierten T-RFs eflllten 12 die Kriterien eines SgT-RFs (Sehe Kapitd
4.2.2). Diee T-RFs weden im folgenden Text ds Archaea-Sgnaur-T-RFs bezeichnet. Die
phylogengtische Zuordnung zu den Archaea-Sgnaur-T-RFs efolgte Uber berets verdffentlichte
Seguenzen aus dem gleichem Bodensysem sowie aus anderen Bodenhabitaten Uber die Abletung
theoretischer Schnittstdlenmusgter mit einer in das Softwareprogramm ARB implementierten Software
(Ricke et al., 2004). Diese phylogenetische Zuordnungen werden in Klammern hinter dem Archaea
Sgnatur- T-RF aufgefinrt.
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Die Phasen O, | und Il waren durch hohe relative Abundanzen der Archaea- Sgnatur- T-RFs 91-bp
(Methanobacteriaceag  Methanothermobacter), 392-bp (Rice Cluger I, I und IV,
Methanomicrobiaceae) und 736-bp (unkultivierte Crenarchaeota) charakterisert, wéhrend die Phase
Il in der oxischen Zone durch das Archaea-Sgnaur-T-RFs 185-bp (Methanosarcinaceee,
unkultivierte Crenarchaeota, Methanomicrobiaceae) und in der anoxischen Zone durch dasArchaea
Sgnaur-T-RFs  75-bp (unkultiviete Crenarchaeota und Korarchaeota; Rice Cluger V)
gekennzeichnet war (Abb. 18).
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Abbildung 18: Charakteristische Archaea-Signatur-T-RFsin der Phasen O, I, 11 (A) und der Phase Il
in der oxischen Zone (B) und der anoxischen Zone (C). Die Diagramme zeigen die rA-Vertellung der
16S rDNA-Andyse in den jewelligen Sauerstoffzonen Uber Zeit fir die Archaea-SgT-RFs 392-bp (A),
185-bp (B) und 75-bp (C). Die Sauerstoffzonierung wird durch (O) fir die oxische Zone, () fur die

obere Ubergangszone, (+) fir die untere Ubergangszone und (-) fur die anoxische Zone
gekennzeichnet.
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5. Diskussion

5.1 Statigtische Auswertung der T-RFLP-Ergebnisse

Die bakteridle Lebensgemenschaft wurde mittels T-RFLP-Andyse in ihrer Zusammensatzung Uber
eine Inkubationsdauer von 168 Tagen in vier definierten Sauerdoffzonen charakterisert. Daflr wurden
jewels 132 Fingerprintmuster auf 16S rRNA- und 16S rDNA-Ebene aufgenommen. Zid der
Ordinationgtechniken war es aus dem umfangreichen vorliegenden Datenmaterid die Effekte der
Faktoren Inkubationszeit und Sauerdtoffkonzentration extrahieren zu konnen. Von den zur Auswahl
gehenden Ordinationgechniken hat die KA in Rddion zu anderen Andysen, wie z. B. de
Hauptkomponentenandyse, sehr geringe Anforderungen an den Ausgangsdatensaiz und zugleich eine
gute Auflésung von den getesteten Faktoren (Gauch et al., 1977). Be 6kologischen Fragestdlungen
erflllen die Datensiize meg nur die Anforderungen fur die Auswertung mit einer KA (Jongman et al .,
1987).

Die KA ig e@n exploratives Verfahren zur graphischen und numerischen Darsdlung von Zelen und
Spdten beiebiger Kontingenztabdlen. In dieser Arbeit setzte sch die Kontingenztabele aus der
Probenentnahme in den Zedllen und der rddiven Abundanz der e@nzdnen T-RFs in den Spdten
zusammen. Die Probenentnahme untergliederte sich in die beiden Faktoren der Inkubetionszeit und der
Saverdoffkonzentration. Die KA berechnet mit diesen Informationen eine Diganzinterpretation der
Proben und T-RFs unteréinender, 0 dass de ds Punkte in einem zwedimensonden
Ordinationsdiagramm dargestdlIt werden konnen (Greenacre, 1984). Dadurch eemdglicht die KA ene
Differenzierung der Proben in den Faktoren Inkubationszeit und Sauerdoffkonzentration. Die
Berlickschtigung der rdaiven Abundanz der T-RFs fir die KA ewies sch schon in den Studien von
Braker et al. (2000) und Edd-Hermann et al. (2004) ds snnvoll und ebenso wurden auch reaive
Bandenintengtéten fur die Auswertung von DGGE- Prafilen verwendet (Fromin et al ., 2002, Muylaert et
al., 2002).

Die Sgnifikanz der Ordination wurde fir den T-RALP-Datensaiz sowohl auf 16S rRNA- adsauch
auf 16S rDNA-Ebene durch Monte-Carlo-Permutationstests getestet. Als Ergebnis konnte festgeste It
werden, dass die Faktoren Inkubationszait und Sauerstoffkonzentration und die Interaktion der beiden
Faktoren einen Sgnifikenten Effekt auf die bekteridle Lebensgemeinschaft hatten und diese Effekte
dadurch in der Zusammensetzung der Fingerprintmuder reflektierten wurden. Direkt nech dem FHuten



5. Diskussion 66

konnte mit voranschreitender Inkubationsdauer eine Sukzesson der bakteriellen Lebensgemeinschaft mit
der KA aufgedést werden (Abb. 5). Bel den homogeniserten Proben wurde davon ausgegangen, dass
die bakteridle Gemeinschaft Sch direkt nach dem Huten in ihrer Zusammensetzung nicht unterschied.
Dieser Zudand der bakteridlen Gemeinschaft wurde durch die enge Gruppierung der Fingerprintmuster
der Phase O bedtétigt. Die hohe Reproduzierbarkeit der T- RFLP-Methode wurde zuvor auch in anderen
Studien beschrieben (Osborn et al ., 2000, Lukow et al ., 2000).

5.2 Diebakteridle Sukzession

Aufgrund des Hutungsprozesses wurden die Habitatbedingungen der présenten bakterielen
Lebensgemeinschaft dramatisch verandert. Aus diesem Grund wurde der Hutungszeitpunkt ds Start
ener Sekundérsukzesson definiert. Direkt nach der Hutung bis zu einer Inkubationsdeuer von 168
Tagen wurden charakteridische Veédnderungen in der Zusammenseizung der  bakteridlen
Lebenggemanschait mittds molekularbiologischer Andysen und mittds  Kultivierung  festgestd it
(vergleche Abb. 5 mit Abb. 11). Die Dynamik der bakteridlen Sukzsson, baserend auf den
Ergebnissen der FRALP-Andyse, nehm mit voranschratender Inkubationsdauer ab. Anhand dieser
Dynamiken wurden drel Phasen der Entwicklung in der bakteriellen Lebensgemeinschaft definiert. Phase
| zeichnete Sch durch ene Dominanz von wenigen sch schndll entwickelnden Populationen aus, Phase |
ddlte einen Ubergang z2wischen der bakteridlen Zusammensetzung der Gemeinschaft der Phase | und
der Phese 11l dar, wahrend die Phase 1l durch eine zeitlich und réumlich gabile Lebensgemenschaft
charakterisert wer.

Eine <olche zatliche Entwicklung von Lebensgemenschaften héngt wahrschanlich  von
unterschiedlichen Lebensstrategien einzelner Mikroorganismen bzw. funktiondll homogener Gruppen &b.
Deratige Strategien in Sch &nhdernden Habitatbedingungen wurde fir Pflanzen (MacArthur und Wilson,
1967), aber auch von Mikroorganismen (Andrews und Harris, 1986) anhand der - und K- Strategie
diskutiert.

Neben der Dynamik zegte auch die Identifikation charakteridischer Vertreter eénzener Phasen, dass
die Ergebnisse diessr Arbeit mit dem Konzept der k/K-Sdektion erklart werden kénnen. Da die
Ergebnisse auf rein phylogendtischer Ebene erzidt wurden, wird das r/K -Konzept nicht auf spezifische
funktiondle Gilden angewendet. Obwohl enzene Organismen weder dsr- noch ds K-Stratege definiert
werden konnen (Gadgil und Solbrig, 1972), S0 is es jedoch mdglich, die Organismengruppen in ihrer



5. Diskussion 67

zatlichen Entwicklung auf ener rdaiven Bads anhand des r/K-Konzeptes zu verglechen. In diessm
Kontext dient das r/K-Konzept der sysematischen Beschrelbung der gesamten bakteridlen
Gemeinschaft unter Sch 8ndernden Habitatbedingungen. Die erzidten phylogenetischen Informationen
werden dann in den Kontext der phdnotypischen Eigenschaften von nah verwandten taxonomisch
beschriebenen Mikroorganismen gestdlt, wenn dies in der biologischen Interpretation hingchtlich des
r/K-Konzeptes snnvoll erschent. Die Gliederung der Diskussion richtet 9ch nach den drel zuvor
definierten Phasen (Phase |, 11 und 111).

5.2.1 Phase| — Dominanz von r-Str ategen

Fur die dominierenden bakteriellen Gruppen der Phase | konnen anhand ihrer frilhen Detektion drel
generdle Charakterigtika von r- Strategen angenommen werden:
1. Hohe Wachsums- und Reproduktionsrate
2. Sthndle Reektion auf Umwdtveranderungen, Stoffwechsd mit einem vermutlich  breiten
Spektrum an Subgtraten
3. Ubergang von einem aktiven Stoffwechsd zu einem Erhaltungsstoffwechsd

Eine hohe Reproduktionsrate konnte in Korrespondenz zu dem Sauerstoffgradienten, der sich bereits
nech sechs Stunden entwickdt hatte, mittels KA durch einen enormen Umbruch der Zusammensatzung
der Fingerprintmudter interpretiert werden (Abb. 5). Die Veranderungen der Fingerprintmuster wurde in
Phase | besonders auf 16SrRNA- aber auch auf 16S rDNA-Ebene beobachtet (Abb. 5).

In viden molekularokolgischen Studien wurden die Populationen in ener vergleichenden Andyse
anhand der extrahierten 16SrRNA und 16SrDNA untersucht (Amann et al ., 1991; Teske et al., 1996;
Felske et al., 1997). Die 16S rDNA-Ebene reflektiert das présente genomische Potentid dler
Organismen ener Lebensgemeinschaft. Im Gegensatz dazu kann die Detektion der 16S rRNA as der
metabolisch aktive Tall von der Lebensgemenschaft interpretiert werden. Diese Interpretation basiert auf
Weachdumsversuche von  Reinkulturdudien, bei denen die meabolische Aktivite und  der
Ribosomengehdt einer Zdle und daher mit ihrem zdluldren 16S rRNA-Gehdt korrdierte (Schaechter et.
d., 1958, Rosst, 1966). Demnach setzt Sch der detektierte 16S rRNA-Gehdt aus zwe Faktoren
namlich der Populaionggrd®e und der metabolischen  Aktivitd zusammen. Um  spezifische
Wachsdumgaen von verschiedenen Bakterien innerhdb der mikrobidlen Gemeinschaft und ihres
Habitates zu messen, wurde FISH mit Spezies- Spezifischen rRNA-Sonden durchgefuinrt (Leser et al .,
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1995; Moller et al., 1996; Poulsen et al., 1993). Jedoch scheint die Beziehung zwischen
Wachdumgate und rRNA-Gehdt nicht fir dle funktiondlen Gruppen gleichermalien zu gdten, denn es
zdgte 9ch ba autotrophen Nitrifizierern trotz spezifischer Inhibition keine messbare Abnahme des
zdlul&ren rRNA-Gehdtes (Wagner et al ., 1995).

Obwohl T-RFs nicht in dlen Fdlen zu eéne enzigen phylogengtisch kohérenten Population
korrespondieren (Dunbar et al., 2000), 0 it es doch mdglich die Fingerprintmuster in einem relativen
Verhdtnis zwischen den Inkubationszatpunkten mitenander verglechen zu konnen (Pesro et al.,
2004). Unter Berlickschtigung dieser Einschrankung konnten durch den Vergleich von cer T-RF~
Anzahl ©) und der TRF-Aquitabilitdt €) der Fingerprintmuster (Abb. 10) Uber die Inkubationszeit
folgende Aussagen getroffen werden: Im Verglach zwischen der rRNA- und rDNA-Ebene deutete
sowohl die -RF-Anzahl ds auch die T-RFAquitabilitst in der Phase | darauf, dass die rRNA-Ebene
die Auspragung der Dynamik stérker wiedergab.

In Kombination mit den Ergebnissen aus der KA und der Identifikation abundanter SgT-RFs der

Phase | konnte gezeigt werden, dass en phylogenetisch und funktiondl definierter Teil der gesamten
bekteridlen Gemenschaft die r-sdektierenden Bedingungen durch hohe Wachsums-  und
Reproduktionsraten nutzen konnten. Diese r- Strategen waren in der oxischen Zone Betaproteobacteria
und in der anoxischen Zone Clogridien. Diese Ppulationen snd durch ihre schndlle Reektion auf
Umwetverénderungen fir die Beschrebung der bakteridlen Sukzesson besonders interessant und
werden im folgenden Text hingchtlich des r/K - Konzeptes diskutiert.
Oxische Zone: Die oxische Zone wurde von Mitgliedern der Betaproteobacteria dominiet. Die
Sequenzen der Isolate und der Klone, die der Phase | zugeordnet werden konnten, standen in enger
Verwandtschaft miteinander (Abb. 7). Dies lésst zwel Vermutungen zu. Zum enen, dass die Mehrheit
der Klonsequenzen metabolisch aktive Mikroorganismen représentiert und zum anderen, dass en
Grofell der isolierten Bakterien in situprésent und dominant it

In der Regd decken die Seguenzinformationen von 16S rRNA-Gen-Bibliotheken nattrlicher
bakteridler Lebensgemenschaften nicht die Diverdtét von Isolaen aus gleichen oder dnlichen Proben
ab (Hiorns et al ., 1997; Suzuki et al ., 1997; Hugenholtz et al ., 1998). In dieser Arbeit konnte dlerdings
eine phylogenetische Ubereingimmung zwischen den Secuenzen der Iolaten und der Klone beobachtet
werden (Abb. 7, 9, 12, 13, 14, 15, 16). Diese Uberéinimmung war in der Phase | besonders
ausgepragt, wahrend in der Phase 11l diese Uberéingimmungen nicht so offensichtlich waren (siehe
Kapitd 4.3.1). Der Vergleich zwischen Kultivierung und Umwetanalyse, dso zwischen zwve methodisch
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unabhéngigen Ansiizen, bestdigten sch gegensatig, S0 dass davon auszugehen i, dass abundante
Vertreter der bakteridlen Sukzesson nachgewiesen worden waren.

Ba @nem Veagleich der 454-bp, 484-bp und 489-bp SgT-RFs, die den Gattungen des Phylums
Betaproteobacteria zugeordnet werden konnten, wurden unterschiedliche relative Abundanzen Uber die
Inkubationszeit zwischen den dré 9gT-RFs nachgewiesen. Be dem Kultivierungsansalz wurden
ebenfdls unterschiedliche Vertreter der Betaproteobacteria von beiden Probennahmezeitpunkten
isoliert. Betaproteobacteria snd eine physologisch heterogene Gruppe (Kergers et al., 2001). An
einigen Beigpiden der Betaproteobacteria konnte gezeigt werden, dass diese Organismen verschiedene
Strategien zur Bewdtigung von Umweltdress entwickdt haben (Klappenbach et al., 2000). Diesigt eine
mdgliche Erklaung fir en zatlich dffeenzietes Auftreten von Gruppen innerhdb  der
Betapr oteobacteria. Die ausxchlielliche Detektion des 454-bp SgT-RFs in ener Phase und
Sauerdoffzone weist darauthin, dass die Vertreter dieses SgT-RFs aene funktiondl homogene Gruppe
bilden. Das 454-bp SgT-RF lield sch Sequenzen der Isolate R20 und R264 und Klonsequerzen
zuordnen, die dle innerhdb der Gattung Aquabacterium gruppierten (Abb. 7). Diese Gattung wird
durch mikroaerophile heterotrophe Organismen charakterisert, die ein breites Spektrum an kurzkettigen
organischen Sauren zum Wachsum verwerten konnen (Kambach et al., 1999). Im Gegensatz dazu
représentierte das 489-bp sgT-RF eine phylogenetisch und funktiondl heterogene Gruppe. Dieses SgT-
RF wies zu dlen Inkubationszeitpunkten in der oxischen Zone eine hohe rdaive Abundanz auf und
umfasst ene phylogenetisch umfangreiche Ligte an Gattungen innerhab der Betaproteobacteria, wie z.
B. Herbaspirillum, Janthinobacteriumund Telluria (Abb. 7). Mitglieder dieser Genera sSind bekannt
ds drikt agrobe (Tdluria und Janthinobacterium) oder fakultativ aerobe Organismen
(Herbaspirillum) und koénnen en bretes Spektrum an einfachen Kohlengoffverbindungen zum
Wachsum verwerten (Baldani et al ., 1996, Bowman et al ., 1993).

Neben den Betaproteobacteria-1solaen aus den ein Tag Inokulawurden auch zwei |solate aus den
70 Tage-Inokula isoliert. Diese beiden 1solate waren im Gegensatz zu den en Tag-Inokula in naher
Vewandtschaft mit Klonsequenzen aus der Phase |11 (Abb. 7) und mit dem Bakterium Herbaspirillum
seropedicae Herbaspirillum spp. sind heterotroph, haben eine Sauerstoff- Chemotaxis und kénnen
unter mikrozerophilen Bedingungen Stickdoff fixieren (Bddeni et al., 1996). Ferner snd
Herbaspirillum spp. unter anoxschen Bedingungen in der Lage, Nitrat dissmilatorisch und/oder

asamilatorisch zu reduzieren (Baldani et al., 1986). Daher kann angenommen werden, dass die |solate
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der Phase [11 im Vergleich zu den Isolaten der Phase | eine andere Lebenssirategie reflektieren und dass
das 489-bp 9gT-RF sowohl Vertreter mit r-Srategie ds auch mit K- Strategie représantient.

Anoxisthe Zone: Die anoxische Zone wurde von Mitgliedern der Geattung Clostridium (vor dlem des
Clugers I) dominiert (Abb. 8). In der T-RFLP-Andyse wurden die drel SgT-RFs, die mit Vertretern
der Gatung Clogtridium korrespondierten, ausschligdich in Phase | der anoxischen Zone
nachgewiesen. Dies |&ss die Schlussfolgerung zu, dass diese drel SgT-RFstrotz ihrer phylogenetischen
Heterogenitét (Abb. 6) eine funktiondl homogene Gruppe bilden. Kultivierte Vertreter innerhdb der

Clogridien des Clugers | konnen en breites Spektrum an Poly- und Monosacchariden verwerten
(Cdllins et al., 1994) und gehdren zu den dominanten Populaionen be der Kolonisaion und
Degradation von Reissroh in gefluteten Resfddbdden (Liesack et al., 2000; Weber et al., 2001).
Saccharolytische Clodridien des Clugers | erwiesen Sch zudem in einem Chemodaexperiment bel

hohen Starkekonzentrationen ds schndlwachsende Gilde, wéhrend Bacteriodes dch efektiv bel
limitierenden Substratbedingungen durchgesetzt haben (Sharp und MacFarlane, 2000). Diese Studien
unterstiitzen die Interpretation, dass die Clogtridien des Clugters | ds klasssche anaerobe - Strategen
beschrieben werden kénnen.

Die meigen Bakterien Snd bis zu einem gewissen Grad in der Lage, fir eine Periode erschwerter
Bedingungen ihre Aktivitédt zu reduzieren, um ba gindigeren Zeten die Aktivitét wieder zu erhthen.
Keine Bakterien Snd bel diesem Prozess o effektiv wie Clodtridien oder Bacillen (Driks, 2003). Beide
Gattungen habe die Fahigket Endosporen zu hbilden und konnen dadurch eine Reihe von
unterschiedlichen Umwetbeastungen, wie z. B. Trockenheit, Hitze und Strahlung Uberdauern (Nicholson
et al., 2000; Setlow, 2000; Dirre und Hollergschwandner, 2004). Westphd et al . (2003) konnten
anhand von Bacillus thuringiens's zeigen, dass beraits nach ein bzw. acht Minuten die Mantelproteine
der Sporen dieser Spezies auf e@ne erhohte Luftfeuchtigket reagieren und somit sehr schndl auf
Veadndeungen dar Umwdt physologisch antworten. Die Féhigkat, schndl von  @nem
Erhdtungsstoffwechsd zu enem aktiven Stoffwechsd bzw. von enem aktiven Sioffwechsd zu enem
Erhadtungsstoffwechsd umschdten zu kdnnen, it eine typische Eigenschaft von F Strategen (Andrews
und Harris, 1986). Diese beiden Gattungen wurden in der T-RFLP-Anayse den 145-bp (Abb. 15),
270-bp, 510-bp und 519-bp (Abb. 8) SgT-RFs zugeordnet, deren rdaive Abundanzen auf 16S
rRNA-Niveau mit Beginn der Phase Il stetig abnahm. Die 16S rDNA-bas erten Ergebnisse dieser SgT-
RFs wiesen direkt nach dem Huten hohe rdaive Abundanzen mit ener gemeinsamen rediven
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Abundanz von 25 % auf, die mit voranschreitender Sukzesson stark abnahmen. Dies deutet darauf, dess
ein hoher Antell der Clodridien und Bacillen im getrockneten Boden in Form von Sporen Uberdauert
heben. Be den SgT-RFs, die zu den Clodridien korrespondierten, konnten in Phase I11 in den 16S
rDNA-baserten Studien rdative Abundanzen von bis zu 5 % festgestd|t werden, S0 dass die Vertreter
der Clogridien ebenfdls in der Phase 111 ds genetisches Potentid prasent waren. Es wurden sowohl bel
den en Tag-Inokula as auch bel den 70 Tage-Inokula Vertreter der Gattung Bacillusisoliert. Jedoch
konnten nur die Isolate von den ein Tag-Inokula zu eénem 9gT-RF zugeordnet werden, wéhrend das
Isolat von den 70 Tage- Inokula keinem detektiertem T- RF entsprach (Abb. 15). Diese Befunde bel den
Gattungen Bacillusund Clostridium lassen die Schlussfolgerung zu, dass Vertreter dieser Gaitung in der

Phase | aktiv und in den Phasen [ und Il al's Spore présent waren

5.2.2 Phase |l — Der Ubergang von r- zur K-Strategen

Die Zusammensetzung der bekteridlen Gemeinschaft veranderte sch mit  voranschreitender
Inkubationsdauer. In dieser Entwicklung kann die Phase 1l ds Ubergang zwischen den SgT-RFs der
Phase | und der Phaese Il interpretiet werden. Be diesem Wechsd in der  bakteridlen
Zusammensetzung war daher keine scharfe Abgrenzung bel der Etablierung von abundanten SgT-RFszu
verzeichnen, S0 dass berdits in Phase |l e@n Groldel der in Phase |11 abundanten SgT-RFs detektiert
werden konnten. Die 160-bp und 439-bp SgT-RFswiesen in diesem Entwicklungsprozess ihre hochgte
reldive Abundanz in der Phase |1 auf, wenngleich se auch in Phase 111 nachgewiesen werden konnten.
Beachtenswert war das 439-bp 9gT-RF (Abb. 14), das in der anoxischen Zone die SgT-RFs abl6ste,
die den Clogtridien zugeordnet werden konnten. Das 439-bp SgT-RF korrespondierte mit Vertretern
des Phylums Alphaproteobacteria. Zusédizlich korresponiderten einige Sequenzen der |solate der 70
Tage-Inokula, die ebenfdls innerhdb der Alphaproteobacteria gruppierten (Abb. 14). Es konnte
dlerdings keine direkte Verwandtschaft zwischen den Sequenzen der Isolate und denen der Klone
nachgewiesen werden. Dies konnte durch folgende drel Ursachen begriindet san:

i) Die Klonssguenzen sammen von Mikroorganismen, die mittds der zur Anwendung gekommenen
Sandardmethoden nicht isoliert werden konnen. Um solche Organismen in Reinkultur zu gewinnen,
miissten fir diese Organismen spezifische Kultivierungstechniken erarbeitet werden. Dieswar aber nicht
Zid dieser Arbeit, denn durch den angewendeten Kultivierungsansatz sollte ein Vergleich zwischen der
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Divergté von Populationen unter gleichen Kultivierungsbedingungen zu einem friihen und einem spéten
Zeitpunkt der Sukzesson ermaglicht werden.

i) Die Extraktion der Nuklensduren und die nachfolgende PCR bzw. RT-PCR kdnnen mdgliche
Fehlerquellen be der T-RFLP-Anayse darsdlen und selektiv bestimmite Sequenztypen bevorzugen. Da
Sequenzen sowohl von Gram-positiven (z. B. Clostridium, Nocardia) ds auch von Gram-negdiven
(Zoogloea, Polyangium) Mikroorganismen erhdten worden waren, lésst diese Datengrundlage die
Schlussfolgerung zu, dass Mikroorganiamen mit verschiedenen Zdlwandtypen mit der angewandten
Extraionsmethode aufgeschlossen werden konnten. Daher kann angenommen werden, dass ene
représentative Extraktion der Nukleinsduren gattgefunden hat. Sysematische Fehler der Amplifikation
und der anschlieffenden T-RALP-Anadyse konnten durch die Justierung der optimden PCR- baw. RT-
PCR- Bedingungen und - Zyklenzahlen minimiert werden.

iii) Die geringe Stichprobenzahl der Klonssquenzen und der Isolate reflektiert nur einen kleinen Tell der
Sequenzen, die durch die beiden Analysemethoden theoretisch erfasst werden konnten. Doch sowohl
bel den Klonen as auch be den Isolaten konnten innerhdb ener Inkubetionszeit sehr hohe
Sequenzahnlichkeiten erzidt werden. Daher it eine zuféllige Vertelung der Sequenzen unwahrschenlich.
Aullardem ig die vemehrte Isolaion von phylogenetisch nah verwandten Bakterien in zwe
verschiedenen Komplexmedien und Medienkonzentrationen enes Kultivierungszeitpunktes ein Hinwels
darauf, dass reprasentative Bakterien aus den Verdinndungsstufen der Inokulaisoliert werden konnten.

523 Phase 1l —Aquitabilitat von K-Strategen

Aufgrund der dabilen Zusammensatzung der Lebensgemeinschaft in Phase 111 konnen drel generdlle
Charakterigtika von K-Strategen fur die abundanten bakteriellen Populationen angenommen werden:
1. Anpassung an ene stabile Umwelt
2. Konkurrenz um Subgtrate und Anpassung an geringe Substratkonzentrationen
3. Wechsd zu eénem dfizienten Stoffwechsd mit langsamer Reproduktionsrate

Da wéhrend der gesamten Inkubationsdauer keine Energiequdlen hinzugefligt wurden, kann davon
ausgegangen werden, dass dch ene kondante Verflgbarkeit und ein enhatliches Spektrum von
Subgtraten in der Phase 111 eingestelt hat. Lu et al. (2002) konnten enen nahezu konganten Antell an
geégem organischen Kohlengtoff pro g TG in unbepflanzten Bodenkernen von Reisfddboden Uber eine
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Inkubationszeit von 130 Tagen detektieren. Wahrend einer anaeroben Inkubation ebenfals von dem
gleichen Reisfeldboden wurde nach 49 Tagen en Hiel}glaechgewicht in der Produktion von Methan und
Kohlendioxid gemessen. Baderend auf diesen Akkumulaionsmustern wurde eine sabile mikrobiele
Aktivita abgeleitet (Yao et al., 1999). Aus diesen Griinden konnen stabiliserte Habitatbedingungen
angenommen werden. In der T-RFLP-Andyse wurde die Phase [l durch sghr dhnliche
Fingerprintmugter charakterisert (Abb. 5). Diese hohe Konvergenz der Fingerprintmuster mit einer
hohen T-RF-Aqitabiliti deutet auf eine Klimaxgemeinschaft hin.

Ein Veanderung der Zusammensetizung der bakteridlen Gemeinscheft Uber die Inkubetionszeit
komte auch ba dem Kultivierungsansatiz fesigedtdlt werden. Bel beiden Kultivierungszeitpunkten
wurden die Ergebnisse der DAPI-Z&hlungen und der Red-Time-PCR in Rdaion zu den Ergebnissen
des Koloniezéhlverfahren gesetzt. Diese Rdation ergab eine kultivierbare Fraktion von ca. 10 %.
Obgleich die koloniebildenden Einhdten zwischen den beiden Kultivierungszeitpunkten in dersdben
GroRenordnung lagen (ca 1,8 ~ 10° zdlen g' TG), wurden auf Bass der vergleichenden
Sequenzandyse phylogenetisch vdllig unterschiedliche Mikroorganismen isoliert (Abb. 11). Dieses
Ergebnis legt nahe, dass die Inkubationsdauer des gefluteten Reisfeldbodens en entscheidender Faktor
dafur igt, weche Mikroorganismen aus den endpositiven Verdinnungsstufen isoliert werden. Esist daher
anzunehmen, dass die isolierten Organismen die kultivierbare Fraktion der dominanten Organismen der
Phase |1 représentieren.

Die Verdanderungen in der Zusammensetzung der bakteridlen Gemeinschaft, die zur Etablierung der
Phase I11-Lebensgemeinschaft flhrte, kann durch eine mit voranschreitender Inkubationsdauer Seigende
Konkurrenz um die verfligbaren Subdrate erklart werden. Dabel Snd die Organismen im Vortel, die
ene Anpassung an geringe Subdratkonzentrationen vollzienen kdnnen. In den T-RFLP-Aralysen
konnten Vertreter von solchen Spezidisten abundant nachgewiesen werden. Diese Vertreter wiesen @ne
klare Préferenz fir eine Sauergoffkonzentration auf (Abb. 9), obwohl die gesamten Fingerprintmuster
der Phae 11l in der KA keine raumliche Differerzierung zulief3en (Abb. 5). Aus diessm Grund werden
die néchgten Verwandten der SgT-RFs und der Isolae in Abhéngigkeit zu ihrer Sauergtoffzone erlautert.
Oxische Zone: Die oxische Zone wurde durch Mitglieder der Phyla Verrucomicrobia, Acidobacteria,
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria und Nitrospira charakteridgert. Mit Ausnahme des Phylums
Nitrospira konnte dieser Befund auch mit Isolaten aus den 70 Tage- Inokula bestétigt werden.

Bakterien des Phylums Verrucomicrobia wurden berdts im gleichen Reiseldboden sowohl in
molekularen (Hengsdmann et al., 1999) ds auch in kultivierungsabhangigen Versuchen (Chin et al.,
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1999) ds abundante Gruppe in der anoxischen Zone detektiert. In der vorliegenden Studie waren
dlerdings nur Verrucomicrobia-spezifische T-RFs in der oxischen Zone nachgewiesen worden.
Aul¥erdem gdlen die Klonsequenzen und sogar auch die erhdtenen Isolate mit einer Sequenzéhnlichkeit
von > 935 % zu dem né&chgten kultivierten Vertreter phylogenetisch vollig neue Bakterien dar. Daher
kann aufgrund fehlender naher verwandter Reinkulturen der Phéanotyp nicht diskutiert werden. Das 290-
bp sgT-RF wies im Veglech zu den Verrucomicrobia korrespondierenden SgT-RFs (Abb. 9)
ahnliche rdative Abundanzen Uber die Inkubationszeit auf. Dieses 290-bp sigT-RF korrespondierte mit
ener definierten Gruppe der Acidobacteria (Abb. 12), von denen bisher noch keine Reinkulturen
charakterigert wurden. Ohne die phénotypischen Eigernschaften der bakteridlen Vertreter dieser beiden
9gT-RFs zu kennen, kann vermutet werden, dass diese Bakterien auf dhnliche Wese auf Veranderungen
in dem Habitat reegierten. Vertreter des Phylums Addobacteria wurden bel der Entstehung von
Biofilmen ebenfdls ds aundante Organismen einer Klimaxgemeinscheft beschrieben (Matiny et al.,
2003).

Die Detektion des 600-bp SgT-RFsin nur ener Phase und Sauersoffzone welst daraufhin, dass die
Vertreter dieses 9gT-RFs ene funktiondl homogene Gruppe bilden. Das 600-bp sigT-RF lief? Sch
Klonsequenzen zuordnen, die dle innerhab der Gattung Nitrospira gruppierten (Abb. 9). Nitrospira
$op. wachsen obligat chemalithotroph und gewinnen durch die Oxidation von Nitrit zu Nitrat Energie
(Ehrich et al., 1995). In e@ner anderen Studie wurden in @nem nitrifizierenden Bioresktor die
Abundanzen der beiden Taxa Nitrospira und Nitrobacter Uber die Zat verglichen (Schramm et al.,
1999). Nitrospira spp. wiesen sch ds typische K- Strategen mit einer Adaption an geringe Nitrit- und
Sauergoffkonzentrationen aus. Im Gegensatiz dazu wurden Nitrobacter spp. ds r- Strategen eingesiuft,
da diese sch besonders bei hGheren Nitrit- und Sauergtoffkonzentrationen entwicketen. Klonsequenzen
dieser Arbat konnten Nitrospira moscovienss ds néchsten Verwandten zugeordnet werden (Abb. 9).
Da Nitrospira moscoviensis und die weiteren kultivierten und taxonomisch beschriebenen Mitglieder
der Gattung Nitrospira klar definierte phanotypische Eigenschaften haben, deutet die Detektion nah
vawandter Organismen darauf hin, dass diese Organismen enen dnlichen Soffwechsd \adllzenen.
Nitrospira moscoviensis kann aufgrund der phanotypischen Eigenschaften zu den K-Strategen gezéhit
werden, da diese Bakterien eine maximale Verdopplungszat von 12 h mit einem sehr geringen Zdlertrag
haben. Zudem wird das Wachstum berets bel Subgtratkonzentrationen tber 0,75 g Nitrit pro Liter
inhibiert, so dass Se besonders auf oligotrophe Habitate spezidisert Snd (Ehrich et al ., 1995).
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Die kultivierbare Fraktion der 70 Tage-Inokula bestand zu enem Grofdell aus Vertretern des

Phylums Alphaproteobacteria. In ener Studie von Klgppenbach et al. (2000) wurden Isolate aus
einem jgpanischen Redddboden anhand ihrer Wachstumsgeschwindigkeit auf 1:100 verdinnten
Komplexmedien und an ihrer rRNA-Operon-Kopienanzahl in das r/K-Konzept eingeordnet. Wahrend
isolierte Vertreter des Phylums Betaproteobacteria von der Studie von Klappenbach et al. (2000)
sowohl durch ihre Wachstumsgeschwindigket as auch durch ihre Operonanzahl von en bis sechs
Kopien ds r- und ds K-Straegen eingestuft wurden, s wurden dle Vetreter des Phylums
Alphaproteobacteria ds K-Strategen charakterisert. Die dort beschriebenen Alphaproteobacteria-
Isolate hatten ein bis zwa  rRNA-Operon-Kopien (Klappenbach et al., 2000) und wurden
ausschlieldich von sechs Tage lang inkubierten Agarplatten isoliert (Mitsui et al., 1997). Zudem waren
diex Isolae waren nah verwandt mit den Isolaten aus diesr Arbeit, o das die geschilderten
Eigenschaften auch den Isolaten dieser Arbeit angenommen werden kdnnen (Abb. 14).
Anoxische Zone: Die anoxische Zone der Phase I11 ist am ehesten durch die hohe relative Abundanz
des durch Myxococcal es repéasentierten 502-bp SgT-RF charakterisert (Abb. 9). Das 502-bp SgT-RF
konnte neben den hohen relativen Abundanzen in der anoxischen Zone alerdings auch in der oxischen
und der oberen Ubergangszone detektiert werden. Myxobacteria sind bekannt fiir einen strikt aeroben
organotrophen Metabolismus mit hohen Reproduktionsraten und der Fahigkeit, Fruchtkorper zu bilden
(Dawid, 2000). Es wurden jedoch auch Myxabacteria, wie z. B. Anaeromyxobacter dehal ogenans,
mit davon abweichenden phénotypischen Eigenscheften isoliert (Sanford et al., 2002) (Abb. 9). Diese
kdnnen ene Reihe von dternativen Elektronenakzeptoren [NOg, Fe**, Fumarat] dissmilatorisch nutzen
und scheinen an geringe Subdratkonzentrationen adeptiert zu sain. Aus dem untersuchten Vercdli-
Resfedboden wurde ein solcher Stamm isoliert und konnte as dissmilatorischer Eisenreduzierer
charakterisert werden (Treude et al., 2003). Daher ist es moglich, dass die durch Klonsegquenzen
detektierten Vertreter der Myxobacteria in Phase 11l ebenfals an oligotrophe Bedingungen adaptiert
snd und ihre Energie unter Nutzung von dternativen Elektronenakzeptoren , wie z. B. der Fe*'-
Verbindungen, gewinnen.

Der Sauerdoffverbrauch der gesamten Lebensgemeinschaft wurde aus Sauerstoffprofilen sowohl von
Bodenkernen der Phase | und ds auch der Phase 1l berechnet (Sehe Kapitd 4.1.1). Als Ergebnis
konnte festgestellt werden, dass mit voranschreitender Inkubationszeit der Sauerstoffverbrauch der
L ebensgemeinschift abnahm und somit die abgelatete Stoffwechsaaktivitét der Lebensgemeinschaft sich
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verringerte. Bel den Bodenkernen der Phase 111 wurde in den tieferen Bodenschichten im Vergleich zu
den oberfléchennahen Bodenschichten eine hthere Repirationsrate berechnet. Dies gibt enen Hinwels
darauf, dass die Diffuson von chemischen Verbindungen zwischen der anoxischen und der oxischen
Zone, die durch die bakteridle Gemenschaft zur Reduktion genutzt werden konnen in den dteren
Bodenkernen an Bedeutung gewonnen hat. Biologische Prozesse, die bei der Umsetzung von reduzierten
zu oxidierten Resktanden profitieren, kdnnen die aerobe Methanoxidation (Gilbert und Frenzel, 1998),
die Eisenoxidation (Ratering und Schndll, 2000) und die Nitrifikation (Arth und Frenzd, 2000) sain.
Weitere Hinwese fir die Prozesse der Methanoxidation und der Nitritoxidetion konnten durch das
abundante Auftreten von Vertretern der Gattung Methylobacter und Nitrospira wéhrend der Phase 11
in der T-RALP-Andyse ezidt werden, s0 dass dies die Annahme der Diffuson von reduzierten
Resktanden stiitzen.

5.3 Magliche Widerspriiche zur Interpretation der bakteriellen Sukzesson anhand des r/K-
Konzeptes

Durch en zatliches Auftreten ungindiger Habitatbedingungen konnten Organismengruppen die
phanotypisch ds typische r- Strategen eingetellt werden wirden, erst in der spéten Inkubationsphese die
Habitatbedingungen fir sch nutzen. Folgende Situationen sind denkbar:

1. Substratquelle: Essantidle Subdtrate werden erst mit voranschreitender Sukzesson verfligbar.
Obwohl keine weteren Subdrat- und Energiequelen wahrend der Inkubation hinzugeftigt wurden,
konnen zusédizliche Subdrate aus biologischen Prozessen verfligbar werden. Ein Beispid fir ene mit
voranschreitender Sukzession entstehende Substratquelle ist die CHs- Produktion von methanogenen
Archaea in der anoxischen Zone des Reidddes (Frenzd et al., 1992). Diesinduziert die Entwicklung
methanotropher Gilden in dem Reisfdldboden. Demnach kdmen bakterielle Gruppen auch indirekt durch
den Hutunggprozess metabolisch aktiviert werden.

2. Kompetition: Aufgrund von Kompetition konnen sich typische r-Strategen in ihrer funktiondlen
Gilde nicht entwickeln. Dies konnte durch eine funktiondle Gilde geschehen, die indirekt eine andere
funktionelle Gilde beainflusst. In der Kompetition um Ressourcen in gefluteten Reisfddsystemen kénnen
z. B. Nitrat-, Eisenr und Sulfatreduzierer durch ihre Reduktiongprozesse den Hy-Partia druckes senken
und somit denProzef3 der hydrogenotrophen Methanogenese, der erst bel enem hohen H,-Partiddruck
exergonisch wird, supprimieren (Yao und Conrad, 1999; Roy et al., 1997). Zusdzlich konnen die
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glechen Organismen efolgrech um das Subdrat Acetat konkurrieren, so dass die acetoklastische
Methanogenese ebenfdls suppremiet werden wirde. In anderen Studien wurde die Kompetition
2wischen Ammoniak- Oxidierern und Methanatrophen im Reisfddboden untersucht. Dabel konnten die
Methanotrophen einen Grof¥ell der gemessenen Ammoniumoxidation fur ihre Zwecke nutzen (Boddier
et al ., 2000; Boddier und Frenze, 1999).

3. Ralle von Parasten und Pré&datoren: In ener Untersuchung der Beziehung zwischen
Ciliatenfauna und mikrobidler Lebensgemeanschaft im glaechen Reisfddsystem wurde gezeigt, dass Uber
ene Inkubationszeét von 160 Tegen ene Beweidung der Mikroorganismen durch Protozoen
dattgefunden hat (Schwarz et al., 2003). Dies wird mit einer Veranderung in der Zusammensstzung der
individudlen ZdIvaumina der Mikroorganismen Uber die Zeit begrindet, bel dem die von Protozoen
zum Fral3 bevorzugten Zdlvoluminain der soéten Inkubation abonahmen.

5.4 Die archaeale Sukzession

Eine Andyse dar archaeden Lebensgemeinschaft innerhab eines definierten Sauerdtoffgradienten
Uber die Zet ig bisher noch nicht in dem Reisfddsystem durchgeftinrt worden. In Korrepondenz zu den
molekularen Untersuchungen der bakteridlen Lebensgemeinschaft wurde ein erder Einblick in die
Zusammensetzung der Archaea-L ebensgemeinschaft erhdten. Eine phylogenetischen Einordnung war
somit nicht das Zid der Analyse.

Be der KA mit den acheeden Fingerprintmustern wurde ers nach 30 Tagen ene zdtliche
Differenzierung aufgedeckt (Abb. 17). In dlen folgenden Inkubationszeitpunkten separierten Sch die
Fingerprintmuster entsprechend den spezifischen Sauergtoffzonen, wobe die Fingerprintmuster der
oxischen Zone besonders divergent zu den Mugtern der anoxischen Zone waen. Die dabile
Zusammensetizung der Archaea-L ebensgemeinschaft bis zu eénem gefluteten Inkubationszeitpunkt von
21 Tagen wurde ebenfdls be anaeroben Bodensuspension-Inkubationen mit dem gleichen Vercdli-
Reisddboden beobachtet (Luders und Friedrich, 2000). Weber et al. (2001) konnten be der
Degradation von Reisstroh in der anoxischen Zone des gleichen Reisfeldbodens keine Veranderung der
Archaea- L ebensgemeinschaft Uber eine Inkubationsdauer von 57 Tagen festste len.

Die Veranderungen der Fingerprintmuster der Phase 111 in der anoxischen Zone baderten auf einen
Angieg des 75-bp Archaea-9gT-RFs und einer gleichzaitigen Abnahme des 392-bp Archaea-9gT-
RFs. Sowohl in der Studie von Weber et al. ds auch in der Studie von Liders und Friedrich (2000)
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konnten keine Veranderungen diesr beiden Archaea-9gT-RFs fesgeddlt werden. Daher it davon
auszugehen, dass gch ene spezifische bisher unbeschriebene  Archaea- Lebensgemeinschaft an den
Sauerdoffgradienten angepasst hat. Aus diessm Grund wére ene Identifikation fir solche Organi smen,
diedie Phase 11 charakteriseren, aufschlussreich.

Die Daten weisen darauf hin, dass die Sukzession der Archaea- Lebensgemeinschaft im Vergleich zur
Sukzesson der bakteridlen Lebensgemeinschaft Uber einen langeren Zeitrahmen abl&uft.

5.5 Schluf¥folgerungen und offene Fragen

Die kultivierungsunabhéngigen molekularbiologischen  Andysen und  die  Ergebnisse  des
Kultivierungansatzes geben klare Hinweise darauf, dass eine bakteridle Sukzesson dattgefunden hat.
Die hohe Ubereinimmung der Replikate der jeweiligen Inkubationszeitpunkte be beiden unabhangigen
Andysen demondrieren, dass die bakteridle Sukzesson nach einem Ubergeordneten Prinzip verlauft.
Dieses Prinzip konnte mit dem Konzept der r- und K- Sdlektion erklart werden. Durch das Fluten des
Bodens wurde eine Verénderung von enem K- zu @nem r-sdektierenden Habitat verursacht, die
dramatische Verdnderungen in der Zusammensatzung der bakteridlen Lebensgemenschaft herbefihrte.
Der Hutunggrozess hat vermutlich e@ne erhohte Verflgbarkeit enes groRen Spektrums schnell
verwertbarer Subdtraten bewirkt, die in Abhangigkeit vom Sauergoffgradienten von r-Strategen genutzt
werden konnten. Die r-Strategen konnten eindeutig spezifischen ausschligdich heteratrophen Gattungen
der Betaproteobacteria in der oxischen und zu Clodridien (insbesondere zum Clugter | [sensu Collins
et al., 1994]) in der anoxischen Zone zugeordnet werden.

Mit voranschretender Sukzesson entwickdte sSch ene Klimaxgemeanschaft, die durch spezifische
Stoffwechselprozesse  charekterisert wurde. In der oxischen Zone waren dies Nitritoxidierer
(Nitrospira), Methanotrophe (Methylobacter) und Organismen, deren Stoffwechsdfunktionen nicht
eindeutig zugeordnet werden konnten {/errucomicrobia / Acidobacteria). In der anoxischen Zone
konnten dch fakultative Nitratreduzierer (Herbaspirillum) und Eisenreduzierer (Myxococcales)
durchsetzen.
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Bea dem Kultivierungsansatz wurde trotz der Beschrankung auf organoheterotroph wachsende
Organigmen ebenfdls eine eéndeutige Verdnderung der kultivierbaren Fraktion zwischen den ein Tag
Inokula und den 70 Tage-Inokula festgestdIt. Dies war im Einklang mit den Ergebnissen der T-RFLP-
Andyse und kann ds zusdizliche Bestétigung fir das r/K - Konzept aufgefasst werden.

Eine phénotypische Charakteriserung der Isolae hindchtlich ihrer  Wachstumsdynamik  auf
unterschiedlichen Subdraten und Substratkonzentrationen konnen einen wateren Bedtrag fir die
Bestétigung des Konzeptes der r-/K-Sdektion lifern. Durch kontinuierliche Kulturen, wie z. B.
Chemodaten, konnen Isolate der ein TaglInokula direkt mit Isolaten der 70 Tage-Inokula unter
L aborbedingungen verglichen werden. Dadurch igt ene weitere physiologische Unterscheidung zwischen
den Isolaten der beiden Kultivierungszatpunkte méglich. Zusdizlich kdnnte ene genotypische
Charakteriserung der Isolate nach der rRNA-Operonanzahl eine weitere Klassfikationamoglichket des
Strategietypsermoglichen.

Das Experiment wurde unter vielen kongtanten Umwdtfaktoren (wie z. B. Temperatur, Wassergehdlt,
Dunkelheit) durchgefiinrt. Die Interpretation konnte deher auf die varidblen Parameter Inkubationszeit
und Sauergoffkonzentration reduziert werden. Auf Bads diesr Daten i es mdglich, weltere
Umwadtfaktoren fir die Entwicklung der bakteridlen Lebensgemeinschaft zu untersuchen. Interessant
waen daba fluktierende Faktoren, wie z. B. e@n Tag/Nacht-Rhythmus oder ein periodischer
Huten/Trocken Rhythmus

Ferner sollten die T-RFLP-Ergebenisse der Archaea-Lebensgemenschaft durch 16S rRNA-Gen-
Klonbibliotheken erganzt werden, um phylogenetische Informationen zu den interessanten Prozessen der
Phase Il zu erhdten. In diesam Kontext wére es zudem interessant, die Beziehung zwischen der
Bacteria- und der Archaea-Lebensgemeinschalt in diesem Sauerstoffgradientensystem in Bezug auf den
Methankreidauf aufzulésen. Hierzu konnten die Markergene der Methyl- CoenzymM-Reduktase
(mcrA) und der Methan Monooxygenasen (pmoA, mmoX) eingesetzt werden.
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