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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. 2,4-Dichlorphenol — Bildung und Schicksal in der Unwelt

1.1.1. Eigenschaften von Chlorphenolen

Durch ihre vielseitige Verwendung z.B. als PestzidHolzschutzmittel oder als
Vorstufe fur die Synthese einer Vielzahl von cheen Verbindungen sind
chlorphenolische Substanzen fur die moderne menbkehiGesellschaft von grol3er
wirtschaftlicher Bedeutung (Ahlborg & Thunberg, D9%era-Tituset al, 2004). Die
anthropogen bedingte Herstellung und der darausltiesende Eintrag von
Chlorphenolen in die Umwelt fihrten jedoch zu dieinen Folgen. Aufgrund ihrer
hohen Toxizitat, der Persistenz in Bdden und agcla¢éin Systemen sowie ihrer
Tendenz zur Bioakkumulation werden sie zu den péi@an Schadstoffen gezahlt
(Keither & Telliard, 1979), die gesundheitliche &den von verschiedensten
Lebewesen verursachen. Die Gruppe der Chlorphenatéasst 19 verschiedene
Kongeneren, bestehend aus Mono-, Di-, Tri-, Tetmphenolisomeren sowie
Pentachlorphenol (Koch, 1995). Zu den quantitatadutendsten chlorphenolischen
Verbindungen zahlen dabei 2,4-Dichlorphenol (2,4Pp(Pentachlorphenol (PCP), 4-
Monochlorphenol (4-MCP) sowie 2,4,6-Trichlorphen(®,4,6-TCP) (Jobst, 1995;
Zettler, 1996). Die in die Umwelt eingebrachten @phenole verteilen sich im Boden
und Wasser sowie in der Luft entsprechend ihrer sidajisch-chemischen
Eigenschaften (Tabelle 1), die zudem die Bioveréigbit und den Umfang moglicher
Abbaureaktionen bestimmen. Mit zunehmendem Chlongsgrad nehmen die
Wasserloslichkeit und der Dampfdruck ab und damibunden steigt die Tendenz ihrer
Bindung an Bodenpartikeln und folglich der Verbleim Eintragungsort. Der Oktanol-
Wasser-Verteilungskoeffizient @) gibt das Verhéaltnis zwischen Lipophilie und
Hydrophilie einer Substanz an und wird u.a. als$viés die Akkumulation in Geweben
(Hermenset al, 2013) sowie fur die Tendenz zur Sorption an wisgshe Phasen im
Boden herangezogen. Lipophile Substanzen weiseen eipositiven, hydrophile
Substanzen einen negativen log,kuf. Da Chlorphenole schwache Sauren sind, wird
ihr Umweltverhalten (Sorption, Persistenz, Fludkeit) zusatzlich vom pH-Wert des
Umweltmediums beeinflusst (Koch, 1995).

Die zunehmende Anzahl an Chlorsubstituenten ertgildem die Toxizitat von
Chlorphenolen. Die massgeblichen Wirkmechanismed dabei die Entkopplung der
oxidativen und photosynthetischen Phosphoryliersmwie die Hemmung des
Elektronentransportes mit der Folge, dass die Bddwon ATP in den Zellen inhibiert
wird (Tissutet al, 1987; Escheet al, 1996). Chlorphenole kénnen nach Exposition
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histopathologische Veranderungen in Menschen uedeifi verursachen und besitzen
genotoxische sowie mutagene Eigenschaften (Igbiabsh, 2013). Die Internationale
Behorde fir Krebsforschung sowie die Weltgesundbeganisation ordnen
Chlorphenole der Gruppe der potentiell kanzerogéhdrstanzen zu (IARC, 1991).

Die akute Toxizitdt von Chlorphenolen bei RatteiD43, oral) liegt im Bereich von
500 mg bis 3600 mg pro Kilogramm Korpergewicht (Kpcl1995). Die bei
Regenwirmern der Gatturi§jsenia mittels Papierkontakt- Methode bestimmte letale
Konzentration (LG von Chlorphenolen wird mit 2,3 x fbis 4,3 x 16 mmol pro
Kubikzentimeter Gewebeoberflache angegeben undaisiit in etwa vergleichbar mit
den Konzentrationen, die fir SuRwasserorganismmaittelt wurden (Miyazakiet al.,
2002). 2,4-DCP hemmt u.a. das Wachstum der Mikeo@lglorella VT-1 mit einer
LDso von 22,5 mg pro Liter (Scragg al, 2003) sowie den eigenen Abbau durch eine
Reinkultur vonPseudomonas putidiaei Konzentrationen (l§g) von 250 mg pro Liter
(Kargi & Eker, 2004). Aufgrund der genannten tokisa Eigenschaften wurde weltweit
die Produktion und Verbreitung einiger dieser Vedoingen nahezu vollstandig
eingestellt.

Tabelle 1: Physikalisch- chemische Kenndaten quandtiv bedeutsamer Chlorphenole
(Shiu et al, 1994).

Molare Wasser- Dampf- Oktanol-Wasser-
Verbindung Strukturformel Masse I6slichkeit — druck  Verteilungskoeffizient
(g/mol) (g/) (Pa) (log Kow)
OH
4-MCP 128,56 27,00 20,00 2,40
Cl
OH
Cl
2,4-DCP 163,00 4,50 12,00 3,20

Cl
OH
Cl cl
2,4,6-TCP 197,45 0,43 1,25 3,69
Cl
OH
cl Cl
PCP 266,35 0,014 0,004 5,05
Cl
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1.1.2. Okologische Relevanz von 2,4-DCP

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde 2,4-DCPMdslellverbindung eingesetzt.
Der jahrliche Bedarf dieser kommerziell bedeutenderbindung liegt bei ca. 6.000 t,
wobei mehr als die Halfte der Menge fur die Produktder Herbizide 2,4-
Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D) und 2,4-Dichlorhe/propionsaure (2,4-DP)
verwendet wird (Drotleffet al, 1992). Auch fiir die Herstellung des seit 1980lan
Bundesrepublik Deutschland und seit 1990 in Gesamt$dhland verbotenen
Herbizides Nitrofen wurde 2,4-DCP eingesetzt (Buket et al, 1983). Der Eintrag
von 2,4-DCP in die Umwelt kann auf vielfaltige Weigrfolgen, z. B. direkt als
industrieller Abfall oder indirekt als Abbauproduktattrlicher und synthetischer
Verbindungen. In der Bundesrepublik Deutschlandderrdie Eintrage fiur 2,4-DCP
auf 0,12 t bis 0,24 t pro Jahr in Oberflachenwaagser0,9 t pro Jahr in die Atmosphare
geschatzt (Koch, 1995). Zum Schutz des Holzes vei?Wwund Blaufaule wurden 2,4-
DCP-haltige Holzschutzmittel in groRen Mengen ven kolzverarbeitenden Industrie
in Finnland eingesetzt - mit weitreichenden Folg&ms zu 47 mg 2,4-DCP pro
Kilogramm Boden wurden in direkter Umgebung der eé®dighlen nachgewiesen
(Kitunenet al, 1985). Zudem zeigte sich eine Belastung desagmatiden Oberflachen-
und Grundwassers (Vakt al, 1984). Der Urin von angestellten Mitarbeiterresvimit
1,4 ug 2,4-DCP pro Liter im Vergleich zu nicht erpoten Personen eine bis zu 600-
fach hohere 2,4-DCP Konzentration auf (Kituregral, 1985; Obi-Osiugt al, 2005).
Der jahrelange, intensive Einsatz des Pestizidé€2in der Landwirtschaft fuhrte in
Folge zu einem vermehrten Vorkommen des primarebasproduktes 2,4-DCP in
Bdden und aquatischen Lebensraumen. So wurdenedemé&ndischen Teil des Rheins
bis zu 0,6 pg 2,4-DCP pro Liter, in der WeichselKiezmark bis zu 6 pg 2,4-DCP pro
Liter detektiert (Wegman & Hofstee, 1979; Kot-Wasikal, 2004). Die Analyse von
Oberflachenwasser des Gelben Flusses in China tiegtil sogar in 2,4-DCP
Konzentrationen von bis zu 20 pg pro Liter (Gatoal, 2008). Chlorierte organische
Schadstoffe wie 2,4-DCP stellen zunehmend auchPeoblem in der Abwasser-
aufbereitung dar. Der bei der Behandlung von Abesmss Abwasserbehandlungs-
anlagen anfallende Klarschlamm findet unter andef@mwendung als Diingemittel in
der Landwirtschaft. Die Klarschlammverordnung (A#R/, 1992) enthalt Grenzwerte
fur die Belastung des Klarschlamms mit anorganisalmed organischen Schadstoffen
wie Schwermetalle und polychlorierte Biphenyle,htigedoch fiir Chlorphenole. Im
Rahmen einer wissenschaftlichen Untersuchung vatdeatschen Klarschlammen aus
den Jahren 1987 bis 1989 wurde eine 2,4-DCP Bealgswon bis zu 13 pg pro
Kilogramm Klarschlamm gezeigt (Jobst, 1995). Nachr dandwirtschaftlichen
Aufbringung eines 2,4-DCP kontaminierten Klarschiagn besteht folglich die
Moglichkeit einer Anreicherung im Boden sowie i d&hrungskette.
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Allerdings sind organische Chlorverbindungen nidhir anthropogenen Ursprungs.
Auch in der Natur werden ahnliche oder sogar ideht Substanzen in groRen Mengen
fur die Ubermittlung von Signalen oder zur AbwebnvFeinden synthetisiert. Bis zum
Jahr 2005 wurden 2320 naturlich vorkommende orgherisChlorverbindungen
tabelliert, darunter auch 2,4-DCP (Gribble, 200B)e Amerikanische Hundezecke
Dermacentor variabiliglxodidae, Acari) synthetisiert 2,4-DCP, das zusen mit dem
Isomer 2,6-DCP als Pheromon zum Zwecke der Paratdraingesetzt wird (Hansat

al., 2002). Ein aus Boden isolierter, filamentosetz Riler GattungPenicillium
produziert 2,4-DCP als Wachstumshormon und antgmbtwirksame Substanz (Ando
et al, 1970). Zudem wurde die naturliche Bildung vod-RCP im Boden eines
niederlandischen Douglasienwaldes nach einer*’MBehandlung und einer
Inkubationszeit von einem Jahr durch Hoekstral. (1999) beobachtet. Dabei wird die
Bildung zum einen auf eine biogem® novoSynthese und zum anderen auf eine
Chlorperoxidase-vermittelte Chlorierung aromatisc¥erbindungen wie Phenol oder
Huminstoffe zurickgefuhrt. Obwohl eine Reihe anseischaftlichen Untersuchungen
die naturliche Bildung von Chlorphenolen belegest bislang die quantitative
Bedeutung im Vergleich zum anthropogen bedingtentr&y nicht geklart. Eine
Beurteilung erfordert jedoch genaue Kenntnisse lbegeologischen Quellen und
Senken dieser Substanzen.

1.1.3. Abbau und Transformation von 2,4-DCP

Das durch natirliche und / oder anthropogene Psezes die Umwelt gelangte 2,4-
DCP unterliegt im Rahmen von Stoffkreislaufen vkhisdenen Abbau- und
Transformationsprozessen. Die Umsetzung von 2,4-R&t dabei sowohl abiotisch
als auch biotisch stattfinden. Die Photokatalytes€@xidation mit Hilfe von Titanoxid
stellt eine haufig verwendete abiotische Methode dan Schadstoffe in weniger
toxische Verbindungen abzubauen. Studien mit 2,&CiGhrten zur Bildung von
Phenol, 2- und 4-MCP sowie Chlorhydrochinon (Tskd al, 1996; Jiaret al, 2013).
Nach elektrochemischen Oxidationsprozessen ideietifen Wang & Wang (2008)
funf aromatische und sieben aliphatische Abbaupkiaddes 2,4-DCPs, darunter Phenol,
Benzochinon und Fumarsaure. In Gegenwart von E@ehgrin, einem nicht-
toxischen, biomimetischen Katalysator, wurden nalctkubation mit 2,4-DCP
dehalogenierte, hydroxylierte als auch dimerisiéidauprodukte detektiert (Fontaine
et al, 2013). Die Kopplung von abiotischen und biotesthverfahren bietet weitere,
effektive Madglichkeiten zur Dekontaminierung von4-DCP. Immobilisierte, mit
Titanoxid versetzte Zellkulturen voRhanerochaete chrysosporiubauen 79 % des
initial eingesetzten 2,4-DCP innerhalb von 60 h(@bhenet al, 2013a). Der Einsatz
einer vonTrametes versicolosynthetisierten und durch Bindung an kupferbehiade
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magnetische Silikapartikel immobilisierten Laccasesultierte in einer 2,4-DCP
Abnahme von bis zu 92 % nach einer Inkubationsamit 12 h (Wanget al, 2013a).
Der effizienten Beseitigung von 2,4-DCP aus der hwnit Hilfe von chemischen
und physikalischen Methoden stehen jedoch hauflgeosten und die Bildung von
toxischen Neben- und Abbauprodukten gegenuber.

Der Beitrag biologischer Transformations- und Altrazesse von Chlorphenolen ist in
der Regel hoher als z.B. der von PhotodegradatmmhSorptionsprozessen (Pignatello
et al, 1983) und A&uRert sich in der Existenz einer gmnofVielfalt von
Stoffwechselwegen (Reineke, 2001). Dre situ stattfindende Biodegradation bzw.
Biotransformation werden dabei u.a. durch den pHtWden Wassergehalt, die
Verfugbarkeit von Sauerstoff, dem Redoxpotential, Bemperatur aber auch durch die
Bioverfugbarkeit der Substrate beeinflusst und egest (Holden & Firestone, 1997).
2,4-DCP ist eines der am weit verbreitetsten Chienple in aquatischen Okosystemen
und fuhrt in Folge zu einer Veranderung der dortigéra und Fauna (Fleming, 1995).
Die Detoxifizierung von 2,4-DCP durch marine Mikrganismen erfolgt u.a. Gber
Konjugationsprozesse in deren Verlauf 2,4-DCP tsitt8lucosyl- oder Gluthation-
transferase an Glukose oder Gluthation gebundesh (Wianget al, 2002; Petroutsost
al., 2008). In Gegenwart von Mikroalgen der Gattunggmorella und Anabaena
wurden etwa 55 % des eingesetzten 2,4-DCP nach Tiglen Inkubation unter
photoautotrophen Bedingungen abgebaut (Hiroetkal, 2003). Das in terrestrischen
Okosystemen eingebrachte 2,4-DCP kann durch vexdehe Vertreter aus dem Reich
der Pilze transformiert und abgebaut werden. Bodisnger GattungeRenicilliumund
Mortierella transformieren 2,4-DCP zu 3,5-Dichlorcatechol (BGE) sowie 4,6- und
3,5-Dichlorguajakol (Hofrichteret al, 1994; Nakagawaet al, 2006). Zudem ist
Mortierella sp. zu einer Dechlorierung von 2,4-DCP befahigt, dessen Folge
Chlorhydrochinon und Hydrochinon als Produkte gigtilwerden. Die Abspaltung der
Chlorsubstituenten vor der Ringspaltung wurde augh flrAspergillus nigeund den
Lignin-abbauenden basidiomycetalen PRhanerochaete chrysosporiufmeobachtet
(Shailubhai et al, 1983; Valli & Gold, 1991). Braunfaulepilze der atBung
Gloeophyllumtransformieren 2,4-DCP zu 3,5-DCC und 4-Chlordadécund sind
zudem zu einer Substratmineralisierung von bis&&oSefahigt (Fahet al, 1999). In
einer umfangreichen Studie untersuchten Vroumsiaal (2005) das 2,4-DCP
Abbaupotential 90 verschiedener Pilze mit dem Engelilass annahernd die Halfte der
getesteten Organismen in der Lage waren 25 % urt des initial eingesetzten 2,4-
DCP abzubauen.

Im Vergleich zu den Abbauprozessen in eukaryotiscliélzen ist die 2,4-DCP
Biodegradation durch prokaryotische Mikroorganismausfihrlich untersucht und
beschrieben. Dabei erfolgt der Abbau von 2,4-DCPrclduaerobe Bakterien
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hauptséchlich Uber den modifizierteartho-Weg (Abbildung 1). Der initiale

Reaktionsschritt, die Hydroxlierung des Benzenrjngsd durch die FAD- haltige 2,4-
DCP-6-Monooxygenase (2,4-DCP Hydroxylase; EC 13.2Q) in Gegenwart von
Sauerstoff und unter Verwendung von NAD(P)H alkEtmendonator katalysiert. Das
gebildete 3,5-DCC wird anschlieBend durch die dblesch ringspaltende
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase (EC 1.13.11.-) in -Ridhlor-cis, cissmuconat

umgewandelt. Die Abspaltung der Chlorsubstituenggiolgt im Anschluss an die
Ringspaltung und wird durch die Chlormuconatcydmerase und die
Maleylacetatreduktase katalysiert (Schiomann, 19®lmer et al, 1993). Das Produkt
3-Oxoadipat wird aktiviert und in die Intermediates Tricarbonsaurezyklus Acetyl-
CoA und Succinyl-CoA uberfuhrt (Harwood & Paral&€896).

NAD(P)H NAD(P)* OH

RO o cl |
TfdB o |
ol | cl
2,4- DCP 3,5- DCC 2,4- Dichlor<is,cis- 2- Chlor<is-

muconat dienlacton
TfdE

I |

(e} o
NAD(P)* NAD(P)H
Tricarbonsaure- ° "/ o
zyklus o TdF o |
© o)
3- Oxoadipat Maleylacetat 2- Chlormaleyl

acetat

Abbildung 1: Abbau von 2,4-DCP Uber den modifizieren ortho-Weg durch aerobe
Bakterien, modifiziert nach Vedler et al. (2000) und Laemmliet al (2000).Die am Abbau
beteiligten Enzyme sind mit Tfd gekennzeichnet.B[fd,4-DCP Hydroxylase; TfdC, 3,5-DCC-
1,2-Dioxygenase; TfdD, ChlormuconatcycloisomeraddgE, Dienlactonhydrolase; TfdF,
Maleylacetatreduktase.

Der in Abbildung 1 dargestellte Abbauweg sowie @bean beteiligten Enzyme wurden
anhand des Modellorganismu€upriavidus necator JMP 134 (pJP4) (frlhere
taxonomische BezeichnungenAlcaligenes eutrophus Ralstonia eutropha und
Wautersia eutrophaVandamme & Coenye, 2004) aufgekla@. necatorJMP 134
(pJP4) ist in der Lage, 2,4-D als alleinige Kohteffs und Energiequelle zu nutzen



Einleitung 7

(Don & Pemberton, 1981), die daflur verantwortlichenzyme sind in einer 22 kb
DNA-Region auf dem uUbertragbaren Plasmid pJP4 isikal (Trefaultet al, 2004).
Plasmid pJP4 besitzt fir den 2,4-D Abbau zwei hagel aber nicht identische
Genmodule, dastfd-Cluster (dCD/EF, und tfdB) sowie das tfd,-Cluster
(tfdD, CyE; Fyy und tfdBy) (Abbildung 2). Die Nukleotidsequenzahnlichkeit igghen
tfdB, undtfdB, liegt dabei bei 68 %, zwischafdC und tfdC; bei 63 % (Sakaet al,
2007). Untersuchungen zeigten zudem das Vorkommwveirer regulatorisch wirkender
Gene, tfdS und tfdR die als Positiv- bzw. Negativregulatoren Einfluasf die
Expression vorfdB sowietfdA und dagsfdCDEF Operon nehmen (Harket al, 1989;
Kaphammer & Olsen, 1990). Ihre eigentlichen Fumi¢io werden in der Literatur
jedoch widerspruchlich diskutiert (Pérez-Panttjal, 2008).

Modul Il Modul |
' ) ' Y
tfdA tfdS tfdR tfdQ, tfdC, tfdE, tfdF, tfdB, tfidK  tfdT tfdG tfdD, tfdE, tidF, tfdB

Abbildung 2: Organisation der am 2,4-D Abbau beteigten tfd Gene auf dem Plasmid
pJP4 von Cupriavidus necatorJMP 134, modifiziert nach Ledger et al. (2006). Die
Ausrichtung der Pfeile zeigt die Transkriptionstighg. Die Abbildung ist nicht
malfistabsgerecht.

Weitere, amortho-Abbau von 2,4-DCP beteiligte Gene wurden auf désrRiden
pPEST4011 vonAchromobacter xylosoxidansubsp.denitrificans EST4002 (frihere
taxonomische BezeichnunBseudomonas putidBaWa85; Maeet al, 1993; Vedleret
al., 2000), pRC10 vorrlavobacteriumsp. (Chaudhry & Huang, 1988), pRASC von
Burkholderia sp. RASC (Suweet al, 1996) sowie auf pMAB1 vorBurkholderia
cepacia(frihere taxonomische Bezeichnuigeudomonas cepadizZSV90; Bhaet al.,
1994) nachgewiesen. Hoffmara al (2003) detektierten ielftia acidovoransP4a
zudem erstmals chromosomal codierte, am Abbau vé&D2beteiligte Gene ddfd-
Familie. Alternativ zum modifiziertenrtho-Abbauweg wurde einmetaSpaltung des
chloraromatischen Ringes Alcaligenes eutrophudMP222, resultierend in 2-Hydroxy-
3,5-dichlor-6-oxo-hexa-2,4-diensaure als Ringspasprodukt, beschrieben (Keh al,
1997). Im Hinblick auf dien situ Biodegradation von 2,4-DCP ist bislang nicht gekla
welchem Abbauwegoftho odermetg die grof3ere Bedeutung zukommit.

Die Umsetzung von 2,4-DCP kann, zusatzlich zu deneits genannten Abbauwegen,
auch durch FAD-haltige Phenol 2-Monooxygenasen riBlhgdroxylasen) katalysiert
werden (Pieperet al., 1988; Ditzelmilleret al, 1989). Phenolhydroxylasen (EC
1.14.13.7) hydroxylieren in Gegenwart von Sauefstofd NAD(P)H Phenol zu
Catechol (Kirchneet al, 2003) und katalysieren damit den initialen Riegadgchritt des
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Phenolabbaus. Eine Vielzahl an Einzel- und Mehrkomepten Phenolhydroxylasen
wurden bereits identifiziert und beschrieben, woletztere als dominierend in der
Umwelt angesehen werden (Peterst al, 1997). Ein Vergleich der
Aminosauresequenzen vdfdB und das fur die Phenolhydroxylase kodierende Gen
pheA zeigte eine Ubereinstimmung von 46 % und weist airfe evolutionére
Verwandschaft beider Gene hin (Nwkal, 1991). Wahrend das Substratspektrum der
2,4-DCP Hydroxylase jedoch ausschlie3lich substitai Phenole umfasst, sind
Phenolhydroxylasen in der Lage neben Phenol aucm@émFluor-, Methyl- sowie
Chlorphenole umzusetzen (Neujahr & Gaal, 1973;ub#al1987; Fukuda, 1993).

Aerobe, 2,4-DCP-abbauende Bakterien werden anhdwér iphylogenetischen
Merkmale sowie ihrer am 2,4-DCP Abbau beteiligteen&in drei Gruppen gegliedert
(Kamagateet al, 1997). Die erste Gruppe umfasst copiotrophe @&kt deBeta und
Gammaproteobacterja darunter die GattungenPseudomonas Achromobacter
Burkholderig Delftia undVariovorax(ltoh et al, 2004). In der zweiten Gruppe werden
oligotrophe Alphaproteobacteriamit enger Verwandschaft z@8radyrhizobium sp.
zusammengefasst. Mitglieder der dritten Gruppe gah@ur Gattungsphingomonas
(Alphaproteobacterip und sind ebenfalls copiotroph. Erganzend zu denagnten
Mikroorganismen wurden zudem Bakterien der Gattar@ehrobactrum(Mduller et al,
1998), Acinetobacter(Paisioet al, 2013),Bacillus (Wanget al, 2000; Matafonovat
al.,, 2007; Herreraet al, 2008), Flavobacterium (Chaudhry & Huang, 1988),
RhodococcugFinkel shteinet al, 2000) sowieMicrococcus(Galliziaet al, 2003) mit
der Fahigkeit 2,4-DCP unter oxischen Bedingungemetabolisieren, isoliert.

Obwonhl in den unterschiedlichsten Okosystemen &figdzahl an aktiven 2,4-DCP-
abbauenden Mikroorganismen nachgewiesen wurdegeraiiodegradations- und
Biotransformationprozesse von 2,4-DCP bei unguastigymweltbedingungen nur
langsam ab. Die Verbindung verbleibt langer am lagungsort und kann folglich in
tiefere, zunehmend anoxische Bodenschichten gefariger mikrobielle Abbau von
2,4-DCP in Abwesenheit von Sauerstoff wird durck dchrittweise Entfernung der
Chlorsubstituenten, die sogenannte reduktive Deienlong (Abbildung 3), eingeleitet.
Dieser Prozess ist von grol3er Umweltrelevanz, daggr chlorierte Verbindungen im
Allgemeinen weniger toxisch und durch aerobe sowmaerobe Mikroorganismen
leichter zu verwerten sind (Bryant & Schultz, 1994)
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Abbildung 3: Postulierter anaerober Abbau von 2,4-[CP, modifiziert nach Zhang &
Wiegel (1990).

In anoxischen Sedimentproben wurde 4-MCP als pem&,4-DCP Abbauprodukt
detektiert (Kohringet al, 1989 a & b; Zhang & Wiegel, 1990; Takeuehial, 2000),
das anschlieend in einem zweiten Schritt zu Phdachloriert wird. Das gebildete
Phenol wird durch eine Carboxylierungsreaktion @anBoesaure umgewandelt, die nach
einer Ringspaltung und nachfolgender Methanogemasklethan und C®abgebaut
wird (Abbildung 3; Zhang & Wiegel, 1990). Am posarten Abbauweg sind
mindestens flnf verschiedene Organismen beteilitiarig & Wiegel, 1990); eine
anaerobe Reinkultur, die 2,4-DCP komplett umseigt, bislang nicht bekannt.
Anaerobe Bakterien der Gattubgsulfitobacteriunsind in der Lage, 2,4-DCP reduktiv
zu 4-MCP zu dehalogenieren (Utkiet al, 1994; Breitensteinet al, 2001).
Verantwortlich dafir ist die reduktive Chlorphenelcllogenase, die die Entfernung des
Chlorsubstituenten iortho-Stellung katalysiert (Van de Pas$ al, 1999). Einige der
isolierten Bakterien sind zudem befahigt die retekDechlorierung an Wachstum zu
koppeln. Bei der sogenannten Dehalorespiration iéuhgdie chloraromatische
Verbindung als Elektronenakzeptor fir metabolisOelationsprozesse (Holliget al,
1999). Dabei werden zwei Elektronen, die aus deid@ion eines Elektronendonors
wie Wasserstoff oder Formiat stammen, auf den @hdonaten Ubertragen und der
Chlorsubstituent wird als Anion abgespalten (Lo&i&ohn, 1999). Die Bildung einer
geringer chlorierten Verbindung ist an die Erzeugueines Protonengradientens
gekoppelt. Innerhalb der Zelle werden Protonen reertht, aul3erhalb freigesetzt. Die
Energiekonservierung in Form von ATP erfolgt duddm Rickfluss der Protonen in
die Zelle mit Hilfe einer membrangebundenen ATR&lomann & Reineke, 2007).
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1.2. Regenwirmer — Lebensweise und Einfluss auf ihre Unwit

Der Uberwiegend positive Einfluss von Regenwirmemf die Struktur und
Fruchtbarkeit von Boden wurde bereits durch Plirdasn Alteren etwa 77 n. Chr. in
dem WerkHistoria naturalisdokumentiert. Mehr als tausend Jahre spater wiglhet
britische Naturforscher Charles Darwin sein letztBsich der Tatigkeit der
Regenwirmer und postulierte darin die zentraleeRddr Regenwirmer in der Boden-
und Humusbildung (Darwin, 1881).

1.2.1. Habitate und 6kologische Gruppen

Beinahe Uberall auf der Erde, ausgenommen in exkaten, trockenen oder sauren
Regionen, sind Regenwurmer in Boden zu finden (1L885; Edwards & Bohlen, 1996;
Makeschin, 1997). Mit einem Anteil an der Inver@ienbiomasse von bis zu 90 %
stellen Regenwirmer die dominierende MakrofaunaBitden dar (Lee, 1985;
Schachtschabekt al, 1992). In europaischen Boéden wurden pro Quadiiam
zwischen zehn und 1000, vereinzelt sogar bis zuO2@Qtdividuen gefunden
(Schachtschabekt al, 1992; Makeschin, 1997). Dabei sind in der Redat
Regenwurmabundanzen in Weide- und Wiesenbdden lad$h&arten- und Ackerbdéden
(Lee, 1985; Makeschin, 1997). Boden von Nadelwaldereisen aufgrund relativ
niedriger pH-Werte sowie einer ungeeigneten Nahnmngorm von Nadelstreu eine
vergleichsweise geringe Anzahl an Regenwurmerrgruwiita, 1979).

Regenwirmer gehdren zum Stamm dénnelida (Ringelwirmer) und werden
taxonomisch zu derDligochaeta (Wenigborster), einer Unterklasse innerhalb der
Klasse derClitellata (Gurtelwtrmer), gezahlt (Storch & Welsch, 2004)elWeit gibt

es zwischen 3000 und 6000 bekannte Arten, die $52bi verschiedenen Familien
zugeordnet werden (Lee, 1985; Blakemore, 2003; gl8adames, 2011). Die Mehrheit
der in Europa und der restlichen nérdlichen Hendsphheimischen Regenwirmer
gehort zu der Familie dérumbricidae die etwa 80 Arten umfasst (Makeschin, 1997).
In Deutschland gibt es derzeit 39 verschiedenemArrtesechs Gattungen, die alle zu der
Familie der Lumbricidae gezahlt werden (Graff, 1983). Zu den bekanntested
haufigsten einheimischen Regenwirmern gehdnembricus terrestris(Trivialname:
Tauwurm),Eisenia fetida(Kompostwurm) sowié\porrectodea caliginoséGrau- bzw.
Wiesenwurm) (Graff, 1983; Jansehal, 2013).

Basierend auf ihren unterschiedlichen Lebens- unuhdltungsweisen werden
Regenwirmer in drei okologische Gruppen (Okotypeimgeteilt (Bouché, 1977).
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Danach werden epigaische, endogadische und andziscdmmen unterschieden.
Epigdische Regenwirmer (z.Bisenia fetida leben in der Regel in der organischen
Auflage oberhalb des Mineralbodens und erndhren glerwiegend von Laub und
leicht zersetztem Pflanzenstreu. Sie bilden séBangsysteme aus und nehmen somit
nur wenig Mineralboden auf. Vertreter dieser Gruppal mit durchschnittlich einem
bis vier Zentimeter Lange eher klein und weiser sitarke Pigmentierung der Kutikula
auf (Bouché, 1977; Lee, 1985; Edwards & Bohlen,6)9&ndogéaische Regenwirmer,
zu denen auch der in der vorliegenden Arbeit eigigésAporrectodea caliginosaahlt,
leben im oberen Bereich des Mineralbodens und milt&izontale Gangsysteme aus.
Sie fressen Uberwiegend Mineralboden, der mit asgaem Kohlenstoff aus
abgestorbenem Pflanzenmaterial angereichert ist. ddiva funf bis 15 Zentimeter
grof3en Regenwirmer weisen keine oder nur eine sttfeMaigmentierung der Kutikula
auf (Makeschin, 1997). Antzische Regenwirmer (Linbricus terrestris leben in
vertikalen Gangsystemen bis zu einer Tiefe von Nietern. Ihre Nahrung besteht aus
Mineralboden und Pflanzenstreu, die sie von dereBoberflache in ihre Gange ziehen.
Die starke dorsale Pigmentierung sowie eine Grdaf$e aehn bis 30 Zentimeter sind
charakteristische Merkmale dieses Okotyps.

1.2.2. Okologische Relevanz

Regenwurmer sind aufgrund der Fahigkeit durch elifielzahl verschiedenster
Aktivitaten den eigenen Lebensraum zu verandernneuwe Lebensraume fur andere
Organismen zu schaffen wichtige Mitglieder der Buglmeinschaft (Brown, 1995).
Der Bodenbereich, der direkt dem Einfluss von Regemern unterliegt, wird als
Drilosphéare bezeichnet (Browet al, 2000). Sie umfasst neben der Korperoberflache
und dem Darm der Wirmer auch die angelegten Boagegédnd die ausgeschiedenen
Kotkrimel. Die Drilosphare ist raumlich und zeitlicsehr dynamisch, wobei der
Aktivitat und der Verteilung der Regenwirmer eingseheidende Rolle zukommt
(Brown et al, 2000). Regenwiurmer zahlen zu den Erstzersetabgestorbener
Biomasse und setzen im Boden gro3e Mengen an scjem Materialien wie Streu,
Wurzeln, tote Bodentiere aber auch Mikroorganismen,(Lee, 1985). Zusammen mit
dem aufgenommenen Mineralboden werden die orgamsclbubstanzen im
Verdauungstrakt mit Verdauungschleim (Mucus) grioidivermischt und nach der
Darmpassage in Form von Kotkriimeln ausgeschiedetag) 1992; Edwards & Bohlen,
1996). Schatzungen gehen davon aus, dass pro Qabis 30 Tonnen Bodenmaterial
von Regenwurmpopulationen aufgenommen und wiedesgemchieden werden
(Scullion & Ramshaw, 1988; Makeschin, 1997).

Die auf der Bodenoberflache oder direkt in den @angbgelegten Kotkriimel sind im
Vergleich zum umgebenden Boden reich an l6slichegaroschen Kohlenstoff, Nitrat,
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Ammonium sowie an den Nahrelementen Phosphor, falzMagnesium und Kalium
(Lunt & Jacobson, 1944; Parle, 1963b; Bhanéaml, 1967). Kotkrimel haben damit
nicht nur einen positiven Einfluss auf die Bodeohibarkeit sondern wirken sich,
aufgrund der Ausbildung von stabilen Bodenaggregatedem gunstig auf die Struktur
des Bodens aus (Mansedt al, 1981; Brownet al, 2000; Brownet al, 2004).
Regenwurmkot weist im Vergleich zum unbehandeltedd® eine hohere mikrobielle
Aktivitat und damit verbunden hohere Mineralisiegan Nitrifikations- und
Denitrifikationsraten auf (Scheu, 1987; Elliadt al., 1990; Parkin & Berry, 1994;
Decaénset al, 1999). In Kotkrimeln wurden zudem Verbindungeit kormon-
ahnlichen Wirkungen detektiert, die das Wachstumm Rflanzen fordern bzw.
regulieren (Tomatet al, 1988; Brownet al, 2004). Regenwirmer sind auch fur die
Verbreitung von Pflanzensamen, Bakterien und Pilagrantwortlich, die im
Verdauungstrakt oder der Regenwurmoberflache UbeitewStrecken transportiert
werden kénnen (Gange, 1993; Broatral, 2004).

Bei der Fortbewegung im Boden legen endogéische amikische Regenwirmer
Gangsysteme an, die zu einer besseren Bodenbgjiifteamer Erh6hung des
Porenvolumens des Bodens sowie einer Steigerung\deserkapazitat im Boden
beitragen (Lee, 1985, Edwards, 2004). Regenwurnegdmegoessern die Struktur von
verdichteten, landwirtschaftlich genutzten Bodear@maaclet al, 2002) und kénnen
zudem den Transport von Nahrstoffen, aber auch Yastiziden, in tiefere
Bodenschichten begunstigen (Edwaetisl, 1993; Doret al.,2008, Strombergeat al,
2012). Die Gangwande sind durch sezernierten Muadsdie abgegebenen Kotkriimel
gut stabilisiert und weisen im Vergleich zum uméaden Boden einen hoheren
Wassergehalt und pH-Wert sowie hodhere Kohlenstaofid Stickstoffgehalte auf
(Edwards & Bohlen, 1996; Tiunov & Scheu, 1999; Taun& Dobrovolskaya, 2002).
Die Anreicherung mit organischem Material fihrteiner hohen mikrobiellen Aktivitat,
die sich u.a. in einer hoheren Denitrifikations-duNitrifikationsrate widerspiegelt
(Parkin & Berry, 1999). Regenwurmgéange dienen elfielzahl an Bodenorganismen
als Lebensraum (Gorrest al, 1997; Marauret al, 1999) und werden haufig von
Pflanzenwurzeln fir die Nahrstoffaufnahme sowie flie Ausbreitung im Boden
genutzt (Browret al, 2000).

1.2.3. Verdauungssystem

Das Verdauungssytem der Regenwirmer besteht ausdd¥foong, Mundhéhle,
Pharynx (Schlundkopf), Osophagus (Speiserohre),pKi@®risenmagen), Muskel-
magen, Darmkanal und Anus (Abbildung 4; Van Gand&63; Edwards & Bohlen,
1996; Storch & Welsch, 2004). Die aufgenommene Nadpiwird mit dem im Pharynx
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sezernierten Mucus, der die Verdauungsenzyme Amylasd Protease enthélt,
vermischt und im Kropf gesammelt. Anschlielend widér Nahrungsbrei im
Muskelmagen mit Hilfe der chitinhaltigen Kutikula echanisch zerkleinert. Im
Darmkanal erfolgt die eigentliche Verdauung und drReson der organischen
Verbindungen, die durch wurmeigene und/ oder miieltdo Amylasen, Cellulasen,
Chitinasen, Lipasen, Proteasen, Xylanasen sowitemeGlucosidasen aufgeschlossen
werden (Tracey, 1951; Heran, 1956; Urbasek & Fi8R1; Curry & Schmidt, 2007;
Nozakiet al, 2009). Das Vorkommen und die Aktivitat dieserdéaiungsenzyme sind
dabei an die Erndhrungsweise der Regenwirmer asgfefhattaucet al, 1998; Curry
& Schmidt, 2007). Die verdaute Nahrung wird ansd®dind Uber Darmepithelzellen
aufgenommen. Eine dorsale Einfaltung, die TyphissolergroRert dabei die
verdauende und resorbierende Oberflache des Datingsrdaute Bestandteile werden
mit peritrophischen Membranen umhdllt und als Kotkel Gber den Anus
ausgeschieden.

Pharynx ~ Muskelmagen  Clitellum
/ Kropf/ / A”‘i

Mundéffnung ~— ——— —
Osophagus Darmkanal
S—— __
—
Verdauungssystem

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Verdauursgystems eines Regenwurms am
Beispiel vonLumbricus terrestris modifiziert nach Horn et al, 2003.

Die Darmpassagezeit, also der Zeitraum den der iBeda der Aufnahme durch die
Mund6ffnung bis zur Ausscheidung durch den Anusdhigh unterscheidet sich in den
verschiedenen 6kologischen Gruppen. Hartensteat (1981) zeigten am Beispiel des
epigaischen Regenwurnissenia fetida dass unabhangig von Gewicht und Grol3e der
Tiere die Darmpassage der aufgenommenen Nahrung ,5dauert. Die
Darmpassagezeit volyporrectodea caliginoséegt in einem Bereich von etwa 1 h bis
20 h, die von_umbricus terrestrisyon 8 h bis 11 h (Barley, 1959; Martin, 1982; Wist
et al, 2009a; Taylor & Taylor, 2014).

Bei einem angenommenen Darmvolumen von 450°npro Wurm und einer
Wurmdichte von bis zu 2000 Individuen prd,rkann ein Quadratmeter Boden fast ein
Liter Regenwurmdarm enthalten (Drake & Horn, 20@@r Regenwurmdarm stellt ein
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mobiles anoxisches Mikrohabitat in bellifteten Bodkw, das reich an abbaubaren
organischen Verbindungen ist, einen neutralen pHt\Wesitzt und einen hohen Gehalt
an Wasser, Nitrat, Nitrit, Ammonium sowie Aminosgiraufweist (Horret al, 2003;
Drake & Horn, 2007; Wusgt al, 2009 a & b). Dian situ Bedingungen des Regen-
wurmdarms bieten somit ideale Voraussetzungenrfée@be Bodenmikroorganismen,
die zusammen mit der Nahrung in den Verdauungskagalangen. Der
Regenwurmdarm wird als ,mutualistisches Verdauuysjesn“ beschrieben, in dem die
aufgenommen Mikroorganismen durch den leicht vetlveeen Kohlenstoff des
abgesonderten Mucus stimuliert werden (,primingeetff) und zu gleich den Abbau
von komplexen organischen Verbindungen durch diedéktion von Exoenzymen
unterstitzen (Barois & Lavelle, 1986; Trigo & Laegl1995; Brown & Doube, 2004).
Die Keimzahlen von anaeroben als auch von aerobdkrobfganismen im
Regenwurmdarm liegen haufig deutlich Uber denenutegebenden Bodens (Parle,
1963a; Karsten & Drake, 1995; Karsten & Drake, 199¢honholzeret al, 1999;
Ihssenet al, 2003). So sind zum Beispiel die Zellzahlen voanixifikanten und
allgemeinen Anaerobiern im Verdauungssystem desmegms bis zu 4000 fach
hoher als im Boden (Karsten & Drake, 1995; Ihsseal., 2003).

Bislang wurde eine Vielzahl an Bakterien aus demd&eungssystem verschiedenster
Regenwurmarten isoliert, darunter Vertreter deAlpha, Beta und
GammaproteobacterjaFirmicutes Actinobacteriasowie derBacteroideteqToyota &
Kimura, 2000; Horret al, 2005; Brito-Vega & Espinosa-Victoria, 2009; Byzet al.,
2009; Knappet al., 2009). Viele dieser Isolate sind Denitrifikanteitrat- bzw.
Nitritreduzierer oder Garer (Ihssehal, 2003; Horret al, 2005; Drake & Horn, 2007).
Zusatzlich konnten ascomycetale Pilze der Gattun@emicillium, Aspergillus
Cladosporium Geotrichum Fusarium und Alternaria aus dem Verdauungstrakt von
Aporrectodea caliginosalLumbricus terrestrissowie Eisenia fetida isoliert und
kultiviert werden (Byzovet al, 2009). Im Gegensatz zu anderen Invertebraten wie
Termiten oder Schaben scheinen Regenwirmer kettegene, spezifische Mikrobiota
zu besitzen (Egerét al, 2004; Warneckest al, 2007; Kohleret al., 2012). Zwar
wurden Darmwand-assoziierte filamentose Mikroorgam@n in Regenwirmern
detektiert (Jolly, 1993; Thakuriat al, 2010), vergleichende molekularbiologische
Analysen weisen jedoch darauf hin, dass diese aliem@ius dem Boden stammen und
quantitativ weniger bedeutsam sind (Drake & Ho®02 Thakuriaet al, 2010).

1.2.4. Einfluss auf das Schicksal von Xenobiotika

Regenwirmer nehmen durch ihre Grabtétigkeiten tind=ral3verhalten direkt sowie
indirekt Einfluss auf die Mikroflora und Fauna inoden. Sie verandern physikalische
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und chemische Bodenparameter und folglich die Bitér; Struktur und Aktivitat
biologischer Gemeinschaften in der Drilosphare dach gesamten Okosystem Boden
(Brown, 1995). Aufgrund ihrer Lebensweise sind Regi@&mer im standigen Kontakt
mit der festen und wassrigen Bodenphase und darbunden auch mit eingetragenen
Schadstoffen wie Schwermetallen und Pestizidene IAktivitdt beeinflusst das
Schicksal dieser Verbindungen im Boden auf zweidkleisen. Zum einen verandern
Regenwirmer die Mobilitat und das Sorptionsverimaiten Pestiziden, zum anderen
wird die mikrobielle Mineralisierung dieser Stotbeeinflusst. Die durch Regenwirmer
angelegten Gangsysteme erleichtern den Transpat Hkrbizides Atrazin nach
Regenfallen in tiefere Bodenschichten (Edwartdal, 1993; Sadeghi & Isensee, 1994).
Zudem tragt die Aufnahme und Verdauung von Pesbeidsteten Bodenpartikeln und
organischem Material durch Regenwiirmer zu eineBgmén Verbreitung innerhalb der
Bodenmatrix im Vergleich zum umliegenden Boden (Bairenhorset al, 2000; Binet
et al, 2006). Die Gegenwart und Aktivitat von Regenwérmfihrt weiterhin zu einer
erhohten Sorption von Pestiziden. Birgt al (2006) zeigten fur Kotkrimel- und
Darmproben vorLumbricus terrestrisund Aporrectodea caliginos&ine Zunahme der
Atrazinsorption aufgrund von gebildeten nicht-ekiesbaren Atrazinrtickstanden.
Ahnliche Beobachtungen wurden durch Bolan & BaskaiE096) fur die Herbizide
Atrazin, 2,4-D und Metsulfuronmethyl in Kotkrimelron Lumbricus rubellusund
Aporrectodea caliginosagemacht. Basierend auf einem hdheren pH-Wert der
Kotkrimel ist die Anzahl der negativen Oberflaclaehingen erhdht und somit auch die
Sorption der eingesetzten Verbindungen. Der anbeis®RegenwurmMetaphire
guillelmi verandert das Sorptionsverhalten und damit verbunirdie Bioverfugbarkeit
der Chlorphenole 2,4-DCP, 2,4,6-TCP und PCP inMamsichaftlichem Boden (Shaat
al., 2011). Die Autoren fuhren dabei die erhohte Songkapazitat in den Kotkriimeln
auf die veranderte Bodenstruktur nach der Darmpaszarrick. Auch in den mit
organischem Material angereicherten GangwanderLuorbricus terrestrisvurde eine
erhohte Sorption der radioaktiv-markierten HerlkazidAtrazin und Metachlor
nachgewiesen (Farenhogdtal, 2001).

Die Gegenwart von aktiven Regenwirmern im Bodenmmtires weiteren Einfluss auf
die Mineralisierung der eingetragenen Schadst@fédei werden die Diversitat und die
GroRRe der im Boden vorkommenden Bakterien- undgBiteinschaften sowie deren
metabolische  Aktivitaten durch  zusatzlich  verfugbar Kohlenstoff-  und
Stickstoffverbindungen, aber auch von den durch Rlegenwirmer abgesonderten
Sekreten beeinflusst (Tret'yakovat al, 1996; Tiunov & Dobrovolskaya, 2002;
Khomyakovet al, 2007; Oleynik & Byzov, 2008). Zudem sind Regemwvér an der
Verbreitung von Mikroorganismen, die zur Biotransfiation und / oder Biodegra-
dation von Herbiziden beféhigt sind, beteiligt (Daat al, 1996 & 1997). Wahrend die
Mineralisierung vonC-Catechol in Kotkriimeln des endogaischen Regenwurm



16 Einleitung

Octolasion tyrtaeumsowie von Atrazin in Kotkrimeln und Gangwanden des
anozischen Regenwurmsumbricus terrestrism Vergleich zum umliegenden Boden
erhoht war (Butenschoest al., 2009; Monarcet al, 2010), zeigten Binedt al (2006)
und Kersantét al. (2006) eine Abnahme der Atrazinmineralisierunglén Drilosphére
von Lumbricus terrestrisund Aporrectodea caliginosaach Langzeitinkubation. Die
Anwesenheit von Regenwirmern im Boden reduzietitmar die Anzahl der Atrazin-
abbauenden Bakterien sowie die am Abbau beteiligterkturellen Gene (Kersangd
al., 2006), sondern verandert auch die taxonomisamamimensetzung der Atrazin-
abbauenden mikrobiellen Gemeinschaft in der Dridsp (Monardet al, 2011).
Aufgrund der sich unterscheidenden Bodentypen, Regemarten, chemischen
Verbindungen und Versuchsanordnungen in den eiegeltudien ist ein direkter
Vergleich und somit eine eindeutige Aussage uUbarElefluss von Regenwirmern auf
das Schicksal von Pestiziden nur bedingt zulassick(an & Reid, 2008).

Regenwirmer akkumulieren in Boden eingetragene 8chetalle, Pestizide und
organische Verbindungen in ihrem Gewebe und werdeiigrund dessen als
empfindliche Bioindikatoren fur VerunreinigungensdBodens sowie zur Beurteilung
der Bodenqualitat herangezogen (Letdal, 1980; Haimiet al, 1992; Maet al., 1995;
Rombkeet al, 2005; Hallgreret al, 2006). Die Aufnahme kann dabei entweder Uber
einen passiven Diffusionsvorgang durch die &aul3erembtan des Regenwurms
(,dermale Absorption®) erfolgen oder wahrend derrnbDpassage im Zuge der
Verdauung (,intestinale Absorption”) stattfindenir(®a et al, 2008; Correira &
Moreira, 2010). Regenwurmer sind jedoch in der Lagée aufgenommenen
Verbindungen mittels Sekretion von Esterasen, Riaiggen und Transaminasen zu
detoxifizieren. Die Gegenwart der Pestizide Aldx;aiCypermethrin, Profenofos,
Chlorfluazuron, Atrazin und Metalaxyl fuhrte iAporrectodea caliginosau einer
Aktivitatszunahme der sauren und alkalischen Phatsgle sowie zweier
Transaminasen (Mosletet al, 2003). Sanchez-Hernandez & Wheelock (2009)
detektierten Karboxylesterasen im Gewebe des Verdgiraktes, in der Zellwand-
muskulatur und im Reproduktionsgewebe \‘ammbricus terrestrisNach Inkubation
mit dem Insektizid Malathion zeigten Regenwirmer dgattungenEisenia und
Lumbricuseine Inhibition der Enzymaktivitat von Acetylcholj Butyrylcholin- und
Karboxylesterase (Henson-Ramsetyal, 2011). Die vorliegenden Ergebnisse legen
eine Anwendung dieser Enzyme als moégliche Biomark&egenwirmern nahe.
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1.3. N,O — ein klimarelevantes Spurengas

Distickstoffmonoxid (NO, Lachgas) spielt als Treibhausgas eine wichtigdeRm
Prozess der Klimaerwarmung. Mit einem 300-mal sk Klimaerwarmungspotential
als CQ und einer globalen Lebensdauer von etwa 114 Jahnmemt N,O einen grof3en
Einfluss auf die Umwelt (IPCC, 1996; IPCC, 2007)eibhausgase wie GOCH, und
N.O lassen die einfallende kurzwellige Sonnenstraplaitestgehend ungehindert auf
die Erdoberflache durch. Diese erwarmt sich undtesrtilangwellige Infrarotstrahlung.
Die Infrarotstrahlung wird in Folge von den Treibkgasen absorbiert, wodurch die
effektive Ausstrahlung von der Erde in das Weltatluziert wird — die Erde erwéarmt
sich. Weiterhin kann das in die Stratosphare gééahNgO mit atomarem Sauerstoff zu
Stickstoffmonoxid reagieren, das zum Abbau von Oapnd damit zur Zerstérung der
Ozonschicht beitragt (Portmanet al, 2012). Die globale atmospharischeON
Konzentration ist von einem vorindustriellen Weshvetwa 270 ppb um 20 % auf etwa
320 ppb im Jahr 2005 angestiegen (IPCC, 2007). iNdka anthropogen-verursachten
Emissionen durch eine Intensivierung der Landwiva$; das Verbrennen von
Biomasse sowie industriellen Prozessen wig® Mwuch in terrestrischen und marinen
Okosystemen gebildet (Bange, 2000; Snethal, 2012). Etwa 62 % der gesamten
jahrlichen globalen pO-Emission wird auf natirliche und landwirtschattligenutzte
Boden zurlckgefuhrt (IPCC, 2007). Vor allem intensibewirtschaftete
landwirtschatftliche Flachen, die mit Stickstoff-tigén Diingemitteln behandelt werden,
tragen zu einer Veranderung des globalen SticketaBhaltes bei (Gallowagt al.,
2008).

1.3.1. N,O-bildende Prozesse

Die fiir die Bildung von MO im Boden verantwortlichen Prozesse, die Transtion
von Ammonium, Nitrat und Nitrit, werden hauptsachli von Mikroorganismen
durchgefuhrt (Bremner, 1997; Bateman & Baggs, 20D&pei fiihren die Nitrifikation,
Denitrifikation, ,Nitrifikanten® Denitrifikation savie die dissimilatorische Nitrat-
reduktion zu Ammonium (DNRA) zu einer signifikantBidung von NO (Abbildung
5; Bremner, 1997; Kookt al, 2011). Die assimilatorische Nitratreduktion sewi
abiotische Prozesse wie die Chemodenitrifikationréh im Vergleich dazu nur zur
Bildung von geringen Mengen an®l (Bleakley & Tiedje, 1982; Bremner, 1997).
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DNRA » I
‘ NO; L
4 Denitrifikation

‘ .Nitrifikanten® Denitrifikation

N,O
Nitrifikation

Abbildung 5: N,O-bildende Prozesse in der Umwelt, modifiziert nachVrage et al (2001).
Ammoniumoxidation und Nitritoxidation bilden zusamm die Nitrifikation. Abkirzungen:
DNRA, dissimilatorische Nitratreduktion zu AmmoniunNH,", Ammonium; NHOH,
Hydroxylamin; NQ, Nitrit; NOg, Nitrat; NO, Stickstoffmonoxid; pD, Distickstoffmonoxid;
N,, Distickstoff.

1.3.1.1. Nitrifikation

Die Nitrifikation beschreibt die sequentielle Oxida von Ammonium Uber Nitrit zu
Nitrat in Gegenwart von Sauerstoff, der als Elekémakzeptor fungiert (Abbildung 5).
Dieser obligat aerobe Prozess wird von zwei Grupméemolithoautotropher
Mikroorganismen katalysiert, den Ammonium- und Nbitxidierern. Ammonium-
oxidierer setzten Ammonium mit Hilfe einer AmmonitMonooxygenase afnoA
kodiert) zu Hydroxylamin um, das von der Hydroxylar®xidoreduktase weiter zu
Nitrit oxidiert wird (Wood, 1986; McCarty, 1999). dbei kann die unvollstandige
Oxidation von Hydroxylamin zu einer ,®-Bildung fliihren (Hooper & Terry, 1979;
Stein, 2011). Bislang bekannte Ammonium-oxidierem#kterien werden den Beta-
und Gammaproteobakterien zugeordnet und gehératezuGattungemitrosomonas
NitrosospirasowieNitrosococcugHeadet al., 1993). Die Isolierung von Ammonium-
oxidierenden Archaeen (Kénneke al, 2005, Hatzenpichlest al., 2008), das héaufige
Vorkommen einer Archaeen-spezifischen Ammonium-Mtygenase (Francist al,
2005) sowie die quantitative Dominanz v@renarcheotain Ozeanen und Béden
(Leininger et al, 2006; Bemaret al, 2010) indizieren, dass Archaeen ebenfalls zur
Nitrifikation befahigt sind und damit eine wichtidg®olle bei der Bildung von D in
extremen Lebensraumen spielen (Treustlal, 2005; Schausst al, 2009; Gubry-
Ranginet al, 2010). Das durch die Ammoniumoxidierer gebildsigit wird in einer
Folgereaktion mit einer Nitrit-Oxidoreduktase zutrili umgesetzt (Abbildung 5). An
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diesem Prozess sind aerobe Bakterien der Gattusigge@sping Nitrospira, Nitrobacter
und Nitrococcusbeteiligt (Schramm, 2003). Neben den autotrophgrifikanten sind
auch heterotrophe Bakterien (u.Alcaligenes faecal)s und Pilze (u.a.Absidia
cylindrosporg in der Lage, Ammonium zu Nitrit oder Nitrat zuidieren (Strocet al.,
1986; Papenet al, 1989). Im Gegensatz zur autotrophen Nitrifikaticsst der
heterotrophe Prozess jedoch nicht mit Zellwachstumd Biomasseproduktion
verknupft (Schlegel, 1992; Fuchs, 2007).

1.3.1.2. Denitrifikation

Das durch die Nitrifikanten freigesetzte Nitrat kasmter anoxischen Bedingungen von
Denitrifikanten im Rahmen der Denitrifikation aldteanativer Elektronenakzeptor
genutzt werden. Bei der Denitrifikation erfolgt eischrittweise Reduktion von Nitrat
und Nitrit zu den Distickstoffgasen,® und / oder N (Abbildung 5; Zumft, 1997). Die
Mehrheit aller bislang bekannten Denitrifikanterndsi fakultative Aerobier und
bevorzugen @als terminalen Elektronenakzeptor (Shapleigh, 2006ter anoxischen
oder mikroaerophilen Bedingungen sowie in Gegenwart Nitrat und / oder Nitrit
werden die Denitrifikationsenzyme exprimiert (Zumft997; Bakeret al, 1998).
Elektronen werden auf Nitrat, Nitrit, NO und ;@ Ubertragen, wobei ein
elektrochemischer Gradient Uber die Cytoplasmamembaufgebaut wird (Zumft,
1997). Die Energiekonservierung erfolgt anschliel3éber die Elektronentransport-
kettenphosphorylierung (Zumft, 1997).

Eine vollstandige Denitrifikation beschreibt diegaentielle Reduktion von Nitrat Gber
die Intermediate Nitrit, NO und 4@ zu N. Die fir die einzelnen Schritte
verantwortlichen Enzyme sind die Nitratreduktaséfornel 1a), Nitritreduktasen
(Formel 1b), NO-Reduktasen (Formel 1c) un®NReduktasen (Formel 1d).

Formel 1: Einzelreaktionen der kompletten Denitrifikation (Zumft, 1992).

(@ 2NQ +4H +4¢ —> 2NO +2H0
(b) 2NQ +4H +2é —> 2NO+2HO
() 2NO+2H+26 —> N;O+HO
(d) NNO+2H +2¢ —> N+ H0

Die Reduktion von Nitrat wird durch eine Cytoplasnenbran-assoziierte
Nitratreduktase narGHI-kodiert) und / oder eine periplasmatische Nitiduk¢ase
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(napABkodiert) katalysiert (Formel la; Seae$ al, 1997; Philippot, 2005). Beide
Enzyme besitzen Molybdan-Cofaktoren, Eisen-Schw&égitren und Hamgruppen
(Philippot & Hojberg, 1999; Richardsoet al, 2007). Wahrend die Nitratreduktase
NarGHI ausschlie3lich unter anaeroben Wachstumsbedgen exprimiert wird, ist die
periplasmatische Nitratreduktase NapAB auch in Geget von Sauerstoff aktiv (Bell
et al, 1990; Siddiquiet al, 1993). lhre Aufgabe besteht dabei vermutlichder
Bereitstellung von Nitrit fir die aerobe Denitrifiton (Zumft, 1997). Das von der
Nitratreduktase gebildete Nitrit wird in einem né&tn Schritt von der Nitritreduktase
im Periplasma zu NO umgesetzt (Formel 1b). Nittitidasen sind die Schlissel-
enzyme der Denitrifikation, da sie die UmwandlungnvNitrit in NO, der ersten
gasférmigen Stickstoffverbindung, katalysieren (Zii997; Hallin & Lindgren, 1999).
Je nach Organismus wird die Nitritreduktion voneeiKuper (irK-kodiert)- oder einer
Cytochrom cd (nirS-kodiert)-abhangigen Nitritreduktase durchgefihiie im
Periplasma lokalisierten Enzyme konnen neben Nduth Sauerstoff zu Wasser
reduzieren (Rinaldo & Cutruzzola, 2007). Obwohl deeiNitritreduktasen in einer
Vielzahl von Bakterien und Archaeen nachgewieserdem konnte bislang noch kein
Organismus identifiziert werden, der sowohl Nirks aluch NirS besitzt (Zumft, 1997,
Heylen et al, 2006; Shapleigh, 2006). Die Reduktion von NONa®O (Formel 1c)
findet an der AuRenseite der Cytoplasmamembrant statl wird durch eine
membranstandige, ham- und eisenhaltige NO-RedukKteas®C-kodiert) katalysiert.
Da NO fur viele Organismen toxisch ist, besitzenchaunicht-denitrifizierende
Mikroorganismen NO-Reduktasen zur Detoxifizieru@pneset al, 2002; Chokt al.,
2006). Der abschlieBende Schritt der Denitrifikatidie Umwandlung von 0 zu N
(Formel 1d), wird von der periplasmatischesONReduktasenosZkodiert) katalysiert.
Die meisten MNO-Reduktasen werden in Gegenwart von Acetylen gefiterwas in
Folge zu einer zusatzlichen,®FEmission fuhrt (Yoshinari & Knowles, 1976). Daher
wird Acetylen héaufig zur Abschatzung der komplett®enititrifikationsaktivitat
eingesetzt.

Der Denitrifikationsprozess wird durch verschiededenweltfaktoren beeinflusst.
Dabei spielen der pH-Wert, die Temperatur, der \&f@shalt, die Sauerstoff-, Nitrat-
und Kohlenstoffverfiigbarkeit sowie das Verhaltnas wWohlenstoff zu Stickstoff eine
entscheidende Rolle (Tiedje, 1988; Conrad, 1996)wW8d beispielsweise die J-
Reduktase mit abnehmendem pH-Wert inhibiert und Algeil an gebildetem pO
erhoht sich (Knowles, 1982).

Die Uberwiegende Zahl der Denitrifikanten sind fiékiive, heterotrophe Aerobier, die
Zucker und / oder organische Sauren als Kohlenatoff Energiequelle nutzen (Tiedje,
1988; Shapleigh, 2006). Autotrophe Denitrifikantewerwenden anorganische
Schwefelverbindungen, Wasserstoff, Ammonium, Eiséf) oder Nitrit als



Einleitung 21

Elektronendonatoren (Zumft, 1997). Die Gruppe denibifikanten ist phylogenetisch
sehr divers. Eine Vielzahl an denitrifizierendenkhMiorganismen sind innerhalb der
Alpha, Beta, Gamma-und Epsilonproteobacteriazu finden (Zumft, 1992 & 1997,
Philippot, 2005). Die Fahigkeit zur Denitrifikatidmesitzen zudem auch Vertreter der
Firmicutes derActinobacteriasowie derArchaea(Horn et al, 2005; Shapleigh, 2006).
Weiterhin sind ascomycetale Pilze wie zFisarium oxysporunin der Lage, Nitrat
oder Nitrit zu gasférmigen Stickstoffverbindunganreduzieren (Bollag & Tung, 1972;
Burthet al, 1982; Shourt al, 1992; Zumft, 1997). Die daran beteiligten Enzysimel
denen der Bakterien sehr &hnlich und in den Mitadhnien lokalisiert (Kobayaslat al,
1996; Takayaet al, 2003; Watsujiet al, 2003). In Folge ihrer phylogenetischen
Diversitat sind 16S rRNA-basierte Methoden nichtr fidie Analyse der
Denitrifikantendiversitat geeignet. Daher werdenuldurelle Markergene, die fur
verschiedene am Prozess der Denitrifikation begteilEnzyme kodieren, eingesetzt.
Bislang wurden Primer fur Nitrat- und Nitritredukegener{arG, narH, napA nirS und
nirk) sowie fur NO- und PO-Reduktasegenaen@rB und nos3 fir die Untersuchung
von verschiedensten Okosystemen eingesetzt (Flamagd, 1999; Hallin & Lindgren,
1999; Brakeret al, 2000; Michoteyet al., 2000; Petri & Imhoff, 2000; Philippat al,
2002; Braker & Tiedje, 2003; Throbaokt al, 2004). Denitrifikanten und damit
verbunden der Prozess der Denitrifikation sind émrestrischen und aquatischen
Okosystemen weit verbreitet (Sgrensen, 1978; Paghal, 2012; Palmer & Horn,
2012). Ihr Anteil an der Gesamtpopulation heteydtey Bakterien liegt dabei haufig
zwischen 0,1 % und 5 % (Tiedje, 1988).

1.3.1.3.  Nitrifikanten* Denitrifikation

Die ,Nitrifikanten® Denitrifikation stellt unter b&immten Bedingungen, wie z.B. ein
erhohter Wassergehalt, eine geringere Sauersthifymarkeit und ein niedriger pH-
Wert, eine weitere wichtige J0-Quelle dar (Wraget al, 2001; Koolet al, 2011).
Dieser Prozess kann fur bis zu 57 % deONEmissionen eines Bodens verantwortlich
sein (Koolet al, 2011). Ammonium-oxidierende Bakterien (zNBtrosomonas européa
oxidieren dabei Ammonium zu Nitrit, das in Gegenwamer Kupfer-abhangigen,
sauerstofftoleranten NitritreduktaseirK-kodiert) zu NO reduziert wird (Abbildung 5;
Lawtonet al, 2013). Die sich anschlieRende Reduktion von NOZO wird von NO-
Reduktasen katalysiert. Im Vergleich zur anaerdlaudbnden Denitrifikation werden
die Reaktionen der ,Nitrifikanten“ Denitrifikatiodurch die Gegenwart von Sauerstoff
kaum inhibiert und fihren zur Bildung vonp® als Hauptprodukt (Dundee & Hopkins,
2001). Die eigentlichen Funktionen der ,Nitrifikent’ Denitrifikation in der Umwelt
sind bislang noch weitestgehend unklar. Vermuttiednt sie der Detoxifikation von
Nitrit, aber auch die Konservierung von Sauerstoffd die Bereitstellung von
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Elektronen fur die Oxidation von Hydroxylamin wendaiskutiert (Poth & Focht, 1985;
Beaumontt al, 2002).

1.3.1.4. Dissimilatorische Nitratreduktion zu Ammonium

Die dissimilatorischen Nitratreduktion zu Ammoniuf®NRA) dient neben der
Energiekonservierung auch der Detoxifikation vonder Zelle akkumuliertem Nitrit
und der Bereitstellung von Ammonium fur die Biogyde. Nitrat wird unter
Konservierung von Energie durch membrangebunderaeG{kodiert) und / oder
periplasmatische NitratreduktasemapABkodiert) zu Nitrit umgesetzt (Abbildung 5).
Das gebildete Nitrit wird im Anschluf® entweder v@ner membrangebundenamf@-
kodierten) oder einer cytoplasmatischemB-kodierten) Nitritreduktase zu Ammonium
reduziert (Sudesh & Cole, 2007). Dabei koppelt NutA die Nitritreduktion an die
Synthese von ATP und somit an eine Energiekongemwge (Simon, 2002). Als
Elektronendonatoren werden haufig Formiat oder \&fassff verwendet. Dieser als
respiratorische  Ammonifikation bezeichnete Prozé&sgsft in einer Vielzahl von
Mikroorganismen, die den Gamma-, Delta- und Epgitoteobakterien zugeteilt
werden, ab (Simon, 2002). Dissimilatorische Nitdtrzierer weisen haufig einen
fermentativen Stoffwechsel auf und sind verstarkanoxischen Habitaten mit leicht
verfigbaren organischen Kohlenstoffquellen, wie. ZBrschlamm und den Pansen,
anzutreffen (Kaspaet al, 1981; Kaspar & Tiedje, 1981). Im Verlauf der DARvird
N2O als Nebenprodukt einer wahrscheinlich unspenibacReaktion von Nitrit mit
einer Nitratreduktase freigesetzt (Bleakley & Teed]982; Smith, 1983). Im Vergleich
zur Denitrifikation, bei der PbD das alleinige reduzierte Stickstoffendproduki $&inn,
ist die Wiederfindung des Nitrat-N in,®-N jedoch relativ gering (Tiedje, 1988).

1.3.2. Einfluss von Regenwtrmern auf die NO-Bildung

Die Bildung und Freisetzung von,@ wird durch eine Vielzahl von physikalischen,
chemischen und biologischen Faktoren reguliert.eRegirmer beeinflussen durch ihre
Grabtatikeiten und ihr Frafl3verhalten dre situ Bedingungen von Bdden und sind
zudem in der Lage XD sowie N zu emittieren (Karsten & Drake, 1997; Matthetsal.,
1999; Drake & Horn, 2006; Horet al, 2006b). Die Regenwurm-assoziiertgON und
N2-Emission wird auf die Aktivitat von aufgenommen@enitrifikanten sowie nitrat-
und nitritreduzierenden Mikroorgansimen zurickgeffifMatthieset al, 1999; lhssen
et al, 2003; Hornet al, 2006a; Depkat-Jakobt al, 2010). Die Abwesenheit von
Sauerstoff, der hohe Wassergehalt und die Verflgitavon Nitrat und Nitrit sowie
von organischen Kohlenstoffverbindungen im Regemmwardauungstrakt begunstigen
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dabei den Denitrifikationsprozess. Die Freisetzwmom N,O wurde fur eine Reihe
unterschiedlicher Regenwurmfamilien, daruntemmbricidae Megascolecidaeund
Glossoscolidae untersucht und beschrieben (Depkat-Jakbbal, 2013). Vertreter
dieser Familien, die unten siti-nahen Bedingungen in Bodenmikrokosmen gehalten
wurden, emittierten deutlich mehr,® als Boden alleine bzw. Regenwirmer ohne
Boden (Matthieset al, 1999; Borkenet al, 2000). Die Gegenwart vobhumbricus
terrestris fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der kumuMat N,O-Emission eines
Waldbodens um 57 % (Borkest al, 2000). Neberet al (2011) sowie Lubberst al
(2013) zeigten eine signifikante Zunahme de©MNEmission eines Wiesenbodens nach
Inkubation mitLumbricus rubellusDiesen Ergebnissen stehen jedoch Untersuchungen
gegenuber, die keinen eindeutigen Effekt von Regemern auf die kumultative JO-
Emission in Boden beschreiben (Kuiggral, 2013; Cheret al, 2014). Vielmehr zeigte
sich ein Einfluss von abiotischen Faktoren wie d&¥assergehalt oder eine Applikation
von Pestiziden (Bertorat al, 2007; Speratet al, 2007).

1.3.3. Einfluss von Xenobiotika auf die NO-Bildung

Schwermetalle sowie Pestizide und deren Abbauptedudhmen Einfluss auf die;®-
bildenden Prozesse. So wurden inhibierende Effektd Teilreaktionen der
Denitrifikation sowie auf die Abundanz der dararieilgten strukturellen GenairS
und nosZnach Anwendung von 2,4-DCP, 3,5-DCP, 2,4,5-TCP 4u@hlor-o-toluidin
in verschiedenen Bbdden sowie in einer Reinkultus denitrifizierenden Bakteriums
Paracoccus denitrificandeobachtet (Bollag & Kurek, 1980; Pell al, 1998; Koutny
& Zaoralkova, 2005; Holzerst al, 2014). Die NO-Reduktase, die die abschliel3ende
Umwandlung von BO zu N katalysiert, kann in ihrer Aktivitat durch die Geyvart
von Schwermetallen gestort werden (Sakadewanal, 1999; Holtan-Hartwiget al,
2002). Infolgedessen kommt es zu einer erhohtensdteeing von KO in die
Atmosphéare. Die Anwendung des Herbizides Simazmntélin einer Reihe von Studien
zu einer Hemmung der Nitrifikation und der daratebigten Ammonium-oxidierenden
Bakterien (Changt al, 2001; Hernandeet al, 2011; Waret al, 2014). Die Abundanz
und die Zusammensetzung Ammonium-oxidierender Agehgemeinschaften wurden
durch die Gegenwart von Pestiziden hingegen kaweimthesst (Hernandeet al., 2011;
Wanet al, 2014).

Denitrifikation und Dechlorierung von Pentachlorpbke und Chlorphenolen kdnnen
jedoch auch parallel, ohne inhibitorische Effeldblaufen (Sanford & Tiedje, 1997;
Martinez-Gutiérrezt al, 2012; Wanget al, 2013b). Die beiden Prozesse werden von
unterschiedlichen mikrobiellen Gemeinschaften dgethhrt, wobei die im Laufe der
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Dechlorierung anfallenden Abbauprodukte als moglickKohlenstoffquelle fir
denitrifizierende Mikroorganismen dienen (Sanford 18edje, 1997). Yeomans &
Bremner (1985) untersuchten den Einfluss von 20bidielen unterschiedlichster
Konzentrationen auf die Denitrifikation anhand dverschiedener Béden. Keine der
eingesetzten Verbindungen zeigte bei Einsatz degrigisten Konzentration einen
signifikanten Effekt. Bei Erhdhung der angewende&nffmenge konnten sowohl
stimulierende als auch inhibierende Effekte beoteicherden. Die abweichenden und
teils widersprichlichen Ergebnisse zeigen, das€ddluss von Xenobiotika auf JD-
bildende Prozesse vielschichtig und von verschiedétarametern abhéngig ist. So sind
vor allem die eingesetzten Verbindungen und die &piten Konzentrationen, die
vorliegende Nitratkonzentration sowie der untersei@odentyp von grol3er Bedeutung.

1.4. Zielstellung & Hypothesen

Die naturliche Vielfalt chloraromatischer Verbindyem fiihrte im Verlauf der Evolution
dazu, dass eine Reihe von Mikroorganismen die Bgdaly zum Abbau dieser
Substanzen erlangten und damit verbunden eineneNart der Konkurrenz um
Kohlenstoff- und / oder Energiequellen (Lechner020 Dabei reflektiert dieser
mikrobielle Abbau das Prinzip der ,mikrobiellen @htbarkeit® (Alexander, 1965),
dem zur Folge jede natirlich auftretende Verbindumgkrobiell abbaubar ist.
Dementsprechend werden auch strukturverwandte Miéwbgen anthropogener
Herkunft umgesetzt. Jedoch kénnen die Abwesenhstiggeter Mikroorganismen,
unzureichende Umweltbedingungen sowie eine scldecBtoverfugbarkeit der
Verbindungen das Wirken des Prinzips einschrankengass einige Substanzen als
persistent erscheinen. Regenwirmer stellen in deistem Boden die dominierende
Bodentierpopulation dar (Lee, 1985), die einenkstarEinfluss auf physikalische und
chemische Bodenparameter sowie auf die mikrob®#eneinschaft im Boden nimmt.
Somit besteht die Mdglichkeit, dass RegenwurmerBialegradation und / oder die
Immobilisierung von Xenobiotika im Boden (positigeeinflussen kénnen. Bisherige
Untersuchungen zeigten, dass die Gegenwart vonnReégmern einerseits zu einer
Beschleunigung des Abbaus, andererseits zu eimstarkung von Sorptionsvorgangen
unterschiedlichster Schadstoffe fuhrt (Hickman &idRe2008). Die Bildung und
Emission des TreibhausgasegONst aufgrund des hohen Klimaerwarmungspotentiales
dieser Verbindung von grol3er Bedeutung. Regenwuengttierenin situ N,O und
konnen fur bis zu 57 % der GesanyeNEmission eines Bodens verantwortlich sein
(Borkenet al, 2000). Schadstoffe, in Form von Pestiziden uacknl Abbauprodukte,
beeinflussen bD-bildende Prozesse wie Denitrifikation und Niké#tion in Bdden
(Pellet al,, 1998).
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In wie weit sich der Einfluss des endogaischen RegemsAporrectodea caliginosa
auf die Bodenstruktur und die mikrobielle Gemeiradtluf einen Abbau von 2,4-DCP
sowie die Gegenwart dieser chloraromatischen Vdthig im Boden auf die JO-
Bildung auswirkt, ist bislang weitestgehend unkland wenig untersucht. Der
vorliegenden Arbeit lagen daher folgende HypothesehZiele zugrunde:

(1) Landwirtschaftlicher Boden und die Drilosphdreherbergen bislang unbekannte,
aktive Mikroorganismen, die 2,4-DCP umsetzen.

» Bestimmung der 2,4-DCP Biodegradation in der Dplgge und im Boden
unter oxischen und anoxischen Bedingungen.

» Isolierung und Charakterisierung potentieller 2 @fDAbbauer.

> Kultivierungsabhéangige sowie kultivierungsunabhgegi Quantifizierung
relevanter 2,4-DCP Abbauer.

> Diversitatsanalyse potentieller 2,4-DCP Abbauer dbnslosphéaren- und
Bodenproben.

> ldentifizierung von aktiven, 2,4-DCP-abbauendentBa&n im Boden und der
Drilosphare.

(2) 2,4-DCP inhibiert die pO-Bildung und das Wachstum von Denitrifizierern und
Nitrifizierern in der Drilosphare.

» Bestimmung des Effektes von 2,4-DCP auf die Bildumgn N,O in
Bodensaulen.

» Kultivierungsabhéngige sowie kultivierungsunabhgegiQuantifizierung von
Denitrifizierern und Nitrifizierern.

» Bestimmung des Effektes von 2,4-DCP auf die Divatsdenitrifizierender
Bakterien.
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2. Material & Methoden

2.1. Untersuchungsstandorte und Regenwirmer

2.1.1. Boden

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Boden st@ywoh der Versuchsstation
Klostergut Scheyern (48°30,0'N, 11°20,7°0O; Tabdé)eetwa 40 km nordlich von
Munchen. Der tonig, lehmige Boden unterliegt im &uies integrierten Pflanzenbaus
landwirtschaftlicher Nutzung und wurde letztmalng Mai 2004 mit MCPA behandelt
(Acker-Schlagkartei 2004; http://fam.weihensteptarscheyern/bewirtschaftung.html).
Die Versuchsstation ist in 21 Sektionen unterteiie Probennahme erfolgte im Areal
15 (Abbildung 6).

Tabelle 2: Charakterisierung des verwendeten Bodensom Klostergut Scheyern.

Eigenschaften Bodenprobe aus 0-10 cm Tiefe
pH (H0) 5,87 (+ 0,59

Ton: Silt: Sand (%6) 22:36:42

Bodentyp Dystric Cambisdi
Gesamtkohlenstoff (9%F 1,01

Gesamtstickstoff (98 0,12

Nitrat (ng/g)-® 2,13

Nitrit (Lg/g)™® <DL

Eisen (mg/d)® 14,00

4 Mittelwert aus 7 Messungen

®, Fukaet al, 2008

¢, nach WRB (World Reference Base for Soil)

¢ Mittelwerte von 2 parallelen Analysen, durchgefilion der Zentralen Analytik der
Universitat Bayreuth

¢, bezogen auf das Frischgewicht des Bodens

' Detektionslimit = 0,5 mg/I

Die Bodenproben wurden durch Stephan Schulz im 2009, April 2010 sowie April
2011 dem Versuchsareal 15 entnommen und bis ztensriVerwendung flr maximal
vier Wochen bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Unmittgllbor Versuchsbeginn wurde der
Boden homogenisiert und anschlieliend gesiebt (Aralgb 2 mm; Retsch GmbH,
Haan, Deutschland).
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Abbildung 6: Darstellung des Versuchstandortes Klagrgut Scheyern (A) und der
Probenahmestelle im Areal 15 (B). Photo: Stephan Balz, 2009

2.1.2. Regenwurmer

Adulte Regenwurmer der Spezi@porrectodea caliginosgGrauwurm) wurden zwei
Tage vor Versuchsbeginn von der Trafo Wiese (4 Kidwestlich von Bayreuth,
Tabelle 3) aus einer Tiefe von etwa 20 cm mitte[sat&nh und Gartenschaufel
entnommen. Die Entnahme erfolgte an zuféallig ausdpten Stellen, die mindestens
einen Meter voneinander entfernt waren. Die Regem&tiwurden 24 h bei 15 °C im
Versuchsboden gelagert und anschlieRend zur Daleeemtg fir 24 h auf feuchten
Zellstoff gelegt (Zornet al, 2005). Die so behandelten Wirmer wurden fur
Bodensaulen- und Mikrokosmenversuche eingesetzt.

Tabelle 3: Bodeneigenschaften der Trafo Wiese (Horn 2004). Abkirzungen: TC,
Gesamtkohlenstoff; TN, Gesamtstickstoff; TG, Trowewicht.

(H:0)  (g/kgre)  (g/kgre)  (MM)? (mM)?
sandig, toniger Lehm 6,8 39 3,3 0,32 0,04

% bezogen auf den Wassergehalt des Bodens

2.2. Analytische Methoden

2.2.1. Extraktion von 2,4-DCP

Die Extraktion von 2,4-DCP aus Bodenproben erfolgtaifiziert nach Kohringet al
(1989a). Bodenproben wurden im Verhéltnis 1:2 nae#nitril versetzt und bei 15 °C
fur 1 h im Uberkopfschuttler vermischt. AnschlieBemurden die Anséatze zentrifugiert
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(15.000 rpm, 30 min, RT; Beckman Instruments, Mi@mhund der Uberstand
dekantiert. Der Extraktionsvorgang wurde mit demrliggenden Bodenpellet
wiederholt. Der gesammelte Uberstand wurde filtrigtPLC Nylon Filter, 0,2 pum,
Infochroma, Zug, Schweiz) und die 2,4-DCP Konzdiura mittels Hochleistungs-
flissigkeitschromatographie (HPLC, vgl. 2.2.5.)temt. Die Messung der 2,4-DCP
Konzentration in Bodenaufschlammungen erfolgte nfctiminttiger Zentrifugation
(13.000 rpm, 4 °C; 1-15K Sartorius Mikrozentrifug@@gma Laborzentrifugen, Osterode
am Harz) der Ansatze und dem anschlieRenden Eetfetes Uberstandes auf die oben
beschriebene Weise. Die Extraktionseffizienz diédethode lag bei 99,4 + 12,6 % (n
= 16).

2.2.2. Trockengewicht und Wassergehalt

Trockengewicht und Wassergehalt von Boden- undoBpih&renproben wurden durch
Wiegen vor und nach 48-stuindiger Trocknung bei @0 Schachtschabeit al, 1992)
im Trockenschrank (Thermo Fisher Scientific, Watth&SA) bestimmt (Formel 2).

Formel 2: Berechnung des Wassergehaltes von Bodamd Drilospharenproben.

)=mf_mt

my

Wassergehalt%o *x100

m, Bodenfrischgewicht; mBodentrockengewicht

2.2.3. Bestimmung des pH-Wertes

Der pH-Wert von Bodenproben und Bodenaufschlammumngarde mit einer Ingold
Combination pH Glaselektrode (U457-S7/110, Steihpamd einem WTW pH 330
digital pH-Meter (Wissenschaftliche Werkstatten, ilM&m) gemessen. Bodenproben
wurden mit dem doppelten Volumen A. bidest versaiati homogenisiert. Die
Messung des pH-Wertes erfolgte nach 15 min.
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2.2.4. Gaschromatographische Messungen

Die Konzentrationen der Gase Kohlenstoffdioxid,tBlstoffmonooxid, Stickstoff und
Sauerstoff wurden mit Hewlett-Packard Co. (PalooAICA, USA) 5890 Series I
Gaschromatographen (GC) bestimmt. Die verwendeterie8 und Einstellungen sind
in Tabelle 4 zusammengefasst. Fur die Entnahm&adsproben wurden sterile Spritzen
verwendet, die vor und nach jeder Probennahme terilesn Argon gespult wurden.
Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Softw&eroChrom (Version V3.05,
Knauer, Berlin) und externen Standards.

Tabelle 4. Parameter der GC Messungen.

Gase Co N,O O,/N2
Detektor Warmeleitfahigkeits- Elektroneneinfang- Warmeleitfahig-
detektor detektor keitsdetektor
Saule Chromosorb 102 Porapak Q80/100, Molekularsieb,
2 mx 1/8” (Alltech, 4 mx 1/8” 2mx 1/8”
Unterhaching) (Supelco (Alltech,
Bellefonte, USA) Unterhaching)
Ofentemperatur 40 °C 60 °C 60 °C
Injektortemperatur 150 °C 150 °C 150 °C
Detektortemperatur 175 °C 300 °C 175 °C
Tragergas Helium 95 % Argon Argon
5 % Methan
Flussrate 15 ml / min 20 ml / min 33 ml/ min
Retentionszeiten 1,8 mMin 4,3 min 1,1 min (8
1,3 min (N)
Injektionsvolumen 100 pl 200 pl 100 pl

Fur die Berechnung der Gaskonzentration in den &xesawurde der Gasdruck mittels
Druckmesser (TensioCheck TC 1090, Tensio-Technigis&éhheim) bestimmt. Die
Gesamtstoffmenge eines Gasegednin den Inkubationsflaschen setzt sich aus der
Stoffmenge in der Gasphaseggn und dem physikalisch gelosten Anteil g dR)
zusammen. Fur COwird zusatzlich der chemisch geldste Anteye(s), in Form von
HCOg', bertcksichtigt (Formel 3).
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Formel 3: Gesamtstoffmenge eines Gases.

Ngee= NgastNger N

gas gel'p gel ’c

Die Stoffmenge in der Gasphase berechnet sich Faichel 4.

Formel 4: Stoffmenge in der Gasphase.

C * pakt + pl'.]

Vakt ymol pakt

n,.=V_x

gas gas

Ngas Stoffmenge in der Gasphase (umol}.,sVVolumen der Gasphase (ml); C, gemessene
Gaskonzentration (ppm);a¥ mes Molvolumen des Gases unter aktuellen Bedinguiigd Pas,
aktueller Luftdruck (mbar);p Uberdruck im GefaR (mbar).

Das Molvolumen des Gasesa(\Mno) Wurde mit der Zustandsgleichung fur ideale Gase
(Formel 5) bestimmt.

Formel 5: Zustandsgleichung fir ideale Gase.

_pl*vl*Takt
akt Ymol Tl* pakt
p;, Luftdruck (mbar) unter Standardbedingungen;;, VMolvolumen (ml) unter

Standardbedingungen; ;,T Temperatur (K) unter Standardbedingungens, Taktuelle
Temperatur (K).

\%

Der physikalisch und chemisch geloste Anteil des&Saerrechnet sich nach Formel 6
und Formel 7.

Formel 6: Physikalisch geldster Anteil des Gases.

+pD.
C * oLk pakt pu

n
Vakt ymol pakt

=Vf*

gel’p

Vs, Volumen der flussigen Phase (ml);Bunsenscher Loslichkeitskoeffizient (Tabelle 5).

Formel 7: Chemisch geldster Anteil des Gases.

- -pKa+pH
Ngel,c = Ngel,p * 10 prare
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Tabelle 5: Bunsenscher Ldslichkeitskoeffizient: fir die gemessenen Gase in Wasser bei
20 °C und 25 °C.

Bunsenscher Loslichkeitskoeffiziemt

Gas Referenz

20 °C (293,15 K) 25 °C (298,15 K)
CO, 0,850 0,740 Blachnik (1998)
N.O 0,674 0,602 Gmelin (1936)
0O, 0,031 0,028 Gmelin (1958)
N, 0,047 0,043 Gmelin (1936)

2.2.5. Hochleistungsflissigkeitschromatographische Messueg (HPLC)

Die Konzentration von 2,4-DCP im Boden und in Baalgschlammungen wurde
mittels HPLC bestimmt. Extrakte und wassrige Uldarde (vgl. 2.2.1.) wurden filtriert
(HPLC Nylon Filter, 0,2 um, Infochroma, Zug, Schneund anschlieend in HPLC
Probenflaschen (VWR International, Darmstadt) tldatf Die Analyse erfolgte mit
einem Agilent Technologies 1200 Series HPLC (Adileechnologies, Boblingen), der
mit einem 1200 Series Diodenarray-Detektor (Agileathnologies, Boblingen), einem
Autosampler, einer MultoHigh 100 RP 18-5 u (250 mih) Saule sowie einer Vorséaule
(20 x 4 mm) (beide CS Chromatographie, Langerwausgestattet war. Als mobile
Phase wurde ein 20 mM Natriumacetat (pH 3) — 50 éeténitrilpuffer mit einer
Flussrate von 1 ml / min verwendet. Die Saulerjekior- und Detektortemperatur war
30 °C; das Injektionsvolumen der Proben und Stalsddag bei 50 pl. Die
Identifizierung und Quantifizierung der chemischeerbindungen erfolgte anhand
mitgefuhrter externer Standards mit der Softwareer@®tation (Version B.04.01;
Agilent Technologies, Boblingen). Die Reinheit derfassten Peaks sowie die
Substratidentitat wurden anhand der aufgenommenorpbensspektren in einem
Bereich von 210 nm bis 340 nm unter Verwendungregpektrenbibliothek abgeklart
(Abbildung 7).
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Absorption (mAU)

220 240 260 280 300 320 34C
Wellenlange (nm)

Abbildung 7: Absorptionsspektrum von 2,4-DCP im wasrigen Uberstand nach HPLC-
Analyse.Die erfassten Absorptionsmaxima lagen bei 230 nch280 nm.

2.2.6. Colorimetrische Messungen

2.2.6.1. Ammonium

Die Messung der Ammoniumkonzentrationen erfolgtaifimert nach Gadkari (1984)

in Mikrotiterplatten (Orange Scientific, Braine-llNéud, Belgien). 100 ul Probe wurde
mit 50 ul Natrium-Phenolat (2 % wi/v), 25 pl Natridsitroprussid (0,005 % w/v) und

25 pl Natrium-Hypochlorid-NaOH-Ldsung (112,5 mM NdQOL0 % Chlorbleichlauge)

vermischt und bei 30 °C fur 30 min im Dunkeln inlerh AnschlieRend wurden die
Ansatze mittels Spektralphotometer (uQuant, BioTR&g Friedrichshall) bei einer
Wellenlange von 630 nm ausgelesen. Standards winelgader Messung mitgefiuhrt.

2.2.6.2. Eisen (I)

Losliches Eisen (lI) wurde modifiziert nach Tamwtal (1974) bestimmt. Daflr
wurden 10 ul Probe mit 490 pl 0,5 N HCI versetztl loei Raumtemperatur fir 1 h
inkubiert. Der Ansatz wurde anschlieBend filtridHlPLC Nylon Filter, 0,2 um,
Infochroma, Zug, Schweiz) um stérende Bodenpartikel entfernen. Zu 450 pl
Probenvolumen wurden 50 ul Acetatpuffer (200 g Ammmacetat, 250 ml Eisessig,
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ad 500 ml A. bidest) und 50 pl Phenanthrolin-Losu(@5 % w/v 1,10-

Phenanthroliniumchlorid-Monohydrat) gegeben. 100 qds orange-roten Eisen-
Phenanthrolinkomplexes wurden innerhalb von 5 mieine Mikrotiterplatte Gberfuhrt
und bei einer Wellenlange von 512 nm in einem Spgktotometer gemessen.
Standards wurden bei jeder Messung mitgefihrt.

2.2.6.3. Nitrat

Fur die Nitratbestimmung modifiziert nach Velghe @aeys (1985) wurden 85 ul
Probe und 4 ul 5 %iges (w/v, 5 g, ad 100 ml A. bifi®esorzinol in Mikrotiterplatten

vermischt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von il konzentrierter Schwefelsaure
(36 N). Nach vorsichtigem Durchmischen der Ansagrtolgte die Messung der
Extinktion bei einer Wellenlange von 360 nm in em8pektralphotometer.

2.2.6.4. Nitrit

Die Nitritkonzentrationen wurden modifiziert nachatigan & Mc Cance (1966) in

Mikrotiterplatten bestimmt. 80 pl Probe bzw. Stamdavurden mit 80 ul einer frischen
1:1 Mischung von Griel3 A (0,2 g Naphtylamin-7-Saéure, 120 ml A. bidest, 30 ml
Eisessig) und Grief3 B (0,5 g Sulfanilsaure, 120Ambidest, 30 ml Eisessig) versetzt
und 15 min bei 30 °C im Dunkeln inkubiert. Die Mesg erfolgte in einem Spektral-
photometer (uQuant, BioTek, Bad Friedrichshall)deer Wellenlange von 550 nm.

2.2.6.5. Sulfat

Die Quantifizierung von Sulfat erfolgte modifiziemach der Methode von Tabatabai
(1982). 100 pl Probe wurden in eine Mikrotitermatiberfihrt und mit 10 pl HCI
(0,5 N) sowie 10 ul Barium-Gelatine-Reagenz (0O®aiatine, ad 200 ml A. bidest, 8 g
Bariumchlorid Dihydrat) versetzt. Die Inkubatiorfadgte fiir 1 h bei Raumtemperatur.
Die entstandene Tribung wurde bei einer Wellenlarmge420 nm in einem Spektral-
photometer gemessen.

2.3. Nahrmedien und Kultivierungstechniken

Alle verwendeten Lésungen und Medien wurden mibilest hergestellt. Der pH-Wert
wurde mit HCI oder NaOH eingestellt. Die Sterilisaterfolgte bei 1 bar Uberdruck fur
25 min bei feuchter Hitze. Hitzelabile Verbindungenrden sterilfiltriert (Cellulose-
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Acetatfilter, 0,2 pm; Nalgene Rochester, NY, USApduden Medien nach
Autoklavieren und Abkuhlen hinzugefugt.

2.3.1. Flissigmedien

2.3.1.1. Oxische Flussigmedien

2.3.1.1.1.Mineralsalzmedium nach Liu et al. (2011a)

NH,CI 760 mg

KH.POy 340 mg

KoHPO, x 3 H,O 445,5 mg

CaClx 2 HO 18,1 mg

MgSO, x 7 H,O 71,2 mg

FeSQ x 7 HO 4,98 mg

CuSQ x 5 HO 0,785 mg

MnSO, x HO 0,81 mg

nSQ, x 7 HO 0,44 mg

NaMoO, x 2 H,O 0,25 mg

Hefeextrakt 500 mg
pH 6,6

ad A. bidest 1000 ml

Vor dem Autoklavieren wurde das MineralsalzmediudDImit A. bidest verdiinnt und
wird nachfolgend als MSM bezeichnet.

2.3.1.1.2.SOC-Medium nach Hanahan (1983)

Trypton 2049
Hefeextrakt 0,59

NaCl (1 M) 1ml

KCI (1 M) 0,25 ml

ad A. bidest 90 ml

Nach dem Autoklavieren und Abkthlen zugeben:
Mg®* -Stammlésung (2 M) 1 ml
Glukose-Stammlodsung (2 M) 1mi

pH 7

ad A. bidest 100 ml
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Die 2 M M¢f* -Stammldsung wurde aus 20,33 g Mg@hd 24,65 g MgSg(ad 100 ml
A. bidest) hergestellt. Fur die Glukose-Stammléswogden 36 g Glukose in 80 ml A.
bidest gelost und mit A. bidest auf 100 ml aufgéfiBeide Losungen wurden
sterilfiltriert.

2.3.1.1.3.PBS-Medium nach Sambrook & Russell (2001)

NacCl 8,09
KCI 0,29
NaHPO, x 2 H,O 09¢g
KH,PO, 0,24 ¢
pH 7,4

ad A. bidest 1000 ml

2.3.1.1.4.LB-Medium

Trypton 10g
Hefeextrakt 59
NacCl 59
pH 7,0

ad A. bidest 1000 ml

2.3.1.2. Anoxische Flissigmedien

Anoxische Flussigmedien wurden unter grol3tmoglicl8auerstoffausschluss nach der
modifizierten Hungate-Technik (Daniel & Drake, 1998it Argon als Gasphase in

500 ml Glasflaschen (Miller & Krempel, Bilach, Sehr) hergestellt. Die Flaschen

wurden mit Butylgummistopfen und Aluminiumdeckel rsghlossen und bei

Raumtemperatur gelagert.

2.3.1.2.1.MSM;p-Medien

MSMao, nitrat (A)
KNO3 50,55 g
pH 6,6
ad MSMyg 1000 ml



36 Material & Methoden

MSMo, nitrat (8)
KNO3 0,243 g
pH 6,6

MSMo, sulfat
NaSQy 0,341 g
pH 6,6

MSMp, Eisen
Fe(ICl; x 6 HO 1,296 g
pH 5,77

ad MSMo 400 ml

Die MSMyg, Eisen -LOSung wurde nach der Herstellung sterilfiltriemid vor jedem
Gebrauch manuell homogenisiert.

2.3.1.2.2.TS BDenitrifikanten

Tryptic Soy Broth w/o Dextrose (TSB) 119
Glukose 0,144 g
KNO3 0,202 g
ad A. bidest 400 ml

2.3.1.2.3.Weitere Flussigmedien

FMnitrat
KNO3 0,304 g
pH 6,74

FMsuitat
NaSO, 0,426 g
pH 6,64

FMEisen
Fe(lll)Cls x 6 HO 1,62 ¢
pH 5,42

ad A. bidest 500 ml
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2.3.2. Stammlbésungen

Sofern nicht anders angegeben, wurden die eingeset22,4-DCP- und
Glukosestammldsungen in sterilem A. bidest angesei vor jeder Verwendung auf
eine Kontamination tberprift.

2.3.3. Festmedien

Alle oxischen und anoxischen Festmedien enthieltén% (w/v) Agar und wurden in
sterile Kunststoff-Petrischalen (g 8,5 cm) gegos§ea Lagerung der Platten erfolgte
im Kuhlschrank bei 4 °C.

2.3.3.1. Oxische Festmedien

2.3.3.1.1.TSB
Tryptic Soy Broth w/o Dextrose (TSB) 2,79
Agar 15¢g
ad A. bidest 1000 ml

2.3.3.1.2. LB-Platten

Trypton 10g
Hefeextrakt 59
NacCl 549
Agar 159
pH 7,0

ad A. bidest 1000 ml

2.3.3.1.3.LB-Platten mit Ampicillin/ IPTG/ X-Gal

Fur die Auswahl reprasentativer Klone (vgl. 2.631)l.wurden LB-Platten (vgl.
2.3.3.1.2.) mit Ampicillin, Isopropyg-D-Thiogalactosid (IPTG) und 5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl$-D-Galactopyranosid (X-Gal) verwendet. Nach dem okiavieren
und Abkihlen des Mediums auf 50 °C wurden 1 ml reidmpicillin-Stammlésung



38 Material & Methoden

(100 mg/ ml), 1 ml einer IPTG-Stammlésung (0,5 Mwee 1,6 ml einer X-Gal-
Stammldsung (50 mg/ ml in N,N’-Dimethylformamid)gageben.

2.3.3.1.4.Nahragar-Platten

Pepton 59
Rindfleischextrakt 30
Agar 159
pH 6,8

ad A. bidest 1000 ml

2.3.3.2. Anoxisches Festmedium

Anoxisches TSB-Festmedium wurde nach der moditereHungate-Technik (Daniel

& Drake, 1993) in 500 ml Glasflaschen (Muller & Kmpel, Bulach, Schweiz) mit

Argon als Gasphase hergestellt. In einer Anaeranenker (Mecaplex, Grenchen,
Schweiz) wurde das Medium in Petrischalen gegosadranschlielend in Anaeroben-
Topfen (Dinkelberg-Labortechnik, Neu-Ulm) mit Argaids Gasphase Uberfuhrt. Die
Lagerung erfolgte bei 4 °C.

2.3.3.2.1.TSBanoxisch

Tryptic Soy Broth w/o Dextrose (TSB) 1,08 g
KNO3 202,2 mg
Agar 69

ad A. bidest 400 ml
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2.4. Inkubationsversuche

Der Einfluss von Regenwirmern auf den Abbau und\lieeralisierung von 2,4-DCP
sowie der Effekt von 2,4-DCP auf die Bildung vonONwurden mit Hilfe von
Bodenséaulen und Mikrokosmen untersucht. Die am Aligeiligten Mikroorganismen
wurden durch die Verwendung stabiler Isotope markiaed identifiziert. Durch den
Einsatz von radioaktiv-markiertem [tJ€]-2,4-DCP konnte eine Mineralisierung in
Regenwurm-assoziiertem Material sowie in Bodenpmajeprift werden.

2.4.1. 2,4-DCP Abbau in Bodensaulen

Der Abbau von 2,4-DCP im landwirtschaftlichen Bodams Scheyern (vgl. 2.1.1.)
wurde in abgedunkelten PVC-Kunststoffsdulen [(Duorebser: 10 cm, Hohe: 30 cm),
(Wissenschaftliche Werkstatten, Bayreuth)] im Rahmeweier unabhangiger
Bodenséauleninkubationsversuche untersucht. Derr dafigesetzte Boden wurde im
Juni 2009 sowie im April 2010 durch Stephan Schdem Versuchsareal 15
entnommen. Der Wassergehalt des gesiebten Bodadg wmit sterilem A. bidest bzw.
einer, in sterilem A. bidest hergestellten, 2,4-B&BmmIosung (vgl. 2.3.2.) auf 22 +
3,8 % [(w/w), (n = 6)] (Liuet al, 2011a&b) eingestellt. AnschlieBend erfolgte die
Zugabe von frischem, klein geschnittenem Gras Pb,gw/w)]. Der Ansatz wurde
manuell homogenisiert und 1,1 £ 0,08 kg (n = 213 &®dens Portionsweise in die
Saulen uberfuhrt und mit der Hand verfestigt. lissget wurden vier verschiedene
Ansatze vorbereitet:

a) Regenwirmer & 2,4-DCP
b) nur Regenwirmer

c) nur 2,4-DCP

d) Kontrolle mit A. bidest

Den Bodensaulen mit Regenwirmern wurden sieberzw@f adulte Regenwirmer
(vgl. 2.1.2.) mit einer Gesamtbiomasse von 8,4634 @ (n = 118) zugesetzt (Let al,
2011a). Die eingesetzte 2,4-DCP Konzentration vai8 2 3,0 mg (n = 6) pro kg
Trockengewicht Boden entspricht den in industikelhtaminierten Boden gemessenen
2,4-DCP Werten (Kituneet al, 1985). Im Rahmen von Vorversuchen wurden zudem
2,4-DCP Konzentrationen in einem Bereich von 20 mig 60 mg pro kg
Trockengewicht Boden im Hinblick auf ihre Toxizit@gfegeniber Regenwirmern
untersucht. Mit steigender 2,4-DCP Konzentrationrdeudabei eine Zunahme der
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Mortalitat von 30 % auf 100 % beobachtet. Bodenyr dér die stabile
Isotopenbeprobung (vgl. 2.6.5.) verwendet wurdéjedr anstelle des{C]-2,4-DCP
(Reinheit> 99 %) [U**C]-markiertes 2,4-DCP (99 atom-%°C], Reinheit> 97 %).
Anschliel3end wurden die Kunststoffsaulen durch reiR&C-Deckel mit kreisrunder
Offnung (Durchmesser: 2 cm) verschlossen und beiC%m Dunkeln inkubiert. Die
Entnahme von etwa 10 g Boden erfolgte jeden zweliag von der Oberflache und
diente zur 2,4-DCP Konzentrationsbestimmung (vg.12, 2.2.5.). Sofern kein 2,4-
DCP mehr detektiert wurde, erfolgte die kompletepB®bung der Saulen. Daflr wurde
der Boden durch vorsichtiges Schiitteln aus deneBagelost und horizontal in zwei,
etwa gleich grof3e, Halften geteilt. Die sich auf d®denoberflache angehauften
Kotkrimel sowie die aul3ere Schicht (< 2 mm; Boud$,5) der Gangwénde wurden
mit einem sterilen Spatel entfernt und in sterilelf@ngefalie tberfuhrt. Der Darminhalt
der Regenwiurmer wurde nach Betaubung der TiereQ@it und 20 %igem Ethanol
durch behutsames Ausdricken von anterior nach npastgewonnen und in sterile
Eppendorf-ReaktionsgefalRe tberfuhrt. Bodenprobenoderen 5 cm sowie aus dem
Bereich 5 bis 10 cm wurden unter Ausschluss voroBphéren-Material mit einem
sterilen Spatel entnommen und in sterile 50 mlR&hrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen) gegeben. Bis zur weiteren Verwendumglen die Regenwurm- und
Bodenproben fur maximal 24 h bei 4 °C im Dunkeltagert. Die Lagerung der Proben,
die fir molekularbiologische Untersuchungen vervegnaurden, erfolgte bei -80 °C.

2.4.2. 2,4-DCP Abbau in Mikrokosmen

2.4.2.1. Aerober und anaerober 2,4-DCP Abbau in Bodenaufschimmungen

2,4-DCP Abbauversuche wurden als Duplikate odeplikate in 150 ml Glasflaschen
(Muller & Krempel, Bilach, Schweiz) mit Aluminiumdkel und Butylgummistopfen
durchgefuhrt (Tabelle 6). Daftur wurde 10 g feldfhier Boden (vgl. 2.1.1.) mit 40 ml
Medium vermischt und der Ansatz mit einer, in &eni A. bidest hergestellten, 2,4-
DCP-Stammlésung (1 mg/ ml, vgl. 2.3.2.) versetzte OEndkonzentration des
Substrates im Inkubationsansatz betrug dabei 100bpgM 200 uM. Die Inkubation
erfolgte bei 15 °C im Dunkeln und auf einem Kreggter (150 rpm; KS 501 D,
Jahnke & Kunkel, IKA® Labortechnik, Staufen). Zud#th zu den Negativkontrollen
ohne Bodenmaterial wurden Ansatze mit ,sterilemd8o sowie mit Kaliumcyanid,
einem wirksamen Hemmstoff der Atmungskette, mitggfiSomit war es mdéglich
aerobe biotische und abiotische Prozesse zu uhtadsn.
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Tabelle 6: Boden, verwendete Medien sowie Inkubatisbedingungen aller angesetzter
Mikrokosmen.

Boden Medium (vgl. 2.3.1.)  2,4-DCP Behandlting Atmosphare
Feldfrisch MSMp
A. bidest +/- Sauerstoff

A. bidest + KCN

MSMio, Nitrat (a) +
I:MNitrat Argon
FMsuifat +/-
I:MEisen
Sterif A. bidest
. +/- Sauerstoff
A. bidest + KCN
ohne MSMg + Sauerstoff

& +/- mit bzw. ohne 2,4-DCP
® KCN Endkonzentration im Ansatz betrug 10 mM (Wialaeet al, 1996)
¢, nach dreimaligem Autoklavieren

2.4.2.2. Aerober 2,4-DCP Abbau in vorbehandelten Regenwurm- und
Bodenproben

Um den Effekt einer Regenwurm- und/oder 2,4-DCPbé¢bandlung auf den 2,4-DCP
Abbau zu untersuchen sowie 2,4-DCP-abbauende Migamismen zu identifizieren,
wurden vorbehandelte Regenwurm- und Bodenprobeh @/g.1.) in sterile 10 ml
Hungate Kulturrohrchen Uberfiihrt und mit A. bidestsetzt. Anschliel3end erfolgte die
Zugabe einer'fC]- bzw. [U**C]-2,4-DCP-Stammlésung (1 mg/ ml bzw. fiir den SIP-
Versuch 0,2 mg/ ml, vgl. 2.3.2.) um die gewilnsdatelkonzentration zu erreichen
(Tabelle 7). Die Glasréhrchen wurden danach mit yBummistopfen und
Kunststoffschraubdeckel verschlossen und bei 15fC Dunkeln inkubiert. Zur
Abschéatzung des abiotischen 2,4-DCP Abbaus wurde &ubstratkontrolle ohne
Bodenmaterial mitgefihrt. Die Abnahme von 2,4-D@Pden Mikrokosmen wurde
durch regelmalRige Probennahme verfolgt. Dafir wurdetwa 200 pl der
homogenisierten Aufschlammung mit einer sterilenit®@ entnommen und in ein
Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfiihrt. Nach Zentrifioga(13.000 rpm, 5 min, RT) und
Entnahme des Uberstandes erfolgte die 2,4-DCP iEidramit etwa 500 pl Acetonitril
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(vgl. 2.2.1.). Der Uberstand sowie der Extrakt veumrdin HPLC-Probenflaschen
Uberfuhrt und mittels HPLC (vgl. 2.2.5.) vermessen.

Tabelle 7. Zusammenfassung aller, mit vorbehandelte Bodensaulenmaterial,
angesetzten MikrokosmenAbkuirzung: SIP, stable isotope probing (vgl. 2)6.5.

Ansatz Eingesetztes A. bidest 2,4-DCP
Material (g) (ml) (ng/Ansatz)

2,4-DCP Abbau

Darminhalt 0,1 4,9 100
Gangwande, Kotkruntel 1,0 4,0 100
Boden (0-5 cm, 5-10 crh) 1,0 4,0 100
Kontrolle 0,0 5,0 100
SIP-Versuch
[*2C]-2,4-DCP
Darminhalt 0,1 4,9 40
Gangwande, Kotkruntel 1,0 4,0 40
Boden (0-5 cm, 5-10 crh) 1,0 4,0 40

[**C]-2,4-DCP

Darminhalft 0,4 4,6 40
Gangwande, Kotkruntel 1,0 4,0 40
Boden (0-5 cm, 5-10 cfh) 1,0 4,0 40

& Proben stammen aus den Bodensauleninkubatioger(¢.1.).

Mikrokosmen, die fur den SIP-Versuch vorbereitetradenm, erhielten alle 10 Tage
frische °CJ- bzw. [U*C]-2,4-DCP-Stammldsung (0,2 mg/ ml). Gleichzeitigrde die
Gasphase in den Hungate Kulturrohrchen mit 40 erilst Luft gespult, um (a) eine
aerobe Inkubation zu gewahrleisten und (b) eine uikilation von **CO, zu
minimieren (Liuet al, 2011b). Nach einer Inkubationsdauer von 50 Tagaheinem
Gesamt- 2,4-DCP-Verbrauch von 300-425 pg pro Gramischgewicht eingesetztes
Material erfolgte die Probengewinnung mittels Zéagation (13.000 rpm, 5 min, RT).
Die Pellets wurden anschlieend in Eppendorf-ReaktefdlRe bei -80 °C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.
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2.4.3. Mineralisierung von [U-'C]-2,4-DCP

2.4.3.1. Mineralisierung von [U-'*C]-2,4-DCP in vorbehandelten Regenwurm- und
Bodenproben

Die Bildung von**CO, und somit eine Mineralisierung von 2,4-DCP in wnétibiertem
Regenwurm- und Bodenmaterial (vgl. 2.4.1.) wurdétets Bodenaufschlammungen
untersucht. Dafir wurden die Proben in sterile 10Homgate Kulturréhrchen tberfuhrt
und mit sterilem A. bidest versetzt. Im Anschlusi®lgte die Zugabe einefC]- und
[U-1“C]-2,4-DCP-Stammlésung (0,48 mg/ ml bzw. 3,9 pg/, myl. 2.3.2.). Als
abiotische Kontrolle wurde ein Ansatz ohne Bodemmalt mitgefuhrt (Tabelle 8). Die
Rohrchen wurden mit Butylgummistopfen und Kunststdiraubdeckel verschlossen
und bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Diessleng des gebildetéfCO, (vgl.
2.4.3.4.) erfolgte in regelmé&Rigen Abstanden.

Tabelle 8: Zusammenfassung aller vorbereiteten Miknkosmen flr den Mineralisierungs-
versuch.

Ansatz Eingesetztes A. [*’C]-2,4- [U-'*C]-2,4- Radioaktivitat

Material (g) bidest DCP DCP (kBg/Ansatz)
(ml) (ng/Ansatz) (ug/Ansatz)

Darminhalt 0,4 2,0 12 0,1 1,11

Gangwandg 1,0 4,0 24 0,2 2,23

Kotkriimef

Boden (0-5 cm, 1,0 4,0 24 0,2 2,33

5-10 cm§

Kontrolle 0,0 5,0 24 0,2 2,42

& Proben stammen aus den Bodenséauleninkubatioger(¢.1.).

2.4.3.2. Mineralisierung von [U-*C]-2,4-DCP in feldfrischem Boden mit und ohne
Regenwurm

Der direkte Einfluss von Regenwirmern auf die 2@FD Mineralisierung in
feldfrischem Boden wurde mit Hilfe von Mikrokosmantersucht. 65,50 £ 0,32 g (n =
8) gesiebter und mit Gras vermischter Boden (vgl.12, 2.4.1.) wurde mit einet’C]-
sowie [U**C]-2,4-DCP-Stammlésung (0,34 mg/ ml bzw. 3,9 ug/ mgl. 2.3.2))
versetzt, homogenisiert und in 150 ml Glasflascl(gtiller & Krempel, Bulach,
Schweiz) Uberfuhrt (Tabelle 9). Den Anséatzen migé&wvirmern wurde je ein adulter
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Wurm mit einer Biomasse von 1,00 + 0,25 g (n = dyesetzt. Die Flaschen wurden
anschlieBend mit Aluminiumdeckeln und Butylgummpdém verschlossen und bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Beprobwnfplgte taglich (vgl. 2.4.3.4.).

Um zeitgleich den Abbau von 2,4-DCP zu verfolgenyden Kontrollansétze nur mit
[*%C]-2,4-DCP mitgefiihrt. Die Bestimmung déf(]- 2,4-DCP Konzentration erfolgte
mittels HPLC (vgl. 2.2.5.).

Tabelle 9: Mikrokosmenansatz zur Untersuchung des &jenwurmeinflusses auf die
Mineralisierung sowie den Abbau von 2,4-DCP im landirtschaftlichen Boden.
Abklrzungen: TG, Trockengewicht; RW, Regenwurm; mit bzw. ohne Regenwurm

Ansatz pH  Wassergehalt [**C]/[*C]-2,4-DCP Radioaktivitat
(%)° (Mg/gre) (kBg/Ansatz)

[*“C]-2,4-DCP
+/- RW 6,21 24,9 20,1 4,85

[*%C]-2,4-DCP
+/- RW 6,21 24,9 19,7 -

& Mittelwerte aus zwei Messungen.

2.4.3.3. Mineralisierung von [U-*“C]-2,4-DCP in Regenwurmgewebe

Eine Reihe an wissenschaftlichen Untersuchungerhbeiben die Aufnahme und
Akkumulation von Pestiziden und organischen Sclodidst in verschiedene
Regenwurmgewebe (u.a. Ebert, 1992; Geeaaal, 2001). Karboxylesterasen (EC
3.1.1.1.) dienen der Detoxifikation unterschieddign Insektizide (z.B. Carbamate und
Pyrethroide) und wurden im Gewebe vbhombricus terrestrisdetektiert (Sanchez-
Hernandez & Wheelock, 2009, Sanchez-Hernaneleal, 2009). Im Verlauf der
hydrolytischen Reaktion wird u.a. G@ls Endprodukt gebildet (Sogorb & Vilanova,
2002). Enzyme, die an einem Abbau von 2,4-DCP logteiind, konnten jedoch im
Regenwurmgewebe bislang nicht nachgewiesen werden.

Um eine mogliche Mineralisierung von 2,4-DCP durétegenwurmgewebe zu
untersuchen, wurden zwolf adulte, mit sterilem Véasgereinigte Regenwirmer der
GattungAporrectodea caliginos&ingesetzt. Sechs Tiere wurden zur Darmentleerung
fur 24 h bei 15 °C auf feuchten Zellstoff geleggl(v2.1.2.). Die restlichen Tiere
wurden parallel unter gleichen Bedingungen im landahaftlichen Boden inkubiert.
Die Betdaubung aller Regenwirmer erfolgte anschihidldurch eine 30-minutige
Begasung mit C® Die komplette Darmentleerung, der bereits vorhefr Zellstoff
inkubierten Tiere, wurde durch behutsames Ausdmigkgl. 2.4.1.) vorgenommen. Im
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Anschluss wurden die betaubten Wiurmer mit einerilaste Schere in kleine, etwa
0,5 cm grof3e Stiicke geschnitten, in sterile 10 arigdte Kulturréhrchen Gberfiahrt und
mit PBS-Medium (vgl. 2.3.1.1.3.) versetzt. Insgesanurden sechs verschiedene
Versuchsansétze vorbereitet (Tabelle 10).

Tabelle 10: Versuchsansatze zur Untersuchung einevlineralisierung von 2,4-DCP in
RegenwurmgewebeAbkirzungen: RW, Regenwurm; AB, Antibiotika.

Ansatz Eingesetztes  PBS- [**C)/[**C]-2,4- Radioaktivitat
Material (g} Medium DCP (ug/Ansatz) (kBg/Ansatz)
(ml)

RW ohne Darth

+ AB' & Azid? 0,42 2,00 9,7 1,21

- AB & Azid 0,37 2,35 9,7 1,21
RW mit Darrh

+ AB & Azid 0,43 2,00 9,7 1,21

- AB & Azid 0,39 2,35 9,7 1,21
Kontrollerf'

+ AB & Azid 0,00 2,40 9,7 1,21

- AB & Azid 0,00 2,75 9,7 1,21

3 Mittelwerte:®, Ansatz in Triplikaten$, Ansatz in Duplikatend,, ein Versuchsansatz
! je 50 pl Polymyxin B (2 mg/ml), Clindamycin (0,82/ml) und Ampicillin (2 mg/ml)
2,200 pl Natriumazid (1,3 mg/ml)

Um eine mikrobielle 2,4-DCP Mineralisierung aushigfien, wurde einigen Ansatzen
Antibiotika und Natriumazid hinzugefugt (Tabelle)1®ie Hungate Kulturréhrchen
wurden anschlieBend mit Butylgummistopfen und idstkeln verschlossen und bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Probennahenfolgte in regelméiigen
Abstanden (vgl. 2.4.3.4.).

2.4.3.4. **CO,-Probennahme und Messung

Die Menge an gebildetent’CO, wurde mit Hilfe einer zweistufigen G@Falle
bestimmt (Abbildung 8). Dabei wurden die Probeneféz.B. Hungate Kulturréhrchen;
vgl. 2.4.3.1., 2.4.3.2.) Uiber sterile Kaniilen (0,820 mm, Stericafy Braun, Melsungen)
und Silikonschlduche (g 0,8 mm) mit zwei aufeinarfdigenden und mit jeweils 1 ml
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0,5 M NaOH gefullte, 2 ml PP-Schraubreaktionsgef@®&R International, Darmstadt)
verbunden (Abbildung 8).

Abbildung 8: Versuchsaufbau der zweistufigen C@Falle. Die Gasphase des Hungate
Kulturréhrchens wurde Uber sterile Schlauche undiken mit zwei Schraubreaktionsgefal3en
(Falle 1 und Falle 2) verbunden.

Die Falle 1 wurde zusétzlich durch einen Butylgustopfen luftdicht abgeschlossen
(Abbildung 8), um ein Austreten von nicht gebundem¥CO, zu verhindern. Die
komplette Gasphase wurde anschlieend zweimal iifé élner sterilen 20 ml Spritze
ausgetauscht, wobei das gebildé@0; in der vorgelegten Natronlauge nach folgender
Reaktion gebunden wurde (Formel 8, Goebdl, 2006).

Formel 8: Reaktionsgleichung der Bindung vort*CO, in Natronlauge.

2 NaOH +*C0, —> Na'*co; + H,0

Je 100 pl der Natronlauge wurden nachfolgend irt, 3niml Szintillationscocktalil

(EcoLume™ Liquid, MP Biomedicals, Eschwege) geéil|lt20 ml HDPE-Vials (VWR

International, Deutschland), Gberfuhrt und der Andé@r 24 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Messung delitgenten B-Elektronen durch ein

Flussigszintillationszahler (Beckman LS 6500, BeaknCoulter, Brea, CA, USA).

2.4.3.5. M"C-Wiederfindung in den Inkubationsansétzen

Die Wiederfindungsrate von radioaktiv-markiertem hkenmstoff in Bodenauf-
schlammungen (vgl. 2.4.3.1.) wurde nach nachfolgend/erfahren bestimmt. Am
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Ende der Inkubationszeit erfolgte zuerst die Entmalles wassrigen Uberstandes mit
Hilfe einer Pasteurpipette. Dem verbleibenden Bodenden 100 pl einer 2 M HCI
Lésung zugesetzt, um noch gebundene CarbonatéCals frei zusetzen. Die Ansatze
wurden verschlossen und fur 24 h inkubiert. Ansdt#ind erfolgte die Probennahme
(vgl. 2.4.3.4.). Der extrahierbare 2,4-DCP Anteilrde durch die nachfolgende Zugabe
von 2 ml Acetonitril ermittelt (vgl. 2.2.1.). Die msatze wurden mit Acetonitril
homogenisiert, fir 48 h inkubiert und der Acetadliitverstand mittels Pasteurpipette
entnommen. Die Bodenproben wurden zur Bestimmursgnight-extrahierbaren 2,4-
DCP Anteils bei 60 °C fur mindestens 72 h im Trodehrank getrocknet und im
Anschluss 10 min bei 600 °C verbrannt (C/N Analyiéulti N/C 2100, Feststoffmodul
HT1300, Analytik Jena, Jena). Das freigesetX®0, wurde in 10 ml einer 1 M NaOH
aufgefangen. Je 100 ul der gewonnen Proben wumlén ml Szintillationscocktail
Uberfuhrt und vermessen (vgl. 2.4.3.4.).

Fur den feldfrischen Boden (vgl. 2.4.3.2.) sowis &egenwurmgewebe (vgl. 2.4.3.3.)
erfolgte die Bestimmung def'C-Wiederfindung in abweichender Form. Nach der
Entnahme des wassrigen Uberstandes (Regenwurmgeesébigte die Extraktion von
2,4-DCP mit 2 ml Acetonitrii und die anschlieRentikubation fir 48 h. Der
Acetonitriliberstand wurde entnommen und der Bodka,Regenwirmer sowie das
Regenwurmgewebe flr mindestens 72 h bei 60 °C imcKBnschrank getrocknet. Die
Proben wurden bei 600 °C fur 10 min verbrannt. Jewi®0 pl der gewonnen Proben
wurden in 5 ml Szintillationscocktail Uberfihrt umedrmessen (vgl. 2.4.3.4.).

2.4.4. N,O-Bildung in Bodenséulen

Der Einfluss von Regenwirmern und 2,4-DCP auf dieO-Bildung im
landwirtschaftlichen Boden von Scheyern wurde mad@&saulen untersucht (vgl.
2.4.1.). Die Saulen wurden fur 23 h mit einem PVexKkel luftdicht abgeschlossen. Die
Gas-Probennahme erfolgte im Anschluss durch dien Zycol3e, durch ein Teflon
Septum abgedichtete, Offnung mit einer 1 ml Spri2e N,O-Konzentration wurde
mittels Gaschromatographie (vgl. 2.2.4.) bestinidach der Probennahme wurden die
Saulen fur 1 h gedffnet, um zum einen eine auseeidd Sauerstoffversorgung in den
Saulen zu gewahrleisten und zum anderen, um Bodeeprfir die Bestimmung der
2,4-DCP Konzentration zu gewinnen (vgl. 2.2.1.)e IMessung der XD-Bildung
wurde zeitlich an den Abbau von 2,4-DCP gekoppeid wnach vollstandigem
Verschwinden des Substrates beendet.
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2.5. Mikrobiologische Methoden

2.5.1. Stammhaltung und Kultivierung von Cupriavidus necatodMP134

Das im Rahmen der Mineralisierungsversuche (v@l.22) sowie in PCR-Reakionen
(vgl. 2.6.7.) als Positivkontrolle eingesetzte gnagative BakteriumCupriavidus
necatorJMP134 (Makkar & Casida, 1987; DSM Nr. 4058) wuxa® der Deutschen
Stammsammlung von Mikroorganismen und Zellkultu@SMZ, Braunschweig,
Deutschland) bezogen. Aufgrund des Ubertragbarasnitls pJP4 besit&. necator
JMP134 die Fahigkeit, 2,4-DCP abzubauen und zu nadiseeren und wurde in einer
Vielzahl von wissenschaftlichen UntersuchungerMidslellorganismus herangezogen.
Cupriavidus necatodMP134 wurde auf verfestigtem TSB-Medium (vgl..2.8.1.) fur
72 h bei 25 °C kultiviert und Uber kirzere Zeitraurgc 30 Tage) mit Parafilm
verschlossenen bei 4 °C verwahrt. Flr eine langdge Stammhaltung wurde das
Bakterium in Form einer Glycerinkultur bei -80 °€lggert. Dafur wurden 350 ul einer
Zellsuspension in sterile Eppendorf-Reaktionsgefé@®erfihrt, mit 150 pl zuvor
autoklaviertem Glycerin (50 %, v/v) homogenisienduanschlielend bei RT fur 1 h
inkubiert. Die Reinheit der Kultur wurde in regel&gen Abstanden anhand von
Vereinzelungsausstrichen tberprift.

2.5.2. Isolierung & Charakterisierung 2,4-DCP-abbauender Bakterien

2.5.2.1. Anreicherung von 2,4-DCP-abbauenden Mikroorganismen

Fur die Isolierung von 2,4-DCP-abbauenden Bakteaes dem landwirtschaftlich
genutzten Boden sowie aus Regenwurm-assoziiertetaridlaunter aeroben (I-111) und
anaeroben (IV) Bedingungen wurden vier verschiedehereicherungsansatze
angewendet:

) Etwa 0,1 — 1,0 g Drilospharen- und Boden-Matgngl. 2.4.1.) wurden in 10 ml
Hungate Kulturrdhrchen dberfihrt und mit 4,0 — ;iPMSM;p (vgl. 2.3.1.1.1.)
versetzt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 100 einer 2,4-DCP-
Stammlosung (1 mg/ ml, vgl. 2.3.2.). Die Abnahme é&gesetzten 2,4-DCPs
wurde anhand von HPLC-Messungen (vgl. 2.2.5.) igelm&ligen Abstanden
Uberpriuft. Sofern kein 2,4-DCP mehr detektiert veurerfolgte die erneute
Zugabe von 100 ul 2,4-DCP (1 mg/ ml). Nach jeweitwa 25 Tagen wurden
0,5 ml der Ansétze in frische 4,5 ml M$Mransferiert und mit 100 pl einer 2,4-
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DCP-Stammlésung (1 mg/ ml) supplementiert. Nachdéfé mg 2,4-DCP
konsumiert wurden, erfolgte die Ausplattierung v@d0 ul Aliquots auf
verfestigtem TSB-Medium (vgl. 2.3.3.1.1.).

II) 1 g feldfrischer Boden wurde zusammen mit 45M8Mjo (vgl. 2.3.1.1.1.) und
3 ml einer 2,4-DCP-Stammloésung (1 mg/ ml, vgl. 28in 150 ml Glasflaschen
(Muller & Krempel, Bulach, Schweiz) bei 150 rpm aihem Kreisschiittler (KS
501 D, Jahnke & Kunkel, IKA® Labortechnik, Staufankubiert. Die 2,4-DCP
Abnahme wurde anhand von HPLC-Messungen (vgl. 2.2rb regelmalRigen
Abstanden bestimmt. Sofern kein 2,4-DCP mehr naglegen werden konnte,
wurden 5 ml des Ansatzes in 45 ml MgMiberfihrt, mit 3 ml einer 2,4-DCP-
Stammloésung (1 mg/ ml) versetzt und die Inkubatiorigesetzt. Nach einem
Gesamtverbrauch von 21 mg 2,4-DCP wurden 100 dualis auf verfestigtem
TSB-Medium (vgl. 2.3.3.1.1.) ausplattiert.

[l1) 5 ml der mit 2,4-DCP vorbehandelten oxischeadBnaufschlammungen (vgl.
2.4.2.1.) wurden in 150 ml Glasflaschen (Miller &ekhpel, Bilach, Schweiz),
gefullt mit 45 ml MSMp (vgl. 2.3.1.1.1.), transferiert und mit 5 ml eirle4-DCP-
Stammlosung (1 mg/ ml, vgl. 2.3.2.) supplementiBie Inkubation wurde bei
150 rpm auf einem Kreisschittler durchgefihrt. Rjé-DCP Abnahme wurde
anhand von HPLC-Messungen (vgl. 2.2.5.) in regelg&if3Abstanden bestimmt.
Nach 15 Tagen und dem kompletten Verschwinden vé&+«DZP wurde ein 5 ml
Aliquot in 45 ml MSMy Uberfuhrt und erneut mit 5 ml 2,4-DCP (1 mg/ ml)
versetzt. Nach 37 Tagen Inkubation erfolgte die patsierung von 100 pl auf
verfestigtem TSB-Medium (vgl. 2.3.3.1.1.).

IV) Isolationsversuche unter anoxischen Bedingungearden in 150 ml
Glasflaschen (Miller & Krempel, Builach, Schweiz)tmirgon als Gasphase
durchgefuhrt. Dafir wurden 5 ml Bodensuspension demnangegangenen
anaeroben Mikrokosmenversuch (vgl. 2.4.2.1.) enmemund in 45 ml MSNk,
nirat (8) (vVOl. 2.3.1.2.1.) dberfuihrt. Nach Zugabe von 3 emher 2,4-DCP-
Stammlosung (1 mg/ ml, vgl. 2.3.2.) erfolgte dierédinherung bei 150 rpm auf
einem Kreisschuttler. Sofern kein 2,4-DCP mittel®L@ detektiert wurde,
erfolgte die erneute Supplementation mit 3 ml ei@et-DCP-Stammldsung
(2 mg/ ml). Nach einer Inkubationszeit von 98 Tagemden 5 ml des Ansatzes in
45 ml MSMy, nirrat (a) Uberfuhrt, mit 3 ml 2,4-DCP (1 mg/ ml) versetztdun
anschlie3end weiter inkubiert. Nach einem Gesartaech von 12 mg 2,4-DCP
wurden 100 pl Aliquots auf verfestigtem T@BisenMedium (vgl. 2.3.3.2.)
ausplattiert. Die Platten wurden anschlieRend ineg&doff-freien Anaeroben-
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Topfen [(Durchmesser: 14 cm, Hohe: 33 cm), (Wisskafiliche Werkstatten,
Bayreuth)] unter Argonatmosphare inkubiert.

Alle Anreicherungsansatze wurden bei 15 °C im Dimksurchgefiihrt. Nach einer
Inkubation von sieben bis 14 Tagen wurden Kolonieterschiedlicher Morphologie
zufallig ausgewahlt und als Vereinzelungsausstrighke neue TSB-Platten Uberfuhrt.
Die Reinheit der Isolate wurde anhand der Einlobikieit der Koloniemorphologie
sowie der Sequenzanalyse der 16S rRNA Gene (V@l12). festgestellt. Die Isolate
wurden auf verfestigtem TSB-Medium Uber kirzeretrdame € 30 Tage) mit
Parafilm verschlossenen bei 4 °C verwahrt. Fir démgerfristige Stammhaltung
wurden die Isolate in Form einer Glycerinkultur B0 °C gelagert (vgl. 2.5.1.).

2.5.2.2. Mineralisierung von [U-**C]-2,4-DCP durch ausgewahlte Isolate

Insgesamt elf verschiedene Isolate (vgl. 2.5.2nau)den fur Abbauversuche mit [U-
14C]-2,4-DCP eingesetzt. Nach einer 48-stiindigen bakon bei 30 °C auf
Néahragarplatten (vgl. 2.3.3.1.4.) wurden zwei Ingefi® Zellmaterial in 30 ml MSM
(vgl. 2.3.1.1.1.) resuspendiert und mit 2,5 ml eiseerilen Glukose-Stammlésung
(10 mg/ ml, vgl. 2.3.2.) versetzt. Die Ansatze warrdei 25 °C und 125 rpm fur weitere
48 h inkubiert. Nach der Kultivierung erfolgte diellernte mittels Zentrifugation
(13.000 rpm, RT, 10 min; J2-21 Zentrifuge, Beckmlastruments, Munchen). Der
Kulturiberstand wurde verworfen und das Zellpett 10 ml MSM, gewaschen. Die
Zellen wurden anschlieRend im 6 ml MgMWesuspendiert und die Optische Dichte
(ODggonm) der Zellsuspension bestimmt. Die Abbauversuchedem in sterilen 10 ml
Hungate Kulturrohrchen mit etwa 4 ml MSpurchgefihrt. Durch das Hinzuflgen der
entsprechenden Menge an Zellsuspension wurden elgirgschte OByonm von 0,1
sowie ein Gesamtinkubationsvolumen von 7 ml eiredkstm Anschluss erfolgte die
Zugabe einer'fC]- und £“C]-2,4-DCP-Stammlésung (0,48 mg/ ml bzw. 3,9 ug/\ygl.
2.3.2.). Die Gesamtaktivitdt im Ansatz betrug daBel7 kBqg bei einer 2,4-DCP
Konzentration von 17 pg pro Milliliter. Die Hungat&ulturrdhrchen wurden
anschlieBend mit Butylgummistopfen und Plastikdéckeerschlossen und bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Probennaherfolgte alle drei bis vier
Tage (vgl. 2.4.3.4.). Als Positivkontrolle wurdeneinsatz mit dem Referenzstamm
Cupriavidus necatodMP134 (vgl. 2.5.1.) und zur Abschatzung des &abéen Abbaus
eine Substratkontrolle ohne Zellmaterial mitgefuihrt
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2.5.2.3. 2,4-DCP Toleranz- und Toxizitatstest

Zur Bestimmung der akuten Toxizitdt von 2,4-DCP deuein Untersuchungsansatz,
angelehnt an Singer-Bohee¢ al (1993), vorbereitet. Daflr wurden 30 ml MgMvgl.
2.3.1.1.1) in sterile 100 ml Erlenmeyerkolben et und mit Glukose-
vorinkubierten Zellen (vgl. 2.5.2.2.) so angeimpliass eine Anfangs-QBnmvon 0,16
erreicht wurde. Abschlieend erfolgte die Zugaben Vb5 ml einer Glukose-
Stammlosung (10 mg/ ml, vgl. 2.3.2.). Nachdem dmdleh das erste Drittel der
logarithmischen Wachstumsphase erreicht hatten,devu2,4-DCP kristallin in
Konzentrationen von 0,24 mg, 0,49 mg, 1,2 mg, 24 und 4,9 mg pro Ansatz
hinzugefiigt. Zur Ermittlung der Wachstumsraten wurdn Kontrollansatz nur mit
Glukose sowie nur mit MSM mitgefuhrt. Die Inkubation erfolgte bei 25 °C und
125 rpm. Das Wachstum der Zellen wurde stindlictr idie Messung der Q& nm
verfolgt.

2.5.3. Lebend-Keimzahlbestimmung

Die Anzahl kultivierbarer Mikroorganismen wurde tais MPN-Methode (most
probable number) bestimmt (Alef, 1991; De Man, 1)9Theses Verfahren liefert einen
statistischen Schéatzwert der Konzentration der dbikyanismen, die in der Lage sind,
in einem definierten Medium unter definierten Belingen zu wachsen (Bast, 1999).
Die Versuchsansatze wurden, aufgrund von auftreten8orptionsvorgangen des
eingesetzten Substrates 2,4-DCP an Kunststoff@lodidh und damit einhergehend ein
Konzentrationsverlust von bis zu 80 % nach 48 tulaition (Abbildung-AH 1), in
Glasreagenzglasern mit Wattestopfen durchgefihrt.

2.5.3.1. 2,4-DCP-abbauende Mikrooganismen

Fur die Bestimmung der wahrscheinlichsten Keimzabh 2,4-DCP-abbauenden
Organismen in Boden- und Drilosphédrenmaterial nBddensauleninkubation (vgl.
2.4.1.) wurden 0,5 bis 2 g Probe in einem Verhgélmin 1:10 mit steriler Saline (NaCl,
130 mM) vermischt. Aufgrund eines geringeren Gepaolenvolumens wurden 0,05
bis 0,1 g des Darminhaltes in einem Verhéltnis ¥d00 mit steriler Saline versetzt.
Die Suspensionen wurden uber Nacht bei 15 °C inenginUberkopfschttler
homogenisiert. In sterilen Reagenzglasern wurddaruaeroben Bedingungen serielle
Verdunnungsreihen in MSM (oxisch, vgl. 2.3.1.1.1.) bzw. in MS] MSMag, nitrat (8)
MSMsg, gisenoder MSMo surat(alle anoxisch, vgl. 2.3.1.2.1.) von™ibis 10° hergestellt.
1,8 ml der verschiedenen Medien wurden in sterigadenzglaser tUberfuhrt und mit
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0,2 ml der jeweiligen Verdunnung inokuliert. FudgeVerdinnungsstufe wurden drei
Parallelen angeimpft. Nach Zugabe von 40 ul einesterilem A. bidest hergestellten
2,4-DCP-Stammlésung (1 mg/ ml, vgl. 2.3.2.) wurdke Reagenzglaser mit sterilen
Wattestopfen und Aluminiumfolie verschlossen und1fe°C im Dunkeln fur 30 Tage

inkubiert. Anoxische Ansétze wurden in Anaerobepf€a unter Argonatmosphare fur
60 Tage bei 15 °C inkubiert. Als Referenzen wur8ebstratkontrollen ohne Inokulum
zur Abschatzung des abiotischen Abbaus mitgefilaich Ablauf der Inkubations-

zeiten erfolgte die 2,4-DCP Konzentrationsbestimgnumittels HPLC (vgl. 2.2.5.).

Reagenzglaser mit Inokulum, in denen die 2,4-DCRz¢atratior< 75 % der 2,4-DCP

Konzentration in den sterilen Kontrollansatzen prash, wurden als positiv gewertet
(Merini et al, 2007).

2.5.3.2. Denitrifikanten

Die wahrscheinlichste Keimzahl denitrifizierenderikkdorganismen in Boden- und
Drilospharenmaterial (vgl. 2.4.1.) wurde in T§Rkifikanten Mit Glukose und Nitrat (vgl.

2.3.1.2.2.) bestimmt. 180 pl des Mediums wurderian Vertiefungen einer sterilen
Mikrotiterplatte verteilt und mit 20 pl der jewegkn Verdinnung (vgl. 2.5.3.1))
inokuliert. Fur jede Verdinnungsstufe wurden flmfrdlelen angeimpft; Kontrollen
ohne Inokulum wurden zusatzlich mitgefiihrt. Die tlawurde mit Parafilm

verschlossen und anschlieRend in einem Anaerobph+iitt Argon als Gasphase bei
15 °C im Dunkeln inkubiert. Vertiefungen, die naetwa 60 Tagen Tribungen
aufwiesen, wurden als wachstumspositiv gewertechstamspositive Vertiefungen, in
denen weniger als 20 % des eingesetzten Nitraks$tiffes in Nitrat, Nitrit und

Ammonium wieder gefunden wurde, wurden als derkatfonspositiv gewertet (Horn,
2004).

2.6. Molekularbiologische Methoden

Die Diversitat der am 2,4-DCP Abbau beteiligten Migrganismen wurde durch
molekularbiologische, kultivierungsunabhangige Meftn und Techniken untersucht.
16S rRNA-SIP und anschlieBende Pyrosequenzierumgenieingesetzt, um aktive 2,4-
DCP Abbauer zu identifizieren. Fur die Bestimmums &influsses von Substrat und/
oder von Regenwirmern auf die Anzahl und Zusamniemsg 2,4-DCP-abbauender
Bakterien wurden die strukturellen GenflB, tfdC und pheA amplifiziert und
quantifiziert sowie Genbibliotheken angelegt. DienzAhl von Nitrifizierern und
Denitrifizierern wurden anhand vararG, nirK, nirS, amoAundnosZbestimmit.
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2.6.1. Extraktion von DNA und RNA

Die Extraktion von Nukleinsauren (DNA und RNA) au8oden- und
Drilospharenproben (vgl. 2.4.1.) erfolgte nach minenodifizierten Protokoll von
Griffiths et al. (2000). Alle Versuchsschritte wurden in steriRNAse- und DNAse-
freien ReaktionsgefaRen durchgefiihrt. Puffer, Lgsansowie Uberstande wurden mit
Filter-Pipettenspitzen pipettiert, um mdgliche Kaminationen der Nukleinsduren zu
vermeiden.

Bis zu 0,6 g Probenmaterial wurde zusammen mit efway ausgebackenen
Zirkoniumkugeln (0,5 g g 0,1 mm, 0,5 g g 0,5 mmfl @®oth, Karlsruhe) in ein 2 ml
PP-Schraubreaktionsgefald (VWR International, Daadtstiberfuhrt und anschliel3end
mit 500 pl warmen Extraktionspuffer (60 °C, 5 % (HA350 mM NaCl, 120 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 8) sowie 500 pl Phenol:ld@dform: Isoamylalkohol
(25:24:1, pH 8) versetzt. Der Aufschluss erfolgtecth zweimaliges Schitteln in einem
Bead-Beater (Fast Prep FP 120, Thermo Savant, B8A%,5 m / s fur 30 s. Um ein
Uberhitzen der Probe zu verhindern, wurden die fes&zwischen den beiden
Aufschlissen fur 2 bis 3 min auf Eis gestellt. Imsghluss erfolgte die Zentrifugation
bei 4 °C fur 15 min und 13.000g(1-15K Sartorius Mikrozentrifuge, Sigma, Osterode
im Harz). Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml RealgyefaR tberfihrt und mit 500 pl
Chloroform: Isoamylalkohol (24:1) versetzt. Der Ats wurde gut gemischt und
anschlieBend zentrifugiert (4 °C, 15 min, 13.00f).xDer Uberstand wurde entnommen
und in ein 2 ml Reaktionsgefal® transferiert. Aneffénd wurde so viel an
Prazipationspuffer (30 % PEG 6000, 0,1 M Hepes,7piu dem Uberstand gegeben,
bis die Losung keine Trubung mehr zeigte. Die Féjlder Nukleinsduren erfolgte fur
2,5 h auf Eis und wurde durch eine nachfolgenddregation (4 °C, 15 min, 13.000 x
g) beendet. Das vorliegende Pellet wurde zweimals®@ pl eiskaltem Ethanol (70 %,
-20 °C) gewaschen, um ebenfalls gefallte Salze matiemmen. Nach grindlichem
Entfernen des Ethanols wurde das Pellet bei Raupdmtur getrocknet und
anschlieBend in 55 pl RNAse/ DNAse-freiem Wasseibd6, Life Technologies
GmbH, Darmstadt) geldst. Zur Minimierung von stdaem, prazipitierten Huminsauren
wurde das Reaktionsgefald fur zwei bis drei Mindien65 °C in einem Thermoblock
(Thermomixef comfort, Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Nach deenZifugation
(4 °C, 1 min, 13.000 g) wurde der Uberstand in ein 1,5 ml Reaktionsgéfa&fuhrt.
Der Erfolg der Extraktion wurde spektralphotomethnisiberpruft (vgl. 2.6.4.1.). Die
Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C bis zutaven Verwendung.
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2.6.2. Enzymatische Auftrennung von DNA und RNA

DNA und RNA wurden durch enzymatischen Verdau awégamt. DNA wurde durch
die Inkubation von 20 ul Nukleinsdureextrakt (\@6.1.) mit 1 ul RNase A (10 pg/ul;
Fermentas, St. Leon-Roth) fir 20 min bei Raumteatpergewonnen. RNA wurde
durch die Inkubation von 30 pl Nukleinsdureextrékgl. 2.6.1.) mit 3,2 pul DNase
Puffer (10x) und 1 pl DNase | (1 U/ul; Fermentas,L8on-Roth) bei 37 °C flr 45 min
erhalten. Die enzymatische Auftrennung wurde duliehFallung mit Isopropanol und
NacCl (vgl. 2.6.3.) beendet.

2.6.3. Prazipitation von Nukleinsauren

Im Anschluss an den RNase A- bzw. DNase I-Verddalgte die Fallung mit 0,7
Volumen eiskaltem Isopropanol (100 %, -20 °C) und Wolumen 5 M NaCl pro 1
Volumen Nukleinsaureldsung (vgl. 2.6.2.; SambroolRéssell, 2001). Die Inkubation
erfolgte Uber Nacht (mindestens fur 12 h) bei -0 Nach Zentrifugation (15 °C,
30 min, 18.000 »g) wurde das DNA- oder RNA-Pellet mit 500 ul eiskatt Ethanol
(70 %, -20 °C) gewaschen, bei Raumtemperatur datstaund anschliel3end in 40 pl
RNAse/ DNAse-freiem Wasser (GibitoLife Technologies GmbH, Darmstadt) geldst.
Die Quantifizierung der DNA und RNA wurde mittelsught-iT™ Pico- bzw.
RiboGreen Reaktionskit (Invitrogen, Karlsruhe; vd.6.4.2.) durchgefuhrt. Die
Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C.

2.6.4. Qualitats- und Konzentrationsbestimmung von Nukleirsauren

2.6.4.1. Spektralphotometrie

Die Qualitat der extrahierten Nukleinsdauren (vgl.6.2.)) sowie die DNA-
Konzentrationen in PCR Proben wurden mit einem MNeosw ND-1000
Spektralphotometer (PEQLAB Biotechnology GmbH, Egen) und dazugehoriger
Software bestimmt. Mit einem Probenvolumen von 2vutden die Absorptionen bei
280 nm, 260 nm und 230 nm gemessen. Der Absorpbefiizient Apsd/A2so
beschreibt die Reinheit von DNA und RNA und gibt skunft Uber mdgliche
Verunreinigungen mit Proteinen und Phenol. Ein K&t von 1,6 bis 2,0 gilt dabei
als ideal (Sambrook & Russell, 2001). Huminsaureigen eine starke Absorption bei
230 nm, so dass ein Absorptionskoeffizienth 230 von < 2,0 auf Kontaminationen
mit Huminsauren hinweist (Tsutsuki & Kuwatsuka, 207
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2.6.4.2. Fluoreszenz-basierende Quantifizierung

Aufgetrennte und geféallte DNA und RNA (vgl. 2.6,33ufgereinigte PCR-Produkte
(vgl. 2.6.10.) sowie PCR-Produkte, die fur die TRFAnalyse (vgl. 2.6.13.) eingesetzt
wurden, wurden mit Hilfe einer auf Fluoreszenz-besiden Methode quantifiziert.
Diese Methode ermdglicht eine sensitive und genQuantifizierung sehr geringer
Nukleinsduremengen. Die Konzentrationsbestimmung DBA und RNA erfolgte in
Mikrotiterplatten mittels Quant-iT™ PicoGreen dsDNWKit und dem Quant-iT™
RiboGreen Reaktionskit (beide Invitrogen, KarlsiuhBie Proben sowie externe
Standards mit bekannten Konzentrationen wurden haistellerangaben vorbereitet
und in die Mikrotiterplatte Uberfuhrt. AnschlieRenerfolgte die Messung der
Fluoreszenz durch ein FLx800 Mikroplatten FluoroengBioTek, Bad Friedrichshall)
und der Software Gen5 (BioTek, Bad Friedrichshall).

2.6.5. Stabile Isotopenbeprobung (RNA-SIP)

Die Stabile Isotopenbeprobung beschreibt eine Mihrour Identifikation von nicht
kultivierten Mikroorganismen, die unter moglichsatarnahen Bedingungen ein mit
Isotopen (z.B*C) markiertes Substrat bzw. dessen Abbauprodukiendigren und fiir
die Synthese von Biomolektilen verwenden (Boscldteal, 1998, Friedrich, 2006)
Metabolisch aktive Substrat-verwertende Mikroorgamen bauen folglich das
,schwere* 3C Isotop in ihre Nukleinsauren ein, wodurch sicte dbichte der
Nukleinséduren erhoht. Nach Extraktion der Nukleumeséa erfolgt die Auftrennung der
DNA von der RNA. Im Rahmen der rRNA basierten d@bilsotopenbeprobung
(RNA-SIP) wird die ,schwere**C-markierte RNA von der ,leichterf?C-RNA mittels
Dichtegradientenzentrifugation (isopyknische Dignéslientenzentrifugation, Ultra-
zentrifugation) und anschliel3ender Fraktionieruegrennt (Abbildung 9). Die RNA
aus den einzelnen Fraktionen wird prazipitiert ubédr die Reverse Transkription (RT-
PCR) in cDNA transkribiert. Aktive'’C-Substrat-verwertende Mikroorganismen
werden abschlielRend Uber molekularbiologische Tikehr(Pyrosequenzierung der 16S
cDNA, TRFLP-Analyse) identifiziert.

Die RNA basierte stabile Isotopenbeprobung wurdeder vorliegenden Arbeit
eingesetzt, um aktive 2,4-DCP-Kohlenstoff-verwederBakterien im landwirtschaft-
lich genutzten Boden sowie der Drilosphére nachulbakion in Bodensaulen und
Mikrokosmen zu identifizieren.
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Inkubation mit Dichtegradienten- Molekulare
[*3C]- 2,4- DCP Zentrifugation Analysen
[1’C]-RNA
r@f TRFLP
T 210 Reverse
RNA Extraktion _ka_;c Transkription
{ ¢ cDNA
_—a / 13 i
i B [LERNA 16S rRNA Genbibliotheken
::-c;
Pyrosequenzierung
0
Bodenséaulen
Mikrokosmen
Substratassimilation und Einbau Auftrennung von TCJ]-RNA Identifizierung von aktiven,
von [°C] in die Nukleinsauren und [2C]-RNA durch manuelle [*C]-assimilierenden Mikro-
aktiver Mikroorganismen Fraktionierung organismen

Abbildung 9: Schematische Darstellung der stabilerisotopenbeprobung, angelehnt an
Friedrich (2006).

Um die Wahrscheinlichkeit von falsch-positiven Eygessen [z.B durch Verschiebung
von G+C-reichel’C-RNA in die ,schweren“ Fraktionen, (Liet al, 2011b; Liderst
al., 2004)] zu minimieren, erfolgte die Analyse urentifizierung aktiver 2,4-DCP
Abbauer anhand einer Reihe von definierten VorgaB#e Resultate basieren auf dem
Vergleich der relativen Haufigkeiten der detektertTaxa in ,schweren“ Fraktionen
von [°C]- und [°C]-2,4-DCP inkubierten Proben. 16S rRNA Genbiblatn wurden
von jeweils drei ,schweren® Fraktionen (vgl. 2.6.5.jeder Probe generieit) silico
vereinigt und anschlieend zusammen analysiert. faiehfolgenden vier Kriterien
wurden als Grundlage fur eine erfolgreiche Markigrer OTUs (néhere Definition
vgl. 2.6.15.1., 2.6.15.3.) herangezogen (Dallirfgétorn, 2014):

[) Eine groRRere relative Haufigkeit der OTUs in dschweren® Fraktionen der
3C-Proben als in den ,schweren“ Fraktionen der Kalht’C-Proben.

II) Eine grof3ere relative Haufigkeit der OTUs imdgchweren® Fraktionen der
C-Proben am Ende der Inkubation.gt im Vergleich zum Beginn der
Versuche @).

[II) Eine gleiche oder geringere relative Haufigkeder OTUs in den
,schweren“ Fraktionen def"C-Kontrollproben zum Zeitpunkid als zum
Zeitpunkt b.
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IV) Fur OTUs, die die Kriterien | — Il erfullen:iee Labelling Intensitat (LI) von
mindestens 5 % (Liet al, 2011b).

Die Labelling Intensitat ist ein Schatzwert, dex dssimilierte Menge voliC durch ein
Taxon beschreibt (Liet al, 2011b) und nach Formel 9 berechnet wurde.

Formel 9: Berechnung der Labelling Intensitat (LI).

Rn—-FRn
LI =—2¢ 12100

n i
oL,
1

n, Taxon; R relative Haufigkeit eines Taxons in den schwef@aktionen der®®c-
Amplikon-Genbibliothek; R, relative Haufigkeit eines Taxons in den schwereaktionen
der1ZC-AmpIikon-Genbiinothekj, Anzahl der markierten Taxg;Index von 1 big

Die im Verlauf der Fraktionierung (vgl. 2.6.5.3)erd Erstellung der Amplikon-
Genbibliotheken (vgl. 2.6.7.1., 2.6.15.1.) sowier d@yrosequenzierung erfolgten
Eingriffe in diein situ auftretende OTU Verteilung fuhren zu kinstlichearigtionen
und kénnen in Folge die relativen Haufigkeiten v@TUs in den jeweiligen
.Schweren” Fraktionen beeinflussen. Um diesen Eféek ein Minimum zu reduzieren,
wurde ein Kontrollgrenzwert eingefuhrt. Fur die @aeertberechnung wurden die
aufgetretenen Differenzen der relativen Haufigkeitier detektierten OTUs in den
,schweren* Fraktionen der*C-Proben und der ,schweren* Fraktionen dé€-
Kontrollproben zum Zeitpunkt ot herangezogen. Die mittlere Differenz (x
Standardabweichungen) der Vorwartsprimer-basiereAdalyse lag bei 0,34 £ 0,28 (n
= 22), die der Rickwartsprimer-basierenden Analyse0,41 + 0,36 (n = 23). Die
ermittelten Differenzen zeigen, dass die experiglebedingten Abweichungen
minimal waren. Unterschiede zwischen den relatiMéufigkeiten von**C- und*’C-
Proben wurden als signifikant betrachtet, wenregien errechneten Kontrollgrenzwert
von 1,18 (Vorwartsprimer-basierende Analyse) bzw9IRuckwartsprimer-basierende
Analyse) Uberschritten (Formel 10). Mit diesem Gweert wurden die errechneten
Differenzen zu 99,7 % von ZufallsgroRen bereinigt kkbnnen somit als gesichert
angesehen werden (Westgatdl, 1981; Goveet al,, 2013).

Formel 10: Berechnung des Kontrollgrenzwertes.

GW = MDy + 3 X0

GW, Grenzwert; MD4 mittlere Differenz der*C- und *C-Proben zum Zeitpunkiyto,
Standardabweichung
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2.6.5.1. Allgemeine Vorbereitungen

Alle eingesetzten Materialien wurden vor Gebrauadlsgabacken (Messkolben,
Messzylinder, Glasflaschen, Spatel; 12 h, 200 °@gromit DEPC behandelt
(Gummistopfen, Magnetriihrer) und anschlieBend danaet. Die Reinigung der
Arbeitsflachen erfolgte direkt vor der Benutzungt miD % Ethanol und RNase-
ExitusPlus™  (AppliChem GmbH, Darmstadt). Fur die rdiellung des
Gradientenpuffers sowie die Resuspendierung der RNAle DEPC-Wasser (999 mi
A. bidest, 1 ml DEPC; Inkubation fir 4 h bei 37 °@nhschlieend autoklavieren)
verwendet.

2.6.5.2. Isopyknische Dichtegradientenzentrifugation

Fur die Herstellung der Gradientenlosung (Soll-Satbavchte: 1,790 + 0,05 g / ml; Ist-
Schwebdichte: 1,809 + 0,004 g / ml) wurden pro Afrgationsansatz 4,61 ml Casium-
Trifluoracetat (CsTFA, Schwebdichte: 2,00 + 0,05/g ml, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK), 175 pl Formamid sowie etwa0 8@l Gradientenpuffer
(Schwebdichte: 1,026 g / ml; 100 mM Tris, 100 mM IKC mM EDTA, pH 8)
verwendet. Die Dichte der Gradientenlosung wurde28e°C durch Auswiegen vor
jedem Zentrifugationslauf bestimmt und gegebent&nfalurch die Zugabe von
Gradientenpuffer neu eingestellt. Bis zu 500 nggidéllten und quantifizierten RNA
(vgl. 2.6.3., 2.6.4.2.) wurden mit 1 ml Gradientesung gemischt und anschlie3end in
4,9 ml Zentrifugenréhrchen (OptiSeal™ Polyallomearb&, 13 x 48 mm, Beckman
Coulter, Palo Alto, USA) uberfuhrt. Die RoOhrchen rden mit Gradientenlésung
aufgefullt, durch ein PPE-Verschlussstopfen gessdo und ausgewogen. Der
maximale Gewichtsunterschied betrug dabei 0,05 ig. Z2ntrifugenréhrchen wurden
mit Aluminium Distanzhalter in einen Vti 65.2 Titaim Rotor (Beckman Coulter, Palo
Alto, USA) uUberfihrt und mit Befestigungsschraubeersehen. Mit Hilfe eines
Drehmomentschlissels (Beckman Coulter, Palo AltBAUwurden die Schrauben mit
einem Anzugsmoment von 60 bis 70 Ibf-in (etwa 68799 Nm) festgezoger’C- und
13C-RNA wurde durch isopyknische Zentrifugation b&i&0 rpm fiir 67 h und 20 °C
(LE-70 Ultrazentrifuge, Beckman Coulter, Palo AIft0SA) aufgetrennt. Um die
ausgebildeten Gradienten nicht zu beeinflussen,devuder Rotor am Ende der
Zentrifugation auslaufen gelassen.

Insgesamt wurden vier Zentrifugationslaufe mit 3fbken (vgl. 2.4.1.,2.4.2.2.)
durchgefuhrt. Mindestens eine Leerprobe (Gradiddseimg ohne RNA) wurde in
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jedem Lauf mitgefuhrt, um die Schwebdichte in dezenen Fraktionen zu bestimmen

(vgl. 2.6.5.4.).

2.6.5.3. Fraktionierung

‘b
&

“t .’P
-
. b

> -

Abbildung 10: Fraktionierung

P -

einer Probe.

Die Fraktionierung der Proben wurde manuell
einer Gradientenpumpe (Econo Pump 1, Bio |
Hercules, USA) durchgefuhrt. Dafir wem die
Zentrifugenréhrchen behutsam dem Rotor entnornr
und in ein Stativ eingespannt. Eine sterile Nadal
x 17”), die Uber einen Silikonschlauch (g Irfin) mit
der Gradientenpumpe verbunden war, wurde d
unter den Verschlussstopfen vorsichtig inasd
Rohrchen eingefihrt. Mit einer zweiten Nadel erfie
die Offnung des Bodens. Die Gradientenpumpe w
mit einer Flussrate von 0,45 ml / min gestartet
steriles DEPGAasser, gefarbt mit Coomas
Brilliantblau (5 g / ), auf die RNA-Gradientenldsy
gepumpt (Abbildung 10).

Pro Probe wurden elf Fraktionen mit einem Volumem etwa 400 pl aufgefangen,
wobei die letzte Fraktion teilweise mit DEPC-Wass@&runreinigt war und von
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen wurde. Ischfuss an die Fraktionierung
erfolgten die Bestimmung der Schwebdichte (vgl.3224) sowie die Fallung der RNA
(vgl. 2.6.5.5.). Die Lagerung der Proben erfolgte-B0 °C.

2.6.5.4. Bestimmung der Schwebdichte

Die Schwebdichte wurde in den Fraktionen eins bisnzdes mitgefiihrten Leerwertes
ohne RNA durch Auswiegen bestimmt. Die einzelneakitonen wurden in einem
Wasserbad bei 25 °C fur 30 bis 60 min temperiartcll vortexen homogenisiert und
100 pl Aliquots auf einer analytischen Waage (AnalfC 120 S, Sartorius, Garching)
ausgewogen. Die Messungen wurden insgesamt zehmiadérholt und Mittelwerte
gebildet. Der daraus resultierende lineare Grajutets die Grundlage zur Auswahl der
.Schweren” Fraktionen, die fur weitere Untersuchemgerwendet wurden.
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2.6.5.5. Prazipitation der RNA

Die RNA aus den Fraktionen eins bis zehn aller @molvurde nach Degelmarat al
(2009) gefallt. 100 pl jeder Fraktion wurden mit gbNatriumacetat (3 M, pH 5,2),
6,8 ul Glykogen (10 mg/ml, autoklaviert) sowie §ilCeiskaltem Ethanol (96 %, -20 °C)
vermischt und tUber Nacht (mindestens 12 h) bei’@@nkubiert. Nach anschliel3ender
Zentrifugation (4 °C, 14.000 g, 20 min) wurde der Uberstand verworfen, das Pellet
mit 500 ul eiskaltem Ethanol (70 %, -20 °C) gewasclund bei Raumtemperatur
getrocknet. Die RNA wurde in 20 pul RNase-freiem Wéasresuspendiert und mittels
RiboGreen (vgl. 2.6.4.2.) quantifiziert. Ein TedrdProben wurde direkt fur die Reverse
Transkription (vgl. 2.6.6.) eingesetzt, der verbégide Rest wurde bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert. Anhand der vorlnelg:n Dichtebestimmungen (vgl.
2.6.5.4.) und der RNA-Verteilungen wurden fur 28 olsgm jeweils drei
.Schwere” Fraktionen fur die anschlielenden Unigisngen ausgewahlt. Fur zwei
Proben erfolgte eine Untersuchung des kompletteadi®&ntens (Fraktionen eins bis
zehn).

2.6.6. Reverse Transkription

Die Reverse Transkription von RNA in cDNA wurde rhitife des SuperScriftlll
First-Strand Synthesis System (Invitrogen, Darnt¥tedeinem PeqStar Thermocycler
(PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) und einenbCgcler (SensoQuest GmbH,
Gottingen) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. d&A Synthese erfolgte dabei
nach folgendem Programm: Inkubation bei 25 °C fimif, Inkubation bei 50 °C fur
2 h und anschlieRend die Deaktivierung des Enzyang® °C fur 15 min. Die Ansatze
wurden mit RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvatuwoa 50 pl aufgefullt und die
cDNA nachfolgend mit Isopropanol und NaCl (vgl. .3.p geféllt. Die Lagerung
erfolgte bei -20 °C.
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2.6.7. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (,polymerase chaiotr@a’, PCR) ist ein Verfahren fur
die direkte Amplifizierung von DNA- und cDNA-Fragmten aus Nukleinsaure-
gemischen. Das zu amplifizierende Fragment wirceddbrch Primer definiert, die die
Zielsequenz flankieren (Saildt al, 1988). Eine PCR lauft in drei Schritten ab: (1)
Denaturierung der Matritzen-DNA (Template), (2) Agérung der spezifischen Primer
an die einzelstrangige DNA und (3) Verlangerung klanplementaren Strange durch
eine thermostabile DNA-Polymerase (Lewin, 1998)RPReaktionen wurden in einem
LabCycler (SensoQuest GmbH, Goéttingen), einem ReqBtermocycler (PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen) bzw. in einem T-Geat Thermocycler (Biometra,
Gottingen) durchgefuhrt. Die eingesetzten Primerden von Biomers (biomers.net
GmbH, Ulm) und von Microsynth (Balgach, Schweiz)zbgen. Bei allen PCR-
Reaktionen wurden eine Negativkontrolle (Ansatz R@R Wasser oder RNA anstatt
der Matrizen-DNA) und — falls vorhanden- eine Hokdntrolle mitgefuhrt. Der Erfolg
der PCR wurde stets mit einem Agarosegel (vgl92.6berprift.

2.6.7.1. Primer und PCR-Protokolle fiur die Amplifizierung von 16S rRNA Genen

FiUr die Reinheits- und Identitatsanalyse der Isofagl. 2.5.2.1.), die Herstellung von
gPCR-Standards (vgl. 2.6.8.1.) sowie fur die TRRAmyse (vgl. 2.6.13.) und
Pyrosequenzierung (vgl. 2.6.14.) wurden Teilstidke 16S rRNA Gene amplifiziert
(Tabelle 11). FUr die Pyrosequenzierung wurdenPdimer 341F und 907RM (Tabelle
11) mit einem sechs Nukleotide umfassenden Barenddifiziert, um eine spatere
Zuordnung der einzelnen Sequenzen in die jeweilig#& und *?C-Amplikon-
Genbibliotheken zu ermdglichen (Tabelle-AH 1

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 25 50 pl oder 100 pl
durchgefuhrt (Tabelle 12). Die eingesetzte (c)DNA&fge lag dabei zwischen 37 ng
und 400 ng pro Ansatz. Als Positivkontrolle wurde A. bidest suspendiertes
Zellmaterial vonCupriavidus necatofvgl. 2.5.1.) mitgefuhrt.
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Tabelle 11: Sequenz, Position und Schmelztemperatwter fir die Amplifizierung von
16S rRNA-Genfragmenten verwendeten Primer.Vorwarts gerichtete Primer sind mit F
gekennzeichnet, riickwarts gerichtete Primer mit R.

Primer Zielgruppe Sequenz (5-8")  Position! Tm (°C)Y Referenz

27F Bacteria AGA GTT TGA TCM 8-25 46-48 Lane
TGG CTC (1991)
27F- Bacteria AGA GTT TGA TCM 8-25 46-48 Lane
IRD700 TGG CTC (1991)
341F Bacteria CCT ACG GGA GGC 341-357 58 Muyzeet
(GM5) AGC AG al. (1998)
907RM Bacteria CCG TCA ATT CMT 907-926  54-56 Lane
TTGAGTTT (1991)
1492R Bacteria GGT TAC CTT GTT 1492- 52 Lane
ACG ACTT 1504 (1991)

& M (A oder C) nach IUPAC (International Union aflé and Applied Chemistry)
® Positionen bezogen auf die 16S rRNA &stherichia col(ACCX80725).

¢, Schmelztemperatur

4 Markierung des Primers am 5"-Ende mit IRD700drtt-Farbstoff.

Tabelle 12: Zusammensetzung der PCR Reaktionsansétz fir die Amplifizierung von
16S rRNA-Genfragmenten.

_ Volumen (pl)
Reagenzien
(Konzentration) 27F 27F 27F-IRD700 341F
1492R 907RM 907 RM 907RM
5Prime-Mastermix (2,5 X) 20 20 20 20
Mg** (25 mM) 2 5 2 2
Vorwértsprime? (10 uM) 3 2 3 3
Rickwértsprimet (10 pM) 3 2 3 3
BSA (3 mg/ ml) - 2 - -
Matrizen (cC)DNA 2-4 2 3,5 3,5
PCR-Wassér ad 50 ad 50 ad 50 ad 50

& 5Prime-Mastermix (2,5 x; 5Prime, Hamburg) enthilelg DNA Polymerase (62,5 U/ml), 2,5
x Taq Reaktionspuffer (125 mM KCI, 75 mM Tris-HCI pH 88 mM Md", 0,5 % Igepdl-
CA630), 500 pM dNTP und Stabilisatoren

b Beschreibung der Primer in Tabelle 11

¢, 0,2 um filtriertes, autoklaviertes A. bidest

Die verwendeten PCR-Protokolle zur Amplifizierungrdl6S rRNA Gene sind in
Tabelle 13 zusammengefasst.
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Tabelle 13: PCR-Programme zur Amplifizierung von 1& rRNA-Genfragmenten.

Primerpaare
27F 27P 341F
1492R 907RM 907RM
Nummer Schritt Temperatur (°C)/ Zeit (min:s)
1 Anfangsdenaturierung 95/ 10:00 95/ 5:00 94/ 3:00
2 Denaturierung 95/ 1:00 95/ 1:00 94/ 0:30
3 Annealing 40/ 1:00 40/ 1:00 65/ 0:30
4 Elongation 72/ 1:30 72/ 1:30 72/ 1:30
5 Zyklus Schritt 2-4 5 x 4 x 19 x, dabei die
Annealing-
Temperatur pro
Zyklus um je

0,5 °C absenken

(,touch down"®)
6 Denaturierung 95/ 1:00 95/ 1:00 94/ 0:30
7 Annealing 43/ 1:00 50/ 0:30 55/ 0:30
8 Elongation 72/ 1:30 72/ 1:30 72/ 1:30
9 Zyklus 6-8 35 x 30 x 14 x
10 End-Elongation 72/ 5:00 72/ 10:00 72/ 3:00
11 Ende 4o 4/ 4/
Fragmentlange (bp) ~ 1500 ~ 920 ~ 560

4 Beschreibung der Primer in Tabelle 11
® Primer wurde auch als IRD-700-markierte Variagitegesetzt

2.6.7.2. Primer und PCR-Protokolle fur die Amplifizierung von tfdB-,tfdC- und
pheA-Genen

FUr die Charakterisierung und Quantifizierung dgi-RCP-abbauenden, mikrobiellen
Gemeinschaft mittels Genbibliotheken (vgl. 2.6.1Pyrosequenzierung (vgl. 2.6.14.)
sowie gPCR (vgl. 2.6.8.) wurdetidB-, tfdC- und pheATeilsequenzen amplifiziert
(Tabelle 14).
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Tabelle 14: Sequenz und Schmelztemperatur der furid Amplifizierung von tfdB-, tfdC-
und pheA-Genfragmenten verwendeten Primer.Vorwarts gerichtete Primer sind mit F
gekennzeichnet, riickwarts gerichtete Primer mit R.

Primer Sequenz (5°-%) Tm (°C) Referenz

tfdB F CSC ACATCA CCAACC ARC 50-53 Huorgg al (2007)

tfdB R CRG GCT GGA TSA CCC ART A 51-55 Huoegal (2007)

tfdC F GTG TGG CAY TCG ACG CCG 58-62 Lilliset al (2010)
GAY

tfdC R CCG CCY TCG AAG TAG TAY 57-60 Lilliset al (2010)
TGG GT

pheA F GTG CTG ACS AAY CTG YTG 52-56 Baldwiret al (2003)
TTC

pheA R CGC CAGAAC CAYTTRTC 45-50 Baldwet al (2003)

8 S (G oder C), R (A oder G), Y (C oder T) nach AdP(International Union of Pure and
Applied Chemistry)

Die Primer tfdB F und tfdB R wurden fur die Pyrogegzierung mit einem sechs
Nukleotide umfassenden Barcode modifiziert (vgl6.21., Tabelle-AH 2). Die
eingesetzte DNA-Menge lag zwischen 37 ng und 8firogAnsatz. In jedem PCR Lauf
wurde in A. bidest suspendiertes Zellmaterial @Gupriavidus necatofvgl. 2.5.1.) als
Positivkontrolle mitgefiihrt. Ein Reaktionsansatz staed dabei aus folgenden
Komponenten (Tabelle 15).

Tabelle 15: Zusammensetzung von PCR Reaktionsansétz fur die Amplifizierung von
tfdB-, tfdC- und pheA-Genfragmenten.

Reagenzien Volumen (i)
(Konzentration) tfdB & pheA tfdC
5Prime-Mastermix (2,5 X) 10 10
Mg** (25 mM) 2,5 1,5
Vorwértsprime? (10pM) 1 2
Rickwértsprimet (10 pM) 1 2
BSA (3 mg/ml) 1 15
Matrizen DNA 1 1
PCR-Wasser ad 25 ad 25

& 5Prime GmbH, Hamburg
® Beschreibung der Primer in Tabelle 14
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Die zur Anwendung gekommenen PCR-Programme sindaipelle 16 zusammen-
gefasst aufgelistet.

Tabelle 16: PCR-Programme zur Amplifizierung von tfdB-, tfdC- und pheA
Genfragmenten.

tfdB & phe&A tfdC?
Nummer Schritt

Temperatur (°C) / Zeit (min:s)

1 Anfangsdenaturierung 94/ 8:00 94/ 3:00
2 Denaturierung 94/ 1:00 94/ 1:00
3 Annealing 50/ 1:00 51/ 2:00
4 Elongation 72/ 1:00 72/ 2:00
5 Zyklus Schritt 2-4 30 x 40 x
6 End-Elongation 72/ 2:00 72/ 7:00
7 Ende 8ko 8/

~ 580 (fdB),

Fragmentlange (bp) ~ 280

~ 200 pheA)

4 Beschreibung der Primer in Tabelle 14

2.6.7.3. Primer und PCR-Protokolle fir die Amplifizierung vo n narG-, nirK -, nirS-,
nosZ- sowieamoA-Genen

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Pricar Amplifizierung von Teilstiicken
der Nitratreduktase-GenendrG), der Nitritreduktase- GenenifK, nirS), der NO-
Reduktase-Genen@sj sowie der Ammonium-Monooxygenase-Gene von Badteri
und ArchaeengmoA sind in Tabelle 17 zusammengefasst.
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Tabelle 17: Sequenz und Schmelztemperatur der furid Amplifizierung von narG-, nirk -,
nirS-, nosZ und amoAGenfragmenten verwendeten Primer.Vorwarts gerichtete Primer

sind mit F gekennzeichnet, riickwarts gerichtete@rimit R.

Primer Zielgen Sequenz (5°- %) Tm (°CY° Referenz
1960 F narG TAY GTS GGS CAR 42-50 Philippoet al
GAR AA (2002)
2650 R narG TTY TCR TAC CAB 40-50 Philippotet al
GTB GC (2002)
FlaCu nirk ATC ATG GTS CTG 52 Hallin & Lindgren
CCG CG (1999)
R3Cu nirK GCC TCG ATC AGR 52-54 Hallin & Lindgren
TTGTGGTT (1999)
Cd3aF nirS GTS AAC GTS AAG 54-56 Throbéaclet al
GAR ACS GG (2004)
R3cd nirS GAS TTC GGR TGS 51-53 Throbéclet al
GTCTTG A (2004)
nosZ E nosZ CGC TGT TCI TCG ACA  53-55 Richet al (2003)
GYC AG
nosZ R nosZ ATG TGC AKI GCR 49-53 Richet al (2003)
TGG CAG AA
amoA 1F amoA GGG GTT TCT ACT 50 Rotthauweet al
Bacteria GGT GGT (21997)
amoA 2R amoA CCC CTC KGS AAA  56-58 Rotthauwet al
Bacteria GCC TTCTTC (1997)
amoA 19F amoA ATG GTC TGG CTW a7 Leiningeret al.
Archaea AGA CG (2006)
amoA amoA GCC ATC CAB CKR  48-58 Schausst al
616r48x Archaea TAN GTC CA (2009)

4Y (C oder T); S (G oder C); R (A oder G); B (Coo@er T); K (G oder T); W (A oder T); N
(A, C, G oder T) nach IUPAC (International UnionRafre and Applied Chemistry); I, Inosin

®  Schmelztemperatur
biotools/oligocalc.html)

(berechnet mit

Oligo Calc, :Hiupvw.basic.northwestern.edu/

¢, der Primer wurde auch als IRD-700-markierte fagdur die TRFLP-Analyse eingesetzt

Ein Reaktionsansatz setzte sich aus nachfolgendenpinenten zusammen (Tabelle
18) und beinhaltete zwischen 2 ng bis 59 ng (c)Op¥&\Ansatz.
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Tabelle 18: Zusammensetzung von PCR Reaktionsansétz fur die Amplifizierung von
narG-, nirk-, nir-S, nosZ-sowieamoA-Genfragmenten.

_ Volumen (ul)
Reagenzien
(Konzentration) narG, nirk & nirS nosZ amoA
5Prime-Mastermix (2,5 X) 10 10 10
Mg?* (25 mM) 0,5 1 1,5
Vorwartsprimer (10 pM/ 1 1 15
100 pMY
Ruckwartsprimer (10 pM/ 1 1 15
100 pMY
BSA (3 mg/ml) 1 1 1
Matrizen (C)DNA 1 1 1
PCR-Wasser ad 25 ad 25 ad 25

4 5Prime GmbH, Hamburg
® Primerkonzentration finarG-, nirk-, nirS- und nosZAnsatze: 100 pM; fimmoAAnsatz:
10 pM; Beschreibung der Primer in Tabelle 17

Die zur Amplifizierung verwendeten PCR-Protokolleinds in Tabelle 19
zusammengefasst.

Tabelle 19: Verwendete PCR-Programme zur Amplifizieung von narG-, nirK-, nirS-,
nosz sowieamoA-Genfragmenten.

Nr. Schritt narG nirk & nosZ amoA amoA
nirS (Archaeg (Bacterig

Temperatur (°C) / Zeit (min:s)

1 Anfangsdenaturierung é- - 94/ 94/ 5:00 94/ 5:00
10:00
2 Denaturierung 95/ 95/ 94/ 0:30 94/ 0:45 94/ 0:45
5:00 5:00
3 Annealing 64/ 64/ 58/ 1:00 55/0:45 60/ 0:45
1:00 1:00
4 Elongation 72/ 72/ 72/ 1:00 72/ 0:45 72/ 0:45
1:00 1:00
5 Zyklus Schritt 2-4 10 x 10 x 12 x, 40 x 40 x
dabei -
0,5°C
(,touch

down*)




68 Material & Methoden

Nr. Schritt narG nirk & nosZ amoA amoA
nirS (Archaeg (Bacterig

Temperatur (°C) / Zeit (min:s)

6 Denaturierung 95/ 95/ 94/ 0:30 - -
0:30 0:30

7 Annealing 62/ 57/ 52/ 1:00 - -
0:30 1:00

8 Elongation 72/ 72/ 72/ 1:00 - -
2:00 1:00

9 Zyklus 6-8 35 x 35 x 30 x - -

10 End-Elongation 72/ 72/ 72/ 72/10:00 72/10:00
10:00 10:00 10:00

11 Ende 8ko 8/ o 8/ o 8/ 8/

Fragmentlange (bp) ~670 ~ 47% I ~700 ~ 620 ~ 490

2 nicht zutreffend

2.6.7.4. M13-Kontroll-PCR

Die M13-PCR wurde im Anschluss an eine Klonierung.(2.6.11.) zur Identifikation
von Klonen mit inserthaltigem pGEM-T-Vektor durchigiet. Dafir wurde in PCR-
Wasser gelostes Zellmaterial von vorausgewahlteosifpen® Klonen direkt als
Matrize eingesetzt. Die verwendeten Primer (Taki#dlelagern sich dabei an die Enden
der Multiplen Klonierungsstelle (MCS) des pGEM-TR¥@rs an (Sambrook & Russell,
2001). M13-PCR-Produkte wurden aufgereinigt (vg6.20.1., 2.6.10.2.), sequenziert
(vgl. 2.6.12.) und fur phylogenetische Analysen igowie Herstellung von gPCR
Standards (vgl. 2.6.8.1.) eingesetzt.

Tabelle 20: Verwendete Primer fir die M13-Kontroll-PCR. Abkirzung: MCS, multiple
cloning site.

Primer Zielgen Sequenz (5°- 3") m CC) Referenz

M13 uniF pGEM-T, TGT AAA ACG ACG GCC 48 Messing
MCS AGT (1983)

M13 revR pGEM-T, CAG GAA ACA GCT 48 Messing
MCS ATG ACC (1983)

& Schmelztemperatur
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Ein Reaktionsmix bestand dabei in der Regel agefaen Komponenten:

10 x Reaktionspuffer (Bilatec, Viernheifn) 2,5 pl
Mg** (25 mM) 1,5 pl
Vorwartsprimer (10 uM) 0,5 ul
Ruckwartsprimer (10 uM) 0,5 ul
Nukleotidmix (2 mM; Eppendorf) 2,5 pul
CrystalTagDNA-Polymerase (5U/ul; Bilatec) 0,1 pul
Matrizen DNA 1,0 pl
PCR-Wasser ad 25 ul

% beinhaltet 0,2 M (N§J,SQ;, 0,8 M Tris-HCI (pH 9,4-9,5), 0,2 % (w/v) Tween-20

Das zur Amplifizierung verwendete PCR Programninistabelle 21 aufgelistet.

Tabelle 21: M13-PCR Programm.

Nummer Schritt Temperatur (°C) / Zeit (min:s)
1 Anfangsdenaturierung 94/ 5:00

2 Denaturierung 94/ 1:00

3 Annealing 54/ 1:00

4 Elongation 72/ 1:30

5 Zyklus Schritt 2-4 35X

6 End-Elongation 72/ 5:00

7 Ende 8/ w0

2.6.8. Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Die quantitative Real-Time PCR ist eine sensitivetivbde zur Quantifizierung von
Nukleinsduren mit der minimale Unterschiede in Ganexpression erfasst werden
konnen (Heicet al, 1996). Die Quantifizierung der PCR-Produkte wirder anderem
durch den Einsatz von DNA-Farbstoffen, in dieserti B¥BR Green |, ermdglicht.
Dieser stabile, nicht spezifische Fluoreszenzfafbshterkaliert in doppelstrangige
DNA, wodurch die Fluoreszenzemission ansteigt. Zienahme der Ziel-DNA
korreliert dabei direkt mit der Fluoreszenz-Int¢dsiDie Messung erfolgt am Ende des
Elongationsschrittes in  jedem Zyklus. Mitgefiihrtetarg&lards mit bekannter
Kopienanzahl ermdglichen die Quantifizierung dezl@ene in den Umweltproben. Als
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Grundlage dient hierbei der sogenannt@\@rt (engl. Cycle threshold), der den Zyklus
beschreibt, an dem die Fluoreszenz der Probenfigeymi Gber die Hintergrund-

Fluoreszenz ansteigt. Der-Wert ist dabei abhangig von der Konzentration zier

Anfang der Reaktion eingesetzten DNA-Menge. Einedre Standardkurve, die sich
aus den gemessenenr-\Werten sowie aus dem dekadischen Logarithmus déA-D

Menge der Standards ergibt, bildet die Grundlage dine Quantifizierung der

jeweiligen Gene und Transkripte.

Alle gPCR Reaktionen der vorliegenden Arbeit wurdeainem iCycler iQ5 Multicolor
Real Time PCR Thermal Cycler (Bio-Rad, HerculesAY8urchgefihrt. Die erfassten
Daten wurden mit Hilfe der Software iQ5 Optical &ys (Version 2.0) analysiert.

2.6.8.1. Herstellung von gPCR Standards

Zur Quantifizierung von Genkopienzahlen in Umwedtpen wurden in jedem gPCR
Lauf Standards mit bekannter Konzentration integriiese Standards wurden mittels
Klonierung (vgl. 2.6.11.) und anschlieRender M13RP@gl. 2.6.7.4.) hergestellt. Die
PCR-Produkte wurden mit Filterplatten (vgl. 2.621P.und mittels Quant-iT™

PicoGreen dsDNA Kit quantifiziert (vgl. 2.6.4.2.pie Anzahl der vorliegenden

Genkopien pro Mikroliter Standard wurde mit nacbéider Formel (Formel 11)
berechnet.

Formel 11: Berechnung der vorliegenden Kopienzahleim Standards.

6,022«10”mol*

L., (bp)*660g morl*loig*CDNA(ng/ul)
Fr

nKo(url):

Nko, Anzahl der Genkopien; 6,022 * $0mol?, Avogadro-Konstante; d, Ziellange + 217 bp
(Vektorrest); 660 g/mol, durchschnittliches Molekigewicht eines Basenpaaregy¢ mit
PicoGreen bestimmte Produktkonzentration nach de3-RICR

Die Lagerung der Standards erfolgte bei -20 °C. dgr gqPCR Messungen wurden

Verdiinnungen von f0bis 13 Molekiilen pro Mikroliter direkt vor der Verwendung
hergestellt.

2.6.8.2. gPCR Primer und Protokolle

Die eingesetzten Primer zur Quantifizierung der-RGP Hydroxylase t{dB), 3,5-
DCC-1,2-Dioxygenase tftiC), der PhenolhydroxylaseplieA sowie der an der
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Nitrifikation und Denitrifikation beteiligtemarG-, nirk-, nirS-, nosZ undamoAGenen
wurden in Absatz 2.6.7.2/3. aufgefuhrt. 16S rRNAnk®ienzahlen wurden nach
Muyzeret al (1998) mit nachfolgenden Primern bestimmt (Tab2R).

Tabelle 22: Sequenz und Schmelztemperatur der furid Quantifizierung von 16S rRNA-
Genfragmenten verwendeten Primer. Der vorwarts gerichtete Primer ist mit F
gekennzeichnet, der rickwarts gerichtete PrimeRmit

Primer Zielgen Sequenz (5°- 3") m CC) Referenz

Eub341F 16S rRNA,CCT ACG GGA GGC 58 Muyzeret al.
Bacteria AGC AG (1998)

Eub534R 16S rRNA, ATT ACC GCG GCT GCT 52 Muyzeret al.
Bacteria GG (1998)

& Schmelztemperatur

(c)DNA-Proben wurden vor der Verwendung 1:20, 1:ddér 1:5000 mit PCR-Wasser
verdinnt. Ein Reaktionsansatz setzte sich aus olgemden Komponenten zusammen
(Tabelle 23, Tabelle 24).

Tabelle 23: Zusammensetzung von gPCR Reaktionsangén fur die Amplifizierung von
tfdB, tfdC, pheAund 16S rRNA-Genfragmenten.

_ Volumen (ul)
Reagenzien
(Konzentration)

tfdB & pheA tfdC 16S rRNA
SensiMix SYBR & Fluorescein Kit 10 10 10
Vorwértsprimer (10 pM) 1 2 1,5
Rickwartsprimer (10 uM) 1 2 1,5
BSA (3 mg/ml) 1 1 -
Matrizen (c)DNA 5 5 5
PCR-Wasser ad 20 ad 20 ad 20

4 SensiMix SYBR & Fluorescein Kit (Bioline GmbH, tkenwalde) beinhaltet hitzeaktive
DNA Polymerase, ultra-reine dNTPs, Mg@ mM), Fluorescein, SYBRGreen |
® Beschreibung der Primer in Tabelle 14 und Tat22le
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Tabelle 24: Zusammensetzung von gPCR Reaktionsangén fur die Amplifizierung von
narG, nirK, nirS, nosZ sowieamoA-Genfragmenten.

Volumen (pl)
Reagenzi_en

(Konzentration) nz;ri(rzs& nirk N0S7 amoA
SensiMix SYBR & Fluorescein Kit 10 10 10 10
Vorwartsprimer (10 pM/ 100 pM) 0,35 0,2 0,1 15
Rickwartsprimer (10 M/ 100 pM) 0,35 0,2 0,1 15
Mg?* (25 mM) 1,2 1,2 1,2 -
BSA (3 mg/ml) 0,1 - 0,1 -
Matrizen (c)DNA 5,0 5,0 50 50
PCR-Wasser ad 20 ad 20 ad 20 ad 20

8 SensiMix SYBR & Fluorescein Kit (Bioline GmbH, tkenwalde) beinhaltet hitzeaktive
DNA Polymerase, ultra-reine dNTPs, Mg@ mM), Fluorescein, SYBRGreen |

b Primerkonzentration fimarG-, nirk-, nirS- und nosZAnsatze: 100 pM; fieamoAAnséatze:
10 uM; Beschreibung der Primer in Tabelle 17

In jedem gPCR Lauf wurden Standards in acht Verdigsstufen sowie vier
Negativkontrollen mitgefihrt. Die zur Anwendung gakmenen PCR-Programme sind
in Tabelle 25 und Tabelle 26 zusammengefasst astigel

Tabelle 25: Verwendete gPCR-Programme zur Amplifiztrung vontfdB-, tfdC, pheAund
16S rRNA-Genfragmenten.

tfdB tfdC pheA 16S

Nr. Schritt
Temperatur (°C) / Zeit (min:s)

1 Anfangsdenaturierung 94/ 8:00 94/ 8:00 94/ 8:00 5/500
2 Denaturierung 94/ 1:00 94/ 1:00 94/ 0:40 95/ 0:30
3 Annealing 54/ 1:00 54/ 2:00 50/ 0:40 55,7/ 0:25
4 Elongation 72/ 1:00 72/ 2:00 72/ 0:40 72/ 0:25
5 Zyklus Schritt 2-4 40 x 40 x 40 x 35X
6 End-Elongation 72/ 2:00 72/ 2:00 72/ 2:00 7205:0
7 Schmelzkurve 65-95/ 65-95/ 65-95/ 70-95/ 0:10

0:10 0:10 0:10 (+ 0,15 °C/
(+0,1°C/ (+0,1°C/ (+0,1°C/ Zyklus)
Zyklus) Zyklus) Zyklus)

8 Ende 20t 20/ 20/ o0 20/ o
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Tabelle 26: Verwendete qPCR-Programme zur Amplifizzrung von narG-, nirK-, nirS-,
nosZ-und amoA-Genfragmenten.

narG nirk nirS nosZ amoA
Nr. Schritt

Temperatur (°C) / Zeit (min:s)

Anfangsdenaturierung 95/ 10:00 95/10:00 95/5:085/8:00 94/5:00

Denaturierung 95/0:45 95/1:00 94/0:45 95/0:304/0:45
3 Annealing 64/ 0:45 55/1:00 55/0:45 63/0:30 G&Y-
0:45
4 Elongation 75/ 0:20 83,5/ 72/0:45 72/0:45 72/0:45
0:18
Zyklus Schritt 2-4 40 x 50 x 40 x 35 x 40 x
End-Elongation 72/5:00 72/5:00 72/5:00 7205:072/5:00
7 Schmelzkurve 65-95/ 65-95/ 65-95/ - 65-95/
0:10(+ 0:10(+ O:10 (+ 0:10 (+
05°C/ 05°C/ 05°C/ 0,5 °C/
ZyKlus Zyklus Zyklus Zyklus)
8 Ende 8ko 8/ 8/ 8/ 8/

& Annealing Temperatur famoA(Archaed: 55 °C; firamoA(Bacterig: 60 °C

2.6.8.3. Inhibitionskontrollen

Alle eingesetzten (c)DNA Proben wurden vor der Mamdung mit PCR-Wasser
verdinnt, um eine mogliche Stérung der gPCR duritextnahierte PCR-inhibierende
Verbindungen (z.B. Huminsauren) zu minimieren. Qe enhibition vorlag, wurde
anhand von mitgefuihrten Inhibitionskontrollen fiad¢ Probe in jedem PCR Lauf
gepruft und die erfassten Daten gegebenenfallsgkert. Proben wurden dafir mit
einem definierten Standard versetzt und im Anschlus eine Messung erfolgte die
Berechnung des Inhibitionsfaktors (IF) nach folgemBormel (Formel 12; Zaprasis
al., 2010).

Formel 12: Berechnung des Inhibitionsfaktors.

IF = n(ProbH Standard Nprobe

n Standarc

Neprobe+standard) ANZahl der gemessenen Kopien in der mit defiarartStandard vermischten
Probe; mine Anzahl der gemessenen Kopien in der Prokgnqpe Anzahl der gemessenen
Kopien im definiertem Standard
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Der Inhibitionsfaktor liegt im Bereich von 0 bis dpbei O eine totale Inhibition und 1

keine Storung der gPCR bedeutet. Aufgrund der sabéedlichen Nukleinsdure-

Extraktionseffizienzen in den einzelnen Proben werdliie gemessenen Gen- und
Transkriptkopienzahlen pro Nanogramm (c)DNA angegeb

2.6.8.4. Relative Genhéaufigkeit

Um den Einfluss von unterschiedlichen Faktoren .(RBgenwurm, 2,4-DCP) auf die
Anzahl von Genen und Transkripten in Drilosphéanemd Bodenproben zu bestimmen,
wurde die relative Genhaufigkeit (RGFBngl. Relative Gene Frequency Ratio) als
Hilfsmittel eingefuhrt (Formel 13; Liet al, 2011a).

Formel 13: Berechnung der relativen Genhaufigkeit.

n
RG F F@ + Faktor

N_ Fakior

N:rakion ANzahl der gemessenen Kopienzahlen in den ProtieBinfluss (z.B. Regenwurm); n
rakion ANzahl der gemessenen Kopienzahlen in den Prolvea Einfluss (z.B. Regenwurm)

Ein positiver Effekt (d.h. Stimulation) eines Falgdiegt dabei vor, wenn der errechnete
RFGR-Wert > 1 ist, ein negativer Effekt (d.h. Inkitm), wenn der RGFR-Wert < 1 ist.

2.6.8.5. Uberpriifung der qPCR Ergebnisse

Schmelzkurven von Standards und Proben wurdendenmegPCR Lauf aufgezeichnet
und verglichen, um die Spezifitat der gPCR Ansaizd Protokolle zu gewahrleisten.
Bei der Schmelzkurvenanalyse werden die DNA-Fragenaturch kontinuierliches
Erh6hen der Temperatur aufgeschmolzen. Die Doppals¢ denaturieren bei einer fur
sie spezifischen Temperatur, wobei der eingesétatwreszenzfarbstoff freigesetzt wird.
Die Fluoreszenz nimmt ab. Spezifische PCR-Produkt@sen im Vergleich zu
amplifizierten Primerdimeren einen hoheren Schmelkp auf, so dass eine
Unterscheidung mdglich ist (Abbildung 11, Schredral, 2001).
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Abbildung 11: Erste  Ableitung der Schmelzkurve, aufiezeichnet wahrend der
Quantifizierung von tfdC. Maxima zeigen die Schmelzpunkte der PCR-Produkte Aan
Primerdimere; B, spezifischel C PCR-Produkte.

Zusatzlich erfolgte die Uberpriifung der Amplifikatisprodukte mittels Agarose-
Gelelektrophorese (vgl. 2.6.9.) und Sequenzierugh 2.6.12.) einzelner Proben.

Die Quantifizierung demosZGenfragmentes erfolgte im Rahmen der Bachelorarbei
von Marianna Weller 2010, qPCR Messungen vorkK, nirS, narG sowie amoA
wurden im Laufe der Bachelorarbeit von Christiarfriiann 2011 durchgefihrt.

2.6.9. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von PCR-Produkten nach ihrer Groeurde Agarose-
Gelelektrophorese im horizontalen System durchgefiBambrook & Russell, 2001).
Agarose (1 %, w/v) wurde in 1 x TAE Puffer (40 mMsFHCI, 20 mM Eisessig, 1 mM
EDTA, pH 8) durch kurzes Erhitzen gelost und nadiki#hlung auf etwa 60 °C mit
0,05 mg/ ml Ethidiumbromid versetzt. Ethidiumbronhiblekile interkalieren
zwischen die Basen der DNA wodurch sich das Anrggsipektrum verandert und eine
starke Fluoreszenz unter UV-Licht auftritt. DassBige Agarosegel wurde anschlieRend
in vorbereitete Gelapparaturen gegossen, nach laitepl Verfestigung in die
Elektrophoresekammer tdberfihrt und mit Laufpufférx( TAE) Uberschichtet. 5 pl
Probe wurden mit 1 ul 6 x Ladepuffer (0,05 % Broepdiblau, 0,05 % Xylencyanol,
55 % Glycerin) gemischt, in die Geltaschen aufggrnaund die Elektrophorese mit
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einer Spannung von 90 V durchgefuhrt. Als Langerddeds wurden 2 pul MWM-1
(200-10000 bp, Bilatec, Viernheim) verwendet. Ndeim Lauf (20 bis 30 min) wurden
die Banden auf einem UV-Tisch (UVT-20 M, Herolabigdloch) visualisiert und durch
eine Canon PowerShot G5 (Canon, Krefeld) und deitw@ce Remote Capture
dokumentiert.

2.6.10. Aufreinigung von PCR-Produkten

2.6.10.1. Aufreinigung mit MinElute™

PCR-Produkte, die fur die Erstellung von Genbileken eingesetzt wurden, wurden
mit Hilfe von MinElute™ PCR Purification Kit (Qiage Hilden) angelehnt an den
Herstellerangaben aufgereinigt. Die Lagerung dégeaminigten Proben erfolgte bei
-20 °C.

2.6.10.2. Aufreinigung mit Filterplatten

16S rRNA PCR-Produkte der Isolate (vgl. 2.5.2.yie PCR-Produkte nach dem
Mung Bean Endonuklease-Verdau (vgl. 2.6.13.2.) enrdittels MultiScreen PGR
Filter Plate (Millipore Cooperation, Bedford, USA3ch Herstellerangaben aufgereinigt.
Die PCR-Produkte wurden im Anschluss in 30 pul RNAB&IAse-freiem Wasser
(Gibcd®, Life Technologies GmbH, Darmstadt) geldst undsierile ReaktionsgefaRe
transferiert. Die Lagerung der gereinigten Proléoigt bei -20 °C.

2.6.10.3. Aufreinigung durch Gelextraktion

PCR-Produkte, die fur die TRFLP-Analyse (vgl. 2%)leingesetzt sowie die PCR-
Produkte, die zur Anfertigung von Amplikon-Genbdtheken mittels Pyro-
sequenzierung (vgl. 2.6.14.) amplifiziert wurden,urden durch Gelextraktion
aufgereinigt. Daflr wurde ein 1 %iges Agaroseget mbdifiziertem TAE-Puffer
(40 mM Tris-Acetat, 0,1 mM N&DTA, pH 8; Millipore, Bedford, USA) hergestellt
und die Proben in vorbereitete Vertiefungen utbetfibDie Gelelektrophorese (vgl.
2.6.9.) wurde fur 60 min bei 70 V durchgefiihrt. @ehaltenen Banden wurden auf
einem UV-Tisch (UVT-20 M, Herolab, Wiesloch) miestem Skalpell ausgeschnitten
und mit einem Gelextraktionskit (Montage DNA Geltiaction Kit, Millipore, Bedford,
USA) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Probendié@ TRFLP-Analyse wurden
anschlieBend im Kihlschrank bei 4 °C bis zur werieYerwendung gelagert. Proben
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fur die Pyrosequenzierung wurden mit Isopropana NaCl gefallt (vgl. 2.6.3.) und
das Pellet in 12 pl RNAse/ DNAse-freiem Wasser Life Technologies GmbH,
Darmstadt) resuspendiert. Die Lagerung der Prolfetgee bei -20 °C.

2.6.11. Klonierung

Die Klonierung ist die Einfuhrung eines (un)bekamtDNA-Fragments in einen
Vektor (Ligation) und die anschlieRende Uberfiihringeine kompetente Wirtszelle
(Transformation). Strukturelle sowie 16S rRNA Gemairden nach der PCR
Amplifizierung (vgl. 2.6.7.) mittels pGERAT Vektor System Il (Promega, Madison,
USA) und T4 DNA Ligase nach Herstellerangaben lddni

2.6.11.1.Ligation

Der fiir die Ligation verwendete linearisierte pGEM Vektor besitzt neben einem
Ampicillinresistenzgen eine multiple KlonierungdgMCS), die innerhalb des Gens
fur die B-Galactosidaseldc?) liegt. Durch Einbau fremder DNA wird die Expressi
derp-Galactosidase in den Wirtszellen verhindert. Dudgse fehlende Enzymaktivitat
konnen nach Abschluss der Klonierung Insert-pasitvon Insert-negativen Klonen
unterschieden werden (vgl. 2.6.11.3.). Fur einengafibnsansatz wurden
nachfolgendene Komponenten zusammenpipettiert, spinund Gber Nacht in einem
Wasserbad (Ausgangstemperatur 25 °C) bei 4 °C iskub

2 x Rapid Ligation Buffér 2,5 ul
pPGEM®-T Vektor (50 ng/pl) 0,5 pl
T4 DNA Ligase (3 Weiss U/ul) 0,5 ul
PCR Produkt (4-45 ng DNA) 1,5 pl
PCR-Wasser ad 5 pl

4 beinhaltet 60 mM Tris-HCI (pH 7,8), 20 mM Mg£R0 mM DTT, 2 mM ATP und 10 % (v/v)
Polyethylenglykol

Um eine gute Ligationseffizienz zu erzielen, sotites Verhaltnis von Insert zu Vektor
nach Herstellerangaben bei 1:1 liegen. Die optifv@age ist abhangig von der Lange
des Inserts und wurde nach Formel 14 berechnet.
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Formel 14: Berechnung der fur die Ligation einzusetenden DNA Menge.

ng)xL. (b
mDNA(ng): rn\/ekmr( g>* Fr( p) >l<Verhé‘ltni%nsert/Vek’(or)

LVektor( bp)

Mvekior, Menge des eingesetzten Vektors (25 ng), Ladnge des Inserts;ylwo, Lange des
Vektors (3000 bp)

2.6.11.2. Transformation

Die Transformation beschreibt die Aufnahme der eosglieten Vektoren durch
kompetente Zellen deSscherichia coliStamms JM 109 (High Efficiency > 4@fu/
1g). Die verwendeten Zellen sind so vorbehandelisasie leicht Plasmide aufnehmen
und wurden von Ralf Mertel (Lehrstuhl fiir Okolodisc Mikrobiologie, Universitat
Bayreuth) nach folgendem Protokoll hergestellt. Aurser Glycerinkultur wurde mit
einer sterilen Impfose Zellmaterial abgenommen aufdeiner LB-Platte (vgl. 2.3.3.1.2.)
ausgestrichen. Nachdem Kolonien gewachsen warewnlevaine davon gepickt, in 5 ml
LB-Medium (vgl. 2.3.1.1.4.) tberfuhrt und Gber Nabki 37 °C inkubiert. Mit 1 ml der
Ubernachtkultur wurden 50 ml LB-Medium in Erlenmekaben mit Wattestopfen
inokuliert und bis zum Erreichen einer gBmvon 0,5 bei 37 °C und 120 rpm fir etwa
funf Stunden inkubiert. Die Kulturen wurden anseBknd in sterile 50 ml Nunc
Rohrchen uberfihrt und fir 15 min, 4.000 rpm uri€4elletiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, die Zellen in eiskaltem Transformagafisr 1 (100 mM RbCI, 50 mM
MnCl; x 4 HO, 30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaClI15 % Glycerin (v/v), pH 5,8;
sterilfiltriert) resuspendiert und fur 90 min aufisEinkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation (15 min, 4.000 rpm, 4 °C) wurde déberstand verworfen und die
Zellen in 2 ml eiskaltem Transformationspuffer 2 (inM MOPS, 10 mM RbCI,
75 mM CaC}, 15 % (v/v) Glycerin, pH 8,0; sterilfiltriert) raspendiert. Die Lagerung
der Zellen erfolgte in 210 pl-Portionen bei -80 WWhmittelbar vor Gebrauch wurden
die Zellen auf Eis aufgetaut und fir die Transfaioraeingesetzt. Daflr wurden 5 pl
des Ligationsansatzes in 100 ul kompetente Zellarfihrt und vorsichtig gemischt.
Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Ansatide 55 s bei genau 42 °C im
Thermoblock (Thermomix& comfort, Eppendorf, Hamburg) einem Hitzeschock
ausgesetzt und anschlie3end fir 2 min auf Eis dekdbn Ansatzen wurden 950 pl
SOC-Medium (vgl. 2.3.1.1.2.) zugegeben und dieefeliei 37 °C fur 90 min inkubiert.
Zur Zellgewinnung erfolgte die Zentrifugation be®@Q0 rpm fur 6 min. Etwa 700 pl des
Uberstandes wurden entfernt und die verbleibendlsu&pension auf zwei vorbereitete
LB/Amp/IPTG/X-Gal-Platten (vgl. 2.3.3.1.3.) pipettt und mit sterilen Glaskugeln
gleichmafig verteilt. Die Inkubation der Plattefolgte bei 37 °C tUber Nacht.
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2.6.11.3. Auswabhl reprasentativer Klone (,Blau-Weil3-Screening)

Das “Blau-Weil3-Screening” (Blau-Weil3-Selektion) ieatsauf der Unterbrechung des
lacZ-Gens durch Insertion eines fremden DNA-Fragmenise verwendeten
Agarplatten enthielten das farblose X-Gal, das lnlalie f-Galactosidase in den blauen
Farbstoff 5-Brom-4-Chlor-Indigo umgesetzt wird. K& die einen Vektor mit Insert
enthalten, konnen trotz Induktion des Lac-Operong HWTG keine aktive -
Galactosidase exprimieren und bleiben weil3. BenKig die einen Vektor ohne Insert
enthalten, erfolgt die Expression geGalactosidase und die Kolonien erscheinen blau.
Daher wurden alle weil3en Kolonien mittels sterif@&mnstochern in 20 pl PCR-Wasser
resuspendiert und im Anschluss, zur Uberpriifunglasertiange, eine M13-Kontroll-
PCR durchgefthrt (vgl. 2.6.7.4.). Die Lagerung eme erfolgte kurzfristig bei 4 °C,
ansonsten bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung.

2.6.12. Sequenzierung

M13-PCR-Produkte sowie 16S rRNA Genfragmente ig®liieBakterien wurden nach
der Aufreinigung (vgl. 2.6.10.2.) durch Macrogeru(Kchun-ku Seoul, Stidkorea) nach
der Sanger-Methode (Sangetr al, 1977) sequenziert. Als Sequenzierprimer wurden
M13 uniF (Tabelle 20) sowie 27F und 1492R (Tab#&llegewahilt.

2.6.13. Terminale Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (TRFLP)
Analyse

Die TRFLP-Methodik ermdglicht eine schnelle Besdbhwag der mikrobiellen

Diversitat unterschiedlichster Lebensrdume (lau al, 1997). Ausgewahlte Gene
werden dabei mit fluoreszenzfarbstoffmarkiertemfern mittels PCR amplifiziert. Die
terminal-markierten  Amplifikationsprodukte werden nsahlieBend mit einem
Restriktionsenzym verdaut und die so erhaltenemited-markierten Restriktions-
fragmente (tRF) auf einem Polyacrylamidgel (PAGEy dange nach aufgetrennt.
Anhand der vorliegenden, sich voneinander unterdehden tRF-Muster lassen sich
phylogenetisch unterschiedliche Populationen ifier@ren (Schiitteet al, 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Proben dés\&rsuches (vgl. 2.6.5.) mittels
16S rRNA cDNA-basierender TRFLP analysiert und méeder verglichen, um die
Anreicherung der RNA mit dem ,schweren“ IsotopC zu Uberpriifen. Zur

Charakterisierung der Denitrifikantendiversitat Drilospharen- und Bodenproben
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wurden weiterhin TRFLP-Bandenmuster vowsZGenfragmenten durch Marianna
Weller (2010) generiert.

2.6.13.1. Markierung mit fluoreszenzmarkiertem Primer

Im Rahmen des SIP-Versuches sowie fur die Untetsuglder Denitrifikantendiversitéat
wurden bei einer PCR zur Amplifizierung des 16S ARNzw. desnosZGenfragments

ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD700 markieri&srwartsprimer (Tabelle 11,
Tabelle 17) eingesetzt. Die PCR wurde wie oben lbedwen (vgl. 2.6.7.1., 2.6.7.3.)
durchgefuhrt. Die PCR-Produkte wurden (ber Gelé&ktva aufgereinigt (vgl.

2.6.10.3.).

2.6.13.2. Mung Bean Endonuklease-Verdau

Die mit dem Farbstoff IRD700 markierten PCR-Pro@ukturden vor der TRFLP-
Analyse mit Hilfe der Mung Bean Nuklease (New Engl@iolabs, Ipswich, USA) von
einzelstrangigen Uberhangen befreit, um die mogliBiidung von stérenden Pseudo-
tRFs zu verhindern (Egert & Friedrich, 2003). Dafitrrden 100 pl des aufgereinigten
PCR-Produktes (vgl. 2.6.13.1.) mit 11 pl Reaktiaritsgg NEB2 (10 x) und 0,4 pl
Mung Bean Endonuklease (10 U/ul) gemischt und Bei@ fur 60 min inkubiert. Die
Beendigung der Reaktion erfolgte durch Aufreinigmnittels MultiScreen PC§ Filter
Platten (vgl. 2.6.10.2.). Die Proben wurden ans@dnd in 30 pl PCR-Wasser
aufgenommen und fiir den Restriktionsverdau eingeset

2.6.13.3. Restriktionsverdau

Aufgereinigte 16S rRNA PCR-Produkte wurden im Arngshk an den Mung Bean
Endonuklease-Verdau miispl (5> 3"Schnittstelle: C*"CGG; New England Biolabs,
Ipswich, USA),nosZ PCR-Produkte mithal (5> 3 "Schnittstelle: GCG"CCG; New
England Biolabs, Ipswich, USA) verdaut. Fir den tRl@sonsverdau wurden
nachfolgende Komponenten eingesetzt (Tabelle 27).
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Tabelle 27: Fir den Restriktionsverdau mitMspl und Hhal eingesetzte Chemikalien.

Volumen (ul)
Reagenzien

(Konzentration) Mspl Hhal
Reaktionspuffer NEB4 (10 %) 1 0,12
BSA (100 x) 0,1 0,06
Restriktionsenzym (100 U/ joider 20 U/ plf 0,025 0,15
PCR Produkt 7 6
PCR-Wasser ad 10 ad 7,2

8 beinhaltet 50 mM Kaliumacetat, 20 mM Tris-Acetd® mM Magnesiumacetat und 1 mM

DTT, pH 7,9
® Mspl: 100 U/ pl;Hhal: 20 U/ pl

Der Verdau mitMspl wurde bei 37 °C fir 4 h in einem LabCycler (Sense€) GmbH,
Gottingen) durchgefihrt. Die Enzyme wurden im Argsh bei 80 °C fur 20 min
inaktiviert. Der Hhal Verdau erfolgte bei 37 °C uUber Nacht. Eine Inaktivng der
eingesetzten Enzyme fand bei 65 °C fir 20 min.sixg verdauten Proben wurden
mittels Quant-iT™ PicoGreen dsDNA Kit quantifizier{vgl. 2.6.4.2.) und
gegebenenfalls mit PCR-Wasser auf eine Konzentratim etwa 0,3 ng bis 0,5 ng pro
Mikroliter verdinnt.

2.6.13.4. Denaturierende Polyamidacryl Gelelektrophorese (PAG)

Die denaturierende Polyacrylamid Gelelektrophoresede in einem Licor NEN 4300
DNA Analyzer (Licor, Lincoln, USA) durchgefuhrt. Zw Borosilikatglasplatten
(25 mm x 25 mm x 5 mm; Licor, Lincoln, USA) wurddafir sorgfaltig mit A. bidest,
Ethanol (70 %) und Isopropanol (80 %) fusselfreregagt. Zur Stabilisierung der
Geltaschen wurden 250 pl einer 1:1 Losung aus ige¥oEssigsaure und Bind-Silane
(PlusOne, GE Healthcare, Piscataway, USA) auf dieeniseite der Glasplatten im
Bereich der Kammregion aufgetragen. Nach erfolgeocknung wurde die
GelgielRvorrichtung nach Herstellerangaben zusameteng und die Apparatur leicht
schrag auf Papiertlicher platziert. Das Polyacrydgeli wurde aus 15 g Harnstoff
(Roche Pharma, Reinach, Schweiz), 3,75 ml 40 % lAong/ Bis Solution (37,5:1;
2,6 % C; Bio-Rad, Hercules, USA), 6 ml 5 x TBE Puf{54 g Tris, 27,5 g Borsaure,
20 ml 0,5 M EDTA, pH 8, ad 1000 ml A. bidest) un@®ml A. bidest durch langsames
Verrihren (etwa 100 rpm) bei 50 °C auf einem Mageer hergestellt. Das Gel
wurde anschlieRend filtriert (g 0,2 um), um Ubeiissige nicht geléste Salze zu
entfernen. Die Polymerisierung wurde durch Zugaben v175 pl 10 %
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Ammoniumperoxodisulfat (APS) und 17 ul N,N,N,N-Tetrethylethylendiamin
(TEMED, Ultra-Pure; Invitrogen, Karlsruhe) gestart®as Gel wurde ziugig und
luftblasenfrei in die vorbereitete Gelapparaturagsgn und der Probenkamm eingesetzt.
Die Polymerisierung erfolgte horizontal bei 37 W@ 45 min. Nach dem Aushérten des
Gels wurde die Gelapparatur in den DNA Analyzergebracht, die Puffertanks
befestigt und mit 1 x TBE Puffer beflillt. Der Prokamm wurde entfernt und die
Geltaschen mit Puffer gespuilt, um Harnstoffreste emtifernen. Bevor die Proben
aufgetragen wurden, erfolgte ein Vorlauf bei 120und 45 °C fur 25 min. Fir die
Gelelektrophorese wurden 2 pl der Proben bzw. degénstandards (50-700 bp; Size
Standard IRDye 700, Licor, Lincoln, USA) im Verhi$t 1:1 mit der Stop Solution
(Licor, Lincoln, USA) gemischt, bei 95 °C fur 3 muotenaturiert und anschlie3end
sofort auf Eis gestellt. 0,6 pl der Proben undpd,8es Langenstandards wurden auf das
Gel aufgetragen und die Elektrophorese bei 120@d&/4b °C fir 4 h durchgefuhrt. Die
Auswertung der Bandenmuster erfolgte mit der Sofw@elQuest (Version 2.6.3.,
Sequentix, Klein Raden).

2.6.14. Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung, ein HochdurchsatzverfahtenDNA Analyse, basiert auf
einer Freisetzung von Pyrophosphat (PPi) im ZugebiéA Synthese (Ronaghi, 2001).
Das am Ende von mehreren Reaktionen emittiertet hMethalt sich dabei proportional
zu den eingebauten Nukleotiden (Abbildung 12).

Zu Beginn der in der vorliegenden Arbeit angeweenet454 GS-FLX
Pyrosequenzierung werden etwa 30 bp lange Sequengsadapter an die barcode-
markierten PCR-Produkte ligiert (vgl. 2.6.14.2. fatermolekiile sind Oligonukleotide,
die Startpunkte fir die sich anschlieRenden Ankaitfons- und Sequenzierungs-
reaktionen darstellen. Die Adapter-gebundenen Himaekile werden einzeln an
28 um grole DNA-Capture Beads verankert und sammtabilisiert. Im Verlauf einer
sich anschlieenden Emulsions-PCR erfolgt die Almmrung und Vervielfaltigung
der Einzelmolekule innerhalb von Emulsionstropfere mit einer Vielzahl von Kopien
des Einzelmoleklls beladenen DNA-Capture Beads everth Vertiefungen einer
PicoTiter-Platte transferiert, in denen die DNA-8wse und Sequenzierung ablauft
(Margulieset al, 2005).
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. . Pol . .
(Nukleinsaurekettg)+ Nukleotide —oymeras, (Nukleinsaureketta)+ PPi
] ATP Sulfurylas
PPi + APS — ATP + S
o Luziferast . e .
ATP + Luziferin + Q _— AMP + PPi + Oxyluziferin

+ CQ + Licht

Abbildung 12: Allgemeines Reaktionsprinzip der Pyr@equenzierung, nach Ronaghi
(2001). Abkurzungen: PPi, Pyrophosphat; APS, Adenosin-5sphosulfat; ATP,
Adenosintriphosphat; AMP, Adenosinmonophosphat.

Schrittweise werden die vier verschiedenen dNTPdienAnsétze gegeben. Wenn das
zugegebene dNTP komplementar zur nachsten Baddatere ist, erfolgt der Einbau
durch die DNA Polymerase. Als Nebenprodukt wirddpyrosphat freigesetzt. Die ATP
Sulfurylase synthetisiert aus PPi und APS ein MdleXTP, das in einer weiteren
Reaktion von der Luziferase zusammen mit Luzifermd Sauerstoff in Licht und
Oxyluziferin umgewandelt wird. Die Lichtemission rdi erfasst, quantifiziert,
ausgewertet und als Signalpeaks dargestellt. Werdken oder drei gleiche Nukleotide
in einer Runde eingebaut, erhoéht sich die Lichtpkbtidn entsprechend (Muhlhardt,
2009). Uberschiissige dNTPs werden durch das Enzyynade zu dNDP und Phosphat
abgebaut. Im Anschluss erfolgt nun die Zugabe aleesirei verbleibenden dNTPs und
die Reaktionskaskade (Abbildung 12) beginnt vomvor

2.6.14.1. Aufbereitung der PCR-Produkte

16S rRNA barcode-markierte PCR-Produkte von jeweils ,schweren® Fraktionen
der ”C- und *C-Behandlungen des SIP-Versuches (vgl. 2.6.5.) esobarcode-
markierte tfdB-Genfragmente (vgl. 2.6.7.2.) wurden nach der Ge&kon (vgl.
2.6.10.3.) mittels PicoGreen dsDNA Kit quantifiziefvgl. 2.6.4.2.). Proben mit
unterschiedlichen Barcodes wurden zu gleichen Aamteivereinigt, um eine
vergleichbare Sequenzausbeute zu gewahrleisten. vBieinigten Proben wurden
anschlieBend mit dem PreCR Repair Mix (New EnglBralabs, Ipswich, USA) nach
Herstellerangaben behandelt. Die in dem PreCR Ré&paienthaltenen Enzyme sollen
maogliche Schadigungen der DNA (z.B. Thymindimerarkihenet al, 2012), die u.a.
im Verlauf der Gelextraktion aufgetreten sind, mggr&n. Das in 30 pl PCR-Wasser
resuspendierte DNA Pellet wurde mittels PicoGresDNA Kit quantifiziert (vgl.
2.6.4.2.). Die fur die Pyrosequenzierung eingesdliA Menge lag zwischen 343 ng
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und 1530 ng. Die Lagerung der Proben erfolgte bisneiteren Verwendung bei -20 °C
in 0,5 ml Reaktionsgefalen (LoBidube, Eppendorf, Hamburg).

2.6.14.2. Ligation der Adapter und Pyrosequenzierung

Die Ligation der 30 bp langen Sequenzierungsadapt€€GT ATC GCC TCC CTC
GCG CCA TCA G) und B (CTA TGC GCC TTG CCA GCC CGCA G) an die
aufbereiteten barcode-markierten PCR-Produkte (v@.6.14.1.) sowie die
anschlieende Pyrosequenzierung wurde von Mitanpeitdes Lehrstuhls flr
Genomische und Angewandte Mikrobiologie der UninatsGottingen (Gottingen
Genomics Laboratory, Géttingen) mit einem RocheREZ-454 Pyrosequenzierer und
den entsprechenden GS-FLX Titanium Series Kompemer(Roche, Mannheim)
durchgeflnhrt.

2.6.15. Sequenzanalysen

2.6.15.1. Bereinigung des Sequenzdatensatzes aus der Pyroseqzierung

Die Fehlerrate der Pyrosequenzierung ist mit dutwhistlich 1,07 % relativ gering
(Gilles et al, 2011) und damit vergleichbar mit der der Sandethode (Quincet al,
2011). Jedoch ist eine Wiederholung der Sequenmmewie bei der Klonierung nicht
maoglich. Folglich ist es noétig, fehlerhafte oder kurze Sequenzen auszusortieren.
Fehlersequenzierungen treten vor allem bei der Seterung von Homopolymeren auf,
wenn die tatsachliche Lange dieser Homopolymerat michtig erkannt wird (Quincet
al., 2009). Sequenzen einer ausgewahlten Probe (GemigpyBodensaulenversuch; vgl.
2.4.1.) wurden mit Hilfe der QIIME Software (Capsoeet al, 2010) gefiltert und
analysiert. Dieses Programm vereinigt PyroNoiss, dla Muster der aufgenommenen
Lichtintensitaten gruppiert mit der Anwendung vagSoise, das zur Herstellung eines
Sequenz-basierten Alignments herangezogen wird sBierhaltenen Daten wurden in
einer vergleichenden Analyse den mit Hilfe der ®afe JAguc2 (Nebett al, 2011;
Palmeret al, 2012) erzeugten, nicht-qualitatsgepriften Dgegentbergestellt, um die
Funktionalitat von JAguc2 bei den gewahlten Gremimwvezu Uberprufen.

Sequenzen mit fehlerhaften Primer oder Barcodees®®&guenzen mit einer Lange von
weniger als 350 bpleS rRNA bzw. 300 bp tdB) wurden von weiteren Analysen

ausgeschlossen. Das ,Sequenzen-Clustering®, als@dsammenfassen und Zuordnen
ahnlicher Sequenzen in OTUsn@gl operational taxonomic unit), erfolgte mit der



Material & Methoden 85

Software JAguc2 basierend auf einem Grenzwert void 8 (Familien-Ebene, 16S
rRNA, Yarzaet al, 2010) bzw. 80 %tfdB, vgl. 2.6.15.3.) mit Hilfe des Average-
Linkage-Verfahrens sowie einem paarweisen Sequignpa¢nt. Huseet al (2010)
zeigten, dass die Anwendung dieser Algorithmen diinastliche Uberschatzung der
Diversitat in den Proben reduziert. OTUs, die emlative Haufigkeit vorr 1 % in den
Amplikon-Genbibliotheken besalRen, wurden fir weitdnalysen eingesetzt.

Reprasentative vorwarts- sowie rickwartsgerichi&i® rRNA Gensequenzen wurden
im Anschluss mit Bellerophon [Greengenes; httpeégigenes.Ibl.gov/206 cgi-bin/nph-
bel3 interface.cgi; (DeSantiet al, 2006)] oder DECIPHER [http://decipher.
cee.wisc.edu/FindChimeras.html; (Wright al, 2012)] auf Chimaren getestet und
gegebenenfalls ersetzt. Die &l€-markiert betrachteten Sequenzen (vgl. 2.6.5.feur
mittels SILVA aligned [http://www.arb-silva.de/ahgr/; (Pruessest al, 2007)], in
MEGA 5.0 [http://www.megasoftware.net/ (Tamued al, 2011)] importiert und
manuell Uberarbeitet. Die phylogenetische Zuordnuley OTUs erfolgte mittels
Nukleotid-BLAST (blastn; http://blast.ncbi.nlm.ngov/) und wurde anschlielRend
durch eine Vergleichsanalyse mit LIBCOMPARE (Komidgrenzwert: 80 %;
http://rdp.cme.msu.edu/) Uberprift. Nicht identdibare Sequenzen wurden von
weiteren Analysen ausgeschlossen. ReprasentatiygeSzen wurden zusammen mit
Referenzsequenzen in einen phylogenetischen Baogerechnet (vgl. 2.6.16.); zur
Abschatzung der Diversitat wurden unterschiedlibinersitatsindizes berechnet (vgl.
2.6.17.).

Aufgrund einer Sequenziberlappung von mehr als BOOwurden vorwarts- und
rickwartsgerichtetfdB-Sequenzen vor dem ,Sequenzen-Clustering” vereinigd
zusammen mit der Software JAguc2 analysiert. Reptdsve Sequenzen der
jeweiligen OTUs wurden in MEGA 5.0 importiert unéah in silico Translation in
Aminosauresequenzen per ClustalW aligned. Die geyletische Zuordnung der OTUs
erfolgte mittels Protein-BLAST (blastp und bladhtittp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Nicht
identifizierbare Sequenzen wurden von Stammbauroheungen (vgl. 2.6.16.) sowie
Diversitatsanalysen (vgl. 2.6.17.) ausgeschlossen.

2.6.15.2. Sequenzen aus Genbibliotheken und isolierten Baktiem

Die durch Macrogen sequenzierten M13- und 16S rBRXIR-Produkte wurden anhand
vorliegender Sequenzierungschromatogramme quakgtaft und anschlieend in
MEGA 5.0 importiert. M13-Sequenzen wurden von Veldsten bereinigt und mit der
Software JAguc2 auf Basis einer Sequenzahnlichosit80 % (vgl. 2.6.15.3.) in OTUs
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zusammengefasst. Referenzsequenzen der jeweiligass Qvurden in MEGA 5.0
importiert und nacln silico Translation in Aminosauresequenzen per Clustaighad.
Die phylogenetische Zuordnung der OTUs erfolgteetstProtein-BLAST (blastp und
blastx; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Die Seqmen wurden anschlie3end in einen
phylogenetischen Stammbaum eingerechnet, um die sOiékannten Organismen
zuzuordnen (vgl. 2.6.16.). Verschiedene Diversidiges wurden zur Abschéatzung der
Diversitat in den einzelnen Proben herangezogeh 2/6.17.). Fehlerhafte oder nicht
identifizierbare Sequenzen wurden von diesen Awralyausgeschlossen. 16S rRNA
Genfragmente isolierter Bakterien wurden anhandSégjuenzierungschromatogramme
manuell nachbearbeitet. Die phylogenetische Zuargnder 16S rRNA Sequenzen
erfolgte mittels Nukleotid-BLAST (blastn; http:/#sdt.ncbi.nim.nih.gov/).

2.6.15.3.Berechnung eines Datensatz-basierten Grenzwertes rzDifferenzierung
von OTUs

Die tfdB-Sequenzen, die durch die Pyrosequenzierung enhalieden, wurden mit der
Software JAguc?2 bei verschiedenen Grenzwertendgu&nzahnlichkeiten (100, 99, 98,
97, 96, 95 usw.) in OTUs zusammengefasst. Die lenete Anzahl der OTUs wurde
gegen die entsprechenden Grenzwerte aufgetragejenige Grenzwert, bei dem sich
das Plateau der Kurve einstellte und sich die Ahdah OTUs nicht mehr wesentlich
veranderte (Abbildung 26), wurde als Datensatzdrsi Grenzwert zur
Differenzierung der OTUs gewahlt (Stachedenl, 2012).

2.6.16. Stammbaumberechnungen

Alignierte und nacheditierte 16S rRNA Sequenzen @&is Pyrosequenzierung (vgl.
2.6.15.1.) sowigfdB- undpheAGensequenzen (vgl. 2.6.15.1., 2.6.15.2.) wurdexulii

Berechnung von phylogenetischen Stammbaumen mit MB® herangezogen. Es
wurden drei unterschiedliche Methoden mit einem tBibap-Test von 10.000
Replikaten parallel angewendet: (a) Maximum Parsyn@lose-Neighbor-Interchange
Algorithmus), (b) Maximum Likelihood (Dayhoff-Modelund (c) Neighbour-Joining
(p-distance Methode). Aus den resultierenden Stafmmien wurde ein
Konsensusbaum erstellt und aufgetretene Untersahgéeklenntlich gemacht.
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2.6.17. Auswertung der Genbibliotheken

2.6.17.1. Rarefaction-Analyse

Die Rarefaction-Methode stellt eine Mdglichkeit ZAbschatzung der zu erwartenden
Artenanzahl in vorliegenden Proben dar. Ein flackWerlauf der Rarefaction-Kurve
indiziert, dass der Grof3teil der Diversitat inndiohainer Genbibliothek erfasst wurde.
Ein steiler Verlauf hingegen weist daraufhin, dass grol3erem Erfassungsaufwand
eine hohere Diversitat zu erwarten ist. Im Rahmeesat Arbeit erfolgte die
Rarefaction-Analyse mit der frei erhéltlichen Saitey aRarefactWin (Version 1.3;
http://www.uga.edu/~strata/ AnRare Readme.html)idbasd auf dem analytischen
Annaherungsalgorithmus nach Hurlbert (1971).

2.6.17.2. Diversitatsindizes und Coverage

Die Berechnung der verschiedenen Diversitatskerfder@sowie der Coverage erfolgte
mit Microsoft Excel 2003 (Redmond, USA).

2.6.17.2.1. Shannon- Index

Der Shannon-Index (Shannon, 1948) ist eine mathschat Grél3e und dient zur
Beschreibung der Diversitat in den betrachteterb&ro Er beriicksichtigt sowohl die
Artenzahl als auch die Anzahl der Individuen je &irmel 15 bis Formel 17).

Formel 15: Shannon-Index.
S

H,:_Z pi*In p, , mit  p=—
i=1

s, Anzahl der Arten; nAnzahl der Individuen; N, Gesamtzahl der Indivdu

Formel 16: Varianz des Shannon-Index.

s
z pi*(ln pi)z_H 2
i=1 +S—l

N 2N?
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Formel 17: 95 % Konfidenzintervall des Shannon-Indg.

KI (95%)=H " +1,9€x+/var

2.6.17.2.2. Evenness

Die Aquitat oder auch Artengleichhe#n(gl. Evenness) gibt an, wie abundant eine Art
in einem bestimmten Biotop ist, bezogen auf diel Z&r Individuen der anderen in
diesem Biotop vorkommenden Arten (Back & TirkayQP20 Die Berechnung der
Evenness J) sowie des 95 % Konfidenzintervalls erfolgte ndolgenden Formeln
(Formel 18 und Formel 19).

Formel 18: Evenness.

Ins

H”, Shannon-Indexs, Gesamtzahl der Arten

Formel 19: 95 % Konfidenzintervall der Evenness.

H” +1,96xvar

Kl (95%)= s

2.6.17.2.3. Chaol

Der nicht-parametrische Schatzwert Chaol (Chao,4)198ibt die tatséchlich
vorliegende Artenvielfalt in einer untersuchten b&ran und wurden nach Formel 20
berechnet.

Formel 20: Chaol Schatzwert.

Chaol=s+ nyx(n—1)
~ 7 2%(n,+1)

s, Anzahl der Arten in der Probe;, Anzahl der Singletons (Sequenzen/OTUs, die mmai in
der Probe vorkommen);nAnzahl der Doubletons (Sequenzen/OTUs, die zweimader Probe
vorkommen)
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Zur Berechnung der oberen und unteren Grenze dés BBnfidenzintervalls wurden
nachfolgende Formeln verwendet (Formel 21 bis FbR2ag

Formel 21: Varianz des Chaol Schatzwertes.

Cngk(ng—1) (2% —1)°  niknyx(n—1)°
2%(n,+1)  4x(n,+1) 4x(n,+1)*

Formel 22: Obere Grenze des 95 % Konfidenzintervadl des Chaol Schéatzwertes.

var

m)))*(Chaol_ s)

OG=s+(exp(1,96*\/ln (1+
Formel 23: Untere Grenze des 95 % Konfidenzintervdé des Chaol Schéatzwertes.

UG=s+ Chaol-=¢

var

eXp(l,96*\/|n (l+m))

2.6.17.2.4. Coverage

Die Coverage ist eine Kenngrof3e fur den Anteil detektierten OTUs an der
Gesamtzahl der OTUs in einer Genbibliothek (Simgledt al, 2001). Die Berechnung
erfolgte nach Formel 24.

Formel 24: Coverage Co).

sy

n
Co(%)=—2="1x100

ges

Nges Gesamtzahl der untersuchten Sequenzen/Klong;, Anzahl der Singletons
(Sequenzen/Klone, die nur einmal in der Probe viorken)
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2.6.18. Sequenzhinterlegung

Alle Gensequenzen aus der vorliegenden Arbeit wuideder offentlich zuganglichen
Datenbank des European Bioinformatics Institute BEMNucleotide Sequence
Database, http://www.ebi.ac.uk/embl) hinterlegtSI®NA Sequenzen der Isolate sind
unter den Zugangsnummern (accession numbers) HE6A38 HE603914 zuganglich.
16S rRNA-Gensequenzen des SIP-Versuches wurderr dete Zugangsnummern
ERAO090571 (Submission), ERP001239 (Studie), ERSD&-HRS097031 (Proben),
ERX070280-ERX070383 (Experimente), ERR092269-ERR?22 (L&ufe) im
GenBank’'s Short Read Archive (SRA; http://www.nobm.nih.gov/sra) hinterlegt.
tfdB- und pheAGenfragmente aus den Genbibliotheken sind untem de
Zugangsnummern LN554218 bis LN554244 zuganglich.pr&entative tfdB-
Teilsequenzen aus der Pyrosequenzierung sind deteZugangsnummern LN558703
bis LN558760 zuganglich.

2.7. Statistik

Die Berechnung der Mittelwerte, Standardabweichorggvie der Regressionsgeraden
und der dazugehdrigen Bestimmtheitsmalle (R?) e€fatgttels Microsoft Excel 2003
(Redmond, USA) und SigmaPlot 10.0 (Systac Software CA, USA). Die statistische
Auswertung der Prozessdaten erfolgte mit der So&WAST (Hammeet al, 2001).
Dabei wurden die Daten vor der Analyse anhand degpif-Wilk Tests (Royston,
1995) auf Normalverteilung Uberprift. Die angenomeneNullhypothese, dass die
Daten normalverteilt sind, wurde abgelehnt, solobéd\Wahrscheinlichkeit kleiner war
als der kritische P-Wert von 0,05. Unterschiedesziven den Proben wurden als
signifikant betrachtet, wenm< 0,05 war.

Auf Basis des Bray-Curtis Ahnlichkeitskoeffizientemvurden nicht-metrische

multidimensionale Skalierungen (NMDS) sowie nichtgmetrische multivariate
Varianzanalysen (NPMANOVA) durchgefiihrt. Die Guer éNMDS-Ordination wurde

anhand von Stress-Werten beurteilt. Dabei gebenSthess-Werte an, wie stark die
Distanzen in der endgultigen Darstellung von denstddizen innerhalb der
Originaldaten abweichen. Je geringer die Werte adlesf, desto besser wurde die
originale Datenstruktur in der Ordination beibedaltin der Regel gilt ein Stress von
weniger als 0,05 als sehr gut, von weniger alsdslgut mit keinem Risiko einer
Falschinterpretation und Stress in einem Bereiclisadven 0,1 und 0,2 als noch
akzeptabel (Clarke, 1993).
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2.7.1. Mittelwert und Standardabweichung

Die arithmetischen Mittelwert&X( ) und Standardaimvungen $ wurden nach Formel
25 und Formel 26 berechnet, bei denen n die AndahMWerte darstellt (Prechbt al.,
2005).

Formel 25: Mittelwertberechnung.

2%

i=1

X=

S|

Formel 26: Standardabweichung.

s=\/n%1[i<xi—x>2]

2.7.2. Zu sichernde Differenz

MPN-Daten kodnnen als signifikant unterschiedlichtrédehtet werden, wenn die
Differenz der dekadischen Logarithmen einen festgfen Grenzwert (zu sichernde
Differenz) Uberschreitet. Der zu UberschreitendertWér MPN-Ansatze, die als
Triplikate vorliegen, betragt 0,948; fur Ansatzet itinf Parallelen bei 0,733 (Alef &
Nannipieri, 1995).

2.8. Verwendete Chemikalien und Gase

Deionisiertes, doppelt-entsalztes Wasser (A. bjdestde mittels Seralpur Pro 90 CN
(Seral Erich Alhauser, Ransbach-Baumbach) herdesteld wies stets eine
Leitfahigkeit von weniger als 0,55 pS pro cm auf.

Sofern nicht anderweitig angegeben, wurden die &r dorliegenden Arbeit
verwendeten Chemikalien und Gase von Applichem rBtadt), Bioline
(Luckenwalde), BioRad (Munchen), Boehringer (Mannt)e Campro Scientific
(Berlin), Dr. Ehrenstorfer (Augsburg), Fluka (Nelmty, GE Healthcare
(Buckinghamshire, UK), Linde AG (Hdllenriegelskreyt Merck (Darmstadt), Sigma-
Aldrich (Steinheim) sowie VWR (Darmstadt) bezogen.
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3. Ergebnisse
3.1. 2,4-DCP Abbaupotential von feldfrischem Boden
3.1.1. Aerober 2,4-DCP Abbau in Bodenaufschlammungen

Im Verlauf der Inkubation wurde eine kontinuierkcKonzentrationsabnahme von 2,4-
DCP in den Bodenaufschlammungen beobachtet (Abfgidi3). Nach sieben bzw.
neun Tagen konnte in den Ansétzen kein 2,4-DCRelmilHPLC nachgewiesen werden.
Die mitgefuihrte abiotische Substratkontrolle wiescim Beendigung der Inkubation
einen Gesamt-2,4-DCP-Verlust von 16 % auf (Datehtngezeigt). Die bereits durch
Wang et al (2000) beschriebene 2,4-DCP Abnahme von etwa 20 in%
Substratkontrollen ist dabei mit groRer Wahrschehhkieit auf Verdunstungs- sowie
Sorptionsvorgange zurtick zu fuhren. Die zeitglesam 2,4-DCP Abbau erfasste €O
Konzentration war zu Beginn der Inkubation fir Bedenkontrolle ohne 2,4-DCP mit
4,7 umol CQ pro Gramm Trockengewicht am hdchsten (Abbildung. I8ach
viertagiger Inkubation wiesen die unterschiedlichAnsatze sehr &hnliche GO
Konzentrationen mit nur geringen Abweichungen alumh weiteren Verlauf des
Versuches konnte ein Anstieg der £Kbnzentrationen bis auf 13,8 pmol pro Gramm
Trockengewicht in den oxischen Bodenaufschlammundespbachtet werden
(Abbildung 13). Die vorliegenden Daten lassen vaenudass die Bildung von G@n
feldfrischem Boden weder von der Gegenwart deseseigten 2,4-DCP noch von der
verwendeten 2,4-DCP Konzentration wesentlich baessf wurde.

Inwiefern die detektierte C£Bildung mit der beobachteten 2,4-DCP Abnahme
korreliert, wurde mit Hilfe von dreifach autoklaviem, inaktivem Boden sowie durch
den Einsatz von Kaliumcyanid (KCN), ein Hemmsto#r dA\tmungskette, in oxischen
Bodenaufschlammungen mit bzw. ohne Zugabe von ZRB-Dntersucht. Die Abnahme
von 2,4-DCP in den Ansatzen mit inaktiviertem Bodei bzw. ohne KCN erfolgte
gleichméalig und ohne auffallende Verzégerung (Ahlnbg 14). Nach einer
Inkubationszeit von acht Tagen wurde eine GesambDZP Abnahme in
Bodenaufschlammungen ohne KCN von 98 % und in Badfschlammungen mit
KCN von 75 % beobachtet. Eine €8ildung konnte nur in Bodenaufschlammungen
ohne Zusatz von 2,4-DCP und KCN innerhalb der detzzwei Inkubationstage
nachgewiesen werden (Abbildung 14). FeldfrischeddBozeigte in Abwesenheit von
KCN eine kontinuierliche Abnahme des eingesetztehs8ates 2,4-DCP (Abbildung
14). Nach achttagiger Inkubation konnte kein 2,4FD@ittels HPLC detektiert werden.
Im Vergleich dazu wurden in KCN-supplementierters&tzen am Ende der Inkubation
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noch 74 % des initial eingesetzten 2,4-DCP detakifbbildung 14). Im Verlauf der
Inkubation wurden deutliche Unterschiede in der ,®@dung in den KCN-
unbehandelten sowie KCN-behandelten Ansatzen sich{bbildung 14). Nach
achttagiger Inkubation wurden in KCN-unsupplemetgi® Bodenaufschlammungen
bis zu 10,4 pmol Copro Gramm Trockengewicht nachgewiesen, wohingeay&CN-
supplementierten Bodenaufschlammungen maximal 3@oluCQO, pro Gramm
Trockengewicht detektiert werden konnten. Zudemdesuin Anséatzen mit 2,4-DCP
Zugabe eine hohere G@®ildung nachgewiesen als in den Ansatzen ohneDZRB-
(Abbildung 14 B).

300
1 O +200 puM 2,4- DCP
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Abbildung 13: Abnahme von 2,4-DCP sowie Bildung von CO, in oxischen
Bodenaufschlammungen mit feldfrischem Boden wé&hrencheuntdgiger Inkubation bei
15 °C und 150 rpm. Dargestellt sind die aus zwei unabhangigen Veesucérrechneten
Mittelwerte von Triplikaten (Ansatz mit 2,4-DCP)wie Duplikaten (Kontrollansatz ohne 2,4-
DCP) mit dazugehorigen Standardabweichungen. Synbdbbauversuch 1 (weil3);
Abbauversuch 2 (schwarz).
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Abbildung 14: Abnahme von 2,4-DCP sowie Bildung voi€O, in Bodenaufschlammungen
mit dreifach autoklaviertem bzw. feldfrischem Bodenmit bzw. ohne Zusatz von 10 mM
KCN sowie 2,4-DCP wahrend achttagiger Inkubation bel5 °C und 150 rpm.Dargestellt
sind die Mittelwerte von Duplikaten; die Fehlerbaikgeben den hdchsten und niedrigsten
erfassten Wert an.

Die anhand von oxischen Bodenaufschlammungen geswoilitgebnisse deuten an,
dass (a) die Abnahme von 2,4-DCP im autoklavierteaktiven Boden eher durch
Sorptionsvorgdnge der Verbindung an Bodenpartikel durch eine stattfindende
Mineralisierung verursacht wird und (b) die Bildumgn CQ im feldfrischen Boden

mit gro3ter Wahrscheinlichkeit auf einen biologeeiAbbau zurlck zu flihren ist.

3.1.2. Anaerober 2,4-DCP Abbau in Bodenaufschlammungen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde neben deroleen 2,4-DCP Abbau (vgl.
3.1.1.) auch die Abnahme von 2,4-DCP unter anogrisdBedingungen in Gegenwart
verschiedener alternativer Elektronenakzeptorererancht. Dafir wurden in einem
ersten Versuchsansatz Bodenaufschlammungen mitiseltem Boden in MSW nitrat
hergestellt und unter Argonatmosphére bei 15 °Qbrét. Die Abnahme von 2,4-DCP
in allen Ansatzen erfolgte dabei gleichmalig undeotauffallende Verzégerung
(Abbildung 15), jedoch wesentlicher langsamer alden oxischen Vergleichsansatzen
(Abbildung 13). Nach 37 Tagen konnten noch mehr3al€6 des initial eingesetzten
2,4-DCP mittels HPLC detektiert werden. Um eine itation des Elektronenakzeptors
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und, damit verbunden, eine mogliche Einschrankumsg @,4-DCP Abbaus zu
vermeiden, erfolgte die Zugabe von Nitrat nach B@w. 127-tagiger Inkubation
(Abbildung 15). Nach insgesamt 142 Tagen und eifi@esamt-2,4-DCP-Verbrauch
von mehr als 96 % wurde die Inkubation der Versank&atze beendet. Die parallel zur
2,4-DCP Abnahme erfasste-Bildung wies fur die verschiedenen Anséatze mit bzw
ohne 2,4-DCP nur geringe Unterschiede auf (Abbiddu@5). So lag die
durchschnittliche tagliche MBildungsrate pro Gramm Trockengewicht Boden bis zu
ersten Nitratzugabe fir 2,4-DCP-supplementierteéfaes bei etwa 0,19 pmol und flr
die Bodenkontrolle ohne 2,4-DCP bei 0,2 umol. And&mer Inkubation wurden in
Bodenaufschlammungen mit 2,4-DCP bis zu 26,7 pmagird Gramm Trockengewicht
des eingesetzten Bodens nachgewiesen, in den ZMubBehandelten
Kontrollansatzen 27,4 pmol ;Npro Gramm Trockengewicht (Abbildung 15).
Mitgeflhrte abiotische Substratkontrollen zeigtem\Verlauf der Inkubation keine ;N
Bildung (Daten nicht gezeigt), wiesen jedoch eingRCP Abnahme von 64 % auf.
Die Verwendung von Aluminiumfolie zur Einschrankunginer mdglichen
Photodegradation wirkte sich positiv auf die 2,4FDKonzentration in den abiotischen
Kontrollansatzen aus und senkte den Substratvenns20 %.

Die nicht detektierten Abbauprodukte wie 4-Chlombleoder Methan sowie der hohe
Substratverlust in den abiotischen Kontrollen legha Vermutung nahe, dass die
Abnahme von 2,4-DCP im landwirtschaftlichen BodermAbwesenheit von Sauerstoff
vielmehr auf abiotische Prozesse (u. a. Sorptiamtd®legradation) als auf einen
biologischen Abbau durch Mikroorganismen zurick Ubwén war. Zudem
verdeutlichen die erzielten Ergebnisse, dass digesetzten 2,4-DCP Konzentrationen
unter den gewahlten Inkubationsbedingungen keirmmenswerten Einfluss auf die
Bildung von N und damit auf eine Denitrifikation nehmen.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde der 2,4-B8Pau in anoxischen FlUssig-
medien mit Sulfat, Eisen (lll) oder Nitrat als altative, terminale
Elektronenakzeptoren ohne zusatzliche Kohlensteffgn untersucht (vgl. 2.4.2.1.).
Dabei konnte in allen Anséatzen wahrend der 145gg&igilnkubation eine bestandige
Abnahme der 2,4-DCP Konzentration beobachtet wefdbhildung 16 A — C), so dass
am Ende der Inkubation 8,6 uM bis 12,3 uM 2,4-D@Een Bodenproben verblieben.
Parallel zur 2,4-DCP Konzentrationsbestimmung wuhi@eBildung von Eisen (II) und
Stickstoff sowie die Abnahme von Sulfat in den Baalgfschlammungen erfasst. Eine
sichtbare Eisen (lll)-Reduktion erfolgte in 2,4-DGPhandelten und unbehandelten
Mikrokosmen nach 68-tagiger Inkubation (Abbildurg A). Nach 99 Tagen stieg die
Eisen (Il)-Konzentration sowohl in den 2,4-DCP-deppentierten Ansatzen als auch in
den Kontrollen ohne 2,4-DCP sprunghaft an und tiestd in Endkonzentrationen von
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128 uM bzw. 208 uM Eisen (Il) (Abbildung 16 A). Dasgesetzte Sulfat wurde im
Verlauf der Inkubation nur zu geringen Teilen raduz(Abbildung 16 B). Insgesamt
wurde eine Abnahme in den 2,4-DCP-supplementiefiesitzen von 1,6 mM, in den
Kontrollansatzen ohne 2,4-DCP von 2,2 mM Sulfatdaebitet. Die erfasste,MBildung

in mit Nitrat versetzten Bodenaufschlammungen mitv.bohne 2,4-DCP Zugabe zeigte
keine auffalligen Verzdogerungen und unterschiedh siour gering von dem

vorangegangenen Versuch in M&Mirat (Abbildung 15, Abbildung 16 C).
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Abbildung 15: 2,4-DCP Abnahme und Bildung von N in anoxischen Boden-
aufschlammungen mit feldfrischem Boden nach 142 Tam Inkubation bei 15 °C und
150 rpm unter Argonatmosphéare. Die Sauerstoffkonzentration in den Anséatzen betrug
wahrend des gesamten Inkubationszeitraugn@®4 %. Als Medium diente MSM nitar (VQI.
2.3.1.2.1.), das 5 mM Nitrat enthielt. Die Pfeitelizieren die Zugabe von 2 ml MSMiat in

die anoxischen Bodenaufschlammungen. Dargesteitl gie Mittelwerte (x hoéchster und
niedrigster gemessener Wert) von Duplikaten.
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Die detektierten MWerte lagen nach Beendigung des Versuches in €R-D
supplementierten Ansatzen bei 203 pumol und bei |24@! in den Kontrollansatzen
ohne 2,4-DCP.
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Abbildung 16: Erfasste Prozessdaten aus anoxischerBodenaufschlammungen mit
feldfrischem Boden in Gegenwart von (A) Eisen (lll) (B) Sulfat und (C) Nitrat als
alternative, terminale Elektronenakzeptoren.Als Medien wurden anoxische Flissigmedien,
die 9 mM Fe(lll)Ck sowie 5 mM NgSO, bzw. KNG; enthielten, verwendet (vgl. 2.3.1.2.3)).
Datenpunkte stellen Mittelwerte (x hochster unddrigster gemessener Wert) von Duplikaten
dar. Die Inkubation erfolgte bei 15 °C und 150 rpgymbole: 2,4-DCP (weil3); Eisen(ll)-,
Sulfat- und N-Messwerte (schwarz).
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Die durch die anoxischen Bodenaufschlammungenlemzi&rgebnisse deuten an, dass
eine anaerobe 2,4-DCP Biodegradation im landwigibthen Boden aus Scheyern

unter den gewdahlten Bedingungen stattfand, ab&fdrgleich zum aeroben Abbau eine

eher untergeordnete Rolle spielte.

3.2. Einfluss von Aporrectodea caliginosaauf die Abnahme von 2,4-
DCP in Boden und Drilosphéare

Regenwurmer stellen aufgrund ihrer Biomasse eimeimierende Bodentierpopulation
dar, die durch das Graben und ihre Ausscheidungetedestrische Umgebung stark
beeinflusst. Der Abbau von 2,4-DCP wurde in Gegehwawie in Abwesenheit des
endogaischen Regenwurmgorrectodeacaliginosa mittels Bodensaulen (vgl. 2.4.1.)
und verschiedenen Mikrokosmen (vgl. 2.4.2.) untgmsuwum einen mdoglichen, bislang
noch unbekannten Effekt von Invertebraten auf dex@&gradation von Chlorphenolen
zu beschreiben.

3.2.1. Abbau von 2,4-DCP in Bodenséaulen

Die Abnahme von 2,4-DCP in Bodensaulen mit bzw.eoRegenwirmer erfolgte ztigig
und ohne auffallige Verzogerung (Abbildung 17). Ddetektierbare 2,4-DCP
Konzentration nahm in Regenwurm-supplementiertedeBeaulen nach zwei Tagen
um 57 % ab und nach insgesamt 18 Tagen Inkubatundevkein 2,4-DCP mittels
HPLC mehr nachgewiesen (Abbildung 17). Im Vergletldzu erfolgte die Abnahme
von 2,4-DCP in Bodensaulen ohne Regenwurmzusagzsdamer. Nach zwei Tagen
konnten noch 74 % des initial eingesetzten 2,4-D@Ph der Extraktion detektiert
werden. Das zu Beginn des Versuches zur Verfugestetite 2,4-DCP war nach 33-
tagiger Inkubation komplett verbraucht und durch LBPAnalysen nicht mehr
nachweisbar (Abbildung 17). Die Uberlebensratediegesetzten Regenwirmer in den
Bodenséulen lag nach Beendigung der Inkubatiod @@i%.

Das aus dem Bodensaulenversuch gewonnene Dril@sphdnd Bodenmaterial wurde
anschlieBend fur weiterfihrende Mikrokosmenversugrg. 3.2.2.), Anreicherungs-
ansatze (vgl. 3.3.1.) sowie molekularbiologische tdtsuchungen (vgl. 3.3.2.)
verwendet.
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Abbildung 17: Einfluss von Aporrectodea caliginosaauf die Abnahme von 2,4-DCP in
Bodensaulen mit landwirtschaftichem Boden aus Sclyern. Dargestellt sind Mittelwerte
von Triplikaten (x Standardabweichungen). Die Inkiitn der Saulen erfolgte im Dunkeln bei
15 °C. Abkirzung: + RW, mit Regenwurm; - RW, ohregBnwurm.

3.2.2. Abbau von 2,4-DCP in vorbehandelten Boden- und Drdsphéaren-
proben

Im Verlauf des Bodensaulenversuches (vgl. 3.24digte sich ein positiver Effekt von
Regenwirmern der Gattundporrectodea auf die Abnahme von 2,4-DCP im
landwirtschaftlichen Boden. Um einen moglichen kis$ dieser Regenwurm- und/
oder 2,4-DCP Vorbehandlung auf das 2,4-DCP Abbamei von Boden- und
Drilosphéarenproben zu untersuchen, wurden oxischkrdkbsmen in Form von
Bodenaufschlammungen vorbereitet (vgl. 2.4.2.2.).

3.2.2.1. Abbau von 2,4-DCP in oxischen Mikrokosmen

Unabhangig von einer 2,4-DCP Vorbehandlung erfotigtekomplette Abbau von 2,4-
DCP in Kotkriimelproben innerhalb von 12 Tagen uachil zwei Tage schneller als in
den Proben von Gangwanden und den Regenwurm-vartéelban oberen und unteren
Bodenschichten (Tabelle 28). Nach 17 Tagen konnteAmsatzen mit 2,4-DCP-
vorbehandeltem Darminhalt kein 2,4-DCP mittels HRigZektiert werden, wohingegen
in den korrespondierenden unbehandelten Probenkeimplette Abnahme von 2,4-
DCP erst nach 26 Tagen nachgewiesen wurde (TalZfl)e Bodenproben aus
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Regenwurm-unbehandelten Bodensaulen zeigten imlafeingzu den entsprechenden
Proben ohne Regenwurmeinfluss ein deutlich gerexy@r4-DCP Abbaupotential, was
anhand der Inkubationzeiten von 26 bis 31 Tagehtlsac wurde (Tabelle 28). Die
erhaltenen Ergebnisse weisen darauf hin, dassRegenwurmvorbehandlung (a) die
Biodegradation von 2,4-DCP in oxischen Mikrokosmesdhleunigt und (b) gréf3eren
Einfluss auf die 2,4-DCP Biodegradation nimmt aleevorbehandlung mit 2,4-DCP
selbst.

Tabelle 28: Erfasste Inkubationszeit fur den kompléen Abbau von 100 pg 2,4-DCP
durch vorbehandeltes Drilospharen- und Bodenmateribin oxischen Mikrokosmen.Proben
wurden aus Bodensauleninkubationen gewonnen. Rigbation erfolgte bei 15 °C im Dunkeln.

Zeit (d)
Vorbehandlung
. . , Boden Boden (5-
Kotkrumel Gangwande  Darminhalt (0-5 cm) 10 cm)
+ Regenwlrmer
+ 2,4-DCP 12 14 17 14 14
- 2,4-DCP 12 14 26 14 14
- Regenwurmer
+2,4-DCP n.a. n.a. n.a. 26 26
- 2,4-DCP n.a. n.a. n.a. 26 31

! nicht anwendbar

Die mitgefuihrte abiotische Substratkontrolle wiescim Beendigung der Inkubation
einen Gesamt-2,4-DCP-Verlust von 25 % auf und eatsp damit den bereits
beschriebenen Ergebnissen aus den Abbauversuchtemeldfrischem Boden (vgl.

3.1.1.).

3.2.2.2. Mineralisierung von [U-**C]-2,4-DCP in oxischen Mikrokosmen

Die Fahigkeit von vorbehandelten Drilospharen- unBodenproben aus
Bodensauleninkubationen zu einer Mineralisierung yd-**C]-2,4-DCP wurde mit
Hilfe von oxischen Mikrokosmen untersucht. Die i *“CO,-Bildung innerhalb der
ersten sieben bis elf Tagen Inkubation in Regenwuwnd 2,4-DCP-vorbehandelten
Proben (auRer Darminhalt) lag im Bereich von 0,5i%0,9 % CQ pro Tag und war
damit hoher als in den restlichen Anséatzen (Ablmul8). Dabei konnte ein
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signifikanter, positiv stimulierender Einfluss v&egenwiirmern auf die initialéCO,-
Bildung beobachtet werden (Tabelle 29).

B -Rrw,-24-DCP

[ ] - RW, +2,4-DCP
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Abbildung 18: Einfluss einer A. caliginosa und/ oder 2,4-DCP Vorbehandlung in
Bodensaulen auf die initiale*CO,-Bildung (in % des eingesetzten [U4C]-2,4-DCP) in
oxischen Mikrokosmen bei Raumtemperatur.Das Probenmaterial entstammt dem jeweiligen
aufgefiihrten Bodensaulenansatz. Dargestellte Wsini Mittelwerte von Duplikaten (aul3er
Darminhalt), die nach 7-11 Tagen Inkubation erfassirden. Aufgrund des geringen
Probenvolumens des Darminhalts konnten keine Raplilangesetzt werden. Fehlerbalken
indizieren den hdchsten bzw. niedrigsten gemessétferh Abkirzung: + RW, mit Regenwurm;
- RW, ohne Regenwurm.

Nach 300-tagiger Inkubation wurden 36 % bis 67 % eiagesetzten [WC]-2,4-DCP
als *"CO, aus den Drilospharen- und Bodenproben freigegétzbildung 19). Wie
bereits fiir die initiale**CO,-Bildung beschrieben, konnte dabei die starké@O,-
Bildung fur Regenwurm- und 2,4-DCP-vorbehandeltebBn nachgewiesen werden
(Abbildung 19). Die**C0O,-Bildung in der mitgefiihrten abiotischen Substratkolle
war am Ende der Inkubationszeit vernachlassigbat entsprach etwa 6 % des
eingesetzten 2,4-DCB*C] (Daten nicht gezeigt). In Regenwurm-vorbeharstelt
Bodenproben war di¥'C-Wiederfindung in Form nicht-extrahierbarer Riiékste nach
der Verbrennung im Allgemeinen signifikant hohes @& den korrespondierenden
unbehandelten Proben [(27,3 % + 5,0v% 16,7 % + 1,7 %), (Abbildung 19, Tabelle
29)], was darauf hin deutet, dass Regenwirmer digti®n von 2,4-DCP an
Oberflachen und / oder die Assimilation von 2,4-D@P Biomasse fordern. Im
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Vergleich dazu wurde kein signifikanter Effekt airi4-DCP Vorbehandlung auf die
“c0o,-Bildung- und Wiederfindung sowie auf den Anteil extrahierbaren und nicht-
extrahierbarert*C-Riickstanden in Drilospharen- und Bodenproben ekt (Tabelle
29).

[0 co, M extrahierbare Riickstandlll nicht - extrahierbare Ruckstandll nicht - detektierbar

+ RW, + 2,4-DCP|
Boden + RW, - 2,4-DCP
0-5cm -RW, + 2,4-DCP
-RW, - 2,4-DCP

+ RW, + 2,4-DCP
Boden + RW, - 2,4-DCP
5-10cm -RW, + 2,4-DCP|
-RW, - 2,4-DCP

+ RW, + 2,4-DCP|

Gangwande
+ RW, - 2,4-DCP

Darminhalt RW, +2,4-DCP
+ RW, - 2,4-DCP

+ RW, + 2,4-DCP|
+ RW, - 2,4-DCP

Kotkriimel
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Probe Vorbehandlun
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Abbildung 19: Wiederfindung des eingesetzten 2,4-D&[*'C] in Form von 'CO,, extra-
hierbaren Riuckstdnden (Acetonitril-Extrakt) sowie nach Verbrennung bei 600 °C (nicht-
extrahierbare Rickstande) nach 300 Tagen Inkubationin oxischen Mikrokosmen bei
Raumtemperatur. Das Probenmaterial entstammt dem jeweiligen alfgédn
Bodensaulenansatz. Dargestellte Werte sind Mitiwdveon Duplikaten (auf3er Darminhalt).
Abklrzung: + RW, mit Regenwurm; - RW, ohne Regemnur

Die gesammelten Ergebnisse verdeutlichen, dasB@MP4in Regenwurm-beeinflussten
Bereichen sowie im umgebenden Boden durch ein@elktikrobielle Gemeinschaft
mineralisiert und damit abgebaut wird.
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Tabelle 29: Einfluss einer Regenwurm- bzw. 2,4-DCRorbehandlung auf den Verbleib
von 2,4-DCP-}“C] in oxischen Mikrokosmen. Daten, die vom Darmmaterial stammen,
wurden aufgrund fehlender Replikate von der Analgsisgeschlossen. Aufgefiihrte Werte
wurden mittels PermutationsTest (n = 9999) berechnet.

Regenwirmér 2,4-DCP
Erfasste Parameter

t p t p
4Cc0o,-Bildung d* 2,278 0,048 1,666 0,130
14CO,-Wiederfindung 0,486 0,622 1,983 0,077
Extrahierbare 3,490 0,007 -1,379 0,191
Ruckstande
Nicht-extrahierbare 5,093 0,001 -0,926 0,361
Ruckstande
Nicht-detektierbar - 13,038 0,001 -0,129 0,897

4 die Berechnung erfolgte auf Grundlage von Miteshen Regenwurm-vorbehandelter Proben
(unabhangig von einer 2,4-DCP Vorinkubation)

® die Berechnung erfolgte auf Grundlage von Miteshen 2,4-DCP-vorbehandelter Proben
(unabhéangig von einer Regenwurm Vorinkubation)

", signifikante Unterschiedg & 0,05)

3.2.3. Einfluss von Aporrectodea caliginosauf die Mineralisierung von [U-
14C]-2,4-DCP in feldfrischem Boden

“C-Abbauversuche  in  oxischen  Mikrokosmen  zeigten  eirhohes
Mineralisierungspotential der vorbehandelten Dplu#ren- und Bodenproben aus
Bodenséauleninkubationen. Um einen maoglichen direl@afluss von Regenwiirmern
auf die Mineralisierung von [U'C]-2,4-DCP nachzuweisen, wurde feldfrischer,
landwirtschaftlicher Boden mit und ohne Regenwurei Raumtemperatur unter
oxischen Bedingungen inkubiert und die Abnahme 2dRDCP sowie die Bildung von
“C0O, mittels HPLC und Szintillationszahler verfolgt. i@ zeigten Regenwurm-
supplementierte Anséatze im Vergleich zu den Regemaunbehandelten Ansatzen
eine schnellere Abnahme von 2,4-DCP (Abbildung 23). konnte nach drei Tagen
noch ein Drittel des eingesetzten 2,4-DCP detdkiverden. Nach 20- bzw. 28-tagiger
Inkubation wurde kein 2,4-DCP mehr im Boden mit bzehne Regenwurm
nachgewiesen und der Abbauversuch beendet (Ablgjl@o). Die Bildung vort*CO,
konnte in allen Ansatzen zu jedem Zeitpunkt beotsclerden. Wahrend der ersten
sechs Tage lag die taglich¥CO,-Bildungsrate fiir Regenwurm-supplementierte
Ansatze bei 0,8 % sowie bei 1,1 % fiur Regenwurmippementierte Ansatze
(Abbildung 20). Im weiteren Verlauf der Inkubati@nesen unsupplementierte Proben
eine starkere Zunahme aHCO, auf als die korrespondierenden Ansatze mit
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Regenwurm. Insgesamt wurden nach 69 Tagen 15 % Regenwurm) bzw. 18 %
(ohne Regenwurm) des eingesetZfihals**CO, freigesetzt (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Einfluss von Regenwirmern auf die Abmhme von 2,4-DCP und Bildung
von CO, in oxischen Mikrokosmen mit feldfrischem BodenDie Inkubation erfolgte fir 69
Tage bei Raumtemperatur im Dunkeln. Datenpunkte lleste Mittelwerte (x
Standardabweichungen) von Duplikaten dar. Der Pfiitkiert die Beendigung def’C]-2,4-
DCP Kontrollansatze. Symbole: Kreis, Abnahme v&€]f2,4-DCP; Quadrat, Bildung von

14COZ.

Die vorliegende Diskrepanz zwischen der erfass{érDZP Abnahme und der parallel
stattfindenden Bildung voHCO; in den beiden Anséatzen legt die Vermutung nahs das
die Anwesenheit von Regenwirmern die biologische&igbarkeit von 2,4-DCP, u.a.
durch Aufnahme in das eigene Gewebe oder durchn edoeptions-fordernden Effekt,
mindert und damit die C£Bildung Uber einen bestimmten Zeitraum verringehtn
diese Annahme zu Uberprifen, wurden Boden- und rRagenproben nach
Beendigung der Inkubation alfiC-Riickstande untersucht. Der nach der Extraktion im
Boden verbliebené“C-Anteil betrug dabei in beiden Fallen 67 % bis %8 des
eingesetzten 2,4-DCB*C] (Abbildung 21). Im untersuchten Regenwurmgewebe
konnten nach Acetonitrilextraktion und anschlieffgnd/erbrennung bei 600 °C
insgesamt 7 % des zu Inkubationsbeginn vorliegerfd@nwiedergefunden werden
(Abbildung 21). Die erzielten Ergebnisse deutendass durch die Aufnahme von [U-
14C]-2,4-DCP in das Regenwurmgewebe die Substratkdrat®n im Boden abnimmt
und folglich die **CO,-Bildung geringer ist als in den Regenwurm-unbeked
Proben. Ein stimulierender Effekt der Regenwirmgrdie Sorption an Oberflachen
konnte anhand des durchgefiihrten Versuches niceigjeverden.
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Abbildung 21: Wiederfindung des verwendeten [U*'C]-2,4-DCP als**CO,, extrahierbarer
Ruckstand (Acetonitril-Extrakt) sowie im Anschlussan die Verbrennung bei 600 °C als
nicht-extrahierbarer Riickstand nach 69 Tagen Inkubdion in oxischen Mikrokosmen mit
bzw. ohne Einfluss von Regenwirmern bei Raumtempetar. Dargestellte Werte sind
Mittelwerte von Duplikaten. Abkirzung: + RW, mit &nwurm; - RW, ohne Regenwurm.

3.2.4. Mineralisierung von [U-'*C]-2,4-DCP im Regenwurmgewebe

Mit Hilfe von oxischen Mikrokosmen konnte gezeigénden, dass Regenwirmer 2,4-
DCP im Gewebe akkumulieren. Im Rahmen einer wisseitichen Untersuchung
kamen Sanchez-Hernandez & Wheelock (2009) zu deyebiais, dass das Gewebe des
antzischen RegenwurmsLumbricus terrestris nach Inkubation mit dem
Pestizidmetabolit Chlorpyrifos-Oxon eine erhohteiikit von Karboxylesterasen (EC
3.1.1.1) aufwies. Diese Enzyme spalten Karboxytestel konnen somit u.a. zu einer
Detoxifizierung von Insektiziden beitragen (Sog@bilanova, 2002). Basierend auf
diesen Ergebnissen wurde ein H€]-2,4-DCP Abbauversuch mit Gewebe von
Aporrectodea caliginosanter oxischen Bedingungen durchgefuhrt (vgl.23). Um
maogliche mikrobielle Effekte auf die Mineralisiegirbewerten zu kénnen, wurden
Kontrollansatze mit Antibiotika sowie Natriumaziditgefuhrt. Nach 37 Tagen
Inkubation waren die erfasstetCO,-Werte fiir alle Ansatze sehr dhnlich und lagen im
Bereich von 3,6 % bis 4,1 % des eingesetzten 2,B-P{C] (Abbildung 22). Der
Anteil der im Regenwurmgewebe detektierté@-Riickstande betrug fiir Ansatze ohne
bzw. mit Darminhalt 5,1 % und 8,7 % des eingesat2td-DCP-}*C] (Abbildung 22)
und entsprach in etwa dem nach dem Mikrokosmengkrserfassten Wert. Die
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vorliegenden Ergebnisse zeigen deutlich, dass w@ergewéahlten Bedingungen eine
Akkumulation von 2,4-DCP3fC], aber keine Mineralisierung von [tJ€]-2,4-DCP im
untersuchten Regenwurmgewebe stattfand.

[0 co. ] Uberstand @ extrahierbare Riickstanddll nicht-extrahierbare Riickstand@ll nicht-detektierbar

RW ohne - AB & Azid |
Darminhalt + AB & Azid*

RW mit - AB & Azid
Darminhalt | AB & Azid*
abiotische - AB & Azid |
Kontrolle + AB & Azid |

0 20 40 60 80 100

% 2,4-DCP- {'C]

Abbildung 22: Wiederfindung von 2,4-DCP-{“C] in Form von 'CO,, extrahierbaren
Ruckstanden (Acetonitril-Extrakt) und in extrahiert em Material (nicht-extrahierbare
Ruckstande) sowie in der verbleibenden PBS-Lésunganoh 37 Tagen Inkubation von
Regenwurmgewebe und Kontrollansétzen in oxischen Miokosmen bei Raumtemperatur

im Dunkeln. Abkirzungen: RW, Regenwurm, + AB, mit AntibiotikeAB, ohne Antibiotika. *,
Regenwurmansatze mit Natriumazid wurden nach Begendi des Versuches nicht verbrannt.
Abgebildete Daten zeigen Mittelwerte aus Triplika{@nsatze ohne Darminhalt), Duplikaten
(Ansatze mit Darminhalt) sowie die einfach erfagstdlesswerte der abiotischen
Kontrollansatze.

3.3. Potentiell 2,4-DCP-abbauende Mikroorganismen

3.3.1. Anreicherung, phylogenetische Analyse und Charaktesierung

3.3.1.1. Isolierung potentiell 2,4-DCP-verwertender Mikroorganismen

Potentiell, in situ- relevante 2,4-DCP-abbauende Mikroorganismen wurales 2,4-
DCP-vorbehandelten Drilospharen- und Bodenprobeviesteldfrischem Boden unter
oxischen und anoxischen Bedingungen isoliert. Isagg konnten 306 Isolate aus den
vier Anreicherungsansatzen gewonnen werden. Dieloghlgetische Zuordnung
erfolgte mit Hilfe der 16S rRNA, wobei die analytén Sequenzen eine Lange von
629 bp £ 71 bp (n = 306) aufwiesen. Die erhaltelseate zeigten eine 16S rRNA-
Sequenzahnlichkeit vor 99 % zu bekannten Bodenmikroorganismen (Tabelle3AH
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bis Tabelle-AH 6) und stellen mit aller Wahrscheinkeit keine neuen Arten dar
(Stackebrandt & Ebers, 2006).

Im Verlauf des Anreicherungsansatzes | wurden 6lxtis gewonnen und zu insgesamt
zwolf verschiedenen Familien aus vier Phyla zugeetrd(Abbildung 23). In der
Drilosphére sowie den oberen 5 cm des Bodens wurddrerwiegend
Gammaproteobakterien (uURseudomonadacepamit relativen Haufigkeiten von bis zu
75 % detektiert. Zudem konnten Bakterien aus demillem Bacillaceae (nachst
verwandter Organismu®acillus weihenstephanengisnd Flavobacteriaceagnéchst
verwandter OrganismugChryseobacteriunmsp.) isoliert werden (Tabelle-AR). Im
Vergleich dazu gehorte die Mehrzahl der Isolate deis unteren Bodenschicht zur
Familie derSphingobacteriacea@gachst verwandter Organismiedobactersp.).

Nach Inkubation von feldfrischem Boden mit 2,4-DGRnreicherungsansatz |II)
wurden 193 Bakterien isoliert und anhand ihrer I&®NA 13 unterschiedlichen
Familien zugeordnet (Abbildung 23). Die als 2,4-D&Bbauer bekannten Familien
Pseudomonadaceaend Nocardiaceaewaren dabei mit relativen Abundanzen von
38 % bzw. 21 % am haufigsten vertreten. WeiterlonritenEnterobacteriaceaesowie
Microbacteriaceaeverwandte Isolate mit erhdhten Abundanzen detektigerden
(Abbildung 23).

Im Verlauf des Anreicherungsansatzes Il wurden Bblate aus 2,4-DCP-
vorbehandeltem Boden isoliert. Zehn Reinkulturen rdea mit 16S rRNA
Sequenzahnlichkeiten von 99 % bis 100 % Heterobacteriacea¢GattungSerratig
zugeordnet, weitere sechs Isolate d®ralobacteraceadGattungJanthinobacterium
(Abbildung 23). Im Unterschied zu den beiden voeyangenen Anreicherungen
konnten im Verlauf des dritten Anreicherungsansatkeine Actinobacteriaisoliert
werden.

Ein mikrobieller 2,4-DCP Abbau unter anoxischen iBgdngen wurde durch Zhang &
Wiegel (1990) beschrieben. Basierend auf den degtgh Ergebnissen wurde eine
Anreicherung anaerober, 2,4-DCP-abbauender Mikayosgnen durchgefuhrt. Dabei
wurden 29 Isolate gewonnen und zu vier Familien dars drei PhyldProteobacteria
Firmicutes sowie Bacteroidetes zugeordnet (Abbildung 23). Der Grossteil der
erhaltenen Isolate (52 %) wurde dabei kultiviertddakterien der Familie
Pseudomonadaceaigeordnet, aber au@nterobacteriaceagerwandte Isolate waren
mit einer relativen Haufigkeit von 38 % dominierendNeiterhin konnten
Clostridiaceae und Flavobacteriaceaererwandte Isolate mit Abundanzen von 7 %
bzw. 3 % gewonnen werden.
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Abbildung 23: Relative Haufigkeiten isolierter Bakterienfamilien nach Anreicherung mit
2,4-DCP unter oxischen (I-111) und anoxischen (IV)Bedingungen bei 15 °CAbktrzungen:

I, Anreicherungsansatz | mit vorbehandeltem Drikdgen- und Bodenmaterial; I,
Anreicherungsansatz Il mit feldfrischem Boden; Wnreicherungsansatz Il mit 2,4-DCP-
vorinkubiertem Boden; IV, anoxischer Anreicherungssiz IV mit 2,4-DCP-vorinkubiertem
Boden; Gw, Gangwéande; Darm, Darminhalt, Ko, KotkelinBu, obere Schicht des Bodens (0-
5 cm); BI, untere Schicht des Bodens (5-10 cm).

Die gesammelten Daten aus den Anreicherungsansdtzbis IV zeigen, dass
feldfrischer Boden sowie 2,4-DCP-vorbehandelte d3phéaren- und Bodenproben ein
breites Spektrum mdoglicher 2,4-DCP-abbauender Baktbeherbergen.

3.3.1.2. Untersuchung der 2,4-DCP-Toleranz von Isolat AR-200

Um einen moglichen toxischen Effekt von erhdhteA-RCP Konzentrationen auf
Reinkulturen zu untersuchen, wurde ein Toxizit&tstengelehnt an Singer- Boheteal
(1993), durchgefuhrt. Daflr wurden Zellen des I@daAR-200 (nachst kultivierter
Verwandter: Janthinobacterium lividumHQ824941) mit Glukose vorinkubiert und
anschlieBend mit unterschiedlich hohen 2,4-DCP-Mangersetzt. Das starkste
Wachstum nach 96 h zeigte der Kontrollansatz obZP nur mit Glukose, Ansatze
mit 2,4-DCP wiesen im Vergleich dazu ein geringezeiwachstum auf (Abbildung
24). Unterschiede zwischen den einzelnen Probentkordabei nicht detektiert werden.
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Abbildung 24: Einfluss unterschiedlicher 2,4-DCP Kmzentrationen auf das Wachstum
von Isolat AR-200.Das verkleinerte Diagramm zeigt den Inkubatiortszem von 0 h bis 9 h,
der Pfeil markiert die Zugabe von 2,4-DCP (vgl..2.3.). Als Positivkontrolle wurde ein
Ansatz nur mit Glukose, als Negativkontrolle einsatz nur mit MSMg-Medium mitgefihrt.
Die Inkubation erfolgte bei 25 °C und 125 rpm. Syheb Dreieck (weil3), Glukose-Kontrolle;
Dreieck (schwarz), Medium-Kontrolle; Kreis (wei)mg/l 2,4-DCP; Kreis (schwarz), 16 mg/l
2,4-DCP; Quadrat (weif3), 40 mg/l 2,4-DCP; Quadsahyvarz), 80 mg/l 2,4-DCP; Raute (weil3),
160 mg/l 2,4-DCP.

Die gewahlten 2,4-DCP Konzentrationen im Bereich 8omg 2,4-DCP pro Liter bis

160 mg 2,4-DCP pro Liter zeigten zwar einen leictttibitorischen Effekt auf das

Zellwachstum von Isolat AR-200, jedoch fihrte diegdbe von 2,4-DCP zu keiner
drastischen Abnahme der optischen Dichte (Abbilduz4). Die vorliegenden

Ergebnisse weisen darauf hin, dass Isolat AR-206h abei erhohten 2,4-DCP

Konzentrationen zum Wachstum befahigt ist und sagimen potentiellen 2,4-DCP
Abbauer darstellt. Die mitgefiihrte Negativkontrolleigte wahrend der 96-stiindigen
Inkubation eine deutliche Abnahme der optischerhi2idAbbildung 24) und belegt,

dass das beobachtete Wachstum in den restlicheftzZemsauf Glukose und / oder 2,4-
DCP zurlckzufihren ist.

3.3.1.3. Mineralisierung von [U-'*C]-2,4-DCP durch ausgesuchte Reinkulturen

Die Fahigkeit einiger Isolate 2,4-DCP zu mineralisn, wurde mit Hilfe von
radioaktiv-markiertem 2,4-DCP untersucht. Dafiir dem elf Reinkulturen aus den
Familien der Bacillaceae Burkholderiaceag Brucellaceae Caulobacteraceae
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Chitinophagaceae Enterobacteriaceae Flavobacteriaceae Microbacteriaceage
Paenibacillaceag Pseudomonadacea@ind Xanthomonadaceaeder als 2,4-DCP
Abbauer beschrieben@upriavidus necatotJMP134 als Positivkontrolle (vgl. 2.5.1.)
sowie eine abiotische Substratkontrolle mit 120 'A@"**C-2,4-DCP inkubiert. Die
erfassten Werte fiir das nach 129 Tagen Inkubatildete*CO, lagen lediglich fiir
die mitgefuhrte Positivkontrolle deutlich tGber dasiotischen Negativkontrolle ohne
Zellmaterial (Abbildung 25). Isolat AR-94bl (nachsultivierter Verwandter:
Chitinophaga sp., JN590375) zeigte im Vergleich zur Positivkol¢ zwar ein
erkennbar geringeres Mineralisierungspotential,swjedoch als einzige Reinkultur
gegeniiber der Negativkontrolle eine leicht erhdf®0,-Bildung auf (Abbildung 25).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die eiag@sdsolate unter den gewahlten
Bedingungen nur bedingt zu einer Mineralisierung 2p4-DCP beféahigt sind, jedoch
die Gegenwart des Substratesnirsitu relevanten Konzentrationen tolerieren. Am Ende
der Inkubation wurden etwa 62 % der eingesetztedidRktivitdt im flissigen
Uberstand nachgewiesen; weitere 30 % waren mitasgewendeten Methoden nicht
detektierbar (Abbildung 25).

m CO O Uberstand E nicht- detektierbar
AR-33 |

AR-94b1 |
AR-195 |
AR-305 |
AR-317 |
AR-333 |
AR-340 |
AR-355 |
AR-361 |
AR-365 |
AR-369 |

PK |

SK |
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% 2,4- DCP-}'C]

Abbildung 25: Wiederfindung von 2,4-DCP-}*C] als **CO, und gelést im verbleibenden

Uberstand nach 129 Tagen Inkubation von Isolaten uh Kontrollansatzen in oxischen

Mikrokosmen bei Raumtemperatur im Dunkeln. Abkirzungen: PK, Positivkontrolle
Cupriavidus necatqQrSK, abiotische Substratkontrolle.
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3.3.2. Kultivierungsunabhangige Genmarkeranalyse der 2,4-CP- und
Phenol-verwertenden mikrobiellen Gemeinschaft

Die potentiell am Abbau von 2,4-DCP beteiligten Migrganismen wurden im Rahmen
der vorliegenden Arbeit anhand der strukturelleméxédB und pheA phylogenetisch
gruppiert und bekannten Gensequenzen zugeordnetAbalyse erfolgte zum einen
mittels Pyrosequenzierung und zusatzlich durch Hestellen von Genbibliotheken
mittels Klonierung. Die Anwendung zweier unterschigher Methoden kann die
vorliegende Diversitat so genau wie mdoglich abswréitund beurteilen, ermdglicht
einen Vergleich der Ergebnisse und minimiert digejligen Nachteile der einzelnen
Technik (vgl. 4.4.).

3.3.2.1. Phylogenetische Analyse der detektierten tfdB-Sequenzen mittels
Pyrosequenzierung

Aus DNA Proben der Bodensaulenversuche wurdelB-Genfragmente fur die
Pyrosequenzierung und die sich anschlieRende Hragel von Amplikon-
Genbibliotheken amplifiziert. Die Amplifikation d€tenfragmente war fir alle Proben
erfolgreich und lieferte Banden mit der gewiinschisagmentlange.

Insgesamt wurden 23.820dB-Teilsequenzen in 15 Amplikon-Genbibliotheken mit
einer durchschnittichen Sequenzlange von 431 b bp nach durchgefihrter
Pyrosequenzierung analysiert. Aufgrund einer Sezjilsgrlappung von mehr als
300 bp wurden vorwarts- und rickwartsgerichteteu8egen vereinigt und zusammen
mittels JAguc2 analysiert (vgl. 2.6.15.1.). Die d@mung in OTUs basierte auf einer
Sequenzahnlichkeit von 80 %. Dieser Grenzwert wuddech ein schrittweises
Clustering dertfdB-Sequenzen durch JAguc2 mit SequenzunterschiederOi bis
100 % bestimmt (vgl. 2.6.15.3.; Palmest al, 2012). Mit zunehmender
Sequenzunéhnlichkeit nahm die Anzahl der OTUs abatabilisierte sich im Bereich
von 12 % bis 40 % Sequenzunterschied (Abbildung B@r flr dietfdB-Analyse
gewahlte Grenzwert von 80 % Sequenzahnlichkeit spemiht einem
Sequenzunterschied von 20 %) lag zudem in einerai@®egrder durch Untersuchungen
anderer struktureller Gene [(u.a. 70 % bis 89 %n@nG, nosz LmPH), (Basile &
Erjiman, 2010; Palmeet al, 2009)] bestatigt wurde und wurde somit als geetig
betrachtet. Die durchgefiihrte Vergleichsanalyseeremusgewahlten Probe mit der
Software QIIME (Quinceet al, 2011) fihrte zu identischen Cluster-Ergebnis€n (
OTUs vs. 64 OTUs) und belegt damit, dass JAguc2 fur die lys® von
Pyrosequenzierungsdaten mit dem Datensatz-basi@remrzwert von 80 % geeignet ist.
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Die amplifizierten tfdB-Teilfragmente wurden anhand des ermittelten Grenas
anschlie3end in 58 OTUs zusammengefasst.
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Abbildung 26: Einfluss verschiedener Grenzwerte firSequenzahnlichkeit auf die Anzahl
der detektierten OTUs am Beispiel des strukturellenGenstfdB. Der Pfeil markiert den fur
weitere Analysen verwendeten Grenzwert von 80 %.

Rarefaction-Analysen der 15 Amplikon-Genbibliothekeurden erstellt, um die zu
erwartende Anzahl an OTUs abzuschatzen (Abbilduf)g Rir fast alle Proben wurde
ein abflachender Kurvenverlauf beobachtet, was ufarain deutet, dass der
Probenumfang fur die Diversitatsanalyse moglichdr2CP Abbauer ausreichend war
und der Grof3teil der Diversitat erfasst wurde. Cages der untersuchten Amplikon-
Genbibliotheken lagen in einem Bereich von 91,4i998,5 %.

Im feldfrischen, landwirtschaftlichen Boden aus &arn wurden 15 OTUs, basierend
auf einer Sequenzahnlichkeit von 80 %, detekti€ebglle 30). Shannon-Index und
Evenness waren mit Werten von 2,15 bzw. 0,79 hochindizieren eine hoh&lfB-
Biodiversitat. Nach  33-tdgiger Inkubation in Bodamen wurden in
Drilosphéarenproben zehn bis 15 OTUs nachgewieserabglle 30). Die
Diversitatsindizes lagen im Bereich von 1,92 big92(Shannon) bzw. 0,78 bis 0,89
(Evenness) und waren vergleichbar mit den ernmetteWerten im feldfrischen Boden.
Die vorliegenden Unterschiede zwischen 2,4-DCP-eoandelten und 2,4-DCP-
unvorbehandelten Drilospharenproben waren nichmiféignt (t-Test: H'p > 0,05; Jp

> 0,05), so dass ein Einfluss einer 2,4-DCP Vorstion auf die Diversitat votidB-
Genen in Gangwanden, Darminhalt und Kotkrimelntrgezeigt werden konnte.
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Abbildung 27: Reprasentative Rarefaction-Analyse wvo tfdB-Teilsequenzen aus der
Amplikon-Genbibliothek von Gangwandmaterial ohne 24-DCP Vorbehandlung in
Bodensaulen.Die Zuordnung in ein OTU basiert auf einer Sequienkéhkeit von 80 %. Die
grauen Linien geben das obere und untere 95 % demdintervall an.

In Bodenproben der oberen 5 cm wurden elf bis 18©detektiert (Tabelle 30), in den
korrespondierenden Bodenproben der unteren 5 criCbim zehn bis 16 OTUs. Fir
beide Schichten wurde kein signifikanter Einflus\2,4-DCP und Regenwirmern auf
die Diversitat vortfdB-Genen nachgewiesen (t-Test: 2,4-DCPpkE 0,05, Jp > 0,05;
Regenwtrmer, Hp > 0,05, Jp > 0,05). Unterschiede wurden jedoch hinsichtlien d
Bodentiefe beobachtet. Shannon-Index und Evennessenw in den oberen
Bodenschichten mit Werten von 2,13 bis 2,51 bz®&6 Gis 0,90 hoher (t-Test: Hy >
0,05, J'p < 0,05) als in den unteren Bodenschichten, waaufidrin deutet, dass die
phylogenetische Diversitat vafuB abhangig von der Bodentiefe ist.

Detektierte OTUs mit einer relativen Haufigkeit ven 1 % in den Amplikon-
Genbibliotheken wurden mittels Protein-BLAST phytogtisch analysiert. In
feldfrischem, landwirtschaftlich genutztem Bodens aBcheyern wurden 15 OTUs
nachgewiesen und den Phyla dé&ipha und Betaproteobacteria sowie den
Actinobacteria zugeordnet (Abbildung 28, Abbildung 30). Die aufgeenen
Unterschiede zwischen diesen OTUs und bereits In¢atfdB-Sequenzen lagen im
Bereich von 13 % bis 44 %, was darauf hin deutagsdder Boden aus Scheyern
Bakterien mit phylogenetisch neudgdB-Aminosauresequenzen beherbergt.
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Tabelle 30: Diversitatsanalyse vorifdB-Teilsequenzen in Amplikon-Genbibliotheken aus
Material vor bzw- nach einer 33-tdgigen Bodensaulénkubation bei 15 °C. Zahlen in

Klammern geben die untere und obere Grenze des 8®mnfidenzintervalls an. Abkirzung:
RW, Regenwurm

Vorbehandlung oTug Sequenzéh

to° 15 1427 2,15 (2,09; 2,20) 0,79 (0,77;0,81)
Gangwande

+ 2,4-DCP 10 389 1,93 (1,85; 2,00) 0,84 (0,807p,8
-2,4-DCP 15 449 2,29 (2,21, 2,37) 0,85 (0,828p,8
Darminhalt

+ 2,4-DCP 11 980 1,92 (1,87;1,98) 0,80 (0,783D,8
- 2,4-DCP 10 579 1,99 (1,93; 2,05) 0,86 (0,849D,8
Kotkriimel

+ 2,4-DCP 11 954 2,13 (2,09; 2,18) 0,89 (0,871p,9
-2,4-DCP 14 1070 2,06 (2,00; 2,12) 0,78 (0,780,
0- 5 cm Boden

+ RW, + 2,4-DCP 12 688 2,15 (2,09; 2,21) 0,8740(889)

+ RW, - 2,4-DCP 11 532 2,13 (2,07; 2,19) 0,89 (PBY1)
-RW, + 2,4-DCP 12 1007 2,13 (2,08; 2,17) 0,8640(887)
-RW, - 2,4-DCP 16 1607 2,51 (2,47; 2,54) 0,98%900,92)

5-10 cm Boden

+ RW, + 2,4-DCP 10 1136 1,83 (1,78;1,89) 0,80700,82)
+ RW, - 2,4-DCP 11 1748 2,09 (2,06; 2,12) 0,88600,89)
-RW, + 2,4-DCP 16 1744 2,26 (2,22; 2,31) 0,83@00,83)
-RW, - 2,4-DCP 14 2476 2,11 (2,07; 2,15) 0,80800,81)

® Relative Haufigkeit in den Amplikon-Genbibliotrerk> 1 %.

® Die Berechnung der Diversitatsindizes erfolgte fiir GiberpriftetfdB-Teilsequenzen mit
einer relativen Haufigkeit in den Amplikon-Genbdihieker> 1 %.

¢, Feldfrischer Boden vor Bodenséauleninkubation.

Dominierende OTUs waren die zu déatinobacteriazahlenden OTU 45 und OTU 53
mit relativen Haufigkeiten von 20 % bzw. 35 %. lasgmt wurden etwa 76 % aller
detektiertentfdB-Sequenzen aus feldfrischem Boden dem PhylumAdé&nobacteria

(Arthrobacter Mycobacterium zugeordnet (Abbildung 28). OTU 21 (nachst vervwand
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tfdB-Sequenz:Sphingomonassp.) wurde nur vor der Bodens&auleninkubation zum
Zeitpunkt § mit einer relativen Haufigkeit von 2 % nachgewiegabbildung 28).

In 2,4-DCP-vorinkubierten Proben von Gangwandenrnidzhalt und Kotkriimeln
wurden zehn bis elf OTUs detektiert, die mit Segeen von Alpha und
Betaproteobacterissowie Actinobacteriaverwandt waren (Abbildung 28, Abbildung
30). ComamonadaceaegerwandtetfdB-Sequenzen (OTU 29 und 30) waren mit einer
relativen Haufigkeit von 46 % dominierend in denn@adnden und wurden ebenfalls
mit erhéhter Abundanz (16 %) in den Kotkrimeln rgeshiesen. Actinobakterielle
tfdB-Sequenzen wurden mit einer relativen Haufigkeib wtwa 88 % in Proben des
Darminhaltes sowie mit einer relativen Haufigketinv57 % in Kotkrimelproben
detektiert. Etwa ein Drittel der gefundenen OTUsgsen einen Sequenzunterschied zu
bekanntenfdB-Sequenzen von bis zu 44 % auf, was darauf hinetledass bislang
unkultivierte, potentiell 2,4-DCP-verwertende Balda in der 2,4-DCP-beeinflussten
Drilosphére vorkommen. In 2,4-DCP-unvorbehandeli@nlospharenproben wurde
zehn bis 15 OTUs detektiert (Abbildung 28), wobeths die phylogenetische
Zusammensetzung im Vergleich zu den korrespondiererDrilospharenproben mit
2,4-DCP Vorbehandlung unterschied (Abbildung 29)ahvénd Comamonadaceae
verwandte tfdB-Sequenzen (OTU 31) mit einer relativen Haufigkedn 1,3 %
ausschlief3lich in Gangwandproben nachgewiesen wudieninierten actinobakterielle
tfdB-Sequenzen mit relativen Abundanzen von bis zu 86lé Amplikon-
Genbibliotheken von Gangwanden, Darminhalt und Kotleln (Abbildung 28).

Die phylogenetische Analyse der in Regenwurm- und-DXCP-vorbehandelten
Bodenproben  detektierten tfdB-Sequenzen zeigte eine Dominanz  von
Comamonadaceagerwandten Sequenzen (OTU 29 und 30) mit relatié@ofigkeiten

in den Amplikon-Genbibliotheken von 39 % bis 57 #&®ildung 28). Im Vergleich
dazu wurden in 2,4-DCP-unvorbehandelten Bodenprokeine dieser Sequenzen
nachgewiesen. Diese Daten bestétigen die erziEltgabnisse der Drilospharenproben
und weisen darauf hin, dass Mikroorganismen aus-derilie derComamonadaceae
nach einer Vorinkubation mit 2,4-DCP eine erheldi¢kolle am Abbau von 2,4-DCP
spielen. ActinobakterielléfdB-Sequenzen dominierten die Amplikon-Genbibliotheken
von Regenwurm- oder 2,4-DCP-vorbehandelten Bodésprsowie die unbehandelten
Kontrollansatze mit relativen Haufigkeiten von kis 86 % (Abbildung 28). Weiterhin
wurden Bradyrhizobiacea&erwandtetfdB-Sequenzen mit einer erh6hten Abundanz
von bis zu 26 % detektiert, was auf weitere mo@i2fd-DCP Abbauer hinweist.
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OTU 58, das eineYerrucomicrobiumverwandten Oxidoreduktasesequenz zugeordnet
wurde (Abbildung 30), wurde ausschlief3lich in Regemnm-unbeeinflussten, mit 2,4-
DCP-vorbehandelten Bodenproben der oberen 5 cngeacesen (Abbildung 28). Die
Sequenzahnlichkeit ztidB-Sequenzen kultivierter Organismen bzw zu Umwelipro

lag bei 73 % und unterstreicht das Vorkommen vonlqgenetisch neuenfdB-
Sequenzen in diesen Bodenproben.

A
1007 HOTU1-4
80 - EOTU5-20
mOTU 21
60 WOTU22-24
W OTU 25 - 28
407 mOTU 29 - 31
20 | EOTU32-41
B OTU 42 - 5]
01 OOTU 58
Gangwandel Darmin hal‘t Kotkriimel Gangwa de Darmln alt
+2,4-DCP - 2,4-DCP

Relative Haufigkeit (%)

+RW, + 2,4-DCP - 24 -RW, +24-DGP WR- 2,4-DCP

Abbildung 28: Phylogenetische Analysén silico translatierter Aminosauresequenzen von
tfdB-Genfragmenten nach Pyrosequenzierung in (A) Drilgsharenproben sowie (B)
feldfrischem Boden (t) und Bodenproben nach 33-tagiger Inkubation in Bodnsaulen bei
15 °C. Abkirzungen: Bu, 0-5 cm Bodenprobe; Bl, 5-10 cmd&wrobe; + RW, mit
Regenwurm; - RW, ohne Regenwurm; + 2,4-DCP, mitl2#P; - 2,4-DCP, ohne 2,4-DCP. *,
feldfrischer Boden vor Bodenséauleninkubation. Pygleetische Zuordnung der OTUs: siehe
Tabelle 31.

In Anwesenheit von Regenwirmern wurde die phylogistiee Zusammensetzung der
im Boden und der Drilosphare vorkommend&B-Sequenzen signifikant durch die
Zugabe von 2,4-DCP in die Bodensaulen beeinflud®t™MANOVA: p < 0,05; Bray-
Curtis Ahnlichkeitsindex (Bray & Curtis, 1957); Aitdung 29]. Ein signifikanter
Einfluss von Regenwirmern auf die phylogenetiscagarhmensetzunidB-tragender
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Bakterien konnte hingegen nicht nachgewiesen wel@dMANOVA: p > 0,05;
Abbildung 29). Unterschiede in der OTU-Zusammens®eiz der einzelnen
Drilosphéren- und Bodenproben konnten zudem mitth#DS gezeigt werden. Nah
beieinander liegende Datenpunkte wurden als &hntielvertet, weit auseinander
liegende dagegen als unahnlich. Gangwand-, Kotkirimed Bodenproben nach
Inkubation mit Regenwirmern und 2,4-DCP untersaeidsich in ihrer

Zusammensetzung folglich von den restlichen Dridspn- und Bodenproben
(Abbildung 29).

0,5
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Koordinate 1

Abbildung 29: Nicht-metrische multidimensionale Skdierung (NMDS) des nach
Pyrosequenzierung erhaltenen tfdB-Datensatzes basierend auf dem Bray-Curtis
Ahnlichkeitsindex. Der errechnete Stress-Wert liegt bei 0,09. Abkigewm &, feldfrischer
Boden vor Bodensauleninkubation; Ko, Kotkrimel; G@angwande; Da, Darminhalt; Bu,
obere Schicht des Bodens (0-5 cm); Bl, untere &thites Bodens (5-10 cm); +/+,
Bodenséauleninkubation mit Regenwirmern und 2,4-D&P,; Bodensauleninkubation mit

Regenwirmern; -/+, Bodensauleninkubation mit 2,42DG/-, Bodensauleninkubation ohne
Regenwirmer und 2,4-DCP.
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Tabelle 31: Phylogenetische Zuordnung und Sequenzije vonin silico translatierten,
reprasentativen tfdB-Aminosauresequenzen aus Regenwurm- und/ oder 2,42P-
vorbehandelten Drilospharen- und Bodenproben nach Yrosequenzierung.Abkirzungen:
AS, Aminosauren; A, Sequenzahnlichkeit.

Lange  Nachster verwandtiédB-Sequenz, Organismus

o (AS) (Zugangsnummer) A (%)
1 144 Agrobacterium vitigYP002539792) 65
2 159 Agrobacterium vitigYP002539792) 65
3 117 Agrobacterium vitigYP002539792) 60
4 165 Agrobacterium vitigYP002539792) 76
5 145 Bradyrhizobiunmsp. (ZP09427298) 56
6 161 Bradyrhizobiunmsp. (YP001204343) 62
7 160 Bradyrhizobiumsp. (ZP09427298) 80
8 140 Bradyrhizobiunmsp. (ZP09427298) 70
9 159 Bradyrhizobiumsp. (ZP09427298) 72
10 102 Bradyrhizobiumsp. (YP001204343) 72
11 159 Bradyrhizobiunmsp. (YP001204343) 73
12 113 Bradyrhizobiumsp. (ZP09427298) 75
13 149 Bradyrhizobiunmsp. (ZP09427298) 76
14 165 Bradyrhizobiunsp. (ZP09427298) 79
15 143 Bradyrhizobiumsp. (ZP09427298) 79
16 148 Bradyrhizobiumsp. (ZP09427298) 83
17 159 Bradyrhizobiunmsp. (YP001204343) 82
18 149 Bradyrhizobiunmsp. (ZP09427298) 84
19 148 Bradyrhizobiunmsp. (ZP09427298) 85
20 158 Bradyrhizobiunmsp. (YP001204343) 84
21 93 Sphingomonasp. (BAF81067) 56
22 166 Burkholderiasp. (BAE92237) 61
23 166 Burkholderiasp. (BAE92237) 62
24 131 Burkholderiasp. (BAE92237) 66
25 161 Ralstonia eutroph&YP025383) 61
26 156 Ralstoniasp. (BAE92227) 63
27 165 Ralstoniasp. (BAE92227) 64
28 160 Ralstonia eutrophdYP025391) 99
29 152 Rhodoferaxsp. (AAD55078) 70
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Lange  Nachster verwandtiédB-Sequenz, Organismus

oTw (AS) (Zugangsnummer) A (%)
30 156 Rhodoferaxsp. (AAD55078) 84
31 168 Rhodoferaxsp. (AAD55078) 99
32 150 Arthrobactersp. (ABK03311) 65
33 166 Arthrobactersp. (ABK03311) 65
34 166 Arthrobactersp. (ABK03311) 68
35 131 Arthrobactersp. (ABK03311) 77
36 174 Arthrobactersp. (ABK03311) 77
37 141 Arthrobactersp. (ABK03311) 78
38 157 Arthrobactersp. (ABK03311) 78
39 174 Arthrobactersp. (ABK03311) 78
40 120 Arthrobactersp. (ABK03311) 79
41 157 Arthrobactersp. (ABK03311) 80
42 165 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 68
43 148 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 76
44 170 Mycobacterium vanbaalenjABM15182) 79
45 157 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 80
46 167 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 80
47 171 Mycobacterium vanbaalenjABM15182) 80
48 140 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 81
49 148 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 83
50 165 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 83
51 167 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 83
52 100 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 84
53 166 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 84
54 168 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 84
55 166 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 85
56 151 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 86
57 166 Mycobacterium vanbaalenfABM15182) 87
58 158 Verrucomicrobium spinosu@P02927964) 73

4 Die Sequenzen wurden basierend auf einem Grehzaei80 % in OTUs zusammengefasst

(val.).
® Sequenzahnlichkeit basiert auf Protein-BLAST $tpaund blastx).



120

Ergebnisse

95

les

Agrobacterium vitigYP 002539792)
o OTU 4 (LN558706)

OTU 13(LN558715)
Bradyrhizobiursp.(YP 001204343)
Bradyrhizobiunsp.(zP 09427298)

4 OTU 15 (LN558717)

OTU 20 (LN558722)

5gOTU 16 (LN558718)

OTU 17 (LN558719)

OTU 18 (LN558720)

OTU 5 (LN558707)
-0 7— OTU 9 (LN558711)
5~ OTU 11 (LN558713)
OTU 12 (LN558714)

§ OTU 1 (LN558703)
OTU 2 (LN558704)

sy Ralstoniasp. (BAE92227)
Ralstonia eutroph@yP 025383)
sy Rhodoferaxsp. (AAD55078)
OTU 31 (LN558733)
Burkholderiasp. (BAE92237)
OTU 24 (LN558726)
Sphingomonasp. (BAF81067)
OTU 25 (LN558727)
OTU 27 (LN558729)
= OTU 26 (LN558728)

4 OTU 22 (LN558724)

23 OTU 23 (LN558725)
2 OTU 32 (LN558734)

OTU 33 (LN558735)

s Arthrobactersp. (ABK03311)
Arthrobactersp. (YP 831411)
OTU 39 (LN558741)
OTU 41 (LN558743)
OTU 36 (LN558738)
OTU 37 (LN558739)
1 *-OTU 38 (LN558740)
og OTU 45 (LN558747)
OTU 46 (LN558748)

sq ~ OTU 47 (LN558749)
OTU 44 (LN558746)

22 - OTU 48 (LN558750)
OTU 53 (LN558755)

[ sgMycobacterium vanbaalenfhABM15182)
Mycobacterium vanbaalenfvP 955188)

ad

OTU 54 (LN558756)
OTU 56 (LN558758)
7 *-OTU 57 (LN558759)
[ OTU 52 (LN558754)
—— OTU 51 (LN558753)
OTU 49 (LN558751)

E **OTU 50 (LN558752)

OTU 42 (LN558744)
OTU 43 (LN558745)
OTU 34 (LN558736)

T oTu st

OTU 10 (LN558712)

OTU 21 (LN558723)
Q% EOTU 29 (LN558731)

**OTU 30 (LN558732)
OTU 55 (LN558757)

OTU 14 (LN558716)

OTU 3 (LN558705)
OTU 8 (LN558710)
OTU 19 (LN558721)
OTU 28 (LN558730)
OTU 7 (LN558709)
OTU 35 (LN558737)
OTU 40 (LN558742)

Verrucomicrobium spinosu(@P 02927964)

OTU 58 (LN558760)



Ergebnisse 121

Abbildung 30: Phylogenetischer ,Neighbour-Joining“ Stammbaum reprasentativer, in
silico translatierter tfdB-Aminosauresequenzen aus feldfrischem Boden sowie
Drilosphéren- und Bodenproben nach 33-tagiger Bodeséiuleninkubationen mit bzw. ohne
Regenwirmer und / oder 2,4-DCP-Behandlung, basierenauf Pyrosequenzierungsdaten.
Die Berechnung erfolgte nach dem ,p-Distance”- Mb@&ei & Kumar, 2000). Die Sequenzen
wurden auf Grundlage eines Datensatz-basierten z@&ertes von 80 % in OTUs
zusammengefasst (vgl. 2.6.15.3.). Zahlen an demzwé&gungen geben die Bootstrap-Werte
(Prozent von 10.000 Bootstrap-Replikaten) > 50 % &ohwarze Knotenpunkte an den
Verzweigungen indizieren Ubereinstimmende Ergebnisis dem ,Maximume-Likelihood“- und
dem ,Maximum-Parsimony“-Algorhitmus; weilRe Knotemgte zeigen eine Ubereinstimmung
mit dem ,Maximum-Likelihood“- oder dem ,Maximum-FPamony“-Algorhitmus. Die
Zugangsnummern offentlicher Datenbanken sind inmiii@rn angegeben. Der Balken zeigt
einen Sequenzunterschied von 5 %.

3.3.2.2. Phylogenetische Analyse der detektiertentfdB- und pheASequenzen
mittels Genbibliotheken

Der Einfluss vonAporrectodea caliginosand/ oder 2,4-DCP auf die phylogenetische
Zusammensetzung und Diversitéat potentieller 2,4-D&€&vie Phenolabbauer wurde
mit Hilfe der strukturellen GenetfdB und pheA untersucht. Dafur wurden
Genbibliotheken von 2,4-DCP- und / oder Regenwuamakubierten Drilosphéaren-
und Bodenproben erstellt und analysiert. Insgesaonten 290tfdB- und 741pheA
Aminosauresequenzen in 16 Genbibliotheken nadtilico Translation Uberprft. Die
Zuordnung in OTUs erfolgte, basierend auf den Engelen der Pyrosequenzierung von
tfdB-Teilsequenzen (vgl. 3.2.2.1.), mit einer Sequenkéthkeit von 80 % mit der
Software JAguc2. Analog zur Pyrosequenzierung wurdeschlieRend Rarefaction-
Analysen der 16 Genbibliotheken erstellt. Fur fale Proben wurde dabei ein
abflachender Kurvenverlauf beobachtet, was darautieutet, dass der Probenumfang
fur die Diversitatsanalyse moglicher 2,4-DCP- soWiteenolabbauer ausreichend war
und der Grol3teil der Diversitat erfasst wurde (Adhlong 31).

Coverages der Genbibliotheken lagen in einem Berean 80 % bis 98,3 %ifiB)
sowie von 95 % bis 100 %lieA. Zudem stimmte der nicht-parametrische Schatzwert
Chaol mit der tatséachlich detektierten Anzahl anU®Tin vielen Genbibliotheken
Uberein (Tabelle 32, Tabelle 34). Diese Ergebniss#izieren, dass die Anzahl
untersuchter Sequenzen fir die phylogenetischey&agbotentieller 2,4-DCP- sowie
Phenol-verwertender Mikroorganismen geeignet war.
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Abbildung 31: Reprasentative Rarefaction-Analyse vo tfdB - und pheA -Teilsequenzen

aus Genbibliotheken.Dargestellt sind die Analysen von 2,4-DCP-vorbeledtedt Gangwand-
Proben dB) und Bodenproben der unteren 5-10 cm nach Inkaibatiit Regenwtrmern und
2,4-DCP pheA. Die Zuordnung in ein OTU basiert auf einer Segahnlichkeit von 80 %.
Die dunnen Linien geben das 95 % Konfidenzinteraall

3.3.2.2.1. tfdB-basierende  Analyse der 2,4-DCP-abbauenden mikellen
Gemeinschatft

tfdB-Teilsequenzen im feldfrischen landwirtschaftlich®aden wurden, basierend auf
einer Sequenzahnlichkeit von 80 % sieben OTUs zdget. Der Shannon-Diversitats-
index sowie die Evenness waren mit Werten von 2yt 10,56 vergleichsweise niedrig
(Tabelle 32) und weisen auf eine gerirttpB-Biodiversitat im unbehandelten Boden
aus Scheyern hin.

In 2,4-DCP-vorinkubierten Drilospharenproben wurdech 33-tagiger Inkubation in

Bodenséulen vier bis sieben OTUs detektiert. Dieddeeten Diversitatsindizes lagen
in einem Bereich von 0,66 bis 1,45 (Shannon) bzw4 is 0,74 (Evenness). Dabei
konnte fur Gangwandproben eine héhddB-Diversitat als zu Beginn der Inkubation
sowie im Vergleich zu den Proben des Darminhalted Kotkrimeln festgestellt

werden (Tabelle 32). Zudem wies die Uberlappung®®eft Konfidenzintervalle des

Shannon-Diversitatsindexes und Evenness von Daattinimd Kotkrimeln auf keine

signifikanten Unterschiede beider Proben hin.

In Regenwurm- und 2,4-DCP-behandelten Bodenproleerobleren und unteren 5 cm
wurden am Ende der Inkubation funf bis sechs OTHshgewiesen. Die Shannon-
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Diversitatsindizes sowie die Evenness lagen mittévevon bis zu 0,88 bzw. 0,55 im
Bereich der Proben des Darminhaltes und der Kot&hiaber etwas unterhalb der t
Probe (Tabelle 32). In den korrespondierenden Boadren ohne Regenwurmeinfluss
wurden jeweils funf OTUs detektiert. Die Abwesemheon Regenwirmern in der
unteren Bodenschicht fiihrte zu einer annaherndleierdparentfdB-Biodiversitat wie
in den untersuchten Gangwanden (Tabelle 32). Eirgl¥ieh der Diversitatsindizes
zeigte keine signifikanten Unterschiede (t-Test:@H> 0,05; J'p < 0,05) zwischen
Regenwurm-vorbehandelten und unvorbehandelten (B&deben.

Die detektiertertfdB-Teilsequenzen wurden insgesamt zu 16 OTUs zusagefesst
(Abbildung 32, Abbildung 34). In feldfrischem landtgchaftichem Boden aus
Scheyern wurden sieben OTUs aus den Phyla PRlerteobacteria sowie den
Actinobacterianachgewiesen. Die vorliegenden Sequenzunterschziedehen diesen
OTUs und bereits bekanntéidB-Sequenzen lagen im Bereich von 1 % bis 28 %, was
darauf hindeutet, dass der eingesetzte Boden Migamismen mit phylogenetisch
neuen tfdB-Aminosauresequenzen beherbergt. Dominierendes Owbr das
actinobakterielleMycobacteriaceaeerwandten OTU 1 mit einer relativen Haufigkeit
von 72 %. Insgesamt wurden etwa 80 % aller dete&tietfdB-Sequenzen aus
feldfrischem Boden dem Phylum dactinobacteriazugeordnet (Abbildung 32). OTU
16 (nachst verwandtefdB-Sequenz: Sphingomonassp.; Abbildung 34) wurde
ausschlief3lich in Proben vor einer 2,4-DCP Behargllaum Zeitpunkt ¢t mit einer
Haufigkeit von 4 % nachgewiesen. Diese Beobachtisigkonsistent mit den
Ergebnissen der Pyrosequenzierungsanalyséf@dBrSequenzen und zeigt, dass sowohl
das Erstellen von Genbibliotheken als auch die AwoptPyrosequenzierung
vergleichbare, geeignete Methoden zur phylogeretisc Analyse mikrobieller
Gemeinschaften darstellen.

tfdB-Teilsequenzen aus 2,4-DCP-vorinkubierten GangwanBarminhalt- und
Kotkrimelproben wurden finf Familien aus den Phyder Proteobacteria und
Actinobacteriazugeordnet (Abbildung 32). In den Gangwanden darte das mit den
Comamonadaceagerwandte OTU 15 sowie das deéviycobacteriaceaezugeteilte
OTU 1 mit relativen Haufigkeiten von 32 % bzw. 43 Ber Grol3teil der im Darm- und
Kotkrimelmaterial detektiertetidB-Sequenzen fielen mit actinobakteriellen 2,4-DCP
Hydroxylasesequenzen (néchst verwantfiidd-Sequenz:Mycobacterium vanbaalenii
ABM 15182) zusammen und dominierten mit relativeiwfigkeiten von bis zu 97 %
die Genbibliotheken (Abbildung 32). Die denRhodobacteraceae und
Streptomycetacearugeordneten OTUs 12 und 14 konnten nur in Kotlelpnoben
nach Inkubation mit 2,4-DCP nachgewiesen werden.
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Tabelle 32: Diversitatsanalyse detfdB-Genfragmente moglicher 2,4-DCP Abbauer in feldfrishem Boden, 2,4-DCP- und Regenwurm-vorbehandelten
Drilosphéren- und Bodenproben sowie nur mit 2,4-DCPvorinkubierten Bodenproben. Drilospharen- und Bodenproben wurden nach 33-tadig@ibation
bei 15 °C aus Bodensaulen entnommen. Die Zuordimumgn OTU erfolgte mit einer Sequenzahnlichkein 80 %. Zahlen in Klammern geben das 95 %
Konfidenzintervall an.

Anzahl Anzahl Chaol
Sequenzen OTUs

Vorbehandlung Probe Shannon Evenness

tfdB

feldfrisch b 25 7 12(6 — 42) 1,08(0,59 — 1,58) 0,56(0,30 — 0,81)

Gangwande 60 7 @ 1,45(1,22 - 1,67) 0,74(0,63 - 0,86)

Darminhalt 32 4 %) 0,66(0,32 —1,00) 0,48(0,23 -0,72)
+ Regenwurm,

Kotkriimel 43 7 1Q7-32) 0,86(0,48 — 1,24) 0,44(0,25 — 0,64)
+ 2,4-DCP

Boden (0-5 cm) 39 5 ®) 0,88(0,55 - 1,22) 0,55(0,34 - 0,76)

Boden (5-10 cm) 56 6 7(3-23) 0,78(0,49 —1,08) 0,44(0,27 - 0,60)
- Regenwurm, Boden (0-5 cm) 20 5 @) 0,98(0,52 —1,44) 0,61(0,32 —0,90)
+ 2,4-DCP Boden (5-10 cm) 15 5 (B 1,32(0,90 — 1,75) 0,82(0,56 —1,09)
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Abbildung 32: Phylogenetische Analysén silico translatierter tfdB-Aminosauresequenzen

in Genbibliotheken von feldfrischem Boden sowie Dlospharen- und Bodenproben nach
33-tagiger Inkubation in Bodensaulen bei 15 °C.Die Zuordnung in ein OTU basiert auf
einer Sequenzadhnlichkeit von 80 %. Abkilrzungen;, feldfrischer Boden vor
Bodensauleninkubation; Gw, Gangwande; Ko, Kotkriirde, Darminhalt; Bu, obere Schicht
des Bodens (0-5 cm); BI, untere Schicht des Bo@&ii® cm). Phylogenetische Zuordnung der
OTUs: siehe Tabelle 33.

In den mit 2,4-DCP und/ oder Regenwirmer-vorbehiéenieoberen und unteren
Bodenschichten wurden funf bis sechs OTUs aus dgtaRlerProteobacteriasowie
den Actinobacteria nachgewiesen. DominantefdB-Genotypen konnten dem
Mycobacteriacea@erwandten OTUs 1 bis 9 zugeordnet werden, die reldtiven
Haufigkeiten von 79 % bis 90 % in den jeweiligenn@ibliotheken vertreten waren
(Abbildung 32). Das derComamonadacearugeordnete OTU 15 wurde mit einer
relativen Haufigkeit von bis zu 12,5 % nur in Regearm-vorbehandelten Bodenproben
detektiert.

Die Anwesenheit von Regenwilrmern in den Bodensatilarte zu einer geringen
Veranderung der phylogenetische Zusammensetzunghd@oden und der Drilosphére
detektiertertfdB-Sequenzen (Abbildung 32, Abbildung 33), die jedoadit signifikant
war (NPMANOVA: p > 0,05; Bray-Curtis Ahnlichkeitsiiex).
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Abbildung 33: Nicht-metrische multidimensionale Skalierung (NMDS)des nach Erstellen
von Genbibliotheken erhaltenen tfdB-Datensatzes basierend auf dem Bray-Curtis
Ahnlichkeitsindex. Der errechnete Stress-Wert liegt bei 0,12. Abkigewm &, feldfrischer
Boden vor Bodensauleninkubation; Ko, Kotkrimel; G@angwande; Da, Darminhalt; Bu,
obere Schicht des Bodens (0-5 cm); Bl, untere &thites Bodens (5-10 cm); +/+,

Bodensauleninkubation mit Regenwirmern und 2,4-DER;Bodensauleninkubation mit 2,4-
DCP.
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Tabelle 33: Phylogenetische Zuordnung und Sequenzige vonin silico translatierten,
reprasentativen tfdB-Aminosauresequenzen aus 2,4-DCP- und/ oder Regemmi
vorbehandelten Drilosphéaren- und Bodenproben nach Etellen von Genbibliotheken.
Abklrzungen: AS, Aminoséauren; A, Sequenzéahnlichkeit

Lange  Nachster verwandtiédB-Sequenz, Organismus

o (AS) (Zugangsnummer) A (%)
1 189 Mycobacterium vanbaalenjABM15182) 83
2 188 Mycobacterium vanbaalenjABM15182) 85
3 188 Mycobacterium vanbaalenjABM15182) 78
4 172 Mycobacterium vanbaalenjABM15182) 83
5 166 Mycobacterium vanbaalenjABM15182) 73
6 172 Mycobacterium vanbaalenjABM15182) 76
7 172 Mycobacterium vanbaalenjfABM15182) 74
8 166 Mycobacterium vanbaalenjABM15182) 79
9 172 Mycobacterium vanbaalenjABM15182) 72
10 174 Mesorhizobium amorpha@vP006203888) 78
11 174 Mesorhizobiunsp. (WP023808927) 93
12 174 Rhodobactesp. (WP023663995) 84
13 190 Bradyrhizobiumsp. (WP006610061) 85
14 172 Streptomyces viridochromogen®gP003994210) 72
15 172 Rhodoferaxsp. (AAD55078) 99
16 172 Sphingomonasp. (BAE92240) 91

& Die Sequenzen wurden basierend auf einem Grehzaei80 % in OTUs zusammengefasst.
® Sequenzahnlichkeit basiert auf Protein-BLAST stgaund blastx).

Die phylogenetische Analyse vdfdB-Teilsequenzen mittels Pyrosequenzierung und
Genbibliotheken zeigte fur die untersuchten Dritggen- und Bodenproben im
Allgemeinen ahnliche Ergebnisse. Die vorliegendarietschiede, in erster Linie die
Anzahl der detektierten OTUs und damit verbundee geranderte Diversitat, sind mit
grof3er Wahrscheinlichkeit auf die unterschiedliéirzahl an verfligbaren Sequenzen
(23.820vs. 290) fur die durchgefihrte Datenanalyse zurickmgii. Dennoch konnten
beide angewandten Methoden Ubereinstimmend dierderanden Taxa identifizieren
und eine ,Anreicherung” vonProteobacteria in 2,4-DCP- und Regenwurm-
vorbehandelten Proben aufzeigen.
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Abbildung 34: Phylogenetischer ,Neighbour-Joining“ Stammbaum reprasentativer, in
silico translatierter tfdB-Aminosduresequenzen aus Genbibliotheken vom feldéchen
Boden sowie Drilospharen- und Bodenproben nach 33giger Bodensauleninkubationen
mit bzw. ohne Regenwirmer und / oder 2,4-DCP-Behahahg. Die Sequenzen wurden auf
Grundlage eines Datensatz-basierten Grenzwertes8®dv in OTUs zusammengefasst (vgl.
2.6.15.3.). Zahlen an den Verzweigungen geben dietdrap-Werte (Prozent von 10.000
Bootstrap-Replikaten) > 50 % an. Schwarze Knotekfguan den Verzweigungen indizieren
Ubereinstimmende Ergebnisse mit dem ,Maximum-Lhkedid“- und dem ,Maximum-
Parsimony“-Algorhitmus; weiRe Knotenpunkte zeigeinee Ubereinstimmung mit dem
;Maximum-Likelihood"- oder dem ~Maximum-Parsimony&lgorhitmus. Die
Zugangsnummern Offentlicher Datenbanken sind in nittern angegeben. Als
Referenzsequenz wurde die Gensequenz der 2,4-DC&o¥jyase von Streptomyces
hygroscopicusATCC 53653 (ZP07299583) herangezogen und in ddilddng mit dem Pfeil
dargestellt. Der Balken zeigt einen Sequenzuntexdaion 5 %.
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3.3.2.2.2. pheA-basierende Analyse der 2,4-DCP-abbauenden obiellen
Gemeinschaft

Im unbehandelten, feldfrischen landwirtschaftlich&@oden wurden 134pheA
Teilsequenzen detektiert und mit Hilfe der SoftwdAguc2 drei OTUs zugeordnet
(Tabelle 34). Der Shannon-Diversitatsindex sowe Evenness waren mit Werten von
0,36 bzw. 0,33 niedrig (Tabelle 34) und deuten soréhnlich wie die tfdB-
Sequenzanalyse, auf eine geringe Biodiversitat Rbanol-abbauenden Bakterien im
Boden vor 2,4-DCP- und/ oder Regenwurmbehandlumg &echs bzw. vier OTUs
wurden in 2,4-DCP-vorinkubierten Gangwand- und Kidtkelproben detektiert. Der
nicht-parametrische Schatzwert Chaol, der Shanneerditatsindex sowie die
Evenness waren dabei hdher als zum Zeitpunkhtl lagen zudem deutlich Gber den
berechneten Werten des Darminhaltes (Tabelle 34§ darauf hin weist, dass die
Diversitat von pheATeilsequenzen in den oxischen Bereichen Regenwurm-
beeinflusster Kompartimente héher war als im arahvda Regenwurmdarm und dem
feldfrischen Boden aus Scheyern.

pheATeilsequenzen der oberen und unteren Bodenschichie Bodensaulen mit 2,4-
DCP- und Regenwurmbehandlung wurden drei bis viBd®©zugeordnet (Tabelle 34).
Die Shannon-Diversitatsindizes sowie die Evennagern mit Werten von bis zu 0,83
bzw. 0,60 im Bereich der Gangwand- und Kotkrimederg aber deutlich oberhalb der
to- und Darminhaltprobe (Tabelle 34). In den korresperenden Bodenproben ohne
Regenwurmeinfluss wurden vier und sieben OTUs nawhegen. Die Abwesenheit von
Regenwiurmern fihrte dabei zu einer verringertendogh nicht signifikant
unterschiedlichen (t-Test: Hb > 0,05; J'p < 0,05)pheABiodiversitat im Vergleich zu
Regenwurm-beeinflussten Bodenproben (Tabelle 34).

Die detektiertenpheAAminosauresequenzen aus Drilospharen- und Bodbapro
wurden, basierend auf einer Sequenzahnlichkeit 80n%, elf OTUs zugeordnet
(Abbildung 35, Abbildung 37).pheASequenzen aus feldfrischem Boden vor der
Bodenséauleninkubation wurden mit einer relativenufigfkeit von 90 % den
grampositiven Pseudonocardiaceaezugeordnet (Abbildung 35). Zudem wurden
ComamonadaceagerwandtepheASequenzen (OTU 1) mit einer relativen Haufigkeit
von 10 % detektiert. Die vorliegenden Sequenzuateesle zwischen diesen OTUs und
bereits bekanntepheASequenzen lagen im Bereich von 5 % bis 49 % (Tel38),
was darauf hindeutet, dass der untersuchte Bod&robtganismen mit phylogenetisch
neuenpheAAminosauresequenzen beherbergt.
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Tabelle 34: Diversitatsanalyse depheAGenfragmente mdoglicher Phenol-abbauender Bakterierin feldfrischem Boden, 2,4-DCP- und Regenwurm-
vorbehandelten Drilospharen- und Bodenproben sowiaur mit 2,4-DCP-vorinkubierten Bodenproben. Drilosphéren- und Bodenproben wurden nach 33-
tagiger Inkubation bei 15 °C aus Bodenséaulen entmem Die Zuordnung in ein OTU erfolgte mit einegGenzahnlichkeit von 80 %. Zahlen in Klammern

geben das 95 % Konfidenzintervall an.

Anzahl

Vorbehandlung Probe Anzahl Chaol Shannon Evenness
Sequenzen OTUs
pheA
feldfrisch b 134 3 33) 0,36(0,23 — 0,49) 0,33(0,21 — 0,45)
Gangwande 113 6 7(B — 23) 0,85(0,69 —1,01) 0,47(0,39 - 0,56)
Darminhalt 41 ) 0,32(0,11 -0,52) 0,46(0,17 —0,76)
+ Regenwurm,
Kotkriimel 91 4 g5) 0,78(0,65 — 0,90) 0,56(0,47 — 0,65)
+ 2,4-DCP
Boden (0-5 cm) 100 3) 0,63(0,51 - 0,75) 0,57(0,46 — 0,68)
Boden (5-10 cm) 55 o) 0,83(0,65 -1,01) 0,60(0,47 - 0,73)
- Regenwurm, Boden (0-5 cm) 101 7 122) 0,63(0,59 - 0,68) 0,33(0,30 - 0,35)
+ 2,4-DCP Boden (5-10 cm) 106 4 (H 0,40(0,23 - 0,57) 0,29(0,16 — 0,41)
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Abbildung 35: Relative Haufigkeiten detektierter, in silico translatierter pheA
Aminosauresequenzen in Genbibliotheken von feldfrhem Boden zu Inkubationsbeginn
sowie von Drilospharenproben nach 33-tagiger Inkubton in Bodensaulen mit 2,4-DCP
bei 15 °C. Die Zuordnung in ein OTU basiert auf einer Segééntichkeit von 80 %.
Abklrzungen: ¢, feldfrischer Boden; Gw, Gangwande; Ko, Kotkrimieg, Darminhalt; Bu,
obere Schicht des Bodens (0-5 cm); Bl, untere &thies Bodens (5-10 cm). Phylogenetische
Zuordnung der OTUs: siehe Tabelle 35.

In Proben aus Regenwurmgangwanden, Darminhalt uoirikmeln wurdenpheA
Sequenzen von vier Familien nachgewiesen und Beta, Gamma sowie den
Actinobacteria zugeordnet (Abbildung 35, Abbildung 37). Die Dsfhare wurde,
ebenso wie feldfrischer Boden, hauptsachlich WRseudonocardiaceagerwandten
pheASequenzen mit relativen Haufigkeiten von bis z@®@ominiert. Gangwand- und
Kotkrimelmaterial wurde von deRseudonocardiaceagerwandten OTU 5 sowie dem
Comamonadacearudgeteilten OTU 1 mit relativen Haufigkeiten vors lau 64 % bzw.
38 % dominiert. Zudem warelRseudomonadacea€¢OTU 2) undBurkholderiaceae
(OTU 4) verwandtepheASequenzen mit jedoch geringen Abundanzen nachareisb
Der Grof3teil der im Darm detektiertggneASequenzen fielen mit actinobakteriellen
Phenolhydroxylasesequenzen (nachst verwangheASequenz: Pseudonocardia
dioxanivorans YP004330880,) zusammen und dominierten mit einelativen
Haufigkeit von 90 % die Genbibliothek.

Die phylogenetische Analyse der in Regenwurm- und-XCP-vorbehandelten
Bodenproben detektierten pheASequenzen zeigte eine Dominanz  von
Pseudonocardiaceagerwandten Sequenzen (OTU 5) mit relativen Hawiggdn in den
Genbibliotheken von 58 % und 73 % (Abbildung 35).eit&rhin konnten
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Comamonadaceaegerwandte (OTU 1) Sequenzen mit relativen Haufitghkevon bis zu
38 % nachgewiesen werden. Im unteren Bereich ddelziulen wurden zudgoheA
Sequenzen aus den Familien d&seudomonadaceag OTU 2) sowie der
Burkholderiaceae (OTU 4) detektiert (Abbildung 35). Actinobakteteel pheA
Sequenzen (OTU 5) dominierten die Genbibliotheken 2,4-DCP-vorbehandelten
Bodenproben ohne Regenwurmeinfluss mit relativeunfigieiten von bis zu 89 %
(Abbildung 35). Mit erhéhter Abundanz wurde zusatzldas, defComamonadaceae
zugeordnete, OTU 1 detektiert. OTU 3, das eirfgurkholderiaverwandten
Phenolhydroxylase zugeordnet wurde (Tabelle 3)nt@ausschliellich in den oberen
5cm der Regenwurm-unbeeinflussten, mit 2,4-DCheloandelten Bodenprobe
nachgewiesen werden (Abbildung 35).

Die durchgefiihrte nicht-metrische multidimension8lalierung (NMDS) Analyse des
erhaltenerpheADatensatzes weist auf Unterschiede in der OTU-Zunsansetzung der
einzelnen Drilospharen- und Bodenproben hin. EigniSkanter Einfluss von
endogédischen Regenwirmern auf die phylogenetischear@mensetzungoheA
tragender Bakterien in der Drilosphére sowie im eb@pden Boden konnte jedoch
nicht nachgewiesen werden (NPMANOVA: p > 0,05; \B@urtis Ahnlichkeitsindex).
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Abbildung 36: Nicht-metrische multidimensionale Skdierung (NMDS) des nach Erstellen
von Genbibliotheken erhaltenen pheADatensatzes basierend auf dem Bray-Curtis
Ahnlichkeitsindex. Der errechnete Stress-Wert liegt bei 0,00. Abkigem ¢, feldfrischer
Boden vor Bodensauleninkubation; Ko, Kotkrimel; G@angwande; Da, Darminhalt; Bu,
obere Schicht des Bodens (0-5 cm); Bl, untere &thites Bodens (5-10 cm); +/+,
Bodensauleninkubation mit Regenwirmern und 2,4-DER;Bodensauleninkubation mit 2,4-
DCP.

Die nach Pyrosequenzierung und Klonierung erzieegebnisse deuten an, dass (a)
den Bakterien aus dem Phylum deActinobacteria sowie Vertreter der
Comamonadaceaeoffensichtlich ein erhebliche Rolle am Abbau vo-BCP
zukommt und (b) die Gegenwart von RegenwirmernodeBsaulen statistisch zwar
keinen signifikanten Einfluss auf die ZusammensagzdertfdB- und pheAtragenden
mikrobiellen Gemeinschaft nimmt, nachweislich jeld@men positiven Einfluss auf die
AbundanzComamonadaceageerwandter Taxa austbt.

Tabelle 35: Phylogenetische Zuordnung und Sequenzije vonin silico translatierten,
reprasentativen pheAAminosduresequenzen aus 2,4-DCP- und/ oder Regemmui
vorbehandelten Drilosphéaren- und Bodenproben nach Etellen von Genbibliotheken.
Abklrzungen: AS, Aminoséauren; A, Sequenzéahnlichkeit

Lange  Nachster verwandtgheA Sequenz, Organismus

R 5 oD

OTU (AS) (Zugangsnummer) A (%)
1 54 Comamonas sBAA74747) 95
2 55 Pseudomonas aerugino§aDP69159) 84
3 68 Burkholderia brasilensi$ABM87946) 86
4 54 Burkholderia unamagiABO72595) 41
5 54 Pseudonocardia dioxanivorairf¥ P004330880) 89
6 52 Pseudonocardia dioxanivorarf¥ P004331255) 51
7 64 Pseudonocardia dioxanivorarf¥P004331255) 52
8 64 Pseudonocardia dioxanivorarf¥ P004331255) 52
9 55 Pseudonocardia dioxanivoraif¥P004331255) 51
10 64 Pseudonocardia dioxanivoraif¥ P004331255) 53
11 64 Pseudonocardia dioxanivoraif¥ P004331255) 48

4 Die Sequenzen wurden basierend auf einem Grehzaei80 % in OTUs zusammengefasst.
® Sequenzahnlichkeit basiert auf Protein-BLAST stgaund blastx).
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Abbildung 37: Phylogenetischer ,Neighbour-Joining“ Stammbaum repésentativer, in
silico translatierter pheA-Aminosauresequenzen aus Genbibliotheken vom feldéchen
Boden sowie Drilospharen- und Bodenproben nach 33giger Bodensauleninkubationen
mit bzw. ohne Regenwirmer und / oder 2,4-DCP Behatahg. Die Sequenzen wurden auf
Grundlage eines Datensatz-basierten Grenzwertes80d¥ in OTUs zusammengefasst (vgl.
2.6.15.3.). Zahlen an den Verzweigungen geben dietdBrap-Werte (Prozent von 10.000
Bootstrap-Replikaten) > 50 % an. Schwarze Knotekfguan den Verzweigungen indizieren
Ubereinstimmende Ergebnisse mit dem ,Maximum-Lhkedid“- und dem ,Maximum-
Parsimony*“-Algorhitmus; weiRe Knotenpunkte zeigeinee Ubereinstimmung mit dem
-Maximum-Likelihood“- oder dem ,Maximum-Parsimonylgorhitmus. Die Zugangs-
nummern 6ffentlicher Datenbanken sind in Klammengegeben. Der Balken zeigt einen
Sequenzunterschied von 5 %.
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3.3.3. Quantifizierung 2,4-DCP-abbauender Mikroorganismen

3.3.3.1. Einfluss von Regenwirmern und 2,4-DCP auf die Anzdhkultivierbarer
2,4-DCP-abbauender Mikroorganismen

3.3.3.1.1.Keimzahlbestimmung unter oxischen Bedingungen

Die Keimzahlbestimmung erfolgte in Reagenzglasermrei Replikaten im Rahmen
zweier von einander unabh&ngiger, identisch durfcingeer Analysen. Der fur eine
erste Keimzahlbestimmung verwendete Boden wurddum 2009, der fur die zweite
Keimzahlbestimmung verwendete Boden im April 20JmdVersuchsareal 15 der
Versuchsstation Klostergut Scheyern entnommen. \Rédirscheinlichste Keimzahl
(MPN) aerober, kultivierbarer 2,4-DCP Abbauer prora@m Trockengewicht
feldfrischen Bodens vor Inkubationsbeginn lag inteBeh von 2,4 x 1dbis 1,4 x 16
(Abbildung 38), was auf eine eher durchschnittligleundanz potentieller 2,4-DCP
Abbauer in Regenwurm- und 2,4-DCP-unbehandeltemwatschaftlichen Boden aus
Scheyern hinweist.

Nach 30-tagiger Inkubation bei 15 °C waren die MiPN2,4-DCP-vorbehandelten
Gangwanden und Kotkrimeln bis zu 7800 x bzw. 20@bker als im unbehandelten,
feldfrischen Boden (Abbildung 38). Zudem wurdenngigante Unterschiede in den
MPN zwischen 2,4-DCP-vorbehandelten und 2,4-DCRathehandelten
Drilosphéarenproben  detektiert (Abbildung 39). In 4-BCP-vorbehandelten
Gangwanden und Kotkriimeln wurden Keimzahlen vorzhid,9 x 10 bzw. 2,9 x 16
pro Gramm Trockengewicht Probe bestimmt, wahrergdemkorrespondieren Ansatzen
ohne 2,4-DCP Vorbehandlung die MPN im Bereich vgh»91G bzw. 2,8 x 16lagen.
Diese auffallenden Differenzen in den GangwandehKotkrimeln deuten darauf hin,
dass die Anzahl kultivierbarer 2,4-DCP Abbauerkstdurch die Gegenwart von 2,4-
DCP beeinflusst wurde. Die MPN in den Proben aus Begenwurmdarm zeigten im
Vergleich zum Inkubationsbeginn keine signifikanieranderungen (Abbildung 38).
Wahrend im Rahmen eines ersten MPN-Ansatzes dienz&ilen pro Gramm
Trockengewicht in den 2,4-DCP-unvorbehandelten paolen im Vergleich zu den
2,4-DCP-vorbehandelten Proben leicht erhéht wakdrbi{dung 38 A), wurde flr die
entsprechenden Darmproben im Rahmen eines zweiR-Ahsatzes ein umgekehrtes
Ergebnis erfasst (Abbildung 38 B).

Diese inkonsistenten Resultate in den Darmprobeviesder geringe Unterschied in
den MPN im Vergleich zum Inkubationsbeginn weisemadf hin, dass die Anzahl
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kultivierbarer 2,4-DCP Abbauer im Darm véporrectodea caliginosaveder durch
eine Vorinkubation mit dem Substrat 2,4-DCP nochrcldu die gewahiten
Inkubationsbedingungen wesentlich beeinflusst warde
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Abbildung 38: Wahrscheinlichste Keimzahl (most prolable number, MPN) aerober,
kultivierter 2,4-DCP Abbauer pro Gramm Trockengewicht in feldfrischem Boden sowie in
Drilosphéarenmaterial, vorinkubiert in Bodensaulen mt bzw. ohne 2,4-DCP. Die
Bestimmung der MPN wurde anhand von drei ParalléerRahmen zweier von einander
unabhéangigen MPN-Ansatze (A, B) mit Proben aus zvB®densauleninkubationen
durchgefuhrt (vgl. 2.4.1.). Die Inkubationsbedingen waren fir beide Ansatze identisch. Die
Fehlerbalken stellen das Konfidenzintervall dardem die tatsédchliche Keimzahl mit 95 %
Wahrscheinlichkeit liegt. Unterschiedliche Buchstab indizieren einen signifikanten
Unterschied, der anhand der zu sichernden Diffeeemittelt wurde (vgl. 2.7.2.).
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Abbildung 39: Verhaltnis der in 2,4-DCP-vorbehandelen und 2,4-DCP-unbehandelten
Drilosphéarenproben berechneten MPNsDargestellt sind die im Rahmen zweier von einander
unabhangigen MPN-Ansatze (A, B) ermittelten Werkehlerbalken stellen die mittels
Fehlerfortpflanzung errechneten Abweichungen dar.

In 2,4-DCP-vorbehandelten Bodenproben waren die MRiMivierbarer 2,4-DCP
Abbauer in der Regel signifikant hoher als in demréspondierenden unbehandelten
Proben (Abbildung 40). So wurden Keimzahlen pron@raTrockengewicht von bis zu
9,1 x 16 in den oberen Bodenschichten und bis zu 1,4 & itOden unteren
Bodenschichten detektiert. Zudem zeigten 2,4-DCiPelmandelte Proben signifikante
Unterschiede in den MPN zu den Proben zum Zeitptgnkiese Beobachtungen sind
konsistent mit den erzielten Ergebnissen der Dphésenproben und unterstreichen,
dass eine Vorinkubation mit 2,4-DCP die Wachstuhigikeit 2,4-DCP-verwertender
Mikroorganismen mutmalilich stimuliert.

Wahrend im Rahmen eines ersten MPN-Ansatzes Reganwarbehandelte
Bodenproben signifikant hohere Keimzahlen als dismechenden unbehandelten
Bodenproben aufwiesen (Abbildung 40A), flihrte dieve@senheit von Regenwirmern
im Rahmen eines zweiten MPN-Ansatzes zu signifikaietrigeren bzw. zu kaum
veranderten MPN in den oberen und unteren Bodectsem (Abbildung 40B). Anhand
der bestimmten Keimzahlen konnte zudem kein skguifier Einfluss der Bodentiefe
auf die Anzahl moglicher 2,4-DCP Abbauer nachgeaneserden (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Wahrscheinlichste Keimzahl (most prolable number, MPN) aerober,
kultivierter 2,4-DCP  Abbauer in vorbehandelten Bodaproben pro Gramm
Trockengewicht. Die Bestimmung der MPN wurde anhand von drei Rdeal im Rahmen
zweier von einander unabhangigen MPN-Ansatze (A, Bjt Proben aus zwei
Bodensauleninkubationen durchgefuhrt (vgl. 2.4.Die Inkubationsbedingungen waren fur
beide Ansatze identisch. Die Fehlerbalken stellas #onfidenzintervall dar, in dem die
tatsachliche Keimzahl mit 95 % Wabhrscheinlichkeiegt. Unterschiedliche Buchstaben
indizieren einen signifikanten Unterschied, deramthder zu sichernden Differenz ermittelt
wurde (vgl. 2.7.2.). Abklrzung: RW, Regenwurm; niicht bestimmt.

3.3.3.1.2.Keimzahlbestimmung unter anoxischen Bedingungen

Die Bestimmung der Keimzahl von anaeroben 2,4-DERvertenden
Mikroorganismen im feldfrischen Boden nach 60-tagithkubation war nicht fir alle
Ansatze erfolgreich (Tabelle 36). Die detektiertdRN pro Gramm Trockengewicht
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lagen dabei im Bereich von 0 bis 9,3 ¥* 1hd waren damit bis auf eine Ausnahme
signifikant niedriger als der oxische Vergleichsans (Abbildung 38). Diese
Beobachtung unterstitzt die erhaltenen Ergebnissgs aen anoxischen
Mikrokosmenversuchen (vgl. 3.1.2.) und deutet aassdder 2,4-DCP Abbau In
Abwesenheit von Sauerstoff im landwirtschaftliclBoden von Scheyern im Vergleich
zum aeroben Abbau eine eher untergeordnete Radkesp

Tabelle 36: Hochstwahrscheinliche Keimzahlen (MPN)anaerober, kultivierbarer 2,4-
DCP Abbauer in feldfrischem Boden pro Gramm Trockemewicht detektiert mit den
alternativen Elektronenakzeptoren CGQ, Sulfat, Eisen (lll) und Nitrat nach 60 Tagen
Inkubation bei 15 °C unter Argonatmosphére.Die Bestimmung der MPN wurde anhand von
drei Parallelen im Rahmen zweier von einander uawa@igen MPN-Ansétze (A, B) mit Proben
aus zwei Bodensauleninkubationen durchgefihrt (\@K.1.). In Klammern sind die
Konfidenzintervalle mit 95 % Wahrscheinlichkeit aggben.

-1
MPN MPN gre
Ansatz CO, Sulfat Eisen (lll) Nitrat
A 9,3 x 16 5,8 x 10 1,9x 16 2,2 x 14
(26x13,34x16) (14x16;23x (2,3;15x18  (3,1;1,5x
B 5,4 x 16 2,1x 16 b

(1,3x16;2,2x16)* (3,0;1,4x 16

4 kein signifikanter Unterschied zum oxischen Veighsansatz
® In den Ansatzen mit MSM EisenSOWIE MSMg nirar WUrden am Ende der Inkubation keine
kultivierbaren 2,4-DCP Abbauer detektiert.

3.3.3.2. Einfluss von A. caliginosa und 2,4-DCP auf die Abundanz der
strukturellen Gene tfdB, tfdC und pheA

Zur Bestimmung des Einflusses von Regenwirmern umdler 2,4-DCP auf die
Abundanz moglicher 2,4-DCP-verwertender Bakterien Drilospharen- und
Bodenproben nach Inkubation in Bodensaulen erfalgteQuantifizierung der fur den
Abbau von 2,4-DCP verantwortlichen strukturellenn€&dB (kodiert eine 2,4-DCP
Hydroxlyase) tfdC (kodiert eine 3,5-DCC-1,2-Dioxygenase) sopwleeA (kodiert eine
Phenolhydroxylase) mittels quantitativer Real-TiR€R (vgl. 2.6.8.). Dig¢fdB-, tfdC-
und pheAGenkopienzahlen pro ng DNA im feldfrischen Bodagedn bei 7,5 x 04,8
x 10* sowie 2,6 x 1B(Abbildung 41), pro Gramm Trockengewicht Boden 4di x 16,
3,2 x 10 und 1,5 x 10 (Abbildung 42), was einem Anteil von bis zu 3 % der
gesamten bakteriellen Gemeinschaft entsprach (éinhg-AH 3). Dieser hohe Anteil
indiziert eine etablierte 2,4-DCP-verwertende mithele Gemeinschaft im
landwirtschaftlichen Boden aus Scheyern.
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Die tfdB-Genkopienzahlen in 2,4-DCP-vorbehandelten Drilésphproben variierten
von 5,2 x 18 bis 1,1 x 18 tfdB-Genen pro ng DNA (1,5 x 2®is 6,9 x 18 pro Gramm
Trockengewicht Probe) und waren um das 13 bis 8defadher (t-Tesp < 0,05) als in
den korrespondierenden Proben ohne 2,4-DCP Voratkub (Abbildung 41,
Abbildung 42). Die Relative Genhaufigkeit (RGFR].v2.6.8.4.) vontfdB-Genen war
in den Proben von Gangwanden und Kotkrimeln mitb@¥%. 39 am hdchstens
(Abbildung 43) und indiziert einen stimulierendefiekt einer 2,4-DCP Vorinkubation
auf mdgliche 2,4-DCP Abbauer.

Regenwurm- und 2,4-DCP-vorbehandelte Bodenproberoloeren sowie der unteren
Bodenschicht wiesen mit 1,1 bis 1,3 ¥ ffeiB-Genkopien pro ng DNA (5,9 x {is
6,9 x 16 pro Gramm Trockengewicht Probe) eine &hnliche Ahzan tfdB-Genen auf
(Abbildung 41, Abbildung 42). Im Vergleich zu demtgprechenden 2,4-DCP-
unbehandelten Bodenproben lag die Anzahktidi#&-Gene pro ng DNA damit bis zu 44-
mal hoher (t-Testp < 0,05). In den Bodenproben ohne Regenwurmvorlidhagen
wurdentfdB-Genkopienzahlen von 1,1 bis 5,6 X po ng DNA (3,5 x 10bis 2,6 x 16
pro Gramm Trockengewicht Probe) nachgewiesen, wadieeAnzahl der Genkopien in
den Kontrollansatzen ohne 2,4-DCP Behandlung unbelashe héher lag (Abbildung
41, Abbildung 42). Die gesammelten Daten lassemuten, dass eine Vorbehandlung
mit Regenwirmern und 2,4-DCP zu einem erhdhten &Marken potentieller 2,4-DCP
Abbauer fiuhrt und sind somit konsistent mit (I) denzielten Ergebnissen aus dem
aeroben 2,4-DCP Abbau in Mikrokosmen und (Il) ddmbhten MPN in Drilospharen-
und Bodenproben nach Inkubation mit 2,4-DCP. Zudemrden nur geringe
Unterschiede in dentfdB-Genkopienzahlen zwischen der oberen und unteren
Bodenschicht detektiert, was darauf hin deutet,sddg&e Abundanz 2,4-DCP-
verwertender Bakterien unabhéangig von der Bodentiefr.

Die erfasstentfdC-Genkopienzahlen in Drilosphéren- und Bodenprobagern im
Bereich von 1,5 x 10bis 1,0 x 10 pro ng DNA (4,6 x 10bis 5,3 x 16 pro Gramm
Trockengewicht Probe; Abbildung 41, Abbildung 42yas einem Anteil an der
gesamten bakteriellen Gemeinschaft von bis zu h&peach (Abbildung-AH 3). Die
bestimmte Relative Genhaufigkeit RGFR vdfdC-Genen war in Proben der
Gangwéande mit einem Wert von 6 am hoéchsten (Abbgdd3) und unterstreicht damit
die Bedeutung einer 2,4-DCP Vorinkubation fir erhédites Vorkommen 2,4-DCP-
abbauender Bakterien in der Drilosphére.

Die Anzahl der detektiertetfdC-Gene in Regenwurm- und 2,4-DCP-vorbehandelten
Bodenproben war signifikant hoher (t-Tgsk 0,05) als in dem nur mit Regenwirmern
oder nur mit 2,4-DCP-behandelten Bodenmateriajeigch nur leicht erhéht (t-Tegd:

> 0,05) im Vergleich zu den unbehandelten BodergmobAbbildung 41). Dieses
Ergebnis zeigt, das sowohl Regenwiirmer als auclbZR einen stimulierenden Effekt
auftfdC-tragende Bodenbakterien haben.



Ergebnisse 141

Die Quantifizierung des durcpheA kodierten Enzyms Phenolhydroxylase diente der
Erfassung von Phenol-abbauenden Mikrooganismenamieiner Mineralisierung von
Chlorphenolen beteiligt sein konnen (Al-Tharet al, 2007). Die pheA
Genkopienzahlen in 2,4-DCP-vorbehandelten Drilosgt@roben variierten von 3,4 bis
5,7 x 16 pheAGenen pro ng DNA (1,5 x 2is 2,9 x 16 pro Gramm Trockengewicht
Probe) und waren bis zu 41-mal héher (t-Tpst:0,05) als in den korrespondierenden
Proben ohne 2,4-DCP Vorbehandlung (Abbildung 41billong 42). Der starkste
Einfluss von 2,4-DCP auf die Anzahl dgheAGene wurde fur die Gangwande mit
einer Relativen Genhéaufigkeit von 41 nachgewiegdibi{dung 43).

In Regenwurm- und 2,4-DCP-vorinkubierten Bodenprobeurden bis zu 9,1 x £0
pheAGenkopien pro ng DNA (5,7 x $@ro Gramm Trockengewicht Probe) detektiert.
Bodenproben ohne Einfluss von Regenwirmern bzwDZPR wiesen im Vergleich
dazu signifikant niedrigere (t-Tesp < 0,05) pheAGenkopien auf (Abbildung 41,
Abbildung 42). Diese Daten sind konsistent mit @egmielten Ergebnissen déidB-
Quantifizierung und verdeutlichen den positivenekffvon Regenwirmern und 2,4-
DCP auf die Anzahl Phenol-abbauender Bakterieramdwirtschaftlichen Boden.

Die anhand der strukturellen GetfiéB, tfdC und pheAerfassten 2,4-DCP Abbauer im
feldfrischen Boden sowie in den Kontrollansatzemeol2,4-DCP und Regenwirmern
nach Bodensauleninkubation unterschieden sich rer iRbundanz zum Teil deutlich
von denen der mittels MPN-Methode detektierten @isyaen. So konnte eine bis zu
5400-fach héhere Abundanz 2,4-DCP-abbauender Migesosmen im feldfrischen
Boden sowie eine 5800-fach hthere Abundanz in cdaehandelten Kontrollen nach
Bodenséauleninkubation durch gPCR Analysen aufgezewgrden. Keim- und
Genkopienzahlen in 2,4-DCP-vorbehandelten Drilospmdund Bodenproben wiesen
im Vergleich dazu keine oder nur geringe Abweiclamgauf. Die beobachteten
Diskrepanzen zwischen kultivierungsunabhangigenlekutarbiologischen Methoden
wie die quantitative PCR und kultivierungsabhéngigeechniken wie die MPN-
Methode basieren mit aller Wahrscheinlichkeit dgraass mittels ersterer Methode
sowohl aktive als auch inaktive Mikroorganismen hgawiesen werden konnen, die
auch in Abwesenheit von 2,4-DCP im Boden vorliegeetztere Technik hingegen
detektiert und quantifiziert ausschliel3lich die nadst Mitglieder einer mikrobiellen
Gemeinschaft. Gleichwohl fihrten in der vorliegemdarbeit sowohl die MPN-
Methode als auch die gPCR Analyse zu den gleiclolituSsfolgerungen und geben in
Kombination einen umfassenden quantitativen Eikbiic die mikrobielle 2,4-DCP-
abbauende Gemeinschatft.
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Abbildung 41: tfdB-, tfdC- und pheA-Genkopienzahlen bezogen auf ng eingesetzter DNA
in feldfrischem Boden (t) sowie in vorinkubiertem Drilospharen- und Bodenmaerial
nach 33-tagiger Bodensauleninkubation.Dargestellte Kopienzahlen sind Mittelwerte aus
zwei qPCR-Messungen; Fehlerbalken geben den hachstassten Wert an. Unterschiedliche
Buchstaben indizieren einen signifikanten Untemesdghider anhand eines t-Tests bestimmt
wurde. Abkilrzungen: RW, Regenwurm; G, GangwandeD&rminhalt; K, Kotkriimel; Bu,
obere Schicht (0-5 cm) des Bodens; Bl, untere &tlft®c10 cm) des Bodens.
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Abbildung 42: tfdB-, tfdC- und pheAGenkopienzahlen bezogen auf ein Gramm
Trockengewicht in feldfrischem Boden (§) sowie in vorinkubiertem Drilospharen- und
Bodenmaterial nach 33-tdgiger BodensdauleninkubatianDargestellte Kopienzahlen sind
Mittelwerte aus zwei gPCR-Messungen; Fehlerbalkelpeg den hdchsten erfassten Wert an.
Unterschiedliche Buchstaben indizieren einen skgniten Unterschied, der anhand eines t-
Tests bestimmt wurde. Abkirzungen: RW, RegenwurmGangwande; D, Darminhalt; K,
Kotkriimel; Bu, obere Schicht (0-5 cm) des Bodens;uBtere Schicht (5-10 cm) des Bodens;
TG, Trockengewicht.
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Abbildung 43: Relative Genhéaufigkeit (Relative Gend-requency Ratio, RGFR) vontfdB-,
tfdC- und pheA-Genkopien pro ng eingesetzter DNA in Drilosphérenraterial nach 33-
tagiger Bodensauleninkubation. Verglichen werden Kopienzahlen aus 2,4-DCP-
vorbehandelten Proben mit 2,4-DCP-unbehandeltebdprd+/+vs. +/-). Vorliegende Daten
sind Mittelwerte von Duplikaten; Fehlerbalken geldem hochsten berechneten Wert an.

Metabolisch aktive 2,4-DCP- und Phenol-verwertendéikroorganismen in
Bodenproben wurden anhand der Gentranskripte iraVeder Bodensauleninkubation
zu den Zeitpunkten fInkubationsbeginn)t(hach zwei Tagen);d (nach zehn Tagen)
sowie am Versuchsende nach 33 Tagen quantifiZiagt. Amplifizierung vontfdB-
Transkripten aus Bodenproben war fur keinen Zeipemfolgreich.tfdC- und pheA
Transkripte wurden flr alle Bodenproben und flejedeitpunkt detektiert (Abbildung
44). Im feldfrischen Boden zum Zeitpuntwurden 2,3 x 1btfdC- bzw. 1,1 x 16
pheATranskripte pro ng cDNA erfasst (Abbildung 44).dNawei Tagen zeigte sich in
beiden Fallen eine Abnahme der Gentranskripte visnzih 84 %, was mit der
beobachteten, schnellen Abnahme des Substrate®CR4-in den Bodensaulen
einhergeht (Abbildung 17). Die Relative Genhaufigkam Zeitpunkt 45 zeigte mit den
ermittelten Werten von maximal 1,6 bzw. 1,2 eineeutralen Effekt von
Regenwiurmern und / oder 2,4-DCP auf die Anzahlvakt2,4-DCP- und Phenol-
abbauender Bakterien (Abbildung 45). Im Verlauf bi&eubation wurde eine Zunahme
der tfdC-Transkripte beobachtet, die jedoch nur fir Probeit einer 2,4-DCP
Vorbehandlung in einer signifikant hoheren (t-Tegt:< 0,05) Transkriptzahl im
Vergleich zu § resultierte (Abbildung 44). Die Relative Genhékég war zudem fur
die untersuchte EinflussgroRe 2,4-DCP in Abweséntmei Regenwirmern mit einem
Wert von 6 am hdchsten (Abbildung 45).

Die Anzahl der detektiertepheATranskripte in Regenwurm- und / oder 2,4-DCP-
vorbehandelten Bodenproben erhodhte sich nach zelgenT Inkubation leicht, blieb
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aber unter dem zu Inkubationsbeginn erfassten \(\Adsbildung 44). Bodenproben

ohne voherigen Einfluss von Regenwirmern und 2,#/2D@esen am Ende der
Inkubation die hdchsterpheATranskriptzahlen auf, die jedoch nicht signifikant
unterschiedlich (t-Testp > 0,05) zu ¢ waren. Die Relative Genhaufigkeit fir alle
Proben war < 1 (Abbildung 45), was auf einen indmbnden Effekt von Regenwirmern
und Substrat auf die Aktivitdt von Phenol-abbauenBakterien schlie3en Iasst.
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Abbildung 44: tfdC- und pheATranskriptzahlen bezogen auf ng eingesetzter cDNA den

oberen 5 cm des Bodens zu Versuchsbeginn)(sowie nach 2 Tagen, 10 Tagen und 33
Tagen (Beendigung der Bodensauleninkubation)Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
von Duplikaten; Fehlerbalken zeigen den hdchstehniedrigsten erfassten Wert. Abkirzung:

RW, Regenwurm.
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Abbildung 45: Relative Genhéaufigkeit (RGFR) vontfdC- und pheA-Transkripten pro ng
eingesetzter cDNA in den oberen 5 cm des Bodens halmkubation in Bodensaulen.
Gezeigt werden der Effekt von (a) Regenwirmern uhd-DCP (dunkelgrau), (b)
Regenwurmern in Gegenwart von 2,4-DCP (weil3), @dRwirmern in Abwesenheit von 2,4-
DCP (schwarz), (d) 2,4-DCP in Gegenwart von Regemein (hellgrau) und (e) 2,4-DCP in
Abwesenheit von Regenwirmern (weil3-schraffiert)gétildete Daten stellen Mittelwerte von
Duplikaten dar; Fehlerbalken geben den hdchsteechaeten Wert an. Eine RGFR von > 1
(rote Linie) zeigt einen stimulierenden, von < Inex inhibierenden Effekt des jeweils
untersuchten Faktors.

Da die detektiertetfdC- und pheAGentranskriptzahlen deutlich unter den erfassten
Genkopienzahlen lagen, war der Einfluss von Regemein und / oder 2,4-DCP auf
die Expression der am Abbau von 2,4-DCP und Pheetiligten strukturellen Gene
marginal.
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3.4. Identifizierung 2,4-DCP-[**C]-verwertender Bacteria  in
Drilosphéren- und Bodenmaterial mit Hilfe des 16S RNA
basierten Stabilen-Isotopenversuches

Die Methodik des Stabilen Isotopenversuches (,stabbtope probing“, SIP) wurde
eingesetzt, um aktive 2,4-DCE'C]-verwertende Bakterien der Dom&Bacterianach
Inkubation mit {°C]-2,4-DCP in Bodensaulen und Mikrokosmen unterscheén
Bedingungen zu identifizieren.

3.4.1. Abbau von [**C]- und [**C]-2,4-DCP in Bodens&ulen

Die Abnahme von*fC]- sowie [*C]-2,4-DCP erfolgte in allen, mit 2,4-DCP-versetzgte
Bodensaulen gleichmafig und ohne auffallige Veradiggen (Abbildung 46). Dabei
konnte kein Unterschied zwischen detfC[-2,4-DCP und dem*{C]-markierten 2,4-
DCP beobachtet werden. Nach 3-tdgiger Inkubatiordeveine Substratabnahme von
bis zu 81 % fiir 'C]-2,4-DCP-supplementierte und bis zu 83 % ftf€]-2,4-DCP-
supplementierte Bodensaulen detektiert (Abbildu6y #lach 19 Tagen (Bodensaulen
mit Regenwirmern) bzw. 41 Tagen (Bodensaulen olegeRvirmer) lag die 2,4-DCP
Konzentration unter dem Detektionslimit. Die jewgein Inkubationsansétze wurden
daraufhin umgehend beendet, um eine (negative nBesesung der aktiven, 2,4-DCP-
Kohlenstoff-verwertenden mikrobiellen Gemeinsclaftminimieren. Die Uberlebens-
rate der eingesetzten Regenwirmer in deffC]{ und [°C]-2,4-DCP
Inkubationsansatzen lag bei 100 %.
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Abbildung 46: Abnahme von [°C]- bzw. ['*C]-2,4-DCP in Bodenséaulen mit
landwirtschaftlichem Boden aus Scheyern in Gegenwaroder Abwesenheit von A.
caliginosa Die Inkubation erfolgte bei 15 °C im Dunkeln. Dastellt sind Mittelwerte von
zwei Replikaten; die Fehlerbalken geben den hoohstel niedrigsten gemessenen Wert an.
Die Pfeile zeigen die Beendigung der Inkubationdi@ jeweiligen Ansatze. Abkiirzung: RW,
Regenwurm. 13C, Inkubation mifC]-2,4-DCP; 12C, Inkubation mitiC]-2,4-DCP.

3.4.2. Abbau von [**C]- und [**C]-2,4-DCP in oxischen Mikrokosmen

Im Hinblick auf eine verstarkte Anreicherung 2,44D€>C]-assimilierender Bakterien
wurden Drilosphéren- und Bodenproben nach Beendigler Bodensauleninkubation
(vgl. 3.4.1., Abbildung 46) in Form von Bodenauféchmungen mit etwa 40 p&€]-
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oder {°C]-2,4-DCP pro Gramm Frischgewicht inkubiert. Naghagiger Inkubation
wurde eine Substratabnahme von mehr als 90 % *3@]-[und [°C]-2,4-DCP-

supplementierten Mikrokosmen detektiert (Daten nigézeigt). {°C]- und [C]-2,4-

DCP wurde nach komplettem Abbau in regelméaRigentdsioen den Mikrokosmen
zugesetzt. Die Konzentrationsbestimmung mittels ElP4Aeigte fir alle Ansatze im
Verlauf der Inkubation einen 2,4-DCP Verbrauch uweist folglich auf eine
Anreicherung von 2,4-DCP-C]-verwertende Bakterien hin.

3.4.3. Dichtegradientenzentrifugation

Die nach Extraktion und Aufreinigung erhaltene RN#us Bodensaulen— und
Mikrokosmenversuchen wurde mit Hilfe einer CsTFAciegradientenzentrifugation

in die isotopisch ,schwere’®*C-RNA aktiver 2,4-DCPfC]-assimilierender Bakterien

und in die isotopisch ,leichte??C-RNA der restlichen mikrobiellen Gemeinschaft
aufgetrennt. Im Anschluss an die Fraktionierungolgté die Bestimmung der

Schwebdichte in den einzelnen Fraktionen anharesdfntrollgradienten ohne RNA

(Abbildung 47).

1,84
R% = 0.995
1,82 -
1,80 -
1,78 -

1,76 1

Schwebdichte (g i)

1,74 1

1,72 - - - - - - - . . .

Fraktion

Abbildung 47: Schwebdichte der Fraktionen 1 bis 1@iner Kontrollgradientenldsung ohne
RNA nach 67 h Zentrifugation bei 37.800 rpm und 20C des Zentrifugationslaufes 4Die
Messung der Dichte erfolgte bei 20 °C. Dargesteitesswerte sind Mittelwerte von zehn
Wiederholungsmessungen (+ Standardabweichung)LiDie zeigt die lineare Regression mit
dem Bestimmtheitsmal} R2.
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Wahrend der 67-stindigen Zentrifugation bei 37.80Mh bildete sich ein linearer,
reproduzierbarer Gradient mit einer Schwebdichte ¥d59 + 0,019 g pro ml bis 1,837
+ 0,02 g pro ml (Mittelwerte + Standardabweichung; 4) aus. Fur die Identifizierung
aktiver Mikroorganismen wurde in der vorliegenderbéit die ,schwere*, vollstandig
3C-markierte rRNA aus Ansatzen mit€]-2,4-DCP mit der ,schweren* unmarkierten
12C-rRNA aus den Ansatzen mit’C]-2,4-DCP verglichen. Auf diese Weise kénnen
maogliche ,falsch-positive” Ergebnisse, die durchke dvligration ,schwerer®, G+C-
reicher rRNA in die ,schweren“ Fraktionen auftretemnimiert werden. Mit Hilfe der
RNA Quantifizierung wurde fur jede Drilospharen-duBodenprobe drei reprasentative
.Schwere” Fraktionen zur weiteren Verwendung ausgdtv Kontrollanalysen eines
kompletten Gradienten mittels TRFLP und Pyrosegigenzg wurden zur Uberpriifung
einer erfolgreichen**C-Markierung sowie zur Bestatigung der Fraktionemaahl
herangezogen.

3.4.4. RNA Verteilung entlang des Dichtegradienten

Die fraktionierte RNA wurde préazipitiert und ansellend quantifiziert. Die Verteilung
der RNA in den einzelnen Fraktionen wurde fur @Meben bestimmt. Die RNA-
Wiederfindung in den Fraktionen eins bis zehn fiér'dC-Proben betrug dabei 97,3 %
+ 10,6 %, fur die**C-Proben 94,8 % + 14,5 % (Mittelwert + Standardatueng, n =
15). Nach der Inkubation in Mikrokosmen wiesen malkr80 % der wiedergefundenen
12C-RNA in der Kotkriimel-Probe eine Schwebdichte gi77 g pro ml bis 1,798 g
pro ml auf (Abbildung 48). Anhand der RNA-Verteilyskurve der*C-Probe wurde
eine Verschiebung der RNA in die ,schweren“ Frakéin beobachtet. Der Grol3teil (>
60 %) der*C-RNA wies eine Schwebdichte von 1,798 g pro ml1h&32 g pro ml auf
(Abbildung 48). Die aufgetretene Verschiebung ddrARVerteilung nach Inkubation
mit [**C]-2,4-DCP weist auf eine erfolgreiche Anreicheruaieg ,schweren*’C-Isotops
in der RNA hin und zeigt eine Markierung von 2,4{¢3C]-assimilierender
Bakterien.

Nach Literaturangaben weist eine vollstantfig-markierte rRNA, extrahiert aus einer
Reinkultur vonMethylobacterium extorquensine mittleren Schwebdichte von 1,815 g
pro ml auf (Liiderst al, 2004). Basierend auf diesem Wert wurden fiir jé6e und
12C-Probe drei Fraktionen (Abbildung 48, Tabelle-AH it einer mittleren
Schwebdichte von 1,812 g pro ml + 0,017 g pro sl ,gachwer” definiert, in cDNA
transkribiert und fur weitere molekularbiologisddetersuchungen herangezogen.
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Abbildung 48: Verteilung der RNA aus Kotkrimel-Proben von A. caliginosa nach 50-
tagiger Inkubation in Mikrokosmen mit ['’C]- bzw. [*C]-2,4-DCP entlang des
Dichtegradienten. Dargestellt sind Werte von jeweils einem Replikateile markieren die
~Schweren” Fraktionen (2 bis 4), die fur weiterealysen verwendet wurden. 13C, Inkubation
mit [*°*C]-2,4-DCP; 12C, Inkubation mitiC]-2,4-DCP.

3.4.5. TRFLP-Analyse

Eine Anreicherung der RNA mifC sowie die Auswahl der ,schweren* Fraktionen
anhand der RNA-Verteilung wurden mit Hilfe der TRF-Analyse Uberprift. Daflr
wurden exemplarisch fiifC- und**C-Bodenproben (5-10 cm; Regenwurmbehandlung;
Mikrokosmen) die bakteriellen 16S rRNA-Genfragmeats der cDNA der Fraktionen
eins bis neun amplifiziert. Die Amplifikation de63% rRNA Gene war fir alle Proben
erfolgreich (Abbildung 49).

< [**C]-Inkubation NK S [**C]-Inkubation
1 ) (Gt 9‘{12345678

l 8
EREE . e

Abbildung 49: Gelelektrophoretische Kontrolle der RCR-Amplifikation potentieller 16S
rRNA-Genfragmente (ca. 880 bp) aus cDNA der Gradigenfraktionen 1 bis 9 mit dem
Primerpaar 27F-IRD700/907RM fur die TRFLP-Analyse. Dargestellt sind die Ergebnisse
fur ein Replikat der Bodenprobe (5-10 cm) nach Mliksmeninkubation, vorinkubiert mit
Regenwiirmern undC]- bzw. [°C]-2,4-DCP. Abkiirzungen: S, Langenstandard MWM-K; N
Negativkontrollen mit PCR-Wasser.
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Nach dem sich anschlieRenden Restriktionsverdaivispt zeigten die TRFLP-Profile
der bakteriellen 16S rRNA-Genfragmente at®C- und *3C-Proben deutliche
Unterschiede (Abbildung 50). Die ,schweren* und gigichten“ Fraktionen detC-
Inkubation  unterschieden sich zudem in der Zusamseteong ihrer
Restriktionsfragmente. Anhand dieser Ergebnisset I1&&h belegen, dass (a) die
Auftrennung von *C-RNA und **C-RNA erfolgreich war, (b) Bakterien aus
Drilospharen- und Bodenproben 2,4-DCRG] assimilierten und in ihre Nukleinsauren
einbauten und (c) die anhand der RNA-Verteilunggausihlten ,schweren“ Fraktionen
zur vergleichenden Analyse geeignet sind.
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Abbildung 50: TRFLP-Profil  bakterieller 16S rRNA cDNA Sequenzen der
Gradientenfraktionen 1 bis 9 nach 50-tagiger Inkub&on in Mikrokosmen mit [ **C]-bzw.
[**C]-2,4-DCP. Abgebildet sind die nach TRFLP-Analyse detektiertderminalen
Restriktionsfragmente (50-823 bp) fir ein Replikdér Bodenproben (5-10 cm) nach
Vorinkubation mit Regenwiirmern. Abkiirzungen: 12@kubation mit {°C]-2,4-DCP; 13C,
Inkubation mit [13C]-2,4-DCP.

3.4.6. Erstellung der 16S rRNA Amplikon-Genbibliotheken

Aus der cDNA der ausgewahlten ,schweren* Fraktionem'“C- und**C-Inkubationen
wurden 16S rRNA-Genfragmente (ca. 560 bp) fir dyeoSequenzierung und die
anschlieBende Erstellung von Amplikon-Genbibliotrek amplifiziert. Die
Amplifikation der Genfragmente war fur alle Proberiolgreich und lieferte Banden
mit der gewulnschten Fragmentlange (Abbildung 51)e [ufgereinigten und
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quantifizierten PCR-Produkte wurden zu gleichen lefeivereinigt und fir die
Pyrosequenzierung eingesetzt. Insgesamt wurdemgaikon-Genbibliotheken erstellt,
um die Abundanz und Diversitat dBacteriain den ,schweren* Fraktionen d&iC-
und **C-Proben zu vergleichen und aktive 2,4-DC¥]-assimilierende
Mikroorganismen zu identifizieren.

[**C]-Inkubation f2C]-Inkubation S NK
2 8 4 2 3

4
--'..-..“."
-

Abbildung 51: Gelelektrophoretische Uberpriifung der PCR mdglicher 16S rRNA-
Genfragmente (ca. 560 bp) aus cDNA der ,schweren” rBktionen 2 bis 4 mit dem
Primerpaar 341F und 907RM fir die PyrosequenzierungAbgebildet sind die Ergebnisse
fur ein Replikat des Bodens (0-5 cm) nach Mikrokesmersuch, vorinkubiert mit
Regenwiirmern undC]- bzw. [°C]-2,4-DCP. Abkiirzungen: S, Langenstandard MWM-K; N
Negativkontrollen mit PCR-Wasser.

3.4.7. Pyrosequenzierungs-basierende Gradientenanalyse

Zuséatzlich zur TRFLP-Analyse wurden die Anreicherwon **C-markierter RNA
sowie die vorgenommene Auswahl der ,schweren“ kvakh anhand von
Pyrosequenzierungsdaten Uberpraft. Dafir wurden mplagisch die relativen
Haufigkeiten detektierter OTUs (Familien-Ebene, @agéahnlichkeit 87,7 %) in den
16S rRNA Amplikon-Genbibliotheken d&C- und**C-Inkubationen von Bodenproben
(0-5 cm) aus Bodensaulenansatzen ohne Regenwulamgtes gesamten Gradienten
verglichen (Abbildung 52, Abbildung 53). Die erfess Profile zeigten sowohl
deutliche Unterschiede zwische?C- und *3C-Proben als auch zwischen
.Schweren* und ,leichten® Fraktionen. Unter andererkonnte das den
Sphingomonadacearmigeordnete OTU nur in den ,schweren* Fraktioner dC-
Inkubation nachgewiesen werden (Abbildung 52, Ahlmlg 53). Diese Ergebnisse
unterstitzen die TRFLP-Daten und weisen darauf ldass (a) im Laufe der
Bodensauleninkubation aktive Mikroorganismen 2,4F9EC] assimilierten und in
ihrer RNA anreicherten und (b) die als ,schwer” idigfiten Fraktionen fur eine
Identifizierung {°C]-2,4-DCP-metabolisierender Bakterien geeigned.sin
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Abbildung 52: Relative Haufigkeiten reprasentativer vorwartsgerichteter 16S rRNA
Teilsequenzen in*’C- und **C-Amplikon-Genbibliotheken von Bodenproben der obeen
5cm aus Bodensdulen ohne Regenwurmbehandlung nadPyrosequenzierung- und
Jaguc2-Analyse entlang des Dichtegradienterl2C, Inkubation mit fC]-2,4-DCP; 13C,
Inkubation mit {3C]-2,4-DCP.
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Abbildung 53: Relative Haufigkeiten reprasentativer, rickwartsgerichteter 16S rRNA
Teilsequenzen in*’C- und **C-Amplikon-Genbibliotheken von Bodenproben der obeen
5cm aus Bodensaulen ohne Regenwurmbehandlung nadPyrosequenzierung- und
Jaguc2-Analyse entlang des Dichtegradienterii2C, Inkubation mit fC]-2,4-DCP; 13C,
Inkubation mit {*C]-2,4-DCP
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3.4.8. Quantitative und qualitative Analyse der Amplikon-Genbibliotheken

Insgesamt wurden 582.484 16S rRNA Teilsequenzen,vorda 337.291
vorwartsgerichtete und 245.193 riickwartsgerichBstquenzen, mit Hilfe der Software
JAguc2 analysiert. Die durchschnittiche Sequerggdnin den Amplikon-
Genbibliotheken betrug dabei 501 bp + 16 bp (votsyabzw. 498 bp = 17 bp
[(rckwarts), (Mittelwerte = Standardabweichungen,= 16)]. Die durchgefiihrte
Vergleichsanalyse mit Hilfe der QIIME Software l#gjte die durch JAguc2
berechneten Ergebnisse und zeigte, dass JAguc2 diér Analyse von
Pyrosequenzierungsdaten auf Familien-Ebene geegmé@ie Coverage auf Familien-
Ebene (Sequenzéhnlichkeit 87,7 %) fur 16S rRNA Sequenzen aus den 32
Genbibliotheken lag im Durchschnitt bei 98,5 % % % (vorwarts) sowie bei 98,4 % *
0,8 % (ruckwarts). Die hohen Coverage-Werte dedt@mauf hin, dass die Diversitat
aller Amplikon-Genbibliotheken zum Grol3teil erfagstrde.

3.4.8.1. Rarefaction-Analyse von 16S rRNA cDNA Sequenzen

Die zu erwartende Anzahl an OTUs auf Familien-Ebeme&rde mit Hilfe der
Rarefaction-Methode fur jede Amplikon-Genbibliothekgeschatzt (Abbildung 54).
Der Vergleich der Rarefaction-Kurven voliC- und *C-Inkubationen zeigte im
Allgemeinen, dass sich die 95 %-Konfidenzintervaliber einen Grof3teil des
Kurvenverlaufes Uberlappten und somit nicht sigmifit unterschiedlich waren
(Abbildung 54). Der abflachende Kurvenverlauf waaatlem auf einen ausreichenden
Probenumfang hin und belegt, dass der GrofteilDieersitat fir die ausgewahlten
,schweren“ Fraktionen défC- und**C-Inkubationen gut erfasst wurde.
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Abbildung 54: Reprasentative Rarefaction-Analyse de nach Pyrosequenzierung und
JAguc2-Auswertung erhaltenen 16S rRNA Teilsequenzefw 501 bp) aus dem Darminhalt
von A. caliginosa nach Mikrokosmeninkubation mit 2,4-DCP auf Familien-Ebene. Die
schwarzen Linien geben die 95 % Konfidenzintervahe Die Zuordnung in ein OTU basiert
auf einer Sequenzéhnlichkeit von 87,7 % (Familibette; Yarzat al, 2010). 13C, Inkubation
mit [**C]-2,4-DCP; 12C, Inkubation mit'4{C]-2,4-DCP. Abkirrzungen: V, Analyse der
vorwartsgerichteten Sequenzen; R, Analyse der réadkgerichteten Sequenzen.

3.4.8.2. Mikrobielle Diversitat

Die Anzahl der detektierten OTUs in den atf€-Bodens&ulenproben erstellten
Genbibliotheken war in der Regel héher als in Hi&Vergleichsproben, ebenso wie
der nicht-parametrischen Schatzwert Chaol (Tab@W. Der Vergleich der
Biodiversitat anhand des Shannon-Index sowie deenfess in*’C- und C-
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Inkubationen zeigte keine signifikanten Unterschi¢dTest:p > 0,05) und unterstitzt
die Ergebnisse der Rarefaction-Analyse. Die baddteriDiversitat nach 41 Tagen
Inkubation in Bodenséaulen ohne Regenwirmer undDZR- entsprach in etwa der zu
Beginn des Inkubationsansatzes (Tabelle 37). Besdachtung weist darauf hin, dass
die gewahlten Inkubationsbedingungen keine sigaifien Auswirkungen auf die
Biodiversitat hatten. Das Drilospharenmaterial wrasVergleich zu den Bodenproben
einen signifikant niedrigeren Shannon-Index auf€$t: Hgangwinde, Darminhalt, Kotkriimm¥iS-

H Boden + RegenwiirmeP < 0,05; HGangwande, Darminhatt, Kotkrumm&fS. HBoden — RegenwirmeP <
0,05), was auf einen selektiven Effekt von Regemain auf die Diversitat von
Bodenbakterien hindeutet.

Nach Inkubation in Mikrokosmen und einem GesamtE22P Verbrauch von bis zu

425 pg kam es zu einer deutlichen Abnahme der Birérin den Drilospharen- und
Bodenproben. Die Anzahl der detektierten OTUs penltioliothek verringerte sich im

Durchschnitt von 305 (nach Bodensauleninkubatiom) 223 (nach Mikrokosmen-

inkubation). Der durchschnittliche Shannon-Index v@angwanden, Darminhalt und
Kotkrimmeln sank von 3,41 auf 2,92 (t-Tegt:< 0,05), der Shannon-Index der
Bodenproben von 3,70 auf 3,22 [(t-Tept:< 0,05), (Tabelle 37, Tabelle 38)]. Der
beobachtete, signifikante Rickgang der Biodiversitich verlangerter Inkubation und
erhohter 2,4-DCP Konzentration deutet darauf himassd potentielle 2,4-DCP-
Kohlenstoff-verwertende bzw. 2,4-DCP-tolerante Bakin angereichert wurden.
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Tabelle 37: Diversitatsanalyse 16S rRNA Teilsequean in Amplikon-Genbibliotheken
aus Material vor bzw. nach BodensauleninkubationZahlen in Klammern geben die untere
und obere Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls drckRartsgerichtete Proben sind mit — r

markiert. Abkirzung: RW, Regenwurm.

Probe Anzahl Shannon Evenness Chaol
OTUs
to?
*c 359 3,79 (3,76;3,81) 0,64 (0,64;0,65) 536 (4B8)
2c 540 3,88(3,95;3,90) 0,62 (0,61;0,62) 746 (GBR)
1¥C -r 391 3,96 (3,92; 3,99) 0,66 (0,66;0,67) 54F1(4635)
2Cr 582 4,00 (3,97;4,03) 0,63(0,62;0,63) 75R(7828)
Gangwéande
3¢ 208 3,25(3,21;3,29) 0,61 (0,60;0,62) 284 (B1M)
zc 287 3,70(3,67;3,73) 0,65 (0,65;0,66) 397 (3ER)
¥C r 196 3,33 (3,28;3,39) 0,63 (0,62;0,64) 242(285)
12C r 282 3,80 (3,76;3,84) 0,67 (0,67;0,68) 3841(3447)
Darminhalt
3¢ 203  3,10(3,07;3,14) 0,58 (0,58; 0,59) 266 (Z2N)
2c 248 3,11 (3,08;3,15) 0,56 (0,56; 0,57) 361 (JMR)
3¢ r 246 3,22 (3,17;3,26) 0,58 (0,58; 0,59) 4M9(FH03)
2Cr 314  3,21(3,18;3,25) 0,56 (0,55; 0,56) 408(3463)
Kotkrimmel
*c 368 3,44 (3,41;3,47) 0,60 (0,59;0,60) 456 (439)
zc 320 3,53(3,51;3,56) 0,60 (0,59;0,60) 552 (48%t)
¥C -r 296 3,56 (3,52;3,60) 0,63 (0,62;0,63) 4486(FH24)
2Cr 397 3,66 (3,63;3,68) 0,61(0,61;0,62) 53B4%H41)
0-5 cm Boden + RW
3¢ 306 3,56 (3,52;3,60) 0,62 (0,62;0,63) 529 (66R)
zc 390 3,67 (3,64;3,71) 0,62 (0,61;0,62) 583 (HBBL)
¥C r 344  3,75(3,70;3,79) 0,64 (0,63;0,65) 62B1(5769)
12Cr 422 3,81 (3,77;3,85) 0,63 (0,62;0,64) 64B35750)
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Probe Anzahl Shannon Evenness Chaol
OTUs
5-10 cm Boden + RW
*c 402 3,49 (3,46;3,52) 0,58 (0,58;0,59) 533 (48M)
2c 310 3,76 (3,74;3,78) 0,65 (0,65; 0,66) 417 (IXRW)
3¢ r 410 3,49 (3,46; 3,52) 0,58 (0,58; 0,59) 5533(FH29)
2Cr 327 3,84(3,82;3,87) 0,66 (0,66;0,67) 41Z7(3473)
0-5 cm Boden - RW
*c 357  3,95(3,92;3,99) 0,67 (0,67;0,68) 510 (£58)
zc 239  3,58(3,55;3,62) 0,65 (0,65;0,66) 331 (ZWm)
¥C r 478 4,20 (4,16; 4,24) 0,68 (0,67; 0,69) 83A2(P88)
2Cr 302 3,73(3,69;3,77) 0,65 (0,65;0,66) 4483(H36)
5-10 cm Boden - RW
3¢ 234 3,61(3,57;3,65) 0,66 (0,65;0,67) 317 (BBR)
2c 236 3,48 (3,44;3,48) 0,64 (0,63;0,64) 324 (23R)
¥C r 203 3,74 (3,70;3,79) 0,70 (0,70; 0,71) 26242316)
12C r 209  3,61(3,57;3,66) 0,68 (0,67;0,68) 2626(314)
Kontroll-Boder?
0-5cm 378  3,88(3,83;3,93) 0,65(0,65;0,66) EZR;603)
5- 10 cm 338 3,73(3,68;3,78) 0,64 (0,63;0,65) 3 @4; 505)
0-5cm -r 440  3,95(3,90; 4,01) 0,65 (0,64; 0,66¥42 677; 737)
5- 10 cm -r 458  4,03(3,97;4,08) 0,66 (0,65; 0,6B50 (588; 741)

8 feldfrischer Boden vor Bodensauleninkubation
b ohne Regenwurm- und 2,4-DCP-Behandlung
13C, Inkubation mitfC]-2,4-DCP; 12C, Inkubation mit{C]-2,4-DCP
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Tabelle 38: Diversitatsanalyse 16S rRNA Teilsequenzen in Amplin-Genbibliotheken
aus Material nach Mikrokosmeninkubation. Zahlen in Klammern geben die untere und obere
Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls an. Ruckwartsbete Proben sind mit — r markiert.

Abklrzung: RW, Regenwurm.

Probe Anzahl Shannon Evenness Chaol
OTUs
Gangwéande
*c 189 2,70 (2,66;2,74) 0,51 (0,51;0,52) 256 (ZIR)
zc 247 3,50(3,47;3,54) 0,64 (0,63;0,64) 347 (30B)
3¢ r 196  2,75(2,71;2,79) 0,52 (0,51; 0,53) 3304(2431)
2Cr 232 3,55(3,51;3,59) 0,65 (0,64;0,66) 367%3469)
Darminhalt
3¢ 264 1,62 (1,59;1,65) 0,29 (0,29;0,30) 357 (3MBY)
zc 211 2,62 (2,60;2,65) 0,49 (0,49; 0,49) 303 (ZRIL)
¥C r 179 1,69 (1,65;1,73) 0,33 (0,32;0,33) 24D1(294)
12Cr 195 2,55(2,52;2,58) 0,48 (0,48; 0,49) 2686(2323)
Kotkrimmel
3¢ 414 3,40 (3,37;3,43) 0,56 (0,56; 057) 629 (558%)
2c 291 3,48 (3,44;3,51) 0,61(0,60;0,61) 414 (BB
3¢ r 504 3,53 (3,50;3,57) 0,57 (0,56;0,57) 6IBK6778)
2Cr 324 3,59 (3,55;3,62) 0,62(0,61;0,63) 4983(%602)
0-5 cm Boden + RW
*c 202 3,24 (3,19;3,29) 0,61 (0,60;0,62) 300 (Z8)
zc 153 3,41 (3,36; 3,46) 0,68 (0,67; 0,69) 244 (133%)
3¢ r 132 3,17 (3,11;3,23) 0,65 (0,64; 0,66) 2160(1298)
2Cr 108 3,30 (3,23;3,36) 0,70 (0,69;0,70) 12B51158)
5-10 cm Boden + RW
3¢ 180 2,80 (2,77;2,84) 0,54 (0,53; 0,55) 270 (ZBR)
zc 178 3,40 (3,37;3,43) 0,66 (0,65; 0,66) 218 (1HEK)
¥C r 160 2,94 (2,89;2,99) 0,58 (0,57;0,59) 233(1301)
12Cr 167 3,51 (3,47;3,55) 0,69 (0,68; 0,69) 2139%1259)
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Probe Anzahl Shannon Evenness Chaol
OTUs
0-5 cm Boden - RW
3¢ 235 2,76 (2,72;2,80) 0,51 (0,50;0,51) 368 (IKR)
1z 186 3,03 (2,99;3,07) 0,58 (0,57;0,59) 255 (ZA3t)
3¢ r 134 2,56 (2,50; 2,62) 0,52 (0,51; 0,53) 1850(1241)
12C r 142  3,05(2,98;3,11) 0,61 (0,60;0,63) 2495(1349)
5-10 cm Boden - RW
3¢ 284 3,30 (3,27;3,33) 0,58(0,58;0,59) 385 (3WBE)
2c 238 3,66 (3,63;3,69) 0,67 (0,66;0,67) 294 (ZBH,)
¥c r 301 3,55(3,51;3,60) 0,62 (0,61;0,63) 45@4FH42)
12C r 204 3,78 (3,73;3,84) 0,71(0,70;0,72) 30@XRB78)

13C, Inkubation mitC]-2,4-DCP; 12C, Inkubation mitiC]-2,4-DCP

3.4.8.3. Phylogenetische Analyse von 16S rRNA cDNA Sequenzen

3.4.8.3.1.1dentifizierung von metabolisch aktiven Bacteria

Detektierte ,Familien-OTUs" mit einer relativen Higkeit von > 1 % in den
Amplikon-Genbibliotheken wurden mit Hilfe von BLA®Tphylogenetisch analysiert.
Die Auswertung der Bibliotheken zeigte dabei eineeide, aktive mikrobielle
Gemeinschaft im landwirtschaftlichen Boden sowid®ilospharen- und Bodenproben
nach einer Inkubation in Bodenséaulen. Im feldfreacBoden zu Inkubationsbeginn
wurden insgesamt 23 metabolisch aktive Familienhgawiesen und den Phyla
Proteobacteria(37,6 %),Firmicutes (10,2 %),Acidobacteria(8,5 %), Actinobacteria
(7,8 %) undCyanobacteria(3,5 %) zugeordnet bzw. als nicht-klassifizieBacteria
(3,2 %) bezeichnet (Tabelle 40, Tabelle 4ByphomicrobiaceaeBacillaceae und
Acidobacteriaceaewiesen dabei die hochsten relativen Abundanzerrimatb der
Genbibliotheken auf. Nach einer 19- bzw. 41-tdgigekubation in Bodensaulen
wurden 49 klassifizierte und sieben nicht-klasgfite Familien in Drilospharen- und
Bodenproben detektiert und den Phyeoteobacteria(g 37,4 %, 18,8 - 59,1 %),
Firmicutes(g 24,7 %, 6,7 - 48,6 YdBacteroidetega 6,0 %, 0 - 24,3 %Acidobacteria
(g 1,6 %, 0 - 4,0 %)Actinobacteria(g 4,2 %, 0 - 12 %)Cyanobacteria(g 0,8 %, O -
3,2 %),Chloroflexi(g 0,5 %, 0 - 3,0 %),T,enericutes (g 0,2 %, O - 3,2 %) zugeordnet
sowie als nicht-klassifiziert®acteria (g 0,9 %, 0 - 3,4 %) bezeichnet (Tabelle 39,
Tabelle 41). Zu den dominierenden Familien (re@atiaufigkeit> 11 %) innerhalb der



162 Ergebnisse

Drilosphéare  zahlten Clostridiaceae Pseudomonadaceae Flavobacteriaceae
Comamonadaceae Hyphomicrobiaceae Rhodobiaceae sowie Xanthobacteraceae
Regenwurm-beeinflusste  Bodenproben zeigten eine licAen mikrobielle
Zusammensetzung. Neben den bereits in der Drilospldatektierten dominanten
Familien Clostridiaceae Pseudomonadacepe Flavobacteriaceae und
Hyphomicrobiaceae wurden Comamonadacea¥erwandte, Bacillaceae sowie
Geobacteraceanachgewiesen. In Bodenproben aus 2,4-DCP-behand@tidensaulen
ohne Aporrectodea caliginosa wurden die dominierenden Familien den
AlphaproteobacterialHyphomicrobiaceaePhyllobacteriaceae sowie denFirmicutes
(Bacillaceae Clostridiaceag Peptococcacege zugeordnet. Kontrollproben ohne
Einfluss von Regenwirmern und 2,4-DCP wurden vokrirganismen der Familien
Clostridiaceage GeobacteracegdacillaceaeundPhyllobacteriaceaelominiert.

0,20y ee Bu -/-
Bu-/-r
| Bl +15C .Bu -13Cr
[ ) l. °
0,10 Bl+Crepl+12Cr Bl -/-
Gwiicr ®GwiCr Bu-C Bl /-1
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2 *KozC BITHC fgy.uc
[ ) - 12
S 000 OWYC ,But+iCr Bl.uc o0 D CT
) ; ® GwiC e o DalC
Q ° s DagC
4 Bu + 13C .B 12C DalCr ®
u- r BI 12C Da 12C r
Y -
e Bu +12C °
-0,10; ® Ko 13C U410 BI - 13C
.Ko 12C
| t, 12C
[ _J
0,20 LEC o C
' t,1°5Cr
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Abbildung 55: Nicht-metrische multidimensionale Skdierung (NMDS) des nach Erstellen
von Amplikon-Genbibliothelen erhaltenen 16S rRNA-D&ensatzes aus Bodensaulen-
material basierend auf dem Bray-Curtis Ahnlichkeitindex. Der errechnete Stress-Wert liegt
bei 0,2625. Abkurzungen,tfeldfrischer Boden vor Bodensauleninkubation; Kotkrimel,
Gw, Gangwénde; Da, Darminhalt; Bu, obere Schiclst Bedens (0-5 cm); Bl, untere Schicht
des Bodens (5-10 cm); +, BodensauleninkubatiorRegenwirmern; -, Bodensauleninkubation
ohne Regenwirmer; -/-, Kontrollansatz ohne Regemstiund 2,4-DCP; 12C, Inkubation mit
['°C]-2,4-DCP; 13C, Inkubation mit'JC]-2,4-DCP. Daten der Riickwartsanalyse sind mit
einem ,r* gekennzeichnet.
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Statistische Analysen der Amplikon-Genbibliothekmit Hilfe der nicht-metrischen
multidimensionalen Skalierung (NMDS) sowie der miphrametrischen multivariaten
Varianzanalyse (NPMANOVA) basierend auf dem BrayiSu Ahnlichkeitsindex
zeigten, dass (a) die gewonnen Daten aus der visawénd ruckwartsgerichteten
Sequenzanalyse keine signifikanten Unterschiedevasén p > 0,05), (b) sich
Drilosphéaren- und Regenwurm-vorbehandelte Bodergirah ihrer phylogenetischen
Zusammensetzung  signifikant von  Regenwurm-unbehi@mmde Bodenproben
unterscheidenp( < 0,05), (c) der Einsatz von 2,4-DCP in Bodensautel einer
signifikanten Veranderung der phylogenetischen #usansetzung fuhrp(< 0,05) und
(d) die Inkubationsbedingungen kaum einen Einflesg die phylogenetischen
Zusammensetzung der detektierten Mikroorganismen Boden nimmt ¢ vs
Kontrollansatz ohne Regenwurm und 2,4-D@P,0,05) (Abbildung 55).

Diese Ergebnisse sind konsistent mit den bereit8ogeen Erkenntnissen aus der
Biodiversitatsanalyse und verdeutlichen einen nobgin selektiven Effekt von
endogaischen Regenwlrmern auf die Biodiversit&mialler 2,4-DCP-assimilierender
Bakterien.
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Tabelle 39: Phylogenetische Zuordnung vorwértsgerichteter 16SRNA cDNA Sequenzen aus Drilospharen- und Bodenmatet nach Inkubation mit
Regenwiirmern und C]- bzw. [**C]-2,4-DCP in Bodensé&ulen.

Phylogenetische Zuordnuthg Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Bodensdmaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkriimel Boden (0-5cm)  Bofem0 cm)

13C 12C 13C lZC 13C lZC 13C lZC 13C lZC

Proteobacteria
Alphaproteobacteria  Rhizobiales,
Hyphomicrobiaceae 7,1 11,3 -* - 11,6 16,6 9,4 13,8 - -
Rhodobiaceae - - 11,7 16,5 - - - - 6,4 12,1
Rhodospirillales,
Acetobacteraceae 1.4 1.8 2,3 2,2 1,9 2,6 2,2 3,0 1,1 1,6
Rhodospirillaceae 13 1,6 2,7 2,2 19 29 2,0 2,8 - 15

Betaproteobacteria Burkholderiales,

Comamonadaceae 17,2 13,0 - - - - - - - -

Incertae sedis . - . - - - . . 17,1 7,8
Nitrosomonadales,

Nitrosomonadaceae - - - - 7,7 13,0 9,6 9,3 1,2 1,6

Rhodocyclales
Rhodocyclaceae 2,6 1,7 - - - - - - - -
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Phylogenetische Zuordnuhg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Boderesdmlaterial

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie

+ Aporrectodea caliginosa

Gangwande

Darminhalt

Kotkrimel

Boden (0-5 cm)

Bofet0 cm)

13C

12C

13C

lZC

lSC

1

C

lSC

lZC lSC lZC

Gammaproteobacteria Aeromonadales,
Aeromonadaceae
Pseudomonadales,
Moraxellaceae

Pseudomonadaceae

Deltaproteobacteria
Geobacteraceae
Myxococcales,
Myxococcaceae
Polyangiaceae

Bacillales,
Bacillaceae
Paenibacillaceae

Clostridiales,
Clostridiaceae
Peptococcaceae

Firmicutes

Desulfuromonadales,

23,1

3,0

15

3,3

3,4

5,4

3,8

2,8

5,0

59

1,2

5,6

15

6,0
1,0

38,6

1,2

1,7

7,7
1,8

34,5

6,6

7,4

4,7

7,1
14

7,0

4,0

6,4

4,7
1,2

12,9

4,2

2,8

4,4

4,5
2,1

- 11,4 4,6

11,7 4,4 8,1

2,7 1,0 15

11,0 10,6 6,7

1,2 8,2 13,6
2,7 - 2,2
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Phylogenetische Zuordnuhg Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Boderesdmiaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkrimel Boden (0-5cm)  Boffem0 cm)
13C 12C 13C lZC 13C lZC 13C lZC 13C lZC
Firmicutes unclassifiedFirmicutes - - 1.4 3,2 - - - - - -
Bacteroidetes Flavobacteriales,
Flavobacteriaceae 7,7 10,5 - - 19,2 11,1 14,9 3,8 9,3 4,7
Sphingobacteriales,
Cytophagaceae 2,0 11 - - 3,8 2,2 - - 11 -
Sphingobacteriaceae 2,6 3,2 - - 1,3 2,0 - - - -
unclassified - 2,6 - - - - - - - -
Acidobacteria Acidobacteriales,
Acidobacteriaceae - - - - - - 1,9 2,6 1,1 3,2
AcidobacteriaGp3 1,5 1.8 - - - - - - - -
Actinobacteria Acidimicrobiales
Acidimicrobiaceae - - 15 1,2 - - - 11 - -
lamiaceae 1,6 1,3 1,0 1,5 2,0 1,5 1,7 2,3 - -
unclassified - - - - - - - - 1,9 2,7

Actinomycetales,
Microbacteriaceae - - 1,4 1,2 - - - 1,3 - -
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Phylogenetische Zuordnuthg Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Bodensdmiaterial
+ Aporrectodea caliginosa
Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkriimel Boden (0-5cm)  Bo¢em0 cm)
13C 12C 13C lZC 13C lZC 13C lZC 13C lZC
Actinobacteria Actinomycetales,
Nocardioidaceae - - 1,4 1,6 - - - 1,2 - -
Solirubrobacterales,
Solirubrobacteraceae - 11 5,2 4.9 1,1 1,1 2,1 4,2 1,2 1,7
Cyanobacteria Nostocales
Nostocaceae 1,0 - 3,2 2,1 - - - 1,1 - -
Microchaetaceae - - - - 1,2 1,6 - - - -
Chloroflexi unclassifiedChloroflexi 1,2 1,3 2,5 3,0 - - -

Anzahl Sequenzen in der Amplikon-Genbibliothek

6742 9301 7515 12248 12636 18659 8434 11220 16890 19265

4 die Zuordnung zu phylogenetischen Taxa erfolgteHitfe von BLASTn (Zhanget al, 2000).
® néchst verwandte Speziédeonellasp. OTSz A 277 (FM886860; Sequenzéhnlichkeit 97 %)
* Relative Haufigkeit in den Amplikon-Genbibliotken < 1 %
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Tabelle 40: Phylogenetische Zuordnung vorwartsgertdeter 16S rRNA cDNA Sequenzen aus 2,4-DCP-unbehagitem Bodenmaterial und aus
Bodenproben nach Inkubation mit [*C]- bzw. [**C]-2,4-DCP in Bodensé&ulen.

Phylogenetische Zuordnuhg Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Boderesdmilaterial

- Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Boden (0-5cm)  Boden (5-10 cm)  Boden (0-5 cnBoden (5-10 cm) of

Bc ¢ Bc ¢ ohne 2,4-DCP ohne 2,4-DCP C 2c

Proteobacteria
Alphaproteobacteria Caulobacterales,

Caulobacteraceae 1,3 1,3 -* - - - - -
Rhizobiales,

Hyphomicrobiaceae - - 11,8 9,5 - - 19,5 19,6

Phyllobacteriaceae 9,9 11,0 - - 11,5 12,2 - -
Rhodospirillales,

Acetobacteraceae 1,3 1,6 1,7 15 1.4 1,6 3,2 3,6

Rhodospirillaceae 1.8 15 15 1.4 1,1 1,1 3,1 3,1
Sphingomonadales,

Sphingomonadaceae 3,9 - - - - - - -

Betaproteobacteria Burkholderiales,
Comamonadaceae 9,6 6,1 - - 2,5 11 2,9 2,8
Incertae sedis - - 2,1 1,3 - - - -
Nitrosomonadales,
Nitrosomonadaceae 45 2,9 1,3 1,1 6,0 1,1 2,3 2,1
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Phylogenetische Zuordnuthg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Bodensdmiaterial

- Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Boden (0-5cm)  Boden (5-10 cm)  Boden (0-5 cnBoden (5-10 cm) of
¥c zc ¥c zc ohne 2,4-DCP  ohne 2,4-DCP **C zc
Gammaproteobacteria Pseudomonadales,
Pseudomonadaceae 1,2 - - - - - - -
Deltaproteobacteria  Desulfuromonadales,
Desulfuromonadaceae 5,8 - - - - - 1,0 -
Geobacteraceae - 8,5 - - 19,5 10,9 - -
Myxococcales,
Myxococcaceae 2,9 - 5,5 4,0 - - - -
Polyangiaceae 2,3 1,2 15 - - - 4.9 4.4
Firmicutes Bacillales,
Bacillaceae 6,5 11,5 6,7 6,6 9,6 12,5 8,2 8,3
Paenibacillaceae - 1,1 1,0 - - - 1,7 1,2
Clostridiales,
Clostridiaceae 10,2 24,8 27,7 36,6 3,6 16,4 - -
Gracilibacteraceae 3,7 - - - - - - -
Peptococcaceae 1,7 2,4 11,1 54 - 1,4 3,3 3,8
Ruminococcaceae - - - - 3,9 9,3 - -
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Phylogenetische Zuordnuthg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Bodensdmiaterial

Phylum, Subphylum

Ordnung, Familie

- Aporrectodea caliginosa

Boden (0-5 cm)

Boden (5-10 cm)

Boden (0-5 cnBoden (5-10 cm)

of

13C

12C

13C

c ohne 2,4-DCP

ohne 2,4-DCP

13C

Bacteroidetes

Acidobacteria

Actinobacteria

Sphingobacteriales,
unclassified

Acidobacteriales,
Acidobacteriaceae

Solibacterales,
Solibacteraceae

unclassifiedAcidobacteria

Acidimicrobiales,
Acidimicrobiaceae
lamiaceae

Actinomycetales,
Actinosynnemataceae
Nocardioidaceae
Streptosporangiaceae

Solirubrobacterales,
Solirubrobacteraceae

4,0

1,6

3,9

1,0

11

2,8

1,2

3,6

3,3 1,2

1,2
1,3

1,3

11

9,5

2,2
1,7

11
1,2

2,4

10,0

2,3
1,3

1,2

29
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Phylogenetische Zuordnuhg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Boderesdmilaterial

- Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Boden (0-5cm)  Boden (5-10 cm)  Boden (0-5 cnBoden (5-10 cm) of
Bc c Bc “C  ohne2,4-DCP  ohne24-DCP *C c
Cyanobacteria Nostocales
Nostocaceae - - - - 15 1,0 3,8 3,5
Microchaetaceae - - 1,8 1,6 - - - -
unclassifiedBacteria - - - - 1,0 - 2,3 2,9
Anzahl Sequenzen in der Amplikon-Genbibliothek 8723 7047 6876 6170 5877 5117 21146 15601

& die Zuordnung zu phylogenetischen Taxa erfolgteHitfe von BLASTn (Zhanget al, 2000).

b feldfrischer Boden vor Inkubation in Bodensaulen

°, nachst verwandte Spezi€abrivivax gelatinosuD16214; Sequenzéhnlichkeit 97 %)

* Relative Haufigkeit in den Amplikon-Genbibliotken < 1 %
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Tabelle 41: Phylogenetische Zuordnung rickwartsgechteter 16S rRNA cDNA Sequenzen aus Drilospharend Bodenmaterial nach Inkubation mit
Regenwiirmern und [C]- bzw. [**C]-2,4-DCP in Bodensé&ulen.

Phylogenetische Zuordnuhg Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Bodensdmaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkrimel Boden (0-5cm)  Bofem0 cm)

13C 12C 13C 12C 13C 12C 13C 12C 13C 12C

Proteobacteria

Alphaproteobacteria

Betaproteobacteria

Rhizobiales,
Hyphomicrobiaceae
Rhodobiaceae
Xanthobacteraceae
Rhodospirillales,
Acetobacteraceae
Rhodospirillaceae

unclassifiedAlphaproteobacteria

Burkholderiales,
Comamonadaceae
Nitrosomonadales,
Nitrosomonadaceae
Rhodocyclales
Rhodocyclaceae

7,1 10,2 -
- - 10,2

1,4 1,7 2,1
2,0 1,8 3,1

19,6 16,2 -

1,7 15 -

15,0

2,3
2,2

109 14,5

2,1 2,4
1,6 2,7

6,7 10,5

2,8 51

8,5

2,0
2,1

8,7

2,5

12,3 - -
- 7,0 12,1

3,1 1,6 1,9
2,9 - -

8,6 18,3 8,1
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Phylogenetische Zuordnuhg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Boderesdmlaterial

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie

+ Aporrectodea caliginosa

Gangwande

Darminhalt

Kotkrimel

Boden (0-5 cm)

Bofet0 cm)

lSC

12C

lSC

lZC

lSC

lZC

lSC

lZC

lSC lZC

Gammaproteobacteria Aeromonadales,
Aeromonadaceae
Pseudomonadales,
Moraxellaceae
Pseudomonadaceae

Deltaproteobacteria Desulfuromonadales,
Geobacteraceae

Myxococcales,
Myxococcaceae
Polyangiaceae
Sandaracinaceae

unclassified

Firmicutes Bacillales,
Bacillaceae
Paenibacillaceae

Clostridiales,

Clostridiaceae

1,4
19,9

3,3

1,6

2,8

3,3

2,5
3,2

4.4

19

4,7

5,7

2,2

5,6

6,4

37,0

7,4
17

34,4

7,5

6,5
1,3

3,2

6,3

7,4

51
1,0

3,0

12,9

4,6

2,9

4,2

3,8

11,8

1,4

2,3

9,6

3,8 1,6
11,5 4,9

4,1 8,6

9,6 6,0

5,5 6,7
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Phylogenetische Zuordnuhg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Boderesdmiaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkrimel Boden (0-5cm)  Boffem0 cm)
13C 12C 13C lZC 13C lZC 13C lZC 13C lZC
Firmicutes Clostridiales,
Lachnospiraceae - - - - - 1,2 - - - -
Peptococcaceae 11 15 - - - - - - - -
Ruminococcaceae - - - - - - - - - 2,2
Bacteroidetes Flavobacteriales,
Flavobacteriaceae 7,0 7,3 - - 16,9 9,4 11,5 2,5 8,2 3,8
Sphingobacteriales,
Cytophagaceae 1.0 - - - 2,2 1,3 - - - -
Sphingobacteriaceae 1,2 1.8 - - 1,1 - - - - -
unclassified - 3,2 - - 1,3 1,9 - - - -
Acidobacteria Acidobacteriales,
Acidobacteriaceae - - - - - - - 1,1 - 1,2
Solibacterales,
Solibacteraceae 11 2,1 - - 1,1 - - - - 1,9

Actinobacteria Acidimicrobiales,

Acidimicrobiaceae

2,2

3,0 - -
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Phylogenetische Zuordnuthg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Bodensdmaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkriimel Boden (0-5cm)  Bo¢em0 cm)
13C lZC lSC lZC 13C lZC 13C lZC 13C lZC
Actinobacteria Acidimicrobiales,
lamiaceae - - 1,2 1,3 - - - 2,3 - -
unclassified - - - - 1,6 - - - 1,6 2,5
Actinomycetales,
Nakamurellaceae - - - - - - - 1,8 - -
Nocardioidaceae - - 1,6 2,1 - - - 1,1 - -
Thermomonosporaceae - - 1.8 1,6 - - - - - -
Gaiellales,
Gaiellaceae - - 1,2 - - - - - - -
Solirubrobacterales,
Solirubrobacteraceae 1,6 1,6 4,7 4.8 1,7 1,7 - - - -
unclassifiedActinobacteria - - 1.4 1,5 - - 2,4 3,8 1,6 2,5
Cyanobacteria Nostocales
Nostocaceae - 1,1 1,9 1,6 - 1,5 - 1,0 - -
Tenericutes "Candidatus Lumbricincola"® - - - 3,2 - - - - - -
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Phylogenetische Zuordnuhg Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Boderesdmiaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkrimel Boden (0-5cm)  Boffem0 cm)
13C 12C 13C lZC 13C lZC 13C lZC 13C lZC
unclassifiedBacteria - - 2,8 3,1 1,7 1,5 1,7 34 1,7 2,0

Anzahl Sequenzen in der Amplikon-Genbibliothek 4310 6290 5980 11127 8048 15095 5750 9200 12850 14129

& die Zuordnung zu phylogenetischen Taxa erfolgteHitfe von BLASTn (Zhanget al, 2000).
® Bezeichnung ist laut ,List of Prokaryotic NameshaStanding in Nomenclature® (Euzéby, 2010) niclide.
* Relative Haufigkeit in den Amplikon-Genbibliotken < 1 %
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Tabelle 42: Phylogenetische Zuordnung riickwartsgerichteter 168RNA cDNA Sequenzen aus 2,4-DCP-unbehandeltem Bodeaterial und aus
Bodenproben nach Inkubation mit [*C]- bzw. [**C]-2,4-DCP in Bodensé&ulen.

Phylogenetische Zuordnuhg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Boderesdmilaterial

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie

- Aporrectodea caliginosa

Boden (0-5 cm)

Boden (5-10 cm)

Boden (0-5 cnBoden (5-10 cm)

c c c c ohne 2,4-DCP  ohne 2,4-DCP *°C e
Proteobacteria
Alphaproteobacteria Caulobacterales,
Caulobacteraceae 1,3 1,1 -* - - - - -
Rhizobiales,
Bradyrhizobiaceae 8,5 - - - - - - -
Hyphomicrobiaceae - 10,1 - - - - 19,3 18,9
Phyllobacteriaceae - - 11,2 11,9 - - - -
Rhodospirillales,
Acetobacteraceae 1,0 14 2,5 1,7 1,2 1,3 3,1 3,2
Rhodospirillaceae 2,2 1.6 1.4 2,0 - 1,6 3,8 2,9
Sphingomonadales,
Sphingomonadaceae 4,0 - - - - - - -
Betaproteobacteria ~ Burkholderiales,
Comamonadaceae - 5,8 - - 3,3 - - -
Incertae sedis 8, - 2,7 - . - 3,0F 3,3
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Phylogenetische Zuordnuhg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Bodensdmiaterial

- Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Boden (0-5 cm) Boden (5-10 cm) Boden (0-5 cm)Boden (5-10 cm) of
3¢ 2c 3¢ 2c ohne 2,4-DCP ohne 2,4-DCP “*C *°C
Betaproteobacteria Nitrosomonadales,
Nitrosomonadaceae 5,6 4,2 2,5 1,7 7.9 1,4 2.9 2,7
Gammaproteobacteria Pseudomonadales,
Pseudomonadaceae 1,2 - - - - - - -
Xanthomonadales,
Xanthomonadaceae - - - - - - 1,1 -
Deltaproteobacteria  Desulfuromonadales,
Desulfuromonadaceae - - - - - - 1,1 11
Geobacteraceae 3,9 6,1 - - 17,9 4.9 - -
Myxococcales,
Cystobacteraceae 1,1 - 4,2 4.1 - - - -
Kofleriaceae 1,3 - - - - - 1,3 -
Myxococcaceae 15 2,7 - - - - - -
Polyangiaceae 2,7 - 2,1 1,6 - - 4.4 4,5
unclassifiedeltaproteobacteria - - - - - - 1,2 -
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Phylogenetische Zuordnuthg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Bodensdmiaterial

- Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Boden (0-5cm)  Boden (5-10 cm) Boden (0-5 cnBoden (5-10 cm) of
3¢ 12c 3¢ 2c ohne 2,4-DCP ohne 2,4-DCP C 2
Firmicutes Bacillales,
Bacillaceae 6,1 12,4 4.7 5,8 9,1 10,6 6,7 7,4
Clostridiales,
Clostridiaceae 8,2 3,3 29,3 34,2 9,8 31,0 - -
Gracilibacteraceae - 2,6 - - - - - -
Peptococcaceae - 2,0 7,1 3,0 - 1,1 - -
Ruminococcaceae 3,5 8,2 - - - - - -
Bacteroidetes Sphingobacteriales,
unclassified - - - - 40 - - -
Acidobacteria Acidobacteriales,
Acidobacteriaceae - 1.0 2,3 2,0 1,7 - 45 4.0
Solibacterales,
Solibacteraceae - - 1,5 1,7 - - 3,0 2,8

unclassifiedAcidobacteria

1,8
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Phylogenetische Zuordnuthg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Bodensdmiaterial

- Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Boden (0-5cm)  Boden (5-10 cm) Boden (0-5 cnBoden (5-10 cm) of
2c ¥c 2c ohne 2,4-DCP  ohne 2,4-DCP C 2c
Actinobacteria Acidimicrobiales,
Acidimicrobiaceae - - - - 1,5 1,7
unclassified - 1,5 - - - 1,8 1,3
Actinomycetales,
Micromonosporaceae - - - - 1,0
Nocardioidaceae - - - - - 1,3
Streptosporangiaceae 15 - - - -
Solirubrobacterales,
Conexibacteraceae 1,2 - - - - - -
Solirubrobacteraceae - 2,3 2,8 - 2,4 41
unclassifiedActinobacteria - - - - - - -
Cyanobacteria Nostocales,
Nostocaceae 1.0 1,6 1,3 - - 3,6 2,9
unclassifiedBacteria 2,5 1,9 2,0 - 1,3 3,5 4.0
Anzahl Sequenzen in der Amplikon-Genbibliothek 8204 6728 4375 5275 5035 5288 9843 17121
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4 die Zuordnung zu phylogenetischen Taxa erfolgteHitfe von BLASTn (Zhanget al, 2000).

® feldfrischer Boden vor Inkubation in Bodensaulen

¢, nachst verwandte Spezigégptothrixsp. FC118 (JQ946030; Sequenzahnlichkeit 98 %)

4 nachst verwandte Speziddethylibium petroleiphilunPM1 (CP000555; Sequenzahnlichkeit
99 %)

¢, nachst verwandte Spezi&ubrivivaxsp. JA309 (FN995214; Sequenzahnlichkeit 95 %)

* Relative Haufigkeit in den Amplikon-Genbibliotken < 1 %

Nach 50-tagiger Inkubation in Mikrokosmen und ein@asamt-2,4-DCP-Verbrauch
von 300 bis 425 pg pro Gramm Frischgewicht wurdasgesamt 49 metabolisch aktive
Familien in Drilospharen- und Bodenproben nachgseneund derProteobacteria(g
59,2 %, 41 - 82 %)Firmicutes(g 12,6 %, 4,8 - 21,3 %Bacteroideteqs 2,1 %, O -
16,8 %), Acidobacteria(g 5,4 %, 0 - 29,5 %)Actinobacteria(g 2,7 %, 0 - 9,6 %),
Cyanobacteria@ 0,73 %, 0 - 2,7 %) undhloroflexi (g 0,25 %, 0 - 1,9 %) zugeordnet
sowie als nicht-klassifiziertBacteria(g 1,49 %, O - 4,1 %) bezeichnet (Tabelle 43 bis
Tabelle 46). Die Drilospharenproben wurden von Hami aus den Phyla der
Proteobacteria (Hyphomicrobiaceae Phyllobacteriaceage Rhodobiaceae
Sphingomonadaceae Comamonadaceae Pseudomonadacepge  Firmicutes
(Clostridiaceag@ sowie Bacteroidetes (Flavobacteriaceag dominiert (Tabelle 43,
Tabelle 45). In Bodenproben aus Regenwurm-beharddbdensaulen wurden vor
allem Bakterien der FamilieHyphomicrobiaceaePhyllobacteriaceagRhodobiaceae
Sphingomonadaceasowie Comamonadacea@angereichert. Die hoéchsten relativen
Abundanzen in Bodenproben ohne Regenwurmvorbehagdiiesen Familien aus den
Subphyla der Alpha, Beta und Deltaproteobacteria (Sphingomonadaceae
Burkholderiaceag Comamonadaceadeseobacteracegeauf sowie Familien, die den
ClostridiaceaeaundHolophagaceaeugeordnet wurden (Tabelle 44, Tabelle 46).

Statistische Analysen der Amplikon-Genbibliothekait Hilfe der nicht-metrischen
multidimensionalen Skalierung (NMDS) sowie der tiphrametrischen multivariaten
Varianzanalyse (NPMANOVA) basierend auf dem BraytSuAhnlichkeitsindex
zeigten, ahnlich wie fir die Bodensaulendaten, dakslie erhaltenen Datenséatze aus
der vorwarts- und rickwartsgerichteten Sequenzamalykeine signifikanten
Unterschiede aufweiserp (> 0,05) und (b) sich Drilospharen- und Regenwurm-
vorbehandelte Bodenproben in ihrer phylogenetischesammensetzung signifikant
von Regenwurm-unbehandelten Bodenproben untersamgac 0,05) (Abbildung 56).
Zudem konnte nachgewiesen werden, dass sich diegenetische Zusammensetzung
der mikrobiellen Gemeinschaft im Darminhalt sigkaint von den restlichen
untersuchten Proben unterscheiget (0,05) (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Nicht-metrische multidimensionale Skdierung (NMDS) des nach Erstellen
von Amplikon-Genbibliotheken erhaltenen 16S rRNA-Dgensatzes nach
Mikrokosmeninkubation basierend auf dem Bray-Curtis Ahnlichkeitsindex. Der errechnete
Stress-Wert liegt bei 0,2079. Abklrzungen: Ko, Kotkel; Gw, Gangwande; Da, Darminhalt;
Bu, obere Schicht des Bodens (0-5 cm); BI, untechicht des Bodens (5-10 cm); +,
Bodenséauleninkubation mit Regenwirmern; -, Boddesikubation ohne Regenwirmer; 12C,

Inkubation mit {*C]-2,4-DCP; 13C, Inkubation mit{C]-2,4-DCP. Daten der Riickwértsanalyse
sind mit einem ,r* gekennzeichnet.
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Tabelle 43: Phylogenetische Zuordnung vorwartsgerlteter 16S rRNA cDNA Sequenzen aus Drilospharen- uhBodenmaterial nach Vorinkubation
mit Regenwiirmern und [**C]- bzw. [**C]-2,4-DCP in Mikrokosmen.

Phylogenetische Zuordnuhg Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Mikrok@smmaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkriimel Boden (0-5cm)  Boffem0 cm)

13C 12C 13C 12C 13C 12C 13C 12C 13C 12C

Proteobacteria
Alphaproteobacteria Caulobacterales,

Caulobacteraceae 2,8 2,5 -* - 1.8 2,2 2,4 2,1 2,4 3,4
Rhizobiales,

Hyphomicrobiaceae - - - - - - 16,2 18,6 1.8 4,1

Methylobacteriaceae - - - 6,4 - - - - - -

Phyllobacteriaceae - - - - 21,2 18,9 - - - -

Rhodobiaceae 6,3 18,3 1,5 1,5 - - - - 14,1 17,3

unclassified - - - - - - 9,5 8,9 - -
Rhodospirillales,

Acetobacteraceae 2,6 3,2 - - 2,5 3,1 1,6 2,4 3,9 2,9

Rhodospirillaceae 1,3 2,3 - - 2,0 3,1 2,4 2,3 - -

Sphingomonadales,
Sphingomonadaceae 26,5 4.8 - - 3,7 1,7 8,8 3,5 17,9 3,3
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Phylogenetische Zuordnuthg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Mikrokesmmaterial

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie

+ Aporrectodea caliginosa

Gangwande

Darminhalt

Kotkriimel Boden (0-5 cm)

Bo(tetO cm)

13C lZC 13C

12C 13C 12C 13C 12C 13C

12C

Betaproteobacteria Burkholderiales,
Alcaligenaceae
Burkholderiaceae
Comamonadaceae
Oxalobacteraceae

Nitrosomonadales,
Nitrosomonadaceae

Rhodocyclales,

Rhodocyclaceae

Gammaproteobacteria Pseudomonadales,
Moraxellaceae

Pseudomonadaceae

Deltaproteobacteria Desulfuromonadales,
Geobacteraceae

Pelobacteraceae

- 2,7 -
- 1,9 -
5,4 2,4 8,9
- 13 12

8,6 - - - - -
3,8 - - - - -

- 16,6 9,9 225 130 258

- - - 1,0 2,6 -

- 1,3 2,3 - - 1,8
35,2 1,8 5,1 - 5,1 -

- - - 1,6 14 -

- - - 1,0 - -

2,0

2,9

1,6
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Phylogenetische Zuordnuthg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Mikrok@esmmaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkrimel Boden (0-5cm)  Boftem0 cm)
13C 12C 13C lZC 13C lZC 13C lZC 13C lZC
Deltaproteobacteria Myxococcales,
Polyangiaceae - 1,0 - - 15 1.4 1,0 1,2 - 1,2
Firmicutes Bacillales,
Bacillaceae 3,1 9,0 1,7 1,4 8,0 8,0 6,9 10,3 4.0 5,6
Paenibacillaceae - 1,3 - 2,5 1,3 1,6 - 1,0 - 1,4
Clostridiales,
Clostridiaceae 2,3 9,8 3,2 11,0 6,7 11,7 2,0 8,3 1,4 6,0
Peptococcaceae - - - - - - - - 1,3 1,9
Bacteroidetes Flavobacteriales,
Flavobacteriaceae - 19 - 16,8 1,9 2,1 - 1,7 - -
Sphingobacteriales,
Cytophagaceae - - - - 1,7 - 1,2 - - -
Acidobacteria Acidobacteriales,
Acidobacteriaceae - 1.0 - - 1,0 2,5 1,0 3,2 1,4 3,3
Holophagales,
Holophagaceae 9,1 4,1 - - - - 3,7 - 5,9 6,6
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Phylogenetische Zuordnuhg Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Mikrok@smmaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkriimel Boden (0-5cm)  Bogfem0 cm)

lSC 12C lSC 12C lSC 12C lSC lZC lSC lZC

Acidobacteria Solibacterales,
Solibacteraceae - 1,1 - - - - - - - -

Actinobacteria Acidimicrobiales,
lamiaceae - 1,8 - - - - 2,4 2,3 2,1 2,2
unclassified - - - - 2,2 1,9 1,5 1,1 - -
Actinomycetales,
Microbacteriaceae - - - 1,6 - - - - - -
Solirubrobacterales,
Solirubrobacteraceae - 1.4 - - 1.4 1,5 2,3 1.8 2,0 1.8

Cyanobacteria Nostocales,
Nostocaceae - 2,7 - - 1,3 1,7 1,1 1,7 - 1,3

Chloroflexi Anaerolineales,
Anaerolineaceae - - - - 1,6 1,9 - - - -

Anzahl Sequenzen in der Amplikon-Genbibliothek 7836 7332 22636 18443 13124 9442 4903 3696 8526 2 892

é die Zuordnung zu phylogenetischen Taxa erfolgteHitfe von BLASTn (Zhanget al, 2000).
*, Relative Haufigkeit in Amplikon-Genbibliothek X%
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Tabelle 44: Phylogenetische Zuordnung vorwartsgerfteter 16S rRNA cDNA Sequenzen
aus Regenwurm-unbehandelten Bodenproben nach Inkutian mit [**C]- bzw. [**C]-2,4-

DCP in Mikrokosmen.

Phylogenetische Zuordnuhg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%)

in Mikrokosmenmaterial

- Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Boden (0-5 cm) Boden (5-10 cm)
13C 12C 13C 12C
Proteobacteria
Alphaproteobacteria  Caulobacterales,
Caulobacteraceae 1,2 15 1,9 1,7
Rhizobiales,
Phyllobacteriaceae -* - 7,6 6,4
Rhodobiaceae 3,8 6,8 - -
Rhodospirillales,
Acetobacteraceae 1,7 2,0 2,5 2,6
Rhodospirillaceae - 2,9 1,7 1,7
Sphingomonadales,
Sphingomonadaceae 29,5 - 19,1 15,6
Betaproteobacteria Burkholderiales,
Burkholderiaceae 1,2 1,6 12,5 10,4
Comamonadaceae 24,1 18,1 - -
Gammaproteobacteria Pseudomonadales,
Pseudomonadaceae - 1,8 - 2,0
Deltaproteobacteria  Desulfuromonadales,
Geobacteraceae 8,3 3,6 15,5 7,6
Myxococcales,
Cystobacteraceae 1,2 1,7 - -
Myxococcaceae - - 1,9 2,2
Polyangiaceae - 1,0 - -
Firmicutes Bacillales,
Bacillaceae 2,7 7,5 2,2 2,3
Clostridiales,
Clostridiaceae 5,5 3,5 11,1 18,6
Bacteroidetes Sphingobacteriales,
Cytophagaceae 1,2 - - -
Sphingobacteriaceae - 1,2 - 15
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Phylogenetische Zuordnuhg Relativ_e Haufigkeit von Sequenzen (%)
in Mikrokosmenmaterial

- Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Boden (0-5 cm) Boden (5-10 cm)
13C 12C 13C lZC

Acidobacteria Acidobacteriales,

Acidobacteriaceae 3,8 4,0 3,7 57

Holophagales,

Holophagaceae - 25,5 - -
Actinobacteria Solirubrobacterales,

Solirubrobacteraceae - 1,4 - -
Cyanobacteria Nostocales,

Microchaetaceae - - - 1,3

Nostocaceae - 1,1 - -

Anzahl Sequenzen in der Amplikon-Genbibliothek 8601 6491 12514 7396

& die Zuordnung zu phylogenetischen Taxa erfolgteHilfe von BLASTn (Zhanget al, 2000).
*, Relative Haufigkeit in Amplikon-Genbibliothek X %.
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Tabelle 45: Phylogenetische Zuordnung rickwéartsgechteter 16S rRNA cDNA Sequenzen aus Drilospharen-d Bodenmaterial nach Vorinkubation
mit Regenwiirmern und [**C]- bzw. [**C]-2,4-DCP in Mikrokosmen.

Phylogenetische Zuordnuhg Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Mikrok@smmaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkriimel Boden (0-5cm)  Boffem0 cm)

13C 12C 13C 12C 13C 12C 13C 12C 13C 12C

Proteobacteria
Alphaproteobacteria Caulobacterales,

Caulobacteraceae 1,9 1,9 ¥ - 1,7 2,4 - 1,7 2,1 3,0
Rhizobiales,

Bradyrhizobiaceae - - - - - - 1.4 1,8 - -

Hyphomicrobiaceae - - - - 19,2 18,4 - - - -

Methylobacteriaceae - - - 6,9 - - - - - -

Phyllobacteriaceae 54 16,3 - - - - 16,6 17,1 - -

Rhodobiaceae - - 1,7 1,6 - - - - 14,0 15,5
Rhodospirillales,

Acetobacteraceae 2,0 3,0 - - 2,3 2,9 19 2,6 3,2 3,0

Rhodospirillaceae 11 2,3 - - 2,7 3,5 3,1 3,1 1,8 4,7

unclassified - - - - - - - 1,1 - -

Sphingomonadales,
Sphingomonadaceae 19,7 3,4 - - 2,7 1,7 4,6 1,9 14,4 1,9
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Phylogenetische Zuordnuthg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Mikrokesmmaterial

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie

+ Aporrectodea caliginosa

Gangwande

Darminhalt Kotkriimel Boden (0-5 cm)

Bo(tetO cm)

13C

12C 13C 12C 13C 12C 13C 12C 13C

12C

Betaproteobacteria Burkholderiales,
Alcaligenaceae
Burkholderiaceae
Comamonadaceae

Nitrosomonadales,
Nitrosomonadaceae

Rhodocyclales,

Gammaproteobacteria Enterobacteriales,
Enterobacteriaceae
Pseudomonadales,
Moraxellaceae
Pseudomonadaceae

Deltaproteobacteria Desulfuromonadales,
Desulfuromonadaceae
Geobacteraceae

Pelobacteraceae

29,2

1,8

11
6,5

- - 7.2 - - - - -

4,1 - 4,6 - - - - 2,7

10,7 66,0 - 17,6 8,9

1,7 - - - - - - -
29 131 381 1.4 5,0 - 3,7

14 - - 13 - 2,3 1,3 -

- - - - - 1,5 1,6 -

3,4
3,4

1,0
15
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Phylogenetische Zuordnuthg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Mikrok@esmmaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkrimel Boden (0-5cm)  Boftem0 cm)
13C 12C 13C lZC 13C lZC 13C lZC 13C lZC
Deltaproteobacteria Myxococcales,
Polyangiaceae - 1,7 - - - - 1.4 19 - 1,2
unclassified - - - - 1,6 1.4 - - - -
Firmicutes Bacillales,
Bacillaceae 3,3 8,5 1,7 11 7,4 6,5 7,9 8,5 4,8 53
Paenibacillaceae - 1,2 - 2,0 - 15 11 - - 2,0
Clostridiales,
Clostridiaceae 2,7 7,8 3,1 6,9 7,3 11,6 1,8 4,6 2,0 6,2
Peptostreptococcaceae - - - 2,8 - - - - - -
Bacteroidetes Flavobacteriales,
Flavobacteriaceae - 1,1 - 12,8 15 1.8 - 1,6 - -
Sphingobacteriales,
Cytophagaceae - - - - 1,3 - - - - -
Acidobacteria Acidobacteriales,

Acidobacteriaceae
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Phylogenetische Zuordnuthg

Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Mikrok@esmmaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkrimel Boden (0-5cm)  Bogtet0 cm)
lSC 12C lSC 12C lSC 12C 13C lZC 13C lZC
Acidobacteria Holophagales,
Holophagaceae 9,5 4,2 - - - - 3,3 - 6,4 6,6
Solibacterales,
Solibacteraceae - - - - - - 1,2 2,3 - 1.4
Actinobacteria Acidimicrobiales,
lamiaceae - - - - - - 2,2 2,4 2,1 2,2
unclassified - 2,4 - - 2,6 2,5 1,0 - - -
Actinomycetales,
Microbacteriaceae - - - 2,2 - - - - - -
Solirubrobacterales,
Solirubrobacteraceae - 1.8 - - - - 2,9 2,0 2,0 1,8
Thermoleophilales,
Thermoleophilaceae - - - - 2,3 2,4 - - - -
unclassifiedActinobacteria - - - - - - - - 3,7 5,6

Cyanobacteria

Nostocales,
Nostocaceae
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Phylogenetische Zuordnuthg Relative Haufigkeit von Sequenzen (%) in Mikrok@esmmaterial

+ Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Gangwande Darminhalt Kotkriimel Boden (0-5cm)  Boftem0 cm)
13C lZC 13C lZC 13C lZC 13C lZC 13C lZC
unclassifiedBacteria - 1,5 - - 2,3 2,8 2,0 1,3 2,1 2,2

Anzahl Sequenzen in der Amplikon-Genbibliothek 6449 6088 9714 13517 14930 9512 2808 2067 4489 5221

4 die Zuordnung zu phylogenetischen Taxa erfolgteHitfe von BLASTn (Zhanget al, 2000).
* Relative Haufigkeit in Amplikon-Genbibliothek X %.
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Tabelle 46: Phylogenetische Zuordnung rickwartsgechteter 16S rRNA cDNA
Sequenzen aus Regenwurm-unbehandelten Bodenprobeaah Inkubation mit [**C]- bzw.
[*°C]-2,4-DCP in Mikrokosmen.

(%) in Mikrokosmenmaterial

- Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Boden (0-5cm)  Boden (5-10 cm)

13C 12C 13C 12C

Proteobacteria
Alphaproteobacteria  Caulobacterales,
Caulobacteraceae -* 1,7 2,1 3,0
Rhizobiales,
Phyllobacteriaceae 3,5 6,0 - -
Rhizobiaceae - - 7,4 6,2
Rhodospirillales,
Acetobacteraceae 1.8 1,4 2,5 1,8
Rhodospirillaceae 1,1 3,8 3,2 2,9
Sphingomonadales,
Sphingomonadaceae 26,7 - 12,7 8,6

Betaproteobacteria Burkholderiales,
Comamonadaceae 32,1 26,2 9,3 7,5
Oxalobacteraceae 1,7 19 - -
Nitrosomonadals,
Nitrosomonadaceae - - 8,3 51

Gammaproteobacteria Pseudomonadales,
Pseudomonadaceae - 2,3 1,3 2,4

Deltaproteobacteria  Desulfuromonadales,
Geobacteraceae 7,2 4.4 16,5 11,6
Myxococcales,
Myxococcaceae 1,0 1,5 - -

Firmicutes Bacillales,
Bacillaceae 3,2 8,2 3,1 2,1
Clostridiales,
Clostridiaceae 4,0 2,3 9,5 14,3

Bacteroidetes Sphingobacteriales,
Sphingobacteriaceae - - - 1,6
unclassifiedBacteroidetes - - - 5,8
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Phylogenetische Zuordnuhg Relativ_e Hé‘}ufigkeit von Sequenzen (%)
in Mikrokosmenmaterial

- Aporrectodea caliginosa

Phylum, Subphylum Ordnung, Familie Boden (0-5 cm) Boden (5-10 cm)
13C 12C 13C lZC
Acidobacteria Acidobacteriales,
Acidobacteriaceae 1,4 1,6 1,1 -
Holophagales,
Holophagaceae - 16,7 - -
Solibacterales,
Solibacteraceae 1,8 1,3 - -
Cyanobacteria Nostocales,
Nostocaceae - 15 - -
unclassifiedBacteria - - 2,6 4,1

Anzahl Sequenzen in der Amplikon-Genbibliothek 3710 2882 6154 3004

& die Zuordnung zu phylogenetischen Taxa erfolgteHilfe von BLASTn (Zhanget al, 2000).
* Relative Haufigkeit in Amplikon-Genbibliothek X %.

3.4.8.3.2.Identifizierung von aktiven 2,4-DCPfC]-assimilierenden Bacteria

Aktive 2,4-DCP-f*CJ-assimilierende Mikroorganismen wurden mit Hilfdes so
genannten ,CAP-SIP Ansatzes” (,Comparative Ampli€ymosequencing based Stable
Isotope Probing“, Dallinger & Horn, 2014) identigzt. Diese vergleichende Methodik
wurde fur umfangreiche Datensatze entwickelt urglltseine Optimierung bisher
angewandter SIP-Strategien (letal, 2011b; Ludert al, 2004; Pilloniet al, 2011)
dar. Anstelle klassischer Fingerprint-Methoden vemrdafir in der vorliegenden Arbeit
die in silico vereinigten, ,schweren* Fraktionen vdfiC- und **C-Behandlungen zu
Beginn sowie am Ende der Inkubation zur Identifikat aktiver 2,4-DCP- fCJ-
assimilierender Bakterien herangezogen. Ein Verhlaier relativen Haufigkeiten
detektierter OTUs in den Amplikon-Genbibliothekeer dschweren® Fraktionen von
3c- und **C-Proben zum Zeitpunk t(Inkubationsbeginn mit feldfrischem Boden)
zeigte eine durchschnittliche Differenz (+ Standdénsleichung) von 0,34 + 0,28
Prozentpunkten (vorwarts) bzw. 0,41 £+ 0,36 Proaamitfe (rickwarts) (Abbildung 57).
Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass die von aul¥etgen Eingriffe, z.B. aufgrund der
Fraktionierung oder Pyrosequenzierung, nur einemmalen Effekt hatten und somit
fur die weiteren Analysen vernachlassigbar sind.
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Abbildung 57: Relative Haufigkeiten von OTUs auf Fanilien-Ebene in den vereinigten
,Schweren* Fraktionen von **C- und *C-Proben zum Zeitpunkt t, (feldfrischer Boden vor
Bodenséauleninkubation) nach Analyse der vorwarts- md rickwartsgerichteten 16S rRNA
SequenzenDie Zuordnung in ein OTU basiert auf einer Seqgéénichkeit von 87,7 %). 13C,
Inkubation mit {*C]-2,4-DCP; 12C, Inkubation mitiC]-2,4-DCP.

Anhand der festgelegten Kriterien (vgl. 2.6.5.) dem nach Inkubation in Bodenséaulen
und Mikrokosmen 18 OTUs auf Familien-Ebene ‘dG-markiert betrachtet und somit
als aktive 2,4-DCP-fC] Verwerter identifiert (Abbildung 58, Abbildung9h Die
groBe Anzahl der detektierten Familien weist dahdi eine hohe Diversitat der am
Abbau von 2,4-DCP beteiligten Bakterien hin.
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Abbildung 58: Labelling  Intensitat  der  *C-markierten  Taxa in  den
.Schweren” Fraktionen aus (A) Bodensaulen und (B) Nkrokosmen nach vergleichender
Analyse der vorwartsgerichteten 16S rRNA Teilsequezen. Abklrzungen: Gw, Gangwande;
Da, Darminhalt; Ko, Kotkriimel.
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Abbildung 59: Labelling  Intensitast  der  *C-markierten  Taxa in  den
.Schweren” Fraktionen aus (A) Bodensaulen und (B) Nkrokosmen nach vergleichender
Analyse der ruckwartsgerichteten 16S rRNA Teilsequazen. Abkirzungen: Gw,
Gangwande; Da, Darminhalt; Ko, Kotkrimel. *, nachstwandte Spezied:eptothrix sp.
FC118 (JQ946030; Sequenzahnlichkeit 98 %)

Sequenzahnlichkeiten vdiC-markierten repréasentativen 16S rRNA Teilsequerzzen
bekannten kultivierten Mikroorganismen lagen imdehn von 90 % bis 100 % (Tabelle
47, Tabelle 48), was daraufhin deutet, dass solekdnnte als auch bisher unbekannte
Bakterien 2,4-DCP-Kohlenstoff assimilierten und darmum Abbau von 2,4-DCP in
Bodensaulen und Mikrokosmen beitrugen.
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Tabelle 47: Phylogenetische Zuordnung und Sequenzige reprasentativer,

vorwartsgerichteter 16S rRNA Fragmente aus cDNA ndt CAP-SIP mit [*°C]-2,4-DCP.

Die aufgefiihrten Sequenzen zeigen die aktiv am Abban [°C]-2,4-DCP beteiligten
Mikroorganismen. Die Zuordnung basiert auf einerqugmzéahnlichkeit von 87,7 %
(Familienebene).

Reprasentative Sequénz Lange Nachster kultivierter Mikroorganismus A

(bp) (Zugangsnummer) (%)°
Gangwéande
Bw BoS 1 535 Polaromonassp. (JX950032) 98
Bw BoS 2 547 Pseudomonasp. (KC211303) 97
Bw MK 1 545 Novosphingobiursp. (AJ000920) 98
Bw MK 2 545 Geothrix fermentan@NR036779) 91
Bw MK 3 537 Variovoraxsp.(JQ977443) 97
Bw MK 4 545 Pseudomonasp.(DQ164217) 94
Darminhalt
GutBoS 1 545 Pseudomonasp. (KC211303) 98
Gut BoS 2 559 Clostridiumsp. (JX575132) 94
Gut MK 1 595 Comamonas sf§JF928565) 99
Kotkrimmel
CastBoS 1 538  Clostridium frigidicarnis(AB610573) 100
Cast BoS 2 544  Chondromyces lanuginos(sJ176774) 90
Cast BoS 3 536  Flavobacteriumsp. (HM149209) 98
Cast BoS 4 539  Adhaeribacter terreu¢AB682158) 91
Cast MK 1 552 Mesorhizobiunsp. (FJ959375) 99
Cast MK 2 551 Novosphingobiursp. (AJ000920) 93
Cast MK 3 542 Comamonasp. (JF722672) 92
Cast MK 4 522 Sporocytophagap. (FJ372724) 93

Boden mit RW-Behandlung

Bu +/+ BoS 1 544 Pseudomonasp. (HF678957) 98
Bu +/+ BoS 2 547 Clostridiumsp. (AY949856) 100
Bu +/+ BoS 3 535 Flavobacteriunmsp. (HM113609) 95
Bu +/+ MK 1 516 Geothrix fermentan@NR036779) 98
Bu +/+ MK 2 522 Variovoraxsp. (KC294017) 99

Bu +/+ MK 3 537 Novosphingobiumsp. (AJ000920) 99
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Reprasentative Sequénz Lange Nachster kultivierter Mikroorganismus A

(bp) (Zugangsnummer) (%)°
Boden mit RW-Behandlung
Bl +/+ BoS 1 553 Bacillussp. (EU372969) 95
Bl +/+ BoS 2 538 Ideonellasp. (FM886860) 97
Bl +/+ BoS 3 544 Pseudomonasp. (KC211303) 97
Bl +/+ BoS 4 533 Flavobacteriunmsp. (EF523606) 95
Bl +/+ MK 1 532 Polaromonassp. (JX950032) 97
Bl +/+ MK 2 553 Novosphingobiunsp. (AJ000920) 99
Boden ohne RW-Behandlung
Bu-/+BoS 1 548 Novosphingobiunsp. (AJ0O00920) 94
Bu -/+ BoS 2 533 Polaromonassp. (JX950032) 98
Bu -/+ BoS 3 544 Pseudomonas migulg&F501370) 93
Bu -/+ MK 1 545 Polaromonassp. (JX950032) 99
Bu -/+ MK 2 564 Geobacter bemidjiens{iNR075007) 93
Bu -/+ MK 3 558 Novosphingobiunsp. (AJ000920) 92
Bl -/+ BoS 1 550 Hyphomicrobiurnsp. (AB552869) 92
Bl -/+ BoS 2 553 Pelotomaculum isophthalicicum 91
(NR041320)
Bl -/+ MK 1 558 Mesorhizobium thiogangeticum 98
(AB675379)

Bl -/+ MK 2 557 Novosphingobiumsp. (AJ000920) 95
Bl -/+ MK 3 563 Geobacter bemidjiensiiNR075007) 98
Bl -/+ MK 4 540 Burkholderiasp.(AJ011508) 96

4 Abkurzungen: Bw, Gangwéande; Bu, obere SchichtBiedens (0-5 cm); B, untere Schicht
des Bodens (5-10 cm); BoS, Bodenséaulen-Material;, Mfikrokosmen-Material; RW,
Regenwirmer; +/+, Inkubation mit Regenwirmern up®2CP; -/+, Inkubation nur mit 2,4-
DCP

® Sequenzahnlichkeit basiert auf BLAST-Analyse
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Tabelle 48: Phylogenetische Zuordnung und Sequenzige reprasentativer,
rickwértsgerichteter 16S rRNA Fragmente aus cDNA neh CAP-SIP mit [**C]-2,4-DCP.
Die aufgefiihrten Sequenzen zeigen die aktiv am Abban [°C]-2,4-DCP beteiligten
Bakterien. Die Zuordnung basiert auf einer Sequemlzzhkeit von 87,7 % (Familienebene).

Reprasentative Sequénz Lange Na&chster kultivierter MikroorganismusA

(bp) (Zugangsnummer) (%)°
Gangwéande
Bw BoS 1 541 Polaromonassp. (JX950032) 92
Bw BoS 2 555 Pseudomonasp. (KC211303) 97
Bw MK 1 552 Pseudomonasp. (KC211303) 97
Bw MK 2 543 Methylibiumsp. (JQ977655) 96
Bw MK 3 534 Geothrix fermentan@\NR036779) 98
Bw MK 4 555 Novosphingobiursp. (AJ000920) 96
Darminhalt
GutBoS 1 543 Clostridiumsp. (KC762211) 99
Gut BoS 2 557 Pseudomonasp. (KC211303) 97
Gut BoS 3 554  Aeromonas hydrophil@EU700096) 94
Gut MK 1 533 Comamonas sf§928559) 100
Kotkrimmel
CastBoS 1 532  Clostridiumsp. (Y15985) 99
CastBoS 2 539  Flavobacteriumsp. (HM149209) 99
Cast MK 1 588 Variovoraxsp. (JQ977660) 100
Boden mit RW-Behandlung
Bu +/+ BoS 1 544  Clostridiumsp. (GQ906581) 99
Bu +/+ BoS 2 552 Pseudomonasp. (KC211303) 98
Bu +/+ BoS 3 524 Flavobacteriunsp. (EU109724) 99
Bu +/+ MK 1 535 Geothrix fermentan@\NR036779) 98
Bu +/+ MK 2 537 Novosphingobiumsp. (AJ000920) 99

Bu +/+ MK 3 465 Variovoraxsp. (KC294017) 99
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Reprasentative Sequénz Lange Nachster kultivierter Mikroorganismus A

(bp) (Zugangsnummer) (%)°
Boden mit RW-Behandlung
Bl +/+ BoS 1 530 Flavobacteriunmsp. (AM934637) 98
Bl +/+ BoS 2 538 Bacillussp. (FJ348046) 99
Bl +/+ BoS 3 533 Acidovoraxsp. (JQ977203) 99
Bl +/+ BoS 4 557 Pseudomonasp. (KC211303) 97
Bl +/+ BoS 5 518 Acinetobactesp. (FM955885) 99
Bl +/+ MK 1 452 Sphingomonssp. (HM191725) 99
Bl +/+ MK 2 527 Variovoraxsp. (KC294017) 99
Boden ohne RW-Behandlung
Bu-/+BoS1 551 Novosphingobiunsp. (AJ0O00920) 99
Bu -/+ BoS 2 561 Clostridium cellobioparunX71856) 90
Bu -/+ BoS 3 545 Leptothrixsp. (JQ946030) 98
Bu -/+ BoS 4 523 Bradyrhizobiunmsp. (EF569643) 100
Bu-/+ MK 1 562 Geobacter bemidjiens{iNR075007) 97
Bu -/+ MK 2 535 Novosphingobiunsp. (AJ000920) 99
Bu -/+ MK 3 537 Variovoraxsp. (JF958157) 98
Bl -/+ BoS 1 558 Pelotomaculum isophthalicicum 91
(NR0O41320)

Bl -/+ MK 1 541 Geobacter bemidjiensiiNR075007) 97
Bl -/+ MK 2 538 Novosphingobiumsp. (AJ000920) 99
Bl -/+ MK 3 527 Variovoraxsp. (KC294017) 99

& Abklrzungen: Bw, Gangwande; Bu, obere SchichtBledens (0-5 cm); BI, untere Schicht
des Bodens (5-10 cm); BoS, Bodenséaulen-Material;, Mfikrokosmen-Material; RW,
Regenwirmer; +/+, Inkubation mit Regenwirmern up®2CP; -/+, Inkubation nur mit 2,4-
DCP

® Sequenzahnlichkeit basiert auf BLAST-Analyse

Nach Inkubation in Bodensaulen mit Regenwirmern eimém 2,4-DCP Verbrauch
von 25 pg pro Gramm Trockengewicht wurden in deiloBphére sowie in den
Bodenproben von 0 bis 5 cm und 5 bis 10 cm zweifini **C-markierte Familien
nachgewiesen.Pseudomonadaceaalominierten die aktive 2,4-DCP-verwertende
mikrobielle Gemeinschaft in den Gangwanden, denmiddralt sowie im umliegenden
Boden mit einer Labelling Intensitat von bis zu ®3(Abbildung 58, Abbildung 59).
Die den Flavobacteriaceagugeordneten*C-markierte Sequenzen waren eng mit
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Sequenzen vonFlavobacterium sp. verwandt und wurden ausschlief3lich in
Regenwurm-vorbehandelten Proben detektiert (TaldiglleTabelle 48). Dabei lag die
hochste Labelling Intensitat in den Kotkrimeln v@omamonadacearugeordnete
16S rRNA Teilsequenzen konnten in den GangwéanddrBaalenproben (5-10 cm) mit
einer Labelling Intensitat von bis zu 38 % nachgsen werden. Bakterien der Familie
Clostridiaceaewurden im Darminhalt, in Kotkrimeln sowie in debeoen 5 cm des
Bodens mit einer Labelling Intensitat von bis zu %2als 2,4-DCPfC] Verwerter
identifiziert. Weitere, in Regenwurm-vorbehandelfmben detektierté>C-markierte
Sequenzen wurden deGammaproteobacteria(AeromonadaceaeMoraxellaceag,
DeltaproteobacteriaPolyangiaceag Firmicutes (Bacillaceag und denBacteroidetes
(Cytophagacegezugeordnet (Tabelle 47, Tabelle 48, Abbildungo&8Abbildung 60).
Ein GrofRteil der *C-markierten Familien wurde bestandig in mehr alsere
Regenwurm-vorbehandelten Probe nachgewiesen, wasufd&inweist, dass die
.Markierung“ vielmehr durch Regenwirmer beeinfluasirde als zuféllig stattfand.

Ein bis vier'*C-markierte OTUs auf Familien-Ebene aus den PhgtdPcbteobacteria
und Firmicuteswurden in Bodenproben ohne Regenwurmvorbehandietektiert. Im
Boden der oberen 0 bis 5 cm wurd@&radyrhizobiaceage Sphingomonadaceae,
Comamonadaceaebzw. Comamonadacea¥erwandte, Pseudomonadaceaeowie
Clostridiaceaemittels CAP-SIP als aktive 2,4-DCP*{] Abbauer identifiziert. Dieses
Ergebnis wurde zusatzlich durch die Analyse desptetten Gradienten défC- und
13C-Inkubationen verifiziert (Abbildung 52, Abbildung3). Hyphomicrobiaceaaind
Peptococcaceawurden ausschlie3lich im Verlauf der Bodensaulemation in 5 bis
10 cm Bodentiefe markiert, was ein weiterer Hinwaaig den selektiven Einfluss von
Regenwurmaktivitaten auf die bakteriellen 2,4-DEW] Assimilatoren ist.

Nach der Inkubation von Drilospharen- und Bodenngte aus den
Bodens&ulenanséatzen in Mikrokosmen wurden ein s NC-markierte Familien-
OTUs nachgewiesen (Abbildung 58, Abbildung 59, Tabet7, Tabelle 48).
Sphingomonadaceasnd Comamonadaceagaren dabei mit Labelling Intensitaten von
bis zu 100 % die dominierenden Taxa, wohingegémyllobacteriaceage
Burkholderiaceag PseudomonadaceaeHolophagaceaesowie Cytophagaceaemit
Labelling Intensitaten von 7 % bis 28 % scheinbae eher untergeordnete Rolle im
2,4-DCP-}3C] Fluss spielten (Abbildung 58, Abbildung 59). RienGeobacteraceae-
zugeordneten*C-markierte Sequenzen waren eng mit Sequenzen Greobacter
bemidjiensis verwandt und wurden ausschlie3lich in Bodenprobemne
Regenwurmvorbehandlung detektiert (Tabelle 47, Takk3). Eine Vielzahl der 16S
rRNA Sequenzen reprasentativéE-markierter OTUs wies eine Sequenzéahnlichkeit zu
kultivierten Mikroorganismen vor 97 % auf (Tabelle 47, Tabelle 48), was darauf
schlieRen lasst, dass bisher unbekannte 2,4-DCReifstoff-verwertende Bakterien
mit Hilfe des gewahlten Versuchsansatzes angential®eden konnten.
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67,

9 Burkholderiasp. (AJ011508)
&Esl -+ MK 4
Cast MK 3
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Pseudomonasp. (HF678957)
Bu +/+ BoS 1
— Bu -/+ BoS 3

100 Geobacter bemidjiens(®IR075007)
4%%9 ? Bl -/+ MK 3
Bu -/+ MK 2

7 Chondromyces lanuginos(sl176774)
100 MyxococcaleBakterium(AB245340)
89 Cast BoS 2
10g Clostridium frigidicarnis(AB610573)
CastBoS 1
Clostridium saccharobutylicunU60306)
Clostridiumsp.(AY949856)
Bu +/+ BoS 2
Clostridiumsp. (IX575132)
Gut BoS 2
Pelotomaculum isophthalicicu(NR041320)
Bl -/+ BoS 2
Bacillussp. (EU372969)
100 Bl +/+ BoS 1
10g Geothrix fermentan@NR036779)
Bu +/+ MK 1
BW MK 2
74 Novosphingobiurap. (AJ000920)
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Bu +/+ MK 3
Bl -/+ MK 2
Bl +/+ MK 2
Cast MK 2
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Cast MK 1
Bl -/+ MK 1
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99

100

64,

0.05

Sporocytophagap. (FI372724)
75 Cast MK 4
Flavobacteriunsp. (EF523606)
Flavobacteriunsp.(HM113609)
Flavobacteriunsp.(HM149209)
Bl +/+ BoS 4
Bu +/+ BoS 3
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Geobacteraceae

Polyangiaceae

Clostridiaceae

Peptococcaceae

Bacillaceae

Holophagaceae
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Abbildung 60: Phylogenetische Stammb&ume reprasertiger (A) vorwartsgerichteter und

(B) ruckwartsgerichteter 16S rRNA Teilsequenzen (45 - 595 bp) aus cDNA von aktiven,
2,4-DCP-[¥-Kohlenstoff-verwertenden Mikroorganismen nach Inkubation mit [**C]-2,4-
DCP in Bodensaulen sowie MikrokosmenDie Berechnung erfolgte auf Nukleinsdureebene
mit dem ,Neighbour-Joining“ Algorhitmus (Saitou & €N 1987) nach dem ,p-
Distance" Modell (Nei & Kumar, 2000). Zahlen an déarzweigungen geben die Bootstrap-
Werte (Prozent von 10.000 Bootstrap-Replikaten 0% an. Schwarze Knotenpunkte an den
Verzweigungen indizieren tUbereinstimmende Ergelniss dem ,Maximum-Likelihood®- und
dem ,Maximum-Parsimony“-Algorhitmus; weilRe Knotemgte zeigen eine Ubereinstimmung
mit dem ,Maximum-Likelihood"- oder dem ,Maximum-Pamony“-Algorhitmus. Als
Referenzsequenz wurde die 16S rRNA GensequenaWathanosarcina barker{AF028692)
herangezogen und in der Abbildung mit dem Pfeilgdatellt. Die Zugangsnummern
offentlicher Datenbanken sind in Klammern angegebdder Balken zeigt einen
Sequenzunterschied von 5 %. Abkirzungen: BW, GandeéBu, obere Schicht des Bodens
(0-5 cm); BI, untere Schicht des Bodens (5-10 cB®S, Bodensdulen- Material; MK,
Mikrokosmen- Material; +/+, Inkubation mit Regenwiern und 2,4-DCP; -/+, Inkubation nur
mit 2,4-DCP.

3.5. Einfluss von A. caliginosaund 2,4-DCP auf Denitrifizierer und
Nitrifizierer im landwirtschaftlichen Boden

Endogaische Regenwlrmer der SpedAesrrectodea caliginosaind in der Lagein
vivo NoO zu emittieren (Matthiegt al, 1999). Zudem konnen Pestizide und deren
Abbauprodukte stimulierenden als auch inhibierenBerfluss auf die Denitrifikation
sowie Nitrifikation in Béden nehmen (Padt al, 1998). Um einen moglichen Effekt
von Regenwirmern und/ oder 2,4-DCP auf di©MBildung und die daran beteiligten
Mikroorganismen zu zeigen, wurden Bodensaulen mildffischem, landwirtschaft-
lichem Boden in Gegenwart bzw. Abwesenheit vAn caliginosa und 2,4-DCP
inkubiert. Die Bestimmung der Abundanz von Dernirdrern und Nitrifizierern
erfolgte mit Hilfe der MPN-Methode sowie durch Qtiimerung der strukturellen
Gene amoA nirK, nirS, narG und nosZ Zusatzlich wurde die Diversitat
denitrifizierender Bakterien anhand einer TRFLP{4sa bestimmt. Diese
Untersuchungen wurden im Rahmen zweier Bachelatarb@iarianna Weller, 2010;
Christian Hofmann, 2011) durchgefuhrt.

3.5.1. Einfluss von A. caliginosa und 2,4-DCP auf die NO-Bildung in
Bodensaulen

Die Bildung von NO in Regenwurm- und {C]-2,4-DCP-supplementierten und
unsupplementierten Bodensaulen, die gleichzeitig dén stabilen Isotopenversuch
verwendet wurden (vgl. 2.4.1.), wurde taglich dugelschromatographische Messungen
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verfolgt. In allen Ansatzen konnte innerhalb destem zwei Tage eine zigige Bildung
von NbO beobachtet werden (Abbildung 61). Dabei lag dglithe Bildungsrate bei
durchschnittlich 36,1 nmol XD pro Gramm Frischgewicht Boden fur Bodensaulen mit
Regenwiurmern und bei 14,1 nmol,ON pro Gramm Frischgewicht Boden fur
Regenwurm-unbehandelte Bodensaulen. Im weiteretaMeder Inkubation bis zum
Versuchsende ging die,@-Bildung zuriick, so dass nach 19 Tagen in Regemwur
behandelten Bodenséaulen eine kumultativ®©{Konzentration von 71 nmol & pro
Gramm Frischgewicht in Gegenwart von 2,4-DCP undn8®l NO pro Gramm
Frischgewicht in Abwesenheit von 2,4-DCP detektisvtirde (Abbildung 61).
Regenwurm-unbehandelte Bodensaulen wurden aufgeuret verzégerten 2,4-DCP
Abnahme (Abbildung 46) weiter bei 15 °C inkubidfach 37 Tagen erfolgte die letzte
Messung des pD-Gehaltes in den Bodensaulen, die in einer kurivdia N,O-
Konzentration von 31 nmol pro Gramm FrischgewightAnwesenheit von 2,4-DCP
und 41 nmol NO pro Gramm Frischgewicht in Abwesenheit von 2,4FD@sultierte
(Abbildung 61).
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Abbildung 61: Kumultative N,O-Bildung in Bodensaulen in Gegenwart und Abwesenlite
von Regenwirmern und/ oder 2,4-DCPDer Pfeil indiziert den Zeitpunkt des Versuchsende
der mit Regenwirmern behandelten S&ulen. Dargesieti Mittelwerte aus Duplikaten (+
hochster und niedrigster gemessener Wert). Diebakon erfolgte bei 15 °C im Dunkeln.
Abklrzung: RW, Regenwurm

Die Zugabe von 2,4-DCP in landwirtschaftlichen Bodéhrte im Inkubationszeitraum
von drei bis 20 Tagen zu einem signifikanten Urteiesd in der NO-Bildung
(Abbildung 61, Abbildung 62). Dabei ist es sehr vgagheinlich, dass 2,4-DCP als



208 Ergebnisse

Substrat in der eingesetzten Konzentration keinexkign Einfluss genommen hat, da
in diesem Zeitraum die grof3te 2,4-DCP Menge beaditebaut bzw. assimiliert wurde

(Abbildung 46).
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Abbildung 62: Lineare Anstiege der kumultativen NO-Bildung in Bodenséaulen in
Gegenwart und Abwesenheit von Regenwurmern und/ ode 2,4-DCP im
Inkubationszeitraum 5 bis 21 Tage Dargestellt sind Mittelwerte aus Duplikaten (+ héter
und niedrigster gemessener Wert). Die Inkubatidolgte bei 15 °C im Dunkeln. Abkirzung:

RW, Regenwurm

Vielmehr ist der beobachtete Effekt in der Tatsadlegrindet, dass durch die
Gegenwart von 2,4-DCP die am Abbau beteiligten bbkganismen angereichert und
stimuliert wurden und sich somit das Verhaltnisdan vorliegenden Denitrifikanten
anderte. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse Kimzahlbestimmungen
untermauert (Abbildung 38, Abbildung 40, Abbildu8, Abbildung 64). So konnten in
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der 2,4-DCP-vorbehandelten Drilosphére bis z( 2@-DCP Abbauer, aber nur 10
Denitrifikanten detektiert werden. Dem gegenibeghtstdie 2,4-DCP-unbehandelte
Drilosphare mit bis zu £02,4-DCP Abbauer und bis zu ®Denitrifikanten. Folglich
kann der aufgetretene Unterschied in dg©MBildung u.a. auf die Abundanz der im
Boden vorkommenden Denitrifikanten zurickgefuhrtdes.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass (a) die Anwesenvon A. caliginosa in
landwirtschaftlichem Boden zu einer signifikant bédn (t-Testp < 0,05) NO-Bildung
fuhrte, (b) der Einfluss von 2,4-DCP auf dieONBildung innerhalb der ersten 48
Stunden unter den gewahlten Inkubationsbedingunggmachléassigbar und nicht
signifikant ist (t-Testp > 0,05) und (c) Bodensaulen supplementiert mit2XP im
Inkubationszeitraum von drei bis 20 Tagen eine ifk@nt niedrigere NO-Bildung
aufwiesen (t-Tesp < 0,05).

3.5.2. Quantifizierung denitrifizierender und nitrifiziere nder Mikro-
organismen

3.5.2.1. Einfluss von Regenwirmern und 2,4-DCP auf die Anzdhkultivierbarer
Denitrifizierer

Die wahrscheinlichste Keimzahl (MPN) kultivierbaf®enitrifizierer im feldfrischen,
landwirtschaftlichen Boden vor Inkubationsbeginm laei 9,5 x 16 pro Gramm
Trockengewicht (Abbildung 63). Nach 60-tagiger Ibltion unter Argonatmosphare
bei 15 °C zeigten die MPN in 2,4-DCP-behandeltenisainbehandelten Gangwand-
proben keine signifikanten Veranderungen im Vegylezum feldfrischen Boden
(Abbildung 63). Kotkriimel wiesen dagegen mit Keitmea von bis zu 1,4 x £Qoro
Gramm Probe signifikant niedrigere Werte als ddyalvandelte Boden auf, wobei kein
Einfluss einer 2,4-DCP Vorbehandlung beobachtedemerkonnte. Die MPN in 2,4-
DCP-vorbehandelten Darmproben waren im Vergleichm zunkubationsbeginn
signifikant niedriger, wohingegen 2,4-DCP-unbehdtedeDarmproben 6000-fach
hohere Keimzahlen aufwiesen als der feldfrischedBo@lbbildung 63). Die erfassten
Daten deuten darauf hin, dass (a) die Anzahl kelibarer Denitrifizierer im Darm von
Regenwurmern stark durch die Gegenwart von 2,4-D€é&influsst wird und (b) der
Regenwurmdarm ein ,Hotspot* fir die mikrobielle Deifikation innerhalb der
Drilosphére darstellt.

In 2,4-DCP-vorbehandelten Bodenproben waren die MBhvierbarer Denitrifizierer
bestéandig signifikant hoher als in den korresparaiden unbehandelten Bodenproben
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(Abbildung 64). So wurden Keimzahlen von bis zu %81¢ in der oberen

Bodenschicht und bis zu 1,5 x °®10n der unteren Bodenschicht pro Gramm
Trockengewicht detektiert. Zudem wiesen 2,4-DCHsebandelte Bodenproben
signifikant h6here MPN auf als feldfrischer, unbetielter Boden zu Inkubationsbeginn
(Abbildung 64). Diese Daten deuten an, dass keltbare Denitrifizierer in den

Bodenproben nicht durch die Gegenwart des eingese,4-DCP inhibiert werden.

Die Anwesenheit von Regenwirmern in den Bodensadildmte in den oberen

Bodenschichten zu signifikant hoheren Keimzahlebhilung 64). Die detektierten

MPN pro Gramm Trockengewicht waren dabei in Regenwuorbehandelten Proben
bis zu 9 x hoher als in den Regenwurm-unbehandeBaenproben. Die

wahrscheinlichste Keimzahl kultivierbarer Denitziérer in den unteren 5 cm der
Bodensaulen zeigte dagegen keine signifikante Bessung durch Regenwirmer
(Abbildung 64).

1e+10;
{ [ +24-DCP a
le+9 § []-24-DCP -
_ 1e+8 -
" o ]
S le+7 |
z é
S le+6 A
; c
le+s 7 be be b b b
~1 70 1 m
le+3
to Gangwande Kotkriimel ~ Darminhalt

Abbildung 63: Wahrscheinlichste Keimzahl (most prolable number, MPN) kultivierter
Denitrifizierer pro Gramm Trockengewicht in feldfri schem Boden () sowie der
Drilosphéare nach 60 Tagen Inkubation bei 15 °C unte Argonatmosphére. Die
Bestimmung der MPN wurde anhand von funf Parallelerchgefiihrt. Die Fehlerbalken stellen
das Konfidenzintervall dar, in dem die tatsachligl@mzahl mit 95 % Wahrscheinlichkeit liegt.
Unterschiedliche Buchstaben indizieren einen sigiten Unterschied, der anhand der zu
sichernden Differenz bestimmt wurde (vgl. 2.7.2.).



Ergebnisse 211

B +RW, +2,4-DCP[ ] +RW, -2,4-DCHl- RW, + 2,4-DCA] - RW, - 2,4-DCP

le+8
] b
1e+7§
- ] cd cd cd d
2 ] T
P 1e+64
=2 ] ac
% a a T
| a T -
le+5 4 T
let+4
to 0-5cm 5-10cm
Bodenprobe

Abbildung 64: Wahrscheinlichste Keimzahl (most profable number, MPN) kultivierter
Denitrifizierer in feldfrischem Boden (t,) sowie vorbehandelten Bodenproben pro Gramm
Trockengewicht nach 60 Tagen Inkubation bei 15 °C nmter Argonatmosphare. Die
Bestimmung der MPN wurde anhand von funf Parallelerchgefuhrt. Die Fehlerbalken stellen
das Konfidenzintervall dar, in dem die tatsachligl@mzahl mit 95 % Wahrscheinlichkeit liegt.
Abklrzung: RW, Regenwurm. Unterschiedliche Buchstalindizieren einen signifikanten
Unterschied, der anhand der zu sichernden Diffebesammt wurde (vgl. 2.7.2.).

Die durch die Bestimmung der wahrscheinlichstemizaihl erhaltenen Ergebnisse sind
konsistent mit den Beobachtungen der anoxischen emadschlammungen
supplementiert mit 2,4-DCP (vgl. 3.1.2.) sowie iétn Resultaten der,N-Messung
wahrend der Bodensauleninkubation. Diese lassenuten, dass der Einfluss von 2,4-
DCP unter den gewahlten InkubationsbedingungendaufAnzahl der kultivierbaren
Denitrifizierer im landwirtschaftlichen Boden undrsit auf die Denitrifikation im
Vergleich zum Einflussfaktor Regenwurm vernachkgisar gering ist.

3.5.2.2. Einfluss von Regenwirmern und 2,4-DCP auf die Abunanz von
Denitrifikations- und Nitrifikations-assoziierten Genen in Drilosphare
und Boden

Der Einfluss des endogaischen RegenwuApsrrectodea caliginosaowie von 2,4-
DCP auf die Abundanz und Aktivitat von denitrifim@den und nitrifizierenden
Mikroorganismen in Drilospharen- und Bodenprobenhnlkubation in Bodensaulen
wurde durch die Quantifizierung der strukturelleren@ narG (Nitratreduktase
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kodierendes Gen)nirK und nirS (Nitritreduktase kodierende Gene)psZ (N.O-
Reduktase kodierendes Gen) wardoA(Ammonium-Monooxygenase kodierendes Gen)
untersucht. Aufgrund von aufgetretenen ProblemenMenlauf der Nukleinséure-
extraktion und der nachfolgenden Genamplifikationtets qPCR wurden diearG-,
nirk-, nirS- und amoAGenkopienzahlen aus Kotkrimelproben nach 2,4-DCP
Inkubation fiir weitergehende Analysen ausgeschiosse

Im feldfrischen, unbehandelten Boden wurden 3,®3narG- Genkopien pro ng DNA
detektiert (Abbildung 65), was einem Anteil von 1 &% der gesamten mikrobiellen
Gemeinschaft entsprach (Abbildung-AH 4). Nach dgégBodensauleninkubation und
einem gleichzeitigen Anstieg der,®Konzentration konnten 1,3-fach bis 3,1-fach
erhohtenarG-Genkopienzahlen pro ng DNA in Bodenproben der @& cm detektiert
werden (Abbildung 65). Dabei wiesen Regenwurm-viodnelelte Bodenproben
generell hohere Genkopienzahlen auf als die kooregiprenden Bodenproben ohne
Regenwurmbehandlung. DiearG-Genkopienzahlen in Regenwurm-vorbehandelten
Drilosphéaren- und Bodenproben variierten von 1,21& bis 1,6 x 10 pro ng
eingesetzter DNA und waren bis zu 364 mal hohéfFeét p > 0,05) als in den
Bodenproben ohne Regenwurmeinfluss (Abbildung 6Zudem konnte kein
signifikanter Einfluss von 2,4-DCP (t-Tegt: > 0,05) auf die Abundanz vonarG
nachgewiesen werden.

Im feldfrischen, landwirtschaftlichen Boden aus &arn wurden zu Inkubationsbeginn
9,7 x 10 nirk- sowie 3,1 x 1® nirS-Genkopien pro ng eingesetzter DNA erfasst
(Abbildung 65), was einem Anteil von 3 % bzw. 0,9a% der gesamten mikrobiellen
Gemeinschaft entsprach (Abbildung-AH 4). Die Anzdél detektiertemirK-Gene in
Bodenproben nach 2-tagiger Inkubation lag in eiBsreich von 6,9 x Tbis 2,5 x 16

pro ng DNA und damit deutlich unter dem Ausgang$waem Zeitpunkt & Im
Vergleich dazu blieben dienirS-Genkopienzahlen nach 2-tdgiger Bodensaulen-
inkubation nahezu unverandert (Abbildung 65). Iild3pharen- und Bodenproben aus
Regenwurm-supplementierten Bodensaulen wundieii-Gene mit Abundanzen von
1,3 x 10 bis 1,2 x 1® Genkopien pro ng DNA detektiert. Bodenproben ohne
Regenwurmbehandlung wiesen mit 7,6 ¥ b 1,5 x 10 nirk-Genen pro ng DNA
hohere (t-Testp > 0,05)nirK-Genzahlen als Bodenproben mit Regenwurmbehandiung
auf (Abbildung 65). Die Abundanz dairS-Gene in DNA-Extrakten aus Regenwurm-
vorbehandelten Drilospharen- und Bodenproben végiieon 1,3 x 1®bis 7,5 x 16
Genkopien pro ng DNA und war bis zu 1000-fach hdidrest:p = 0,05) als in den
korrespondierenden Proben ohne RegenwurmeinflussZimgabe von 2,4-DCP zeigte,
ahnlich wie furnarG beschrieben, keinen signifikanten Einfluss (t-Test 0,05) auf
die Abundanz der fur die Nitritreduktase-kodieram@enenirk undnirS.
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Die noszZGenkopienzahl pro ng DNA lag vor Inkubationsbegibai 7,6 x 16
(Abbildung 66), was einem Anteil von 0,2 % an dees@mten bakteriellen
Gemeinschaft entsprach (Abbildung-AH 5). Wahrendhn&-tdgiger Bodensaulen-
inkubation fir 2,4-DCP-supplementierte Bodenprobere geringe Abnahme deosZ
Genkopienzahl beobachtet wurde, wiesen 2,4-DCPharaelte Bodenproben im
Vergleich zum Inkubationsbeginn ahnlichesZGenkopienzahlen auf (Abbildung 66).
In der Drilosphare sowie in Regenwurm-beeinflus®edenproben wurden am Ende
der Inkubation bis zu 4,9 x idoszGenkopien pro ng DNA detektiert. Im Vergleich
dazu konnten in Regenwurm-unbehandelten Bodenprolsezru 195-fach niedrigere (t-
Test:p > 0,05)nosZGenkopien pro ng DNA erfasst werden. Ein signffiteat Einfluss
von 2,4-DCP auf die AbundanzosZtragender Bodenbakterien konnte anhand der
vorliegenden Daten nicht gezeigt werden (t-Tpst:0,05).

Die fur die Ammonium-Monooxygenase kodierenden GENe A chaeaUNdamoAsacieria
wurden in feldfrischem Boden mit Genkopienzahlen 8¢ x 16 und 1,4 x 18 pro ng
DNA detektiert (Abbildung 66), was einem Anteil v@02 % bzw. 0,44 % an der
gesamten bakteriellen Gemeinschaft entsprach (dibg-AH 5). Nach 2-tagiger
Inkubation in Bodensdulen wurden 2,5-fach bis hfabdhere amoAwchaea
Genkopienzahlen pro ng DNA erfasst. Detektian®Asacieria -Genkopienzahlen in 2,4-
DCP-unbehandelten Bodenproben waren nach 2-taBiggensauleninkubation bis zu
1,9-fach geringer als zum Zeitpunkt wahrend die korrespondierenden Ansétze mit
2,4-DCP nahezu unveradnderte Werte aufwiesen (Abbgd66). Die amoAuchaea -
Genkopienzahlen in Regenwurm-vorbehandelten Diiasggn- und Bodenproben
variierten nach Beendigung der Bodens&ulen vonx2M0' bis 1,5 x 16 pro ng
eingesetzter DNA und wiesen damit keine signifieant/nterschiede (t-Tegt:> 0,05)
zu den Regenwurm-unbehandelten Bodenproben aufifiinly 66). Zudem wurde die
AbundanzamoAsaceriztragender Bodenbakterien ebenfalls nicht signifik@Test:p >
0,05) durch die Gegenwart von Regenwirmern beaisiflu

Bodenséulen, supplementiert mit dem endogéischgerarmA. caliginosa wiesen
nach Beendigung der Inkubation deutlich mehr (T3 0,05)amoAscerizGene als
amoAvchaeaGene pro ng eingesetzter DNA auf, wohingegen ingeReurm-
unsupplementierten Bodensaulen keine signifikakieterschiede nachweisbar waren.
Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, da¥sdie eingesetztein situ
relevante 2,4-DCP Konzentration keinen signifikanEgnfluss auf die Abundanz der
strukturellen GenaarG, nirK, nirS, nosZ sowie amoAnimmt, (b) die Abundanz der
Nitritreduktasen und der J0-Reduktase positiv durch die eingesetzten Regenesiir
beeinflusst wird und (c) deramoAsacerictragende Mikroorgansimen unter den
gewahlten Bedingungen nach Inkubation mit Regenwimmim Vergleich zu den
Archaeen eine bedeutende Rolle im Rahmen desikdiiiinsprozesses zukommt.
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Abbildung 65: narG-, nirK- und nirS-Genkopienzahlen pro ng DNA in feldfrischem Boden
(to) sowie vorinkubiertem Drilospharen- und Bodenmateral nach 2-tagiger (t4) sowie 19-
und 41-tagiger Bodensauleninkubation (vgl. 3.5.1.Pargestellte Werte sind Mittelwerte aus
zwei gPCR-Messungen; Fehlerbalken geben den hichsfassten Wert an. Unterschiedliche
Buchstaben indizieren einen signifikanten Unteesghider anhand eines t-Tests bestimmt
wurde. Abkirzungen: RW, Regenwurm; G, Gangwande<dtkriimel; Bu, obere Schicht (0-5
cm) des Bodens; BI, untere Schicht (5-10 cm) dedeBs.
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Abbildung 66: nosZ und amoA-Genkopienzahlen pro ng DNA in feldfrischem Bodentg)
sowie vorinkubiertem Drilospharen- und Bodenmaterid nach 2-tagiger (bq) sowie 19- und
41-tagiger Bodensauleninkubation (vgl. 3.5.1.)Dargestellte Kopienzahlen sind Mittelwerte
aus zwei (PCR-Messungen; Fehlerbalken geben derhsteic erfassten Wert an.
Unterschiedliche Buchstaben indizieren einen skgniten Unterschied, der anhand eines t-
Tests bestimmt wurde. Abklrzungen: RW, RegenwurmG@ngwande; K, Kotkrimel; Bu,
obere Schicht (0-5 cm) des Bodens; Bl, untere &tlfsc10 cm) des Bodens.
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Metabolisch aktive Denitrifizierer wurden anhandwmsZGentranskripten im Verlauf
der Bodensauleninkubation zu den Zeitpunktefinkubationsbeginn),.¢ (nach zwei
Tagen) sowie am Versuchsende nach 19 bzw. 41 Taqgantifiziert (vgl. 3.5.1.). Dabel
wurden nosZTranskripte fur alle untersuchten Drilospharend uBodenproben fir
jeden Zeitpunkt detektiert (Abbildung 67). Im feidthen Boden vor Inkubations-
beginn wurden 7,80sZTranskripte pro ng eingesetzter cDNA detektiedsvauf eine
geringe Aktivitat denitrifizierender Bakterien imandwirtschaftlichen Boden aus
Scheyern hinweist. Die Zugabe von 2,4-DCP und k dtlsgenwirmern fuhrte nach
zwei Tagen zu einem Anstieg deosZTranskripte auf bis zu 4,1 x 1@ro ng cDNA
(Abbildung 67). Nach Beendigung der Bodensaulertiakion wiesen die untersuchten
Gangwandproben geringeneosZTranskriptzahlen auf als das Kotkrimelmaterial
(Abbildung 67), was vermutlich auf die vorherrsctien oxischen Bedingungen in den
Regenwurmgangwanden zurlck zu fuhren ist. In déogphéare sowie in Regenwurm-
beeinflussten Bodenproben wurden am Ende der Itkubdis zu 4,0 x 10nosz
Transkripte pro ng cDNA detektiert; Regenwurm-unibiéesste Proben wiesen bis zu
2,9 x 16 noszTranskripte pro ng cDNA auf (Abbildung 67). Dalkeinnte anhand der
vorliegenden gPCR-Daten kein signifikanter Einflus® Regenwirmern und 2,4-DCP
auf die Aktivitdt nosZtragender Bodenbakterien nachgewiesen werden sft-pe>
0,05).

B+ RW, +2,4-DCP [ ]+ RW, - 2,4-DCP M - RW, + 2,4-DCP []- RW, - 2,4-DCP
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Abbildung 67: nosZTranskripte pro ng eingesetzter cDNA in feldfrisclem Boden ()
sowie vorinkubiertem Drilospharen- und Bodenmaterid nach 2-tagiger (bq) sowie 19- und
41-tagiger Bodenséauleninkubation (vgl. 3.5.1.)Dargestellte Kopienzahlen sind Mittelwerte
von Triplikaten; Fehlerbalken geben die Standardatiung an. Unterschiedliche Buchstaben
indizieren einen signifikanten Unterschied, der amth eines t-Tests bestimmt wurde.
Abklrzungen: RW, Regenwurm; G, Gangwande; K, Katleli Bu, obere Schicht (0-5 cm) des
Bodens; Bl, untere Schicht (5-10 cm) des Bodens.
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3.5.3. Einfluss von Regenwirmern und 2,4-DCP auf die Divesitat von
Denitrifizierern

Die Diversitat denitrifizierender Bakterien im féidchen, landwirtschaftlichen Boden
aus Scheyern sowie in vorinkubierten Drilospharerd Bodenproben wurde mit Hilfe
der TRFLP-Analyse durch Marianna Weller im RahmiereeBachelorarbeit bestimmt.
Aus DNA-Proben amplifizierte nosZGenfragmente wurden dafir mit dem
Restriktionsenzym Hhal verdaut und anschlieBend mittels denaturierender
Polyacrylamidgelelektrophorese der Lange nach dagfiget. Die erhaltenen
Bandenmuster im feldfrischem Boden, den GangwaodiesKotkriimelproben zeigten
bis zu acht TRFs (Terminale RestriktionsfragmeAtghildung 68) mit einer relativen
Fluoreszenz von 0,7 % bis 92,2 %. Das TRF 357 ap,indikativ furBradyrhizobium
japonicumUSDA 110 (Depkat-Jakobt al, 2010) ist, war dabei in allen untersuchten
Proben dominierend. Die TRFs 148 bp und 408 bp &dnmunkultivierten
Bodenbakterien aus der Klasse dataproteobacteriszugeordnet werden (Depkat-
Jakobet al, 2010) und waren nach 19-tdgiger Bodensaulenmtia in Gangwand-
und Kotkrimelproben mit relativen Fluoreszenzen 3¢ % und 5,4 % detektierbar
(Abbildung 68). Die vorliegenden Daten weisen zudelarauf hin, dass eine
Vorbehandlung mit 2,4-DCP zu keiner entscheidender@inderung der Diversitat von
denitrifizierenden Bakterien in der Drilosphérertiih
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Abbildung 68: TRFLP-Profil bakterieller nosZDNA Sequenzen im feldfrischen Boden {}
sowie in Drilopsharenproben nach 19-tagiger Inkubabn in Bodensaulen mit bzw- ohne
Zugabe von 2,4-DCP.Abgebildet sind die nach TRFLP-Analyse detektierterminalen
Restriktionsfragmente (42-690 bp). Aufgrund desimgem Probenvolumens konnte keine
Analyse des Darminhaltes erfolgen.
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Aufgrund der detektierten, zigigen ®tBildung in allen Bodensaulenansatzen
innerhalb der ersten zwei Tage (Abbildung 61) warBedenproben des Zeitpunktes t
hinsichtlich ihrernosZDiversitat untersucht. Das erhaltene TRFLP-Przdilgte dabei
vier bis funf TRFs mit relativen Fluoreszenzen \&)8 % bis 74,4 % (Abbildung 69).
Bodenproben aus Regenwurm-supplementierten Bodemsdaigten unabhangig von
einer 2,4-DCP Vorbehandlung ahnliche Bandenmustier,von dem TRF 357 bp
dominiert wurde (Abbildung 69). 2,4-DCP-vorinkulieer Bodenproben ohne
Regenwurmeinfluss wiesen vier unterschiedliche TR&sf, wobei das den
Alphaproteobacteriazugeordnete TRF 42 bp mit einer relativen Fluarzzvon
63,8 % dominant war. In den Kontrollansatzen ohregeRwirmer und 2,4-DCP
wurden funf TRFs detektiert, deren relative Flupegzen im Vergleich zum
Inkubationsbeginn anné&hernd unverandert waren (dinhg 69).

Nach 19-tdgiger Inkubation und dem kompletten fessoden des Substrates aus dem
Boden wurden funf bis sieben TRFs mit relativenoFészenzen von 1,2 % bis 74,9 %
in Regenwurm-vorbehandelten Bodenproben detek{fobildung 69). Unabhangig
von Bodentiefe und 2,4-DCP Behandlung war das TRFp dominierend. Das den
Betaproteobacteri@ugeordnete TRF 408 bp konnte mit einer relatieioreszenz von
bis zu 16,9 % nur in 2,4-DCP-unsupplementiertene®pdoben nachgewiesen werden.
Bodenproben ohne eine vorangegangene Regenwurndiehgnwiesen nach 41-
tagiger Inkubation wund durchgefiihrtem Restriktiemslau drei bis sechs
unterschiedliche TRFs auf (Abbildung 69). Das TRIF dange 357 bp war dabei, wie
bereits fur die untersuchten Drilospharen- und Bpdeben beschrieben, mit einer
relativen Fluoreszenz von bis zu 82,9 % dominiere@didem wurden die
betaproteobakteriellen TRFs 148 bp und 408 bp ghehen relativen Fluoreszenzen in
2,4-DCP-unbehandelten Bodenproben detektiert.
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Abbildung 69: TRFLP-Profil bakterieller nosZ DNA Sequenzen in Bodenproben aus
Bodenséaulen mit und ohne Regenwurm- und 2,4-DCP-Bahdlung nach nach 2-tagiger
(tzg) sowie 19 (fng109- und 41 (tng419-tAgiger Bodenséauleninkubation (vgl. 3.5.1))
Abgebildet sind die nach TRFLP-Analyse detektiertenminalen Restriktionsfragmente (42-
690 bp). Die TRFLP-Analyse zum Zeitpunkt ¢rfolgte anhand der beobachtetex®MBildung

in den Bodensaulen. Die Inkubation der Regenwurppi&mentierten Bodensaulen wurde
aufgrund des detektierten 2,4-DCP-Konsums nach &8eil beendet. Abkirzungen: +/+,
Inkubation mit Regenwirmern & 2,4-DCP; +/-, Inkubatmit Regenwirmern; -/+, Inkubation
mit 2,4-DCP; -/-, Kontrollansatz ohne Regenwiirme2 &-DCP; Bu, 0-5 cm Bodenprobe; Bl,
5-10 cm Bodenprobe.

Statistische Analysen der TRFLP-Profile bakterrelesZ DNA Sequenzen mit Hilfe
der nicht-metrischen multidimensionalen Skalieru(§MDS) sowie der nicht-
parametrischen multivariaten Varianzanalyse (NPMAMD basierend auf dem Bray-
Curtis  Ahnlichkeitsindex zeigten, dass sich Drilo&en- und Regenwurm-
vorbehandelte sowie Regenwurm-unvorbehandelte Bwdben im Allgemeinen in
ithrer Zusammensetzung nicht signifikant voneinandeterscheiden p( > 0,05)
(Abbildung 70). Die durch die TRFLP-Analyse erhaia Ergebnisse deuten somit an,
dass die Diversitat denitrifizierender Bakterien oher Drilosphare sowie in
Bodenproben nicht signifikant durch die Gegenwas @ndogaischen Regenwurms
Aporrectodea caliginosaowie durch 2,4-DCP beeinflusst wird.

0,164
*BI_+/-
0,081
] [ ]
S BAGRY_H-
3 R
= Gy_+/+ t2d_-/+
5 0,00H Ko_+/+ .
(@] e®_o
®) ++/+
Bl -+
-0,081
*ko_+/-
-0.16- o+
0,2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Koordinate 1



220 Ergebnisse

Abbildung 70: Nicht-metrische multidimensionale Skdierung (NMDS) der
nachgewiesenen TRFs aus feldfrischem Bodeny)(tsowie vorinkubierten Drilosphéaren-
und Bodenproben nach Bodensauleninkubation basieren auf dem Bray-Curtis
Ahnlichkeitsindex. Der errechnete Stress-Wert liegt bei 0,149. Abkiigem: 4, Proben nach
2-tagiger Bodensauleninkubation; Ko, Kotkriimel; G@angwande; Bu, obere Schicht des
Bodens (0-5 cm); BI, untere Schicht des BodensQ(®th); +/+, Bodenséauleninkubation mit
Regenwirmern und 2,4-DCP; +/-, Bodenséauleninkubatrmr mit Regenwirmer; -/+,
Bodenséauleninkubation nur mit 2,4-DCP; -/-, Korankatz ohne Regenwirmer und 2,4-DCP.
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4. Diskussion

4.1. Aerober und anaerober Abbau von 2,4-DCP im Boden whin der
Drilosphére

Die aerobe 2,4-DCP Biodegradation durch Bakteridolgt mit Hilfe der 2,4-DCP
Hydroxylase Uber die Bildung von 3,5-Dichlorcatelchals zentrales Intermediat
(Abbildung 1). Diese Verbindung kann anschlieRemdweder Uber eineortho-
(intradiolische-) oder einmeta(extradiolische-) Ringspaltung des aromatischerg&s
abgebaut werden. Die dafir verantwortlichen Enzyndge Chlorcatechol-1,2-
dioxygenase (EC 1.13.11.1) bzw. die Chlorcatech®letoxygenase (EC 1.13.11.2),
wurden bereits in ein und demselben Organismusgeadlesen (Kilpiet al, 1980;
Pieperet al, 1988; Kohet al, 1997; Pérez-Pento@ al, 2008; Guziket al, 2009) und
dienen in Form ihrer strukturellen Gene als Mark@r die an der Ringspaltung
beteiligten Bakterien (Alfreideet al, 2003; Qureshet al, 2009; Lillis et al, 2010).
Beide Abbauwege fihren dabei in der Regel zu teamsn Intermediaten des zentralen
Stoffwechsels und kdénnen zur Energiekonservierwtgy aum Aufbau von Biomasse
genutzt werden (Van der Meet al, 1992). Der mikrobielle Abbau von 2,4-DCP kann
durch die Gegenwart zusatzlicher Kohlenstoffquelmuliert werden. Flichtige
organische Verbindungen wie Monoterpene weisen @am 2,4-DCP &hnliche
chemische Struktur auf und fihrten in Studien zoeeiErh6hung der 2,4-DCP
Mineralisierungsrate in Boden (Rhodet al, 2007; McLoughlinet al, 2009).
Pseudomonasp. zeigte einen erhdhten 2,4-DCP Verbrauch ine@egrt von Glukose
(Ziagova & Liakopoulou-Kyriakides, 2007), ebenseeWiomamonas testosterqrder
co-metabolisch mit Glukose 4-Chlorphenol abbauteob@las et al, 2012).
Pseudomonadaceaeind Comamonadaceaeerwandte Taxa wurden in Bodens&ulen
mit Regenwurmeinfluss als dominierende 2,4-DER] Verwerter identifiziert
(Abbildung 58, Abbildung 59) und konnten zudem n#t4-DCP aus den
entsprechenden Proben isoliert werden (Abbildung R& Drilosphére, d.h. die durch
Regenwlrmer-beeinflusste Bodenzone, ist durch ameviergleich zum umliegenden
Boden erhohten Anteil an organischen KohlenstoKegezeichnet (Drake & Horn,
2007; Doret al,, 2008).Aporrectodea caliginosatimulierte die Abnahme von 2,4-DCP
in Bodensaulen (Abbildung 17) und oxischen Mikrakes (Tabelle 28) sowie die
Mineralisierung von [U*C]-2,4-DCP in Gangwanden, Kotkriimeln und Bodenpmobe
nach einer Bodensauleninkubation (Abbildung 18)edRi Ergebnisse sind konsistent
mit anderen Studien, die einen ,Regenwurmeffektf’ @en mikrobiellen Abbau von
Xenobiotika nachweisen konnten (Hickman & Reid, @00 erhbhten Regenwirmer
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in einer Untersuchung von Leet al. (2011a) zum einen die MCPA-Abbaufahigkeit des
eingesetzten landwirtschaftlichen Bodens aus Scheyend zum anderen die
Replikation der am Abbau beteiligten Mikroorganismgs kann folglich angenommen
werden, dass Boden mit einer hohen Dichte an Regenern eine mikrobielle
Gemeinschaft beherbergt, die Xenobiotika effizient@nsformiert und abbaut als
Boden mit einer geringen Dichte an Regenwirmern.

Regenwirmer werden aufgrund ihrer Fahigkeit diemégUmwelt zu dndern oder sogar
neue Habitate fur andere Organismen zu schaffen af8kosystem-
Ingenieure® bezeichnet (Peterson & Luxton, 1982urdb die Grabtatigkeit, das
Anlegen von Gangwanden sowie die Aufnahme, den &lerchd das Ausscheiden von
groen Mengen an Boden und organischem Materiatlemev.a. die Bodenstruktur
positiv beeinflusst, die Verfligbarkeit von Nahr&of verbessert und eine Reihe an
Bodenmikroorganismen in ihrem Wachstum stimuligkblgildung 71). Auf diesem
Wege kobnnen Regenwilrmer zumindest theoretisch daktofen, die eine
Bioremediation limitieren, verandern.

Aktivitat des Regenwurms

Aufnahme,
Graben mmmmp  Gangwande s  \/erdau und mmmmp  Kotkriimel
Ausscheidung
von Boden
Verbesserte Verbesserung Aufschluss von Zunahme
* Bodenstruktur « des Gasaustausches Bodenpartikeln « der Oberflache
 Fruchtbarkeit « der Feuchtigkeits- « der Wasserhalte-
regulation Zugabe von energie- fahigkeit
Erhohte Porositat ¢ des Nahrstoff- reichen wasserlosl. « des pH-Wertes
flusses organ. Verbindungen
Freisetzung von Hoherer Nahrstoff-
Nahrstoffen Wurzelwachstum Freisetzung von gehalt, bessere Ver-
Nahrstoffen fugbarkeit
Umsatz von organ. Verbreitung und
Material Stimulation von Verbreitung, Transport Stimulation von
Mikroorganismen und Stimulation von Mikroorganismen
Verbreitung und Mikroorganismen

Stimulation von
Mikroorganismen

Abbildung 71: Biologische, chemische und physikalihe Effekte von Regenwirmern auf
terrestrische Habitate. Modifiziert nach ROmbket al, (2005) und Hickman & Reid (2008).

Die beobachtete 2,4-DCP Abnahme im landwirtscludiéih Boden kann durch eine
Vielzahl an Prozessen bedingt sein. MineralisieyuiBjoakkumulation in das
Regenwurmgewebe, Sorption an die Bodenmatrix soswee Bildung von nicht-
extrahierbaren Ruckstanden , die eine Assimilatiamikrobielle Biomasse einschliel3t,
koénnen potentiell zu einem Verschwinden des eirtigese 2,4-DCP beitragen
(Haggblom, 1992; Vangestel & Ma, 1993; Fran&kal, 2007). Die in der vorliegenden
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Arbeit gezeigte Bioakkumulation von 2,4-DCP in dRegenwurmgewebe war mit 5 %
bis 7 % gering (Abbildung 21) und unterstiitzt deoBachtungen von Vangestel & Ma
(1993), die ebenfalls geringe Bioakkumulationsfado fir Dichlorphenole in
Regenwurmversuchen nachwiesen. Zusatzlich zu diStsatie konnten Shapt al
(2014) fur den andzischen Regenwuviataphire guilleimieine Bioakkumulation von
etwa 1 % des initial eingesetzten Catechols zeigParchgefiihrte 2,4-DCP
Mineralisierungsversuche mit Regenwurmgewebe filhee dem Ergebnis, dass es
unter oxischen Bedingungen zu keinem Abbau vonDZ4- kommt (Abbildung 22).
Basierend auf diesen Daten ist anzunehmen, dag&ah&kumulation von 2,4-DCP im
Verlauf der Bodensauleninkubation eine eher untedyeete Rolle spielt und fur die
detektierte 2,4-DCP Abnahme von geringer BedeutishgRegenwirmer verandern
durch ihre Grabtéatigkeit und ihr FralBverhalten kaissche und chemische
Bodenparameter. Die Sorption von Chlorphenolenamakeren Xenobiotika kann durch
die Gegenwart von Regenwirmern stimuliert werdeah fiilnrt infolgedessen zu einer
Veranderung der Bioverfiigbarkeit dieser Verbindumge der Drilosphare (Bolan &
Baskaran, 1996; Farenhorst al 2001; Binetet al, 2006; Shanet al, 2011).
Demzufolge ist es mdglich, dass die beobachtetealime der 2,4-DCP Konzentration
in  Regenwurm-supplementierten Bodensaulen (Abbddub7) sowie oxischen
Mikrokosmen mit feldfrischem Boden (Abbildung 20)nz Teil auf Sorptionsprozesse
zuruckgefuhrt werden kann. Dieser Annahme stehdwocje eine Erh6hung der initialen
2,4-DCP Mineralisierung und eine verstarkte Bildwog nicht-extrahierbaren 2,4-DCP
Ruckstanden in Regenwurm-vorbehandelten Proben rakbbation in oxischen
Mikrokosmen gegeniber (Abbildung 18, Tabelle 29)Is Anicht-extrahierbare
Ruckstande werden die an organische Bodenbestindtsorbierten (xenobiotischen)
Verbindungen und deren primére Abbauprodukte bapeic(Senesi, 1992; Barriugd
al., 2008). Neuere Untersuchungen zeigten zudem,delstsextrahierbare Rickstéande
ihren Ursprung auch in biogenen Verbindungen wi#t-Rend Aminosauren haben
konnen (Nowaket al, 2011; Nowaket al, 2013). Die Bildung solcher nicht-
extrahierbaren Ruckstande ist dabei im wesentlistoender Struktur der organischen
Bodenbestandteile, den physiko-chemischen Eigeftechader eingetragenen
Verbindung, dem Vorhandensein extrazellularer axida Enzyme sowie der Aktivitat
der Bodenmikroorganismen abhé&ngig (Botterwetlal, 2014). Der Anteil an nicht-
extrahierbaren 2,4-DCP Ruckstanden in sterilemnicidt-sterilem Boden wurde durch
Benoit & Barruiso (1997) nach 21 Tagen Inkubati@stonmt. Es wurde gezeigt, dass
im unsterilen Boden etwa 50 % des initial eingdasetz2,4-DCP-[C] als nicht-
extrahierbare Rickstande vorliegen, wohingegenlestedBoden kaum Spuren dieser
Ruckstande aufwies. Die im unsterilen Boden naclegem nicht-extrahierbaren 2,4-
DCP Rickstande setzen sich dabei mit groRer Wadirdathkeit aus 2,4-DCP-[C]-
haltigen Amino- und Fettsauren zusammen, die d@@hRDCP-[C] assimilierende
Mikroorganismen gebildet wurden. Diese Organismiagen folglich zu einem Abbau
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von 2,4-DCP sowie zur Bildung von organischen Bhdstandteilen nach dem Zelltod
bei (Benoit & Barruiso, 1997; Miltneet al, 2011; Nowaket al, 2011). Der in der
vorliegenden Arbeit angewandte ,CAP-SIP“-Ansatz iien eine mikrobielle
Assimilation von 2,4-DCP-[C] in Bodensaulen und kdlkkosmen eindeutig belegen
(Abbildung 58, Abbildung 59). Die gesammelten Datessen letztendlich den Schluss
zu, dass (a) im landwirtschaftlichen Boden sowialén Drilosphare eine mikrobielle
2,4-DCP Mineralisierung und eine Assimilation de$-RCP-[C] stattfindet und (b) die
Anwesenheit von Regenwirmern die 2,4-DCP AbnahniBookensaulen aufgrund einer
erhohten 2,4-DCP  Mineralisierung und Assimilationurah entsprechende
Mikroorganismen stimuliert.

Unabhangig von der Gegenwart des endogaischen RegesA. caliginosawurden in
der vorliegenden Arbeit 2,4-DCP Abbauversuche imFeon Bodenaufschlammungen
mit feldfrischem Boden aus Scheyern durchgefiihrt,ain mogliches Abbaupotential
abschatzen zu konnen. Die beobachtete 2,4-DCP Aimabrfolgte dabei ohne
Verzdgerung bei gleichzeitiger Bildung von €@\bbildung 13). Mitgefihrte sterile
Kontrollen sowie Kontrollansatze mit Kaliumcyanideigten hingegen keinen
nennenswerten 2,4-DCP Abbau sowieBdung (Abbildung 14). Ein biologischer
Abbau von 2,4-DCP ist somit anzunehmen. Diese Ameahwird durch *C-
Mineralisierungsversuche gestitzt, die eine Mingung von etwa 40 % des initial
eingesetzten 2,4-DCP nach 130 Tagen Inkubationniveliandeltem Boden zeigten
(Daten nicht gezeigt). Die gewonnenen Ergebnissé dabei konsistent mit anderen
Studien, die eine aufgetretene 2,4-DCP Mineralisigrim Bereich von 19% bis 39 %
des eingesetzten 2,4-DCPs beschreiben (Shaw & Bu@®8; Boucarcet al, 2005;
Rhodeset al, 2007). Der Abbau bzw. die Mineralisierung voA-BCP in feldfrischem
Ackerboden verweist auf das Potential eines 2,4-DK&abolismus, das sehr
wahrscheinlich durch das Vorkommen von 2,4-DCP-abbhden Mikroorganismen
bedingt ist (Shaw & Burns, 1998; Boucaret al, 2005). Eine Reihe an
Bodenmikroorganismen, die in unkontaminierten Bodietektiert wurden, besitzen
eine durchtfdB-kodierte 2,4-DCP Hydroxylase (Vallaegsal, 1996; Kamagatat al.,
1997). Solch eine weite Verbreitung diese Enzyni@mie zum einen ihren Ursprung
in der Tatsache haben, dass unterschiedliche RftaqEhenolische Verbindungen
synthetisieren (Perestrelet al, 2012; Gevrenovat al, 2013), die als strukturelle
Analoga fur 2,4-DCP fungieren. Zum anderen konnenfdr einen 2,4-DCP Abbau
verantwortlichen Gene auch mittels horizontalem t@ersfer Ubertragen werden
(Neilsonet al, 1994; Huonget al, 2007).

Landwirtschaftliche Bdden sind in der Regel beligftend wasserungesattigte Habitate,
in denen oxische und anoxische Mikrozonen paratidiegen kbnnen. Die Verteilung
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und GroRRe dieser Mikrozonen sind dabei sehr vdriabe unterliegen einem raschen
Wandel (Zausiget al, 1993; Totscheet al, 2010). Solch eine Kompartimentierung
ermoglicht es, dass aerobe sowie anaerobe Bodewonganismen nebeneinander
bestehen und eingetragene (xenobiotische) Verbgetunzeitgleich durch beide
Gruppen transformiert oder abgebaut werden konben.mikrobielle Abbau von 2,4-
DCP in Abwesenheit von Sauerstoff wurde fur SuRemsslimente und methanogenen
Schlamm in Gegenwart verschiedener terminaler Elakhakzeptoren beschrieben
(Kohring et al, 1989 a & b; Zhang & Wiegel, 1990; Takeuehial, 2000). In welchem
Mal3e landwirtschaftlicher Boden aus Scheyern zemsimnaeroben 2,4-DCP Abbau
befahigt ist, wurde in der vorliegenden Arbeit ritfe von Bodenaufschlammungen
und unterschiedlichen terminalen Elektronenakzept¢Nitrat, Eisen (Ill) sowie Sulfat)
Uberpruft. Dabei konnte fur alle Ansatze im Verlaei Inkubation eine Abnahme der
2,4-DCP Konzentration beobachtet werden (Abbildd6y Mdgliche Abbauprodukte
wie 4-Chlorphenol, Phenol oder Methan wurden jedatbht detektiert. Unter
denitrifizierenden Inkubationsbedingungen wurdehindegig von der Gegenwart des
eingesetzten 2,4-DCP sowie zusatzlicher Kohlergtetfen eine MBildung
beobachtet (Abbildung 15, Abbildung 16). Sulfat ugiden (Ill) wurden im Vergleich
zum Nitrat nur teilweise und zeitlich verzogert ueikrt (Abbildung 16). Die reduktive
Dechlorierung, der initiale Schritt des anaerobgh2CP Abbauweges, beschreibt die
schrittweise Entfernung der Chlorsubstituenten €iifdt im Falle von 2,4-DCP zur
Entstehung von Phenol, das anschlieBend als Kdbfénsind Energiequelle zum
Wachstum eingesetzt werden kann (Field & Sierrarafdz, 2008). Dieser Prozess
unterliegt jedoch dem Einfluss unterschiedlichgtaktoren (Mohn & Tiedje, 1992;
Pavlostathiset al, 2003). So ist die Art und Konzentration des ralgéiven
Elektronenakzeptors ebenso entscheidend wie diélgavinkubationstemperatur, die
Bioverfugbarkeit des eingesetzten Substrates, Zigd## Nahrstoffe wie Zucker oder
Aminosauren sowie das Auftreten spezifischer mdistier Inhibitoren wie
Bromethan und Molybdat (Kohringt al, 1989b; Zhang & Wiegel, 1990; Sanford &
Tiedje, 1996; Haggblonet al, 2000; Warneet al, 2002). Weiterhin kann die Art der
Inkubation (z.B. starkes Schutteln) den Verlauf Beaktion beeinflussen (Juteetal,
1995). Der abschlieliende Schritt des anaerobeB@R-Abbaus umfasst, im Rahmen
der Methanogenese, die Umwandlung von,@@d Wasserstoff sowie von Acetat zu
Methan. Dieses Produkt konnte in keiner der antweiscBodenaufschlammungen
nachgewiesen werden. Mdglicherweise spielen daleeeidentlich oxische Herkunft
des eingesetzten Bodens und das Vorhandensein eandeailternativer
Elektronenakzeptoren wie Nitrat und Eisen eine ticherhebliche Rolle fur eine
Inhibition der Methanogenese (Schellenbergeral, 2009). Zuséatzlich kénnen im
Verlauf einer sogenannten Dehalorespiration Eleldnovon Wasserstoff und/ oder
Acetat auf 2,4-DCP als Elektronenakzeptor Ubertragerden (Utkiret al, 1994), was
die Verfugbarkeit dieser Verbindungen fir die Methgenese einschrankt. Das Fehlen
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maoglicher Abbauprodukte kann andererseits aucteend stattgefundene Assimilation
von 2,4-DCP-[C] hinweisen. Bislang gibt es jedoabcim keine wissenschaftlichen
Studien, die eine Stabile Isotopenbeprobung mit-OC#R unter anoxischen
Bedingungen durchgefihrt haben. Eine Aussage (ber e/entuelle Assimilation in
Abwesenheit von Sauerstoff ist daher nicht moglich.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenegekmisse zeigen, dass ein
anaerober 2,4-DCP Abbau im natirlicherweise Ubgm@nd Dbellfteten
landwirtschaftlichen Boden aus Scheyern in Gegendar alternativen Elektronen-
akzeptoren Nitrat, Eisen und Sulfat stattfindenrkater aber im Vergleich zum aeroben
Abbau langsamer und weniger effizient ablauft. Bi@aten wie auch die Ergebnisse
der Keimzahlbestimmungen (vgl. 3.3.3.1.2.) fuhreendem Entschluss, den Stabilen
Isotopenversuch unter oxischen Bedingungen duréhzen.

4.2. Aktive 2,4-DCP-[C]-assimilierende mikrobielle Gemenschaft

4.2.1. ,Cross-Feeding“ — Limitation oder neue Mdglichkeiten?

Die Methode der Stabilen Isotopenbeprobung (SIRpoglicht es unkultivierte
Mikroorganismen, die an spezifischen Abbauprozessem natiurlichen sowie
anthropogen-erzeugten Verbindungen beteiligt stndidentifizieren (Manefielat al.,
2004). Voraussetzung dafir ist, dass der Katabakseines-*C-markierten Substrates
an den Anabolismus volC-markierten Nukleotiden gekoppelt wird (Dumaital,
2011). Die Interpretation von SIP-Versuchen und d@maus resultierenden Ergebnissen
wird jedoch durch das Auftreten von ,Cross-Feediaggchwert (Neufel@t al, 2007).

Im Verlauf dieses Prozesses werden Taxa, die rdaekt das markierte Substrat
sondern ein durch die primaren Abbauer produzieAbbauprodukt assimilieren,
markiert (Dumont & Murrell, 2005). Um die Wahrschighkeit eines solchen ,Cross-
Feedings” im Verlauf der Bodensauleninkubation zunimieren, wurde in der
vorliegenden Arbeit (a) einen situ relevante, d.h. geringe 2,4-DCP Konzentration
eingesetzt, (b) auf eine Bellftung der Bodensaulet, damit verbunden, auf einen
Austausch von*CO, mit atmospharische®CO, geachtet, (c) die Inkubation der
Bodenséaulen nach komplettem Verbrauch von 2,4-D&@Brtsbeendet und somit die
Inkubationszeit minimiert und (d) die Identifizieny aktiver, am Abbau von 2,4-DCP
beteiligten Bakterien auf Basis eines RNA-SIPs Wgedihrt. Die Inkubation des
vorbehandelten Materials als Bodenaufschlammungen Mikrokosmen konnte
aufgrund des geringeren Probenvolumens hingegeht ninter in situ relevanten
Bedingungen erfolgen. Obwohl somit die Wahrscheinikeit eines ,Cross-
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Feedings” erhoht ist, bieten Mikrokosmen-basiette 3ntersuchungen die Mdglichkeit
neue und bislang nicht detektierte 2,4-DCP Abbameureichern und zu identifizieren
(Liu et al, 2011b; Dallinger & Horn, 2014).

Auf der anderen Seite ermdglicht ein ,Cross-Fe€dinge Beschreibung und
Charakterisierung mikrobieller Nahrungsnetze undlkostoffflisse, die aucim situ
auftreten koénnen. Park & Ka (2003a, b) isoliertermkt®rien der Gattungen
SphingomonasndHerbaspirillumaus landwirtschaftlichem Boden, die nur syntraph i
der Lage sind die Phenoxyalkanséure-Herbizide MQ@iRA 2-(2,4-Dichlorphenoxy)-
propionsaure (Dichlorprop) abzubauen. Basierend die$éen Ergebnissen und der
Tatsache, dass ein ,Cross-Feeding” unter Laborledigen nie ganz ausgeschlossen
werden kann, wurden detektierte Taxa, die im Rahoenvorliegenden Arbeit 2,4-
DCP-[*C] assimilierten, als Teil der 2,4-DCP-abbauendektdriellen Gemeinschaft
betrachtet, die aktiv zur Detoxifizierung von 2,P im Boden und der Drilosphare
beitragen.

4.2.2. Metabolisch aktive 2,4-DCP-verwertendeBacteriaim Boden und der
Drilosphare

Eine Vielzahl an unterschiedlichen prokaryotiscAema assimilierte 2,4-DCPC] im
Verlauf der Bodenséaulen- bzw. Mikrokosmeninkubatiorier oxischen Bedingungen.
Insgesamt konnten 18 Taxa (Familien-Ebene) aus Fleyla der Proteobacteria
Firmicutes Bacteroidetessowie Acidobacteriaals aktive 2,4-DCP*C] Verwerter
identifiziert werden (Abbildung 58, Abbildung 59).

Flavobacteriaceae und Cytophagacea®erwandte Taxa wurden ausschlie3lich in
Regenwurm-beeinflussten Bodenproben sowie in Kaotlelih von A. caliginosaals
dominante 2,4-DCPC] Verwerter detektiert (Abbildung 58, Abbildung)5¥ertreter
dieser Familien sind in der Regel aerobe bis mirgghile Organismen, die ubiquitar
in terrestrischen und aquatischen Habitaten nadibaeiund am Abbau zahlreicher
Biopolymere beteiligt sind (Stanier, 1940; Bernareleal, 1996).Flavobacteriaceae
verwandte Taxa konnten im Darm des Zuckerrohr-Rk&&es Sphenophorus levis
(Coleoptera, Curculionidae; Rinkeet al, 2011), im Gastrointestinaltrakt des
holzverwertenden Schwarzlinien-Harnischwienaque nigrolineatu@McDonaldet al,
2012) sowie im Darminhalt und Kotkrimeln von andbken und endogdaischen
Regenwirmern detektiert werden (Hatnal, 2005; Nechitaylet al, 2010; Liuet al,
2011b; Bernaret al, 2012).Flavobacteriaceaeund Cytophagaceazugeordnete Taxa
wurden aus Schwermetall- und Pestizidbelasteten eB0dSedimenten sowie
Grundwasser isoliert, wobei einige dieser Isolatefabigt sind, polyzyklische
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aromatische Kohlenwasserstoffe und Chlorphenoleitzdaren (Mannist@t al, 1999;
Pires et al, 2010; Gutierrezet al, 2014; Khianngamet al, 2014). Molekulare
Untersuchungen zeigten das Vorkommen des am 2,/bbBa beteiligten Plasmids
pRC10 mit den strukturellen Gen&dA und tfdB in Flavobacteriumsp. (Chaudry &
Huang, 1988). Watanabet al (1998) amplifizierten zudem ein Teilfragment eine
Mehrkomponenten Phenolhydroxylase &ysophagasp., die potentiell am Abbau von
2,4-DCP beteiligt sein kann. Dennoch fehlen bisladigweise auf eine direkte
BeteiligungFlavobacteriaceaeund Cytophagaceagerwandter Taxa am Abbau vam
situ relevanten 2,4-DCP Konzentrationen in Boden. Duasler vorliegenden Arbeit
gezeigte gehaufte Vorkommen 2,4-DCEG]-verwertender Bakterien des Phylums
Bacteroidetesn Regenwurm-beeinflussten Proben verdeutlicrasBtavobacteriaceae
und Cytophagaceawvichtige und bisher unterschatzte ,Mitglieder“der 2,4-DCP-[C]-
verwertenden mikrobiellen Gemeinschaft im Bodersidlen.

In Bodensaulen und Mikrokosmen wurden nach Inkobatnit 2,4-DCP in An- oder
Abwesenheit von Regenwirmern am haufigsten dieRteteobacteriazugeordneten
Familien Pseudomonadacea&phingomonadaceaeand Comamonadaceaéetektiert
(Abbildung 58, Abbildung 59). Vertreter dieser graggativen Familien sind als aerobe
Verwerter aromatischer Verbindungen ausfuhrlichchasben und weisen ein breites
Spektrum Xenobiotika-abbauender Enzyme auf (Scheierh, 1988; Haggblom, 1992;
Mdiller et al,, 2004; Cupples & Sims, 2007; Huoegal, 2007; Suzuki & Hiraishi, 2007;
Liu et al, 2013). Regenwurm-beeinflusste Proben nach Bddégrsinkubation, mit
Ausnahme der Kotkrimel, wurden v@®seudomonaserwandten Taxa (93- 98 % 16S
rRNA Genahnlichkeit) dominiert. Aufgrund der metabchen Vielseitigkeit und des
grof3en Anpassungspotentials sind Bakterien deu@g@Rseudomonas der Umwelt
weit verbreitet (Palleroni, 1992; Dos Sangisal, 2004). Natirliche und synthetische
aromatische Substanzen kénnen durch verschiells@edomonagrten transformiert
und abgebaut werden. Phenolhydroxylasen wurdenruR. putida P. fluorescensP.
corrugata und P. stutzerinachgewiesen (Peteet al, 1997; Heinaruet al, 2000;
Futamata et al, 2001). Die Fahigkeit mit 2,4-D und 2,4-DCP aldeinige
Kohlenstoffquellen zu wachsen und der Besitz déiirdarforderlichen Enzyme (Evans
et al, 1971; Tyler & Finn, 1974; Kilpet al, 1980; Greeet al, 1990; Radjendiranet
al., 1991; Bhaet al., 1994; Lilliset al, 2010) bestatigen die Annahme, dass Vertreter
der GattungPseudomonasvichtige 2,4-DCP-[C] Verwerter in den in dieserbait
untersuchten Bodensaulen darstellen. Die zu 8phingomonadaceagehdrenden
GattungenNovosphingobiunmund Sphingomonasiutzten 2,4-DCPC] und wurden
wahrend der Inkubation in Mikrokosmen mit erhoht2@-DCP Konzentrationen
angereichert (Abbildung 58, Abbildung 59). Alphagabakterielle Sphingomo-
nadaceagvor allem Arten der Gattun§phingomonassind in der Lage, eine Vielzahl
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an unterschiedlichen aromatischen Verbindungen alsinige Kohlenstoff- und
Energiequelle zu nutzen und tragen auf diesem Weg Abbau teils toxischer
Schadstoffe bei (Whiteet al, 1996; Tiirola et al, 2002). Sphingomonas
herbicidovoransist befahigt verschiedene Phenoxyalkansaure-Heebizvie 2,4-D,
MCPA, Mecoprop sowie Dichlorprop mit Hilfe der sgfeschen Enzyme R/SdpA, TfdB
und DccA abzubauen (Kohler, 1999; Mulketrr al, 2004). Langet al (2005) konnten
durchtfdC- und tfdC2-kodierte Chlorcatechol 1,2-DioxygenasenSphingomonasp.
TFD44 detektieren. Alphaproteobakterielle Oxygegase (u.atfdA und cadA sind
zudem nachweislich quantitativ mit einem MCPA Abbau Drilospharen- und
Bodenproben verkniipft (Zaprass al, 2010; Liuet al, 2011a; Liuet al, 2013).2*C-
markierte betaproteobakteriell&omamonadaceaeerwandte Taxa wurden den
GattungenComamonas Variovorax Polaromonassowie Ideonella (92- 99 % 16S
rRNA Genéhnlichkeit) zugeordnet. Das eisenredunmtge Bakterium Comamonas
koreensisCYOL1 ist in der Lage, 2,4-D Uber eine reduktivecBlerierung zu 4-
Chlorphenol umzuwandeln (Wat al, 2010).Variovoraxverwandte Taxa konnten nach
Inkubation mit 5 mM f3C]-2,4-DCP als dominante Verwerter und Primérabbaue
mittels DNA-SIP identifiziert werden (Neumanet al, 2014). Fir verschiedene
PolaromonasArten wurde ein Abbau von umweltrelevanten orgetmés Verbindungen
beschrieben. Die Assimilation volfC-markiertem Kohlenstoff aus Toluol sowie
Benzol durchPolaromonassp. (Suret al, 2010; Xieet al, 2011) konnte ebenso wie
ein Abbau von Naphthalen durdh. naphthalenivorangJeonet al, 2004) gezeigt
werden. Dennoch, direkte Hinweise auf ein Wachstitrund / oder eine Assimilation
von in situ relevanten 2,4-DCP Konzentrationen dufblaromonas und Ideonella
verwandten Taxa gibt es bislang nicht. Die in diegsdeit gemachten Beobachtungen
legen somit die Vermutung nahe, dass zusatzlicdezu bereits bekannten 2,4-DCP-
abbauende@omamonadaceagoch weitere Vertreter dieser Familie befahigtsih4-
DCP-[C] zu assimilieren.

Die den Deltaproteobacteria zugeordneten Familien Polyangiaceae und
Geobacteraceaevurden in Kotkrimeln nach Inkubation in Bodensaulezw. in
Bodenproben ohne Regenwurmeinfluss nach Inkubatidikrokosmen als 2,4-DCP-
[*3C] Assimilierer identifiziert (Abbildung 58, Abbilthg 59).Polyangiaceaaverden zu
den Myxobakterien gezahlt; ubiquitdr verbreitetdeitgnde, aerobe heterotrophe
Bakterien, die durch die Fahigkeit Biomakromolekélzubauen, gekennzeichnet sind
(Reichenbach & Dworkin, 1992). Mit Hilfe hydrolytker Exoenzyme erndhren sich
einige Vertreteiin situ von anderen Bakterien und Hefen und werden aufgdieser
Lebensweise auch als ,Mikrorauber” bezeichnet (&intP47). Es besteht somit die
Moglichkeit, dass Polyangiaceaeverwandte Taxa im Verlauf der Bodensaulen-
inkubation Uiber den Abbat’C-markierter Biomasse markiert wurden. Andererseits
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konnte fur Anaeromyxobacter dehalogenaese reduktive Dehalogenierung von 2-
Chlorphenol (Strycharzet al, 2010) sowie ein Wachstum mit 2,6- und 2,5-
Dichlorphenol (Sanforcet al, 2002) nachgewiesen werden. Eine direkte Beteilig
Polyangiaceaeverwandter Taxa am Abbau von 2,4-DCP kann insofaoht ganz
ausgeschlossen werdefkeobacteraceagerwandte Taxa wurden ausschliel3lich in
Regenwurm-unbehandelten Bodenproben nach Mikrokoisrkgbation als aktive 2,4-
DCP-[*C] Verwerter detektiert. Vertreter dieser eisenmeienden Familie sind in
anoxischen Sedimenten weit verbreitet, wo sie aigitds Spektrum aromatischer
Verbindungen wie Benzol, Toluol und Phenol als Kuoistoff- und Energiequelle
nutzen (Zhanget al, 2014; Kunapuliet al, 2010; Schleinitzet al, 2009). Darlber
hinaus zeigten Duldhardit al (2007), dassGeobacter sulfurreducens Gegenwart
von 2,4-DCP zum Wachstum befahigt ist. Der Nachweisreduktiven Dehalogenasen
in Geobacter lovleyim Rahmen einer Genomanalyse (Wageeal, 2012) legt die
Vermutung nahe, das&eobacteraceagerwandte Taxa moglicherweise das in den
tieferen, sauerstoffarmeren Bodenschichten der mgilden durch eine reduktive
Dechlorierung aus 2,4-DCP gebildete Phenol verweuted somit Teil der aktiven 2,4-
DCP-[**C] verwertenden mikrobiellen Gemeinschaft sind.

Clostridiaceag PeptococcaceaendBacillaceaeaus dem Pylum détirmicuteswurden
vor allem im Darminhalt, den Kotkrimeln sowie in d&mproben mit bzw. ohne
Regenwurmeinfluss nach der Bodensauleninkubatiotektlert (Abbildung 58,
Abbildung 59).**C-markierteBacillaceaeverwandte Taxa wurden ausschlieRlich der
GattungBacillus (95-99 % 16S rRNA Genéahnlichkeit) zugeordnet. Ndelzeitigem
Stand umfasst die GatturBacillus mehr als 200 endosporenbildende Arten (Euzéby,
2010), deren Stoffwechsel in der Regel obligat laeoder fakultativ aerob sind.
BacillusArten sind ubiquitar in terrestrischen und aqudues Habitaten verbreitet und
weisen ein breites Enzymspektrum fir den Abbau (Xerer) organischer
Verbindungen auf (Logan & De Vos, 2009). Eine Bajehg am Abbau von
organischen Schadstoffen wie 2,4-DCP, Profenofogphthalen und 4-Chlor-2-
nitrophenol (Wangpt al, 2000; Zhuangt al, 2002; Matafonovat al, 2007; Herrerat
al., 2008; Arora, 2012; Salunktet al, 2013) konnte fur eine Reihe BacillusArten
ebenso gezeigt werden, wie das Vorkommen der daii@ntwortlichen Enzyme (Kim
& Oriel, 1995; Duffner & Mduller, 1998; Kirchneet al, 2003; Singhet al, 2014).
Bacillaceaeverwandte Taxa wurden im Intestinaltrakt, Darmibhand Kotkriimeln
von Regenwirmern detektiert (Hoagal, 2012; Liuet al, 2011b; Schulet al, 2015).
Im Zuge der Passage durch den Regenwurmverdauakigdtenn es zu einer
Keimungsstimulation der im Boden vorkommenden BiaEmdosporen kommen
(Fischeret al, 1997), infolgedessen sich die AbundanBewillaceaeverwandter Taxa
in Regenwurm-beeinflussten Bereichen erhdht. Vientrder FamilienClostridiaceae
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und Peptococcaceasind in der Regel obligate Anaerobier, die zuml Bauerstoff
tolerieren kdonnen (Ezaki, 2009; Wiegel, 2009). @ief Schichten der Bodenséaulen
sowie Kotkrimel wiesen im Vergleich zu den andetenersuchten Proben einen
hoéheren Wasseranteil auf, was die Bildung von aatvan Mikrohabitaten stimulieren
kann (Zausig & Horn, 1992). Der Darm von Regenwiinmist anoxisch und bietet
daher ideale Bedingungen fir aufgenommene hetgtodr8odenbakterien, die zu einer
Anaerobiose befahigt sind (Hoet al, 2003 & 2005; Drake & Horn, 2007; Wikt al.,
2009b & 2011). In der Tat konnteflostridiaceaeverwandte Taxa als aktive
Anaerobier im Darm vohumbricus terrestrisdentifiziert werden (Schmidit al, 2011;
Waistet al, 2011). Der mikrobielle Abbau von 2,4-DCP unteoxischen Bedingungen,
d.h. eine reduktive Dechlorierung mit Phenol alstedmediat, wurde in
SuRwassersedimenten und Schlammproben nachgewigbang & Wiegel, 1990;
Takeuchiet al, 2000).Clostridiaceae und Peptococcaceagerwandte Taxa sind zu
(reduktiven) Dechlorierungsprozessen befahigt (Mad& Licht, 1992; Utkinet al,
1994; Baoet al, 2012). Die GattungebDesulfitobacteriumund Dehalobacter(beide
Peptococcacege sind zudem in der Lage Chlorethene, Chlorbenzesosvie
Chlorphenole im Rahmen der Dehalorespiration alektEdnenakzeptoren zu
verwenden (Utkiret al, 1994; Holligeret al, 1999; Breitensteiet al, 2001; Van de
Paset al, 2001; Nelsoret al., 2011; Vandermeereat al, 2014). Eine 16S rRNA
Sequenzahnlichkeit von nur 91 % fuPelotomaculurverwandte 2,4-DCP-[C]
Verwerter (Tabelle 47, Tabelle 48) verweist auf Ipggnetisch neue Organismen
innerhalb der Peptococcacegedie zusammen mit bereits bekannten anaeroben
Firmicutesein Teil der mikrobiellen 2,4-DCP-abbauenden Gesahaft in anoxischen
Mikrozonen bilden.

In Mikrokosmen nach Inkubation mit*C]-2,4-DCP wurde in Gangwandproben sowie
in Regenwurm-beeinflussten Bodenproben der oberemm5die denAcidobacteria
zugeordnete Famili¢dolophagaceaedetektiert (Abbildung 58, Abbildung 59%°C-
markierteHolophagacea&erwandte Taxa konnten ausschlie3l&bothrix fermentans
(91- 98 % 16S rRNA Genéhnlichkeit) zugeordnet wer@ fermentangjilt als strikter
Anaerobier, der in Gegenwart unterschiedlichsteganischer Sduren wie Acetat,
Propionat und Laktat als Elektronendonatoren urserki(lll) als Elektronenakzeptor
wachsen kann (Coated al, 1999). Bislang gibt es jedoch keine direktenvidise
darauf, dassGeothrixverwandte Taxa am Abbau von Schadstoffen betedigt.
Bakterien des Phylumacidobacteriasind weit verbreitet. Entsprechende 16S rRNA
Sequenzen wurden in StiRwasser, Wald- und WistenpBthirschlamm, mikrobiellen
Matten heil3er Quellen sowie in der Kaferschnedlanthopleura japonicaind im
Asiatischen Eschenprachtkafagrilus planipennisnachgewiesen (Barret al, 1999;
Layton et al, 2000; Chanaét al, 2006; Fukungat al, 2008; Vasanthakumaat al,
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2008; Foesekt al, 2014). ObwohlAcidobacteriaweltweit vertreten sind und ihre
phylogenetische Breite mit dem Phylum dRoteobacteriavergleichbar ist, konnten
bisher nur wenige Vertreter als Reinkultur isolend beschrieben werden (Eichoest
al., 2007; Foeseadt al, 2013).Holophaga foetidaein homoacetogener Vertreter aus der
Familie der Holophagaceae wurde unter anaeroben Bedingungen aus Sufl3wasser-
schlamm isoliert und ist in der Lage, aromatiscleebihdungen wie 5-Hydroxyvanillat
und Pyrogallol zu Acetat abzubauen (Liesatlkal, 1994). Die Genomanalyse dreier
Acidobakterien lasst vermuten, dass eine Reihe efofachen Zuckern, aber auch
komplexe Substrate wie Cellulose und Chitin als [€nstoffquellen dienen kdnnen
(Wardet al, 2009). Regenwurmgangwéande sind im Vergleich momiegenden Boden
mit organischem Material angereichert und kénntemis fir Acidobakterien ein
geeignetes Habitat darstellen. Die Markierung ndtDCP-{°C] in Gangwanden und
Regenwurm-beeinflussten Bodenproben indiziert cegeBwart aktiver Acidobakterien
und deutet an, dass Vertreter desidobacteriamit grol3er Wahrscheinlichkeit eine
bedeutende, bisher unentdeckte Rolle beim mikrgie{(Schad)Stoffumsatz in der
Drilosphére spielen.

4.3. Diversitat und Abundanz potentiell 2,4-DCP-verwerteder
Bakterien

Der landwirtschaftliche Boden aus Scheyern besiztFahigkeit 2,4-DCP in An- und
Abwesenheit von Sauerstoff und Regenwirmern abarb@ibbildung 13, Abbildung
17, Abbildung 46). Die daran beteiligten Mikroorgeamen konnten im Rahmen einer
kultivierungsunabhangigen Stabilen Isotopenbeprgi@®iP) identifiziert werden (vgl.
3.4.). In Ergadnzung zu dieser Methode wurde dieemqeatll 2,4-DCP-abbauende
mikrobielle Gemeinschaft qualitativ. sowie quantitat mittels Anreicherung,
Genmarkeranalyse, Keimzahlbestimmung und qPCR kfesisiert (vgl. 3.3.1., 3.3.2,,
3.3.3)).

4.3.1. Kultivierungsabhéangige Analyse 2,4-DCP tolerierende oder
potentiell abbauender Bakterien

Mogliche in situ relevante 2,4-DCP-abbauende Mikroorganismen wurdeter
oxischen und anoxischen Bedingungen isoliert. Em3&il der Isolate konnte den
bereits im Rahmen des SIP-Versuches als 2,4-DCPM&jwerter identifizierten
Familien der PseudomonadaceaeComamonadaceaeBacillaceage Clostridiaceae
sowie Flavobacteriaceaegugeordnet werden. Neben diesen Familien wurdetrater



Diskussion 233

der Oxalobacteraceae (nachst verwandte GattungJanthinobacteriuryy der
Enterobacteriaceaénéchst verwandte Gattunge®erratia und Enterobactey und der
Xanthomonadacea@achst verwandte Gattungdruteibacterund Stenotrophomonas
isoliert.

Die zu den Betaproteobacteria gehtrenden Isolate wurden ausschlie3lich
Janthinobacterium lividunf99-100 % 16S rRNA Gendahnlichkeit) zugeordnet €liab
AH 4, Tabelle-AH 5).J. lividumist ein gramnegatives aerobes Bakterium, das durch
seine dunkelviolette Farbung charakterisiert istd uam Abbau verschiedenster
Biopolymere beteiligt sein kann (Gleageal, 1995; Shet al, 2008).J. lividumist in
der Lage auf Toluol zu wachsen und co-metabolisithlorethen abzubauen (Fries
al., 1997). Weiterhin wurden die fur den Abbau desrbitédes Terbuthylazin
bendtigten Enzyme in einem aus Grundwasser isetidrt lividum amplifiziert (Barra
Caracciolo et al, 2010). Vertreter der Gattunganthinobacteriumkonnten nach
Inkubation mit bis zu 25 mg pro Liter MCPA in Sedintproben nachgewiesen werden
(Gozderelileret al, 2013). Inwieweit die dedanthinobacteriurzugeordneten Isolate
in der Lage sind 2,4-DCP zu tolerieren, wurde adhaines Toxizitatstestes bestimmt
(vgl. 2.5.2.3.). Dabei zeigte sich, dass auch debl@en 2,4-DCP Konzentrationen von
bis zu 0,16 g pro Liter ein Wachstum in Gegenwaoh VGlukose mdglich ist
(Abbildung 24). Ob didanthinobacteriurzugeordneten Isolate befahigt sind, 2,4-DCP
zu mineralisieren, konnte in der vorliegenden Arljedoch nicht mehr untersucht
werden. Vertreter der gammaproteobakteriellen HRamiEnterobacteriaceaeund
Xanthomonadaceas&nd ubiquitér in terrestrischen und aquatischabitdten verbreitet.
Zudem treten einige Arten als KrankheitserregerNdenschen, Tieren sowie Pflanzen
auf (Grimont & Grimont, 2006). Wahren&nterobacteriaceaefakultativ aerobe
Organismen sind, gelteXanthomonadaceadingegen als obligate Aerobier. Eine
Vielzahl an Studien beschreibt die Fahigkeit v&mterobacter, Serratia und
Stenotrophomonadrten (Chlor)Phenole sowie Polyhydroxyphenole wi@nnine
abzubauen und als Kohlenstoff- und Energiequelteemuzu kdnnen (Padmanabhetn
al., 2003; Liuet al, 2007; Singhet al, 2007; Guziket al, 2009; Singhet al, 2011;
Karn, 2014) Luteibacterverwandte Arten wurden u.a. aus der RhizosphaneGerste
isoliert (Johanseret al, 2005) und werden aufgrund ihrer fir das Wurzehstum
positiven Eigenschaften zu den Pflanzenwachstumsefiiden Bakterien (,plant
growth promoting bacteria“, PGPB) gezéhlt (Guglietthet al 2013). Calizet al
(2011) zeigten fukuteibacter rhizovicinaine hohe Resistenz gegenuber 2,4,6-Tri- und
Pentachlorphenol und konnten zudem die Fahigkeit Abbau dieser Verbindungen
nachweisen. Auch in der vorliegenden Arbeit wurdepréasentative Isolate aus den
Familien derEnterobacteriacea@ind Xanthomonadaceaauf ein mdgliches 2,4-DCP
Mineralisierungspotential untersucht. Unter den @eten Inkubationsbedingungen
konnte jedoch keine nennenswerteBildung beobachtet werden (Abbildung 25). Da
im Verlauf der Inkubation keine Abnahme der OptestiDichte auftrat (Daten nicht
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gezeigt), ist anzunehmen, dasssitu relevante 2,4-DCP Konzentrationen durch die
eingesetzten Isolate dennoch toleriert werden kidnne

Neben Proteobakterien wurden im Rahmen der untedicdhen Anreicherungen mit
2,4-DCP auch Bakterien aus den Phyla Bacteroidetesund Actinobacteriaisoliert
(Abbildung 23). Sphingobacteriaceagerwandte Isolate konnten ausschliel3lich der
GattungPedobacterzugeordnet werden (Tabelle-AH 3), die nach dagesit Stand 49
beschriebene Arten umfasst (Euzéby, 201Bedobactewverwandte Arten sind
ubiquitar verbreitet und wurden aus Waldbdden, i8edien, Kompost, Suldwasser und
Gletschermaterial isoliert (Aat al, 2009; Gordoret al, 2009; Leeet al, 2009; Qiuet
al., 2014). ObwohlPedobacteizugeordnete Taxa nach einer Inkubation mit Phenol
oder MCPA in Boden nachgewiesen wurden (Hutaller8gheret al, 2010; Liuet al,
2011b), gibt es bislang keine direkten Hinweiseeané Beteiligung an einem 2,4-DCP
Abbau. Im Vergleich dazu sind Vertreter der actakdbriellen Familien
Microbacteriaceaeund Nocardiaceaebefahigt (chlor)phenolische und polyzyklische
aromatische Verbindungen abzubauen und als Koloi#nsind Energiequelle zu
verwerten (Kastneet al, 1994; Finkel shteiet al, 2000; Trifonoveet al, 2008). Vor
allem die obligat aerobemhodococcu#\rten (Nocardiaceag sind in der Lage,
umweltpersistente Verbindungen wie Chlorbenzole,traNi und Chlorphenole,
polychlorierte Biphenyle sowie Vinylchlorid abzulesu (Apajalathi & Salkinoja-
Salonen, 1986; Haggblost al, 1989; Ewer®t al, 1990; Masaet al, 1995; Witthuhn
et al, 2006).R. erythropolismineralisert 2,4-DCP in Konzentrationen von bissgung
pro Liter (Goswamet al, 2002); R.opacuskann in Gegenwart von bis zu 120 mg 2,4-
DCP pro Liter wachsen und diese Verbindung zu 3Jdbrcatechol umwandeln
(Finkel’shtein et al, 2000). Aufgrund der nachgewiesenen Abbaufahigkei
actinobakterieller Mikroorganismen wurde stellveténd Isolat AR-33 (nachst
verwandter Organismus: Leifsonia lichenia auf ein mdgliches 2,4-DCP
Mineralisierungspotential untersucht. Nach 129 Thagdubation konnte jedoch keine
nennenswerte C£Bildung in den oxischen Ansétzen detektiert wer@obildung 25).
Da auch in diesem Fall im Verlauf der InkubatioinkeAbnahme der Optischen Dichte
erfolgte, kann angenommen werden, dass Isolat ARa38itu relevante 2,4-DCP
Konzentrationen tolerieren und moglicherweise unteranderten Inkubations-
bedingungen abbauen bzw. mineralisieren kann.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten 2,@f Mineralisierungsversuche mit
ausgewahlten Isolaten zeigten fir keinen Organismermenswerte C£Bildungen

(Abbildung 25). Die Fahigkeit 2,4-DCP abzubauent is der Regel an das
Vorhandensein einer 2,4-DCP Hydroxylase und waitespezifischer Enzyme
(Abbildung 2) gebunden. Diese sind fast ausschdielduf Plasmiden lokalisiert und
werden in ihrer Aktivitdt von regulatorisch wirkesd Genen gesteuert. Zu den
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Substraten, die den Abbau von 2,4-DCP induzieremé&n, gehoren u.a. 2,4-D, 4-
Chlorcatechol und 4-Chlor-2-methylphenol (BeadleSgnith, 1982; Kaphammer &
Olsen, 1990; Makdessi & Lechner, 1997). Hingegdntén verschiedene Chlorphenole,
darunter auch 2,4-DCP, zu keiner Induktion der 2GZP Hydroxylase (Piepest al,
1989). Die fur den Abbau von Xenobiotika verantwdnen degradativen Plasmide
werden in Abwesenheit eines selektiven Drucks righterhaft beherbergt und kénnen
rasch aus den Zellen eliminiert werden (Romantsaiuid., 2000). Mit 2,4-D isolierte
Reinkulturen verloren nach mehrmaligem Uberfiihrad Kultivierung ohne 2,4-D die
Fahigkeit zum Abbau (Pemberton & Fisher, 1977). imeRahmen der vorliegenden
Arbeit isolierten Bakterien wurden in Abwesenhan\2,4-DCP auf Agar kultiviert. In
Folge dessen besteht die Mdglichkeit, dass diegkatiizum 2,4-DCP Abbau aufgrund
des fehlenden selektiven Drucks im Laufe der weitd€ultivierung verloren gegangen
ist.

4.3.2. Kultivierungsunabhangige Analyse potentiell 2,4-DCPRabbauender
Bakterien

In Erganzung zu den Anreicherungsansatzen wurde rdikrobielle 2,4-DCP-
verwertende Gemeinschaft der Drilosphére sowie wlaiegenden Bodens mittels
kultivierungsunabhangigen Genmarkeranalysen desktsirellen GenetfdB (kodiert
eine 2,4-DCP Hydroxylase) unmheA (kodiert eine Phenolhydroxylase) phylogenetisch
analysiert. Dabei kamen im Falle votidB zwei unterschiedliche Methoden,
Pyrosequenzierung und ,klassische® Klonierung, &insatz (vgl. 3.3.2.).

Im Rahmen beiderfdB-Genmarkeranalysen wurden uberwiegeAdtinobacteria
sowie Alpha und Betaproteobacteriverwandte OTUs detektiert (Abbildung 28,
Abbildung 32, Tabelle 31, Tabelle 33)Comamonadacarugeordnete tfdB-
Teilsequenzen dominierten 2,4-DCP-vorbehandeltgpharen und Bodenproben und
unterstreichen somit die Bedeutung dieser Familig @en Abbau und die
Mineralisierung von 2,4-DCP. Ebenfalls dominieramdl in allen untersuchten Proben
nachweisbar, waremMycobacteriaceagugeordnetetfdB-Sequenzen (Abbildung 28,
Abbildung 32). Die zu den Actinobakterien gehdrer@enilie derMycobacteriaceae
umfasst derzeit etwa 170 beschriebene Arten und UbBerarten der Gattung
Mycobacteriumdie alle einen obligat aeroben Stoffwechsel aidere (Euzéby, 2010;
Lory, 2014). Es wird angenommen, dass der Uberwgd eil der Arten saprophytisch
lebt, was durch die Isolation aus unterschiedl@msterrestrischen und aquatischen
Habitaten untermauert wird. Daneben existieren aheh einige obligat parasitar
lebende Arten wieM. tuberculosisund M. leprae die auf Wirte angewiesen sind. Im
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Allgemeinen lassen sich Vertreter der Gattiigcobacteriumin zwei Hauptgruppen
unterteilen (Hartmanst al, 2006): die langsamwachsenden mit einer Geneszet
von etwa sechs bis 24 Stunden (zN\B. tuberculosiy und die raschwachsenden mit
einer Generationszeit von etwa einer bis vier Sondz.B. M. vanbaaleni).
Charakteristisch fur Mykobakterien ist zudem daskdmmen von Mycolsduren als
Bestandteile der Zellwand. Diese sind zum einen digr Saurefestigkeit und zum
anderen fur die Widerstandsfahigkeit bei ungunstigeleren Lebensbedingungen zu
Uberdauern, verantwortlich. Die im Verlauf der wegkenden Arbeit amplifizierten
Mycobacteriacea#¢fdB-Teilsequenzen  wurden ausschliel3lich  einer 2,4-DCP
Hydroxylase vorMl. vanbaaleniizugeordnet (Tabelle 31, Tabelle 33). Bakteriesatlie
Art sind als Abbauer einer Vielzahl von polyzykhsn aromatischen Kohlenwasser-
stoffen wie Phenanthren und Anthracen beschriebl@ody et al, 2001; Kweoret al,
2014). Eine bislang unveroffentlichte Genomanalge@gte zudem das Vorkommen
einer 2,4-DCP Hydroxylase. Vertreter delycobacteriaceaekonnten jedoch weder
durch den Stabilen Isotopenbeprobungsversuch nohdine gezielte Anreicherung
mit 2,4-DCP als potentielle 2,4-DCP Verwerter imhReen der vorliegenden Arbeit
identifiziert werden. Eine mdogliche Erklarung diegaskrepanz liegt in dem Prozess
des horizontalen Gentransfers. Auf diesem Wege wiBl das degradative Plasmid
pJP4 (tragt fir den 2,4-D Abbau kodierende Geneglhtninur entlang der
Abstammungslinie sondern auch in artfremde Orgagmsniibertragen (Don &
Pemberton, 1981; Ka & Tiedje, 1994; Neilsenhal, 1994; DiGiovanniet al, 1996;
Bathe et al, 2004; Kim et al, 2005;. Huonget al, 2007a). Folglich kdénnen
phylogenetische Baume struktureller Gene und deekpondierenden 16S rRNA Gene
voneinander abweichen (ltadt al, 2004; Sakaet al, 2007). Eine weitere Erklarung
kann in der nicht ganz einfachen Anreicherung usadlidrung von Bakterien der
Gattung Mycobacterium liegen. Im Vergleich zu vielen anderen Bodenbadter
wachsen MycobacteriurrArten relativ langsam und werden so leicht von
schnellerwachsenden Mikroorganismen verdrangt (rlamset al, 2006). Zum anderen
bedirfen einige Arten fur ein optimales Wachstuezsglle Nahrmedien (Portaeds al.,
1988). Zusatzlich zu deklycobacteriaceagugeordneterifdB-Teilsequenzen konnten
actinobakterielle Micrococcaceaeserwandten tfdB-Fragmente (n&chst verwandter
OrganismusArthrobactersp.) in allen Proben unabhangig von einer 2,4-DQit /
oder Regenwurmbehandlung amplifiziert werden (Adioilg 28). Die Gattung
Arthrobacter umfasst Uberwiegend im Boden lebende, obligateem®akterien, die
eine ausgepragte Widerstandsfahigkeit gegentbetrgaksiung und Nahrungsmangel
aufweisen (Jones & Keddie, 2006). Zudem besitzenr&fer dieser Gattung eine
enorme Vielseitigkeit hinsichtlich ihrer Erndhrun§o koénnen (chlor)phenolische
Verbindungen ebenso abgebaut werden wie HerbiZRteenanthren und Nikotin
(Sharpeeet al, 1973; Westerbergt al, 2000; Rousseaust al, 2002; Kimet al, 2008;
Kallimanis et al, 2009). Im Gegensatz zu den Mycobakterien konAtthrobacter
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Arten nach Inkubation mit 2,4-DCP aus dem eingésetiandwirtschaftlichen Boden
isoliert werden (Tabelle-AH 4). Kultivierungsabh#yey sowie kultivierungsunab-
hangige Ergebnisse deuten darauf hin, dass VertteteGattungArthrobacterein Tell
der potentiell 2,4-DCP-verwertenden mikrobiellenn@&ischaft der Drilosphére und
dem Boden darstellen.

Alphaproteobakterielle Bradyrhizobiaceaserwandte tfdB-Sequenzen  (nachst
verwandter Organismu®radyrhizobiumsp.) waren in allen untersuchten Proben mit
relativen Abundanzen von bis zu 26 % nachweisbdbildung 28, Abbildung 32,
Tabelle 31, Tabelle 33). Im Rahmen des Stabiletof@mversuches konnten Vertreter
dieser Familie als aktive 2,4-DCP-[C] Verwerter malmkubation in Bodensaulen
identifiziert werden (Abbildung 59). Die Gattunddradyrhizobium beschreibt
gramnegative Stickstoff-fixierende Bakterien, dieder Lage sind mit verschiedenen
Hulsenfrichten eine Symbiose einzugehen (Sadows@yaham, 2006). Dabei fixieren
die Bakterien atmosphéarischen Stickstoff und wamdisen zu Ammonium um, was
anschlieBend durch Pflanzen assimiliert werden khietoen ihrer Fahigkeit Stickstoff
zu fixieren, ist eine Reihe d@radyrhizobiumArten in der Lage, ein breites Spektrum
an (chlor)phenolischen Verbindungen als Kohlengtadflen zu nutzen (Latha &
Mahadevan, 1997; Velket al, 2002). Harborne (1980) verweist in seiner Stdiedie
Mdoglichkeit, dass durch Pflanzen abgesonderte disaom@ Verbindungen als
chemische Lockmittel flr potentielle Symbionten ndie kdnnen. Die Verwertung
dieser Substanzen stellt einen selektiven Vorteildis saprophytische als auch fir das
symbiontische Uberleben im Boden und im Wirtsorgamis dar. Die sogenannte
Chemotaxis beschreibt die Beeinflussung der Fortigenvg durch einen chemischen
Gradienten. Bakterien mit dieser Fahigkeit sindlér Lage, aktiv auf die Gegenwart
geringer Mengen organischer Verbindungen zu reagiemd somit die optimalen
Bedingungen fiir ihr Wachstum aber auch fir ihr Uden zu finden (Hawkins &
Harwood, 2002; Pandey & Jain, 2002). Bisher untérsi 2,4-D Abbauer werden
aufgrund ihrer Phylogenie und den am Abbau betetigGenen in drei Klassen
unterteilt, wobei Abbauer der Klasse Ill zu dBradyrhizobiurrArten innerhalb der
Alphaproteobacteriagezahlt werden (Kamagat&t al, 1997). Die meisten Vertreter
weisen sowohl eitfdAa-Gen als auch dieadABGene auf (Itotet al, 2002; Itohet al,
2004; Huonget al, 2007b). Eine weitere Studie zeigte zudem daskdfamen
verschiedenetffdB-Gene (Huongt al, 2007a). Neben 2,4-D kann zudem das Insektizid
Methoxychlor durctB. elkaniikomplett zu CQabgebaut werden (Satsuetaal., 2013).
Die vorliegenden Daten indizieren, daBsadyrhizobiumverwandte Arten eine nicht
ganz unwichtige Rolle fur den Abbau von 2,4-DCPlandwirtschaftlichen Béden
spielen. Da diese Gattung zudem in Regenwurm-asseai Habitaten nachgewiesen
wurde (Hornet al, 2006a; Wuskt al, 2009b), kann auch eine Beteiligung am 2,4-DCP
Abbau in der Drilosphére nicht ausgeschlossen werde
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SphingomonadaceaerwandtetfdB-Sequenzen konnten ausschlief3lich im feldfrischen
Boden vor einer Bodensauleninkubation mit eineatredn Haufigkeit von bis zu 4 %
detektiert werden (Abbildung 28, Abbildung 32).dr@ssanterweise zeigte sich dieses
Ergebnis sowohl in den analysierten Pyrosequenzimadaten als auch in den
untersuchten Klonsequenzen. Im Allgemeinen kanntgéssellt werden, dass
Pyrosequenzierung und klassische Klonierung dieselibominanterntfdB-tragenden
Taxa identifizieren konnten und somit ahnliche brgsse erzielen. Unterschiede in der
aufgetretenen Diversitat lassen sich mit der uokeesllichen Anzahl der analysierten
Sequenzen (23.820s 290) erklaren. Eine Reihe an Studien haben sighdem
Einfluss von Sequenzierungsmethoden (Pyrosequemgens. Klonierung mit
anschlieBender Sanger-Sequenzierung) auf Divesg#gameter und phylogenetische
Zusammensetzung auseinandergesetzt (Jras 2009; Krobeet al, 2009; Edgcomb

et al, 2011; Santoferrarat al, 2014; Wanget al, 2014), mit den Ubereinstimmenden
Erkenntnissen, dass beide Methoden (a) zu annaldentischen Resultaten fihren, (b)
die dominierenden Taxa identifizieren kdnnen undafaweichende Diversitatsindizes
aufgrund der sich unterscheidenden Sequenzanzdiniges.

Die Umsetzung von 2,4-DCP und dem unter anoxis&wgethingungen daraus gebildeten
Phenols wird durch Phenolhydroxylasen katalysiergeret al, 1988; Kirchneet al.,
2003). Ein Vergleich der Aminosauresequenzen ubdB und das fur die
Phenolhydroxylase kodierende GpheA zeigte eine 46 %ige Ubereinstimmung und
weist auf eine evolutiondre Verwandschaft beideneGlein (Nurket al, 1991). Genau
wie tfdB-Gene konnen auch Phenolhydroxylase-Gene Uberdmailen Gentransfer
Ubertragen werden (Zhangt al, 2004). Im Rahmen depheAGenmarkeranalyse
wurden Actinobacteria sowie Beta- und Gammaproteobacteriaerwandte pheA
Teilsequenzen detektiert (Abbildung 35, Tabelle Es¢ denComamonadaceaeowie
Pseudomonadaceamigeordneten OTUs 1 und 2 wurden verstarkt in Regem-
beeinflussten Proben nach einer 2,4-DCP Behandhaopgewiesen (Abbildung 35).
Der erneute Nachweis beider Familien indiziert emehtige Rolle im Abbauprozess
von 2,4-DCP. Ebenfalls dominierend mit relativerufigkeiten von bis zu 90 % und in
allen untersuchten Proben nachweisbar, w&ssudonocardiaceaeugeordnet@heA
Sequenzen (Abbildung 35). Die Familie deseudonocardiaceawird innerhalb des
Phylums Actinobacteria zu den Actinomycetalesgezahlt. Sie umfasst derzeit 31
beschriebene aerobe Arten, die in aquatischen enckstrischen Habitaten weit
verbreitet sind (Goodfellow & Maldonado, 2006; Eg£2010). Es wurde gezeigt, dass
Vertreter derPseudonocardiaceaam Abbau von organischem Biopolymeren wie
Cellulose und von Pentachlorphenol beteiligt siidriien (Malfaitet al, 1984; Weblet
al., 2001). Die im Verlauf der vorliegenden Arbeit @ifizierten Pseudonocardiaceae
pheATeilsequenzen wurden ausschlielich einer Phedabixylase vonPseudo-
nocardia dioxanivoranszugeordnet (Tabelle 35). Die GattuRgeudonocardiaveist
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eine Reihe von versierten Schadstoffabbauern aumi8eralisieren und transformieren
P. benzenivoransund P. dioxanivoransverschiedene Monofluorphenole, 1,2,3,5-
Tetrachlorbenzen und 1,4-Dioxan (Kampfer & Kroppgeds 2004; Mahendra &
Alvarez-Cohen, 2005; Kimet al, 2010). P. chloroethenivoranskann Phenol als
alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen eo®hlorethen abbauen (Let al,
2004). Pseudonocardiasp. wurde aufgrund seiner Fahigkeit auf Tetrahiygem zu
wachsen, isoliert (Kohlweyeat al, 2000). Anhand der vorliegenden Literatur und des
gehauften  Auftretens Pseudonocardizugeordneter pheASequenzen  kann
geschlussfolgert werden, dass Actinobakterien ddtu@gPseudonocardiainen Tell
der 2,4-DCP-[C]-verwertenden mikrobiellen Gemeirggtim Boden darstellt, die zur
Detoxifikation von 2,4-DCP und / oder Phenol im Badund der Drilosphére beitragen
kann.

Mit geringeren Abundanzen nachweisbar, waBamkholderiaceaarerwandte OTUs
(OTU 3 und 4). Wie auch dieComamonadaceaegehtrt die Familie der
Burkholderiaceaezu der Ordnund@3urkholderialesinnerhalb derBetaproteobacteria
Bakterien dieser Familie sind obligat oder fakiNtaerob und besiedeln eine Vielzahl
an terrestrischen und aquatischen Habitaten (Coef9&4). Zu den Gattungen
innerhalb derBurkholderiaceaegehdren u.aBurkholderig Cupriavidus Pandoraea
sowieRalstonia(Euzéby, 2010). Eine Reihe an Arten mit der Fasitgépolyzyklische)
aromatische Verbindungen und Herbizide abzubausmtken bislang identifiziert und
beschrieben werden (Matseii al, 2006; Liuet al, 2011b; Aroreet al, 2014), darunter
der als Modellorganismus fur den 2,4-D Abbau eirtge Cupriavidus necatodMP
134 (pJP4). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wairdbenfallsBurkholderiaceae
verwandte Taxa nach Inkubation mit 2,4-DCP in Baderen des SIP-Versuches und
in den Anreicherungsansatzen nachgewiesen (Tabdlle Tabelle-AH 4).
BurkholderiaceaezugeordnetepheATeilsequenzen gehdrten ausschliel3lich zu einer
Phenolhydroxylase in der GattuBgirkholderia(Tabelle 35)Burkholderiaverwandte
Bakterien werden, sofern sie in der Lage sind 2,&hrubauen, der ,Abbauer-
Klasse” | zugeteilt und tragen die an einer Verwegt beteiligten GenddA undtfdB
haufig auf einem ubertragbaren Plasmid (lteh al, 2004). Weiterhin konnten
verschieden®urkholderiaArten isoliert werden, die zum Abbau des Herbigi@e4,5-
Trichlorphenoxyessigsaure (2,4,5-T) befahigt siiRtic¢ et al, 2005; Huonget al,
2007b). Zusammen mit denen in der Literatur gewortakenntnisse indizieren die in
dieser Arbeit erzielten kultivierungsabhangigen igovkultivierungsunabhangigen
Ergebnisse, dass Vertreter der Gattwgkholderiaauch ein Teil der potentiell 2,4-
DCP-verwertenden mikrobiellen Gemeinschaft der d3phare und des Bodens
darstellen.
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Die in der vorliegenden Arbeit im Hinblick auf déen Abbau von 2,4-DCP beteiligten
Bakterien durchgefuhrten Untersuchungen geben @aht Hinweise darauf, dass die
Diversitat dieser Gruppe im landwirtschaftlichendBa und der Drilosphare groR3er ist
als bisher vermutet wurde.

4.3.3. Abundanzen potentiell 2,4-DCP-abbauender Mikroorgarsmen

Die vorliegende Arbeit ist eine von bislang sehnigen Studien, die die Abundanz von
2,4-DCP-abbauenden Mikroorganismen in Béden sowider Drilosphéare untersucht
hat. MPN-Methode und quantitative PCR wurden eieg#sum die Reaktion der 2,4-
DCP-abbauenden mikrobiellen Gemeinschaft auf eieeaBdlung mit 2,4-DCP und /
oder Regenwidrmern zu bestimmen (vgl. 2.5.3.1.,83.6Die Kombination beider
Methoden ermdglicht es nicht nur die Anzahl der Aobau beteiligten kultivierbaren
Mikroorganismen zu erfassen, sondern auch die dagtantwortlichen strukturellen
Gene unkultivierter Organismen zu quantifizieremlg¢net al., 1992). Aufgrund der
eingeschrankten Verfugbarkeit themenrelevanteraiite werden nachfolgend Studien
Uber 2,4-D-abbauende mikrobielle GemeinschaftedienDiskussion einbezogen. Der
Abbau von 2,4-D verlauft unter aeroben Bedingungesschliel3lich tber die Bildung
von 2,4-DCP, das soweit bekannt, unter optimieki@norbedingungen, nicht als Dead-
end Produkt auftritt (Muller & Babel, 2001). Es kasomit angenommen werden, dass
2,4-D positive MPN Replikate ebenfalls positiv #j4-DCP waren.

Landwirtschaftlicher Boden aus Scheyern wurde teditig im Mai 2004 mit MCPA
behandelt. MPNs aerober 2,4-DCP-abbauender Mikevosgen im feldfrischen
Boden vor Inkubation mit 2,4-DCP und / oder Regermagin waren mit Zellzahlen von
2,4 x 10 bis 1,4 x 16 pro Gramm Trockengewicht Boden (Abbildung 38) ZTeil bis

zu 10.000 x héher als die von 2,4-D(CP) Abbauerbdreits untersuchten Béden und
Wasserproben zu Inkubationsbeginn (Lazisal, 1979; Fournier, 1980; Ou, 1984;
Martani & Seto, 1991; Holbeet al, 1992; Meriniet al, 2007). Zudem zeigten Let al.
(2011a, 2013) sowie Zaprassal. (2010) mittels MPN und gPCR Ansatz, dass Boden
aus Scheyern MCPA Abbauer mit einer Haufigkeit wiwa 18 Zellen pro Gramm
Trockengewicht Boden sowie die fir den Abbau vevartlichen strukturellen Gene
tfdAa, cadA und r/sdpAbeherbergt. Die Quantifizierung der am Abbau veftRCP
beteiligten GenefdB, tfdC sowie pheAim Rahmen der vorliegenden Arbeit ergab
Genkopienzahlen von bis zu 4,8 x*If0 ng eingesetzter DNA (Abbildung 41), was
einem Anteil von etwa 3 % an der gesamten bakleni€emeinschaft entsprach. Diese
Daten indizieren eine etablierte, robuste Schafiatifauende Gemeinschaft im
landwirtschaftlichen Boden aus Scheyern. Die ams8bhde Zugabe von 2,4-DCP
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resultierte zum einen in einer Stimulation des Vgaaoms 2,4-DCP-abbauender
Mikroorganismen (Abbildung 38 bis Abbildung 40),nzuanderen fiihrte es zu einer
signifikanten Erhéhung defdB und pheA Genkopien (Abbildung 41, Abbildung 43).
2,4-DCP-behandelte Proben wiesen bis zu 94 x hdffefBe und bis zu 41 x hbhere
pheAGenkopien verglichen mit 2,4-DCP-unbehandelterb@ncauf. Zudem wirkte sich
eine Supplementation mit 2,4-DCP positiv auf die bAlkapazitat in oxischen
Mikrokosmen aus (Tabelle 28). Diese Beobachtungeah lsonsistent mit einer Reihe
an Studien, die ebenfalls einen stimulierendenkEffen 2,4-D(CP) und MCPA auf die
Abundanz relevanter Abbauer bzw. der strukture@@me nachweisen konnten (Baelum
et al, 2008; Lilliset al, 2010; Zabalot al, 2010; Ditterichet al, 2013). Wenn eine
natirliche mikrobielle Gemeinschaft xenobiotischéarbindungen ausgesetzt wird,
kommt es in Folge dessen zu einer durch Biomasdektion und Verdnderung der
metabolischen Aktivitat charakterisierten Stressant Diese Antwort resultiert
schlussendlich in Gemeinschaften, die besser awvaté@nderten Umweltbedingungen
angepasst sind (Barkay & Pritchard, 1988). Die ARkkisierung hangt dabei von drei
Prozessen ab: Anreicherung von Mikroorganismen,dikegeeigneten katabolischen
Fahigkeiten aufweisen, genetische Adaptation (GBntransfer) und Induktion der
Enzymaktivitat (Spairet al, 1980; van der Meeat al, 1992; de Liphtagt al, 2002).
So fuhrte der wiederholte Kontakt zu Herbizidereiner Studie von de Lipthagt al
(2003) zu einer Veranderung in der bakteriellen &eschaft sowie zu einer erhéhten
Anzahl an Herbizid-abbauenden Organismen und degiljgen strukturellen Genen.

Auch die Gegenwart des endogaischen Regenwutmealiginosain Bodensaulen
resultierte in erhéhten Zell- und GenkopiezahleiPNg aerober 2,4-DCP-abbauender
Mikroorganismen in 2,4-DCP-vorbehandelten Gangwanasd Kotkriimeln waren im
Vergleich zum feldfrischen Boden sowie zum umliedgm Boden signifikant héher
(Abbildung 38). Genkopiezahlen vaidB, tfdC und pheA sowie tfdC Transkripte
zeigten im Allgemeinen eine hohere Abundanz in Regem-beeinflussten Proben
verglichen zu den unbehandelten Proben (AbbilduhgAbbildung 44). Regenwirmer
haben einen signifikanten Einfluss auf die initidf€O,-Bildung sowie auf die
Abnahme der 2,4-DCP Konzentration in oxischen Miksmen mit vorinkubierten
Proben (Abbildung 18, Tabelle 29). Die in der vegknden Arbeit gezeigten
Ergebnisse indizieren, dass vor allem Kotkrimel @ahgwande des endogaischen
Regenwurmd. caliginosaim besonderen Mal3e befahigt sind, 2,4-DCP abzubdoe
Vergleich zum umliegenden Boden weisen sowohl Kotlel als auch Gangwande
aufgrund hoherer Stickstoff- und Kohlenstoffgehaktéhe aktivere, heterotrophe
mikrobielle Gemeinschaft auf (Zhang & Schrader,3;98unov & Scheu, 1999; Doet
al., 2008). Die gute Verfugbarkeit von Sauerstoff,S8& und Nahrstoffen bietet zudem
ideale Bedingungen fur aerobe Bodenmikroorganisfpenliegher & Verstraete, 1997;
Tiunov & Scheu, 1999; Tiunov & Dobrovolskaya, 2002per Abbau von
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chlorphenolischen Verbindungen wie 2,4-DCP und MCRa#n durch zusatzliche
Kohlenstoffquellen und eine gewisse Bodenfeuchtigkgmuliert werden (Helweg,
1987; Ziagova & Liakopoulou-Kyriakides, 2007; Tohsgt al, 2012). Regenwurm-
gange sind mit sezerniertem Mucus und Kotkriimekriiigen, was zum einen zu einer
Stabilisierung der Gangwéande und somit zur Beligftdes Bodens beitragt (Edwards &
Bohlen, 1996; Edwards, 2004). Zum anderen kann abgregebene Mucus einen
selektiven stimulierenden Einfluss auf bestimmt&robielle Taxa nehmen (Oleynik &
Byzov, 2008). Die durch Regenwirmer angelegten &gmigme beeinflussen die
Mobilitdt, das Sorptionsverhalten und den Abbau wenobiotika (Edwardst al,
1993; Sadeghi & Isensee, 1994; Farenhetsal, 2000; Kersant@t al, 2006) und
tragen zusatzlich zu der Verbreitung von Schadstbffauenden Mikroorganismen bei
(Daaneet al, 1996, 1997). Folglich stellen Gangwande dynah@gdabitate im Boden
dar, in denen aktive, aerobe Schadstoffabbauer mai Wachstums- und
Abbaubedingungen finden. Bodenproben aus Regenwarimkubierten Bodensaulen
(in Gegenwart von 2,4-DCP) wiesen ahnlich wie Prolmer Drilosphéare hohe
Keimzahlen aerober 2,4-DC-abbauender Mikroorgamsnef (Abbildung 38,
Abbildung 40). Zudem wurden erhdhte Abundanzenstierkturellen GenéfdB, tfdC
und pheA sowie eine verstarkte 2,4-DCP Abbaufahigkeit ditek (Abbildung 41,
Tabelle 28). Die besonderen biochemischen Chaistiker der Gangwande reichen bis
zu einem Zentimeter in den umliegenden Boden hi(ilEtmov & Scheu, 1999; Tiunov
& Dobrovolskaya, 2002; Andriuzzet al, 2013). In Folge dessen kann auch der
eigentlich nicht-drilosphérische Boden durch Grdbvékiten der Regenwirmer
beeinflusst worden sein.

MPNs anaerober 2,4-DCP-abbauender Mikroorganismefeldfrischen Boden lagen
nach 60 Tagen Inkubation unter Argonatmosphare éneiBh von 0 bis 9,3 x f@ellen

pro Gramm Trockengewicht Boden (Tabelle 36) undewatamit signifikant niedriger
als der oxische Vergleichsansatz (Abbildung 38k §@machten Beobachtungen gehen
mit den erzielten Ergebnissen aus den anoxischdémokbsmenversuchen einher und
belegen erneut, dass der in der Regel bellftethMi@schaftliche Boden aus Scheyern
2,4-DCP in Abwesenheit von Sauerstoff umsetztennkabies erfolgt jedoch
vergleichsweise langsam und weniger effizient alsteru aeroben Inkubations-
bedingungen.
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4.4. Mikrobielle 2,4-DCP-abbauende Gemeinschaft — Vergieh der
angewandten Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Reihe an Md#n fur die Erfassung und
Charakterisierung der mikrobiellen 2,4-DCP-abbaeend Gemeinschaft im
Regenwurm-beeinflussten sowie unbeeinflussten Bazlegesetzt. Die Kombination
aus kultivierungsabhangigen (Anreicherung, Isotgtiond kultivierungsunabhangigen
molekularbiologischen (Genbibliotheken, SIP) Ver&ah ermoglicht zum einen die
Schaffung eines vielschichtigen Bildes der mikrdbre Gemeinschaft und zum anderen
ein besseres Verstandnis ihrer Funkiiositu. Weiterhin konnen etwaige Nachteile der
einzelnen Methoden eingegrenzt werden. So ladstssicatzungsweise weniger als 1 %
der gesamten bakteriellen Gemeinschaft eines St#sdanit bislang bekannten
Verfahren kultivieren und isolieren (Amam al, 1995; Rappé & Giovannoni, 2003).
Mikroorganismen mit geringen Abundanzen, die img¥eich zu ihrem Vorkommen
jedoch einen nicht zu unterschatzenden EinflusshaafUmwelt nehmen, kbnnen mit
kultivierungsabhangigen Methoden leicht durch sthmachsende, an die gewahlten
Kultivierungsmedien angepassten Organismen vertdrgyfolglich Gbersehen werden
(Liesack et al, 1997; Molnéaret al, 2008; Gagicet al, 2015). Die Entwicklung
kultivierungsunabhangiger molekularbiologischer Meten machte es mdglich, die
eingeschrankte Detektion und ungenaue Klassifiaggriron Mikroorganismen zu
umgehen und somit tiefere Einblicke in die mikrdei€&semeinschalfin situ zu erhalten
(Yoccoz, 2012). Die Diversitdit einer mikrobiellen ofRlation kann Uber
Sequenzvergleiche der 16S rRNA erfolgen. Auch stmele Gene konnen zur
Abschéatzung und Bewertung des metabolischen Paleninkultivierter Organismen
herangezogen werden (Baldwat al, 2003; Huonget al, 2007b; Lilliset al, 2010).
Jedoch unterscheiden die in der Regel PCR-basiédeimiken nicht zwischen aktiven,
ruhenden oder sogar toten Zellen. Die anhand votekularbiologischen Daten
berechnete Biodiversitat unterliegt dem Einflusseei Vielzahl von Parametern:
Handhabung und Lagerung der Proben, Effizienz ddA{Extraktion, Auswahl der
Primer und anschlieBende PCR-Amplifikation, Seqieggnngsprazision sowie der
Auswertung der erhaltenen Daten (Sergeardl, 2012; Cruauet al, 2014; Deineet
al., 2015). Aufgrund dieser Einflussfaktoren solltka durch kultivierungsunabhé&ngige
Methoden erzielten Ergebnisse sorgfaltig analysied interpretiert werden.

Mit Hilfe von kultivierungsabhangigen sowie kul@rungsunabhangigen Techniken
wurde in der vorliegenden Arbeit ein breites Spaktiphylogenetisch unterschiedlicher
Bakterien detektiert, die potentiell am Abbau vo#-RCP in der Drilosphéare und dem
umliegenden Boden beteiligt waren (Abbildung 72@bBi konnten drei Familien
(Burkholderiaceag ComamonadaceaePseudomonadacepemit allen eingesetzten
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Methoden und insgesamt sieben Familien mit jeweN®i verschiedenen Methoden
nachgewiesen werden (Abbildung 72). Die Detektidubia dieser Methoden war somit
sehr @hnlich und fuhrte zu vergleichbaren Ergelenis©bwohl die Anreicherung und
Kultivierung von Mikrooganismen unter Laborbedingen limitiert ist, konnten elf
verschiedene Familien aus vier Phyla ausschliefsligich direkte Isolation gewonnen
werden. Bacillaceae, Clostridiaceae sowie Flavobacteriaceaeerwandte Taxa
wurden sowohl mittels Anreicherung als auch mitt##& rRNA SIP detektiert. Diese
Ergebnisse indizieren, dass eine Korrelation zvaaatier Detektierbarkeit von aktiven
und abundanten Bakterien vorliedflycobacteriaceaeund Holophagaceaewurden
ausschlieBlich durch kultivierungsunabhéangige Meémo als potentielle 2,4-DCP
Abbauer identifiziert (Abbildung 72), was mit denislterigen Erkenntnissen
Ubereinstimmt, dass Vertreter beider Familien irhdranur bedingt kultivierbar sind.
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigten eDaindizieren, dass die
Anwendung unterschiedlicher Methoden fur die Edagsund Beschreibung der am
Abbau von 2,4-DCP beteiligten mikrobiellen Gemelrast essentiell ist. Nur mit Hilfe
verschiedener Ansatze kann die vorliegende Biodit&r so genau wie mdglich
abgeschatzt und beurteilt werden.
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Genmarker
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Enterobacteraceae Micrococcaceae Mycobacteriaceae
Xanthomonadaceae Pseudonocardiaceae
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Abbildung 72: Venn-Diagramm der durch Anreicherung (grin), SIP (blau) und
struktureller Genmarkeranalyse von tfdB und pheA (rot) detektierten Familien. Familien
innerhalb der Schnittmengen zweier Kreise indiziefi@ereinstimmende Ergebnisse der
angewandten Methoden. Fettgedruckte Familien konnteit Hilfe aller Verfahren
nachgewiesen werden.

4.5. Einfluss von A. caliginosaund 2,4-DCP auf die NO-Bildung und
die assoziierte mikrobielle Gemeinschaft

Landwirtschaftlich genutzter Boden ist eine bededée Quelle fir die anthropogen
bedingte NO-Emisssion. Die Freisetzung von®list dabei abhangig vom Bodentyp,
dem Einsatz von Stickstoff, von der gewéhlten Ftiottpe sowie von klimatischen und
saisonalen Bodenbedingungen (Kim & Dale, 2008; aMidit al, 2010; Pendalét al,
2010; Jeonget al, 2012). Zusatzlich regulieren eine Vielzahl phgéigcher,
chemischer und biologischer Faktoren die fur diédiig von NO im Boden
verantwortlichen Prozesse. Der Einfluss von Xentikacsowie von Regenwirmern auf
die N;O-Bildung im landwirtschaftlichen Boden aus Scheyamurde mit Hilfe von
Bodensaulen supplementiert mit endogaischen Regemsvii und / oder 2,4-DCP
sowie Kontrollen ohne Wurm und 2,4-DCP untersuebt.2.4.1., 2.4.4.). Innerhalb der
ersten zwei Tage konnte in allen Ansatzen einegalitO-Bildung beobachtet werden
(Abbildung 61). Dabei war die kumultative ,@®-Bildung in Regenwurm-
supplementierten Saulen signifikant héher als m Begenwurm-unbehandelten Saulen
(Abbildung 61, Abbildung 62). Regenwirmer beeindlers durch ihr Grab- und
Fral3verhalten dien situ Bedingungen von Boden und fuhren auf diesem Wagsrer
veranderten pD Freisetzung (Borkeet al, 2000; Bertorat al, 2007; Giannopoulost
al., 2010; Neberet al, 2011; Pauét al, 2012; Lubbergt al, 2013; Cheret al, 2014).
Regenwirmer emittierem situ NoO und kénnen geschatzt fur eine jahrlichgON
Bildung von 168 kg verantwortlich sein (Draket al, 2006). Ursprung des durch
Regenwurmer emittierten ;8 ist der anoxische Regenwurmdarm, der durch die
Abwesenheit von Sauerstoff, dem Vorkommen einerl2dild an organischen
Verbindungen sowie einen hohen Wasser-, Nitrit- ulsshmoniumgehalt ideale
Bedingungen fur Denitrifikanten und andere Nitregstnilierende Bakterien bietet
(Karsten & Drake, 1997; Matthiext al., 1999; Hornet al, 2003; Ihssert al, 2003;
Horn et al, 2006b). Es wird angenommen, dass die an d@-Bildung beteiligten
Bakterien aus dem umliegenden Boden im Zuge derudgisaufnahme aufgenommen
und durch die sich anschlieBende Darmpassage shnwierden (lhsseet al, 2003;
Horn et al, 2006a). Die im Rahmen der vorliegenden Arbedsste NO-Bildung in
Bodenséaulen bestatigt die in der Literatur besbtlenen Ergebnisse und belegt zum
einen das Vorhandensein einer etablierte@-Kildenden mikrobiellen Gemeinschaft
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im landwirtschaftlichen Boden von Scheyern, abethagden stimulierenden Effekt von
A. caliginosaauf diese Organismen. Im Gegensatz zum Regenwwrdewinnerhalb
der ersten zwei Inkubationstage, also zu dem Zekipals 2,4-DCP noch in groReren
Mengen vorlag, kein signifikanter Einfluss von RGP auf die Bildung von $O in
den Bodensaulen beobachtet (Abbildung 61). Dieesatzte 2,4-DCP Konzentration
von etwa 22 mg pro Kilogramm Trockengewicht Bodéhrfe weder in Gegenwart
noch in Abwesenheit voA. caliginosazu einer nennenswerten Reduktion deON
Bildung (Abbildung 61). Diese Erkenntnis stimmt milen Beobachtungen der
anoxischen Bodenaufschlammungen Uberein, die disek@anen Effekt von 2,4-DCP
auf eine stattfindende Denitrifikation zeigen kan(Abbildung 15, Abbildung 16). Den
in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebniss&mtsfedoch die Untersuchung von Pell
et al. (1998) gegenuber, die eine deutliche Inhibition Qenitrifikation in Gegenwart
von 2,4-DCP beschreibt. So wurde eine Abnahme @eaitffikationsaktivitat um 25 %
und eine Abnahme der spezifischen Wachstumsrat®dinitrifikanten um fast 50 %
bei einer eingesetzten 2,4-DCP Konzentration vorn0 @ pro Kilogramm
Trockengewicht Boden nachgewiesen. Der Einfluss Xenobiotika auf NO-bildende
Prozesse ist sehr vielschichtig und von unterséiblezgh Parametern abhangig. Von
groRer Relevanz sind dabei der untersuchte Bodemlig molekulare Struktur der
eingesetzten Verbindung und die gewahlte Konzeotrasowie die vorliegende
Nitratkonzentration (Changet al, 2001; Palet al, 2006; Jianget al, 2014).
Beispielsweise fuhrten heterozyklische aromatiskleebizide wie Amitrol zu einer
erhohten NO-Bildung in landwirtschaftlichen Boden, das zu d&pyridinen zéhlende
Herbizid Methylviologen (Paraquat) hingegen reddeialie NO-Bildung (Li et al,
2014). Die Zugabe von 2,4-DCP in Ackerboden ausegam fihrte im Inkubations-
zeitraum von drei bis 20 Tagen zu einem signifikarivnterschied in der -Bildung
(Abbildung 61, Abbildung 62), der mit aller Wahrsahlichkeit nach jedoch nicht
direkt auf die eingesetzte 2,4-DCP Konzentrationickzufihren ist, da in diesem
Zeitraum die grof3te Menge an 2,4-DCP bereits ahgebder assimiliert wurde
(Abbildung 46). Vielmehr konnte in der vorliegend&rbeit gezeigt werden, dass eine
Inkubation mit 2,4-DCP zu einer Anreicherung und dW&umsstimulation 2,4-DCP-
abbauender Mikroorganismen fuhrte (Abbildung 38bidung 40) und sich somit das
Verhéltnis zu den vorkommenden Denitrifikanten atele

Pestizide und deren Abbauprodukte nehmen nachueleidtinfluss auf die pO-
bildenden Prozesse und die daran beteiligte mikligbiGemeinschaft im Boden. Nur
wenige Studien haben sich jedoch bislang mit deiswhikung einer 2,4-DCP
Applikation auf die Abundanz denitrifizierender sewnitrifzierender Mikroorganismen
befasst. Aufgrund dessen wurden im Rahmen deregatiden Arbeit kultivierbare
Denitrifikanten mittels MPN (vgl. 2.5.3.2.) sowiéedn der NO-Bildung involvierten
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strukturellen Gene mittels gPCR (vgl. 2.6.8.) quem¢rt. Feldfrischer Boden vor
Inkubation in Bodensaulen wies mit Keimzahlen vors % 10 pro Gramm
Trockengewicht eine robuste denitrifizierende miketle Gemeinschaft auf
(Abbildung 63), die quantitativ vergleichbar mitdmmen untersuchten Bodenproben ist
(Martin et al, 1988; Chao & Young, 1995; Horn, 2004; Braketr al, 2010).
Gangwand- und Kotkriimelproben zeigten unabhangigeiner 2,4-DCP Behandlung
im Vergleich zum feldfrischen Boden &hnliche bzwgngikant niedrigere Keimzahlen
denitrifizierender Organismen (Abbildung 63). Diedgeobachtungen sind zur
vorliegenden Literatur widerspruchlich, die fur deiDrilospharenkompartimente eine
hohere mikrobielle Aktivitat und damit verbundenhkée Denitrifikationsraten im
Vergleich zum umliegenden Boden beschreiben (Dexeigal, 1999; Parkin & Berry,
1994; Parkin & Berry, 1999). Zudem konnten AmadoiG&rres (2007) bis zu 100 x
hohere Keimzahlen aerober Bodenmikroorganismen atkréimeln von andzischen
Regenwirmern als im umliegenden Boden detektidtgre mogliche Erklarung dieser
vorliegenden Diskrepanz kann der in der Literatuesdhriebene ,Alterungs-
effekt” liefern. Kotkriumel- und Gangwandproben 2eig aufgrund von
Substratlimitationen und Austrocknung eine deudicAbnahme der mikrobiellen
Atmungsrate sowie Biomasse mit zunehmendem AlteréP1963b; Scheu, 1987; Aira
et al, 2005; Parthasarathi, 2006). Die in dieser Arbetersuchten Proben wurden nach
Beendigung der Inkubation zeitnah bei -80 °C eirgeh. Inwieweit sich die
Inkubation in Bodensaulen auf die Substratverfliggiaiund somit auf die mikrobielle
Gemeinschaft ausgewirkt hat, kann nur vermutet arercEine weitere mdgliche
Erklarung koénnte in der Bildung von selektiv wirklem Verdauungs- und
Oberflachensekreten liegen, die bei Regenwiirmerterschiedlichster Okotypen
nachgewiesen wurden (Byzew al, 2007; Khomyakoet al, 2007; Oleynik & Byzov,
2008; Wanget al, 2011). Solch Sekrete zeigten antibakterielle wardifungale
Wirkungen, die die mikrobielle Diversitat nachhgltbeeinflussen. Vor allem die
untersuchten Pilze wurden in ihrem Wachstum undSg@rulation gehemmt (Mooast
al., 1996). Die von Pilzen durchgefiihrte Denitrifikat kann in terrestrischen Bdden
ein entscheidender Prozess fur die Bildung ve@® Marstellen. So wurde fir Wald-,
Wiesen- und Agrarbdden eine, im Vergleich zur baélien N,O-Emission, erhdhte
pilzliche N;O-Bildung nachgewiesen (Castaldi & Smith, 1998; dfdin et al, 2009;
Longet al, 2013; Rittinget al, 2013; Weiet al, 2014). Die Fahigkeit YD zu bilden,
scheint innerhalb der Pilze weit verbreitet zu g§8hounet al, 1992; Maedaet al,
2015). Mittels Reinkulturen voRusarium oxysporunund Cylindrocarpon tonkinense
wurde zudem das Vorkommen einer Kupfer-haltigernritkeduktase (kodiert durch
nirK) sowie einer Cytochrom P450 NO-Reduktase in Pigeeigt (Shouet al, 2012).
Diese Daten verweisen auf ein nicht zu unterschdee pilzliches
Denitrifiaktionspotential, das durch eine selektiM&rkung von Regenwurmsekreten in
Gangwéanden und / oder Kotkrimeln negativ beeinflugsrden kann. Keimzahlen
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denitrifizierender Mikroorganismen im Darminhalt ngh 2,4-DCP Vorbehandlung
waren mit 5,9 x 1Dpro Gramm Trockengewicht die héchsten aller untgren Proben
und damit signifikant hoher als im feldfrischem Bod sowie in der 2,4-DCP-
vorbehandelten korrespondierenden Darmprobe (Abbgds3). Der Regenwurmdarm
ist ein mobiles anoxisches Mikrohabitat in belidreBdden und bietet u.a. aufgrund
zahlreicher leicht abbaubarer organischer Verbigdaonein ideales Umfeld fur
verschiedene anaerobe Bakterien. Die Anzahl keltbarer Denitrifikanten im Darm
von Lumbricus rubellusund Octolasium lacteumwar bis zu 256 x hdher als im
umliegenden Boden (Karsten & Drake, 1997). Ahnli€rgebnisse zeigte eine Studie
von l|hssenet al (2003), die bis zu 100 x hohere Keimzahlen dgizigrender
Mikroorganismen im Darm voA. caliginosanachweisen konnten. Interessanterweise
zeigte sich ausschliel3lich in den Darmproben eibiarender Effekt von 2,4-DCP auf
die Anzahl der kultivierbaren Denitrifikanten (Alding 63). Moglicherweise diente
dabei 2,4-DCP im Rahmen einer Dehalorespiratiotkdktronenakzeptor und die dazu
befahigten Organismen konnten, bedingt durch eiinete Energieausbeute (Dolfing &
Harrison, 1992; Pavlostathet al, 2003), die denitrifizierenden Mikroorganismen in
ihrem Wachstum einschranken. 2,4-DCP-vorbehan@steenproben wiesen bestandig
signifikant hohere MPNs kultivierbarer Denitrifikieem auf als die korrespondierenden
unbehandelten Proben (Abbildung 64). Denitrifikatiacund Dechlorierung von
Chlorphenolen kénnen parallel ohne inhibitoriscHé&elge ablaufen. Beide Prozesse
werden von unterschiedlichen mikrobiellen Gemeiafteim durchgefiihrt, wobei die im
Laufe der Dechlorierung anfallenden Abbauprodukse nadgliche Kohlenstoffquelle
fur denitrifizierende Mikroorganismen dienen (Sadfo& Tiedje, 1997). Solch
zusatzliche Verbindungen fihren zu einem WachstonsV und kdnnen somit die
erhohten Zellzahlen in den vorbehandelten Probidéren.

Die Ergebnisse der Keimzahlbestimmungen in Drilésph- und Bodenproben sind
konsistent mit den Beobachtungen der anoxischeremadschlammungen und der
N,O-Bildung in Bodensaulen. Danach kann geschlussfblgerden, dass die gewéhlte
2,4-DCP Konzentration im Allgemeinen keine inhilelede Wirkung auf die Anzahl
und Aktivitat kultivierbarer denitrifizierender Mikorganismen austibt. Vielmehr zeigte
sich der bereits beschriebene positive Effekt Aonaliginosa

Die AbundanznarG-, nirK-, nirS-, nosZ sowie amoAtragender Mikroorganismen in
den analysierten Drilosphéren- und Bodenproben evgdenfalls nicht signifikant
durch das eingesetzte 2,4-DCP beeinflusst (Abbgdué5, Abbildung 66).
Vergleichbare Studien Uber eine quantitative Aulswig von Pestiziden und anderen
Schadstoffen auf die J-bildende mikrobielle Gemeinschaft sind bis dagbrsselten.
ErfassteamoAGenkopienzahlen in mit Schwermetallen belastetédeB waren bis zu
80 % niedriger als im unbelasteten Boden, wobei Aindanz nirkK-tragender
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Bakterien nicht beeinflusst wurde (Lat al, 2014). Das Herbizid Simazin inhibierte in
einer Studie von Hernandeet al. (2011) Ammonium-oxidierende Bakterien,
wohingegen Ammonium-oxidierende Archaeen unbeessfliblieben. Dieses Ergebnis
konnte durch Rousidoet al. (2013) nach Untersuchungen mit klassischen als enit
biologischen Pestiziden bestatigt werden. Der Emgan Pyren, einem polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoff, fuhrte zu einerzkatrationsabhangigen Abnahme
dernirK-, nirS- und nosZGenkopien in einem landwirtschaftlichen Boden (@ual.,
2011). Auch naturlich vorkommende Verbindungen smder Lage, Einfluss auf die
Denitrifikation und die daran beteiligten Organismeu nehmen. Sekundare
Pflanzenstoffe wie polyphenolische Catechine irdrilen in einer Studie von Bardeh

al. (2014) die Aktivitat der in der Denitrifikationnvolvierten Enzyme; die
Quantifizierung von nirS und nirK zeigte jedoch keine Veréanderung in den
Genkopienzahlen. Zusammen mit den in der vorliegemarbeit erzielten Ergebnissen
verweisen die teils inkonsistenten Literaturangabeheinen vielschichtigen und von
verschiedenen Faktoren abhangigen Einfluss von bietika auf die Abundanz der an
einer NO-Bildung beteiligten Mikroorganismen. Dabei scheior allem die Art und
Konzentration der eingesetzten Verbindung von éeisender Bedeutung zu sein. Im
Rahmen dieser Arbeit wurdeudem ein positiver Effekt vo\. caliginosaauf die
Abundanz narG- und nosZtragender Bakterien nachgewiesen (Abbildung 65,
Abbildung 66).narG-Genkopienzahlen in Regenwurm-beeinflussten Protemen bis
zu 364-malnosZGenkopienzahlen bis zu 195-mal héher als in derekpondierenden
unbehandelten Proben. Diese Resultate geben Hewdgsauf, dass der bereits
dargestellte positive Effekt von Regenwirmern aarittifizierende Mikroorganismen
selektiv bei einigen Gruppen auftreten kann, wobgem andere in ihrer Haufigkeit
unverandert bleiben. Ammonium-oxidierende  Mikrogriganen gelten als
Schlusselorganismen im Prozess der NitrifikatiorogBer & Nicol, 2008), sind sowohl
in terrestrischen als auch in aquatischen Habitatahweisbar und werden aufgrund
dessen als mdgliche Bioindikatoren fur die Bewagtuon Boden betrachten (Wessen
& Hallin, 2011). Die in der vorliegenden Arbeit ensuchten Parameter 2,4-DCP und
Regenwlrmer zeigten nur geringfiigigen Einfluss @ief AbundanzamoAtragender
Bakterien und Archaeen (Abbildung 66). BakterielmoASequenzen konnten im
Vergleich zu den archaealeamoASequenzen im Allgemeinen jedoch héaufiger
detektiert werden. Verschiedene Studien der letzlahre haben sich mit der
quantitativen Bedeutung von Bakterien sowie von h&een im Rahmen des
Nitrifikationsprozesses auseinandergesetzt — mmiz ganterschiedlichen Ergebnissen.
Wahrend Toéweet al (2010) und Jia & Conrad (2009) den entscheiderfd@ril bei
den Ammonium-oxidierenden Bakterien (AOB) sahemméma Leiningeret al. (2006),
Schaus®t al (2009) sowie Gubry-Ranget al (2010) zu dem Schluss, dass vor allem
Ammonium-oxidierende Archaeen (AOA) die Nitrifikati in Boden dominieren. Das
Verhaltnis von AOB und AOA wird von einem Zusammaes vielerlei biotischer
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sowie abiotischer Faktoren bestimmt. RelevanterRater scheinen dabei die Affinitat
gegenuber Ammoniak, der pH-Wert, der WassergelesltBbdens und das mixotrophe
Wachstum zu sein (Nicoét al, 2008; Prosser & Nicol, 2012; Det al, 2014).
Weiterhin wird eine unterschiedliche Sensitivitdteggnuber Inhibitoren der
Nitrifikation diskutiert (Di et al, 2014). Welcher dieser Faktoren im Rahmen der
vorliegenden Arbeit die Abundanzen von AOB bzw. AQA landwirtschaftlichen
Boden vor und wéahrend der Bodensauleninkubationgetaith beeinflusst hat, kann
jedoch nicht eindeutig bestimmt werden.

Im Verlauf der Bachelorarbeit von Marianna Well&@010) wurde zuséatzlich der
maogliche Einfluss von 2,4-DCP und / odkercaliginosaauf die Zusammensetzung der
mikrobiellen denitrifizierenden Gemeinschaft in derilosphare und Boden anhand
einer TRFLP-Analyse des fur die;®-Reduktase kodierenden GemssZ untersucht.
Statistische Analysen der TRFLP-Profile bakterreh®sZ DNA Sequenzen zeigten,
dass sich die eingesetzten Proben im Allgemeinerhrer Zusammensetzung nicht
signifikant voneinander unterschieden (Abbildung®8 Abbildung 70). Feldfrischer
Boden sowie Drilospharen- und Bodenproben nach Bsiideninkubation wurden
unabhangig von einer 2,4-DCP Behandlung v@&madyrhizobium japonicum
verwandten TRFs dominiert (Abbildung 68 bis Abbiidu70). Bereits durch den
Stabilen Isotopenversuch (vgl. 3.4.) sowie durchni@arkeranalysen (vgl. 3.3.2.)
konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit VertreenBradyrhizobiaceaals aktive
Mitglieder der 2,4-DCP-[C]-verwertenden mikrobielleGemeinschaft identifiziert
werden. Bradyrhizobium japonicumist ein im Boden haufig vorkommender,
fakultativer Denitrifizierer, der zu einer komplett Denitrifikation beféahigt ist (Bedmar
et al, 2005). Zudem isB. japonicumebenfalls in der Lage atmosphéarischgON
Konzentrationen zu nutzen (Sameshima-Sattal, 2006). In einer vergleichenden
Untersuchung von Regenwurmdarmmaterial mit Prol@snuiinliegenden Bodens durch
Horn et al. (2006a) wurde zum einen das VorkomnierjaponicumverwandtemosZ
Sequenzen belegt, zum anderen gezeigt, dass dektidden nosZSequenzen
phylogenetisch ahnlich sind. Diese Ergebnisse wlideen, dass Regenwurmdarm-
assoziierte Denitrifizierer urspriinglich dem uméaden Boden entstammen und bieten
somit eine mogliche Erklarung fur die in der vagkeden Arbeit gemachten
Beobachtungen. Die Struktur und Zusammensetzung denitrifizierenden
mikrobiellen Gemeinschaft unterliegt einer ReiheEanflussgrof3en. So unterscheiden
sich narG-tragende Bakterien inner- und auf3erhalb der Maigd®pare in ihrer
Zusammensetzung, vermutlich aufgrund der durch Werzeln abgesonderten
zusatzlichen Kohlenstoffverbindungen oder eineramderten Sauerstoffverfigbarkeit
(Philippot et al, 2002). Phylogenetische Analysen der NitritredaktGenanirK und
nirS indizieren einen deutlichen Einfluss der Inkubastiemperatur auf die
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Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft @ralet al, 2010).
Unterschiedliche Nitrat-, Nitrit- sowie Ammoniumkzoentrationen fihrten in Studien
zu einer veranderten Struktur denitrifizierendeirS-tragender Mikroorganismen
(Castro-Gonzalest al, 2005; Ruiz-Ruedat al., 2007).

Die diskutierten Ergebnisse unterstreichen erneuBddeutung von Regenwirmern im
Rahmen einer pO-Bildung im landwirtschaftlichen Boden und damihleergehend
einen positiven stimulierenden Effekt auf digONbildende mikrobielle Gemeinschatft.
Im Gegensatz dazu, konnte in der vorliegenden Adrsimals gezeigt werden, dass
situ relevante Konzentrationen von 2,4-DCP weder diésBteung von BO, noch die
daran Dbeteiligten denitrifizierenden Mikroorganismean ihrer Abundanz und
phylogenetischen Struktur signifikant beeinflussen.

4.6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der miketeiAbbau der weitverbreiteten
chlorphenolischen Verbindung 2,4-DCP sowie dessafiuss auf die NO-Bildung in
einem landwirtschaftlichen Boden in Gegenwart unavAsenheit des endogdaischen
RegenwurmsAporrectodea caliginosauntersucht (Abbildung 73). Ziel war es zum
einen, die am Abbau beteiligten Mikroorganismenaathkultivierungsabhéngiger und
kultivierungsunabhangiger Methoden zu identifiziereuantifizieren und Aussagen
Uber die phylogenetische Zuordnung zu treffen. Zanderen sollten die fir die
Freisetzung von PO verantwortlichen Mikroorganismen quantitativ ugdalitativ
erfasst werden. Dabei wurde der mdgliche EinflussereRegenwurm- und / oder 2,4-
DCP Vorbehandlung néaher betrachtet. Mikroorganisiedier Drilosphéare (vor allem
Gangwande und Kotkrimel) waren im besonderen Maffé@hlgt unter oxischen
Bedingungen 2,4-DCP zu verwerten (Tabelle 28). RideDCP Vorinkubation erhéhte
dabei die Anzahl 2,4-DCP-abbauender Organismen ildlig 38, Abbildung 40,
Abbildung 73). Eine Vielzahl an bekannten und lriglanbekannten Mikroorganismen,
die in der Lage sind, 2,4-DCP umzusetzen, wurdeaahheiner Stabilen Isotopen-
beprobung identifiziert (Abbildung 58, Abbildung )5%ine Abnahme der 2,4-DCP
Konzentration unter anoxischen Bedingungen konmeeigt werden, diese war im
Vergleich zum aeroben Abbau jedoch vernachlassighbbildung 16). Berechnete
Keimzahlen in Gegenwart alternativer Elektronengkaen waren signifikant niedriger
als die korrespondierenden Zellzahlen in Gegenwart Sauerstoff (Tabelle 36,
Abbildung 38, Abbildung 40).
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Basierend auf diesen Beobachtungen kann die unter alifgestellte Hypothese 1
verifiziert werden. Landwirtschaftlicher Boden sewdie Drilosphare beherbergen
aktive, bislang unbekannte Mikroorganismen, die-R2@P in in situ relevanten
Konzentrationen umsetzten konnen. Regenwirmer thessten mafgeblich die
Freisetzung des Treibhausgase®Nh Bodensaulen Das eingesetzte 2,4-DCP hingegen
wirkte sich nicht nennenswert auf die erfasstgOMildung und die Anzahl
denitrifizierender sowie nitrifizierender Bakterie@us (Abbildung 63, Abbildung 64),
was bedeutet, dass die Hypothese 2 (vgl. 1.4.eabgwerden kann. 2,4-DCP inhibiert

in der gewahlten Konzentration nicht die;ONBildung und das Wachstum von
Denitrifizierern und Nitrifizierern in der Drilosjgtne.

14CO, (2,4-DCP)& N, O

| NI 1l 10

Bradyrhizobiaceae .

2,4-DCP
Abbau-
potential

Abundanz
2,4-DCP
Abbauer

Abundanz
Denitrifi-
zierer

Abbildung 73: Zusammenfassende Darstellung des mikbiellen 2,4-DCP Abbau-und
N.O-Bildungspotentials in Regenwurm-beeinflussten undRegenwurm-unbeeinflussten
Bodenmaterial. Das 2,4-DCP Abbau- (schwarz) sowie dagOMBildungspotential (weil3)
wurde in Bodenséaulen mit feldfrischem AckerbodenGegenwart und Abwesenheit des
endogédischen Regenwurmgorrectodea caliginosaind 2,4-DCP untersucht. Drilospharen-
und Bodenmaterial aus den Bodensaulen wurde fiteii@rende Mikrokosmenversuche und
molekularbiologischen Analysen eingesetzt. Ergedenides 1'C]-2,4-DCP Mineralisierungs-
ansatzes mit Material aus den jeweiligen Bodensasiled mit schwarzen Pfeilen dargestellit.
Schwarz umrahmte Taxa stellen die durch den CAPi&Rtifizierten dominanten 2,4-DCP
Verwerter dar. Weil3 umrahmtes Taxon indiziert diemAnalyse des strukturellen GerssZ
dominierende Familie. Legendes |, 2,4-DCP Al#yaO , (De)nitrifizierer.
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In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass mikrebi@emeinschaften in oxischen
Bdden und der Drilosphare des endogéaischen Regemsilr caliginosadas Potential
besitzen,in situ relevante 2,4-DCP Konzentrationen umzusetzen. g&eonnenen
Erkenntnisse haben neue Fragen aufgeworfen, diehdweitere Untersuchungen
beantwortet werden konnten. Die Bildung von Regenvgangwanden unterliegt dem
Regenwurmokotyp. Wahrend epigaische Regenwlrmer galten Gangsysteme
ausbilden, kommt es in Gegenwart von endogaiscinenamézischen Regenwirmern
zur Entstehung von horizontalen und vertikalerls teermanenten Gangsystemen. Der
Umfang solcher Gangsysteme kann auch den Abbau Xemobiotika im Boden
beeinflussen. Der Einfluss des Regenwurmokotypet @en Abbau und die
Mineralisierung von Schadstoffen in Bodden ist higlajedoch nicht bekannt.
Vergleichende Bodensauleninkubationen mit unteesttithen Wurmokotypen kdnnten
diese Licke schliel3en. In der vorliegenden Arbeitde eine Reihe von Bakterien mit
2,4-DCP isoliert. AnschlieRendé*C-Mineralisierungsversuche zeigten aber kein
Abbaupotential. Wahrscheinlich fiihrte die Abwesénbmes selektiven Druckes (z.B.
2,4-DCP) im Laufe der Inkubation auf Festmediendmsen negativen Ergebnissen.
Weiterfihrende Anreicherungen in kontinuierlicheegénwart von 2,4-DCP waéren
hilfreich, um potentiell 2,4-DC-abbauende Mikroangamen zu kultivieren. Auch wenn
ein Abbau von 2,4-DCP unter anoxischen Bedingumgersehr langsam stattgefunden
hat, ist dieser dennoch im landwirtschaftlichen &odnoéglich. Der Einsatz eines
stabilen Isotopenversuches bietet die Mdglichkeitsatzlich anaerobe 2,4-DCP-[C]
Verwerter zu identifizieren. Die Beteiligung eukatigcher Mikroorganismen am
Abbau von 2,4-DCP konnte ebenfalls durchHC[-markiertes 2,4-DCP aufgeklart
werden. Abbauwege vieler Xenobiotika, beteiligteulsiurelle Gene und in der
Drilosphédre am Abbau beteiligte Mikroorganismendshislang wenig bis gar nicht
untersucht. Die in dieser Arbeit etablierten Tekbkni und Methoden koénnten fur
weiterfuhrende Untersuchungen mit anderen Herhizideie z.B. Bentazon
herangezogen werden. So kdnnen Licken geschlossenisherige Kenntnisse vertieft
werden.
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5. Zusammenfassung

2,4-Dichlorphenol (2,4-DCP) stellt eine kommerzie#ideutende Verbindung dar, die
zur Herstellung unterschiedlichster Herbizide sowdeekt als Holzschutzmittel
eingesetzt wird bzw. wurde. Aufgrund der hohen Zué&t, der Persistenz in Boden und
aquatischen Systemen sowie der Tendenz zur Bioaklation wird 2,4-DCP zu den
prioritdren Schadstoffen gezahlt. Das in die Umvgglangte 2,4-DCP unterliegt im
Rahmen von Stoffkreislaufen verschiedenen Abbad-Tiansformationsprozessen, die
in der Regel von Mikroorganismen durchgefiihrt wardeegenwirmer reprasentieren
hinsichtlich  ihrer Biomasse in den meisten Bddene didominierende
Bodentierpopulation. Der Boden, der direkt dem g von Regenwirmern unterliegt,
wird als Drilosphare bezeichnet und umfasst neben Kbrperoberflache und dem
Darm auch die ausgeschiedenen Kotkrimel sowie riielagten Gangsysteme. Durch
ihre Grabtatigkeit nehmen sie starken Einfluss pbfsikalische und chemische
Bodenparameter sowie auf die mikrobielle GemeinsahmBoden und kédnnen somit
das Schicksal von Xenobiotika in Boden beeinflusZenlem sind Regenwurmer in der
Lage in situ N,O zu emittieren. Das TreibhausgasONweist ein 300-mal hdheres
Klimaerwarmungspotential als GCauf und nimmt damit eine wichtige Rolle im
Prozess der Klimaerwarmung ein. Schadstoffe, inmFepn Pestiziden und deren
Abbauprodukte, beeinflussen ,@®tbildende Prozesse wie Denitrifikation und
Nitrifikation in Boden. Inwieweit Regenwirmer derbBau von 2,4-DCP und damit
verbunden die daran beteiligte mikrobielle Gemeia$icin landwirtschaftlichem Boden
beeinflussen und welchen Effekt 2,4-DCP auDMbildende Prozesse ausubt, ist bislang
weitestgehend unklar. Ziel dieser Arbeit war esedaim der Drilosphare und dem
umliegenden Boden (a) den mikrobiellen Prozess 21dsDCP Abbaus mit den
involvierten mikrobiellen Populationen zu verknupfend (b) den méglichen Einfluss
von 2,4-DCP auf die pO-Bildung zu kléaren.

Feldfrischer Ackerboden wurde unter oxischen unaxemchen Bedingungen in
Gegenwart unterschiedlicher terminaler Elektroneeptoren (Nitrat, Eisen, Sulfat) in
Mikrokosmen inkubiert. Die Abnahme von 2,4-DCP #&gfe in allen Anséatzen ohne
Verzdgerungen, anoxische Inkubationen zeigten imgMe&h zur oxischen Inkubation
jedoch einen stark verlangsamten und weniger efften Abbau. Erfasste Keimzahlen
(MPNs) anaerober 2,4-DCP Verwerter in feldfrischBoden lagen im Bereich von 0
bis 9,2 x 16 pro Gramm Boden, waren signifikant niedriger aéskbrrespondierender
aerober Abbauer (2,4 x 16is 1,4 x 16) und bestatigen somit die erzielten Ergebnisse
aus den Mikrokosmeninkubationen. Der von Natur belsiftete Ackerboden besitzt
folglich ein hohes 2,4-DCP Abbaupotential unter scken Bedingungen.
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Bodenséaulenversuche mit feldfrischem Ackerboden &cheyern zeigten eine
kontinuierliche Abnahmen situ relevanter 2,4-DCP Konzentrationen (20 mg pro
Kilogramm) in Gegenwart und Abwesenheit des endwmi@n Regenwurms
Aporrectodea caliginosaBodensaulen mit Regenwiirmern wiesen dabei eiggeie
2,4-DCP Abnahme auf als Bodensaulen ohne Regenwirmdas aus den
Bodenséauleninkubationen gewonnene Drilospharen- Badenmaterial wurden fur
weiterfiihrende aerobé?C- und *“C-Mikrokosmenversuche eingesetzt. Proben aus
Regenwurm-vorbehandelten Bodenséulen zeigten eiticiehdheres 2,4-DCP Abbau-
und Mineralisierungspotential als die korresporghélen unbehandelten Proben. Des
Weiteren konnte kein signifikanter Einfluss eined-BCP Vorbehandlung auf die
“C0o,-Bildung nachgewiesen werden. Da Regenwiirmer im eBo@ingetragene
Xenobiotika in ihrem Gewebe akkumulieren kdnnenrdea aerobe Mikrokosmen mit
Regenwurmgewebe unft’C]-2,4-DCP eingesetzt, um einen méglichen Abbau in
diesem abschatzen zu kénnen. Lediglich 4 % dessétgten 2,4-DCP konnte als £0
wieder gefunden werden, etwa 7 % wurden im Gewé&kenauliert. Die aus 2,4-DCP-
supplementierten Bodensaulen gewonnenen GangwaradKatkrimelproben wiesen
bis zu 1,9 x 10MPNs pro Gramm Material auf und somit signifikshere MPNs als
(@) der feldfrische Boden vor Inkubationsbeginn,) (8,4-DCP-unbehandelte
Drilosphéaren- und Bodenproben sowie (c) Proben Di@sninhaltes, was auf einen
stimulierenden Effekt von 2,4-DCP auf das Wachst@@-DCP-verwertender
Mikroorganismen verweist. Die Abundanz der am Abbaun 2,4-DCP beteiligten
strukturellen GendfdB (kodiert eine 2,4-DCP HydroxylaselfdC (kodiert die 3,5-
Dichlorcatechol-1,2-Dioxygenase) umpheA (kodiert eine Phenolhydroxylase) wurde
positiv durch die Gegenwart von Regenwirmern sowe 2,4-DCP beeinflusst.
Gangwande und Kotkrimel aus 2,4-DCP-supplementidBmdensaulen wiesen dabei
die hochste Anzahl an den untersuchten strukturélenen auf. Die in Bodenséaulen
am Abbau von 2,4-DCP beteiligten Bakterien wurdemaad vontfdB und pheA
phylogenetisch gruppiert. Die detektierte Divetsi#ser Genmarker wurde weder von
2,4-DCP noch vorA. caliginosasignifikant verandert. Im Vergleich dazu fluhrtaesi
Inkubation mit 2,4-DCP zu einer Veranderung der@ignetischen Zusammensetzung.
Die Analyse vontfdB-Teilsequenzen mittels Pyrosequenzierung und Idelsen
Genbibliotheken identifizierte dieselben dominaniexa (u.aMycobacteriaceaeund
erzielte fur die untersuchten Proben anndherndicitenErgebnisse. Mit Hilfe des in
dieser Arbeit entwickelten CAP-SIP-Ansatzes wurie &/ielzahl an unterschiedlichen
prokaryotischen Taxa identifiziert, die situ relevante 2,4-DCP+C] Konzentrationen
im Verlauf der Bodensaulen- und Mikrokosmeninkutratiinter oxischen Bedingungen
assimilierten. Darunter die als 2,4-DCP Abbauer aneken Comamonadaceae
Pseudomonadaceae Burkholderiaceag Bradyrhizobiaceage Sphingomonadaceae
Bacillaceae und Flavobacteriaceae Zuséatzlich zu dieser versierten 2,4-DCP-
abbauenden Gemeinschaft konnten in der vorliegeddbgit erstmals Vertreter der
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PolyangiaceagGeobacteracegd’eptococcaceasowie Holophagaceaals aktive 2,4-
DCP-[C] Verwerter identifiziert werden.

Der Einfluss vonin situ relevanten 2,4-DCP Konzentrationen auf digOMNBildung
wurde anhand von Bodensaulen und Mikrokosmen rdfrischem Boden untersucht
und bewertet. Dabei konnte innerhalb der ersten i zimgubationstage kein
nennenswerter inhibierender Effekt des eingeset2{¢rfDCPs nachgewiesen werden.
Erst nach drei Tagen zeigte sich eine durch 2,4-E&ngte Abnahme der,N-
Emission. Wé&hrend Keimzahlen denitrifizierender Mirganismen in 2,4-DCP-
vorbehandelten Bodenproben aus Bodensauleninkuleation der Regel signifikant
hoher als in den korrespondierenden 2,4-DCP-uniusiiam Proben waren, konnten
signifikant hohere MPNs denitrifizierender Mikroargsmen im Darminhalt ohne 2,4-
DCP Vorbehandlung detektiert werden. Ein Einfluss \2,4-DCP auf die MPNs in
Gangwanden und Kotkriimeln wurde hingegen nicht gawsfesen. Zudem zeigte sich
kein Einfluss einer 2,4-DCP Vorbehandlung auf disuAdanz struktureller Gene von
(de)nitrifizierenden und Ammonium-oxidierenden Baktn und Archaeen. Im
Allgemeinen wurden in der Drilosphare und im Bodeahr bakterielleamoA Gene
(kodieren fur eine Ammonium-Monooxygenase) als aecheamoA Gene detektiert,
was darauf hinweist, dass Ammonium-oxiderende Bekieeine wichtige Rolle in der
Ammonium-oxidierenden mikrobiellen Gemeinschaft iekerboden aus Scheyern
einnehmen. Eine durchgefiihrte TRFLP-Analyse desdi@ér periplasmatische K-
Reduktase kodierenden GemssZkonnte ebenfalls keinen Effekt von 2,4-DCP auf die
phylogenetische ZusammensetzumsZtragender Bakterien nachweisen. Verglichen
dazu waren die pO-Bildungsraten, die Keimzahlen von Denitrifikanteimd die
Abundanzen relevanter struktureller Gene in Pradogsh Regenwurm-supplementierten
Bodenséulen signifikant hoher als in Regenwurm-bahdelten Proben, was folglich
auf eine besondere Bedeutung von RegenwirmernidiBittlung des Treibhausgases
N2O hinweist.

Die in der vorliegenden Arbeit angewandten kultiviegsabhéangigen sowie kulti-
vierungsunabhangigen Methoden legen die Schlussiolg nahe, dass (&) situ
relevante 2,4-DCP Konzentrationen in bellifteten gkbkden durch eine Reihe an
unterschiedlichen, bekannten aber auch bislangkamogéen, Mikroorganismen zugig
umgesetzt werden konnen, (b) die Abundanz sowieDiersitat dieser 2,4-DCP-
abbauenden Mikroorganismen bislang unterschatztleyuic) Regenwirmer in ihrer
Funktion als ,Okosystem-Ingenieure den 2,4-DCP @blbeschleunigen, indem sie
das Wachstum von 2,4-DCP Abbauern stimulieren w)ddi{e NO-Bildung starker
durch die Anwesenheit des Regenwurregaliginosaals durch 2,4-DCP beeinflusst
wird.
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6. Summary

2,4-dichlorophenol (2,4-DCP) is a precursor for ttteemical synthesis and also a
metabolite of different herbicides, and was widesed as a wood preservative. 2,4-
DCP is classified as priority pollutant becauset®toxicity, its tendency to persist in
terrestrial and aquatic habitats, and its tendemmybioaccumulate in tissues.
Degradation occurs in soil mainly by aerobic andhemnbic microbial processes.
Earthworms represent the dominant macrofauna in ymsmoils and contribute
significantly to the cycling and physical restruatg of matter in soils, which is
beneficial for nutrient availability and microbigtowth. The drilosphere is composed
of the different parts of a soil-based habitat ikatolonized by earthworms (i.e., body
surface, gut content, burrow walls, and cast). bbal activities in soil can be
augmented in the drilosphere. Thus, earthworms nigluence microbial degradation
of xenobiotics in soils. Earthworms emit the gremmde gas nitrous oxide £{8), a
major ozone-depleting substance in the atmosphette av 300-fold higher global
warming potential than CQ(on a per molecule basis). Xenobiotics like pedtis and
their degradation products might affectONforming processes (i.e., denitrification and
nitrification) in soils. So far, it is still uncleao which extent earthworms influence 2,4-
DCP-degrading microbes of agricultural soil. Likewi the effect of 2,4-DCP on,@-
forming processes is poorly resolved. Thus, thenrobjectives of this thesis were to (a)
determine if the drilosphere augments the microthegjradation of 2,4-DCP, (b) resolve
community members associated with 2,4-DCP degraalaéind (c) assess the potential
effects of 2,4-DCP on the microbial production ofoN

Field fresh soil was used to study the degradaifdy4-DCP in microcosms under oxic
and anoxic conditions in the presence of variotsr@dtive electron acceptors (i.e.,
nitrate, iron, sulfate). 2,4-DCP concentrationsrdased over time in all treatments. 2,4-
DCP removal under anoxic conditions was slower sd efficient than that under
aerated conditions. Field fresh agricultural smhi Scheyern witlin situ relevant 2,4-
DCP concentrations (20 mg per kilogram) was incedb@t soil columns in the presence
and absence of the endogeic earthwéworrectodea caliginosa2,4-DCP was totally
consumed in all treatments; however, earthwormelacated the disappearance of 2,4-
DCP in soil columns. Drilosphere and bulk soil mialeobtained from soil column
incubations was used for subsequét and**C-microcosm experiments. Degradation
of 2,4-DCP was higher in oxic microcosms of soihtthwas pre-incubated with
earthworms and drilosphere material than in sotheut earthworms. Earthworms
accumulate xenobiotics in their tissue. To assesgathworm-associated 2,4-DCP
degradation, microcosms with earthworm tissue al@]{2,4-DCP were set up.
Approximately 4 % of the 2,4-DCP-derived carbon wasovered as C{ and
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approximately 7 % 2,4-DCP-derived carbon accumdlate earthworm tissue. Most
probable numbers (MPNs) of anaerobic 2,4-DCP degsanh field fresh soil were in
the range of 0 to 9.2 x 1@er gram dry weight soil and thus significantlwkr than the
corresponding aerobic MPNs (i.e., 2.4 X 10 1.4 x 10). MPNs of aerobic 2,4-DCP
degraders in burrow walls and cast obtained frothc@umns pre-treated with 2,4-
DCP approximated up to 1.9 x 1per gram dry weight soil and therefore signifitsant
higher than MPNs in (a) field fresh soil, (b) 2,P untreated drilosphere and bulk soil,
and (c) gut content. These collective data inddtateat earthworms and 2,4-DCP
stimulated the growth of 2,4-DCP degraders in adfucal soil.tfdB (encodes a 2,4-
DCP hydroxylase)tfdC (encodes a 3,5-dichlorocatechol 1,2-dioxygenaaed,pheA
(encodes a phenol hydroxylase) are structural gesmesociated with 2,4-DCP
degradation and were significantly more abundangai pre-exposed to earthworms
and 2,4-DCP than in soil without earthworms and2ZP. Gene copy numbers were
highest in burrow walls and cast material pre-tdatith 2,4-DCP. Earthworms as well
as 2,4-DCP did not alter the diversity of detedfe® andpheAaffiliated sequences.
Pyrosequencing and clone libraries tdB identified the same dominant taxa (e.g.,
Mycobacteriaceae and revealed nearly the same results. Comparagivglicon
Pyrosequencing based Stable Isotope Probing (CRP-Bentified prokaryotic taxa
that assimilatedn situ relevant 2,4-DCPfC] concentrations during oxic soil column
and microcosm incubations. In addition to the vkelbwn 2,4-DCP degraders of the
families Comamonadacea®seudomonadaceaBurkholderiaceagBradyrhizobiaceage
Sphingomonadacea8acillaceage andFlavobacteriaceaanembers ofPolyangiaceage
GeobacteracegdPeptococcaceaeandHolophagaceaavere also identified as hitherto
unknown 2,4-DCP-[C] utilizers.

The effect ofin situ relevant 2,4-DCP concentrations opCNemission of field fresh
agricultural soil was assessed with soil column amdrocosm experiments. .8
formation was not affected by the application of-BCP within the first two days.
After two days of incubation, 2,4-DCP treated smilitted significantly less XD than
soil not treated with 2,4-DCP. MPNs of denitrifiears bulk soil pre-treated with 2,4-
DCP were in general significantly higher than idklspil not treated with 2,4-DCP. In
contratst, MPNs of denitrifiers in burrow wall aedst material were not affected by
2,4-DCP. Structural genes associated with demiatibn and nitrification (i.e.narG,
nirkK, nirS, nosZ andamoA tended to be more abundant in earthworm treaigdhsn

in soil without earthworms, and were not signifitgraffected by 2,4-DCP. Bacterial
amoAgenes (encoding an ammonia monooxygenase) wegenieral more abundant in
drilosphere and bulk soil material thaamoA genes of Archaea, indicating that
ammonia-oxidizing bacteria may be important nign$i in agricultural soil of Scheyern.
Terminal restriction fragment length polymorphisiRELP) analysis ohosZ(encodes
a NyO-reductase) revealed a dominanceBaddyrhizobium japonicunaffiliated TRFs
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in drilosphere and bulk soil material irrespectofe2,4-DCP treatment. In comparison
to 2,4-DCP, earthworms significantly affected theduction (i.e., accumulation) of
N2O in soil columns. MPNs of denitrifiers and the aBlance of structural genes
associated with denitrification and nitrificationewe likewise higher in earthworm
treated soil than in untreated soil samples. Thhs,collected data illustrate that the
endogeic earthwormA. caliginosamay contribute to the formation of the greenhouse
gas NO.

Soil column and microcosm experiments, culture-ddpat and culture-independent
quantification of 2,4-DCP degraders, denitrifieasd nitrifiers as well as molecular
analysis of structural genes and active 2,4-DCRaming bacteria suggest that {ja)
situ relevant concentrations of 2,4-DCP can be minezdliand assimilated by various
known and hitherto unknown microorganisms in aeradgricultural soil, (b) the
abundance and diversity of 2,4-DCP degraders is tfar underestimated, (c)
earthworms as “ecosystem engineers” accelerat®@R-degradation by stimulating
the growth of 2,4-DCP degraders, and (d) earthwaoatieer than 2,4-DCP influence the
production of NO.
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8. Anhang

8.1. Abbildungen
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Abbildung-AH 1: 2,4-DCP Abnahme nach Inkubation in unterschiedlichen GefalRen
verschiedener Materialien. Symbole: weilles Quadrat, Glas mit Parafilm versddn;
schwarzes Quadrat, Glas mit Aluminiumfolie versebbEn; weiRer Kreis, 50 ml PP-
Zentrifugenréhrchen (Greiner Bio One, KremsmUn@aterreich); schwarzer Kreis, 50 ml PP-
Zentrifugenréhrchen mit 2,4-DCP vorinkubiert; grau@uadrat, Desorptionskontrolle — 2,4-
DCP vorbehandeltes PP-Zentrifugenréhrchen mit MSb&fullt. Die Inkubation erfolgte bei
15 °C im Dunkeln. Sorption (%): Glas/Parafilm, Zdas/Aluminium, 42; PP-Rdhrchen neu, 81;
PP-Réhrchen vorbehandelt, 14.
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Abbildung-AH 2: Schwebdichte der fraktionierten Gradientenlésungen ohne RNA nach
den Ultrazentrifugationslaufen 1 bis 4.Die Bestimmung erfolgte bei 25 °C. Symbole:
schwarzer Kreis, Lauf 1 (R= 0,98); weiRes Quadrat, Lauf 2%(R 0,97); weiRer Kreis, Lauf 3
(R?* = 0,97); schwarzes Quadrat, Lauf 4 €R0,99).
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Abbildung-AH 3: tfdB-, tfdC- und pheAGenkopienzahlen pro 16S rRNA-Gene in
Prozent bezogen auf ng eingesetzter DNA in feldfikkem Boden (§) sowie in
vorinkubiertem  Drilosphdren- und Bodenmaterial nach 33 -tdgiger Boden-
sauleninkubation. Dargestellte Verhdaltnisse sind Mittelwerte aus izgBCR-Messungen;
Fehlerbalken geben den héchsten erfassten WertAbkirzungen: RW, Regenwurm; G,
Gangwande; D, Darminhalt; K, Kotkriimel; Bu, obehight (0-5 cm) des Bodens; BI, untere
Schicht (5-10 cm) des Bodens.
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Abbildung-AH 4: narG-, nirK- und nirS-Genkopienzahlen pro 16S rRNA-Gene in %
bezogen auf ng eingesetzter DNA in feldfrischem Bed (i) sowie in vorinkubiertem
Drilosphéaren- und Bodenmaterial. Aufgrund von Detektionsproblemen der 16S rRNA-Gene
in den Proben Bl -RW/+2,4-DCP sowie Bu und Bl -R2®#4-DCP wurden keine Genverhalt-
nisse bestimmt. Abkirzungen: RW, Regenwurm; G, @angle; D, Darminhalt; K, Kotkrimel;
Bu, obere Schicht (0-5 cm) des Bodens; Bl, untefecit (5-10 cm) des Bodens.
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Abbildung-AH 5. n0SZ, amoAarchaea- UNd amoAg.creri-Genkopienzahlen pro 16S rRNA-
Gene in % bezogen auf ng eingesetzter DNA in feldichem Boden (§) sowie in
vorinkubiertem Drilospharen- und Bodenmaterial. Aufgrund von Detektionsproblemen der
16S rRNA-Gene in den Proben Bl -RW/+2,4-DCP sowie utid Bl -RW/-2,4-DCP wurden
keine Genverhaltnisse bestimmt. Abkirzungen: RWgeRewurm; G, Gangwande; D,
Darminhalt; K, Kotkriimel; Bu, obere Schicht (0-5)cdes Bodens; Bl, untere Schicht (5-10 cm)
des Bodens.
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8.2. Tabellen

Tabelle-AH 1: Verwendete Fraktionen und dazugehdorig Barcodes fir die 16S rRNA SIP
Pyrosequenzierung Abkirzungen: t0, feldfrischer Boden; 12C, Inkubatimit [°C]-2,4-DCP;
13C, Inkubation mit C]-2,4-DCP; BoS&a, Bodensaulen; MK, Mikrokosmen; ,+/+
Regenwurm + 2,4-DCP; -/+, - Regenwurm + 2,4-DCR Kbntrolle ohne Regenwurm und 2,4-
DCP.

Probe Behandlung Fraktion Barcode

ACACAC
ACAGTC
ACGAGC
ACGCTC
ACGTAC
ACTATC

ACACAC
ACAGTC
ACGAGC
ACGCTC
ACGTAC
ACTATC

ACACAC
ACAGTC
ACGAGC
ACGCTC
ACGTAC
ACTATC

ACACAC
ACAGTC
ACGAGC
ACGCTC
ACGTAC
ACTATC

ACACAC
ACAGTC
ACGAGC
ACGCTC
ACGTAC
ACTATC

ACGCTC
ACGTAC
ACTATC
ACACAC
ACAGTC
ACGAGC

N

12C

13C

12C
Gangwande BoSa

13C

12C
Darminhalt BoSa

13C

12C
Kotkriimel BoSa

Boden 0-5 cm +/+ BoSa

Boden 5-10 cm +/+ BoSéa

ouapr~rbhbowonNM OOOP~OOOPM OO OOPM~AOOS OGO OGO O
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Probe

Behandlung

Fraktion

Barcode

Boden 0-5 cm -/+ BoSéa

Boden 5-10 cm -/+ BoSéa

Gangwande MK

Darminhalt MK

Kotkrimel MK

12C

13C

12C

13C

12C

13C

12C

13C

12C

13C

ACACAC
ACAGTC
ACGAGC
ACGCTC
ACGTAC
ACTATC
ACTCGC
AGAGAC
AGCGTC
ACACAC
ACAGTC
ACGAGC
ACGCTC
ACGTAC
ACTATC
ACTCGC
AGAGAC
AGCGTC

ACACAC
ACAGTC
ACGAGC
ACGCTC
ACGTAC
ACTATC

ACGCTC
ACGTAC
ACTATC
ACACAC
ACAGTC
ACGAGC

ACGCTC
ACGTAC
ACTATC
ACACAC
ACAGTC
ACGAGC

ACGCTC
ACGTAC
ACTATC
ACACAC
ACAGTC
ACGAGC
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Probe Behandlung Fraktion Barcode

ACGCTC
ACGTAC
ACTATC
ACACAC
ACAGTC
ACGAGC

ACGCTC
ACGTAC
ACTATC
ACACAC
ACAGTC
ACGAGC

ACGCTC
ACGTAC
ACTATC
ACACAC
ACAGTC
ACGAGC

ACGCTC
ACGTAC
ACTATC

ACACAC
ACAGTC
ACGAGC

Boden 0-5 cm -/- BoSa AGCGTC
Boden 5-10 cm -/- BoSa ACTCGC

N

1ZC
Boden 0-5 cm +/+ MK

1ZC
Boden 5-10 cm +/+ MK
13C

1ZC
Boden 0-5 cm -/+ MK
13C

Boden 5-10 cm -/+ MK
13C

P WONPEPON RAPODNPPON APODNPPON PDODNA®W

Tabelle-AH 2: Verwendete Barcodes fir die Pyrosequezierung amplifizierter tfdB-
Sequenzen.Abkirzungen: t0, feldfrischer Boden; +/+, + Regemw + 2 4-DCP; +/-, +
Regenwurm — 2,4-DCP; -/+, - Regenwurm + 2,4-DCR Kontrolle ohne Regenwurm und 2,4-
DCP.

Probe Barcode
to ACACAC
Gangwande +/+, +/- ACGCTC
Darminhalt +/+, +/- ACGAGC
Kotkrumel +/+, +/- ACAGTC
Boden 0-5 cm +/+, +/- ACGTAC
Boden 5-10 cm +/+,+/- ACTATC
Boden 0-5 cm -/+ ACTCGC
Boden 5-10 cm -/+ AGAGAC
Boden 0-5 cm -/- AGCGTC

Boden 5-10 cm -/- AGCTAC
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Tabelle-AH 3: Phylogenetische Zuordnung isolierterBakterien nach Anreicherung mit
2,4-DCP unter oxischen Bedingungen im Rahmen des Agicherungsansatzes | (vgl. 2.5.2.).

Isolat Herkunft I(_;;ge Nachst kultivierter Organismus (Zugangsnummer§ (%)*
AR-300 Gang- 620 Bacillus weihenstephanensisR848411) 99
AR-301 wande 700 Xanthomonas citr{JN039034) 100
AR-303 680 Pseudomonasp. (FN547413) 100
AR-305 680 Pseudomonasp. (FJ486207) 100
AR-306 700 Pseudomonasp. (FM886837) 100
AR-307 680 Pseudomonasp. (FJ486207) 100
AR-308 700 Pseudomonasp. (FM886837) 100
AR-309 700 Pseudomonasp. (FM886837) 100
AR-310 680 Pseudomonasp. (FJ486207) 100
AR-311 700 Pseudomonasp. (FM886837) 100
AR-312 Darm- 700 Pseudomonasp. (FJ486207) 100
AR-313 inhalt 700 Stenotrophomonasp. (HM113684) 99
AR-314 700 Stenotrophomonasp. (HM113684) 100
AR-315 700 Chryseobacteriunsp. (EF033513) 99
AR-316 700 Chryseobacteriunsp. (EF033513) 99
AR-317 700 Chryseobacteriunsp. (EF033513) 99
AR-318 700 Chryseobacteriunsp. (EF033513) 99
AR-319 700 Stenotrophomonasp. (HM113684) 99
AR-320 700 Chryseobacteriunsp. (EF033513) 99
AR-321 700 Chryseobacteriunsp. (EF033513) 99
AR-324 500 Serratia plymuthica(JN192403) 100
AR-326 660 Achromobacter pichaudi{HQ831383) 100
AR-328 660 Pseudomonasp. (GU784939) 100
AR-329 660 Pseudomonasp. (GU784939) 100
AR-331 660 Microbacteriumsp. (AB563790) 100
AR-332 660 Pseudomonasp. (DQ208666) 99
AR-333 660 Pseudochrobactrum saccharolyticuf@496533) 99
AR-334 660 Pseudomonasp. (DQ208666) 99
AR-335 660 Pseudomonasp. (DQ208666) 99
AR-336 660 Pseudomonasp. (DQ208666) 99
AR-337 Kot- 660 Pseudomonasp. (DQ208666) 99
AR-338 krimel 670 Pseudomonasp. (AB506064) 100
AR-340 660 Caulobactersp. (DQ664232) 99
AR-341 660 Delftia acidovorans(HM755667) 100
AR-343 660 Pseudomonasp. (AB506064) 100
AR-344 660 Microbacteriumsp. (HQ896280) 100
AR-347 660 Pseudomonas sgGU784939) 99
AR-348 660 Pseudomonas sgDQ208666) 99
AR-349 660 Pseudomonas sgDQ208666) 99
AR-350 660 Pseudomonas sgDQ208666) 99
AR-351 660 Pseudomonas sgDQ208666) 99

AR-353 660 Pseudomonas sgDQ208666) 99
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Isolat Herkunft I(_sr:l)ge Nachst kultivierter Organismus (Zugangsnummer)A (%)*
AR-355 660 Bacillus weihenstephanensisR848411) 100
AR-356 660 Pseudomonas putid@IF701675) 100
AR-361 660 Paenibacillussp. (HM352396) 100
AR-367 660 Bacillus sp. (FJ601637) 99
AR-368 660 Pseudomonasp. (FN547413) 99
AR-369 Boden 660 Enterobactersp. (JF431253) 100
AR-370 0-5cm 660 Pseudomonasp. (FN547413) 100
AR-371 660 Enterobactersp. (JF431253) 100
AR-372 660 Pseudomonasp. (GU595382) 99
AR-373 660 Pseudomonasp. (GU784939) 100
AR-374 660 Pseudomonas sgFN547413) 100
AR-376 660 Enterobactersp. (JF431253) 99
AR-362 660 Bacillus weihenstephanensisR848411) 100
AR-365 660 Xanthomonas citr(JN039034) 99
AR-378 Boden 660 Pedobactersp. (EU057835) 99
AR-379 5-10cm 660 Pedobactersp. (EU057835) 99
AR-380 660 Pedobactersp. (AF408950) 99
AR-382 660 Pedobactersp. (EU057835) 99

", Ahnlichkeit basierend auf Nucleotid-BLAST (blastn
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Tabelle-AH 4: Phylogenetische Zuordnung isolierterBakterien nach Anreicherung mit
2,4-DCP unter oxischen Bedingungen im Rahmen des feicherungsansatzes Il.

Isolat I(_;;ge Nachst kultivierter Organismus (Zugangsnummer)  A%(%)
AR-1b 700 Pseudomonasp. (JN836928) 100
AR-2b 700 Rhodococcusp. (JQ014515) 100
AR-4a 700 Pseudomonas fluoresce(#-327445) 100
AR-4b2 600 Pseudomonas fluoresce(#-327445) 100
AR-4c 600 Rhodococcusp. (JN800327) 100
AR-5b 700 Achromobacter spaniuFM162561) 99
AR-6b 700 Pseudomonasp. (JN674082) 99
AR-7a 600 Pseudomonas fluoresce#-327445) 100
AR-7c 700 Rhodococcus erythropoligEEU729738) 100
AR-8 700 Chryseobacteriunsp. (EF033513) 99
AR-9 600 Serratia sp. (AM992012) 100
AR-10 600 Janthinobacterium lividunfHQ824941) 100
AR-11a 600 Serratia sp. (AM992012) 100
AR-11b 590 Serratiasp (AM992012) 100
AR-12 600 Serratiasp (AM992012) 100
AR-13 690 Pseudomonas fluoresce#-327445) 100
AR-14a 600 Serratiasp (AM992012) 100
AR-14b 470 Serratia sp. (AM992012) 100
AR-15 600 Serratia sp. (AM992012) 100
AR-16 600 Serratia sp. (AM992012) 100
AR-17 570 Rhodococcusp. (JN800327) 100
AR-18b2 700 Pseudomonas fluoresced~327445) 100
AR-19Db 680 Pseudomonas fluoresced-327445) 100
AR-20b1 700 Pseudomonas fluoresced-327445) 100
AR-20b2 700 Leifsonia lichenia(AB278552) 100
AR-21b 610 Rhodococcusp. (JN800327) 100
AR-22 700 Leifsonia lichenia(AB278552) 100
AR-23a 600 Rhodococcusp. (JQ014515) 100
AR-23b 590 Pseudomonas poa@lQ898911) 100
AR-25 520 Serratia plymuthica(JF327440) 100
AR-26 600 Serratiasp (AM992012) 100
AR-27 500 Serratiasp (AM992012) 100
AR-28 500 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-29 540 Serratia plymuthica(JF327440) 100
AR-30 500 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-31 590 Serratia sp. (AM992012) 100
AR-32 580 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-33 660 Leifsonia lichenia(AB278552) 100
AR-34 570 Rhodococcusp. (JQ014515) 100

AR-37 680 Pseudomonasp. (JN578489) 100
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Isolat I(_slr:;ge Nachst kultivierter Organismus (Zugangsnummer)  A%(%)
AR-39a 500 Pseudomonasp. (HM582871) 99
AR-39Db 680 Pseudomonasp. (JN836928) 100
AR-40b 680 Pseudomonasp. (JN836928) 100
AR-41a 520 Serratiasp (AM992013) 100
AR-41b 530 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-42 580 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-43a 540 Serratia sp. (AM992012) 100
AR-43b 480 Serratia plymuthica(JF327440) 100
AR-44 590 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-45 600 Serratia sp. (AM992012) 100
AR-46 580 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-47a 580 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-47b 580 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-49a 640 Rhodococcusp. (JN616366) 100
AR-51a 640 Rhodococcusp. (FM998724) 99
AR-53a 680 Rhodococcusp. (JN616366) 100
AR-53b 680 Rhodococcusp. (JQ014515) 100
AR-54 670 Pseudomonasp. (JQ071900) 100
AR-55a 600 Leifsonia naganoensidNR043662) 100
AR-55b 580 Pseudomonasp. (AB685619) 100
AR-56 590 Rhodococcusp. (JN616366) 100
AR-57 680 Rhodococcusp (JF742932) 99
AR-58 640 Rhodococcusp. (FM998724) 99
AR-59 630 Rhodococcusp. (FM998724) 99
AR-60 680 Rhodococcusp. (JF742932) 100
AR-61 680 Pseudomonas fluoresced-327445) 100
AR-62 680 Pseudomonas fluoresced-327445) 100
AR-63 670 Rhodococcusp. (JF742932) 100
AR-65a 640 Pseudomonasp. (AB685619) 100
AR-68a 680 Pseudomonasp. (JQ071900) 100
AR-68b 560 Rhodococcusp. (JF521654) 100
AR-69 630 Rhodococcusp. (JQ014515) 100
AR-70 630 Rhodococcusp. (JF742932) 99
AR-71a 670 Leifsonia naganoensidNR043662) 100
AR-71b 600 Leifsonia naganoensidNR043662) 100
AR-72 630 Pseudomonasp. (AB685619) 100
AR-73 680 Pseudomonas fluoresced-327445) 100
AR-74 690 Pseudomonas fluoresce(3-327445) 100
AR-75a 680 Pseudomonas fluoresce(3~327445) 100

AR-75b 700 Pseudomonas fluoresce($~327445) 100
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Isolat I(_;pn)ge Nachst kultivierter Organismus (Zugangsnummer)  A*(%)
AR-76 700 Pseudomonas fluoresce3F327445) 99
AR-77 680 Pseudomonas fluoresce3F327445) 100
AR-78a 700 Pseudomonas fluorescef3F327445) 100
AR-78b 630 Pseudomonas poa@lQ898911) 100
AR-79 500 Pseudomonas poa@lQ898911) 100
AR-80a 690 Pseudomonas fluorescef3F327445) 99
AR-80b 640 Rhodococcusp. (JF742932) 100
AR-81b 690 Pseudomonasp. (JN836928) 100
AR-82b 640 Rhodococcusp. (JN800327) 100
AR-83b 640 Rhodococcusp. (JN800327) 100
AR-84 590 Serratia sp. (AM992012) 100
AR-85a 630 Rhodococcusp. (JQ014515) 100
AR-85b 630 Rhodococcusp. (JQ014515) 100
AR-86a 670 Rhodococcusp. (FM998724) 99
AR-86b 670 Achromobacter xylosoxidan®&M748708) 99
AR-87a 670 Pseudomonasp. (JQ071900) 100
AR-87b 690 Chryseobacterium indologendblQ259684) 99
AR-87.1 690 Chryseobacterium indologendblQ259684) 99
AR-87.2 630 Ochrobactrumsp. (AM231060) 100
AR-88a 630 Pseudomonasp. (AB685619) 100
AR-88b1 630 Leifsonia naganoensidNR043662) 100
AR-89a 640 Rhodococcusp. (JF742932) 100
AR-90 500 Pseudomonas poa@iQ898911) 100
AR-91 630 Pseudomonas poa@iQ898911) 100
AR-92 630 Pseudomonasp. (GU084125) 99
AR-93b 670 Pseudomonasp. (JN836928) 100
AR-94a 600 Rhodococcusp. (JN800327) 100
AR-94b1 670 Chitinophagasp. (JN590375) 99
AR-94b2 500 Pseudomonasp. (JN836928) 100
AR-95a 630 Chitinophagasp. (JN590375) 99
AR-95b 600 Rhodococcusp (JN800327) 100
AR-96a 680 Chitinophaga ginsengiseget(tNR041486) 99
AR-96b 670 Pseudomonasp. (JN836928) 100
AR-100a 600 Rhodococcusp. (JQ014515) 100
AR-100b 630 Pseudomonasp. (JN836928) 100
AR-101 630 Pseudomonasp. (FN293310) 100
AR-103al 540 Rhodococcusp. (JN616366) 100
AR-103a2 540 Rhodococcusp. (JN616366) 100
AR-103b 700 Rhodococcusp. (JN616366) 100

AR-104 700 Rhodococcusp. (JN616366) 100




Anhang 323

Isolat I(_;;ge Nachst kultivierter Organismus (Zugangsnummer)  A%(%)
AR-105 440 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-106 500 Serratia plymuthica(JF327440) 100
AR-107 530 Serratia plymuthica(JF327440) 100
AR-109 630 Pseudomonasp. (JN613476) 100
AR-110a 670 Pseudomonasp. (JN613476) 100
AR-111b2 680 Leifsonia naganoensidNR043662) 100
AR-112a 670 Chitinophagasp. (JN590375) 99
AR-113a 660 Pseudomonasp. (JN613476) 100
AR-113b 670 Pseudomonasp. (JN613476) 100
AR-114 600 Pseudomonasp. (JN613476) 100
AR-116 600 Rhodococcusp. (JN616366) 100
AR-117 640 Rhodococcusp. (JF521654) 100
AR-118 640 Rhodococcus sgJF742932) 99
AR-119b 630 Pseudomonasp. (FJ225180) 100
AR-120 630 Leifsonia naganoensidNR043662) 100
AR-121 570 Cupriavidussp. (JN128831) 100
AR-122 680 Pseudomonas fluoresce($~327445) 100
AR-123.1 670 Pseudomonasp. (FJ225180) 100
AR-123.2 670 Leifsonia naganoensidNR043662) 100
AR-124 500 Bacillus simplex(JQ030917) 99
AR-125a 700 Pseudomonas fluoresce($~327445) 100
AR-125b 570 Pseudomonas fluoresce($~327445) 100
AR-125.1 500 Rhodococcus sgJN616366) 100
AR-130a 600 Arthrobacter sp. (EU442260) 100
AR-130b 560 Arthrobacter humicola(AB648944) 100
AR-131a 530 Serratia plymuthica(JF327440) 100
AR-132a 600 Pseudomonasp. (HQ449632) 100
AR-132b 600 Achromobactersp. (JF262930) 100
AR-133b 500 Pseudomonasp. (AB685619) 100
AR-136a 600 Pseudomonas fluoresced-327445) 100
AR-136b 680 Pseudomonas fluoresced-327445) 100
AR-137 540 Cupriavidussp. (JN128831) 100
AR-139a 600 Bacillus sp. (JN897278) 100
AR-139b1 600 Bacillus sp. (JQ028131) 99
AR-139b2 680 Pseudomonasp. (JN836928) 100
AR-140 670 Bacillus sp. (JQ030908) 100
AR-141a 600 Bacillus sp. (JF803853) 100
AR-141b 500 Pandoraeasp. (JN128829) 100
AR-142 640 Bacillus sp. (HM567141) 100

AR-144 570  Bacillus sp. (HE603897) 100
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Isolat I(_;pn)ge Nachst kultivierter Organismus (Zugangsnummer)
AR-145a 520 Pseudomonasp. (JQ071900) 100
AR-145b2 600 Leifsonia naganoensidNR043662) 100
AR-147 500 Pseudomonas viridiflavéAY604848) 99
AR-148al 600 Leifsonia lichenia(AB278552) 100
AR-148a2 600 Rhodococcusp. (JN644309) 99
AR-148a3 530 Pseudomonasp. (GU826618) 99
AR-152 680 Pseudomonasp. (EU887718) 99
AR-153al 600 Leifsonia naganoensiNR043662) 100
AR-153b 700 Rhodococcusp. (JN644309) 100
AR-154a 550 Pseudomonasp. (GU784939) 100
AR-154b1 670 Leifsonia naganoensidNR043662) 100
AR-155b 600 Pseudomonasp. (FJ225200) 100
AR-156b2 680 Pseudomonasp. (JN578491) 100
AR-158b 700 Pseudomonasp. (GU826618) 99
AR-159b 700 Pseudomonasp. (JN695702) 99
AR-161 630 Bacillus sp. (JN897278) 100
AR-163b 600 Arthrobacter sp. (FJ897781) 99
AR-164a 630 Pseudomonasp. (GU826618) 99
AR-164b 680 Leifsonia lichenia(AB278552) 100
AR-166 700 Pseudomonasp. (GU826618) 99
AR-167b 630 Leifsonia naganoensiNR043662) 100
AR-168b 680 Pseudomonasp. (JQ071900) 100
AR-169b 680 Pseudomonasp. (JQ071900) 100
AR-170a 550 Pseudomonasp. (GU784939) 99
AR-171 560 Leifsonia sp. (FR750300) 99
AR-172 600 Leifsonia xyli (GU332619) 99
AR-174b1 520 Plantibacter flavus(JF798361) 99
AR-174b2 630 Pseudomonasp. (GU784939) 100
AR-175b 600 Pseudomonasp. (GU595382) 100
AR-176 670 Bacillus sp. (JN897278) 100
AR-177 700 Burkholderia sp. (HQ730958) 99
AR-178a 670 Luteibacter rhizovicinugAB627008) 100
AR-178b 600 Luteibacter rhizovicinugAB627008) 100

", Ahnlichkeit basierend auf Nucleotid-BLAST (blastn

AX(%)
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Tabelle-AH 5: Phylogenetische Zuordnung isolierterBakterien nach Anreicherung mit
2,4-DCP unter oxischen Bedingungen im Rahmen des fgicherungsansatzes lll .

Isolat I(.;;\)ge Nachst kultivierter Organismus (Zugangsnummer) AX(%)
AR-180 540 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-182 700 Pseudomonas genicula&lQ857772) 99
AR-183 590 Janthinobacterium lividunfHQ824941) 100
AR-184 540 Janthinobacterium lividun{HQ824941) 100
AR-186 440 Janthinobacterium lividun{JF327475) 99
AR-188 660 Janthinobacterium lividun{HQ824941) 100
AR-189 400 Serratia sp. (AM992012) 100
AR-191 670 Pseudomonas genicula®Q857772) 100
AR-193 500 Pseudomonasp. (HQ224639) 100
AR-195 590 Pandoraea norimbergensigiQ713574) 100
AR-197 400 Pseudomonasp. (HQ224639) 100
AR-198 590 Janthinobacterium lividun{HQ824941) 99
AR-199 570 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-200 590 Janthinobacterium lividunfHQ824941) 100
AR-201 500 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-204 480 Serratia plymuthica(JF327440) 100
AR-205 590 Pandoraea norimbergensigiQ713574) 100
AR-206 590 Bacillus cereugJN411370) 100
AR-215 420 Serratia plymuthica(JF327440) 100
AR-219 400 Serratia sp. (AM992013) 100
AR-223 400 Serratia sp. (HQ650130) 100
AR-226 480 Serratia sp. (AM992013) 99
AR-230 450 Serratia sp. (HE603875) 100
AR-231 700 Bacillus sp. (HM567146) 100

", Ahnlichkeit basierend auf Nucleotid-BLAST (blakstn
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Tabelle-AH 6: Phylogenetische Zuordnung isolierterBakterien nach Anreicherung mit
2,4-DCP unter anoxischen Bedingungen im Rahmen désireicherungsansatzes IV.

Lange

Isolat (bp) Nachst kultivierter Organismus (Zugangsnummer)  A%(%)
AR-2-an 700 Pseudomonas si§JN836928) 100
AR-5-an 700 Pseudomonas si§JN836928) 100
AR-7-an 700 Pseudomonas s§JN836928) 100
AR-13-an 500 Pseudomonas s§JN836928) 100
AR-14-an 700 Pseudomonas si§JN836928) 100
AR-16-an 700 Clostridium mangenoti{FR733662) 100
AR-18-an 700 Clostridium mangenoti{(FR733662) 100
AR-19-an 700 Pseudomonas s§JN836928) 100
AR-20-an 700 Pseudomonas si§JN836928) 100
AR-22-an 700 Pseudomonas s§JN836928) 100
AR-23-an 700 Pseudomonas s§JN836928) 100
AR-24-an 700 Pseudomonas s§JN836928) 100
AR-26-an 700 Pseudomonas si§JN836928) 100
AR-27-an 700 Pseudomonas s§JN836928) 100
AR-28-an 700 Pseudomonas s§JN836928) 100
AR-29-an 700 Pseudomonas sFR675976) 100
AR-30-an 700 Raoultella terrigena(NR037085) 99
AR-35-an 700 Raoultella sp.(GU935770) 100
AR-36-an 500 Raoultella sp.(GU827552) 99
AR-37-an 700 Pseudomonas si§FR682936) 100
AR-38-an 700 Raoultella sp.(GU935770) 100
AR-39-an 700  Raoultella sp.(JN712166) 99
AR-40-an 700 Enterobacter amnigenuGIN650546) 99
AR-43-an 700 Enterobacter amnigenuGIN650546) 99
AR-44-an 700 Enterobacter amnigenuGIN650546) 99
AR-45-an 700 Enterobacter amnigenugIN650546) 99
AR-46-an 700 Flavobacteriaceaébacterium JJC (EU523664) 99
AR-47-an 700 Enterobacter amnigenuGIN650546) 99
AR-48-an 700 Enterobacter amnigenuGIN650546) 99

", Ahnlichkeit basierend auf Nucleotid-BLAST (blastn
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