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Zusammenfassung

Im Boden befindet sich das gréRte Reservoir an Biodiversitat auf der Erde, wobei die
Diversitat von Prokaryoten im Boden weitaus héher eingeschéatzt wird als in allen anderen
Okosystemen zusammen. Vertreter des Phylums Acidobacteria gehdren zu den
zahlreichsten Bodenbakterien weltweit und kultivierungsunabhangige Analysen zeigen,
dass Mitglieder der Acidobacteria phylogenetisch Uberaus divers sind. Im Allgemeinen
scheinen Acidobacteria langsam wachsende, oligotrophe Bakterien zu sein, deren
Abundanz in mikrobiellen Gemeinschaften vom pH-Wert reguliert wird. Uber die Funktion
der Acidobacteria im Boden und die Beeinflussung ihres Vorkommens durch Landnutzung
ist jedoch noch fast nichts bekannt. Die ldentifizierung edaphischer und biologischer
Parameter, die Diversitat und Aktivitat von Acidobacteria im Boden beeinflussen, ist eine
Grundvoraussetzung fur das Versténdnis ihrer Rolle in biogeochemischen Zyklen und

deren Wechselbeziehungen in verschiedenen Landnutzungstypen.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher Diversitatsveranderungen der Acidobacteria in
zahlreichen Griinland- und Waldbdden unterschiedlicher Landnutzung untersucht. Die
Biodiversitats-Exploratorien umfassen standardisierte Untersuchungsflachen in drei
Regionen Deutschlands, die jeweils vielféltige Typen und Intensitdten der Wald- und
Grinlandnutzung einschlieBen. Zielsetzung dieser Arbeit war die Erfassung der
Zusammensetzung und Diversitdt der Acidobacteria in Abhangigkeit von Boden- und
Standorteigenschaften sowie Pflanzendiversitdit und Landnutzung als auch die
Identifizierung wichtiger funktioneller Gruppen. Durch Sequenzierung der 16S rRNA-Gene
wurde zun&chst ein Uberblick tber die Diversitéat der Acidobacteria in allen Griinland- und
Waldbdden der drei Untersuchungsregionen gewonnen. Von den 26 Untergruppen der
Acidobacteria wurden 11 in den untersuchten Bdden detektiert. Die Untergruppen Gp6,
Gp4, Gp5, Gp3 und Gp17 waren in Grinlandbéden dominierend, wahrend in Waldbdden
Untergruppen Gp1, Gp6 und Gp3 die Acidobacteria-Gemeinschaft bestimmten. Die
Abundanz der verschiedenen Untergruppen der Acidobacteria in den Griinland- und
Waldbdden der drei Untersuchungsregionen in Deutschland =zeigt eine hohe

Ubereinstimmung mit der weltweiten Verteilung von Acidobacteria in Béden.

Die Diversitdt und Zusammensetzung der Acidobacteria jedes einzelnen Bodens der 27
Grunland- und 30 Waldfldchen wurde Uuber terminale Restriktionsfragmentlédngen-
polymorphismus-(T-RFLP)-Analyse erfasst. Die T-RFLP-Analyse wurde sowohl auf Basis
der 16S rRNA-Gene als auch der 16S rRNA durchgefihrt, um nicht nur die anwesenden,
sondern auch die physiologisch aktiven Acidobacteria zu erfassen. Mittels statistischer

Datenanalyse konnten Abhangigkeiten der Zusammensetzung und Diversitdt der
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Acidobacteria, ihrer Untergruppen und einzelner Phylotypen von Boden- und
Standorteigenschaften sowie Pflanzendiversitdt und Landnutzung aufgezeigt werden. So
unterschied sich die Zusammensetzung der Acidobacteria zwischen den drei
Untersuchungsregionen, den Wald- und Griinlandflachen sowie den Bodentypen und
wurde neben dem pH-Wert auch von Bodenfeuchte, Kohlenstoff-, Stickstoff-, Ammonium-
und Phosphatgehalt beeinflusst. Die Untergruppen der Acidobacteria und sogar einzelne
Phylotypen der Untergruppen zeigten jedoch unterschiedliche Reaktionen auf diese
Umweltvariablen. Acidobacteria der Untergruppe Gp1 bevorzugten Béden mit niedrigem
pH-Wert, geringem Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt sowie niedriger Bodenfeuchte,
wohingegen Vertreter der Untergruppe Gp6 in Béden mit genau den gegenteiligen
Eigenschaften dominierten. Diese Ergebnisse deuten an, dass nicht das gesamte Phylum
Acidobacteria sondern nur einzelne Untergruppen, wie z.B. Gp1 unter oligotrophen
Bedingungen aktiv sind, Vertreter anderer Untergruppen, wie z.B. Gp6 aber
nahrstoffreichere Bdden bevorzugen und somit Eigenschaften copiotropher Bakterien
zeigen. Erstmalig konnte mit dieser Arbeit auch ein deutlicher Zusammenhang zwischen
der Abundanz von Protozoa, méglichen Pradatoren der Bakterien, und verschiedenen
Untergruppen bzw. Phylotypen der Acidobacteria hergestellt werden. Ein Einfluss der
Anzahl vaskularer Pflanzenarten auf Acidobacteria der Untergruppe Gp5 konnte fur zwei
Phylotypen gezeigt werden. Nur durch derartig detaillierte Analysen von nahezu
vollstdndigen 16S rRNA-Gensequenzdaten bis auf die Ebene einzelner abundanter
Phylotypen kénnen einige ©6kophysiologischen Eigenschaften von Vertretern der
Acidobacteria aufgedeckt werden. Da diese abundanten Phylotypen vermutlich
Uberproportional zur Funktion biogeochemischer Zyklen im Boden beitragen, sollte deren
Isolierung und Charakterisierung angestrebt werden. Mit Hilfe der vorliegenden Arbeit
konnten neben dem pH-Wert weitere Umweltfaktoren aufgezeigt werden, die auf die
Zusammensetzung, Diversitat und Aktivitat der Acidobacteria und ihrer Untergruppen in
Boden einwirken. Die Landnutzungsintensitdt schien die Acidobacteria allerdings vor
allem indirekt Uber Wechselwirkungen mit Bodeneigenschaften zu beeinflussen und
Unterschiede der Diversitdt hoherer Taxa, der vaskularen Pflanzen und der Protozoa,

riefen vor allem Verdnderungen einzelner Phylotypen hervor.

Zuséatzlich wurde Uber 16S rRNA- fingerprinting’ auch die jahreszeitliche Verdnderung der
Diversitdt der aktiven Acidobacteria aufgenommen und auf Abhéangigkeit von
Umwelteinflissen geprift. Es konnten saisonale Verdnderungen der Zusammensetzung
der Acidobacteria und der Abundanz einzelner Untergruppen vor allem in Griinlandbdden
detektiert werden. Die Diversitdt der Acidobacteria unterschied sich auch in den

Waldbdden saisonal und war im August am niedrigsten und im Oktober am hdchsten. Die
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saisonale Variation konnte vor allem durch Verdnderungen der Bodenfeuchte und Boden-

temperatur erklart werden, wohingegen der pH-Wert der Béden Ubers Jahr stabil blieb.

Um die Rolle der Acidobacteria im Boden genauer zu verstehen, wurde zudem Uber
stabile Isotopenbeprobung (SIP) der Abbau von Weizenpflanzenmaterial in einem
Grinland- und einem Waldboden verfolgt und daran beteiligte Bakterien Gber T-RFLP-
Analyse und (Pyro)Sequenzierung der 16S rRNA identifiziert. Schon nach 24 h konnte ein
Anstieg von "CO, und ein Einbau von "*C in RNA festgestellt werden. Die Weizen-
pflanzenmaterial abbauende Bakteriengemeinschaft schien im Waldboden aktiver als im
Grunlandboden und Weizenwurzeln leichter abbaubar als Weizenblatter. Die aktiv
Weizenmaterial abbauende mikrobielle Gemeinschaft wurde von Vertretern der
Actinobacteridae, der a- und B-Proteobacteria sowie der Bacilli dominiert, wohingegen

Acidobacteria beim frithen Abbau des komplexen Pflanzenmaterials keine Rolle spielten.
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Summary

Soil is the biggest reservoir of biodiversity on earth and the diversity of procaryotes in soil
habitats is estimated to be higher than in all other ecosystems together. Members of the
phylum Acidobacteria are among the most abundant soil bacteria worldwide and
cultivation-independent analyses suggest that Acidobacteria are phylogenetically diverse.
In general, Acidobacteria seem to be slow-growing, oligotrophic bacteria, whose
abundance within a community is regulated by pH. However, not much is known about the
function of Acidobacteria in soils and influences of landuse on their abundance. The
identification of edaphic and biotic parameters influencing diversity and activity of
Acidobacteria is a prerequisite to understand their role in biogeochemical cycles and

interdependences among different landuse types.

Here, Acidobacteria diversity changes in numerous grassland and forest soils of different
landuse were assessed. The biodiversity exploratories include standardized experimental
plots in three regions of Germany that represent different types and intensities of landuse.
The main goals were to reveal the composition and diversity of Acidobacteria, the
influences of soil and site characteristics as well as plant diversity and landuse and to
identify important functional groups. By sequencing 16S rRNA genes of all grassland and
forest soils of each of the three study regions, an overview of Acidobacteria diversity was
gained. Eleven of the 26 subgroups of Acidobacteria were detected in the studied soils.
Subgroups Gp6, Gp4, Gp3 and Gp17 dominated the grassland soils whereas in forest
soils subgroups Gp1, Gp6 and Gp3 were most abundant. The abundances of the different
Acidobacteria subgroups found in grassland and forest soils of the three study regions in

Germany are in agreement with the distribution of Acidobacteria in soils worldwide.

Acidobacteria diversity and community composition of every single soil of the 27
grassland and 30 forest sites was assessed by terminal restriction-fragment-length-
polymorphism (T-RFLP) analysis. T-RFLP analysis was performed based on 16S rRNA
genes and 16S rRNA to detect not only numerically abundant but as well physiologically
active Acidobacteria. Statistical analysis showed influences of soil and site characteristics
as well as plant diversity and landuse on the community composition and diversity of
Acidobacteria, their subgroups and single phylotypes. Differences in Acidobacteria
community composition were found between the three study regions, between grassland
and forest as well as between soil types and apart from soil moisture, carbon, nitrogen,
ammonium and phosphorus content, Acidobacteria were predominantly influenced by soil
pH. But Acidobacteria subgroups and even single phylotypes showed different reactions

on soil environmental variables. Acidobacteria of subgroup Gp1 were most abundant in

VI
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soils with low pH, low carbon and nitrogen content as well as low soil moisture, whereas
members of subgroup Gp6 dominated in soils with opposite characteristics. These results
suggest that not the whole phylum of Acidobacteria but only single subgroups e.g. Gp1
are active under oligotrophic conditions and members of other subgroups e. g. Gp6 favor
more nutrient-rich soils, thus showing characteristics of copiotrophic bacteria. Here, for the
first time a distinct relationship between the abundance of Protozoa, potential predators of
bacteria, and different subgroups or phylotypes of Acidobacteria could be established. An
influence of vascular plant species on Acidobacteria subgroup Gp5 could be revealed for
two phylotypes. Only such detailed analysis of nearly full-length 16S rRNA gene
sequences down to abundant phylotypes can detect certain ecophysiological properties of
members of the Acidobacteria phylum. Abundant phylotypes could disproportionatly
contribute to the function of soil biogeochemical cycles and therefore should be targeted
for isolation and be further characterized. Here, besides pH, further influences on the
composition, diversity and activity of Acidobacteria and their subgroups in soils could be
demonstrated. Landuse intensity seemed to affect Acidobacteria diversity mainly indirectly
by interaction with soil properties and the differences in diversities of higher taxa, vascular

plants and Protozoa resulted in changes of only single phylotypes.

Additionally, seasonal dynamics of active Acidobacteria were studied by 16S rRNA
fingerprinting and influences of environmental parameters analyzed. Seasonal changes of
Acidobacteria community composition and the abundance of single subgroups were
detected predominantly in grassland soils. The diversity of Acidobacteria differed
seasonally in forest soils, too, with lowest values in August and highest diversity in
October. Seasonal variation could be explained mainly by changes in soil moisture and

soil temperature whereas soil pH remained stable over the year.

To get further insights into the role of Acidobacteria in soils, stable isotope probing was
performed to follow the degradation of wheat residues in microcosms of grassland and
forest soil and to identify the bacteria involved by T-RFLP analysis and (pyro)sequencing
of 16S rRNA. Already after 24h an increase of *CO, and incorporation of '*C into RNA
could be detected. The wheat residue degrading bacterial community seemed to be more
active in forest compared to grassland soil microcosms and wheat roots were more easily
degradable than wheat leaves. The actively wheat residue degrading microbial community
was dominated by members of Actinobacteridae, a- and B-Proteobacteria as well as

Bacilli, whereas Acidobacteria did not play a role in early degradation of plant residues.

VI
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4.1. Biodiversitat und Landnutzung

Die biologische Vielfalt der Erde bildet in vielerlei Hinsicht die Lebensgrundlage der
Menschheit. Im Zusammenhang mit dem anthropogenen Wandel der Biodiversitat spielt
dieses Thema eine zunehmend wichtige Rolle in Forschung und 6ffentlicher Diskussion.
Die groRe Bedeutung von Biodiversitét fir die Funktionalitat von Okosystemen wurde in
der Agenda 21, einem umweltpolitischen Aktionsprogramm fur das 21. Jahrhundert von

der Konferenz fur Umwelt und Entwicklung der Vereinten Nationen 1992 bekraftigt.

Biodiversitat umfasst alle Dimensionen der biologischen Organisation von genetischer
und morphologischer Vielfalt Gber Artenvielfalt und der Diversitat von Gemeinschaften bis
zur Vielfalt biologischer Interaktionen zwischen Organismen und der Diversitat von Oko-
systemen in der Landschaft (Wilson, 2001). Okosystemprozesse und -leistungen hidngen
nicht nur von der Zusammensetzung der Arten in Okosystemen sondern auch von deren
Artenreichtum ab (Balvanera et al., 2006). Eine Abnahme der Biodiversitdt beeinflusst
Okosystemfunktionen und -leistungen (Loreau et al, 2001), obwohl individuelle
Okosystemleistungen eine asymptotische Beziehung zu wachsender Biodiversitat haben
und somit einige Arten redundant vorkommen (Cardinale et al., 2006). Allerdings missen
Okosysteme vielfaltige Funktionen erfillen und erhalten, wodurch eine héhere
Artenvielfalt erforderlich wird als die Summe aller Arten, die fir alle individuellen

Leistungen des Okosystems benétigt werden (Hector und Bagchi, 2007).

Die funktionelle Biodiversitatsforschung untersucht Ursachen und funktionelle
Konsequenzen von Biodiversitatsverdnderungen. Die Intensivierung und Anderung der
Landnutzung ist einer der wichtigsten Einflussfaktoren auf die Veranderung von
Biodiversitat und C")kosystemprozessen (Sala et al., 2000; Paillet et al., 2010: Poschlod et
al., 2005) auf regionalem (Lautenbach et al., 2011) und globalem Niveau (Kerr et al.,
2007). Gegenwartig verzeichnet die Biodiversitat eine generelle Abnahme aufgrund
anhaltender grof3- und kleinskaliger Verdnderungen in der Landnutzung (Settele et al.,
2010). Obwohl die Beziehungen zwischen Landnutzung und Biodiversitat fur einige
Organismengruppen bereits gut untersucht wurden, ist wenig bekannt, wie die
Diversitaten einzelner Gruppen zueinander in Bezug stehen und ob diese Gruppen und
die jeweiligen genetischen Diversitdten &hnlich auf Landnutzungsédnderungen reagieren
(Wolters et al., 2006). Der Wandel von natiirlichen Okosystemen zu landwirtschaftlich
genutzten Flachen senkt sowohl die Uberirdische Pflanzenartenvielfalt als auch die

Diversitat der Bodenmakrofauna (Hooper et al., 2000) und diese Biodiversitatsverluste
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bewirken negative Effekte auf Okosystemfunktion und -leistungen (Naeem et al., 1994)
(Hooper et al., 2005; Hector und Bagchi, 2007). Obwohl Mikroorganismen einen grof3en
Einfluss auf die Pflanzenproduktivitdt haben (van der Heijden et al., 2008), ist bisher
wenig Uber die Beziehung der Pflanzenartenvielfalt zur Diversitat von Mikroorganismen im
Boden bekannt (Wardle et al., 2004). Allerdings k&énnen Landnutzungsanderungen
physikalische und chemische Eigenschaften von Boden verdndern. So beeinflussen
Landnutzungsanderungen Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte, die Textur und den pH-Wert
des Bodens signifikant und langfristig (Post und Mann, 1990; Murty et al., 2002). Diese
Effekte gehen gréRtenteils auf Anderungen in der Zusammensetzung der Pflanzenarten
und die Art der Bewirtschaftung zuriick. Anderungen in der Landnutzung kénnen einen
Einfluss auf mikrobielle Gemeinschaften im Boden haben (Buckley und Schmidt, 2001;
2003; Wessen et al., 2010), allerdings ist wenig bekannt, wie Landnutzung und die daraus
resultierenden Anderungen der Pflanzenartenvielfalt und Bodeneigenschaften die
Abundanz einzelner taxonomischer Gruppen beeinflussen. Eine umfassende
Untersuchung zu Einflissen von vielfaltigen Gber- und unterirdischen biotischen und
abiotischen  Faktoren (die  wiederum durch  Biodiversitatsverlust  und/oder
Landnutzungsanderungen beeinflusst werden koénnten) auf die Biodiversitat einzelner
Gruppen von Bodenorganismen, deren trophische Interaktionen und den zugrunde

liegenden Mechanismen ist bisher nicht verfigbar.

Um Landnutzungseffekte auf die Biodiversitat zu verstehen und die modifizierende Rolle
von Biodiversitdtsverdnderungen verschiedener Taxa auf Okosystemprozesse,
einschliellich biogeochemischer Kreislaufe zu untersuchen, wurde ein grof3rdumig und
langfristiges Projekt zur funktionellen Biodiversitdtsforschung angelegt. Diese
Biodiversitats-Exploratorien (http://www.biodiversity-exploratories.de, Fischer et al., 2010)
sind ein von der Deutschen Forschungsgemeinschaft finanziertes Verbundprojekt (DFG
Schwerpunktprogramm 1374 - Bereich Infrastruktur) in dem drei Exploratorien als offene
Forschungsplattform fiir Wissenschaftler aus ganz Deutschland dienen. Diese umfassen
standardisierte Untersuchungsflichen in drei Regionen Deutschlands, die vielfaltige
Typen und Intensitdten der Wald- und Grinlandnutzung einschlieBen (Abb. 1). Das
Exploratorium Schorfheide-Chorin liegt im Nordosten Deutschlands auf einer Hohe von
10-140 m NN und ist mit einem Jahresniederschlag von 520-600 mm und einer
Jahresdurchschnittstemperatur von 8-8,4°C das trockenste und warmste der drei
Untersuchungsgebiete. Typisch fir die Region ist das reiche Vorkommen von Seen,
Mooren und Feuchtgebieten. Der Hainich, das grote zusammenhdngende Waldgebiet
Deutschlands, und das umgebende Gebiet Din liegen auf 300-400 m NN. Dieses

Exploratorium im Zentrum Deutschlands verfiigt Uber einen Jahresniederschlag von
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Abbildung 1. Lokalisierung der Biodiversitats-Exploratorien in Deutschland. Rote und blaue Punkte in den
Detailkarten der drei Exploratorien zeigen die Untersuchungsflachen (Quellen: Projektdatenbank BEXIS,
www.biodiversity-exploratories.de).

750-800 mm und eine Jahresdurchschnittstemperatur von 6-7,5°C. Im sldlichsten
Exploratorium Schwabische Alb liegt der Jahresniederschlag bei 940-960 mm und die
Jahresmitteltemperatur bei 6,5-8°C. Die Untersuchungsflichen befinden sich dort
460-860 m Uber dem Meeresspiegel. Der Ausdruck “Exploratorium” soll verdeutlichen,
dass vergleichende Beobachtungen und Untersuchungen direkt im Feld durchgefiihrt
werden. ldealerweise sollen die erhaltenen Ergebnisse interdisziplinér verglichen und
miteinander korreliert werden. Die Exploratorien stellen mit ihrer wissenschaftlichen
Infrastruktur den notwendigen Rahmen, um entscheidende Fragen zur Beziehung
zwischen Landnutzungsintensitat, Biodiversitdtswandel und Okosystemfunktionen an

ausgewahlten Organismengruppen zu untersuchen.

4.2. Boden als mikrobieller Lebensraum

Im Boden befindet sich das gréfite Reservoir an Biodiversitat auf der Erde. Prokaryoten
machen mehr als die Hélfte der Biodiversitat weltweit aus (Dirzo und Raven, 2003) und
ihre Diversitat im Boden wird drei Zehnerpotenzen hdher eingeschatzt als in allen anderen

Okosystemen zusammen (Curtis et al., 2002). Zu den wichtigsten Okosystemleistungen
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von Boden und Bodenorganismen gehéren der Abbau von organischem Material, die

Erhaltung der Nahrstoffkreislaufe, die Bodenbildung sowie Durchmischung des Bodens.

Boden ist ein komplexes physikalisches, chemisches und biologisches System, welches
dem Einfluss von Witterung, Bodenorganismen und Vegetation ausgesetzt, aber auch
durch den wirtschaftenden Mensch standigen Verdnderungen unterworfen ist. Boden wird
durch die Umwandlung mineralischer und organischer Substanzen gebildet. Bei dessen
Entstehung wird Gestein zunachst durch physikalische Verwitterung in seinem Geflige
gelockert und die chemische Verwitterung bewirkt den weiteren Zerfall der Minerale durch
Lésungsprozele wie Hydrolyse und Hydration. Es kommt zur Bildung von Tonmineralien,
wodurch die Ausschwemmung der freigesetzten Nahrstoffe verhindert wird. Mit
zunehmender Verwitterung nimmt die Tiefe des Bodens zu, Bodentiere durchmischen und
beltften den Boden und Uber Jahrhunderte entsteht ein Bodenprofil, anhand dessen
Bdden klassifiziert werden kénnen. Bodenhorizonte eines Profils sind definierte Zonen mit
spezifischen Zusammensetzungen und Eigenschaften. Es wird zwischen folgenden
Bodenhorizonten unterschieden: der (i) O-Horizont ist die Schicht des unzersetzten
Pflanzenmaterials, der (ii) A-Horizont der oberflachliche Erdboden - reich an organischer
Substanz und mit hoher mikrobieller Aktivitat, der (iii) B-Horizont der Unterboden aus
Mineralien und Humus mit wenig organischer Substanz und mikrobieller Aktivitdt und der
(iiii) C-Horizont ist der Bodenuntergrund, der sich direkt aus dem darunter liegenden
Gestein entwickelt (Tate, 2000).

Diese Heterogenitat des Bodens fiihrt zu vielféltigen Mikrohabitaten mit unterschiedlichen
pH-Werten, Substrat-, Nahrstoff- und Sauerstoffkonzentrationen sowie Wassergehalten
(Hattori und Hattori, 1976). Die chemischen, physikalischen und biologischen
Eigenschaften von Mikrohabitaten variieren raumlich und auch zeitlich und bilden im
Boden ein dynamisches System. Im undurchwurzelten Boden bilden z.B. die
Oberflache(n) von Bodenaggregaten sowie die komplexen Porensysteme zwischen und in
diesen Bodenaggregaten Mikrohabitate fir Mikroorganismen (Foster, 1988; Mummey et
al., 2006). Zusatzlich wird die Heterogenitat des Bodens durch Pflanzen beeinflusst, die
unmittelbar oder durch indirekte Wechselwirkungen die Bodenstruktur &ndern. Die
Rhizosphére stellt den Ubergangsbereich zwischen der Wurzeloberfliche héherer
Pflanzen und dem undurchwurzelten Boden dar und ist ein weiteres Mikrohabitat flr

Mikroorganismen (Lynch, 1990).

Pflanzen stimulieren Mikroorganismen durch Eintrag von abgestorbenem Pflanzen- und
Wurzelmaterial, sowie durch Wurzelexsudate (Bardgett, 2005). Der Abbau abgestorbenen
Pflanzenmaterials ist wichtig fir die Erhaltung der N&hrstoffkreisldufe, des organischen

Materials und der Nahrungsnetze und somit ein Schliisselprozess im Okosystem Boden
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(Umarov, 2001). AuBerdem ist Pflanzenmaterial eine wichtige Quelle organischen
Kohlenstoffs flir Mikroorganismen im Boden (Swift et al., 1979; Berg und McClaugherty,
2003). Mikrobielle Gemeinschaften bestehen aus vielféltigen Arten von Mikroorganismen
mit verschiedenen metabolischen Eigenschaften und physiologischen Anforderungen, von
denen jede mindestens eine der zahlreichen Reaktionen der Umwandlung von
organischem Material ausfihrt. Daher ist eine der groRen Herausforderungen der
mikrobiellen Okologie die Identifizierung der mikrobiellen Populationen und Aktivitdten des
Kohlenstoffabbaus und die nachfolgende Strukturierung der mikrobiellen Gemeinschaft in
Abhangigkeit der Kohlenstoffquelle. Es wird vermutet, dass vor allem Veranderungen in
mikrobiellen Populationen, die makromolekularen Kohlenstoff abbauen, entscheidend fir
Okosystemprozesse sind, da Arten mit diesen enzymatischen Eigenschaften ein geringes
Artenreichtum haben (Schimel und Gulledge, 1998).

Der Abbau von Pflanzenmaterial wird durch dessen chemische Zusammensetzung,
Umweltfaktoren und die Zusammensetzung der abbauenden Organismengemeinschaft
bestimmt. Abgestorbenes Pflanzenmaterial besteht aus einer Mischung von leicht
abbaubaren (z.B. einfache Zucker, Hemicellulose, Cellulose) und abbauresistenten (z.B.
Lignin) Substraten und ist schon vor seiner Seneszenz mit Mikroorganismen besiedelt.
Allerdings nimmt die mikrobielle Biomasse wéahrend des Abbaus zu. Die Nutzung der
komplexen Bestandteile abgestorbenen Pflanzenmaterials ist mit verschiedenen Gruppen
von Mikroorganismen assoziiert und resultiert in einer mikrobiellen Sukzession, die durch
Anderungen in der chemikalischen Zusammensetzung des Pflanzenmaterials
hervorgerufen wird (McMahon et al., 2005). In den friihen Phasen des Abbaus dominieren
Bakterien, wohingegen spater Pilze die wichtigere Rolle spielen (Moore-Kucera und Dick,
2008; Marschner et al., 2011). Wasserl6sliche Substanzen des abgestorbenen Pflanzen-
materials sind verantwortlich fiir die hohe mikrobielle Aktivitédt in der Anfangsphase des
Abbaus (McMahon et al., 2005). Wahrend dem Abbauprozess dominieren zunachst r-
Strategen, solange leicht abbaubare Substanzen verfligbar sind. Diese werden in einer
spateren und langsameren Phase durch K-Strategen ersetzt, wenn wachstums-
limitierende Substratkonzentrationen erreicht sind und die Verwertung des abbau-
resistenteren Materials einsetzt (Slater und Lovatt, 1984; Wang et al., 2004). Folglich
nehmen in den ersten zwei Wochen die Anteile von Zuckern und Stérke stark ab,
wahrend der Prozentsatz an Lignin zunimmt und sich abbauresistentere Verbindungen in
den spéateren Phasen des Abbaus von abgestorbenem Pflanzenmaterial anreichern
(Aneja et al., 2006; Wang et al., 2004). Der Abbau abgestorbenen Pflanzenmaterials ist
eine komplexe Abfolge biotischer Prozesse, der die Mineralisierung, Immobilisierung und

Kreisldufe der Nahrstoffe beeinflusst und einen der Hauptwege der Ruckfuhrung von
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Néhrstoffen in den Boden darstellt (Miller, 1984).

Durch Umsatz von organischem Material sind Bodenmikroorganismen fur den Erhalt der
natiurlichen Stoffkreisldufe, wie Kohlenstoff-, Stickstoff-, Phosphor-, und Schwefel-
Kreislauf (Umarov, 2001) und die Bildung von Huminstoffen verantwortlich. Nicht zuletzt
finden im Boden aber zum Teil entgegengesetzte Prozesse statt: wahrend innerhalb von
Bodenpartikeln organische Substanz gebunden und Uber Jahrtausende stabil gespeichert
wird, kann sie an der Oberflache derselben Partikel mineralisiert und als CO, freigesetzt
werden (Kalbitz et al., 2005). Trotz einer hohen Konzentration organischen Materials in
den meisten Bdden steht nur ein kleiner Teil den Mikroorganismen als organischer
Kohlenstoff direkt zur Verfiigung. Grinde dafir sind die Umsetzung des meisten
organischen Materials zu Humus durch eine Kombination mikrobieller und abiotischer
Prozesse sowie die ungleiche Verteilung von Mikroorganismen und organischer

Verbindungen in der Bodenmatrix (Daniel, 2005).

4.3. Mikrobielle Diversitat im Boden

Seit mehr als einem Jahrhundert versuchen Mikrobiologen den Artenreichtum der
Mikroorganismen im Boden zu erfassen, doch die extreme Komplexitdt und die teilweise
unbekannten Strukturen von mikrobiellen Lebensgemeinschaften in den verschiedenen
Bodenhabitaten erschweren dies. Kultivierungsabhénige Methoden lassen vermuten,
dass ein Gramm Boden lediglich 100 Arten enthélt (Dunbar et al., 1999), allerdings ist
bekannt, dass weniger als 1% aller Bodenbakterien kultivierbar sind (Amann et al., 1995).
Kultivierungsunabhéngig kann die taxonomische Zusammensetzung von mikrobiellen
Gemeinschaften in Béden Uber molekulare Techniken und mit Hilfe der Phylogenie der
16S rRNA ermittelt werden. Demnach enthélt ein Gramm Boden ca. 10"° Bakterien und 2-

5 x 10* verschiedene Bakterienarten (Torsvik und Ovreas, 2002).

In einer Metaanalyse von 32 Bacteria-Klonbibliotheken verschiedenster Béden, waren die
abundantesten Bodenbakterien Vertreter der Proteobacteria mit durchschnittlich 39% (10-
77%), Acidobacteria mit 20% (5-46%), Actinobacteria mit 13% (0-34%), Verrucomicrobia
mit 7% (0-21%), Bacteroidetes mit 5% (0-18%), Chloroflexi mit 3% (0-16%),

Planctomycetes, Gemmatimonadetes und Firmicutes mit je 2% (Janssen, 2006).

Die Zahl biologischer, chemischer und physikalischer Faktoren im Boden, die die
Abundanz der einzelnen Phyla beeinflussen kdnnen, ist sehr gro und fiihrt zu der grof3en
Varianz zwischen den 32 B&den. Aulierdem unterscheidet sich die Zusammensetzung
der Bacteria-Gemeinschaft in zahlreichen Béden Nord- und Siidamerikas unabhangig von

der geographischen Distanz deutlich; durchschnittlich teilten zwei Béden nur ~1% der
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Abbildung 2. Phylogenetischer Stammbaum basierend auf der Phylogenie der 16S rRNA-Gene mit Fokus auf
die Bacteria. Rot markiert sind die Phyla der Bacteria, die hdufig und zahlreich in Bodenhabitaten vorkommen.

Phylotypen (Lauber et al., 2009). Diese Unterschiede kénnen durch den pH-Wert erklart
werden. Allerdings ist dieser wahrscheinlich nicht direkt fur die Struktur der
Bakteriengemeinschaften verantwortlich, sondern beeinflusst selbst andere Boden-
parameter, wie z.B. Nahrstoffverfiigbarkeit (Fierer und Jackson, 2006; Griffiths et al.,
2011). So war die Verflugbarkeit von Kohlenstoff der grélRte Einflussfaktor auf die

Abundanzen der einzelnen Phyla in 71 Béden Nordamerikas (Fierer et al., 2007).

Kurze Generationszeiten, ein enormes evolutionares Potential und ein groRes Verhéltnis
von Oberflache-zu-Volumen erlauben es Bodenbakterien sich schnell an wechselnde
Umweltbedingungen anzupassen. Die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft
im Boden hangt zum Teil von sich jahreszeitlich andernden Pflanzeneffekten auf
Umweltbedingungen ab (Bossio et al., 1998; Bardgett et al., 1999). Diese Studien weisen
darauf hin, dass es aufgrund von saisonalen Schwankungen z.B. der Bodentemperatur,

Bodenfeuchte und Verfugbarkeit von Né&hrstoffen, die Mikroorganismen in ihren
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Mikrohabitaten erfahren, auch saisonale Verdnderungen der mikrobiellen Diversitat im
Boden gibt. Zwar variiert auch der pH-Wert z.B. in Eichen- und Larchenstreu monatlich,
fuhrte aber nicht zu einer Verédnderung des pH-Werts im betreffenden Boden (Frankland
et al.,, 1963). Saisonabhangigkeit wird vor allem durch Verdnderungen in Bodenfeuchte
und -temperatur hervorgerufen - beides Kontrollfaktoren mikrobieller Gemeinschaften
(Stres et al., 2008). Héhere Temperaturen kénnen unter anderem die mikrobielle Aktivitat
steigern, so dass sich die mikrobielle Gemeinschaft dahingehend verandert, dass
Mikroorganismen, die auch bei hohen Temperaturen wachsen kénnen und schnellere
Wachstumsraten haben, begilnstigt werden (Zogg et al., 1997; Ehrenfeld et al., 1997).
Zuséatzlich andert sich die Nahrstoffverfligbarkeit saisonabhdngig (Farley und Fitter,
1999), ein weiterer Faktor, der Bodenmikroorganismen beeinflusst. In unkultivierten
Bdden gemaRigter Okosysteme nehmen die Néahrstoffe im Friihjahr generell zu, wéhrend
es im Herbst oder Winter noch einen zweiten kleineren Zuwachs an Nahrstoffen geben
kann (Chapin, 1980). Eine hohe Bodenfeuchte erleichtert wiederum einen schnellen
Nahrstoffaustausch und erhéht die mikrobielle Mobilitdt. In einem alpinen Tundraboden
wurden zwei saisonabhdngige Wechsel in der mikrobiellen Zusammensetzung detektiert,
der erste war mit der Schneeschmelze verbunden, wé&hrend der zweite in der
Vegetationsperiode auftrat (Bjork et al., 2008). Weiterhin hatten saisonale Verédnderungen
der Bodentemperatur, Bodenfeuchte und Nahrstoffgehalte einen grof3en Einfluss auf die
Diversitat von nitrifizierenden und denitrifizierenden Mikroorganismen in unkultivierten und

konventionell landwirtschaftlich bearbeiteten Béden (Smith et al., 2010).

Die Struktur bakterieller Gemeinschaften wird nicht nur durch Bodenparameter sondern
auch durch Landnutzung und Landnutzungsénderungen beeinflusst (Acosta-Martinez et
al., 2008; Wakelin et al., 2008; Jesus et al., 2009). Analysen der relativen Abundanz der
16S rRNA der haufigsten Bacteria-Phyla im Boden zeigte, dass die Zusammensetzung
der Bakteriengemeinschaften in Béden, die lange landwirtschaftlich genutzt wurden, sehr
dhnlich war, obwohl es Unterschiede in der Zusammensetzung der Pflanzen-
gemeinschaften und der Art der landwirtschaftlichen Nutzung gab (Buckley und Schmidt,
2001). Allerdings unterschieden sich die Bakteriengemeinschaften signifikant zwischen
Bdden, die schon lange bzw. noch nie landwirtschaftlich genutzt wurden (Buckley und
Schmidt, 2001). Auch Sun et al. (2004) fand eine Beziehung zwischen der
Zusammensetzung von Bakteriengemeinschaften im Boden und der Art der
landwirtschaftlichen  Nutzung. Wahrscheinlich ist jedoch die Anderung von
Bodeneigenschaften durch Landnutzung und nicht die Landnutzungsanderung selbst
verantwortlich fiir Anderungen in der Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaften im

Boden (Lauber et al., 2008). Die Zusammensetzung von Bakteriengemeinschaften im
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Boden erwies sich allerdings gegeniiber Landnutzungsanderungen stabiler als gegentiber

jahreszeitlichen Variationen (Hamer et al., 2008).

Mikrobielle Gemeinschaften im Boden, und die Okosystemprozesse, zu denen sie
beitragen, werden auch von Veranderungen der Pflanzenartenvielfalt beeinflusst (Zak et
al., 2003; Griter et al., 2006). Die Art der Pflanzen als auch der Bodentyp haben einen
wesentlichen Einfluss auf die Struktur und Funktion mikrobieller Gemeinschaften im
Boden (Berg und Smalla, 2009). So beeinflusste der Pflanzenbewuchs in Wald,
Weideland und Fldchen mit Strduchern die Zusammensetzung der bakteriellen
Gemeinschaft deutlicher als klimatische oder bodenchemische Eigenschaften (Chan et
al., 2008). Es ist bekannt, dass Mikroorganismen fiir den grofdten Teil des
Nahrstoffumsatzes in Bdden verantwortlich sind und somit Pflanzendiversitat und
Produktivitdt beeinflussen. Demzufolge spielen mikrobielle Gemeinschaften eine wichtige
Rolle in der Landwirtschaft (van der Heijden et al., 2008) und die Analyse ihrer
Zusammensetzung ist nicht nur von wissenschaftichem sondern auch von

agronomischem Interesse.

4.4. Das Phylum Acidobacteria

Der erste Vertreter der Acidobacteria, Acidobacterium capsulatum, wurde bereits 1991
beschrieben (Kishimoto et al., 1991). Allerdings wurde erst 1997 festgestellt, dass
Acidobacteria weit verbreitet und im Boden sehr haufig sind (Ludwig et al., 1997; Kuske et
al., 1997). Uber das Phylum Acidobacteria ist insgesamt nur wenig bekannt, da seine
Vertreter bisher selten erfolgreich kultiviert werden konnten. Durch zahlreiche 16S rRNA-
Gen-basierte Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dass Acidobacteria
abundant und ubiquitar vorkommen (Hugenholtz et al., 1998a). So wurden Acidobacteria
in den verschiedensten Habitaten nachgewiesen, z.B. im Boden (Barns et al., 1999;
Janssen, 2006), in heiRen Quellen (Hugenholtz et al., 1998b; Barns et al., 1999; Bryant et
al.,, 2007), im Moor (Dedysh et al., 2006), in sauren Seen von Abraumhalden
(Kleinsteuber et al., 2008), im Plankton des Mittelmeers (Quaiser et al., 2008) und in
Hoéhlen (Zimmermann et al., 2005; Meisinger et al., 2007). Die phylogenetische Diversitét
der Acidobacteria ist vergleichbar mit der des Phylums Proteobacteria (Hugenholtz et al.,
1998a) und erst kirzlich wurde die Anzahl der Untergruppen von 8 (Hugenholtz et al.,
1998a), Uber 11 (Zimmermann et al., 2005) auf 26 (Barns et al., 2007) erweitert. Trotzdem
gibt es bisher nur 134 Isolate gegeniiber 41.000 16S rRNA-Gensequenzen, die den
Acidobacteria zugeordnet werden konnen (,Ribosomal Database Project’ (RDP);
http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp, Cole et al., 2009). Vorrangig gehoéren diese Isolate zur

Untergruppe Gp1, aber auch den Untergruppen Gp2, Gp3, Gp4, Gp6 und Gp8 konnten
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Acidobacteriaceae bacterium Gsoil 149, AB245339
Acidobacteria bacterium KBS 146, FJ870380
Edaphobacter modestus, DQ528760
Edaphobacter aggregans, DQ528761
bacterium Ellin351, AF498733
Acidobacteriaceae bacterium KBS89, AY587227
Acidobacteriaceae bacterium Gsoil 969, AB245337

Granulicella rosea, AMB87759
Granulicella pectinivorans, AM887757
Granulicella aggregans, AMB87756

Granulicella paludicola, AM887758

Terriglobus roseus, DQ660892
E Terriglobus sp. TAA 48, AY587229
Terriglobus saanensis, HM214537 Gp1
Acidobacteria bacterium TPB6017, AM887760
bacterium K-5b10, AF524859
bacterium Ellin5222, AY234573
bacterium Ellin5285, AY234636
bacterium Ellin5058, AY234475
Acidipila rosea, AB561884
Acidobacterium capsulatum, CP001472
Acidobacteria bacterium KBS 83, FJ870383
bacterium Ellin5001, AY234418

bacterium Ellin5106, AY234523
bacterium Ellin6074, AY234726
Acidobacteria bacterium Ellin7137, AY673303
Candidatus Koribacter versatilis Ellin345, AF498727
bacterium K-5b2, AF524860
bacterium Ellin327, AF498709
bacterium Ellin5257, AY234608

bacterium Ellin371, AF498753

Candidatus Solibacter usitatus Ellin6076, CP000473
bacterium Ellin6071, AY234723 Gp3
Acidobacteria bacterium KBS 96, FJ870384
Acidobacteria bacterium IGE-016, GU187035

——— Bryobacter aggregatus, AM162405
[ Acidobacteria bacterium Ellin7184, AY673350

" bacterium Ellin5121, AY234538

Acidobacteria bacterium IGE-017, GU187032
E bacterium Ellin6099, AY234751
Acidobacteriaceae bacterium Gsoil 1619, AB245338 Gp4
L—————— bacterium Ellin6075, AY234727

Acidobacteriaceae bacterium K22, AM749787
Acidobacteria bacterium IGE-001, GU187036 Gp6
Acidobacteria bacterium IGE-011, GU187027 P

Acidobacteria bacterium IGE-010, GU187031

— Geothrix fermentans, U41563

Holophaga foetida, X77215 Gp8

Acanthopleuribacter pedis, AB303221 —

) N

Gp2

JL_\

A

J\

Abbildung 3. 16S rRNA-Phylogenie isolierter und/oder beschriebener Acidobacteria. Blau markiert sind 14
beschriebene Vertreter, alle Ubrigen sind eine Auswahl isolierter Acidobacteria aus verschiedensten
Bodenhabitaten. Bisher konnten nur Acidobacteria der Untergruppen Gp1-Gp4, Gp6, und Gp8 erfolgreich
kultiviert werden. Der Malstab entspricht 10% Sequenzunterschied.

kultivierte Vertreter zugeordnet werden (Janssen et al.,, 2002; Sait et al., 2002; 2006;
Joseph et al., 2003; Stevenson et al., 2004b). Medien mit niedrigem pH-Wert (pH 5,5, Sait
et al., 2006), erhohten CO,-Konzentrationen in der Gasphase (Stevenson et al., 2004b),
vielfaltigen Substratzusatzen (Pankratov et al., 2008) und eine lange Inkubationszeit
(Davis et al., 2005; 2011) sind Kultivierungsmethoden, die zur Isolierung von
Acidobacteria gefiihrt haben. Zuerst wurde Acidobacterium capsulatum isoliert und
beschrieben (Kishimoto et al., 1991), ein Vertreter der Untergruppe Gp1, so wie zwei

Terriglobus-Spezies (Eichorst et al., 2007; Mannistd et al., 2010), zwei Edaphobacter-
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Spezies (Koch et al., 2008), drei Granulicella-Spezies (Pankratov und Dedysh, 2010),
Acidipila rosea (Okamura et al., 2011), Bryocella elongata (Dedysh et al., 2011) und
Telmatobacter bradus (Pankratov et al., 2011). Bryobacter aggregatus ist der erste
taxonomisch beschriebene Vertreter der Untergruppe Gp3 (Kulichevskaya et al., 2010).
Acanthopleuribacter pedis (Fukunaga et al., 2008), isoliert aus einer Kaferschnecke,
Holophaga foetida, ein homoacetogenes Bakterium, welches methoxylierte Aromaten
abbauen kann (Liesack et al., 1994) und Geothrix fermentans, ein eisenreduzierendes,
chemoorganotrophes Bakterium (Coates et al., 1999) sind die einzigen beschriebenen
Vertreter der Untergruppe Gp8 (Abb. 2). Zwei aus australischem Boden isolierte
Acidobacteria, Candidatus Koribacter versatilis (Gp1) und Candidatus Solibacter usitatus
(Gp3) sind zwar noch nicht vollstandig beschrieben, aber ihre Genomsequenzen sind
bekannt (Ward et al., 2009). Candidatus Chloracidobacterium thermophilum wurde aus
heilen Quellen isoliert und ist ein aerobes, Bacteriochlorophyll synthetisierendes,
phototrophes Acidobacterium der Untergruppe Gp1 (Bryant et al, 2007). Alle
beschriebenen Vertreter der Acidobacteria sind gram-negativ, die meisten leben aerob
und zumindest die Vertreter der Untergruppe Gp1 bevorzugen einen eher sauren pH-
Wert. Diese kultivierten und taxonomisch beschriebenen Isolate spiegeln aber bei Weitem
nicht die Diversitat der Acidobacteria wieder und limitieren die Kenntnisse Uber deren

Physiologie und Okologie (Tab. 1).

In einer Studie von Ward et al. (2009) wurden die Genome von Acidobacterium
capsulatum und zwei aus Boden isolierten Acidobacteria, Candidatus Koribacter versatilis
(Gp1) und Candidatus Solibacter usitatus (Gp3), untereinander verglichen. Die daraus
resultierenden Hinweise zur Physiologie der Acidobacteria legen nahe, dass alle drei
Arten vielseitig heterotroph sind und Kohlenstoffquellen wie einfache Zucker, Amino-
sduren, einige organische Sauren, aber auch komplexere Substrate wie Pektin, Starke,
Cellulose und Chitin nutzen kénnen. Die Genome codieren unspezifische Membran-
proteine der Major-Facilitator-Superfamilie und hochaffine ABC-Transporter - eine gute
Anpassung an nahrstoffarme Bedingungen. Die untersuchten Acidobacteria sind ebenfalls
in der Lage Nitrat und Nitrit zu reduzieren, aber nicht zur Stickstofffixierung oder
Denitrifikation befahigt. Die Existenz von Cellulose-Synthese-Genen und hoch-
molekularen Exkretions-Proteinen lasst auf eine Trockenresistenz oder Bildung von
Biofilmen schlielen. Diese genomischen Eigenschaften deuten auf langlebige, sich
langsam teilende Organismen hin, die unter n&hrstoffarmen Bedingungen einen
langsamen Metabolismus zeigen und an Fluktuationen der Bodenfeuchtigkeit angepasst
sind (Ward et al., 2009). Weitere Aufschlisse Uber die Physiologie der Acidobacteria

lieferte eine Studie von Pankratov et al. (2008), in der Acidobacteria aus Moorboden
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durch Zugabe von Glucose, Pektin, Xylan, Starke, Ethanol und Methanol stimuliert
werden konnten und Isolate auch bei niedrigen Temperaturen noch aktiv wuchsen. Auch
die Verwendung von Pflanzenpolymeren zur lIsolierung erhéhte die Diversitdt von
kultivierbaren Acidobacteria, verringerte aber ihre Abundanz im Vergleich zur
Verwendung von leicht oxidierbarem Kohlenstoff (Eichorst et al., 2011). Ebenso fanden
sich in einem tropischen Waldboden neben Actinobacteria, Firmicutes und Proteobacteria
auch Acidobacteria unter Lignin-abbauenden Bakterien (Deangelis et al., 2011). Des
Weiteren nahmen die Abundanz und/oder Diversitdt von Acidobacteria in 2,4,6-
Trinitrotoluol- (George et al., 2009) oder Phenylharnstoff-Herbizid (El Fantroussi et al.,
1999) kontaminierten Boden ab, wohingegen sie in mit polychlorierten Biphenylen
verseuchtem Boden zunahm (Nogales et al, 1999). Folglich scheinen einige
Acidobacteria in der Lage zu sein hochmolekulare Pflanzenpolymere oder auch
spezifische Bodenschadstoffe abzubauen. Erst kirzlich konnte durch Hydrolyse des
kompletten Zellmaterials von 13 Vertretern der Acidobacteria der Untergruppen Gp1 und
Gp3 das Vorhandensein eines ungewdhnlichen Membranlipids (iso-diabolic acid, 22-43 %
aller Fettsduren) gezeigt werden (Sinninghe Damste et al., 2011). Acidobacteria kénnten
aullerdem eine Quelle neuartiger Polyketide mit antibiotischer Wirkung sein (Parsley et
al., 2011).

Die phylogenetische Diversitat, Ubiquitdt und Abundanz der Acidobacteria, vor allem in
Bodenhabitaten legt eine wichtige Rolle des Phylums bei biogeochemischen Prozessen
sowie vielféltige Stoffwechseleigenschaften nahe. In Analysen von 16S rRNA-Gen
Klonbibliotheken stellen Acidobacteria durchschnittlich 20% der typischen Boden-
bakteriengemeinschaft dar (Janssen, 2006). Neben Klonbibliotheken zeigte auch die
Pyrosequenzierung von 16S rRNA-Genen aus vielfaltigen Béden, dass die Acidobacteria-
Untergruppen Gp1, Gp2, Gp3, Gp4 und Gp6 im Boden dominieren (Jones et al., 2009).
Diese Studie verdeutlichte auch, dass die Abundanz der Untergruppen Gp1, Gp2, Gp3,
Gp4, Gp5, Gp6, Gp7 und Gp16 zwischen den 87 untersuchten Bbéden stark variierte.
Generell wurde die hdchste Abundanz von Acidobacteria in B6den mit dem niedrigsten
pH-Wert festgestellt, wobei die Untergruppen Gp1 und Gp3 eine starke negative
Korrelation, die Untergruppen Gp4, Gp6, Gp7 und Gp16 eine positive Korrelation und die
Untergruppe Gp5 keine Korrelation mit dem pH-Wert aufzeigten. Andere Umwelt-
parameter wie Jahresniederschlag, organischer Kohlenstoff und CN-Verhéltnis
korrelierten schwacher aber positiv mit der Abundanz der Acidobacteria in den
Untersuchungsflachen (Jones et al.,, 2009). Eine gPCR-basierte Studie von 71 Béden
zeigte jedoch eine negative Korrelation der relativen Abundanz der Acidobacteria zur

Verflgbarkeit von Kohlenstoff im Boden (Fierer et al., 2007). Weitere Studien fanden eine
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hohe Acidobacteria-Abundanz in alteren und nahrstoffairmeren im Vergleich zu jiingeren
und néhrstoffreicheren Béden (Nemergut et al., 2007; Tarlera et al., 2008; Kuramae et al.,
2010). In einer Studie zur Bodenhorizont-spezifischen Verteilung von Bacteria waren
Acidobacteria im B-Horizont doppelt so zahlreich wie im A-Horizont, wobei Untergruppe
Gp6 im A-Horizont und Untergruppe Gp4 im B-Horizont dominierte (Will et al., 2010). Die
Variation in der Verteilung der Acidobacteria und ihrer Untergruppen geht wahrscheinlich
mit den unterschiedlichen Bodeneigenschaften und Nahrstoffbedingungen der
Bodenhorizonte einher. Die Diversitat und Aktivitdt von Bakterien ist des Weiteren stark
abhangig von der Wasserverfligbarkeit im Boden. Acidobacteria waren in einigen Studien
in trockenen B&den abundanter als in feuchten (Diallo et al., 2004; Castro et al., 2010), in
anderen Studien verhielt es sich umgekehrt (Rasche et al, 2010). In dem
Birkenwaldboden nahm die Abundanz der Acidobacteria saisonal bedingt auch mit
hoheren Bodentemperaturen ab (Rasche et al, 2010). Die genannten Studien
unterstitzen die Annahme, dass Acidobacteria langsam wachsende, oligotrophe

Bakterien sind, deren Abundanz in einer Gemeinschaft vom pH-Wert reguliert wird.

Aufgrund der hohen Abundanz und metabolischen Aktivitdt in der Rhizosphére spielen
Acidobacteria wahrscheinlich eine Rolle fur die ablaufenden biogeochemischen Prozesse
in diesem Habitat (Lee et al., 2008). Holophagae bevorzugten sogar die Rhizosphére
gegenuber undurchwurzeltem Boden (da Rocha et al., 2010), wohingegen Kielak et al.
(2008) eine hohere Diversitdt und Abundanz von Acidobacteria in undurchwurzeltem
Boden fand. Die Uberirdische Pflanzendiversitat scheint keinen direkten Einfluss auf die
Gemeinschaft der Acidobacteria im Boden zu haben (Zul et al., 2007). Die Abundanz der
Untergruppe Gp1 verdoppelte sich in einem Griinlandboden wenn alle Pflanzen entfernt
wurden, wahrscheinlich begriindet durch die geringere Verfligbarkeit von organischem
Kohlenstoff und Stickstoff bei fehlendem Eintrag von organischem Material durch
Pflanzen (Thomson et al., 2010).

Der Einfluss von Landnutzungsanderungen auf Bakteriengemeinschaften im Boden bzw.
ob Landnutzung zu wieder erkennbaren Mustern in der Zusammensetzung von
Bakteriengemeinschaften fihrt, wurde bisher wenig untersucht. In einer Studie zur
Zusammensetzung bakterieller Gemeinschaften in Béden verschiedener Land-
nutzungstypen (Laubholz-, Kieferwald, Ackerland, Viehweide) war die Abundanz der
Acidobacteria im Wald signifikant héher als in landwirtschaftlich genutzten Béden (Lauber
et al., 2008). Ebenso dominierten Acidobacteria im Boden von Laubwéldern und zeigten
geringere Abundanzen in Flachen mit Strduchern und Weideland (Chan et al., 2008). In
einer anderen Studie dominierten Acidobacteria zwar die bakterielle Gemeinschaft in

unterschiedlich bewirtschafteten Grunlandern und Waldern, zeigten aber im Gegensatz zu
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anderen Phyla keine Unterschiede in der Abundanz des gesamten Phylums sondern nur
fur einzelne Untergruppen zwischen diesen Landnutzungsformen (Nacke et al., 2011a). In
reinen Weizenfeldern waren einige Cluster der Acidobacteria-Untergruppe Gp1 haufiger
zu finden als in Feldern mit Weizen-Sojabohnen-Fruchtfolge, wo Vertreter der
Untergruppe Gp4 zahlreicher waren, wahrend Vertreter der Untergruppe Gp2 in nicht
landwirtschaftlich bearbeitetem Boden am haufigsten auftraten (Yin et al.,, 2010).
Landwirtschaftliche Nutzung ist die menschliche Aktivitat, die physikalische, chemische
und biologische Bodeneigenschaften und -prozesse am starksten verandert. So
beeinflusst Landwirtschaft auch die Diversitdt und Struktur mikrobieller Gemeinschaften
im Boden, allerdings sind die spezifischen Veranderungen verschiedener Bakterien-

populationen hinsichtlich Landnutzungsanderungen bisher wenig untersucht.

4.5. Stabile Isotope und ,next generation sequencing’ in der mikrobiellen
Okologie
Welche Funktionen Mikroorganismen in natirlichen Habitaten erfillen, bleibt eine der
wichtigsten Fragen der mikrobiellen Okologie. Lange versuchte man diese uber die
Isolierung und Identifizierung von Mikroorganismen sowie deren physiologische,
biochemische und genetische Charakterisierung zu beantworten. Von diesen
metabolischen und phénotypischen Eigenschaften der lIsolate lieRen sich dann ihre
potentiellen Funktionen und nahen Verwandten in der natlrlichen Umgebung ableiten.
Abhangig vom Habitat kbnnen gegenwaértig allerdings maximal 15% der Mikroorganismen,
die in einem natirlichen Okosystem vorkommen, mit den bekannten Methoden kultiviert
werden (Amann et al., 1995). Demzufolge ist die Kultivierung fiir reprasentative Aussagen
Uber Identitdt und Funktion der vorhandenen Mikroorganismen in einem Okosystem
ungeeignet. Erst die Entwicklung von molekularbiologischen Methoden, wie z.B. der
vergleichenden Sequenzanalyse des 16S rRNA-Gens als phylogenetischer Marker (Olsen
et al., 1986; Pace et al., 1986; Woese, 1987; 2000), fihrten zur Entdeckung unkultivierter
Mikroorganismen sowie neuer taxonomischen Gruppen (Rappe und Giovannoni, 2003)
und werden seither vielfaltig zur Beschreibung der phylogenetischen Diversitat

mikrobieller Gemeinschaften angewendet.

DNA-basierte Analysen geben lediglich einen Aufschlul Uber das genetische Potenzial
eines Habitats, da DNA auch in ruhenden, sterbenden, oder toten Zellen Giberdauern oder
als extrazelluldare DNA vorkommen kann (Coolen und Overmann, 1998). Im Gegensatz
dazu ist RNA sehr instabil, und der Gehalt ribosomaler RNA in einer Zelle abhangig von

ihrem physiologischen Zustand. Mit Hilfe von 16S rRNA-basierten Analysen erhalt man
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einen Uberblick Giber die metabolisch aktiven Mitglieder in einer komplexen mikrobiellen
Gemeinschaft (Mannisté et al., 2009). Einen schnellen Vergleich der Diversitdt und
Zusammensetzung von komplexen mikrobiellen Gemeinschaften bei gleichzeitig hohem
Probendurchsatz  bieten so  genannte  molekulare  Fingerabdruckmethoden
(,fingerprinting’), wie die denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE, Muyzer et
al., 1993) und der terminale Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus (T-RFLP, Liu et
al., 1997). Wie die Sequenzanalyse basieren diese Methoden ebenfalls auf
Untersuchungen der 16S rRNA-Gene oder der revers transkribierten 16S rRNA.
Allerdings kann man auch dariiber kaum Rickschlisse auf die Physiologie und die damit
verbundene Funktion der Mikroorganismen in ihrem natirlichen Habitat ziehen (Liesack et
al., 1997).

Zur Verknipfung von ldentitdt und Funktion mikrobieller Gemeinschaften werden z.B.
stabile Isotope von Atomen, die in biologischen Molekiilen vorkommen, verwendet. Diese
so genannte stabile Isotopenbeprobung (,Stable Isotope Probing’; SIP) basiert auf dem
Einbau des stabilen Isotops in die Biomolekile von Mikroorganismen, die aktiv an der
Umsetzung des z.B. *C-markierten Substrats beteiligt waren (Radajewski et al., 2000).
Der Einbau des Isotops in die mikrobielle Biomasse spiegelt die substratspezifische
metabolische Aktivitat der Gemeinschaft wieder. Die Verfolgung des Flusses eines *C-
markierten Substrats durch die mikrobielle Gemeinschaft und die anschlieRende
isotopische Analyse von Biomarkern, wie Phospholipid-Fettsauren (PLFA; Boschker et al.,
1998), DNA (Radajewski et al., 2000), RNA (Manefield et al., 2002a) und Proteinen
(Jehmlich et al., 2008a; 2008b) erlaubt daher die ldentifizierung der aktiv an der
Umsetzung des Substrats beteiligten Mikroorganismen. Aufgrund der Massendifferenz
kénnen '*C-markierte ,schwere’ Nukleinsduren von nicht markierten ('°C) leichten’
Nukleinsduren mittels Dichtegradientenzentrifugation getrennt werden. Anhand der "*C-
markierten Nukleinsduren kénnen die aktiven Mikroorganismen direkt Gber ,fingerprinting -
Analysen, und anschlielende Sequenzierung der 16S rRNA-Gene identifiziert werden.
DNA-SIP ermdéglicht eine hohe phylogenetische Auflésung der an der Umsetzung des
*C-markierten Substrats beteiligten mikrobiellen Gemeinschaft (Dumont und Murrell,
2005; Friedrich, 2006), allerdings sind hohe Konzentrationen an markiertem Substrat und
lange Inkubationszeiten erforderlich. Eine Weiterentwicklung der SIP-Methode ist die
Verwendung des 16S rRNA-Molekiils selbst als Biomarker (RNA-SIP; Lueders et al,
2004a; 2004b; Manefield et al., 2002b). Die RNA-Syntheserate ist durch eine h&here
Kopienzahl und Unabhangigkeit von der Zellreplikation gréf3er als die der DNA. RNA-SIP
ist daher wesentlich sensitiver und kombiniert die phylogenetische Auflésung mit den

Vorteilen eines Biomarkers, dessen Gehalt in der Zelle deren Aktivitdt widerspiegelt
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(Manefield et al.,, 2002a). Eine ausreichend hohe Anreicherung des Isotops in den
Nukleinsauren, die durch den Stoffwechselweg, das verwendete Substrat, die Dauer der
Inkubation, das Vorkommen von unmarkiertem Substrat und die Rate der
Nukleinsduresynthese beeinflusst wird, gewahrleistet den Erfolg des SIP-Experimentes
(Lueders et al., 2004a). Zur effektiven Trennung von markierten und unmarkierten
Nukleinsduren mussen etwa 20% der Markierung in die Nukleinsduren eingebaut werden
(Radajewski et al., 2000). Ein weiteres Problem bei der Trennung stellen rRNA-Spezies
verschiedener Dichte da, weshalb sich auch in der ,schweren’ Fraktion unmarkierte RNAs
befinden kénnen (Manefield et al., 2002b). Ein anderer Faktor, der die Identifizierung der
aktiven mikrobiellen Gemeinschaft beeinflussen kann, ist die M®oglichkeit von
,crossfeeding’. Hierbei metabolisieren Mikroorganismen das markierte Substrat und bilden
markierte Abbauprodukte, die wiederum von anderen Mikroorganismen verwertet werden
kénnen. Auf diese Weise kénnen mikrobielle Populationen markiert werden, die an dem
Abbau des urspringlichen Substrats nicht direkt beteiligt sind. Durch die Analyse des
Einbaus von ™C (ber den zeitlichen Verlauf der Inkubation kénnen solche
Nahrungsketten aufgeklart werden (Lueders et al., 2004c). DNA- und RNA-SIP wurden
bisher vor allem genutzt um den Abbau von einfachen Substraten wie CO, (Whitby et al.,
2001), CH4 (Morris et al., 2002), Glucose (Padmanabhan et al, 2003), Methanol
(Radajewski et al., 2002) und Propionat (Lueders et al., 2004b), aber auch den von
komplexeren Substraten wie Cellulose (Bastias et al., 2009; Haichar et al., 2007) und
Pflanzenmaterial (Bernard et al., 2007) zu verfolgen. Die stabile Isotopenbeprobung von
Nukleinsduren stellt somit eine geeignete Methode dar, um die Struktur und in situ
Funktion von bisher unkultivierten Mikroorganismen in ihrem natirlichen Habitat zu

charakterisieren.

Durch Klonierung und Sequenzierung von 16S rRNA-Genen erhédlt man normalerweise
Informationen (ber ein paar hundert Klone, wohingegen man durch die neuartigen so
genannten ,next-generation-sequencing’-Techniken (wie z.B. Pyrosequenzierung) ein
Vielfaches an Sequenzen erhalten kann (Roesch et al., 2007; Acosta-Martinez et al.,
2008). Die Pyrosequenzierung ist u. a. durch Amplifikation und Analyse der 16S rRNA-
Gene geeignet flr die phylogenetische Analyse von mikrobiellen Gemeinschaften in ihrer
natlrlichen Umgebung. Mit Hilfe von probenspezifischen Schlisselsequenzen, so
genannten ,barcodes’ oder ,fags’ bestehend aus kurzen Nukleotidsequenzen, kann eine
grol3e Anzahl von Proben zur gleichen Zeit analysiert werden, was die Kosten reduziert
und die vergleichende Analyse erleichtert (Roh et al., 2010). Bei der Verwendung des
454-GenomeSequencer (Roche Applied Science) kénnen bis zu 400 Mb Sequenzdaten

mit einer durchschnittlichen Leseldange von 400 bp erhalten werden (Ansorge, 2009). Bei
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der Pyrosequenzierung synthetisiert eine DNA-Polymerase den komplementéren Strang
zur einzelstréngigen Matrizen-DNA und jedes Mal, wenn ein Nukleotid eingebaut wird,
wird ein anorganisches Pyrophosphat abgegeben. Das Pyrophosphat wird durch die ATP-
Sulfurylase zu ATP umgesetzt, welches die Luciferasereaktion antreibt und Licht wird
abgestrahlt. Dieser Einbau eines spezifischen Nukleotids wird mit Hilfe einer Kamera
detektiert und die Intensitdt des Lichts ist dabei proportional zur Zahl der eingebauten
Nukleotide (Ronaghi, 2001; Margulies et al., 2005). Die Methode der Pyrosequenzierung
wurde schon in zahlreichen Studien zur Analyse mikrobieller Gemeinschaften in
verschiedensten Habitaten wie z.B. Meerwasser (Sogin et al., 2006; Kirchman et al.,
2010), Gletschereis (Simon et al., 2009), Klaranlagen (Lee et al., 2010), heillen Quellen
(Miller et al., 2009) und verschiedensten Béden (Roesch et al., 2007; Acosta-Martinez et
al., 2008; Lauber et al., 2009; Rousk et al., 2010) angewendet. In den meisten
Diversitatsstudien wurden zur Pyrosequenzierung die variablen Bereiche des 16S rRNA-
Gens (Neefs et al., 1990) amplifiziert. Die Sequenzen umfassten z.B. die Regionen V1-V2
(Jones et al., 2009; Lauber et al., 2009; Rousk et al., 2010), V3 (Miller et al., 2009; Lee et
al., 2010) oder V6 (Sogin et al., 2006; Kirchman et al., 2010). Um eine einheitliche,
schnelle und akkurate Auswertung der Daten und taxonomische Einordnung der partiellen
16S rRNA-Sequenzen zu erreichen, sind automatisierte bioinformatische Programme und

Analysen notwendig (Liu et al., 2008).

4.6. Zielsetzung der Arbeit

Acidobacteria machen in Bdéden weltweit durchschnittich 20% der Bakterien aus. Die
phylogenetische Diversitat, weite Verbreitung und hohe Abundanz dieses Phylums deuten
auf eine wichtige Rolle bei biogeochemischen Prozessen und vielfaltige Stoffwechsel-
eigenschaften hin. Uber die Funktion der Acidobacteria im Boden und den Zusammen-

hang zur Landnutzung ist jedoch nur wenig bekannt.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher die funktionelle Relevanz von Diversitéts-
veranderungen in zahlreichen Grinland- und Waldbdden unterschiedlicher Landnutzung
untersucht werden. Zielsetzungen waren die Erfassung der Zusammensetzung und
Diversitat der Acidobacteria in Abh&angigkeit von Boden- und Standorteigenschaften sowie
Pflanzendiversitat als auch die Identifizierung wichtiger funktioneller Gruppen. Mittels
molekularbiologischer Methoden basierend auf der Phylogenie der 16S rRNA und stabiler

Isotopenbeprobung wurden im Verlauf dieser Arbeit folgende Fragestellungen untersucht:

¢ Welche Rolle spielen Boden- und Standorteigenschaften, Pflanzendiversitdt und

Landnutzung fir die Diversitat und Aktivitat der Acidobacteria?
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Einleitung

Gibt es jahreszeitliche Veranderungen der Zusammensetzung und Diversitat der

aktiven Acidobacteria im Boden?

Sind Acidobacteria am Abbau von Pflanzenmaterial in Wald- und Griinlandb6den
beteiligt?
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien, Gase, Sterilisationsverfahren

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit im Text nicht gesondert aufgefiihrt, im
Reinheitsgrad ,zur Analyse“ oder in vergleichbaren Reinheitsgraden von den Firmen
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und Bio-Rad
Laboratories (Minchen) bezogen. Enzyme und molekularbiologische Reagenzien wurden
von den Firmen GE Healthcare (Miinchen), Applied Biosystems (Darmstadt), Eurogentec
Deutschland GmbH (Kd&In), Promega (Mannheim), Roche Diagnostics (Mannheim) und
Sigma-Aldrich (Taufkirchen) geliefert. Oligonukleotide wurden bei Eurofins MWG Operon
(Ebersberg) synthetisiert. Alle verwendeten Gase wurden von Air Liquid (Krefeld) und
Messer-Griesheim (Darmstadt) bezogen. Die verwendeten Lésungen, Puffer und Medien
wurden, wenn nicht anders beschrieben, mit bidestilliertem Wasser angesetzt und durch
Autoklavieren bei 121°C fir 20 min sterilisiert. Nicht autoklavierbare Substanzen wurden
sterilfiltriert (Sterilfilter mit 0,2 ym Porengréfte, Nr. FP 30/0,2 CA-S, Schleicher und

Schuell GmbH, Dassel). Glasmaterialien wurden bei 180°C fiir 3 h sterilisiert.

2.2. Probenmaterial und Inkubationsansatze

Diese Arbeit ist Teil des Biodiversitdts-Exploratorien-Projektes (http://www.biodiversity-
exploratories.de, Fischer et al., 2010). Der verwendete Boden wurde von 27 Griinland-
und 30 Waldflachen der Biodiversitdts-Exploratorien Schorfheide-Chorin in Brandenburg
(SCH), Hainich-Dun in Thuringen (HAI) und Schwébische Alb in Baden-Wiurttemberg
(ALB) entnommen. Alle Flachen reprasentieren einen Gradienten der Landnutzungs-
intensitat von weitgehend ungenutzten bis zu stark genutzten Okosystemen.
Grinlandflachen kénnen in Wiesen, Mahweiden und Weiden unterteilt werden, die sich in
Dingung, Beweidung und Anzahl der Schnitte pro Jahr unterscheiden. Waldflachen
lassen sich in Altersklassen-Nadel- und Buchenwalder sowie natirliche Buchenwalder
gliedern. Jeder Landnutzungstyp ist in jedem der drei Exploratorien auf je drei Fldchen zu
finden; im Exploratorium Hainich-Din sind zuséatzlich drei Flachen mit Buchen-
Plenterwald vertreten. Neben dieser Einteilung der Fldchen in kategorische
Landnutzungstypen, wurde ebenfalls ein kontinuierlicher und dimensionsloser Land-
nutzungsindex nach (Herzog et al., 2006) fur alle Grinlandflachen berechnet (Blithgen et
al., 2011). Dieser Index der Landnutzungsintensitdt beinhaltet die gleichwertigen

Variablen Dingung (D), Mahd (M) und Beweidung (W). Fir jede Untersuchungsflache i,
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wurde die Landnutzungsintensitat L[/] definiert als die Summe jeder dieser Variablen

geteilt durch ihren Mittelwert Uber alle Untersuchungsflachen eines Exploratoriums:

L[] = D[]/ DIMW, E] + M[i] / M]IMW, E] + B[i] / B]IMW, E]

wobei DJi] die Diingemenge (kg Stickstoff ha™ Jahr™), M[] die Haufigkeit des Mahens pro
Jahr und B[] die Beweidung (Viehbestand Tag' ha’' Jahr') auf jeder
Untersuchungsflache i, und D[MW, E], M[MW, E] und B[MW, E] die entsprechenden
Mittelwerte jedes Exploratoriums darstellen. Die notwendigen Informationen zur
Landnutzung stammen aus Interviews mit Bauern und Landbesitzern der Jahre 2006-
2008. Ein Landnutzungs- und Stoérungsindex fur alle Waldflachen wurde von

Hessenmoeller et al. (2010) berechnet.

Die Untersuchungsflachen wurden mit einer Buchstabenkombination benannt; der erste
Buchstabe steht fur das Exploratorium (A — ALB, H — HAI, S - SCH), der zweite (E) fur
experimental plot und der dritte fur Grinland (G) oder Wald (W). Genaue Angaben zu
Lokalisierung, Boden- und Landnutzungscharakteristika aller Untersuchungsflachen sind

in Tabelle 2 wiedergegeben.

Bodenproben wurden im April 2008 sowie April, Juni, August und Oktober 2009 (in
Zeitabstanden von je 8 Wochen) von Grinland- und Waldflachen entnommen. Im April
2008 wurde eine A-Horizont-Mischprobe aus je einem Bohrkern (Durchmesser 8,5 cm) in
jeder Ecke und der Mitte einer 20 x 20 m - Flache sowie 4 dazwischen liegenden
Spatenstichen genommen. Zu den vier verschiedenen Zeitpunkten im Jahr 2009 wurde
der A-Horizont der 20 x 20 m - Flache mit je finf Bohrkernen (Durchmesser 5 cm) in jeder
Ecke und der Mitte beprobt. Der Boden wurde grob von Steinen, Stroh- und Wurzelresten
befreit, auf eine KorngréRe von < 2 mm gesiebt und bei -80°C gelagert. Vor der weiteren
Verwendung zu molekularbiologischen Analysen wurden die fiinf Bodenproben einer

Flache und eines Probenahmezeitpunktes 2009 zu gleichen Anteilen gemischt.

Die nachfolgend aufgefiihrten Daten zu Boden- und Standorteigenschaften aller
Untersuchungsflachen wurden von Mitarbeitern des Biodiversitats-Exploratorien-Projektes
im Jahr 2008 erhoben. Der pH-Wert der Béden wurde in destillietem Wasser und einer
10 mM CaCl,-Lésung im Verhéltnis Boden zu Ldésung von 1:2,5 bestimmt (Verena
Négele, Ludwig-Maximilians-Universitdt Muanchen). Der Gehalt an organischem
Kohlenstoff (C, [g kg']) und Gesamtstickstoff (N, [g kg']) wurde durch
Verbrennungsanalyse (Vario Max, Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau) analysiert

und das CN-Verhéltnis berechnet (Nadine Herold, Max-Planck-Institut fiir Biogeochemie,
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Tabelle 2. Lokalisierung, Boden- und Landnutzungscharakteristika aller Untersuchungsflachen (Quellen:
Projektdatenbank BEXxIS, Fischer et al., 2010)

AEG1 Leptosol Wiese o 2 48°23'52,8" 9°20'31,2"

AEG3 Leptosol Wiese o 2 48°24'32,0" 9°31'56,6"

AEG5 Leptosol Mahweide Rind/Pferd 1 48°23'452" 9°26'21,1"

AEG7 Leptosol Weide Schaf o nein 48°23'29,1"  9°22'36,6"

Schwabische
Alb (ALB)

AEG9 Leptosol Weide Schaf = nein 48°23'40,8" 9°30'10,1"

AEW2 Leptosol AKL Fichte = o = 48°22'48,0" 9°21'5,2"

AEW4 Cambisol AKL Buche o o = 48°23'56,8" 9°14'41,4"

AEWG6 Cambisol AKL Buche o o = 48°23'38,6" 9°26'454"

AEWS Cambisol NW Buche 48°22'57,3" 9°22'56,6"

HEG1 Cambisol Wiese j 50° 58' 17,9"

10° 24' 19,3"

HEG3

Vertisol Wiese 50° 59'53,1"  10° 25' 58,6"

HEGS5 Stagnosol  M&hweide 51°12'57,2" 10°19'21,1"

HEG7 Stagnosol ~ Weide

51°16'25,6" 10°24' 38,5"

51°13'26,1" 10°22'51,3"

HEG9 Stagnosol  Weide

HEW2 Stagnosol  AKL Fichte 51°12'37,0" 10°22'11,8"

HEW4 AKL Buche

Luvisol 51°22'11,1"  10°32'1,5"

HEW6 AKL Buche = =

Luvisol 51°16' 3,8" 10° 14' 20,2"

HEW8 Luvisol PW Buche = o = 51°21'21,8" 10°31'1,1"

HEW10  Stagnosol NW Buche o o 51° 5'24,6" 10° 27' 45,8"

HEW12  Luvisol NW Buche - o = 51°6'3,1" 10° 27' 18,6"

SEG2 Histosol Wiese - 2 j 53°5'21,5"

13° 58' 48,2"

SEG4 Histosol Mahweide Rind 1 nein 53° 6'49,5" 14°0'6,7"

SEG6 Histosol Mahweide Rind 1 nein 53°6'13,2" 13° 37' 22,2"

SEG8 Gleysol Weide Rind - nein 53°6'50,0" 14°1'0,5"
ShOOUe  SEGO sosol  Wede R - nem  Sosms @z
Chorin (SCH) SEW1 Cambisol  AKL Kiefer = = = 52°54'3,4"  13°50'46,9"

SEW3 Cambisol AKL Kiefer = = = 52°55'14,6"  13° 38'36,4"

SEW5 Cambisol AKL Buche = = = 53° 3'25,3" 13°53'7,3"

SEW7 Cambisol NW Buche = = = 53° 6' 25,8" 13°41'39,9"

SEW9 Cambisol NW Buche = = = 53° 2'40,3" 13° 48' 37,2"
AKL: Altersklassenwald
PL: Plenterwald
NW: Naturwald
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Jena). Die Konzentration von Phosphor im Boden (P, [mg kg™']) wurde durch sequenzielle
Extraktion (Hedley et al., 1982; Kuo, 1996) colorimetrisch (Murphy und Riley, 1962)
bestimmt (Fabian Alt, Johannes-Gutenberg-Universitdt Mainz, Alt et al, 2011).
Bodentemperatur [°C] und Bodenfeuchte [% vol] wurden in 5-10 cm bzw. 0-8 cm
Bodentiefe vor der Probennahme gemessen (Fernando Moyano, Max-Planck-Institut fir
Biogeochemie, Jena). Zur Bestimmung von I6slichem Ammonium [umol] und Nitrat [umol]
wurde Boden mit 1 mM CaCl,-Lésung ausgeschiittelt, die Lésung anschliel3end filtriert,
sterilfiltriert, gefriergetrocknet und in Wasser mittels HPLC analysiert (Christa Lang,
Georg-August-Universitat Géttingen). Die Bodenrespiration [umol CO, m? s™'] wurde nach
dem Entfernen der Uberirdischen Vegetation mit einer Licor 6400 Boden-
respirationskammer gemessen (Fernando Moyano, Max-Planck-Institut fiir Biogeochemie,
Jena). Die Abundanz von Amd&ben, Flagellaten und Ciliaten wurde als Zahl der Individuen
pro Gramm Boden nach Bonkowski et al. (2000) bestimmt (Jan Weinert, Universitat K&in)
und die Anzahl der vaskuldren Pflanzenarten wurde im Jahr 2008 fur alle Grinland- und
im Jahr 2009 fur alle Waldflachen aufgenommen (Stephanie Socher, Steffen Boch und

Jorg Muller, Universitat Bern).

Fur Bodenproben des Jahres 2009 wurden ausschlieBlich der pH-Wert, die
Bodentemperatur und Bodenfeuchte aufgenommen. Der pH-Wert der Béden wurde in
einer 10 mM CaCl,-Lésung im Verhéltnis Boden zu Ldsung von 1:1 mit einer
Glaselektrode (SenTix Mic, WTW, Weilheim) und einem pH-Meter (pH 526, WTW)
bestimmt. Die in situ Bodentemperatur [°C] und -feuchte [%vol] wurde auf der Mehrzahl
der Untersuchungsfldchen automatisiert stuindlich in 5-10 cm Bodentiefe gemessen und

der Mittelwert der entsprechenden Woche der Probennahme berechnet.

Der Boden fiir Inkubationsansatze stammte von einer Grinland- (HEG4) und einer
Waldflache (HEW11) der Probenahme im Oktober 2009 im Hainich und wurde bis zur
Verwendung bei 4°C gelagert. Anschliefend wurde der Boden 40 Tage bei 20°C im
Dunkeln vorinkubiert um im Boden vorhandene Nahrstoffe so weit wie mdglich
abzubauen. Nach der Vorinkubation wurden je 3 g (Trockengewicht) Boden in 100 ml
Serumflaschen eingewogen, mit sterilem Wasser auf ca. 80% der maximalen
Wasserhaltekapazitat gebracht und die Flaschen mit einem Butyl-Stopfen verschlossen.
Dieser Versuchsaufbau wurde gewahlt, um die Entwicklung von CO, in der Gasphase
verfolgen zu kdénnen, aber dennoch Uber den Zeitraum der Inkubation weder
Austrocknung noch Sauerstofflimitierung zu erreichen. Die maximale Wasser-
haltekapazitédt (mWK) wurde in drei Parallelen bestimmt, indem ein offener Zylinder unten
mit Filterpapier verschlossen und max. % mit getrocknetem Boden gefullt wurde.

Anschlielend wurde dieser zur Wasserséattigung fur 1 h bis zur Bodenfullhéhe in Wasser
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gestellt, nachfolgend 3 h auf Sand equilibriert, das Feuchtgewicht bestimmt und der
Boden bis zur Gewichtskonstanz bei 105°C getrocknet und gewogen. Nach der Formel
mWK [% H,0 g™ = (Feuchtgewicht — Trockengewicht) / (Trockengewicht) x 100 wurde die
maximale Wasserhaltekapazitdt berechnet. Das Experiment wurde durch Zugabe von
5mg zerkleinerten (ca. 1-2 mm) und getrockneten '*C-markierten Weizenblattern oder
-wurzeln (13 Wochen alte Pflanzen, 97 atom% 3C, IsoLife B.V., Wageningen,
Niederlande) pro g Boden (Trockengewicht) gestartet. Zur Kontrolle wurde der Boden wie
oben beschrieben mit ?C-markierten Weizenblattern oder -wurzeln (1,1 atom% '°C,
IsoLife B.V.) oder ohne zusatzliches Pflanzenmaterial inkubiert. Die Inkubation der
Mikrokosmen erfolgte statisch bei 20°C im Dunkeln Uber einen Zeitraum von 168 h. Zu
verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation (nach 0, 24, 48, 72, 96 und 168 h) wurden von
drei parallelen Mikrokosmen die Konzentration von CO, sowie seine stabile
Isotopensignatur in der Gasphase gemessen und der Boden anschlieBend fir

molekularbiologischen Analysen bei -80 °C aufbewahrt.

Tabelle 3. Ubersicht iiber durchgefiihrte Analysen

Analysen AEG1-9 AEW1-9 HEG1-9 HEW1-12 SEG1-9 SEW1-9
16S rRNA-Gen-Klonbibliotheken +! + +' + +12 +
'}'?Iglzrl_Rlﬂﬁﬁﬁgan (2008) a e = a 5 5
'}'?Iglgl_Rlﬂﬁ;lalysen (2008) + + + + + +
'}'?Iggl_Rlﬂﬁ;alysen (4 x 2009) +* +* + +* e e
Stabile Isotopenbeprobung - - HEG4? HEW112 - -

"erstellt von B. Fosel, P. Wist, S. Mayer, F. Seiffert (Arbeitsgruppe Prof. Overmann, DSMZ Braunschweig)
% erstellt von A. Nather
3 Analysen durch A. Nather, B. Fosel, P. Wist

2.3. Chemische und physikalische Analysen

Um in Inkubationsansatzen ablaufende biogeochemische Prozesse verfolgen zu kénnen,
wurde die Bildung von Stoffwechselprodukten mittels analytischer Methoden bestimmt.
Vor jeder Gasanalyse wurden die Inkubationsflaschen kurz von Hand geschittelt, um ein
Gleichgewicht zwischen fester und gasférmiger Phase herzustellen. Die Gasproben
wurden mit einer gasdichten Spritze (0,25 ml, SGE GmbH, Darmstadt) unmittelbar vor der

Analyse enthommen und analysiert. Das Probenvolumen betrug 0,1 ml.
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2.3.1. Analyse von Kohlendioxid

Die Bestimmung von CO, erfolgte an einem GC-8A Gaschromatographen (Shimadzu,
Japan) mit Flammenionisationsdetektor (FID; Roy et al., 1997) und wurde nach Reduktion
im Methanisator als CH, detektiert. Einpunkt-Eichungen wurden mit Hilfe eines

Gasgemisches aus jeweils 1000 ppmv CO, und CH, in N, durchgefiihrt.

Injektor: Betriebstemperatur: 120°C
Tragergas: Wasserstoff 5.0
Saule: Edelstahlsaule, 2 m Lange, Durchmesser 1/8 Zoll,

Tragermaterial: Hayesep Q 80/100 mesh
Betriebstemperatur: 80°C

Methanisator: Eigenbau, Edelstahlsdule, 20 cm Lange, Durchmesser 1/8
Zoll, NiCr-Ni-Katalysator = (Chromopack,  Middelburg,
Niederlande)
Betriebstemperatur: 350°C

Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID)
Brenngas: Wasserstoff und FID-Gas
Quenchgas: Stickstoff 5.0
Betriebstemperatur: 160°C

Nachweisgrenze: 1 ppmv CH,4

Auswertung: Peak Simple (SRI Instruments, Kalifornien, USA)

Zur Berechnung der freigesetzten Kohlendioxidmengen wurden die gemessenen

Konzentrationen [ppmv] in Stoffmengen [mol] umgerechnet:

n=(M,x10®barxVy)/(RxT)

n: Stoffmenge [mol]

M, : Mischungsverhaltnis [ppmv]

Vg: Volumen der Gasphase [l]

R: allgemeine Gaskonstante [0,083144 | bar K" mol'1]
T: Temperatur [K]

2.3.2. Analyse von stabilen Kohlenstoff-lsotopenverhéltnissen

Stabile Isotopenhaufigkeiten werden in dieser Arbeit in der Ublichen &-Notierung
dargestellt. Hierbei wird der relative Unterschied des Isotopenverhaltnisses ("*C/'?C) der
Probe zu einem internationalen Standard in %o ausgedriickt. Der Standard fur Kohlenstoff-

Isotopenverhéltnismessungen ist gemaR internationaler Ubereinkunft der Vienna Pee Dee
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Belemnite (V-PDB) mit Rg; = 11180,2 x 10° + 2,8 x 10®. Die stabile Isotopensignatur von
CO, wurde mit einem Gaschromatographen mit Verbrennungs-Isotopenverhaltnis-
Massenspektrometer (GC-c-IRMS, Thermo Electron, Bremen) bestimmt. Das Prinzip

dieser Methode wurde von Brand (1996) beschrieben.

GC: Hewlett Packard 6890 (Waldbronn)
Injektor: Splitverhaltnis 1:10
Betriebstemperatur: 150°C
Tragergas: Helium 5.0; Flussrate 2,6 ml min™
Saule: Edelstahlsaule, 27,5 m Lange, Durchmesser 0,32 mm,;

Filmdicke 10 ym (Crompack, Frankfurt)
Tragermaterial: Pora Plot Q
Betriebstemperatur: 30°C
GC/C-Interface: Standard GC Combustion Interface Il (Thermo Electron,
Bremen)
Oxidationsreaktor: 940°C
Reduktionsreaktor: 650°C

Detektor: IRMS: Finnigan MAT delta plus (Thermo Electron)

Auswertung: ISODAT™ NT 2.0 (Thermo Electron)

Referenzgas: CO, 4.8 (Reinheitsgrad 99,998%; Messer-Griessheim,
Dusseldorf)

Das Referenzgas wurde mit dem Arbeitsstandard Methylstearat (Merck) kalibriert.
Methylstearat wurde am Max-Planck-Institut flir Biogeochemie (Jena) gegen die
internationalen Standardmaterialien NBS22 und USGS24 geeicht. Das ermittelte

Isotopenverhaltnis wurde als 3'C-Wert und als Atomprozent [atom%)] dargestellt:

613C = ((RProbe/RSt) - 1) X 103

atom% = (100 X Rst X (3probe/(1000+1))/((1 + Rst) X (Sprove/(1000+1)))
5'3C: stabiles Kohlenstoffisotopenverhaltnis relativ zum internationalen Standard [%o]

Rprobe: Verhaltnis der Isotopenhaufigkeit der Probe [130/12C]

Rst: Verhltnis der Isotopenhéufigkeit des Standards (**C/'*C)

atom%: Atomprozent [atom%)]
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2.4. Molekularbiologische Analysen

Alle Lésungen und Puffer fur die im Folgenden beschriebenen molekularbiologischen
Methoden wurden mit Diethylpyrocarbonat-(DEPC)-behandeltem Wasser hergestellt und
wie unter 2.1. beschrieben sterilisiert. Durch die Behandlung mit DEPC werden DNA- und
RNA-degradierende Enzyme (DNasen bzw. RNasen) inaktiviert und damit ein Abbau der

Nukleinsduren verhindert (Sambrook und Russell, 2001).

2.4.1. Extraktion der Nukleinsauren

Die Extraktion der Nukleinsduren aus Boden erfolgte mittels einer direkten Lyse-Technik,
die auf dem mechanischen Aufschluss von Zellen unter Zugabe von denaturierenden
Reagenzien basiert (modifiziert nach Lueders et al., 2004a). Bis zu 0,6 g Probenmaterial
wurden zusammen mit 0,7 g sterilen Zirkonium-Kugeln (& 0,1 mm; Roth), 750 ul Natrium-
Phosphatpuffer (120 mM, pH 8,0) und 250 ul TNS-Lésung (0,5 M Tris-HCI, pH 8,0; 0,1 M
NaCl, 10% SDS,) in ein 2-ml Reaktionsgefall mit Schraubdeckel Uberfihrt und
homogenisiert. Die Lyse der Zellen erfolgte in einer Zellimiihle (FP120 FastPrep™, BIO
101 Savant Instruments Inc., New York, USA) fir 45 s bei einer maximalen
Beschleunigung von 6,5 m s™. Um die Zirkonium-Kugeln von dem lysierten Zellmaterial zu
trennen, wurde das Homogenat zentrifugiert (20 min, 21.000 g, 4°C), der Uberstand
abgenommen und in ein 2-ml Phase Lock Gel Heavy-Gefalt (VWR, Darmstadt) Gberfihrt.
Proteine, Zellbestandteile und anderen Verunreinigungen wurden mit je einem Volumen
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1; v/v/v) und Chloroform-Isoamylalkohol (24:1;
v/v) aus dem Uberstand geféllt. Zur Phasentrennung wurde zwischen beiden Schritten
zentrifugiert (5 min, 21.000 g, 4°C). Die Verwendung von 2-ml Phase Lock Gel Heavy-
GefalRen ermdbglichte dabei eine optimale Phasentrennung und somit eine erhdhte
Ausbeute an Nukleinsduren. Der gereinigte wassrige Uberstand wurde mit zwei Volumen
Polyethylenglykol-Lésung (30% (w/v) Polyethylenglykol 6000 in 1,6 M NaCl) gemischt und
die Nukleinsduren durch anschlieende Zentrifugation (90 min, 21.000 g, 4°C) gefallt. Das
Nukleinsaurepellet wurde mit 500 pl 70%igem Ethanol (4°C) gewaschen und erneut
abzentrifugiert (30 min, 21.000 g, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das
gereinigte Pellet in 50 pl Elutionspuffer (EB-Puffer, 10 mM Tris-HCI, pH 8,5; Qiagen,
Hilden) aufgenommen. Der Erfolg der Extraktion wurde durch Agarosegelelektrophorese
von 5 pl Nukleinsdureextrakt in einem 1%igen TAE- (40 mM Tris-Acetat, 2 mM EDTA, pH
8,5) Agarosegel (Biozym LE Agarose, Biozym, Hessisch Oldendorf) und anschliel3ender
Ethidiumbromidfarbung kontrolliert. Als Langenstandard wurde ,Smart-Ladder”
(Eurogentec, KoIn), mit DNA-Fragmenten definierter GréRe (200-10.000 bp),

aufgetragen. Der Nukleinsdureextrakt wurde bei -20°C aufbewahrt.

27



Material und Methoden

2.4.2. DNase-Verdau

Zur Gewinnung reiner RNA wurde die in den Nukleinsdureextrakten enthaltene, co-
extrahierte DNA mittels DNase-Behandlung verdaut. Hierfir wurden ca. 70
Nukleinsdureextrakt mit 40 pl 10 x DNase-Puffer (Promega), 15 U RQ1 RNase-freie
DNase (Promega) und RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 400 ul aufgefiillt und
fur 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA mit Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1; v/v/v) und Chloroform-Isoamylalkohol (24:1; v/v) wie unter 2.4.1.
beschrieben extrahiert. Der wéssrige Uberstand wurde mit 2,5 Volumen 100%igem
Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat versetzt und die RNA Uber Nacht bei -20°C
geféllt. Am folgenden Tag wurde die RNA pelletiert (60 min, 21.000 g, 4°C) und mit
70%igem Ethanol (4°C) gewaschen (30 min, 21.000 g, 4°C). Das Ethanol wurde entfernt,
das RNA-Pellet in 50 pl EB-Puffer resuspendiert und bei -80°C eingefroren. Der
vollstindige Verdau der DNA wurde durch Agarosegelelektrophorese (siehe Kapitel
2.4.1.) und PCR (siehe Kapitel 2.4.5.) Gberpruft.

2.4.3. Quantifizierung von Nukleinsduren

2.4.3.1. Photometrische Quantifizierung

Die photometrische Messung von DNA- und RNA-Extrakten sowie aufgereinigten PCR-
Produkten erfolgte mit einem Spektralphotometer (ND-1000, NanoDrop Technologies Inc.,
Wilmington, Delaware, USA). Hierzu wurden 1,5 pl der zu bestimmenden Probe auf die
Messzelle pipettiert und die Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen. Die
Konzentration doppelstrangiger DNA bzw. einzelstrangiger RNA ergibt sich aus folgenden

Formeln (Sambrook und Russell, 2001):

DNA: ¢ = 50 x Verdinnungsfaktor x A260 nm
RNA: ¢ = 40 x Verdiinnungsfaktor x A260 nm

c¢: Konzentration von DNA bzw. RNA [ng pl'1]
A260nm: Absorption bei 260 nm

2.4.3.2. Fluorimetrische Quantifizierung von RNA

Zur exakten Bestimmung von RNA-Konzentrationen in den Ausgangsproben, z.B. fir das
Ansetzen der Dichtegradienten, wurde die RNA spezifisch mit dem Fluoreszenzfarbstoff
RiboGreen (Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kit, Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
quantifiziert. Diese fluorimetrische Methode hat den Vorteil, dass ausschliel3lich
Nukleinsduren angeférbt und detektiert werden und Kontaminationen mit Proteinen und

Humins&uren aus dem Boden die eigentliche Messung nicht beeinflussen. Allerdings ist
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zu beachten, dass RiboGreen auch an DNA bindet, weshalb die DNA zuvor durch einen
DNase Verdau (siehe Kapitel 2.4.2.) vollstédndig entfernt werden muss. Fir jede Messung
wurde eine Verdunnungsreihe mit dem quantitativen Standard des Kits (Ribosomal RNA
Standard, 16S rRNA und 23S rRNA von E. coli, 100 ng ul') von 0-100 ng plI™ in einer
Mikrotiterplatte (Sarstedt Inc., Newton, New York, USA) angesetzt. Die zu bestimmenden
Proben wurden nach vorheriger photometrischer Messung so verdiinnt, dass sie innerhalb
der Konzentration des mitgeflihrten Standards lagen. Es wurde jeweils eine Dreifach-
Bestimmung durchgefiihrt. AnschlieRend wurde jede Standardverdiinnung und jede Probe
mit der RiboGreen-Ldésung (1:360-Verdiinnung) im Verhéltnis 1:10 verdinnt. Fir jede
Verdiinnung wurde 1x TE-Puffer (200 mM Tris-HCI, pH 7,5; 200 mM EDTA) verwendet.
Die fluorimetrische Messung erfolgte an einem Fluorimeter (Fluoroskan Ascent FL,
Thermo Scientific, Bremen) bei einer Anregungswellenlange von 485 nm und einer
Emission von 520 nm. Die Fluoreszenzwerte des RNA-Standards wurden gegen ihre
jeweilige Konzentration [ng ul™"] aufgetragen und durch lineare Regression interpoliert.
Anhand der resultierenden Geradengleichung konnte aus den Fluoreszenzwerten der

unbekannten Proben die RNA-Konzentration berechnet werden.

2.4.4. Isopyknische Auftrennung der RNA

Die Trennung von ,schwerer’ '>C-markierter und ,leichter’ unmarkierter RNA erfolgte durch
isopyknische Dichtegradientenzentrifugation mit einem Cé&siumtrifluoracetat (CsTFA)
enthaltendem Gradientenmedium (Lueders et al., 2004a). Hierfir wurden 4,5 ml CsTFA
(2,0 £ 0,05 g ml", GE Healthcare) mit 175 pl deionisietem Formamid gemischt.
AnschlielRend wurden 500 ng RNA mit Gradientenpuffer (0,1 M Tris-HCI, pH 8,0; 0,1 M
KCI, 1 mM EDTA) auf ein Volumen von 850 ul aufgefillt und hinzugegeben. Nach gutem
Durchmischen wurde der Brechungsindex durch Messung eines 65 ul Aliquots mit einem
Refraktometer (Reichert GmbH, Seefeld) bestimmt. Der bei der Geréateeinstellung nD-TC,
20°C gemessene Brechungsindex des Gradientenmediums sollte bei 1,3725 + 0,0002
liegen. Dies entspricht einer CsTFA-Konzentration von ~ 1,79 g ml™, bei der eine optimale
Auftrennung der RNA erzielt wird. Falls notwendig, wurde der Brechungsindex durch
weitere Zugabe von CsTFA oder Gradientenpuffer korrigiert. Das Gemisch wurde
anschlieflend in ein 6,3-ml Polyallomer Quick-Seal Gefald (Beckmann Coulter, Krefeld)
Uberfuhrt und verschlossen. Die Zentrifugation erfolgte fir 70 h bei 39.000 rpm (130.000
g) und 21°C in einer Ultrazentrifuge (Beckmann Coulter, Optima™ LE-80K
Ultracentrifuge, VTi 65.1 Rotor). Langsames Ausrotieren der Zentrifugation ermdéglichte
eine Umorientierung der schweren und leichten RNA von einer vertikalen in eine
horizontale Schichtung. Die Fraktionierung der Gradienten wurde mit einer peristaltischen
Pumpe (Aladdin AL-1000, World Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA)
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durchgefiihrt. Uber eine an die Pumpe angeschlossene sterile Kaniile (@ 0,4 mm) wurde
das Gradientenmedium von oben durch DEPC-behandeltes Wasser ersetzt (Flussrate
0,75 ml min™). Durch einen Einstich an der Unterseite des Gradientenréhrchens wurden
pro Gradient 14 Fraktionen zu je ca. 375 pl gesammelt. Von jeder Fraktion wurde der
Brechungsindex bestimmt (siehe oben) und anhand von folgender Gleichung in die

entsprechende Dichte umgerechnet:

p = 257,77x% - 683,57x + 454,42

p: Dichte [g ml'1]
x: Brechungsindex der Probe

Die Fallung der RNA erfolgte durch Zugabe von einem Volumen Isopropanol und 1/10
Volumen 3 M Natriumacetat tber Nacht bei 4°C. Am folgenden Tag wurde die RNA
pelletiert (60 min, 21.000 g, 4°C), mit 70%igem Ethanol (4°C) gewaschen (30 min,
21.000 g, 4°C) und das RNA-Pellet in 30 yl EB-Puffer eluiert.

2.4.5.Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zur spezifischen Vervielféltigung von
bakteriellen und acidobakteriellen 16S rRNA-Genen (phylogenetisches Markergen) aus
Nukleinsdureextrakten angewandt. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden entweder fur die
T-RFLP- oder die vergleichende Sequenzanalyse (siehe Kapitel 2.4.6. und 2.4.8))
verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten Primerkombinationen sind in Tabelle 4
aufgefiihrt. Fur die Definition von Primersequenzen gilt die nach IUBMB (,International
Union of Biochemistry and Molecular Biology’) international gliltige Nomenklatur fiir so
genannte ,Wobble’-Positionen: R: G/A, M: A/C, W: A/T, S: G/C, Y: C/T, K: G/T, V: A/G/C,
H: A/C/T, D: A/IG/T, B: G/C/T, N: A/IG/C/T. Dabei handelt es sich um Positionen, an denen
zwei, drei oder sogar vier verschiedene Basen in die Nukleotidsequenz eingebaut werden
kénnen. Nach der PCR-Reaktion wurde eine Aliquot von 5 pl des erhaltenen Amplifikats
durch Agarosegelelektrophorese (siehe Kapitel 2.4.1.) und Ethidiumbromidférbung auf die
korrekte Lange Uberpriuft. Die PCR-Produkte wurden mit dem MinElute Purification Kit
(Qiagen, Hilden) aufgereinigt, um Uberschissige Primer, Enzyme, Salze und nicht
eingebaute Nukleotide zu entfernen. Die Aufreinigung erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Die PCR-Produkte wurden in 10 yl EB-Puffer eluiert und bis zur weiteren

Bearbeitung bei 4°C gelagert.
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Tabelle 4. Verwendete Primerkombinationen fiir die spezifische Amplifikation bakterieller 16S rRNA-
Genabschnitte aus Umweltproben sowie klonierter rcDNA-Fragmente aus dem pGEM-T-Vektor.

Primer Sequenz 5' — 3' Zielgruppe Referenz

Ba27F* AGA GTT TGATCC TGG CTC AG Bacteria Edwards et al., 1989
Acido31F* GAT CCT GGC TCAGAATC Acidobacteria Barns et al., 1999
Ba518R ATT ACC GCG GCT GCT GG Bacteria Muyzer et al., 1993
Ba907R CCGTCAATTCCTTTRAGT TT Bacteria Muyzer et al., 1995
Ba907Rmod CCATCAATT CCT TTRAGT TT Bacteria nach Muyzer et al., 1995
Ba1492R GGT TAC CTT GTT ACGACT T Bacteria Lane, 1991

M13F GTA AAACGA CGG CCAG Insertion Promega

M13R CAG GAA ACA GCT ATG AC Insertion Promega

F = Vorwartsprimer, R = Rickwartsprimer
* Diese Primer wurden fluoreszenzmarkiert in der T-RFLP-Analyse eingesetzt.

2.4.5.1. PCR bakterieller 16S rDNA aus Umweltproben und Klonierungsvektoren

Alle Reaktionen zur Amplifikation acidobakterieller 16S rRNA-Gene aus DNA-Extrakten
von Bodenproben (Primerkombination Acido31F/Ba907R) sowie bakterieller oder
acidobakterieller 16S rRNA-Gene aus Klonierungsvektoren (Primerkombination
M13F/M13R) wurden in einem Gesamtvolumen von 50 ul durchgefiihrt. Das
Reaktionsgemisch setzte sich aus 1x PCR-Puffer (Applied Biosystems), 1,5 mM MgCl,
(Applied Biosystems), 50 uM jedes Desoxynukleosidtriphosphats (GE Healthcare), 0,5 uM
beider Primer, 1 U AmpliTag DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (Applied
Biosystems) und 1-2 pl Matrizen-DNA zusammen. Diese wurde meist verdiinnt in einer
Konzentration von ca. 20-100 ng eingesetzt. Zur Vermeidung von Inhibierungseffekten
bei der Amplifikation z.B. durch Huminstoffe, die bei der Nukleinsdureextraktion nicht
vollstandig entfernt werden konnten, wurde den PCR-Ansétzen 0,2 mg ml™ Bovine Serum
Albumin (BSA, Roche) zugesetzt (Kreader, 1996). Die Konzentrationsangaben der
einzelnen Komponenten beziehen sich auf die Endkonzentration im Reaktionsansatz. Bei
jeder Amplifikation wurde eine Negativkontrolle ohne Matrizen-DNA mitgefuhrt, die zur
Reinheitskontrolle der eingesetzten Reagenzien und dem Ausschluss von méglichen
Kontaminationen diente. Als Positivkontrolle wurden DNA-Extrakte von Referenz-
organismen oder Klonen verwendet. Zur Vermeidung von unspezifischen Amplifikationen
wurden alle PCR-Reaktionen bei 4°C angesetzt und umgehend in den auf 94°C
vorgeheizten Thermocycler-Block gestellt (,semi hot-start’). Die PCR-Reaktionen wurden
in einem GeneAmp 9700 Thermocycler (Applied Biosystems) mit folgendem
Temperaturprofil durchgefiihrt: 3 min initiale Denaturierung bei 94°C, 30-35 Zyklen
bestehend aus jeweils 30 s Denaturierung (94°C), 45 s Primeranlagerung (52-55°C) sowie
60 s Elongation (72°C) und 7 min abschlielRende Elongation bei 72°C.
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2.4.5.2. RT-PCR bakterieller 16S rRNA aus Umweltproben

Die reverse Transkription (RT) von 16S rRNA-Genen der Acidobacteria aus RNA-
Extrakten von Bodenproben (Primerkombination Acido31F/Ba907R bzw. Ba907Rmod)
oder bakterieller 16S rRNA-Gene aus RNA der Gradientenfraktionen (Primerkombination
Ba27F/Ba907R) und die anschliefende Amplifikation der ribosomalen 16S copy DNA
(16S rcDNA) erfolgte mit dem ,One-step’ Access RT-PCR-System (Promega). Der Ansatz
enthielt in einem Gesamtvolumen von 50 uyl 1 x AMV/Tfl Reaktionspuffer, 1 mM MgSOQOy,
100 uM jedes Desoxynukleosidtriphosphats, 0,5 uM beider Primer, 0,2 mgml" BSA
(Roche), 4 U AMV reverse Transkriptase (aus dem Avian Myeloblastis Virus) und 4 U
DNA-Polymerase Tfl (aus Thermus flavus). Bei jeder RT-PCR wurden eine Negativ- und
eine Positivkontrolle mitgefuhrt (siehe Kapitel 2.4.5.1.). Die reverse Transkription wurde
45 min bei 48°C durchgefiihrt. AnschlieRend folgten eine initiale Denaturierung der rcDNA
fir 2 min bei 94°C und 25 Zyklen, bestehend aus Denaturierung (30 s, 94°C), Primer-
anlagerung (30 s, 52-55°C) und Elongation (1 min, 68°C). Die abschlieRende Elongation
erfolgte fir 10 min bei 68°C.

2.4.6. T-RFLP-Analyse

Die terminale Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus-(T-RFLP)-Analyse ist eine
einfache und schnelle Methode, um die Diversitdt und Komplexitdt mikrobieller
Gemeinschaften zu erfassen (Liu et al, 1997). Sie erméglicht das Erstellen von
genetischen Fingerabdriicken (,fingerprints’), wodurch man eine Auskunft Uber die
Zusammensetzung sowie Uber die relative Haufigkeit von Genen in einer Umweltprobe
erhalt. Die Methode basiert auf der Analyse von PCR-Produkten, die an einem Ende mit
einem fluoreszierenden Farbstoff markiert sind und mit einem spezifischen
Restriktionsenzym  fragmentiert werden. Dadurch wird nicht das gesamte
Fragmentmuster, sondern nur das terminale Restriktionsfragment (T-RF) detektiert. Mit
Hilfe von Klonbibliotheken und Sequenzanalysen kdénnen die Fragmente bestimmten
phylogenetischen Gruppen zugeordnet werden. Die T-RFLP-Analyse bakterieller und
acidobakterieller 16S rRNA oder 16S rRNA-Gene wurde mit FAM-(6-Carboxyfluorescein)
markierten  PCR-Produkten durchgefiihrt, die mit einem 5-FAM-markierten
Vorwartsprimer nach einem Standard-PCR-Protkoll erzeugt wurden (Tab. 4). Die
gereinigten Amplifikate wurden einem Restriktionsverdau unterzogen, der in einem
Gesamtvolumen von 10 pl 120 ng aufgereinigtes PCR-Produkt, 1 pl 10 x Reaktionspuffer
(Promega), 2,5 U Restriktionsenzym (Promega) und 1 ug acetyliertes BSA (Promega)
enthielt. Bakterielle und acidobakterielle 16S rcDNA und 16S rRNA-Genamplifikate
wurden mit Mspl (Schnittstelle 5'-C¥ CGG-3'; Promega) verdaut. Nach einer Inkubation

von 3 h bei 37°C im Dunkeln wurde der Ansatz Gber SigmaSpin Post-Reaction Purification
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Columns (Sigma-Aldrich) gemafR den Herstellerangaben aufgereinigt und bis zur weiteren
Verwendung bei 4°C gelagert. Genau 3 pl des Verdaus wurden mit 15 pl einer 1:50-
Verdinnung des internen L&ngenstandards (X-Rhodamine MapMarker, BioVentures,
Murfreesboro, Tenessee, USA) in deionisiertem Formamid (Hidi; Applera Deutschland
GmbH, Darmstadt) gemischt und 5 min bei 95°C denaturiert. Die T-RFLP-Analyse wurde
auf einem ABI 3130 Genetic Analyzer (Applera Deutschland GmbH) durchgefiihrt. Nach
kapillarelektrophoretischer Auftrennung wurde die Lange und relative Haufigkeit FAM-
markierter terminaler Restriktionsfragmente (T-RFs) durch Detektion der Fluoreszenz mit
einem Argonlaser ermittelt. Die Elektropherogramme wurden mit Hilfe der GENESCAN
Analysis Software 4.0 (Applied Biosystems) ausgewertet. Fragmente mit einer Lange < 50
bp wurden von der Analyse ausgeschlossen, um vorhandene Primer-Dimere
auszuschlieen. Fragmente mit einer Lange > 600 bp wurden vor der weiteren Daten-
analyse entfernt um unvollstdndig verdaute Amplifikate auszuschliel’en. Die in dieser
Arbeit angegebenen Langen der terminalen Restriktionsfragmente sind Naherungswerte.
Die tatsachlichen Langen kénnen aufgrund von unterschiedlichem Migrationsverhalten
der Fragmente und verschiedenen Puringehalten um bis zu 8 bp abweichen (Kaplan und
Kitts, 2003).

Um die relativen Haufigkeiten detektierter T-RFs in verschiedenen T-RFLP-Profilen mittels
statistischer Methoden miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die T-RFLP-Daten mit
Hilfe von ,T-REX - Software for the processing and analysis of T-RFLP data’
(http:/ftrex.biohpc.org, Culman et al., 2009) gefiltert und auf die gleiche Gesamt-
Peakflache normalisiert. T-REX benutzt die Methode von Abdo et al. (2006) um ,echte”
Peaks zu bestimmen und das Hintergrundrauschen der Fluoreszenz zu eliminieren.
.Echte” Peaks sind solche, deren Flache groRer ist als die Standardabweichung Uber alle
Peaks (multipliziert mit einem frei wahlbaren Faktor). Um T-RF-Abweichungen von bis zu
1,5 bp auszugleichen, wurden Peaks unterschiedlicher Proben nach einer Methode von
Smith et al. (2005) aneinander angeglichen. Dabei wird wiederholt ein Peak aller Proben
identifiziert und mit allen Peaks innerhalb des (frei wahlbaren) Schwellenwertes in ein T-
RF gruppiert. Die Peakflache jedes T-RFs der Profile wurde als Mal fir die Abundanz der
Arten gewéhlt und in prozentuale Anteile an der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft

umgerechnet.

2.4.7. Vergleich Primer Ba907R und Ba907Rmod
Fur einen Teil der PCR-basierten Analysen (16S rRNA-T-RFLP-Analysen 2009 zur
jahreszeitlichen Variation der Acidobacteria) wurde der Ruckwartsprimer Ba907Rmod

(Tab. 4) verwendet. Der Primer Ba907Rmod unterscheidet sich von Ba907R durch einen
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Basenaustausch von G zu A an der dritten Stelle ausgehend vom 5-Ende. Laut
,Ribosomal Database Project’ (RDP, September 2011, Cole et al., 2009) fuhrt dieser
Basenaustausch in silico dazu, dass nur noch ~800 statt ~1 Mio. von ~1,8 Mio.
bakteriellen 16S rRNA-Genen an diesem Primer binden kénnen. Jedoch wurde bei der
Verwendung von Ba907Rmod in Kombination sowohl mit dem Acidobacteria-spezifischen
Acido31F-Primer als auch dem universellen Bacteria-Primer Ba27F ein deutliches PCR-
Produkt erhalten, das in der T-RFLP-Analyse zum 907R-Primer vergleichbare Ergebnisse
lieferte (Abb. 4). Effekte von Primer-Matrize-Fehlpaarungen durch einen einzigen
Basenaustausch in Primer (oder Matrize) auf die PCR-Amplifikation von 16S rRNA-Genen
wurden bereits untersucht: Fehlpaarungen nahe dem 5-Ende des Primers flhrten (im
Gegensatz zu denen am 3-Ende) nicht zu einer nennenswerten Herabsetzung der
Effizienz der PCR-Amplifikation der Zielsequenzen (Bru et al., 2008).

ae00t 907R
L i k

A 75 225 375 525 675 825

dsnn:: 907Rmod
L iy h [l 0

75 225 375 525 675 825

4600+ 907R
oLl __l,LL.L . N

B ] 225 ars 525 675 825

4600+ 907Rmod

n“J_Ll.IJ b e a A1

Abbildung 4. Vergleich von 16S rRNA Acidobacteria- (A) und Bacteria- (B) T-RFLP-Profilen erstellt mit den
Primern Acido31F (A) und Ba27F (B) in Kombination mit Ba907R bzw. Ba907Rmod aus Boden.

2.4.8. Erstellung von 16S rRNA-Gen und 16S rRNA-Klonbibliotheken

Zur Erstellung von 16S rRNA-Gen Klonbibliotheken der Acidobacteria wurde DNA mit
dem PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories, Solana Beach, Kanada) nach den
Empfehlungen des Herstellers extrahiert. Die 16S rRNA-Gene wurden nahezu in ihrer
vollen Lénge von jeder der 57 Proben unter Verwendung des Acidobacteria-spezifischen
Vorwartsprimers Acido31F und des universellen Rickwartsprimers Ba1492R amplifiziert.

Far alle Proben aus Hainich-Din und der Schwabischen Alb, sowie alle Waldbdden aus
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der Schorfheide-Chorin enthielt der 50 pl-PCR-Ansatz 1 x PCR-Puffer mit 1,5 mM MgCl,
(Qiagen), 200 uM dNTP-Mix, 20 ug Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich), 0.2 uM jedes
Primers, 1 Unit Tag-Polymerase (Qiagen) und 1-2 yl Matrizen-DNA (20-100 ng). Die 16S
rRNA-Gene einiger Proben konnten nur erfolgreich amplifiziert werden, wenn die MgCl.,-
Konzentration auf bis zu 3,5 mM erhéht wurde. Das Temperaturprofil der PCR beinhaltete
einen Denaturierungsschritt bei 95 °C fiir 2 min, 8 Zyklen aus Denaturierung bei 95 °C fir
30 s, Primeranlagerung fir 30 s bei einer anfanglichen Temperatur von 60 °C, die mit
jedem Zyklus um 0,5 °C heruntergesetzt wurde und Extension bei 72 °C fiir 60 s, gefolgt
von 27 oder 32 weiteren Zyklen mit einer Primeranlagerung bei 56 °C und einer
abschlielenden Elongation bei 72 °C fir 7 min. Zur Amplifikation der 16S rRNA-Gene aus
allen 9 Grinlandflachen der Schorfheide-Chorin wurden die Matrizen-DNA und die PCR-
Bedingungen wie unter 2.4.1. und 2.4.5.1. beschrieben, verwendet. Gleiche Anteile der
aufgereinigten PCR-Produkte aller Grinland- (9 Proben) bzw. aller Waldflachen (9 bzw.
12 Proben im Hainich-Diin) eines Exploratoriums wurden vereinigt und so 6 verschiedene
vereinigte Proben zur Erstellung von 16S rRNA-Gen Klonbibliotheken erhalten — eine

Grinland- und eine Waldprobe fiir jedes der drei Exploratorien.

Die einzeln amplifizierten und anschlieRend vereinigten Acidobacteria 16S rRNA-
Genfragmente der Wald- und Grinlandflachen der drei Exploratorien oder aus
Gradientenfraktionen amplifizierte bakterielle 16S rcDNA-Fragmente wurden Uber
Klonierung vereinzelt, um ihre Sequenzierung und phylogenetische Einordnung zu
ermdglichen. Fir die Klonierung wurde das pGEM-T Vektor System Il (Promega)
verwendet. Hierzu wurden die aufgereinigten Amplifikate gemal® den Angaben des
Herstellers in den pGEM-T Vektor (Promega) ligiert und anschlieRend Uber
hochkompetente E. coli JM109 Zellen (Promega) kloniert. Die transformierten Zellen
wurden auf LB/Ampicillin/IPTG/XGal-Nahrbéden angezogen und dber ,Blau-Weil3-
Kontrolle* selektiert. Durch Aufkochen (10 min, 100°C) wurde die DNA aus den
transformierten Zellen gewonnen. AnschlieRend wurden die klonierten DNA-Inserts Uber
PCR mit Vektor-gerichteten Primern (Tab. 4) amplifiziert und deren korrekte Lange mittels

Agarosegelelektrophorese Uberprift.

2.4.9. Sequenzanalyse

Die Sequenzierung der klonierten PCR-Amplifikate wurde nach dem Prinzip des
Kettenabbruchs (Sanger et al., 1977) durchgefiuhrt. Die in dem Reaktionsansatz
enthaltenen 5'-fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) bewirken
den Abbruch der Polymeraseaktivitat wé&hrend der Doppelstrangsynthese. Nach

Abschluss der Sequenzierreaktion erhdlt man ein Gemisch aus DNA-Fragmenten
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unterschiedlicher L&nge, die am 3'-Ende fluoreszenzmarkiert sind. Nach kapillar-
elektrophoretischer Auftrennung des Gemischs lasst sich die Basensequenz der DNA-
Matrize anhand der Fluoreszenzsignale ablesen. Von jedem M13-Amplifikat wurden
Vorwérts- und Rickwértsstrang sequenziert. Hierzu wurden die unaufgereinigten M13-
Amplifikate der Klone in Mikrotiterplatten versendet. Die Sequenzierreaktionen wurden
durch den Sequenzierservice der Firma Qiagen (Hilden) oder des Genomics Service Unit

im Department Biologie I der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen durchgefiihrt.

2.4.10. Pyrosequenzierung

Die 16S rRNA aus schweren und leichten Gradientenfraktionen wurde zusétzlich mittels
454-Pyrosequenzierung analysiert. Die reverse Transkription von 16S rRNA-Genen aus
RNA von Gradientenfraktionen und die anschlielende Amplifikation der ribosomalen 16S
rcDNA erfolgte in Duplikaten unter Verwendung des ,One-step’ Access™ RT-PCR-
System (siehe Kapitel 2.4.5.2.). Fur die PCR wurden die Primer Ba27F und Ba518R (Tab.
4) mit 10 verschiedenen Barcodes am Vorwdrtsprimer verwendet, um die
Pyrosequenzierung-Daten den 10 einzelnen Proben zuordnen zu kdnnen. Die Primer
enthielten auRerdem Roche 454 Pyrosequenzierung-Adapter (Tab. 5). Die PCR-Produkte
wurden aufgereinigt (siehe Kapitel 2.4.5.) und mittels Quant-iT dsDNA BR-Kit und Qubit-
Fluorometer (Invitrogen, Karlsruhe) exakt quantifiziert und zu gleichen Anteilen gemischt.
Die Analyse der partiellen 16S rRNA-Gene wurde durch das Géttingen Genomics
Laboratory  (Georg-August-Universitdt Goéttingen) auf einem Roche GS-FLX 454
Pyrosequenzierer (Roche, Mannheim) nach den Empfehlungen des Herstellers
durchgefiihrt.

Tabelle 5. Verwendete Primerkombinationen flir die spezifische Amplifikation bakterieller 16S rRNA-
Genabschnitte fiir die Pyrosequenzierung

Primer Sequenz 5' — 3'*

Pyro27F 1 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGAGTGCGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Pyro27F 2 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGCTCGACAAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Pyro27F 3 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGACGCACTCAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Pyro27F_4 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGCACTGTAGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Pyro27F 5 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATCAGACACGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Pyro27F_6 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATATCGCGAGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Pyro27F 7 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTGTCTCTAAGAGTTTGATCCTGGCTCAG

Pyro27F_8 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCTCGCGTGTCAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Pyro27F 9 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTAGTATCAGCAGAGTTTGATCCTGGCTCAG

Pyro27F 10 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGICTCTATGCGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG

Pyro518R CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGTATTACCGCGGCTGCTGG

F = Vorwartsprimer, R = Ruckwartsprimer
* normal = Roche 454 Adapter, unterstrichen = Barcode, kursiv = Primer
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2.5. Bioinformatische Analysen

2.5.1. Sequenzverarbeitung

Die 16S rRNA-Rohsequenzdaten wurden als Elektropherogramme mit dem Programm
Segman Il (DNASTAR, Madison, USA) einer Qualitdtskontrolle unterzogen und editiert.
Uberhénge aus Vektorsequenzen wurden entfernt, Teilsequenzen und komplementére
Sequenzen wurden zu Gesamtsequenzen vereinigt und die (berlappenden
Sequenzbereiche auf Basenunterschiede kontrolliert. Gegebenenfalls wurden falsch
identifizierte Basen manuell korrigiert. Die so erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe des
SINA-Webaligners (http://www.arb-silva.de/aligner, Pruesse et al., 2007) in ein Alignment
gebracht und in eine eigene 16S rRNA-Gendatenbank importiert.

2.5.2. Phylogenetische Analyse von 16S rRNA-Genen

Die phylogenetische Einordnung, Verrechnung und Darstellung von 16S rRNA
Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe der Software ARB (Datenbank-Version SSUref 104,
erschienen Oktober 2010; erhaltlich unter http://www.arb-home.de; Ludwig et al., 2004).
Neu importierte Sequenzen wurden mit dem automatischen FAST ALIGNER mit bereits
vorhandenen, nahe verwandten Sequenzen in ein Alignment gebracht. Die jeweils
homologen Nukleotidpositionen wurden so auch in den hypervariablen Regionen der 16S
rRNA (Gutell et al., 1994) untereinander in Spalten angeordnet. AnschlieBend wurde das
Alignment Gberpruft und gegebenenfalls manuell korrigiert. Die neuen Sequenzen wurden
dann mit der Maximum-Parsimony-Methode (Fitch, 1971) des ARB-Programms unter
Anwendung eines geeigneten Basenfrequenz-Filters fir die jeweils bearbeitete
phylogenetische Gruppe in den ,Gesamtbaum® der Datenbank eingefligt. Durch die
Verwendung dieser Filter werden nur diejenigen Nukleotidpositionen in die Berechnungen
miteinbezogen, die bei einem definierten Prozentsatz (z.B. 50%) der Sequenzen
konserviert sind. Hochvariable Regionen der 16S rRNA, deren phylogenetischer
Informationsgehalt aufgrund hoher Mutationsraten anzuzweifeln ist, werden somit aus den
Berechnungen ausgeschlossen. Dieser vorldufige Baum diente als Grundlage fur
weitergehende phylogenetische Berechnungen. Die im Rahmen dieser Arbeit
rekonstruierten phylogenetischen Baume wurden anschlieBend auf der Grundlage von
geeigneten Referenzsequenzen von Reinkulturen und Umweltklonen und einer von der
ARB-Software berechneten und korrigierten Distanzmatrix erstellt. Dabei werden
Sequenzdifferenzen aus dem Alignment paarweise in eine Distanzmatrix umgerechnet,
die dann nach verschiedenen Evolutionsmodellen (z.B. Felsenstein, 1981) in
phylogenetische Distanzen umgerechnet wird. Die Distanzwerte wurden danach mit der

Neighbor-Joining-Methode (Saitou und Nei, 1987) in Dendrogrammen dargestellt. Kiirzere
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Sequenzen wurden unter Anwendung des Maximum-Parsimony-Tools nachtréglich in den
Baum eingeordnet, ohne die Topologie des zugrunde liegenden Baumes zu verandern
(Ludwig et al., 1998). Mit Hilfe des in silico ,T-RF-Cut-Tool’ (Ricke et al., 2005) wurde von
allen erzeugten Klonsequenzen und ausgewdéhlten Referenzsequenzen die Restriktions-
schnittstelle fur Bacteria bzw. Acidobacteria bestimmt. Auf diese Weise konnten die
mittels TRFLP-Analyse (siehe Kapitel 2.4.6.) detektierten T-RFs in den Umweltproben und
Gradientenfraktionen phylogenetischen Gruppen zugeordnet werden. Das ,T-RF-Cut-Tool
ist in der ARB-Software implementiert und kann bei allen Sequenzen angewendet
werden, die zuvor in ein Alignment gebracht wurden. Bei der Berechnung der Schnittstelle

werden die Primerposition, die Primerlange und das Restriktionsenzym beriicksichtigt.

2.5.3. Identifizierung von chimédren Sequenzen

Alle in dieser Arbeit erzeugten Klonsequenzen wurden mit dem Softwareprogramm
Mallard (Ashelford et al., 2006) und dem Bellerophon-Server
(http://foo.maths.ug.edu.au/~huber/bellerophon.pl; Huber et al, 2004) auf chiméare
Sequenzen, d.h. auf Mischprodukte aus Sequenzen phylogenetisch verschiedener
Organismen, die als Artefakte wahrend der PCR entstehen kdnnen, Uberprift. Die von
diesen Programmen als potentielle Chimaren identifizierten Sequenzen wurden einem so
genannten fractional treeing unterzogen (Ludwig et al., 1997). Ergab sich unter
Berlcksichtigung der vorderen Hélfte einer Sequenz eine signifikant andere
phylogenetische Einordnung als unter Berilcksichtigung der zweiten Halfte, so deutete
dies auf eine chimare Sequenz hin. Diese wurde aus der Datenbank entfernt und von

weiteren Analysen ausgeschlossen.

2.5.4. Bioinformatische Analyse der Daten der Pyrosequenzierung

Die Rohsequenzen wurden entsprechend publizierter Empfehlungen (Huse et al., 2007)
einer Qualitatstiberprifung mittels der RDP ,Pyrosequencing Pipeline’ des ,Ribosomal
Database Project’ (http://rdp.cme.msu.edu, Cole et al., 2009) nach folgenden Kriterien
unterzogen: i) Ubereinstimmung der Primersequenzen; ii) ausschlieRlich eindeutige
Basen; iii) Mindestsequenzlange von 150 bp. Fir eine taxonomisch basierte Analyse der
Sequenzen wurde der ,Naive Bayesian rRNA Classifier (Wang et al., 2007) des
,Ribosomal Database Project’ benutzt. So wurde eine schnelle taxonomische Zuordnung
der zahlreichen partiellen 16S rRNA-Gensequenzen nach ,Bergey’s Bacteria Taxonomy’
mdglich. Da die durchschnittliche Leselange tber 250 bp lag, wurde ein Bootstrap von
80% gewahlt. Die relative Abundanz der Sequenzen wurde auf Phylum- und Genus-
Ebene zwischen den leichten und schweren Gradientenfraktionen verglichen. Die

Sequenzen wurden mit Hilfe des Infernal-Aligners, der auch Sekundéarstrukturen
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bertcksichtigt, in ein Alignment gebracht (Nawrocki et al., 2009; Nawrocki und Eddy,
2007). Durch die Benutzung des ,Complete Linkage Clustering’ der ,RDP Pyrosequencing
Pipeline’ konnten die Sequenzen Phylotypen mit 97, 95 und 90% Ahnlichkeit zugeordnet
werden. Basierend auf diesen Phylotypen konnten ,rarefaction’-Analysen (Colwell und
Coddington, 1994), Shannon-Indices (Gotelli, 2002) und Chao1 (Chao und Bunge, 2002)

berechnet werden.

2.6. Berechnung 6kologischer Indizes und Distanzen

2.6.1. Ahnlichkeit und Diversitat mikrobieller Gemeinschaften

Mikrobielle Gemeinschaften kénnen untereinander z.B. anhand ihrer T-RFLP-Profile mit
Hilfe von 6kologischen Indizes (Ubersicht bei Hill et al. (2003)) verglichen werden, wenn
man die einzelnen T-RFs als Arten und ihre relative Flache (bezogen auf die Gesamt-
Peakflache eines Profils) als ein Mal fir deren Haufigkeit interpretiert. Zum Vergleich der
Diversitat verschiedener Profile wurde der Shannon-Index verwendet, ein Diversitats-
index, der die Haufigkeit der Individuen einer Art und die Anzahl der Arten berlicksichtigt.
Der Shannon-Index reicht von 0 fir mikrobielle Gemeinschaften, die nur eine Art enthalten
bis zu hohen Werten fiir Gemeinschaften, die viele Arten mit wenigen Individuen
umfassen. Fir die Berechnungen des Index wurde die PAST-Software (,PAlaeontological

Statistics’, ver. 1.79; http://folk.uio.no/ohammer/past; Hammer et al., 2001) verwendet.

H =-2% (ni/n) In(ni/n)

H : Shannon-Index
n: Zahl der Individuen
n; : Zahl der Individuen der Art i

Bei der Analyse von \,fingerprinting-Daten (z.B. T-RFLP-Profilen) mittels Distanzmalien
muss zum einen beachtet werden, ob die Abundanz oder nur die Anwesenheit oder
Abwesenheit eines Peaks in das Distanzmall eingehen soll. Zum anderen muss
entschieden werden, ob die Abwesenheit eines Peaks in zwei Proben als Ahnlichkeit
betrachtet werden oder keinen Einfluss auf das Distanzmall haben soll. Schitte et al.
(2008) empfehlen die Nutzung von Distanzmalen, bei der die Abwesenheit eines Peaks
in einem von zwei Profilen das Distanzmal} nicht beeinflusst wie z.B. Bray-Curtis (Bray
und Curtis, 1957). In der vorliegenden Arbeit wurden die T-RFLP-Profile der einzelnen
Proben fiur statistische Analysen wie ANOSIM (siehe Kapitel 2.7.4.1.) mittels des Bray-

Curtis-Distanzmal3es (berechnet mit Hilfe der PAST-Software) verglichen.
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2.6.2. Abschitzung des Artenreichtums

Fur die Abschatzung des Artenreichtums einer mikrobiellen Gemeinschaft wurden die
Sequenzinformationen aller Klone einer Klonbibliothek in Form einer Ahnlichkeitsmatrix
(PHYLIP Distance-Matrix) aus der ARB-Datenbank exportiert und mit Hilfe des
Programms DOTUR ausgewertet (Schloss und Handelsman, 2005). Als Arten, Gattungen
und Familien wurden dazu Klongruppen definiert, deren 16S rRNA-Gene eine
Sequenzidentitdt von mindestens 97%, 95% bzw. 90% aufwiesen (Stackebrandt und
Goebel, 1994). AnschlieRend wurde in einem Diagramm die Anzahl an beobachteten
,Operational Taxonomic Units’ (OTUs, 97% Sequenzidentitdt) Uber die Anzahl der
beprobten Sequenzen aufgetragen. Die Steilheit der Kurve zeigte an, ob die Menge an
analysierten Klonen zur Abdeckung der zu Grunde liegenden Diversitat ausreichend war.
Basierend auf diesen OTUs konnten auf3erdem Diversitatsindices wie z.B. der Shannon-
Index berechnet werden. Zusatzlich wurde fir jede Klonbibliothek die Abdeckung

(,Coverage’) mit folgender Gleichung berechnet (Wagner et al., 2002):

C=(1-(n1 xN")x100

C: Coverage [%]
n1: Anzahl an OTUs, die nur eine Sequenz enthalten

N: Gesamtzahl der 16S rRNA-Sequenzen in der analysierten Klonbibliothek

Die Einschatzung des Artenreichtums der mikrobiellen Gemeinschaft gibt Aufschluss
dariiber, inwieweit die Anzahl der untersuchten Klone die Diversitdt im untersuchten
Habitat erfasst hat. Die ,Coverage’ hat einen Wert zwischen 0 und 100, wobei 100%
bedeutet, dass die Diversitat im System mit der Anzahl der analysierten Klone komplett

abgedeckt wurde.

2.6.3. Statistischer Vergleich von 16S rRNA-Gen Klonbibliotheken

Um die Struktur und Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften zu beschreiben und
zu vergleichen, wurden verschiedene statistische Methoden angewendet. LIBSHUFF
(http:/Nlibshuff.mib.uga.edu/, Singleton et al., 2001) beruht auf der Berechnung von
Unterschieden zwischen homologen (CX(D)) und heterologen (CXY(D)) Coverage-
Kurven, die mit einem Monte-Carlo-Test verglichen werden, um signifikante Unterschiede
in 16S rRNA-Gen Klonbibliotheken zu finden. Fir den UniFrac-Algorithmus (Lozupone et
al., 2006) wird ein phylogenetischer Baum, in dem jeder OTU (97% Sequenzidentitat) ein
Habitat zugewiesen wurde, in das Online-Werkzeug von UniFrac

(http://bmf2.colorado.edu/unifrac/index.psp) im NEWICK-Format eingerechnet. UniFrac
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vergleicht Haufigkeit und Astlange aller Sequenzen und erstellt einen gewichteten Baum.
Dieser wird mit 1000 zuféllig erstellten B&dumen verglichen, um signifikante Unterschiede
zwischen den Habitaten zu ermitteln. PHYLOCOM 4.1 (Webb et al., 2008) erlaubt
Berechnungen zu phylogenetischen Beziehungen zwischen Arten und zur Struktur und
Zusammensetzung der Gemeinschaft eines Habitats. Die phylogenetische Zusammen-
setzung der mikrobiellen Gemeinschaft der verschiedenen Habitate wurde mittels

mehrerer Indizes und Distanzen verglichen:

o Faith’s Index der phylogenetischen Diversitat: je positiver der Index, desto diverser
die Gemeinschaft (Faith, 1992)

o Mean pairwise distance (MPD). mittlere paarweise Distanz zwischen allen
Arten/OTUs einer Gemeinschaft

o Mean nearest taxon distance (MNTD): mittlere Distanz jeder Art/OTU zum
nachsten Verwandten

o Net Relatedness Index (NRI) und Nearest Taxon Index (NTI): Malie der
phylogenetischen Struktur einer Gemeinschaft

o Simpson’s Diversitdt: Wahrscheinlichkeit, dass zwei Sequenzen einer
Gemeinschaft unterschiedlichen OTUs angehéren

o Phylogenetische Diversitat (pD): erwartete phylogenetische Distanz zwischen zwei

zuféllig ausgewahlten Sequenzen einer Gemeinschaft

2.7. Statistische Analysen

Alle statistischen Analysen wurden in R 2.8.0 (,The R Project for Statistical Computing’,
http://www.r-project.org/, R Development Core Team, 2011) oder mit Hilfe der PAST-
Software durchgefihrt.

2.7.1. Explorative Datenanalyse

Ziel der explorativen Datenanalyse ist das Erkennen von Mustern und mdglichen
Zusammenhéngen aber auch Ausreilern in Daten. Eine gute Ubersicht findet man bei
Zuur et al. (2010). Eine numerische Zusammenfassung einer Variablen y; beinhaltet den
Mittelwert, die Standardabweichung, den Median, die Minimal- und Maximalwerte, sowie
haufig die Quantilen 1 und 3 (in R: > summary (y1)). Es gibt drei hdufige Formen der
Visualisierung einer Variable y,: Histogramme, Boxplots und QQ-Plots. Ein Histogramm
stellt dar, wieviele Werte pro Werteklasse vorhanden sind (in R: > hist (y1)), Boxplots
stellen Median und Quantilen 1 und 3 als Box, sowie Minimum und Maximum als

Fehlerbalken dar (in R: > boxplot (y1)) und in einem QQ-Plot werden die Quantilen der
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gefundenen Daten mit normalverteilten verglichen, wobei eine Linie die erwartete
Verteilung angibt (in R: > ggnorm(yl)und > ggline(y1l)). Ein Test auf Normal-
verteilung ist der Kolmogorov-Smirnov-Test. Dabei werden die Werte der zu testenden
Variablen ihrer Grée nach sortiert und ihre kumulative Summe wird mit der einer
spezifizierten kumulativen Normalverteilung verglichen. Der maximale Unterschied
zwischen einem Summenwert und der Normalverteilung darf dabei einen bestimmten
Schwellenwert nicht Ubersteigen (in R: > ks.test(yl, "pnorm", mean(yl),
sd (y1)). Ein anderer Test auf Normalverteilung ist der Shapiro-Wilk-Test (in R: >
shapiro.test (y1)) (Dormann und Kihn, 2011).

2.7.2. Klassische Tests

Es kdnnen parametrische und nicht-parametrische Tests unterschieden werden. Daten,
die erhoben wurden, sollten unter voller Beriicksichtigung der Werte analysiert werden.
Dies wird allerdings gelegentlich durch Ausrei3er oder schiefe Verteilungen erschwert.
Durch Datentransformation oder das Nutzen nicht-normaler Fehlerverteilungen kénnen
die Originaldaten analysierbar gemacht werden oder aber auch Informationen geopfert
werden, um die Datenanalyse einfach zu halten. Geopfert wird der absolute Wert der
Beobachtung, wéahrend der relative Wert (der Rang im Vergleich zu den anderen
Datenpunkten) erhalten bleibt. Der Verlust an Information ist dabei gering und fur viele

Tests ist die nicht-parametrische Option zu erwdgen (Dormann und Kihn, 2011).

2.7.2.1. Kovarianz und Korrelation

Die Beziehung zweier kontinuierlicher Datenséatze y4 und y, wird durch die Kovarianz, die
parametrische Korrelation oder die nicht-parametrische Korrelation numerisch zusammen-
gefasst. Kovarianz beschreibt, wie stark zwei Variablen y, und y, in die gleiche Richtung
variieren. Eine Mdglichkeit ist, die Kovarianz durch die Standardabweichungen der beiden
Variablen y4 und y, zu teilen, so dass das sich ergebende Mal} zwischen -1 und 1 liegt
(Pearson-Korrelation). Wenn die zwei Datensatze in die gleiche Richtung gehen, so sind
sie positiv korreliert, sind sie gegenlaufig so sind sie negativ korreliert. Der Starke der
Korrelation kann auch ein Signifikanzwert zugeordnet werden, wenn die Daten normal-
verteilt sind. Dieser Test ist ein t-test, der die Korrelation mit ihrem Standardfehler
vergleicht. Bei der Pearson-Korrelation gehen die Werte der Variablen in die Berechnung
der Korrelation ein. Da aber der t-test eine Normalverteilung der Daten voraussetzt,
kénnen nur entsprechende Daten auf Korrelation getestet werden. Nicht-parametrische
Korrelation hingegen ersetzt die absoluten Werte durch den Rang innerhalb des
Datensatzes, und korreliert dann die Radnge (Spearman’s Rank-Korrelation). Generell sind

die nicht-parametrischen Methoden etwas weniger sensibel als parametrische, d.h. ein
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mdglicher Zusammenhang wird eher Ubersehen. Andererseits sind sie deutlich robuster
hinsichtlich der Datenverteilung und besser geeignet fiir nicht exakt lineare Beziehungen
(Dormann und Kihn, 2011). Die Spearman’s Rank-Korrelation wurde in R (>
cor.test (yl, y2, method = "spearman")) z.B. fir Abundanzen von einzelnen T-RFs

oder OTUs und Umweltfaktoren berechnet.

2.7.3. Univariate Statistik
Univariate statistische Modelle beschéftigen sich mit nur einer einzigen abh&ngigen

Variablen unabhangig von der Anzahl erklarender Variablen.

2.7.3.1. Lineare Regression

Bei der Regression wird eine Variable als in ihren Werten von der anderen Variable
abhdngig angenommen. Es gibt eine unabhangige oder erklarende Variable (x) und eine
abhéngige oder Antwortvariable (y). Als lineare Regression bezeichnet man ein
statistisches Modell, dessen erkldrende Variable(n) linear kombiniert werden, um die

abhéangige Variable vorherzusagen.

2.7.3.2. Multiple lineare Regression

Im allgemeinen linearen Modell gibt es statt einer erklarenden Variablen mehrere. Eine
Antwortvariable y soll durch mehrere Variablen x; =x1, X, . . ., X, erklart werden und Ubrig
bleibt ein Fehlerterm der durch die Variablen x nicht erklarbar ist (in R: > summary (1m
(y ~ x1 + x2 + .. + xn))). Die erkldrenden Variablen kénnen nicht nur linear,
sondern auch nicht-linear mit der Antwortvariablen zusammenhangen. Durch die
Hinzunahme der zweiten, dritten, usw. Ordnung des Effektes kann diese Nicht-Linearitat
analysiert werden. Weiterhin kann zusétzlich zu den Haupteffekten d.h. den erklarenden
Variablen, auch ihre Interaktionen mit ins Modell genommen werden. Dies flihrt dazu,
dass das Erklarungsmodell theoretisch unglaublich kompliziert werden kann und mehr
erklarende Faktoren als Datenpunkte vorhanden sind, was eine Analyse unmdglich
macht. Eine Modellvereinfachung und Variablenauswahl kann z.B. anhand bestimmter
Hypothesen, durch Dimensionsreduktion mit Hilfe einer Hauptkomponentenanalyse oder
aber auch automatisiert Uber das ,Akaike Information Criterion’ (AIC, Akaike, 1974)
durchgefuhrt werden. AIC ist ein Informationskriterium zur Auswahl eines Modells in der
angewandten Statistik. Dabei gehen die Anpassungsgiite des Modells an die Daten und
die Komplexitat des Modells, gemessen an der Anzahl der Parameter, in die Beurteilung
ein. Mehrere konkurrierende Modelle wurden entsprechend ihres AIC eingeordnet und

das Modell mit dem niedrigsten AIC-Wert zur weiteren Analyse ausgewéhlt (in R:
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step((lm (y ~ 1), scope = ~ x1 + x2 + .. + xn)) (Dormann und Kuhn,
2011).

Die Qualitat einer Regression zeigt sich daran, wie gut die beobachteten Daten durch die
Regression angendhert werden. FiUr jeden beobachteten Punkt kann mittels der
Regressionsgeradengleichung ein Vorhersagewert berechnet werden und diese kénnen
mittels Korrelation verglichen werden. Pearson’s r (als Mal fir die Starke der Korrelation)
wird quadriert als MaR firr die Giite der Regression genommen. R? nimmt Werte zwischen
0 und 1 an, die den Anteil der durch die Regression erklarten Variabilitdt angibt (Dormann
und Kahn, 2011).

Nach dem Berechnen eines Modells muss Uberprift werden, ob die der Methode
zugrunde liegenden Annahmen erfillt sind. Dies ist bei der Regression vor allem eine
Untersuchung der Residuen auf Normalverteilung (siehe 2.7.1.). Neben der Normal-
verteilung der Residuen muss auch das Phanomen der Varianzhomogenitat untersucht
werden. Wenn die gemessenen Werte bei hohen Werten starker von den vorhergesagten
abweichen als bei niedrigen Werten, so bedeutet dies, dass die Varianz der Daten mit
ihren Werten zunimmt. Dies ist allerdings ein Verstol3 gegen die Annahmen der
Regression und eine Transformation der Daten wére notwendig (diagnostischer
Standardplot fiir lineare Modelle in R: > plot ((Im (y ~ x1 + X2 + .. + xXn)),
which = 1:4))(Dormann und Kihn, 2011).

Wenn eine Variable mehrere Kategorien hat, weil man nach der Modellberechnung noch
nicht, welche dieser verschiedenen Kategorien voneinander verschieden sind, wenn die
Variable selbst signifikant ist. In post-hoc-Vergleichen werden die Werte der
verschiedenen Kategorien miteinander verglichen. Der Inflation der Fehler 1. Ordnung
kann man z.B. mit einer Bonferroni-Korrektur oder konservativen post-hoc-Testverfahren
entgegentreten (Dormann und Kihn, 2011; Holm, 1979) (in R: > pairwise.t.test
(y, x1, p.adj = "holm")). Zum Beispiel wurden der Shannon-Diversitadtsindex oder
die Abundanzen einzelner T-RFs mit Hilfe von multipler linearer Regression mit

Umweltvariablen der Flachen in Beziehung gebracht.

2.7.4. Multivariate Statistik

Multivariate Daten enthalten mehr als nur eine abhangige Variable unabhangig von der
Anzahl erkldrender Variablen. Ebenso wie parametrische Statistikverfahren eine
Normalverteilung voraussetzen ist dies fur daraus abgeleitete multivariate Verfahren
notwendig (multinormale Verteilung). Einzelne Variablen sollten normal verteilt sein und
auch zwischen den Variablen muss Uberprift werden, ob es Ausreil3er gibt, bzw. einzelne

Variablen das Ergebnis Gberproportional beeinflussen.
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2.7.4.1. ANOSIM

JAnalysis of Similarity’ (ANOSIM) ist ein nicht-parametrischer Test auf signifikante
Unterschiede zwischen zwei oder mehr Gruppen basierend auf einem beliebigen
Distanzmal® (Clarke, 1993). Die Teststatistik berechnet die Range der Distanzen
zwischen verschiedenen sowie innerhalb dieser Gruppen und die Mittelwerte dieser zwei
Rangtypen werden verglichen. Das Testen der Nullhypothese erfolgt Gber Permutations-
tests. Die daraus resultierende Teststatistik gibt an, ob signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen auftreten (R=1) oder nicht (R=0). R-Werte > 0.75 gelten als sehr unter-
schiedlich, R-Werte > 0.5 als unterschiedlich und R-Werte < 0.25 als kaum unterscheidbar
(Clarke und Gorley, 2001). Anwendung fand diese Methode in der mikrobiellen Okologie
z.B. bei Kent et al. (2007), wo analysiert wurde, ob bakterielle Gemeinschaften eines
Sees ahnlicher zueinander sind als die bakteriellen Gemeinschaften unterschiedlicher
Seen. In der vorliegenden Arbeit wurde ANOSIM mit dem Bray-Curtis-Distanzmal
verwendet, um Unterschiede in T-RFLP-Profilen der Untersuchungsflachen im Hinblick
auf Exploratorium, Wald- oder Griinland, Boden- und Landnutzungstyp bzw. Diingung zu
analysieren. ANOSIM wurde mit Hilfe der PAST-Software durchgefihrt.

2.7.4.2. Ordinationstechniken

Durch Ordinationstechniken kénnen komplexe multivariate Datensatze vereinfacht
abgebildet werden. Die gebrauchlichsten Ordinationsverfahren lassen sich in direkte oder
indirekte Gradientenanalyse mit linearer oder unimodaler Beziehung gliedern. Lineare
Gradientenanalysen gehen von einer linearen Reaktion der betrachteten Variable auf
einen zu Grunde liegenden Gradienten aus wahrend unimodale Gradientenanalysen von
einer nicht-linearen Reaktion der betrachteten Variable auf den Gradienten ausgehen
(Ramette, 2007). Die Entscheidung fir lineare oder unimodale Beziehungen ist abhangig
von der Gradientenlange. Die Gradientenldnge wird dazu in Standardabweichungen
entlang der ersten Ordinations-Achse einer ,detrended’ Korrespondenzanalyse
(,Detrended Correspondence Analysis’, DCA) gemessen (in R: > decorana
(Datenmatrix)). Es wird empfohlen, bei Gradientenl&ngen von < 3 Standardab-
weichungen lineare und bei Gradientenlangen von > 4 Standardabweichungen unimodale

Methoden anzuwenden (ter Braak und Smilauer, 2011).

Hauptkomponentenanalyse — Principal Component Analysis (PCA)

Hauptkomponentenanalysen kénnen als Erweiterung der Regression aufgefasst werden.
Wéhrend bei einer (multiplen) Regression die unabhdngigen Variablen vorgegeben
werden, sind diese in einer PCA hypothetischer Natur und missen aus den Daten

abgeleitet werden. Die PCA kann zur Dimensionsreduktion genutzt werden, wobei die
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Variablen durch lineare Kombinationen zu den so genannten Hauptkomponenten
zusammengefasst werden, die die grolitmoégliche Varianz in den Originaldaten
wiedergeben (Hotelling, 1933). Die Koordinaten der einzelnen Proben oder Flachen auf
den Hauptkomponenten-Achsen kénnen mit Hilfe univariater statistischer Methoden (z.B.
Regressionsanalysen) mit Umweltvariablen der Proben/Flachen in Beziehung gebracht
werden. Die Hauptkomponentenanalyse wurde in der mikrobiellen Okologie schon
zahlreich verwendet, z.B. zur Identifizierung von Veranderungen mikrobieller Gemein-
schaften Uber Jahreszeiten oder geographische Regionen (Merrill und Halverson, 2002).
In dieser Arbeit wurden Hauptkomponentenanalysen von T-RFLP-Profilen mit Hilfe der
PAST-Software durchgefihrt.

Redundanzanalyse (RDA)

Die Redundanzanalyse wird angewendet, wenn es eine lineare Beziehung der Variablen
untereinander gibt und abhangige Variablen (Art-Abundanzen) mit unabhangigen
Variablen (Umweltfaktoren) in Beziehung gesetzt werden sollen. Die Redundanzanalyse
ist eine Erweiterung der PCA, in der die Hauptkomponenten abh&ngig sind von linearen
Kombinationen der Umweltvariablen (Rao, 1964). Dabei bilden die Art-Abundanzen (Y)
die abhéngigen und die Umweltfaktoren die unabhangigen (X) Variablen. Multiple lineare
Regression erkléart die Varianz zwischen diesen unabhangigen und abhangigen Variablen.
Der Vorteil dieser Methode ist, dass nicht nur die Varianz in den Art-Abundanzen soweit
sie durch die Umweltfaktoren erkldrt werden kann, dargestellt wird, sondern auch
Korrelationen zwischen allen Arten und allen Umweltfaktoren aufgezeigt werden
(Ramette, 2007). In der mikrobiellen Okologie wurde RDA z.B. angewendet um zu
analysieren, welche Umweltfaktoren die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemein-
schaft in einem Acker und einem ungestérten Grasland beeinflussen (McKinley et al.,
2005). In der vorliegenden Arbeit wurden Redundanzanalysen fir T-RFLP-Profile und
Umweltfaktoren in R berechnet (> summary(rda (Y, X)) und plot(rda(Y, X),

type = c("text"))).

Partial Least Squares Regression (PLSR)
Die Methode der ,Partial Least Squares Regression’ (PLSR) wurde durch Wold (1966) in

den spaten 1960ern fiir die Okonometrie entwickelt, seit den frilhen 1980ern zahlreich in

der analytischen Chemie verwendet, aber bisher nur wenig fir die Auswertung
Okologischer Daten genutzt. PLSR ist eine Erweiterung der multiplen Regressionsanalyse,
in der die Effekte von linearen Kombinationen mehrerer unabhéngiger Variablen (X) auf
eine oder mehrere abhangige Variablen (Y) untersucht werden. Verbindungen werden

Uber so genannte latente Faktoren, die aus den unabhdngigen Variablen extrahiert
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werden so hergestellt, dass die erklarbare Varianz in den abh&ngigen Variablen maximiert
wird. Latente Faktoren (oder PLSR-Komponenten) sind definiert als zwischen
unabhéngigen und abhangigen Variablen erstellte lineare Kombinationen, die die
urspriingliche Multidimensionalitdt auf eine kleinere Anzahl von orthogonalen Faktoren
reduzieren und so einen Aufschluss Uber die Struktur in den Beziehungen zwischen den
unabhangigen Variablen sowie zwischen den latenten Faktoren und den abh&ngigen
Variablen ermdglichen (Carrascal et al., 2009). Es handelt sich bei PLSR um eine
bilineare Methode der Modellierung, bei der Informationen der urspriinglichen abhangigen
Variablen (z. B Zusammensetzung einer mikrobiellen Gemeinschaft) auf eine kleine
Anzahl zugrundeliegender Variablen, die PLSR-Komponenten, projiziert werden. Die
unabhangigen Variablen (z.B. Umweltfaktoren) werden zur Schdtzung der PLSR-
Komponenten genutzt um sicherzustellen, dass die ersten Komponenten auch die
relevantesten fiir die daraus abgeleiteten Vorhersagen der abhdngigen Variablen sind
(Rudi et al., 2007). PLSR ist fur Datensatze mit nahezu gleicher oder héherer Anzahl
unabhangiger Variablen wie Beobachtungen sowie fiir Daten mit stark korrelierten
unabhéngigen Variablen (Kollinearitét) besonders geeignet. In der mikrobiellen Okologie
wurde PLSR z.B. bereits zur Analyse von T-RFLP-Profilen einer Untersuchung zu jahres-
zeitlicher und rdumlicher Variation in der Zusammensetzung von Bakterioplankton
angewendet (Stepanauskas et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde PLSR zur
Analyse von Beziehungen zwischen T-RFLP-Profilen und Umweltfaktoren genutzt (in R: >

plsr(X ~ Y, data = data, validation = "LOO")).
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3. Ergebnisse

Die phylogenetische Diversitat, weite Verbreitung und hohe Abundanz der Acidobacteria
im Boden lassen eine wichtige Rolle bei biogeochemischen Prozessen und grofie
metabolische Vielseitigkeit vermuten. Uber die Funktion der Acidobacteria im Boden und
die Beeinflussung ihrer Zusammensetzung und Diversitdt durch Landnutzung ist jedoch
sehr wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurden daher Diversitdtsverdnderungen
der Acidobacteria in zahlreichen Grunland- und Waldbéden unterschiedlicher Land-
nutzung untersucht. Zielsetzung war die Erfassung der Zusammensetzung und Diversitét
der Acidobacteria in Abhangigkeit von Boden- und Standorteigenschaften sowie Pflanzen-
diversitat als auch die Identifizierung wichtiger funktioneller Gruppen. Mittels molekular-
biologischer Methoden wurde im Verlauf dieser Arbeit zunachst durch nahezu vollstédndige
Sequenzierung der 16S rRNA-Gene ein Uberblick tUber die Diversitit der Acidobacteria in
allen Griinland- und Waldb&dden der drei Untersuchungsregionen gewonnen (siehe Kapitel
3.2.). Die Diversitat und Zusammensetzung der Acidobacteria jedes einzelnen Bodens der
57 Untersuchungsfldchen wurde Uber so genannte .fingerprinting-Analysen (terminaler
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus, T-RFLP) erfasst. Die T-RFLP-Analyse wurde
sowohl auf Basis der 16S rRNA-Gene (siehe Kapitel 3.3.) als auch der 16S rRNA (siehe
Kapitel 3.4.) durchgefihrt, um nicht nur die anwesenden sondern auch die physiologisch
aktiven Acidobacteria zu erfassen. Zuséatzlich wurde Uber 16S rRNA- fingerprinting’ auch
die jahreszeitliche Veradnderung der Diversitadt der aktiven Acidobacteria aufgenommen
und auf Abhédngigkeit von Umwelteinflissen geprift (siehe Kapitel 3.5.). Mittels
statistischer Datenanalyse konnten Abh&ngigkeiten der Zusammensetzung und Diversitat
der Acidobacteria und ihrer Untergruppen von Boden- und Standorteigenschaften sowie
Landnutzung sowohl flr fingerprinting- als auch vergleichende Sequenzanalysen
aufgezeigt werden. Um die Rolle der Acidobacteria im Boden genauer zu verstehen,
wurde zudem Uber stabile Isotopenbeprobung (SIP) der Abbau von Pflanzenmaterial
exemplarisch in einem Griinland- und einem Waldboden verfolgt und die daran beteiligten
Bakterien Uber T-RFLP-Analyse und (Pyro)Sequenzierung der 16S rRNA identifiziert
(siehe Kapitel 3.6.).

3.1. Griinland- und Waldb6den der Exploratorien

Um Landnutzungseffekte auf Biodiversitadt zu verstehen und die modifizierende Rolle von
Biodiversititsveranderungen verschiedener Taxa auf Okosystemprozesse, einschlieRlich

biogeochemischer Kreisldufe, zu untersuchen, wurde ein grof3skaliges und langfristiges
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Projekt zur funktionellen Biodiversitatsforschung ins Leben gerufen. Die so genannten
Biodiversitats-Exploratorien umfassen standardisierte Untersuchungsflachen in drei
Regionen Deutschlands, die jeweils vielfaltige Typen und Intensitdten der Wald- und
Grunlandnutzung einschlieen. Die Exploratorien Schorfheide-Chorin (SCH), Hainich-Din
(HAI) und Schwabische Alb (ALB) unterscheiden sich unter anderem in der Lage
innerhalb Deutschlands (Nordosten, Mitte, Sidwesten), der Hoéhe (ber dem
Meeresspiegel (10-860 m), der mittleren Jahrestemperatur (6-8,4°C) und dem
Jahresniederschlag (520-960 mm). Im Gebiet der Schwabischen Alb sind im Griinland
Leptosol- und im Wald Cambisol-Béden vorherrschend, im Hainich die Bodentypen
Stagnosol und Luvisol und in der Region Schorfheide Histosol- und Cambisol-Béden. Die
Grinland- und Waldbdden der drei Untersuchungsregionen unterschieden sich zum Teil
auch sehr stark in Bodenparametern (Tab. 6). So zeigten Griinland- im Vergleich zu
Waldbdéden hohere Werte fir pH, Bodentemperatur, Bodenatmung, Abundanz der
Amoben, Nitrat- und Phosphatgehalt aber ein kleineres Kohlenstoff/Stickstoff(CN)-
Verhéltnis und einen niedrigeren Ammoniumgehalt. Die Béden der Schwébischen Alb und
des Hainich erwiesen sich in den meisten Umweltvariablen als vergleichbar, wohingegen
die Schorfheide-Béden am stérksten unterschiedlich von allen anderen Bdéden hinsichtlich
fast aller analysierten Parameter waren. So wiesen die Schorfheide-Griinlandbdden im
Vergleich zu denen der beiden anderen Exploratorien u. a. einen dreifach erhéhten Gehalt
an organischem Kohlenstoff aber auch mehr Stickstoff, eine um mindestens 4°C héhere
Bodentemperatur und eine gesteigerte Bodenatmungsrate auf. In den Schorfheide-
Waldbéden hingegen war nur etwa halb so viel organischer Kohlenstoff, Nitrat oder auch
Phosphor zu finden dafiir aber eine gesteigerte Menge an Ammonium. Allgemein wuchs
auf Bdden der Schorfheide auch eine geringere Anzahl vaskuladrer Pflanzenarten im
Vergleich zur Schwéabischen Alb und dem Hainich (Tab. 6). Einige Boden- und
Standortparameter der Untersuchungsflichen bedingen allerdings einander und sind
infolgedessen korreliert, z.B. ist das CN-Verhaltnis umso gréRer je niedriger der pH-Wert
oder auch der Phosphorgehalt im Boden ist, eine héhere Bodentemperatur fihrt zu einer
erhdéhten Bodenatmungsrate und ein hoher Gehalt an organischen Kohlenstoff korreliert

mit einem hohen Stickstoffanteil im Boden (Anhang Tab. 2).

Aufgrund der genannten grofl3en Verschiedenheiten in Boden- und Standorteigenschaften,
wurden auch unterschiedliche Acidobacteria-Gemeinschaften in den 57 Béden vermutet,
assoziiert mit veranderlichen Lebensweisen und Rollen in biogeochemischen Prozessen

sowie Anpassungen an den jeweiligen Standort.
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Tabelle 6. Lokalisierung und Charakteristika der drei Exploratorien sowie Mittelwert (+ Standardabweichung)
der Boden- und Standorteigenschaften aller Untersuchungsflachen getrennt nach Wald (W) und Griinland (G)
je Exploratorium. Fehlende Messwerte einzelner Flachen wurden durch angemessene Mittelwerte (aller
Griunland- bzw. Waldflachen des entsprechenden Exploratoriums) ersetzt.

48°20' 60.0"-48° 32" 50°56" 14.5" —51°22" 52°47’ 24.8” —53° 13’
3.7"N 43.4" N 26.0” N

Nordliche Breite

Héhe [m tber NN 460 - 860 300 - 400 10 -140

Jahresniederschlag [mm] 940 - 960 750 - 800 520 - 600

6,49 4,96 7,01 5,15 6,85 3,56

Ell (£0,48)  (+0,74) (20,18) (¢1,12)  (20,58)  (0,13)

6,30 4,87 4,73 3,76 14,02 1,42

Stickstoff [N, g kg (£140) (#1,11) (#183) (#127)  (¢539)  (£0,32)

52 a7 45 44 44 30

Bodenfeuchte [% vol] (3) (+4) (£5) (x4) (£19) (£3)

Bodenatmung 3,86 1,44 5,53 1,65 12,11 1,93
[umol CO, m?s™] (£0,95) (£0,15) (£2,98) (£0,32) (£3,12) (£0,61)

2,22 5,51 3,34 1,43 2,16 1,62

4 .
Flagellaten [10° g”' (4216)  (2254) (4146) (20.78)  (42.33)  (40.50)

Anzahl vaskularer 32 34 20 32 16 14
Pflanzenarten (£13) (£19) (£9) (£15) (£ 3) (£10)

7,92 65 8,88 33 9,44 154

AT [ (£6,22)  (£39)  (£3,91)  (x21) (£7,38)  (¢131)

1158 687 1113 553 1046 252

Phosphor [mg kg] (£391)  (2229) (¢395)  (£201)  (x427)  (£93)
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3.2. Diversitat von Acidobacteria in Griinland- und Waldb6den

Zielsetzung des folgenden Abschnitts war die Erfassung der Zusammensetzung und
Diversitat der Acidobacteria als auch die ldentifizierung wichtiger funktioneller Gruppen.
Durch nahezu vollstandige Sequenzierung der 16S rRNA-Gene wurde ein Uberblick tiber
die Diversitdt der Acidobacteria in allen Grinland- und Waldbéden der drei
Untersuchungsregionen gewonnen. Dazu wurden die 16S rRNA-Gene aus allen 57
Bodenproben unter Verwendung eines Acidobacteria-spezifischen Primers vervielfaltigt.
Gleiche Anteile der aufgereinigten PCR-Produkte aller Griinland- bzw. aller Waldflachen
eines Exploratoriums wurden vereinigt und so sechs Proben zur Erstellung von 16S
rRNA-Gen Klonbibliotheken erhalten - eine Grinland- (AEG, HEG, SEG) und eine
Waldprobe (AEW, HEW, SEW) fiir jedes der drei Exploratorien (ALB-A, HAI-H, SCH-S).
Die acidobakteriellen 16S rRNA-Gene wurden Uber Klonierung vereinzelt um ihre

Sequenzierung und phylogenetische Einordnung zu erméglichen (siehe Kapitel 2.4.8.)

Nach dem Entfernen chimarer Sequenzen konnten insgesamt 2031 Sequenzen
vergleichend analysiert werden, 320-355 pro Klonbibliothek. Die Abdeckung der Diversitat
(,Coverage’) mit 3% Sequenzunterschied als Abgrenzung zwischen Arten (Stackebrandt
und Goebel, 1994) lag bei durchschnittlich 85% (67-94%, Tab. 7). Die Analyse von
weiteren Klonen wére erforderlich um die zum Teil sehr hohe Acidobacteria-Diversitat der
Bdden besser abdecken zu kénnen. Von den 26 Untergruppen der Acidobacteria (Barns
et al., 2007) wurden 11 in den untersuchten Bdden detektiert: Gp1 (25%), Gp3 (8%), Gp4
(8%), Gp5 (9%), Gp6 (44%), Gp9 (0,1%), Gp11 (1%), Gp13 (1%), Gp15 (0,3%), Gp17
(3%) und Gp18 (0,2%) (Abb. 5, 6; Tab. 7). Die Verteilung und Abundanz der einzelnen
Untergruppen variierte jedoch zwischen Griunland- und Waldbéden der drei Unter-
suchungregionen. Griinlandbdden wurden von Untergruppe Gp6 (59-62%) dominiert,
gefolgt von Gp4 (8-20%), Gp5 (3-17%), Gp3 (2-14%) und Gp17 (3-7%). Alle anderen
Untergruppen waren mit nur 0-5% aller Sequenzen vertreten (Abb. 5, Tab. 7). In
Waldbdden dagegen bestimmten die Untergruppen Gp1 (26-85%) und Gp6 (1-41%) die
Gemeinschaft, allerdings waren viele Sequenzen auch Gp5 (0-13%), Gp3 (7-11%) und
Gp4 (0-6%) zuzuordnen. Alle anderen Untergruppen waren nur mit 0-2% aller Sequenzen
in Waldbdden vertreten (Abb. 5, Tab. 7). Die drei Griinland-Klonbibliotheken waren auf
den ersten Blick sehr &hnlich zueinander. Bei den Wald-Klonbibliotheken fiel SEW mit ca.
dreimal so vielen Gp1-Sequenzen wie AEW und HEW, aber auch dem Fehlen von Gp4
und Gp5 auf (Abb. 5). Dennoch war gemal LIBSHUFF- und UniFrac-Analysen die
Zusammensetzung der Acidobacteria in allen sechs Kilonbibliotheken signifikant
unterschiedlich voneinander (p < 0,001), ausgenommen AEW und HEW (LIBSHUFF und
UniFrac) sowie AEG und HEG (UniFrac).
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0 Gp1 (%)
B Gp3 (%)
0 Gp4 (%)
B Gp5 (%)
B Gp6 (%)
0Gp9 (%)
m Gp11 (%)
0 Gp13 (%)
0 Gp15 (%)
B Gp17 (%)
B Gp18 (%)

Abbildung 5. Zuordnung der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Klonbibliotheken AEG, HEG, SEG, AEW, HEW
und SEW zu den verschiedenen Untergruppen der Acidobacteria.

Phylogenetische Baume auf der Grundlage von geeigneten Referenzsequenzen von
Reinkulturen und Umweltklonen sowie Klonsequenzen dieser Arbeit (Abb. 6, Anhang Abb.
1-9) erlaubten eine differentielle vergleichende Sequenzanalyse. Die Verfigbarkeit der
nahezu kompletten 16S rRNA-Gen-Sequenzen machte eine detaillierte phylogenetische
Analyse mdglich. Die phylogenetische Divergenz, der Bereich der Sequenzidentitat der
Klone untereinander, war in der Untergruppe Gp4 (82-100%) am starksten ausgepragt,
gefolgt von Gp3 (84-100%), Gp6 (85-100%) und Gp1 (86-100%). Die Klone der
Untergruppe Gp5 waren am wenigsten divergent (90-100%). Da es nur wenige
beschriebene und Kkultivierte Vertreter der Acidobacteria gibt, konnten den meisten
Klonsequenzen dieser Arbeit als ndchste Verwandte nur Sequenzen von unkultivierten
Umweltklonen zugeordnet werden. Teilweise waren die Klone jedoch sehr nahe verwandt
mit beschriebenen Vertretern der Acidobacteria. Einige Klone teilten bis zu 99% der
Sequenz mit den aus Boden isolierten Edaphobacter modestus und E. aggregans (Gp1),
andere mit Candidatus Solibacter usitatus (Gp3). Unter den 2031 Klonen zeigten die
nachsten Verwandten von Acidobacterium capsulatum (Gp1), Terriglobus roseus (Gp1),

Acidipila rosea (Gp1) und Candidatus Koribacter versatilis (Gp1) je 96% Sequenzidentitat.
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2 AEG, Mspl: 255, Gp3

HEG_08_137, Mspl: 255, Gp3
HEG_08_166, Mspl: 255, Gp3

_L HEW_08_577, Mspl: 256, Gp3

Bryobacter aggregatus, AM162405, Mspl: 257

E HEW_08_174, Mspl: 90, Gp13
AEW_08_603, Mspl: 90, Gp13
—— uncultured soil bacterium, GQ402667, Mspl: 90

HEW_08_462, Mspl: 159, Gp15
uncultured soil bacterium, DQ083303, Mspl: 143
2 AEW, Mspl: 258, Gp1

2 HEW, Mspl: 258, Gp1

Edaphobacter aggregans, DQ528761, Mspl: 246
Edaphobacter modestus, DQ528760, Mspl: 258

Terriglobus roseus, DQ660892, Mspl: 258
HEG_08_117, Mspl: 138, Gp4
HEW_08_561, Mspl: 138, Gp4
uncultured soil bacterium, AB239706, Mspl: 138
AEG_08_107, Mspl: 289, Gp4

AEW_08_404, Mspl:138, Gp4
uncultured soil bacterium, FJ004773, Mspl: 132
HEW_08_612, Mspl: 462, Gp11

AEG_08_088, Mspl: 462, Gp11
HEG_08_235, Mspl: 462, Gp11
AEW_08_512, Mspl: 464, Gp11
uncultured freshwater bacterium, GQ339137, Mspl: 464
AEG_08_066, Mspl: 135, Gp5
AEG_08_379, Mspl: 135, Gp5
HEG_08_206, Mspl: 135, Gp5
AEW_08_099, Mspl: 135, Gp5
uncultured soil bacterium, EF019801, Mspl: 132

— HEW_08_178, Mspl: 135, Gp5

AEW_08_618, Mspl: 197, Gp17
HEW_08_666, Mspl: 197, Gp17
AEG_08_436, Mspl: 197, Gp17

HEG_08_120, Mspl:195, Gp17

uncultured soil bacterium, EF688349, Mspl: 195

lj uncultured soil bacterium, AY703470, Mspl: 197

,—{ 2 AEG, Mspl: 276, Gp18

“— uncultured bacterium, EU132339, Mspl; 274
AEW_08_381, Mspl: 193, Gp6

& uncultured soil Acidobacteriales bacterium, EU449659, Mspl: 179
AEG_08_116, Mspl: 193, Gp6

HEG_08_185, Mspl: 193, Gp6
HEW_08_242, Mspl: 193, Gp6
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Abbildung 6. Neighbour-Joining-Baum von ausgewéhlten 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Klonbibliotheken
der verschiedenen detektierten Untergruppen und nah verwandten bzw. beschrieben Vertretern der
Acidobacteria. T-RF-Léangen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der 16S rRNA-Sequenzen mit dem
Restriktionsenzym Mspl bestimmt. Der MaRstab stellt 10% Sequenzunterschied dar, GenBank ,accession
numbers’ der Referenzsequenzen sind angegeben.
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Unter den Klonen aus den SEW-B&den waren auch néchste Verwandte zu den vier
beschriebenen Granulicella-Spezies (Gp1, 97-98% Sequenzidentitdt). Dagegen wies
Bryobacter aggregatus (Gp3) unter den Klonen als ndchsten Verwandten einen SEG-Klon
mit nur 92% Sequenzidentitat auf. Einige AEG- und HEG-Klone teilten aber auch 97% der
16S rRNA-Sequenz mit einem lIsolat der Untergruppe Gp6 aus Boden in Belgien (IGE-
011, GU187027) und AEG- und AEW-Klone 98-99% mit einem Boden-Isolat der
Untergruppe Gp4 (Ellin6099, AY234751). Die Klonsequenzen einer der sechs
Klonbibliotheken waren meist auch mit den Sequenzen der anderen Klonbibliotheken nah
verwandt und bildeten nur selten und wenn, dann eher kleine eigene Cluster. Allerdings
waren z.B. Sequenzen der Untergruppe Gp3 in kleinere Cluster mit Klonen aus
Grinlandbéden und gréRere Cluster mit Klonen aus Waldbéden getrennt. Die
Untergruppe Gp1 war fast ausschlieBlich in Waldproben vertreten und SEW-Sequenzen
bildeten haufig eigene Gp1-Cluster (Abb. 6, Anhang Abb. 1-9).

Tabelle 7. Anzahl der Klone (OTUs), Coverage und Diversittsindices der Kilonbibliotheken (97%
Sequenzidentitat.

AEG HEG SEG AEW HEW SEW  Total
Klone 355 (126) 334 (121) 345(192) 320 (124) 330 (142) 347 (75) 2031 (414)
Gp1 6 (4) 4 (3) 16 (10) 83 (34) 106 (34)  295(48) 510 (66)
Gp3 13 (7) 8 (5) 49 (35) 36 (17) 24 (14) 35(16) 165 (66)
Gp4 27 (13) 66 (27) 31 (20) 18 (8) 19 (12) 2 161 (49)
Gp5 60 (8) 35 (7) 10 (6) 43 (7) 41 (10) - 189 (16)
Gp6 217 (82) 208 (70) 204 (99) 132(51) 126 (60) 5(5) 892 (172)
Gp9 - - 2(1) - - - 2(1)
Gp11 3(2) 3(2) 12 (6) 1(1) 1(1) 2 20 (8)
Gp13 - - - 1(1) 5 (4) 8 (3) 14 (6)
Gp15 2 2 1(1) 2 2(2) 3(2) 6 (4)
Gp17 25 (9) 9 (6) 20 (14) 6 (5) 6 (5) 1(1) 67 (25)
Gp18 4 (1) 1(1) 2 2 2 2 5(1)
Coverage (%) 90,1 88,0 67,2 87,2 85,2 94,2
Shannon-index 4,3 4.3 4,85 4,2 4.4 3,6
Faith’s PD ' 2,95 2,85 4,78 3,07 3,48 1,86
MPD 2 0,119 0,123 0,122 0,128 0,129 0,086
MNTD 3 0,030 0,029 0,033 0,032 0,031 0,028
NRI* 2,53 2,74 4,50 1,59 1,91 5,66
NTI* 3,78 4,99 2,84 3,36 3,91 3,98
Simpson ° 0,98 0,98 0,99 0,98 0,98 0,96
pD ¢ 0,059 0,061 0,061 0,064 0,064 0,043

1 Faith’s-Index der pyhlogenetischen Diversitat

2 Mittlere paarweise Distanz zwischen allen Arten/OTUs einer Gemeinschaft

3 Mittlerer Distanzen zum nachsten Verwandten der Gemeinschaft

4 Net Relatedness Index/Nearest Taxon Index — MaRe der phylogenetischen Gemeinschaftsstruktur

5 Simpson’s Diversitat — Wahrscheinlichkeit, dass zwei Individuen unterschiedlichen Arten/OTUs angehd&ren

6 Phylogenetische Diversitat — phylogentische Distanz zwischen zwei zuféllig ausgewahlten Individuen der Gemeinschaft
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Fur die Berechnung von Diversitéts-Indices mit PHYLOCOM aber auch den Vergleich der
Acidobacteria-Gemeinschaften Uber UniFrac wurden alle 2031 Klone in insgesamt 414
,Operational Taxonomic Units’ (OTUs) basierend auf 97% Sequenzunterschied eingeteilt.
Die Anzahl der OTUs in AEG, AEW, HEG und HEW (121-142) veranschaulicht eine
dhnliche Diversitat in diesen vier Béden, wohingegen die Acidobacteria-Diversitat in SEG-
Bdden (192) eine deutlich héhere und in SEW-B&den (75) eine niedrige Diversitat
erwarten lasst (Tab. 7). Verschiedene Diversitats-Indices (z.B. Shannon-Index, Faith’'s
PD) zeigten, dass die Diversitat in AEG, HEG, AEW und HEW in etwa vergleichbar ist, in
SEG deutlich am héchsten und in SEW mit Abstand am niedrigsten (Tab. 7).
Entsprechend sind auch die mittlere paarweise Distanz (MPD), mittlere Distanz zum
nachsten Verwandten (MNTD) und erwartete phylogenetische Distanz zwischen zwei
zufallig ausgewahlten Sequenzen fir SEW am kleinsten. Der ,Net Relatedness Index’
(NRI), ein Mal} der phylogenetischen Struktur der Gemeinschaft, ist fir SEW und SEG am

hdchsten und zeigt an, dass in diesen beiden Proben die phylogenetische Clusterbildung

Tabelle 8. Anzahl der Klone in OTUs mit mehr als 20 Sequenzen. Die Untergruppe (Gp) der Acidobacteria
jedes OTUs und der prozentuale Anteil an der entsprechenden Klonbibliothek sind angegeben.

oTU Gp AEG HEG SEG AEW HEW SEW Total

OTU3 5  23(65%) 9(27%) 1(0,3%) 23(7.2%) 16 (4,8%) 72 (3,5%)
oTuU7 1 6(1,7%) 13(4.1%) 19(58%) 24(69%) 62 (3,1%)
OTU31 5  15(42%) 19(57%) 4(12%) 6(1,9%) 6 (1,8%) 50 (2,5%)
OoTU114 1 1(0,3%) 41 (11,8%) 42 (2,1%)
OTU9 6  9(2,5%) 16 (4,1%) 12(3.6%) 1(0,3%) 38 (1,9%)
OTU115 6  9(25%) 16(4,8%) 9(26%) 1(0,3) 1(0,3%) 36 (1,8%)
OTU6 6  16(45%) 5(1,5%) 1(03%) 6(1,9%) 4 (1.2%) 32 (1,6%)
oTU%4 1 2(06%) 4(12%) 25(7.2%) 31 (1,5%)
oTU32 1 3(0,9%) 5(15%) 19(55%) 27 (1,3%)
OTU119 1 1(03%) 7(21%) 18(52%) 26 (1,3%)
OTU922 6  7(20%) 7(21%) 7(20%) 3(09%) 2(0,6%) 26 (1,3%)
oTu2 1 2(0,6%) 6(1,9%) 4(12%) 11(32%) 23 (1,1%)
OTUI5 5  7(2,0%) 9(28%) 7(2.1%) 23 (1,1%)
OTU45 6  4(11%) 8(24%) T7(20%)  3(0,9%) 22 (1,1%)
OTU99 6  7(2.0%) 2(0,6%) 10(2,9%) 1(0,3%) 2(0,6%) 22 (1,1%)
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der Sequenzen haufiger vorkommt, als bei AEG, HEG, AEW und HEW. Alle Béden haben
laut Simpson-Index eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass zwei Sequenzen der

Gemeinschaft unterschiedlichen Arten bzw. OTUs angehéren (Tab. 7).

In allen sechs Klonbibliotheken wurden 414 ,Operational Taxonomic Units’ (OTUs) mit 3%
Sequenzunterschied detektiert. Nur zwei der OTUs kamen in allen sechs Klonbibliotheken
vor, 15 OTUs in finf, wobei AEG, HEG, SEG, AEW und HEW 14 OTUs gemeinsam
haben. Vierundzwanzig OTUs kommen in vier der Klonbiblioheken, 72 OTUs in drei, 84
OTUs in zwei und 217 OTUs in je nur einer der Klonbibliotheken vor (Anhang Tab. 3). Die
Untergruppe Gp5 zeigte die geringste phylogenetische Divergenz - die 189 Klone konnten
nur 16 OTUs zugeordnet werden. Die 165 Klone der Untergruppe Gp3 hingegen wurden
in 66 OTUs zusammengefasst (Tab. 7). In 15 OTUs der Untergruppen Gp1, Gp5 und Gp6
kamen mehr als 20 Klonsequenzen vor, die eingehender analysiert wurden (Tab. 8). Die
OTUS3 der Untergruppe Gp5 war der haufigste Phylotyp, beinhaltet 72 Sequenzen und
stellt damit 3,5% aller Klone und bis zu 7% der Klone eines Bodens (AEG, AEW). Alle 15
haufigsten OTUs zusammen umfassen 40% aller SEW-Klone, OTU114 (Gp1) allein sogar
12%. Dagegen stellen die OTUs mit mehr als 20 Klonsequenzen nur 14% aller
Sequenzen in SEG-Bdden, alle anderen vier Bdden liegen bei 20-28%. AEW-Sequenzen

kommen sogar in allen 15 haufigsten OTUs vor (Tab. 8).

Die Sequenzierung der 16S rRNA-Gene zahlreicher Klone erlaubte somit eine detaillierte
Analyse der Sequenzdaten der Griinland- und Waldbdden der drei Regionen nicht nur auf

Ebene der Acidobacteria-Untergruppen sondern auch einzelner OTUs.

3.3. Einflussfaktoren auf die Diversitat von Acidobacteria

Mittels molekularbiologischer Methoden wurde zunadchst durch nahezu vollstdndige
Sequenzierung der 16S rRNA-Gene ein Uberblick tber die Diversitit der Acidobacteria in
allen Grinland- und Waldbdden der drei Untersuchungsregionen gewonnen. Die
Diversitat und Zusammensetzung der Acidobacteria jedes einzelnen Bodens der 57
Untersuchungsflachen wurde Uber \fingerprinting-Analysen (terminale Restriktions-

fragmentldngenpolymorphismus-(T-RFLP)-Analyse) erfasst (siehe Kapitel 2.4.6.).

Nach der Standardisierung der insgesamt 27 Grinland- und 30 Waldboden-Profile der
acidobakteriellen 16S rRNA-Gene wurden 98 terminale Restriktionsfragmente (T-RFs) zur
weiteren Analyse verwendet. Die Peakflache jedes T-RFs der Profile wurde als Maf3 fur
die Abundanz gewahlt und in prozentuale Anteile an der gesamten acidobakteriellen
Gemeinschaft umgerechnet. Durch Ordinationstechniken kénnen komplexe multivariate

Datensatze wie z.B. T-RFLP-Profile verschiedener Proben vereinfacht abgebildet und
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Abbildung 7. Hauptkomponentenanalyse der 16S rRNA-Gen T-RFLP-Profile der Acidobacteria im Boden der
57 Untersuchungsflachen. m AEW, o AEG, AHEW, A HEG, ¢ SEW, ¢ SEG

verglichen werden. Die Entscheidung fir lineare oder unimodale Modelle ist abhangig von
der zugrunde liegenden Gradientenldange. Die Gradientenldnge wird dazu in
Standardabweichungen entlang der ersten Ordinations-Achse einer ,detrended’
Korrespondenzanalyse (,Detrended Correspondence Analysis’, DCA) gemessen. Es wird
empfohlen, bei Gradientenldngen von < 3 Standardabweichungen lineare und bei
Gradientenlangen von > 4 Standardabweichungen unimodale Methoden anzuwenden (ter
Braak und Smilauer, 2011). Die DCA-Gradientenlange der 57 T-RFLP-Profile betrug < 3
Standardabweichungen und folglich wurden in der nachfolgenden statistischen Analyse
vor allem lineare Modelle, wie z.B. eine Hauptkomponentenanalyse (,Principal Component
Analysis’, PCA) verwendet (siehe Kapitel 2.7.4.2.). Die Hauptkomponentenanalyse der
16S rRNA-Gen T-RFLP-Profile zeigte, dass die Acidobacteria-Gemeinschaft in Griinland-
béden ahnlicher zueinander war als in Waldbdden, die eine gréRere Variation in der
Zusammensetzung der Gemeinschaft aufwiesen. T-RFLP-Profile aller Griinland- und aller
Waldbdden eines Exploratoriums waren hingegen relativ &hnlich, vor allem in den
Grinlandbéden der Schwabischen Alb (Abb. 7).
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Tabelle 9. Vergleich der paarweisen Bray-Curtis-Distanzen zwischen 16S rRNA-Gen T-RFLP-Profilen durch
ANOSIM. Je héher der R-Wert (0<R<1), desto gréRer der Unterschied zwischen den analysierten Gruppen.
Die Signifikanz wurde tber Permutation mit 10.000 Wiederholungen berechnet. Signifikante R-Werte > 0,15
sind fett dargestellt. Signifikanzniveau: * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001

R

Exploratorium 0,1577 ***
Bodentyp 0,2373 ***
Griinland/Wald 0,3532 ***
Exploratorium Griinland 0,3557 ***
Exploratorium Wald 0,3361 ***
Bodentyp Griinland 0,2003 *
Bodentyp Wald 0,1156
Landnutzungstyp Griinland 0,0091
Landnutzungstyp Wald -0,0442
Diingung 0,0443

AulBerdem wurde eine ,Analysis of Similarity’ (ANOSIM) mit dem Bray-Curtis-Distanzmalf}
(siehe Kapitel 2.7.4.1.) verwendet, um Unterschiede in T-RFLP-Profilen der Unter-
suchungsflachen im Hinblick auf Exploratorium, Wald- oder Griinland, Boden- und
Landnutzungstyp bzw. Dingung zu analysieren (Tab. 9). ANOSIM ist ein nicht-
parametrischer Test auf signifikante Unterschiede zwischen zwei oder mehr Gruppen und
berechnet die Range der Distanzen zwischen und innerhalb dieser Gruppen, wobei die
Mittelwerte dieser zwei Rangtypen verglichen werden. Die daraus resultierende
Teststatistik gibt an, ob signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen auftreten (R=1)
oder nicht (R=0). R-Werte > 0.75 gelten als sehr unterschiedlich, R-Werte > 0.5 als
unterschiedlich und R-Werte < 0.25 als kaum unterscheidbar (Clarke und Gorley, 2001).
ANOSIM verdeutlichte, dass sich die Acidobacteria-Gemeinschaften in Griinland- und
Waldbdden (R=0,35) unterscheiden. Unterschiede zwischen den Exploratorien (R=0,16)
wurden gréRBer, wenn die Exploratorien nach Griinland- (R=0,36) und Waldb&den
(R=0,34) getrennt verglichen wurden. Auflierdem beeinflussten die acht verschiedenen
Bodentypen der 57 Untersuchungsflachen die Zusammensetzung der Acidobacteria-
Gemeinschaften (R=0,24), wobei deren Einfluss im Griinland von gréfRerer Bedeutung war
(R=0,20) als im Wald (R=0,12). Jedoch =zeigten weder die unterschiedlichen
Landnutzungstypen der Grinland- und Waldflichen, noch die Dingung einiger
Grunlandflachen einen Effekt auf die Zusammensetzung der Acidobacteria-Gemein-
schaften (Tab. 9).

Sowohl die Hauptkomponentenanalyse als auch ANOSIM lieBen Unterschiede in der
Zusammensetzung der Acidobacteria zwischen Griunland- und Waldbéden als auch

zwischen den drei Untersuchungsregionen erkennen.
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Tabelle 10. ,Partial Least Squares Regression’-Analyse (PLSR) lber die 16S rRNA-Gen T-RFLP-Profile und
den gewichteten Anteil jeder Variable zur erklarbaren Varianz der ersten Komponente um signifikante (> 0.10
fett, > 0.05 grau und fett) und nicht-signifikante (< 0.05) Variablen zu berechnen.

erklarbare Varianz in T-RFLP-Profilen 72,1% 58,0% 70,4%

erklarbare Varianz der Komponente durch Variablen  19,5% 14,4% 20,2%

pH 0,270 0,073 0,226
org. Kohlenstoff [C, g kg™"] 0,019 0,186 0,122
Stickstoff [N, g kg™"] 0,037 0,188 0,148
CN-Verhéltnis 0,203 0,014 0,131
Bodenfeuchte [% vol] 0,030 0,055 0,114
Bodentemperatur [°C] 0,030 0,100 0,008
Bodenatmung [umol CO, m?s™] 0,042 0,067 0,025
Amében [10* g 0,039 0,020 0,001
Flagellaten [10* g'] 0,000 0,004 0,002
Ciliaten [10% g™] 0,017 0,087 0,003
Anzahl vaskularer Pflanzenarten 0,001 0,003 0,001
Landnutzungsintensitat (LUI) 0,047 0,009
Ammonium [umol] 0,100 0,062 0,041
Nitrat [umol] 0,035 0 0,027
Phosphor [mg kg'] 0,176 0,094 0,142

Um auch die Abhangigkeit der Zusammensetzung und Diversitdt der Acidobacteria von
Boden- und Standorteigenschaften sowie Landnutzungsintensitdt, Pflanzendiversitat und
Protozoa zu erfassen, wurden weitere multivariate Verfahren zur Analyse der T-RFLP-
Profile des 16S rRNA-Gens durchgefiihrt. ,Partial Least Squares Regression’ (PLSR,
siehe Kapitel 2.7.4.2.) ist eine bilineare Methode der Modellierung, bei der Informationen
der urspringlichen abhé&ngigen Variablen (z.B. Zusammensetzung einer mikrobiellen
Gemeinschaft) auf eine kleine Anzahl zugrundeliegender Variablen, die PLSR-
Komponenten, projiziert werden. Die unabhdngigen Variablen (z.B. Umweltfaktoren)
werden zur Schéatzung der PLSR-Komponenten genutzt um sicherzustellen, dass die
ersten Komponenten auch die relevantesten fiir die daraus abgeleiteten Vorhersagen der
abhangigen Variablen sind (Rudi et al., 2007). PLSR ist fir Datensatze mit nahezu
gleicher oder hdherer Anzahl unabhéngiger Variablen wie Beobachtungen/Proben sowie
fir Daten mit stark korrelierten unabhangigen Variablen (Kollinearitdt) besonders
geeignet. Da die Landnutzungsintensitat fir Grinland- und Waldflachen von ganz
unterschiedlichen Faktoren abhangt und dementsprechend nach verschiedenen Formeln

berechnet wird, kann die Landnutzungsintensitidt als Variable nur in Analysen
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Abbildung 8. Redundanzanalyse der 16S rRNA-Gen T-RFLP-Profile (T-RFs in rot) der einzelnen Bdden
(schwarz) mit 15 Umweltparametern (blau). A: T-RFLP Griunland, N=27, RDA1=54%, RDA2=15 %, 81% der
Gesamtvariation der Daten konnte durch die Umweltparameter erklart werden. B: T-RFLP Wald, N=30,
RDA1=57%, RDA2=7%, 71% der Gesamtvariation der Daten konnte durch die Umweltparameter erklart
werden. Abkirzungen: pH — pH, Corg — organischer Kohlenstoff [g kg'1], Nt — Stickstoff [g kg'1], CN -
Kohlenstoff/Stickstoffverhaltnis, SM — Bodenfeuchte [% vol], ST — Bodentemperatur [°C], SR — Bodenatmung
[umol CO, m* 3'1], Am — Abundanz der Amd&ben [104 g'1], Fl — Abundanz der Flagellaten [‘IO4 g'1], Ci —
Abundanz der Ciliaten [‘IO2 g'1], VP- Anzahl vaskularen Pflanzenarten, LUl — Landnutzungsintensitat, NH4 —
Ammonium [umol], NO3 — Nitrat [umol], P — Phosphor [mg kg'1].

einflieBen, die fir Grinland- und Waldbdden getrennt durchgefiihrt werden. Durch die
erste PLSR-Komponente konnten in allen Béden zusammen 72%, im Griinland 58% und
im Wald 70% der Varianz in 16S rRNA-Gen T-RFLP-Profilen erklért werden, wobei bis zu
20% davon wiederum durch die 15 Umweltfaktoren erklart werden konnten. Wenn alle
Bdden gemeinsam analysiert wurden, hatten pH-Wert, CN-Verhéltnis, Phosphor- und
Ammoniumgehalt den gréften Einfluss auf die Zusammensetzug der Acidobacteria-
Gemeinschaft. In Griinlandbdden allein waren allerdings Stickstoff, Kohlenstoff und die
Bodentemperatur von groRerer Bedeutung. In Waldern hingegen hatte die Bodenfeuchte
noch einen zuséatzlichen Effekt auf die Zusammensetzung der Acidobacteria im Boden
(Tab. 10).

Tabelle 11. Spearman’s Rank-Korrelation der relativen T-RF-Abundanzen der acidobakteriellen 16S rRNA-
Gene mit Boden- und Standortparametern Uber alle Griinlandbdden. Signifikant korrelierte (p > 0.001)
Parameter mit Spearman’s Rank-Korrelationskoeffizient Rho > 0.6 und > -0.6 sind fett hervorgehoben. Falls
mdglich wurden den T-RFs die entsprechenden Acidobacteria-Untergruppen zugeordnet.

pH 0,650 -0,048 -0,369 -0,110 -0,106 -0,019
org. Kohlenstoff [C, g kg™'] 0,112 -0,742 0,558 -0,551 -0,590 0,556
Stickstoff [N, g kg™"] 0,137 -0,789 0,592 -0,593 -0,564 0,587
CN-Verhaltnis -0,255 0,017 -0,031 0,149 -0,234 -0,071
Bodenfeuchte [% vol] 0,631 -0,200 0,539 -0,194 -0,073 0,262
Bodentemperatur [°C] 0,425 0,572 0,226 -0,441 -0,694 0,449
Bodenatmung [umol CO, m?s™] 0,447 0,668 0,332 -0,490 0,666 0,524
Amében [10% g7 -0,202 -0,164 -0,183 0,152 0,099 -0,165
Flagellaten [10* g -0,074 -0,176 -0,240 0,289 -0,141 -0,003
Ciliaten [10° g'] 0,150 -0,744 0,626 -0,660 -0,489 0,622
Anzahl vaskularer Pflanzenarten  -0,144 0,373 -0,042 0,415 0,109 -0,226
Landnutzungsintensitat (LUI) 0,086 -0,131 -0,094 -0,144 0,089 -0,155
Ammonium [umol] 0,212 0,235 -0,078 0,232 -0,071 -0,155
Nitrat [umol] -0,091 -0,391 0,122 -0,159 -0,216 0,092
Phosphor [mg kg™] 0,231 -0,109 -0,194 0,036 0,233 -0,108
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Die Einflisse dieser Umweltfaktoren auf die Zusammensetzung der Acidobacteria
konnten auch durch Redundanzanalysen (RDA, siehe Kapitel 2.7.4.2.) bestatigt werden
(Abb. 4). Die Redundanzanalyse ist eine Erweiterung der PCA, in der die Haupt-
komponenten abhéngig von linearen Kombinationen der Umweltvariablen sind. Im Grin-
land konnten 81% der Variation in den T-RFLP-Profilen durch die Umweltparameter
erklart werden: die Zusammensetzung der Acidobacteria korrelierte mit dem Gehalt an
organischen Kohlenstoff und Stickstoff. In Waldbéden wurden 71% der Variation in den T-
RFLP-Profilen der Acidobacteria vor allem durch den pH-Wert, Stickstoff-, Phosphor- und
Kohlenstoffgehalt sowie CN-Verhéltnis und Bodenfeuchte erklart (Abb. 8).

Die Redundanzanalyse erlaubt nicht nur die Darstellung der Varianz in den T-RF-
Abundanzen soweit sie durch die Umweltfaktoren erklért werden kann, sondern zeigt auch
Korrelationen zwischen T-RFs und Umweltfaktoren auf. Abundante T-RFs, die grofRe
Anteile der Variation zwischen den T-RFLP-Profilen der Grinland- und Waldbdden
begriinden, sind solche, die weit vom RDA-Ursprung liegen (Abb. 8). Entsprechend
wurden die Einflisse von Umweltfaktoren auf die nachfolgenden T-RFs (in bp) detaillierter
untersucht: 82, 86, 90, 130, 139, 142, 163, 189, 192, 253, 256, 272, 281, 283, 429, 460,
554. Diese in vivo T-RFs konnten mit Hilfe eines in silico Mspl-Verdaus der
Klonsequenzen der Griinland- und Waldbéden aller drei Untersuchungsregionen teilweise
Acidobacteria-Untergruppen zugeordnet werden (Anhang Tab. 4). Das in silico T-RF jeder
Sequenz ist auch in den phylogenetischen Stammbaumen (Abb. 6, Anhang Abb. 1-9)

angezeigt.

Die Spearman’s Rank-Korrelationen der relativen T-RF-Abundanzen mit Boden- und
Standorteigenschaften aller Grunlandflachen sind in Tabelle 11 dargestellt. Es sind nur die
T-RFs angegeben deren Abundanz signifikant von mindestens einer Umweltvariablen
beeinflusst wurde. Die Haufigkeit des 90-bp-T-RF, welches der Untergruppe Gp1
zugeordnet werden kann, nahm in Bd&den mit neutralem pH-Wert und geringerer
Bodenfeuchte zu, T-RF 134 bp (Gp5) war hingegen in B6den mit geringem Kohlen- und
Stickstoffgehalt abundanter. Die Abundanz von vier T-RFs war negativ (T-RF 134 bp
[GpS5] und T-RF 272 bp [Gp18]) oder positiv (T-RF 142 bp [Gp3] und T-RF 554 bp) mit der
Anzahl der Ciliaten im Boden korreliert. Ein T-RF der Untergruppe Gp11 war in Flachen
mit geringer Bodentemperatur und -respiration hdufiger zu finden (Tab. 11). Auffallig ist,
dass in Grinlandern vor allem T-RFs, die nur einen geringen Anteil an den T-RFLP-

Profilen haben, von Umweltfaktoren signifikant beeinflusst wurden.

In Waldbdden zeigten Boden- und Standorteigenschaften Einfliisse auf andere T-RFs als
in Grinlandb&den oder aber andere Umweltparameter beeinflussten dieselben T-RFs. Die

Spearman’s Rank-Korrelationen der relativen T-RF-Abundanzen mit Boden- und Standort-
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eigenschaften aller Waldflachen sind in Tabelle 12 dargestellt. Die Abundanz des T-RF
256 bp, das in die Acidobacteria-Untergruppe Gp1 eingeordnet werden kann, war in
Boden mit saurem pH am gréften. Im Gegensatz dazu zeigten die Untergruppen Gp5 (T-
RF 134 bp), Gp6 (T-RFs 163, 189, 191, 281, 283 bp) und Gp17 (T-RF 130 bp) eine
héhere Abundanz in Béden mit eher neutralem pH-Wert, hohem Kohlenstoff-, Stickstoff-
und Phosphorgehalt sowie hoher Bodenfeuchte und einem niedrigen CN-Verhéltnis.
Aulerdem korrelierte die Abundanz des T-RFs 142 bp der Untergruppe Gp3 negativ mit
dem CN-Verhaltnis wohingegen ein abundantes T-RF der Untergruppe Gp4 (T-RF
139 bp) nicht von Boden- und Standortfaktoren beeinflusst wurde (Tab. 12).

Ausgehend von den Acidobacteria-Sequenzen aller sechs Klonbibliotheken wurden 414
OTUs mit 3% Sequenzunterschied definiert. Der Einfluss von Boden- und Standort-
eigenschaften auf die verschiedenen Untergruppen der Acidobacteria wurden nicht nur fir
T-RFs, die diesen zugeordnet werden konnten, sondern auch Uber alle OTUs einer
Untergruppe analysiert (Tab. 13). Dabei ist zu beachten, dass in die Spearman’s Rank-
Analysen (Tab. 11, 12) die jeweiligen T-RF-Abundanzen aller 27 Griinland- bzw. 30
Waldbdden eingeflossen sind, wohingegen fiir die multivariate Analyse Uber alle OTUs
einer Untergruppe nur die sechs Klonbibliotheken AEG, HEG, SEG, AEW, HEW und SEW
zur Verfligung standen. Deshalb wurde in der PLSR-Analyse (siehe Kapitel 2.7.4.2.), die
fir Datenséatze mit héherer Anzahl unabhangiger Variablen als Beobachtungen besonders
geeignet ist, nicht in Grinland- und Waldbdden unterteilt. Auerdem konnten nur

Untergruppen mit mehr als einer OTU in die Analyse einbezogen werden.

Die erklarbare Varianz der ersten PLSR-Komponente schwankte zwischen 36 und 86%
fur Gp1, Gp3, Gp4, Gp5, Gp6, Gp11, Gp13, Gp15 und Gp17 wobei 24-55% dieser
Komponente durch die Umweltfaktoren erklért werden konnten (Tab. 13). Der pH-Wert
des Bodens beeinflusste die Zusammensetzung der OTUs der Untergruppen Gp1, Gp3,
Gp4, Gp6, Gp13, Gp15 und Gp17. Der organische Kohlenstoff und Stickstoffgehalt
hingegen hatte ausschlieBlich Effekte auf die Untergruppe Gp11, die vor allem in den
Grinlandbéden der Schorfheide stark vertreten war. Gp11 war jedoch die einzige der
Untergruppen, deren Vorkommen nicht vom CN-Verhéltnis abhing. Die Bodenfeuchte
beeinflusste die Untergruppen Gp1, Gp5, Gp13, Gp15 und Gp17, Bodentemperatur und
Bodenatmung aber wiederum nur Gp11. Profozoa zeigten Einflisse auf die Untergruppen
Gp4, Gp5 und Gp11; die Untergruppen Gp1, Gp3, Gp4, Gp5, Gp13 und Gp15 wurden
auch durch den Ammoniumgehalt des Bodens beeinflusst. Die OTU-Zusammensetzung
der Untergruppen Gp1, Gp3, Gp11, Gp15 und Gp17 war auRerdem abhangig von der
Menge an Nitrat im Boden. Der Phosphor im Boden wirkte sich auf die Zusammensetzung

aller Untergruppen bis auf Gp11 aus (Tab. 13).
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Ergebnisse

Im Allgemeinen konnten die Korrelationen der Umweltfaktoren mit der Abundanz der
Acidobacteria-Untergruppen, wie sie durch die Analyse relativer Haufigkeiten einzelner T-
RFs fiir alle Griinland- oder Waldbdden gezeigt wurden durch die Analyse (ber alle OTUs
einer Untergruppe bestéatigt werden. Ein Einfluss der Anzahl der vaskularen Pflanzen auf
die Zusammensetzung der Acidobacteria-Untergruppe Gp5 konnte jedoch nur durch diese
detaillierte Analyse der 16S rRNA-Gensequenzdaten der Grunland- und Waldbdden aller

drei Untersuchungsregionen bis auf Ebene einzelner Phylotypen aufgedeckt werden.

Die nahezu vollstdndige Sequenzierung der 16S rRNA-Gene zahlreicher Klone erlaubte
eine Analyse des Einflusses von Boden- und Standorteigenschaften auf die Sequenz-
daten der Grinland- und Waldbéden der drei Regionen nicht nur auf der Ebene der
Acidobacteria-Untergruppen sondern auch einzelner abundanter OTUs (Tab. 14).
Funfzehn OTUs der Untergruppen Gp1, Gp5 und Gp6 wurden detaillierter analysiert. In
diesen OTUs kamen mehr als 20 Klonsequenzen mit einem Anteil von bis zu 3,5% der

gesamten Klone und bis zu 12% einer Klonbibliothek vor (Tab. 8).

Die OTUs der Untergruppe Gp1 (OTU7, OTU114, OTU94, OTU32, OTU119 und OTU2)
waren in Béden mit niedrigem pH-Wert, hohem CN-Verhaltnis, geringer Anzahl an
Amdben, hohem Ammonium- und niedrigem Nitrat- und Phosphorgehalt haufiger zu
finden (Tab. 14). Fir die Untergruppe Gp5 konnte durch zwei OTUs (OTU3 und OTU15)
der Einfluss der Anzahl der vaskuldren Pflanzen auf die Zusammensetzung dieser
Acidobacteria-Untergruppe bekraftigt werden. OTUs der Untergruppe Gp6 hingegen
zeigten kein einheitliches Muster in der Abhdngigkeit von Umweltfaktoren. OTU9 war zum
Beispiel in Béden mit geringer Temperatur und Atmungsrate abundanter, OTU6 dagegen
zog feuchte Béden mit hoher Diversitat vaskularer Pflanzen vor. OTU115, OTU92 und
OTU45 wurden von ahnlichen Umweltfaktoren beeinflusst. Alle drei waren in Béden mit
eher neutralem pH-Wert sowie niedrigem CN-Verhéltnis h&ufiger und ihre Abundanz

korrelierte mit der Anzahl der Amében im Boden (Tab. 14).

Im GroRen und Ganzen konnten die wichtigsten Korrelationen der Boden- und
Standorteigenschaften mit der Abundanz der Acidobacteria-Untergruppen, wie sie durch
die Analyse relativer Haufigkeiten einzelner T-RFs fur alle Grunland- oder Waldbdden und
durch die Analyse Uber alle OTUs einer Untergruppe gezeigt wurden durch die Analyse
der abundantesten OTUs bestatigt werden. Nur durch diese prazise Analyse der 16S
rRNA-Gensequenzdaten der Griinland- und Waldb&dden aller drei Untersuchungsregionen
bis auf die Ebene einzelner Phylotypen, konnte ein Einfluss der Anzahl der vaskularen
Pflanzen auf die Zusammensetzung der Acidobacteria-Untergruppe Gp5 und ihrer

abundanten OTUs festgestellt werden.
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Ergebnisse

3.4. Einflussfaktoren auf die Aktivitdt von Acidobacteria

Die Diversitat und Zusammensetzung der Acidobacteria jedes einzelnen Bodens wurde
Uber [fingerprinting’-Analysen erfasst. Die T-RFLP-Analyse wurde sowohl auf Basis der
16S rRNA-Gene (siehe Kapitel 3.3.) als auch der 16S rRNA durchgefiihrt, um nicht nur die
anwesenden sondern auch die Diversitat der physiologisch aktiven Acidobacteria zu
erfassen.

Nach der Standardisierung der insgesamt 27 Griinland- und 30 Waldboden-Profile der
acidobakteriellen 16S rRNA wurden 95 terminale Restriktionsfragmente (T-RFs) zur
weiteren Analyse verwendet. Die Peakflache jedes T-RFs der Profile wurde als Mal} fir
ihre Abundanz gewé&hlt und in prozentuale Anteile an der gesamten acidobakteriellen
Gemeinschaft umgerechnet. Durch Ordinationstechniken konnten die komplexen
multivariaten T-RFLP-Datenséatze verschiedener Proben vereinfacht abgebildet werden.
Die DCA-Gradientenldnge der 57 16S rRNA T-RFLP-Profile betrug zwei Standard-
abweichungen und folglich wurden in der nachfolgenden statistischen Analyse vor allem

lineare Modelle, wie z.B. eine Hauptkomponentenanalyse verwendet.
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Abbildung 9. Hauptkomponentenanalyse der 16S rRNA T-RFLP-Profile der Acidobacteria im Boden der 57
Untersuchungsflachen. m AEW, o AEG, AHEW, A HEG, ¢ SEW, ¢ SEG

68



Ergebnisse

Die Hauptkomponentenanalyse der 16S rRNA T-RFLP-Profile zeigte deutlich, dass die
aktive Acidobacteria-Gemeinschaft in Grinlandbdden &hnlicher zueinander war als in
Waldbdden, die eine groRere Variation in der Zusammensetzung der Gemeinschaft
aufwiesen. T-RFLP-Profile aller Grinland- und aller Waldb&éden eines Exploratoriums
waren hingegen relativ &hnlich zueinander, vor allem in den Grinlandbdden des Hainich
aber auch den Waldbéden der Schorfheide (Abb. 9).

Tabelle 15. Vergleich der paarweisen Bray-Curtis-Distanzen zwischen 16S rRNA T-RFLP-Profilen durch
ANOSIM. Je héher der R-Wert (0<R<1), desto gréRer der Unterschied zwischen den analysierten Gruppen.
Die Signifikanz wurde tber Permutation mit 10.000 Wiederholungen berechnet. Signifikante R-Werte > 0,15
sind fett dargestellt. Signifikanzniveau: * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001

R
Exploratorium 0,1809 ***
Bodentyp 0,2368 ***
Griinland/Wald 0,3494 ***
Exploratorium Griinland 0,2788 ***
Exploratorium Wald 0,5279 ***
Bodentyp Griinland 0,127
Bodentyp Wald 0,1531 *
Landnutzungstyp Griinland  -0,0091
Landnutzungstyp Wald -0,0545
Diingung -0,0428

Um Unterschiede in T-RFLP-Profilen der Untersuchungsflichen im Hinblick auf
Exploratorium, Wald- oder Grinland, Boden- und Landnutzungstyp bzw. Dingung zu
analysieren, wurde eine ,Analysis of Similarity’ (ANOSIM) mit dem Bray-Curtis-
Distanzmald durchgefiihrt (Tab. 15). Diese verdeutlichte, dass sich die aktiven
Acidobacteria-Gemeinschaften in Grinland- und Waldbéden (R=0,35) unterscheiden.
Unterschiede zwischen den Exploratorien (R=0,18) wurden gréf3er, wenn die
Exploratorien nach Grinland- (R = 0,28) und Waldbdden (R=0,53) getrennt verglichen
wurden. Aullerdem beeinflussten die acht verschiedenen Bodentypen der 57
Untersuchungsflachen die Zusammensetzung der Acidobacteria-Gemeinschaften
(R=0,24), wobei deren Einfluss in Waldern von gréfRRerer Bedeutung war (R=0,15) als in
Grinlandern (R=0,13). Jedoch zeigten weder die unterschiedlichen Landnutzungstypen
der Griunland- und Waldflachen, noch die Diingung einiger Grunlandflachen einen Effekt

auf die Zusammensetzung der Acidobacteria-Gemeinschaften (Tab.15).

Sowohl die Hauptkomponentenanalyse als auch ANOSIM lieBen Unterschiede in der
Zusammensetzung der aktiven Acidobacteria zwischen Griinland- und Waldbdden als

auch zwischen den drei Untersuchungsregionen erkennen. Um auch die Abhangigkeit der
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Tabelle 16. ,Partial Least Squares Regression™-Analyse (PLSR) Uber die erklarbare Varianz der 16S rRNA T-
RFLP-Profile und den gewichteten Anteil jeder Variable zur erklarbaren Varianz der ersten Komponente um
signifikante (> 0.10 in fett, > 0.05 in grau und fett) und nicht-signifikante (< 0.05) Variablen zu berechnen.

erklarbare Varianz in T-RFLP-Profilen 72,9% 32,1% 76,1%

erklarbare Varianz der Komponente durch Variablen  25,4% 12,6% 28,3%

pH 0,247 0,209 0,196
org. Kohlenstoff [C, g kg™'] 0,032 0,074 0,118
Stickstoff [N, g kg™'] 0,053 0,052 0,143
CN-Verhaltnis 0,194 0,089 0,133
Bodenfeuchte [% vol] 0,035 0,185 0,124
Bodentemperatur [°C] 0,038 0,001 0,013
Bodenatmung [umol CO, m?s™] 0,055 0,003 0,024
Amaben [10% g'] 0,024 0,006 0,005
Flagellaten [10* g™"] 0,000 0,029 0,008
Ciliaten [10° g''] 0,026 0,005 0,001
Anzahl vaskularer Pflanzenarten 0 0,066 0,013
Landnutzungsintensitat (LUI) 0,060 0,007
Ammonium [umol] 0,110 0,074 0,058
Nitrat [umol] 0,039 0,021 0,026
Phosphor [mg kg™] 0,146 0,128 0,131

Zusammensetzung der aktiven Acidobacteria von Boden- und Standorteigenschaften
sowie Landnutzungsintensitat, Pflanzendiversitdt und Profozoa zu erfassen, wurde
die ,Partial Least Squares Regression-Analyse’ (PLSR) angewendet. Durch die erste
PLSR-Komponente konnten in allen Béden zusammen 73%, im Griinland nur 32% und im
Wald 76% der Varianz in 16S rRNA T-RFLP-Profilen erklart werden, wobei bis zu 28%
davon wiederum durch die 15 Umweltfaktoren erklart werden konnten (Tab. 16). Wenn
alle Béden gemeinsam analysiert wurden, hatten pH-Wert, CN-Verhaltnis, Phosphor- und
Ammoniumgehalt den gréBten Einfluss auf die Zusammensetzug der aktiven
Acidobacteria-Gemeinschaft. In Grinland- und Waldb&den allein hatte die Bodenfeuchte
zusatzlich einen groRen Effekt auf die aktiven Acidobacteria. In Waldern war auf3erdem
ein starker Effekt von Kohlen- und Stickstoffgehalt sowie dem CN-Verhéltnis zu
verzeichnen, der in den Grinlandbdden schwécher ausgepragt war. In Grinlandbdden
hingegen wurde die Zusammensetzung der aktiven Acidobacteria, wenn auch nur
geringfugig, von der Anzahl der vaskulédren Pflanzenarten und der Landnutzungsintensitat
beeinflusst (Tab. 16).
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Abbildung 10. Redundanzanalyse der 16S rRNA T-RFLP-Profile (T-RFs in rot) der einzelnen Bdden
(schwarz) mit 15 Umweltparametern (blau). A: T-RFLP Griunland, N=27, RDA1=30%, RDA2=12 %, 68% der
Gesamtvariation der Daten konnte durch die Umweltparameter erklart werden. B: T-RFLP Wald, N=30,
RDA1=71%, RDA2=5%, 85% der Gesamtvariation der Daten konnte durch die Umweltparameter erklart
werden. Abklrzungen: pH — pH, Corg — organischer Kohlenstoff [g kg'1], Nt — Stickstoff [g kg'1], CN -
Kohlenstoff/Stickstoffverhaltnis, SM — Bodenfeuchte [% vol], ST — Bodentemperatur [°C], SR — Bodenatmung
[umol CO, m* s'1], Am — Abundanz der Amd&ben [104 g'1], Fl — Abundanz der Flagellaten [104 g'1], Ci —
Abundanz der Ciliaten [‘IO2 g'1], VP- Anzahl vaskularen Pflanzenarten, LUl — Landnutzungsintensitat, NH4 —
Ammonium [umol], NO3 — Nitrat [umol], P — Phosphor [mg kg'1].

Die Einflisse dieser Umweltfaktoren auf die Zusammensetzung aktiver Acidobacteria
konnten auch durch Redundanzanalysen (RDA) bestatigt werden (Abb. 10). Die RDA als
Erweiterung der PCA, in der die Hauptkomponenten abhangig von linearen Kom-
binationen der Umweltvariablen sind, konnte im Griinland 68% der Variation der 16S
rRNA T-RFLP-Profile durch die Umweltparameter erkléren. Die Zusammensetzung der
aktiven Acidobacteria in Grinlandbdden korrelierte am starksten mit dem pH-Wert des
Bodens und der Bodenfeuchte. In Waldbdden wurden 85% der Variation in den T-RFLP-
Profilen der aktiven Acidobacteria vor allem durch den pH-Wert, Stickstoff-, Phosphor-
und Kohlenstoffgehalt sowie CN-Verhéltnis und Bodenfeuchte erklart (Abb. 10).

Die Redundanzanalyse erlaubt nicht nur die Darstellung der Varianz in T-RFLP-Profilen
soweit sie durch die Umweltfaktoren erklart werden kann, sondern zeigt auch
Korrelationen zwischen einzelnen T-RFs und Umweltfaktoren auf. Abundante T-RFs, die
grol3e Anteile der Variation zwischen den T-RFLP-Profilen der Griinland- und Waldb&den
begriinden, sind die, die weit vom RDA-Ursprung liegen (Abb. 10). Entsprechend wurden
die Einflisse von Umweltfaktoren auf die nachfolgenden T-RFs (bp) detaillierter
untersucht: 82, 86, 90, 130, 139, 142, 163, 189, 192, 253, 256, 272, 281, 283, 429, 460,
554. Diese in vivo T-RFs konnten mit Hilfe eines in silico Mspl-Verdaus der
Klonsequenzen der Griinland- und Waldbdden aller drei Untersuchungsregionen teilweise

Acidobacteria-Untergruppen zugeordnet werden (Anhang Tab. 4).

Die Spearman’s Rank-Korrelationen der relativen T-RF-Abundanzen mit Boden- und
Standorteigenschaften aller Grinlandflachen sind in Tabelle 17 dargestellt. Nur T-RFs,
deren Abundanz signifikant von mindestens einer Umweltvariablen beeinflusst wurde, sind
angegeben. Die Haufigkeit von T-RFs, welche der Untergruppe Gp1 zugeordnet werden,
nahmen in Béden mit niedrigem pH-Wert (T-RF 256 bp) oder hoher Bodentemperatur (T-
RF 86 bp) zu. T-RF 142 bp (Gp3) war hingegen in Béden mit hohem Ciliatenanteil
abundant. Die Abundanz eines T-RFs der Untergruppe Gp6 (T-RF 283 bp) war wiederum
in Bdéden mit niedrigem Ciliatenanteil, geringer Bodenatmung und -temperatur sowie
geringer Kohlenstoff- und Stickstoffverfiigbarkeit gro3. Ein T-RF, das zwar durchschnittlich
5% der 16S rRNA T-RFLP-Profile ausmachte, konnte anhand der beinahe vollstandigen
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Tabelle 17. Spearman’s Rank-Korrelation der relativen T-RF-Abundanzen der acidobakteriellen 16S rRNA mit
Boden- und Standortparametern tber alle Grinlandbéden. Signifikant korrelierte (p > 0.001) Parameter mit
Spearman’s Rank-Korrelationskoeffizient Rho > 0.6 und > -0.6 sind fett hervorgehoben. Falls méglich wurden
den T-RFs die entsprechenden Acidobacteria-Untergruppen zugeordnet.

pH -0,649 0,492 -0,348 -0,626 -0,213
org. Kohlenstoff [C, g kg™] 0,167 0,085 0,554 -0,018 -0,818
Stickstoff [N, g kg™"] 0,159 0,078 0,593 -0,004 -0,803
CN-Verhaltnis 0,301 -0,283 -0,043 0,181 -0,132
Bodenfeuchte [% vol] 0,752 -0,223 0,491 0,504 0,026
Bodentemperatur [°C] -0,265 0,654 0,237 -0,269 -0,613
Bodenatmung [umol CO, m?s™]  -0,233 0,498 0,421 -0,265 0,726
Amében [1 o* gl 0,026 0,027 -0,165 0,103 0,372
Flagellaten [104 gl 0,019 0,102 -0,207 0,008 0,277
Ciliaten [102 gl 0,146 0,175 0,615 0,034 -0,669
Anzahl vaskularer Pflanzenarten 0,326 -0,433 -0,016 0,075 0,070
Landnutzungsintensitat (LUI) -0,232 0,123 -0,023 -0,240 0,109
Ammonium [umol] -0,010 0,015 -0,178 0,059 0,137
Nitrat [umol] 0,072 0,024 0,068 -0,088 -0,257
Phosphor [mg kg™] -0,260 0,022 -0,253 -0,169 0,002

Acidobacteria-Sequenzen der Griinland- und Waldbdden der drei Exploratorien keiner
Acidobacteria-Untergruppe eindeutig zugeordnet werden. Dieses 82-bp-T-RF war in eher

sauren und feuchten Béden am abundantesten (Tab. 17).

In Waldbdden zeigten Boden- und Standorteigenschaften Einflisse auf andere und
zahlreichere T-RFs als in Grinlandbdden oder aber andere Umweltparameter
beeinflussten dieselben T-RFs. Dies kann durch die groflere Variation in der
Zusammensetzung der aktiven Acidobacteria in Waldbdden erklart werden (Abb. 9). Die
Spearman’s Rank-Korrelationen der relativen T-RF-Abundanzen mit Boden- und Standort-
eigenschaften aller Waldflachen sind in Tabelle 18 dargestellt. Physiologisch aktive
Vertreter der Untergruppe Gp1 (253 und 256 bp) waren in Waldbéden mit niedrigem pH-
Wert sowie Kohlenstoff-, Stickstoff- und Phosphorgehalt haufiger zu finden, Acidobacteria
der Untergruppe Gp3 bevorzugten ein niedriges CN-Verhéltnis. Die aktiven Gp4-
Acidobacteria (T-RF 139 bp) verhielten sich gegeniber Umwelt- und Standorteinfliissen
ganz ahnlich wie die Untergruppe Gp1. Fir Gp4 (T-RF 139) wurde allerdings der negative
Effekt einer hohen Bodenfeuchte auf dessen Abundanz deutlicher. Die aktiven Vertreter
der Acidobacteria-Untergruppen Gp6 (T-RFs 163, 189, 192, 281 und 283 bp), Gp11 (T-RF
460 bp), Gp17 (T-RF130) und Gp18 (T-RF 272 bp) folgten dem umgekehrten Trend.
Diese vier Untergruppen waren im Waldbdden umso abundanter je neutraler der pH-Wert,

feuchter der Boden sowie je héher die Verfigbarkeit von Kohlenstoff, Stickstoff und
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Ergebnisse

Phosphor. Aktive Acidobacteria, deren T-RFs keiner Untergruppe zugeordnet werden
konnten (T-RFs 82, 429, 554 bp), entsprachen in ihrer Beeinflussung durch Umwelt-
faktoren wiederum eher dem Muster der Untergruppen Gp1 und Gp4 (Tab.18).

3.5. Saisonale Veranderungen aktiver Acidobacteria-Gemeinschaften

Bodenmikroorganismen besitzen die metabolischen und genetischen Voraussetzungen
um sich zum Beispiel an saisonal wechselnde Umweltbedingungen in kurzen Zeitrdumen
anzupassen. Uber 16S rRNA- fingerprinting’ wurde diese jahreszeitliche Verénderung der
Zusammensetzung und Diversitdt der aktiven Acidobacteria beobachtet. Von 26
Grinland- (ohne SEG9) und 30 Waldbéden wurden in 8-Wochen-Intervallen von Ende
April bis Ende Oktober 2009 Bodenproben genommen, automatisiert die Bodenfeuchte
und -temperatur bestimmt und der pH-Wert im Labor gemessen. Ausgehend von der 16S
rRNA wurden von jeder Probe T-RFLP-Profile der aktiven Acidobacteria-Gemeinschaft
erstellt und deren Zusammensetzung und Diversitat auf Phylum- und Untergruppenebene

auf Abhangigkeiten von Umweltvariablen geprift.

Insgesamt konnten nur 216 statt 224 Boden (56 Flachen x 4 Probenahmezeitpunkte in
2009) analysiert werden, da nicht von allen Flachen zu jedem Zeitpunkt eine Bodenprobe
verfligbar war. Die automatisierte Messung von Bodentemperatur- und feuchte fand
ebenfalls nur auf ausgewdhlten Flachen und nicht auf jeder Flache zu jedem
Probenahmezeitpunkt statt (163 und 127 von 216 Messungen). Die in situ Bodenfeuchte
unterschied sich signifikant zwischen dem eher trockenen August und feuchten Oktober

(Abb. 11 A), aber auch zwischen den Bodentypen und Exploratorien. Die Béden der
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Abbildung 11. Bodenfeuchte (A) und Bodentemperatur (B) aller Béden der Untersuchungsflaichen zum
Zeitpunkt der Probenahme. Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den
Jahreszeiten entsprechend einem t-Test.
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Schorfheide waren signifikant trockener (~20 %vol) als die der Schwabischen Alb (~35
%vol) und im Hainich (~30 %vol). Auflerdem waren Waldb&den (~26 %vol) weniger feucht
als Grinlandbéden (~34 %vol). Die in situ Bodentemperatur unterschied sich signifikant
zwischen allen Probenahmezeitpunkten mit héchsten Werten im Juni und niedrigsten
Temperaturen im Oktober (Abb. 11 B). Die Bodentemperatur war zwischen den
Exploratorien nicht signifikant unterschiedlich, im Griinland jedoch héher als im Wald. Der
pH-Wert des Bodens variierte nicht signifikant zwischen den vier Probenahmezeitpunkten

und bewegte sich im Rahmen der Werte von April 2008.

Tabelle 19. Vergleich der paarweisen Bray-Curtis-Distanzen zwischen 16S rRNA T-RFLP-Profilen durch
ANOSIM. Je héher der R-Wert (0<R<1), desto groRer der Unterschied zwischen den analysierten Gruppen.
Die Signifikanz wurde tber Permutation mit 10.000 Wiederholungen berechnet. Signifikante R-Werte > 0,15
sind fett dargestellt. Signifikanzniveau: * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001

R
Exploratorium 0,198 ***
Bodentyp 0,288 ***
Jahreszeit 0,027**
Grunland/Wald 0,503 ***
Exploratorium Griinland 0,400 ***
Exploratorium Wald 0,474 ***
Bodentyp Griinland 0,345 ***
Bodentyp Wald 0,096 ***
Jahreszeit Griinland 0,153 ***
Jahreszeit Wald 0,013
Landnutzungstyp Griinland 0,045 **
Landnutzungstyp Wald 0,049 *
Diingung 0,031

Nach der Standardisierung der insgesamt 216 T-RFLP-Profile der acidobakteriellen 16S
rRNA wurden 125 terminale Restriktionsfragmente (T-RFs) zur weiteren Analyse
verwendet. Die Peakfldche jedes T-RFs der Profile wurde als Mal} fur die Abundanz der
Arten gewdahlt und in prozentuale Anteile an der gesamten acidobakteriellen
Gemeinschaft umgerechnet. Um Unterschiede in T-RFLP-Profilen der Untersuchungs-
flachen im Hinblick auf Jahreszeit, Exploratorium, Wald- oder Griinland, Boden- und
Landnutzungstyp bzw. Dingung zu analysieren, wurde eine ,Analysis of Similarity’
(ANOSIM) mit dem Bray-Curtis-Distanzmal} verwendet (Tab. 19). Die Teststatistik gibt an,
ob signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen auftreten (R=1) oder nicht (R=0). R-
Werte > 0.75 gelten als sehr unterschiedlich, R-Werte > 0.5 als unterschiedlich und R-
Werte < 0.25 als kaum unterscheidbar. Der Unterschied in der Zusammensetzung der

Acidobacteria-Gemeinschaft war zwischen Wald und Griinland am gréften, jedoch waren
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auch Verdnderungen in der Acidobacteria-Gemeinschaft zwischen den acht
verschiedenen Bodentypen und den drei Exploratorien auszumachen. Wegen des grof3en
Unterschieds zwischen Griinland- und Waldbéden wurden die weiteren Umwelteinflisse
und Standorteigenschaften auf die entsprechenden Acidobacteria-Gemeinschaften auch
fir beide Habitate getrennt betrachtet. Der Unterschied zwischen den Exploratorien
verdoppelte sich dadurch fir Griinland- und Waldflachen. Aulierdem wurde deutlich, dass
vor allem die Acidobacteria-Gemeinschaft im Griinland von Bodentyp und Jahreszeit
beeinflusst wurde. Landnutzungstyp und Diingung zeigten mit ANOSIM keinen Einfluss

auf die Zusammensetzung der Acidobacteria (Tab. 19).

Tabelle 20. ,Partial Least Squares Regression-Analyse (PLSR) Uber die erklarbare Varianz der 16S rRNA T-
RFLP-Profile und den gewichteten Anteil jeder Variable zur erkldrbaren Varianz der ersten und zweiten
Komponente um signifikante (> 0.5 in fett, > 0.1 in grau und fett) und nicht-signifikante (< 0.05) Variablen zu
berechnen.

erklarbare Varianz in T-RFLP-Profilen 72,9% 10,0% 39,7% 20,0% 75,2% 8,7%

erklarbare Varianz durch Variablen 38,8% 8,8% 11,6% 5,3% 33,0% 6,2%

~ GEWICHTETE ANTEILE DER VARIABLEN
pH 0,686 0,151 0,093 0,002 0,580 0,096
Bodenfeuchte [% vol] 0,304 0,642 0,620 0,062 0,346 0,434
Bodentemperatur [°C] 0,010 0,207 0,020 0,333 0,027 0,077
Landnutzungsintensitat (LUI) 0,236 0,591 0,047 0,393
Dungung 0,030 0,012

Um den Effekt von numerischen Umweltvariablen wie pH-Wert, Bodenfeuchte, Boden-
temperatur und Landnutzungsintensitat auf die Zusammensetzung der Acidobacteria zu
analysieren, wurde ,Partial Least Squares Regression’ (PLSR) angewendet. Die ersten
zwei PLSR-Komponenten konnten den groften Teil der Varianz in den T-RFLP-Profilen
der Acidobacteria Uber die Jahreszeiten in allen 56 Béden als auch in den nach Grinland
und Wald getrennten Analysen erklaren (Tab. 20). Der Anteil der erkldrbaren Varianz in
den T-RFLP-Profilen der Acidobacteria war in Grinlandbéden am niedrigsten (alle: 73
und 10%, Griunland: 40 und 20%, Wald: 75 und 9%), ebenso die erklarbare Varianz der
entsprechenden PLSR-Komponenten durch die Umweltvariablen (alle: 39 und 9%, Grin-
land: 12 und 5%, Wald: 33 und 6%). Die Summe der gewichteten Anteile aller
Umweltvariablen einer Komponente bildet 1, so dass der Beitrag einer Variable zur
Bedeutung einer Komponente beurteilt werden kann. Folglich beeinflusste in erster Linie

der pH-Wert die Zusammensetzung der Acidobacteria Uber die Jahreszeiten
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Abbildung 12. Einfluss der Variablen Exploratorium (A), Bodentyp (B), Jahreszeit (C), pH-Wert (D),
Bodenfeuchte (E) und Bodentemperatur (F) auf die Shannon-Diversitét (berechnet ausgehend von 16S rRNA-
T-RFLP-Profilen, signifikante Effekte der linearen Regressionsanalyse in Anhang Tab. 5). Verschiedene
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen entsprechend einem t-Test mit
Bonferroni-Korrektur.
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in allen Flachen, aber vor allem in Waldbéden. Aulerdem schien die Bodenfeuchte ein
wichtiger Umweltfaktor fiir Acidobacteria-Gemeinschaften zu sein, wohingegen die
Bodentemperatur nur einen kleinen Einfluss, vor allem im Griinland, hatte. Weiterhin hatte
im Grinland auch die Landnutzungsintensitat (in die Dingemenge, Haufigkeit der Mahd
und Beweidung einflieRen) Auswirkungen auf die Zusammensetzung der Acidobacteria im
Boden (Tab. 20).

Mittels multipler linearer Regressionsanalyse (siehe Kapitel 2.7.3.2.) konnten
Abhéngigkeiten der Diversitat der Acidobacteria und der relativen Abundanz einzelner
Untergruppen von Jahreszeit, Boden- und Standorteigenschaften sowie Landnutzung fir
die T-RFLP-Profile der 16S rRNA aufgezeigt werden. Fir die Analyse der Diversitat der
Acidobacteria wurde der Shannon-Diversitadtsindex ausgehend von den 16S rRNA T-
RFLP-Profilen berechnet. Die multiple lineare Regressionsanalyse des Shannon-
Diversitatsindex und der erklarenden Variablen Exploratorium, Griinland oder Wald,
Bodentyp, Jahreszeit, pH-Wert, Landnutzungstyp, Landnutzungsintensitdt und Dingung
wurde basierend auf einer Modellauswahl mit Hilfe des AIC (siehe Kapitel 2.7.2.3)
durchgefuhrt. Nur signifikante Effekte, die auch in einen post-hoc-Test mit Bonferroni-
Korrektur signifikante Unterschiede zwischen mindestens zwei Kategorien des Effektes
zeigten, wurden im Folgenden dargestellt. Die multiple lineare Regressionsanalyse der
Acidobacteria-Diversitat Uber alle Jahreszeiten und Bdden lasst signifikante Abh&ngig-
keiten vom untersuchten Exploratorium, Bodentyp, der Jahreszeit und dem pH-Wert
erkennen (Anhang Tab. 5). Zusammen erkldren diese vier Variablen 58% der Variation
der Acidobacteria-Diversitat. Im Grinland hingegen spielte nur die Jahreszeit eine Rolle
fur die Diversitat der Acidobacteria, im Wald zusatzlich das Exploratorium (Anhang Tab.
5). Die Abbildung 12 gibt diese Einflisse auf die Diversitat fir die einzelnen Kategorien
wieder. So war die Acidobacteria-Gemeinschaft in Béden der Schwabischen Alb und im
Hainich signifikant diverser als in Schorfheide-Béden. Ferner waren Albeluvisol- und
Cambisol-Béden weniger divers als die restlichen sechs Bodentypen. AulRer im April und
Juni war die Acidobacteria-Diversitat zwischen allen Jahreszeiten signifikant unter-
schiedlich mit der niedrigsten Diversitdt im August und der héchsten in kihlen und
feuchten Oktoberbdden. Weiterhin wurde die hdchste Diversitdt der Acidobacteria in
Bdden mit neutralem pH-Wert detektiert (Abb. 12). Da nur 115 (von 216) Béden Daten zur
Bodentemperatur als auch -feuchte aufwiesen, konnten diese Umweltbedingungen nicht
in die multiple lineare Regressionsanalyse der Acidobacteria-Diversitdt bzw. der relativen
Abundanz einzelner T-RFs einflieRen. Dennoch schien die Acidobacteria-Diversitét in
Bdden hoher Feuchte anzusteigen, wohingegen die Bodentemperatur in den untersuchten

B&éden nicht mit der Diversitat der Acidobacteria korrelierte (Abb. 12).
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Abbildung 13. Einfluss der Interaktion von Exploratorium und pH-Wert (A) als auch Exploratorium und
Jahreszeit (B) auf die Shannon-Diversitat (berechnet ausgehend von 16S rRNA-T-RFLP-Profilen, signifikante
Effekte der linearen Regressionsanalyse in Anhang Tab. 6). Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen entsprechend einem t-Test mit Bonferroni-Korrektur.

Zusatzlich zu den einzelnen erkldrenden Variablen kann auch ihre Interaktionen im
Regressionsmodell beriicksichtigt werden. Die multiple lineare Regressionsanalyse des
Shannon-Diversitatsindex einschlieRlich méglicher Interaktionen konnte vor allem in den
Waldbéden einen zusétzlichen Anteil der Variation der Acidobacteria-Diversitét erklaren

(Anhang Tab. 6). Der pH-Wert in Abhangigkeit vom Exploratorium und die Jahreszeit in
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Abbildung 14. Einfluss der Variablen Bodentyp (A) und Jahreszeit (B) in Grinland- sowie des
Landnutzungstyp (C) und Landnutzungsintensitét (LUI, D) in Waldbdden auf die relative Abundanz des T-RF
85 bp (Gp1, signifikante Effekte der linearen Regressionsanalyse im Anhang Tab. 7). Verschiedene
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen entsprechend einem f{-Test mit
Bonferroni-Korrektur, AKL — Altersklassenwald, NW — Naturwald, PW — Plenterwald.

Abhangigkeit vom Exploratorium hatten signifikante Einfllisse auf die Acidobacteria-
Diversitat in allen untersuchten Béden. In den sauren Béden der Schorfheide (pH 3-4,5)
war die Acidobacteria-Diversitét signifikant niedriger als in allen anderen Bdden. Uber alle
drei Exploratorien wies der August eine signifikant niedrigere Acidobacteria-Diversitat auf
als der Oktober, wobei in den Schorfheide-Bdden im April und Juni eine zum Teil noch

niedrigere Acidobacteria-Diversitat vorlag (Abb. 13).

Nicht nur die Diversitat der Acidobacteria wurde mittels multipler linearer Regression auf
Abhangigkeiten von Jahreszeit, Boden- und Standorteigenschaften sowie Landnutzung

analysiert, sondern auch die Abundanz einzelner Untergruppen der Acidobacteria
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Abbildung 15. Einfluss der Variablen Bodentyp (A), Landnutzungstyp (B) und Landnutzungsintensitat (LUI, C)
in Grinland- sowie Exploratorium (C), pH-Wert (D) und Landnutzungsintensitat (LUI, E) in Waldbéden auf die
relative Abundanz des T-RF 131 bp (Gp17, signifikante Effekte der linearen Regressionsanalyse im Anhang
Tab. 7). Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen entsprechend
einem t-Test mit Bonferroni-Korrektur.
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(Anhang Tab. 7). Die in den 16S rRNA-T-RFLP-Profilen detektierten abundanten T-RFs
konnten Uber nahezu vollstdndige 16S rRNA-Gensequenzen der Acidobacteria aller
Grinland- und Waldbéden der drei Untersuchungsregionen mit Hilfe einer in silico T-
RFLP-Analyse Untergruppen zugeordnet werden (Anhang Tab. 4). Die relative Abundanz
von 7 von 19 T-RFs mit einem mittleren prozentualen Anteil von > 1% Uber alle Jahres-
zeiten variierte signifikant zwischen den Jahreszeiten und diese T-RFs wurden fiir eine
detaillierte Analyse der saisonalen Dynamik abundanter Untergruppen ausgewahlt. Zu
Vergleichszwecken wurden zusétzlich zwei zwar abundante, aber sich in ihrer Haufigkeit
nicht signifikant saisonal veranderende T-RFs (131 bp [Gp17] und 256 bp [Gp1]) auf die
gleiche Weise analysiert (Anhang Tab. 7).

Die multiple lineare Regressionsanalyse der relativen Abundanz des T-RF 85 bp, welches
der Untergruppe Gp1 zugeordnet werden kann, zeigte Einfliisse von Jahreszeit, Bodentyp
und unterschied sich signifikant zwischen Griinland- und Waldbéden (Anhang Tab. 7,
Abb. 14). Deswegen wurde die Regressionsanalyse auch fir Grinland- und Waldb&den
getrennt durchgefiihrt. Vor allem im Grinland konnte durch das Regressionsmodell ein
groBer Teil der Variation in der relativen Haufigkeit erklart werden. Im Grinland war das
T-RF 85 bp haufiger in Vertisol-Béden als in allen anderen Bodentypen zu finden. AulRer-
dem war es signifikant abundanter in den trockenen August- als in den Juni-Bdden. In
Waldbdden dagegen gab es zwar keinen saisonalen Einfluss auf die Peakhéhe des T-RF
85 bp, aber einen Landnutzungseffekt. Die Abundanz war in Nadelwaldern signifikant
niedriger als in Altersklassen- oder unbewirtschafteten Wéldern aus Buche (Anhang Tab.
7, Abb. 14).

Das T-RF 131 bp, das Acidobacteria der Untergruppe Gp17 wiedergibt, zeigte zwar eine
Beeinflussung durch die Jahreszeiten sowohl in allen Béden als auch im Griinland und
Wald, Gber einen post-hoc-Test konnten aber keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Probenahmezeitpunkten festgestellt werden (Anhang Tab. 7, Abb. 15).
Allerdings gab es in Grinlandbdden signifikante Unterschiede zwischen dem Bodentyp
und der Landnutzung: Gp17 war haufiger in Mdhweiden als in Wiesen zu finden. In
Waldbdden war T-RF 131 bp in der Schwébischen Alb am starksten vertreten, gefolgt
vom Hainich und wenig abundant in den B&den der Schorfheide. Weiterhin stieg die
Abundanz des T-RFs mit eher neutralem pH-Wert des Bodens und wurde auch durch die

Landnutzungs- und Stérungsintensitat beeinflusst (Anhang Tab. 7, Abb. 15).

Die Regressionsanalyse der Abundanz des T-RF 188 bp, welches der Untergruppe Gp6
zugeordnet werden kann, zeigte Abhangigkeiten von Bodentyp und pH-Wert in allen
Bdden (Anhang Tab. 7, Abb. 16). In Grinlandbdden konnte der Hauptteil der Variation
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Abbildung 16. Einfluss der Variablen Exploratorium (A), Jahreszeit (B), pH-Wert (C) und
Landnutzungsintensitat (LUI, D) in Griinland- sowie Bodentyp (E) und Jahreszeit (F) in Waldbdden auf die
relative Abundanz des T-RF 188 bp (Gp6, signifikante Effekte der linearen Regressionsanalyse im Anhang
Tab. 7). Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen entsprechend
einem t-Test mit Bonferroni-Korrektur.
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dieses T-RFs durch die drei Exploratorien, die unterschiedlichen Probenahmezeitpunkte,
differierende pH-Werte und die Landnutzungsintensitét erklért werden, wohingegen im
Wald nur Bodentyp und Jahreszeit etwa ein Viertel der Variation erkldren konnten. Im
Grinlandboden war dieser Teil der Acidobacteria-Untergruppe Gp6 im Hainich signifikant
haufiger zu finden als in den beiden anderen Exploratorien und auch in Béden neutralen
pH-Werts abundanter. Die April-Béden zeigten eine signifikant geringere Haufigkeit des T-
RFs 188 bp als die Bodenproben vom Oktober. In Waldb&den, unterschied sich die
Abundanz dieses T-RFs auf relativ geringem Niveau signifikant zwischen den flinf
Bodentypen sowie zwischen April (hohe Abundanz) und Juni bzw. August (niedrige
Abundanz). T-RF 188 bp zeigte sowohl in Griinland- als auch in Waldbdden signifikante

saisonale Effekte, wenn auch im Griinland starker (Anhang Tab. 7, Abb. 16).
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Abbildung 17. Einfluss der Variablen Bodentyp (A) und Jahreszeit (B) in Griinland- sowie Exploratorium (C)
und pH-Wert (D) in Waldbdden auf die relative Abundanz des T-RF 191 bp (Gp6, signifikante Effekte der
linearen Regressionsanalyse im Anhang Tab. 7). Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen entsprechend einem t-Test mit Bonferroni-Korrektur.
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Die Abundanz des T-RF 191 bp, das ebenfalls der Untergruppe Gp6 zuzuordnen ist,
wurde von Jahreszeit, Bodentyp, pH-Wert und Exploratorium beeinflusst und war in
Grunlandbdden signifikant hdher als in Waldbdden (Anhang Tab. 7, Abb. 17). Deswegen
wurde die Regressionsanalyse auch fur Grinland- und Waldbdden getrennt durchgefihrt.
Vor allem im Griinland aber auch in den Waldflachen konnte durch das Regressions-
modell ein grof3er Teil der Variation in der relativen Haufigkeit erklart werden. Im Griinland
war das T-RF 191 bp signifikant haufiger in Cambisol- und Stagnosol-Béden als in
Gleysol- und Histosol-Béden zu finden. Die saisonalen Effekte zeigten sich in einem
signifikant héheren Anteil des T-RFs im August verglichen mit allen anderen Probe-
nahmezeitpunkten. In Waldbéden der Schorfheide war T-RF 191 bp sehr selten, im
Hainich und der Schwabischen Alb hingegen machte es bis zu 25% aus. Wie bei anderen
T-RFs der Untergruppe Gp6 zeigte sich auch hier eine starke positive Korrelation der
Abundanz des T-RFs 191 bp mit dem pH-Wert: T-RF 191 bp war umso abundanter desto
neutraler der pH-Wert des Waldbodens (Anhang Tab. 7, Abb. 17).

Das vor allem in Waldbéden abundante T-RF 256 bp, das wiederum einen Teil der
Acidobacteria der Untergruppe Gp1 wiedergibt, zeigte zwar eine Beeinflussung durch die
Jahreszeiten sowohl in allen Bdden als auch im Grinland, Gber einen post-hoc-Test
konnten aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Probenahme-
zeitpunkten festgestellt werden (Anhang Tab. 7, Abb. 18). Allerdings gab es in
Grinlandbéden signifikante Unterschiede zwischen den Bodentypen: das T-RF 256 bp
war in Leptosol-Béden signifikant abundanter als in Vertisol-Béden. Sowohl im Griinland
als auch im Wald war das T-RF am starksten in eher sauren B&den vertreten. In den
sauren Waldbéden der Schorfheide zeigte T-RF 256 bp demnach mit Abstand die gréfite
Abundanz (~40%), verglichen mit dem Hainich und der Schwabischen Alb (~15%). Das T-
RF wurde auch von der Waldnutzungsart beeinflusst, wobei es in Nadelwaldern signifikant

hohere Haufigkeiten zeigte als in Altersklassen-Buchenwéldern (Anhang Tab. 7, Abb. 18).

Das Vorkommen von Vertretern der Acidobacteria-Untergruppe Gp18 (T-RF 273 bp) war
in den drei Exploratorien und den Jahreszeiten unterschiedlich sowie abhangig vom pH-
Wert in allen B6den (Anhang Tab. 7, Abb. 19). Im Grinland als auch im Wald konnten
signifikante saisonale Effekte auf die Abundanz dieses T-RFs festgestellt werden, mit
niedrigsten Werten im trockenen August und hdchsten im Juni und Oktober (Griinland)
oder April und Oktober (Wald). Weiterhin gab es in Grunlandbdden signifikante Unter-
schiede zwischen den Bodentypen, aber auch zwischen den Landnutzungsformen: T-RF
273 bp war in Weiden weniger abundant vertreten als in Mahweiden oder Wiesen. In
Waéldern waren diese Mitglieder der Untergruppe Gp18 selten in der Schorfheide zu fin-
den und ihre Abundanz stieg mit dem pH-Wert des Bodens an (Anhang Tab. 7, Abb. 19).
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Das T-RF 281 bp représentiert ebenfalls Acidobacteria der Untergruppe Gp6, wurde von
Bodentyp, pH-Wert und Exploratorium beeinflusst und war in Griinlandbéden signifikant
haufiger als in Waldbdden (Anhang Tab. 7, Abb. 20). Deswegen wurde die Regressions-
analyse auch fur Grinland- und Waldbdéden getrennt durchgefiihrt. Vor allem im Wald
auch ein

aber in den Grunlandflachen konnte durch das Regressionsmodell
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Abbildung 19. Einfluss der Variablen Bodentyp (A), Jahreszeit (B) und Landnutzungstyp (C) in Grunland-
sowie Exploratorium (D), Jahreszeit (E) und pH-Wert (F) in Waldbdden auf die relative Abundanz des T-RF
273 bp (Gp18, signifikante Effekte der linearen Regressionsanalyse im Anhang Tab. 7). Verschiedene
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen entsprechend einem t-Test mit
Bonferroni-Korrektur.
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Abbildung 20. Einfluss der Variablen Exploratorium (A), Jahreszeit (B) und pH-Wert (C) in Grinland- sowie
Exploratorium (D), Landnutzungsintensitat (LUI, E) und pH-Wert (F) in Waldbéden auf die relative Abundanz
der T-RFs 281 bp (Gp6, signifikante Effekte der linearen Regressionsanalyse im Anhang Tab. 7).
Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen entsprechend einem t-
Test mit Bonferroni-Korrektur.
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grol3er Teil der Variation in der relativen Haufigkeit des T-RFs 281 bp erklart werden. Im
Grunland war das T-RF in Schorfheide-Bdden signifikant abundanter als im Hainich und
der Schwabischen Alb, in Waldbdden hingegen verhielt es sich genau andersherum.
Diese Acidobacteria der Untergruppe Gp6 waren auflerdem im Juni signifikant
abundanter in Grinlandbéden vertreten als im August. In Waldbdéden gab es dagegen
keine saisonalen Effekte, aber Einflisse der Landnutzungs- und Stérungsintensitat.
Ferner bevorzugten Acidobacteria des T-RF 281 bp Béden mit neutralem pH-Wert im
Grinland und Wald (Anhang Tab. 7, Abb. 20).

Das T-RF 283 bp, welches wie die T-RFs 188, 191 und 281 bp Acidobacteria der
Untergruppe Gp6 darstellt, wurde in seiner Abundanz durch Exploratorium, Jahreszeit und
den pH-Wert in allen Béden beeinflusst (Anhang Tab. 7, Abb.21). Vor allem in Griinland-
aber auch in Waldflachen konnte durch das Regressionsmodell ein grofser Teil der
Variation in der relativen Haufigkeit des T-RFs 283 bp erklart werden. In Griinlandbdden
zeigte sich eine Abhangigkeit von Exploratorium, Jahreszeit, pH-Wert und Landnutzung.
So war das T-RF im Grunland im Hainich signifikant abundanter als in den anderen
beiden Exploratorien, im April haufiger als zu allen anderen Probenahme-zeitpunkten und
in Wiesen starker vertreten als in Mahweiden. Sowohl im Grinland als auch im Wald
zeigte sich, wie schon bei den drei anderen T-RFs, die der Acidobacteria-Untergruppe
Gp6 zugeordnet werden kénnen, eine positive Korrelation der Abundanz mit dem pH-Wert
des Bodens. Im Wald hatte wiederum auch die Landnutzungs- und Stdrungsintensitat
einen Einfluss auf das T-RF 283 bp (Anhang Tab. 7, Abb.21).

Die Regressionsanalyse des T-RF 461 bp, das der Acidobacteria-Untergruppe Gp11 zu-
geordnet werden kann, zeigte Einflisse der drei Exploratorien, der jahreszeitlichen Probe-
nahmen und des pH-Wertes des Bodens auf dessen Abundanz (Anhang Tab. 7, Abb. 22).
In den Griinlandbéden der Schwabischen Alb traten diese Vertreter der Untergruppe
Gp11 haufiger auf als in den beiden anderen Regionen. Das T-RF 461 bp war im Grin-
land im April am starksten und im August am wenigsten abundant. Im Wald war dieses T-
RF in der Schorfheide fast nicht zu finden und in der Schwabischen Alb signifikant
haufiger als im Hainich. Die steigende Haufigkeit der Untergruppe Gp11 mit dem pH-Wert
war in Waldbdden deutlich und im Grinland kaum zu erkennen (Anhang Tab. 7, Abb. 22).

Die Diversitat der Acidobacteria wurde sowohl in Grinland, als auch in Waldbdéden
signifikant durch die Jahreszeiten beeinflusst. Die hdchste Diversitdt wurde im eher
kihlen Oktober- und die niedrigste im trockenen August-Boden detektiert. Auf die Abun-
danz einzelner T-RFs hingegen zeigten sich saisonale Einflisse vor allem in Grinland-
bdden, im Wald waren diese entweder schwécher ausgepragt oder nicht vorhanden. Nur

fur eines der beiden T-RFs der Untergruppe Gp1 konnte ein jahreszeitlicher Einfluss
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Abbildung 21. Einfluss der Variablen Exploratorium (A), Jahreszeit (B), Landnutzungstyp (C) und pH-Wert
(D) in Grunland- sowie pH-Wert (E) und Landnutzungsintensitédt (LUI, F) in Waldbéden auf die relative
Abundanz des T-RF 283 bp (Gp6, signifikante Effekte der linearen Regressionsanalyse im Anhang Tab. 7).
Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen entsprechend einem t-

Test mit Bonferroni-Korrektur.
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gefunden werden. Auch im Hinblick auf andere Variablen zeigten die beiden T-RFs kein
einheitliches Muster. T-RFs von Acidobacteria der Untergruppe Gp6 hingegen zeigten alle
eine héhere Abundanz bei neutralerem pH-Wert des Bodens. Aufgrund der hohen
Probenzahl konnte fir die Abundanz einiger Untergruppen gezeigt werden, dass unter-

schiedliche Landnutzungsformen signifikante Unterschiede hervorrufen kénnen.
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3.6. Identifizierung am Abbau von Pflanzenmaterial beteiligter Bakterien

Eine Aufgabe der mikrobiellen Okologie ist die Identifizierung von mikrobiellen
Populationen und Aktivitdten, die am Abbau von Kohlenstoff in der Umwelt beteiligt sind.
In Boden stellt abgestorbenes Pflanzenmaterial eine der Hauptquellen fir Kohlenstoff und
organisches Material dar. Um am Abbau von Pflanzenmaterial beteiligte Bakterien zu
identifizieren und die funktionelle Rolle der Acidobacteria im Boden genauer zu verstehen,
wurde Uber stabile Isotopenbeprobung (SIP) der Abbau von Weizenblattern und -wurzeln
exemplarisch in einem Griinland- und einem Waldboden lber sieben Tage verfolgt (siehe
Kapitel 2.2.). Die daran beteiligten Bakterien wurden Uber T-RFLP-Analysen und
(Pyro)Sequenzierung der 16S rRNA identifiziert.

Der Boden fiir die Inkubationsansatze stammte von einer Griinland- (HEG4) sowie einer
Waldflache (HEW11) der Probenahme im Oktober 2009 im Hainich und wurde 40 Tage
bei 20 °C im Dunkeln vorinkubiert um im Boden vorhandene Né&hrstoffe abzubauen. Das
Experiment wurde durch Zugabe von 15 mg "*C-markierten Weizenblattern oder -wurzeln
zu je 3 g Grinland- oder Waldboden gestartet. Zur Kontrolle wurde der Boden auch mit
unmarkierten Weizenblattern oder -wurzeln oder ohne zusétzliches Pflanzenmaterial
inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten der 7-tdgigen Inkubation wurden von drei
parallelen Mikrokosmen die Konzentration von CO, sowie seine stabile Isotopensignatur
in der Gasphase gemessen (siehe Kapitel 2.3.) und Bodenproben fiir molekular-

biologische Analysen genommen.

Uber den gesamten Zeitverlauf der Inkubation assimilierte die mikrobielle Gemeinschaft in
allen Mikrokosmen aktiv Kohlenstoff, was durch die ansteigende CO,-Konzentration
gezeigt werden konnte. Aber in Mikrokosmen mit Weizenmaterial war die Produktionsrate
an CO; héher als in Kontrollmikrokosmen nur mit Boden (Abb. 23A). Im Waldboden flhrte
die Zugabe von Weizen zu einer mehr als zweifachen Erhéhung der CO,-Produktion (von
6 auf ~14 pmol CO, g™') wahrend der Inkubation, im Griinlandboden war der Anstieg fast
dreifach héher (von 7 auf ~20 uymol CO, g™'). Weiterhin filhrte die Zugabe von Wurzeln zu
einer niedrigeren CO,-Freisetzung verglichen mit Blattern (~15 und ~19 pmol CO, g™,
Abb. 20A). In den Inkubationen mit "*C-Weizenstroh waren schon nach 24 h 20-38% des
Gesamt-CO, *C-markiert. Allerdings schien die Weizenblatter und -wurzeln abbauende
Gemeinschaft nach 24 h im Waldboden (0,72 und 1,71 pmol *CO, g™) sehr aktiv im
Vergleich zum Griinlandboden (0,27 und 0,9 pmol *CO, g”). AuRerdem kann vermutet
werden, dass Weizenwurzeln (29 und 38% 13C02) leichter abbaubar waren als
Weizenblatter (20 und 30% *CO,). Nach 48 h erreichte der Anteil von >*CO, am Gesamt-
CO, bereits in den Inkubationen von Griinlandboden mit Weizenwurzeln, Waldboden mit

Weizenblattern sowie Waldboden mit Weizenwurzeln das Maximum von 34, 36 und 48%.
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Abbildung 23. Bildung von Gesamt-CO, (A) und ¥co, (B) in der Gasphase der Mikrokosmen Uber eine
Inkubationsdauer von 7 Tagen. Es wurden Mittelwerte (n=3) + SD aufgetragen. Grinlandboden ohne Zusatz
(—), inkubiert mit *C-Weizenwurzeln (#) oder -blattern (m) und ?C-Weizenwurzeln (0) oder -blattern (o);
Waldboden ohne Zusatz (--), inkubiert mit 3C-Weizenwurzeln (A) oder -blattern (e) und '2C-Weizenwurzeln

(A) oder -blattern (o).

Nur der mit "*C-Weizenblattern inkubierte Griinlandboden zeigte kontinuierlich steigende
3C0O,-Werte (24 h: 20%, 48 h: 24%, 72 h: 30%, 96 h: 35%, 168 h: 43%, Abb. 20B) und
erreichte damit nach 7 Tagen fast das Maximum der Inkubation von Waldboden mit
Weizenwurzeln (48 % 'CO, nach 48 h, Abb. 23B). Die Kontrolimikrokosmen mit

Grinland- oder Waldboden ohne Pflanzenmaterial bzw. mit unmarkierten Weizenblattern
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oder -wurzeln zeigten keine '*CO,-Produktion (atmosphérischer Gehalt von ~1.01%
3C0O,, Abb. 23B).

Nach 24, 48, 72, 96 und 168 h der Inkubation, wurde die Gesamt-RNA von Griinland- und
Waldboden inkubiert mit *C- oder unmarkierten Weizenblattern oder -wurzeln extrahiert.

Die mit 'C angereicherte ,schwere’ RNA wurde von unmarkierter leichter RNA
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Abbildung 24. Terminale Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-(T-RFLP)-Analysen der nach Dichte
aufgetrennten bakteriellen 16S rRNA von ausgewahlten leichten’ und ,schweren’ Céasiumtrifluoracetat-
(CsTFA)-Gradientenfraktionen der mit BC-markierten Weizenwurzeln fir 24, 48, 72, 96 und 168 Stunden
inkubierten Grinland- und Waldbodenmikrokosmen. Die Lange der wichtigsten T-RFs (bp) und die Dichte
(9 ml'1) der einzelnen Fraktionen ist angegeben.

durch Dichtegradientenzentrifugation getrennt. Typischerweise hat vollstandig '*C-
markierte rRNA eine Dichte (BD) von 1,81-1,82 g ml" in Césiumtrifluoracetat (CsTFA)
(Lueders et al., 2004a). Die bakterielle 16S rRNA der Gradientenfraktionen wurde tber T-
RFLP-fingerprinting’ analysiert um die Mitglieder der mikrobiellen Gemeinschaft zu
identifizieren, die die '*C-Markierung am effektivsten in ihre RNA eingebaut haben und
somit aktiv am Abbau von Weizenmaterial beteiligt waren. Die Profile der bakteriellen 16S
rRNA aller Gradientenfraktionen zeigten, dass unterschiedliche Populationen an der
Assimilierung von C aus Weizen beteiligt waren, abhangig vom Zeitpunkt der Inkubation,
der Art des Weizenmaterials und dem Boden (Abb. 24, 25, Anhang Abb. 10). Schon nach
24 h konnte eine Veranderung in den Profilen der bakteriellen Gemeinschaft von ,leichten’
(BD <1.80 g mI"") zu ,schweren’ (BD >1.81 g mI"') Gradientenfraktionen fiir Griinland- und

Waldbodeninkubationen mit  '*C-Wurzeln oder -Blattern festgestellt werden
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Ergebnisse

(Abb. 24, Anhang Abb. 10). In den Weizenwurzel-Inkubationen des Griinland- als auch
des Waldbodens waren die T-RFs 89, 148 und/oder 157 bp nach 24 h in den ,schweren’
Fraktionen abundanter als in den ,leichten’ Fraktionen. Nach 48 h war das T-RF 148 bp
allerdings nur noch in den eichten’ Fraktionen abundant zu finden. Nach drei Tagen
Inkubation des Griinlandbodens mit '*C-Weizenwurzeln zeigten sich die T-RFs 435 und
490 bp in den ,schweren’ Fraktionen, die T-RFs 148 und 157 bp waren hingegen in allen
Fraktionen abundant. Die Abundanz des T-RF 490 bp nahm in den ,schweren’ Fraktionen
der Grunlandboden-Inkubationen nach 96 h sogar noch zu. Im Waldboden waren nach
72 h die T-RFs 89, 157 und 490 bp in ,schweren’ Fraktionen abundanter verglichen mit
Jeichten’ Fraktionen. Nach vier Tagen Inkubation schien die Weizenwurzeln abbauende
bakterielle Gemeinschaft diverser zu werden mit z.B. einem zusétzlichen Peak bei 554 bp.
Am Ende der 7-tdgigen Inkubation mit Weizenwurzeln dominierte in den ,schweren’
Fraktionen sowohl im Griinland- als auch im Waldboden nur noch das T-RF 148 bp (Abb.
24).

Griinland Wald
n=137 n=128
Acidobacteria (6%) Verrucomicrobia (1%)

Verrucomicrobia (1%)

y-Proteobacteria (2% Acidobacteria (2 %)

)

/

&-Proteo-
bacteria
(18%)

y-Proteobacteria (2%)

B-Proteobacteria
(18%)

Actinobacteria (26%)

-P) ?
B i oteobacteria a-Proteobacteria 4 Actinobacteria (50%)
(20%)

a-

bP roieo'— Bacteroidetes (6%)

acteria
(14%) Chloroflexi (1%) Planctomycetes (2%
\ Firmicutes (4%)

Gemmatimonadetes (1%)
Planctomycetes (4%)

Bacteroidetes (1%)

Abbildung 26. Zuordnung der 16S rRNA-Klonsequenzen der ,schweren’ CsTFA-Gradientenfraktionen (1,82 g
ml'1) der Griinland- und Waldbodenmikrokosmen inkubiert fir 72 h mit "*C-Weizenwurzeln zu verschiedenen
Bacteria-Phyla.

Die T-RFLP-Profile fir beide Weizenmaterialien, Wurzeln und Blatter, schienen in
Grinland- und Waldboden auf den ersten Blick sehr &hnlich zueinander. In den
Inkubationen mit Weizenblattern zahlte das T-RF 89 bp allerdings schon nach 48 h nicht
mehr zu den dominierenden im Waldboden. AuRerdem tauchte das T-RF 435 bp in den
Grinlandbéden und das T-RF 490 bp in den Waldbéden kaum auf. Dagegen war in den
Weizenblatt-Inkubationen nach 96 h das 554-bp-T-RF in den ,schweren’ Fraktionen beider
Bdden vertreten und im Waldboden zusétzlich ein T-RF von 438 bp (Anhang Abb. 10).
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Ergebnisse

Tabelle 21. Zuordnung der 16S rRNA-Sequenzen der ,schweren’ CsTFA-Gradientenfraktionen (1,82 g ml™)
der Griinland- und Waldbodenmikrokosmen inkubiert fir 72 h mit '*C-Weizenwurzeln zu verschiedenen
Bacteria-Phyla. Charakteristische in silico T-RFs (bp) der verschiedenen pyhlogenetischen Gruppen, die mehr
als eine Sequenz reprasentieren, sind hervorgehoben und entsprechende in vivo T-RFs angegeben.

Acidobacteria
Gp1
Gp4

Gp6 7

-
N

265

95
200, 216, 228, 292/294 290

83/85/87 81-90

79, 93, 207, 485

Bacteroidetes 8 1
Flavobacteria 5
Sphingobacteria

Firmicutes 5
Bacillaceae 1 8
Paenibacillaceae 2 6
Staphylococcaceae 2

145/147, 151/153
153, 159/161
82

144-148, 155/156
155/156, 157/159

66/68, 122, 127, 132, 166, 743

Planctomycetes 5 2
a-Proteobacteria 19 19
Caulobacterales 1
Geminicoccus
Rhizobiales 14 14
Rhodobacterales
Rhodospirillales 3

y-Proteobacteria 3 2
Moraxellaceae &
Pseudomonadaceae
Xanthomonadaceae

Verrucomicrobia 2

437
150/152

79, 108, 128, 150/152, 401, 437
119, 152, 439, 455

67, 445

127/128, 148/154, 434/438

299
490
452

126, 169, 479

T£3 bp ausgehend von in silico T-RFs
incertae sedis

Nach einer Inkubation von 72 h wurde die Weizenwurzeln abbauende mikrobielle

Gemeinschaft genauer charakterisiert, indem unter anderem die T-RFLP-Profile der '*C-

mit denen der Kontrollinkubationen (*2C und Boden) verglichen wurde (Abb. 25). In "*C-

und Bodeninkubationen konnte nur fir weniger ,schwere’ oder sogar nur die ,leichten’

Fraktionen nach 72 h ein PCR-Produkt erhalten werden. Die daraus resultierenden T-

RFLP-Profile waren vergleichbar mit der ,leichten’ Fraktionen der 3C-Inkubation,
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13C—-HEW, Mspl: 159

13C-HEW-061, Mspl:159
13C-HEW=110, Mspl:159

2 13C-HEW, Mspl: 159

13C-HEW-101, Mspl:159
13C-HEG—-152, Mspl:159

13C—-HEW, Mspl: 159

13C-HEW-044, Mspl:159
13C-HEW-091, Mspl:159

13C—-HEW, Mspl: 159

13C—-HEW, Mspl: 159
Streptomyces durmitorensis, DQO67287, Mspl: 159

13C—-HEW, Mspl: 159
13C-HEW-018, Mspl:159
Streptacidiphilus albus, AFQ74415, Mspl: 159

3 13C-HEW, Mspl: 159
13C-HEG-035, Mspl:159
13C-HEW-121, Mspl:159

2 13C—-HEW, Mspl: 159

13C-HEW-050, Mspl:157
Kitasatospora kazusensis, AB278569, Mspl: 157

13C-HEW-010, Mspl:141
4|——|7— Catenulispora acidiphila, AJ865857, Mspl: 141
13C-HEW-003, Mspl:141

I [ 13C-HEW-036, Msplz 2
Williamsia muraiis, Y17384, Mspl: 198

13C-HEG, Mspl: 163
Microbacterium deminutum, AB234026, Mspl: 147
2 13C‘.—HEW Mspl: 165

4|_7 rom1yces albus, AF503917, Mspl: 67
13C—-H 27, Mspl: 163

13C—HEG, Mspl: 147
g.lﬂrcoccus _,re_;uenfés AM398397, Mspl: 142
spl

13C—H
Terrabacter terrae, AY944176, Mspl: 145
13C-HEG-032, I‘v‘lspl:145

3 13C-HEW, Mspl: 67
Arthrobacter humicola, AB279890, Mspl: 67
2 13C-HEG, Mspl: 161
13C-HEW-070, Mspl:151
13C-HEG, Mspl: 141
13C-HEW-151, Mspl:141
2 13C-HEW, Mspl: 141

2 13C-HEW, Mspl: 141

13C—HEW-130, Mspl:141
Humicoccus flavidus, DQ321750, Mspl: 141
Acidothermus cellulof tfcus, CP000481, Mspl: 128
13C-HEW-135, Mspl:147
13C-HEW-143, Mspl:141
13C—HEW—D7 , Mspl:275
Da fosporangfum thailandense, X92630, Mspl: 274
— 13C-HEG- 150 spl:
13C-HEG, Mspl: 159
Pseudonocardia petroleophila, X80596, Mspl: 112
13C-HEG-096, Mspl:159
13C-HEW-043, Mspl:159
13C-HEG-047, Mspl:161
Mycobacterium doricum, AF264700, Mspl: 260
13C-HEG-071, Mspl:277
Crossiella cryophila, AF114806, Mspl: 159
13C-HEG-014, Mspl:159

Kribbella sandramycini, AF005020, Mspl: 159
4'; 13C-HEG, Mspl: 157/161
Microlunatus aurantiacus, EF601828, Mspl: 132
@C—HEG—OOQ, Mspl: 163
13C-HEG-077, Mspl:161
13C-HEG, Mspl: 132

Solirubrobacter soli, AB245334, Mspl: 132
13C-HEG-124, Mspl:142

13C-HEG, Mspl: 132, 140
L s e Mspl: 170

0.10

Abbildung 27. Nelghbour-Jomlng -Baum der 16S rRNA-Sequenzen der Actinobacteria der ‘schweren’ Fraktion
(BD 1,82 g mI") der Griinland- (13C-HEG) und Waldboden-Inkubationen (13C-HEW) nach 72 Stunden. T-RF-
Langen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der 16S rRNA-Sequenzen mit dem Restriktionsenzym Mspl
bestimmt. Der MafRstab stellt 10% Sequenzunterschied dar, GenBank ,accession numbers’ der
Referenzsequenzen sind angegeben.
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wohingegen sich die aktiv Weizenwurzeln abbauende Bakteriengemeinschaft,
reprasentiert durch die T-RFs bei 89, 148, 157, 435 und 490 bp in den ,schweren’
Fraktionen der "*C-Inkubation nach 72 h, deutlich davon unterschiedet (Abb. 25).

Nach 72 h wurde die 16S rRNA der ,schweren’ Fraktionen (BD 1,82 g ml") der "*C-
Weizenwurzel-Inkubationen von Griinland- und Waldboden revers transkribiert, die cDNA
amplifiziert, Uber Klonierung vereinzelt und sequenziert, um an der Assimilierung von
Kohlenstoff aus Weizen aktiv beteiligte Bakterien zu identifizieren und diese den
beobachteten T-RFs zuordnen zu kénnen. Die Sequenzierung und Analyse von 137 und
128 Klonen der ,schweren’ Fraktion von Grunland- und Waldboden erlaubte die
phylogenetische Zuordnung der bakteriellen Sequenzen mit einer Abdeckung der
Diversitdt (Coverage, 3% Sequenzunterschied als Abgrenzung zwischen Arten
(Stackebrandt und Goebel, 1994)) von 50 und 77%. Die vergleichende Sequenzanalyse
zeigte entsprechend eine diversere Weizen abbauende Bakteriengemeinschaft im
Grinland- (Anzahl der OTUs: 87, Shannon-Index: H=4,2) als im Waldboden (Anzahl der
OTUs: 51, Shannon-Index: H=3,5). Die ,schwere’ Fraktion im Griinlandboden wurde von
Actinobacteria, -, 6- und a-Proteobacteria, Acidobacteria und Bacteroidetes dominiert,
wohingegen im Waldboden Actinobacteria, - und a-Proteobacteria und Firmicutes
vorherrschten (Abb. 26, 27, Tab. 21, Anhang Abb. 11-15). Laut RDP-Klassifizierung
(,Ribosomal Database Project’, (Cole et al., 2009)) der Sequenzen stellen im
Grinlandboden Ralstonia (3-Proteobacteria), Cystobacter (0-Proteobacteria), Massilia (-
Proteobacteria), = Pseudonocardia  (Actinobacteria,  Abb. 24),  Flavobacterium
(Bacteroidetes) und Afipia (a-Proteobacteria) die abundantesten Gattungen (= 5 Klone).
Im Waldboden dagegen dominierten Streptomyces (Actinobacteria, Abb. 27),
Streptacidiphilus (Actinobacteria, Abb. 24), Bacillus (Firmicutes), Kitasatospora
(Actinobacteria, Abb. 27), Humicoccos (Actinobacteria, Abb. 27), Paenibacillus
(Firmicutes), Massilia (B-Proteobacteria) und Bradyrhizobium (a-Proteobacteria). Die in
silico T-RFLP-Analyse der erhaltenen Klonsequenzen erlaubte es die beobachteten in
vivo T-RFs verschiedenen phylogenetischen Gruppen zuzuordnen. So konnte das T-RF
148 bp Rhizobiales und Bacillaceae, T-RF 157 bp Actinobacteridae, Paenibacillaceae und
Cystobacteraeae, T-RF 435 bp Burkholderiaceae und T-RF 490 bp Comamonadaceae

und Oxalobacteraceae zugeordnet werden (Tab. 21).

Zusatzlich wurde die bakterielle 16S rRNA in den ,schweren’ (~ BD 1,815 g ml™") und
Jleichten’ (~ BD 1.795 g mlI™") Fraktionen der "*C- und '?C-Inkubationen mit Weizenwurzeln
sowie von Griunland- und Waldboden ohne Zusatz von Weizenwurzeln nach 72 h mittels
454-Pyrosequenzierung analysiert. Die verwendeten Fraktionen sind in Abbildung 25

gekennzeichnet. Alle zehn Proben enthielten einen individuellen Barcode,
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Ergebnisse

wurden zu gleichen Anteilen gemischt, analysiert und die Ergebnisse entsprechend der
Barcodes nach Proben getrennt. Insgesamt wurden 450.710 Sequenzen erhalten, etwa
42% davon entsprachen jedoch nicht den festgelegten Qualitatskriterien und wurden fir
weitere Analysen entfernt. Dieser relativ groRe Anteil an Sequenzen geringer Qualitat
kann durch viele kurze Sequenzen erklart werden, die Primer-Dimere mit einer Grél3e von
> 70 bp darstellen, die durch die Aufreinigung der PCR-Produkte mit dem MinElute-Kit
(Qiagen, Hilden) vor der Pyrosequenzierung nicht erfolgreich entfernt werden konnten.
Zur weiteren Analyse konnten dennoch 259.822 partielle bakterielle 16S rRNA-

Sequenzen mit einer mittleren Sequenzlénge von 392 bp verwendet werden. Die Anzahl

100% -

80%

O andere Bacteria
O unklass. Bacteria
O Chloroflexi

B Planctomycetes
60% @ Verrucomicrobia

m Acidobacteria

B Gemmatimonadetes

O Gammaproteobacteria
@ Alphaproteobacteria
40% - I Betaproteobacteria
O Deltaproteobacteria

B unclass. Proteobacteria

0O Bacteroidetes

O Firmicutes
20% -

B Actinobacteria

0% A
13C- 13CGH 13CGL 12CGH 12CGL BGL  13C- 13CFH 13CFL 12CFH 12CFL BFL
HEG HEW

~ ~—
Grinland Wald

Abbildung 28. Phylogenetische Zuordnung der 16S rRNA-Sequenzen der 454-Pyrosequenzierung (RDP
Classifier) der ,schweren’ (H, BD > 1,81 g ml') und eichten’ (L, BD < 1,81 g ml") CsTFA-
Gradientenfraktionen von Griinlandboden (BGL) inkubiert mit "*C-Weizenwurzeln £1SCGH und 13CGL) oder
'2C-Weizenwurzeln (12CGH und 12CGL) und von Waldboden (BFL) inkubiert mit >C-Weizenwurzeln (13CFH
und 13CFL) oder '2C-Weizenwurzeln (12CFH und 12CFL). Zum direkten Vergleich von Pyrosequenzierung
und Klonbibliotheken ist auch die Zugehdrigkeit der 16S rRNA-Klonsequenzen der ,schweren’ CsTFA-
Gradientenfraktionen (1,82 g ml'1) der Grinland- (13C-HEG) und Waldbodenmikrokosmen (13C-HEW)
inkubiert fiir 72 h mit **C-Weizenwurzeln zu verschiedenen Bacteria-Phyla angegeben.

103



Ergebnisse

der Sequenzen pro Probe variierte zwischen 17.669 und 60.180 (Tab. 22). Die Diskrepanz

zwischen der Anzahl der Cluster und der Schatzung des Artenreichtums mittels Chao1

zeigt, dass selbst mit dieser hohen Zahl an Sequenzen noch nicht alle Phylotypen der

Proben detektiert wurden. Die Shannon-Diversitat der bakteriellen Gemeinschaften war in

Tabelle 23. Phylogenetische Zuordnung (RDP Classifier) der 16S rRNA-Sequenzen der 454-Pyro-
sequenzierung der ,schweren’ (H, BD > 1,81 g ml'1) und ,leichten’ (L, BD < 1,81 g ml'1) CsTFA-Gradienten-
fraktionen von Griinlandboden (BGL) inkubiert mit "*C-Weizenwurzeln (13CGH und 13CGL) oder >C-Weizen-
wurzeln (12CGH und 12CGL) und von Waldboden (BFL) inkubiert mit 3C-Weizenwurzeln (13CFH und
13CFL) oder *C-Weizenwurzeln (12CFH und 12CFL). Der prozentuale Anteil jeder taxonomischen Gruppe ist
dargestellt. Am Abbau von Weizenwurzeln beteiligte Phyla oder -klassen sind fett hervorgehoben.

Griinland Wald
Phylum Klasse 13CGH 13CGL 12CGH 12CGL BGL 13CFH 13CFL 12CFH 12CFL BFL
unklass. Bacteria 16,47 13,57 12,22 12,84 13,41 1,33 8,63 8,17 9,91 10,01
OD1 - 0,01 0,00 - - - - - - -
BRC1 - 0,01 0,01 0,00 0,02 - 0,01 0,01 - -
Actinobacteria 31,80 28,60 31,43 28,63 28,84 52,04 24,79 26,89 19,97 20,34
Acidimicrobidae 0,36 1,35 1,68 1,85 1,44 0,06 0,52 0,72 0,53 0,45
Rubrobacteridae 0,8 5,31 3,92 4,54 4,46 0,22 1,63 1,33 1,67 1,50
Actinobacteridae 29,05 20,76 24,62 21,17 21,69 51,63 21,88 24,07 17,00 17,41
Firmicutes 2,20 1,20 1,07 1,17 1,25 5,26 0,66 0,27 0,29 0,30
Bacilli 1,98 0,89 0,73 0,75 0,90 5,23 0,61 0,23 0,26 0,27
Clostridia 0,10 0,25 0,28 0,37 0,27 0,00 0,05 0,04 0,03 0,02
™7 0,03 0,01 0,01 0,02 0,01 0,24 0,03 0,01 0,01 0,01
Spirochaetes = = 0,02 = 0,00 - - - - -
Bacteroidetes 2,91 2,13 2,02 2,14 2,03 1,21 1,55 1,20 2,00 1,59
Sphingobacteria 1,30 1,43 1,20 1,24 1,34 1,09 1,21 0,83 1,51 1,13
Flavobacteria 1,28 0,19 0,24 0,25 0,14 0,02 0,15 0,11 0,20 0,13
Proteobacteria 44,21 36,17 3568 37,53 3579 3567 42,25 4559 46,52 44,14
0-Proteobacteria 3,90 11,84 11,25 12,67 11,63 0,28 4,12 3,56 4,81 5,67
B-Proteobacteria 8,50 3,89 4,04 4,25 3,70 17,32 3,95 3,11 3,18 2,16
a-Proteobacteria 26,53 16,50 16,41 16,21 15,85 14,88 29,87 34,99 34,45 32,15
y-Proteobacteria 1,66 1,53 1,41 1,69 1,86 2,38 2,06 1,44 1,89 1,75
Nitrospira 0,01 0,46 0,41 0,42 0,43 0,01 0,10 0,18 0,11 0,16
Gemmatimonadetes 0,04 0,18 0,22 0,28 0,25 0,07 0,45 0,45 0,42 0,42
Acidobacteria 1,44 11,70 11,02 11,40 11,37 3,38 10,91 12,27 11,94 12,08
Gp1 0,00 0,01 0,02 0,03 0,01 2,51 4,42 4,96 4,41 4,73
Gp2 - 0,01 - 0,00 - 0,14 1,27 1,02 1,12 0,95
Gp3 0,08 0,13 0,59 0,24 0,20 0,27 0,50 1,74 0,70 0,94
Gp4 0,05 0,69 0,49 0,55 0,64 0,02 0,47 0,54 0,70 0,59
Gp5 0,09 0,53 0,49 0,46 0,45 0,02 0,45 0,43 0,56 0,54
Gp6 1,00 7,29 6,72 7,12 7,02 0,27 2,77 2,34 2,91 2,88
Gp7 0,01 0,14 0,13 0,18 0,17 0,01 0,11 0,10 0,17 0,16
Gp11 0,02 0,25 0,36 0,28 0,22 0,01 0,06 0,10 0,10 0,08
Gp16 0,08 1,94 1,60 1,73 1,94 0,06 0,57 0,71 0,97 0,80
Gp17 0,04 0,49 0,40 0,55 0,50 - 0,08 0,11 0,12 0,16
Gp22 - 0,12 0,09 0,17 0,08 0,00 0,09 0,06 0,10 0,15
Verrucomicrobia 0,22 1,57 1,93 1,37 1,54 0,06 4,53 1,15 3,55 3,00
Spartobacteria 0,05 0,32 0,54 0,27 0,36 0,04 2,31 0,56 1,50 1,44
Opitutae 0,05 0,32 0,37 0,51 0,29 0,01 0,11 0,09 0,21 0,18
Subdivision3 0,05 0,75 0,82 0,50 0,72 0,01 1,72 0,37 1,58 1,13
WS3 - 0,02 0,01 0,04 0,00 - 0,05 0,03 0,04 0,06
Planctomycetes 0,47 3,40 3,07 3,33 4,22 0,70 5,85 3,50 4,90 7,54
Cyanobacteria 0,01 0,06 0,05 0,05 0,05 0,00 - - - 0,01
OP10 - 0,01 0,02 0,01 0,02 - 0,01 0,02 0,02 0,01
Chloroflexi 0,18 0,89 0,79 0,76 0,76 0,00 0,05 0,11 0,17 0,15
Bacteria inc. sed. - 0,01 - - - 0,01 0,16 0,15 0,15 0,18

104



Ergebnisse

Inkubationen mit Griinlandboden generell héher als in denen mit Waldboden und korreliert
per Definition positiv mit der Anzahl der Phylotypen und der Evenness der Gemeinschaft
(Tab. 22).

Die relative Abundanz einiger Bacteria-Phyla und Gattungen unterschied sich zwischen
den ,schweren’ "*C-Fraktionen (13CGH und 13CFH) und den entsprechenden Kontrollen
(13CGL, 12CGH, 12CGL, BGL und 13CFL, 12CFH, 12CFL, BFL, Abb. 28, 29, 30, Tab.
23, 24) und erlaubte so die Identifizierung der aktiv an der Kohlenstoff-Assimilierung
ausgehend von Weizenwurzeln beteiligten und unbeteiligten Bodenbakterien. Im
Grinlandboden steigerte die Zugabe von Weizenwurzeln die Aktivitat von Proteobacteria,

Actinobacteria, Bacteroidetes und Firmicutes in der ,schweren’ *C- Fraktion verglichen

E® andere . .
Acidobacteria
Gp17
12
o Gp16
O Gp11
| Gp6
Gp5
10 /| ® P
| Gp4
m Gp3
o Gp2
8 | 0 Gp1
2
6
4 |
2 4 4
3
0 - : : : : :
13CGH 13CGL 12CGH 12CGL BGL 13CFH 13CFL 12CFH 12CFL BFL
— NG v
~— ~—
Grinland Wald

Abbildung 29. Acidobacteria-Untergruppen der 16S rRNA-Sequenzen der 454-Pyrosequenzierung (RDP
Classifier) der ,schweren’ (H, BD > 1,81 g ml") und leichten’ (L, BD < 1,81 g ml") CsTFA-
Gradientenfraktionen von Grinlandboden (BGL) inkubiert mit *C-Weizenwurzeln g13CGH und 13CGL) oder
'2C-Weizenwurzeln (12CGH und 12CGL) und von Waldboden (BFL) inkubiert mit C-Weizenwurzeln (13CFH
und 13CFL) oder "C-Weizenwurzeln (12CFH und 12CFL).
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Ergebnisse

Abbildung 30. Actinobacteria und Proteobacteria der 16S rRNA-Sequenzen der 454-Pyrosequenzierung
(RDP Classifier) der ,schweren’ (H, BD > 1,81 g ml") und leichten’ (L, BD < 1,81 g ml") CsTFA-
Gradientenfraktionen von Grinlandboden (BGL) inkubiert mit 3C-Weizenwurzeln g1SCGH und 13CGL) oder
'2C-Weizenwurzeln (12CGH und 12CGL) und von Waldboden (BFL) inkubiert mit 3C-Weizenwurzeln (13CFH
und 13CFL) oder "C-Weizenwurzeln (12CFH und 12CFL).

mit der ,leichten’ '*C-Fraktion, den '°C- und Bodenkontrollen. Vertreter der a-
Proteobacteria (Amaricoccus, Mesorhizobium, Balneimonas), (3-Proteobacteria (Massilia,
Duganella,  Variovorax, @ Pelomonas), einige ®-Proteobacteria  (Cystobacter),
Actinobacteridae (Arthrobacter, Agromyces, Kitasatospora), Flavobacterium und
Paenibacillus waren am aktivsten am Umsatz der Weizenwurzeln beteiligt (Abb. 28, 30,
Tab. 23, 24). Dagegen sank vor allem die Aktivitdt der Acidobacteria (Abb. 29) aber auch
einiger  O-Proteobacteria (z.B. Geobacter), Rubrobacteridae, Planctomycetes,
Verrucomicrobia, Acidimicrobidae, Chloroflexi, Nitrospira und Gemmatimonadetes (Tab.
23) - diese waren offenbar nicht am Abbau von Weizenwurzeln im Griinlandboden
beteiligt. Im Waldboden steigerte die Zugabe von Weizenwurzeln die Aktivitdt der
Actinobacteria, Proteobacteria und Firmicutes in der ,schweren’ '>C-Fraktion verglichen
mit der ,leichten’ "*C-Fraktion, den >C- und Bodenkontrollen. Hier schienen vor allem
Actinobacteridae  (Streptomyces,  Streptacidophilus, Kitasatospora, Arthrobacter,
Catenulispora, Humicoccus), B-Proteobacteria (Duganella, Burkholderia, Variovorax,
Janthinobacterium, Collimonas, Herbaspirillum, Ralstonia, Pelomonas, Massilia), einige o-
Proteobacteria (Rhizobium, Mesorhizobium, Labrys) und Bacilli (Bacillus, Paenibacillus)
aktiv an der Umsetzung der Weizenwurzeln beteiligt zu sein (Abb. 28, 30, Tab. 23, 24).
Dagegen sank auch im Waldboden vor allem die Aktivitdt der Acidobacteria (Abb. 29)
aber auch einiger &-Proteobacteria, a-Proteobacteria, Rubrobacteridae, Planctomycetes,

Verrucomicrobia, Acidimicrobidae und Gemmatimonadetes (Tab. 23).

Obwohl die Acidobacteria das abundanteste Phylum nach Proteobacteria und
Actinobacteria sowohl im Grinland- (11%) als auch im Waldboden (12%) waren, scheinen
sie nicht aktiv am Abbau von abgestorbenem Weizenmaterial beteiligt zu sein. lhre
Abundanz sank in den ,schweren’ Fraktionen der ">C-Weizenwurzelinkubationen nach
72h auf 1 und 3%. Selbst bei Verwendung des Acidobacteria-spezifischen Primers
Acido31F (Barns et al., 1999) konnte entweder kein PCR-Produkt von ,schweren’
Fraktionen der *C-Weizenwurzel-Inkubationen nach 72 h erhalten werden oder aber die
daraus resultierenden T-RFLP-Profile der 16S rRNA unterschieden sich nicht von denen

der entsprechenden ,leichten’ Fraktionen (Daten nicht gezeigt).

Die 454-Pyrosequenzierung verdeutlichte die Ergebnisse der Klonbibliotheken: im
Grinland waren vor allem a- und B-Proteobacteria und im Wald vorrangig Actinobacteria,

B-Proteobacteria und Firmicutes am frihen Abbau von Weizenwurzeln im Boden beteiligt.
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Ergebnisse

Nicht aktiv beteiligt waren dagegen in beiden B&den Acidobacteria, &-Proteobacteria,
Planctomycetes, Verrucomicrobia und Gemmatimonadetes. Der Vergleich des
klassischen und ,next-generation’ Verfahrens zur Identifizierung von Bodenbakterien, die
aktiv an der Assimilierung von Kohlenstoff aus Weizenpflanzenmaterial beteiligt sind,
zeigte, dass alle wichtigen und abundanten bakteriellen Phyla in den Sequenzen der
Klonbibliotheken als auch durch Pyrosequenzierung detektiert werden konnten. Nur wenn
die Sequenzdaten bis auf die Ebene von Bakteriengattungen, die am Abbau von
Weizenwurzeln in den beiden Bdden beteiligt waren, analysiert wurden, konnten durch die
vielfach hohere Sequenzanzahl mehr Erkenntnisse aus der Pyrosequenzierung erlangt
werden. Die Sequenzdaten der Klonbibliotheken hingegen erlaubten Uber in silico T-

RFLP-Analyse eine Zuordnung der abundanten T-RFs zu bakteriellen Populationen.
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Diskussion

4. Diskussion

Kultivierungsunabhéngige Analysen mikrobieller Gemeinschaften lassen vermuten, dass
Mitglieder des Phylums Acidobacteria phylogenetisch sehr divers sind und zu den
abundantesten und aktivsten Bodenbakterien weltweit zahlen (Felske et al., 2000;
Janssen, 2006). Uber das Phylum Acidobacteria ist insgesamt aber nur wenig bekannt, da
seine Vertreter bisher selten erfolgreich kultiviert werden konnten. Durch zahlreiche 16S
rRNA-Gen-basierte Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dass Acidobacteria
abundant und ubiquitdr vorkommen (Hugenholtz et al., 1998a). Derzeit sind 26
Untergruppen bekannt (Barns et al., 2007) und diese phylogenetische Diversitat der
Acidobacteria ist vergleichbar mit der des Phylums Proteobacteria (Hugenholtz et al.,
1998a). Mehrere Studien unterstiitzen die Annahme, dass Acidobacteria langsam
wachsende, oligotrophe Bakterien sind, deren Abundanz in einer Gemeinschaft vom pH-
Wert reguliert wird (Fierer et al., 2007; Jones et al., 2009; Ward et al., 2009; Will et al.,
2010). Die phylogenetische Diversitat, Ubiquitdt und Abundanz der Acidobacteria in
Bodenhabitaten legt eine wichtige Rolle des Phylums bei biogeochemischen Prozessen
sowie vielfaltige Stoffwechselleistungen nahe (Hugenholtz et al., 1998a). Uber die
Funktion der Acidobacteria im Boden und die Beeinflussung ihrer Zusammensetzung
durch Landnutzung ist jedoch noch fast nichts bekannt. Die ldentifizierung edaphischer
und biologischer Variablen, die Diversitdt und Aktivitdt von Acidobacteria im Boden
beeinflussen, ist eine Grundvoraussetzung fir das Verstdndnis ihrer Rolle in biogeo-
chemischen Zyklen und deren Wechselbeziehungen in verschiedenen Landnutzungs-

typen.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher Diversitdtsveranderungen der Acidobacteria in
zahlreichen Grinland- und Waldb&den unterschiedlicher Landnutzung untersucht (siehe
Kapitel 3.1.). Zielsetzung war die Erfassung der Zusammensetzung und Diversitat der
abundanten (siehe Kapitel 3.3.) und aktiven (siehe Kapitel 3.4.) Acidobacteria in
Abhangigkeit von Boden- und Standorteigenschaften sowie die Identifizierung wichtiger
funktioneller Gruppen (siehe Kapitel 3.2.). Zuséatzlich wurde die jahreszeitliche
Verdnderung der Diversitat der aktiven Acidobacteria aufgenommen und auf Abhangigkeit
von Umwelteinflissen geprift (siehe Kapitel 3.5.). Um die Rolle der Acidobacteria im
Boden genauer zu verstehen, wurde zudem Uber stabile Isotopenbeprobung der Abbau
von Pflanzenmaterial exemplarisch in einem Grinland- und einem Waldboden verfolgt

und die daran beteiligten Bakterien identifiziert (siehe Kapitel 3.6.).
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4.1. Diversitat der Acidobacteria in Griinland- und Waldboden

Zunachst wurde durch Sequenzierung der 16S rRNA-Gene ein Uberblick tber die
Diversitat der Acidobacteria in allen Grinland- und Waldbéden der drei Exploratorien
Schorfheide-Chorin, Hainich-Din und Schwébische Alb gewonnen. Durch die
Sequenzierung zahlreicher Klone konnte eine Erfassung der Diversitdt von
durchschnittlich 85% erreicht werden (Tab. 7), dennoch wére die Analyse von weiteren
Klonen erforderlich, um die sehr hohe Diversitat der Acidobacteria, vor allem der
Grunlandbdéden der Schorfheide-Chorin noch besser auflésen zu kénnen. Von den 26
Untergruppen der Acidobacteria (Barns et al., 2007) wurden 11 in den untersuchten
Bdden detektiert (Abb. 5). Dabei waren die Untergruppen Gp6, Gp4, Gp5, Gp3 und Gp17
in Griinlandbdden dominierend, wahrend in Waldbdéden Untergruppen Gp1, Gp6 und Gp3
die Acidobacteria-Gemeinschaft bestimmten (Abb. 31). Die Zusammensetzung der
Acidobacteria unterschied sich in allen sechs Klonbibliotheken signifikant voneinander,
ausgenommen die Waldb&den der Schwabischen Alb und des Hainich. In den Waldbdden
der Schorfheide waren etwa dreimal so viele Gp1-Sequenzen vertreten wie in den
anderen Waldflachen, wahrscheinlich begriindet durch den sehr sauren pH-Wert der
Boden (pH ~3,6), der das Wachstum von Vertretern dieser Untergruppe beglinstigt (Jones
et al., 2009). Die Untergruppen Gp4 und Gp5 konnten in Waldern der Schorfheide
dagegen Uberhaupt nicht detektiert werden. AulRerdem lieften verschiedene Diversitats-
Indices erkennen, dass die Diversitat in AEG, HEG, AEW und HEW in etwa vergleichbar
war, in SEG deutlich am hdchsten und in SEW mit Abstand am niedrigsten (siehe Kapitel
3.2.).

In einer Studie zur Verteilung von Bacteria in den Bodenhorizonten A und B derselben
neun Grinlandbdden im Hainich-Din waren nach den Proteobacteria Vertreter der
Acidobacteria mit durchschnittlich 19% im A-Horizont und 38% im B-Horizont am
haufigsten vertreten (Will et al., 2010). Mittels Pyrosequenzierung der 16S rRNA-Gene
wurden 18 der 26 Untergruppen gefunden und die relativen Haufigkeiten der
abundantesten Acidobacteria-Untergruppen stimmten weitgehend mit den Daten der
Klonbibliothek der Hainich-Griinlandbdden dieser Arbeit Uberein (Abb. 31). AuRRerdem
wurden Wald- und Griinlandbéden der Schwabischen Alb mit Hilfe der Pyro-
sequenzierung auf bakterielle 16S rRNA-Gene untersucht (Nacke et al., 2011a). Hier
stellten Acidobacteria 19 und 20% der Bacteria-Gemeinschaft in Wald- und
Grunlandbéden. Die relativen Abundanzen stimmen jedoch nicht fur alle Untergruppen mit
den Daten der Wald- und Grinland-Klonbibliotheken der Schwébischen Alb der
vorliegenden Arbeit Uberein (Abb. 31). Im Gegensatz zu Will et al. (2010) und Nacke et al.

(2011a) wurden vor allem Acidobacteria der Untergruppe GpS Uber zehnmal
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Abbildung 31. Relative Abundanz der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der verschiedenen Untergruppen der
Acidobacteria in den Klonbibliotheken AEG, HEG, SEG, AEW, HEW und SEW im Vergleich zu mittleren
relativen Abundanzen der Acidobacteria-Untergruppen in A- und B-Horizont der Griinlandbdden in Hainich-
Dun (Pyrosequenzierung, (Will et al., 2010), Wald- und Griinlandbéden der Schwabischen Alb
(Pyrosequenzierung, (Nacke et al., 2011a) und 87 Bdden Nord- und Studamerikas (Pyrosequenzierung und
Klonbibliotheken, (Jones et al., 2009). Untergruppen, die mit Hilfe der Klonbibliotheken nicht detektiert werden
konnten, sind gestreift dargestellt.

haufiger in den entsprechenden B&éden des Hainich und der Schwabischen Alb gefunden
und zwei wichtige Untergruppen, Gp7 und Gp16, nicht erfasst. Dies ist begriindet durch
die Limitierung des hochspezifischen Acidobacteria-Primers Acido31F, der zwar an die
16S rRNA-Gene der meisten Acidobacteria binden kann, aber dennoch einige wichtige
Untergruppen wie z.B. Gp2, Gp7, Gp8, Gp10, Gp16, Gp22, Gp23 und Gp25 lGberhaupt
nicht oder nur unvollstandig erfasst (Barns et al., 2007; Kielak et al., 2008; Jones et al.,
2009). Auch in Wald-, Grinland- und Ackerbdden weltweit machten Acidobacteria
durchschnittlich 20% (5-46%) der Bakteriengemeinschaft in 16S rRNA-Klonbibliotheken
aus, wobei die Untergruppen Gp1, Gp4 und Gp6 diese meist dominierten (Janssen,
2006). In 87 nord- und sidamerikanischen Wald- und Griinlandbdden wurden mittels
Pyrosequenzierung durchschnittlich 31% (2-79%) Acidobacteria detektiert und eine hohe
Abundanz der Untergruppen Gp1-Gp7 und Gp16 ermittelt (Abb. 31). Die Analyse von
Klonbibliotheken (erstellt mit dem Acidobacteria-spezifischen Vorwartsprimer Acido31F)
von 22 dieser 87 Bdden sprach hingegen fir eine Dominanz der Untergruppen Gp1 und
Gp3-Gp6 (Abb. 31, Jones et al, 2009). In Bdéden mit Wald, Weide oder
Strauchbedeckung in SW-China stellten Acidobacteria 62, 30 und 23% der Bacteria,
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wobei Untergruppen Gp1-Gp3 im Wald gleichwertig dominierten, aber Gp2 und Gp3 in
Weide- und Strauchland seltener vorkamen (Chan et al., 2008). Die in dieser Arbeit
erlangten Ergebnisse zur Abundanz der verschiedenen Untergruppen der Acidobacteria in
den Grinland- und Waldbéden der drei Untersuchungsregionen in Deutschland zeigen
demzufolge eine hohe Ubereinstimmung mit der weltweiten Verteilung von Acidobacteria

in Béden.

Die Verfligbarkeit der nahezu kompletten 16S rRNA-Gen-Sequenzen erlaubte eine
differentielle vergleichende Sequenzanalyse. Die phylogenetische Divergenz, der Bereich
der Sequenzidentitat der Klone untereinander, war von den Untergruppen mit mehr als
100 Klonsequenzen fir Gp4 (82-100%) am stérksten ausgepragt, gefolgt von Gp3 (84-
100%), Gp6 (85-100%) und Gp1 (86-100%). Die Klone der Untergruppe Gp5 waren am
wenigsten divergent (90-100%). Ahnliche genetische Distanzen zwischen den Unter-
gruppen der Acidobacteria wurden auch bei einem Vergleich ausgewahlter
acidobakterieller 16S rRNA-Gensequenzen der RDP-Datenbank gefunden (Lee und Cho,
2011). In der vorliegenden Arbeit wurde fur das Habitat Boden und 11 Untergruppen eine
maximale phylogenetische Distanz von ~24% fur Gber 2000 Acidobacteria-Sequenzen
ermittelt. Die mittlere genetische Distanz zwischen Acidobacteria verschiedenster
Habitate lag bei ~24%, wobei 23 Untergruppen in die Analyse einflossen (Lee und Cho,
2011). Dies ist vergleichbar mit der mittleren phylogenetischen Divergenz der
Proteobacteria (26%, Lee und Cho, 2011) und deutet darauf hin, dass der taxonomische
Rang der acidobakteriellen Untergruppen mit dem der Klassen der Proteobacteria
gleichgesetzt werden kann. Unter Berlcksichtigung der hohen phylogenetischen
Diversitdt und dem breiten Vorkommen, kénnten Acidobacteria ein metabolisch und
genetisch diverses Phylum ahnlich wie Proteobacteria sein (Hugenholiz et al., 1998a). In
offentlichen Datenbanken verfiigbare acidobakterielle 16S rRNA Sequenzen zeigen aber,
dass auch global gesehen die phylogenetische Diversitdt der meisten Untergruppen

dieses Phylums bei Weitem noch nicht abgedeckt wird (Lee und Cho, 2011).

Klone dieser Arbeit waren teilweise sehr nah verwandt mit den wenigen beschriebenen
oder isolierten Vertretern der Acidobacteria. So wurden Vertreter der erstmalig aus Boden
isolierten Edaphobacter modestus und E. aggregans (Gp1, 99% Sequenzidentitdt, Koch
et al., 2008) sowie Granulicella-Spezies (Gp1, 97-98% Sequenzidentitat, Pankratov und
Dedysh, 2010) und Candidatus Solibacter usitatus (Gp3, 99% Sequenzidentitat, Ward et
al., 2009) gefunden. Weitere Klone konnten einem Isolat der Untergruppe Gp6 aus Boden
in Belgien (IGE-011, GU187027) oder einem Boden-Isolat der Untergruppe Gp4
(Ellin6099, AY234751) zugeordnet werden. Unter den tGber 2000 Klonen wurden weiterhin

nahe Verwandte von Acidobacterium capsulatum (Gp1, Kishimoto et al, 1991),
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Terriglobus roseus (Gp1, Eichorst et al., 2007), Acidipila rosea (Gp1, Okamura et al.,
2011) und Candidatus Koribacter versatilis (Gp1, Sait et al, 2002) mit je 96%
Sequenzidentitdt gefunden (siehe Kapitel 3.2.). Diese Kkultivierten und taxonomisch
beschriebenen Isolate spiegeln aber bei Weitem nicht die Diversitat der Acidobacteria der
Bdden dieser Arbeit wieder, denn der weitaus grofiere Teil der Klonsequenzen zeigte die
grofite Sequenzidentitdt zu unkultivierten Acidobacteria. Die Klonsequenzen der Wald-
und Griinlandflachen der drei verschiedenen Untersuchungsregionen bildeten nur in sehr
geringem MalRe phylogenetische Cluster entsprechend der Herkunft. Acidobacteria-
Sequenzen wurden nur selten getrennten Wald- und Grinland-Clustern bzw. -Unter-
gruppen zuzuordnen (Abb. 6, Anhang Abb. 1-9). In zahlreichen anderen 16S rRNA-Gen
basierten Studien konnte gezeigt werden, dass Acidobacteria, deren abundanteste
Untergruppen und auch einzelne Phylotypen weltweit in Béden verbreitet sind und deren
Zusammensetzung vor allem von edaphischen Eigenschaften und weniger der
geographischen Trennung abhéngt (Barns et al., 1999; Janssen, 2006; Jones et al., 2009;
Lee und Cho, 2009).

Die Sequenzierung der 16S rRNA-Gene erlaubte eine detaillierte Analyse der
Sequenzdaten nicht nur auf Ebene der Acidobacteria-Untergruppen sondern auch
einzelner OTUs. In den Uber 2000 acidobakteriellen Klonsequenzen der Wald- und
Grunlandflachen der drei verschiedenen Untersuchungsregionen Schwébische Alb,
Hainich-Din und Schorfheide-Chorin wurden insgesamt 414 Phylotypen (OTUs) mit 97%
Sequenzunterschied gefunden. (Lee und Cho (2011) detektierten in {Uber 3000
ausgewdhlten 16S rRNA-Gensequenzen der Acidobacteria der RDP-Datenbank 556
Phylotypen und Jones et al. (2009) in Gber 1750 acidobakteriellen Klonsequenzen 317
Phylotypen. In der vorliegenden Arbeit kamen nur zwei der 414 OTUs in allen sechs
Klonbibliotheken und 217 OTUs in je nur einem Boden vor (Anhang Tab. 3).
Entsprechend wurden 52% der Phylotypen in nur einer der sechs in Landnutzungstyp
Wald oder Griinland und geographischer Herkunft verschiedenen Bodenproben gefunden.
Lauber et al. (2009) detektierte durch Pyrosequenzierung der bakteriellen Gemeinschaft
von 88 Bdden aus Nord- und Sitidamerika sogar 75% der Phylotypen in je nur einem der
Bdden. Diese eingeschrankte geographische Verteilung der Mehrheit der Phylotypen
wurde auch fur Acidobacteria (76%) durch Pyrosequenzierung Dbakterieller
Gemeinschaften von vier Béden Nord- und Stidamerikas bestatigt (Fulthorpe et al., 2008).
Auch andere Studien (Cho und Tiedje, 2000; Wawrik et al., 2007) stiitzen die Annahme,
dass Bacteria zum Teil geographisch isoliert und endemisch in verschiedenen Habitaten

und Regionen vorkommen.
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In den Wald- und Grinlandflachen der drei verschiedenen Untersuchungsregionen kamen
in 15 OTUs der Untergruppen Gp1, Gp5 und Gp6 jeweils mehr als 20 Klonsequenzen vor
(Tab. 8). Ein OTU der Untergruppe Gp5 war der haufigste Phylotyp, der 3,5% aller Klone
und bis zu 7% der Klone eines Bodens stellte. Ein Phylotyp der Untergruppe Gp1
umfasste sogar 12% und alle 15 hdufigsten OTUs zusammen 40% aller SEW-Klone. Der
abundanteste Phylotyp in 22 Bdden Nord- und Sidamerikas gehérte hingegen zur
Untergruppe Gp1 mit 18% aller Acidobacteria und bis zu 41% der Acidobacteria-
Sequenzen eines Bodens (Jones et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit konnte nur einer
der abundanten Phylotypen der Untergruppe Gp1 (OTU32) einem kultivierten und
beschriebenen Vertreter zugeordnet werden (~97% Sequenzidentitdt mit Edaphobacter
modestus und E. aggregans). Die bekannten lIsolate spiegeln demzufolge weder die
gesamte Diversitdt der Acidobacteria im Boden wieder und noch sind sie, bis auf wenige
Ausnahmen, charakteristisch flr dieses Habitat. Obwohl Acidobacteria phylogenetisch
divers sind, machen die 20 h&ufigsten Phylotypen mehr als 26% der gesamten
Gemeinschaft aller drei Untersuchungsregionen aus. Diese abundanten Phylotypen
tragen wahrscheinlich gegenuber den eher seltenen Phylotypen Uberproportional zur

Funktion biogeochemischer Zyklen im Boden bei.

4.2. Einflussfaktoren auf Diversitat und Aktivitat von Acidobacteria

Mittels Sequenzierung der 16S rRNA-Gene wurde zuné&chst ein Uberblick tber die
Diversitdt der Acidobacteria in allen Grinland- und Waldbéden der drei
Untersuchungsregionen gewonnen. Die Diversitdt und Zusammensetzung der
Acidobacteria jedes einzelnen Bodens der 57 Untersuchungsflachen wurde uUber
Jfingerprinting-Analysen erfasst. Die T-RFLP-Analyse wurde sowohl auf Basis der 16S
rRNA-Gene als auch der 16S rRNA durchgefihrt, um nicht nur die anwesenden sondern
auch die physiologisch aktiven Acidobacteria zu erfassen. Mittels statistischer
Datenanalyse konnten Abhé&ngigkeiten der Zusammensetzung und Diversitat der
Acidobacteria und ihrer Untergruppen von Boden- und Standorteigenschaften sowie
Landnutzung sowohl flr ,fingerprinting- als auch vergleichende Sequenzanalysen

aufgezeigt werden.

Im Rahmen der Biodiversitats-Exploratorien wurde die Diversitat der Acidobacteria mit
einer zweiten ,fingerprinting-Technik — DGGE - auf Basis der 16S rRNA und ihrer Gene
unter Verwendung des Acidobacteria-spezifischen Primers Acido31F analysiert (Foesel et
al., 2011). Die mittels T-RFLP-Analysen gefundenen Einfliisse von Bodeneigenschaften
und Standortfaktoren auf die Zusammensetzung des gesamten Phylums und einzelner

Untergruppen der Acidobacteria konnten durch die DGGE-Analysen bestatigt werden.
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Allerdings boten T-RFLP-Profile eine gréRere statistisch erklarbare Varianz als DGGE-
Profile, mdglicherweise aufgrund der Analyse unterschiedlich langer 16S rRNA-
Fragmente. FiUr die T-RFLP-Analyse wurden die ersten ~ 900 bp der 16S rRNA ampli-
fiziert und T-RFs mit einer Lange von 50 bis 600 bp mit einer Auflésung von 1-2 bp in die
Auswertung einbezogen, wohingegen in die DGGE-Analyse nur die ersten ~ 350 bp der
16S rRNA einflossen. In DGGE-Profilen kdénnen DNA-Fragmente mit nur einem
Basenpaarunterschied erkannt werden (Nubel et al., 1996) und DGGE-Banden aus dem
Gel ausgeschnitten, sequenziert und phylogenetischen Gruppen zugeordnet werden. Die
Zuordnung einzelner T-RFs zu phylogenetischen Gruppen erfolgt hingegen Uber
Klonierung und Sequenzierung. Auch Smalla et al. (2007) untersuchte die bakterielle
Diversitat in Béden mittels DGGE- und T-RFLP-Analysen und obwohl verschiedene
Regionen des 16S rRNA-Gens genutzt wurden, lieferten beide Methoden vergleichbare
Ergebnisse. Nunan et al. (2005) zeigte ebenfalls, dass DGGE- und T-RFLP-Analysen zu
ahnlichen Resultaten fuhren, T-RFLP-Profile aber dennoch Uber eine gréfiere Auflésung
verfligen. Beide ,fingerprinting™-Techniken basieren auf der Extraktion von Nukleinsguren
sowie Amplifikation der 16S rRNA und kdnnten der Artefaktbildung durch Anwendung von
PCR-Techniken unterliegen (Kanagawa, 2003). Unterschiedlich gute Extraktions-
effizienzen von Nukleinsduren aus Bakterien (DeSantis et al., 2005; Feinstein et al.,
2009), der Einbau von Sequenzfehlern durch die DNA-Polymerase, die Bildung chiméarer
PCR-Produkte (Qiu et al., 2001), die bevorzugte Amplifikation bestimmter Matrizen (Polz
und Cavanaugh, 1998; Wintzingerode et al., 1997) oder auch das ,re-annealing’ von
Matrizen mit steigender Zyklenanzahl (Suzuki und Giovannoni, 1996) konnen
Unterschiede im Vorkommen der urspringlichen Matrizen im Vergleich zu ihren
Verhéltnissen nach der Amplifikation hervorrufen. Das Auftreten der genannten Artefakte
kénnte eine Auswirkung auf die mittels PCR-basierter Methoden detektierte
Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften in Umweltproben haben und zur Unter-
oder Uberschatzung der Diversitdt aber auch der Abundanz einzelner Bakterien-
populationen filhren. Um diese Fehler zu minimieren, erfolgte die Extraktion von
Nukleinsduren immer in Duplikaten und die Zyklenzahl der PCR wurde so gering wie
mdglich gehalten. Auf’erdem wurden vielfaltige molekularbiologische Methoden wie
Klonierung und Sequenzierung, T-RFLP-Analysen, DGGE-Analysen (Foesel et al., 2011)
und quantitative PCR (Foesel et al, 2011) mit verschiedenen Ruckwartsprimern in
Kombination mit dem Acidobacteria-spezifischen Acido31F-Vorwértsprimer angewendet.
Diese verschiedenen Methoden wurden auf DNA- sowie RNA-Basis durchgefihrt und
zeigten eine hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Und auch trotz unterschiedlicher
DNA-Extraktionsmethoden fiir T-RFLP- (siehe Kapitel 2.4.1.) und DGGE-Analysen
(PowerSoil DNA Isolation Kit, MoBio Laboratories) der 16S rRNA-Gene, fiihrten beide
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Jfingerprinting-Techniken zu vergleichbaren Ergebnissen bezlglich der Einflusse von
Bodeneigenschaften und Standortfaktoren auf das Phylum Acidobacteria. Ferner konnten
Verhéltnisse der 16S rRNA-Matrizen definierter Mischungen von vier Reinkulturen tber T-
RFLP-Analyse uneingeschrénkt wieder gefunden werden und auch die 16S rRNA-
basierte T-RFLP-Analyse einer Bodenprobe erwies sich als hoéchst reproduzierbar
(Lueders und Friedrich, 2003). Bei der PCR-Amplifikation von 16S rRNA-Genen von
Reinkulturen und Mischproben kénnen partiell einzelstrangige DNA-Amplikons als PCR-
Artefakte entstehen, die die Ursache fiir die Entstehung von sogenannten ,pseudo-T-RFs*
sind, da einzelstrdngige DNA von Restriktionsendonukleasen nicht geschnitten werden
kann (Egert und Friedrich, 2003). Diese zusatzlichen T-RFs, die nach Sequenzanalyse
nicht der terminalen sondern einer héheren Restriktionsschnittstelle entsprechen, kénnen
ohne Kenntnis der zugrunde liegenden Sequenzen leicht mit ,echten* T-RFs verwechselt
werden und die Aussage Uber die Diversitat einer Umweltprobe verfdlschen. Eine
Behandlung des Amplikonpools mit DNA-Einzelstrang-abbauender ,mung-bean’-Nuklease
vor der T-RFLP-Analyse fuhrt zum Verschwinden der ,pseudo-T-RFs® (Egert und
Friedrich, 2003). Um ,pseudo-T-RFs“ auszuschlieBen, wurden zu Beginn der
vorliegenden Arbeit acidobakterielle T-RFLP-Profile mit und ohne ,mung-bean’-Nuklease-
Behandlung ver-glichen und keine ,pseudo-T-RFs* detektiert. Im Falle des Vorkommens
von ,pseudo-T-RFs* kénnten diese durch eine Behandlung der PCR-Produkte mit
Klenow-Fragment, welches partiell einzelstrdngige PCR-Produkte zu doppelstrangigen

Fragmenten auffullen kann, vermindert werden (Egert und Friedrich, 2005).

In der vorliegenden Arbeit unterschied sich die Zusammensetzung des Phylums
Acidobacteria zwischen Grinland- und Waldbéden sowie zwischen den drei
Untersuchungsregionen, allerdings nicht zwischen den verschiedenen Landnutzungs-
typen (Tab. 9, 15, Abb. 7, 9). Unterschiede in der Acidobacteria-Zusammensetzung der
Grinland- und Waldbéden konnten vor allem durch verschiedene edaphische
Eigenschaften und Nahrstoffverfliigbarkeiten erklart werden. So beeinflusste besonders
der pH-Wert, aber auch das CN-Verhaltnis sowie der Kohlenstoff-, Stickstoff-, Ammonium-
und Phosphatgehalt des Bodens die Struktur der Acidobacteria-Gemeinschaften.
Insbesondere in Waldbdden war auch die Bodenfeuchte ein wichtiger Faktor (Tab. 10, 16,
Abb. 8, 10). Auch in Béden Nord- und Stidamerikas wurde die phylogenetische Diversitat
und Zusammensetzung der Bacteria aber auch einzelner Phyla, wie z.B. der
Acidobacteria durch den pH-Wert beeinflusst (Lauber et al., 2009; Jones et al., 2009). In
einem Birkenwaldboden war die Abundanz der Acidobacteria neben organischem
Kohlenstoff und Stickstoff auch positiv mit Ammonium und Bodenfeuchte korreliert

(Rasche et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit war nur die Zusammensetzung der
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Gemeinschaft der aktiven Acidobacteria in Grinlandbéden schwach abhangig von der
Anzahl der vaskuldren Pflanzenarten und der Landnutzungsintensitat (Tab. 16). Auch in
einer Studie der Grinland- und Waldbdéden der Schwabischen Alb mittels
Pyrosequenzierung dominierten Acidobacteria die bakterielle Gemeinschaft in den
unterschiedlich bewirtschafteten Boden (Nacke et al., 2011a). Acidobacteria zeigten aber
im Gegensatz zu anderen Phyla keine Unterschiede in der Abundanz des gesamten
Phylums sondern nur fir einzelne Untergruppen zwischen den verschiedenen
Landnutzungsformen Griinland und Wald (Nacke et al., 2011a). In den Griinlandb&éden
des Hainich war die Gemeinschaft der Bodenbakterien umso diverser, je hdher der Gehalt
an organischem Kohlenstoff sowie Stickstoff und je niedriger die Landnutzungsintensitat
war (Will et al., 2010). In einer Studie zur Struktur bakterieller Gemeinschaften in Boden
verschiedener Landnutzungstypen (Laubholz-, Kieferwald, Ackerland, Viehweide) war die
Abundanz der Acidobacteria im Wald signifikant héher als in landwirtschaftlich genutzten
Bdden (Lauber et al., 2008). Die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaften
wurde vor allem von pH-Wert und Bodentextur beeinflusst. Wahrscheinlich waren
Anderungen von Bodeneigenschaften durch Landnutzung und nicht die Landnutzungs-
adnderung selbst verantwortlich fur die Unterschiede in der Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaften (Lauber et al., 2008). Das Vorkommen von Acidobacteria im
Boden kdénnte also direkt vor allem von Bodeneigenschaften und Nahrstoffverfliigbarkeit
im Habitat beeinflusst werden und eher indirekt durch Landnutzung und
Pflanzendiversitat. Deshalb wird der mégliche Einfluss jeder in dieser Arbeit getesteten
Umweltvariable auf Acidobacteria und ihre Untergruppen in den folgenden Abschnitten

gesondert diskutiert.

Die meisten Acidobacteria wurden in Béden mit saurem pH-Wert gefunden (Jones et al.,
2009) und auch in dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass der pH-Wert die
Zusammensetzung der anwesenden aber auch physiologisch aktiven Acidobacteria-
Gemeinschaften mafRgeblich bestimmt (Tab. 10, 16, Abb. 8, 10). Die einzelnen Unter-
gruppen der Acidobacteria reagierten allerdings sehr unterschiedlich auf den pH-Wert der
untersuchten Béden (Tab. 25). So waren Vertreter der Untergruppe Gp1 in sauren Béden
haufiger zu finden. Der Zusammenhang von hoher Abundanz der Acidobacteria der
Untergruppe Gp1 im Boden und niedrigem pH-Wert wurde schon in anderen Studien
gezeigt (Jones et al., 2009; Nacke et al., 2011a). Jones et al. (2009) und Nacke et al.
(2011a) fanden durch Pyrosequenzierung der 16S rRNA-Gene zahlreicher Béden auch
eine positive Korrelation der Untergruppe Gp4 mit dem pH-Wert des Bodens. In der
vorliegenden Arbeit wurde allerdings ein gegenteiliger Zusammenhang physiologisch

aktiver Acidobacteria der Untergruppe Gp4 in Waldbdden ermittelt - Gp4-Acidobacteria
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Tabelle 25. Uberblick tiber Korrelationen der Abundanzen einzelner Acidobacteria-Untergruppen in den unter-
suchten 27 Griinland- und 30 Waldbdden mit den analysierten Boden- und Standortparametern. + schwache
positive Korrelation, ++ starke positive Korrelation, +++ sehr starke positive Korrelation, - schwache negative
Korrelation, -- starke negative Korrelation, --- sehr starke negative Korrelation

Gp1 Gp3 Gp4 Gp5 Gp6 Gp11 Gp17 Gp18
pH =& +2 === +++ 2 +++ 2% 448 +++ 2 ++2
org. Kohlenstoff [C, g kg'] = +° e A D8 nnE L
Stickstoff [N, g kg™] &6  oE & =P s ® an BC Sjan® an® Dyt
CN-Verhaltnis ++ &€ 8 ++2 @ &€ =8 - -8
Bodenfeuchte [% vol] =& + -2 o€ ++2 geds @ +42 +2
Bodentemperatur [°C] e _B b b b
ch;rc]jglnggnlurr;gz o &b &b ) ) b _a b
Amében [10* g _° _a e Lac L
Flagellaten [10* g”'] +2
Ciliaten [10% g] ++P b b _b b
Pllanzenaron - - +
Landnutzungsintensitat (LUI)

Ammonium [umol] +&° +@ =8 - & o8
Nitrat [umol] -© +2 +&c @
Phosphor [mg kg™] SEL -3 44 ++ 3 44@ ++2 ++2

@ vor allem in Waldb&den
® vor allem in Griinlandboden
¢ durch Analyse einzelner OTUs der Klonbibliotheken

waren in Béden mit niedrigem pH-Wert am aktivsten (Tab 18, 25). In dieser Studie konnte
auch erstmalig eine Abhangigkeit der Untergruppe Gp5 vom pH-Wert gezeigt werden
(Tab. 25). Das Vorkommen von Acidobacteria der Untergruppen Gp6 und Gp17
korrelierte in Waldbéden positiv mit dem pH-Wert, wohingegen dieser Zusammenhang in
den Untergruppen Gp11 und Gp18 ausschlieBlich fir physiologisch aktive Vertreter
gezeigt werden konnte (Tab. 12, 18). Die positive Korrelation der Abundanz dieser Unter-
gruppen mit dem pH-Wert des Bodens bestétigte die Ergebnisse von Jones et al. (2009)
und Nacke et al. (2011a). Der pH-Wert eines Bodens kann allerdings auch als eine
Variable angesehen werden, die an andere Boden- und Standorteigenschaften gekoppelt
ist (Anhang Tab. 2). Man weill demzufolge nicht, ob der pH-Wert selbst einen direkten
Einfluss auf die Zusammensetzung der Acidobacteria-Gemeinschaften im Boden hat oder

mit einem anderen Parameter korreliert, der die Diversitat der Acidobacteria beeinflusst.

Eine weitere wichtige Rolle fiir die Zusammensetzung acidobakterieller Gemeinschaften
in den untersuchten Wald- und Griinlandbéden spielt der Gehalt an organischem
Kohlenstoff und Stickstoff und daraus folgend auch das CN-Verhaltnis, wobei
bertcksichtigt werden muss, dass diese Bodeneigenschaften zum Teil mit dem pH-Wert

korrelieren (Anhang Tab. 2). Physiologisch aktive Acidobacteria der Untergruppe Gp1
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waren in Bd&den mit niedrigem Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt, aber hohem CN-
Verhéltnis haufiger zu finden (Tab. 18, 25). Dies bestatigt die Annahme, dass diese
Bakterien unter oligotrophen Bedingungen leben koénnen und bei geringer
Nahrstoffverfligbarkeit aktiv sind (Fierer et al.,, 2007). Vertreter der Untergruppe Gp3
hingegen waren in Grinlandbéden mit hohen Kohlenstoff- und Stickstoffkonzentrationen
stark vertreten sowie in Waldbéden mit niedrigem CN-Verhaltnis, basierend auf der
Haufigkeit der 16S rRNA, besonders aktiv (Tab. 11, 18, 25). In 16S rRNA-Gen-basierten
Analysen mittels Pyrosequenzierung der neun Griinlandbdden des Hainich korrelierte die
Abundanz der Untergruppe Gp4 negativ mit dem Gehalt an organischem Kohlenstoff und
Stickstoff (Will et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit hingegen konnte eine signifikant
hohere Aktivitat einiger Acidobacteria der Untergruppe Gp4 in Bdéden mit niedrigem
Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt aber hohem CN-Verhaltnis festgestellt werden (Tab. 4,
25). Vertreter der Untergruppe Gp5 hingegen zeigten ausschliel3lich in Analysen der 16S
rRNA-Gene eine Beeinflussung durch die Verfugbarkeit von Kohlen- und Stickstoff im
Boden, die sich allerdings in Grunland- und Waldb&éden gegensétzlich verhielt — bei hohen
Konzentrationen beider Nahrstoffe war die Abundanz im Griinland gering und im Wald
hoch (Tab. 11, 12, 25). Nacke et al. (2011a) beschrieb eine positive Korrelation von
Acidobacteria der Untergruppe Gp6 mit dem Stickstoffgehalt im Boden der
Untersuchungsflachen der Schwabischen Alb. Fir die Bdden aller drei
Untersuchungsregionen konnte jedoch gezeigt werden, dass Acidobacteria der
Untergruppe Gp6 aulierdem positiv mit dem Gehalt an organischem Kohlenstoff
korrelieren und desto h&ufiger vorkommen, je niedriger das CN-Verhaltnis ist (Tab. 25).
Das Vorkommen von Vertretern der Untergruppe Gp17 folgte dem gleichen Muster.
Acidobacteria der Untergruppen Gp11 und Gp18 zeigten in T-RFLP-Profilen der 16S-
rRNA-Gene im Grinland eine hohe Abundanz bei niedrigen Nahrstoffkonzentrationen, im
Wald jedoch eine hohe Aktivitat bei einer hohen Verfligbarkeit von Kohlen- und Stickstoff
sowie niedrigem CN-Verhdltnis (Tab. 11, 18, 25). Auch die Pyrosequenzierung von
bakteriellen 16S rRNA-Genen in 87 Bdéden Nord- und Sidamerikas lieBen auf einen
positiven Zusammenhang der Abundanz der Untergruppe Gp18 und dem Gehalt an
organischem Kohlenstoff im Boden schlieen (Jones et al., 2009). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit deuten an, dass nicht das gesamte Phylum Acidobacteria sondern
nur einzelne, haufig sehr abundante Untergruppen, wie z.B. Gp1 unter oligotrophen
Bedingungen aktiv sind. Vertreter anderer Untergruppen, wie z.B. Gp6 und Gp17

bevorzugten hingegen nahrstoffreichere Bdden.

Auch Bodentemperatur und Bodenfeuchte beeinflussen die Zusammensetzung und

Diversitat bakterieller Gemeinschaften im Boden (Stres et al., 2008). In der vorliegenden
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Arbeit wurde vor allem die Bodenfeuchte als wichtiger Faktor fir die Zusammensetzung
der Acidobacteria in den untersuchten Bdden erkannt (Tab. 10, 16, Abb. 8, 10), wobei die
detektierten Untergruppen zum Teil unterschiedliche Reaktionen auf Anderungen dieses
Bodenparameters zeigten (Tab. 11, 12, 17, 18, 25). So waren Acidobacteria der Unter-
gruppe Gp1 umso abundanter je niedriger die Bodenfeuchte und héher die Boden-
temperatur, die Untergruppe Gp3 hingegen bevorzugte eine hohe Bodenfeuchte und Gp4
zeigte einen héhere Aktivitat in Waldbdden bei niedrigerer Bodenfeuchte. Auch Jones et
al. (2009) konnte einen Einfluss der Jahresniederschlagsmenge auf die Abundanz der
Untergruppen Gp3 (positiv) und Gp4 (negativ) feststellen. Weiterhin waren Acidobacteria
der Untergruppen Gp6 und Gp17 in feuchten Waldbdden abundanter und aktiver (Tab.
12, 18, 25). Vertreter der Untergruppe Gp6 waren zudem in Griinlandbdden niedriger
Bodentemperatur abundant, Gp11 und Gp18 hingegen in Waldbéden mit hoher Boden-
feuchte und geringer Bodentemperatur (Tab. 25). Jones et al. (2009) fand ebenfalls einen
positiven Effekt des mittleren Jahresniederschlags auf die H&aufigkeit der Untergruppen
Gp11 und Gp18, aber auch der Jahresmitteltemperatur auf die Abundanz von Gp11 in
Bdden Nord- und Sidamerikas. AuRerdem nahm die Abundanz des Phylums Acido-
bacteria in einer Studie zu Saisonalitdt und Nahrstoffverfiigbarkeit in einem Birkenwald-
boden mit niedriger Bodentemperatur und hoher Bodenfeuchte zu (Rasche et al., 2010).
Eine hohe Bodenfeuchte kann den N&hrstoffaustausch vereinfachen und be-schleunigen
sowie die Beweglichkeit von Mikroorganismen erhéhen, wahrend hdéhere Temperaturen

die mikrobielle Aktivitat sowie die Umsetzung organischen Materials steigern kénnen.

Die Dynamik des Kohlenstoffs im Boden, Kohlenstoffbindung und -mineralisierung sowie
Bodenatmung, spielt die wichtigste Rolle im Kohlenstoffzyklus in terrestrischen
Okosystemen (Raich und Schlesinger, 1992; Deng et al, 2009). Uber die
Bodenatmungsrate kann eine Aussage Uber die Aktivitat aller Organismen im Boden und
den Umsatz an Kohlenstoff gemacht werden. Die Bodenatmungsrate hatte zwar kaum
einen Effekt auf die Zusammensetzung des gesamten Phylums Acidobacteria in den
Grinland- und Waldbdden der drei Untersuchungsregionen (Tab. 10, 16, Abb. 8, 10),
allerdings reagierten Vertreter einzelner Untergruppen auf die Bodenrespirationsrate. In
Grunland-bdden zeigten Acidobacteria der Untergruppen Gp1 und Gp3 eine hdhere
Abundanz bei hohem Umsatz von Kohlenstoff und die Untergruppen Gp5, Gp6, Gp11,
Gp17 und Gp18 waren bei niedriger Bodenatmungsrate haufiger und aktiver (Tab. 25).
Diese negative Beziehung der Kohlenstoffmineralisierungsrate zu den abundantesten
Acidobacteria-Untergruppen in den untersuchten Bdden passt zur Annahme, dass
Vertreter der Acidobacteria K-Strategen sind und in oligotrophen Habitaten dominieren
(Fierer et al., 2007; Janssen, 2006).
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In dieser Arbeit konnte ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Abundanz von
Protozoa, mdglichen Pradatoren von Bakterien, und Acidobacteria hergestellt werden. In
Grunlandbdden beeinflussten vor allem Ciliaten die Diversitdt des gesamten Phylums
(Tab. 10, 16, Abb. 8, 10), allerdings war die Abundanz einzelner Untergruppen auch vom
Vorkommen von Flagellaten und Amében im Boden abhé&ngig (Tab. 25). Acidobacteria
der Untergruppe Gp4 waren in Waldb&den mit geringer Anzahl an Am&ben aktiver als in
solchen mit einem hohen Vorkommen von Amdben, wohingegen Vertreter der
Untergruppen Gp6 und Gp17 in amdbenreichen Béden haufiger vorkamen. Flagellaten
waren hingegen in Waldbdden zahlreicher vertreten in denen auch viele Acidobacteria der
Untergruppe Gp5 zu finden waren. Bakteriengemeinschaften reagieren haufig mit
morphologischen Verdnderungen auf Pradation durch Protozoa, z.B. durch Bildung von
filamentosen Zellen oder Mikrokolonien, die Protozoa nicht effektiv aufnehmen kénnen
(Hahn et al., 1999; Jurgens und Matz, 2002). Allerdings sind Protozoa bei der Auswahl
ihrer bakteriellen Beute, die sich zwischen verschiedenen Taxa unterscheiden kann, sehr
selektiv (Boenigk und Arndt, 2002). Zum Beispiel kénnen dieselben Bakterien durch
verschiedene Protozoa auch unterschiedlich stark als Beute genutzt werden, aber auch
ein Vertreter der Protozoa kann verschiedene bakterielle Beute unterschiedlich gut nutzen
(Weisse, 2002). So kdnnen Protozoa langsam wachsende Bakterienpopulationen, wie
z.B. einige Vertreter der Acidobacteria, durch Pradation ihrer schneller wachsenden
bakteriellen Konkurrenten stimulieren (Bonkowski, 2004). Es konnte zwar bereits gezeigt
werden, dass Protozoa sowie ihre bakterielle Beute sterilen Boden schnell besiedeln
(Altenburger et al., 2010), aber weitere Untersuchungen zu Einflissen von Protozoa auf
die morphologische, taxonomische und funktionelle Zusammensetzung von

Bodenbakterien sind notwendig (Bonkowski, 2004).

Mikrobielle Gemeinschaften im Boden, und die (")kosystemprozesse, zu denen sie
beitragen, kénnen auch von Veradnderungen der Pflanzenartenvielfalt beeinflusst werden
(Zak et al., 2003; Griter et al., 2006) Die Pflanzendiversitat beeinflusste die
acidobakterielle Gemeinschaft in einer Studie zur bakteriellen Zusammensetzung in vier
Bodenlysimetern mit ansteigender Pflanzendiversitat jedoch nicht (Zul et al., 2007). Auch
in der vorliegenden Arbeit zeigte nur die Zusammensetzung der Gemeinschaft der aktiven
Acidobacteria in Grinlandbdden eine leichte Abhangigkeit von der Anzahl der vaskularen
Pflanzenarten (Tab. 16). Auf Ebene der Untergruppen zugeordneten abundanten T-RFs
konnte nur fur Acidobacteria der Untergruppe Gp1 eine hdhere Aktivitat in Grinlandbéden
mit geringer Pflanzendiversitat (Tab. 17) und fur Vertreter der Untergruppe Gp18 eine
héhere Abundanz bei hoher Pflanzendiversitat festgestellt werden (Tab. 11). Auch

Kowalchuk et al. (2002) konnte zeigen, dass die Zusammensetzung der Pflanzenarten nur
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einen sehr kleinen direkten Effekt auf die Zusammensetzung bakterieller Gemeinschaften
im Boden hat. Indirekte Einflisse von Pflanzendiversitat z.B. tber Verdnderungen der
Néhrstoffverfigbarkeit im Boden auf Bodenbakterien sind aber durchaus denkbar. So
verdoppelte sich die Anzahl von Acidobacteria der Untergruppe Gp1 in einem
bewachsenen Graslandboden, wenn alle Pflanzen entfernt wurden, wohl begriindet durch
eine geringere Verflgbarkeit von organischem Kohlenstoff und Stickstoff, sobald der

Eintrag organischen Materials durch Pflanzen wegfiel (Thomson et al., 2010).

Die Struktur bakterieller Gemeinschaften kann nicht nur durch Bodenparameter sondern
auch durch Landnutzung und Landnutzungsanderungen beeinflusst werden (Acosta-
Martinez et al., 2008; Wakelin et al., 2008; Jesus et al., 2009). Allerdings zeigte in dieser
Arbeit nur die Zusammensetzung der Gemeinschaft der aktiven Acidobacteria in
Grinlandbéden eine schwache Abhangigkeit von der Landnutzungsintensitat (Tab. 16).
Auch Ergebnisse von Lauber et al. (2008) lieBen darauf schlieRen, dass eher
Modifikationen edaphischer Eigenschaften als die Landnutzung selbst Verdnderungen
mikrobieller Gemeinschaften hervorrufen. Bakteriengemeinschaften in Béden schienen
zudem gegeniber Landnutzungsédnderungen stabiler als gegeniber saisonalen

Verdnderungen (Hamer et al., 2008).

Eine weitere Rolle fur die Zusammensetzung acidobakterieller Gemeinschaften in den
untersuchten Waldbdden spielte der Gehalt an Ammonium (Tab. 10, 16), wohingegen
Einflisse von Nitrat nur fir wenige Untergruppen gezeigt werden konnten (Tab. 25). Das
Ausgangsprodukt der Nitrifikation, Ammonium, wird durch Adsorption an Tonmineralien im
Boden gebunden, wohingegen das Endprodukt der Nitrifikation, Nitrat, leicht
ausgewaschen werden kann. So waren Acidobacteria der Untergruppen Gp1 und Gp4
umso abundanter bzw. aktiver je héher die Ammoniumkonzentration im Boden war. Fur
Vertreter der Untergruppen Gp1 und Gp3 wurde auch bereits in Genomanalysen gezeigt,
dass diese zur Nitrifikation befdhigt sind (Ward et al., 2009). Fir Acidobacteria der
Untergruppen Gp5, Gp6 und Gp17 wurde hingegen eine erhdhte Abundanz und Aktivitat
in Waldbéden mit einem geringen Gehalt an Ammonium festgestellt. Die Anzahl von
Acidobacteria der Untergruppen Gp3, Gp6 und Gp17 erhéhte sich mit hohem Nitratgehalt
in Boden (Tab. 25). Acidobacteria zeigten auf der Ebene des gesamten Phylums ebenfalls
eine positive Korrelation mit der Ammoniumkonzentration in einem Birkenwaldboden, aber
keine Abhangigkeit vom Nitratgehalt (Rasche et al., 2010).

Um eine ausreichende Versorgung von Organismen mit Phosphor zu gewéhrleisten, ist
dessen permanente Mobilisierung aus labilen Phosphorfraktionen notwendig, da die
Konzentration von Phosphor in der Bodenlésung generell gering ist (Alt et al., 2011). Die

Verflugbarkeit von Phosphor wird kurzfristig durch biologische und langfristig durch
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geochemische Prozesse reguliert (Cross und Schlesinger, 1995). In der vorliegenden
Arbeit zeigte der Phosphorgehalt der Bdéden einen groRen Einfluss auf die
Zusammensetzung von Acidobacteria-Gemeinschaften (Tab. 10, 16, Abb. 8, 10), wobei
zu beachten ist, dass dieser mit dem pH-Wert korreliert (Anhang Tab. 2). In sauren Béden
(pH < 5,5) kann die Verfugbarkeit von Phosphor gering sein, da er als Al- oder Fe-
Phosphat ausféllt (Foy et al., 1978; Haynes, 1982), aber auch in Béden mit hherem pH-
Wert kann Phosphor als Ca-Phosphat ausfallen (Sornsrivichai et al., 1984). Acidobacteria
der Untergruppen Gp1 und Gp4 traten in Béden mit niedrigem Phosphatgehalt besonders
haufig auf, wohingegen Vertreter der Untergruppen Gp5, Gp6, Gp11, Gp17 und Gp18
dem umgekehrten Muster folgten und sich in phosphorreichen B&den abundanter
und/oder aktiver zeigten (Tab. 25). In einem sildbrasilianischen Regenwald, wo
Acidobacteria 63% der Bakteriengemeinschaft ausmachten, war die bakterielle Diversitat
bei hohem Phosphatgehalt gering (Faoro et al., 2010) und auch in Ackerbéden mit hohem
Phosphatgehalt wurden relativ wenige Acidobacteria detektiert im Vergleich zu nicht mehr

bewirtschafteten phosphatarmen Graslandbdden (Kuramae et al., 2010).

Die Sequenzierung der 16S rRNA-Gene erlaubte eine detaillierte Analyse der
Sequenzdaten auf Korrelationen mit Umweltvariablen nicht nur auf dem Niveau der
Acidobacteria und ihrer Untergruppen sondern auch einzelner Phylotypen (Tab. 13, 14).
Bisher wurde nur fir das Vorkommen der abundantesten Phylotypen acidobakterieller
16S rRNA-Gensequenzen aus Béden Nord- und Stdamerikas ein Bezug zum pH-Wert
des entsprechenden Bodens hergestellt (Jones et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit
konnten die Korrelationen der Umweltfaktoren mit der Abundanz der Acidobacteria-
Untergruppen, wie sie durch die Analyse relativer Haufigkeiten einzelner T-RFs fir
Grinland- oder Waldbéden gezeigt wurden, durch die Analyse Uber alle OTUs einer
Untergruppe bestatigt werden (Tab. 13). Ein Einfluss der Anzahl der vaskuldren Pflanzen
auf die Zusammensetzung der Acidobacteria-Untergruppe Gp5 konnte jedoch nur durch
diese detaillierte Analyse der 16S rRNA-Gensequenzdaten der Griinland- und Waldbdden
aller drei Untersuchungsregionen bis auf die Ebene einzelner Phylotypen aufgedeckt
werden (Tab. 25). Aber nicht nur die einzelnen Acidobacteria-Untergruppen, sondern
selbst die verschiedenen Phylotypen (OTUs) einer Untergruppe reagierten zum Tell
unterschiedlich auf Umweltvariablen. FUr die Unterguppe Gp1 war z.B. die negative
Korrelation mit dem Gehalt an Stickstoff nicht fur alle abundanten OTUs signifikant und
die abundanten Phylotypen der Untergruppe Gp6 zeigten am wenigsten Konsistenz
bezuglich der Beeinflussung durch Umweltfaktoren. Fir die Untergruppe Gp5 konnte
durch zwei OTUs der Einfluss der Anzahl der vaskuldren Pflanzen auf die

Zusammensetzung dieser Acidobacteria-Untergruppe bekraftigt werden (Tab. 14, Abb.
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Abbildung 32. Zusammenhang zwischen der Anzahl vaskuldrer Pflanzenarten und der Anzahl der
Klonsequenzen im Phylotyp OTU3 der Acidobacteria-Untergruppe Gp5.

32) — ein Effekt, der darauf hindeutet, dass Biodiversitatsverdnderungen héherer Taxa
bestimmte Bakterienpopulationen im Boden beeinflussen kénnen. Allerdings konnte nur
einer der abundanten Phylotypen der Untergruppe Gp1 (OTU32) Kkultivierten und
beschriebenen Vertretern zugeordnet werden: Edaphobacter modestus und E.
aggregans. Da diese insgesamt 15 abundanten Phylotypen aber vermutlich
Uberproportional zur Funktion biogeochemischer Zyklen im Boden beitragen, sollte mit
Hilfe der in dieser Arbeit gewonnenen Kenntnisse ihrer Physiologie die Isolierung aus den

geeigneten Béden und ihre Charakterisierung angestrebt werden.

Die meisten Studien zur Diversitédt der Acidobacteria im Boden versuchten das
Vorkommen des gesamten Phylums und nur selten auch einzelner abundanter
Untergruppen mit wenigen Boden- und Standorteigenschaften in Verbindung zu bringen
(Kielak et al., 2008; Rasche et al., 2010; Will et al., 2010; Nacke et al., 2011a). In der
vorliegenden  Arbeit hingegen wurden Einflisse von Bodeneigenschaften,
Néhrstoffverfugbarkeiten, Abundanzen héherer Taxa und Landnutzung auf das Phylum
Acidobacteria, als auch dessen Untergruppen und sogar einzelne Phylotypen untersucht.
Dabei wurde deutlich, dass die einzelnen Untergruppen unterschiedliche Bdéden
bevorzugen und es selbst innerhalb von Untergruppen, also auf Ebene der Phylotypen,
verschiedene Reaktionen auf Umweltvariablen geben kann. Bisher wurden Acidobacteria

generell als K-Strategen und oligotrophe Bakterien charakterisiert (Fierer et al., 2007), die
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Tabelle 26. Uberblick lber Korrelationen der Abundanzen von Vertretern einzelner Acidobacteria-
Untergruppen in den untersuchten 27 Grinland- und 30 Waldbéden mit ausgewahlten Boden- und
Standortparametern (+ positive Korrelation, - negative Korrelation) und der darauf basierende Vorschlag der
Zuordnung zu oligotropher oder copiotropher Lebensweise (Fierer et al., 2007).

pH = + = + + + + +
Stressfaktoren | Bodenfeuchte = + - +/- + + + +

Bodentemperatur + - - = -

org. Kohlenstoff - + o +/- + +/- + +/-
Nahrstoff- Stickstoff = + = +/- + +/- + +/-
verflugbarkeit Ammonium + + _ - -

Phosphor - = + + + + +
Oliggtrophigl oligo- copio-  oligo- ci';?(;_ copio- ci';?(;_ copio- ci';?;_
Copiotrophie troph troph troph troph troph troph troph troph

langsame Wachstumsraten und bei geringer Nahrstoffverfligbarkeit aufgrund hoher
Substrataffinitdten Vorteile gegeniiber copiotrophen Bacteria zeigen. Copiotrophe
Bacteria hingegen konsumieren vorrangig leicht abbaubaren organischen Kohlenstoff,
haben hohe Nahrstoffanspriiche und kénnen schnelle Wachstumsraten aufweisen (Tate,
2000). Demzufolge sollten in B&éden mit groRen Mengen verfligbaren organischen
Kohlenstoffs copiotrophe Bacteria abundant und aktiv sein, wohingegen oligotrophe
Bacteria in Boden mit organischem Kohlenstoff niedriger Qualitadt oder Menge dominieren
sollten (Fierer et al., 2007). Die hier untersuchten Béden zeigten eine Spanne von 14 bis
284 g organischen Kohlenstoff je kg Boden, also Unterschiede von Uber einer Grélken-
ordnung. Acidobacteria der Untergruppe Gp1 und Gp4 waren in Bdden mit geringem
organischem Kohlenstoffgehalt tatsachlich haufiger und aktiver als in kohlenstoffreichen
Bdden — zeigten also eine oligotrophe Lebensweise (Tab. 26). Vertreter der Untergruppen
Gp3, Gp5, Gp6, Gp11, Gp17 und Gp18 wiirden nach dieser Definition allerdings eher den
copiotrophen Bacteria zugeordnet werden (Tab. 26). Auller gegeniber Nahrstoff-
verfigbarkeiten zeigten diese Acidobacteria in der vorliegenden Arbeit auch gegeniber
Stressfaktoren, wie pH-Wert, Bodenfeuchte und -temperatur, ein Verhalten entsprechend
der Einteilung in oligotrophe und copiotrophe Bacteria (Tab. 26, Fierer et al., 2007).
Waéhrend oligotrophe Bacteria solchen Stressfaktoren standhalten kdénnen, reagieren
copiotrophe Bacteria darauf hochsensibel, z.B. mit Bildung von Sporen. Weitere von
Fierer et al. (2007) vorgeschlagene okologische Merkmale, die oligotrophe und
copiotrophe Lebensweisen beschreiben kénnten, weisen wiederum eher auf eine generell
oligotrophe Lebensweise der Acidobacteria hin: z.B. Benachteiligung gegeniber

copiotrophen Bacteria in nahrstoffreichen Habitaten (siehe Kapitel 3.6. und 4.5.). Auch im
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Phylum Proteobacteria folgten nicht beide analysierten Klassen (a- und B-Proteobacteria)
eindeutig dieser durch Fierer et al. (2007) angeregten Klassifikation. Die vorliegende
Arbeit lasst daher vermuten, dass Acidobacteria nicht allgemein als oligotroph
einzuordnen sind, sondern verschiedene Untergruppen und vielleicht sogar einzelne
Phylotypen dieser Untergruppen copiotroph sein kénnen. Allerdings sind bisher nur
wenige Vertreter der hier potentiell copiotroph beschriebenen Acidobacteria-Untergruppen
isoliert oder charakterisiert wurden und erschweren somit die Uberpriifung ékologischer

Merkmale oligotropher und copiotropher Lebensweisen.

Erstmalig konnte mit dieser Arbeit auch ein deutlicher Zusammenhang zwischen der
Abundanz von Protozoa, méglichen Pradatoren von Bakterien, und verschiedenen Unter-
gruppen bzw. Phylotypen der Acidobacteria hergestellt werden. Anhand der unter-
schiedlichen Beeinflussung der Abundanz von Acidobacteria der Untergruppe Gp5 durch
Flagellaten und Ciliaten wurde deutlich, dass Bakterien durch verschiedene Protozoa
unterschiedlich gut als Beute genutzt werden kénnen. Eine Beziehung zwischen der
Anzahl der Amében und Acidobacteria der Untergruppen Gp1 und Gp5 in Béden wurde
jedoch nur anhand der Analyse von abundanten Phylotypen deutlich (Tab. 27). Positive
Korrelationen von Protozoa und Vertretern der Acidobacteria kbnnten darauf hindeuten,
dass diese langsam wachsenden Bakterienpopulationen durch Pradation ihrer schneller
wachsenden bakteriellen Konkurrenten stimuliert werden (Bonkowski, 2004) oder aber fir
Protozoa toxische Sekundarmetabolite bilden (Matz et al., 2004). Entsprechend kdnnte
eine negative Korrelation von Protozoa und Vertretern der Acidobacteria anzeigen, dass
diese zu ihrer bevorzugten Beute gehéren. Demnach wirden sich Am&ben, die im Boden
erfolgreichsten Pradatoren unter den Protozoa (Bonkowski, 2004), speziell von
oligotrophen Acidobacteria der Untergruppen Gp1 und Gp4 erndhren, wohingegen

Ciliaten die eher copiotrophen Acidobacteria (Gp5, Gp6, Gp11 und Gp18) bevorzugen

Tabelle 27. Uberblick Uber Korrelationen der Abundanzen von Vertretern einzelner Acidobacteria-
Untergruppen in den untersuchten 27 Grinland- und 30 Waldbdden mit Abundanzen von Protozoa (+ positive
Korrelation, - negative Korrelation).

Amében = - + b + ab +a
Flagellaten + 2
Ciliaten + 2 -a _a _a _a
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kénnten (Tab. 27). Da Beziehungen von Protozoa-Pradatoren zu ihrer bakteriellen Beute
im Boden aber einer grolen Dynamik unterliegen, ist durchaus vorstellbar, dass auch
umgekehrte Verhaltnisse vorliegen kénnten und Vertreter der Protozoa gerade da, wo ihre
Beute zahlreich ist auch selbst abundant auftreten. Mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung oder auch stabiler Isotopenbeprobung kénnten solche mutmafllichen
Rauber-Beute-Beziehungen gepriift und ein Einblick in die komplexen Nahrungsnetze im

Boden gewonnnen werden.

4.3. Vergleich abundanter und physiologisch aktiver Acidobacteria

Die Diversitat und Zusammensetzung der Acidobacteria jedes einzelnen Bodens wurde
Uber T-RFLP-Analyse sowohl auf Basis der 16S rRNA-Gene als auch der 16S rRNA
durchgefuhrt, um nicht nur die numerisch abundanten (siehe Kapitel 3.3.) sondern auch
die physiologisch aktiven (siehe Kapitel 3.4.) Acidobacteria zu erfassen. DNA-basierte
Analysen geben lediglich einen Aufschluld Gber das genetische Potenzial eines Habitats,
da DNA auch in ruhenden, sterbenden, oder toten Zellen Uberdauern oder als extra-
zelluldre DNA vorkommen kann (Coolen und Overmann, 1998). Im Gegensatz dazu ist
RNA sehr instabil, und der Gehalt ribosomaler RNA in einer Zelle abhéngig von ihrem
physiologischen Zustand (Kramer und Singleton, 1993; Lee und Kemp, 1994). Mit Hilfe
von 16S rRNA-basierten Analysen erhalt man demzufolge einen Uberblick tber die

metabolisch aktiven Mitglieder in einer komplexen mikrobiellen Gemeinschaft.

Hinsichtlich der Zusammensetzung und Strukturierung unterschieden sich die abundanten
(16S rRNA-Gene) von den aktiven (16S rRNA) Acidobacteria kaum (Abb. 7, 9; Tab. 9,
15). Allerdings war die durchschnittliche Anzahl der T-RFs und auch die mittlere Shannon-
Diversitat der 16S rRNA-basierten Profile signifikant hoéher, vermutlich weil bei
Fokussierung auf die 16S rRNA-Gene vor allem die abundanten und nicht auch die
seltenen aber physiologisch aktiven Bakterien detektiert werden. Der Vergleich von 16S
rRNA- und 16S rRNA-Gen-fingerprints lasst Ublicherweise sich Uberlappende mikrobielle
Gemeinschaften in Béden erkennen, mit wenigen DNA- und RNA-exklusiven Vertretern
und héherer Diversitat in DNA-basierten Analysen (Mengoni et al., 2005; Juottonen et al.,
2008; Lillis et al., 2009). Allerdings kénnten z.B. auch durch Huminstoffe, die bei der
Nukleinsdureextraktion nicht vollsténdig entfernt werden konnten, Inhibierungseffekte bei
der Amplifikation auftreten (Tebbe und Vahjen, 1993) und zur Detektion einer geringeren
Diversitat fuhren. Die Verunreinigung mit Huminséuren in den Gesamtnukleinsdure-
extrakten, die verdiinnt als DNA-Matrize eingesetzt wurden, war vermutlich gréf3er als in
RNA-Extrakten (aufgrund zusatzlicher Aufreinigungs- und Verdiinnungsschritte). Wahrend

in DGGE-Analysen bakterieller Gemeinschaften der Rhizosphdre von Chrysanthemum
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Profile ausgehend von 16S rRNA weniger komplex waren als Profile der 16S rRNA-Gene
(Duineveld et al., 2001), wurden in nur einem von zwei Béden weniger bakterielle T-RFs
mit 16S rRNA- im Vergleich zu DNA-basierten Analysen detektiert (Mengoni et al., 2005).
Im Rahmen der Biodiversitats-Exploratorien wurden auferdem die acidobakterielle 16S
rRNA und ihre Gene in den 27 Griinland- und 30 Waldbdden der drei Untersuchungs-
regionen quantifiziert (Foesel et al., 2011). In Grinlandbdden waren durchschnittlich 18%
(10-28%) Acidobacteria vorhanden, aber nur 9% (4-16%) davon waren auch physio-
logisch aktiv. In Waldbéden waren die Acidobacteria mit 21% (11-31%) etwas abundanter,
aber davon etwa ebenfalls nur die Halfte (10%, 4-16%) physiologisch aktiv (Foesel et al.,
2011). Diese geringere Abundanz physiologisch aktiver Acidobacteria in den untersuchten
Bdden kann dazu gefiihrt haben, dass bei Fokussierung auf die 16S rRNA nicht nur die
abundanten, sondern auch die seltenen aber physiologisch aktiven Bakterien detektiert

wurden und somit zu einer héheren Diversitat und Anzahl von T-RFs filhrte.

Auf Ebene einzelner T-RFs konnten in der vorliegenden Arbeit signifikante Unterschiede
der relativen Haufigkeit zwischen den T-RFLP-Profilen der 16S rRNA-Gene und 16S
rRNA festgestellt werden (Abb. 33). Es wurden nur acidobakterielle T-RFs, deren mittlere
relative Abundanz entweder in Grunland- oder Waldbéden > 3% war, auf signifikante
Unterschiede zwischen Présenz (16S rRNA-Gene) und Aktivitét (16S rRNA) getestet. So
waren T-RFs der Untergruppen Gp1 (T-RF 86 bp) und Gp6 (T-RF 192 bp) vor allem in
den untersuchten Grunland- aber auch in den Waldbdéden abundant vertreten, allerdings
mit geringer Aktivitdt. Umgekehrt verhielt es sich fur T-RFs der Untergruppen Gp17 (T-RF
130 bp), Gp4 (T-RF139 bp) und Gp3 (T-RF 142 bp), die zum Zeitpunkt der Probenahme
wenig abundant aber sehr aktiv waren. Fir T-RF 134 bp (Gp5) war dieser Unterschied

zwischen geringer Abundanz und hoher Aktivitdt nur in Waldb&dden signifikant (Abb. 33).

Generell waren die Einflisse von Umweltfaktoren auf die Zusammensetzung abundanter
(16S rRNA-Gene) und aktiver (16S rRNA) Acidobacteria ahnlich. In Griinlandbdden
wurden die abundanten Acidobacteria aber eher vom Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt,
die aktiven Acidobacteria jedoch durch den pH-Wert und die Feuchte des Bodens
beeinflusst. (Tab. 10, 16; Abb. 8, 10). Die differentiellen Aktivitdtsmuster der
Acidobacteria-Untergruppen spiegelten sich auch in der Beeinflussung der Untergruppen
durch Umweltfaktoren wieder. So wurden bei Betrachtung der abundanten und aktiven
Acidobacteria fir unterschiedliche T-RFs Abhangigkeiten von Umweltfaktoren gefunden
oder dieselben T-RFs korrelierten mit anderen Umweltfaktoren (Tab. 11, 12, 17, 18). So
konnte ein Effekt von Umweltfaktoren ausschliel3lich auf vorhandene Acidobacteria der
Untergruppe Gp5 (T-RF 134 bp) und ausschliel3lich auf aktive Acidobacteria der
Untergruppe Gp1 (T-RF 86) beobachtet werden (Tab. 11, 12, 17). Die T-RFs 130 bp
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Abbildung 33. Vergleich der mittleren relativen Haufigkeit einzelner T-RFs zwischen T-RFLP-Profilen der 16S
rRNA-Gene und 16S rRNA fur Griinland- und Waldbdden. Nur T-RFs mit signifikanten Unterschieden (t-Test)
sind dargestellit.

(Gp17), 142 bp (Gp3) und 192 bp (Gp6) folgten in T-RFLP-Profilen der 16S rRNA-Gene
und der 16S rRNA demselben Muster der Beeinflussung durch Umweltfaktoren, obwohl
sie sich in ihren Abundanzen zwischen vorhandenen und aktiven Vertretern der
entsprechenden Acidobacteria signifikant unterschieden. Acidobacteria der Untergruppe
Gp4 (T-RF 139 bp) hingegen waren in Waldbéden sehr aktiv, ihre Abundanz steigerte
sich in 16S rRNA-basierten T-RFLP-Profilen um 60% gegeniiber 16S rRNA-Gen-
basierten Studien. Nur fur die aktiven Acidobacteria der Untergruppe Gp4, représentiert
durch das T-RF 139 bp, konnte gezeigt werden, dass sie durch einen eher sauren pH-
Wert, niedrige Kohlenstoff- und Stickstoffverfliigbarkeit sowie Trockenheit stimuliert
werden (Tab. 18). Die Anderungen von Abundanzen einzelner T-RFs bzw. Untergruppen
der Acidobacteria als Antwort auf veranderliche Standort- und Bodeneigenschaften sowie
Abundanzen héherer Taxa wurden, wie bereits in anderen Studien (Mengoni et al., 2005;
Lillis et al., 2009) gezeigt, deutlicher durch RNA-basierte Analysen gefunden. Diese
differentiellen Aktivitaten verschiedener Vertreter der Acidobacteria-Untergruppen zeigen,

dass nicht die Aktivitdt des gesamten Phylums in jedem Boden gegeniber der Préasenz
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herabgesetzt ist (Foesel et al., 2011), sondern verschiedene Acidobacteria auch unter

ganz verschiedenen Bedingungen sehr aktiv sein kénnen.

4.4. Saisonale Verdanderungen aktiver Acidobacteria-Gemeinschaften

Saisonale Veradnderungen von Umweltfaktoren kénnen auch die Zusammensetzung
mikrobieller Gemeinschaften im Boden verdndern. So zeigte Rasche et al. (2010), dass
Saisonalitdat und Nahrstoffverfiigbarkeit bakterielle und archaeelle Gemeinschaften in
einem Birkenwaldboden beeinflussen. PLFA-Analysen eines alpinen Tundrabodens in
Schweden wiesen auf zwei Zeitpunkte saisonaler Verdnderungen der mikrobiellen
Gemeinschaft hin, von denen einer mit der Schneeschmelze in Verbindung stand und der
zweite in der Vegetationsperiode auftrat (Bjork et al., 2008). Weiterhin hatten
jahreszeitliche Variationen, vor allem der Bodentemperatur, Bodenfeuchte und
verfligbaren Nahrstoffe einen starken Einfluss auf die Diversitat nitrifizierender und
denitrifizierender  Mikroorganismen in  konventionell bewirtschafteten und un-
bewirtschafteten Béden in Kanada (Smith et al., 2010). Keine dieser Studien fokussierte
jedoch auf saisonale Veranderungen nur eines einzelnen bakteriellen Phylums in einer
grolkeren Anzahl verschiedenartiger Boden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
saisonale Dynamik der Zusammensetzung und Diversitdt von Acidobacteria-
Gemeinschaften in 26 Grinland- und 30 Waldbdden der drei Untersuchungsregionen
Deutschlands im April, Juni, August und Oktober eines Jahres analysiert. Verdnderungen
physiologisch aktiver Acidobacteria wurden mittels vergleichender T-RFLP-Analysen der
16S rRNA beobachtet. Eine DNA-basierte Analyse hétte schnelle Anderungen der
acidobakteriellen Gemeinschaft Gbersehen kénnen, da sowohl aktive als auch inaktive
Mikroorganismen erfasst werden, wohingegen die Ribosomenzahl pro Zelle in etwa
proportional mit der Wachstumsrate steigt und 16S rRNA-basierte Analysen als ein

Indikator aktiver Bakterien gesehen werden kénnen (Mannist6 et al., 2009).

Ahnlich wie in anderen Studien (Rasche et al., 2010) unterschieden sich Bodenfeuchte
und Bodentemperatur signifikant Uber das Jahr (Abb. 11), der pH-Wert zeigte hingegen
keine jahreszeitlichen Schwankungen. Auch in Wéaldern Nordenglands variierte der pH-
Wert in Eichen- und L&rchenstreu monatlich aber nicht im Mineralboden unter dieser
Streuauflage (Frankland et al., 1963). Der Einfluss der Region, des Bodentyps, der
Landnutzung Griinland oder Wald, des pH-Wertes und der Bodenfeuchte auf die
Zusammensetzung der Acidobacteria-Gemeinschaften im Boden war gréler als ein Effekt
der Jahreszeit. Insbesondere in Griinlandbdden waren Unterschiede zwischen den T-

RFLP-Profilen der saisonal verschiedenen Bdden detektierbar (Tab. 19, 20). Ebenso
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beeinflusste Saisonalitdt die Zusammensetzung der Acidobacteria und die Abundanz des
gesamten Phylums in einem Birkenwaldboden (Rasche et al., 2010). Die Acidobacteria-
Diversitat wurde sowohl in Grinland- als auch in Waldbdden nicht nur von Region,
Bodentyp und pH-Wert des Bodens bestimmt sondern &hnlich stark auch durch die
Saisonalitét (Abb. 12, Anhang Tab. 5). Saisonalitat in Béden beinhaltet Anderungen der
Bodenfeuchte und -temperatur, bekannte Kontrollfaktoren der Zusammensetzung
mikrobieller Gemeinschaften (Stres et al., 2008). Aufderdem unterliegt die Verfligbarkeit
von Nahrstoffen saisonalen Schwankungen (Farley und Fitter, 1999) und ist ein weiterer
Faktor, der die Struktur von Bodenbakteriengemeinschaften beeinflusst. In nicht
landwirtschaftlich genutzten Béden der gemdaRigten Breiten nimmt die Nahrstoff-
konzentration im Allgemeinen im Frihjahr zu, es kann aber auch noch ein zweites
kleineres Nahrstoffmaximum im Herbst oder Winter auftreten (Chapin, 1980). In den 56
untersuchten Béden waren die Acidobacteria im August, wenn die Bodenfeuchte niedrig
war, am wenigsten divers. Im Oktober, wenn die Bodenfeuchte etwa 10 vol% hdéher und
die Bodentemperatur etwa 8°C niedriger als im August lag, war die Diversitat der
Acidobacteria am hdéchsten (Abb. 11, 12). In einem tropischen Weideboden waren
Acidobacteria hingegen in der Trockenzeit h&ufiger als in der Regenzeit (Diallo et al.,
2004) und in einem trockenen Boden in den USA abundanter als in einem feuchten
Boden (Castro et al., 2010). Im Gegensatz dazu stellte Rasche et al. (2010), in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit (Abb. 12), eine positive
Korrelation von Acidobacteria und Bodenfeuchte und eine negative Korrelation der
Abundanz und Bodentemperatur fest. Steigende Temperaturen kénnen die mikrobielle
Aktivitdt und die Umsetzung organischen Materials steigern und dazu fiihren, dass sich
die mikrobielle Gemeinschaft dahingehend verdndert, dass Bakterien mit hohen
Wachstumsraten und Anpassung an héhere Temperaturen die Gemeinschaft dominieren
(Zogg et al., 1997; Ehrenfeld et al., 1997). Entsprechend wiirden kalte Temperaturen die
Konkurrenz zwischen Bakterien senken und zur Detektion von eher seltenen Arten und
einer héheren Diversitat fuhren. Die meisten Studien Uber Acidobacteria heben deren
metabolische Vielseitigkeit, Anpassung an Nahrstofflimitierung und Umweltverdnderungen
sowie langsames Wachstum hervor (Ward et al., 2009; Fierer et al., 2007). Die Genome
von drei Acidobacteria der Untergruppen Gp1 und Gp3 zeigen genetische Eigenschaften,
die typisch fur Mikroorganismen sind, die Trockenstress und Schwankungen der
Bodenfeuchte Uberstehen kénnen (Ward et al., 2009). In den hier untersuchten B&den
reagierten die Acidobacteria-Untergruppen unterschiedlich auf die saisonal schwankende
Bodenfeuchte. Die Vertreter der Untergruppen Gp1 (T-RF 85 bp) und Gp6 (T-RF 191 Gp)
bevorzugten eher trockenere Bdden, Acidobacteria der Untergruppen Gp11 (T-RF 461
bp) und Gp18 (T-RF 273 bp) hingegen eher feuchte B&den (Tab. 28). Eine hohe
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Bodenfeuchte kann den Né&hrstoffaustausch vereinfachen und beschleunigen sowie die
Beweglichkeit von Mikroorganismen erhéhen. Vertreter der Acidobacteria scheinen jedoch
gut an eine Limitierung von Nahrstoffen angepasst zu sein (K-Strategen) und koénnten in
trockenen Bdden dominieren, in denen eine niedrigere Pflanzenproduktivitdt zu einer
geringeren Verfiigbarkeit von Kohlenstoffquellen und generell eher oligotrophen Nischen
fihren kdnnte (Castro et al., 2010). Betaproteobacteria bevorzugen hingegen copiotrophe
Bedingungen (Fierer et al., 2007) und das Verhaltnis der Acidobacteria zu Proteobacteria
wurde als Indikator der trophischen Einteilungen von Bdden vorgeschlagen (Smit et al.,
2001). Die beobachteten Verhaltnisse von Acidobacteria zu Proteobacteria deuteten
tatsachlich darauf hin, dass trockene Bdden oligotropher sind als feuchte Béden (Castro
etal., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurden nicht nur saisonale Verdnderungen des gesamten
Phylums Acidobacteria im Boden analysiert, sondern auch die saisonale Dynamik
einzelner Untergruppen der Acidobacteria, reprasentiert durch abundante T-RFs in den
untersuchten Béden (Anhang Tab. 7, Abb. 14-22). Die Abundanz des T-RFs bei 85 bp,
welches Acidobacteria der Untergruppe Gp1 zugeordnet werden kann, zeigte sich
abhangig von Bodentyp und Jahreszeit und variierte zwischen Grinland- und Waldbdden.
Im Grinland konnten Bodentyp und Jahreszeit, im Wald Baumbestand und
Nutzungsintensitat Variationen des T-RFs 85 bp erkléren. In &hnlicher Weise unterschied
sich der Prozentsatz der T-RFs 191 bp und 281 bp, die beide Acidobacteria der
Untergruppe Gp6 reprasentieren, zwischen den drei Untersuchungsregionen, Grinland
und Wald, Bodentyp und pH-Wert, aber nur in Griinlandbéden auch zwischen den
Jahreszeiten. Im Gegensatz dazu variierte die Abundanz der T-RFs 188 bp (Gp6) und
273 bp (Gp11) saisonal sowohl in Grinland- als auch in Waldbéden (Tab. 28). In

Tabelle 28. Uberblick (iber signifikante jahreszeitliche Unterschiede in Bodenfeuchte, Bodentemperatur,
Acidobacteria-Diversitdt und relativer Abundanz einzelner Acidobacteria-Untergruppen (Gp1, Gp6, Gp11,
Gp18) der 26 Griinland- und 30 Waldflachen. + niedrigster Wert , ++ mittlerer Wert, +++ hdchster Wert.

April Juni August  Oktober
Bodenfeuchte ++ ++ + +++
Bodentemperatur ++ +++ +++ +
Acidobacteria-Diversitat ++ ++ + +++
Gp1 T-RF 85 bp ++° +° 4+ 2 ++ 2
T-RF188bp  +°2/+++° ++3/+° e E P e E e
T-RF191bp  ++° ++ 2 +++ @ ++ 2
o T-RF 281 bp ++ 2 +++ 2 +° ++ 2
T-RF 283 bp +++° ++° +° ++ 2
Gp11 T-RF 461 bp +++ 2 ++°2 +2 ++ 2
Gp18 T-RF273bp  ++2/+++°  +++2 /442 43740 Sy

% in Griinlandbéden
® in Waldb&den
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Grinlandbéden waren die T-RFs 85 bp (Gp1) und 191 bp (Gp6) im August am
abundantesten, das T-RF 281 bp (Gp6) im Juni sowie die T-RFs 283 bp (Gp6) und 461
bp (Gp11) im April am h&ufigsten. Das T-RF 188 bp (Gp6) zeigte in Grinland und Wald
im Oktober die héchste Abundanz, wohingegen das T-RF 273 bp (Gp18) im Juni in
Grinland- und im April sowie Oktober in Waldbéden am abundantesten war (Tab. 28).
Demzufolge zeigten Vertreter der Acidobacteria-Untergruppen unterschiedliche
Reaktionen auf saisonale Variationen in den untersuchten Griinland- und Waldbdden. In
alpinen Béden wurden saisonale Veranderungen bakterieller Gemeinschaften auf einem
dhnlichen taxonomischen Niveau untersucht. Dabei wurden Acidobacteria der
Untergruppen Gp2, Gp5 und Gp7 nur im Frihjahr, der Untergruppe Gp3 im Frihjahr als
auch Winter und der Untergruppen Gp1, Gp4 und Gp6 im Frihjahr, Sommer und Winter

in variierenden Abundanzen detektiert (Lipson und Schmidt, 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals auf saisonale Veranderungen von
Acidobacteria-Gemeinschaften auf Phylum- und Untergruppenebene fokussiert und die
Analysen von zahlreichen verschiedenen Bdden unterschiedlicher Landnutzung in drei
Regionen verglichen. Es konnten saisonale Veranderungen der Zusammensetzung der
Acidobacteria und der Abundanz einzelner Untergruppen vor allem in Griinlandb&den
detektiert werden, die Diversitdt der Acidobacteria unterschied sich aber auch in
Waldbdden saisonal. Die saisonale Variation konnte vor allem durch Verdnderungen der
Bodenfeuchte und Bodentemperatur erklart werden, wohingegen der pH-Wert des
Bodens Uber das Jahr stabil blieb, nichtsdestotrotz aber einen starken Einfluss auf die
Zusammensetzung der Acidobacteria-Gemeinschaften hatte. Sicherlich ist die
Verflugbarkeit von Nahrstoffen ein weiterer Grund flir saisonale Variationen der
Acidobacteria. Saisonale Effekte auf bakterielle Gemeinschaften kénnten eine Folge
dessen sein, dass wechselnde Eintrage von Wurzelexsudaten und Streu durch
Verdnderungen des Pflanzenwachstums und der Pflanzenphysiologie zu Unterschieden in

der Verfligbarkeit von Nahrstoffen fihren.

4.5. |dentifizierung am Abbau von Pflanzenmaterial beteiligter Bakterien

Abgestorbenes Pflanzenmaterial ist eine der Hauptquellen fir Nahrstoffe in natirlichen
und landwirtschaftlich genutzten Okosystemen. Pflanzenwachstum und der gleichzeitige
Abbau von Pflanzenmaterial durch (Mikro-)Organismen sind essentiell fir die Funktionen
und Fruchtbarkeit des Bodens. Bodenmikroorganismen bauen Pflanzenpolymere ab und
so sind zum Beispiel Vertreter der Gattungen Bacillus, Pseudomonas, Cytophaga,
Cellulomonas, Actinomycetes (Wirth und Ulrich, 2002), Streptomyces und

Micromonospora (Lynd et al., 2002) in der Lage Cellulose aerob zu verwerten. Bei
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Verwendung von Pflanzenpolymeren als Kohlenstoff- und Energiequelle konnte auch die
Diversitat der kultivierbaren Acidobacteria erhdht werden (Eichorst et al., 2011),
weitergehend wurde die Fahigkeit des Phylums Acidobacteria Pflanzenpolymere
abzubauen bisher jedoch wenig untersucht. Genomanalysen von drei Acidobacteria
zeigten aber, dass diese als vielseitige heterotrophe Bakterien in der Lage sind

Pflanzenpolymere sowie leicht oxidierbaren Kohlenstoff zu verwerten (Ward et al., 2009).

Inkubationsexperimente zum Abbau von Pflanzenmaterial wurden bisher meist Uber
Wochen oder sogar Monate und in nur einem Bodendkosystem durchgefiihrt (Bernard et
al., 2007). Jedoch ist wenig Uber Veranderungen mikrobieller Gemeinschaften in den
ersten Tagen des Abbaus und Unterschiede zwischen Okosystemen und Bodentypen
bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde Boden einer Rinderweide und eines
Naturbuchenwaldes der Region Hainich in Mikrokosmen mit '*C-markierten Weizen-
blattern oder -wurzeln sieben Tage inkubiert. Der Abbau des Pflanzenmaterials wurde
durch die Messung von Gesamt-CO, und 3co, verfolgt. Nach verschiedenen
Zeitpunkten der Inkubation wurde RNA extrahiert und mit 3c angereicherte ,schwere’
RNA von unmarkierter ,leichter’ RNA durch Dichtegradientenzentrifugation getrennt. Die
am Abbau von Pflanzenmaterial beteiligten Bakterien wurden mittels T-RFLP-Analyse,
Klonierung und Sequenzierung sowie Pyrosequenzierung der ,schweren’ und ,leichten’
16S rRNA identifiziert. Wahrend der Inkubation assimilierte die mikrobielle Gemeinschaft
in allen Mikrokosmen aktiv Kohlenstoff, aber Mikrokosmen mit Zusatz von Weizenmaterial
zeigten héhere Mineralisierungsraten (Abb. 23A). Die biochemischen Eigenschaften und
die Qualitdt von abgestorbenem Pflanzenmaterial beeinflussen dessen Abbau und die
daraus resultierenden Kohlenstoff- und Stickstoffflisse (Swift et al., 1979). In einer Studie
zur Zersetzung von Weizenmaterial wurden die Zusammensetzung der Zellwand und die
Gewebestruktur von Blattern, Internodien und Wurzeln vor und nach dem Eintrag in
Boden bestimmt. Schwach lignifizierte Blatter zersetzten sich schneller als Internodien
oder Wurzeln und Cellulose war das am stérksten abgebaute Polysaccharid, unabhangig
vom Weizenbestandteil (Bertrand et al., 2006). Auch biochemische Charakteristika
physiologisch vollstandig ausgereiften Weizenmaterials unterscheiden sich zwischen
Blattern und Wurzeln hinsichtlich des Gehaltes an Gesamtkohlenstoff (45 und 37%), des
Gesamtstickstoff (0,7 und 0,5%), der wasserléslichen Stoffe (26 und 10%), der
Hemicellulose (33 und 37%), der Cellulose (beide 36%) und des Lignin (6 und 18%) in
intaktem getrockneten Pflanzenmaterial (Bertrand et al., 2006). Demzufolge sollte der
deutlich héhere Anteil wasserléslicher Substanzen in Weizenblattern in der Anfangsphase
der Zersetzung zu einem schnellen Abbau des Weizenmaterials durch die mikrobielle

Gemeinschaft in Béden mit Weizenblattern fihren. Allerdings schienen in dieser Arbeit

135



Diskussion

Weizenwurzeln einfacher und schneller abbaubar als Weizenblatter, wobei das in den
Versuchen verwendete Weizenmaterial nur 13 Wochen alt war und sich dessen
biochemische Zusammensetzung von physiologisch vollstdndig ausgereiftem Weizen-
material unterscheiden kénnte. Aulerdem wurden im Verlauf der Inkubation bis zu 48%
des CO, durch die Mineralisierung des Weizenmaterials *C-markiert (Abb. 23B). Diese
starke Freisetzung von BCO, deutet darauf hin, dass andere nicht markierte
Kohlenstoffquellen nicht verfiigbar waren oder nur in geringem MalRe genutzt wurden.
Allerdings kann die restliche Abgabe von unmarkiertem CO, nicht nur durch die
gemessene Hintergrundmineralisierung der Kontrolimikrokosmen (Abb. 23A) oder die
verbleibenden 3% '?C-Kohlenstoff in dem markierten Weizen erklart werden. Daher
kénnte auch ein so genannter ,priming effect von frischem organischen Material zu einer
generell gesteigerten Mineralisierung von organischem Material im Boden gefiihrt haben
(Fontaine et al., 2003).

Die stabile Isotopenbeprobung basierend auf RNA hat den Vorteil einer hohen
Sensitivitat, da "*C-Einbau in RNA gréRer ist und schneller erfolgt als in DNA (Manefield
et al., 2002a). Die Anwendung von RNA-SIP erlaubt die Detektion aktivierter Zellen, die
sich noch nicht geteilt haben oder solcher die metabolisch aktiv sind, aber kein Wachstum
zeigen (Friedrich, 2006). Bei Verfahren, die eine Substratzugabe erfordern, ist schwer zu
ermitteln, ob das bakterielle Wachstum von der Assimilierung des Substrats durch
Primarverbraucher oder Nutzung von Abbauprodukten durch Sekund&rverbraucher
herriihrt (,crossfeeding’). Durch die Analyse des Einbaus von '*C (iber den zeitlichen
Verlauf der stabilen Isotopenbeprobung kann der "*C-Fluss durch Mikroorganismen in der
Umwelt verfolgt sowie mikrobielle Nahrungsketten und die Sukzession von Populationen
untersucht werden (Dumont und Murrell, 2005; Friedrich, 2011). In diesem SIP-
Experiment sollte ,crossfeeding’ aufgrund der kurzen Inkubationszeit jedoch keine grofie
Rolle spielen. Aulierdem wurden nur sehr geringe Substratkonzentrationen (~2 mg C/g
Boden, Bertrand et al., 2006) eingesetzt um systematische Fehler durch Anreicherungs-
effekte, die eine Einschrdnkung der stabilen Isotopenbeprobung darstellen kdnnen
(Friedrich, 2006; Neufeld et al., 2007), zu vermeiden.

Ein Einbau von ®C in die RNA von Weizenmaterial abbauenden Bakterien war bereits
nach 24 h durch den Anstieg der Abundanz von T-RFs in ,schweren’ und leichten’ T-
RFLP-Profilen (Abb. 24, Anhang Abb. 10), die in den selben Béden ohne Weizenzugabe
mit einer geringeren Haufigkeit auftraten, detektierbar. Dies deutet daraufhin, dass einige
bakterielle Populationen, die in der anfénglichen mikrobiellen Gemeinschaft nicht
numerisch abundant waren, durch Weizenmaterial stimuliert wurden. Da diese Bakterien

nach Zugabe von frischem organischem Material ein schnelles Wachstum zeigten,
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kénnten diese r-Strategen entsprechen (Fontaine et al., 2003; Fierer et al., 2007). Einige
Phyla oder Gattungen (z.B. Vertreter der Verrucomicrobia, Tab. 23) reicherten sich nur in
den ,leichten’ Fraktionen der Griinland- und Waldboden-Inkubationen mit Weizenmaterial
an. Diese unmarkierten Bacteria reagieren auf die Zugabe von frischem organischem
Material (,priming effect’). Als Spezialisten der Zersetzung von schwer abbaubaren
organischem Material im Boden und durch langsame Wachstumsraten kénnen diese als
K-Strategen klassifiziert werden (Fontaine et al., 2003; Fierer et al., 2007). In T-RFLP-
Profilen der ,schweren’ Gradientenfraktionen unterschied sich die Weizen abbauende
bakterielle Gemeinschaft auf den ersten Blick kaum zwischen Inkubationen mit
Weizenwurzeln und Weizenblattern (Abb. 24, Anhang Abb. 10). Die gleichen T-RFs
dominierten zwar zum Teil zu verschiedenen Zeitpunkten der Inkubationen, variierten
aber vor allem zwischen Griinland- und Waldboden. Allerdings unterschied sich innerhalb
einer Inkubation eines Bodens und eines Weizenmaterials die aktive bakterielle
Gemeinschaft fast zu jedem Zeitpunkt in Zusammensetzung und Diversitat. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass Verdnderungen in der mikrobiellen Gemeinschaft in den
ersten Tagen der Inkubationen in Verbindung mit Kohlenstoffverfigbarkeit, Sukzession
und Nahrungsnetzen stehen. Auf &hnliche Art und Weise anderte sich die Zusammen-
setzung der mikrobiellen Gemeinschaft innerhalb der ersten zwei Wochen des Abbaus
von Weizenmaterial, was zumindest teilweise durch die Konkurrenz um leicht abbaubare

Substrate der wasserldslichen Fraktion erklart werden konnte (Marschner et al., 2011).

Nach 72 h der Inkubation wurde die Weizenwurzeln abbauende bakterielle Gemeinschaft
des Grunland- und des Waldbodens durch Klonierung und Sequenzierung bzw.
Pyrosequenzierung charakterisiert. Der Vergleich des klassischen und ,next-generation’
Ansatzes zur Identifizierung an der Assimilierung von Kohlenstoff aus Weizenmaterial
beteiligten Bakterien zeigte, dass alle wichtigen bakteriellen Phyla sowohl in den
Sequenzen der Klonbibliotheken als auch durch Pyrosequenzierung detektiert werden
konnten (Abb. 28). Nur bei Betrachtung der am Abbau von Weizenwurzeln beteiligten
Bakteriengattungen erlaubten die Daten der Pyrosequenzierung durch die weitaus héhere
Sequenzanzahl einen detaillierteren Einblick (Tab. 24). Allerdings kann es vor allem bei
der Pyrosequenzierung durch Sequenzierungsfehler zur Uberschatzung der bakteriellen
Diversitat kommen (Engelbrektson et al., 2010; Kunin et al., 2010). Studien zeigten, dass
der grofRe Anteil eigentlich seltener Taxa in Pyrosequenzierung-Analysen das Ergebnis
von Sequenzierungsfehlern und/oder ungeeigneten Methoden zur Bestimmung von OTUs
waren (Quince et al., 2009; Kunin et al., 2010). In einem Vergleich der biologischen
Abundanz und der resultierenden Sequenzanzahl durch Pyrosequenzierung, zeigten sich

Unterschiede einer ganzen GréRenordnung zwischen Arten (Amend et al., 2010). Da
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Abbildung 34. Darstellung am Abbau von 3C-markierten Weizenwurzeln beteiligter Genera. Die Zuordnung

der 16S rRNA-Sequenzen der 454-Pyrosequenzierung der ,schweren’ (H, BD > 1,81 g mlI’

12 und ,leichten’ (L,

BD < 1,81 g ml'1) CsTFA-Gradientenfraktionen von Griinlandboden (A) inkubiert mit *C-Weizenwurzeln
(13CGH und 13CGL) und von Waldboden (B) inkubiert mit '*C-Weizenwurzeln (13CFH und 13CFL) erfolgte
mittels RDP Classifier. Der prozentuale Anteil jeder taxonomischen Gruppe ist dargestellt.
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aullerdem die Anzahl der 16S rRNA-Gene zwischen phylogenetischen Gruppen variiert
(Rastogi et al., 2009), sollten, wie in der vorliegenden Studie, nur Sequenzanzahlen
innerhalb einer Gruppe quantitativ verglichen werden. Um eine verlasslichere
Einschétzung der Diversitdt zu erhalten und Sequenzen niedriger Qualitdt oder mit
Sequenzierungsfehlern aus Pyrosequenzierung-Analysen zu entfernen, kénnte aber z.B.
auch AmpliconNoise (Quince et al., 2011) genutzt werden. Die vorliegende ist eine der
ersten Studien, die SIP mit Pyrosequenzierung verbindet. Bisher wurden die 16S rRNA-
Gene von SIP-Mikrokosmen mit kontaminiertem Grundwasser zur Identifizierung
anaerober Toluol abbauender Bakterien mittels Pyrosequenzierung analysiert (Pilloni et
al., 2011). In der vorliegenden Arbeit wurde allerdings die bakterielle 16S rRNA in den
schweren’ und leichten’ Gradientenfraktionen der 'C- und '?C-Inkubationen mit
Weizenwurzeln sowie von Griinland- und Waldboden ohne Zusatz von Weizenwurzeln
mittels Pyrosequenzierung analysiert. Die effektivste Assimilierung von '*C aus
Weizenwurzeln nach 72 h zeigten bestimmte Actinobacteria (Arthrobacter, Agromyces,
Kitasatospora), Firmicutes (Paenibacillus), Bacteroidetes (Flavobacterium), -
Proteobacteria (Cystobacter), [-Proteobacteria (Duganella, Massilia, Variovorax,
Pelomonas), a-Proteobacteria (Balneimonas, Mesorhizobium, Amaricoccus) im
Grunlandboden (Abb. 34A). Im Waldboden steigerte die Zugabe von Weizenwurzeln die
Aktivitat vieler Actinobacteria (Catenulispora, Arthrobacter, Humicoccus, Streptacidiphilus,
Kitasatospora, Streptomyces), Firmicutes (Paenibacillus, Bacillus), B-Proteobacteria
(Ralstonia, Burkholderia, Duganella, Massilia, Janthinobacterium, Herbaspirillum,
Collimonas, Variovorax, Pelomonas) und a-Proteobacteria (Rhizobium, Mesorhizobium,
Labrys, Abb. 34B). Eher oligotrophe Bedingungen bevorzugende Bakterien wie z. B
Vertreter der Acidobacteria, Planctomycetes und Verrucomicrobia verringerten ihre
Aktivitdt wahrend des frlhen Abbaus von Weizenwurzeln in beiden B&den (Abb. 28, 29,
Tab. 23). Auch ein \itter bag-Experiment mit leicht abbaubarem Roggen- und
abbauresistenterem Weizenpflanzenmaterial wurde genutzt um die bakterielle Diversitat
wahrend der Zersetzung in landwirtschaftlich genutzten B&den Nord-, Mittel- und
Siiddeutschlands zu untersuchen (Dilly et al., 2004). Die Studie zeigte, dass die Art der
Streu, die Lokalisierung des Bodens und die Bakterien des umgebenden Bodens die
Entwicklung der bakteriellen Gemeinschaften in der Streu beeinflusste (Dilly et al., 2004).
In der vorliegenden Arbeit waren die numerisch dominanten Phyla im Wald- und
Grunlandboden Proteo- und Actinobacteria (Tab. 23). Einige Actinobacteria besitzen die
Féhigkeit schwer abbaubare organische Substanzen zu zersetzen, so kdénnen zum
Beispiel Actinomycetes in Konkurrenz mit Pilzen Lignin abbauen (de Boer et al., 2005).
Streptomycetes sind im Boden weit verbreitet und spielen einen wichtige Rolle im
Celluloseabbau (Wirth und Ulrich, 2002; Haichar et al., 2007), obwohl die meisten
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Vertreter nicht in der Lage sind den Cellulasekomplex zu bilden, nur die Endoglucanase
produzieren und die Exoglucanaseaktivitdt zur vollstdndigen Hydrolyse von Cellulose
durch andere cellulolytischen Bakterien bereitgestellt wird (Semedo et al., 2000). Die
Anreicherung von proteobakteriellen Gattungen wie Massilia, Variovorax, Pseudomonas,
Janthinobacterium und Mesorhizobium sowie Bacteroidetes wie Flavobacterium wurde
bereits in Boden gefunden, die mit Glucose, Phenol oder Naphthalin (Padmanabhan et
al., 2003), Cellulose (Haichar et al., 2007) oder Weizenpflanzenmaterial (Bernard et al.,
2007) versetzt wurden. Wahrend des Abbaus von Pflanzenmaterial dominieren r-
Strategen in der frilhen schnellen Phase der Zersetzung, wenn noch leicht abbaubare
Substanzen zur Verfligung stehen. Diese werden in einer spateren langsameren Phase
durch K-Strategen ersetzt, wenn wachstumslimitierende Substratkonzentrationen erreicht
sind und die Zersetzung von schwer abbaubaren Substanzen des Pflanzenmaterials
einsetzt (Slater und Lovatt, 1984; Wang et al., 2004). Demzufolge sinkt innerhalb der
ersten zwei Wochen des Abbaus der Anteil an Zuckern und Stérke wohingegen der
Prozentsatz an Lignin zunimmt und sich abbauresistentere Substanzen in spaten Phasen
der Zersetzung anreichern (Aneja et al., 2006; Wang et al., 2004). Diese spateren Phasen
des Abbaus von Pflanzenmaterial kénnten von oligotrophen Vertretern der Acidobacteria,
Actinobacteria, Chloroflexi, a-Proteobacteria (Rhodomicrobium), Firmicutes (Bacillus) und
Verrucomicrobia dominiert werden. Diese Bakterien wurden in mit Lignin versetzten
Klgelchen, die in einem tropischen Waldboden eingebracht wurden, in einer Woche

angereichert und zeigten eine hohe Lignaseaktivitat (Deangelis et al., 2011).

Obwohl Acidobacteria das abundanteste Phylum nach Proteobacteria sowohl im
Grunland- (11%) als auch im Waldboden (12%) waren, schienen sie nicht aktiv am frihen
Abbau von abgestorbenem Weizenmaterial beteiligt zu sein (Tab. 23, Abb. 29). lhre
Abundanz sank in den ,schweren’ Fraktionen der '*C-Weizenwurzel-Inkubationen nach 72
h auf 1 und 3% (Tab. 23, Abb. 29). Selbst bei Verwendung des Acidobacteria-
spezifischen Primers Acido31F (Barns et al., 1999) konnte entweder kein PCR-Produkt
von ,schweren’ Fraktionen der *C-Weizenwurzel-Inkubationen nach 72 h erhalten werden
oder aber die daraus resultierenden T-RFLP-Profile der 16S rRNA unterschieden sich
nicht von denen der entsprechenden leichten’ Fraktionen. Wasserlésliche und leicht
abbaubare Substanzen in beiden Arten des Weizenpflanzenmaterials scheinen besonders
wichtig fur die hohe Aktivitdt copiothropher im Vergleich zu oligotrophen Bakterien in der
frihen Phase des Abbaus von Pflanzenmaterial zu sein. Stabile Isotopenbeprobung mit
Pflanzenmaterial oder komplexen Pflanzenderivaten Uber einen langeren Inkubationszeit-
raum und die parallele Analyse von Konzentrationen potentieller Zwischenprodukte des

Abbaus kénnten weitere Einsichten in die Physiologie der Acidobacteria im Boden geben.
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4.6. Einfliisse von Biodiversitat und Landnutzung auf bakterielle Diversitat

Die Erhaltung der Biodiversitat in landwirtschaftlich genutzten Naturrdumen ist eine der
wichtigsten Aufgaben des Naturschutzes (Isselstein et al., 2005; de Bello et al., 2010), da
Biodiversitat eine wichtige Rolle fur die Nahrungskreisldufe spielt, sich aber ein grof3er
Teil der Flache Deutschlands in landwirtschaftlicher (53%) oder forstwirtschaftlicher (30%)
Nutzung befindet (Deggau, 2006). Eine Abnahme der Biodiversitdt beeinflusst
Okosystemfunktionen und -leistungen (Loreau et al., 2001) und kann gegenwartig vor
allem durch grof3- und kleinskalige Veradnderungen in der Landnutzung erklart werden
(Settele et al., 2010). Die Intensivierung und Anderung der Landnutzung kann auch einen
Einfluss auf mikrobielle Gemeinschaften im Boden haben (Buckley und Schmidt, 2001;
2003; Wessen et al., 2010). Mikrobielle Gemeinschaften unterscheiden sich zwischen
Weide- und Waldbdden (Nusslein und Tiedje, 1999; Stevenson et al., 2004a) als auch
zwischen verschiedenen Waldern (Hackl et al., 2004) und zwischen Weideb&den

unterschiedlicher Beweidungsintensitét (Bardgett et al., 2001; Clegg, 2006).

In der vorliegenden Arbeit beeinflussten vor allem die Landnutzungstypen Wald und
Grinland die Diversitat und Zusammensetzung der Acidobacteria nicht nur auf Ebene des
gesamten Phylums sondern auch auf Ebene der Untergruppen und sogar einzelner
Phylotypen. So wurden zum Beispiel Waldb&den von Acidobacteria der Untergruppe Gp1
dominiert und Grinlandbdden von Vertretern der Untergruppe Gp6 (Abb. 5, Tab. 7).
Allerdings unterschied sich die Diversitat und Aktivitdt der Acidobacteria im Boden nicht
signifikant zwischen den verschiedenen Nutzungsformen der Grinland- (gediingte Wiese,
Méhweide und ungedingte Weide) oder Waldflachen (Altersklassen-Nadelwald,
Alterklassen-Buchenwald und Naturwald Buche), die mit je drei Flachen pro
Untersuchungsregion vertreten waren (Tab. 9, 15). Neben dieser Einteilung der Flachen
in kategorische Landnutzungstypen, wurde auch ein Landnutzungsindex fur alle
Grinlandflachen basierend auf Diingung, Beweidung und Mahd sowie ein Landnutzungs-
und Stdrungsindex fur alle Waldflachen berechnet (Hessenmoeller et al., 2011). Im
Grunland beeinflusste diese Landnutzungsintensitdt die Zusammensetzung der aktiven
Acidobacteria im Boden (Tab. 16). Einflisse von Landnutzung traten in den
Untersuchungsflachen bei Analysen zur saisonalen Dynamik von Acidobacteria deutlicher
auf. Durch vierfache Beprobung im Jahr 2009 konnten hier mehrere Wiederholungen pro
Landnutzungstyp ausgewertet werden. So unterschied sich die Zusammensetzung der
Acidobacteria sowohl im Grinland als auch im Wald zwischen den verschiedenen
Landnutzungstypen und wurde auch vom Landnutzungsindex, vor allem im Grunland,
beeinflusst (Tab. 19, 20). In der saisonalen Analyse der Acidobacteria-Diversitdt konnten

Landnutzungseffekte auch fur einzelne Untergruppen aufgezeigt werden. Ein Phylotyp der
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Untergruppe Gp1 war in Nadelwaldern abundanter (T-RF 256 bp, Abb. 18) wohingegen
ein weiterer Phylotyp dieser Untergruppe in Buchwéldern zahlreicher auftrat (T-RF 85 bp,
Abb. 14). Acidobacteria der Untergruppe Gp6 (T-RF 283 bp, Abb. 21) waren in gediingten
Wiesen héaufiger als in weniger intensiv genutzten M&hweiden. Schon die positive
Korrelation der Abundanz der Untergruppe Gp6 mit Kohlenstoff- und Stickstoffgehalten
(Tab. 25) deutete darauf hin, dass diese Vertreter der Acidobacteria eher copiotrophe
Habitate bevorzugen, wie z.B. auch gedingte Wiesen. Durch Pyrosequenzierung der 16S
rRNA-Gene der A- und B-Horizonte der neun Grinlandbdden im Hainich konnte eine
mittlere bakterielle Diversitat berechnet werden, die in gediingten Wiesen am niedrigsten
und in ungedingten Weiden am hoéchsten war (Will et al., 2010). In den Bbéden der
Untersuchungsflachen der Schwébischen Alb wurden Unterschiede der bakteriellen
Gemeinschaft zwischen Grinland- und Waldbdden deutlich, aber die verschiedenen
Landnutzungstypen der Grinland- oder Waldflachen riefen keine unterschiedlichen
Bakteriengemeinschaften hervor (Nacke et al., 2011a). Wie schon in vorangegangen
Studien gezeigt (Hackl et al., 2004), hatte allerdings die Baumart (Buche oder Fichte)
einen Einfluss auf die Diversitdt und Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft im
Waldboden (Nacke et al., 2011a).

Landnutzung kénnte die Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften aber auch
indirekt Gber die Modifizierung von Bodeneigenschaften und Nahrstoffkonzentrationen
beeinflussen (Lauber et al., 2008; Jesus et al., 2009). Landnutzung scheint tatsachlich
eine wichtige EinflussgréRRe auf die Konzentration und Verteilung von Phosphor in Béden
der drei Untersuchungsregionen zu sein (Alt et al., 2011). Nach der statistischen
Eliminierung des Effektes des pH-Wertes konnte die Landnutzungsintensitat noch immer
10% der Varianz der Konzentrationen der Phosphorfraktionen im Boden erklaren. Die
Landnutzungsintensitat hatte einen besonders starken Einfluss auf instabilen
inorganischen Phosphor mit niedrigen Konzentrationen in intensiv genutzten
Grunlandbéden der Schwabischen Alb und Schorfheide-Chorin  und hdéheren
Konzentrationen in intensiv genutzten Grinlandbdden des Hainich-Dun (Alt et al., 2011).
Um Landnutzungseffekte auf Nahrstoffe zu untersuchen, bieten sich die unbestédndigen
Phosphorfraktionen an, da diese selbst kurzfristig substanziell durch Landnutzung
beeinflusst werden (Negassa und Leinweber, 2009). Ferner wurden die Konzentrationen
verschiedener Nahrstoffe in Pflanzenbiomasse der Grinlander der drei Untersuchungs-
regionen von Pflanzendiversitdt und Landnutzung beeinflusst (Klaus et al., 2011).
Phosphorkonzentrationen nahmen mit steigender Landnutzungsintensitdt und sinkender
Pflanzendiversitat zu, Stickstoff und Kalium zeigten kein so eindeutiges Muster. Da das

Verhéltnis von Stickstoff zu Phosphor in Pflanzenbiomasse positiv mit dem Artenreichtum
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vaskuldrer Pflanzen korrelierte, sollte eine geringfigige Dingung mit Phosphor zu

artenreichen landwirtschaftlich genutzten Grunléandern fuhren (Klaus et al., 2011).

Pflanzendiversitat wird als einer der wichtigsten Faktoren fir mikrobielle Diversitat im
Boden angesehen, obwohl viele Studien keine Korrelation zwischen diesen beiden
Parametern feststellen konnten (Kowalchuk et al., 2002; Buckley und Schmidt, 2001). Die
Zusammensetzung der Pflanzen beeinflusste nur Bakterien der Rhizosphare (Kowalchuk
et al., 2002) und eine Herabsetzung der mikrobiellen Diversitdt im Boden flihrte zu eher
kleinen Veranderungen der Pflanzengemeinschaft (Bonkowski und Roy, 2005). Im
Gegensatz dazu wurde die bakterielle Diversitat in Griinlandbdden deutlich durch die Zahl
der Pflanzenarten beeinflusst (Griter et al., 2006). Auch verschiedene Aspekte der
Landnutzung kénnen mit Gberirdischen Pflanzen und Bakteriengemeinschaften im Boden
in Verbindung gebracht werden. So unterschieden sich bakterielle Gemeinschaften
zwischen Regenwald- und benachbarten Weidelandboden (Borneman und Triplett, 1997)
und Veradnderungen der Pflanzendecke von Wald zu Weide fuhrten zu einer Verschiebung
der dominanten Bodenbakterien von Acidobacteria zu B-Proteobacteria (Nusslein und
Tiedje, 1998). Aber auch Dungung mit Stickstoff und Kalk verédnderte die Struktur der
Bakteriengemeinschaft in Grinlandbéden wohingegen die Zusammensetzung der
Pflanzen nur einen schwachen Einfluss auf die Bodenbakterien austibte (Kennedy et al.,
2004). In der vorliegenden Arbeit wurde die Zusammensetzung der aktiven Acidobacteria
im Grinland durch die Anzahl der vaskuldren Pflanzenarten beeinflusst (Tab. 16).
Acidobacteria der Untergruppe Gp1 (T-RF 85 bp) zeigten eine héhere Abundanz in Béden
von Grinlandflachen mit wenig vaskularen Pflanzenarten und Vertreter der Untergruppe
Gp18 (T-RF 273 bp) eine hohe Abundanz in Griinlandbéden mit hoher Pflanzendiversitat
(Tab. 25). Auf Ebene der Phylotypen zeigten Acidobacteria der Untergruppe Gp5 eine
sehr deutliche Beeinflussung durch Pflanzendiversitat: zwei Phylotypen dieser
Untergruppe waren in Boden mit hoher Anzahl vaskuldrer Pflanzenarten sehr abundant
(Tab. 14). Die Abundanz von Acidobacteria der Untergruppe Gp1 verdoppelte sich in
einem Grinlandboden, wenn alle Pflanzen entfernt wurden (Thomson et al., 2010), auf
dhnliche Weise waren in der vorliegenden Arbeit einige Vertreter der Untergruppe Gp1
haufiger in Bdden mit einem weniger diversen Pflanzenbewuchs zu finden. Da die
Zunahme mikrobieller Biomasse mit steigender Pflanzendiversitdt wahrscheinlich auf eine
hdhere Pflanzenproduktion zurtickgeht (Zak et al., 2003), kann die niedrige Abundanz der
Untergruppe Gp1 in Flachen niedriger Pflanzendiversitdt mdglicherweise durch die
geringere Verfugbarkeit von organischem Kohlenstoff und Stickstoff bei geringem Eintrag
von organischem Material durch Pflanzen begriindet werden. Dieser Sachverhalt bestéatigt

das vorrangige Auftreten von Acidobacteria der Untergruppe Gp1 in oligotrophen
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Bodenhabitaten mit niedrigem Kohlenstoff-, Stickstoff- und Phosphatgehalt sowie

niedriger Bodenfeuchte.

Pflanzenmaterial ist eine wichtige Quelle organischen Kohlenstoffs fiir Mikroorganismen
im Boden (Swift et al., 1979; Berg und McClaugherty, 2003). Der Abbau von
Pflanzenmaterial wird durch dessen chemische Zusammensetzung, Umweltfaktoren und
die Zusammensetzung der abbauenden Organismengemeinschaft bestimmt. Einige
mikrobielle Taxa k&énnen bestimmte Kohlenstoffquellen jedoch besser abbauen als
Andere und die Abbaurate kann zwischen Bodentypen und Okosystem stark variieren
(Fierer et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde (ber stabile Isotopenbeprobung der
mikrobielle Abbau von Weizenpflanzenmaterial in einem Griinland- und einem Waldboden
verfolgt. Tatsdchlich unterschied sich die Gemeinschaft der am Abbau von
Pflanzenmaterial beteiligten Bakterien zwischen den beiden Landnutzungstypen Rinder-
mahweide und Naturwald Buche (Abb. 34). Es ist vorstellbar, dass sich die Pflanzen-
polymere abbauende Bakteriengemeinschaft auch zwischen intensiv und extensiv
bewirtschafteten  Grinland-béden oder Fichten-Monokulturen und Naturwaldern
unterscheidet. Die dominierende Baumart eines Waldes hatte zum Beispiel einen
deutlichen Einfluss auf die Zusammen-setzung der Cellulose abbauenden mikrobiellen
Gemeinschaft (Kubartova et al., 2007). Dies kénnte durch weitere SIP-Experimente mit
Pflanzenmaterial oder -polymeren z.B. in Bodenmikrokosmen mit und ohne zusétzliche

Dingung analysiert werden.

Studien, die die Faktoren Vegetation, Landnutzung und Bodeneigenschaften zusammen
untersuchen und versuchen den vorherrschenden dieser Effekte auf die Struktur
bakterieller Gemeinschaften im Boden aufzuzeigen, sind bisher selten. Chan et al. (2008)
zeigte, dass der Pflanzenbewuchs in Wald, Weideland und Fldchen mit Strauchern die
Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft deutlicher beeinflusste als
bodenchemische Eigenschaften. In der vorliegenden Arbeit schienen hingegen Boden-
eigenschaften, allen voran der pH-Wert, aber auch die N&hrstoffverfigbarkeit und die
Abundanz von Protozoa die Diversitat und Zusammensetzung der Acidobacteria starker
zu beeinflussen als Landnutzung und Pflanzendiversitdt. Allerdings kénnen Land-
nutzungsanderungen physikalische und chemische Eigenschaften von Boden verdndern.
So beeinflusst Landnutzung die Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte, die Textur und den pH-
Wert des Bodens signifikant und langfristig (Post und Mann, 1990; Murty et al., 2002).
Diese Effekte gehen groBtenteils auf Anderungen in der Zusammensetzung der
Pflanzenarten und die Art der Bewirtschaftung zuriick. Folglich zeigen auch in der
vorliegenden Arbeit Landnutzung und Pflanzendiversitat eher indirekte Effekte auf die

Gemeinschaft der Acidobacteria Uber die Beeinflussung von Bodeneigenschaften und

144



Diskussion

Nahrstoffkonzentrationen in den Bdden der drei Untersuchungsregionen. Nur das
Vorkommen weniger Vertreter der Acidobacteria-Untergruppen oder einzelner Phylotypen

schien direkt von Pflanzendiversitat oder Landnutzungsform abhéangig zu sein.

4.7. Ausblick

Die in dieser Dissertation durchgefihrten molekularbiologischen Analysen erméglichen
einen umfangreichen Einblick in die Diversitdt und Zusammensetzung von Acidobacteria
in Grlinland- und Waldbdden dreier Regionen in Deutschland. Mittels statistischer
Datenanalyse konnten Abhangigkeiten der Acidobacteria, ihrer Untergruppen und sogar
einzelner Phylotypen von Boden- und Standorteigenschaften sowie Pflanzendiversitat und
Landnutzung aufgezeigt werden. Durch das Projekt der Biodiversitats-Exploratorien und
seiner Interdisziplinaritat kénnten noch weitere Einfliisse von Boden, Umwelt und héheren
Taxa auf die Diversitédt der Acidobacteria getestet werden. Auch Effekte von intensiver
und extensiver Landnutzung sowie Dingung auf dieses Phylum kénnten durch eine
Erhdéhung der Probenanzahl detaillierter untersucht werden. Aber auch durch die Analyse
raumlich kleinskaliger Variationen in Diversitdt und Zusammensetzung innerhalb
ausgesuchter Untersuchungsflachen kdnnten weitere Erkenntnisse Uber die Physiologie
und Okologie der Acidobacteria gewonnen werden. Ferner kénnte Uber Methoden der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ungestérter Bodenproben (Eickhorst und Tippkétter,
2008) versucht werden festzustellen, welche Mikrohabitate Acidobacteria in der

Bodenmatrix vorrangig besiedeln.

In der vorliegenden Dissertation wurden auflerdem jahreszeitliche Veranderungen der
Diversitdt und Zusammensetzung der aktiven Acidobacteria analysiert und auf
Abhangigkeit von Umwelteinflissen geprift. Es wurden allerdings nur Bodenproben
wahrend einer Vegetationsperiode im April, Juni, August und Oktober eines Jahres
untersucht. Es kénnte jedoch auch von Interesse sein, die Acidobacteria-Gemeinschaft im
Winter oder direkt nach Bodenfrésten zu charakterisieren (Nemergut et al., 2007; Schmidt
et al., 2007).

Um die Rolle der Acidobacteria im Boden genauer zu verstehen, wurde zudem Uber
stabile Isotopenbeprobung der Abbau von Weizenpflanzenmaterial exemplarisch in einem
Grinland- und einem Waldboden verfolgt und die daran beteiligten Bakterien Uber
Jfingerprinting-Analysen und (Pyro)Sequenzierung der 16S rRNA identifiziert. Stabile
Isotopenbeprobung mit Pflanzenmaterial oder komplexen Pflanzenderivaten wie z.B.
Lignin Uber einen langeren Inkubationszeitraum und die parallele Analyse von

Konzentrationen potentieller Zwischenprodukte des Abbaus kdnnten weitere Einblicke in
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die Physiologie der Acidobacteria geben. Zur Aufkldrung von Nahrungsnetzen im Boden
kénnten auRerdem auch aus Boden isolierte '*C-markierte Acidobacteria in RNA-SIP-

Experimenten eingesetzt werden.

Um néahere Informationen Uber metabolische Eigenschaften dominanter Acidobacteria in
den untersuchten Bdden zu erlangen, kénnten des Weiteren bereits bestehende
Metagenombibliotheken (Nacke et al., 2011b) auf Genomfragmente der Acidobacteria
untersucht werden. Acidobacteria kénnen in Metagenombibliotheken dominieren und
zeigten die Prasenz von Genen, die fir die Aufnahme von Aminosduren verantwortlich
sind (Liles et al., 2003), die Proteasen und Zink-Metallopeptidasen codieren (Quaiser et
al., 2008) oder auch Gene, welche die Polyketid-Synthese steuern (Parsley et al., 2011).
Durch die hohe Abundanz der Acidobacteria in den untersuchten Flachen ist zu erwarten,
dass die Metagenombibliotheken auch eine hohe Anzahl an Genomfragmenten von
Acidobacteria enthalten. Weitere Auskiinfte Gber die Physiologie kénnten Gber Isolierung,

Kultivierung und Charakterisierung représentativer Acidobacteria gewonnen werden.
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6. Anhang

Tabelle 1. ,Accession numbers’ der 2031 acidobakteriellen 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Klonbibliotheken

AEG, HEG, SEG, AEW, HEW und SEW (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Genbank)

Klonbibliothek

Accession-Numbers

AEG

HQ597043 - HQ597396

HEG

HQ597397 - HQ597542
HQ597544 - HQ597731

SEG

HQ597733 - HQ597739
HQ597741

HQ597743 - HQ597754
HQ597756 - HQ597759
HQ597761 - HQ597762
HQ597764 - HQ597768
HQ597771 - HQ597774
HQ597776 - HQ597786
HQ597788 - HQ597893
HQ597796 - HQ597817
HQ597819 - HQ597823
HQ597825 - HQ597826
HQ597829 - HQ597835
HQ597837 - HQ597846
HQ597848 - HQ597850
HQ597852 - HQ597859
HQ597864 - HQ597868
HQ597870 - HQ597871
HQ597873 - HQ597874
HQ597876 - HQ597880
HQ597882

HQ597884 - HQ597886
HQ597888 - HQ597889
HQ597893 - HQ597900
HQ597902 - HQ597904
HQ597906 - HQ597917
HQ597920 - HQ597923
HQ597925 - HQ597926
HQ597930

HQ597932

HQ597934 - HQ597936
HQ597939 - HQ597942
HQ597944 - HQ597950
HQ597952 - HQ597964
HQ597967

HQ597969

HQ597972

HQ597974

HQ597977

HQ597979 - HQ597980
HQ597982

HQ597984

HQ597986

HQ597988

HQ597990 - HQ597991
HQ597993

HQ597996 - HQ597997
HQ729774 - HQ729915

AEW

HQ598095 - HQ598414

HEW

HQ598415 - HQ598744

SEW

HQ598745 - HQ598871
HQ598873 - HQ599092
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Anhang

Tabelle 3. Anzahl und Verteilung der 414 OTUs auf die 6 Klonbibliotheken.

QP::EiIb(Ijiirtheken Vorkommen Anzahl der OTUs

6 AEG+HEG+SEG+AEW+HEW+SEW 2

5 AEG+HEG+SEG+AEW+HEW 15

AEG+SEG+AEW+HEW+SEW

AEG+HEG+SEG+AEW

AEG+HEG+SEG+HEW

AEG+HEG+AEW+HEW

AEG+SEG+AEW+HEW

AEG+AEW+HEW+SEW

SEG+AEW+HEW+SEW

AEG+HEG+SEG

AEG+HEG+AEW

AEG+HEG+HEW

AEG+SEG+AEW

AEG+SEG+HEW

HEG+SEG+AEW

3 HEG+SEG+HEW

AEG+AEW+HEW

HEG+AEW+HEW

SEG+AEW+HEW

SEG+AEW+SEW

SEG+HEW+SEW

AEW+HEW+SEW

AEG+HEG

AEG+SEG

AEG+AEW

AEG+HEW

AEG+SEW

HEG+SEG

HEG+AEW

HEG+HEW

SEG+AEW

SEG+HEW

SEG+SEW

AEW+HEW

AEW+SEW

HEW+SEW

AEG

HEG

SEG 109

L AEW 21 217
HEW 16
SEW 29

N

-—
N

24

72

| ©

84
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Anhang

Tabelle 4. Ergebnisse der in silico T-RF-Analyse (T-RF-cut-tool in ARB) der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der
Klonbibliotheken AEG, HEG, SEG. AEW, HEW. SEW. T-RFs in fett dominierten in der entsprechenden
Untergruppe. Zuordnungen zu in vivo T-RFs wurden ausgehend von in silico T-RFs + 3 bp berechnet.

Untergruppe in silico T-RFs in vivo abundante T-RFs
Gp1 88, 143, 144, 258, 260 85, 256

Gp3 135, 141, 143, 145, 258 142

Gp4 88, 138, 139, 276 139

Gp5 135, 137 133

Gp6 166, 167, 191, 193, 194, 195, 210, 285, 287 189, 191, 283, 286
Gp11 462, 464 461

Gp13 90, 166 87, 163

Gp15 74 71

Gp17 133, 135, 137, 191, 193 130

Gp18 200, 276 202, 275
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Anhang

Tabelle 5. Multiple lineare Regressionsanalyse des Shannon-Diversitatsindices (berechnet ausgehend von
16S rRNA-T-RFLP-Profilen 2009) und den erkldrenden Variablen Exploratorium, Griinland oder Wald,
Bodentyp, Jahreszeit, pH-Wert, Landnutzungstyp, Landnutzungsintensitdt und Dingung basierend auf einer
Modellauswahl mit Hilfe des AIC. Signifikante Effekte, die einen post-hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur
bestanden haben, sind fett dargestellt.

Effekt alle N= 56 Grunland N=26 Wald N=30

df MS F P df MS F p df MS F p
Exploratorium 2 0,67 13,8 < 0,001 2 0,11 3,15 <0,05 2 3,09 57,7 < 0,001
Bodentyp 7 0,27 5,54 < 0,001
Jahreszeit 3 1,13 23,2 <0,001 3 0,65 18,6 <0,001 3 0,51 9,51 < 0,001
pH 1 6,96 143,8 < 0,001
Landnutzungstyp 3 0,14 2,65 n.s.
R® 0,581 *** 0,405 *** 0,580 ***

df: Freiheitsgrade, MS: mean of squares, n. s.: nicht signifikant
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Tabelle 6. Multiple lineare Regressionsanalyse des Shannon-Diversitatsindices (berechnet ausgehend von
16S rRNA-T-RFLP-Profilen 2009) und den erkldrenden Variablen Exploratorium, Griinland oder Wald,
Bodentyp, Jahreszeit, pH-Wert, Landnutzungstyp, Landnutzungsintensitat und Dingung inklusive mdéglicher
Interaktionen basierend auf einer Modellauswahl mit Hilfe des AIC. Signifikante Effekte, die einen post-hoc-
Test mit Bonferroni-Korrektur bestanden haben, sind fett dargestellt.

Effekt alle N=56 Grinland N=26 Wald N=30
df MS F p df MS F p df MS F p

Exploratorium 2 0,67 14,9 < 0,001 2 0,11 3,145 <0,05 2 3,09 70,1 < 0,001
Jahreszeit 3 1,13 25,2 < 0,001 3 065 186 <0,001 3 0,51 11,5 <0,001
pH 1 6,96 155,9 < 0,001
Landnutzungstyp 3 0,14 3,21 < 0,05
EH X 2 094 211  <0,001

xploratorium
Janreszoll X 6 013 298  <0,01 6 022 493 <0,001

xploratorium
R’ 0,615 *** 0,405 *** 0,673 ***

df: Freiheitsgrade, MS: mean of squares, , n. s.: nicht signifikant
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Tabelle 7. Multiple lineare Regressionsanalyse der relativen Abundanz ausgewéhlter T-RFs (16S rRNA-T-
RFLP-Profile 2009) und Exploratorium, Grinland oder Wald, Bodentyp, Jahreszeit, pH-Wert, Landnutzungs-
typ, Landnutzungsintensitdt (LUI) und Diingung basierend auf einer Modellauswahl mit Hilfe des AIC.
Signifikante Effekte, die einen post-hoc-Test mit Bonferroni-Korrektur bestanden haben, sind fett dargestellit.

Effekt alle N=56 Grunland N=26 Wald N=30
df MS F p df MS F p df MS F p
T-RF 85
Exploratorium 2 2,06 2,51 n.s
Griinland/Wald 1 459 12,5 < 0,001
Bodentyp 7 112,11 30,5 <0,001 5 126,8 20,4 < 0,001
Jahreszeit 3 29,3 8,0 <0,001 3 50,8 8,15 <0,001 3 2,15 2,62 n.s.
pH 1 9,20 2,50 n.s. 1 2,62 3,20 n.s.
Landnutzung 3 5,03 6,15 < 0,001
LUI 1 13,33 2,14 n.s. 1 4,43 5,42 < 0,05
R? 0,554 *** 0,596 *** 0,270 ***
T-RF 131
Exploratorium 2 610,9 88,54 < 0,001 2 1006 2159 <0.001
Grunland/Wald 1 158,3 22,94 < 0,001
Bodentyp 7 256,0 37,10 <0,001 5 114,4 16,05 < 0,001
Jahreszeit 3 30,81 4,47 <0,01 3 19,83 2,78 <0,05 3 16,42 3,52 < 0,05
pH 1 48,98 7,10 < 0,01 1 314,7 67,53 < 0,001
Landnutzung 2 24,81 3,48 < 0,05
LUI 1 31,67 4,44 <0,05 1 28,89 6,20 < 0,05
Diingung 1 37,99 5,33 <0,05
R? 0,705 *** 0,556 *** 0,823 ***
T-RF 188
Exploratorium 2 3,18 2,69 n.s. 2 16,52 23,3 < 0,001
Bodentyp 7 5,42 4,57 <0.001 4 6,22 4,99 < 0,001
Jahreszeit 3 5,80 8,18 <0,001 3 5,06 4,06 <0,01
pH 1 100,05 84,43 <0.001 1 14,20 20,0 <0,001 1 2,61 2,09 n.s.
LUI 1 4,45 6,27 <0,05
R? 0,373 *** 0,522 *** 0,237 ***
T-RF 191
Exploratorium 2 90,1 4,16 <0,05 2 80,0 3,54 <0,05
Grinland/Wald 1 186,9 8,62 <0,01
Bodentyp 7 281,3 13,0 <0,001 5 330,3 19,7 < 0,001
Jahreszeit 3 369,0 17,0 <0,001 3 349,7 20,9 <0,001 3 82,1 3,63 < 0,05
pH 1 11394 5254 <0,001 1 3,63 0,22 n.s. 1 3309,2 146,3 < 0,001
Dungung 1 36,8 2,20 n.s.
R? 0,773 *** 0,656 *** 0,595 ***
T-RF 256
Exploratorium 2 9499 19,65 < 0,001 2 792,5 10,92 < 0,001
Griinland/Wald 1 107,2 2,22 n.s.
Bodentyp 7 132,7 2,75 <0,01 5 12,03 5,07 < 0,001
Jahreszeit 3 1449 3,00 <0,05 3 20,00 8,43 < 0,001
pH 1 30557 632,1 <0,001 1 360,9 1521 <0,001 1 11899 164,0 < 0,001
Landnutzung 3 617,8 8,52 < 0,001
LUI 1 180,6 2,49 n.s.
R? 0,777 *** 0,700 *** 0,658 ***
T-RF 273
Exploratorium 2 25,38 34,75 < 0,001 2 3,55 6,52 <0,01
Griunland/Wald 1 5,43 7,44 < 0,01
Bodentyp 5 3,37 4,92 < 0,001
Jahreszeit 3 11,13 15,24 <0,001 3 6,32 9,25 <0,001 3 7,24 13,32 < 0,001
pH 1 9,36 12,82 <0,001 1 1,34 1,96 n.s. 1 55,11 101,3 < 0,001
Landnutzung 2 3,43 5,01 <0,01 3 1,21 2,23 n.s.
R? 0,394 *** 0,431 *** 0,596 ***
T-RF 281
Exploratorium 2 105,8 12,8 <0,001 2 167,9 25,0 <0,001 2 70,9 9,65 < 0,001
Grinland/Wald 1 316,6 38,4 < 0,001
Bodentyp 7 33,8 4,10 < 0,001
Jahreszeit 3 19,1 2,31 n.s. 3 54,2 8,07 < 0,001
pH 1 3476,8 421,5 <0,001 1 48,6 7,23 < 0,01 1 2178,3 296,6 < 0,001
Landnutzung 2 21,4 3,19 <0,05 3 28,3 3,85 <0,05
LUI 1 65,7 8,95 < 0,01
R? 0,722 *** 0,500 *** 0,752 ***
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T-RF 283
Exploratorium 32,13 13,84 <0,001 2 41,51 17,66 <0,001 2 2,64 2,69 n.s.
Jahreszeit 51,14 22,03 <0,001 3 75,41 32,09 <0,001 3 5,57 5,67 <0,01
pH 4453 191,8 <0,001 1 52,82 22,48 <0,001 1 136,9 1395 < 0,001
Landnutzung 2 15,89 6,76 < 0,01
LUI 1 15,94 16,24 < 0,001
R® 0,577 *** 0,656 *** 0,616 ***

T-RF 461
Exploratorium 2 40,39 42,93 <0,001 2 25,59 20,87 <0,001 2 4,46 10,07 < 0,001
Grinland/Wald 1 2,14 2,27 n.s.
Jahreszeit 11,45 12,17 <0,001 3 13,07 10,66 <0,001 3 1,83 4,12 <0,01
pH 31,83 33,84 <0,001 1 6,10 4,98 < 0,05 1 35,63 80,42 < 0,001
Landnutzung 3 1,28 2,89 < 0,05
R? 0,433 *** 0,467 *** 0,527 ***

df: Freiheitsgrade, MS: mean of squares, n.s.: nicht signifikant
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AEG:25 AEW: 6
Gp17: 67 HEG: 9 HEW:=®6

AEG: 217 AEW: 132
Gp6: 892 HEG: 208 HEW: 126

AEG: 60
Gp5:189 HEG: 35

AEG: 27 AEW: 18
Gp4: 161 HEG: 66 HEW: 19

AEG:3 AEW: 1
Gp11: 20 HEG:3 HEW:1

.= AEG: 4
= L=

Gp9: 2~

AEG: 13 AEW: 36
Gp3: 165 HEG:8  HEW: 24

AEW: 1
Gp13: 14 HEW: 5

HEW_08_335, Gp1, Mspl:174
uncultured forest soil bacterium, AY913511

AEG:6 AEW:83
Gp1: 510 HEG:4 HEW: 106

Gp15: 6 HEW: 2

Gp8

0.10

Abbildung 1. Ubersichtsbaum (Neighbour-Joining) der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der verschiedenen
detektierten Untergruppen der Acidobacteria der Klonbibliotheken der Grinland-(G) und Waldbdden (W) aller
drei Untersuchungsregionen (ALB — A, HAI — H, SCH — S). Die Anzahl der Klone innerhalb der Untergruppen
und fur die jeweiligen Klonbibliotheken sind angezeigt. T-RF-Langen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der
16S rRNA-Sequenzen mit dem Restriktionsenzym Mspl bestimmt. Der Malstab stellt 10%
Sequenzunterschied dar, GenBank ,accession numbers’ der Referenzsequenzen sind angegeben.
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[14 Gp13
HEW_08_335, Gp1, Mspl:174
unc. soil bacterium, AY913511, Mspl: 152
R

OTuU114

AEW_08_042, Gp1, Mspl:258
AEW_08_025. Gp1, Mspl:258 oTU14
AEW_08_031. Gp1, Mspl:258

AEW_08_ 585, Gp1, Mspl:260

QOTU114

unc. bacterium, FJ466347, Mspl: 187
AEW_08_458, Gp1, Mspl:260
AEW_08_470, Gp1, Mspl:260
AEW_08_ 220 Gp1, Mspl:258 oTU14

AEW_08_123, Gp1, Mspl:258

AEW_08_062, Gp1, Mspl:258
unc. soil Acidobacterium UA1, AF200696, Mspl: 258

QTU14

HEW_08_319, Gp1, Mspl:258
AEW_(08_270, Gp1, Mspl:260
AEW_08_ 223 Gp1, Mspl:260

AEW_08_467, Gp1 Mspl 260

AEW_08_605, Gp1, Mspl:260 OoTU49
HEW_08_554, Gp1, Mspl:260
Eunc soil bacterium, AY234475, Mspl: 260
HEW_08_645, Gp1, Mspl:260
AEW_| DB 457, Gp1, Mspl:260
AEW:3
Mspl: 258 HEW:7

Mspl: 258 HEW:1
AEW:5
Mspl: 258 HEW:3

Mspl: 144, 258
[2
AEG:2 AEW:15
73 HEG:3 HEW:15 Mspl: 88
AEG:2 AEW:2
15 Mspl: 88 HEW:9
AEG:1 AEW:6
Mspl: 143 HEW:4
AEG:1 AEW:31
166 HEG:1 HEW:41 Mspl: 88/90
S ot

0.10

Abbildung 2. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Untergruppe Gp1 der
Acidobacteria in den sechs Klonbibliotheken der Grinland-(G) und Waldbéden (W) aller drei
Untersuchungsregionen (ALB — A, HAI — H, SCH — S). T-RF-Langen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der
16S rRNA-Sequenzen mit dem Restriktionsenzym Mspl bestimmt. OTUs mit > 5 Sequenzen sind angegeben.
Der MaRstab stellt 10% Sequenzunterschied dar, GenBank ,accession numbers’ der Referenzsequenzen sind
angegeben.

176



Anhang

AEG:9 AEW: 17
85 HEG:7 HEW:9 Mspl: 141, 143, 258

AEG: 94 AEW: 9
3 Mspl. 143, 258 HEW: 9

AEW_08_113, Gp3, Mspl-145
HEW_08_293, Gp3, Mspl:145
unc. soil bacterium, EU150246, Mspl: 145 | oTU34
HEW_08_299, Gp3, Mspl:145
HEW_08 579, Gp3, Mspl:145
AEW_08_084, Gp3, Mspl:145

AEW_08_194, Gp3, Mspl:145
AEW_08_178, Gp3, Mspl:145

4|_—E HEW_08_538, Gp3, Mspl:145
AEW_08_401, Gp3, Mspl:145
AEW_08_484, Gp3, Mspl:145
HEG_08_141, Gp3, Mspl:145

HEW 08_391, Gp3, Mspl:145
unc. soil bacterium, GU172208, Mspl: 145

AEW_08_594, Gp3, Mspl:258
AEW_08_106, Gp3, Mspl:143
OTU33

AEW_08_082, Gp3, Mspl:258
unc. soil bacterium, FJ625372, Mspl: 258

AEW_08_636, Gp3, Mspl: 139
| HEW_08_259, Gp3, Mspl:145

r unc. soil bacterium, DQG48973, Mspl: 102

0.10

Abbildung 3. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Untergruppe Gp3 der
Acidobacteria in den sechs Klonbibliotheken der Grinland-(G) und Waldbéden (W) aller drei
Untersuchungsregionen (ALB — A, HAI — H, SCH — S). T-RF-Léngen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der
16S rRNA-Sequenzen mit dem Restriktionsenzym Mspl bestimmt. OTUs mit > 5 Sequenzen sind angegeben.
Der MaRstab stellt 10% Sequenzunterschied dar, GenBank ,accession numbers’ der Referenzsequenzen sind
angegeben.
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AEG: 11 AEW: 10
68 HEG:27 HEW: 10 Mspl: 138

HEG_08_146, Gpd, Mspl:276
AEG_08 463, Gpé, Mspl:276
HEG_08_145, Gpd, Mspl276
AEG_D8_206, Gpé, Mspl:276
AEG_D8_235, Gpé, Mspl:276
HEG_08_422, Gpd, Mspl:276
0TU238
HEG_08_297, Gpd, Mspl:276
HEG_08_114, Gpd, Mspl:276
HEG_08_077, Gpd, Mspl:139
HEG_08_127, Gp4, Mspl:139
HEG_08_249, Gpé, Mspl:276
HEG 08_004, Gpd, Mspl:276
HEG_08_143, Gpd, Mspl:139
HEG_08_394, Gpd, Mspl:137
HEG_08_467, Gpd, Mspl:137
HEG_08_196, Gp4, Mspl:137 oTu280

HEG_08_441, Gpd, Mspl:137
HEG_08_469, Gpd, Mspl-276
HEG_08_242, Gpd, Mspl-137
HEG_08_313, Gpd, Mspl:137

HEW_08_127, Gp4, Mspl:278 oTuU177
unc.soil bacterium, 295709, Mspl: 278

HEG_08_201, Gpd, Mspl:278
— HEG_08_015, Gpd, Mspl:278
AEG_08_320, Gpd, Mspl:276
AEG_08_474, Gpd, Mspl:276
AEG_03_047, Gpé, Mspl 276
AEG_08_062, Gp4, Mspl:276
HEW_08_101, Gp4, Mspl:139
HEW_08_145, Gp4, Mspl:139
AEW_08_427, Gp4, Mspl:139
AEW_08_155, Gp4, Mspl:139
soil bacterium Ellin6099, AY234751, Mspl: 139
AEG_08_405, Gp4, Mspl:139
AEG_08_194, Gpd, Mspl:139
AEG_08_010, Gp4, Mspl:139
HEG_08_247, Gp4, Mspl:276
HEW_08_480, Gpd, Mspl:137
HEG_08_438, Gpd, Mspl:278

1

HEG_08_351, Gpd, Mspl:278

AEG:6 AEW:6
4{ 43 Mspl: 88 HEG: 17 HEW:5

0.10

Abbildung 4. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Untergruppe Gp4 der
Acidobacteria in den sechs Klonbibliotheken der Griinland-(G) und Waldbéden (W) aller drei
Untersuchungsregionen (ALB — A, HAI — H, SCH — S). T-RF-L&ngen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der
16S rRNA-Sequenzen mit dem Restriktionsenzym Mspl bestimmt. OTUs mit > 5 Sequenzen sind angegeben.
Der MaRstab stellt 10% Sequenzunterschied dar, GenBank ,accession numbers’ der Referenzsequenzen sind
angegeben.
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AEG: 45 AEW:32

137 HEG:29 HEW:2 Mspl: 135

AEG_08_529, Gp5, Mspl:137
AEG_08_560, Gp5, Mspl:137
AEW_08_643, Gp5, Mspl:137
AEW_08_445, Gp5, Mspl:137
AEW_08_198, Gp5, Mspl:137
AEG_08_234, Gp5, Mspl:137
HEW_08_428, Gp5, Mspl:137
HEW_08_485, Gp5, Mspl:137
AEG_08_342, Gp5, Mspl:137
AEW_08_026, Gp5, Mspl:137
HEW_08_625, Gp5, Mspl:137
AEW_08_388, Gp5, Mspl:137 OTuU15
HEW_08_506, Gp5, Mspl:137
AEW_08_420, Gp5, Mspl:137
AEW_08_557, Gp5, Mspl:137
unc. soil bacterium, DQ984540, Mspl: 137
HEW_08_563, Gp5, Mspl:137
AEW_08_559, Gp5, Mspl:119
HEW_08_660, Gp5, Mspl:137
AEW_08_462, Gp5, Mspl:137
HEW_08_668, Gp5, Mspl:137
AEG_08_328, Gp5, Mspl:137
AEG_08_415, Gp5, Mspl:137
HEG_08_200, Gp5, Mspl:137
HEG_08_452, Gp5, Mspl:137
HEW_08_028, Gp5, Mspl:137
HEW_08_491, Gp5, Mspl:137
HEW_08_073, Gp5, Mspl:137
HEW_08_618, Gp5, Mspl:137
HEG_08_030, Gp5, Mspl:137
AEG_08_149, Gp5, Mspl:137

HEG_08_330, Gp5, Mspl:135
P AEG_08_079, Gp5, Mspl:135
AEW_08_312, Gp5, Mspl:137

HEW_08_412, Gp5, Mspl:137
unc. soil bacterium, EF516748, Mspl: 133
AEG_08_068, Gp5, Mspl:135
HEW_08_327, Gp5, Mspl:135
AEG_08_382, Gp5, Mspl:135
AEG_08_048, Gp5, Mspl:135 oTu189
AEG_08_264, Gp5, Mspl:135
HEW_08_423, Gp5, Mspl:135
unc. soil bacterium, FJ004643, Mspl: 129
HEG_08_089, Gp5, Mspl:135
HEW_08_524, Gp5, Mspl:137
AEG_08_074, Gp5, Mspl:137
HEW_08_508, Gp5, Mspl:137

HEG_08_152, Gp5, Mspl:137 QoTu207
unc. soil bacterium, AB240262, Mspl: 137
AEG_08_113, Gp5, Mspl:137

AEG_08_461, Gp5, Mspl:137

—L .

AEW_08_520, Gp5, Mspl:88

0.10

Abbildung 5. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Untergruppe Gp5 der
Acidobacteria in den sechs Klonbibliotheken der Grunland-(G) und Waldbdden (W) aller drei
Untersuchungsregionen (ALB — A, HAI — H, SCH — S). T-RF-Langen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der
16S rRNA-Sequenzen mit dem Restriktionsenzym Mspl bestimmt. OTUs mit > 5 Sequenzen sind angegeben.
Der MaRstab stellt 10% Sequenzunterschied dar, GenBank ,accession numbers’ der Referenzsequenzen sind
angegeben.

179



Anhang

AEG:42 AEW:23
186 HEG:56 HEW:19 Mspl: 194, 285
AEG:25 AEW:7
=112 Mspl: 194,285 HEG:34 HEW:6
Mspl: 285 AEW: 1

AEG:40 AEW:64
21 Mspl: 194,285 HEG:19 HEW:54

AEG_08_243, Gp6, Mspl:210
AEG_08-286. Gp6, Mspl-210
AEG_08_100, Gp6, Mspl:210
AEW_08_ 477, Gp6, Mspl:210
HEW_08_083, Gp6, Mspl:210

[~ .HEG_08_183, Gpé, Mspl:210

AEG_08_423, Gp6, Mspl:210
AEG_08_270, Gp8, Mspl:210
HEW_08 443, Gp&, Mspl:210 0OTU99
£ unc. soil bacterium, GQ396922, Mspl: 210

AEG_08_402, Gp6, Mspl:194
AEG_08_084, Gp6, Mspl:194
'— HEG_08_123, Gp8, Mspl:210

unc. bacterium, AJ519385, Mspl: 151

AEG_08_055, Gp6, Mspl:194
AEG_08_239, Gp6, Mspl:194

AEW_08_384, Gp6, Mspl:210
HEW_08_302, Gp6, Mspl:210
AEG_08_363, Gp6, Mspl:212
AEG_08_ 390, Gp6, Mspl212
Reroh B i
p8, Mspl:
HEW_08 643 Gp6, Mspl:285 oTu73

HEG_08_224, Gp6, Mspl:194
HEG_08_153, Gp6, Mspl:194
HEW_08_097, Gp6, Mspl:194

-1
L AEW_08_405, Gp6, Mspl:194

-5 Mspl: 194
2 Mspl: 194  HEW:1
2
AEG:98 AEW:33
328 HEG:95 HEW:41 Mspl: 194
=
0.10

Abbildung 6. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Untergruppe Gp6 der
Acidobacteria in den sechs Klonbibliotheken der Griinland-(G) und Waldbéden (W) aller drei
Untersuchungsregionen (ALB — A, HAI — H, SCH — S). T-RF-Langen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der
16S rRNA-Sequenzen mit dem Restriktionsenzym Mspl bestimmt. OTUs mit > 5 Sequenzen sind angegeben.
Der MaRstab stellt 10% Sequenzunterschied dar, GenBank ,accession numbers’ der Referenzsequenzen sind

angegeben.
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HEW_08_174, Gp13, Mspl:90
oTU116

HEW_08_458, Gp13, Mspl:86
AEW_08_603, Gp13, Mspl:90
unc. soil bacterium, GQ402667, Mspl: 90

HEW_08_036, Gp13, Mspl:280
HEW_08_520, Gp13, Mspl:293
HEW _08_674, Gp13, Mspl:90

L
HEW_08_335, Gp1, Mspl:174
unc. soil bacterium, AY913511, Mspl: 152
.

Gp1

E HEW_08_502, Gp15, Mspl:143
HEW_08_462, Gp15, Mspl:159
unc. soil bacterium, DQ083303, Mspl: 143

0.10

Abbildung 7. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Untergruppen Gp13 und Gp15 der
Acidobacteria in den sechs Klonbibliotheken der Griinland-(G) und Waldbéden (W) aller drei
Untersuchungsregionen (ALB — A, HAI — H, SCH — S). T-RF-Langen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der
16S rRNA-Sequenzen mit dem Restriktionsenzym Mspl bestimmt. OTUs mit > 5 Sequenzen sind angegeben.
Der Mal3stab stellt 10% Sequenzunterschied dar, GenBank ,accession numbers’ der Referenzsequenzen sind
angegeben.
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AEG_08_086, Gp17, Mspl:137
AEG-08-155. GB1T Mebi 137
p17, Mspl:
HEG_08_: 327, Gp17, Mspl:180 OTU221
AEG_08_396, Gp17, Mspl:137
AEG_08_022, Gp17, Mspl:137
HEW_08_290, Gp17 Mspl:137
HEW_08_510, Gp17 Mspl:137

AEW _08_618, Gp17, Mspl:197
5 HEW _08 666, Gp17, Mspl:197
AEG_08_436, Gp17, Mspl:197
HEG_08_120, Gp17, Mspl:195
4|:|: unc. soil bacterium, EF688349, Mspl: 195
HEG_08_272, Gp17, Mspl:195
HEW_08_614, Gp17, Mspl:133

HEG_08_028, Gp17, Mspl:191
HEG_08_016, Gp17, Mspl:191
AEG_08_138, Gp17, Mspl:191
AEW_08_321, Gp17, Mspl:193
AEW_08_496, Gp17, Mspl:191
HEW_08_484, Gp1T Mspl:191

B AEG_08_309, Gp17, Mspl:284

AEG_08_368, Gp17, Mspl:284
AEG_08_038, Gp17, Mspl:191
AEG_08_064, Gp17, Mspl:191
unc. soil bacterium, EU276508, Mspl: 121 oTU222

AEG_08_076, Gp17, Mspl:191
AEG_08_095, Gp17. Mspl-191
AEG_08_197, Gp17. Mspl:191

unc. soil bacterium, EF516350, Mspl: 134

HEG_08_103, Gp17, Mspl:133
AEW_08_431, Gp17, Mspl:133
AEW_08~533 Gp17, Mspl-133

HEG_08_449, Gp17. Mspl:133

HEG_087505, Gp17. Mspl-133

AEG_08_347, Gp17, Mspl:135 oTU233
AEG_0B_408, Gp17, Mspl:135

AEG_08_145, Gp17, Mspl:135
AEG_08_156, Gp17, Mspl:135
AEG_08_102, Gp17, Mspl:135

OTU230

AEG_08_426, Gp17, Mspl:135
HEG_08_. 302, Gp17, Mspl:195
AEW_08_056, Gp17, Mspl:133
AEG 08_383, Gp17, Mspl:183
AEG_08_384, Gp17 Mspl:193
AEG_08 353 Gp17, Mspl:193
AEG_08_277, Gp17, Mspl:193 OTUATH
HEW_08 054, Gp17, Mspl:193
unc. bacterium, DQ017945, Mspl: 191

L—— AEG_08_337, Gp17, Mspl:193

==
— .

0.10

Abbildung 8. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Untergruppe Gp17 der
Acidobacteria in den sechs Klonbibliotheken der Griinland-(G) und Waldbéden (W) aller drei
Untersuchungsregionen (ALB — A, HAI — H, SCH — S). T-RF-Langen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der
16S rRNA-Sequenzen mit dem Restriktionsenzym Mspl bestimmt. OTUs mit > 5 Sequenzen sind angegeben.
Der MaBstab stellt 10% Sequenzunterschied dar, GenBank ,accession numbers’ der Referenzsequenzen sind
angegeben.
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HEW _08_612, Gp11, Mspl:462
AEG_08_527, Gp11, Mspl:466 OTU12

AEG_08_088, Gp11, Mspl:462

HEG_08_235, Gp11, Mspl:462

L HEG_08_057, Gp11, Mspl:464
HEG_08_461, Gp11, Mspl:464

AEW_08_512, Gp11, Mspl:464
E unc. bacterium, GQ339137, Mspl: 464
AEG_08_500, Gp11, Mspl:464

AEG_08_202, Gp18, Mspl:278,
AEG_08_092, Gp18, Mspl:276
AEG_08_405, Gp18, Mspl:276
unc. soil bacterium, EU132339, Mspl: 274
AEG_08_503, Gp18, Mspl:200
L— HEG_08 013, Gp18, Mspl:200

’—i unc. bacterium, AY703470, Mspl: 197

0.10

Abbildung 9. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Gen-Sequenzen der Untergruppen Gp9, Gp11 und
Gp18 der Acidobacteria in den sechs Klonbibliotheken der Grinland-(G) und Waldbdden (W) aller drei
Untersuchungsregionen (ALB — A, HAI — H, SCH — S). T-RF-Langen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der
16S rRNA-Sequenzen mit dem Restriktionsenzym Mspl bestimmt. OTUs mit > 5 Sequenzen sind angegeben.
Der MaBstab stellt 10% Sequenzunterschied dar, GenBank ,accession numbers’ der Referenzsequenzen sind
angegeben.
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Abbildung 10. Terminale Restriktionsfragmentldngen-Polymorphismus-(T-RFLP)-Analysen der nach Dichte
aufgetrennten bakteriellen 16S rRNA von ausgewahlten leichten’ und ,schweren’ Césiumtrifluoracetat-
(CsTFA)-Gradientenfraktionen der mit BC-markierten Weizenblattern fur 24, 48, 72, 96 und 168 Stunden
inkubierten Grunland- und Waldbodenmikrokosmen, Die Lénge der wichtigsten T-RFs (bp) und die Dichte
(g9 ml” ) der einzelnen Fraktionen ist angegeben.
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Abbildung 11. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Sequenzen der ‘schweren’ Fraktion (BD 1,82 g mI'1)
der Grinland- (13C-HEG) und Waldboden-Inkubationen (13C-HEW) nach 72 Stunden. Der Mafistab stellt
10% Sequenzunterschied dar.
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Abbildung 12. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Sequenzen der Acidobacteria, Planctomycetes,
Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Chloroflexi, Gemmatimonadetes und Firmicutes der ‘schweren’ Fraktion (BD
1,82 g mI'1) von Griinland- (13C-HEG) und Waldboden-Inkubationen (13C-HEW) nach 72 Stunden. T-RF-
Langen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der 16S rRNA-Sequenzen mit dem Restriktionsenzym Mspl
bestimmt. Der Malistab stellt 10% Sequenzunterschied dar. GenBank ,accession numbers’ der
Referenzsequenzen sind angegeben.
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Abbildung 13. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Sequenzen der a-Proteobacteria der ‘schweren’
Fraktion (BD 1,82 g ml'1) der Griunland- (13C-HEG) und Waldboden-Inkubationen (13C-HEW) nach 72
Stunden. T-RF-Langen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der 16S rRNA-Sequenzen mit dem

Restriktionsenzym Mspl bestimmt. Der MaRstab stellt 10% Sequenzunterschied dar. GenBank ,accession
numbers’ der Referenzsequenzen sind angegeben.
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Abbildung 14. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Sequenzen der (B-Proteobacteria der ‘schweren’
Fraktion (BD 1,82 g mI'1) der Griunland- (13C-HEG) und Waldboden-Inkubationen (13C-HEW) nach 72
Stunden.

T-RF-Langen (bp) wurden mittels

in silico-Verdau der 16S

rRNA-Sequenzen mit dem
Restriktionsenzym Mspl bestimmt. Der MaRstab stellt 10% Sequenzunterschied dar. GenBank ,accession
numbers’ der Referenzsequenzen sind angegeben.
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Abbildung 15. Neighbour-Joining-Baum der 16S rRNA-Sequenzen der y- und o-Proteobacteria der
‘schweren’ Fraktion (BD 1,82 g ml'1) der Griunland- (13C-HEG) und Waldboden-Inkubationen (13C-HEW)
nach 72 Stunden. T-RF-Langen (bp) wurden mittels in silico-Verdau der 16S rRNA-Sequenzen mit dem
Restriktionsenzym Mspl bestimmt. Der Mafstab stellt 10% Sequenzunterschied dar. GenBank ,accession
numbers’ der Referenzsequenzen sind angegeben.
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