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Zusammenfassung

Die lokal begrenzte Verfugbarkeit von Sau-
erstoff im anoxischen Wurzelraum von
Nassreisboden induziert gegensatzliche
physiko-chemische = Rahmenbedingungen,
deren Einfluss auf die raumlich-zeitliche Dy-
namik mikrobieller Populationen untersucht
wurde. In einem Rhizotronexperiment wur-
den wahrend einer Anbauphase von Nass-
reis (Oryza sativa L.) Bodenproben aus un-
terschiedlichen Bereichen im Wurzelraum
entnommen, die mit Hilfe der molekularbio-
logischen Methoden PCR-DGGE und
CARD-FISH ausgewertet wurden. Die auf
doménenspezifischer Ebene untersuchten
mikrobiellen Gemeinschaften wiesen fur die
beprobten Bereiche deutliche Unterschiede
hinsichtlich ihrer Struktur sowie ihrer Indivi-
duenzahl auf. Neben der Verflugbarkeit von
Sauerstoff erwies sich die variierende Wur-
zelaktivitat im Verlauf der Anbauphase als
entscheidender Faktor fir die Ausbildung
einer heterogenen Verteilung mikrobieller
Habitate im Wurzelraum von Nassreis.
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1 Einleitung

Der Wurzelraum gefluteter Nassreisboden
stellt hinsichtlich seiner biochemischen und
mikrobiologischen Eigenschaften ein hetero-
genes Okosystem dar. Die partielle Frei-
setzung von Sauerstoff aus aktiven Wurzeln
in die Rhizosphéare fuhrt zu deutlich ausge-
pragten Redoxgradienten, deren raumlich-
zeitiche Dynamik in einem Rbhizotron-
experiment gezeigt werden konnte (Schmidt
et al., 2011). Um den Einfluss dieser physi-
ko-chemischen Rahmenbedingungen auf
mikrobielle Gemeinschaften im Wurzelraum
eines Nassreisbodens zu untersuchen, sol-
len die Doméanen Archaea und Bacteria so-
wohl qualitativ (PCR-DGGE) als auch quan-
titativ (CARD-FISH) analysiert werden.

2 Material und Methoden

In einem Klimakammerexperiment wurden
Rhizotrone mit einem frisch gepuddelten,
chinesischen Nassreisboden (Hydragric
Anthrosol; Tab. 1) beflllt und mit je einem
Reiskeimling (Oryza sativa L., cultivar: IR
36) bepflanzt. Wahrend der Bestockungs-,
Blute- und Reifephase der Reispflanzen
wurden Bodenproben der Rhizosphare
(RH), des Oxidierten Layers (OL), der Re-
duzierten Bereiche (RB) sowie des Wurzel-
fernen Bodens (WB) entnommen (Abb. 1).
Zur Amplifikation von Archaeen- und Bakte-
rien- 16S rDNA wurden die Primerpaare
357F-691R (Watanabe et al., 2004) und
GM5F-907R (Muyzer et al., 1995) verwen-
det. Anschlieend wurden DGGE-Finger-
prints angefertigt und deren Bandenvertei-
lung per Clusteranalyse (Dice, UPGMA)
interpretiert. Zur Bestimmung archaeeller
und bakterieller Abundanzen mittels CARD-
FISH wurden die domanenspezifischen Oli-
gonukleotidsonden ARC915 (Stahl und
Amann, 1991) sowie EUB338 (Amann et al.,
1990) eingesetzt. Die Gesamtzellzahlen
wurden mit einer DAPI-Farbung ermittelt.



Abb. 1: Rhizotron-Scans des Wurzelraumes zu den Entwicklungsstadien Bestockung (a), Bliite (b), Reife (c).
OL: Oxidierter Layer; RH: Rhizosphére; RB: Reduzierte Bereiche; WB: Wurzelferner Boden. Maf3stab: 5 cm.

Tab. 1: Ausgangsparameter des Nassreisbodens.

Textur S ] T C pH
(KAS) | [%] | [%] | [%] | [%] (CaCl2)

C/N

SI3 65,6 | 24,1 | 10,3 | 0,7 | 9,6 4,8

3 Ergebnisse und Diskussion

Die mittels Clusteranalyse untersuchten
Ahnlichkeiten mikrobieller Gemeinschaften
in unterschiedlichen Bereichen des Wurzel-
raumes eines Nassreisbodens sind in den
Abbildungen 2 und 3 dargestellt. Die Struk-
turen mikrobieller Populationen weisen in
den reduzierten und wurzelfernen Bereichen
sowohl fur Archaeen als auch fir Bakterien
hohe Ahnlichkeiten (>95 %) zueinander auf.
Des Weiteren unterscheiden sie sich deut-
lich von den durch Sauerstoffverfiigbarkeit
gekennzeichneten Bereichen der Rhi-
zosphare und des Oxidierten Layers. Deren
Gemeinschaftsstrukturen weisen jedoch
deutliche Unahnlichkeiten auf (>55 % fir
Bakterien), die auf eine Beeinflussung der
Rhizosphéarenpopulationen durch Wurzelak-
tivitat der Reispflanze schlielRen lassen.
Dieser Rhizosphareneffekt konnte zudem
an den mittels CARD-FISH erhobenen
guantitativen Daten nachgewiesen werden
(Abb. 4). Wahrend der Bestockungsphase
der Reispflanze lassen sich zwischen den
beprobten Bereichen des Wurzelraumes
keine deutlichen Unterschiede in den Ar-

chaeen-, Bakterien- und Gesamtzellzahlen
je g Boden erkennen. Zur Blitephase der
Reispflanze jedoch weisen die Abundanzen
der mikrobiellen Populationen in der Rhi-
zosphére deutlich héhere Werte auf. Zum
Ende der Entwicklung der Reispflanze (Rei-
fe) ist ein Ruckgang der ermittelten Zahlen
der Archaeen, Bakterien und Gesamtzellen
je g Boden in der Rhizosphare erkennbar.
Dies lasst sich auf eine Reduktion der Aus-
scheidung von Wurzelexsudaten zum Rei-
festadium der Reispflanze zurtckfuhren
(Aulakh et al., 2001).
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Abb. 2: Clusteranalyse (Dice, UPGMA) des DGGE-
Fingerprints der Archaeen zum Zeitpunkt der Besto-
ckung. RH: Rhizosphéare; OL: Oxidierter Layer; WB:
Wourzelferner Boden; RB: Reduzierte Bereiche. Maf3-
stab: relative Distanzen.
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Abb. 3: Clusteranalyse (Dice, UPGMA) des DGGE-
Fingerprints der Bakterien zum Zeitpunkt der Besto-
ckung. RH: Rhizosphare; OL: Oxidierter Layer; WB:
Wurzelferner Boden; RB: Reduzierte Bereiche. Mal3-
stab: relative Distanzen.

6.00E+09

Archaeen (A)
5.00E+09

4.00E+09
3.00E+09
2.00E+09

1.00E+09

0.00E+00 Bl et 5 -ﬁ’—r‘r‘l'\ === |—I—Il_‘_|
Bestockung Blite Reife

6.00E+09

Bakterien (B)
5.00E+09

4.00E+09 4
3.00E+09 4
2.00E+09 4

1.00E+09 4

U_qumg._.jrl—[l”W -. s - mﬁ

Bestockung Blite Reife

6.00E+09

Gesamtzellen (C)
5.00E+09

4.00E+09 4

3.00E+08 4

T
|

2.00E+08

o) pai Wil A

Bestockung Bliite Reife

|l Oxidierter Layer @ Reduzierte Bereiche O Rhizosphare O Wurzelferner Boden|

Abb. 4: Mit CARD-FISH ermittelte Zahlen je g Boden
der Archaeen (A), Bakterien (B), und Gesamtzellen
(C) in den beprobten Bereichen des Wurzelraumes
zu unter-schiedlichen Entwicklungsstadien der Reis-
pflanze. Fehlerbalken: Standardabweichung.

4 Schlussfolgerungen

Im Wurzelraum gefluteter, anaerober Nass-
reisbdden induziert die lokal begrenzte Ver-
fugbarkeit von Sauerstoff eine Ausbildung
mikrobieller Habitate, deren Archaeen- und
Bakteriengemeinschaften deutliche Unter-
schiede hinsichtlich ihrer Struktur sowie ih-
rer Individuenzahl aufweisen. Hierbei stellt
das Entwicklungsstadium der Reispflanzen
einen entscheidenden Faktor dar. Wahrend
der Reisblute, dem Zeitpunkt hoéchster Ex-
sudationsraten, ist ein positiver Effekt der
Pflanzenaktivitat auf die mikrobielle Abun-
danz in der Rhizosphare erkennbar. Dieser
Rhizosphareneffekt lasst jedoch mit fort-
schreitender Entwicklung der Reispflanze
nach, was sich durch den Ruckgang der
Archaeen-, Bakterien- und Gesamtzellzah-
len je g Boden zum Reifestadium zeigte. Die
Untersuchung mikrobieller Gemeinschaften
auf Doméanenebene verdeutlicht die Not-
wendigkeit der Unterteilung des Wurzelrau-
mes von Nassreis in drei Hauptkomparti-
mente: den Oxidierten Layer, die Rhi-
zosphére und den reduzierten Wurzelfernen
Boden. Des Weiteren lasst sich schliel3en,
dass der Beprobungstermin bei Studien zu
mikrobiellen Populationen im Wurzelraum
eine wesentliche Einflussgrof3e darstellt. In
zukUnftigen Untersuchungen sollen Primer
und Sonden auf Gruppen- bzw. Spezies-
ebene eingesetzt werden, um den Einblick
in die Gemeinschaftsstrukturen der jeweili-
gen Habitate im Wurzelraum zu vertiefen,
sowie die relative Abundanz der einzelnen
Mikroorganismengruppen zu bestimmen.
Zusatzlich soll die raumlich-zeitliche Analy-
se mikrobieller Populationen im Bereich der
Rhizosphare durch eine CARD-FISH ge-
stutzte ldentifizierung, Lokalisierung, Quan-
tifizierung und Visualisierung von Mikroor-
ganismen auf der Wurzeloberflache erwei-
tert werden.
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