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Bedeutung von Struktur und Funktion mikrobieller Gemeinschaften
fiir den Kohlenstoff-Umsatz im landwirtschaftlich genutzten Boden:

Modelluntersuchungen in prozessorientierten Mikrokosmen

Die mikrobiellen Gemeinschaften des Bodens sind verantwortlich fiir die Stoffkreisldufe und
damit auch den Erhalt der Fruchtbarkeit landwirtschaftlich genutzter Boden. Um den Einfluss
anthropogener Aktivitit, z.B. durch den Einsatz von Pflanzenschutzmitteln, auf den Boden,
seine Mikroflora und die damit verbundenen Stoffkreisldufe beurteilen zu konnen, ist ein
detailliertes Wissen iiber die Struktur und Funktion mikrobieller Gemeinschaften in Béden
notwendig. In dieser Arbeit wurden die am Umsatz von Erntertickstinden beteiligten Mikro-
organismen in prozessorientierten Mikrokosmen unter anderem mittels denaturierender
Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) amplifizierter 16S rDNA-Abschnitte untersucht. Die
in den Mikrokosmen aufgebauten Huminséduren dienten als Indikator fiir die Qualitét des
Humifizierungsprozesses und wurden mittels 13C—NMR—Spektroskopie und Gelpermeations-

chromatographie (GPC) analysiert.

Boden (Parabraunerde) wurde durch Gliihen bei 600 °C von organischem Kohlenstoff befreit.
In diesem Boden wurde der Abbau und die Humifizierung C-markiertem Maisstrohs durch
definierte und durch die natiirlich vorkommenden komplexen mikrobiellen Gemeinschaften
untersucht. Die definierten Gemeinschaften bestanden aus Bodenisolaten, die am Umsatz von
Maisstroh beteiligt sind. Sie wurden in Bodenmikrokosmen mit Maisstroh als einziger
Kohlenstoffquelle angereichert. Nach verschieden langer Inkubationszeit wurden die Mikro-
organismen aus den Mikrokosmen extrahiert und auf R2A (Standardmedium fiir Umwelt-
bakterien), Bodenextraktagar (mit geringer Menge leicht verfiigbaren Kohlenstoffs) und

Malzextraktagar (zur Kultivierung von Pilzen) kultiviert.
Die Ergebnisse der verschiedenen Versuchsabschnitte lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Die Zugabe einer anorganischen Stickstoffquelle forderte den Abbau von MC-markiertem
Maisstroh im geglithten Boden nach Inokulation mit einer komplexen mikrobiellen
Gemeinschaft. Nach 42 Tagen erreichte die Mineralisierung dort mit 40 % (* 2 %) der
applizierten Radioaktivitit vergleichbare Mengen wie in Boden mit nativer Kohlenstoff-
matrix (42 % der applizierten Radioaktivitdt). Bei langerer Inkubation stieg die “Co,-
Produktion nur noch geringfiigig an und es zeigte sich, dass die Zugabe einer kiinstlichen
Bodenlosung mit geringem Stickstoffgehalt einen weitergehenden Abbau zur Folge hat.
In dieser Variante wurden die grofiten Mengen an 1CO, in geglithtem Boden produziert,
vergleichbar mit der Mineralisation im nativen Boden (jeweils 53 % der applizierten
Radioaktivitit). Insgesamt betrachtet lag die Mineralisation von Maisstroh durch die
komplexen Gemeinschaften in gegliihtem sowie nativem Boden in einer dhnlichen

GroBenordnung.



Die untersuchten mikrobiellen Prozesse und die Humifizierung von Maisstroh waren in
den Mikrokosmen mit geglithtem, autoklaviertem bzw. nativem Boden nach Inokulation
durch eine Bodensuspension mit komplexer mikrobieller Gemeinschaft vergleichbar.
Keimzahlbestimmung und DGGE-Analysen zeigten, dass in den ersten Wochen der
Inkubation vor allem einige schnellwachsende r-Strategen am Abbau des toten
Pflanzenmaterials beteiligt waren, wihrend im weiteren Verlauf die Pilzbiomasse ebenso
wie die mikrobielle Diversitdt zunahm. Gleichzeitig wurde die Humifizierung des Strohs
mittels 13C—NMR—Spektroskopie und Gelpermeationschromatographie verfolgt, wobei
innerhalb von 26 Wochen in den Huminsédurenextrakten der Anteil huminstofftypischer

Strukturen und die mittlere Molekiilgro3e zunahmen.

In den Mikrokosmen wurden verschiedene Mischkulturen mit Bodenisolaten (jeweils 10
Bakterien und 3 Pilze) eingesetzt, um die Bedeutung der mikrobiellen Diversitit fiir die
Humifizierungsprozesse festzustellen. Durch die komplexen Gemeinschaften wurden
41 % (£ 4 %) des applizierten Radiokohlenstoffes mineralisiert. Dagegen kamen die
effektivsten definierten Gemeinschaften lediglich auf 35 % (£2 %). Die Untersuchung
von Huminséuren mittels *C-NMR-Spektroskopie ergab keinen Unterschied in der Ent-
stehung huminstofftypischer funktioneller Gruppen wihrend einer 6-wochigen Inkuba-
tion in Mikrokosmen mit definierten und komplexen Gemeinschaften. Allerdings ergaben
die GPC-Analysen, dass nach Inkubation mit den definierten Gemeinschaften keine
Lingenzunahme der Huminsduren im Gegensatz zu den komplexen Gemeinschaften
stattgefunden hat. Es konnen also nicht alle Prozesse der Humifizierung durch die hier

ausgewihlten definierten Gemeinschaften abgebildet werden.

In einer Fallstudie wurde der Fungizidwirkstoff Dithianon in einer Konzentration von
50 mg kg'1 Boden eingesetzt, um die Sensibilitit der Mikrokosmen mit komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften am Beispiel des Einflusses durch ein Pflanzenschutzmittel
zu testen. Die Mineralisierung von '‘C-markiertem Maisstroh und die mikrobielle
Aktivitdt wurden durch die Pflanzenschutzmittel-Applikation geringfiigig verringert.
Dagegen wurde der Aufbau pilzlicher Biomasse in den ersten 2 Wochen unterdriickt.
Auch 3 Wochen nach der Dithianon-Applikation lagen die Ergosterolgehalte im Boden
noch unterhalb der in den Kontrollvarianten. Allerdings wurde trotz dieser Effekte auf die
mikrobiellen Gemeinschaften im Boden keine Verdnderung der Humifizierungsprodukte

festgestellt.



Significance of structure and function of microbial communities for carbon

turnover in agricultural soil: Model studies in process-oriented microcosms

The microbial communities in the soil are responsible for material cycling and thus also for
maintaining the fertility of agricultural soils. In order to assess the influence of anthropogenic
activity, e.g. from the application of pesticides, on the soil, its microflora and the associated
material cycles, detailed knowledge is required on the structure and function of microbial
communities in soils. In the present study, the microorganisms involved in the conversion of
crop residues were investigated in process-oriented microcosms, amongst other procedures,
by means of the denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) of the amplified 16S rDNA
sections. The humic acids synthesized in the microcosms served as indicators of the quality of
the humification process and were analysed by C-NMR spectroscopy and gel permeation
chromatography (GPC).

The soil (an orthic luvisol) was freed from organic carbon by heating at 600 °C. In this soil,
the degradation and humification of '*C-labelled maize straw was studied by defined and
naturally occurring complex microbial communities. The defined communities consisted of
soil isolates involved in the conversion of maize straw. They accumulated in soil microcosms
with maize straw as the sole carbon source. After various incubation periods, the
microorganisms were extracted from the microcosms and cultivated on R2A (standard
medium for environmental bacteria), soil extract agar (with a slight quantity of readily

available carbon) and malt extract agar (to cultivate fungi).

The results of the various sections of the experiment can be summarized as follows:

e The addition of a source of inorganic nitrogen encouraged the degradation of '“C-labelled
maize straw in the heat-treated soil after inoculation with a complex microbial
community. After 42 days, the mineralization there (40 % (2 %) of the applied
radioactivity) reached comparable levels to those in soil with a native carbon matrix
(42 % of the applied radioactivity). With a longer incubation period, the '*CO, production
only increased slightly and it became apparent that the addition of a synthetic soil
solution with a low nitrogen content resulted in more extensive degradation. In this
variant, the greatest volumes of '“CO, were produced in the heat-treated soil, comparable
to the mineralization in the native soil (in each case 53 % of the applied radioactivity).
Considered as a whole, the mineralization of maize straw by the complex communities in

heat-treated soil was in a similar order of magnitude to that of the native soil.



The microbial processes investigated and the humification of maize straw were
comparable in the microcosms with heated, autoclaved or native soil after inoculation
with a soil suspension containing a complex microbial community. Bacterial counting
and DGGE analyses showed that in the first few weeks of incubation primarily some
rapidly growing r-strategists were involved in the degradation of dead plant material
whereas in the further course of the investigation the fungal biomass increased as did the
microbial diversity. At the same time, humification of the straw was monitored by
BC-NMR spectroscopy and gel permeation chromatography revealing that within
26 weeks the fraction of structures typical of humic substances in the humic acid extracts

and the average molecule size increased.

Different mixed cultures with soil isolates (each consisting of 10 bacteria and 3 fungi)
were used in the microcosms in order to determine the significance of microbial diversity
for the humification processes. 41 % (£ 4 %) of the applied radiocarbon was mineralized
by the complex communities. In contrast, the most effective defined communities only
achieved 35 % (2 %). The investigation of humic acids by BC.NMR spectroscopy did
not indicate any difference in the formation of functional groups typical of humic
substances during a 6-week incubation in microcosms with defined and complex
communities. However, the GPC analyses revealed that after incubation with the defined
communities no increase in the length of humic acids occurred in contrast to the complex
communities. This therefore showed that not all humification processes can be simulated

by the defined communities selected here.

In a case study, the fungicide active ingredient dithianon was applied in a concentration
of 50 mg kg™ of soil in order to test the sensitivity of the microcosms containing complex
microbial communities with the example of the influence of a pesticide. The
mineralization of '*C-labelled maize straw and the microbial activity were only slightly
reduced by the application of the pesticide. In contrast, the build-up of fungal biomass
was suppressed in the first two weeks. Even three weeks after dithianon application, the
ergosterol contents in the soil were still below those in the control variants. However, in
spite of these effects on the microbial communities in the soil no change in the

humification products was detected.
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1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Die im Boden vorhandenen Mikroorganismen sind wesentlich verantwortlich fiir den natiir-
lichen Stoffhaushalt und die Erhaltung der Bodenfruchtbarkeit landwirtschaftlich genutzter
Boden (SCHINNER und SONNLEITNER, 1996). Dabei ist insbesonders die Umsetzung organi-
schen Materials von Bedeutung, wobei der Kohlenstoffgehalt im Boden einer jahreszeitlichen
Dynamik mit Eintrags- und Austragsprozessen unterliegt. In landwirtschaftlichen Systemen
kann ein Verlust an organischem Kohlenstoff als Folge von Mineralisierung oder Auswa-
schung durch die Riickfiihrung von Ernteriickstiinden ausgeglichen werden (PERUCCI et al.,
1997). Das eingetragene organische Material wird im Boden durch abiotische und biologische

Prozesse humifiziert, wodurch der Kohlenstoffhaushalt erhalten werden kann.

Diesen natiirlich vorkommenden Stoffkreisldufen steht der Eingriff in das Bodendkosystem
durch menschliche Aktivitit in Form von Bodenbearbeitung, Diingung, Pflanzenschutz, etc.
gegeniliber. Um deren Einfluss auf den Boden und speziell die Mikroflora beurteilen zu
konnen, bedarf es detaillierter Kenntnisse iiber die mikrobiellen Prozesse und Interaktionen
(BEESE et al., 1994; MCLAUGHLIN und MINEAU, 1995; PANKHURST et al., 1996; KENNEDY,
1999). Bisherige Untersuchungen beschrinkten sich auf Mikroorganismen, die sich aus
Boden isolieren lieBen. Mit heute bekannten Methoden der Kultivierung ldsst sich allerdings
nur ein Bruchteil der im Boden vermuteten Arten anreichern, wobei diese kultivierbaren
Organismen nicht unbedingt die unter natiirlichen Bedingungen im Boden dominanten Arten
reprasentieren (FELSKE et al., 1999). Mit Methoden der Molekularbiologie ist es seit einigen
Jahren mdglich, mikrobielle Gemeinschaften auch ohne vorherige Kultivierung zu analysieren
(TIEDIE et al., 1999; OGRAM, 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurden die mikrobielle Besiedlung eines Krumenbodens nach
Zerstorung der Humusstruktur und die Humifizierung von Maisstroh untersucht. Dazu wurde
eine Parabraunerde vom Standort Merzenhausen (Kreis Diiren, NRW) durch Gliihen bei
600°C thermisch zerstort. Der Vorteil dieser Vorbehandlung liegt darin, dass sich die in den
Mikrokosmen entwickelnden Huminsduren analysieren lassen, ohne dass die Kohlenstoff-
matrix im Boden diese neugebildeten organischen Bestandteile iiberlagert (WAIS et al., 1996).
Als Ernteriickstand wurde Maisstroh eingesetzt (z.T. 14C—markiert), welches durch eine
definierte Mischkultur im Vergleich zu einem komplexeren Frischbodeninokulum abgebaut
und humifiziert wurde. Die Laborstudien sollten zur Aufkldrung der mikrobiologischen
Prozesse beitragen, die an der Umsetzung und Humifizierung von Ernteriickstiinden beteiligt
sind. Verdnderungen innerhalb der beobachteten mikrobiellen Gemeinschaften wurden mit
Hilfe molekularbiologischer und biochemischer Methoden untersucht. Der Verlauf der
Humifizierung in den verschiedenen Varianten wurde durch physikalisch-chemische Metho-
den, wie 13C—NMR—Spekroskopie oder Gelpermeationschromatographie beobachtet. Einen
Uberblick iiber das Prinzip und die wichtigsten variierbaren Komponenten der Umsatz-
versuche gibt Abbildung 1-1.



Einleitung und Fragestellung

Um die Struktur und Funktion der an der Humifizierung von Ernteriickstinden beteiligten

mikrobiellen Gemeinschaften zu untersuchen, wurden verschiedene Aufgaben und Ziele

verfolgt:

Etablierung molekularbiologischer und biochemischer Methoden im Institut

Isolierung und Kultivierung von Mikroorganismen, die am Abbau von abgestorbenem

Pflanzenmaterial beteiligt sind
Bedeutung der Isolate fiir den Kohlenstoff-Umsatz im Boden

Bedeutung bislang nicht kultivierter Mikroorganismen und der mikrobiellen Diversitit fiir

die Humifizierung

Einfluss eines Pflanzenschutzmittels auf den Maisstroh-Umsatz in einer Maisstrohrotte als

Fallstudie mit dem Fungizidwirkstoff Dithianon

b

. m Natiirliches System:
Frischboden
Bodenstruktur intakt, nativer C-Gehalt

Kinstliches System:
Gegliithter Boden
Bodenstruktur zerstonrt, frei von Kohlenstoff

Nativ: mit Frischboden als Matrix

Frischbodeninokulum

Definierte Mischkultur

14C-Stroh

Abbildung 1-1  Ubersicht iiber das Prinzip und die Komponenten der Umsatzversuche.



2 THEORETISCHER HINTERGRUND

2.1 Das organische Material des Bodens

Das tote organische Material des Bodens besteht aus pflanzlicher und tierischer Biomasse und
ihren Abbau- bzw. Umsatzprodukten in und auf Mineralbdden (SCHACHTSCHABEL et al.,
1989). Durch seine positiven Effekte auf die chemischen, physikalischen und biologischen
Eigenschaften von Bdden trigt diese organische Masse maBgeblich zur Bodenfruchtbarkeit
bei (STEVENSON und COLE, 1999). Dabei spielt die organische Substanz sowohl als Néhrstoff-
lieferant als auch als Lebensraum fiir Pflanzen und speziell fiir Mikroorganismen eine zentrale
Rolle (TORSVIK et al., 1990a; BORNEMANN et al., 1996). Letztere sind nicht nur am Abbau
toter organischer Masse beteiligt, sondern tragen - durch die Produktion von Ausgangsstoffen
fir die Humifizierung - auch zum Aufbau der relativ stabilen Huminstoffe bei (HAIDER,
1999). Insbesondere die Stoffkreislidufe im Boden und die damit verbundene Mineralisierung
und Humifizierung toten organischen Materials bestimmen neben Bodenstruktur und Kultur-
maBnahmen, wie Bodenbearbeitung, Fruchtfolge, Diingung und Pflanzenschutz, die

Produktivitit in Agrarokosystemen (KENNEDY, 1999).

In landwirtschaftlich genutzten Boden stellt die Einarbeitung von Ernteriickstiinden eine
wesentliche MaBnahme zur Erhaltung der Bodenfruchtbarkeit dar, weil dadurch dem System
entzogene Nihrstoffe zuriickgefiihrt werden (PERUCCI et al., 1997). Im Rahmen einer
Strohdiingung beispielsweise werden dem Boden bis zu 5000 kg ha™! organisches Material
zugefiihrt (im Maisanbau bis zu 9000 kg ha™, FUHR, 2000). Dariiber hinaus gelangen in einer
Vegetationsperiode bis zu 1500 kg ha' a™ organische Kohlenstoff-Verbindungen in Form von
Wurzelausscheidungen, absterbenden Pflanzen und Bodenorganismen in den Boden
(SAUERBECK und JOHNEN, 1977; MARTIN und PUCKRIDGE, 1982). Dieser Eintrag fiihrt auf der
einen Seite zu einer Zunahme an mikrobieller Aktivitit und Biomasse und auf der anderen
Seite zur Erhdhung der strukturellen und funktionellen Diversitit der Bodenmikroorganismen
(SHARMA et al., 1998b). Die Umsatzprodukte tragen zum Aufbau und Erhalt des
Humuskdrpers im Bodens bei, welcher gleichzeitig den Lebensraum dieser Organismen
darstellt. Die durch Humifizierung langfristig festgelegte Menge von jihrlich 1-2 % des in
den Boden eingetragenen organischen Materials stellt daher einen der wichtigsten Schritte im
Kohlenstoffkreislauf landwirtschaftlich genutzter Boden dar (STEVENSON und COLE, 1999).
Der Kohlenstoff- und Energiefluss der durch Ernteriickstinde in den Krumenhorizont

eingebracht wird, ist in Abbildung 2-1 dargestellt.
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Abbildung 2-1  Verbleib und Umsatz von Ernteriickstinden im Krumenhorizont

landwirtschaftlich genutzter Boden.

Firr die Stoffkreisliufe im Boden haben die mikrobiellen Gemeinschaften durch ihre
maBgebliche Beteiligung an der Fixierung und Uberfiihrung von Nihrstoffen in pflanzen-
verfligbare Formen (SWIFT, 1979), sowie am Abbau und der Immobilisierung von Xeno-
biotika groffe Bedeutung (FUHR, 1986; BURAUEL et al., 1998; HUANG und BOLLAG, 1998).
Dariiber hinaus sind sie an der Aggregatbildung beteiligt (STOTZKY, 1986; GUPTA und
GERMIDA, 1988; ANDERSON, 1991; KANDELER und MURER, 1993), welche wiederum die
Durchwurzelbarkeit, das Filtervermdgen und die Speicherkapaziit beeinflussen (TISDALL und
OADES, 1982). Sowohl die Beteiligung der Mikroorganismen an den Stoffkreisldufen als auch
an der Aggregatbildung unterstreichen ihre Bedeutung fiir den Erhalt von Bodenfruchtbarkeit
und Bodenqualitit (ATLAS et al,. 1990). Einen Uberblick iiber die Bedeutung der mikrobiellen
Gemeinschaften im Boden gibt Abbildung 2-2.
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z:z:den

— Umsatz von abgestorbener Biomasse
— Abbau und Bildung von Huminstoffen
— Uberfiihrung von Nahrstoffen in pflanzenverfigbare Formen

— Filtervermégen
— Speicherkapazitiat

Abbildung 2-2  Uberblick iiber die Funktionen mikrobieller Gemeinschaften im Boden mit
Einfluss auf die Erhaltung der Bodenfruchtbarkeit.

2.2 Mikrobielle Diversitat im Boden

Die mikrobielle Titigkeit in landwirtschaftlichen Bdden konzentriert sich hauptsédchlich auf
den Ap-Horizont eines Bodenprofils (LAVAHUN et al., 1996). Natiirliche Einflussfaktoren wie
Temperatur-, Feuchte- und pH-Wechsel sowie Néhrstoffverfiigbarkeit spielen hier ebenso
eine wichtige Rolle wie der pflanzliche Bewuchs (CHANITGNY et al., 1996), der selbst einige
dieser Faktoren mit steuert. In 1 g Boden werden zwischen 10° und 10* verschiedene
bakterielle Arten vermutet, von denen sich ein groBer Teil (90-99 %) heute verfiigbaren
Kultivierungsmethoden entzieht und daher auch nicht bekannt ist (BORNEMANN et al., 1996,
TORSVIK et al., 1990a; Tate, 1997). Griinde fiir diese ,,Unkultivierbarkeit” liegen beispiels-
weise in der Selektivitit von Nihrmedien, die nicht an die realen Umweltbedingungen
angepasst sind, in Problemen bei der Isolierung von Bakterien, die in Anwesenheit anderer
Mikroorganismen unter Laborbedingungen nicht konkurrenzfihig sind, (TREVORS, 1998) und
in zu geringen Wachstumsraten (FELSKE et al., 1999). Dariiber hinaus unterliegt die
mikrobielle Besiedlung von Bdden einer grofien zeitlichen und raumlichen Diversitiat (MOORE
und DE RUITER, 1991; ANDERSON, 1994; Beare et al., 1995; TESSIER et al., 1998; WARDLE,
1998), so dass eine komplette Charakterisierung der bakteriellen Gemeinschaften in Béden

fast unmoglich ist.

Neben der Untersuchung der Struktur mikrobieller Gemeinschaften, ist gerade vor dem

Hintergrund einer nachhaltigen Bodennutzung die funktionale Diversitit von groBer
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Bedeutung (BEESE et al., 1994MCLAUGHLIN und MINEAU, 1995; PANKHURST et al., 1996;
KENNEDY, 1999). Diese beschreibt die Relevanz der Bodenbewohner fiir wichtige Schliissel-
funktionen wie Nihrstoffkreisldufe und Abbauprozesse (ZAK et al., 1994). Dagegen
beschreibt die strukturelle Diversitiit lediglich phénotypische oder genetische Merkmale, so
dass ein Riickschluss auf die Prozesse im Boden nur bedingt gezogen werden kann (LEE und
PANKHURST, 1992). TIEDJE et al. (1999) geben einen Uberblick iiber geeignete Methoden zur
Beschreibung von Struktur und Aktivitit mikrobieller Gemeinschaften im Boden. Es ist zu
erwarten, dass verschiedene Gemeinschaften in einem System sich auch unterschiedlich
verhalten. Somit bedingt eine mdgliche strukturelle Veridnderung auch gleichzeitig eine
funktionale (KEVIN und GEWIN, 1997).

Ein Vergleich mikrobieller Gemeinschaften in verschiedenen Bodentypen oder Standorten,
sowie nach unterschiedlicher Bodennutzung ist fiir die Beurteilung moglicher Effekte von
groflem Interesse. So konnten SHARMA et al., 1998 a und b, zeigen, dass Maisstroh-Gaben in
verschiedenen Boden bzw. Standorten einen unterschiedlichen Effekt auf die mikrobielle
Diversitidt ausiiben konnen. Darliber hinaus konnen — bei Einschluss der funktionalen
Diversitiit in die Untersuchung von Okosystemen — nachteilige Effekte auf die Nachhaltigkeit
der Nutzung unserer natiirlichen Ressourcen, z.B. durch Bodenbearbeitung oder den Einsatz
von Pflanzenschutzmitteln, schnell erkannt werden (KENNEDY und GEWIN, 1997). Die
Bestimmung dieser Diversitit konnte sich somit zu einem wichtigen Kriterium fiir die

Bewertung von Bodenqualititen entwickeln.

2.3 Moderne Verfahren der Bodenmikrobiologie

Frithere Arbeiten zur mikrobiellen Diversitiit beschrinkten sich auf die Untersuchung von
isolierten Organismen mit Methoden der klassischen Mikrobiologie (Abbildung 2-3, z.B.
MARTIN et al., 1980; MILLS und WASSEL 1980). Aufgrund der Unkultivierbarkeit vieler
Organismen konnte so nur ein kleiner Teil der im Boden vorhandenen Organismen erfasst
werden, wobei es sich meist um r-Strategen handelt (also Organismen, die sich durch hohe
Wachstumsraten bei guter Nihrstoffversorgung auszeichnen). Die fiir den Boden reprisenta-
tiveren k-Strategen entziehen sich dagegen hiufig der Kultivierung (TORSVIK et al., 1990a).
Zudem beschrinkt sich die Beschreibung einer mikrobiellen Gemeinschaft meist auf

Morphologie, Okologie und Physiologie einzelner Isolate.

Seit einiger Zeit werden zusitzlich metabolische Fingerprints ganzer mikrobieller
Gemeinschaften zur funktionalen Analyse substratspezifischer Aktivititen erstellt (Garland
und Mills, 1991; Zak et al.,, 1994), wobei diese Methode aber nur die kultivierbaren
Organismen einer Gemeinschaft erfassen kann und nicht notwendigerweise das funktionale

Potential im Boden widerspiegelt (SMALLA et al., 1998).
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Methoden

Mikrobielle Gemeinschaft

— | T

Klassische Mikrobiologie Biochemie Molekularbiologie
Aktivitat und Erscheinung Biomasse Genetisches Material
Isolierung  Mikrobielle Isolierung Mikrobielle Isolierung In situ-
von Gemeinschaft von Gemeinschaft von DNA Methoden

Mikroben Mikroben

Abbildung 2-3  Ubersicht iiber die Methoden der mikrobiellen Okologie (Erklirungen siehe
Text).

Dagegen sind die biochemischen und molekularbiologischen Methoden der Mikroben-
Okologie auch geeignet, die bisher nicht kultivierbaren Glieder einer Gemeinschaft zu
erfassen. Die biochemischen Methoden zielen meist auf Zellwand- oder Membranbestandteile
ab und beruhen auf &hnlichen Fettsdure-Synthese-Wegen bei taxonomisch verwandten
Gruppen (Phospholipid-Fettsduren = PLFA, Lipopolysaccharide = LPS, respiratorische
Lipochinone, ZELLES, 1999; FUIJIE et al., 1998; SAITOU et al., 1999). Dariiber hinaus kénnen
Bakterien mit polyklonalen Antikérpern spezifisch detektiert werden (SCHLOTER et al., 1998).

Dagegen konzentrieren sich die Methoden der Molekularbiologie auf das genetische Material
der Mikroorganismen. Ein sehr wirkungsvolles Werkzeug fiir die Mikrobendkologie, das auf
die Beschreibung der strukturellen Diversitét abzielt, besteht in der Untersuchung von 16S
rDNA (HUGENHOLTZ und PACE, 1996; RHEIMS et al., 1996; VAN VERSEFELD et al., 1997). Die
16S rDNA kommt in allen Bakterien und - in leicht verinderter Form (als 18S rDNA) - auch
in Eukaryoten vor. Sie beinhaltet gleichzeitig stark konservierte Bereiche, die in allen
Lebewesen identisch sind, und hochvariable Regionen, die spezifisch fiir einzelne Arten oder
Stamme sind (WOESE, 1987; LUDWIG und SCHLEIFER, 1994). Sequenzanalysen dieser riboso-
malen DNA bilden heute die Grundlage fiir die phylogenetische Klassifizierung der
Prokaryoten (WOESE et al., 1990). Im Gegensatz zur 16S rDNA ist die Untersuchung
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genomischer DNA bzw. RNA geeignet, eine funktionale Einordnung einzelner Organismen

zu erzielen.

Neben der Sequenzierung von DNA-Abschnitten gibt es verschiedene Verfahren fiir die
Beschreibung mikrobieller Gemeinschaften im Boden. Dazu gehdren beispielsweise moleku-
lare Fingerprints, wie die Erstellung von DNA-Bandenmustern mittels DGGE (Denaturie-
rende Gradienten-Gelelektrophorese, MUYZER et al., 1993; FUHR, 1996), RISA (ribosomal
intergenic spacer analysis, MASSPO et al, 1995; HENDRYCKX et al., 1996; BORNEMANN und
TRIPLETT, 1997), ARDRA (amplified rDNA-restriction analysis, MASSPO et al, 1995;
VANEECHOUTTE et al.,, 1995; FERNANDEZ et al.,, 1999) und t-RFLP-Profile (terminal-
restriction fragment length polymorphism, LIU et al., 1997; MOESENEDER et al., 1999).
Dariiber hinaus lisst sich die Heterogenitit (= Diversitit) aus Boden isolierter DNA durch
photometrische Verfolgung der Reassoziation einzelstringiger DNA bestimmen (TORSVIK et
al., 1990a). Daraus ldsst sich die Anzahl verschiedener Genome abschitzen. Allerdings
konnen verschiedene mikrobielle Gemeinschaften gleicher Diversitit nicht unterschieden

werden. Die Methode ist daher nur fiir spezielle Fragestellungen geeignet.

Radioaktiv oder mit einem fluoreszierenden Farbstoff markierte Gensonden (HUGENHOLTZ
und PACE, 1996) werden eingesetzt, um Organismen mit bestimmten Eigenschaften sichtbar
zu machen. Nach Extraktion von DNA aus Bodenorganismen wird diese mit spezifischen
Oligonukleotiden, die komplementir zu Sequenzen funktionaler Gene sind, hybridisiert
(BURAUEL et al., 1991; KA et al., 1994; KA et al., 1995). Zusitzlich besteht die Moglichkeit,
Mikroorganismen direkt in ihrer Umwelt zu beobachten (in sifu). Dazu werden fluoreszenz-
markierte Oligonukleotide in die mikrobiellen Zellen eingeschleust. Diese hybridisieren dann
mit der ribosomalen RNA. Uberschiissige Gensonden werden ausgewaschen, so dass einzelne
Zellen im Mikroskop sichtbar gemacht werden kdnnen (DELONG et al., 1989; WAGNER et al.,
1994). Durch gleichzeitige Verwendung mehrerer Sonden mit unterschiedlicher Markierung
ist eine Detektion verschiedener Mikroorganismen im selben mikroskopischen Feld moglich.
Allerdings wirkt hierbei die Anzahl der zur Verfiigung stehenden Markierungen limitierend
auf die Anzahl der zu differenzierenden Stimme. Auflerdem konnen nur bekannte Organis-
men spezifisch angefirbt werden, da zumindest ein Teil des Genoms fiir die Herstellung der
Gensonde bekannt sein muss. Besonders interessant wird diese Methode dadurch, dass gerade
die physiologisch aktiven Glieder einer mikrobiellen Gemeinschaft angefirbt werden, da die
Menge an ribosomaler RNA in einer Zelle von ihrer Wachstumsrate bzw. ihrer Aktivitit
(DELONG et al., 1989; TESKE et al., 1996) abhiingig ist.

Dagegen ist die DGGE (Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese) von 16S rDNA eine
relativ schnelle und einfache Methode (MUYZER et al., 1993). Die DGGE beruht auf der
elektrophoretischen Auftrennung amplifizierter DNA-Fragmente in einem Polyacrylamidgel
mit einem Konzentrationsgradienten eines denaturierenden Agens und ermdglicht die

Bestimmung der Diversitit der hiufigsten Vertreter einer bakteriellen Gemeinschaft durch
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einen Vergleich von Banden-Mustern (FELSKE et al., 1996; ROLLEKE et al., 1996°). Die DNA
wird zunéchst aus den Boden-Mikroorganismen extrahiert und aufgereinigt (z.B. liber
Agarose-Gelelektrophorese). AnschlieBend werden geeignete (variable) Sequenzen der
16S rDNA mittels “Polymerase Chain Reaction” (PCR, SAIKI et al., 1985; SAIKI et al., 1988)
amplifiziert. Die Produkte werden elektrophoretisch aufgetrennt und konnen dann entweder
sequenziert werden, wodurch eine phylogenetische Zuordnung der héufigsten Vertreter einer
mikrobiellen Gemeinschaft moglich wird (FELSKE et al., 1998), oder sie dienen der Erstellung
genetischer Fingerprints, durch die die Ahnlichkeit verschiedener Gemeinschaften oder das
Auftreten bestimmter Organismen darin untersucht werden kann (Abbildung 2-4). Dariiber
hinaus kann die Hybridisierung geblotteter DGGE-Gele mit spezifischen Oligonukleotid-
Sonden weitere phylogenetische Informationen liefern (MUYZER et al., 1993).

Bodenprobe

extrahierte Nukleinsauren
DNA RNA

Sequenzierung einzelner Banden Community Fingerprints

Vergleich mit Detektion bekannter Arten bzw.
rDNA - Datenbanken Vergleich verschiedener Okosysteme

Abbildung 2-4  Molekularbiologische Charakterisierung von Bodenproben mittels DGGE.

Da durch die PCR aus allen Organismen etwa gleich lange Abschnitte vervielfiltigt werden,
kann eine Charakterisierung mittels DGGE nicht auf Léingenunterschieden beruhen. Die
gleich langen Abschnitte werden iiber einen denaturierenden Gradienten getrennt, welcher
entweder chemischer Natur (DGGE, z.B. Harnstoff) ist oder in Form ansteigender Temperatur
tiber die Laufzeit bzw. -strecke (TTGE bzw. TGGE, ROSENBAUM und RIESNER, 1987) wirkt.
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Die Unterschiede in der Empfindlichkeit verschiedener DNA-Sequenzen gegeniiber
denaturierenden Bedingungen ergeben sich aus ihrer abweichenden Primérstruktur. Einen
Uberblick iiber die verschiedenen Varianten der Auftrennung gleich langer DNA-Fragmente
mittels denaturierender Gradienten wird von LERMAN und BELDJORD (1998) gegeben.

In den nicht denaturierenden Gelen erfolgt die gelektrophoretische Auftrennung von PCR-
Produkten nach der Linge der Sequenzen und damit vorrangig in Abhiéngigkeit von der
Porengrofle der stationdren Matrix und der Ladung der Molekiile. Die Chromatographie von
PCR-Produkten in der DGGE verliduft dagegen nur solange nach diesen GesetzmiBigkeiten,
bis sie eine Stelle im Gradienten erreichen, die eine Konformationsinderung der Proben
bedingt. Durch die denaturierenden Bedingungen werden die DNA-Doppelstriinge, die durch
Wasserstoff-Briicken-Bindungen zwischen den einzelnen Basen zusammengehalten werden,
teilweise ,,aufgeschmolzen. Da zwischen den Basen Adenin (A) und Thymin (T) nur zwei,
zwischen den Basen Guanin (G) und Cytosin (C, Abbildung 2-5) dagegen drei Wasserstoff-
Briicken-Bindungen bestehen, werden erstere Basenpaare leichter aufgebrochen. Ein DNA-
Strang mit einem hohen Anteil an Thymin und Adenin wird also leichter aufgespalten als eine
GC-reiche Sequenz und er wird damit bereits bei weniger starken denaturierenden Bedingun-
gen im Gel zuriickgehalten. PCR-Produkte verschiedenen Ursprungs konnen daher direkt -

aufgrund ihrer Mobilitiit in der denaturierenden Matrix — voneinander unterschieden werden.

/H Abbildung 2-5
H.C O------- H—N Struktur der Basen der Desoxy-
Nﬁ ribonukleinséiure und Art ihrer
N—H------- N, N\ Paarung iiber Wasserstoff-
/ N Zucker briicken-Bindungen (gestrichelte
Zucker O Linien)
Thymin Adenin
H
\
N—H----- -Q Nﬁ
N------- H—N N
N_< >=N Zucker
Zucker/ O------ H—N\
H
Cytosin Guanin
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2.4 Einsatz molekularbiologischer Methoden zur Beurteilung von
Pflanzenschutzmitteleffekten auf Bodenmikroorganismen

Die Extraktion mikrobieller Nukleinsduren aus Boden und deren molekularbiologische
Analytik hat es in den vergangenen 20 Jahren ermdglicht, die 6kologische Bedeutung und die
Diversitidt von Bodenmikroorganismen zu bestimmen. GELSOMINO et al. (1999) und OGRAM
(2000) geben einen Uberblick iiber die bisher durchgefiihrten Studien der molekularen
Mikrobendkologie in Boden. Bislang standen dabei vor allem grundlagenorientierte Frage-
stellungen im Vordergrund, die sich beispielsweise mit der Diversitit (Torsvik et al., 1990a
und b) und der phylogenetischen Zuordnung der dominantesten Vertreter im Boden (FELSKE
et al., 1998; NUSSLEIN und TIEDIJE, 1999), insbesondere von nitrifizierenden (STEPHEN et al.,
1998) oder stickstofffixierenden Bakterien (ROSADO et al., 1998), sowie von Archaebakterien
(BINTRIM et al., 1997; BUCKLEY et al., 1998) befassten. Diese Grundlagen sind Vorraus-
setzung fiir das Verstindnis Okologischer Zusammenhénge in landwirtschaftlich genutzten
Boden, welches wiederum von groBer Bedeutung fiir die Entwicklung neuer Strategien zur
Bodenbewirtschaftung in der nachhaltigen Landwirtschaft ist (BEESE et al, 1994).

Biologische Prozesse haben eine zentrale Bedeutung fiir die 6kologischen Funktionen im
Boden (s.0.). Aus diesem Grund beinhaltet heute das Zulassungsregelwerk fiir die Registrie-
rung von Pflanzenschutzmitteln auch eine Bewertung der Wirksubstanzen beziiglich
moglicher Nebeneffekte auf Bodenmikroorganismen und -prozesse (DOMSCH, 1992). Eine der
ersten Arbeiten, die die Effekte durch Pflanzenschutzmittel auf die mikrobiellen Gemein-
schaften im Boden mit Hilfe molekularbiologischer Methoden untersuchte, ist von ATLAS et
al. (1991) beschrieben worden. Die Autoren fanden nach Applikation des Herbizidwirkstoffes
2,4,5-Trichlorphenoxyessigsiure (2,4,5-T) eine reduzierte mikrobielle Diversitit im Boden,
welche sie anhand der DNA-Reassoziation nach TORSVIK et al. (1990b) bestimmten. Dieses
war auch aus dem Grund besonders auffillig, da lange Zeit schidliche Nebeneffekte auf
Bodenprozesse durch Pestizide meist auf den Einsatz von Fungiziden zuriickgefiihrt wurden
(WAINWRIGHT, 1978). Allerdings zeigten die parallel durchgefiihrten physiologischen
Untersuchungen keine Schadwirkung, so dass der Bodenmikroflora eine hohe Anpassungs-

fahigkeit an Storfaktoren zugesprochen wurde.

In neueren Untersuchungen wurde vor allem die Denaturierende Gradienten-Gelelektro-
phorese (DGGE) eingesetzt. Diese ergab nach einer Stérung landwirtschaftlicher Béden durch
Inkubation mit Stickstoff bzw. einem Methanol-Luft-Gemisch eine reduzierte mikrobielle
Diversitit (QVREAS et al., 1998), die teilweise begleitet war von einem physiologischem
Wechsel der bakteriellen Bodengemeinschaft. ENGELEN et al. (1998) und EL FANTROUSSI et
al. (1999) untersuchten Herbizidwirkungen auf die Struktur und das physiologische Potential
mikrobieller Bodengemeinschaften mittels DGGE und BIOLOG-Platten. Letztere enthalten
95 verschiedene Kohlenstoffquellen und dienen dazu, Substrat-Nutzungs-Profile zu erstellen.

Beide Untersuchungen wiesen einen empfindlichen Einfluss der Herbizidapplikation auf die
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erwihnten Parameter nach und konnten zeigen, dass diese Methoden wertvolle Werkzeuge
nicht nur in der Grundlagenforschung darstellen, sondern ihren Einsatz auch bei angewandten
Fragestellungen, beispielsweise zur Bewertung von Nebenwirkungen durch Pflanzenschutz-

mittel auf die sogenannten ,,Nicht-Ziel-Organismen*, rechtfertigen.

2.5 Das Fungizid Dithianon

Dithianon (5,10-Dihydro-5,10-dioxo-naphtho[2,3-b]-1,4-dithiin-2,3-dicarbonitril, Produkt-
name DELAN SC 750™, Cyanamid) wird unter dem Handelsnamen Delan (Cyanamid) ver-
trieben und dient als nichtsystemisches Kontaktfungizid zur Bekdmpfung verschiedener Pilz-
krankheiten im Obst-, Wein-, Hopfen- und Feldgetreidebau (WANNER, 1999), wobei es in
Aufwandmengen von 0,19 bis 1,5 kg ha™! eingesetzt wird. Es ist beispielsweise wirksam
gegen Apfelschorf (Venturia inequalis), Mehltau (Podosphaeria leucotricha) und Lauch-
schwirze (Alternaria porri) und dariiber hinaus auch gegen verschiedene durch Bakterien
hervorgerufene Pflanzenkrankheiten (z.B. Xanthomonas oryzae). Seine Wirkung entfaltet es,
indem es die Sporenkeimung und die Keimschlauchentwicklung bei Pilzen verhindert.
DROBNICA et al. (1980) und STURDIK und DROBNICA (1980) stellten auBerdem eine voll-
stindige Blockade der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase der Glykolyse fest, die
die zytotoxischen Effekte dieser Substanz, die auch in der Medizin Anwendung findet,

erkldren.

Bislang gibt es nur wenige Untersuchungen, die sich mit dem Verhalten von Dithianon im
Boden befassen. UEOKA et al. (1997) stellten fest, dass es im Boden bereits in den ersten zwei
Zentimetern immobilisiert und darliber hinaus rasch abgebaut wird. WANNER et al (2000)
untersuchten den Verbleib von '*C-markiertem Dithianon nach Stimulierung der mikrobiellen
Aktivitit durch Strohzugabe und fanden eine Mineralisierung von 33 % und die Bildung

nicht-extrahierbarer Riickstinde in Hohe von 63 % der eingesetzten Radioaktivtit nach 64

X

Abbildung 2-6  Strukturformel von Dithianon
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3 BESCHREIBUNG DER MIKROKOSMOS-EXPERIMENTE

3.1 Kultivierung und Charakterisierung prozessrelevanter
Mikroorganismen

3.1.1 Kultivierung und Isolierung

Der Humifizierungsprozess von Maisstroh im Boden wurde in verschiedenen Mikrokosmos-
Experimenten (vgl. Kapitel 3.3 — 3.7) iiber einen Zeitraum von bis zu 6 Monaten beobachtet,
sowie mikrobiologisch und chemisch charakterisiert. Um die Bedeutung bisher nicht
kultivierter Arten aufzuklidren, wurden — im Vergleich zum Umsatz durch die native mikro-
bielle Gemeinschaft im Boden — verschiedene definierte Mischkulturen mit kultivierbaren
Spezies eingesetzt. Dazu wurden zunichst am Umsatz von Maisstroh im Boden beteiligte
Mikroorganismen (Bakterien und Pilze) in einer Maisstrohrotte kultiviert. Maisstroh wurde
mit gegliihter Parabraunerde vermischt und nach Inokulation mit einer geringen Menge
Frischboden fiir 6 Monate inkubiert. Da sich mit der Verdnderung des organischen Materials
bei der Umsetzung auch die an den Prozessen beteiligte mikrobielle Gemeinschaft verdndert
(BRODER und WAGNER, 1988; INSAM et al., 1996), wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Beginn der Inkubation Organismen isoliert und auf Festmedien kultiviert. Zusitzlich
wurden Mikroorganismen in Fliissigkulturen mit Maisstroh als einziger Kohlenstoff- und

Energiequelle angereichert.

Die Anreicherung von Mikroorganismen erfolgte gemil3 Abbildung 3-1. Eine Maisstrohrotte
aus 150 g gegliihtem Boden mit 9 g Maisstroh wurde mit 2 g Frischboden (Typische Para-
braunerde vom Standort Merzenhausen aus landwirtschaftlicher Nutzung) in einem Erlen-
meyerkolben angesetzt. Zur Einstellung der Bodenfeuchte auf 40 % WXKpa.x wurden dem
Boden 26,25 mL SSE (= soil solution equivalent)-Medium nach ANGLE et al. (1991) zugege-
ben. Die Zusammensetzung des SSE-Mediums orientiert sich an der Mineralstoff-Zusammen-
setzung in der Bodenldsung. Es enthilt 2,5 mM NOs', 2,5 mM NH,*, 5 uM HPO42', 2,5 mM
Na*, 4,0 mM Ca®*, 2,0 mM Mg**, 0,503 mM K*, 4,0 mM CI, 5,0 mM SO,> und 20 uM Fe**
in Form eines EDDHA- (= Ethylendiamin-di(o-hydroxyphenylsiure)) Komplexes. Der pH-
Wert wurde mit Hilfe von KOH auf 6,0 eingestellt. Als Puffersubstanz wurde MES (2-(N-
morpholino)ethansulfonsiure) eingesetzt. Bei der Herstellung des Mediums wurde der Eisen-
EDDHA-Komplex aufgrund seiner Hitzeempfindlichkeit erst nach Abkiihlen der auto-
klavierten Losung zugegeben. Der relativ geringe Gehalt an Stickstoff im SSE-Medium kann
moglicherweise zu einer Beschleunigung der Humifizierung fiihren. So stellten DELL'AGNOLO
und FERRARI (1979) eine Hemmung der am Umsatz von Sédgemehl beteiligten Exoenzyme
durch hohe anorganische Stickstoffgehalte fest.

13



Mikrokosmos-Experimente

Nach 1, 2, 3, 4, 7, 10, 13 und 26 Wochen wurden aus der Maisstrohrotte Proben genommen
und ein eventueller Feuchteverlust ausgeglichen. Von jeder Probe wurden durch Anzucht und
Vereinzeln auf festen Kulturmedien Isolate in Reinkultur gewonnen. Fiir die Anzucht der
Mikroorganismen wurden pro Probenahmetermin aus jeweils drei separaten Kolben Boden-
proben mit einem Frischgewicht von 10 g entnommen und in einem sterilen Md&rser homo-
genisiert. 1 g homogenisierter Boden wurde jeweils mit 9 mL Extraktionslosung versetzt
(Tabelle 3-1) und 5 min in einer Schwingmiihle (MM 2, Retsch) extrahiert. Vom Uberstand
wurden 0,5 mL zur Erstellung einer Verdiinnungsreihe mit physiologischer Kochsalzlésung
(0,9 %) entnommen. Von geeigneten Verdiinnungen der Bodensuspensionen wurden jeweils
100 nL auf drei verschiedenen Nihrboden ausplattiert (Verdiinnungen 10'3, 10'4, 107 und 10°®
fir Wachstum auf Malzextrakt-Agar und Verdiinnungen 107, 10°, 107 und 10° fiir
Wachstum auf R2A und Bodenextrakt-Agar, vgl. Tabelle 3-1). R2A (nach REASONER und
GELDREICH, 1985) wurde gewihlt, da es ein hiufig fiir die Anzucht mikrobieller Organismen
aus Bodenproben eingesetztes Nihrmedium ist (ALEF, 1994). Durch den Einsatz von 10 %
(v/v) eines wissrigen Bodenextraktes (s.u.) im Bodenextrakt-Agar wurde versucht, die
Verfiigbarkeit von Nihrstoffen im Boden zu simulieren und somit bessere Kultivierungs-
bedingungen fiir Bodenbakterien zu schaffen. Aus diesem Grund wurde auch nur vergleichs-
weise wenig Glucose eingesetzt. Bei Malzextrakt-Agar handelt es sich um ein Selektiv-
medium, das durch seinen relativ niedrigen pH-Wert das Wachstum der meisten Bakterien

unterdriickt.

Zur Herstellung des Bodenextraktes wurde Boden mit Natriumphosphat-Puffer (100 mM,
pH 7) im Verhiltnis 1:1 durch 60 min Schiitteln bei 150 U min™ extrahiert und anschlieBend
mehrfach filtriert (nach FUHR, 1996). Der gefilterte Extrakt wurde portioniert, autoklaviert
und bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Die Nidhrmedien wurden zur Sterilisation 15
min bei 121°C und einem Druck von 1,013 - 10° Pa autoklaviert. Die Agarplatten wurden
nach der Inokulation bis zur Ausbildung deutlicher Kolonien bei 20°C inkubiert.
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Tabelle 3-1 Losungen und Kulturmedien zur Isolierung und Anreicherung von Bakterien

und Pilzen aus Boden.

Medium Zusammensetzung Agar [%] pH-Wert

NaCl 01 gL' _ 7.0
CaCl,-H,O 0,02 gL' ’
MgS0,7H,0 0,2 gL

Extraktionslosung

Tween 80 5.0 g Lt
SSE NH,NO; 020 gL' . 6,0
MgCl, 0,19 gL'
CaSO42H,0 0,69 gL*
KH,PO, 0,68 mgL"
KOH 28 mgL'
FeEDDHA 83 mgL"
MES 1,95 gL!
R2A Hefeextrakt 0,5 g Lt 1.5 7,2
Proteosepepton 0,5 gLt ’
Casaminoséduren 0,5 gLt
Glucose 0,5 g Lt

1sliche Stirke 0,5 gL
Na-Pyruvat 0,3 g L!

K,HPO, 03 gL!
Mg SO, 005 gL'
-1
Bodenextrakt-Agar Bodenextrakt 100 mL L_1 ) 6.8
Glucose 1,0 gl
NaCl 50 gL'
K,HPO, 25 gL'
-1
Malzextrakt-Agar Malzextrakt 300 g L_l 1,5 5,6
Proteose-Pepton 3,0 gL
Kartoffel-Glucose- Kartoffelextrakt 4,0 g Lt 1.5 5.6
Agar Glucose 20,0 gL'
Nihrbouillon Pepton 5,0 gL?! _ 7.0

Fleischextrakt 3,0 g Lt

Ubersicht iiber die Proben, aus denen Isolate gewonnen wurden:

- frisch angesetzte Maisstrohrotte mit Isolierungen nach 1, 2, 3, 4, 7, 10 und 13 Wochen
- Fliissigkulturen mit Maisstroh als einzige Kohlenstoffquelle

- 6 Monate alte Maisstrohrotte

- 14 Monate alte Maisstrohrotte (mit gereiften Umsatzprodukten)
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A. Mikrokosmen

Extraktion der Mikroorganismen aus dem Boden
und Verdiinnung in 0,9 % NaCl

150 g Boden (gegliiht)
9 g Maisstroh

2 g Frischboden
26,25 ml SSE

Inkubation bei 20 °C im Dunkeln

Probenahme (je Kolben 2 x 1g) und
Wasserausgleich
nach 1, 2, 3,4, 7, 10 und 13 Wochen

(von élteren Ansatzen wurden Bodenproben
nach 30 und 60 Wochen untersucht)

Bodenbakterien mit reduziertem Kohlenstoff-Gehalt

l l l R2A: haufig eingesetzter Nahrboden fur Wasser- und

Bodenextrakt-Agar: oligotrophe Bedingungen
mit komplexen Nahrstoffen aus der Bodenlosung

Malzextrakt-Agar zur Anzucht von Pilzen

Anzucht von Mikroorganismen auf verschiedenen Néahrbéden

B. Fliissigkulturen

1 g Maisstroh
0,5 g Frischboden

1 g Maisstroh
0,5 g Frischboden

30 oder 50 ml SSE (soil solution equivalent) Medium

30 oder 50 ml BE (Bodenextrakt) Medium

Abbildung 3-1  Anreicherung von Mikroorganismen in Mikrokosmen (A) und

Fliissigkulturen (B).
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3.1.2 Charakterisierung prozessrelevanter Mikroorganismen

Die Isolate wurden spiter teilweise anhand cytologischer, morphologischer und stoffwechsel-
physiologischer Merkmale, unter anderem mit Hilfe standardisierter Methoden oder BIOLOG
(Tuowmi et al., 1997), charakterisiert.

3.1.2.1 Charakterisierung des Zellwandaufbaus

Bakterien konnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Zellwandzusammensetzung in zwei grofBe
Gruppen eingeteilt werden: Gram-positive und Gram-negative. Diese Einteilung beruht auf
einem von GRAM (1884) eingefiihrten Férbeverfahren und beschreibt ein wichtiges taxo-
nomisches Merkmal, mit dem auch andere Eigenschaften von Bakterien korreliert sind (s.u.).
Hitzefixierte Zellen werden zunichst mit Kristallviolett angefdrbt. Nach Behandlung mit einer
Jod-Losung lassen sich die Gram-negativen Zellen mit Alkohol entfirben. Gram-positive
halten aufgrund ihres mehrschichtigen Mureinsacculus den Farbstoff-Jod-Komplex zuriick
und erscheinen im Lichtmikroskop dunkelviolett. Bei der Interpretation der gefirbten
Préparate ist allerdings zu beachten, dass das Gram-Férbeverhalten einer Bakterienkolonie
von ihrem Wachstumszustand abhiingen kann. Aus diesem Grund wurde jeweils ein Gram-
positives (Corynebacterium glutamicum) und ein Gram-negatives Bakterium (Escherichia
coli) mitgefiihrt. Dariiber hinaus wurden weitere Verfahren zur Charakterisierung der
Zellwinde durchgefiihrt.

Gram-Farbung

Die Bakterienstimme wurden iiber Nacht oder — falls notwendig auch ldnger — auf R2A-
Platten angezogen. Von den Platten wurden einzelne Kolonien auf einem Objekttriger in
einem Tropfen steriler Kochsalz-Losung (0,9 %) ausgestrichen. Die Ausstriche wurden an der
Luft getrocknet und in der leuchtenden Flamme des Gasbrenners hitzefixiert. Die Firbung
erfolgte durch Eintauchen in die verschiedenen Losungen gemil3 Tabelle 3-2.
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Tabelle 3-2 Protokoll zur Gram-Firbung.
Reagenz Anmerkung
1. Kiristallviolett-Losung Ca. 60 sec
2. H0 dest. Gut spiilen
3. Lugol'sche Losung Min. 60 sec
4. Entfarbe-Losung Spiilen bis keine Farbwolken mehr von
(Isopropanol/Aceton 3:1) dem Objekttriger abgewaschen werden
5. H->O dest. Gut spiilen
6. Safranin-O-Ldsung 25-30 sec
7. H,0 dest. Gut spiilen
8. Lufttrocknen
KOH-Test

Mit diesem Schnelltest auf die Empfindlichkeit gegen alkalische Losungsmittel lédsst sich die
Dicke des Mureinsacculus charakterisieren (Ryu, 1938). Dazu wurden gut gewachsene
Kolonien mit einer Impfose von den Agarnihrbdden genommen und mit einem Tropfen KOH
(1 M) auf einem Objekttriger vermischt. Nach 5 — 10 Sekunden wurde die Impfose vorsichtig
aus der Suspension gehoben. Durch die Lyse der Zellwand bei Gram-negativen Bakterien
wird DNA freigesetzt — die Zellwand Gram-positiver Mikroorganismen widersteht der
Alkalibehandlung. Das Bakteriengenom der lysierten Gram-negativen Bakterien lésst sich als

viskoser Faden erkennen.

Nachweis der L-Alanin-Aminopeptidase

Eine weitere Methode zur Bestimmung des Zellwandaufbaus ist der Nachweis der L-Alanin-
Aminopeptidase. Die L-Alanin-Aminopeptidase ist ein in der Bakterien-Zellhiille lokalisiertes
Enzym, das fast ausschlieBlich bei Gram-negativen Bakterien gefunden wird. Der Nachweis

beruht auf der Spaltung eines farblosen Substrates in ein farbiges (gelb):
L-Alanin-4-nitroanilid — L-Alanin + 4-Nitroanilid (gelb)

Der Nachweis erfolgte mit Bactident® Teststibchen nach Angaben des Herstellers (Merck).
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3.1.3 Identifizierung isolierter Bakterien mit dem BIOLOG-System

Prinzip

Die BIOLOG-Mikrotiter-Platten werden eingesetzt, um isolierte Bakterienstimme anhand
ihrer Fahigkeit zur Oxidation von 95 verschiedenen Kohlenstoffquellen zu charakterisieren.
Durch die Veratmung der einzelnen Kohlenstoffquellen wird ein Tetrazolium-Farbstoff
irreversibel reduziert (BOCHNER, 1989). Dies wird durch eine positive Farbreaktion in der
entsprechenden Vertiefung angezeigt. Die sich daraus ergebenden ,,Veratmungs-Muster*
werden mit Hilfe einer Datenbank ausgewertet. Zumindest Gram-negative Bakterien und
Gram-positive Bakterien des Bacillus-Clostridum-Streptococcus-Zweiges kénnen sehr gut
identifiziert werden. Dagegen wird nur ein Teil der Gram-positiven Bakterien des Actino-
mycetes-Zweiges korrekt bestimmt (WUNSCHE und BABEL, 1996). Bei letzteren handelt es
sich um eine phylogenetisch geschlossene Gruppe von Bakterien mit hohen GCgehalten in
ihrer chromosomalen DNA, die — im Gegensatz zu den Vertretern des Bacillus-Clostridum-
Streptococcus-Zweiges — in der Lage sind, ein Pseudomycel zu bilden.

Durchfiihrung

Zur Verhinderung moglicher Speicherstoff-Bildung in den Bakterien wurden die BIOLOG-
Platten mit jungen, schnellwachsenden Kulturen beimpft. Die Kolonien wurden zunichst
zweimal auf R2A-Agar bei 30°C kultiviert (1. 72 h, 2. 24 h), wobei der erste Kultivierungs-
schritt gleichzeitig der Reinheitskontrolle diente. Danach wurden die Kolonien zweimal fiir
jeweils 24 h bei 20°C in Fliissigmedien auf einem Rundschiittler (150 U min™) inkubiert. Die
als Gram-positiv erkannten Organismen wurden in Bacillus-Medium (6,0 g L! Pepton,
30¢g Lt Hefeextrakt, 3,0 g Lt Casein, 1,5 g Lt Malzextrakt) und die Gram-negativen in
Nihrbouillon (Merck) iibertragen. Fiir die Inokulation der BIOLOG-Platten wurde — wenn
moglich — Zellmaterial aus der zweiten Fliissigkultur genommen. Lediglich in den Fillen, in
denen hier kein ausreichendes Zellwachstum zu beobachten gewesen ist, wurde Material des

vorigen Tages genommen.

Die gut gewachsenen Kulturen wurden 3 x mit jeweils 10 mL steriler 0,9 %iger Kochsalz-
16sung gewaschen (10 min Zentrifugation bei 100 U min™). Nach dem Waschen wurde die
optische Dichte der Zellsuspensionen bei 436 nm bestimmt (UV/Vis Spectrometer Lambda 2,
Perkin-Elmer). Letztere wurden anschlieBend auf eine optische Dichte von 0,5 verdiinnt.
Dann wurde jede der 96 Vertiefungen der Mikrotiterplatten mit 150 pL der verdiinnten
Zellsuspension beimpft. Die Inkubation der Platten erfolgte fiir 24 h bei 28°C im Dunkeln.
Die Platten wurden nach dieser Zeit an einem Platten-Photometer bei einer Wellenléinge von
630 nm ausgelesen. Die Farbreaktion in den einzelnen Vertiefungen wurde in drei Kategorien
eingeteilt, wobei eine positive Reaktion (Kategorie ,,1*) bei 60—100 % relativer Absorption

eingeordnet wurde, eine negative (,,0°) bei 0-40 % relativer Absorption und eine nicht
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eindeutige Zuordnung (,,?*) bei 40-60 % relativer Absorption. Die sich daraus ergebenden
Zeichencodes wurden im Institut fiir Bodendkologie (GSF — Forschungszentrum fiir Umwelt
und Gesundheit, Neuherberg) mit der BIOLOG-Software und einer erweiterten Datenbank

ausgewertet.

3.14 Identifizierung isolierter Pilze

Die phylogenetische Einordnung isolierter Pilze erfolgte anhand von Teilsequenzen ihrer
18S rDNA. Dazu wurden die Pilzkulturen in Schiittelkultur mit Malzextrakt-Bouillon
(Tabelle 3-1, ohne Zugabe von Agar) angezogen, bis ein gutes Pilzwachstum erkennbar war.
Die Kulturlosung wurde zentrifugiert und die Biomasse im Pellet mit fliissigem Stickstoff
gemorsert. Die nachfolgende Extraktion von DNA wurde mit Hilfe des DNeasy Plant Mini
Kit (Quiagen) durchgefiihrt.

Teilsequenzen der 18S rDNA im gereinigten Extrakt wurden durch die Arbeitsgruppe von
Dr. Schloter (GSF — Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit, Institut fiir Boden-
Okologie, Neuherberg) mit den Primern NS 1 und NS 2 (WHITE et al., 1990, vgl. Abschnitt
4.2.3) amplifiziert und durch die Firma Toplab sequenziert. Die so gewonnen Gensequenzen
wurden durch Dr. Schloter mit Hilfe der Datenbank BLASTN 2.0.14 (ALTSCHUL et al., 1997)
ausgewertet und die Verwandtschaft der Ascomyceten-Sequenzen in einem phylogenetischen

Baum dargestellt.

3.2 Aufbau der Mikrokosmen

3.2.1 Boden

Die Mikrokosmos-Experimente wurden mit einer Typischen Parabraunerde aus Schwemmlof
in nativem Zustand oder nach Gliihen (48 h bei 600°C) durchgefiihrt. Parabraunerden gehdren
zu den hiufigsten Béden der gemiBigt humiden Klimagebiete Eurasiens und Amerikas, und
unterliegen — als fruchtbare Ackerbéden - intensiver landwirtschaftlicher Nutzung
(SCHACHTSCHABEL et al., 1989). Der eingesetzte Boden entstammt dem A,-Horizont des
genannten Bodentypus vom landwirtschaftlich genutzten Versuchsstandort ,,Im Briihl®,
Gemarkung Jiilich/Merzenhausen in Merzenhausen (Nordrhein-Westfalen). Die Charakteri-
sierung sowohl des nativen als auch des gegliihten Bodens ohne Maisstrohzugabe wurde im
Institut fiir Bodenkunde der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Unversitit Bonn durchgefiihrt.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-3 dargestellt.
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Tabelle 3-3 Chemisch-physikalische Charakterisierung des Versuchsbodens (Angaben

sind Mittelwerte aus 2 Parallel-Messungen).

Native Parabraunerde Gegliihte Parabraunerde
pH-Wert (caci,) 7,00 7,28
Cgesamt 0,92 % n.n.
Ngesamt 0,081 % n.n.
grob 0,5 % 0,75 %
Sand mittel 3,3 % 1,0 % 11,25 % 5,25 %
fein 1,8 % 5,25 %
grob 56,5 % 61,35 %
Schluff mittel 80,6 % 19,9 % 84,95 % 19,6 %
fein 4,2 % 4,0 %
Ton 16,1 % 3.8 %
3.2.2 Maisstroh

Zur Erstellung von Massenbilanzen wurde in den Mikrokosmos-Experimenten radioaktiv
markiertes Maisstroh eingesetzt, welches in einer Pflanzenkammer mit 14C02-Atmosphéire
(Phytotron der Bundesforschungsanstalt fiir Landwirtschaft, Braunschweig) angezogen
wurde. Eine genaue Beschreibung der Anzucht von markiertem Pflanzenmaterial ist bei WAIS
(1997) beschrieben. Die spezifische Radioaktivitit des '*C-markierten Maisstrohs betrug
~420 kBq g Trockenmasse. Neben '*C-markiertem Maisstroh wurde immer auch unmarkier-
tes verwendet, welches in der Vegetationsperiode 1996 aus der Lysimeteranlage des Instituts

fiir Chemie und Dynamik der Geosphire 5 (Radioagronomie) entnommen wurde.
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3.23 AbbaugefiBe

Fiir die Humifizierung des Maisstrohs wurden unmarkiertes Strohmaterial und jeweils eine
geringe Menge uniform "C-markiertes Maisstroh eingesetzt. Als Matrizes dienten sowohl
eine luftgetrocknete als auch eine gegliihte Parabraunerde, welche auf 0,5 mm gesiebt
wurden. In den Ansitzen mit sterilisiertem Boden wurden 107 g feuchter Boden (ent-
sprechend 100 g Trockenboden) in die Abbaugefile eingewogen. Diese wurden mit
Aluminiumfolie verschlossen. Der feuchte Boden wurde durch dreimaliges Autoklavieren
(60 min, 121°C) tyndallisiert. Zwischen den Autoklavierungsschritten wurden die Gefi3e bei
20°C feucht inkubiert.

In einem Abbaugefil nach ANDERSON (1975) (250 mL Erlenmeyerkolben, schematische
Darstellung in Abbildung 3-2) wurde gemahlenes Maisstroh (< 2 mm) zu der Bodenmatrix
gegeben und im Kolben vermischt. Die Inkubation wurde bei 20 = 1°C und 40 % der
maximalen Wasserhaltekapazitit (WKnax) — entsprechend einer absoluten Feuchte von 18,9 %
— im Dunkeln durchgefiihrt. Zusitzlich zu der benotigten Wassermenge wurden weitere 2 mL
Wasser g'1 Maisstroh zur Kompensation der Wasseraufnahme durch Quellung des Strohs
zugegeben. Das Inokulum wurde zusammen mit der Néhrstofflosung auf den Boden aufge-
tropft.

Glasrohr
— 20 mm ID, 145 mm Lange

777)— _ Quarzwolle
|—— 2 g Natronkalk

4= Quarzwolle
—— 10 g Natronkalk

Quarzwolle

Erlenmeyerkolben (250 ml, NS 29)

Boden

Abbildung 3-2  Schematischer Aufbau eines Abbaugefifies (ANDERSON, 1975).
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3.3 Vorversuch mit definierten und mit komplexen mikrobiellen
Gemeinschaften

In diesem Vorversuch wurde der Abbau von "*C- markiertem Maisstroh durch definierte und
durch komplexe mikrobielle Gemeinschaften in vereinfachten Boden-Mikrokosmen unter-
sucht. Gleichzeitig wurde durch dieses Experiment die Eignung von definierten mikrobiellen
Gemeinschaften fiir den Einsatz in den beschriebenen Boden-Mikrokosmen gepriift. Die
molekularbiologischen Methoden wurden ebenfalls auf ihre Eignung fiir die Fragestellung

getestet.

40 g gegliihter Boden wurde mit 3 g Maisstroh vermischt. Letzteres wurde (abgesehen von
einer nicht-radioaktiven Variante) *C-markiert zugegeben (120 kBg/Kolben). Die Feuchte
wurde mit 8 ml SSE-Medium (vgl. Tabelle 3-1) auf 40 % der maximalen Wasserhalte-
kapazitit eingestellt. Die Inkubation dauerte 6 Wochen bei 20°C.

Die Inokulation der Mikrokosmen erfolgte bei den Varianten V 1 und V 2 durch definierte
mikrobielle Gemeinschaften, welche aus den in Kapitel 3.1 beschriebenen Anreicherungs-
kulturen stammten. Die mikrobiellen Gemeinschaften wurden aus den Bodenisolaten (vgl.
Kapitel 3.1) gebildet und setzten sich zusammen aus jeweils einem auf R2A isolierten
Bakterienstamm der verschiedenen Probenahmetermine (1., 2., 3., 4., 7., 10. Woche und 12
Monate), sowie jeweils 2 Stimmen, die auf BEA isoliert wurden, und 3 Pilzstimmen. Eine
Ubersicht iiber die in den Varianten V 1 und V 2 eingesetzten Mikroorganismen gibt Anhang
B. Die Mikrokosmen der Varianten V 3 und V 4 wurden durch Anreicherungslosungen
inokuliert. Dazu wurde SSE-Medium bzw. Bodenextrakt-Medium mit einer geringen Menge
Frischboden und Maisstroh inokuliert und — wie in Abbildung 3.1 B beschrieben — inkubiert.
In der Kulturlosung sollten sich Organismen anreichern, deren Wachstum auf dem Abbau des
eingesetzten Maisstrohs basiert. V 5 und V 7 wurden durch eine Bodensuspension inokuliert,
wobei V 7 allerdings kein “C-markiertes Maisstroh erhielt. V6 wurde nur durch nicht

sterilisiertes Maisstroh angeimpft.
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Ubersicht iiber die Varianten des Vorversuches

Variante V 1:  definierte Mikroorganismen-Zusammensetzung 1
(7 Isolate von R2A, 2 von BEA, 3 von ME)

Variante V 2:  definierte Mikroorganismen-Zusammensetzung 2
(7 Isolate von R2A, 2 von BEA, 3 von ME)

Variante V 3:  Anreicherung von Mikroorganismen in Fliissigkultur mit Maisstroh

(“Soil solution equivalent”’-Medium)

Variante V 4:  Anreicherung von Mikroorganismen in Fliissigkultur mit Maisstroh
(“Bodenextrakt”-Medium)

Variante V 5:  Bodensuspension
Variante V 6: Inokulation nur durch nicht sterilisiertes Maisstroh

Variante V 7: Bodensuspension, nur inaktives (= nicht radioaktiv markiertes) Maisstroh

Im Vorversuch durchgefiihrte Analytik

- Abbau von uniform '*C-markiertem Maisstroh (vgl. Abschnitt 4.1.1)

- Molekularbiologische Analyse der mikrobiellen Gemeinschaft mittels DGGE (vgl.
Kapitel 4.2)
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3.4 Einfluss der Nahrstoffversorgung komplexer mikrobieller
Gemeinschaften auf die Mineralisierung von Maisstroh

In diesem Experiment wurde kontrolliert, ob die im gegliihten Boden vorhandenen Mineral-
stoffe fiir eine effektive Mineralisierung des Maisstrohs ausreichend sind. Dabei wurde
speziell die Rolle des verfligbaren anorganischen Stickstoffs im gegliihten Boden, zusammen
mit dem organischen Stickstoff des Maisstrohs untersucht. Der Einfluss zusétzlicher Mineral-
stoffgaben auf die Mineralisierung des Maisstrohs, die mikrobielle Aktivitit und die Ent-
wicklung der mikrobiellen Gemeinschaften nach Inokulation mit einer Bodensuspension
wurden beobachtet. Verschiedene Ansitze erhielten zur Einstellung der Bodenfeuchte
entweder entmineralisiertes Wasser, eine kiinstliche oder eine natiirlichen Bodenldsung (vgl.
Abschnitt 3.1.1). Zusitzlich erfolgte bei einigen Varianten ein Stickstoffausgleich in Form
eines handelsiiblichen Kalk-Stickstoff-Diingers. Eine Ubersicht iiber die Varianten gibt
Tabelle 3-4.

Versuchsansatz:

- 40 g gegliihter Boden (600 °C, 48 h), steril

- 2 g Maisstroh (1,8 g nicht markiert + 0,2 g uniform '*C-markiert = 84,0 kBq applizierte
Radioaktivitit), steril

- Zugabe von 1 ml 3 %iger Kalkammonsalpeter (KAS)-Losung (Varianten B, E und F, vgl.
Tabelle 3-4) mit einem Stickstoffgehalt von 27 %
(~30 mg KAS/Ansatz = 8 mg Stickstoff/Ansatz = 20 mg/100 g Boden N-Diingung)

- Inokulation mit Bodensuspension (komplexe mikrobielle Gemeinschaft)
- 3 Parallelen pro Ansatz

-~ Inkubation: 28 Wochen bei 20 °C im Dunklen
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Tabelle 3-4 Ubersicht iiber die Varianten im Experiment mit unterschiedlicher

Nihrstoffversorgung der Mikrokosmen.

Variante Boden Inokulum Feuchteausgleich  N-Ausgleich

A nativ Bodensuspension H,O

B gegliiht Bodensuspension H,O

C gegliiht Bodensuspension Bodenlosung

D gegliiht Bodensuspension SSE ?+2S né% 1\1\14;018 l%eBagg?)l
E gegliiht Bodensuspension H,O 20 mg N/100 g Boden
F gegliiht Bodensuspension Bodenldsung 20 mg N/100 g Boden
G gegliiht Maisstroh Bodenl6sung 20 mg N/100 g Boden

Durchgefiihrte Analvtik zur Beschreibung des Nihrstoff-Einflusses

- Abbau von uniform '*C-markiertem Maisstroh (vgl. Abschnitt 4.1.1)
- Mikrobielle Aktivitit (DMSO-Reduktase-Raten) (vgl. Abschnitt 4.1.2)

- Molekularbiologische Analyse der mikrobiellen Gemeinschaft mittels DGGE (vgl.
Kapitel 4.2)

- C/N-Verhiltnisse im Boden (vgl. Abschnitt 4.3.3)
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3.5 Umsatz von Maisstroh durch definierte mikrobielle
Gemeinschaften

Bei diesem Experiment stand die Fragestellung im Vordergrund, ob eine mikrobielle Gemein-
schaft mit einer geringen Diversitiit unter definierten Bedingungen Maisstroh in einer Rotte in
gleichem Mafe abbauen kann, wie eine natiirliche, komplexe Gemeinschaft. Dabei wurde
nicht nur die Mineralisierung des Maisstrohs, sondern gleichzeitig der Aufbau von Humin-
sduren betrachtet. Aufgrund dieses Versuchsansatzes sollte auch die Bedeutung einer groen
mikrobiellen Diversitit fiir den Umsatz von Maisstroh gezeigt werden. Dazu wurden 10
verschiedene mikrobielle Gemeinschaften, bestehend aus jeweils 10 Bakterien- und 3 Pilz-
Isolaten, 6 Wochen lang in einer Maisstrohrotte mit "C-markiertem Maisstroh und geglithtem
Boden inkubiert. Die Vorginge in diesen Mikrokosmen mit definierten Gemeinschaften
wurden verglichen mit denen in Mikrokosmen mit einer komplexen mikrobiellen Gemein-

schaft und hoher mikrobieller Diversitiit.

Versuchsansatz

- 40 g gegliihter Boden (600 °C, 48 h), steril

- 2 g Maisstroh (Mischung von 99:1 nicht markiertes + uniform '*C-markiertes Maisstroh
= 5,6 kBq applizierte Radioaktivitét), steril

- Zugabe von 1 ml 3 %iger Kalkammonsalpeter (KAS)-Losung mit einem Stickstoffgehalt
von 27 %
(~30 mg KAS/Ansatz = 8 mg Stickstoff/Ansatz = 20 mg/100 g Boden N-Diingung)

- 2 Parallelen pro Ansatz

- Inkubation: 6 Wochen bei 20 °C im Dunklen,
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Varianten des Experimentes mit definierten mikrobiellen Gemeinschaften

- Variante k: Komplexe mikrobielle Gemeinschaft (Inokulation durch eine

Bodensuspension)

- Varianten 1 — 10: 10 verschiedene Varianten mit jeweils 10 Bakterien- und 3 Pilz-
Isolaten (eine genaue Aufstellung der eingesetzten Bakterien und

Pilzisolate erfolgt mit internen Bezeichnungen im Anhang C)

Im Experiment mit definierten Gemeinschaften durchgefiihrte Analytik

- Abbau von uniform '*C-markiertem Maisstroh (vgl. Abschnitt 4.1.1)
- Ergosterolgehalte im Boden (vgl. Abschnitt 4.1.4)

- Molekularbiologische Aufarbeitung der definierten Bakterien-Gemeinschaften (vgl.
Kapitel 4.2)

- Analyse von Huminséduren mittels 13 C-fliissig-NMR-Spektroskopie (vgl. Abschnitt 4.4.2)
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3.6 Umsatz von Maisstroh durch komplexe mikrobielle
Gemeinschaften

In diesem Langzeitexperiment wurde die Humifizierung von Maisstroh durch komplexe
mikrobielle Gemeinschaften iiber einen Zeitraum von 26 Wochen beobachtet. Dabei stand der

Aufbau von Huminstoffen aus Ernteriickstéinden im kiinstlichen System im Vordergrund.

Jeweils 100 g Boden wurden mit 2 g Maisstroh vermischt (davon 0,2 g MC-markiert, ca.
8,4kBq) und autoklaviert. Diese Menge entspricht einer Einarbeitung von 11t Ernte-
riickstiinden pro Hektar und Jahr und liegt in der Gr6Benordnung praxisiiblicher Stroh-
diingung im Getreideanbau (PRINTZ, 1995). AnschlieBend wurden die Ansitze mit einer
Bodensuspension beimpft und mit entsalztem Wasser befeuchtet (40 % WKnax). Zusitzlich
erhielten alle Kolben einen Stickstoff-Ausgleich in Form von Kalkammonsalpeter. Die
Inokulation der tyndallisierten Ansitze erfolgte mit einer Bodenlosung. Dazu wurde 1 g
Boden mit 9 mL Extraktionslosung versetzt (Tabelle 3-1) und 5 min in einer Schwingmiihle
(MM 2, Retsch) extrahiert. Mikrokosmen mit jeweils 100 g Boden wurden mit 1 mL dieser

Suspension inokuliert.

Varianten

Variante H A: gegliihter Boden + Maisstroh + komplexe mikrobielle Gemeinschaft

(Inokulation durch eine Bodensuspension)

Variante H B: Frischboden, steril + Maisstroh + komplexe mikrobielle Gemeinschaft

(Inokulation durch eine Bodensuspension)

Variante H C: Frischboden + Maisstroh (Inokulation durch eine Bodensuspension)

Im Experiment mit komplexen Gemeinschaften durchgefiihrte Analytik

- Abbau von uniform '*C-markiertem Maisstroh (vgl. Abschnitt 4.1.1)

- Mikrobielle Aktivitit (DMSO-Reduktase-Raten) (vgl. Abschnitt 4.1.2)
- Keimzahlen (Koloniebildende Einheiten) (vgl. Abschnitt 4.1.3)

- Ergosterolgehalte im Boden (vgl. Abschnitt 4.1.4)

- Molekularbiologische Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften mittels DGGE (vgl.
Kapitel 4.2)

- C/N-Verhiltnisse im Boden (vgl. Abschnitt 4.3.3)

- 13C—Fliissig—NMR—Analysen der Huminséuren (vgl. Abschnitt 4.4.2)
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3.7 Einfluss von Dithianon auf die Mineralisierung des
Maisstrohs und die beteiligten mikrobiellen Gemeinschaften

In dieser Fallstudie wurde der Einfluss eines Pflanzenschutzmittels auf die Humifizierung von
Maisstroh untersucht. Der Fungizidwirkstoff Dithianon diente als Testverbindung zur
Uberpriifung der Empfindlichkeit der beschriebenen Mikrokosmen mit komplexen mikro-
biellen Gemeinschaften. Dithianon wurde in einer Konzentration von 50 mg kg'1 eingesetzt.
Diese Menge liegt deutlich iiber der praxisiiblichen Aufwandmenge von 0,96 mg kg’1
(WANNER, 1999). Ebenso unterschied sich die Art der Ausbringung (direkt in den Boden) von

der landwirtschaftlichen Praxis.

Fiir die Mikrokosmen, in die 50 mg kg'1 Dithianon appliziert wurden, wurde zunéchst 100 mg
Dithianon in Acetonitril gelst, welches mit 1 % Trifluoressigsidure angesiuert wurde (w/v).
Diese Losung wurde auf 100 g gegliihten Boden pipettiert. Nachdem das Losungsmittel
verdampft war, wurde der Boden im Morser homogenisiert. Diese Dithianon-Vormischung
wurde in 95 g autoklavierten bzw. gegliihten Boden eingemischt. Die weitere Behandlung der
Mikrokosmen erfolgte — ebenso wie die der Dithianon-freien Mikrokosmen — analog zu dem

in Kapitel 3.6 beschriebenen Verfahren.

In den im Folgenden genannten Varianten wurde auch die mikrobielle Aktivitit in Mikro-

kosmen ohne Zugabe von Maisstroh bestimmt.

Varianten

Variante A I: gegliihter Boden + Maisstroh + komplexe mikrobielle Gemeinschaft
(Inokulation durch eine Bodensuspension)

Variante A II: gegliihter Boden + Maisstroh + komplexe mikrobielle Gemeinschaft

(Inokulation durch eine Bodensuspension) + 50 ppm Dithianon

Variante B I: Frischboden, steril + Maisstroh + komplexe mikrobielle Gemeinschaft

(Inokulation durch eine Bodensuspension)

Variante B II: Frischboden, steril + Maisstroh + komplexe mikrobielle Gemeinschaft

(Inokulation durch eine Bodensuspension) + 50 ppm Dithianon
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Im Experiment mit dem Fungizid Dithianon durchgefiihrte Analytik

Abbau von uniform "*C-markiertem Maisstroh (vgl. Abschnitt 4.1.1)
Mikrobielle Aktivitit (DMSO-Reduktase-Raten) (vgl. Abschnitt 4.1.2)

Ergosterolgehalte im Boden (vgl. Abschnitt 4.1.4)

Molekularbiologische Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften mittels DGGE (vgl.

Kapitel 4.2)

BC-Fliissig-NMR-Analysen der Huminséuren (vgl. Abschnitt 4.4.2)
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4 BIOLOGISCHE UND CHEMISCHE ANALYTIK DER PROZESSE
IN DEN MIKROKOSMEN

4.1 Bestimmung mikrobiologischer Summenparameter

4.1.1 Mineralisierung von '*C-markiertem Maisstroh

In den aufgesetzten CO,-Fallen (vgl. Abbildung 3-2) wurde die Mineralisierung von Meo
markiertem Maisstroh quantitativ erfasst. Vor der Entnahme der CO;-Fallen wurden die
Abbaugefifle 5 min iiber den seitlichen Glasstutzen mit steril-gefiltertem Stickstoff gespiilt.
Die Bodenfeuchte wurde bei jeder Probenahme kontrolliert und gegebenenfalls mit sterilem
entionisiertem Wasser eingestellt. Die CO;-Fallen wurden bis zur Aufarbeitung in Plastik-
folien eingeschweillt. Das im Natronkalk gebundene *C0, wurde mit 50 mL 6 N HCI frei-
gesetzt und in 75 mL Methanol/Ethanolamin (70:30) wieder sorbiert. Aliquote von 1 ml
wurden mit einem Szintillationscocktail (Instant Scint-Gel Plus, Canberra Packard) vermischt
und im Fliissigkeits-Szintillationsspektrometer (LSC, Tri-Carb 2500 TR, Canberra Packard)

gemessen.

41.2 Mikrobielle Aktivitat: DMSQO-Reduktase-Raten

Prinzip

Die mikrobielle Aktivitit in den Mikrokosmen wurde durch die Messung der Dimethylsulf-
oxid (DMSO)-Reduktase in Bodenaliquoten nach ALEF und KLEINER (1989) bestimmt. Diese
Methode wird zur Bestimmung der mikrobiellen Aktivitit in Boden, in Bodenaggregaten,
Kompost und Abwissern eingesetzt (ALEF und KLEINER, 1989; ALEF, 1991). Diese Autoren
stellten fest, dass die DMSO-Reduktion von fast allen Mikroorganismen (aerobe und
anaerobe Bakterien und Pilze) in Boden und Gewdéssern katalysiert wird. Dariiber hinaus
konnte belegt werden, dass die DMSO-Reduktion mit verschiedenen anderen Methoden zur
Bestimmung der mikrobiellen Aktivitiit korreliert ist, sich diesen gegeniiber jedoch durch
ihren geringen Arbeitsaufwand auszeichnet (ALEF, 1990). Die Methode beruht auf der
folgenden 2-Elektronen-Transfer-Reaktion:

(CH3),SO+2¢e +2 H' — (CHj3).S + H,O

DMSO DMS
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Durchfiihrung

Die Bestimmung von Dimethylsulfid (DMS), welches durch die mikrobielle Aktivitit aus
DMSO freigesetzt wird, erfolgte gaschromatographisch. Der verwendete Gaschromatograph
von Hewlett-Packard (HP 8590 Series II) mit Flammenionisationsdetektor (GC-FID) war mit
einer GS-Q Megabore Siule, 1 = 30 m, & = 0,53 mm (Fisions Instrument) ausgeriistet. Vor
der Messung wurde mittels DMS eine Eichgerade aufgenommen, um die erhaltenen Flachen-

integrale (HP Integrator) in DMS-Massen umzurechnen zu konnen.

Sofort nach der Probenahme wurden 10 g Frischboden in zweifacher Wiederholung in luft-
dicht verschlieBbare Glasgefile definierten Volumens eingewogen und nach Vorinkubation
bei 40°C mit 2 mL einer 10 %igen DMSO-Losung (w/v) versetzt. Es wurde darauf geachtet,
dass der Boden vollstindig von der DMSO-L6sung durchtriinkt war. Die Gefile wurden mit
gasdichten Gummisepten verschlossen und fiir 3 h bei 40°C in einem Wasserbad inkubiert.
Nach der Inkubation wurden 250 pL aus dem Gasraum oberhalb der Bodenprobe mittels einer
gasdichten Hamiltonspritze entnommen und direkt in die GC-Séaule injiziert (on-column). Die
gaschromatographische Trennung erfolgte bei einer isokratischen Temperatur von 160°C.
Anschlieend wurden die Proben bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, um die
erhaltenen Reduktaseraten auf die Trockenmasse beziehen zu konnen. Die Angabe der
Reduktaserate erfolgte in ng DMS g (Trockenmasse) h™'. Bei Messungen mit mindestens 6
Parallelen wurden einzelne Ausreiler aus den Berechnungen herausgenommen (betrifft nur
die Experimente mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften iiber 26 Wochen). Als
Ausreifler galten dabei Werte, die mehr als das doppelte liber dem Mittelwert lagen oder

besonders niedrige Werte, die auf einen Fehler in der Probenvorbereitung schlieen lie3en.

41.3 Keimzahlbestimmung: Koloniebildende Einheiten

Die Anzahl koloniebildender Einheiten wurde in Anlehnung an WALLHAUSER (1988) und
ALEF (1994) ermittelt. 1 g homogenisierter Boden wurde mit 9 mL Extraktionsldosung (siehe
Tabelle 3-1) extrahiert. Von dem partikelfreien Uberstand wurde unter Einhaltung steriler
Bedingungen eine Verdiinnungsreihe mit physiologischer Kochsalzlosung (0,9 %) erstellt.
Aus den Verdiinnungsstufen 10~ bis 10”7 wurden jeweils 0,1 mL auf je zwei R2A-Agarplatten
mit Hilfe eines Drigalsky-Spatels und eines Drehtisches ausplattiert. Die Platten wurden 3-5
Tage bei 28°C inkubiert. Zur Zahlung wurden die Verdiinnungsplatten ausgewihlt, bei denen
die Zahl der Keime zwischen 20 und 200 lag.

Alle fiir die Keimzahlbestimmungen verwendeten Losungen und Geriite wurden 30 min bei
121,5 °C (Druck: 2:10° Pa) sterilisiert. Das Nihrmedium wurde nicht mit einem Antibiotikum
gegen pilzliches Wachstum versehen, hatte aber mit einem pH-Wert von 7,2 und einer
Inkubationszeit von 3-5 Tagen selektive Vorteile fiir bakterielles Wachstum. Pilz-
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kontaminationen kamen aus diesem Grund kaum vor. Bei der Durchfiihrung der Versuche
wurden an jedem Versuchstag Sterilitidtskontrollen von Agarplatten, der physiologischen
NaCl-Losung und der Umgebungsluft durchgefiihrt. Drei Aliquote von 0,1 mL der fiir die
Verdiinnungsreihen eingesetzten physiologischen NaCl-Losung wurden auf sterilen Agar-
platten ausplattiert. Zur Uberpriifung der Umgebungsluft wurde eine Agarplatte pro
Versuchstag fiir 15 min ge6ffnet und der Luft im Versuchsbereich ausgesetzt. Die Agarplatte
wurde anschlieend wieder verschlossen und wie die iibrigen Kontroll-Platten fiir 7-8 Tage
bei 28 °C inkubiert.

41.4 Pilzbiomasse: Ergosterolgehalt

Die Extraktion und Quantifizierung von Ergosterol — einem Sterol, das héufig in pilzlichen
Zellwinden vorkommt — ist eine Methode zur Bestimmung pilzlicher Biomasse im Boden und
stellt eine Alternative zur mikroskopischen Auswertung dar (STAHL et al., 1995; EASH et al.,
1996). Eine Reihe von Vor- und Nachteilen beider Methoden werden in Tabelle 4-1 aufge-
listet. Der gréBte Nachteil dieser Methode bei der Quantifizierung von Ergosterol mittels
HPLC liegt nach STAHL et al. (1995) in der schwierigen Umrechnung gemessener Ergosterol-
Werte in pilzliche Biomasse. Dieses ist dadurch begriindet, dass der spezifische
Ergosterolgehalt in den verschiedenen Pilz-Spezies nicht einheitlich ist und zudem vom
physiologischen Zustand der Zellen abhéngt (SEITZ et al., 1979; SCHNURER, 1993; AXELSSON
et al., 1995; PASANEN et al. 1999). Aus diesem Grund wurden in der Auswertung die
gemessenen Ergosterolgehalte nicht in pilzliche Biomasse umgerechnet, sondern dienten

lediglich als spezifischer Indikator.
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Tabelle 4-1 Ubersicht iiber Vor- und Nachteile verschiedener Methoden zur Bestimmung

der pilzlichen Biomasse im Boden

Keimzahlen Mikroskopie Ergosterol-Extraktion
Vorteile -  Einfache Methode - direkte - geringe Subjektivitit
Beobachtung von und Variabilitit
Pilzhyphen im
Boden méglich
Nachteile -  Methode abhingig - hoher Grad an - schwierige Umrech-
von Kultivierbarkeit Subjektivitit nung gemessener

Ergosterol-Mengen in

Bestimmung der - schlecht pilzliche Biomasse
Biomasse standardisierbar

mycelbildender Pilze - unterschiedlich hoher
anhanq von Kolonien ¢ hiecht kalibrierbar spezifische}r Gehalt an
unzureichend Ergosterol in

verschiedenen Arten

Durchfiihrung

Die Extraktion erfolgte in Anlehnung an EASH et al. (1996). Abweichend davon wurden nur

3 g Boden aufgearbeitet. Die Extraktion des aufgeschlossenen Bodens erfolgte nicht mit

Pentan, sondern mit n-Hexan, da dieses eine hohere Fliichtigkeit besitzt und somit bei

Raumtemperatur abgedampft werden konnte. Dabei wurden Wiederfindungsraten von zuge-

gebenem Ergosterol-Standard auf Boden zwischen 54 und 63 % erreicht.

Versuchsprotokoll zur Extraktion von Ergosterol aus Boden:

1.

SO

~

Suspendieren von 3 g Boden in 18 mL kaltem Methanol (-20°C) + 6 mL KOH (4 % KOH
(w/v), in 95 % Ethanol)

1 min mit Ultraschallstab beschallen (mittlere Intensitét, Pulsierbetrieb Branson Digital

Sonifier)

Inkubieren der Proben fiir 30 min im Wasserbad (85 °C)
Abkiihlen auf Raumtemperatur

Zugabe von 5 mL Wasser

Vakuum-Filtration iiber Schleicher und Schiill 3981, Schwarzband; Waschen des Filters
mit 5 mL Methanol

Extraktion der Methanol-Lésungen mit 5 mL Hexan (z.B. Vortex)
Abnahme der Hexan-Phase mit einer Pipette - Uberfiihrung in Glas-Vial (20 mL)
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9. Wiederholen der Schritte 7 und 8

10. Wiederholen der Schritte 7 und 8

11. Vereinigung der 3 Hexan-Phasen

12. Trocknen der Hexan-Phasen unter N,
13. Aufnahme in 5 mL Methanol

14. Eindampfen auf 1-1,5 mL

15. Filtration der Proben iiber 0,2 um Filter in braune HPLC-Vials

Quantifizierung des Ergosterol mittels Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC)

Aliquote der Ergosterol-Extrakte von 10 pL wurden iiber eine HPLC-Siule (LiChrospher
Select-B 60 RP, 5 pm KorngréBe, Innendurchmesser 4 mm, Linge 125 mm, mit einer Vor-
sdule analogen Materials, Innendurchmesser 4 mm, Linge 4 mm, beides Merck) bei einer
Saulenofen-Temperatur von 25°C mit einem isokratischen Laufmittelgemisch von Aceto-
nitril/Wasser (80:20 v/v) und einer kontinuierlichen Flufrate von 0,8 mL min" chromato-
graphiert. Die Detektion erfolgte mit einem Diodenarraydetektor (UV/Vis-Detektor UVD
340, Gynkotek) bei 282 nm. Die Retentionszeit des Ergosterol lag bei ca. 17 min. Die
Quantifizierung erfolgte iiber Eichstandards (Sigma). Die untere Bestimmungsgrenze lag bei
0,5 ug mL". Unterhalb dieser Grenze konnte nicht mehr zwischen Ergosterol der aktiven
Pilzbiomasse und Matrix-Effekten, welche durch das in die Mikrokosmen eingebrachte
Maisstroh hervorgerufen wurden, unterschieden werden. Zum eindeutigen Nachweis und zur
Quantifizierung des Ergosterols in den Extrakten wurde neben der Retentionszeit
gegebenenfalls, z.B. bei sehr niedrigen Ergosterolgehalten, das UV-Spektrum des Peaks mit

einem Ergosterolstandard verglichen.
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4.2 Struktur der mikrobiellen Gemeinschaften: DGGE-Muster

Verdnderungen in der Struktur der mikrobiellen Bodengemeinschaften wurden anhand von
Fingerprints verfolgt. Dazu wurde DNA direkt aus Bodenproben gewonnen. Die genomische
DNA wurde nach dem Aufbrechen der bakteriellen Zellwinde nach einem verdnderten
Protokoll von SAMBROOK et al. (1989) mit Chloroform-Phenol extrahiert und mit Ethanol
gefillt. Nachfolgende Aufreinigungsschritte fiihrten zu einem enzymatisch amplifizierbarem
Produkt. Es wurde anschlieBend eine 433 Basenpaar-Sequenz der eubakteriellen 16S rDNA
vervielfiltigt, wobei einer der Primer um eine GC-Klammer von 40 Basen Linge verldngert
war. Die DNA-Fragmente wurden anschlieBend in einem Polyacrylamid-Gel mit einem

denaturierenden chemischen Gradienten elektrophoretisch aufgetrennt (DGGE).

Die molekularbiologische Aufarbeitung erfolgte nach Protokollen der Arbeitsgruppe von Dr.
Michael Schloter des Institut fiir Bodendkologie der GSF in Neuherberg. Die Protokolle
wurden an die Mdglichkeiten im Institut fiir Chemie und Dynamik der Geosphire 5 (Radio-
agronomie) angepasst und fiir die zu bearbeitende Fragestellung optimiert. Im folgenden

werden die einzelnen Schritte der DNA-Aufarbeitung erklért.

4.2.1 DNA-Extraktion aus Boden

4211 Probenmenge

Bei der Probenahme stand die GréBe der Bodenprobe im Vordergrund. Es wurden Vergleiche
mit 5 g, 3 g, 1 g und 0,5 g Boden durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass auch aus den kleineren
Probenmengen ausreichend DNA fiir die Analyse mittels DGGE gewonnen werden kann.
Allerdings ist zu befiirchten, dass kleinere Probenmengen nicht die gesamte Bodenmikroflora
reprasentieren. Daher wurden fiir die Charakterisierung der mikrobiellen Gemeinschaften
jeweils 10 g Boden entnommen und mit einem sterilen Morser vermahlen. Aus dem homo-

genisiertem Boden wurden jeweils 2 x 3 g fiir die Extraktion von DNA entnommen.

4212 Vorinkubation und Zellaufschluss

Zur Schwichung der bakteriellen Zellwinde wurde Lysozym eingesetzt. Dieses ist geeignet,
den Mureinsacculus der Bakterien anzugreifen, was vor allem fiir den Zellaufschluss von
Gram-positiven Bakterien mit ihrer rigiden Zellwand notwendig ist. Dariiber hinaus miissen
die freigesetzten Nukleinsduren vor den Huminstoffen geschiitzt werden, da letztere eine hohe
Bindungskapazitit fiir Phosphate und DNA besitzen und somit in der Lage sind, enzymati-
sche Reaktionen wie die nachfolgende PCR zu hemmen (RHEIMS et al., 1996). Phenolische
Substanzen, wie sie in Huminstoffen vorkommen, gehen mit Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP)
einen unldslichen Komplex ein (EVANS et al., 1972). Sie sind dann nicht mehr in der Lage,

37



Biologische und chemische Analytik

die Amplifikation zu unterbinden und werden daher zur einfachen Reinigung aus Boden
extrahierter Nukleinsduren von Bodenkohlenstoff eingesetzt (HOLBEN et al., 1988; STEFFAN et
al., 1988). Neben der Vorinkubation mit PVPP ist auch eine spitere Aufreinigung mit Hilfe
von PVPP beschrieben (YOUNG et al., 1993). Vor der Vorinkubation wurde das Polyvinyl-

polypyrrolidon entsprechend dem folgenden Protokoll sduregewaschen:

Saurewaschen des Polyvinylpolypyrrolidon:

1. 100 g PVPP in 1350 mL 3 M HCI suspendieren und 12-16 h bei Raumtemperatur riihren
2. Filtrieren der Suspension
3. Filter griindlich mit H,O dest. waschen

4. Filterriickstand mit 0,02 M K-Phosphatpuffer (pH 7,4) waschen bis der pH-Wert des
Filtrates > 7,0

5. Suspendieren des Filterriickstandes in 1350 mL 0,02 M K-Phosphatpuffer (pH 7,4) und

Riihren der Suspension bei Raumtemperatur fiir 1 - 2 h

6. Vakuum-Filtration der Suspension

7. Schritte 5 und 6 solange wiederholen, bis in der Suspension ein pH-Wert von 7,0 erreicht
ist

8. Filterriickstand unter gelegentlicher Auflockerung an der Luft trocknen lassen

Vorinkubation:

3 g Boden, gemorsert

0,6 g PVPP (=Polyvinypolypyrrolidon), sduregewaschen

5 mL Lysis I (50 mM Tris, 100 mM NaCl, 25 % Saccharose)
1 kleine Spatelspitze Lysozym

2 g Glasperlen (& 0,17-0,18 mm)

Die Vorinkubation erfolgte fiir 30 min bei 37°C in 50 mL Zentrifugenrohrchen. Die Dauer
des sich anschlieBenden Zellaufschlusses kann ebenfalls die Ergebnisse beeinflussen. Nicht
dokumentierte Vorversuche mit unterschiedlicher Dauer des Aufschlusses zeigten, dass
Homogenisationszeiten von mehr als 120 Sekunden in einer Zellmiihle nicht zu besseren
Ergebnissen fiihren. Dagegen konnen lingere Homogenisationszeiten eine Scherung der DNA

zur Folge haben.
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Zellaufschluss und Extraktion der DNA:

1. Zugabe von 2 mL Lysis I (50 mM Tris, 50 mM EDTA, 1 % SDS (w/v), 10 % Tris-
gesiittigtes Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1, pH 7)

2. Homogenisation des Ansatzes in einer Zellmiihle fiir 120 sec bei 4 °C
3. Inkubation fiir 60 min auf Eis

4. Extraktion der Nukleinsduren mit 5 mL Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)

durch 15 sec vortexen
5. 15 min Zentrifugation bei 2700 x g, 4 °C

6. Abnahme des Uberstandes und erneute Extraktion der Nukleinsiduren mit 5 mL
Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) durch 15 sec vortexen

7. Wiederholen der Schritte 5 und 6

8. Uberfiihrung des Uberstandes in Corex-Gliser (Zentrifugengliser fiir hohe

Beschleunigungen)
9. Zugabe von 0,5 mL Kaliumacetat (3M, pH 4,8) und 10 mL Ethanol (abs. —20 °C)
10. Fillung der DNA fiir mindestens 16 h bei -20 °C

421.3 Aufreinigung von DNA aus Boden

Nach der Fillung der DNA wurden die Proben auf verschiedene Arten aufgereinigt. Zunichst
wurde die gefillte DNA zweimal mit Ethanol gewaschen. AnschlieBend folgte eine Auf-
reinigung in einer priparativen Gelelektrophorese. In der Agarose-Gelelektrophorese werden
lineare (d.h. chromosomale) Nukleinsduren im elektrischen Feld vor allem nach ihrer Masse
aufgetrennt. Hochmolekulare DNA, wie sie nach der Fillung vorliegt, wird dabei stirker
zuriickgehalten als die Huminstoffe, die ebenfalls im elektrischen Feld zur Kathode wandern.
Auf diese Weise konnen die Huminstoffe, die die anschlieBende PCR hemmen, von den
Nukleinsduren getrennt werden. Doppelstringige DNA wird durch Anfarben mit inter-
kalierenden Fluoreszenz-Farbstoffen unter UV-Licht sichtbar gemacht. Das die Nuklein-
sduren enthaltende Gelsegment kann mit einem Skalpell ausgeschnitten werden und durch
Aufarbeitung mit dem Qiagen-Kit QIAexIl von der Agarose getrennt werden. Einfaches
Auflosen der Agarose mit Agarase fiihrte in Vorversuchen dagegen nicht zu einem amplifi-
zierbaren Produkt. Die Aufreinigung mit dem QIAex II Gel-Extraktions-Kit basiert auf
Auflosen der Agarose und selektiver Adsorption der Nukleinsduren an QIAex II Silika-Gel
Partikel. Nach verschiedenen Waschschritten wird die reine DNA mit einem Tris-Puffer

eluiert.
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Waschen mit kaltem Ethanol (-20 °C):

30 min Zentrifugation der Corex-Gliaser mit 10000 x g bei 4 °C
Verwerfen des Uberstandes

Pellet trocknen lassen

Aufnahme des Pellets in 6 mL Ethanol

30 min Zentrifugation der Corex-Glaser mit 10000 x g bei 4 °C
Verwerfen des Uberstandes

Pellet bei 37°C trocknen

Aufnahme der DNA in 200 pL sterilem TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,6)

Priparative Agarose-Gelelektrophorese (1 %)

1.

40 uL DNA-Losung mit 10 pLL Probenauftragspuffer (S0 mM EDTA, 15 % Ficoll 400
(w/v), 0,25 % Bromphenolblau (w/v), 0,25 % Xylencyanol (w/v), pH 8,0) mischen und
auf 1 % Agarose-Gel auftragen

Elektrophorese-Puffer: 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsidure, | mM EDTA,
pH 8,0)

Laufbedingungen: 100 mA, 60 min

oder alternativ: 30 mA, 14-16 h

Vor dem Giellen des préiparativen Agarose-Gels 3 pL/100 mL Ethidium-Bromid (1 %)
zugeben (dadurch entfillt der sich an die Elektrophorese anschlieBende Fiarbeschritt)

Nach der Ethanol-Fillung (1, Abbildung 4-1) wandert die hochmolekulare mikrobielle DNA
nur sehr langsam im Gel und ist als + gro3e Bande im Gel zu sehen. Diese Bande wurde mit

einem sterilen Skalpell ausgeschnitten
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Qiagen-Kit QlAex II

1. Uberfiihren der ausgeschnittenen Gelfragmente in sterile 1,5 mL ReaktionsgefiBe,
Zugabe von 200 uL Extraktionspuffer QX1 und 10 pL Puffer QIAex II und 10 min
Inkubation bei 50 °C (alle 2 min Schiitteln der Gefilie)

2. 2 min Zentrifugation der Suspension in einer Tischzentrifuge (Hettich Micro Rapid) bei
hochster Geschwindigkeit (10000 U min™)

3. Verwerfen des Uberstandes und Waschen des Pellets (1 x mit 500 uL Puffer QX1 und 2 x
mit jeweils 500 pL Elutionspuffer PE)

4. Trocknen des Pellets bei Raumtemperatur

5. Resuspendieren des Pellets in 20 uL Tris-Puffer (pH 7,6), 5 min Inkubation bei 50°C;

erneute Zentrifugation und Uberfiihren des Uberstand in sterile 0,5 mL ReaktionsgefiBe

6. Wiederholen von Schritt 5 und Vereinigung der Uberstiinde

ABCxABCXABZC

Abbildung 4-1

Agarose Gelelektrophorese von aus Boden
extrahierter DNA nach verschiedenen Schritten
der Aufarbeitung (A, B, C: DNA extrahiert aus
Bodenproben nach Ethanol-Fillung (1),
Reinigung iiber QIAexII (2) oder DGGE-PCR
(3), x: 100 bp Molekulargewichts-Marker;
Farbung mit Ethidium-Bromid).
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4.2.2 Extraktion von DNA aus Bakterien

Zur Isolierung von genomischer bakterieller DNA aus Bakterien-Isolaten wurden verschie-
dene Verfahren getestet. Das effektivste Verfahren, welches sowohl bei Gram-negativen als
auch Gram-positiven zuverlédssig amplifizierbare DNA lieferte, war ein Protokoll mit Hilfe

des QIAamp Tissue Kit (Qiagen). Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

423 Amplifikation speziesspezifischer DNA-Sequenzen

Die extrahierte hochmolekulare genomische DNA wurde weiter zur Analyse mittels denatu-
rierender Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) aufbereitet. Dazu wurden Abschnitte der
16S rDNA mittels der Polymerasekettenreaktion mit Primern analog zu den Positionen 968
(Primer U968GC) und 1401 (Primer L1401) der 16S rDNA von Escherichia coli amplifiziert.
Die Amplifikation der zwischen diesen Positionen befindlichen variablen Regionen V6 bis
V8 ist fiir die Analyse mittels DGGE bereits mehrfach in der Literatur beschrieben (FERRIS et
al., 1996; HEUER et al., 1997; ENGELEN et al., 1998; SMALLA et al., 1998; ZOETENDAL et al.,
1998). Der Primer U968GC enthilt am 5’-Ende eine zusitzliche GC-reiche Sequenz. Diese
GC-Klammer erhoht die thermische Stabilitit der damit hergestellten PCR-Produkte und
verhindert so in der nachfolgenden DGGE das vollstindige Aufschmelzen der DNA-Doppel-
stringe (MYERS et al., 1985; SHEFFIELD et al., 1989).

Wie sich im Verlauf der Versuche zeigte, war vor der Auftrennung in der DGGE eine
Aufreinigung des PCR-Produktes notwendig. Diese erfolgte - wie bei HEUER et al. (1997)
beschrieben - mit Hilfe des Qiagen-Kit QIAquick nach Angaben des Herstellers.

Standardansatz der PCR-Proben

Reaktionspuffer 10 uL (Applied Biotechnologies)
(750 mM Tris-HCI, pH 8,8 bei 25 °C, 200 mM (NH,4),SOy, 0,1 % (v/v) Tween, wird zusammen mit der
Polymerase geliefert)
MgCl, (25 mM) 6 uL (Applied Biotechnologies)
dNTP (jeweils 5 mM) 4 uL (Applied Biotechnologies)
DMSO 3 uL (Sigma)
Primer (10 pmol/uL, MWG Biotech)
U968GC-E: 1 uL
L1401: 1 uL

Es wurden jeweils 10 uL der aus Boden extrahierten DNA, bzw. 1 uL der aus Reinkulturen
gewonnenen DNA eingesetzt. Die Proben wurden mit sterilem hochreinen Wasser (18,2
MQcm, Milli-Q 185 Plus, Millipore) auf 100 uL aufgefiillt und fiir 35 Zyklen im Thermo-
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cycler (Techne, Progene) inkubiert. Die Zugabe von 0,5 uL. Red Hot Taq Polymerase
(Applied Biotechnologies) erfolgte nach einem ,,Hot Start“ in den heilen Ansatz. Dieses
Verfahren wurde angewandt, um unspezifische Primer-Bindungen zu unterdriicken
(D’AQUILA et al., 1991; MUYZER et al., 1993).

Temperaturprogramm fiir die Amplifikation

Hot Start 10 min 94 °C, anschl. 80 °C und Zugabe der Polymerase
1.-34. Zyklus:

Denaturierung 1 min 94 °C

Annealing 1 min 54 °C

Extension 1 min 72 °C
35. Zyklus: 10 min 72°C

Eingesetzte Primer

U968GC:
5’- CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAA
CGC GAA GAA CCTTAC -3

L1401:
5’- CGG TGT GTA CAA GAC CC-3°

NS 1 (vgl. Abschnitt 3.1.4):
5’- GTA GTC ATA TGC TTG TCT C-3’

NS 2 (vgl. Abschnitt 3.1.4):
5’- GGC TGC TGG CAC CAG ACTTGC -3

Das grundsitzliche Gelingen der enzymatischen Reaktion sowie das Einhalten der sterilen
Bedingungen wihrend der Probenvorbereitung wurde durch Mitfiihren einer Positivkontrolle
(hochreine DNA, z.B. von E. coli, Sigma) und einer Negativkontrolle (steriles hochreines
Wasser) bei jeder Amplifikation iiberpriift. Die erfolgte Polymerasekettenreaktion wurde
anschliefend mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift. Dazu wurden 8 pL des
PCR-Ansatzes mit 3 pL Probenauftragspuffer (vgl. Abschnitt 4.2.1.3) auf ein 1 %iges
Agarose-Gel aufgetragen. Nach 60 min Laufzeit bei einer konstanten Stromstirke von
100 mA wurde die Linge der PCR-Produkte anhand eines Molekulargewichtsmarkers

bestimmt.

43



Biologische und chemische Analytik

4.2.4 Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE)

Die denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese trennt DNA-Sequenzen gleicher Linge auf
der Grundlage unterschiedlicher Sensitivitit gegeniiber denaturierenden Bedingungen in
einem Polyacrylamid-Gel (MYERS et al., 1985). Als denaturierende Reagenzien wurden
Harnstoff und deionisiertes Formamid eingesetzt. Als maximale Konzentration wurden 7 M
Harnstoff und 40 % Formamid (v/v) in einer 6 % Acrylamid-Losung (w/v) gewihlt (100 %
denaturierende Losung). Acrylamid-Losungen ohne Formamid und Harnstoff wurden als 0 %
denaturierende Losung beschrieben. Fiir das GieBen der Gradienten-Gele wurden entspre-
chende Stammlosungen in 1 x TAE (40 mM Tris, 20 mM Essigsédure, | mM EDTA, pH 8,0)
hergestellt (Tabelle 4-2). Die Stammldsungen wurden bei 4°C dunkel gelagert. Mit einem
Gradientenmischer wurden 1 mm dicke Gele mit einer Fliche von 16 x16 cm so gegossen,
dass ein vertikaler Gradient des denaturierenden Agens entstand. Die Polymerisation wurde
mit 1 mg Ammoniumpersulfat und 1 pL. TEMED pro mL Gellsung gestartet. Die Gie3ge-
schwindigkeit wurde auf ca. 10 mL min™ eingestellt. Das Gel wurde an einen Gel-Support-
Film polymerisiert. Nach Entfernen des Probenkamms wurden die Probentaschen mit hoch-
reinem Wasser und TAE-Puffer gespiilt. Die Gele wurden in die mit TAE-Puffer befiillte und
auf 60°C vorgeheizte DCode-Apparatur (BioRad) eingesetzt. Die PCR-Proben wurden 1:1
mit Probenauftragspuffer (DGene Dye, BioRad) gemischt und in die Probentaschen gefiillt.

Geeignete Laufbedingungen fiir die DGGE wurden empirisch in einem Time-Travel-
Experiment ermittelt, bei dem in regelmifBigen Abstinden Proben aufgetragen wurden (vgl.
Abschnitt 5.2.1). Neben Boden-DNA wurde auch ein Standard-Mix mit DNA aus Rein-
kulturen eingesetzt. Dieser Mix bestand aus DNA von Acetobacter diazotrophicus, Azo-
spirillum irakense, Corynebacterium glutamicum, Escherischia coli und Herbaspirillum

rubrisubalbicans.
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Tabelle 4-2 Ubersicht iiber die Versuchsbedingungen der DGGE.

Stammldsungen

0 % denat. Losung 100 % denat. Losung
Acrylamid (40 %) 15 % (v/v) 15 % (viv)
TAE (50 x) 2 % (vIv) 2 % (vIv)
Formamid (deionisiert) 40 % (vIv)
Harnstoff 42 % (wiv)

Volumen mit hochreinem Wasser (18,2 MQcm, Milli-Q 185 Plus, MilliPore) auf
entsprechendes Volumen einstellen und 15 min entgasen

Zusammensetzung der denaturierenden LOsungen

40 % denat. Losung 55 % denat. Losung 60 % denat. Losung

0 % denat. Losung 9 mL 6,75 mL 6 mL
100 % denat. Losung 6 mL 8,25 mL 9mL
Dye Solution 150 uL 150 uLL
APS 150 uLL 150 uLL 150 uL
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4.2.5 Silberfarbung

Die Féarbung der Nukleinsduren in den DGGE-Gelen erfolgte mit Silbernitrat, da diese
Methode weitaus sensibler ist als die Ethidiumbromidfidrbung oder die Anfiarbung mit anderen
Fluoreszenzfarbstoffen (HEUER und SMALLA, 1997). Die Gele wurden zusammen mit dem
Gel-Support Film in einen Férbetrog gelegt. Bei allen Inkubationen war das Gel in den
entsprechenden Losungen (jeweils ca. 250 mL) vollstindig untergetaucht und wurde
vorsichtig geschiittelt. Die Gele wurden zunichst fixiert (1.) und anschlieend silbergefirbt
(2.). Nach sorgfiltigem Entfernen des liberschiissigen Silbernitrates (3.) wurde das Gel
entwickelt, wobei einwertiges Silber zu elementarem Silber reduziert wird (4.). Die Reaktion
wurde mit einem Stopp-Puffer unterbrochen (5.). Die Gele wurden anschlieBend in Folie

eingeschweil3t und mit Durchlicht gescannt.

Silberfirbe-Protokoll

1. 3 x 3 min Puffer A: 10 % Ethanol (v/v)
0,5 % Essigsaure (v/v)

2. 10 min Puffer B: 0,1 % AgNO3 (w/v)
3. Sorgfiltiges spiilen mit Reinstwasser

4. 20 min frisch angesetzter Puffer C: 1,5 % NaOH (w/v)
0,15 % Formaldehyd (w/v)
0,01 % NaBH,4 (w/v)

5. 5-10 min Puffer D: 0,75 % Na,CO3 (w/v)
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4.3 Bestimmung bodenphysikalischer Parameter

4.3.1 Bodenfeuchte

Zur Bestimmung der Bodenfeuchte wurden 5 g Boden in 3 Parallelen (alternativ: 10 g Boden
in 2 Parallelen) mindestens 16 h bei 105 °C getrocknet (verindert nach MUCKENHAUSEN,
1975). Zur Berechnung des absoluten Wassergehaltes wurde das Gewicht des getrockneten
Bodens von dem Frischgewicht abgezogen. Die relative Feuchte wurde aus der prozentualen
Verrechnung der maximalen Wasserhaltekapazitét (100 % relative Feuchte) mit der analytisch

bestimmten Bodenfeuchte des Bodens berechnet.

43.2 pH-Wert

Vor der Bestimmung des pH-Wertes von Bodenproben wurden 10 g Feuchtboden tiber Nacht
an der Luft getrocknet. Der getrocknete Boden wurde in einer 0,01 M CaCl,-Losung im
Verhiltnis 1:10 suspendiert. Nachdem sich der Boden abgesetzt hatte, wurde der pH-Wert im
Uberstand mittels einer kalibrierten Glaselektrode gemessen (InLab® 420, Mettler Toledo).

4.3.3 Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte im Boden

Zur Bestimmung der C/N-Verhiltnissen wurden die Bodenproben getrocknet und in einer
Planetenschnellmiihle (PM 4, Retsch) vermahlen. Jeweils 3 Parallelproben wurden verbrannt
und mit Hilfe eines CHNS-Analysators untersucht. Bei der Verbrennung entstandenes CO;
wurde liber Infrarotabsorption und N, nach gaschromatographischer Trennung {iber die
Wirmeleitfihigkeit bestimmt. Die Messungen erfolgten im Zentralinstitut fiir chemische

Analyse (ZCH) des Forschungszentrums Jiilich.

4.3.4 Bestimmung der *C-Aktivitit im Boden

Veraschung von Bodenproben

Aliquote radioaktiver Bodenproben wurden bei 40 °C getrocknet und im Morser homo-
genisiert. Jeweils 500 mg luftgetrockneter Boden wurden in drei Parallelen in Cellulosetiicher
eingewogen, welche auf einen Gesamt-Cellulosegehalt von ca. 600 mg mit Cellulose auf-
gefiillt wurden. Die Tiicher wurden zu Pillen gepresst und 105 Sekunden verascht (Tri-Carb
Sample Oxidizer 306, Canberra Packard). Dabei entstandenes 14C02 wurde in Carbosorb
(Canberra Packard) fixiert und am LSC mit Permafluor (Canberra Packard) als Szintillations-
cocktail vermessen. Die gemessenen Werte wurden um die Wiederfindungsrate des Oxidizers

korrigiert.
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Bestimmung der Wiederfindungsrate des Oxidizers

Vor jeder Benutzung des Oxidizers wurden Eichfaktor und Nullwert bestimmt. Dazu wurden
am Anfang jeder Eichung am Oxidizer sechs Verbrennungsvorginge mit 500-600 mg Cellu-
lose durchgefiihrt (Leerwert). Auf diese Weise wurde moglicherweise im Gerét verbliebene
C-Aktivitit entfernt. Danach wurden 3 x 500-600 mg Cellulose verbrannt und die '*C-
Aktivitait am Fliissigkeits-Szintillationsspektrometer vermessen (Nullwert). Als nichstes
wurden wiederum 3 x 500-600 mg Cellulose verascht. In die Szintillationsgefifle mit den
aufgefangenen Carbosorb- und Permafluor-Lésungen wurden 50 pl eines Verbrennungs-
standards (SPEC-CHECTM-MC, Canberra Packard, spezifische Aktivitit: 14,2 + 3 % kBq
ml"') gegeben und die '*C-Aktivitit bestimmt (direkter Standard). Als letzter Schritt der
Eichung wurden 3 x 500-600 mg Cellulose mit je 50 ul des gleichen Verbrennungsstandards
versetzt. Diese wurden im Oxidizer verbrannt und die aufgefangene Radioaktivitit dann
vermessen (Recovery). Aus den Werten wurde jeweils der Mittelwert gebildet und daraus die

Wiederfindungsrate errechnet, die bei allen Verbrennungen mindestens 97 % betrug.

4.4 Charakterisierung der Huminsauren

441 Huminstoff-Extraktion

Die Extraktion der Huminsduren erfolgte durch Natronlaugeextraktion der Bodenproben mit
anschlieBender Séure-Fillung der Huminsduren (Abbildung 4-2). Es wurden jeweils 20 g
Boden fiir die Extraktion eingesetzt. Dazu wurden die Proben der Parallelansiitze vereinigt
und im Morser homogenisiert. 20 g Boden wurden in 100 mL Zentrifugenglidsern 3 x mit 40
mL 0,5 M Natronlauge fiir jeweils 16 h auf einem Horizontalschiittler (200 U min™")
extrahiert. Die Boden-Natronlauge-Suspension wurde jeweils 60 min mit 1200 x g zentrifu-
giert. Zu den vereinigten Uberstinden wurden ca. 5 mL konzentrierte Salzsiure gegeben, so
dass sich ein pH-Wert von 1-1,5 einstellte. Die gefillten Huminsiduren wurden 45 min bei
22000 x g zentrifugiert. Durch dreifaches Waschen mit jeweils 50 mL H,O bidest wurden die
Huminsduren von ihrer Salzfracht befreit und waren so fiir die nachfolgenden NMR-
Messungen geeignet. Die einzelnen Waschschritte erfolgten durch 30 miniitiges Schiitteln auf

einem Horizontalschiittler (180 U min™") gefolgt von 30 min Zentrifugation (22000 x g).
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Boden

Alkaliextraktion
mit 0,5 M Natronlauge

unldslich 16slich

Alkaliextraktion
mit 0,5 M Natronlauge

unléslich |6slich

in - Séaurefallung
ljlumm mit HCI, pH < 2
Ruckstand
Niederschlag in Lésung

Waschen in H,0 bidest u
Aufnahme in 0,14 M NaOD Fulvosauren

|

Huminsauren
Abbildung 4-2  Schema der Huminstoff-Fraktionierung.

4.4.2 Flissig-'>C-NMR von Huminséauren

Organische Kohlenstoffverbindungen des Bodens werden seit mehr als 30 Jahren mit Hilfe
der Kernmagnetischen Resonanzspektroskopie (NMR) untersucht (WILSON, 1987; PRESTON,
1996; MAHIEU et al., 1999). Sie bietet die Moglichkeit, die Strukturbestandteile der organi-
schen Substanz des Bodens aufzukliren. So konnte gezeigt werden, dass Aromaten den
groBten Anteil an den funktionellen Gruppen in Huminsiuren aus Boden haben (durchschnitt-
lich 30 %), wogegen O-Alkyl und Alkyl-Gruppen seltener vorkommen (26 % bzw. 25 %,
MAHIEU et al., 1999). Carbonyl-Gruppen haben immerhin noch einen Anteil von durchnittlich
16 %.
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Durchfiihrung

Die Fliissig >C-NMR Untersuchungen von Huminsiuren wurden in Analogie zu den Messun-
gen von WAIS (1997) und WANNER (1999) unter Verwendung der inversgeschalteten Ent-
kopplung (invers gated decoupling) durchgefiihrt. Hierzu stand ein NMR-Spektrometer der
Firma Bruker (AMX 400) mit 100,6 MHz fiir *C-Kerne zur Verfligung. Die Messungen
erfolgten in Einweg-NMR-Rohrchen aus Quarzglas mit einem AuBendurchmesser von
10 mm. Die gesamte Menge an extrahierten Huminsiduren aus 20 g der entsprechenden
Bodenprobe wurde in 3-4 mL NaOD (0,14 M) aufgenommen und vermessen. Diese Menge
entsprach einem Konzentrationsbereich von 2-12 mg C mL". Die chemischen Verschiebun-
gen wurden gegen einen externen Standard im Bezug auf Trimethylsilan (TMS) berechnet.
Zur Verbesserung des Signal-Hintergrund-Verhiltnisses wurde eine Linienverbreiterung von

50 Hz vorgenommen.

Messbedingungen der Fliissig BC.NMR Spektroskopie

- Akquisitionszeit 0,172 sec

- Pulsweite 45°

—  Relaxationszeit 1,0 sec

- Entkoppler ausgeschaltet wihrend der Relaxation
- Linienbreite 50 Hz (exponentiell)

- Anzahl der Scans >200000 (in einigen Féllen nur ca. 70 000 Scans)
- Solvens 0,14 M NaOD

443 Gelpermeationschromatographie

Die Gelpermeationschromatographie stellt eine sensitive und reproduzierbare Methode zur
Charakterisierung der GroBenverteilung von Huminstoffen dar und ist mehrfach als
priaparatives und analytisches Werkzeug der Umweltchemie in der Literatur beschrieben
(HINE und BURSILL, 1984; CANDLER et al., 1988; DE NOBILI et al., 1989; HUBER und
FRIMMEL, 1994; WAIS, 1997; WANNER, 1999; KAPPLER et al., 2000). Das Trennungsprinzip
beruht darauf, dass nur kleinere Molekiile in der Lage sind, in kleinere Poren des Gelmaterials
zu diffundieren. Sie nehmen daher den Umweg durch die innere Struktur der Gelpartikel und

eluieren somit langsamer als groBBe Molekiile, die das Gel fast ungehindert passieren konnen.
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Die gelpermeationschromatographischen Untersuchungen der Huminstoffe wurden mit der
GPC-Sédule MCX (Innendurchmesser 8 mm, Partikelgrée 5 wm, Porendurchmesser 1000 /f\,
PSS) durchgefiihrt. Die verwendete Séule hatte eine Linge von 300 mm, der eine MCX-
Vorsédule (Innendurchmesser 8 mm, Partikelgréfe 5 wm, Porendurchmesser 100 A, PSS) von
40 mm Linge vorgeschaltet war. Die Sidule wurde angeschlossen an das HPLC-System
(Berthold) mit der Software Win Flow 1.22 (Berthold) und der Gradientenpumpe L 6100
(Hitachi). Die GPC-Untersuchungen wurden isokratisch mit 0,043 M K,COj; als Laufmittel
bei einer FluBrate von 0,5 mL min™ durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte iiber einen Dioden-
arraydetektor (UVD-160, Gynkothek) bei einer Wellenléinge von 200 nm (Molekularmassen-
standards) bzw. bei 254 nm (Huminsduren). Alle Proben wurden zur Reinigung zentrifugiert
und mit Milliporewasser auf einen Kohlenstoffgehalt von 2,5 g L" verdiinnt. Mit einem
Probengeber (Gynkothek) wurden jeweils 10 ul Probe injiziert. Das Verwenden gleicher
Probenvolumina und Konzentrationen war nétig, da die Retentionszeiten von der Proben-

menge abhingig war.

Die Qualitit der Trennleistung der Sdule wurde mittels Kalibration mit Molekiilen bekannter
Masse aus Polystyrolsulfonat (PSS), die in K,CO3 geldst wurden, iiberpriift (208, 840, 2290,
5280, 13000, 451000 und 86500 g mol™, Abbildung 4-3). Dabei zeigte sich eine lineare
Abhiingigkeit der Retentionszeiten vom Logarithmus der Molekiilmassen. Lediglich der
Standard mit einer Molekiilmasse von 86,5 kd passt nicht in diese Abhingigkeit. Offen-
sichtlich kdnnen Molekiile mit einer Masse oberhalb ca. 50 kd nicht mehr mit der verwende-
ten GPC-Siule aufgetrennt werden. Die frithen Retentionszeiten der groBen Molekiile sind
nicht mehr abhingig von GroBenunterschieden, sondern beruhen auf GroBenausschluf3-
chromatographie. Da sich die Retentionszeiten an unterschiedlichen MeBtagen leicht
verdnderten, wurden alle Proben, die mittels Gelpermeationschromatographie analysiert

wurden, innerhalb eines MeBdurchganges untersucht.
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Abbildung 4-3  Kalibrationskurve der Molekiilmassenstandards.
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5 ERGEBNISSE

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden klassische Methoden der Bodenbiologie zusam-
men mit einem molekularbiologischen Ansatz eingesetzt, um Prozesse im Boden zu beschrei-
ben, die am Umsatz von Ernteriickstinden beteiligt sind. Die Ergebnisse wurden erginzt
durch chemisch-physikalische Untersuchungen, die geeignet sind, die Umsatz-Produkte im
Boden zu charakterisieren. Dieses sollte eine Verkniipfung der gewonnen Informationen zur
mikrobiellen Struktur mit der Bildung von Huminstoffen ermdglichen. In einem ersten Schritt
wurde die Eignung der denaturierenden Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) von partiell
amplifizierten Sequenzen der 16S rDNA fiir die Beschreibung komplexer mikrobieller
Gemeinschaften in Maisstrohrotte-Mikrokosmen untersucht. In diesen Mikrokosmen wurde
dariiber hinaus das Vorkommen gezielt eingesetzter Bodenisolate mit Hilfe der DGGE
tiberpriift (vgl. Kapitel 3.3). Diese wurden zuvor aus Maisstrohrotten gewonnen, die iiber 26

Monate insgesamt 9 mal beprobt wurden (vgl. Kapitel 3.1).

Da der Versuchsboden durch den Gliihvorgang degeneriert wird, wurde in einem Versuchs-
abschnitt der Einfluss verschiedener Mineralstoff-Zugaben in die Mikrokosmen untersucht,
wobei der Schwerpunkt auf der Zugabe verfiigbaren Stickstoffs gelegt wurde (vgl. Kapitel
3.4). Die Charakterisierung der Prozesse erfolgte anhand der Mineralisierung von Me-
markiertem Maisstroh, anhand von DMSO-Reduktase-Raten zur Beschreibung der mikro-
biellen Aktivitit und von DNA-Fingerprints der mikrobiellen Gemeinschaften im denaturie-
renden Gel. Daran anschlieBend wurde die Mineralisation von '*C-Maisstroh in Mikrokosmen
mit einer geringen mikrobiellen Diversitit, bestehend aus Bodenisolaten betrachtet (vgl.
Kapitel 3.5). Gleichzeitig wurden die bei diesem Umsatz nach 6 Wochen entstandenen

Huminstoffe mit 13C—Fliissigkeits—NMR—Spektroskopie vermessen.

In einem Langzeitversuch mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften in Maisstrohrotte-
Mikrokosmen wurden die chemische und die mikrobielle Dynamik erfasst (vgl. Kapitel 3.6).
Uber einen Zeitraum von 26 Wochen wurden die Mineralisierung von 14C-Maisstroh, die
mikrobielle Aktivitit (DMSO-Reduktase-Raten) und die pilzliche Biomasse bestimmt
(Biomarker: Ergosterolgehalt im Boden). Die gewonnenen Daten wurden durch DNA-Finger-

prints und 13C—NMR—Spektren der Huminséduren-Extrakte ergéinzt.

Abschlieend wurde ein Experiment durchgefiihrt, bei dem die mikrobiellen Prozesse und die
Entstehung von Huminstoffen unter Beeinflussung durch den Fungizidwirkstoff Dithianon
untersucht wurden (vgl. Kapitel 3.7). Das Ziel dieses Versuches lag in der Bestimmung der
Empfindlichkeit der Mikrokosmen auf #duBere Einfliisse. Aus diesem Grund wurde der
Fungizidwirkstoff in einer vergleichsweise hohen Aufwandmenge eingesetzt, die weit

oberhalb iiblicherweise zu erwartenden Feld-Konzentrationen lag.
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5.1 Isolierung prozessrelevanter Mikroorganismen

Zunichst wurden Mikroorganismen in einer Maisstrohrotte angereichert, deren einzige
organische Kohlenstoffquelle in dem zugesetzten Maisstroh bestand (vgl. Kapitel 3.1). Nach
verschiedenen Zeitpunkten der Umsetzung wurden Proben zur Isolierung von Bakterien und
Pilzen entnommen. Diese wurden durch Vereinzelung aufgereinigt und charakterisiert. Eine
Auswahl an Isolaten wurde als definierte mikrobielle Gemeinschaften in den spiteren

Umsatzversuchen eingesetzt (vgl. Kapitel 5.3 und 5.5).

Zu allen Probenahme-Terminen wurden vergleichbare Mengen an koloniebildenden Einheiten
von Bakterien gefunden (vgl. Abbildung 5-1). Die Ausgangszelldichte, mit der die Mikro-
kosmen angeimpft wurden, betrug ca. 10° cfu g'1 Boden. Die Zahl an koloniebildenden Ein-
heiten auf R2A-Platten nahm bis zur 3. Woche auf 8-10° cfu g‘l Boden zu, und sank darauf bis
zur 7. Woche auf 3-10° cfu g‘l Boden ab (Abbildung 5-1). In der 13. Woche wurden wieder
etwas hohere Werte ermittelt (8-10° cfu g'1 Boden), die sich aufgrund eines besonders hohen
Variationskoeffizienten (>50 %) allerdings nicht signifikant von den vorherigen unter-
schieden. Die Werte fiir die Anzahl koloniebildender Einheiten auf Bodenextrakt-Agar lagen
nur in der ersten Woche auf gleichem Niveau wie die Zahlen auf R2A-Platten (2,0-10° cfu g!
Boden). Sie sanken danach bis auf 3,6-10° cfu g'1 Boden. Allerdings stiegen die Werte —
dhnlich wie auf den R2A-Platten - in der 13. Woche wieder auf 2,1-108 cfu g'1 Boden an. Auf
den Malzextrakt-Platten lieBen sich koloniebildende Einheiten in der Gréfenordnung von
10° cfu g'1 Boden finden. Eine genauere Auszihlung war nicht méglich, da die Platten schon

nach wenigen Tagen mit Pilzmycel iiberzogen waren.

10°-
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@ %
3
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—&— R2A
---O--- Bodenextrakt-Agar

6 8 10 12
Anzahl Wochen

Abbildung 5-1 Bestimmung der Lebendkeimzahl in den Maisstrohrotten fiir die Isolierung

prozessrelevanter Mikroorganismen.
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Einzelne Isolate, die in den Umsatzversuchen mit definierten mikrobiellen Gemeinschaften
eingesetzt wurden, wurden mit Hilfe des Biolog-Systems identifiziert. Allerdings entzog sich
etwa 1/3 der so untersuchten Isolate einer Zuordnung und ein weiteres Drittel konnte nur mit
einer Sicherheit von weniger als 50 % einer Art oder Gattung zugeordnet werden. 1/3 der
Isolate lieB sich bis auf Gattungs- oder Artebene identifizieren (Tabelle 5-1 und Anhang D).

Tabelle 5-1 Ubersicht iiber die mittels BIOLOG auf Gattungs- oder Artebene
identifizierten Bakterien-Isolate und ihre phylogenetische Gruppierung (nach
WOESE, 1987).

Phylogenetische Alter der Isolierungs-
Gruppierung Maisstrohrotte Medium

Agrobacterium tumefaciens a-Proteobakterien 3 Wochen BEA
Burkholderia gladioli -Proteobakterien 4 Wochen BEA
Stenotrophomonas 3 Wochen R2A
malto hZa v-Proteobakterien 4 Wochen R2A
P 26 Wochen R2A
Xanthomonas spec. v-Proteobakterien 2 Wochen R2A
Pseudomonds Spec Proteobakterien 1 Woche BEA
pec- (verschieden Cluster) 3 Wochen BEA

Clavibacter michiganense Gram-positive Bakterien 1 Woche R2A

ssp. sepedonicum

Neben der Identifizierung von Bakterien-Isolaten wurden auch einige der Pilzkulturen auf ihre
phylogenetische Verwandtschaft hin untersucht. Dieses geschah mit Hilfe von
Basensequenzen partiell amplifizierter 18S rDNA (vgl. Abschnitt 3.1.4). Die Sequenzen
wurden mit Hilfe der Datenbank BLASTN 2.0.14 ausgewertet (ALTSCHUL et al., 1997) und
sind in Anhang E dargestellt.
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5.2 Optimierung der molekularbiologischen Methoden

5.2.1 Time-Travel-Experiment

Das Time-Travel-Experiment diente der Bestimmung der optimalen Elektrophorese-Dauer.
Diese ist erreicht, wenn alle PCR-Produkte einer Probe eine Konformationsinderung durch
die Auflosung der Wasserstoffbriickenbindungen im DNA-Doppelstrang erfahren haben und
nicht weiter elektrophoretisch aufgetrennt werden. Um die bendtigte Laufzeit fiir die Gel-
elektrophorese zu ermitteln, wurden deshalb Proben zeitlich versetzt auf ein Gradientengel
aufgetragen. Dazu wurden sowohl PCR-Produkte von DNA eines Bakterien-Standardmixes
als auch von Boden-DNA eingesetzt (vgl. Abschnitt 4.2.4).

Die Bakterien des Standard-Mixes wurden zunichst in Einzelauftragung untersucht. Hierbei
zeigte Acetobacter diazotrophicus im Gradientengel (Abbildung 5-2) allerdings mehrere
Banden, die im Bakterien-Mix mit einer geringeren spezifischen Konzentration weniger stark
zu Tage treten. Das PCR-Produkt von Azospirillum irakense zeigt eine scharfe deutliche
Bande im mittleren Bereich der Gesamt-Laufstrecke und eine sehr schwache diffuse am Ende.
Dieses Ergebnis entspricht nicht den Erwartungen, wonach ein sehr hoher G+C-Gehalt fiir
eine Bande am Ende sorgen sollte. Eine mikroskopische Kontrolle der Kulturen deutete auf
Stidbchen-Bakterien, so dass von einer Kontamination auszugehen ist. Auf eine Aufreinigung
der Kultur wurde jedoch verzichtet, da dieser Organismus fiir die weiteren Versuche nicht
benotigt wurde. Die amplifizierten DNA-Abschnitte von Herbaspirillum rubrisubalbicans
zeigten bei einer relativ schwachen aber scharfen Bande das erwartete Laufverhalten. Das
PCR-Produkt von Corynebacterium glutamicum war im DGGE-Gel durch zwei scharfe
Banden gekennzeichnet, was fiir eine Sequenzheterologie spricht. Die DNA von Escherischia
coli hatte eine unsaubere Bande, was aber auch durch eine zu hohe Auftragsmenge hervor-
gerufen sein kann. Im Mix waren alle deutlichen Banden, die nach der Einzelauftragung

vorkamen, ebenfalls vorhanden.
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40 % denat.
Agens

. SSDNA
e Azospirillum irakense

* Escherichia coli

Laufrichtung der DGGE

4+———— Herbaspirillum rubrisubalbicans M4
Corynebacterium glutamicum

«———— Acetobacter diazotrophicus

55 % denat.
Agens v

Abbildung 5-2  Auftrennung der einzelnen Komponenten des Standard-Mix in der DGGE.
(Gradient 40 - 55 %, 130 V, 6 h).

Im Time-Travel-Experiment wurden PCR-Produkte der DNA von Standard-Organismen
(Abbildung 5-3, links) und der Boden-DNA (Abbildung 5-3, rechts) im zeitlichen Abstand
von 30 bzw. 60 min auf ein DGGE-Gel aufgetragen, so dass am Ende verschiedene Lauf-
zeiten resultierten. Mit dem Standard-Mix war ab einer Elektrophorese-Dauer von 5,5 h eine
gute Auftrennung der verschiedenen Banden erkennbar. Diese Auftrennung konnte durch eine
lingere Elektrophorese-Dauer nicht mehr verbessert werden. Ab 6,5 h war sogar eine
Verengung des Spektrums zu beobachten. Fiir die Boden-DNA wurde die beste Auftrennung
nach 6 h erreicht. Nach dieser Zeit war das Bandenmuster fast iiber die gesamte theoretisch
verfiigbare Laufstrecke verteilt. Eine Stunde spiter (nach 7 Stunden) verteilte sich das
Bandenmuster tatsidchlich iiber die gesamte Strecke, so dass sogar ein Verlust von DNA am
Ende nicht ausgeschlossen werden konnte. Als Schlussfolgerung aus diesem Time-Travel-
Experiment 146t sich also eine optimale Elektrophorese-Dauer fiir die amplifizierten
16S rDNA-Segmente von 433 Basenpaaren von 6 h bei 60 °C und 130 V ableiten.
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40 % denat.
Agens

Laufrichtung der DGGE

55 % denat.
Agens ©

Abbildung 5-3  Time-Travel-Experiment zur Bestimmung der optimalen zeitlichen Auflésung
der DGGE mit dem Standard-Mix (links) und mit Boden-DNA (rechts).
DGGE: Gradient 40 - 55 %, 130 V.

5.2.2 Reproduzierbarkeit von DGGE-Mustern gleicher Proben bzw.
Varianten

Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit wurden Proben aus zwei verschiedenen Varianten
(A: Maisstrohrotte nach 6 Wochen Inkubation und B: Maisstrohrotte mit Stickstoffausgleich
nach 6 Wochen Inkubation) mit jeweils drei parallelen Ansédtzen (1, 2 und 3, vgl. Abbildung
5-4) und jeweils zwei Parallel-Aufarbeitungen (I bzw. II) mittels DGGE analysiert. Es zeigte
sich, dass in allen Spuren einer Variante die gleichen Banden vorhanden waren, wobei diese
sich allerdings in ihrer Intensitit unterschieden. Letzteres galt auch fiir die parallel

aufgearbeiteten Proben des selben Versuchskolbens.
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Abbildung 5-4

DGGE-Gel von Parallel-Aufarbeitungen vergleichbarer Bodenproben zur
Bestimmung der Reproduzierbarkeit . A: Maisstrohrotte mit geglithtem
Boden nach 6 Wochen; B: Maisstrohrotte mit gegliihtem Boden und
zusitzlicher N-Zufuhr nach 6 Wochen; 1, 2, 3: Parallelansitze der
Mikrokosmen; I, II: Parallelaufarbeitungen gleicher Ansiitze. DGGE:
Gradient 40 - 55 %, 130 V, 6 h.
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5.3 Vorversuch mit definierten und komplexen mikrobiellen
Gemeinschaften

In diesem Versuchsteil wurde der Einsatz der in Kapitel 4.2 beschriebenen molekular-
biologischen Methoden zur Charakterisierung der mikrobiellen Struktur in einer Maisstroh-
rotte erprobt und ihre Eignung fiir die spiteren Umsatzversuche erprobt. Im Vordergrund
stand— wie schon in Abschnitt 5.2.1 beschrieben — die Reproduzierbarkeit der molekular-
biologischen Aufarbeitung bis zum denaturierenden Gel. Dariliber hinaus wurden auch
definierte mikrobielle Gemeinschaften eingesetzt und ihr Verbleib nach 6 Wochen in den

Mikrokosmen mit Maisstrohverrottung mit Hilfe der DGGE tiberpriift.

5.3.1 Mineralisation von uniform '*C-markiertem Maisstroh

Die Varianten V 1 und V 2 mit definierten mikrobiellen Gemeinschaften mineralisierten ca.
27 % des eingesetzten 14C_markierten Maisstroh-Kohlenstoffes. In den Varianten V3, V4 und
V5 mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften wurden nur ca. 21 % des radioaktiven
Materials als '*CO, freigesetzt. Die stirkste Mineralisierung erfolgte jedoch in Variante V6,
die mit nicht sterilisiertem Maisstroh angeimpft wurde. Die mikrobiellen Gemeinschaften

dieser Variante entwickelten sich aus den auf dem Maisstroh befindlichen Organismen.

Variante: mikrobielle Gemeinschaft

27,1I°/o
26,6 %
21,4 %
21,0 %

20,8 %

V 7: Kontrolle

0 10 20 30
"*CO,-Entwicklung (% a. R.)
Abbildung 5-5  Mineralisierung von "*C-markiertem Maisstroh (applizierte Radioaktivitiit =
a. R. =100 %) in den Rotte-Experimenten des Vorversuches mit definierten
(V1 und V 2) und komplexen mikrobiellen Gemeinschaften (V 3 und V4:
Anreicherungskulturen, V 5: Bodensuspension, V 6: Maisstrohbesiedler). V 7

enthielt kein *C-markiertes Maisstroh.
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5.3.2 Molekularbiologische Analyse der mikrobiellen Gemeinschaft
mittels DGGE

Beim Vergleich der Bandenmuster der PCR-Produkte der komplexen Gemeinschaften im
denaturierenden Gel wird die Reproduzierbarkeit der Parallel-Aufarbeitungen (I und II)
deutlich (Abbildung 5-6). Lediglich in V3 ist in Spur I ein deutlich schwécheres Signal zu
erkennen. Bei dieser Probe handelte es sich um ein PCR-Produkt, welches iiber mehrere
Monate bei —20°C gelagert wurde, und somit zu einer Abnahme der Qualitéit gefiihrt hat.
Dieses ist auch an der gleichméBigen dunklen Hintergrundfiarbung der Spur zu erkennen.

Dagegen waren alle iibrigen Proben frische PCR-Produkte der jeweiligen Varianten.

Die Bandenmuster der Bodenproben, die mit einer Anreicherungskultur angeimpft wurden
(V3 und V 4), waren nach sechswochiger Inkubation sehr &dhnlich. Dabei fiihrte die
Inokulation mit der SSE-Anreicherungskultur zu einer etwas groferen Anzahl an DNA-
Banden, was jedoch mdéglicherweise auch durch eine gréBBere DNA-Menge verursacht sein
kann. Am stérksten vergleichbar sind diese Bandenmuster mit denen der Variante V 6, die
durch unsteriles Maisstroh inokuliert wurde. Dieses zeichnet sich durch eine besonders
dominante Bande bei einer Laufstrecke von ca. 90 mm aus, die in den beiden iibrigen
Varianten nur schwach zu sehen ist. Die Varianten, die durch eine Bodensuspension
inokuliert wurden (V 5 und V 7), unterscheiden sich zum Teil in ihren Bandenmustern von
den Varianten V 3, V 4 und V 6: Wiihrend eine typische Bande bei ca. 18 mm kaum noch zu
erkennen war, lag die stirkste Bande der Varianten V 5 und V 7 bei ca. 74 mm. Diese war
zuvor nicht oder nur sehr gering in Erscheinung getreten. Die Inokulation durch eine
Bodensuspension bringt also zusétzliche Mikroorganismen in die Mikrokosmen, welche nicht
durch die Anreicherungskulturen mit Maisstroh oder durch das Maisstroh direkt eingetragen
werden. Gleichzeitig kommt es nicht nur zu einer Zunahme der mikrobiellen Diversitit,

sondern auch zu einer Verschiebung des Spektrums.
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Laufstrecke
der DGGE

Denaturierender Gradient

Abbildung 5-6  Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
16S rDNA aus Bodenproben der Varianten mit komplexen mikrobiellen
Gemeinschaften (V 3 und V4: Anreicherungskulturen, V 5: Bodensuspension,
V 6: Maisstrohbesiedler, V 7: Bodensuspension, nicht radioaktives Maisstroh)

nach 6-wochiger Inkubation (I und II: Parallel-Aufarbeitungen der gleichen
Proben). DGGE: Gradient 40 - 55 %, 50 V, 16 h.

In dem DGGE-Gel mit den PCR-Produkten der Isolate aus Variante V 1 sowie der entspre-
chenden Bodenprobe war fiir jedes Isolat eine oder mehrere Banden zu erkennen (Abbildung
5-7). Allerdings lagen diese Banden in vielen Fillen sehr dicht beieinander. So finden sich die
Banden der Isolate II C (BEA), IIl Jund V C bei einer Laufstrecke von 102 mm, die von VI E
und / A bei 104 mm und die Bande von Isolat alt A bei 106 mm Laufstrecke. Gleichzeitig
waren die Banden im Gel relativ dick. Dieses 148t auf eine hohe DNA-Menge schlieen,

wodurch eine eindeutige Zuordnung erschwert wird.

Die Banden der Isolate IV A (BEA) (Laufweite: 84 mm) und // D (88 mm) unterschieden sich
in ihrem Laufverhalten deutlich von den iibrigen Isolaten. Diese Banden lassen sich auch in
dem PCR-Produkt der Bakterien-Mischung der genannten Isolate wiederfinden. Allerdings

bleibt anzumerken, dass die Spur des PCR-Produktes von II D weitere Banden aufweist, die
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nicht im Bandenmuster der DNA aller Bakterien (M) auftauchen. Die bei einer Laufstrecke

von 102 und 104 mm gefundenen Banden lassen sich nicht eindeutig zuordnen.

Entsprechendes gilt fiir das Bandenmuster des PCR-Produktes der Boden-DNA. Hier ist eine

besonders deutliche Bande bei einer Laufstrecke von 84 mm zu sehen, was darauf hindeutet,
dass Isolat IV A (BEA) in der Bodenprobe hiufig vorkommt. Weitere deutliche Banden sind

im Bereich von 102-104 mm Laufweite zu erkennen, die jedoch aus den genannten Griinden

nicht eindeutig einzelnen Isolaten zugeordnet werden konnen. Schwache Banden sind noch

bei 88 mm und 106 mm vorhanden und deuten darauf hin, dass die Isolate I D und alt A —

wenn auch in geringerer Zahl — in der 6 Wochen alten Bodenprobe von V 1 vorhanden sind.

Inc
(BEA)
M [

i

Denaturierender Gradient

Abbildung 5-7

IV A
(BEA) M Vi1 D IVA altA

[ JVIE[ ] [ _1I1A1| mJ| VvC | M

_Laufstrecke
| der DGGE

Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der 16S
rDNA der in Variante V 1 eingesetzten Isolate (vgl. Anhang B), einer
Mischung dieser Isolate (M) und aus der entsprechenden 6 Wochen alten
Bodenprobe (V 1). DGGE: Gradient 40 - 55 %, 45V, 15 h.

NA
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In dem DGGE-Gel mit den PCR-Produkten der Isolate aus Variante V 2 sowie der entspre-
chenden Bodenprobe sind ebenfalls fiir jedes Isolat eine oder mehrere Banden zu erkennen
(Abbildung 5-8). Wiederum liegen diese Banden in vielen Fillen sehr dicht beieinander und
waren teilweise sehr dick und dadurch bedingt unscharf. So finden sich die Banden der Isolate
III A und IV K bei einer Laufstrecke von 102 mm, die von /I C (BEA) und I Bl bei 104-106
mm, und die von VI F, II B, V C und alt D bei 108 mm. Lediglich die Bande von Isolat /V B
(BEA) lag deutlich von den anderen getrennt bei einer Laufweite von 88 mm. Im
Bandenmuster der PCR-Produkte von der DNA des Bakterien-Mixes liefen sich die

genannten Banden wiederfinden.

Im Bandenmuster der PCR-Produkte der Boden-DNA sind diese Banden ebenfalls zu erken-
nen, wobei die stirkste Bande bei 88 mm lag und somit auf das Isolat IV B (BEA) als hiufigen
Organismus in der 6 Wochen alten Bodenprobe von V 2 hinweist. Weitere Banden sind bei
102, 106 und 108 mm zu erkennen, wobei die Bande bei 108 mm vergleichsweise schwach
ist. Allerdings konnen in diesem Bereich keine Riickschliisse auf das Vorkommen einzelner
Isolate in der Bodenprobe gezogen werden.
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Denaturierender Gradient

Abbildung 5-8
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_Laufstrecke
| der DGGE

Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der 16S
rDNA der in Variante V 2 eingesetzten Isolate (vgl. Anhang B), einer
Mischung dieser Isolate (M) und aus der entsprechenden 6 Wochen alten
Bodenprobe (V 2). DGGE: Gradient 40 - 55 %, 45V, 15 h.
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5.4 Einfluss der Nahrstoffversorgung auf die Mineralisierung von
Maisstroh durch komplexe mikrobielle Gemeinschaften

Durch den Gliihvorgang bei 600°C wird die Struktur der Bodenmatrix veridndert (vgl. Tabelle
3-3). In diesem Experiment wurden Mikrokosmen mit intakter (Variante A) und gegliihter
Bodenmatrix (Varianten B — G) unter verschiedenen Nihrstoffbedingungen nach Inokulation
mit einer Bodensuspension beziiglich der Mineralisierung von "C-markiertem Maisstroh, der
DMSO-Reduktase-Raten und der Struktur der mikrobiellen Gemeinschaften (iiber DGGE-
Muster) verglichen (vgl. Tabelle 3-4). Besonderes Augenmerk wurde auf die Verfiigbarkeit
von Stickstoff als héufig wachstumslimitierenden Faktor im Boden gelegt. 3 Varianten (E, F
und G) wurden daher mit dem handelsiiblichen Calcium- und Stickstoff-Diinger Kalkammon-
salpeter (KAS) in praxisiiblicher Menge (20 mg N 100 g'1 Boden) behandelt. Von den KAS-
freien Varianten erhielt Variante A keine Zugabe von Mineralstoffen, Variante C eine natiir-

liche Bodenlésung und Variante D eine kiinstliche Bodenldsung (~2 mg N 100 g'1 Boden).

5.4.1 Abbau von uniform “C-markiertem Maisstroh

Nach 2 Wochen wurde in allen Varianten durchschnittlich 27,5 £ 3,1 % der applizierten
Radioaktivitdt mineralisiert (Abbildung 5-9). Erst nach diesem Zeitpunkt wurde ein Einfluss
der Nihrstoffversorgung auf die Mineralisierung des Maisstrohs deutlich. Nach 6 Wochen
war in allen untersuchten Varianten mindestens 32 % des eingesetzten "C-markierten Mais-
stroh-Kohlenstoffes durch die komplexen mikrobiellen Gemeinschaften aus den Boden-
suspensionen mineralisiert (Tabelle 5-2). Dabei lagen die Varianten, die einen Stickstoff-
ausgleich in Form von KAS erhalten hatten (Varianten E, F und G), mit einer 14C02-
Freisetzung von 40 — 41 % der applizierten Radioaktivitit (a. R.) im Bereich des Maisstroh-
umsatzes in der nativen Bodenmatrix (Variante A: 42 % der applizierten Radioaktivitit). Eine
ebenfalls vergleichbare Mineralisierung von 39 % des applizierten Radiokohlenstoffes wurde
in Variante D erreicht, die eine geringere Menge Stickstoff und zusitzlich weitere Mineral-
stoffe erhalten hatte.

Nach 6 Wochen nahm die Bedeutung der Stickstoffdiingung fiir die Mineralisierung des Me-
markierten Maisstrohs ab. Wihrend bis zur 6. Woche die Mineralisierung in den Mikro-
kosmen mit gegliihtem Boden, die mit Kalkammonsalpeter behandelt wurden (Varianten E, F
und G), am stérksten vorangeschritten war, wurde in diesen Varianten von der 7. bis zur 28.
Woche kaum noch weiteres Maisstroh bis zu CO, abgebaut (vgl. Abbildung 5-9). Dabei
verhielten sich die Varianten E, F und G sehr dhnlich, was sich in der geringen Standard-
abweichung von 2,3 % der applizierten Radioaktivitit widerspiegelt. Dagegen nahm die
Mineralisierung in den Varianten B und C (ohne Zugabe von Mineralstoffen) weiter zu und
erreichte bis zum Versuchsende vergleichbare Werte wie bei den zuvor genannten Varianten

mit Kalkammonsalpeter-Zugabe (durchschnittlich 45 % der applizierten Radoaktivitit).
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Lediglich in Variante D, die zu Versuchsbeginn weitere Néhrstoffe in Form einer kiinstlichen
Bodenlosung (SSE nach ANGLE et al., 1994) erhalten hatte, wurde genau so viel des
applizierten Radiokohlenstoffes in "co, umgewandelt wie in Variante A mit getrocknetem

Boden und der intakten Kohlenstoffmatrix. Nach 197 Tagen wurden in diesen beiden

Varianten durchschnittlich 53 % der applizierten Radioaktivitit als 14C02 in den CO,-Fallen

gefunden. Es bleibt festzuhalten, dass die Mineralisierung des C-Maisstrohs in geglithtem

Boden, sowohl was den zeitlichen Verlauf als auch die gesamte Menge betrifft, nach

Applikation einer simulierten Bodenldsung (SSE, vgl. Tabelle 3.1) am besten die Mineralisie-

rung in der nativen Bodenmatrix widerspiegelt.

Tabelle 5-2

applizierte Radioaktivitiit).

Mineralisierung des *C-Maisstrohs nach 6 und 28 Wochen (in % a. R. =

Nativer Ohne Mit ohne KAS + KAS
Boden KAS-Diingung KAS-Diingung (B,C,D) (E, F,G)
A B C D E F G
Mineralisierung von C-markiertem Maisstroh (% a. R., Mittelwerte aus 3 Parallelen)
Nach 6 Wochen 42 36 32 39 41 40 40 36 40
o(%a.R.) 0,5 4,3 5,1 2,3 3,8 2,1 1,3 4.4 2,3
Nach 28 Wochen 53 44 39 53 46 45 45 45 45
o(%a. R) 30 4,1 5.9 4,1 36 18 1,7 7.2 2,2
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Abbildung 5-9

aus jeweils 3 Parallelen; applizierte Radioaktivitit = a. R. = 100 %).

—>— A getrockneter Boden + H,0
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Zeitlicher Verlauf der Maisstroh-Mineralisierung (akkumulierte Mittelwerte
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5.4.2 Mikrobielle Aktivitat (DMSO-Reduktase-Raten)

In den Mikrokosmen mit unterschiedlicher Nihrstoffversorgung wurde die mikrobielle
Aktivitit nach 4 Wochen gemessen. Die DMSO-Reduktase-Raten sind in Tabelle 5-3
angegeben. In den Ansitzen, die durch eine Bodenlosung inokuliert wurden und eine Stick-
stoffdiingung in Form von Kalkammonsalpeter erhalten haben (Varianten E und F, vgl.
Tabelle 3-4), zeigte sich mit 240 bzw. 290 ng DMS g'1 (Trockenmasse) h™' eine hohere
mikrobielle Aktivitdt als in den Ansitzen ohne Zugabe von Stickstoff. Gleichzeitig unter-
schied sich die mikrobielle Aktivitit in diesen beiden Ansitzen nicht signifikant von der in
Variante A mit der intakten Frischboden-Matrix (270 ng DMS g'1 h™). Die Varianten B und G
zeichnen sich mit 240 bzw. 220 ng DMS g'1 h' ebenfalls durch relativ hohe mikrobielle
Aktivititen aus. Allerdings sind dabei die besonders hohen Variationskoeffizienten von 68
bzw. 37 zu beachten. Betrachtet man bei diesen Varianten jeweils den vom arithmetischen
Mittelwert am stirksten abweichenden Parallelansatz als Ausreifler und nimmt die Werte aus
der Berechnung, so ergeben sich mikrobielle Aktivititen von 150 bzw. 170 ng DMS g h'!
bei Variationskoeffizienten von 32 bzw. 13. Der zuvor angedeutete Einfluss der Kalkammon-
salpeter-Zugabe auf die mikrobielle Aktivitit wird dann noch deutlicher sichtbar (Abbildung
5-10).

Tabelle 5-3 Mikrobielle Aktivitiit in den Mikrokosmen nach 4-wochiger Inkubation
(Mittelwerte aus 3 Parallelansiitzen). Zur Beschreibung der Varianten vgl.
Tabelle 3-4.

Variante  Mikrobielle Aktivitit  Variations-
(ngDMS g’ h'h) koeffizient

A 270 13
B* 240 68
C 80 22
D 130 10
E 260 16
F 290 5

G* 220 37

* Die hohen Variationskoeffizienten wurden durch besonders hohe Werte von Ausreiflern verursacht.
Bei Nichtberiicksichtigung ergibt sich fiir Variante B eine DMSO-Reduktase-Rate von 150 ng g” h™*
und fiir Variante G von 170 ng g h™* (vgl. Abbildung 5-10).
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A: nativer Boden
400+ X R B - D : ohne Zugabe von KAS
7 E, F : mit Zugabe von KAS
G : keine Inokulation
'7: 300 T x L mit einer Bodensuspension
- %/ AusreiB3er
(o]
2
> 200 / i
= T
o 1
100+ L
0 : : .
A B C D E F G

Abbildung 5-10 Mikrobielle Aktivitit in den Mikrokosmen nach 4-wdchiger Inkubation
(Mittelwerte aus 3 Parallelansiitzen, Ausreifler in Varianten B und G wurden
fiir die Berechnung nicht beriicksichtigt). Zur Beschreibung der Varianten

vgl. Tabelle 3-4.

5.4.3 Molekularbiologische Untersuchung der mikrobiellen
Gemeinschaften mittels DGGE

Beim Vergleich der Bandenmuster von PCR-Produkten der 16S rDNA im Boden der Mikro-
kosmen nach 4 Wochen zeigte sich eine weitgehende Ubereinstimmung innerhalb der
Parallelen aber auch zwischen den verschiedenen Varianten (Abbildung 5-11). Lediglich die
Spuren der Variante B mit gegliihtem Boden und Maisstroh ohne weitere Nahrstoff-
versorgung unterschieden sich von den iibrigen Varianten. Dabei sollte beachtet werden, dass
bei dieser Variante versehentlich der anfiangliche Wassergehalt bei 80 % der maximalen
Wasserhaltekapazitit lag. So waren vor allem bei einer Laufstrecke von 10-35 mm zusitzliche

Banden zu erkennen. Es war hier also eine hohere mikrobielle Diversitiat zu verzeichnen.
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Denaturierender Gradient

Laufstrecke
der DGGE

50 mm

100 mm

Abbildung 5-11 Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
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16S rDNA komplexer mikrobieller Gemeinschaften in den Maisstrohrotte-
Mikrokosmen mit geglithtem Boden und verschiedener Nihrstoffversorgung
6 Wochen nach Versuchsbeginn (jeweils 2 Parallel-Aufarbeitungen gezeigt;
A: getrockneter Boden + H,O; B: H,O; C: Bodenlosung; D: SSE; E: H,O +
KAS; F: Bodenlosung + KAS; G: Bodenlosung + KAS (ohne Boden-
organismen); zur genauen Beschreibung der Varianten siehe Kapitel 3.4).
DGGE: Gradient 40 - 55 %, 130 V, 6 h.
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5.4.4 C/N-Verhaltnisse im Boden

Bei der Untersuchung der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte im Boden durch das Zentral-
labor fiir Chemische Analysen des Forschungszentrum Jiilich wurde in der nativen Parabraun-
erde ein C/N-Verhiltnis von 7,2:1 bestimmt (Tabelle 5-4 und Abbildung 5-12 A). Dieser
Wert liegt deutlich unter dem im Institut fiir Bodenkunde der Rheinischen Friedrich-
Wilhelms-Unversitit Bonn ermittelten Verhiltnis von 11,4:1 (vgl. Abschnitt 3.2.1). Insgesamt
wurden im Forschungszentrum héhere Werte fiir den Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt des
Bodens ermittelt als an der Universitit Bonn (vgl. Tabelle 5-4 und Tabelle 3-3). Der Gehalt
an Kohlenstoff im gegliihten Boden war - wie zu erwarten - sehr gering. Gleichzeitig wurde
aber auch der Stickstoffgehalt durch die Hitze-Behandlung stark reduziert (Faktor 10). Im
inaktiven und im '*C-markiertem Maisstroh wurden nur geringe Unterschiede beziiglich des
Kohlenstoffgehaltes festgestellt. Allerdings zeichnete sich das radioaktiv markierte Stroh-
material durch einen wesentlich hoheren Stickstoffgehalt aus, was sich auch in den
verschiedenen C/N-Verhiltnissen ausdriickt (33,9:1 im inaktiven Maisstroh und 19,2:1 im

14C—markierten).

Tabelle 5-4 Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte in den Ausgangsmaterialien fiir die

Maisstrohrotte-Mikrokosmen (Mittelwerte aus 3 Parallelen).

. C/N-
Kohlenstoff Stickstoff Verhiltnis
Mittelwert Streuung  Mittelwert Streuung

in Gew.-% in Gew.-%
Gegliihter
Boden 0,016 0,004 0,015 0,010 1,1:1
Native
Parabraunerde 1,05 0,03 0,15 0,01 72:1
Maisstroh,
inaktiv 40,76 0,11 1,20 0,04 33,9:1
M C markiertes
Maisstroh 37,60 0,06 1,96 0,02 19.2:1

Die C/N-Verhiltnisse in den Maisstrohrotte-Mikrokosmen mit unterschiedlicher Nihrstoff-
versorgung unterschieden sich nach einer Inkubation von 6 Wochen nicht wesentlich
voneinander. Sie lagen durchschnittlich zwischen 9:1 und 12:1 (Abbildung 5-12). Ein mit
Microcal™ Origin® 6.0 durchgefiihrter Ein-Wege-ANOVA-Test konnte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Varianten feststellen (F = 0,90609, p = 0,51385).
Es wird nach 6-wochiger Inkubation also nicht das Verhiltnis in einer nativen Parabraunerde
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erreicht. Allerdings liegen die Werte deutlich unterhalb des eingesetzten Maisstrohs (vgl.
Tabelle 5-4).

C/N-Verhaltnis [Y : 1]

35
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n
I
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P R T

104

] A: Ausgangsmaterial

N\ | geglihter Boden |
II: native Parabraunerde B
lll: Maisstroh, inaktiv

IV: “C-markiertes Maisstroh

PO
oo

B: Mikrokosmen nach 6 Wochen

A: nativer Boden
C, D : ohne Zugabe von KAS |
.24 E,F :mit Zugabe von KAS
[ G: ohne Bodensuspension |

Abbildung 5-12 C/N-Verhiltnisse im Ausgangsmaterial (A) und in den Maisstrohrotte-
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Mikrokosmen mit verschiedener Mineralstoffversorgung nach 6-wochiger
Inkubation (B; von Variante B (ohne Zugabe von Mineralstoffen) konnte das
C/N-Verhiltnis aufgrund mangelnden Probenmaterials nicht analysiert

werden; zur Beschreibung der Varianten siehe Kapitel 3.4).
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5.5 Umsatz von Maisstroh durch definierte mikrobielle
Gemeinschaften

In diesem Versuchsteil wurden Mikrokosmen (gegliihter Boden) mit 10 verschiedenen
definierten mikrobiellen Gemeinschaften angeimpft (vgl. Kapitel 3.5). Die mikrobiellen
Gemeinschaften setzten sich aus den prozessrelevanten Bodenisolaten (Bakterien und Pilze)
zusammen. Der Abbau von Maisstroh durch die definierten Gemeinschaften innerhalb von 6
Wochen und die Bildung von Huminstoffen in dieser Zeit wurde mit den Umsitzen in
Mikrokosmen mit einer komplexen mikrobiellen Gemeinschaft, die durch eine Boden-
suspension inokuliert wurden, verglichen. Durch den Vergleich von Mikrokosmen mit einer
hohen Diversitiit und solchen mit geringer, die sich ausschlieBlich aus kultivierbaren Spezies
zusammensetzt, sollten Riickschliisse auf die Bedeutung der mikrobiellen Diversitit fiir den
Umsatz von Ernteriickstinden sowie die Rolle der bislang nicht kultivierten Organismen

gezogen werden.

5.5.1 Abbau von uniform *C-markiertem Maisstroh durch definierte
und durch komplexe mikrobielle Gemeinschaften

In den Mikrokosmen, die mit einer Bodensuspension beimpft wurden, wurde innerhalb einer
Woche ca. 23 % des eingesetzten Radiokohlenstoffs mineralisiert (Variante k, siehe
Abbildung 5-13). Anndhernd gleich hohe Werte (21-22 % der applizierten Radioaktivitiit)
wurden auch durch 3 definierte Gemeinschaften erzielt (Varianten 4, 7 und 9, vgl. Kapitel
3.5). Durch die iibrigen mikrobiellen Gemeinschaften wurde vom 1C-markierten Maisstroh in
der ersten Woche nur zu 11 — 19 % als CO, freigesetzt. Bis zur 6. Woche waren in allen
Varianten durchschnittlich 14 bis 41 % des eingesetzten Radiokohlenstoffs mineralisiert,
wobei der Umsatz in den Mikrokosmen, die durch eine Bodensuspension inokuliert wurden,
am stirksten war. Anndhernd gleich hohe Werte wie in den Mikrokosmen mit einer
komplexen mikrobiellen Gemeinschaft wurden auch durch die definierten Gemeinschaften
der Varianten 6 und 7 erreicht (34 bzw. 35 % der applizierten Radioaktivitit). Die beiden
Varianten mit dem niedrigsten Umsatz von Maisstroh (Variante 1: 14 % des applizierten
Radiokohlenstoffs und Variante 2: 17 %) zeichneten sich dadurch aus, dass die Mineralisie-
rung fast ausschlieBlich (zu 75 % bzw. 77 %) innerhalb der ersten Woche erfolgte. Dagegen
verteilte sich die Mineralisierung in den {ibrigen Varianten zu 53 — 69 % auf die erste Woche
und der Rest auf die folgenden 5 Wochen. Bei Inokulation durch die komplexe mikrobielle
Gemeinschaft lag das Verhiltnis von Mineralisation in der ersten Woche zur Mineralisation in
der 2. bis 6. Woche bei 56:44.
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40 nach 6 Wochen B

nach 1 Woche

“CO Entwicklung [% a. R]
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Mikrobielle Gemeinschaften
(k = komplexe; 1-10 = verschiedene Zusammensetzungen von Bodenisolaten)

Abbildung 5-13 Mineralisierung von *C-markiertem Maisstroh durch eine komplexe
(Bodenlésung) und 10 verschiedene definierte mikrobielle Gemeinschaften

nach 1 und 6 Wochen (in % a. R. = applizierte Radioaktivitit).

5.5.2 Ergosterolgehalte im Boden

In diesem Experiment mit definierten mikrobiellen Gemeinschaften wurde nach 6 Wochen
der Gehalt an Ergosterol im Boden der Mikrokosmen bestimmt (vgl. Abschnitt 4.1.4). Hohe
Gehalte von 8,8 ng Ergosterol g‘l Boden (Trockensubstanz) wurden in den Mikrokosmen, die
mit einer Bodensuspension angeimpft wurden, festgestellt (Abbildung 5-14). In zwei
Varianten der Mikrokosmen mit definierten Gemeinschaften wurde dieser Gehalt nach 6-
wochiger Inkubation sogar noch iibertroffen (Variante 4 mit 9,5 ug Ergosterol g'1 Boden und
Variante 8 mit 9,0 ug Ergosterol g’1 Boden). In den Varianten 1 und 2, in denen die geringste
Mineralisation von ‘*C-markiertem Maisstroh gemessen wurde (vgl. Abbildung 5-13), konnte
kein Ergosterol festgestellt werden. Allerdings lisst sich keine generelle Abhéngigkeit der
Mineralisation vom Ergosterolgehalt in den Mikrokosmen ableiten. Dieses wird an den beiden
Varianten mit dem stirksten Maisstrohumsatz deutlich (Varianten 6 und 7). Diese zeichnen
sich gleichzeitig durch relativ niedrige Ergosterolgehalte von 0,9 ug Ergosterol g'1 Boden
bzw. 3,2 ng Ergosterol g'1 Boden aus.
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Ergosterol [ug g™ Boden]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mikrobielle Gemeinschaften
(k = komplexe; 1-10 = verschiedene Zusammensetzungen von Bodenisolaten)

Abbildung 5-14 Ergosterolgehalte im Boden der Mikrokosmen mit komplexen (k) bzw. mit

definierten mikrobiellen Gemeinschaften (1 — 10) nach 6 Wochen Inkubation.

5.5.3 Molekularbiologische Aufarbeitung der definierten Bakterien-
Gemeinschaften

Aus dem Boden der Mikrokosmen wurde die Gesamt-DNA nach ein- und nach 6-wéchiger
Inkubation— wie in Kapitel 4.2 beschrieben — extrahiert und Sequenzen der bakteriellen
16S rDNA amplifiziert. Diese wurden auf einem denaturierenden Gel (40-60 % denaturieren-
der Gradient, 60 °C, 16 h) aufgetrennt. Nach der Silberfirbung konnte von fast allen
Reinkulturen jeweils eine Bande mit dem PCR-Produkt eines Teiles der 16S rDNA sichtbar
gemacht werden (Abbildung 5-15 bis Abbildung 5-24). 28 dieser artspezifischen Banden (von
75 verschiedenen eingesetzten Isolaten) konnten eindeutig einem entsprechenden Signal in
den Ansidtzen mit den mikrobiellen Gemeinschaften nach 1 oder 6 Wochen Inkubation
zugeordnet werden. Allerdings zeigten die Banden der PCR-Produkte einiger Isolate teilweise
iibereinstimmendes Laufverhalten innerhalb eines Ansatzes, so dass keine direkte Zuordnung
moglich war. PCR-Produkte von 62 Isolaten wurden in den Bandenmustern der PCR-Pro-
dukte von Bodenproben nach einer Inkubation von 1 oder 6 Wochen wiedergefunden. Davon
konnten 34 nicht eindeutig im Bandenmuster der PCR-Produkte der Boden-DNA zugeordnet
werden, da die amplifizierten DNA-Abschnitte mehrerer Isolate eines Ansatzes ein gleiches
Laufverhalten im DGGE-Gel zeigten. DNA-Banden von 12 der eingesetzten Isolate konnten
in den PCR-Produkten der Boden-DNA wiedergefunden werden. Die silbergefirbten und mit
Durchlicht eingescannten Gele (vgl. Abschnitt 4.2.5) sind im Folgenden dargestellt und
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erlautert Die Gelelektrophorese erfolgte in den gezeigten Gelen bei einem denaturierenden
Gradienten von 40-60 % und einer Spannung von 60 V fiir 16 h. Die eingesetzten Isolate sind
in Anhang C beschrieben. Im eingescannten Bild schlecht erkennbare oder zweifelhafte

Banden sind durch einen Pfeil v kenntlich gemacht.

In den Spuren der mikrobiellen Gemeinschaften in Ansatz 1 nach 6 Wochen sind 4 Banden
zu erkennen (bei 72,5 mm, 78,5 mm, 89,5 mm und 95,5 mm Laufstrecke, Abbildung 5-15).
Dazu kommt in der Spur mit der 1 Wochen alten Gemeinschaft eine sehr diinne Bande bei
75 mm. Diesen Banden lassen sich 3 Isolate eindeutig zuordnen: BEA k¢K (72,5 mm), R2A 111
A (78,5 mm) und BEA I C> (89,5 mm). Die Bande bei 95,5 mm Laufstrecke reprisentiert
moglicherweise das Isolat BEA VI B. Dieses zeichnet sich in der Einzelauftragung durch 3
dicht aufeinanderfolgende Banden aus (94 mm, 95,5 mm und 98 mm), wobei die deutlichste
bei 94 mm liegt. Die Bande bei 75 mm (1 Woche alte mikrobielle Gemeinschaft) féllt
zusammen mit dem PCR-Produkt zweier eingesetzter Isolate: R2A IV G und BEA I B und
kann somit nicht eindeutig bestimmt werden. Die librigen in Ansatz 1 eingesetzten
Reinkulturen kommen offensichtlich nach 1 und nach 6 Wochen in den Bodenproben nicht

mehr in einer mit dieser Methode detektierbaren Anzahl vor.

Ansatz 1 Isolate R2A Isolate BEA

nach 1 | VG alt G1|
o |A

Laufstrecke
der DGGE

50 mm

Denaturierender Gradient

100 mm

Abbildung 5-15 Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
16S rDNA der in Ansatz 1 eingesetzten mikrobiellen Gemeinschaft nach 1 und
6 Wochen Inkubation sowie der entsprechenden Reinkulturen (eine Ubersicht
iiber die verschiedenen Ansitze und die eingesetzten Isolate ist in Kapitel 3.5

und Anhang C gegeben).
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Im DGGE-Gel der PCR-Produkte der 16S rDNA der 6 Wochen alten mikrobiellen
Gemeinschaften aus Ansatz 2 zeigten sich bis zu 6 Banden: eine bei 74 mm, zwei direkt
aufeinanderfolgende bei 79 und 80 mm, jeweils eine bei 91 mm und 95,5 mm und eine
schwiichere in einer der beiden 6 Wochen alten Gemeinschaften bei 97 mm Laufstrecke
(Abbildung 5-16). Diese Banden entsprechen im Laufverhalten den Isolaten R2A V D (79/80
mm), BEA III B (95,5 mm) und R2A I G> (97 mm), wobei letztere Bande nur in einer der
mikrobiellen Gemeinschaften nach 6 Wochen vorkam. Die librigen zwei Banden zeigen ein
iibereinstimmendes Laufverhalten mit jeweils drei verschiedenen Isolaten. Lediglich BEA IV
E mit einer Bande bei 116 mm ist nach 1 und nach 6 Wochen mit Sicherheit nicht mehr in den
mikrobiellen Gemeinschaften vertreten. BEA VI B zeigte dariiber hinaus in diesem Gel ein

abweichendes Laufverhalten im Vergleich zu Ansatz 1 (vgl. Abbildung 5-15).

Ansatz 2 Isolate R2A Isolate BEA

L e . |
nach1 1 6 VD M20b NMA 1B IVE

Woch 1G, lviB | A8 171

50 mm

Denaturierender Gradient

100 mm

Abbildung 5-16 Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
16S rDNA der in Ansatz 2 eingesetzten mikrobiellen Gemeinschaft nach 1 und
6 Wochen Inkubation sowie der entsprechenden Reinkulturen (eine Ubersicht
iiber die verschiedenen Ansitze und die eingesetzten Isolate ist in Kapitel 3.5

und Anhang C gegeben).
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In dem Gel aus Ansatz 3 lassen sich keine direkte Riickschliisse auf das Vorkommen einzel-
ner Isolate in den mikrobiellen Gemeinschaften ziehen. Das Bandenmuster der mikrobiellen
Gemeinschaften zeichnet sich durch bis zu 4 Banden aus (82 mm, 86 mm, 99 mm und 103
mm Laufstrecken, Abbildung 5-17), wobei die erst- und die letztgenannten relativ schwach
sind. Beim Vergleich mit den Bandenmustern der Reinkulturen finden sich immer mehrere
Ubereinstimmungen, so dass fast alle der eingesetzten Isolate an der Gemeinschaft beteiligt

sein konnten. Nur die Isolate R2A ksF und BEA IV J, scheinen nicht vorzukommen.

Ansatz 3 Isolate R2A Isolate BEA
1

nach1 1 6 lue kel lwa vel
Wochen 1A, |VH IRE G LIV, | Kl

Laufstrecke
der DGGE

50 mm

Denaturierender Gradient

100 mm

Abbildung 5-17 Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
16S rDNA der in Ansatz 3 eingesetzten mikrobiellen Gemeinschaft nach 1 und
6 Wochen Inkubation sowie der entsprechenden Reinkulturen (eine Ubersicht
iiber die verschiedenen Ansitze und die eingesetzten Isolate ist in Kapitel 3.5

und Anhang C gegeben).
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Die mikrobielle Gemeinschaft in Ansatz 4 ist durch eine einzelne Bande bei 80 mm

Laufweite charakterisiert. Demgegeniiber stehen Banden verschiedener Reinkulturen, die das
gleiche Laufverhalten aufweisen: R2A 11l B, R2A VII D, BEA V C, BEA V D und BEA VI C.

Die iibrigen Isolate scheinen in dieser mikrobiellen Gemeinschaft keine Rolle zu spielen.

Ansatz 4 Isolate R2A Isolate BEA
| | |
nach1 1 6 6 IlA VID VIID IID vVC VD
Woch [ TuB 1 | kFI | T 1vic
Mt s e ., s Laufstrecke
| der DGGE

Denaturierender Gradient

Abbildung 5-18

50 mm

100 mm

Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der

16S rDNA der in Ansatz 4 eingesetzten mikrobiellen Gemeinschaft nach 1 und
6 Wochen Inkubation sowie der entsprechenden Reinkulturen (eine Ubersicht
iiber die verschiedenen Ansiitze und die eingesetzten Isolate ist in Kapitel 3.5

und Anhang C gegeben).
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Das Bandenmuster der mikrobiellen Gemeinschaften aus Ansatz 5 zeichnet sich durch 3
besonders deutlich sichtbare Banden aus, die jeweils einem Isolat zugeordnet werden kdnnen
(Abbildung 5-19): R2A keL (62 mm), BEA IV B (70 mm) und BEA [ A (73 mm). Die Bande
bei 73 mm Laufweite im Bandenmuster der Boden-DNA konnte zwar auch durch das Isolat
BEA III B hervorgerufen sein, dessen Bande nur wenig weiter gelaufen ist (74 mm).
Allerdings treten bei diesem Isolat — wie schon im Gel zu Ansatz 1 (vgl. Abbildung 5-15) —
mehrere Banden auf, die in der mikrobiellen Gemeinschaft nicht nachvollzogen werden
konnen. Eine weitere eindeutige Zuordnung zu einer Reinkultur (BEA II E) konnte bei 81,5
mm gezogen werden. Allerdings ist das Signal im Bandenmuster der mikrobiellen
Gemeinschaft vergleichsweise schwach. Weitere Zuordnungen sind nicht mdoglich, obwohl

noch weitere relativ schwache Banden sichtbar sind.

Ansatz 5 Isolate R2A Isolate BEA
I |
nach1 1 6 6 IIIA2 VIIF| | IE IVB|
Wochen 1E lIVQ kL IA B IlVC
' | Laufstrecke
der DGGE

Denaturierender Gradient

Abbildung 5-19 Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
16S rDNA der in Ansatz 5 eingesetzten mikrobiellen Gemeinschaft nach 1 und
6 Wochen Inkubation sowie der entsprechenden Reinkulturen (eine Ubersicht
iiber die verschiedenen Ansiitze und die eingesetzten Isolate ist in Kapitel 3.5

und Anhang C gegeben).
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Im Bandenmuster des PCR-Produktes der Boden-DNA aus Ansatz 6 sind fiinf Banden in der

mikrobiellen Gemeinschaft zu erkennen (Abbildung 5-20). Die nach einer Woche Inkubation

gewonnene Probe zeichnet sich durch eine besonders deutliche Bande nach 82,5 mm aus, die

keinem der eingesetzten Isolate zugeordnet werden kann. Bei 76 mm Laufstrecke finden sich
tibereinstimmende Banden von R2A ksN, BEA Il A und BEA V B. Besser zuordnen 148t sich
die Bande bei 81 mm (BEA VI D), die sehr schwache Bande bei 97 mm (BEA II C) und die
Bande bei 102,5 mm (BEA IV F). Die Signale der iibrigen Reinkulturen sind im Banden-

muster der PCR-Produkte der Boden-DNA nicht oder nur sehr undeutlich zu erkennen.

Ansatz 6 Isolate R2A Isolate BEA
I |
hach 1 1 6 6 VE altJd, INnA VB
[ v

Denaturierender Gradient

Abbildung 5-20

FlviD

Wochen

" Laufstrecke

der DGGE

50 mm

100 mm

Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der

16S rDNA der in Ansatz 6 eingesetzten mikrobiellen Gemeinschaft nach 1 und
6 Wochen Inkubation sowie der entsprechenden Reinkulturen (eine Ubersicht
iiber die verschiedenen Ansiitze und die eingesetzten Isolate ist in Kapitel 3.5

und Anhang C gegeben).
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Im Bandenmuster der mikrobiellen Gemeinschaften aus Ansatz 7 treten Banden bei einer
Laufstrecke von 67 mm, 78 mm, 91 mm, 93 mm, 97 mm und 124 mm auf (Abbildung 5-21).
Bei 3 dieser Banden konnen direkte und eindeutige Zuordnungen gemacht werden: R2A A 11
(67 mm), R2A ksN (78 mm) und R2A alt T (124 mm). Dagegen ist die Zuordnung der Banden
bei 91 mm (R2A I C oder BEA ksB) und 97 mm (BEA I F oder BEA II D) schwierig. Die

Bande bei 93 mm Laufstrecke kann keiner Reinkultur zugeordnet werden.

Ansatz 7 Isolate R2A Isolate BEA
I |

hach 11 6 6 | att | ID  VIA
Wo C kN At |

Denaturierender Gradient

Abbildung 5-21 Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
16S rDNA der in Ansatz 7 eingesetzten mikrobiellen Gemeinschaft nach 1 und
6 Wochen Inkubation sowie der entsprechenden Reinkulturen (eine Ubersicht
iiber die verschiedenen Ansiitze und die eingesetzten Isolate ist in Kapitel 3.5

und Anhang C gegeben).
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Die mikrobiellen Gemeinschaften aus Ansatz 8 haben im DGGE-Gel eine dominante Bande
bei einer Laufstrecke von 90 mm (Abbildung 5-22). Ein gleiches Laufverhalten zeigt auch das
PCR-Produkt von R2A 1V M. Dariiber hinaus gibt es noch mehrere schwichere Banden, die
einzelnen Isolaten zugeordnet werden konnen: bei 71 mm (R2A II D), 83,5 mm (R2A VI D),
86 mm (R2A VI D oder BEA V C) und 89 mm (BEA IV D) 113 mm.

Ansatz 8 Isolate R2A Isolate BEA
I 1 ]
IVM M 18a | nB IvVC

o Ivio I ne |
- .. Laufstrecke
der DGGE

50 mm

Denaturierender Gradient

100 mm

Abbildung 5-22 Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
16S rDNA der in Ansatz 8 eingesetzten mikrobiellen Gemeinschaft nach 1 und
6 Wochen Inkubation sowie der entsprechenden Reinkulturen (eine Ubersicht
iiber die verschiedenen Ansiitze und die eingesetzten Isolate ist in Kapitel 3.5

und Anhang C gegeben).
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In den Bandenmustern zu Ansatz 9 sind bis zu 5 deutliche Banden zu erkennen (Abbildung
5-23). Bei einer Laufstrecke von 73 mm findet sich eine Ubereinstimmung mit dem Isolat
BEA IIT A. Bei 76 mm ist eine Unterscheidung zwischen R2A II F und R2A VII G nicht
moglich. Bei 75,5 und 77 mm sind zwei Banden zu erkennen, die durch die Isolate R2A 11l C
und BEA IV C hervorgerufen sein konnten. Allerdings unterscheiden sich die Laufweiten der
Reinkulturen um ca. 1 mm, so dass diese Zuordnung unsicher ist. Ebenfalls unsicher ist die

Zuordnung der Bande der mikrobiellen Gemeinschaften bei 92 mm zu Isolat BEA 1 G.

Ansatz 9 Isolate R2A  Isolate BEA
[ |
nachi 1 6 6 mc vaG HmA IG | fkeo

NFlvig | k0 lIvD | VIE (R2A)
21 Laufstrecke
| der DGGE

Denaturierender Gradient

100 mm

Abbildung 5-23 Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
16S rDNA der in Ansatz 9 eingesetzten mikrobiellen Gemeinschaft nach 1 und
6 Wochen Inkubation sowie der entsprechenden Reinkulturen (eine Ubersicht
iiber die verschiedenen Ansiitze und die eingesetzten Isolate ist in Kapitel 3.5

und Anhang C gegeben).
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Eine gute Zuordnung von PCR-Produkten der in Ansatz 10 eingesetzten Isolate zum Banden-
muster der mikrobiellen Gemeinschaften ist in 4 Fillen gegeben. Bei einer Laufstrecke von
77 mm ist eine eindeutige Ubereinstimmung mit BEA VI B gegeben. Bei 79 mm liegen die
PCR-Produkte von R2A IV O und BEA V D, welches auch schon in Ansatz 4 moglicherweise
an der mikrobiellen Gemeinschaft beteiligt war (vgl. Abbildung 5-18). Bei 82 mm, wo die
stirkste Bande aus Ansatz 10 liegt, findet sich eine Ubereinstimmung mit R2A k4L und bei 96
mm mit BEA I C. Eine sehr schwache Bande ist dann noch bei einer Laufstrecke von 129

mm zu finden, die mit dem PCR-Produkt von BEA ksO zusammenfillt.

Ansatz 10 Isolate R2A Isolate BEA
1
nach 1 1 6 6 VID altK IvC ViB
Wochen WOl kL A2 ncl| vD | k0O
- L o Laufstrecke
der DGGE

Denaturierender Gradient

Abbildung 5-24 Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
16S rDNA der in Ansatz 10 eingesetzten mikrobiellen Gemeinschaft nach 1
und 6 Wochen Inkubation,sowie der entsprechenden Reinkulturen (eine
Ubersicht iiber die verschiedenen Ansiitze und die eingesetzten Isolate ist in

Kapitel 3.5 und Anhang C gegeben).
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5.5.4 Analyse von Huminséuren mittels '*C-fliissig-NMR-
Spektiroskopie und Gelpermeationschromatographie

5.5.4.1 Vergleich von Huminséuren-Extrakten aus Maisstroh und aus einer
nativen Parabraunerde

Die in Abbildung 5-25 gezeigten 13C—Fliissig—NMR—Spektren (vgl. Abschnitt 4.4.2) sind stell-
vertretend fiir das Ausgangs- und Endprodukt der beschriebenen Humifizierungsprozesse.
Spektrum A zeigt einen Huminsiuren-Extrakt (vgl. Abschnitt 4.4.1) von Maisstroh, welches
in gegliihten Boden eingebracht und - wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben - befeuchtet und
inokuliert wurde. Die Signale sind also nicht beeinflusst durch die Kohlenstoff-Matrix eines
nativen Bodens. Dagegen zeigt Spektrum B einen Huminsduren-Extrakt einer nativen Para-
braunerde aus Merzenhausen (PB-MER). Beim Vergleich der Spektren sollte beachtet
werden, dass Spektrum A mit 200 000 Scans, wihrend Spektrum B lediglich mit 70 000
Scans gemessen wurde. Diese Unterschiede sind Folge der nur begrenzt zur Verfiigung
stehenden Messzeit am Institut fiir Biotechnologie I des Forschungszentrum Jiilich und hatte

bei der geringeren Anzahl an Scans eine stéirkere Hintergrundschwankung zur Folge.

Das Spektrum des Extraktes aus Maisstroh zeichnet sich vor allem durch dominante Peaks bei
einer chemischen Verschiebung von 50 — 110 ppm aus. Dagegen verliert dieser Bereich bei
dem Huminsduren-Extrakt aus einer nativen Parabraunerde an Bedeutung. Die Signale im
Bereich der Kohlenhydrate und Polyalkohole sind zwar weiterhin vorhanden, allerdings
nimmt ihre Zahl und Intensitit ab und spielt nicht mehr die dominante Rolle wie im Spektrum
des Maisstroh-Extraktes. Dafiir sind zusitzliche hohe Peaks bei einer chemischen Ver-
schiebung von 20 — 45 ppm und bei 175 ppm zu beobachten. Dariiber hinaus gewinnt ein im

Maisstroh sehr viel schwiicherer Peak bei 6 = 130 ppm an Bedeutung.
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Abbildung 5-25 "“C-NMR-Spektren von Huminsiuren-Extrakten aus Maisstroh in gegliihtem
Boden vor der Inkubation (A, 200 000 Scans) und aus einer Typischen
Parabraunerde (B, 70 000 Scans).

Die gelpermeationschromatographische Auftrennung ergab Retentionszeiten der Peak-
mittelpunkte nach 14,02 min fiir den Huminsduren-Extrakt aus Maisstroh und nach 13,75 min
fiir die nativen Huminsduren aus einer Typischen Parabraunerde. Diese Retentionszeiten
lassen sich durch Einsatz in die Kalibrationsgleichung in Abbildung 4-3 umwandeln in die am
hiufigsten vertretene Molekiilmasse dieser Extrakte. Diese betrug demnach im Maisstroh-
extrakt 2200 Dalton und in dem nativen Huminsdurenextrakt 3300 Dalton. In den Chromato-
grammen in Abbildung 5-26 zeigt sich, dass die Extrakte beider Proben zwischen 11,5 min
und 17 min eluierten, wobei aufgrund der UnregelmifBigkeiten in den Randbereichen der
Peaks ein reiner Konzentrationseffekt ausgeschlossen werden kann. Daraus ist ersichtlich,
dass das Spektrum der Molekiilgréen nicht nur auf einen Bereich von 2-4 kD beschriinkt ist,
sondern Makromolekiile mit mehr als 45 kD genauso enthilt wie kleinere Fragmente von

weniger als 200 Dalton Gréf3e.
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Abbildung 5-26 Chromatogramme der Gelpermeationschromatographie von Huminsiuren-
Extrakten aus Maisstroh in geglithtem Boden vor der Inkubation (A) und aus

einer Typischen Parabraunerde (B).

5.5.4.2 Huminsauren-Extrakte nach 6-wochiger Inkubation von
Maisstrohrotten mit definierten mikrobiellen Gemeinschaften

Zur Analyse der Humifizierung des eingesetzten Strohmaterials wurden von einigen
Varianten (k, 1, 2, und 6, vgl. Kapitel 3.5) Huminsduren extrahiert und mit einem Be-
Fliissigkeits-NMR-Spektrometer vermessen. Dabei zeigten alle Spektren dieses Experimentes
bereits nach 6 Wochen typische Charakteristika von nativen Huminsiuren, wobei keine
substantiellen Unterschiede zwischen den verschiedenen Varianten zu erkennen waren (vgl.
Abbildung 5-27). In den Huminsiduren-Extrakten war mit Hilfe der Kernmagnetischen-
Resonanz-Spektroskopie nach 6 Wochen eine Zunahme von Carboxyl- und Carbonyl-Funk-
tionen zu beobachten (chemische Verschiebung von 160-180 ppm). Gleichzeitig wurde auch
der Anteil von Aliphaten in den Extrakten gesteigert (chemische Verschiebung von 25-45
ppm). Dagegen nahmen die fiir Kohlehydrate typischen C-O —Verbindungen ab (chemische
Verschiebung von 60-110 ppm).
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Abbildung 5-27

gegliihtem Boden nach 6-wochiger Inkubation (200 000 Scans).
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Wihrend sich also die 13C-NMR—Spektren kaum in Abhingigkeit von der Inokulation (defi-
nierte oder komplexe mikrobielle Gemeinschaft) unterschied, fiihrte die Auftrennung der
Huminsédurenextrakte mittels Gelpermeationschromatographie zu unterschiedlichen Ergebnis-
sen. Die Elutionszeit der gemessenen Extrakte reichte von 11,5 min bis 17 min und deutete
somit auf eine grofe Bandbreite der MolekiilgroBen hin (vgl. Abschnitt 5.5.4.1). Die Humin-
sdurenextrakte aus den 6 Wochen alten Mikrokosmen, die mit der Bodensuspension beimpft
wurden, zeichneten sich durch einen Peakmittelpunkt bei 13,80 min aus. Diese Retentionszeit
entsprach nach der Eichgerade in Abbildung 4-3 einer Molekiilmasse von 3000 Dalton.
Dagegen lagen die Peakmittelpunkte der Huminsédurenextrakte aus den Mikrokosmen nach
Inokulation mit definierten mikrobiellen Gemeinschaften (Varianten 1, 2, 6 und 7) zwischen
13,96 und 14,00 min. Diese Retentionszeiten entsprachen Molekiilmassen zwischen 2200 und
2400 Dalton. Eine Veridnderung gegeniiber dem Ausgangsmaterial konnte also in den Mikro-
kosmen mit definierten Gemeinschaften nach sechswochiger Inkubation nicht festgestellt
werden. Allerdings sollte beachtet werden, dass der absolute Unterschied in den
Retentioszeiten der Varianten mit einer komplexen Gemeinschaft und der mit definierten
Gemeinschaften sehr gering war (13,80 min und 13,96-14,00 min). Da die GPC-Unter-
suchungen jedoch an einem Versuchstag durchgefiihrt wurden und reproduzierbar waren,
sollten diese geringen Unterschiede ausreichen, um einige Hinweise auf die MolekiilgroBen

liefern zu konnen.

5.6 Umsatz von Maisstroh durch komplexe mikrobielle
Gemeinschaften

In diesem Experiment wurden Mikrokosmen (gegliihter, autoklavierter und nativer Boden)
mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften, welche in Form einer Bodensuspension in die
sterilisierten Mikrokosmen eingebracht wurden, liber 26 Wochen beobachtet (vgl. Kapitel
3.6). Wihrend dieser Zeit wurde die Bodenfeuchte kontrolliert und reguliert (vgl. Abbildung
5-28). Der zeitliche Verlauf der Mineralisierung von 4C-markiertem Maisstroh, der DMSO-
Reduktase-Raten, der mikrobiellen Biomasse (Bakterien: koloniebildende Einheiten, Pilze:
Ergosterolgehalt) und die strukturelle Verdnderung der mikrobiellen Gemeinschaften (iiber
DGGE-Muster) wurden zueinander in Beziehung gesetzt. Gleichzeitig wurden die Humifizie-

rungsprodukte mittels 13C—Fliissig—NMR und Gelpermeationschromatographie charakterisiert.
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Abbildung 5-28 Verlauf der Bodenfeuchte in den Mikrokosmen mit komplexen mikrobiellen

Gemeinschaften iiber 26 Wochen.

5.6.1 Abbau von uniform *C-markiertem Maisstroh durch komplexe
mikrobielle Gemeinschaften liber 26 Wochen

Der stirkste Abbau von '*C-markierten Maisstroh in Bodenmikrokosmen mit komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften (vgl. Kapitel 3.6) erfolgte zu Beginn der Inkubation, wobei
deutliche Unterschiede zwischen den Varianten zu beobachten waren (Abbildung 5-29).
Bereits nach einer Woche ist in den Mikrokosmen mit nativem Boden (Variante H C) durch-
schnittlich 38 % des eingesetzten Radiokohlenstoffes mineralisiert worden. Dagegen lagen
die 14COZ-Freisetzungen im autoklavierten (Variante H B) und im gegliihtem Boden (Variante
H A) — beide inokuliert durch eine Bodensuspension — bei jeweils 19 %. Weiterhin hohe
Mineralisierungsraten wurden auch in der 2. Inkubationswoche festgestellt. Dieses dndert sich
dann ab der 3. Woche, von der an die wochentlichen Mineralisierungsraten nicht mehr {iber
3 % des vorhandenen radioaktiv markierten Materials lagen (Tabelle 5-5). Lediglich in den
Mikrokosmen mit gegliihtem Boden (H A) wird noch bis zum Ende der 4. Woche ein grof3er
Teil des '*C-Maisstrohs abgebaut. Bis zu diesem Zeitpunkt lag der mineralisierte Anteil dieser
Variante bei durchschnittlich 41 % (H A) und der mit autoklaviertem Boden (H B) bei 39 %.
Dagegen wurde im nativen Boden (H C) bereits 50 % des '*C-Maisstroh mineralisiert. Dieser
starkere Abbau in den Mikrokosmen mit nativem Boden von etwa 10 % der applizierten
Radioaktivitit bleibt bis zum Ende der Versuchsdauer in etwa erhalten. Nach 26 Wochen
wurde in dieser Variante (H C) durchschnittlich 62 % des eingesetzten YC-markierten Mais-
strohs durch die komplexen mikrobiellen Gemeinschaften mineralisiert. Wurde der Boden
jedoch zunichst autoklaviert und dann mit einer Bodenl6sung reinokuliert (H B), oder
bestand die Bodenmatrix aus gegliihtem Boden, der mit derselben Bodenlosung beimpft
wurde (H A), dann wurde in derselben Zeit nur 52 % bzw. 49 % des eingesetzten radioaktiven

Materials in 14C02 umgewandelt.
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Abbildung 5-29 Mineralisierung des *C-markierten Maisstroh nach 1, 2, 4, 10, 20 und 26
Wochen (Linien sind verbundene Mittelwerte aus jeweils 3 Parallelen

(Punkte); a. R. = applizierte Radioaktivitit = 100 %).

Tabelle 5-5 Zeitlicher Verlauf der Mineralisierung von '*C-Maisstroh in Mikrokosmen
mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften (a. R. = applizierte Radio-

aktivitit = 100 %; v. R. = aktuell im Boden vorhandene Radioaktivitiit).

Mineralisierung  von '*C- Inkubationsdauer (Wochen)
Maisstroh 1 2 3 4 6 10 20 26

H A: gegliihter Boden
"C0,, gesamt (% a. R.)| 19 27 37 41 41 43 49 49
o(%a R) 11 3,0 0,4 2,0 3,4 11,3 6,3 1,1

400,/ Woche (% v. R)**| 19 21 e 2 * 3 1 0

H B: autoklavierter Boden
MCO, (% a.R)| 19 36 42 39 39 46 52 52
o(%a R) 15 0,8 1,0 3,1 2,3 7,4 5,0 5,4

“CO,/Woche (% v. R)**| 19 11 o 10 * 1 1 0

H C: nativer Boden
“CO, (% a.R)| 38 47 46 50 45 54 64 62

o(%a.R) 09 2,1 8,0 2,1 2,5 7.1 7.3 5,9
“CO,/Woche (% v. R.)**| 38 15 o 3 s 2 2 0

* Mineralisierungsraten (*CO,/Woche) wurden nicht fiir die 3. Woche und die 5.-6. Woche
dargestellt, da sich aufgrund des experimentellen Designs teilweise negative Werte ergeben hitten.
** Die Angaben zu den Mineralisierungsraten beziehen sich auf die im Boden verbliebene Radio-

aktivitit zu Beginn eines Zeitraumes und summieren sich daher nicht auf die "“CO,-Gesamt-Werte.
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5.6.2 Mikrobielle Aktivitat (DMSO-Reduktase-Raten) in den Mikro-
kosmen mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften liber 26
Wochen

Der Abbau des zugegebenen Strohmaterials wird maB3geblich durch die mikrobielle Aktivitit
im Boden bestimmt. Diese wurde iiber die Bestimmung von DMSO-Reduktase-Raten (vgl.
Abschnitt 4.1.2) {iber den gesamten Inkubationszeitraum von 26 Wochen kontrolliert. Sie
stieg in allen Varianten direkt nach der Inokulation an. Wihrend direkt nach der Inokulation
in den Varianten H A und H B mit gegliihtem bzw. autoklaviertem Boden die mikrobielle
Aktivitidt nicht messbar war, wurden in nativem Boden bereits durchschnittlich 320 ng
DMS g'1 (Trockenmasse) h™ produziert (Abbildung 5-30 und Tabelle 5-6). Die DMSO-
Bildung steigerte sich nach einer Woche auf durchschnittlich 450 ng DMS g'1 h'. Zu diesem
Zeitpunkt konnte erstmalig auch in gegliihtem Boden (70 ng DMS g'1 h™') und in auto-
klaviertem Boden (220 ng DMS g‘1 h'') mikrobielle Aktivitiit festgestellt werden.

Innerhalb der ersten 4 Wochen blieben die DMSO-Reduktase-Raten in den Mikrokosmen mit
nativem Boden (Variante H C) mit durchschnittlich 450-500 ng DMS g'1 h™ am hdchsten.
Allerdings fiel der 2-Wochen-Wert mit durchschnittlich 380 ng DMS g'1 h'! etwas niedriger
aus. In der folgenden Zeit sank die mikrobielle Aktivitit auf 290-330 ng DMS g'1 h™ und lag
somit im Bereich der anfinglichen DMSO-Reduktase-Rate am Tag O (320 ng DMS g'1 h).
Bei der letzten Beprobung nach 26 Wochen wurde wiederum ein vergleichsweise hoher Wert
mit 460 ng DMS g'1 h' festgestellt.

In den Mikrokosmen mit autoklaviertem Boden (Variante H B) stieg die mikrobielle Aktivitit
in den ersten 3 Wochen auf durchschnittlich 220-290 ng DMS g'1 h' an. Darauf sanken die
DMSO-Reduktase-Raten auf durchschnittlich 220 ng DMS g‘1 h™ ab und erreichten somit
wieder das Niveau der ersten Woche. Von der 10. Woche bis zum Ende des Versuchszeit-
raumes zeigten die Werte fiir die mikrobielle Aktivitét ein uneinheitliches Bild mit absoluten
Werten zwischen 170 ng DMS g h™' und 370 ng DMS g ' h™', wobei der Héchstwert wie in

den Mikrokosmen mit nativem Boden in der letzten Woche gemessen wurde.

In den Mikrokosmen mit gegliihtem Boden (Variante H A) war bis zur 20. Woche ein konti-
nuierlicher Anstieg der mikrobiellen Aktivitit mit einem Maximum von 400 ng DMS g'1 h'
zu verzeichnen. Abweichend von diesem stetigen Anstieg wurden in der 3. Woche 260 ng
DMS g'1 h' produziert, was in etwa dem Wert in den Mikrokosmen mit autoklaviertem
Boden entspricht. In der 26. Woche wurde mit 300 ng DMS g'1 h' eine etwa gleich hohe

mikrobielle Aktivitit wie im autoklavierten Boden (H B) gemessen.

Beim Vergleich der verschiedenen Varianten zeigt sich bis zur 10. Woche, in der die mikro-
bielle Aktivitit in allen Féllen vergleichbar war, eine eindeutige Rangfolge zunehmender
DMSO-Reduktase-Raten von den Mikrokosmen mit geglithtem Boden (H A) liber die mit
autoklaviertem Boden (H B) zu denen mit nativem Boden (H C). Lediglich nach 3 Wochen ist
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kein signifikanter Unterschied auf der 0,05 Ebene zwischen gegliihtem und autoklaviertem

Boden gemessen worden.
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Abbildung 5-30

Mikrobielle Aktivitiit in den Mikrokosmen mit komplexen mikrobiellen

Gemeinschaften (Mittelwerte aus 3 Parallelansiitzen).

Tabelle 5-6

DMSO-Reduktase-Raten als Indikator fiir die mikrobielle Aktivitit in

Mikrokosmen mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften.

DMSO-Reduktase-Raten

Inkubationsdauer (Wochen)

0 1 2 3 4 6 10 20 26

H A: gegliihter Boden

Mittelwerte (ng DMS g' h™")| 0 66,0 122,7 2554 127,8 156,2 2475 401,8 303,7
Anzahl Messungen 6 6 6 6 6 6 6 6 6
omgDMSg' )| 0 9,1 290 687 41,9 205 666 561 40,5
Variationskoeffizient| 0,0 13,8 23,6 26,9 32,8 13,1 26,9 14,0 13,3
H B: autoklavierter Boden
Mittelwerte (ng DMS g* h™)| 0 223,9 2504 2850 2194 219,7 3248 174,1 373,5
Anzahl Messungen 6 6 4 4 6 6 7 6 b)
o(ng DMS g' 1) 0 40,7 41,8 374 37,9 20,5 92,1 26,6 64,3
Variationskoeffizient| 0,0 18,2 16,7 13,1 17,3 9,3 28,3 15,3 17,2

H C: nativer Boden
Mittelwerte (ng DMS g h™")
Anzahl Messungen
o(ng DMS g’ 1)

Variationskoeffizient

317,2 452,0 381,3 4713 4969 2945 3349 301,1 4626

6 6 6 6 6 6 7 6 6
43,1 32,8 51,2 81,8 54,6 78,9 93,5 43,4 45,0
13,6 7,3 13,4 17,3 11,0 26,8 27,9 14,4 9,7
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5.6.3 Keimzahlen (Koloniebildende Einheiten)

Neben der mikrobiellen Aktivitit des Bodens wurde in den Mikrokosmen mit komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften als weiterer bodenmikrobiologischer Parameter die Anzahl
koloniebildender Einheiten bestimmt (in cfu g'1 Boden (Trockensubstanz), vgl. Abschnitt
4.1.3). Die Anzahl koloniebildender Einheiten (cfu) stieg in den drei Varianten nach Beginn
der Inkubation an. Wihrend zu Beginn des Versuches in den Varianten H A und H B mit
geglilhtem bzw. autoklaviertem Boden die Anzahl koloniebildender Einheiten unter 10° cfu
g‘1 Boden lag, wurden im nativen Boden durchschnittlich 37 - 10° cfu g'1 Boden gefunden
(Abbildung 5-31 und Tabelle 5-7). Nach einer Woche wurden mit 1,3 - 10° cfu g'1 fiir Mikro-
kosmen mit gegliihtem Boden (H A), 1,6 - 10° cfu g'1 (autoklavierter Boden, H B) bzw. 0,54 -
10° cfu g'1 (nativer Boden, H C) maximale Keimzahlen festgestellt. Dabei wichen die Werte
fiir den gegliihten Boden und den autoklavierten Boden nicht signifikant (auf der 0,05 Ebene)
voneinander ab. Dieses blieb im Verlauf des Experimentes mit Ausnahme der Beprobung
nach 10 Wochen erhalten. In diesen zwei Varianten nimmt die Keimzahl bis zur 20. Woche
ab (auf 26 - 10° cfu g im gegliihten Boden und 31 - 10° cfu g im autoklavierten Boden),
obwohl die mikrobielle Aktivitit im gleichen Zeitraum stabil blieb oder — teilweise sogar —
anstieg (vgl. Abbildung 5-30). Am Versuchsende wurden im autoklavierten Boden — wie auch
bei den DMSO-Reduktase-Raten — wieder etwas hohere Werte gefunden (0,16 - 10° cfu g!
Boden).

Ein dhnlicher Verlauf war auch bei den Mikrokosmen mit nativem Boden zu beobachten. Hier
sank die Zahl koloniebildender Einheiten bis zur 6. Woche auf 1,3 - 10° cfu g'1 Boden. Ebenso
wie im geglithten Boden wurde bei der Probenahme nach 10 Wochen ein weiteres Maximum
mit 1,1 - 10° cfu g'1 festgestellt. Bei der darauffolgenden Zihlung (nach 20 Wochen) lag die
Anzahl koloniebildender Einheiten mit 74 - 10° cfu g'1 Boden wieder im Bereich der Werte
nach 3 und 4 Wochen. Nach 26 Wochen nahm — wie auch in den anderen beiden Varianten
und vergleichbar mit den DMSO-Reduktase-Raten — die Keimzahl zu (0,26 - 10° cfu g™).
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Abbildung 5-31 Anzahl koloniebildender Einheiten als cfu g'1 Boden (Trockenmasse) in den
Mikrokosmen mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften (Mittelwerte aus 4
— 6 Auszihlungen, vgl. Tabelle 5-7).

Tabelle 5-7 Anzahl koloniebildender Einheiten als cfu g'l Boden (Trockenmasse) in den

Mikrokosmen mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften.

Inkubationsdauer (Wochen)
0 1 2 3 4 6 10 20 26

Keimzahlen

H A: gegliihter Boden
Mittelwerte (10°cfug’)| <1 1300 800 480 360 260 1200 26 140

Anzahl Zihlungen 4 6 6 6 5 6 6 4 6
o (10° cfu) 500 280 110 90 120 100 10 110
Variationskoeffizient 38 35 23 24 47 5 38 80

H B: autoklavierter Boden
Mittelwerte (106 cfu g’l) <1 1600 1200 620 630 350 360 31 160

Anzahl Zihlungen 4 6 6 4 4 4 6 4 6
o (10° cfu) 400 200 310 120 150 100 8 70
Variationskoeffizient 24 17 50 20 4 28 24 46

H C: nativer Boden
Mittelwerte (106 cfu g'l) 37 540 400 130 130 130 1100 74 260

Anzahl Zihlungen 6 6 6 6 6 6 6 4 6
o(10°cf)| 25 120 90 50 40 40 40 38 140
Variationskoeffizient| 68 23 23 35 31 29 4 51 56
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5.6.4 Ergosterolgehalte im Boden der Mikrokosmen mit komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften Gber 26 Wochen

Der Ergosterolgehalt im Boden diente in diesem Versuch als Indikator fiir die Pilzbiomasse
(vgl. Abschnitt 4.1.4). Er stieg direkt nach Beginn der Inkubation in allen drei Varianten an.
Dabei wurde in allen Fillen nach 2 Wochen ein Maximum erreicht (Abbildung 5-32 und
Tabelle 5-8). Dieses lag bei den Varianten H A mit gegliihtem Boden und H C mit nativem
Boden bei 3,4 bzw. 4,1 ng Ergosterol g'1 Boden (Trockensubstanz) und bei der Variante H B
mit autoklaviertem Boden bei 5,8 ug Ergosterol g'1 Boden. Bis dahin waren die Werte im
nativen Boden (3,1 pg Ergosterol g'1 Boden) deutlich hoher als in den mit Bodensuspensionen
reinokulierten Mikrokosmen (H A und H B, jeweils < 0,5 ug Ergosterol g'1 Boden). Bei
Versuchsbeginn wurde im Boden dieser Varianten lediglich Ergosterolgehalte unterhalb der
Bestimmungsgrenze von 0,2 pg Ergosterol g'1 Boden ermittelt, wihrend im nativen Boden
0,5 ng Ergosterol g'1 Boden extrahiert und gemessen wurden. Nach 3 Wochen nahmen die
Ergosterolgehalte in den Mikrokosmen mit autoklaviertem Boden und nativem Boden
allmihlich ab und glichen sich ab der 10. Woche zunehmend aneinander an (vgl. Abbildung
5-32). Ab der 20. Woche wurden auch in den Mikrokosmen mit gegliihtem Boden vergleich-
bare Ergosterol-Mengen im Boden festgestellt. In allen Varianten wurden zu diesem Zeit-
punkt und bei der letzten Probenahme nach 26 Wochen durchschnittlich zwischen 0,9 und
1,0 ng Ergosterol g'1 Boden gefunden.

97



Ergebnisse

9}

Smm e -0

A

-——

Ergosterol [ug g™ Boden]
N w
e

~——
o=y

—

—
1

- A
---O- -
+

H A gegthter Boden
H B: autoKavierter Boden
H C: nativer Boden

o

O_'.T-
h %"-.t.

Abbildung 5-32

Ergosterolgehalt im Boden der Mikrokosmen mit komplexen mikrobiellen

Gemeinschaften in ug g"' Boden (Trockenmasse; Linien sind verbundene

Mittelwerte aus 3 Parallelen (Punkte) mit jeweils 3 unabhiingigen

Aufarbeitungen).

Tabelle 5-8 Ergosterolgehalt im Boden der Mikrokosmen mit komplexen mikrobiellen
Gemeinschaften (bezogen auf die Trockenmasse).
Inkubationsdauer (Wochen)
Ergosterolgehalt
0 1 2 3 4 6 10 20 26
H A: gegliihter Boden
Mittelwerte (ug g Boden) 0,2 34 3,5 4,5 3,5 4,1 1,0 1,0
Anzahl Messungen 9 9 9 9 9 9 9 9
o(ug g Boden) 0,10 1,65 1,38 0,59 0,77 1,60 0,07 0,20
Variationskoeffizient 48 48 39 13 22 39 7 19
H B: autoklavierter Boden
Mittelwerte (ug g’l Boden) 0.4 5,8 54 3,5 5,6 1,5 1,2 0,9
Anzahl Messungen 9 7 9 9 9 9 9 9
o(ug g Boden) 0,21 0,53 2,54 1,06 1,36 0,14 0,42 0,09
Variationskoeffizient 47 9 47 30 24 10 36 10
H C: nativer Boden
Mittelwerte (ug g'l Boden)| 0,5 3,1 4,1 3,1 2,8 1,8 1,7 1,2 0,9
Anzahl Messungen 2 9 9 9 9 9 9 9 9
o(ug g’ Boden)] 00 028 029 120 020 053 041 013 020
Variationskoeffizient 0 9 7 39 7 30 24 11 21
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5.6.5 Molekularbiologische Analyse der komplexen mikrobiellen
Gemeinschaften in den Mikrokosmen mittels DGGE

Wihrend die Mineralisation von organischem Material und die Bestimmung der mikrobiellen
Aktivitit geeignet sind, die Funktion mikrobieller Gemeinschaften im Boden zu bestimmen,
und die Keimzahlbestimmung und der Ergosterolgehalt die Biomasse beschreiben, kann mit
Hilfe der denaturierenden Gradienten-Gelelektrophorese die Struktur der mikrobiellen
Gemeinschaften im Boden charakterisiert werden (vgl. Kapitel 4.2). In den DGGE-Gelen mit
den PCR-Produkten der Boden-DNA zeigte sich bereits nach 2 Wochen eine weitgehende
Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Varianten (vgl. Kapitel 3.6 und Abbildung
5-33). So fanden sich vor allem bei einer Laufstrecke zwischen 70 mm und 100 mm jeweils 6
Banden mit dem gleichen Laufverhalten. Ahnliches 1Bt sich auch fiir eine Laufstrecke bis
20 mm sagen. Allerdings waren hier die Banden deutlich schwicher und zeugen von einer
geringen DNA-Menge. Diesen Banden kommt — im Vergleich zu den zuerst beschriebenen —

eine geringere Bedeutung im gesamten Bandenmuster zu.

Diese Beobachtung 148t sich zum Teil auch auf die 10 Wochen alten Proben iibertragen.
Allerdings traten hier in den verschiedenen Varianten auch Banden auf, die in den anderen
Varianten schwiicher oder gar nicht vorhanden sind. Die insgesamt schwicheren Banden-
muster der Variante H A (gegliihter Boden) waren vermutlich durch eine geringere DNA-
Menge verursacht. Dafiir spricht auch, dass die Anzahl koloniebildender Einheiten (als
Biomasse-Indikator) in dieser Variante nach 10 Tagen Inkubation geringer war als in den
beiden anderen Varianten (vgl. Abschnitt 5.6.3).

Insgesamt gesehen nahm in allen Varianten die Anzahl der Banden von der ersten zur
10. Woche zu (Abbildung 5-34). Zu Beginn scheinen also einige wenige Bakterien zu

dominieren. Durch zunehmende Konkurrenz steigt die Diversitit dann im Zeitverlauf an.
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nach 2 Wochen nach 10 Wochen

HA HB HC

i TR

Denaturierender Gradient

Abbildung 5-33 Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
16S rDNA der mikrobiellen Gemeinschaften nach 2-wéchiger und nach 10-
wochiger Inkubation. DGGE: Gradient 40 — 60 %, 50 V, 16 h.

nach 1 2 10 Wochen
Variante: A B

Laufstrecke
der DGGE

50 mm

Denaturierender Gradient

Abbildung 5-34 Gelelektrophoretische Auftrennung (DGGE) von PCR-Produkten der
16S rDNA der mikrobiellen Gemeinschaften in Maisstrohrotte-Mikrokosmen
mit geglithtem (A) und autoklaviertem Boden (B) nach 1-, 2- und 10-wochiger
Inkubation. DGGE: Gradient 40 - 60 %, 50 V, 16 h.
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5.6.6 C/N-Verhaltnisse im Boden

Da sich das Ausgangsmaterial (gegliihter Boden, Parabraunerde und Maisstroh) in ihrem C/N-
Verhiltnis unterscheidet (vgl. Abschnitt 4.4 und Tabelle 5-4), ist dieser Parameter geeignet,
die Umsetzung des organischen Materials in den Mikrokosmen zu beschreiben. Am hdchsten
war das C/N-Verhiltnis in den Mikrokosmen mit gegliihtem Boden (Variante H A, vgl.
Kapitel 3.6) direkt nach Beginn des Versuches. Hier wurden Werte von durchschnittlich
19,3:1 gefunden. Diese Werte wurden vor allem durch den hohen Kohlenstoffanteil im
eingebrachten inaktiven Strohmaterial hervorgerufen (vgl. Tabelle 5-4). Das C/N-Verhiiltnis
in den Mikrokosmen mit autoklaviertem oder nativem Boden lag zu Beginn bei durch-
schnittlich 11,5:1 bzw. 9,7:1. Allerdings unterschieden sich die Daten nicht signifikant in
einem t-Test (0,05-Ebene, t = -2,29344, p = 0,10562). Im Verlauf der Inkubation nahm das
C/N-Verhiltnis allméhlich ab und von der 10. Woche an lag es in allen Varianten auf dem

Niveau einer nativen Parabraunerde aus Merzenhausen (vgl. Tabelle 5-4).

geglihter Boden ZZZZ autoklavierter Boden nativer Boden
20 A % - 20
o 154 %7 T ~15
2 _
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£ // 4%
= 10 72999 -10
7
54 5
0 L0

01236102 012361026 01 2 36 10
t [Wochen]

Abbildung 5-35 C/N-Verhiltnisse iiber 26 Wochen im Boden der Mikrokosmen mit

komplexen mikrobiellen Gemeinschaften.

101



Ergebnisse

5.6.7 Analyse von Huminsauren-Extrakten des Maisstrohs vor, nach
10-wéchiger und nach 26-wéchiger Inkubation mit komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften

Zur jeweiligen Probenahme wurden aus vereinigten Bodenproben der Parallelansitze Humin-
sduren extrahiert (vgl. Abschnitt 4.4.1) und mit einem 13C—Fh'issigkeits—NMR—Spektrometer
vermessen ( vgl. Abschnitt 4.4.2). Im Spektrum der Huminsiuren aus Variante H A (Mikro-
kosmen mit gegliihtem Boden, Abbildung 5-36) wird der Verlauf der Huminsiure-Entstehung
besonders deutlich, da in dieser Variante keine bodenbiirtige Kohlenstoff-Matrix vorhanden
war. Das bedeutet, dass das vor der Inkubation aufgenommene Spektrum einem reinen
Maisstroh-Extrakt entspricht, der sich durch eine starke Strukturierung bei einer chemischen
Verschiebung zwischen 50 und 110 ppm auszeichnet. In diesem Bereich sind typischerweise
Signale von Kohlenhydraten und anderen Polyalkoholen zu finden. Im Verlauf der Maisstroh-
verrottung verliert dieser Bereich im Spektrum an Bedeutung, wihrend im Gegenzug die
Anzahl und Intensitiit der Peaks im aliphatischen Bereich (8 = 25-45 ppm) zunahmen. Diese
Zunahme ist auch im Bereich einer chemischen Verschiebung von 120-180 ppm zu sehen, in
dem Kohlenstoffverbindungen mit Carboxyl- und Carbonyl-Funktionen zu finden sind.
Allerdings unterscheidet sich auch noch nach einer Inkubationszeit von 26 Wochen das
Spektrum des humifizierten Maisstrohs im gegliihten Boden in diesem Bereich der chemi-
schen Verschiebung von dem einer nativen Parabraunerde (vgl. Abbildung 5-25 B). Beispiels-
weise sind beim Spektrum der Parabraunerde keine Peaks bei einer chemischen Verschiebung
von 120 oder auch von 153 ppm vorhanden. Nach 26-wd&chiger Inkubation von Variante H A

ist deren Intensitit zwar bereits vermindert, aber noch deutlich erkennbar.

In den Spektren der Huminséiuren aus Varianten H B (autoklavierter Boden + Maisstroh) und
H C (nativer Boden + Maisstroh) tiberlagern sich die Signale aus dem Maisstroh und aus der
Bodenmatrix. So sind von Anfang an die typischen Merkmale des Maisstroh-Extraktes (8 =
50-110 ppm) und die Peaks, welche auch im Spektrum der Huminsiduren aus einer Parabraun-
erde vorhanden waren (vgl. Abbildung 5-25 B), zu erkennen. Im Verlauf der Inkubation
verminderte sich die Intensitit der fiir Maisstroh typischen Signale und die Spektren glichen
sich an das in Abbildung 5-25 B gezeigte Spektrum der Parabraunerde an, wobei die Spektren
der Varianten H B und H C eine gute Ubereinstimmung zeigten. Lediglich der auch in allen
Spektren der Variante H A vorhandene Peak bei einer chemischen Verschiebung von ca. 153

ppm war ebenfalls in Variante H C zu erkennen.
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Variante H A: geglihter Boden
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Abbildung 5-36 “C-NMR-Spektren von Humins:iuren-Extrakten aus einer Maisstrohrotte mit
geglithtem Boden vor, 10 und 26 Wochen nach Inokulation durch eine

Bodensuspension (jeweils 200 000 Scans).
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Variante H B: autoklavierter Boden
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Abbildung 5-37 "“C-NMR-Spektren von Humins:iuren-Extrakten aus einer Maisstrohrotte mit
autoklaviertem Boden vor (62 000 Scans), 10 und 26 Wochen nach

Inokulation durch eine Bodensuspension (200 000 Scans).

104



Ergebnisse

Variante H C: nativer Boden
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nativem Boden vor, 10 und 26 Wochen nach Beginn der Inkubation (200 000

Scans).
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Wihrend mittels C-NMR die Entstehung huminstofftypischer Gruppen aus dem zuge-
gebenen Maisstroh dokumentiert wurde, diente die Analyse der Huminsiuren mittels Gel-
permeationschromatographie der Beschreibung der mittleren MolekiilgroB3en in den Extrakten
(vgl. Abschnitt 4.4.3). Die Elutionszeit der gemessenen Extrakte reichte von 11,5 min bis 17
min und deutete somit auf eine groe Bandbreite der Molekiilgr6Ben hin (vgl. Abschnitt
5.5.4.1). Im gegliihten Boden und im nativen Boden waren abnehmende Retentionszeiten der
Peak-Maxima zu beobachten. Die damit verbundene Zunahme der mittleren Molekiilgréen
in den Extrakten war bereits nach 10 Wochen deutlich — die weitere Verkiirzung der
Retentionszeit fiel dagegen gering aus. Beim Vergleich der Varianten mit gegliihtem Boden
(H A) und mit der nativen Bodenmatrix (H C) traten die Peakmittelpunkte in den Chromato-
grammen jeweils etwas frither hervor. Die Huminséuren aus den Mikrokosmen mit auto-
klaviertem Boden (H B) zeigten dagegen eine andere Entwicklung. Wihrend hier bereits zu
Beginn vergleichsweise hohe Molekiilmassen mit einem leichten Anstieg bis zur 10.Woche

gefunden wurden, lagen diese nach 26 Wochen mit ca. 3000 Dalton unterhalb der Ausgangs-

grofBe.

Tabelle 5-9 Retentionszeiten und daraus errechnete Molekiilgrofien (vgl. Kalibrations-
kurve in Abbildung 4-3) von Huminséiuren, vermessen mittels Gel-
permeationschromatographie.

Inkubationsdauer (Wochen)
GPC
0 10 26
H A: gegliihter Boden
Retention§zeiten c}er 14,11 13.80 13,77
Peakmitten (min)
Errechnete Molekiilgrofien 1900 3100 3200
H B: autoklavierter Boden
Retentionszeiten der
Peakmitten (min) 13,73 13,69 13,82
Errechnete Molekiilgrofien 3400 3600 3000
H C: nativer Boden
Retentionszeiten der
Peakmitten (min) 13,88 13,73 13,69
Errechnete Molekiilgrofen 2700 3400 3600
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5.7 Einfluss von Dithianon auf die Mineralisierung des
Maisstrohs und auf die daran beteiligten mikrobiellen
Gemeinschaften

Bei diesem Versuchsteil stand die Reaktion der Maisstrohrotte-Mikrokosmen auf &duBere
Einfliisse im Vordergrund (vgl. Kapitel 3.7). Dazu wurde der Fungizidwirkstoff Dithianon in
einer Konzentration von 50 mg kg'1 in den Boden eingearbeitet. Die Applikation unterschied
sich sowohl in der Aufwandmenge als auch in der Art der Anwendung (direktes Aufbringen
auf den Boden) von einer realen landwirtschaftlichen Situation. Der Einfluss der Dithianon-
Applikation wurde im Zeitverlauf der Inkubation anhand der Mineralisation des Meo
markierten Maisstrohs, der mikrobiellen Aktivitit (DMSO-Reduktase-Raten), der Pilzbio-
masse (Ergosterolgehalte), von DNA-Fingerprints (DGGE-Muster) und von BC-NMR-

Spektren der aufgebauten Huminsduren charakterisiert.

5.7.1 Abbau von uniform “C-markiertem Maisstroh

Bei der Betrachtung der Ergebnisse zum Maisstrohabbau in Mikrokosmen mit komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften unter Dithianon-Einfluss wurden keine deutlichen Effekte
durch die Modellsubstanz festgestellt (Abbildung 5-39). In allen Mikrokosmen stieg die
Mineralisierung ab dem 2. Tag relativ gleichméBig an, wobei gegen Ende des Versuchs-
zeitraumes von 3 Wochen die Abbauraten leicht sanken. Nach 18 Tagen waren 30 % des
applizierten Radiokohlenstoffes in den unbehandelten Mikrokosmen mit autoklaviertem
Boden (Variante B I), der durch eine Bodensuspension inokuliert wurde, mineralisiert und
28 % der applizierten Radioaktivitit in den mit 50 mg kg‘l Dithianon dotierten Ansitzen

(B II). Allerdings unterscheiden sich diese Werte nicht signifikant voneinander.

In den Mikrokosmen mit gegliihtem Boden verlief die Mineralisierung des C-Maisstrohs
durch die komplexen mikrobiellen Gemeinschaften dhnlich wie in denen mit nativem Boden.
Nach 3 Wochen waren 31 % des applizierten Radiokohlenstoffes in den unbehandelten
Mikrokosmen (A I) in "*CO, mineralisiert und 29 % der applizierten Radioaktivitit in den mit
Dithianon behandelten (A II).

In beiden Bodenansitzen war nur ein sehr geringer Effekt auf die Mineralisation des Meo
Maisstrohs durch den Fungizidwirkstoff Dithianon zu beobachten. Dabei war die Verminde-
rung des Abbaus lediglich in den Mikrokosmen mit gegliihtem Boden vom 5. bis zum 14. Tag
signifikant (0,05 Ebene).
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Abbildung 5-39 Akkumulierte Mineralisation von '*C-markiertem Maisstroh in den
Mikrokosmen mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften mit und ohne
Dithianon-Behandlung (Mittelwerte aus 3 Parallelanséitzen, kleine Symbole

sind Einzelwerte; a. R. = applizierte Radioaktivitat = 100 %).

5.7.2 Einfluss von Dithianon auf die mikrobielle Aktivitat in Maisstroh-
Mikrokosmen mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften

Die mikrobielle Aktivitit — gemessen als DMSO-Reduktase-Raten — stieg in allen Varianten
nach Beginn der Inkubation an, wobei nach etwa 2 Wochen jeweils ein Maximum erreicht
wurde. Die absoluten Werte lagen im autoklavierten Boden (mit einer Bodensuspension
inokuliert, vgl. Kapitel 3.7) immer etwas oberhalb der Werte des gegliihten Bodens, was
bereits in dem in Kapitel 5.6 beschriebenen Experiment festgestellt wurde. Beim Vergleich
der jeweiligen Varianten ohne und mit Dithianon-Behandlung (gegliihter Boden: A I bzw. A
II und autoklavierter Boden: B I bzw. B II) war eine Hemmung der mikrobiellen Aktivitit
durch den Fungizid-Einsatz zu beobachten. Dieser fiihrte dazu, dass die DMSO-Reduktase-
Raten im gegliihten Boden nach Versuchsbeginn in der ersten Woche auf sehr niedrigem
Niveau verblieben (durchschnittlich 30 ng DMS g'1 h™ nach einer Woche) und sich erst
danach an die Werte in den unbehandelten Mikrokosmen mit gegliihtem Boden anglichen
(180 bis 280 ng DMS g h™).

In den Varianten mit autoklaviertem Boden wurde fast iiber den gesamten Versuchszeitraum
ein Dithianon-Effekt festgestellt. Bereits 2 Tage nach Versuchsbeginn wurden in den unbe-
handelten Mikrokosmen DMSO-Reduktase-Raten von durchschnittlich 170 ng DMS g'1 h'
gemessen, die bis zum 19. Tag auf durchschnittlich 370 ng DMS g'1 h! anstiegen. Die mikro-
bielle Aktivitit in den mit Dithianon behandelten Mikrokosmen stieg dagegen sehr viel
langsamer an und erreichte vom 12. bis 21. Tag 170 bis 200 ng DMS g’ h.
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Abbildung 5-40 Mikrobielle Aktivitit in den Maisstroh-Mikrokosmen mit komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften und Dithianon-Behandlung (Mittelwerte aus 3

Parallelansitzen).

5.7.3 Einfluss von Dithianon auf die Ergosterolgehalte im Boden

Die aus dem Boden extrahierbare Menge an Ergosterol (vgl. Abschnitt 4.1.4) wurde — wie
erwartet — noch stirker als die mikrobielle Aktivitit durch den Fungizid-Wirkstoff Dithianon
beeinflusst. Nennenswerte Mengen an Ergosterol wurden erst 2 Wochen nach der Inokulation
durch eine Bodensuspension in den unbehandelten Mikrokosmen gefunden (7,1 nug Ergosterol
¢! Boden in Mikrokosmen mit gegliihtem Boden = Variante A T und 9,6 pg Ergosterol g
Boden in Mikrokosmen mit autoklaviertem Boden = Variante B I, vgl. Kapitel 3.7). Dabei
erfolgte das Pilzwachstum in den Mikrokosmen mit gegliihtem Boden — wie auch schon in
dem unter Kapitel 5.6 beschriebenen Versuch — etwas langsamer. Nach 3 Wochen wurden
jedoch annihernd gleiche Mengen an Ergosterol aus den Bdden der Mikrokosmen mit
gegliihtem bzw. autoklaviertem Boden extrahiert (A I: 9,3 pg Ergosterol g’ Boden ; B I:
9,1 pg Ergosterol g Boden).

In den Mikrokosmen, die mit Dithianon behandelt wurden, wurde die Entstehung pilzlicher
Biomasse weitgehend gehemmt. So wurde in den ersten 2 Wochen sowohl in den Mikro-
kosmen mit gegliihtem (A II) als auch in denen mit autoklaviertem Boden (B II) maximal
1,1 ug Ergosterol g Boden gemessen. Lediglich in den Proben nach 3-wdchiger Inkubation
wurden hdhere Mengen aus den Boden extrahiert (A I: 1,7 ng Ergosterol g Boden und B 1I:
3,2 ug Ergosterol g' Boden). Die gefundenen Messwerte der Parallelansitze variierten
allerdings mit relativen Standardabweichungen von mehr als 75 %. Diese starken Abwei-

109



Ergebnisse

chungen sprechen fiir eine teilweise bereits einsetzende Erholung der pilzlichen Gemein-
schaften in einzelnen Parallel-Ansdtzen nach der Dithianon-Behandlung, wihrend in den

anderen Parallel-Ansitzen weiterhin eine starke Hemmung gegeben ist.
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Abbildung 5-41 Ergosterolgehalt im Boden der Maisstrohrotte-Mikrokosmen mit komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften und Dithianon-Behandlung (Mittelwerte aus 3

Parallelen).

5.74 Einfluss von Dithianon auf die Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaften

Mit Hilfe der denaturierenden Gradienten-Gelelektrophorese von PCR-Produkten der Boden-
proben wurde der FEinfluss des Dithianon auf die Zusammensetzung der mikrobiellen
Gemeinschaften untersucht. Die Gele in den Abbildungen 5-42 und 5-43 zeigen jeweils
dieselben PCR-Produkte, wobei das Gel in Abbildung 5-42 die zeitliche Entwicklung der
mikrobiellen Gemeinschaften in den verschiedenen Varianten (vgl. Kapitel 3.7) verdeutlicht,
wihrend das Gel in Abbildung 5-43 geeignet ist, Unterschiede zwischen den Varianten

hervorzuheben.

Die Bandenmuster der PCR-Produkte von Boden-DNA zeigen eine Zunahme der Diversitit
mit der Zeit. So wurde in den Bandenmustern der 2 Tage alten Bodenproben die geringste
Anzahl an Banden gefunden. Das Maximum an Diversitit war in allen Proben nach 2 Wochen

erreicht.
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Beim Vergleich der verschiedenen Varianten miteinander zeigte sich eine weitgehende
Ahnlichkeit in den Bandenmustern der PCR-Produkte von Boden-DNA aus autoklaviertem
Boden mit (B II) und ohne Dithianon-Behandlung (B I). Dagegen unterschieden sich die
Bandenmuster in den PCR-Produkten der Boden-DNA aus gegliihtem Boden mit (A II) und

ohne Dithianon-Behandlung (A I) voneinander. Insbesondere die Banden zwischen 30 und

40 mm Laufstrecke, die bei den Varianten B I, B II und A II vorkommen, sind zu keinem
Zeitpunkt im Bandenmuster der PCR-Produkte der Boden-DNA aus nicht mit Dithianon

behandelten Mikrokosmen mit gegliihtem Boden (A I) vorhanden.

Bl Al All

Denaturierender Gradient

Abbildung 5-42

nach 2 14 21 2 7 14 291 2 7 14 21 2 7 14 21 Tagen

Laufstrecke
der DGGE

50 mm

Entwicklung mikrobieller Gemeinschaften in Maisstrohrotte-Mikrokosmen
ohne (I) und mit (IT) Dithianon-Behandlung 2, 7, 14 und 21 Tage nach der
Inokulation mit einer Bodensuspension. A: gegliihter Boden, B: autoklavierter
Boden. DGGE: Gradient 40 — 60 %, 55V, 16 h.
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Abbildung 5-43 Vergleich mikrobieller Gemeinschaften in Maisstrohrotte-Mikrokosmen in
gegliihtem (A) bzw. autoklaviertem Boden (B) ohne (I) und mit (II) Dithianon-
Behandlung 2, 7, 14 oder 21 Tage nach der Inokulation mit einer
Bodensuspension. DGGE: Gradient 40 — 55 %, 55V, 16 h.
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5.7.5 Aufnahme von *C-Fliissig-NMR-Spektren und
Gelpermeationschromatogrammen neugebildeter Huminsauren
unter Dithianon-Einfluss

Nach 26-wdéchiger Inkubation wurden aus vereinten Bodenproben der Parallelansitze Humin-
sduren extrahiert und mit einem 13C—NMR—Fliissigkeits—Spektrometer vermessen. In den
Spektren der Huminsduren aus gegliihtem Boden (A I und A II, Abbildung 5-44) wird der
Vergleich zwischen unbehandelten und mit Dithianon behandelten Mikrokosmen besonders
deutlich, da bei Versuchsbeginn keine Kohlenstoff-Matrix im Boden vorhanden ist. Das
bedeutet, dass die gezeigten Spektren der Huminséuren allein auf Umsatzprodukte des Mais-
strohs zuriickzufiihren sind. Die Spektren der Huminséuren aus den 26 Wochen alten
Mikrokosmen mit gegliihtem Boden unterscheiden sich nicht substantiell. In beiden Fillen
(mit bzw. ohne Dithianon-Applikation) wurden die bei einer chemischen Verschiebung
zwischen 50 und 110 ppm sichtbaren Kohlenhydrate und Polyalkohole reduziert. Gleichzeitig
traten im Bereich 25-45 ppm und 120-180 ppm neue Peaks auf, die typischerweise auch in
13C—NMR—Spektren von Huminsduren aus nativem Boden gefunden wurden (vgl. Abbildung
5-25). Allerdings trat in der mit Dithianon behandelten Variante — wie auch in 26 Wochen
alten Mikrokosmen mit nativem Boden (vgl. Abbildung 5-38) — ein zusitzlicher Peak bei 0 =
169 ppm auf. Insgesamt betrachtet ist das Spektrum der unbehandelten Variante in den

genannten Randbereichen etwas stiirker strukturiert.

In den Spektren der Huminsiuren aus den 26 Wochen alten Mikrokosmen mit autoklaviertem
Boden ist ein Unterschied zwischen den beiden Varianten (mit bzw. ohne Dithianon) nur sehr
schwer auszumachen (Abbildung 5-45) und kann auf unterschiedlich hohen Kohlenstoff-
Konzentrationen in den gemessene Extrakten beruhen. Dieses wird dadurch verursacht, dass
die im gegliihten Boden beschriebenen geringen Unterschiede aufgrund der Dithianon-
Applikation durch die von Beginn an vorhandene Kohlenstoff-Matrix im autoklavierten

Boden iiberlagert und damit unkenntlich gemacht wird.
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Abbildung 5-44 "“C-NMR-Spektren von Humins:iuren-Extrakten aus einer Maisstrohrotte mit
geglithtem Boden ohne und mit Dithianon-Behandlung 26 Wochen nach

Inokulation durch eine Bodensuspension (200 000 Scans).
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Autoklavierter Boden
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Abbildung 5-45 “C-NMR-Spektren von Huminséiuren-Extrakten aus einer Maisstrohrotte mit
autoklaviertem Boden ohne bzw. mit Dithianon-Behandlung 26 Wochen nach

Inokulation durch eine Bodensuspension (200 000 Scans).

Die Molekiilgroen von Huminséduren, die in Mikrokosmen aus dem eingesetzten Maisstroh
entstanden sind, wurden mittels Gelpermeationschromatographie ermittelt. Die Elutionszeit
der gemessenen Extrakte reichte von 11,5 min bis 17 min und deutete somit auf eine groBe
Bandbreite der MolekiilgréBen hin (vgl. Abschnitt 5.5.4.1). Dabei konnte nach 26 Wochen
Inkubation der hiufigsten MolekiilgroBe in den Huminsiurenextrakten der Proben mit
autoklaviertem Boden ein Wert von 3400 Dalton zugewiesen werden im Vergleich zu 2900
Dalton in Huminsiuren der Proben mit gegliihtem Boden. Dieser Wert ergab sich aus den
Retentionszeiten der Peak-Maxima in den Chromatogrammen von 13,72 min bzw. 13,83 min.

Ein Einfluss durch die Applikation von Dithianon konnte nicht festgestellt werden.
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6 DISKUSSION

Ziel der Arbeit war die Charakterisierung der mikrobiellen Besiedlung eines Krumenbodens.
Dazu wurde die Streuzersetzung in einem Boden untersucht, dessen Humusbestandteile
thermisch zerstort wurden. Zur Erfassung der mikrobiellen Strukturen dienten sowohl
Summenparameter, wie die DMSO-Reduktase-Raten, die Quantifizierung extrahierbaren
Ergosterols und die Anzahl koloniebildender Einheiten, als auch eine molekularbiologische
Beschreibung der Organismen-Zusammensetzung. Um nicht nur die strukturelle Dynamik zu
beschreiben, sondern gleichzeitig funktionale Aspekte der mikrobiellen Gemeinschaft zu
erfassen, wurden die gewonnenen mikrobiologischen Daten mit 13C—NMR—Spektren und
GPC-Chromatogrammen der in den Mikrokosmen gebildeten Huminsiuren verkniipft. Als
zusitzlicher Aspekt wurde in einer Fallstudie mit dem Fungizidwirkstoff Dithianon die
Sensibilitit von Struktur und Funktion der mikrobiellen Gemeinschaften gegeniiber Pflanzen-

schutzmitteln tiberpriift.

6.1 Diskussion der einzelnen Versuchsabschnitte

6.1.1 Isolate

Die Kultivierung von Mikroorganismen zur Isolierung von Bakterien und Pilzen, die am
Umsatz toter organischer Substanz beteiligt sind, erfolgte in einer Maisstrohrotte mit
geglilhtem Boden als Matrix (vgl. Kapitel 3.1). Dieser wurde mit einem geringen Anteil
Frischboden inokuliert (2 g/150 g gegliihter Boden). Den so in die Mikrokosmen ein-
gebrachten Mikroorganismen stand als einzige Kohlenstoffquelle Maisstroh zur Verfiigung
(9 g auf 150 g gegliihter Boden). Die isolierten heterotrophen Organismen waren also an die
Verwertung von Maisstroh als Kohlenstoff- und Energiequelle gebunden. Damit lag der
Fokus dieser Anreicherung auf Mikroorganismen, die am Umsatz von Maisstroh als einem

typischen Ernteriickstand landwirtschaftlich genutzter Boden beteiligt sind.

Beim Abbau toter pflanzlicher Biomasse werden zu verschiedenen Stadien unterschiedliche
Kohlenstoff- und Stickstoffverbindungen einbezogen. Daran sind zu den verschiedenen
Zeitpunkten auch jeweils unterschiedliche Organismen beteiligt. Stirke, Proteine und freie
Zucker aus Nadeln von Picea abies (Gemeine Fichte) und Populus tremula (Espe) werden
beispielsweise sehr schnell abgebaut, wihrend Lipide spiter, und Cellulose und Lignin zuletzt
in die Mineralisierung einbezogen werden (HAIDER et al., 1985; LAHDESMAKI UND PIISPANEN,
1988; ATLAS und BARTHA, 1993; HAIDER, 1996). Der Abbau dieser verschiedenen Kompo-
nenten ist an bestimmte enzymatische Eigenschaften gebunden, die nicht in allen Organismen
vorhanden sind. So fanden INSAM et al. (1996) im Verlauf der Kompostierung von mit Stroh
vermischtem Rinderdung neben der Abnahme von mikrobieller Biomasse und Abbauleistung

auch Verinderungen der funktionalen Eigenschaften der mikrobiellen Gemeinschaften, die sie
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mit Hilfe von Substrat-Nutzungs-Profilen verfolgten (vgl. Kapitel 2.3). Gerade die Fihig-
keiten zum Abbau vergleichsweise schwer zuginglicher Substanzen wie Cellulose und Lignin
sind auf einige Spezialisten beschrinkt und vor allem bei Pilzen verbreitet (SUTHERLAND und
CRAWFORD, 1981; EVANS und PALMER, 1983; FANG et al., 1997). Aus diesem Grunde spielen
Pilze beim Abbau von Pflanzenmaterial eine besondere Rolle (KIGLLER und STRUWE, 1994).
Dagegen werden leichter abbaubare Materialien, wie Polysaccharide und Lipide, auch durch
Bakterien, beispielsweise Vertretern der Gattung Bacillus, mit Hilfe extrazelluldrer hydro-
Iytischer Enzyme angegriffen und als Kohlenstoff- und Energiequelle genutzt (BROCK, et al.,
1994).

Von den in der vorliegenden Arbeit mittels BIOLOG untersuchten Isolaten konnten nur zu
einem Dirittel sicher bis auf Art- oder Gattungsebene identifiziert werden, wobei 3 dieser
Isolate Stenotrophomonas malthophila zugeordnet wurden (vgl. Kapitel 5.1). Dieser Befund
ist zunéchst erstaunlich, wenn man die grole Anzahl verschiedener Mikroorganismen im
Boden berticksichtigt (TORSVIK et al., 1990a). So wurden bei einer Studie von BORNEMANN et
al. (1996) mit kultivierungs-unabhingigen Methoden von 124 rDNA-Klonen aus einem
landwirtschaftlich genutzten Boden lediglich 5 Duplikate gefunden. Dieser Unterschied
verdeutlicht die selektiven Bedingungen in den Maisstrohrotte-Mikrokosmen, die die
Diversitit im Boden einschrinken und gleichzeitig fiir eine Anreicherung von Mikro-
organismen sorgen, die an dem Prozess des Maisstrohumsatzes beteiligt sind. Aber auch
durch die Beschrinkung auf Kultivierungstechniken wird die Erfassbarkeit der insgesamt im

Boden vorhandenen mikrobiellen Vielfalt auf einen Bruchteil reduziert.

Stenotrophomonas malthophila wurde nach verschiedenen Zeitpunkten der Anreicherung in
den Maisstrohrotten isoliert (nach 3, 4 und 26 Wochen). Diese Art wurde frither der Gattung
Xanthomonas zugeordnet (als Xanthomonas maltophila), unterscheidet sich von den Ver-
tretern dieser Gattung jedoch dadurch, dass sie keine phythopathogene Wirkung hat (DEBETTE
und BLONDEAU, 1980; PALLERONI und BRADBURY, 1993; MOORE et al., 1997). LAMBERT et
al. (1990) untersuchten schnell-wachsende aerobe und heterotrophe Bakterien von der
Wurzeloberfliche junger Zuckerriiben. Stenotrophomonas maltophila konnte von allen
untersuchten Feldern isoliert werden und zihlte auch zahlenmiBig zu den hiufigsten
Bakterien, was die Bedeutung dieses Bodenbakteriums in landwirtschaftlich genutzten Béden

unterstreicht.

Ein weiteres Isolat, welches nach der BIOLOG-Methode der Gattung Xanthomonas zuge-
ordnet werden konnte, wurde aus der 2 Wochen alten Maisstroh-Rotte gewonnen. Ob es sich
dabei jedoch tatsdchlich um einen pflanzenpathogenen Vertreter handelt, oder ob dieses Isolat
der Gattung Stenotrophomonas zuzuordnen ist, konnte — aufgrund der Datenbank, welche
nicht zwischen diesen beiden Gattungen unterscheidet — nicht entschieden werden. Einige
Vertreter der Gattung Xanthomonas treten hiufig auch auBerhalb ihrer Wirtspflanzen im
Boden auf (ATLAS und BARTHA, 1993) und werden daher auch leicht aus Boden isoliert. In
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einer Studie von ODIER und MONTIES (1977) wurde bei einem Vertreter der Gattung Xantho-
monas ligninolytische Aktivitit bei zusitzlicher Verfiigbarkeit von Glucose festgestellt, wobei
in Fliissigkultur 70 % des aus Weizenstroh isolierten Lignins innerhalb von 7 Tagen verwertet
wurden. Gleichzeitig wurde eine sehr starke Peroxidase-Aktivitit der eingesetzten Isolate
festgestellt. In der gleichen Arbeit wurde ein #hnliches ligninolytisches Verhalten von
Bacillus-Isolaten beschrieben, welche in der Lage waren, unter den beschriebenen
Bedingungen 23 — 40 % des eingesetzten Lignins zu veratmen. Einige Isolate aus den Mais-
strohrotten konnten auch in der vorliegenden Arbeit aufgrund der auffilligen Kolonieform

Bacillus cereus var. mycoides zugeordnet werden (SCHLEGEL, 1992).

Bei Agrobacterium tumefaciens und Pseudomonas spec., welche ebenfalls unter den Isolaten
zu finden waren, handelt es sich um typische Rhizosphiren-Bakterien (GIs1, 1990). Die
Bedingungen in einer Rhizospire sind — ebenso wie bei Beginn der Inkubation in den Mikro-
kosmen — durch eine vergleichsweise gute Kohlenstoffversorgung gekennzeichnet, die hohe
Umsatz- und Wachstumsraten, teilweise mit Generationszeiten von nur 5 h, zur Folge haben.
Pseudomonaden heften sich hdufig an organische Partikel an, wo sie fiir einen begrenzten
Zeitraum diskrete Kolonien bilden konnen. Nach Verbrauch der leicht verfiigbaren
Komponenten werden sie wieder von langsamer wachsenden Organismen verdringt, so dass
ihr verstirktes Auftreten im Boden nur zeitweilig ist (ROVIRA und SANDS, 1971; SANDS und
ROVIRA, 1971).

Eine phylogenetische und funktionale Einordnung der Pilz-Isolate war nur eingeschrinkt
moglich. Da die Charakterisierung der Pilze nur mit Hilfe von partieller Sequenzierung der
18S rDNA erfolgte, war eine direkte Identifizierung nicht moglich. UEDA et al. (1995) und
BORNEMANN et al. (1996) nutzten die Informationen aus Sequenzierungen partieller
Abschnitte bakterieller 16S rDNA zur phylogenetischen Einordnung von Bodenbakterien,
ohne diese zu kultivieren und bis auf Gattungs- oder Artebene zu identifizieren. Dieses ist
aufgrund der limitierten Information auch nicht méglich, bietet jedoch einen Uberblick iiber
die Diversitit im Boden. Ubereinstimmung dieser Abschnitte mit bekannten Sequenzen sind
im Anhang E angegeben.

6.1.2 Kritische Betrachtung der Mikrokosmos Experimente zum
Maisstroh-Umsatz im Boden

In der Arbeit sollte der Umsatz von Maisstroh als ein typischer Erntertickstand in landwirt-
schaftlich genutzten Boden charakterisiert werden. Da fiir einige Ansitze nicht im Freiland
gearbeitet werden konnte (definierte mikrobielle Gemeinschaften, ¢ markiertes Maisstroh,
gegliihter Boden), erfolgten die Untersuchungen in Mikrokosmen unter definierten Bedin-
gungen nach Wanner (1999) in Anlehnung an die Richtlinien der Biologischen Bundesanstalt

fir Land- und Forstwirtschaft fiir die Priifung von Pflanzenschutzmitteln. Mikrokosmen
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gelten als Bindeglied zwischen rein mathematischen Modellen und komplexen Freiland-
untersuchungen und kénnen als wertvolles Instrument zur Analyse der Dynamik von Popula-
tionen und Okosystemen genutzt werden (LAWTON, 1995). Die Nachteile von Mikrokosmen
liegen neben ihrer beschrinkten Grofe vor allem in ihrer Einfachheit und ihren hiufig
kiinstlichen Bedingungen (CARPENTER ET AL, 1995). Dariiber hinaus fehlte in den definierten
Gemeinschaften die Gruppe der Protozoen, die sich vor allem von den jeweils hédufigsten
Bakterien- und Pilzpopulationen ernidhren, wodurch sie einen positiven Einfluss auf die
mikrobielle Diversitit haben (WILD, 1995). Dadurch werden insgesamt die mikrobielle
Aktivitit (SETALA et al., 1988) und der Kohlenstoffumsatz im Boden geftrdert (FOISSNER,
1999). Lassen sich Ergebnisse aus Mikrokosmos-Untersuchungen im Labor jedoch nicht
direkt auf die Vorgiinge im Freiland iibertragen, sind sie durchaus geeignet, spezielle Prozesse
und Effekte im Boden detailliert zu untersuchen (CARPENTER ET AL, 1995; MOORE et al.,
1996).

In den durchgefiihrten Experimenten wurde unter anderem gegliihter Boden eingesetzt. Durch
den Gliihvorgang wurden neben der Verfiigbarkeit von Kohlenstoff und Stickstoff auch die
PartikelgroBenverteilung veridndert, wobei der Tongehalt von 16,1 % auf 3,8 % reduziert
wurde. In dhnlicher Weise muss auch das eingesetzte Maisstroh betrachtet werden. Das Me-
markierte Strohmaterial zeichnete sich durch einen wesentlich hoheren Stickstoffgehalt aus,
was sich auch in den C/N-Verhiltnissen ausdriickt (33,9 : 1 im inaktiven Maisstroh und 19,2 :
1 im '*C-markierten, vgl. Tabelle 5-4). Dies wurde durch das unterschiedliche Alter der
Maispflanzen bei der Ernte verursacht. Wihrend der Mais mit dem natiirlichen Isotopen-
verhiltnis nach der Reife der Pflanzen geerntet wurde, geschah dieses bei dem unter 14C02-
Atmosphire im Phytotron aufgezogenen Mais bereits vor der Milchreife. Die chemische
Zusammensetzung in dem radioaktiven Strohmaterial wird sich also von dem gereiften
Material leicht unterscheiden. Dies wird beispielsweise daran deutlich, dass lediglich das
C/N-Verhiltnis des Maisstrohes mit dem natiirlichen Isotopenverhiltnis aus Literaturwerten
(41,6 : 1, VANLAUWE et al., 1994) annihernd vergleichbar ist. Dagegen zeichnet sich das M.
markierte Strohmaterial sogar durch ein noch engeres C/N-Verhiltnis aus als die leicht
verwertbare ,,aktive* Fraktion (27,0 : 1, VANLAUWE et al., 1994).

In den Versuchen mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften (Kapitel 3.6 und 3.7) waren
die Versuchsergebnisse von hohen Schwankungen begleitet. Beispielsweise lagen die
relativen Standardabweichungen aus der Bestimmung der Keimzahlen in dem 26-Wochen-
Experiment mit komplexen mikrobiellen Gemeinschaften meist zwischen 20 und 50 % (vgl.
Tabelle 5-7). Allerdings ist die Bestimmung von Lebendkeimzahlen in Form koloniebildender
Einheiten héufig mit hohen Schwankungen verbunden. Dagegen erscheinen relative Standard-
abweichungen zwischen 20 und 30 % bei der Bestimmung der DMSO-Reduktase-Raten
zunichst ungewohnlich hoch (vgl. Abschnitte 5.6.2 und 5.7.2). Diese wurden dadurch verur-

sacht, dass bei jeder Probenahme jeweils drei unabhingig voneinander angesetzte Kolben aus
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dem Versuch genommen und beprobt wurden. Die Schwankungsbreite der Messergebnisse
wurde also durch den Versuchsaufbau hervorgerufen und spiegelt die natiirliche Variabilitit
besser wider als die mehrfache Beprobung eines einzelnen Mikrokosmos. Dadurch lassen sich
auch die teilweise negativen Mineralisierungsraten erklidren (vgl. Tabelle 5-5, Variante H C:
nativer Boden). Moglicherweise lassen sich die Unterschiede aber teilweise auch auf
Inhomogenititen im Ausgangsmaterial und die natlirliche Variabilitit zuriickfiihren. In der
vorliegenden Arbeit wurde zerkleinertes Strohmaterial (Fliche bis zu 1 x 5 mm Grofe) in
gesiebten Boden eingebracht und verteilt. Durch die Art der Einarbeitung lieBen sich einzelne
,.-Hot-Spots* nicht vermeiden, die zu einer heterogenen Verteilung mikrobieller Biomasse und
Aktivititen gefiihrt haben kann. Vermutlich aus diesem Grund wurde in Einzelfillen auch

innerhalb eines Kolbens eine hohe Variabilitit festgestellt.

Die in den Abschnitten 5.6.4 und 5.7.3 beschriebenen Ergebnisse zum Ergosterolgehalt in den
Mikrokosmen zeichnen sich neben einer hohen Schwankungsbreite dadurch aus, dass ver-
gleichbare Ansiitze der beiden Experimente zum gleichen Zeitpunkt unterschiedliche Gehalte
an Ergosterol im Boden aufwiesen (vgl. Tabelle 6-1). Obwohl sich die anfinglichen
Ergosterolgehalte (nach 1 Woche) in den Varianten nicht unterschieden, waren nach 2
Wochen bereits deutlich hohere Werte in den Mikrokosmen der Versuchsreihe zur Beschrei-
bung von Pflanzenschutzmittel-Effekten (vgl. Kapitel 3.7) zu sehen. Gleichzeitig unter-
scheiden sich jedoch die Werte fiir die mikrobielle Aktivitit nur unerheblich (vgl.
Abbildungen 5-30 und 5-40). Dabei gelten gerade die geringe Subjektivitit und Variabilitéit
als Vorteile der Bestimmung des Ergosterolgehaltes im Boden gegeniiber einer direkten
mikroskopischen Beobachtung (STAHL et al., 1995). Ahnlich hohe Variationskoeffizienten,
wie in Tabelle 5-8 angegeben, sind von NEWELL et al. (2000) bei Bezug des Ergosterol-
gehaltes auf die organische Masse verrottenden Schlickgrases (Spartina alterniflora)

bestimmt worden.
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Tabelle 6-1 Vergleich von Ergosterolgehalten in Mikrokosmen mit gleichen Anfangs-
bedingungen in verschiedenen Versuchsabschnitten (H A und H B: Abbau
von Maisstroh in Mikrokosmen iiber 26 Wochen; A I und B I: Mikrokosmen
zur Beschreibung von Pflanzenschutzmittel-Effekten; angegeben sind

Mittelwerte aus 3 Parallelen mit jeweils 3 unabhingigen Aufarbeitungen).

Ergosterolgehalte im Boden (ug g Boden)

Inkubationsdauer gegliihter Boden + Maisstroh autoklavierter Boden + Maisstroh
(Wochen) HA AT HB BI

1 0,16 + 0,09 0,18 + 0,05 0,34 +0,15 0,17 + 0,42

2 3,82 +2,05 7,13 + 2,90 5,56 +0,21 9,62 + 1,96

3 3,08 + 1,28 9,30 + 1,28 4,35 + 1,64 9,11 + 0,64

Neben den versuchsbedingten Griinden fiir die Variabilitit konnte auch ein verdndertes
Extraktionsprotokoll zu geringeren Abweichungen fiihren. Eine Optimierung konnte darin
bestehen, einzelne Schritte zu verkiirzen. Sinnvoll wire ein Arbeiten mit Aliquoten in den
Schritten 8-10 des in Abschnitt 4.1.4 beschriebenen Protokolls. Bislang wurde nach der
Extraktion mit n-Hexan die gesamte Hexan-Phase weiter genutzt. Werden im weiteren
Verlauf dagegen Aliquote mit einem geringen Volumen verwendet, reduzieren sich die
Aufarbeitungszeiten, und somit auch die Kontaktzeiten des extrahierten Ergosterols mit
Sauerstoff und Licht, welche zu einer Degeneration fiihren konnen. Dariiber hinaus wurde das
Abdampfen unter Stickstoffstrom (Schritt 12) bislang in zylindrischen Glasgefiflen mit einem
Volumen von 22 mL durchgefiihrt. Der Einsatz konischer Gefile 1dBt eine Volumen-
reduzierung (in Schritt 13) und damit eine bessere Konzentrierung zu. Dadurch kann der
Aufarbeitungsschritt 14 komplett entfallen. Durch diese Modifikationen wird eine
Verkiirzung und Standardisierung der Aufarbeitung moglich.

6.1.3 Vorversuch mit definierten und mit komplexen mikrobiellen
Gemeinschaften

In diesem Vorversuch wurde der Abbau von '*C-markiertem Maisstroh durch definierte und
komplexe mikrobielle Gemeinschaften in Boden-Mikrokosmen untersucht. Dabei wurde
durch die verschiedenen mikrobiellen Gemeinschaften in den Mikrokosmen innerhalb von 6
Wochen zwischen 21 und 31 % des eingesetzten '*C-markierten Maisstrohs mineralisiert (vgl.
Abschnitt 5.3.1). Dieser Wert lag deutlich unter den in den nachfolgenden Experimenten
festgestellten Raten (vgl. Abschnitte 5.4.1 und 5.6.1). Dieses liegt vermutlich an der hoheren
Menge an Maisstroh, die in dem Vorversuch eingesetzt wurde (7,5 %, w/w, im Vorversuch
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verglichen mit 5 %, w/w, bzw. 2 %, w/w, in den folgenden Experimenten). Moglicherweise
ist in den Mikrokosmen mit der hochsten Maisstroh-Menge eine Substratsittigung erreicht.
Dadurch verlidngert sich — bei gleichbleibenden absoluten Mineralisierungsraten — die
Abbauzeit des organischen Materials, so dass die relativen Mineralisierungsraten niedriger
ausfallen (je groBer die Menge an organischem Material, desto linger bendtigen die

beteiligten Mikroorganismen fiir dessen Abbau, SCHLEGEL, 1992).

Die geringste Mineralisierung fand nach Inokulation durch eine Bodensuspension statt,
wihrend die stirkste in den Mikrokosmen beobachtet wurde, die nur durch unsteriles Mais-
stroh beimpft wurden (V 6, vgl. Kapitel 3.3). Allerdings kann dadurch nicht generell der
Riickschluss auf eine besondere Bedeutung der Organismen auf dem Maisstroh gezogen
werden, da diese auch in den Anreicherungskulturen vorhanden gewesen sein sollten (V 3 und
V 4). Letztere jedoch zeichneten sich nur durch eine minimal hShere Mineralisierung des
Maisstrohs nach 6 Wochen verglichen mit der Inokulation durch eine Bodensuspension (V 5)
aus. Dagegen wurde auch in den Ansitzen mit definierten mikrobiellen Gemeinschaften noch
ein hoherer Anteil des eingesetzten '*C-Maisstrohs mineralisiert. Insgesamt betrachtet hatte
das jeweils eingesetzte Inokulum keinen sehr groBen Einfluss auf die umgesetzte Menge

organischen Materials.

In den Bandenmustern der denaturierenden Gradienten-Gele mit den PCR-Produkten der
DNA aus den 6 Wochen inkubierten Mikrokosmen wurde eine hohe Ahnlichkeit der Varian-
ten mit Inokulation durch eine Anreicherungskultur festgestellt (vgl. Abbildung 5-6).
Allerdings kann nur von einer teilweisen Ubereinstimmung im Laufverhalten der DNA-
Banden mit den Varianten, die durch eine Bodensuspension inokuliert wurden (V 5 und V 7),
gesprochen werden. Moglicherweise wurden in den Fliissigkulturen bevorzugt Organismen
angereichert, die unter diesen besonderen Kultivierungsbedingungen (z.B. Sauerstoffeintrag
durch stindiges Schiitteln) das zugegebene Maisstroh optimal verwerten konnten, die im
Boden aber einen geringeren Selektionsvorteil haben und somit weniger effektiv das Mais-
stroh umsetzen konnten (vgl. Abbildung 5-5). Ein Hinweis darauf geben die Unterschiede in
den Bandenmustern im Vergleich zu den Varianten V 5 und V 7, die durch eine Boden-
suspension inokuliert wurden. Dagegen unterschieden sich die Versuchsbedingungen in den
Boden-Mikrokosmen vor allem durch ihren hohen Anteil an Grenzflichen (Boden-
Bodenwasser-Bodenluft) von den Fliissigkulturen. Letztere sind fiir den Abbau von organi-
schem Material insbesondere dann von Vorteil, wenn extrazellulire Enzyme fiir den Abbau
von Makromolekiilen benétigt werden (HENDRICKS, 1974; FLETCHER, 1991; GRIFFITH und
FLETCHER, 1991).

122



Diskussion

6.1.4 Einfluss der Nahrstoffversorgung komplexer mikrobieller
Gemeinschaften auf die Mineralisierung des Maisstrohs

Die stirkste mikrobielle Aktivitit und Mineralisierung von Maisstroh in Mikrokosmen mit
geglilhtem Boden, vergleichbar mit nativem Boden, wurden nach Diingung mit Kalkammon-
salpeter beobachtet (vgl. Kapitel 5.4). Dieses liegt vermutlich an der Reduktion des Stick-
stoffgehaltes in der Bodenmatrix durch den Gliihvorgang. Waren im Boden mit der intakten
Kohlenstoffstruktur noch 0,081 % Stickstoff vorhanden, war dieser im gegliihten Boden nicht
mehr nachweisbar (vgl. Tabelle 3-3) oder nur in einer sehr geringen Konzentration (0,015 %
bei der Untersuchung durch das Zentrallabor fiir Chemische Analyse der Forschungszentrum
Jiilich GmbH, vgl. Tabelle 5-4). Dieser Verlust ist mdglicherweise auf eine Verfliichtigung
organischer Stickstoffverbindungen aus dem Boden zurilickzufiihren. So fanden SCHULTEN et
al. (1995) mehr als 40 verschiedene Komponenten, die sie mittels Pyrolyse-GC/MS
auftrennten, wobei dhnlich wie beim Glithvorgang Temperaturen von 500 bis 700 °C erreicht
werden (LEINWEBER und SCHULTEN, 1998). Moglicherweise wurde neben dem Stickstoff-
gehalt auch die Bioverfiigbarkeit anderer Nihrstoffe verringert.

Die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften im Boden der Mikrokosmen wurde
nach 6-wochiger Inkubation mittels DGGE untersucht (Abbildung 5-11), wobei nur geringe
Abweichungen in den Varianten mit unterschiedlicher Niahrstoffversorgung festgestellt
wurden. Beim Vergleich der Varianten mit den stirksten Unterschieden (Abbildung 6-1) wird
eine besonders hohe Ahnlichkeit zwischen den mikrobiellen Gemeinschaften in den
Mikrokosmen mit luftgetrocknetem Boden (A) und mit gegliihtem Boden, der eine Stickstoff-

diingung in Form von Kalkammonsalpeter erhalten hatte (E), deutlich.

Ein Hinweis auf die Bedeutung einer groffen Diversitit ergibt sich beim Vergleich der Varian-
ten E und G (beide gegliihter Boden + KAS-Diingung), die sich nur durch ihr Inokulum
unterscheiden. Die Mikrokosmen der Variante G wurden nicht wie bei Variante E durch eine
Bodensuspension, sondern lediglich durch unsteriles Maisstroh angeimpft und enthielten
somit nicht die gesamte Bodenmikroflora. Nach 6 Wochen konnte sowohl im Abbau des Me-
Maisstrohs, als auch in der Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften und den C/N-
Verhiltnissen kein Einfluss des Inokulums gefunden werden. Dieses bedeutet, dass die
Organismen, die nach 6 Wochen in den Mikrokosmen dominant waren, sowohl in der Boden-
16sung als auch auf dem Maisstroh vorhanden waren, und dass sich diese auch bei dem

unterschiedlichen Gesamtinokulum durchsetzen konnten.
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Laufstrecke Abbildung 6-1
der DGGE Ausschnitt der gelelektrophoretischen Auf-

trennung (DGGE) von PCR-Produkten der

16S rDNA komplexer mikrobieller Gemein-
schaften in den Maisstrohrotte-Mikrokosmen mit
luftgetrocknetem Boden (A), mit gegliithtem
Boden ohne Nihrstoff-Zugabe (B) bzw. mit KAS-
Diingung (E) 6 Wochen nach Versuchsbeginn

Denaturierender Gradient

50 mm (Spuren aus Abbildung 5-11 neu geordnet; zur
genauen Beschreibung der Varianten siehe
Kapitel 3.4). DGGE: Gradient 40 - 55 %, 130 V,
6 h.

100 mm

Anhaltspunkte fiir die Humifizierung des eingesetzten Pflanzenmaterials waren in allen
Varianten vorhanden, auch wenn innerhalb dieser Versuchsreihe keine Untersuchung von
Huminséduren mittels Kernmagnetischer-Resonanzspektroskopie durchgefiihrt wurden. Hin-
weise auf die Humifizierung sind jedoch durch die Veridnderung der C/N-Verhiltnisse
gegeben. Das Verhiltnis lag im Boden der Mikrokosmen mit gegliihtem Boden vor der
Inkubation annihernd bei 20 : 1 und mit nativem Boden bei 10 : 1. Nach der 6-wdchigen
Inkubation erreichte das C/N-Verhiltnis in allen untersuchten Varianten Werte zwischen 9 : 1
und 12 : 1. Dieses Verhiltnis ist zwar immer noch etwas weiter als in einer nativen Para-
braunerde (vgl. Abbildung 5-12), allerdings kann ein Umsatz von Pflanzenmaterial innerhalb
von 6 Wochen auch nur einen ersten Schritt im Humifizierungsprozess darstellen. In dieser
Zeit werden zunichst die leicht zugiinglichen Kohlenstofffraktionen durch die mikrobiellen
Gemeinschaften genutzt. Bei diesen kann es sich um Kohlenhydrate handeln, die sich durch
ein sehr weites C/N-Verhiltnis auszeichnen. Der Abbau diese Stoffe erfolgt — neben dem
Abbau von Proteinen — hiufig als erster Schritt bei der Humifizierung von Pflanzenmaterial
(KONONOVA, 1966; BAYLEY et al.,, 1985; TIETEMA et al.,, 1985; WILSON et al., 1985;
LAHDESMAKI und POSPANEN, 1988; NUSBAUMER et al., 1996). Interessanterweise unter-
schieden sich die C/N-Verhiltnisse im Boden der verschiedenen Mikrokosmen nicht, obwohl
der Anteil des mineralisierten Maisstrohs bei Stickstoffdiingung héher war. Allerdings war

der relative Unterschied in der mineralisierten Menge an Maisstroh zwischen den Varianten
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mit und ohne KAS-Diingung niedriger als der Variationskoeffizient der C/N-Verhiltnisse in
den Bdden. Der Unterschied in der mikrobiellen Aktivitit zwischen den vergleichbaren
Varianten ohne (Varianten B und C) und mit Stickstoff-Zugabe (E und F) fiel dagegen nach
vierwochiger Inkubation wesentlich deutlicher aus. So lag die mikrobielle Aktivitit in den
stickstoffarmen Mikrokosmen nur bei etwa 50 % der gediingten Varianten. Es kann daher
angenommen werden, dass die Mineralisierungsraten und die mikrobielle Aktivitit zu Beginn
der Versuche (bis zu Tag 13) in allen Varianten #hnlich war und dass die mikrobiellen
Umsitze in dieser Zeit fiir die Verénderung des weiten C/N-Verhiltnisses bei Versuchsbeginn
verantwortlich waren. In dieser Zeit wurde auch der groBte Anteil des 1o, produziert.
Gleichzeitig wurden vermutlich vor allem die leicht abbaubaren Komponenten des Maisstrohs
angegriffen. Dazu werden neben den Kohlenhydraten auch Proteine gezihlt (DELL’ AGNOLA
und FERRARI, 1979; LAHDESMAKI und PIISPANEN, 1988), die moglicherweise als Stickstoff-
quelle dienen konnten. Diese Vermutung wird dadurch bestirkt, dass nach zwei Wochen noch
kein Unterschied in der 14C02-Entwicklung zwischen den verschiedenen Varianten sichtbar

war.

Insgesamt betrachtet waren die mikrobiellen Prozesse bei der Humifizierung von Maisstroh in
Variante D (Zugabe einer kiinstlichen Bodenlosung in die Mikrokosmen mit gegliihtem
Boden) denen in Variante A mit nativer Bodenstruktur am #hnlichsten. Lediglich bei
Betrachtung der DMSO-Reduktase-Raten nach 4-wochiger Inkubation (vgl. Abbildung 5-10)
wurden niedrigere Werte ermittelt. Gleichzeitig unterschied sich jedoch der Anteil an
mineralisiertem Radiokohlenstoff nicht von dem in den Mikrokosmen mit gegliihtem Boden
und KAS-Diingung (Varianten E, F und G) und von denen mit einer intakten Kohlenstoff-
matrix (Variante A). Nach 28 Wochen ist die Variante mit SSE-Zugabe die einzige, die
beziiglich der Mineralisierung des "C-markierten Maisstrohs noch mit der Variante mit
nativem Boden vergleichbar ist. Da durch den Gliihvorgang die Bodenstruktur zerstort und
neben dem organischen Kohlenstoff auch Stickstoff entfernt wurde (vgl. Tabelle 3-3), kann
auch ein Verlust anderer Elemente nicht ausgeschlossen werden. Diese konnten dann in den
Mikrokosmen mit gegliihtem Boden ins Minimum geraten und es wiirde trotz Stickstoff-
Diingung kein weiterer mikrobieller Umsatz stattfinden. SSE scheint also aufgrund seiner an
eine natiirliche Bodenl6sung angepassten Mineralstoffzusammensetzung fiir den Einsatz in
Mikroskosmos-Experimenten mit einer zerstorten Bodenstruktur sehr gut geeignet. Allerdings
sollte fiir die Humifizierung von Strohmaterial ein hSherer Zusatz an Stickstoff erwogen
werden als bei ANGLE et al. (1991) beschrieben, da sich dieses Material durch ein besonders
weites C/N-Verhiltnis auszeichnet. Gleichzeitig kann der Zusatz von Calcium in Verbindung
mit anorganischem Stickstoff und den zumindest zu Beginn leicht verfiigbaren Kohlen-
hydraten die Humifizierung stirker fordern (DELL’ AGNOLA und FERRARI, 1979), so dass sich
der Einsatz von Kalkammonsalpeter in praxisiiblicher Menge in Kombination mit der SSE-

Lsung positiv fiir diesen Prozess auswirken kénnte.
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6.1.5 Umsatz von Maisstroh durch definierte und komplexe
mikrobielle Gemeinschaften

Die innerhalb von 6 Wochen durch definierte mikrobielle Gemeinschaften mineralisierte
Menge an MC-markiertem Maisstroh erreichte in keiner der 10 Ansitze die Hohe wie in den
Mikrokosmen mit einer komplexen mikrobiellen Gemeinschaft. Allerdings konnten durch
drei verschiedene definierte Gemeinschaften (Varianten 4, 7 und 9) nach einwdchiger
Inkubation ebenso wie durch die komplexe Gemeinschaft 21 — 23 % des applizierten
Radiokohlenstoffes mineralisiert werden. Insofern scheint zu Beginn der Einfluss einer hohen
mikrobiellen Diversitéit nur gering zu sein. Von groBBerer Bedeutung als die Species-Vielfalt
scheint die Species-Zusammensetzung zu sein. Dieses wird dadurch deutlich, dass nur in 3
von 10 Ansitzen eine vergleichbare Menge 1C0, wie durch die komplexe Gemeinschaft
produziert wurde, wihrend 4 andere (Varianten 1, 2, 5 und 8) nur 60 % dieses Wertes
erreichten. Nach 6-wdochiger Inkubation lag die Mineralisierung zwar in allen Varianten unter
der mit der komplexen mikrobiellen Gemeinschaft, allerdings wurden wiederum gro3e Unter-
schiede zwischen den Varianten festgestellt. Wihrend 2 Varianten (Varianten 6 und 7) mehr
als 80 % der 14COz—Produktion durch die komplexe Gemeinschaft erreichten, blieben 2 andere

Varianten (Varianten 1 und 2) unter 50 % dieses Wertes.

Dieser Befund 148t sich in Einklang bringen mit der ,,Redundante-Species““-Hypothese, die
besagt, dass vor allem die Organismen-Zusammensetzung fiir die Funktion von Okosystemen
notwendig ist, wobei eine minimale Anzahl von Arten benétigt werden (LAWTON et al.,
1996). Die Zugabe oder das Entfernen weiterer Arten ist dagegen redundant und fiihrt nicht
zu messbaren Effekten. Allerdings bleibt anzumerken, dass in dem beschriebenen Experiment
nur wenige Funktionen (Mineralisierung von 1C0, und die Entstehung von Huminséuren)
untersucht wurden, so dass diese Aussage auch nur fiir diese speziellen Funktionen getroffen
werden kann. Dariiber hinaus sind weitere Theorien zur Bedeutung der Species-Vielfalt fiir
Okosystemprozesse nicht auszuschlieBen. Dazu gehéren die Rivet-Hypothese, nach der das
Fehlen einer Art auch eine Beeintrichtigung der Funktionen eines Okosystems zur Folge hat,
und die ,Idiosynkratische-Antwort“-Hypothese, die davon ausgeht, dass die Aufgaben der

einzelnen Arten zu komplex sind, um Vorhersagen treffen zu kénnen (LAWTON, 1994).

Die Deutung der Mineralisierungsraten wird durch die 13C—NMR—Spektren extrahierter
Huminséduren (nach 6-wochiger Inkubation) gestiitzt. Obwohl sich die Spektren (vgl.
Abbildung 5-27) leicht voneinander unterscheiden, ist in den Huminsidurenextrakten aller
mittels NMR analysierter Varianten die Entstehung funktioneller Gruppen erkennbar, die
typisch fiir Huminstoffe sind (v.a. Aliphate, Aromaten und Carbonyl-Funktionen, FLAIG,
1964; SCHULTEN und SCHNITZER, 1997; NARDI et al., 2000). Unterschiede zwischen den
Spektren sind vor allem bei einer chemischen Verschiebungen (8) zwischen 170 und 175 ppm
zu erkennen, wo die Signale von Carboxylfunktionen zu finden sind (PICCOLO et al., 1990;

Wais, 1997). In diesem Bereich der chemischen Verschiebung traten in den Spektren der
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Variante 1 (definierte Gemeinschaft) und der Variante k (komplexe Gemeinschaft, Abbildung
5-27) Signale auf, die auch in dem Spektrum der Merzenhausener Parabraunerde (Abbildung
5-25 B), nicht aber in dem von Maisstroh (Abbildung 5-25 A) zu sehen waren. Interessanter-
weise trat dieses Signal nicht im Spektrum der Variante 6 (definierte Gemeinschaft) auf,
obwohl dieses sich durch eine wesentlich hthere Mineralisierungsrate des 1C-Maisstrohs
auszeichnete (vgl. Abbildung 5-13). Auch scheint die Pilzbiomasse fiir die Entstehung der
Carboxylgruppen keinen nennenswerten Einfluss zu haben, da der Ergosterolgehalt in allen
mittels >C-NMR untersuchten Varianten mit definierten mikrobiellen Gemeinschaften sehr
niedrig war (Varianten 1, 2 und 6, Abbildung 5-14), in der Variante mit der komplexen

Gemeinschaft (Variante k) jedoch vergleichsweise hoch.

Gleichzeitig ist eine Abnahme der Intensitét in den 13C—NMR—Spektren bei 6 = 60 -105 ppm
zu erkennen. In diesem Bereich liegen die Signale von Peptiden und Kohlenhydraten
(HIMMELSBACH und BARTON, 1980; PRESTON und SCHNITZER, 1984; MALCOLM, 1989; HESSE
et al. 1991; PiccoLo et al., 1990; KOGEL-KNABNER, 1997; NARDI et al., 2000). Der Abbau
dieser leicht verfiigbaren Substanzen erfolgt sehr schnell und ist wohl auch verantwortlich fiir
die anfinglich hohen Mineralisierungsraten. Ahnliches fanden auch WEBSTER et al. (2000) fiir
den Abbau von Blittern des Deutschen Weidelgrases (Lolium perenne) heraus, wobei die
hochste Mineralisierungsrate innerhalb der ersten Woche nach Zugabe des Pflanzenmaterials
festgestellt wurde. MARSTORP (1996a und b) ordnete ebenfalls eine starke CO,-Produktion
20 h nach Zugabe von Weidelgras zu Boden dem Abbau wasserloslicher Aminosiuren und
Kohlenhydrate zu. WEBSTER et al. (2000) erklirten die Zunahme von Signalen im Bereich
von Alkyl-Kohlenstoff in 13C-NMR—Spektren von Pflanzenmaterial bereits nach eintiigiger
Inkubation im Boden durch die Anreicherung schwerer abbaubarer Riickstinde und nicht
durch deren Neubildung. Ahnliches wurde durch CONDRON und NEWMAN (1998) vermutet,
die die Zunahme stabiler Riickstinde im Boden durch einen verringerten Anteil an frischem

organischen Material erklirten.

Sowohl nach Inokulation durch komplexe mikrobielle Gemeinschaften (mit einer hohen
Diversitiit) als auch durchdefinierte mikrobielle Gemeinschaften (mit geringer Diversitiit) kam
es zu strukturellen Veridnderungen an frischem organischen Material, die zur Bildung
huminstofftypischer funktioneller Gruppen fiihrten. Dagegen zeigten die Untersuchungen der
Huminséduren mittels GPC keine deutliche Verinderung der Retentionszeiten nach 6-wdchiger
Inkubation in den Mikrokosmen mit den definierten Gemeinschaften gegeniiber dem Aus-
gangsmaterial (vgl. Abschnitt 5.5.4.1), wihrend die Huminsduren aus den Mikrokosmen mit
der komplexen mikrobiellen Gemeinschaft an Linge zunahmen (vgl. Abschnitt 5.5.4.2). Es ist
daher davon auszugehen, dass der Einfluss der mikrobiellen Gemeinschaften auf die

Neubildung von Huminstoffen differenziert betrachtet werden muss.

Moglicherweise ist — wie auch von WEBSTER et al. (2000) angenommen — der mikrobielle
Abbau der Kohlenhydrate dafiir verantwortlich, dass sich die huminstofftypischen Kohlen-
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stoffstrukturen anreichern konnen, wihrend jedoch keine Neusynthese und Verkniipfung der
Bruchstiicke hin zu lingeren Huminstoff-Molekiilen stattfindet. Dieses wiederum bedeutet,
dass das von BALDOCK et al. (1990) und BALDOCK und PRESTON (1995) als Indikator fiir die
Abbaubarkeit von organischem Kohlenstoff im Boden vorgeschlagene Alkyl-C-zu-O-Alkyl-
C-Verhiltnis geeignet ist, den Grad der Verrottung von Pflanzenmaterial zu charakterisieren.
Jedoch kann dieser Indikator nicht herangezogen werden, um die Neubildung von Humin-
stoffen aufgrund mikrobieller Aktivitit zu beschreiben. So lassen sich auch die vergleichs-
weise hohen Mineralisierungsraten mit der Entstehung von Signalen im Bereich von Alkylen,
Aromaten und Carbonyl-Funktionen in den 13C—NMR—Spektren in Einklang bringen. Da es
sich bei den Molekiilgruppen, deren Signale als erste aus den 13C—NMR—Spektren ver-
schwinden, um leicht abbaubare Strukturen handelt (v.a. Kohlenhydrate), ist deren
Mineralisierung auch in den Mikrokosmen mit einer geringen Diversitit leicht nachvoll-
ziehbar, da die Fihigkeit zum Abbau solcher Verbindungen generell weit verbreitet ist. Da
sich jedoch die mineralisierten Mengen an !4C-Maisstroh in den verschiedenen Mikrokosmen
mit unterschiedlicher Organismen-Zusammensetzung unterschied, kann davon ausgegangen
werden, dass neben der Verwertung von einfachen Zuckern auch komplexere Stoffe durch
einzelne Mitglieder der mikrobiellen Gemeinschaften angegriffen wurden. Es zeigte sich also,
dass die gewihlte Artenvielfalt (jeweils 10 Bakterien- und 3 Pilzisolate), abhédngig von der
Zusammensetzung, zwar geeignet sein kann, Ernteriickstiinde im Boden zu mineralisieren,
jedoch nicht unbedingt neue Huminstoffe zu bilden. Es lie} sich keine direkte Abhéngigkeit
der Mineralisierung des "C-Maisstrohs von der Organismen-Zusammensetzung ableiten. So
ergab auch der Vergleich der 4C0O,-Produktion mit der Pilzbiomasse (Ergosterolgehalt) nach

6-wochiger Inkubation keine Korrelation.

6.1.6 Mikrokosmen Umsatz von Maisstroh durch komplexe
mikrobielle Gemeinsschaften

Die Unterschiede im Abbau des '*C-markierten Maisstroh zwischen den Varianten mit
nativen Boden (H C) und den reinokulierten Béden (gegliihter Boden: H A, und autoklavierter
Boden: H B, vgl. Kapitel 3.6) waren bereits in den ersten Versuchswochen sichtbar. Vor
allem in der ersten Woche wurde im nativen Boden eine doppelt so hohe 1C0,-Produktion
wie in den reinokulierten Bdden gemessen (vgl. Tabelle 5-5). Dieser Unterschied 146t sich
dadurch erkliren, dass die mikrobielle Aktivitdt im nativen Boden bei Versuchsbeginn bereits
deutlich messbar war, wogegen diese im gegliihten wie im autoklavierten Boden direkt nach
der Inokulation wesentlich geringer war und eine Bestimmung der DMSO-Reduktase-Raten
mit der in Abschnitt 4.1.2 beschriebenen Methode daher nicht mdoglich war. Der stérkste
Anstieg der 14COz—Produktion war in den Mikrokosmen mit nativem Boden bereits nach zwei
Wochen beendet, wihrend dieser in den reinokulierten Mikrokosmen noch eine Woche lidnger

anhielt. In der folgenden Zeit sanken die Mineralisierungsraten aufgrund des Verbrauches der
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leicht verwertbaren Bestandteile des Maisstrohs. Die insgesamt etwas grof3ere mineralisierte
Menge an Maisstroh in den Mikrokosmen mit nativem Boden war in den ersten 4 bis 6
Wochen von einer gegeniiber den reinokulierten Varianten H A und H B erhShten mikro-
biellen Aktivitit begleitet, wodurch schwerer abbaubare Komponenten moglicherweise zu
einem groferen Anteil in die Mineralisierung einbezogen wurden. Die Nutzung dieser
stabileren Substanzen ist jedoch an bestimmte Enzyme gekniipft und erfolgt somit nur durch
wenige spezialisierte Mikroorganismen. Andere Organismen, die diese Komponenten nicht
nutzen kdnnen, werden verdriingt. So kommt es nach 6 Wochen auch hier zu einer Abnahme
der DMSO-Reduktase-Raten auf vergleichbare Werte wie in den Mikrokosmen mit gegliih-

tem oder autoklaviertem Boden.

Neben der mikrobiellen Aktivitit wurden als Biomasse-Parameter die Keimzahlen als
koloniebildende Einheiten bestimmt (vgl. Abschnitt 5.6.3). Im Gegensatz zu den DMSO-
Reduktase-Raten wurden hierbei nur bei Versuchsbeginn im nativen Boden (H C) hdhere
Werte als in den reinokulierten Varianten H A (mit gegliihtem Boden) und H B (mit
autoklaviertem Boden) ermittelt. Danach (bis zur 6. Woche) lagen die Keimzahlen in den
reinokulierten Mikrokosmen vergleichsweise hoch, wobei die Werte im autoklavierten Boden
noch etwas liber denen im gegliihten Boden lagen. Dieser Befund steht im Einklang mit den
DMSO-Reduktase-Raten. Hierbei zeigt sich der Einfluss der unterschiedlichen Versuchs-
bedingungen in den Mikrokosmen mit der im nativen Boden vorhandenen Mikroflora und den
mit einer Bodensuspension inokulierten Mikrokosmen. In letzteren waren die sogenannten r-
Strategen (ANDREWS, 1984) im Vorteil, die in der Lage waren, die leicht verfiigbaren
Komponenten zu verwerten. Gleichzeitig zeichneten sie sich durch hohe Wachstumsraten aus.
Diese Wachstumsraten sind auch typisch fiir Organismen, die sich unter Kultivierungs-
bedingungen mit einfachen Kohlenstoffquellen (z.B. Glucose, Stirke oder Aminosiuren)
leicht anreichern lassen und bei den guten Wachstumsbedingungen auf Agarplatten deutliche
Kolonien ausbilden. Die Versuchsbedingungen in den reinokulierten Boden waren demnach
vergleichbar mit ,klassischen Kultivierungsbedingungen®, die zur Anreicherung, Isolierung
und Anzucht in der Mikrobiologie verwendet werden, wodurch sich die in den ersten
Versuchswochen ermittelten hohen Keimzahlen in den reinokulierten Boden erkliren lassen.
Dagegen bestand die mikrobielle Gemeinschaft in den Mikrokosmen mit nativem Boden aus
der autochthonen Mikroflora mit einer vergleichsweise hohen Biomasse (vgl. Abschnitte
5.6.2 und 5.6.1). Daher waren die r-Strategen, die auch als allochthon oder zymogen
(SCHLEGEL, 1992) bezeichnet werden, einem hoheren Konkurrenzdruck ausgesetzt als in den
reinokulierten Bdden, die bei Versuchsbeginn nur eine geringe mikrobielle Biomasse

enthielten.

Es war — zumindest in den ersten 4 Wochen — in den verschiedenen Varianten in Abhiingig-
keit von der Inokulation zu erwarten, dass sich unterschiedliche mikrobielle Gemeinschaften

entwickelten. Dies war jedoch nicht zu beobachten. Beim Vergleich der Bandenmuster der
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PCR-Produkte von DNA aus gegliihtem und autoklaviertem Boden, 1, 2 und 10 Wochen nach
der Inokulation durch eine Bodensuspension, konnten keine Unterschiede festgestellt werden
(vgl. Abbildung 5-34). Gleiches gilt auch fiir den Vergleich von Proben aller Varianten nach
2- und nach 10-wochiger Inkubation. Auffillig ist dabei die hohe Ubereinstimmung der
Bandenmuster nach 2 Wochen, die jeweils durch 6 Banden mit hoher Intensitit charakterisiert
sind. Dagegen sind die Bandenmuster der PCR-Produkte von DNA aus 10 Wochen alten
Bodenproben deutlich diverser und zeichnen sich untereinander durch einzelne Abwei-
chungen aus. Die in den Proben nach 2 Wochen Inkubation niedrigere Bandenzahl, verglichen
mit denen nach 10 Wochen, lisst sich durch stiirker selektive Bedingungen erkliren (REBER
und WENDEROTH, 1997). Diese wurden zu Beginn der Inkubation durch Stress verursacht, der
aus einer Veridnderung der physikalischen und chemischen Bedingungen eines Lebensraumes,

wie dem Einarbeiten von Ernteriickstinden in Boden, resultieren kann.

Interessanterweise widersprechen diese Zusammenhiédnge den Ergebnissen von SHARMA et al.
(1998b). Diese Autoren fanden nach Einarbeitung von Maisstroh in Boden eine Zunahme der
funktionellen mikrobiellen Diversitit. Die Untersuchungen wurden mit Hilfe von BIOLOG-
Platten vorgenommen, deren Prinzip auf der Veratmung verschiedener Kohlenstoffquellen —
urspriinglich zur Identifizierung unbekannter Isolate — beruht (BOCHNER, 1989). Wihrend der
Inkubation von Bodensuspensionen in den Vertiefungen der BIOLOG-Platten tritt jedoch
bakterielles Wachstum auf (GARLAND und MILLS, 1991; GARLAND und MILLS, 1994; HAACK
et al., 1995; WUNSCHE et al., 1995), wobei speziell Mikroorganismen angereichert werden,
die an ,klassische* Kultivierungsbedingungen angepasst sind. Die sich so entwickelnden
Populationen konnen sich also erheblich von dem Inokulum unterscheiden, so dass die
gewonnenen Substrat-Nutzungs-Profile nicht unbedingt das funktionale Potential der natiir-
lichen mikrobiellen Gemeinschaft widerspiegeln (SMALLA et al., 1998). Der Anstieg der
Diversititsindices nach Einarbeitung von Maisstroh in Boden gegeniiber einer Kontroll-
variante ohne Zugabe organischen Materials (SHARMA et al., 1998b) beruht also mdglicher-
weise auch auf der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen anfinglichen Zunahme an
kultivierbaren Organismen, die maBgeblich an der Entstehung der Substrat-Nutzungs-Profile
in den BIOLOG-Platten beteiligt sind, wihrend gleichzeitig die Diversitit der gesamten
Gemeinschaft gering bleibt (vgl. Abschnitt 5.6.5).

Insgesamt betrachtet scheinen sich die mikrobiellen Gemeinschaften in den verschiedenen
Mikrokosmen nicht sehr voneinander zu unterscheiden. Dieser Widerspruch zu den mikro-
biologischen Summenparametern lésst sich dadurch entkriften, dass mittels DGGE von PCR-
Produkten nur die hédufigsten Organismen erfasst werden konnen (MUYZER et al., 1993). Da
jedoch in allen Varianten die allochthonen Mikroorganismen aufgrund ihrer hohen Wachs-
tumsraten zu Beginn der Versuche vermutlich die zahlenmiBig stirksten Populationen bilden
konnten, werden diese auch bevorzugt mittels DGGE erfasst. Es ist also moglich, dass sich

die mikrobiellen Gemeinschaften der verschiedenen Varianten in den ersten 4 Wochen
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voneinander unterschieden, diese Unterschiede jedoch mittels DGGE nicht erfasst werden

konnten.

Die Ergosterolgehalte in den Mikrokosmen (vgl. Abbildung 5-32) stiegen besonders in den
reinokulierten Bdden (Varianten H A und H B) langsamer an als die Keimzahlen und die
mikrobielle Aktivitit. Beim Abbau leicht verwertbarer Kohlenstoffquellen haben Bakterien
gegeniiber Pilzen einen Wachstumsvorteil (STAMATIADIS et al., 1990). Letztere besitzen
jedoch die Fahigkeit, refraktire Verbindungen zu nutzen, was ihnen zu einer spiteren Phase
des Abbaus von Vorteil sein konnte (GUGGENBERGER und FREY, 1999). Neben den lédngeren
Generationszeiten von Eukaryoten — verglichen mit Prokaryoten — ist der relativ spéte Anstieg
der pilzlichen Biomasse in den Mikrokosmen mdglicherweise auf diesen Zusammenhang
zuriickzufiihren. Diese Vermutung wird unterstiitzt durch die Ergebnisse von BRODER und
WAGNER (1988), die einige Pilze (z.B. Penicillium, Trichoderma, Myrothecium) verstéirkt aus

spiteren Stadien der Humifizierung von Ernteriickstinden (Mais, Weizen und Soja) isolierten.

In den C-Fliissig-NMR-Spektren der Huminsidurenextrakte war in allen Varianten mit
komplexen mikrobiellen Gemeinschaften die Entwicklung von huminsédurentypischen funk-
tionellen Gruppen sichtbar (vgl. Abschnitt 5.6.7 und 5.5.4.1). Die in den Spektren
dokumentierte Humifizierung unterschied sich in den verschiedenen Ansiitzen lediglich durch
die Ausgangssituation, da die Kohlenstoffmatrix in den Mikrokosmen mit autoklaviertem
bzw. nativem Boden die Verinderung der NMR-Signale verdeckt. Insbesondere die schnelle
Abnahme der Signalintensitiit bei 6 = 60-90 ppm und bei & = 103 ppm im gegliihten Boden
(vgl. Abbildung 5-36) spricht fiir den raschen Verbrauch von Kohlenhydraten. Dagegen nahm
die Intensitiit des Peaks bei 6 = 55-60 ppm erst spiter und nur unvollstindig ab. In diesem
Bereich liegen Signale von Aminosduren (SCHNITZER et al, 1993) und Ligninen
(HIMMELSBACH und BARTON, 1980), die sich zu liberlagern scheinen. Die Aminosiduren
werden nach Verbrauch der Kohlenhydrate in den mikrobiellen Metabolismus einbezogen
und konnen als leicht verfiigbare Stickstoffquelle genutzt werden. Allerdings stand den
Mikroorganismen durch die Stickstoffdiingung mit Kalkammonsalpeter eine direkt verwert-
bare Stickstoffquelle zur Verfiigung, so dass — zumindest zu Beginn der Inkubation — ohnehin
kein Stickstoff-Mangel auftreten diirfte. Die Abnahme der Signalintensitit in den
beschriebenen Bereichen fiel in den Spektren der Huminsiduren aus autoklaviertem bzw.
nativem Boden aufgrund der hohen Hintergrundsignale der intakten Kohlenstoff-Matrix

entsprechend geringer aus.

Im aromatischen Bereich fillt die Abnahme des Signales bei § = 153 ppm auf. In diesem
Bereich konnten sauerstoffsubstituierte aromatische Ligninkohlenstoffatome vorliegen (z.B.
Methoxy-Gruppen, HIMMELSBACH und BARTON, 1980), die mit der Zeit in den Umsatz des
Maisstrohs einbezogen werden. Dieses Signal konnte zwar auch durch sauerstoff- oder

stickstoffsubstituierte Aromaten hervorgerufen werden (HESSE et al., 1991). Da es jedoch
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nicht in dem 13C—NMR—Spektrum der Huminsduren aus der Merzenhausener Parabraunerde

vorkommt (vgl. Abbildung 5-25 B), ist von einer Uberlagerung der Signale nicht auszugehen.

In allen Spektren — insbesondere im gegliihten Boden — war die deutliche Zunahme der
Signalintensititen im Bereich der Carbonyl- und Carboxyl-C-Atome (& = 170-175 ppm,
PiccoLo et al., 1990; WAIs, 1997, Abbildungen 5-36 bis 5-38) zu beobachten. Diese Signale
waren nicht im Spektrum des Maisstroh-Extraktes, jedoch in dem der Merzenhausener
Parabraunerde zu sehen (vgl. Abbildung 5-25 A und B). Sie konnen daher als Indikator fiir
die Humifizierung gelten. Dariiber hinaus war in einigen der Spektren ein Signal bei einer
chemischen Verschiebung von 169 ppm zu beobachten (z.B. in den Huminsdurenextrakten
der Mikrokosmen mit autoklaviertem Boden vor und 10 Wochen nach Beginn der Versuche
und — besonders markant — mit nativem Boden nach 26 Wochen, vgl. Abbildungen 5-37 A,
5-37 B und 5-38 C). Allerdings war das Auftreten der Signale nicht konsistent und daher
vermutlich auf Carbonat-Kohlenstoff, der durch Sorption von atmosphérischem CO; in der
0,14 M NaOD (deuterierte Natronlauge) fixiert ist, zuriickzufiihren (vgl. WAIS, 1997).

Die Ergebnisse der GPC-Untersuchungen waren weniger eindeutig. So lag zu Beginn der
Inkubation die mittlere MolekiilgréBe in den Huminsdurenextrakten des autoklavierten
Bodens schon vergleichsweise hoch (vgl. Tabelle 5-9). Dagegen wurde die mittlere Molekiil-
grofe in den Huminsiurenextrakten des nativen Bodens durch das zugegebene Strohmaterial
gegeniiber der reinen Parabraunerde (vgl. Abschnitt 5.5.4.1) reduziert. Offensichtlich fiihrte
das Tyndallisieren des Bodens der Variante H B zu einer Vergroferung von Huminstoff-
Aggregaten. Diese Beobachtung lisst sich mit der von JENNEMANN et al. (1986) in Einklang
bringen, die mittels Elektronenmikroskopie ein Verklumpen von Tonpartikeln durch Auto-
klavieren zeigen konnten. Wihrend in den anderen Mikrokosmen die Linge der Huminstoffe
bis zur 26. Woche zunahm, reduzierte sie sich in den Huminsidurenextrakten des auto-
klavierten Bodens nach der 10. Inkubationswoche auf den entsprechenden Wert der nativen

Parabraunerde.

6.1.7 Einfluss von Dithianon auf den Umsatz von Maisstroh und die
daran beteiligten mikrobiellen Gemeinschaften

Dieses Experiment sollte zeigen, ob die Struktur und Funktion der mikrobiellen Gemein-
schaften im Boden durch ein Pflanzenschutzmittel beinflusst werden kann. Durch die
Applikation von Dithianon in die Mikrokosmen mit einer Konzentration im Boden von 50 mg
kg'1 wurde die Mineralisierung des zugegebenen Maisstrohs nicht wesentlich beeinflusst und
erreichte in allen Varianten nach 3-wochiger Inkubation 30 % der eingesetzten Radioaktivitit.
Allerdings war zwischenzeitlich (3. Tag bis 14. Tag nach Applikation des Dithianon) die
Mineralisierung des C-Maisstrohs in den Mikrokosmen mit gegliihtem Boden reduziert.

Diese konnte sich in der Folgezeit jedoch wieder erholen. Wihrend der Einfluss des Fungizids
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auf den Maisstrohabbau also insgesamt als gering bezeichnet werden kann, war der Einfluss
auf die mikrobielle Aktivitit deutlicher. Dabei wurde nach Dithianon-Einsatz eine kurzzeitige
Hemmung der DMSO-Reduktase-Raten in den Mikrokosmen mit geglilhtem Boden
beobachtet (nur in der 1. Woche) und eine langfristige Verringerung der mikrobiellen
Aktivitit in den Mikrokosmen mit autoklaviertem Boden (bis zur 10.Woche nach der
Inokulation). Die Hemmung in den Mikrokosmen mit gegliihtem Boden fiel besonders stark
aus (fast komplette Hemmung der mikrobiellen Aktivitit), wodurch sich die anfinglichen
geringen Mineralisierungsraten erkldren lassen. Dagegen war die Verringerung der
mikrobiellen Aktivitiit in den Mikrokosmen mit autoklaviertem Boden nur bis zum 2. Tag in
gleicher Weise deutlich. Im weiteren Verlauf stieg diese jedoch auf Werte an, die mit denen
der unbehandelten Mikrokosmen mit gegliihtem Boden vergleichbar waren. Aus diesem
Grund war auch keine Beeintrichtigung der 1CO,-Produktion zu erwarten, da die stirkste
Mineralisierung des C-Maisstrohs nach dem 2. Tag bis zum 14. Tag erzielt wurde. Dagegen
wirkte sich die erhohte mikrobielle Aktivitit in den unbehandelten Mikrokosmen mit auto-
klaviertem Boden — wie auch schon in dem zuvor diskutiertem Experiment (vgl. Kapitel

6.1.6) — nicht auf die Mineralisierung aus.

Der deutlichste Einfluss durch Dithianon war bei den Ergosterolgehalten im Boden zu
beobachten. Hierbei zeigte sich noch nach 3 Wochen eine Verringerung der pilzlichen
Biomasse in den behandelten Mikrokosmen: Wiahrend sich in den unbehandelten Mikro-
kosmen nach 2-wdchiger Inkubation eine pilzliche Population aufgebaut hatte, waren erste
Anzeichen dafiir in den behandelten Mikrokosmen erst nach 3 Wochen zu beobachten, wobei
die Ergosterolgehalte zu diesem Zeitpunkt noch deutlich unter denen der unbehandelten
Mikrokosmen lagen. Interessanterweise scheint die Hemmung der pilzlichen Biomasse nicht
mit der Entwicklung der mikrobiellen Aktivitit zu Beginn der Inkubation verkniipft zu sein,
da auch in den unbehandelten Varianten erst nach 2 Wochen pilzliche Biomasse gefunden
wurde. Daraus lésst sich schlieBen, dass die Dithianon-Applikation nicht nur eine Hemmung
der pilzlichen Entwicklung bewirkt hat, sondern auch eine temporire Hemmung der gesamten

mikrobiellen Aktivitit und damit auch der Mineralisierung von Maisstroh.

Dieser Einfluss auf die bakteriellen Gemeinschaften ist auch bei der Analyse von 16S rDNA-
Fragmenten mittels DGGE belegt. Wihrend in autoklaviertem Boden nach 2-wd&chiger
Inkubation keine Unterschiede im Bandenmuster der unbehandelten (B I, Abbildung 6-2) und
der behandelten Variante (B II) erkennbar waren, unterschieden sich die entsprechenden
Bandenmuster der Mikrokosmen mit gegliihtem Boden. Dabei zeichnete sich das DNA-
Muster der behandelten Variante (A II) durch eine hohe Ubereinstimmung mit den beiden
zuvor genannten Varianten aus. Dagegen fehlten in dem Bandenmuster der DNA aus den
Mikrokosmen ohne Dithianon-Einsatz einige Banden, die in den librigen Proben deutlich
waren. Eine Sequenzanalyse der mittels DGGE aufgetrennten Abschnitte der 16S rDNA, wie

bei ENGELEN et al. (1998) beschrieben, konnte weitere Informationen iiber den Dithianon-
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Einfluss auf die mikrobielle Bodenzdnose geben. Allerdings konnten die Autoren keine
kausalen Zusammenhiinge der Effekte durch die eingesetzten Herbizide auf die Struktur der
mikrobiellen Gemeinschaften herleiten. Vorraussetzung dafiir wire ein tieferes Verstindnis
der mikrobiellen Prozesse im Boden, welches sich auf Organismenebene von Populations-
dynamik iiber funktionelle Diversitit hin zu den molekularen Steuerung von Schliissel-
prozessen erstreckt, und deren Erforschung zur Zeit eine der Hauptaufgaben der Biologie ist
(TIEDJE et al., 1999).

Dennoch lidsst auch der Vergleich der Bandenmuster auf einen Einfluss des Dithianon-
Einsatzes auf die Struktur der mikrobiellen Gemeinschaften schlieBen. Diese strukturellen
Veridnderungen wirkten sich jedoch nicht auf die mikrobielle Aktivitit oder auf die Funktion
des Maisstrohabbaus aus, so dass der Einfluss des Dithianon vermutlich auf einzelne Mit-
glieder der bakteriellen Gemeinschaft beschrinkt war. Diese wurden durch das vermehrte
Auftreten anderer Mitglieder ersetzt, so dass mikrobielle Aktivitit und Mineralisierung als
Summenparameter nicht beeinflusst wurden. Dieses wird auch dadurch belegt, dass die
Anzahl der Banden in den beiden betroffenen Spuren (AI und A II) nicht wesentlich beein-
flusst wurde: Die geringere Bandenzahl bei einer Laufweite von 50-70 mm in A I im Ver-

gleich zu A II wurde durch eine groBBe Bandenzahl zwischen 70 und 90 mm ausgeglichen.
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Ebenso wie bei der Mineralisierung von Maisstroh ist auch bei der Entstehung von Humin-
sduren kein deutlicher Einfluss durch die Dithianon-Applikation zu erkennen. Die in
Abbildung 5-44 und 5-45 gezeigten Spektren unterscheiden sich, abgesehen von den Signalen
durch die Kohlenstoffmatrix im autoklavierten Boden, nur geringfiigig voneinander. Ledig-
lich bei einer chemischen Verschiebung von 169 ppm tritt in beiden Varianten mit Dithianon-
Applikation ein zusitzlicher Peak auf. In diesem Bereich sind Signale von Carbonsiuren und
dhnlichen funktionellen Gruppen zu finden (PICCOLO et al., 1990; HESSE et al., 1991; WAIS,
1997). Dariiber hinaus ist kein Einfluss auf die Bildung von Huminsiduren durch Dithianon
vorhanden. Gleiches gilt auch fiir typische 13C—NMR—Signale des Dithianon: Keines der bei
WANNER (1999) beschriebenen Signale taucht in den Huminséduren der Bodenproben aus den
Mikrokosmen auf, die mit Dithianon behandelt wurden. Dieses konnte auch nicht erwartet
werden, da kein *C-markiertes Dithianon eingesetzt wurde und dariiber hinaus ein grof3er
Teil des eingesetzten Dithianon vermutlich innerhalb der 26-wdochigen Inkubation abgebaut
wurde. So fanden WANNER et al. (2000) in einer typischen Parabraunerde innerhalb von 64
Tagen eine Mineralisierung von Dithianon von etwa 33 %. Ebenso wie die BC-NMR-
Spektren, die eine Beschreibung funktioneller Gruppen in den Huminsiuren erlaubten,
ergaben auch die GPC-Chromatogramme keine sichtbare Beeinflussung der entstandenen

Humins&uren.

Die Vermutung, dass die Beeinflussung der mikrobiellen Gemeinschaften im Boden durch ein
Pflanzenschutzmittel auch einen Effekt auf die Bildung von Huminséiuren hat, lie sich fiir
Dithianon nicht bestitigen. Obwohl die Entwicklung der mikrobiellen Gemeinschaften,
insbesondere der Bodenpilze, durch die Zugabe von Dithianon gestért wurde, wurde die
Mineralisierung des eingesetzten MC-markierten Maisstrohs nur temporédr und auch nur in
geringem AusmalBl gehemmt. Die Charakterisierung der aus Maisstroh entstandenen
Huminséduren mit den beschriebenen Methoden ergab jedoch keinen eindeutigen Hinweis auf

einen Effekt durch das Pflanzenschutzmittel.
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6.2 Zusammenfassende Bewertung

6.2.1 Bedeutung einer hohen mikrobiellen Diversitét fir die
Humifizierung von Ernteriickstianden

Der Zusammenhang zwischen struktureller Diversitidt und Vielfalt der Abbauleistungen von
Mikroorganismen, die fiir den Kohlenstoffumsatz im Boden von Bedeutung sind, ist noch
weitgehend unbekannt (MEYER et al., 1993; GARLAND und MILLS, 1994); BEARE et al., 1995).
In jlingerer Zeit wird in diesem Zusammenhang vermehrt versucht, die funktionale Diversitit
mit der strukturellen Diversitit mikrobieller Gemeinschaften zu verkniipfen, wobei vor allem
mit Hilfe von Mikrotiterplatten der Firma BIOLOG ,,physiologische Community-Finger-
prints* (CLPP = community-level physiological profiling) erstellt werden (BOSSIO und SCcow,
1995; LEHMAN et al., 1995; INSAM und RANGGER, 1997; SHARMA et al., 1998a und b). Einen
Uberblick iiber den Einsatz dieser Substrat-Nutzungs-Profile in der Bodenmikrobiologie und

den damit verbundenen Problemen bei der Auswertung gibt GARLAND (1997).

Einen quantitativen Zusammenhang zwischen Diversitit und Abbauleistung von Mikro-
organismengemeinschaften im Boden versuchte SALONIUS (1981) herzustellen. Er beimpfte
trockene, durch Gammastrahlen sterilisierte Bodenproben mit Bodensuspensionen, die unter-
schiedlich artenreich waren, aber annihernd gleiche Biomasse aufwiesen, und inkubierte
diese Ansitze in geschlossenen Gefillen. Die gemessene Atmungsaktivitit war umso hoher, je
artenreicher das Inokulum war. In dhnlicher Weise argumentierten auch SETALA et al. (1998),
die einen verédnderten Kohlenstoffabbau in heterotrophen Systemen mit verringerter Arten-
vielfalt auf veréinderte Interaktionen zwischen den verschiedenen trophischen Ebenen zuriick-
fiilhrten. Gegen die Vermutung, dass eine verdnderte Diversitit notwendigerweise die
Mineralisierung von organischem Material im Boden beeinflusst, spricht jedoch, dass die
Abbauleistung in den Mikrokosmen mit definierten Gemeinschaften, deren Diversitiit jeweils
aus 10 Bakterien- und 3 Pilzisolaten bestand, teilweise an die Abbauleistung durch eine

komplexe mikrobielle Gemeinschaft heranreichte (vgl. Abschnitt 5.5.1).

Sicherlich ist jedoch nicht allein die Diversitit, sondern vielmehr die Organismen-
zusammensetzung einer mikrobiellen Gemeinschaft entscheidend. Maisstroh, welches in der
vorliegenden Arbeit als typischer Ernteriickstand eingesetzt wurde, besteht zu 48,0 % der
Trockensubstanz (37,8 % des Kohlenstoffgehaltes) aus ,,aktiven®, mikrobiell leicht verwert-
baren Komponenten, die ein C/N-Verhiltnis von 27 : 1 aufweisen (VANLAUWE et al., 1994).
Durch die Zugabe dieses leicht verwertbaren Materials werden selektive Bedingungen
geschaffen, die zur Anreicherung schnellwiichsiger r-Strategen (ANDREWS, 1984) und zu
einer Erniedrigung der GleichmiBigkeit in der Artenverteilung fiihren (evenness, PIELOU,
1966). Dieses ist sichtbar an der geringen Anzahl der Banden im denaturierenden Gel der
PCR-Produkte von DNA aus 2 Wochen alten Mikrokosmen mit komplexen mikrobiellen
Gemeinschaften (Abbildung 5-33).
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Da es sich bei kultivierbaren Bakterien hédufig um die erwihnten r-Strategen handelt, werden
sowohl in den Mikrokosmen mit komplexen Gemeinschaften als auch in denen mit den
Bodenisolaten die gleichen Organismen kultiviert, so dass in den Mikrokosmen mit den
definierten Gemeinschaften die Mineralisierung des Maisstrohs in den ersten Wochen ver-

gleichbar war mit der Mineralisierung durch die komplexe mikrobielle Gemeinschatft.

Dieser Befund diirfte sich jedoch nicht bei ldngerer Inkubation der Mikrokosmen wiederholen
lassen. Nach 6-wochiger Inkubation war bereits mehr als 40 % des C-Kohlenstoffes
mineralisiert. Die leicht verfligbaren Bestandteile des Maisstrohs waren somit verbraucht und
die selektiven Bedingungen, die zunéchst die schnellwachsenden Arten forderten, verinderten
sich zugunsten der langsam wachsenden K-Strategen (GISI, 1990). Diese Umkehrung ent-
spricht den theoretischen Analysen von MACARTHUR und WILSON (1963 und 1967), wonach
erstbesiedelnde Organismen in einem schwach oder gar nicht besiedeltem Umweltkomparti-
menten mit ausreichender Nihrstoffversorgung r-selektiert sind. In dem Moment, wo diese
sich etablieren, wird sich der Selektionsdruck hin zur K-Selektion wandeln. Eine vergleich-
bare Abfolge im Auftreten physiologisch verschiedener Gruppen von Mikroorganismen
wurde auch von HU et al. (1999) beschrieben: Sehr schnell nach dem Einarbeiten einer
Mischung aus Hafer- und Platterbsenmaterial stieg die Anzahl der Organismen an, die —
dhnlich wie die erwihnten r-Strategen — an eine gute Néhrstoffversorgung angepasst sind
(copiotroph). Die oligotrophen Bakterien, die durch hohe Substrataffinititen an geringe
Kohlenstoff-Konzentrationen in ihrer Umwelt angepasst sind (BUTTON, 1991), erreichten erst
nach etwa 4 Wochen ihre maximale Populationsdichte. HU et al. (1999) konnten dabei sogar

eine hemmende Wirkung durch hohe Kohlenstoffverfiigbarkeit zeigen.

Dieser funktionelle und strukturelle Wechsel der mikrobiellen Gemeinschaft hat vermutlich
Einfluss auf das Schicksal der Ernteriickstinde im Boden nach Verbrauch der leicht verfiig-
baren Bestandteile. BAATH (1994) erkannte den oligotrophen Bakterien im Boden nur eine
geringe Bedeutung fiir die direkten Kohlenstoffumsitze zu, obwohl WHANG und HATTORI
(1988) gerade bei Isolaten dieser Gruppe die Fihigkeit zur Nutzung aromatischer Kompo-
nenten von Lignin feststellen konnten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten eben-
falls darauf hin, dass die Aussage von BAATH (1994) nur auf die Mineralisierung der leicht
verfiigbharen Komponenten der in den Boden eingearbeiteten Pflanzenriickstiinde zutrifft.
Dagegen scheint diese Gruppe der oligotrophen Bakterien oder K-Strategen auf die weitere
Humifizierung der Abbauprodukte durchaus einen groBen Einfluss zu haben, indem durch
diese Organismen verstirkt komplexe Kohlenstoffquellen genutzt werden (SEMENOV, 1991;
HU und VAN BRUGGEN, 1997). Dieses deutete sich in den Ergebnissen der GPC-Untersuchun-
gen an, die eine VergroBerung der mittleren Molekiilmasse in den Huminséurenextrakten
innerhalb der 6-wochigen Inkubation nur nach Inokulation mit der komplexen Boden-
suspension ergab (vgl. Abschnitt 5.5.4.2 und Kapitel 6.1.5). Dagegen waren sowohl die

Mineralisierung von "C-markiertem Maisstroh als auch die C-NMR-Spektren der nach 6
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Wochen Inkubation extrahierten Huminsduren in den Ansitzen mit komplexen und definier-

ten Gemeinschaften vergleichbar.

6.2.2 Untersuchung von Xenobiotika in prozessorientierten
Mikrokosmen

Biologische Prozesse haben eine zentrale Bedeutung fiir die 6kologischen Funktionen im
Boden. Aus diesem Grund beinhalten heute die Zulassungsbedingungen fiir Pflanzenschutz-
mittel auch eine Bewertung neuangemeldeter Substanzen in Bezug auf Nebeneffekte auf
Bodenmikroorganismen und ihre Umsatzleistungen (MALKOMES und EHLE, 1997; HAIDER
und SCHAFFER, 2000), wobei Biomasse und Enzymaktivitéten als Indikatoren fiir die Wirkung
auf die sogenannten ,Nicht-Zielorganismen* dienen (WARDLE und PARKINSON, 1990;
SCHAFFER, 1993; LIN und BROOKES, 1999). Da der Umsatz von organischem Material im
Boden dessen Bodenqualitit erheblich beeinflusst, gelangen auch die damit verbundenen
Prozesse in das Blickfeld dieser Untersuchungen. Nebeneffekte auf den Kohlenstoffumsatz
im Boden wurden vor allem nach Fungizideinsatz beschrieben (WAINWRIGHT, 1978). Der
Umsatz von organischem Material wurde dabei entweder anhand von Modellsubstanzen
(ATLAS et al., 1978; KATAYAMA et al., 1992; SUYAMA et al., 1993 a und b) oder nach Ein-
arbeitung von Pflanzenmaterial in Boden untersucht (MALKOMES, 1980; HARDEN et al., 1993;
HUUSELA-VEISTOLA et al., 1994; HART und BROOKES, 1996). Der Schwerpunkt dieser Unter-
suchungen liegt dabei auf der mikrobiellen Biomasse und bestimmten Bodenenzymen, sowie
der Mineralisierung von zugegebenem organischen Material. Zu diesem Zweck wurde teil-
weise auch radioaktiv markiertes Stroh eingesetzt (HARDEN et al., 1993). Erst in jlingster Zeit
wurde die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften in diesem Zusammenhang
beachtet. Die Untersuchungen erstrecken sich dabei von der vergleichsweise groben
Unterscheidung zwischen bakterieller und pilzlicher Biomasse (HART und BROOKES, 1996;
LIN und BROOKES, 1999) bis zur Erstellung physiologischer und genetischer Fingerprints
mittels BIOLOG-Platten bzw. DGGE-Analysen, teilweise begleitet von Sequenz-Analysen
(ENGELEN et al., 1998; @VREAS et al., 1998; EL FANTROUSSI et al., 1999). Die Verkniipfung
funktionaler Untersuchungen anhand der Mineralisierung organischen Materials, Boden-
enzymen und CLPP (vgl. Abschnitt 6.2.1) mit strukturellen Analysen von Biomasse und
DGGE-Mustern fiihrten zur sensitiven Erfassung potentieller Nebeneffekte durch Pflanzen-
schutzmittel- Applikationen auf die Bodenbiozonose (ENGELEN et al., 1998; EL FANTROUSSI et
al.,, 1999). Der fiir die Bodenqualitit wichtige Prozess der Humifizierung von Ernte-
riickstinden (PERUCCI et al., 1997), der iiber die reine Mineralisierung hinausgeht, kann so
jedoch nicht erfasst werden. Aus diesem Grunde wurden in der vorliegenden Arbeit die oben
beschriebenen Methoden an prozessorientierten Mikrokosmen angewandt, die aufgrund der

kohlenstofffreien Bodenmatrix geeignet sind, den Aufbau von Huminsduren aus Ernte-
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riickstinden mit Hilfe von Gelpermeationschromatographie und 13C—NMR—Spektroskopie zu

verfolgen.

Wie in Kapitel 6.5 bereits angesprochen, ist die Methode der denaturierenden Gradienten-
Gelelektrophorese von PCR-Produkten geeignet, die mikrobiellen Gemeinschaften im Boden
zu beschreiben. Allerdings muss dabei beachtet werden, dass sich bei Zugabe von leicht
verwertbaren Kohlenstoff- und Energiequellen die Zusammensetzung der mikrobiellen
Gemeinschaften verindert. Es erfolgt ein schnelles und starkes Anwachsen der allochthonen
Mikroflora. Eine Verdnderung von Bandenmustern im denaturierenden Gradientengel auf-
grund anthropogener Einfliisse, wie beispielsweise nach einer Pflanzenschutzmittel-
Applikation, sagt also nur etwas iiber diese allochthone Mikroflora aus. Eine nachhaltige
Schidigung oder Verinderung der autochthonen Mikroflora kann mit dieser Methode nicht
erfasst werden. Dieses gilt jedoch nicht bei der Untersuchung von Langzeiteffekten, wenn der
grofite Teil des zugegebenen Materials zum Zeitpunkt der Probennahme bereits mineralisiert
bzw. inkorporiert ist. Aus diesem Grund ist fiir die Bewertung anthropogener Einfliisse auf
den Umsatz von eingetragenem Kohlenstoff in Agrarkosysteme nicht der Zeitraum von
entscheidender Bedeutung, in der die stirkste Mineralisierung stattfindet, sondern der der
spiter ablaufenden Humifizierung. Dieses wird auch durch die hier dargestellten Experimente
mit definierten mikrobiellen Gemeinschaften deutlich, bei denen die Mineralisierung und die
Zunahme huminstofftypischer funktioneller Gruppen in den Huminsdurenextrakten kaum
beeinflusst wurden, wihrend durch die geringe Diversitit die Zunahme der mittleren

MolekiilgroBe in den Huminsdurenextrakten gestort wurde.

Als Fazit aus der Fallstudie mit Dithianon lédsst sich die Eignung der beschriebenen Mikro-
kosmen zur Untersuchung anthropogener Effekte auf die Humifizierung von Ernteriick-
stinden ableiten. Allerdings bedarf es weiterer und lingerer Versuche, bevor eine Ubertrag-
barkeit gefundener Effekte auf landwirtschaftliche Boden moglich wird. Der Einsatz definier-
ter Gemeinschaften zur Beurteilung von Nebeneffekten aufgrund des Einsatzes von Pflanzen-
schutzmitteln in diesem System erscheint dagegen wenig sinnvoll, da die dadurch verursachte
geringe Diversitit das System zusitzlich destabilisiert. Allerdings konnen definierte Gemein-
schaften in Detailstudien zur Beschreibung einzelner Prozesse und Effekte eine sinnvolle

Ergéinzung darstellen.
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6.2.3 Schlussfolgerungen

In den beschriebenen prozessorientierten Mikrokosmen wurde der Umsatz von Maisstroh
untersucht. Dabei zeigte es sich, dass gegliihter Boden — ebenso wie Boden mit einer nativen
Kohlenstoffmatrix — geeignet ist, mikrobielle Prozesse zu studieren. Insbesondere die
Mineralisierung des zugegebenen Pflanzenmaterials, die DMSO-Reduktase-Raten und die
Entwicklung der pilzlichen Biomasse in einem reinokulierten, sterilen Boden entsprachen
anndhernd den Parametern in nativem Boden. Gleiches galt auch fiir die Entwicklung der
mikrobiellen Gemeinschaften, wie anhand der DGGE-Analysen aus Boden extrahierter und
partiell amplifizierter 16S rDNA (vgl. Kapitel 6.1.6) gezeigt wurde.

Durch das Gliihen bei 600 °C wurde jedoch die Kohlenstoff-Matrix des Bodens zerstort und
gleichzeitig der Stickstoffgehalt erheblich reduziert, so dass die Zugabe einer Stickstoffquelle
notig war. Diese erfolgte in Form von anorganischen Stickstoff mittels Kalkammonsalpeter in
landwirtschaftlich {iblicher Menge. Wihrend der ersten 6 Wochen verlief nach dieser
Stickstoff-Behandlung der Abbau des 14C-markierten Maisstrohs in gegliihtem Boden parallel
zum Abbau in nativem Boden. Allerdings zeigte sich nach weiteren 22 Wochen, dass nur die
Zugaben weiterer Nihrstoffe, wie sie in der natiirlichen Bodenlosung vorliegen, auf Dauer
geeignet ist, die Verhiltnisse im Boden zu simulieren (vgl. Kapitel 6.1.4). Diese Zugabe
erfolgte nicht mit einem Bodenextrakt, wie bei JAMES (1958) beschrieben, sondern in
definierten Mengen nach ANGLE et al. (1994), wodurch eine bessere Standardisierung der

Mikrokosmen erreicht wurde.

Der Einsatz definierter Gemeinschaften sollte die Rolle der kultivierbaren Organismen und
die Bedeutung einer hohen mikrobiellen Diversitit aufzeigen. Mineralisierung und Zunahme
huminstofftypischer Strukturen in Huminsidurenextrakten waren nach Einsatz definierter
Gemeinschaften innerhalb von 6 Wochen vergleichbar mit den Vorgingen in Mikrokosmen,
die durch eine Bodensuspension inokuliert wurden. Dieses kann auf die selektiven
Bedingungen in den Mikrokosmen zuriickgefiihrt werden, die zu Beginn der Inkubation
schnellwachsende Mikroorganismen bevorzugen. Da es sich bei kultivierbaren Mikro-
organismen hiufig um r-Strategen handelt, haben die definierten Gemeinschaften bei
anfinglich guter Versorgung mit leicht verfiigbaren Kohlenstoff- und Energiequellen
optimale Bedingungen fiir schnelles Wachstum und Kohlenstoffumsatz (vgl. Kapitel 6.1.6).
Allerdings deuteten die GPC-Ergebnisse an, dass nicht alle Funktionen, die fiir die
Humifizierung wichtig sind, durch die Gemeinschaften mit der verringerten Diversitit
erbracht werden konnen. So zeigte sich, dass zwar der Anteil huminstofftypischer
Komponenten im Verlauf der Inkubation mit den definierten Gemeinschaften zunahm
(ersichtlich aus den 13C—NMR—Spektren), gleichzeitig jedoch eine Zunahme der mittleren
MolekiilgroBe in den Huminsédurenextrakten wie bei Inkubation mit komplexen mikrobiellen

Gemeinschaften nicht stattgefunden hat.
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Vor allem die erwéhnten r-Strategen scheinen in den ersten Wochen der Inkubation fiir den
Umsatz des Maisstrohs verantwortlich gewesen zu sein. Dieses war am hohen Anteil kulti-
vierbarer Organismen ersichtlich, die zudem sehr einfache, in allen Varianten gleiche Banden-
muster in den denaturierenden Gelen hervorriefen. Die selektiven Bedingungen waren in allen
Varianten vorhanden, obwohl in Mikrokosmen mit nativem Boden von Beginn an hdhere
mikrobielle Aktivitit und Biomasse festgestellt wurden. Gleichzeitig waren die kultivierbaren
Organismen einem hoheren Konkurrenzdruck ausgesetzt, so dass hier geringere Keimzahlen
im Vergleich zu den reinokulierten Varianten mit gegliihtem oder autoklaviertem Boden fest-
gestellt wurden. Dennoch waren die Bandenmuster im denaturierenden Gel 2 Wochen nach
Beginn der Inkubation nicht voneinander verschieden, was die Bedeutung der schnell-
wachsenden r-Strategen fiir den Umsatz leicht verfiigbarer Kohlenstoffquellen im Boden
unterstreicht. Deren Einfluss nahm jedoch im weiteren Verlauf ab, was ersichtlich war an der
Diversifizierung der DNA-Bandenmuster, aber auch an der Abnahme der Keimzahlen und der
gleichzeitigen Zunahme der Pilzbiomasse. Gleichzeitig wurde der Aufbau von Huminséiuren
aus dem zugegebenen Maisstroh mittes 13C-NMR-Spektroskopie und Gelpermeationschroma-
tographie untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die beschriebenen Mikrokosmen mit
komplexen mikrobiellen Gemeinschaften geeignet sind, die Humifizierung von Ernte-

riickstiinden im Boden zu verfolgen.

In der Fallstudie mit Dithianon in einer Konzentration von 50 mg kg'1 Boden wurden die
Mineralisierung von C-markiertem Maisstroh und die mikrobielle Aktivitit nur geringfiigig
beeinflusst. Die Bestimmung von Ergosterol zeigte, dass dieses Methode geeignet ist,
Einfliisse von Pflanzenschutzmitteln auf Bodenpilze zu erfassen. Weiterhin wurde die
Entwicklung der mikrobiellen Gemeinschaften und die Entstehung von Huminséuren unter-
sucht. Die gefundenen Abweichungen zu unbehandelten Mikrokosmen waren jedoch gering
und ein direkter Riickschluss auf die Wirkung des Fungizidwirkstoffes kann ohne weiter-

fiihrende Untersuchungen nur vermutet werden.

Der Einsatz definierter Gemeinschaften zur Beschreibung von Pestizideinfliissen auf die
mikrobiellen Prozesse bei der Humifizierung von Maisstroh scheint aus den genannten
Griinden nur zur Untersuchung von Detailfragestellungen geeignet (vgl. Abschnitt 6.2.2).
Dagegen konnen die beschriebenen Mikrokosmen mit gegliihten Boden und einer komplexen
mikrobiellen Gemeinschaft dazu dienen, die mikrobielle und chemische Dynamik bei der
Humifizierung von Ernterilickstinden und deren Beeinflussung durch Xenobiotika zu erfassen.
Allerdings sollte in zukiinftigen Untersuchungen dazu auch die Frage der Ubertragbarkeit auf

die Freilandsituation beriicksichtigt werden.
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Diskussion

Die vorgelegte Arbeit stellt einen ersten Beitrag dar, Struktur und Funktion von mikrobiellen
Gemeinschaften im Boden anhand eines Schliisselprozesses aufzukldren. Dabei dienten die
eingesetzten Methoden, inbesondere die Ergosterol-Bestimmung als Indikator fiir die Pilz-
biomasse und der Einsatz der denatuierenden Gradienten-Gelelektrophorese zur Beschreibung
der mikrobiellen Gemeinschaften im Boden, als wertvolle Techniken fiir die Bearbeitung der
Fragestellung. In Verbindung mit den 13C—NMR—Analysen und der Gelpermeationschromato-
graphie von Huminsédurenextrakten wurde gezeigt, dass einzelne Prozesse, wie beispielsweise
die Mineralisierung von Maisstroh und die Zunahme an huminstofftypischen Strukturen im
umgesetzten organischen Material, unter geeigneten Bedingungen auch durch definierte
mikrobielle Gemeinschaften mit Bodenisolaten erfolgen. Der Aufbau groBerer Huminstoff-
molekiile wurde dagegen nur nach Inokulation durch eine komplexe mikrobielle Gemein-
schaft beobachtet, wobei in den ersten Wochen wenige dominante, schnellwachsende Bakte-
rien fiir den Abbau von Maisstroh verantwortlich waren, die im weiteren Verlauf von einer
diverseren mikrobiellen Gemeinschaft abgeldst wurden, in der neben Bakterien auch Pilze
von groBer Bedeutung waren. Beobachtete Effekte auf die Zusammensetzung der mikro-
biellen Gemeinschaften im Boden durch den Einsatz von Dithianon als Testsubstanz fiihrten
dagegen nicht zu einer Beeintrichtigung der Huminstoffbildung innerhalb der Versuchzeit
von 26 Wochen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Die mikrobiellen Gemeinschaften des Bodens sind verantwortlich fiir die Stoffkreisldufe und
damit auch den Erhalt der Fruchtbarkeit landwirtschaftlich genutzter Boden. Um den Einfluss
anthropogener Aktivitit, z.B. durch den Einsatz von Pflanzenschutzmitteln, auf den Boden,
seine Mikroflora und die damit verbundenen Stoffkreisldufe beurteilen zu kOnnen, ist ein
detailliertes Wissen iiber die Struktur und Funktion mikrobieller Gemeinschaften in Béden
notwendig. In dieser Arbeit wurden die am Umsatz von Ernteriickstéinden beteiligten Mikro-
organismen in prozessorientierten Mikrokosmen unter anderem mittels denaturierender
Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) amplifizierter 16S rDNA-Abschnitte untersucht. Die
in den Mikrokosmen aufgebauten Huminsiuren dienten als Indikator fiir die Qualitiit des
Humifizierungsprozesses und wurden mittels 13C—NMR—Spektroskopie und Gelpermeations-

chromatographie (GPC) analysiert.

Boden (Parabraunerde) wurde durch Gliihen bei 600 °C von organischem Kohlenstoff befreit.
In diesem Boden wurde der Abbau und die Humifizierung C-markiertem Maisstrohs durch
definierte und durch die natiirlich vorkommenden komplexen mikrobiellen Gemeinschaften
untersucht. Die definierten Gemeinschaften bestanden aus Bodenisolaten, die am Umsatz von
Maisstroh beteiligt sind. Sie wurden in Bodenmikrokosmen mit Maisstroh als einziger
Kohlenstoffquelle angereichert. Nach verschieden langer Inkubationszeit wurden die Mikro-
organismen aus den Mikrokosmen extrahiert und auf R2A (Standardmedium fiir Umwelt-
bakterien), Bodenextraktagar (mit geringer Menge leicht verfiigbaren Kohlenstoffs) und

Malzextraktagar (zur Kultivierung von Pilzen) kultiviert.
Die Ergebnisse der verschiedenen Versuchsabschnitte lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Die Zugabe einer anorganischen Stickstoffquelle férderte den Abbau von MC-markiertem
Maisstroh im gegliihten Boden nach Inokulation mit einer komplexen mikrobiellen
Gemeinschaft. Nach 42 Tagen erreichte die Mineralisierung dort mit 40 % (£ 2 %) der
applizierten Radioaktivitit vergleichbare Mengen wie in Boden mit nativer Kohlenstoff-
matrix (42 % der applizierten Radioaktivitit). Bei ldngerer Inkubation stieg die Hco,-
Produktion nur noch geringfiigig an und es zeigte sich, dass die Zugabe einer kiinstlichen
Bodenldsung mit geringem Stickstoffgehalt einen weitergehenden Abbau zur Folge hat.
In dieser Variante wurden die groten Mengen an "CO, in gegliihtem Boden produziert,
vergleichbar mit der Mineralisation im nativen Boden (jeweils 53 % der applizierten
Radioaktivitit). Insgesamt betrachtet lag die Mineralisation von Maisstroh durch die
komplexen Gemeinschaften in gegliihtem sowie nativem Boden in einer #hnlichen

GroBenordnung.
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Zusammenfassung
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Die untersuchten mikrobiellen Prozesse und die Humifizierung von Maisstroh waren in
den Mikrokosmen mit gegliihtem, autoklaviertem bzw. nativem Boden nach Inokulation
durch eine Bodensuspension mit komplexer mikrobieller Gemeinschaft vergleichbar.
Keimzahlbestimmung und DGGE-Analysen zeigten, dass in den ersten Wochen der
Inkubation vor allem einige schnellwachsende r-Strategen am Abbau des toten
Pflanzenmaterials beteiligt waren, wihrend im weiteren Verlauf die Pilzbiomasse ebenso
wie die mikrobielle Diversitdt zunahm. Gleichzeitig wurde die Humifizierung des Strohs
mittels 13C—NMR—Spektroskopie und Gelpermeationschromatographie verfolgt, wobei
innerhalb von 26 Wochen in den Huminsiurenextrakten der Anteil huminstofftypischer

Strukturen und die mittlere Molekiilgroe zunahmen.

In den Mikrokosmen wurden verschiedene Mischkulturen mit Bodenisolaten (jeweils 10
Bakterien und 3 Pilze) eingesetzt, um die Bedeutung der mikrobiellen Diversitit fiir die
Humifizierungsprozesse festzustellen. Durch die komplexen Gemeinschaften wurden
41 % (x 4 %) des applizierten Radiokohlenstoffes mineralisiert. Dagegen kamen die
effektivsten definierten Gemeinschaften lediglich auf 35 % (2 %). Die Untersuchung
von Huminsiuren mittels ' C-NMR-Spektroskopie ergab keinen Unterschied in der Ent-
stehung huminstofftypischer funktioneller Gruppen wihrend einer 6-wdéchigen Inkuba-
tion in Mikrokosmen mit definierten und komplexen Gemeinschaften. Allerdings ergaben
die GPC-Analysen, dass nach Inkubation mit den definierten Gemeinschaften keine
Lingenzunahme der Huminsiduren im Gegensatz zu den komplexen Gemeinschaften
stattgefunden hat. Es konnen also nicht alle Prozesse der Humifizierung durch die hier

ausgewihlten definierten Gemeinschaften abgebildet werden.

In einer Fallstudie wurde der Fungizidwirkstoff Dithianon in einer Konzentration von
50 mg kg'1 Boden eingesetzt, um die Sensibilitit der Mikrokosmen mit komplexen
mikrobiellen Gemeinschaften am Beispiel des Einflusses durch ein Pflanzenschutzmittel
zu testen. Die Mineralisierung von '*C-markiertem Maisstroh und die mikrobielle
Aktivitit wurden durch die Pflanzenschutzmittel-Applikation geringfiigig verringert.
Dagegen wurde der Aufbau pilzlicher Biomasse in den ersten 2 Wochen unterdriickt.
Auch 3 Wochen nach der Dithianon-Applikation lagen die Ergosterolgehalte im Boden
noch unterhalb der in den Kontrollvarianten. Allerdings wurde trotz dieser Effekte auf die
mikrobiellen Gemeinschaften im Boden keine Verinderung der Humifizierungsprodukte

festgestellt.
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9 ANHANG

Anhang A Abkiirzungsverzeichnis (teilweise mit Bemerkungen).
Chemikalien

APS Ammoniumpersulfat Katalysator bei der Polyacrylamid-
Polymerisation

Bromphenolblau Marker-Farbstoff
in der Gelelektrophorese

DMS Dimethylsulfid

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxy-Nukleinsduren

Fe-EDDHA Eisen-Ethylendiamin-di Bestandteil der SSE-Mediums

(o-hydroxyphenylsaure)-Komplex nach Angle et al., 1991

Ficoll 400 Polysucrose 400 Nichtionisches synthetisches Sucrose-
Polymer, Molekulargewicht ca. 400 000

KAS Kalkammonsalpeter Calcium- und Stickstoff-Diinger

MES 2-(N-morpholino)-ethansulfonséure Bestandteil der SSE-Mediums
nach Angle et al., 1991

MilliQ Reinstwasser nach Aufreinigung mit

Millipore-System

PAA Polyacrylamid Matrix fiir Nukleinsdure-Gele

PVPP Polyvinylpolypyrolidon Reinigung von DNA aus Boden;
bindet Huminstoffe

SybrGreen Farbstoff zum Farben von Nukleinsduren

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin =~ Vernetzer bei der Polyacrylamid-
Polymerisation

Tris Tris(hydrixymethyl)-aminomethan) Biochemischer Puffer

Tween Polyoxyethylensorbitan

Xylencyanol Marker-Farbstoff

in der Gelelektrophorese
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Anhang

Anhang A (Fortsetzung)

Medien

BEA

Bodenextrakt-Agar

Festndhrmedium zur Kultivierung von
oligotrophen Bodenbakterien

ME Malzextrakt Medium zur Kultivierung von Pilzen

R2A Festnihrmedium zur Kultivierung von
Umweltbakterien

SSE Soil Solution Equivalent Medium Mineralsalz-L6sung, die an Konzentrationen
in der Bodenldsung angelehnt ist

Sonstiges

S Chemische Verschiebung von Signalen in
den “C-NMR-Spektren

a.R. applizierte Radioaktivitéit

BIOLOG Verfahren zur Identifizierung von Bakterien
mit Hilfe von ca. 90 verschiedenen C-Quellen

DGGE Denaturierende Gradienten

Gelelektrophorese

n.n. nicht nachweisbar

kd 1000 Dalton Molekiilmassen-Einheit

PB-MER Tyische Parabraunerde aus

Merzenhausen, Jiilich (Rheinland)

PCR Polymerase Chain Reaction Enzymatisches Verfahren zur
Vervielfiltigung von Nukleinsdure-
Sequenzen

ppm parts per million mg kg

QlAex II Reinigungs-Kit zum Trennen von
Nukleinsduren und einer Gelmatrix

RT Raumtemperatur

SSp. Subspecies

U min™ Umdrehungen pro Minute

UN Uber Nacht

v.R. aktuell im Boden vorhandene

Radioaktivitit
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Anhang

Anhang B Ubersicht iiber die in den Varianten V 1 und V 2 eingesetzten Isolate (mit

internen Bezeichnungen).

Woche der Gram-

Name Medium Isolierung  Verhalten Bemerkungen

Variante V 1

[Al 1 - Stdbchen

118D 2 - Stabchen; BIOLOG-Zuordnung: Xanthomonas spp.
arJ 3 - Stébchen

IVA ROA 4 + Stibchen, groB, in Ketten

vcC 7 - Stébchen, lang und schmal

VIE 10 + Stibchen, groB, in Ketten

alt A 60 + Stabchen, pilzéhnliches Wachstum (dhnlich

Bacillus cereus var. mycoides, SCHLEGEL, 1992)

nc 2 - Kokken, klein; BIOLOG-Zuordnung: Salmonella spp.
IV A BEA 4 n.a.

Ly 1 Schimmelpilz

B ME 2 Hefe

altF 60 Hefe

Variante V 2

IB1 1 - Kokken, klein

B 2 + Stébchen

LA 3 * BIOLOG—Zuordnung:S ;?Eznglgphomonas maltophila
IVK R2A 4 - Kokken, klein

vVC 7 + Stéabchen

VIF 10 + Stidbchen

alt D 60 + Stéabchen

nc 2 - Kokken, klein; BIOLOG-Zuordnung: Salmonella spp.
IVB BEA 4 - Stiibchen; BIOLOG-Zuordnung: Burkholderia gladioli
B 2 Hefe

IVy ME 4 Schimmelpilz, Ascomycet

altm 60 Schimmelpilz
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Anhang

Anhang C Ubersicht und Beschreibung der in den Maisstrohrotte-Mikrokosmen mit

definierten Gemeinschaften (vgl. Kapitel 3.5) eingesetzten Bakterien (Medium
R2A und BEA) und Pilze (ME).

Name Medium Woc.h ¢ der Bemerkungen
Isolierung
Variante 1
A 3 Gram -; Stidbchen; .
BIOLOG-Zuordnung: Stenotrophomonas malthophila
VG 4
KO R2A 26
alt G 60
A 10 -
IB 1
I1G, 1 Gram -
orBe 3 Gram -; BIOLOG-Zuordnung: Pseudomonas spp.
VIB BEA 10 Gram -
keK 26 Gram +; mycelartiges Wachstum
Iy 3 Schimmelpilz
VIQ ME 10 Schimmelpilz
altm 60 Schimmelpilz
Variante 2
Gram +; mycelartiges Wachstum
I1G; 1 BIOLOG-Zuordnung: Clavibacter michiganense
ssp. sepedonicum
VD 7 Gram +
VIIB R2A 13
M 20b -
A8 -
oA 2
oI A 3 Gram -; BIOLOG-Zuordnung: Agrobacterium tumefaciens
B BEA 3 Gram -; BIOLOG-Zuordnung: Pseudomonas spp.
IVE 4
VIB 10 Gram -
arB 3 Hefe
alt]J ME 60 Hefe
A2 - Hefe
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Anhang

Anhang C (Fortsetzung)
Name Medium Woc.h e der Bemerkungen
Isolierung
Variante 3
IA 1 Gram -; Stdbchen
IB 2 Gram +; Stdbchen
VH R2A 77
ksF 26
M 19 -
I1C 1
arA 3 Gram -; BIOLOG-Zuordnung: Agrobacterium tumefaciens
v, BEA 4
VB 7
k¢L 26
mrc 3 Hefe
IV ME 4 Schimmelpilz
kem 26 Schimmelpilz
Variante 4
oA 2
B 3
VID R2A 10
VIID 13
ksF 26
D 2
IVG 4
VC BEA 7
VD 7
VIC 13
Oa 2 Schimmelpilz
Via 13 Schimmelpilz, 100 % Ubereinstimmung der partiellen
ME Basensequenz (410 Bp) mit Acremonium murorum

Hefe, 99 % Ubereinstimmung der partiellen Basensequenz mit
Al2 - Acremonium kiliense (471 Bp) und mit
Acremonium strictum (457 Bp)
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Anhang C (Fortsetzung)

Name Medium ‘I)[;Zlcihef’bf; Bemerkungen

Variante 5

IE 1

mA,

Vo R2A 4

VIIF 13

kL 26 Gram -; Stidbchen; .
BIOLOG-Zuordnung: Stenotrophomonas malthophila

TA 1

OE 2 Gram +; mycelartiges Wachstum

B 3 Gram -; BIOLOG-Zuordnung: Pseudomonas spp.

VB BEA 4 g%ﬁ&é?ﬁiﬁﬁﬁng: Burkholderia gladioli

VC 7

A 1 Hefe

VA ME 7 Hefe

altH 60 Hefe

Variante 6

IE 2 Gram +

VE 7

ksN R2A 26 Gram +

altJ, 60

M 16¢ -

nc 2 Gram -; BIOLOG-Zuordnung: Salmonella spp.

I A 3 Gram -; BIOLOG-Zuordnung: Agrobacterium tumefaciens

IVF BEA 4 Gram +

VB 7

VID 10

nrJ 3 Hefe

V= ME 4 Schimmelpilz
Schimmelpilz, Zygomycet, 100 % Ubereinstimmung der

ki 26 partiellen Sequenz der 18 S rDNA (490 Bp) mit

Rhizopus oryzae
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Anhang C (Fortsetzung)

Name Medium Zzlcihei;:g Bemerkungen

Variante 7

IC 1 Gram +

VF 7

k¢N R2A 26 Gram +

alt T 60

All - Gram -

IF 1

oD

IvC BEA 4 Gram -

VIA 10 Gram +

kB 26 Gram -
Schimmelpilz, Ascomycet, 99 % Ubereinstimmung der

IVe 4 partiellen Sequenz der 18S rDNA mit
Aporothielavia leptoderma (510 Bp)

kyu ME 26 Schimmelpilz
Schimmelpilz, 100 % Ubereinstimmung der partiellen

alt & 60 Sequenz der 18S rDNA mit Neocosmospora vasinfecta
(483 Bp)

Variante 8

IH 1 Gram +; mycelartiges Wachstum

oD 2 Gram -; Stabchen; BIOLOG-Zuordnung: Xanthomonas spp.

VM R2A 4 gfgﬁ(_)’(?-tgzilggl;ng: Stenotrophomonas malthophila

VID 10

M 18° -

OE 2 Gram +; mycelartiges Wachstum

arB 3 Gram -; BIOLOG-Zuordnung: Pseudomonas spp.

IVB BEA 4 Gram -; Stidbchen;
BIOLOG-Zuordnung: Burkholderia gladioli

vcC 4 Gram -

vVC 7

mp 3 Schimmelpilz

VIn ME 10 Schimmelpilz

altm 26 Schimmelpilz
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Anhang C (Fortsetzung)

Name Medium Zzlcihei;:g Bemerkungen

Variante 9

oF 2

nc 3

VG R2A 7

VIIG 13

kO 26

IG 1 Gram -; BIOLOG-Zuordnung: Pseudomonas spp.

oI A Gram -; BIOLOG-Zuordnung: Agrobacterium tumefaciens

IVD BEA 4

VIE 10 Gram +

ksO 26 Gram -

ms 3 Schimmelpilz, Ascomyce'F, 99‘ % Ubereinst.imn.lung der partiellen
Basensequenz (495Bp) mit Gibberella pulicaris

VIB ME 10 Schimmelpilz
Schimmelpilz, Ascomycet, 100 % Ubereinstimmung der partiellen

alt 8 60 Sequenz der 18S rDNA (483 Bp) mit Neocosmospora vasinfecta

Variante 10

VO 4

VID 10

kel R2A 26 gfé)?&(?—?ﬁf)?gﬁl,mg: Stenotrophomonas malthophila

alt K 60

A -

2

nc Gram -; BIOLOG-Zuordnung: Salmonella spp.

IvC Gram -

VD BEA

VIB 10 Gram -

ksO 26 Gram -

arA 3 Hefe

Ve ME 4 Schimmelpilz , Ascomycet, 99 % Qbereinsti@nung der partiellen
Sequenz der 18s rDNA (498 Bp) mit Aporothielavia leptoderma
Schimmelpilz, Ascomycet, 100 % Ubereinstimmung der partiellen

ks 26 Basensequenz der 18s rDNA (495 Bp) mit

Penicillium namyslowskii
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Anhang

Anhang D BIOLOG-Profile und Identifizierunge der Maisstrohrotte-Isolate (gute
Verwertung der angegebenen Kohlenstoffquelle =,,1%,
schwache Verwertung =,,?* und keine Verwertung =,,0*;

weitere Erlduterungen in Abschnitt 3.1.3).

Anmerkung:

Folgende Isolate konnten mit BIOLOG nicht identifiziert werden, da zu wenige eindeutig positive
Reaktionen festgestellt wurden:

R2A I C (Gram-positiv, isoliert auf R2A aus 1 Woche alter Maisstrohrotte)

R2A k¢N (Gram-positiv, isoliert auf R2A aus 26 Wochen alter Maisstrohrotte)

BEA k4B (Gram-negativ, isoliert auf BEA aus 26 Wochen alter Maisstrohrotte)

R2A alt T (Gram-positiv, isoliert auf R2A aus 60 Wochen alter Maisstrohrotte)

Isolat R2A I G, (Gram-postiv, isoliert auf R2A aus 1 Wochen alter Maisstrohrotte)

<l

a-cyclo-dextrin L-arabinose

glucosamine

0
D-fructose L-fucose D-galactose a-D-glucose lactulose maltose D-mannitol
0 0 0 0 0 0
B-methyi-D- i = i methyls
glicoside D-psicose 2 D-sorbitol turanose xyiitol ynivats
0 0 0 1 0 0 0

0

acetic acid cns—acpnmc citric acid formic acid D—galactomc D-galaclturomc D-glugomc glucosaminic D-glucyromc oc—hyfirox;l/— ﬁ-hygroxy— 'y-hyz.iroxyl-
acid acid lactone acid acid acid acid butyric acid | butyric acid | butyric acid
0 0 0 0 0 ? 0 ? 0 0 0
- p-hydroxy- . o . . L
ohenyi-acetic | faconic aig | 950 butyric { oeketo glutaric) e kato valorie | b il maionic acid et
oid acid acid acid acid
0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
bromo | succinamic | - glucuron- | o ioide | D-alanine L-alanine L-alanyl- L-alanylglycine| L-aspartic acid| L-glutamic ghyey-L- ghyoytL-
succinic acid acid amide glycine acid aspartic acid | glutaminc acid
0 0 0 0 0 1 0 0 ? ? 0 0

phenylethyl-
amine

0

D,L-a-glycerol
phosphate

0

glucose-1-
phosphate

0

glucose-6-
phosphate

1

urocanic acid inosine uridine thymidine putrescine

ethanol diol glyoerol

0

0 1

0 4]

0 ?

Gute Identifizierung als Clavibacter michiganense ssp. sepedonicum mit einem Ahnlichkeitsindex von
0,569.
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Anhang D (Fortsetzung)

Isolat BEA I C, (Gram-negativ, isoliert auf BEA aus 1 Wochen alter Maisstrohrotte)

1 1 1 1 1 1 1
D-fructose L-fucose gentiobiose | a-D-glucose | m-inositol o-D-lactose lactulose maltose D-mannitol | D-mannose
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Bmethyl-D- D-psicose i D-sorbitol slicrose tiranose xylitol methiyl:
glucoside pyruvate
1 1 1 1 1 0
D-

D-
cis-aconitic . . D-galactonic D-gluconic -
. citric acid ; . glucosaminic

acid acid lactone acid

D-glucuronic | o-hydroxy- B-hydroxy- y-hydroxy-
butyric acid | butyric acid | butyric acid

1

D-saccharic
acid

1 1

quinic acid

succinamic [ glucuron- L-alanyl- L-aspartic | L-glutamic glycyl-L- aiyeyHL-

succinic acid acid amide L-alanine glycine alanylglycine acid acid aspartic acid glu;acrizinc
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
‘ Yy-amino-
butyric acld
1
urocanic acid|  inosine uridine thymidine phearx:i!ehyl- putrescine 2(;::2‘ ::1:" 23'3:1;"“‘ glycerol Dg};g;%zzzo' g:;ocsps:;é ﬁ:ﬁs::;g
n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

Keine sichere Identifizierung moglich; beste Ubereinstimmung mit Serratia rubidea

(Ahnlichkeitsindex = 0,287) und Cedecea lapagei (Ahnlichkeitsindex = 0,243).

Isolat BEA I G (Gram-negativ, isoliert auf BEA aus 1 Wochen alter Maisstrohrotte)

e Neacelyl-D: |
yc. dextrin galactos- adonitiol L-arabinose | D-arabitol
dextrin
0 2 0 1 1
i-erythritol D-fructose L-fucose lactulose maltose D-mannitol | D-mannose
? 1 ? 0 ? 1 1

ono-methyl
succinate |

1

cis-aconitic D-galactonic
acid lactone

~ | D-gluconic -
galacturonic gaci d glucosaminic

acid acid
1 1 0 0 1 0
p-hydroxy-
phenyl-acetic
- acd

0 , 1 1 0

bromo succinamic L-alanyl- L- L-aspartic L-glutamic glycyl-L-
succinic acid acid glycine alanylglycine acid acid aspartic acid

1 1 0

D-glucuronic | a-hydroxy- B-hydroxy- y-hydroxy-

acetic acid acid butyric acid | butyric acid | butyric acid

g o keto valeric quinic acid D-sacgha ° | sebavic acid | succinic acid
acld acid =

glyeyl-L-
glutaminc
acid

hydroxy-L~ B L-pyro-
proling glitamic acid

1 1 1 1 1

phenylethyl- : 2-amino- 2,3-butane-
. putrescine N
amine ethanol diol

L=seting L-threonine | D L-carnitine

D,L-a-glycerolf glucose-1- glucose-6-
phosphate phosphate phosphate

1 1 1 0 0 1 ? 0 1 0 0 0

urocanic acid inosine uridine thymidine glycerol

Keine sichere Identifizierung méglich; beste Ubereinstimmung mit Pseudomonas corrugata

(Ahnlichkeitsindex = 0,327) und Pseudomonas fragi (Ahnlichkeitsindex = 0,087).
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Anhang D (Fortsetzung)

Isolat R2A II D (Gram-negativ, isoliert auf R2A aus 2 Wochen alter Maisstrohrotte)

i-erythritol D-fructose

1 0

BmethitD-
glucoside

Q 0

cis-aconitic
acid

0

D-psicose

citric acid formic acid

e ket butyric | a-keto glu;

0

succinamic

succinic acid acid

0 0
L-histidiny
inosine uridine

urocanic acid thymidine

0 0 0 0

1 0
1 1 0
0 1

w-keto valeric
acid

phenylethyl-
amine

0

m-inositol

D-gluconic
acid

2-amino-

utrescine
P ethanol

0 0

7 ,1 .
o-D-lactose lactulose
1 ?
D-tr

glucosaminic

| turanose

D- D-glucuronic

guinic acid

L-aspartic acid|

glycerol

0 0

maltose

1

a-hydroxy-
butyric acid

0

D-saccharic
acid

0

L-glutamic
acid

D,L-a-glycerol
phosphate

0

D-mannitol

0

B-hydroxy-
butyric acid

0
sebacic acid

0

glyeyl-L-
aspartic acid

glucose-1-
phosphate

0

butyric acid
5 :

glucose-6-
phosphate

0

Keine sichere Identifizierung moglich; beste Ubereinstimmung mit Xanthomonas campestris var.

xanthosoma (Ahnlichkeitsindex = 0,317) und Xanthomonas oryzae (Ahnlichkeitsindex = 0,282).

Isolat R2A II E (Gram-positiv, isoliert auf R2A aus 2 Wochen alter Maisstrohrotte)

0 0
D-galactose
1 1 1

cis-aconitic

) formic acid
acid

citric acid

bromo
succinic acid

hydroxsL-
proline

urocanic acid inosine uridine thymidine

? ? 1 ?

tween 40

gentiobiose

o-keto valeric
acid

phenylethyl-
amine

1

N-acetyl-D-
galactos-
amine

0 2

tween 80

a-D-glucose m-inositol

0 1

D-gluconic
acid

1
malonic acid

0 0

L-alanine L-ala.nyl—
glycine

1

Lpyro-
glutamic acid

1 0

L-proline

2-amino-

rescin
putrescine ethanol

? ?

adonitiol

0

lactulose

1

D-glucuronic
acid

0

L-aspartic acid|

1
L-serine

0

2,3-butane-

diol glycerol

? 1

L-amabinose
1
maltose

1

o-hydroxy-
butyric acid

0

D-saccharic
acld

0

L-glutamic
acid

?

Lathreonine

0

D,L-o-glycerol
phosphate

1

D-arabitol

0

D-mannitol

1

B-hydroxy-
butyric acid

0

glucose-1-
phosphate

1

mono-methyl-
suocinate

0

y-hydroxy-
butyric acid

glucose-6-
phosphate

1

Keine sichere Identifizierung méglich; beste Ubereinstimmung mit Curtobacterium flaccumfaciens

(Ahnlichkeitsindex = 0,173).
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Anhang D (Fortsetzung)
Isolat BEA II C (Gram-negativ, isoliert auf R2A aus 2 Wochen alter Maisstrohrotte)

cellobiose

o : : . : -y :
i-erythritol D-fructose L-fucose D-galactose | gentiobiose | «-D-glucose m-inositol a-D-lactose lactulose maltose D-mannitol | D-mannose
? 1 1 1 1 1 1 1 1
Bemoliylbe D-psicose i rhamnose | D-sorbitol sucrose Arehe turanose xylitol ety
glicoside pyrivate
1 1 1 1 1 2 1

cis-aconitic D-galactonic D- D-gluconic b- D-glucuronic | a-hydroxy- B-hydroxy- hydroxy-
acetic acid N citric acid formic acid g galacturonic 9 ¥ glucosaminic 9 y y. xy y. y 7 y_ y
acid acid lactone acid acid acid acid butyric acid | butyric acid | butyric acid
1 1 ? 1 ? 1 1 1 1 0 ?

a-keg)c?dutync = D L-actic acidl malonic acid i quinic acid b-saoshatl sebacic acid

taconic acid :
acid

1 0 2 7 1 1 ? 1 1 2 1
glycyl-L-

bromo succinamic glucuron- . . . . L-alanyl- L- L-aspartic L-glutamic glyeyl-L- .
L : : . alaninamide D-alanine L-alanine : " ) : : . glutaminc
succinic acid acid amide glycine alanylglycine acid acid aspartic acid acid

1

yamino-
butyric acid

1

glucose-6-
phosphate

1

2-amino-
ethanol

0

phenylethyl-
amine

0

2,3-butane-
diol

0

D,L-o-glycerol
phosphate

1

glucose-1-
phosphate

1

urocanic acid inosine uridine thymidine putrescine glycerol

1 1 1 1 0 1

Keine sichere Identifizierung moglich; beste Ubereinstimmung mit Salmonella spp
(Ahnlichkeitsindex = 0,407).

Isolat R2A IIT A (Gram-negativ, isoliert auf R2A aus 3 Wochen alter Maisstrohrotte)

NeacelykD- |
o-cyclo-dextrin dextrin tween 80 galactos- adonitiol L-arabinose D-arabitol
amine
0 1 2 1 . 0 0 0
D-fructose L-fucose a-D-glucose m-inositol lactulose maltose D-mannitol
1 1 0 1 1 0

cis-aconitic D-galactonic |D-galacturonic| D-gluconic
acid acid lactone acid acid

succinate

1

D-glucuronic |  o-hydroxy- B-hydroxy- -hydroxy-

glucosaminio acid butyric acid | butyric acid | butyric acid

acid
1 0 0 1
a-keto butyric fo-keto glutaric | o-keto valeric Dssaccharic

B Ldactic acidl malonic acid | propionic acid|  guinic acid acid sebacic acid

-~ phydroxy-
- phenyiacstic | itaconic acid

0 0 0

: 1 1
bromo succinamic o i L-alanyl- 3 . ; . L-glutamic glycyl-L-
succinic acid acid D-alanine L-alanine glycine L-alanylglycine| L-aspartic acid| acid aspartic acid
0 1 1 1 1 1
hydroxy=1- : = : Lopyro- . . .
oroline g L-proline ahutamic seid Lserine L-threonine | D.L-carnitine
Q 1 0 1 1 0

phenylethyl- utrescine 2-amino- 2,3-butane-
amine P ethanol diol

D,L-o-glycerol{ glucose-1-
phosphate phosphate

0 ? 1 0 0 0 0 0 0 0 0

urocanic acid inosine uridine thymidine glycerol

Sehr gute Identifizierung als Xanthomonas (Stenotrophomonas) maltophilia mit einem
Ahnlichkeitsindex von 0,842.
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Anhang

Anhang D (Fortsetzung)
Isolat BEA Il A (Gram-negativ, isoliert auf BEA aus 3 Wochen alter Maisstrohrotte)

N-acetyl-D-

glucosamine

7 . 1
i-erythritol D-fructose gentiobiose | a-D-glucose m-inositol o-D-lactose lactulose maltose D-mannitol | D-mannose
0 1 1 1 1 1 1 1 1
i B-metyl-D. D-sorbitol sticrose : turanose xylitol methyl. _|mona-methyl:
glucoside pyruvate e
i 1 1 1 1 1 1 1
D-

aceticacid | GS8COMIC | e acid | formic acia | D-gaactonic galacturonic D-gluconic glucosaminic D-glucuronic | - a-hydroxy- | B-hydroxy- | - y-hydroxy-
acid acid lactone acid acid acid acid butyric acid | butyric acid | butyric acid

1 0 1 ? 1 1 0

itaconic acig | “-keto butyrie DL actic acidl: matonic acid | propioni quinic acig | Poacchare
acid : acid
Q0 2 1 0 1 0
bromo succinamic lucuron- L-alanyl- L- L-aspartic | L-glutamic lycyl-L- glyeykL-
L . . 9 . alaninamide D-alanine L-alanine . Y . p 9 N o y . glutaminc
succinic acid acid amide glycine alanylglycine acid acid aspartic acid acid

1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1

yamino- |
butyric acid

£

2-amino-
ethanol

0

phenylethyl-
amine

2,3-butane-
diol

0

D,L-a-glycerol
phosphate

0

glucose-1-
phosphate

1

glucose-6-
phosphate

1

urocanic acid inosine uridine thymidine putrescine glycerol

? 1 1 0 0 0 1

Sehr gute Identifizierung als Agrobacterium tumefaciens mit einem Ahnlichkeitsindex von 0,860.

Isolat BEA III B (Gram-negativ, isoliert auf BEA aus 3 Wochen alter Maisstrohrotte)

N-acetyl-D=

galactos- adonitiol E-arabinose | - D-arabitol

: : | -

i-erythritol lactulose maltose D-mannose
0 ? 0 1

m

aceticacid | GS2COMKC | oo acid | formic acia | D-gatactonic
acid acid lactone

. D-gluconic .
galacturonic gaci d glucosaminic

acid acid
1 1 1 1 1 1 1 1 1

D-glucuronic | a-hydroxy- | B-hydroxy- | +y-hydroxy-
acid butyric acid | butyric acid | butyric acid

ni=keto butyric [o-keto glutaric) o-keto valeric Brsaccharic

pheﬂz;zceuc itaconic acid e e i

0 0 1 1 1

bromo succinamic glucuron- L-alanyl- L-aspartic L-glutamic glycyl-L-
succinic acid acid glycine alanylglycine acid acid aspartic acid

0 1 1 0 1 0

fydrogr s | | evcine Lphenyl
proline alanine

0 1 0 1 1 0 1 1 ?

phenylethyl- : 2-amino- 2,3-butane-
. putrescine N
amine ethanol diol

quinic acid Aol sebacic acid | succinic acid

glycyl-L-
glutaminc
acid

L-pyro-

Exprolin " :
profine glitamic acid

L=serling L-threoning | D,L-carhiling

D,L-a-glycerolf glucose-1- glucose-6-
phosphate phosphate phosphate

1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0

urocanic acid inosine uridine thymidine glycerol

Keine sichere Identifizierung méglich; beste Ubereinstimmung mit Pseudomonas corrugata

(Ahnlichkeitsindex = 0,261) und Pseudomonas fluorescens (Ahnlichkeitsindex = 0,187).
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Anhang

Anhang D (Fortsetzung)
Isolat R2A IV M (Gram-negativ, isoliert auf R2A aus 4 Wochen alter Maisstrohrotte)

: _collobiose |
1 . 0 0
D-fructose L-fucose D-galactose | gentiobiose | o-D-glucose m-inositol o-D-lactose lactulose maltose D-mannitol
1 0 1 0 1 1 1 0
B-methytD. D-psicose D-sorbitol sucrose turanase wylitol methy
glucoside pyruvate
1 g 0 1 1 6] 1
D-
cis-aconitic . o D-galactonic |D-galacturonic| D-gluconic . . | D-glucuronic | o-hydroxy- B-hydroxy- y-hydroxy-
acid citric aoid | formic acid | - i 1ocione acid acid glucosaminic butyric acid | butyric acid | butyric acid
1 0 0 0 0 1 1 0
e o-keto l‘)utync oketo gl o-keto }zalenc auinic acid D—sacc}hanc e
acid acid
0 1 2 0 0 0
bromo | succinamic | - glucuron- | o io e | D-alanine L-alanine L-alanyl- L-alanylglycine| L-aspartic acid| L-glutamic ghyey-L- giyeytL-
succinic acid acid amide glycine acid aspartic acid | glutaminc acid
1 1 1 ? 1
ino-
D-serin Lamne.
e butyric acid
0
. . . - - phenylethyl- . 2-amino- 2,3-butane- D,L-a-glycerol{ glucose-1- glucose-6-
urocanic acid inosine uridine thymidine amine putrescine othanol diol glycerol phosphate phosphate phosphate
0 ? 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Sehr gute Identifizierung als Xanthomonas (Stenotrophomonas) maltophilia mit einem

Ahnlichkeitsindex von 0,860.

Isolat BEA IV B (Gram-negativ, isoliert auf Bodenextrakt-Agar aus 4 Wochen alter Maisstrohrotte)

i-erythritol

?

D-fructose

1

gentiobiose

a-D-glucose

1

m-inositol

lactulose maltose
1
tur

N-acetyl-D-
tween 40 tween 80 galactos: adonitiol L-arabinose D-arabitol
amine
1 2 ? 1 1

D-mannitol

1

mono-methyl-
succinate

1
. - . . . D- )
acetic acid cns—acpnmc citric acid formic acid D-galactomc D-galaclturomc D-glucfomc glucosaminic D-glucyromc oc—hyfirox;l/— ﬁ-hyfiroxy— «fhy(A!roxy-
acid acid lactone acid acid acid acid butyric acid | butyric acid | butyric acid
1 1 1 ? 1 ? ? ?
taconlc aci | oo butc | ROlO VK || e sl rmalonle ackl Quinic acid
acid acid
7 0 1 1 1 1
bromo succinamic glucuron- . . . . L-alanyl- . L L-glutamic glycyl-L- glyeyl-L-
succinic acid acid amide alaninamide | - D-alaning L-alanine glycine L-alanylglycine| L-aspartic acid acid aspartic acid | glutaminc acid
1 1 1 1 1 ?
hydroy L Lserine Lthroonine | DL -camitine
proline
1 1 1
. . . - - phenylethyl- . 2-amino- D,L-a-glycerol{ glucose-1- glucose-6-
urocanic acid inosine uridine thymidine amine putrescine sthanol glycerol phosphate phosphate phosphate
1 1 1 ? 0 1 1 0 1 1 ? ?

Sehr gute Identifizierung als Burkholderia gladioli mit einem Ahnlichkeitsindex von 0,776.
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Anhang

Anhang D (Fortsetzung)
Isolat BEA IV C (Gram-negativ, isoliert auf BEA aus 4 Wochen alter Maisstrohrotte)

cellobiose

D-fructose L-fucose D-galactose | gentiobiose | o-D-glucose m-inositol a-D-lactose lactulose maltose D-mannitol
1 ? 1 1 ? 1 1 !
- D= : = i (S
B methyl D D-psicose thamnose D-sorbitol SUCIOSE turanose xylitol ety
glucoside pyrvate
1 0 0 2 1 0 0

. 0
1

acetic acid 0|s—ac9n|t|c citric acid formic acid D—galactonlc D-galac.turonlc D-glu?onlc glucosaminic D-gluc.uronlc oa—hyfiroxy— [i-hy(.iroxy— 'y—hy(.imxy.-
acid acid lactone acid acid acid acid butyric acid | butyric acid | butyric acid

0 0 0 ? 0 0 1 0 0 0 0 0

Raconic aciq | & €10 bubyric ; GKEI0 VAISHE | | actic acia] malonic acid | propi quinic acid
acid acid
0 0 - 0 0 0 = 0
bfolmo . succufamlc gluculron— alaninamide D-alanine L-alanine L-ala.nyl— L-alanylglycine| L-aspartic acid| L-glut.amlc egCYI_L_. glyc'yI-L- .
succinic acid acid amide glycine acid aspartic acid | glutaminc acid
0 0 ? 1 1 0 ? ? 1

J-amino- ‘
butyric acid

?

2-amino-
ethanol

2,3-butane-
diol

0

phenylethyl-
amine

D,L-o-~glycerol
phosphate

glucose-1-
phosphate

1

glucose-6-
phosphate

urocanic acid inosine uridine thymidine putrescine glycerol

? ? ? ? ? 0 ? 1 ? ?

Keine sichere Identifizierung moglich; beste Ubereinstimmung mit Erwinia amylovora
(Ahnlichkeitsindex = 0,257) und Pasteurella caballi (Ahnlichkeitsindex = 0,039).

Isolat BEA VI E (Gram-positiv, isoliert auf BEA aus 13 Wochen alter Maisstrohrotte)

0 1 0 0 1 0
D-fructose L-fucose gentiobiose | o-D-glucose m-inositol lactulose maltose
1 1 1 0 1 1 1 1

cis-aconitic
acid

tween 40 tween 80

i-erythritol

“succinate
0

D-glucuronic |  o-hydroxy- B-hydroxy- y-hydroxy-
acid butyric acid | butyric acid | butyric acid

D-galactonic |D-galacturonic| D-gluconic

acetic acid acid lactone acid acid

glucosaminic
acid

0 0 1 0 0
p-hydroxy-
‘phenyi-acetic | itaconic acid D;L-lactic acid} malonic acid | propionic acid
- acid =

0 1

L-glutamic glycyl-L- glyeyl-L-

bromo succinamic glucuron- alaninamide D-alanine L-alanine L-alanyl- L-alanylglycine| L-aspartic acid|

succinic acid acid amide glycine el P acid aspartic acid | glutaminc acid

0 0 ? ? ? 0 ? 1 ?

hydroy L i o Lserine Lthroonine | DL camitine
proline
0 ? 0 0 0

Lo . - - phenylethyl- . 2-amino- 2,3-butane- D,L-o-glycerol{ glucose-1- glucose-6-
urocanic acid inosine uridine thymidine amine putrescine sthanol diol glycerol phosphate phosphate phosphate

0 0 ? 0 0 0 0 0 1 1 1 1

Keine sichere Identifizierung méglich; beste Ubereinstimmung mit Curtobacterium flaccumfaciens
(Ahnlichkeitsindex = 0,255).
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Anhang

Anhang D (Fortsetzung)

Isolat R2A k¢l (Gram-negativ, isoliert auf R2A aus 26 Wochen alter Maisstrohrotte)

? 1 0
i-erythritol D-fructose L-fucose D-galactose | gentiobiose | o-D-glucose m-inositol lactulose maltose D-mannitol
? 0 1 1 0 1 1 0
ﬁ—meth}fi—D- D-psicose i D-sorbitol sucrose furanose xyitol methyl
glucaside pyruvate
1 0 0 1 1 0 1

cis-aconitic . o D-gluconic
) citric acid formic acid )
acid acid

D-glucuronic | a-hydroxy- B-hydroxy-
butyric acid | butyric acid

? 1

0 1
Haconic acid | 9-HO10 BUbrc G-kl g : velon i Quinic acid D—s:lcc?:aric sebacic acid
0 - - Q Q 0

succinamic glucuron-
succinic acid acid

glucosaminic

L-glutamic glycyl-L-
acid aspartic acid

1 ? 0 1 1 1 1 1 1 ? 1

. L-alanine . L-aspartic acid
amide glycine

. . . - - phenylethyl- . 2-amino- 2,3-butane- D,L-a-glycerol{ glucose-1-
urocanic acid inosine uridine thymidine amine putrescine othanol diol glycerol phosphate phosphate
? 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

cellobiose

y-hydroxy-
butyric acid

glyey-L-
glutaminc acid

1

y-amino- ‘
butyric acid

0

glucose-6-
phosphate

0

Sehr gute Identifizierung als Xanthomonas (Stenotrophomonas) maltophilia mit einem
Ahnlichkeitsindex von 0,824.

Isolat R2A ksO (Gram-negativ, isoliert auf R2A aus 26 Wochen alter Maisstrohrotte)

N-acetyl-D- .
o-cyclo-dextrin dextrin twaen 80 galactos- adonitiol L-arabinose D-arabitol
- amine
0 1 = 1 2 1 1 1
1

cis-aconitic D-gluconic o-hydroxy- B-hydroxy-
acid acid butyric acid | butyric acid

1

acetic acid

itaconic acid
?

succinamic glucuron- L-alanyl-
acid amide glycine acid aspartic acid

1 0

1 1
hydroxy L . Loy - Lserine | Lthreonine | Dt camitine
praling glutamic acid
1 1 2

L-aspartic acid| L-glutamic glycy-L-

phenylethyl- 2-amino- D,L-a-glycerol{ glucose-1-

urocanic acid inosine uridine thymidine putrescine glycerol

amine ethanol phosphate phosphate

? 1 0 1 0 0 0 1 1 1

i-erythritol D-fructose L-fucose a-D-glucose m-inositol o-D-lactose lactulose maltose D-mannitol
? 1 1 1 1 1 1 1

succinate
1

y-hydroxy-
butyric acid

glucose-6-
phosphate

1

Keine sichere Identifizierung moglich; beste Ubereinstimmung mit Salmonella spec
(Ahnlichkeitsindex = 0,297) und Burkholderia cepacia (Ahnlichkeitsindex = 0,198).
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Anhang

Anhang D (Fortsetzung)
Isolat R2A alt K (Gram-positiv, isoliert auf R2A aus 60 Wochen alter Maisstrohrotte)

cellobiose

1 : ?
i-erythritol D-fructose L-fucose D-galactose | gentiobiose | o-D-glucose m-inositol o-D-lactose lactulose maltose D-mannitol | D-mannose
? 0 0 1
s D-samitol sucrose turanase
g|u0051de
. 0

D-galactonic |D-galacturonic| D-gluconic IucoE;minic D-glucuronic |  o-hydroxy- B-hydroxy- y-hydroxy-
acid lactone acid acid g acid acid butyric acid | butyric acid | butyric acid
0 0 0
quinic acid D_Szﬁ;}am sebacic acid
0 0 ?
ror ) succufamlc gluculron— L-alanine v 3 ine| L-aspartic acid L-glut.amlc glycyl—L—. glyc'yI-L- )
succinic acid acid amide glycine acid aspartic acid | glutaminc acid
0 1 ? ? 1 1 1 ? 1 ? 1 1
F-amino-
butyric acid
1
. . . . phenylethyl- . 2-amino- 2,3-butane- D,L-o-glycerol{ glucose-1- glucose-6-
urocanic acid inosine uridine thymidine amine putrescine sthanol diol glycerol phosphate phosphate phosphate
0 ? ? 0 ? ? ? ? 1 ? 1 1

Keine sichere Identifizierung moglich; beste Ubereinstimmung mit Clavibacter michiganense

(Ahnlichkeitsindex = 0,130) und Curtobacterium flaccumfaciens (Ahnlichkeitsindex = 0,028).

Isolat R2A alt T (Gram-positiv, isoliert auf R2A aus 60 Wochen alter Maisstrohrotte)

tween 80

1
L-fucose - iobi a-D-glucose

?

succinate

D-galactonic |D-galacturonic| D-gluconic
acid lactone acid acid

D-glucuronic | a-hydroxy- B-hydroxy- y-hydroxy-

glucosaminio acid butyric acid | butyric acid | butyric acid

acid

glucuron- . . . e L-alanyl- } . } . L-glutamic
amide glycine acid

hydroxy-L.- G . | S Lpyro-
proling i ghutamic acid

0

phenylethyl- . 2-amino- ,3 D,L-a-glycerol{ glucose-1- glucose-6-

urocanic acid inosine uridine thymidine amine putrescine sthanol ) phosphate phosphate phosphate

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Keine sichere Identifizierung moglich; beste Ubereinstimmung mit Curtobacterium flaccumfaciens
(Ahnlichkeitsindex = 0,165).

179



Anhang

Anhang E Basensequenzen der partiell amplifizierten 18S rDNA von Pilzisolaten
Anmerkung:
Innerhalb der Sequenzen steht das Zeichen ,,-“ fiir eine nicht besetzte Basenposition. Die

Basensequenzen der entsprechenden Bereiche in der 18S rDNA von Penicillium chrysogenum
(fir Ascomyceten) und Rhizopus oryzae (fiir den Zygomycet ks B) sind zusétzlich zum
Vergleich mit angegeben und entstammen der Datenbank BLASTN 2.0.14 (ALTSCHUL et al.,
1997).

Zygomycet (k4 B)

Rhizopus oryzae AAATTGTACTCATTCCAATTGCAAGACCTTAAAGGCCCTGCATTGTTATGTATTGTCACT 60
ks B AAATTGTACTCATTCCAATTGCAAGACCTTAAAGGCCCTGCATTGTTATGTATTGTCACT 60

Rhizopus_oryzae ACCTCCCCGTGTCGGGATTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTAGC 120
ks B ACCTCCCCGTGTCGGGATTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTAGC 120

Rhizopus_oryzae CGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCCCCGTTACCCGTTGTAGGCAT 180
ks B CGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACCCTAATTCCCCGTTACCCGTTGTAGGCAT 180

Rhizopus oryzae TGTAAGCCTCTATCTTACAATCTCAACCATGATAGGGCAGAAAATCGAGTGGACCGTCGC 240
ks B TGTAAGCCTCTATCTTACAATCTCAACCATGATAGGGCAGAAAATCGAGTGGACCGTCGC 240

Rhizopus_oryzae CGGCACAAGGCCATGCGATCCGCTTAATTATTATGATTCACCAAGAAACAGGTTTTACCC 300
ky B CGGCACAAGGCCATGCGATCCGCTTAATTATTATGATTCACCAAGAAACAGGTTTTACCC 300

Rhizopus oryzae CGCGTTGGTTTTATCTAATAAGTGCACCCCTTCGTAAGTCAGGGCTTTTTTGCATGTATT 360
ks B CGCGTTGGTTTTATCTAATAAGTGCACCCCTTCGTAAGTCAGGGCTTTTTTGCATGTATT 360

Rhizopus_oryzae AGCTCTAGAATTACCACGGTTATCCAAGTAGTAAAGAATTTGTCACGTAGATCATAACTG 420
ky B AGCTCTAGAATTACCACGGTTATCCAAGTAGTAAAGAATTTGTCACGTAGATCATAACTG 420

Rhizopus_oryzae ATTTAATGAGCCATTCGCAGTTTCACAATATAAAGTTATTTATACTTAGACATGCATGGC 480
k4 B ATTTAATGAGCCATTCGCAGTTTCACAATATAAAGTTATTTATACTTAGACATGCATGGC 480

Rhizopus oryzae TTAATCTTTG 490
ks B TTAATCTTTG 490
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Anhang

Anhang E (Fortsetzung)

Ascomyceten

Penicillium _chrysogenum -—--—-—---- oo oo oo e oo
II o NTTNATNGGCCCGNAATTTTGAATGACCCATCCCCGGCGCCNAAGCCATG 50
B T e e
IIT Y e oo
IV 8 e
IV Y e oo
IV € e -
A2 - e e
VI O e
VI B e

Kg O e e

ki L e - -

alt 8 e e e -
A 1-2 .

Penicillium chrysogenum - - - - - - - - - oo oo e oo e e oo
II o CCAATTCNTTNAGTAATTATGATTCCACCCNANGGCNCCCCGAANNGCCN 100
IITI 8 e oo
IIT Y e e
IV 8 e e e -
IV € e
IV Y e
V& e
VI O e
VI B e e e
Ky O e
Ks B

alt & e
B 12 .

Penicillium chrysogenum ---------------~——~—~ -~~~ -~~~ -
II o TTNTTTTTTTATNTTAATAAATACNACCCCCTTCCGTGCGTCCNNGTTTT 150
IIT & e e oo o
IIT Y e e oo
IV 8 e
IV € e e e
IV Y e
V € e
VI O e oo
VI B e
S 2 e e e L
ka0 e e -

alt 8 e e e e e -
A 1-2 .
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Anhang

Anhang E (Fortsetzung)

Penicillium chrysogenum
IT o
III &
IIT v
v §
IV €
IV vy
V €
VI o
VI B
k, o
ks W
alt &
A 1-2

Penicillium chrysogenum
IT o
III &
III vy
IV &
IV €
v vy
V €
VI o
vI B
k, o
k, U
alt &
A 1-2

Penicillium_chrysogenum
IT o
III §
IIT ¥y
IV d
IV €
IV y
V g
VI o
VI B
k, o
ks 1
alt &
A 1-2

182

---------------------------- AACCTGGTTGATCCTGCCAGTA
TTTANCATTTATTNGCCTCTAGNAATTNCCCNCCCNTTACCCCCNTATTN

GTCATATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC--ATGCA-TGTCTAAGTATAA
ANATNATGCTTGTCTCCAAAGATTAAAGCCAATGCAATGTCTAAGTATAA
-AAATATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC--ATGCA-TGTCTAAGTATAA
----TATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC--ATGCA-TGTCTAAGTATAA
--AATATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC--ATGCA-TGTCTAAGTATAA
AAAATATGCTTGTCTC-AAAGATTAACCC--ATGCA-TGTCTAAGTATAA
-AAATATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC- -ATGCA-TGTCTAAGTATAA
AAAATATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC- -ATGCA-TGTCTAAGTATAA
AAAATATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC- -ATGCA-TGTCTAAGTATAA
AAAATATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC--ATGCA-TGTCTAAGTATAA
-AAATATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC- -ATGCA-TGTCTAAGTATAA
AAAATATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC--ATGCA-TGTCTAAGTATAA

————— ATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC--ATGCA-TGTCTAAGTATAA
AAAATATGCTTGTCTC-AAAGATTAAGCC--ATGCA-TGTCTAAGTATAA

GCAAC-TTGTACTGTGAAACT -GCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGT
GCAACTTTGTACTGTGAAACTTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGT
GCAA--TTATACCGCGAAACT-GCGAATGGCTCATTATATAAGTTATCGT
GCAA--TTATACCGCGAAACT-GCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGT
GCAA--TTACAAAGCGAAACT-GCGAATGGCTCATTATATAAGTTATCGT
GCAA--TTATACCGCGAAACT-GCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGT
GCAA--TTATACAGCGAAACT-GCGAATGGCTCATTATATAAGTTATCGT
GCAA--TTATACCGCGAAACT-GCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGT
GCAA--TTATACAGCGAAACT-GCGAATGGCTCATTATATAAGTTATCGT
GCAA--TTATACAGCGAAACT-GCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGT
GCA-CTTTATACTGTGAAACT-GCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGT
GCAA--TTATACAGCGAAACT-GCGAATGGCTCATTATATAAGTTATCGT

GCAA--TTACAAAGCGAAACT-GCGAATGGCTCATTATATAAGTTATCGT

GCAA--TTATACAGCGAAACT-GCGAATGGCTCATTATATAAGTTATCGT
*kk  *

22
200

68
250
45
42
44
46
45
47
46
46
45
46
41
46

116
300
92
89
91
93
92
94
93
93
93
93

88
93



Anhang

Anhang E (Fortsetzung)

Penicillium chrysogenum
IT o
III &
IIT v
v §
IV vy
IV €
V €
VI o
VI B
k, o
ks W
alt &
A 1-2

Penicillium chrysogenum
IT o
III &
III vy
IV &
IV €
v vy
V €
VI o
vI B
k, o
k, U
alt &
A 1-2

Penicillium_chrysogenum
IT o
III §
IIT ¥y
IV d
IV €
IV y
V g
VI o
VI B
k, o
ks 1
alt &
A 1-2

TTATTTGATAG-TACCTTACTACATGGATACCTGTGGTAATTCTAGAGCT
TTATTTGATAG-TACCTTACTACATGGATACCTGTGGTAATTCTAGAGCT
TTATTTGATAG-TACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT
TTATTTGATAG-TACCTTACTACATGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT
TTATTTGATAG-TACCTTACTACATGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT
TTACTTGATAG-TGCCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT
TTATTTGATAG-TACCTTACTACATGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT
TTATTTGATAG-TACCTTACTACATGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT
TTACTTGATAG-TGCCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT
TTATTTGATAG-TACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT
TTATTTGATAG-TACCTTACTACATGGATACCTGTGGTAATTCTAGAGCT
TTATTTGATAG-TGCCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT

TTATTTGATAG-TACCTTACTACATGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT

TTATTTGATAG-TGCCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCT
*k  kkk ko okkkkkkk kkkkkk Kk Kkkkkkhhkkkkkkkkokk

AATACATGCTAAAAA-CCCC--GACTTCAGGAAGGGGTGTATTTATTAGA
AATACATGCTAAAAAACCCCCGAACTCCACGAAGGGGTGTATTTATTAGA
AATACATGCT-AAAAATCCC--GACTTC-GGAAGGGATGTATTTATTAGA
AATACATGCTAAAAA-TCCC--GACTTC-GGAAGGGATGTATTTATTAGA
AATACATGCTGAAAA-TCCC--GACTTC-GGAAGGGATGTATTTATTAGA
AATACATGCTAAAAA-TCCC--GACTTC-GGAAGGGATGTATTTATTAGA
AATACATGCTGAAAAGCCCC--AACTTC-GGAAGGGGTGTATTTATTAGA
AATACATGCTAAAAA-TCCC--GACTTC-GGAAGGGATGTATTTATTAGA
AATACATGCTGAAAAGCCCC--AACTTC-GGAAGGGGTGTATTTATTAGA
AATACATGCTAAAAA-CCCC--GACTCA-CGAAGGGGTGTATTTATTAGA
AATACATGCTAAAAACCCC- - -GACTTCAGGAAGGGGTGTATTTATTAGA
AATACATGCT-ACAAGCCCT - -GACTTC-GGAAGGGGCGTATTTATTAGA

AATACATGCTGAAAA-TCCC--GACTTC-GGAAGGGATGTATTTATTAGA
AATACATGCT-AAAAACCCC--GACTTC-GGAAGGGGTGTATTTATTAGA

khkkkkkkkk * Kk * k * Kk Kk *khkkkk*k *k k kkkhkkkkk

TAAAAAACCAACGCCCTTCGGGGC - - -TCC-TTGGTGAATCATAATAACT
TAAAAAACCAACGCCCTTCGGGGC - - -TCC-TTGGTGAATCATAATAACT
TTAAAAACCAATGCCCTTCGGGGC - - -TCA-CTGGTGATTCATGATAACT
TTAAAAACCAATGCCCTTCGGGGC- - -TCT-CTGGTGATTCATAATAACT
TACAAAACCAATGCCCTTCGGGGC---TCTCTTGGTGATTCATGATAACT
TTAAAAACCAATGCCCTTCGGGGC---TCT-CTGGTGATTCATAATAACT
TACAAAACCAATGCCCTTCGGGGC- - -TCT-TTGGTGATTCATGATAACT
TTAAAAACCAATGCCCTTCGGGGC- - -TCT-CTGGTGATTCATAATAACT
TACAAAACCAATGCCCTTCGGGGC---TCT-TTGGTGATTCATGATAACT
TTAAAAACCAATGCCCTTCGGGGC---TCT-CTGGTGATTCATAATAACT
TAAAAAACCAACGCCCTTCGGGGC---TCC-TTGGTGAATCATAATAACT
TTAAAAACCAATGCCCTCTGGG-C---TCC-TTGGTGAATCATGATAACT

TACAAAACCAATGCCCTTCGGGGC---TCTCTTGGTGATTCATGATAACT

TACAAAACCAATGCCCTTCGGGGC- - -TTC-TTGGTGATTCATGATAACT
*  kkkkkkkk X * * *kkkkk khkkk kkkk *

165
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137
142

212
399
187
184
186
188
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258
445
233
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233

230
234
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TAACGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCC
TAACGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCC
CCTCGAATCGCATGGCCTTGTGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCC
TCTCGAATCGCACGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCC
TCTCGAATCGCACGGCCCCGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCC
TCTCGAATCGCACGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCC
AAACGAATCGCACGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCAATCAAGTTTCTTCC
TCTCGAATCGCACGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCC
AAACGAATCGCACGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCAATCAAGTTTCTTCC
TCTCGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCC
TAACGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTC-TTCAAATTTCTGCC
TCACGAATCGCACGGCCTTGCGCCGGCGATGGCTCATTCAAATTTCTTCC

TCTCGAATCGCACGGCCCCGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCC
ATACGAATCGCACGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTTCC

k% khkkkhkk *hkkk * Khkkhkk *k k% * *k ok kkkhkkk kK

CTATCA-ACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTGGCAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCNTACCATGGTGGCAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGATGTTTGGGTATTGGCCAAACATGGTTGCAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGACGGCTGGGTCTTGGCCAGCCGTGGTGACAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGATGCTACGGTATTGTCCTAGCATGGTTGCAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGACGGCTGGGTCTTGGCCAACCGTGGTGACAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGATGGTTCGGTATTGGCCAACCATGGTTGCAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGACGGCTGGGTCTTGGCCAGCCGTGGTGACAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGATGGTTCGGTATTGGCCAACCATGGTTGCAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGATGGCAGGGTCTTGGCCTGCCATGGTTACAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTGGCAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGATGTTTGGGTAGTGGCCAAACATGGTTGCAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGATGCTACGGTATTGTCCTAGCATGGTTGCAACGGGT
CTATCA-ACTTTCGATGTTTGGGTATTGGCCAAACATGGTTGCAACGGGT

*kkkkk * % * % * ok * %k * % *kkokkkkk

AACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
AACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACNGNTAC
AACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTG-GAAACGGCTAC
AACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
GACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
AACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
AACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
AACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
AACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
AACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
AACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
AACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTAC

GACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTAC
AACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACGGCTAC

*kkhkkk Kk kkkkkk hhkk*k kkkkhkkhkkhk Kkhkkkkhk *k kkkkk *x *kk*k
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CACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGATACGGG 457
CACANCCAAGGAAGNCAGCAGGCGCNCNAATTANCCNATCCCGATNCGGG 644
TACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGG 431
TACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGG 429
TACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACTCGGG 432
TACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGG 433
TACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGATTCGGG 433
TACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGG 434
TACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGATTCGGG 434
TACA---—-—-———mm o s mmm e — e ——————— - - 387
CACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGATACGGG 433
TACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGATTCGGG 432

TACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACTCGGG 429
TACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACTCGGG 433

* %%

GAGGTAGTGACAATAAATACTGATACGGGGCTCTTTTGGGTC-TCGTAAT 506
GAGGTAGTGACAATAAATAATGATACGGGGNTCTTTTGGGTC-TNGTAAT 693
GAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTTGGGTCATTGTAAT 481
GAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTCGGGTC-TTGTAAT 478
GAGGTAGTGACGATAAATACCGATACAGGGCTCTTTTGGGTC-CTGTAAT 481
GAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTCGGGTC-TTGTAAT 482
GAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTAGGGCC-TTGTAA- 481
GAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTCGGGTC-TTGTAAT 483
GAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTAGGGCC-TTGTAAT 483
GAGGTAGTGACAATAAATACTGATACGGGGCTCTTTTGGGTC-TCGTAAT 482
GAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTCGGGTC-TTGTAAT 481

GAGGTAGTGACGATAAATACCGATACAGGGCTCTTTTGGGTC-C-~--~- -~ 472
GAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGGGCCCTTTCGGGCC-TTGTAAT 482

TGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCWAG 556
TGGNATGAGNACAATTTAAATNCTTTANCGANCCCANAGTNCNNGGNAG- 742

TGGAATGAG -~ === === == === == ——mmmm e m e oo 490
TGGAATGAGTACAA -~~~ === == === —mm—mm oo e 492
TGGAATGAGAACAATTCAAATCCCTC -~ === === === ——m——m e o m— = 507
TGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACGA -~ === === === === —=—-= 513
TGGAATGAGTACAATTTAA-ATCCCT - == === === == mmmm e m e oo 508
TGGAATGAGTACAATTT - -~ = === === == mmmm—mmmmmm o e e oo o 500
TGGAATGAGARACARA -~ = = === === = — = — - mmmm e mmm e o m oo 496
CGGAATGAGTACAATTTARA -~ - -~ - == - === === ——m——m—m— o — = —— 501
TGGAATGAGTACAATTT -~ — = === === == === == m o m e oo 499
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Anhang E (Fortsetzung)

Beste Ubereinstimmungen der Basensequenzen mit Abschnitten der18S rDNA bekannter
Pilz-Stimme nach BLASTN-Auswertung

(Nummern in Klammern hinter der internen Bezeichnung = Nummern im phylogenetischen

Baum der Ascomyceten-Sequenzen)
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(11

keine BLASTN-Auswertung

(2, 18) 99 % Ubereinstimmung der partiellen Basensequenz (495Bp) mit Gibberella

(14)

€))
(16)

3)
17)

o)

(19)
(6)

(15)

“)
(10)

)

pulicaris
keine BLASTN-Auswertung
keine BLASTN-Auswertung

99 % Ubereinstimmung der partiellen Sequenz der 18S rDNA (510 Bp) mit

Aporothielavia leptoderma
keine BLASTN-Auswertung

99 % Ubereinstimmung der partiellen Sequenz der 18s rDNA (498 Bp) mit

Aporothielavia leptoderma

100 % Ubereinstimmung der partiellen Basensequenz (410 Bp) mit

Acremonium murorum

keine BLASTN-Auswertung

100 % Ubereinstimmung der partiellen Basensequenz der 18s rtDNA (495 Bp)

mit Penicillium namyslowskii

100 % Ubereinstimmung der partiellen Basensequenz der 18S rDNA (490 Bp)
mit Rhizopus oryzae

keine BLASTN-Auswertung

100 % Ubereinstimmung der partiellen Sequenz der 18S rDNA (483 Bp) mit

Neocosmospora vasinfecta

99 % Ubereinstimmung der partiellen Basensequenz mit Acremonium kiliense
(471 Bp) und mit Acremonium strictum (457 Bp)



Anhang

Anhang E (Fortsetzung)

Phylogenetischer Baum der Ascomyvceten-Sequenzen

Der phylogenetische Baum wurde erstellt mit dem Programm TreeView 1.6.1 und 18S rDNA-
Sequenzen aus der Datenbank BLASTN 2.0.14.

Rhizopus oryzae

Penicillium namyslowsKii

Penicillium commune

Penicillium chrysogenum
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Penicillium freii

Penicillium expansum
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Pestalosphaeria hansenii
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Chaetomium globosum

Chaetomium elatum

-
~

14

Aporothiela vialeptoderma

Aporothielavia leptoderma

Plectosphaerella cucumerina
9

1

Verticillium dahliae

4

5

Acremonium murorum
3

Acremonium kiliense

Acremonium strictum
7

Chaetopsina fulva

Geosmithia lavendula

G eosmithia putterillii

Neocosmospora vasinfecta
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Nectria haematococca
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Gibberella pulicaris

18
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