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Kurzfassung

Die limnischen aquatischen Makrophyten Iris pseudacorus und Mentha aquatica
fihrten in 7 Tage-Inkubationsansatzen zu qualitativen und quantitativen
Veranderungen in der Zusammensetzung einer Gemeinschaft planktonischer
Teichwasserbakterien. Untersuchungen wurden Kultur-unabhéangig durch Amplifikation
bakterieller 16S rDNS durchgefuhrt. Gewinnung und Amplifikation bakterieller DNS
erfolgte durch Filter PCR. Bei Analyse der Bandenprofile auf DGGE Gelen zeigten sich
signifikante Veranderungen in der Zusammensetzung der Gemeinschaft des
Bakterioplanktons bei Inkubationsansétzen mit jeder der Pflanzen gegeniber der
Nullkontrolle. Veranderungen gegenuber der Nullkontrolle waren sowohl anhand von
neu gebildeten, als auch durch nicht mehr vorhandenene (deletierte) Banden zu sehen.
Deletierte Banden zeigten Phylotypen des Teichwasserbakterioplankton an, welche
spezifisch in Inkubationsansatzen mit Pflanzen abgestorben und lysiert waren.
Neubildungen von Banden in Inkubationsversuchen mit steril aufgewachsenen
Pflanzen deuteten auf in unbehandeltem Probenwasser nicht detektierbare Stadien. In
mit Pflanzen inkubiertem Probenwasser wurden diese durch Sterilfiltrierung
detektierbar. AuBRerdem zeigten Inkubationsversuche mit steril aufgewachsenen
Pflanzen eine wichtige Bedeutung assoziierter Bakterien fur eine antibakterielle
Wirkung von lIris pseudacorus. Im Gegensatz dazu war die Elimination von Phylotypen
des Probenwassers bei Inkubation steril aufgewachsener Mentha aquatica im
Vergleich zu der von nicht steril aufgewachsenen Pflanzen nicht verschlechtert. Zwei
Banden des Bakterioplanktons, welche in Gemeinschaftsprofilen des natirlichen
Teichwassers vorkamen, wurden durch DNS-Sonden markiert. Diese Banden wurden
in Inkubationsversuchen in Anwesenheit der Pflanzen pflanzenartspezifisch deletiert.
Dadurch bestétigte sich die in Parallelversuchen mit beiden Pflanzenarten festgestellte
pflanzenartspezifische Beeinflussung von Veranderungen der
Gemeinschaftszusammensetzung des Bakterioplanktons im Probenwasser. In nur
einem der durchgefiihrten Versuche zur Untersuchung der Wirkung der Exsudate von
Iris pseudacorus bzw. Mentha aquatica in Abwesenheit der Pflanzen zeigten sich
signifikante Veranderungen der Bandenmuster gegeniber der Nullkontrolle. Diese
waren ebenfalls fir die Pflanzenart in Inkubationsansatzen spezifisch. Demnach kam
es in Anwesenheit der Pflanzen zur Abgabe von Stoffen, welche die
Zusammensetzung des Bakterioplanktons in der Nahe beeinflussten. Die Wirksamkeit
der Exsudate war allerdings abhangig von der Gemeinschaftszusammensetzung

planktonischer Bakterien. Diese unterschied sich fur verschiedene Entnahmezeitpunkte
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des Probenwassers deutlich. Ein Inkubationsversuch mit Kulturen potentiell
phytopathogener Pseudomonas spp. mit einem 10-fach Konzentrat der Exsudate von
Iris pseudacorus wies auf eine Konzentrationsabhangigkeit der Wirksamkeit
abgegebener Wirkstoffe der Pflanze hin. Es kam zu einer signifikanten
Wachstumshemmung von Pseudomonas syringae pv. syringae und P. syringae pv.

phaseolicola.

Schlagwdrter: Limnische aquatische Makrophyten, GieRwasser, SulRwasser-
Bakterioplankton, DGGE Gemeinschaftsprofil, Filter-PCR, Iris pseudacorus, Mentha

aguatica.



Abstract

The composition of the planktonic bacterial community affected by incubation with the
aguatic makrophytes Iris pseudacorus and Mentha aquatica, respectively, was found to
differ distinctly from that of the bacterioplankton in natural pondwater. Reductions
concerning the amount of DNA-bands as well as additional DNA-bands compared to
the uncultured pond water control occurred in samples of plant conditioned pondwater.
Sampling and amplification of bacterial 16 S rDNA was conducted by filter PCR.
Deleted DNA bands pointed to natural phylotypes of natural pondwater
bacterioplankton, which died and were lysed specifically in presence of plants in
incubation experiments. Additional bands potentially stemmed from cells, which were
not detectable by sterile filtration due to entering states of starvation because of
inappropriate living conditions. In presence of plants, those phylotypes became
detectable. Experiments with aseptically cultured plants suggested the importance of
associated bacteria of Iris pseudacorus for an antibacterial effect. In contrast, the ability
of Mentha aquatica to eliminate phylotypes of pondwater was not affected negatively in
experiments conducted with sterile compared to non-sterile plants. Two of the bands in
bacterioplankton profiles that occurred in samples of natural pondwater were tracked
using marker DNA. Deletion of recurring bands depended on the species of aquatic
macrophyte used in incubation experiments. Parallel experiments with Iris pseudacorus
and Mentha aquatica treatments also produced specific band deletions for each of the
plant incubation assays as well as plant specific new bands. One of the conducted
incubation experiments with plant exudates in absence of plants showed an impact on
banding patterns of pondwater bacterioplankton. As well as for incubation experiments
in the presence of plants, the effect of plant exudate-loaded water on phylotypes of the
bacterioplankton community was specific for the plant species used in incubation
assays. According to that, plants exsuded substances, which affected the composition
of planktonic bacteria in close proximity. Effectivity of exudates seemed to be
depending on the bacterial community present in pondwater. Community composition
varied distinctly between sampling times. Incubation experiments with potentially
phytopathogenic Pseudomonas syringae pv. syringae and P. syringae pv. phaseolicola
showed significant growth inhibition of 10 fold concentrated exudates from Iris
pseudacorus. Results pointed to a concentration dependent effectiveness of exuded

agents.
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1 Einleitung

1.1 Nutzung aquatischer Makrophyten zur Klarung von
Gewasserverschmutzungen

Bei der Selbstreinigung natirlicher Gewdasser von organischen Verschmutzungen
spielen Mikroorganismen aber auch aquatische Makrophyten (Angiospermen und
Makroalgen) eine wichtige Rolle (Johnston, 1993; Wetzel, 1993). Die Nutzung von
Pflanzen-unterstiitzten Abwasserreinigungssystemen begann bereits friih. Die
historische Uberlieferung reicht zuriick bis zur ersten Verwendung von Feuchtgebieten
zur Abwassereinleitung in China und Agypten (Brix, 1995). Ab Beginn der 60er Jahre
setzte die Pionierin der modernen Pflanzenklaranlagen (PKA), Kathe Seidel, ihre im
Labor gewonnenen Erkenntnisse zur Reinigungswirkung hdherer Pflanzen in den Bau
von Wasseraufbereitungs-Anlagen im technischen Mal3stab um (Seidel, 1966). Seither
gibt es kontroverse Diskussionen, die sich um die Frage drehen, wie grol3 der Anteil
der Pflanzen bei der Reinigung organischer Verschmutzungen im Wasser im Vergleich
zur  Abbauleistung aquatischer Mikroorganismen ist. Die Diskussion hier
wiederzugeben, wiirde den Rahmen bei weitem sprengen. Stattdessen soll an dieser
Stelle ein Zitat von Stottmeister (2003) die im Wesentlichen anerkannte Theorie zur
multifaktoriellen ~ Wirkungsweise von Bioklaranlagen darstellen: ,Die aktive
Reaktionszone von Pflanzenklaranlagen ist der Wurzelraum (Rhizosphére). Dort finden
physikochemische und biologische Prozesse statt, die durch die Interaktion von
Pflanzen, Mikroorganismen, Bodenkérper und Schadstoffen induziert werden.”.
Pflanzen kénnen einen (positiven) Einfluss auf Abbauleistungen von Bakterien haben
(Moormann, 2001).

1.2 Interaktion zwischen Makrophyten und Bakterien in der
sie direkt umgebenden Umwelt

1.2.1 Erkenntnisse zur Interaktion zwischen Makrophyten und
Bakterien in limnischen Okosystemen aus Untersuchungen zur
Funktion von Pflanzenklaranlagen (constructed wetlands)

Ergebnisse von Untersuchungen zur Rolle aquatischer Makrophyten fir die
Klarwirkung in Pflanzenklaranlagen (PKA) lassen vermuten, dass Pflanzen dort im

Prinzip eine ahnliche Funktion erfillen, wie ein Katalysator (Neemann, 2000).
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Vergleichende Versuche mit emergenten Makrophyten wie z.B. Helophyten
(Sumpfpflanzen) und gleich aufgebauten unbepflanzten Systemen zeigten eine
verbesserte Reinigungswirkung bepflanzter Anlagen (Camacho et al., 2007). Bei
Versuchen mit verschiedenen Helophyten wurde eine signifikant grof3ere Eliminierung
von Salmonella (Rivera et al., 1995; Hill & Sobsey, 2001), Escherichia coli und
parasitischen Helminthen (Rivera et al., 1995) in bepflanzten Systemen beobachtet. Da
unumstritten ist, dass die Abbauleistung in Klaranlagen von Mikroorganismen bewirkt
wird (Wetzel, 1993), ist es von Bedeutung, Interaktionen zwischen Makrophyten und
Mikroorganismen zu verstehen. Wie bewirkt die Anwesenheit der Pflanze ein fir
Mikroorganismen vorteilhaftes Milieu?

Studien zeigten im Wesentlichen, a) dass Helophyten unmittelbar die Wurzeln
umgebende sauerstoffhaltige Mikrozonen erzeugen (Reddy et al., 1990; Wetzel, 1993;
Sorrell & Armstrong, 1994; Brix, 1997; Vymazal et al., 1998) und auf diese Weise der
Produktion giftiger Stoffwechselprodukte durch Garung entgegenwirken. b) dass
Helophyten durch Exsudation (Cardenas, 1975; Moormann 2001) eine Reihe
organischer Stoffe Uber die Wurzeln abgeben. Fir den terrestrischen Lebensraum sind
Beispiele erforscht (Kent & Triplett 2002; de Boer et al., 2006), die zeigen, dass es eine
Vielzahl von Mechanismen fir eine solche Beeinflussung gibt (1.2.2). Weiterhin wird
diskutiert, ob Pflanzen die Effektivitdt von PKA steigern, indem sie c¢) durch das
Wurzelwerk physikalisch die Kolmatation (Verstockung) von Bodenfiltern verhindern.
AuRerdem dienen Pflanzen in PKA moglicherweise d) als Speicher von Kohlenstoff
und Nahrstoffen (Wetzel, 1993).

Uber die Interaktion limnischer, aquatischer Makrophyten und emers wachsender
Makrophyten wie Helophyten mit Bakterien in Rhizosphare und umgebendem Wasser
ist die Literatur lickenhaft. Aufgrund der breiten Anwendung in Pflanzenklaranlagen
wurden Studien in erster Linie auf eine verbesserte Reinigungswirkung von bepflanzten
Bodenfiltern gegeniber unbepflanzten Wasserreinigungssystemen ausgerichtet.
Zahlreiche Mechanismen koénnen zu einer Reduktion pathogener (und nicht-
pathogener) Bakterien fihren (1.2.2). Nachgewiesene antibakterielle Wirkungen von
Helophyten fir Pflanzenklaranlagen wurden nicht weiter spezifiziert (Wetzel, 1993;
Brix, 1997; Tanner, 2001; Camacho et al., 2007). Die Effektivitdt einer Bepflanzung
wurde anhand der Eliminationsleistung bezlglich  organischer Giftstoffe
(Phenolverbindungen etc.) und beziglich prokaryotischer Indikatororganismen fur

Abwasser (z. B. Coliforme, Escherichia coli, Salmonella) gemessen.

Um die Mechanismen, mit welchen Pflanzen in limnischen Okosystemen mit
Mikroorganismen interagieren, zu verstehen, sind Vergleiche mit besser erforschten

Okosystemen wie zum Beispiel terrestrischen Lebensraumen geeignet (1.2.2, 1.2.3.1).
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Hier finden Interaktionen zwischen Bakterien und Pflanzen in entscheidendem Maf3 an
den Wurzeln der Pflanze im Boden statt. Dabei kann der Teil des Wassers im Boden
temporar und lokal Schwankungen unterliegen. Im Gegensatz dazu ist das Medium,
das aquatische Makrophyten direkt — vollstandig oder zum entscheidenden Teil —

umgibt das Wasser.

1.2.2 Interaktionen zwischen Makrophyten und Bakterien in
terrestrischen Lebensraumen

In terrestrischen Okosystemen ist die Erforschung der Interaktionen zwischen
Rhizosphére und pro- sowie eukaryotischen Bodenmikroben in den letzten 100 Jahren
weit vorangeschritten. Hiltner (1904) pragte den Begriff der Rhizosphéare und schrieb
vermehrte Bakterienzahlen in dieser verglichen mit dem umgebenden Boden dem
sogenannten ,Rhizosphareneffekt® zu (Bais et al., 2008). Neuere Studien zeigen, dass
die Bakteriengemeinschaft in der Rhizosphére qualitativ und quantitativ abhangig ist
von der untersuchten Pflanzenart und von dem Artenspektrum der Bodenbakterien am
Standort der Pflanze (Grayston et al. 1996; Miethling et al., 2000; Mansouri et al.,
2002). Die Zusammensetzung der Rhizosphare wird durch abiotische und
pflanzenblrtige Faktoren sowie auch durch Nahrstoffe und Sekundarmetabolite pro-
und eukaryotischer Mikroorganismen gesteuert (Hirsch et al. 2003). Exsudate
umfassen  zellulare  Primarmetabolite, organische Sauren und spezielle
Sekundarmetabolite, wie Alkaloide, Glykoside, verschiedene seltene Zucker sowie
Enzyme, Hormone und nicht-proteinogene Aminoséuren (Kickuth, 1970; Kent & Triplett
2002). Der Ausbildung einer Pflanzenart-spezifischen Rhizosphare aufgrund
spezifischer Exsudate koénnen mehrere Wirkprinzipien zu Grunde liegen.
Wirkprinzipien, wie die im Folgenden aufgelisteten, kommen selten isoliert vor,

vielmehr Uberschneiden sie sich in der Natur oft (Karlovsky, 2008).

Durch Exsudate werden selektiv spezialisierte Bakterien angereichert, welchen die
betreffenden  Stoffe als  Nahrsubstrate dienen. Die Veradnderung der
Konkurrenzsituation zwischen Mikroorganismen begunstigt bestimmte, moéglicherweise
symbiontische Bakterien. Entsprechend spezialisierte Bakterien sind jedoch in der
Lage, nahezu jeden exsudierten Stoff als Nahrung zu verwenden. Daher wird die
Nahrstoffzufuhr — als eine Form der Beeinflussung von Bakterien durch
Pflanzenexsudate - tbergreifend an den Anfang gestellt und nicht einzeln aufgefihrt.
Sicher dienen Substanzen mit nachfolgend aufgefihrten Wirkmechanismen

spezialisierten Organismen auch als N&hrstoffzufuhr.
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1. Durch Exsudation von Sauren bzw. Basen verandert sich der pH Wert in der
Rhizosphare. Die Milieuveranderungen fuhren zu einer Selektion unter den

Bodenbakterien.

2. Durch Exsudation von Signalstoffen werden symbiontische Bakterien

angereichert. Diese verbessern das Wachstum der Pflanze.

3. Durch Exsudation antibiotisch wirksamer Sekundadrmetabolite werden selektiv

Bodenbakterien eliminiert.

4. Durch Exsudation von Sekundarmetaboliten mit Signalfunktion werden
Bakterien angereichert, welche antibiotisch wirksame Sekundarmetabolite

produzieren. Durch diese werden selektiv Bodenbakterien eliminiert.

Die Exsudation und die Beeinflussung von Mikroorganismen sind den Pflanzen durch
direkte und indirekte Reduktion von Pathogenen/Schadorganismen selbst von Nutzen.

Die komplexe biochemische Interaktion zwischen Pflanzen und den sie umgebenden
Mikroben st in situ schwer zu erforschen (Karlovsky, 2008). In den letzten Jahren
wiesen Studien zu diesem Thema auf eine grol3e Bandbreite von Wirkmechanismen
hin. Es muss allerdings in den meisten Fallen noch erwiesen werden, inwieweit die
bisher gewonnene Information auch die Interaktionen zwischen Organismen in der
Natur wiedergeben (Hirsch et al. 2003). Einige Beispiele werden im Folgenden
besprochen. Die Auswahl erfolgte unter dem Gesichtspunkt, oben aufgeflihrte

Wirkprinzipien veranschaulichen zu kénnen:

Uber die Abgabe von Nahrstoffen und/oder die Beeinflussung der Zuganglichkeit von
Nahrstoffen flr Mikroorganismen (siehe 1.) verbessert sich der Versorgungsstatus von
Rhizospharen-Bakterien im Vergleich zu denen der Bakterien des umgebenden
Bodens. Gemessen wurde dies anhand einer VergroRerung mikrobieller Biomasse
bzw. verstarkter Stoffwechseltatigkeit. (Yahai et al., 2002; Strom et al., 2005; Giesler et
al., 2007). AuBerdem fiihren die Abgabe komplexer Substrate (Oger et al., 2004) und
Veranderungen des pH Wertes durch exsudierte Sauren (Kickuth, 1970) (siehe 2.) zu
Selektion unter den Bodenbakterien. Ein Beispiel fir den direkten Einfluss von
Pflanzen auf symbiontische Bakterien Uber Exsudate (siehe 3.) gibt die Induktion der
Nodulation in N-fixierenden Rhizobien durch Leguminosen. Peters und Long (1988)
beschreiben die Exsudation von Flavonoiden als Induktoren der Nodulationsgene in
Rhizobium meliloti durch Alfalfa- (Medicago sativa)-Wurzeln. Phenolische
Komponenten, wie Phenylpropanoide - zu denen die Flavonoide gehoéren - spielen bei
Pflanzen eine wichtige Rolle (z. B. fur Pigmente in Bliten). Sie werden haufig bei der
Kommunikation mit Mikroorganismen eingesetzt (Dixon, 2001; Hirsch et al., 2004).

Bais et al. (2004) vermuteten, dass ein Bacillus subtilis Stamm, welcher Arabidopsis
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Wurzeln vor Infektion durch Pseudomonas spp. schitzt, diesen Schutz durch Aufbau
eines stabilen, ausgedehnten Biofilms bewirkt (siehe 3.). Die Produktion und Abgabe
antibiotisch wirksamer Exsudate (siehe 4.) durch Pflanzen wurde nur vereinzelt in
Okologisch relevanten Studien nachgewiesen: Bais et al. (2002; 2005) schildern die
Abgabe antibiotisch wirksamer Rosmarinsaure und anderer antimikrobiell wirksamer
Stoffe Uber Pflanzenwurzeln in die Rhizosphare. Es ist zu erwarten, dass auch unter
volatilen Substanzen vegetativer Pflanzenorgane Stoffe mit antibakterieller Wirkung
gefunden werden, auch wenn es bisher nur Beweise flr antibakteriell aktive
Blutenduftstoffe gibt (Dudareva et al., 2004). Ein wichtiger Mechanismus fur
antibakterielle Wirksamkeit von Pflanzenexsudaten ist die Beeinflussung des
prokaryotischen ,Quorum sensing® Kommunikationssystems. Uber dieses wird in
Abhangigkeit von der Populationsdichte das Verhalten der Zellen gesteuert (Fuqua et
al., 1994; Miller, Basseler, 2001). Uber pflanzenburtige Mimikrysubstanzen ist dieses
System beeinflussbar. Nach der Entdeckung bei einer marinen Makroalge (Delisea
pulchra) (Givskov et al., 1996; Manefield et al., 1999; Rasmussen et al., 2000) wurde
dies auch fur hohere Pflanzen beschrieben (Teplitski et al., 2000; Mathesius et al.,
2002; Bais et al., 2008). Ein Pseudomonas-Rhizospharen-Bakterium, welches
antibiotisch wirksame Stoffe gegen eine Reihe phytopathogener Pilze produziert (5),
wurde aus der Rhizosphare von Baumwoll-Setzlingen isoliert (Howell & Stipanovic,
1979). Unter fluoreszenten Pseudomonas spp. konnten etliche Vertreter isoliert und
beschrieben werden, welche das Pflanzenwachstum durch Mechanismen, wie die
Schadigung von Pathogenen oder Erleichterung der Verfligbarkeit von Nahrstoffen
begilnstigen (plant-growth promoting rhizobacteria) (O’Sullivan & O’Gara, 1992;
Ferluga et al., 2008).

Fur terrestrische Lebensrdume konnten demnach in den letzten Jahren Beweise
erbracht werden, dass Pflanzen in vielfaltiger Weise mit Bakterien in ihrer nahen
Umgebung Uber Exsudate interagieren. Es ist aber zu vermuten, dass diese Beweise
nur einen kleinen Teil der tatséchlich in der Rhizosphare stattfindenden Kommunikation
und Interaktion erfassen. Die Interaktion zwischen terrestrischen Pflanzen und
Bakterien betreffend, gibt es auch Studien Uber spezialisierte Zellen, welche von der
Pflanze an Wourzelspitzen abgeschieden werden und die mit speziellen
Rezeptorproteinen fir bakterielle Botenstoffe ausgestattet sind (sogenannte ,border
cells“ und ,border-like cells*, Hawes et al., 2000; Vicré, M., 2005). Im terrestrischen
Bodenokosystem hat auerdem auch oft die Interaktion zwischen eukaryotischen
Pilzen und der Pflanze (Mykorrhiza) einen wichtigen Einfluss auf die Rhizosphare und
die Exsudation der Pflanzen (de Boer et al., 2006). Im aquatischen Lebensraum sind

Makrophyten sowie Bakterien anderen Bedingungen ausgesetzt.
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1.2.3 Interaktionen zwischen Makrophyten und Bakterien in natirlichen
aguatischen Lebensraumen

Auch im Wasser haben sich bei Makrophyten Verteidigungsmechanismen gegen
Nahrstoffkonkurrenten und potentiell schadliche Mikroorganismen entwickelt. Eine
groBe Konkurrenz fir aquatische Makrophyten bildet das ebenfalls phototrophe
Phytoplankton. Gross (1996) schildert die Produktion eines hydrolysierbaren
Polyphenols (Tellimagrandin 1l) fir den limnischen aquatischen Angiospermen
Myriophyllum spicatum (Ahren-Tausendblatt). In vitro wurde fur dieses eine
allelopathische Wirkung gegeniber Cyanobakterien und Algen gefunden. Allerdings
basierte diese Entdeckung auf einem Extrakt der Pflanze und die Abgabe konnte nur
fur einen Teil hydrolysierbarer Phenole gezeigt werden. Die Produktion von
Tellimagrandin Il konnte fir andere aquatische Hydrophyten bewiesen werden, die
Exsudation des Stoffes allerdings nicht. Dies kénnte flr einen raschen mikrobiellen
Abbau sprechen (Glomski et al., 2002). Der schnelle Abbau und die Verdinnung
stellen im Wasser ein groBes Problem dafiir dar, physiologisch wirksame
Konzentrationen an exsudierten Sekundarmetaboliten zu erreichen (Gross, 2003). Im
marinen Lebensraum wurde eine Reihe von Anpassungen aquatischer Makrophyten
an dieses Problem entdeckt. Einerseits wurden Speicher fir Wirkstoffe ausgebildet und
andererseits entwickelten sich zahlreiche Wirkstoffe mit unpolarem Charakter, was
eine Verdunnung erschwert und folglich hohe lokale Konzentrationen an exponierten
Geweben ermoglicht (1.2.3.1). Obgleich es einzelne Beschreibungen uber
Interaktionen zwischen limnischen aquatischen Makrophyten und Mikroorganismen
gibt (Blotnick et al., 1980; King, 1994; Cizkova et al., 1999; Lalke-Porczyk & Donderski,
2001; Huss & Wehr, 2004; Ruiz-Rueda et al., 2009), stammt das aktuelle Wissen zum
grofRen Teil von marinen Makroalgen (Brandt & Koch 2003, Croft et al. 2005, Matsuo et
al. 2005).

1.2.3.1 Interaktionen zwischen Makrophyten und Bakterien in marinen
Lebensraumen

Im Meer fuhrt die ubiquitare Verbreitung potentiell sessiler (benthischer) Bakterien und
frei treibender Verbreitungsstadien benthischer Mikro- und Makro-Organismen (z. B.
Sporen, Larven) zu einem stetigen Besiedelungsdruck auf freie Flachen. Davon sind
unbelebte Flachen (fouling) in gleichem MalRe betroffen, wie freie Oberflachen von
Organismen. Bakterien sind in der Foulingsequenz die ersten Organismen, die nach

biochemischer Konditionierung auf Oberflachen siedeln. Fortgesetzt wird das
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Biofouling von einzelligen Eukaryoten, bis hin zu vielzelligen Makrofoulingorganismen
(Wahl, 1989) wie z. B. Balaniden (Seepocken). Biofouling ist in Form der Epibiose
(epibiosis), also der Kolonisierung von Oberflachen eukaryotischer Lebensformen,
oftmals von Nachteil fir Wirtsorganismen (Basibionten) (Harder, 2008). Epiphytische
Bakterien koénnen ihren Wirtsorganismen einerseits durch Verursachung von
Krankheiten schaden. Andererseits reduzieren sie die Photosynthese-Leistung und
bilden die Grundlage fur die Besiedlung durch Makrofouling-Organsimen. Die
Verhinderung der Epibiose oder des Wachstums epibiontischer Bakterien durch
aquatische Makrophyten stellt daher einen potentiellen evolutionsbiologischen Vorteil
dar. Zum Beispiel deutet die beobachtete periodische Abscheidung der &uf3eren
Epidermisschicht bei Himanthalia elongata und anderen marinen Makroalgen (Russel
& Veltkamp, 1984) auf einen physikalischen Verteidigungsmechanismus gegen
Epibiose. Es sind jedoch auch Beispiele fur symbiontische Beziehungen zwischen
Bakterien und marinen Makrophyten bekannt (Steinberg et al., 2002; Matsuo et al.,
2005). Bei Untersuchung von chemischen Interaktionen zwischen Basibionten und
Epibionten wurden sowohl Substanzen gefunden, welche eine Besiedlung verstarken
(Induktoren) als auch solche, die Besiedlung unterbinden (Inhibitoren) (Wahl, 1989).
Die Beispiele bekannt gewordener Strukturen von Induktoren betreffen Stoffe
prokaryotischen Ursprungs in Bakterien-Biofilmen zur Besiedelung durch Larven
héherer Eukaryoten (Rodriguez et al., 1993; Harder et al., 2002). Jedoch wurden keine
Strukturen pflanzenbirtiger Allomone zur Anreicherung symbiontischer Bakterien
beschrieben. Kiirzlich wurden allerdings Hinweise gefunden, dass epiphytische
Bakterien speziesspezifisch auf marinen Makroalgen siedeln. Dies deutet auf
speziesspezifische Signale der Algen (Lachnit et al.,, 2009) die mdglicherweise die
selektive Ansiedlung bestimmter Bakterien aus dem Bakterioplankton begiinstigen.
Chemische Inhibitoren der bakteriellen Epibiose wurden bereits gefunden und in
einigen Fallen wurde ihre Struktur aufgeklart. Die Beeinflussung prokaryotischer
Kommunikation Uber ,Quorum sensing“ durch pflanzenbirtige Mimikrysubstanzen
wurde bereits unter 1.2.2 genannt. Der Mechanismus des AHL- (Acyliertes Homoserin
Lakton)- gestitzten Kommunikationssystems sowie auch die Inhibition der
Zellkommunikation durch pflanzliche Mimikrysubstanzen wurde erstmals im marinen
Habitat beschrieben (Fuqua et al., 1994; Miller, Basseler, 2001). Erstmals wurden von
einer Pflanze produzierte Mimikrysubstanzen (halogenierte Furanone) fir AHL-Signale
von Bakterien bei der marinen Makroalge Delisea pulchra gefunden (Givskov et al.,
1996; Manefield et al., 1999). Durch halogenierte Furanone koénnen eine Reihe
prokaryotischer AHL-gesteuerter Phanotypen verhindert werden. Darunter z. B. das

Ausschwarmen einzelner Zellen aus Biofilm-Zellverbanden - als eine Voraussetzung
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fur Besiedlung neuer Oberflachen (Rasmussen et al., 2000) - oder die Stabilitdt von
Biofiilmen (Dworjanyn et al., 1999; Hentzer et al.,, 2002) fanden heraus, dass
halogenierte Furanone bei D. pulchra in oberflichennahen Drisenzellen von Blattern
lokalisiert sind. Die Konzentration antibakteriell wirksamer Sekundarmetabolite in
spezialisierten, oberflachennahen Drisenzellen (Paul et al.,, 2006) erscheint sinnvaoll,

um zur Abwehr méglicher Pradatoren wie z. B. Herbivoren eingesetzt zu werden.

Verdinnung von Wirkstoffen ist ein gro3es Problem in aquatischen Lebensrdumen und
die Produktion von Sekundarmetaboliten kostenintensiv. Daher haben sich
Mechanismen entwickelt, ressourcensparend physiologisch wirksame Konzentrationen
an Wirkorten zu erzielen. Bei der Erforschung der Interaktionen zwischen Makrophyten
und Mikroorganismen (bzw. Bakterien) in terrestrischen Habitaten und im Seewasser
haben sich unterschiedliche Schwerpunkte herausgebildet. Zum groRRen Teil liegt das
vermutlich an naturlich gegebenen Eigenheiten der beiden unterschiedlichen
Lebensrdume. So scheint z. B. die Exsudation bei den die marinen Makrophyten
dominierenden Makroalgen eine untergeordnete Rolle zu spielen. Die stetige aktive
Abgabe geldster organischer Materie durch unversehrte Makroalgen wurde zwar
beschrieben (Sieburth, 1969), jedoch auch in Frage gestellt und auf mogliche Artefakte
beim Hantieren zurlickgefiihrt (Moebus & Johnson, 1974; Carlson & Carlson, 1984). Im
Gegensatz dazu wurde sie fir Makrophyten terrestrischer Okosysteme nachgewiesen
(1.2.2). Theoretisch kdnnte auch eine Ausrichtung der Grundlagenforschung auf
wirtschaftlich anwendbare Ergebnisse der Grund fur Forschungsschwerpunkte sein. So
spielt das Verstandnis symbiontischer Beziehungen zwischen Bodenmikroorganismen
und Agrarpflanzen eine wichtige Rolle (Bosse & Frenzel 1997; Moulin et al., 2001,
Chen et al., 2003). Durch Eingriffe in die Interaktionen von Rhizosphare und
Bodenbakterien kdnnte zukiinftig eine Effizienzsteigerung der Bodennutzung durch
Pflanzen erzielt werden (Oger et al.,, 2004). Bei der Erforschung mariner
Sekundarmetaboliten von Makroalgen und/oder assoziierten Bakterien liegt der
Schwerpunkt eher auf der Entdeckung antibiotisch wirksamer Stoffe (z. B. Lima-Filho
et al., 2002; Choudhury et al., 2005) und Stoffen zur Hemmung des ,foulings® (z. B.
Hellio et al., 2000; Hellio et al., 2001). Erstere werden hauptsachlich fir
pharmakologische Anwendungen gesucht. Letztere finden Anwendung z. B. in der
Schifffahrt. Allerdings spricht gegen die Theorie, dass die anwendungsorientierte
Ausrichtung der Forschung zu den beobachteten unterschiedlichen Schwerpunkten
geflihrt haben kénnte, das Beispiel mariner Angiospermen in der Gattung Zostera
(Seegraser). Bei diesen Pflanzen sind Rhizome ausgebildet. Es wurden in

Experimenten von der Photosyntheseaktivitdt von Zostera noltii abhangige bakterielle
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N-Fixierungsraten in der Rhizosphare gemessen (Welsh et al.,, 1997). Dies ist ein
starker Hinweis auf eine Exsudation in die Rhizosphare dieser Pflanze. Aufgrund einer
Stickstofflimitierung der Primarproduktion in marinen Kistengewdassern (Eppley et al.,
1979) ist eine Symbiose zwischen N-Fixierern und Pflanzen wahrscheinlich. Ein
Sauerstofftransport in das Wurzel-Rhizom System und eine Sauerstofffreisetzung tber
die Wurzeln in die Rhizosphare wurde flr Zostera marina beschrieben (Smith et al.,
1984). Pflanzen, welche Wurzeln und eine Rhizosphare ausbilden kénnten diesem
Beispiel nach zu schlie3en in unterschiedlichen Habitaten vergleichbare Prinzipien der
Interaktion mit Mikroorganismen entwickelt haben. Obgleich davon auszugehen ist,
dass sich die Bakterienspezies in den Habitaten unterscheiden.

1.2.3.2 Interaktionen zwischen Makrophyten und Bakterien in nattrlichen
limnischen Lebensrdumen

Es ist nicht bekannt, inwieweit in limnischen Okosystemen die Vermeidung der
Besiedlung durch Aufwuchsorganismen eine Triebkraft fur Allelopathie darstellt. Es ist
allerdings wahrscheinlich, dass Epibiose bei Makrophyten zu einer Verringerung der
Photosyntheseleistung fihrt (Gross, 2003). Wie grof3 die Rolle der Wurzeln und der
Rhizosphare bei im Wasser stehenden emergenten Makrophyten (emergent
Makrophytes) wie Helophyten ist, ist nicht bekannt. Da allerdings bei vielen der
Helophyten ein ausgepragtes Wurzelwerk gebildet wird ist es wahrscheinlich, dass
auch bei diesen Symbiosen mit benignen Bakterien zum Schutz und zur Versorgung
der Rhizosphare und der Pflanze gebildet werden. Ein signifikanter Unterschied der
Bakteriengemeinschaft in der Rhizosphare des submersen aquatischen Makrophyten
M. heterophyllum im Vergleich zu der des umgebenden Bodens wurde nachgewiesen
(Blotnick et al., 1980). Fur Mentha aquatica und einige Helophyten wurden bereits
Hinweise auf symbiontische methanotrophe Bakterien an Wurzeln/im Rhizom gefunden
(King, 1994).

Zur Aufklarung der Mechanismen limnischer aquatischer Makrophyten (LAM) auf
aguatische Bakterien besteht noch Forschungsbedarf. Auf diesem Gebiet sind
hauptsachlich Fortschritte zur Erklarung der Funktionalitat von Pflanzenklaranlagen
gemacht worden (1.2.1). Dabei standen meist die physikalische Wirkung des
Bodenfilters und die Entwicklung von Bakterien-Keimzahlen im Vordergrund.
Bezeichnend fur diese Untersuchung ist, die Betrachtung des Wurzelraums von
Pflanzen mit assoziierten Mikroorganismen als ,Black Box“ (Johnston, 1993; Kuschk et
al., 2008).
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Es wurde gezeigt (1.2.1,1.2.2,1.2.3.1), dass fur LAM-Bakterien eine groRe Zahl
mdglicher Mechanismen der Interaktion mit Bakterien besteht. Daher sind
Forschungsergebnisse aus den 3 genannten Forschungsgebieten (Funktion von
Pflanzenklaranlagen, Rhizospharenbiologie und marine Epibiose bzw. Epibiose-
Vermeidungsstrategien) notwendig zur Aufklarung der Wirkung von agquatischen
Makrophyten auf das sie umgebende Phytoplankton. Wichtig ist zunéchst die direkte
Beobachtung der Interaktion ausgewahlter limnischer, aquatischer Makrophyten mit
Okologisch relevanten Bakterien aus deren Umwelt. Zur Beschreibung empirisch
beobachteter antibakterieller Wirkungen von LAM in Systemen zur Wasseraufbereitung
sollte die Betrachtung der Interaktion mit Bakterien direkt innerhalb des Teichwassers
aus der Anlage erfolgen. Kulturunabhéngige Untersuchungsmethoden zur
Beschreibung von Veranderungen innerhalb von Bakteriengemeinschaften haben sich
bewéhrt (1.4). Durch diese ist es moglich, Wirkungen von Faktoren — wie mdglicher
Exsudate von LAM isoliert zu betrachten. Eine Kultur-bedingte Verfalschung der

naturlichen Zusammensetzung von Bakteriengemeinschaften wird dabei vermieden.

1.3 Zielstellung

Ziel der Arbeit war, Interaktionen zwischen ausgewahlten limnischen aquatischen
Makrophyten (LAM) und dem Bakterioplankton in Teichwasser nachzuweisen und zu
spezifizieren. Fur das Verstandnis dieser Interaktionen in der Pflanzen-gestitzten
Wasserreinigung (z. B. durch Pflanzenklaranlagen (PKA)) war es von Bedeutung, eine
Wirkung von Pflanzen auf Gemeinschaften planktonischer Bakterien in unmittelbarer
Néhe zu Wurzeln und Rhizosphére nachzuweisen (0). Die Rhizosphéare ist bei
terrestrischen Pflanzen der Teil, welcher unmittelbar mit Bakterien in Kontakt kommt.
Auf viele LAM wie z. B. Helophyten trifft dies auch zu. Iris pseudacorus ist ein Helophyt
mit umfangreichem Wurzelwerk. Daher und aufgrund der in 1.5.2.1 genannten Kriterien
— unter anderem der nachgewiesenen Eignung zur Keimreduktion in PKA — wird sie als
Versuchspflanze verwendet. Sollte sich die antibakterielle Wirkung von Iris
pseudacorus im Versuch gegenuber planktonischen Bakterien des natirlichen
Teichwassers (Probenwasser (PW)) bestatigen, so ware es denkbar, dass diese
moglicherweise durch assoziierte Bakterien der Rhizosphare verursacht wird (1.2.2).
LAM wie die zum Teil untergetaucht (submers) wachsende Mentha aquatica (1.5.2.2),
welche keine ausgeprégte Rhizosphéare ausbilden und fir die dennoch in der Literatur
antimikrobielle Eigenschaften beschrieben werden (Seidel, 1971; Cossu et al., 2003),
eignen sich als Untersuchungsobjekte fiir einen Vergleich mit Iris pseudacorus. M.
aguatica besitzt im Vergleich zu |. pseudacorus wenig bewurzelte Triebe und die

gesamte Pflanze kommt unmittelbar in Kontakt mit umgebendem Wasser und
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Bakterioplankton. Etherische Ole von M. aquatica enthalten polare Substanzen und es
wurde eine antibakterielle Wirkung des Ols beschrieben (Mimica-Duki¢ et al., 2003). |I.
pseudacorus und M. aquatica sollen beide in Einzel- und Parallelansatzen auf eine
mdgliche antibakterielle Wirkung gegenuber planktonischen Bakterien des
Teichwassers untersucht werden. Aufgrund der leichten Verdinnung und/oder dem
raschen Abbau der potentiell wirksamen Sekundarmetabolite von Pflanzen/Pflanzen-
assoziierten Mikroorganismen ist die Form des direkten Nachweises von Wirkstoffen
Uber Extraktion nicht immer zielfihrend; Oft gelingt es nicht, fir den Nachweis
notwendige Wirkstoffkonzentrationen zu isolieren (Glomski et al., 2002). Fir einen
indirekten Nachweis von Wirksubstanzen Uber deren Wirkung auf planktonische
Bakterien im PW ist eine groRe Empfindlichkeit der Methode Voraussetzung, um auch
geringe Veranderungen innerhalb nah verwandter Gruppen zu detektieren. Um eine
Verfalschung der natirlichen Zusammensetzung des Bakterioplanktons im PW so weit
wie moglich zu vermeiden, wird eine Kultur-unabhangige Methode zur Bestimmung von
Profilen planktonischer Bakterien verwendet. Molekularbiologische Methoden, welche
mit sehr hoher (Muyzer, 1993; Fischer & Lerman, 1983) Empfindlichkeit kleine
qualitative Veranderungen in Gemeinschaftsprofilen von Bakterien sichtbar machen,
sind sogenannte ,fingerprint‘ — Methoden. Ahnlich dem ,genetischen Fingerabdruck®
(Jeffreys et al., 1985) werden durch selektive Amplifikation Bakterien-spezifischer
ribosomaler DNS (16SrDNS) und Entwicklung von DNS Profilen mittels
Gelelektrophorese Bandenmuster von DNS Fragmenten erzeugt, welche einzigartig fur
die jeweilige Zusammensetzung der Gemeinschaft von Phylotypen sind (Profil). Zur
Analyse von Gemeinschaftsprofilen planktonischer Bakterien eignet sich aufgrund
groRer Empfindlichkeit die DGGE (Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese;
denaturing gradient gel electrophoresis) gestiitzte Analyse von 16SrRNS Gen-
Amplikons (z. B.: Muyzer, 1993; Kawai et al., 2002; Kumaraswamy et al., 2005; de
Wever, 2005; Lam & Harder, 2007; Temudo et al., 2008). Um durch DNS-Extraktion
entstehende Artefakte (v. Wintzingerode et al., 1997; Spiegelmann et al., 2005) zu
vermeiden, wird die DNS durch Filter-PCR (Kirchmann et al., 2001) direkt aus dem

Filterkuchen von steril filtriertem Teichwasser gewonnen.

Um trotz der Gefahr der raschen Verdinnung von Wirkstoffen nach potentieller Abgabe
Uber Wurzeln/Rhizosphare oder submerse Pflanzenteile Effekte auf das
Bakterioplankton erkennen zu koénnen, werden Inkubationsansatze fur die
Untersuchung verwendet. Pflanzen werden dem Bakterioplankton in PW fir einen
Zeitraum, welcher in Vorversuchen ermittelt wird (Versuchszeitraum) exponiert. Beide
Pflanzen werden den Bakterien des PW in der Weise ausgesetzt, wie es in ihrem

natirlichen Lebensraum der Fall ist. Daher wird I. pseudacorus ausschlief3lich mit
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ihrem Rhizom bis zum Blattansatz unter Wasser getaucht; M. aquatica dagegen wird je
nach Ausbildung der Triebe (submers bzw. emers spezialisiert; 1.5.2.2) vollstandig
bzw. mit den Wurzeln bis zum Blattansatz dem PW exponiert. Auf diese Weise wird
eine potentiell vorhandene verandernde oder auch antibakterielle Wirkung der Pflanzen
auf Bakterien mit dem Bakterioplankton des PW untersucht. Die Nullkontrolle von
unbehandeltem PW wird Uber den Versuchszeitraum unter denselben Bedingungen,
wie Versuchsansatze mit Pflanzen inkubiert. Durch Verwendung desselben
Probenwassers flr alle Ansatze und Abgleich der Verdnderungen im Bandenmuster
mit der Nullkontrolle wird der Einfluss der Anwesenheit von Pflanzen auf planktonische
Bakterien des PW sichtbar. Ein in Anwesenheit der Pflanze potentiell bewirkter Effekt
auf die Zusammensetzung des Bakterioplanktons lasst sich so ermitteln. Es soll
untersucht werden, ob sich |. pseudacorus bzw. M. aquatica in der Beeinflussung von
Profilen der Bakterioplankton-Gemeinschaft spezifisch voneinander unterscheiden.
Dafur werden Proben aus Parallel- und Kombinationsinkubationsansatzen mit der oben
beschriebenen  molekularbiologischen  Analysemethode verglichen. Um die
Abhangigkeit der Pflanzen von assoziierten Bakterien zu Uberprifen, werden
Inkubationsexperimente mit gleichem Aufbau wie die genannten an steril
aufgewachsenen Pflanzen durchgefiihrt. In einem Versuch mit steril aufgewachsenen
M. aquatica wird die Abhangigkeit der antibakteriellen Wirkung von assoziierten
Bakterien bei M. aquatica mit der von |. pseudacorus verglichen. Dabei wird die
Hypothese Uberprift, dass assoziierte Bakterien bei M. aquatica von geringerer
Bedeutung fiir eine antibakterielle Wirkung sind, als bei I. pseudacorus. Weiterhin wird
die Wirkung von durch Pflanzen konditioniertem PW (PKW) in Abwesenheit der
Pflanzen untersucht. Dadurch soll festgestellt werden, ob eine potentiell vorhandene
antibakterielle Wirksamkeit in Anwesenheit von einer Pflanze auch in deren
Abwesenheit vorhanden ist. Sollte sich dies bestdtigen, so ware unter anderen
Wirkmechanismen (wie Nahrstoff-Exsudation oder Exsudation Milieu-verandernder
Stoffe) auch eine Wirkung Uber antibakterielle Sekundarmetabolite denkbar. Anhand
der oben geschilderten rDNS-gestutzten molekularbiologischen Analyse von Proben
lassen sich potentielle Wirkmechanismen nicht spezifizieren. Jedoch wird durch
Einsatz Bakterien- bzw. Bakteriengattungs-spezifischer Primer eine moglicherweise
nur gegendber bestimmten Bakterien vorhandene antibakterielle Wirkung untersucht.
Eine potentiell phytopathogene Bakteriengattung, gegenuber der durch Einsatz
spezifischer Primer in molekularbiologischen Analysen eine antibakterielle Wirkung
nachgewiesen wird (sensible Bakteriengattung) soll in Kulturversuchen getestet
werden. Durch Inkubation von nachweislich phytopathogenen Stammen der sensiblen

Bakteriengattung mit PKW wird Uberprift, ob es durch pflanzliche Exsudate in
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Abwesenheit der Pflanzen zu einer Beeinflussung des Wachstums kommt. Die
Eliminierung mdoglicherweise im GielRwasser angereicherter Phytopathogene ist eine
wichtige Funktion von Pflanzen-gestitzten Wiederaufbereitungssystemen fir
gebrauchtes Giellwasser. Falls durch Exsudate der Versuchspflanzen eine
Reduktion/Wachstumshemmung bei phytopathogenen und anderen planktonischen
Bakterien bewirkt wirde, ware die weitere Untersuchung moglicher Mechanismen fir
die antimikrobielle Wirkung ein vielversprechendes Forschungsgebiet fur zukunftige

Arbeiten.

1.4 Versuchsdesign

Iris pseudacorus und Mentha aquatica werden verwendet, um die Beeinflussung von
Bakterien in nachster Nahe zu limnischen aquatischen Makrophyten (LAM) sichtbar zu
machen. Das Versuchsdesign beinhaltet die Erfassung von Veranderungen innerhalb
von Gemeinschaften planktonischer Bakterien in Inkubationsansatzen mit den Pflanzen
im Vergleich zu unbehandeltem Probenwasser (PW). Dabei wird der Helophyt Iris
pseudacorus dem Bakterioplankton im PW mit seiner Wurzelregion und Rhizosphare
exponiert, wahrend die zum Teil submers wachsende Mentha aquatica den
planktonischen Probenwasserbakterien nahezu vollstandig ausgesetzt wird. Der
Einfluss der Pflanzen/Pflanzenexsudate auf Bakterien des Bakterioplanktons bei
Inkubationsversuchen wird durch Analyse der DNS Profile von Segmenten des

ribosomalen RNS Gens untersucht.
Experimentelles Design fur die Zielstellung

1. Inkubationsversuche mit verschiedenen LAM, die dem Bakterioplankton des
Probenwassers (PW) in naturlicher Weise und mit natiirlicherweise assoziierten
Bakterien im Vergleich zu einer Nullkontrolle aus unbehandeltem PW
ausgesetzt werden. Mit diesen Versuchen soll eine potentielle antibakterielle
Wirksamkeit von LAM in direkter Nahe der Pflanzen untersucht werden. Dies
geschieht anhand von Vergleichen der Bandenprofile der Gemeinschaft des
inkubierten Bakterioplankton. Deletierte Banden im PKW gegeniber der
Nullkontrolle werden durch DNS Sonden markiert und auf diese Weise in

verschiedenen Gelen verfolgt.

2. Inkubationsversuche (wie in 1.) mit sterii aufgewachsenen Individuen
verschiedener LAM ohne die natlrlicherweise assoziierten Bakterien im
Vergleich zu wild aufgewachsenen Individuen. Mit diesen Versuchen wird die
Abhangigkeit der antibakteriellen Wirksamkeit von assoziierten Bakterien der

LAM Uuberprift. Auferdem wird untersucht, ob steril aufgewachsene Pflanzen



23

im Gegensatz zu wild aufgewachsenen keine Bandenneubildungen im PKW

verursachen

3. Inkubationsversuche (wie in 1.) des durch Inkubation mit verschiedenen LAM
potentiell an Wirkstoffen angereicherten Probenwassers (mit Pflanzen
konditioniertes Probenwasser (PKW)) (aus 1.) mit Bakterioplankton des
Probenwassers. Durch diese Versuche wird eine antibakterielle Wirksamkeit in
Abwesenheit der Pflanzen untersucht. Dabei wird die Konzentration von

Exsudaten nicht durch Extraktionsverfahren erhoht.

4. Verwendung des PKW (aus 1.) fir Biotests mit phytopathogenen Bakterien. Bei
diesen Versuchen wird die Wirksamkeit von Konzentraten der
Pflanzenexsudate aus Inkubationsversuchen an potentiell phytopathogenen
Bakterien getestet. Moglicherweise besteht eine Konzentrationsabhangigkeit
potentieller LAM-/LAM-assoziierter Wirkstoffe.

5. Selektive Amplifikation der ribosomalen DNS aus durch Inkubationsversuche
gewonnenen Proben von Bakterioplankton (von 1.). Anhand der Amplifikation
von Proben DNS aus Inkubationsversuchen wird die taxonomische
Zugehorigkeit von Phylotypen welche Banden repréasentieren, die deletiert
wurden untersucht. Durch Sequenzierung deletierter Banden wird die

Zugehdrigkeit der Phylotypen weiter spezifiziert.

1.5Versuchsobjekte

1.5.1 Allgemeine Auswahlgriinde fur Testpflanzen im gewahlten
Untersuchungsverfahren:

- Robustes Wachstum auch unter schwacheren Lichtverhéltnissen und keine

speziellen Anspriiche an die Wasserqualitat
- Ausgedehntes Verbreitungsgebiet und gute Verfligbarkeit
- Mehrjahrigkeit
- Gutes Wachstum auch ohne N&hrstoffversorgung tber ein Substrat
- Die Mdoglichkeit, Pflanzen aus sterilisierten Samen aufzuziehen

- Unterbringung der Pflanzen in 2 L Probenglasern maglich. Daher Pflanzen nicht

wesentlich héher als 40 cm

- Begrundete Vermutung einer antibakteriellen Wirksamkeit
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1.5.2 Spezielle Auswahlkriterien und kurze Beschreibung der
Testpflanzen

1.5.2.1 Iris pseudacorus L. (Iridaceae)

Die Sumpfschwertlilie (Iris pseudacorus L.), ist ein mehrjahriger, in Europa heimischer
Helophyt (Sumpfpflanze). Sie bildet ein Rhizom aus, und wurzelt typisch fir eine
Sumpfpflanze unter Wasser oder an stark durchnassten Standorten. Die Rhizome
ausgewachsener Pflanzen erreichen Durchmesser von 1- 4 cm und dienen unter
anderem zur Speicherung von Reservestoffen. |. pseudacorus ist sehr robust und auch
an halbschattige Standorte angepasst. Die Blatter wachsen zum grofdten Teil (etwa
4/5) Uber der Wasseroberflache und erreichen eine Gesamtlange von 40-150 cm
(Sutherland, 1990). Die von Sutherland (1990) beschriebene Wourzellange von
10-20 cm bis 30 cm wurde bei den verwendeten Versuchspflanzen Ubertroffen (Abb.
1). Einzelne Wurzeln waren mehr als 100 cm lang und Ubertrafen die Lange der Blatter

um das 1,5 — fache.

Abb. 1 Wurzellange von lIris pseudacorus betrug mehr als 30 cm (vgl. Sutherland,
1990). Im Versuch bis zu >100 cm. Auf dem Bild bis > 50 cm. Auf dem Bild ist die
Unterseite des Styroporschwimmers zu sehen, in dessen Loéchern die Pflanzen

wuchsen.
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Spezielle Grunde fur die Auswahl von Iris pseudacorus als Versuchspflanze:

- Beschreibung der Keimreduktion durch I. pseudacorus in der Literatur (Seidel,
1973)

- Erfolgreiche Nutzung in keimreduzierenden Pflanzenklaranlagen (Camacho et
al., 2007)

- Aufgrund der ausgepragten Rhizosphdre moglicherweise Trager potentiell

antimikrobiell wirksamer assoziierter Bakterien.

1.5.2.2 Mentha aquatica L. (Lamiaceae)

Die Wasserminze (Mentha aquatica L.) ist europaweit verbreitet und mehrjahrig. Wie 1.
pseudacorus bildet die Wasserminze dicht Uber dem Boden wachsende
SproRachsenmetamorphosen &hnlich Rhizomen, aus. Bei M. aquatica werden diese
jedoch als Stolone bezeichnet. Sie dienen der Pflanze in erster Linie zur vegetativen
Vermehrung und nicht zur Speicherung von Reservestoffen. Gattungstypisch
produziert M. aquatica etherische Ole, die an die Umgebung abgegeben werden
(Lawrence, 2007). In der Gattung Mentha kommt es leicht zu Hybridisierungen von
Arten. M. aquatica und M. spicata L. (Speer-Minze) bilden die beiden Stammarten des
Hybriden M. x piperita L. (Pfefferminze). M. aquatica kann sowohl oberhalb der

Wasseroberflache emers, als auch submers (untergetaucht) wachsen und bildet fir die

beiden Lebensraume unterschiedlich gestaltete Blatter aus (Enriquez & Sand-Jensen,
2003) (Abb. 2).

C,D

Abb. 2: Mentha aquatica. Verschiedene Blattmorphologie von emers (A, B) und
submers (C, D) wachsenden Stolonen und Blattern der Pflanzen in der
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Akklimatisierungskultur. Die Glaspipette (etwa 1 cm dick) dient in A, B und D als

GrofRenmalistab.

Spezielle Griinde fur die Auswahl von Mentha aquatica als Versuchspflanze:

- Beschreibung der Keimreduktion durch Mentha aquatica in der Literatur (Seidel,
1971; Cossu et al., 2003).

- Aufgrund der Produktion etherischer Ole (Jercovic & Mastelic, 2001; Deans,

2007; Lawrence, 2007) potentiell antimikrobielle Wirksamkeit.



27

2 Material & Methoden

2.11ris pseudacorus und Mentha aquatica

Individuen beider Arten wurden aus naturbelassenen Teichen bzw. Wassergraben in
Oldenburg entnommen. Die Pflanzen wurden nach Erhalt durch das Abspulen gréberer
Partikel und anhéngender Mikrofauna und -flora mit Aqua bidest. (autoklaviert)
gereinigt. Im Anschluss an die Reinigung wurden die Pflanzenwurzeln und die
Rhizome mit autoklavierter, synthetischer Filterwatte fir Aquarien (Symec; JBL GmbH
& Co. KG, Neuhofen) umwickelt. Dadurch bekamen sie einen Substratersatz und die
Verankerung wurde erleichtert. Die Pflanzen wurden fur die Dauer des
Forschungsprojektes in einem Gewachshaus unter gleichbleibenden Bedingungen
(Wassertemperatur 18-25°C; gleichm&Rige Beluftung Uber einen Lulftfilter; naturliches
Sonnenlicht durch Glasdach) in einem 500 L Wasserbottich gehaltert. Um die Pflanzen
trotz fehlenden Substrates in der naturlichen Tauchtiefe im Wasser zu verankern,
wurden Iris pseudacorus und Mentha aquatica auf Styroporplatten (50 x 45 cm) mit 50
Lochern fur Topfe & 5 cm @ gesetzt. Auf diese Weise wurden |. pseudacorus bis etwa
2 cm Uber dem Blattansatz und die Wurzelbereiche von M. aquatica unter Wasser
gehalten. Durch das Untertauchen von Trieben im Verlauf der Akklimatisierung wurden
M. aquatica zur Ausbildung von submersen Blattern (Abb. 2 C, D) stimuliert. Dabei
verfarbten sich die Blatter gelblich und wurden abgeworfen. Nachdem sich die
Pflanzen nach Anpassung der Blatter submerser Stolone durch Neubildung adaptiert
hatten, wurden sie fur die ersten Vorversuche und 3T Inkubationsversuche verwendet.
Die Zeit zur Akklimatisierung vor Versuchsbeginn betrug mindestens zwei Wochen. Die
Kultur zur Akklimatisierung der Pflanzen wurde im April 2006 mit |. pseudacorus
aufgebaut und Anfang Juli 2006 durch M. aquatica und etwa 20 weitere |. pseudacorus
Pflanzen ergénzt. Im Juli und Oktober 2008 wurden die Bestdnde durch neue
Wildpflanzen beider Arten aufgefillt. Pflanzen zur Wiederauffillung wurden in
derselben Weise gereinigt und akklimatisiert, wie oben beschrieben. Pflanzen der
Akklimatisierungskultur entwickelten sich gesund und produzierten nach besagter
Eingewohnungsphase von mindestens 2 Wochen kréftig grine Blatter bzw. Triebe. Die
fur Versuche ausgewdahlten |. pseudacorus Pflanzen (2.4.2.1) gehdrten zu den
kleineren Individuen. Kulturen wurden aufgefillt, um den Verbrauch zu kompensieren
und keine der Pflanzen wurde mehrmals getestet. Pflanzen fur die Experimente mit

wild aufgewachsenen Individuen wurden aus der Akklimatisierungs-Kultur entnommen
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(Wildpflanzen). Fir die Untersuchungen mit Pflanzen, die keine mit ihnen assoziierten
Mikroorganismen hatten, wurden Individuen beider Spezies aus sterilisierten Samen
auf sterilem Bewurzelungsmedium aufgezogen (Sterilpflanzen). Die Sterilisation der
Samen und die keimfreie Aufzucht wurden von Mitarbeitern der kooperierenden
Baumschule piccoplant in Anlehnung an ein Standardverfahren nach Yeoman und
McLeod (1977) durchgefihrt. Eine oberflachliche Sterilisation der Samen wurde durch
30 mindtiges Einlegen in eine 10 % (w/v) CaCI(OCl), Losung vorgenommen. Fur die
Keimlingsbewurzelung wurden von der kooperierenden Gartnerei Kulturschalchen, die
mit 250 ml Bewurzelungsmedium (Rezept von Gartnerei nicht freigegeben) zu % des
Gesamtvolumens gefillt wurden, verwendet. Sterile Individuen beider Pflanzenarten
erreichten eine maximale Wuchshohe von 10 cm und wurden ab dieser Grolie
zuriickgeschnitten, um im Sterilraum der Kulturschale geniigend Platz zu haben. Ein
Rhizom wurde innerhalb des Projektzeitraums von keiner der steril aufgewachsenen
Pflanzen ausgebildet. Die Wurzeln konnten eine Lange von bis zu 15 cm erreichen,
waren aber in geringerer Anzahl vorhanden und dinner, als bei den nicht sterilen
Kontrollpflanzen. Die Sterilpflanzen wurden etwa ab einer Kulturzeit von 14 Wochen fir
Experimente eingesetzt. Fur Versuche im Labor wurden Pflanzen unmittelbar vor
Einbringung in 2L Erlenmeyerkolben aus den Bewurzelungsschalen genommen und
das an Wurzeln haftende Medium mit Aqua bidest. steril abgespult. Auch alle steril

aufgewachsenen Pflanzen wurden jeweils nur flr einen Versuch verwendet.

2.2 Herkunft aller Teichwasserproben

Der Teich aus dem alle untersuchten Teichwasserproben entnommen wurden, ist einer
von 2 Sammelteichen der Giellwasser-Wiederaufbereitungsanlage der bei der
Durchfiihrung des Projektes kooperierenden Baumschule piccoplant in Oldenburg.
Die gesamte Freiluftanlage setzt sich zusammen aus 8 Gewassern verschiedener
Grolle und den sie verbindenden Grében. Zwei der Teiche sind Sammelteiche, in
denen das gebrauchte Gie3wasser der angrenzenden Felder zusammenfliel3t und aus
denen das Wasser am dem Einlauf gegentiber gelegenen Ende in die Klarungsteiche
geleitet wird. Auf den Feldern wurden wahrend des Projektzeitraums Rhododendron-
und Fliederbiische kultiviert. Die Klarungsteiche sind reich mit Iris- und anderen
Sumpfpflanzen bewachsen. Nachdem das Wasser diese passiert hat, gelangt es
biologisch geklart in einen der Enthahmeteiche, aus denen es nach Bedarf abgepumpt
und wiederum als Probenwasser verwendet werden kann. Abhéngig vom
Probenwasserverbrauch variiert die Flie3geschwindigkeit des Systems an Zu- und
Ablaufen von wenigen Litern in der Stunde bis zu etwa 2 L/min. Die Quelle fur

gebrauchtes Probenwasser des untersuchten Sammelteichs sind direkt die
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beschriebenen angrenzenden Felder. Der Sammelteich hat eine Ausdehnung von etwa
90 x 40 m und ist durchschnittlich 2 - 2,5 m tief, wobei die Uferbereiche flach sind und
zur Mitte langsam abfallen. An der tiefsten Stelle sind ungefahr 3,5 m zu messen. Die
gesamte Anlage inklusive des Versuchsteichs entstand im Jahr 1995. Der Teich war im
Versuchszeitraum - also von Mai 2006 bis Dezember 2008 - wenig bewachsen und es
kamen hauptséchlich Vertreter der Gattung Elodea (Tannwedel) im Wasser vor. Die
Uferzonen waren ebenfalls sparlich bewachsen mit Binsengewdchsen (Juncaceae),
vornehmlich mit kleinen Horsten der Flatterbinse (Juncus effusus) (siehe Abb. 3,
Vordergrundbewuchs rechts im Bild). I. pseudacorus kam in diesem Gewasser nicht
vor, allerdings war dies fir die Beschaffenheit des untersuchten Teichwassers wenig
ausschlaggebend, da die Beprobung des Gewdassers stets direkt an den oder in
unmittelbarer N&he der Einlaufrohre der GieRwassersammelgraben stattfand.
Entnommen wurden Wasserproben fir die direkte Untersuchung saisonaler
Schwankungen der Zusammensetzung des Bakterioplanktons und um Veréanderungen
in der Gemeinschaft planktonischer Bakterien des Teichwassers in
Inkubationsexperimenten zu untersuchen. Getestet wurde auf Ver&nderungen des
Gemeinschaftsprofils von  Bakterioplankton aufgrund des Einflusses von
Versuchspflanzen (Pflanzen-Versuche, 2.4.2) oder aufgrund der Wirkung von durch
die Pflanzen potentiell an wasserloslichen Sekundarmetaboliten angereichertem
Wasser (Sekundarmetaboliten-Versuche, 2.4.3). Es wurde darauf geachtet, dass
zwischen Probennahmen aus dem Teich und auRergewodhnlichen Ereignissen wie
einer DUngung der Felder oder anhaltendem Regen mindestens ein Abstand von einer
Woche lag. Dadurch wurde der Einfluss anderer Parameter als der natirlichen

Belichtung und herkbmmlicher Temperaturschwankungen minimiert.
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Abb. 3: Ort der Probenenthahme am Sammelteich mit einleitenden Rohren fir das
gebrauchte Probenwasser aus den Sammelgraben an der Einlaufstelle. Uferbewuchs

mit Juncus effusus.

2.3Gewinnung von Wasserproben und Messung
wasserchemischer Parameter

Probenwasser wurde an der Einlaufstelle (Abb. 3) mit einem sterilen 25 L Kanister
entnommen und direkt im Anschluss an die Enthahme im Labor verwendet. Erfolgte
eine Untersuchung der Zusammensetzung des Bakterioplanktons zum aktuellen
Zeitpunkt der Entnahme, so wurden 400 ml des Probenwassers direkt nach Ankunft im
Labor gefiltert (2.5.1) und die Probe erhielt den Zusatz ,0 T fur 0 Tage
Inkubationsdauer des  Probenwassers. Die Konzentration von gelbsten
Stickstoffverbindungen  (Nitrat  (NO3z) und  Nitrit  (NOy)), sowie von
Phosphorverbindungen (Phosphat- (PO,*)) und der pH-Wert wurden mithilfe von
Testsets der Aquaristik (Sera GmbH, Heinsberg, Deutschland) bestimmt. Wasser fir
Inkubationsversuche (2.4.2 und 2.4.3) wurde innerhalb einer Stunde nach der
Entnahme steril in die Probenglaser abgefillt. Es wurde entweder mit einem
Versuchsobjekt (einer Pflanze (2.4.2)) oder Versuchswasser (durch Inkubation mit
Pflanzen konditioniertem Probenwasser (2.4.3)) versetzt- oder unverandert als
Nullkontrolle in den Versuchsaufbau integriert (2.4).
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2.4Verwendung von GielBwasser fur Untersuchungen des
Bakterioplankton-Gemeinschaftsprofils

2.4.1 Untersuchung des natirlichen Gemeinschaftsprofils von
Bakterioplankton in Proben des Probenwasserteichs

Um die naturliche, saisonale Variabilitit des Gemeinschaftsprofils der planktonischen
Bakterien des Probenwassers zu bestimmen, wurden im Jahr 2008 sechs Proben
(Tab. 1) wie unter 2.3 beschrieben entnommen, gefiltert und molekularbiologisch
untersucht (2.5.3).

Tab. 1: Benennung und Entnahme-Zeitpunkt von Wasserproben.

Probenname | Tag der Probennahme
05 28.05.2008
06 26.06.2008
07 14.07.2008
09 19.09.2008
10 21.10.2008
12 13.12.2008

2.4.2 Untersuchung von Veranderungen im nattrlichen
Gemeinschaftsprofil des Bakterioplanktons bei Inkubation mit
Pflanzen (Pflanzen-Versuche)

Versuche wurden sowohl mit Einzelansatzen einer Pflanzenart, als auch mit
Parallelansatzen von |. pseudacorus und M. aquatica durchgefiihrt (Abb. 6), nach den
benutzten Pflanzen (Kurzform; z. B. Mentha fur M. aquatica) benannt und durchlaufend
nummeriert. Versuchsnamen sind im Text durch Fettdruck hervorgehoben. Pro
Probenglas wurden 1-5 Pflanzen - abhéngig von der Spezies - angesetzt. Jeder Ansatz
bestand aus 3 Replikaten (Probenglasern). Auf Abweichungen von diesem Standard in
Einzelfallen wird gesondert hingewiesen. Fir ein Probenglas wurde ein 2 L Erlenmeyer
Kolben mit 800 ml Probenwasser (,PW* siehe 2.3) geflllt und die Pflanze - am unteren
Ende einer Pasteurpipette mit Filterwatte und Zahnstocher fixiert - in diesen
eingebracht. Zur Untersuchung des Zusammenwirkens beider Pflanzen auf das
Gemeinschaftsprofii des Teichwasser-Bakterioplankton wurden Versuche mit

Kombinationsanséatzen durchgefihrt (2.4.2.3). Als Nullkontrolle diente ein Ansatz mit
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800 ml unbehandeltem Probenwasser, welcher ohne Pflanze unter gleichen
Temperatur- und Lichtverhaltnissen wie die Pflanzenanséatze in einem 2 L Erlenmeyer
Kolben kultiviert wurde. Anfangs wurden in Versuchen (in denen dies bei der
Auswertung extra erwahnt wird) 2 verschiedene Ansatze zur Nullkontrolle (jeder Ansatz
bestehend aus 3 Replikaten) verwendet. Die Nullkontrolle ,PW xT+Filter* (wobei das x
fur die Inkubationsdauer von 3 oder 7 Tagen steht) bestand aus 800 ml ungefiltertem
Probenwasser und einem Bausch autoklavierter Filterwatte, der von der GroRe dem
der bei den Pflanzen-Versuchen verwendeten entsprach und anstelle der Pflanze an
der Pipettenbasis befestigt war. Alle beschriebenen Glasmaterialien waren durch
Autoklavieren (121°C, 1 bar, 20 min) sterilisiert worden. Probenglaser wurden mit
Parafilm so abgedeckt, dass nur die Auslaufoffnung der Pasteurpipette herausragte, an
welcher ein Bellftungsschlauch befestigt wurde. Eine handelsubliche Aquarium-
Luftpumpe sorgte fiir die Bellftung. Angesaugte Luft wurde Uber einen Filter aus eng
gewickelter, sterilisierter Baumwollwatte geleitet. Beleuchtet wurden die Ansétze Uber
12 h mit zwei Leuchtstoffrohren (310 pEinstein m sec™'). Die Wirkung der Pflanze auf
Gemeinschaftsprofile planktonischer Bakterien im Probenwasser wurde zunéchst in 3
Tage dauernden Inkubationsversuchen untersucht. Nachdem sich eine Verlangerung
der Versuchsdauer auf sieben Tage als vorteilhaft erwiesen hatte, wurden alle
folgenden Experimente fur eine Dauer von sieben Tagen konzipiert. Es wurde ein
Versuch durchgefiihrt, in dem eine Pflanzeninkubation vergleichsweise mit und ohne
Diingerzugabe Uber 7 T getestet wurde. Der Aufbau des Versuches erfolgte bis auf die
Zugabe von Universol Orange (Scotts International B.V., Geldermalsen, Niederlande)
in einer Konzentration von 0,1 g/L (Herstellerempfehlung: 0,5-1,5g/L) in gleicher
Weise, wie unter 2.4.2 beschrieben. Es wurden je 2 Glaser der Ansatze mit
Nullkontrollen (PW 7T, PW 7T + Filter) und 2 Glaser der Pflanzenansatze mit Dinger

versetzt.

2.4.2.1 Untersuchung von Veranderungen des nattrlichen
Gemeinschaftsprofils von Bakterioplankton bei Inkubation mit Iris
pseudacorus Pflanzen

Irispflanzen (l. pseudacorus) hatten eine Blattlange von etwa 20-30 cm (10 cm bei
Versuchen mit Sterilpflanzen) ab Blattansatz und eine vergleichbare Lange der
Wurzeln ab Rhizom. Blatter die zu lang waren, um in die Versuchsgefal3e zu passen,
wurden vorsichtig gebogen. Da Exsudate verletzter Wurzeln zur Vermehrung von
planktonischen Bakterien filhren konnen (Seidel, 1964), wurde bei Ansatz der

Versuche besonders darauf geachtet, Verletzungen zu vermeiden. Die Pflanzen
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wurden so an der BelUftungspipette (2.4.2) befestigt, dass Rhizom und Wurzeln
vollstandig unter Wasser und die Blatter ab 1-2 cm oberhalb des Blattansatzes ulber
dem Wasserspiegel lagen
(Abb. 4).

Abb. 4: Probenglas mit Iris pseudacorus, wie in Versuchsansétzen verwendet

2.4.2.2 Untersuchung von Veranderungen des naturlichen
Gemeinschaftsprofils von Bakterioplankton bei Inkubation mit Mentha
aguatica Pflanzen

Die Bestickung von Probengléasern eines Ansatzes mit M. aquatica Pflanzen erfolgte
analog wie fur 1. pseudacorus-Versuche beschrieben (2.4.2.1). Unterschiede
bestanden in der Zahl der verwendeten Individuen, da es bei den teilweise Uber 50 cm
langen Stolonen der Wasserminze unmdéglich war, Einzelpflanzen ohne Verletzung der
Sprosse zu trennen. Es wurden drei bis funf Stolone von 30 bis 50 cm Lange vorsichtig
zusammengefasst und mit Filterwatte an der Belliftungspipette befestigt. Sie wurden so
angeordnet, dass sich alle Wurzeln und submers ausgebildeten Blatter unter und
emers entwickelte Pflanzenteile Uber der Wasseroberflache im Versuchskolben
befanden (Abb. 5).
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Abb. 5: Probenglas mit Mentha aquatica im Versuchsansatz.

Abb. 6: Aufbau mit Probenglasern der Inkubationsansatze von Iris pseudacorus (links,
Mitte) und Mentha aquatica (rechts) und zwei Nullkontrollen im Hintergrund.

2.4.2.3 Untersuchung von Veranderungen des nattrlichen
Gemeinschaftsprofils von Bakterioplankton bei Inkubation von Iris
pseudacorus und Mentha aquatica Pflanzen im Kombinationsansatz

Fur eine Untersuchung des Zusammenwirkens beider Pflanzen auf das
Gemeinschaftsprofil des Bakterioplanktons im Probenwasser wurden Versuche mit
Kombinationsansatzen durchgefiihrt. In jedes Probenglas mit 800 ml Probenwasser
(2.3) wurde eine 30-50 cm lange |. pseudacorus Pflanze mit 7-10 cm langem Rhizom
zusammen mit 3 bis 4 Stolonen von M. aquatica eingebracht. Der Aufbau der Ansatze
erfolgte analog wie fur die I. pseudacorus-Einzelversuche beschrieben (2.4.2.1).
Zuséatzlich zum Kombinationsansatz, wurden Parallelansatze mit je 2 Probengléasern
von |. pseudacorus bzw. M. aquatica einzeln Uber denselben Zeitraum untersucht, um
die Wirkung der verschiedenen Pflanzen und deren Zusammenwirken vergleichen zu
kénnen. Der Ansatz fur die Nullkontrolle war analog wie bei 2.4.2.1 beschrieben.
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Eine Benennung und grobe Beschreibung aller Versuche, welche zur Untersuchung
von Veranderungen des naturlichen Gemeinschaftsprofils von Bakterioplankton bei
Inkubation mit Pflanzen durchgefiihrt wurden, gibt die folgende Ubersichtstabelle
(Tab. 2).

Tab. 2: Uberblick iber die durchgefiihrten Pflanzeninkubationsversuche. Kursiv
gedruckt sind die Entnahmetage des Probenwassers bei Versuchen, in denen steril
aufgewachsene Pflanzen (steril) im Vergleich mit naturlich aufgewachsenen (wild)-
Pflanzen in ihrer Fahigkeit untersucht wurden, die Zusammensetzung der
Bakterioplankton-Gemeinschaft zu beeinflussen. Fett hervorgehoben sind die
Entnahmetage bei Versuchen, bei denen mit konditioniertem Probenwasser im
Anschluss eine Untersuchung potentieller Sekundarmetabolite (2.4.3) durchgefuhrt

wurde. Kombinationsans. = Kombinationsansatz.

Versuch Entnahmetag des Probenwassers Verwendete Pflanzenansatze
Iris 1 23.08.2006 Iris pseudacorus (wild)
Iris & Mentha 1 18.03.2008 I. pseudacorus (wild); Mentha aquatica (wild)
Iris 2 07.07.2008 I. pseudacorus (wild)
Iris 3 30.07.2008 I. pseudacorus (wild)

I. pseudacorus (wild); M. aquatica (wild);
Iris & Mentha 2 09.09.2008

I. pseudacorus (wild) und M. aquatica (wild) (Kombinationsans.)

Iris steril 21.06.2007 l.pseudacorus (wild); I. pseudacorus (steril)

Mentha (steril) 15.01.2008 M. aquatica (wild); M. aquatica (steril)
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2.4.3 Untersuchung von Veranderungen des nattrlichen
Gemeinschaftsprofils von Bakterioplankton durch Inkubation mit
an pflanzlichen Exsudaten angereichertem Probenwasser

(Sekundarmetaboliten-Versuche)

Die Experimente zur Inkubation frisch gewonnenen Probenwassers (PW) mit Pflanzen-
konditioniertem Probenwasser (PKW) (Sekundarmetaboliten-Versuch) wurden jeweils
direkt an einen Versuch zur Untersuchung von Veranderungen in der
Zusammensetzung planktonischer Bakteriengemeinschaften in  Anwesenheit von
Pflanzen (Pflanzenversuch) (2.4.2) angeschlossen. Die Benennung erfolgte unter
Verwendung Namens vom vorausgegangenen Pflanzenversuch durch Anhangen der
Abklrzung ,-SM* (Sekundarmetabolite). Von 800 ml PKW wurden 400 ml zur
vollstdndigen  Filterung bis zur Gewinnung der bakteriellen DNS fir
molekularbiologische Analysen verwendet (siehe Beschreibung unter 2.5). 400 ml des
PKWs wurden nach dem bei 2.5 beschriebenen Vorfiltern (Filterkaskade bis zum 1 pum
Filter) for den Sekundarmetabolitenversuch zum Test der Wirkung potentieller
Sekundarmetabolite steril ISOPORE Membranfilter, Millipore, Billerica USA; Kat. Nr.
GTTP09030; @ 90 mm) filtriert und mit 400 ml frischem Probenwasser (siehe 2.3)
vermischt. Die Probenglaser wurden ohne Pflanze und ohne Filterwatte aber
ansonsten unter den bei 2.4.2 beschriebenen Bedingungen fir 7 Tage (7T) kultiviert.
Pro Ansatz wurden drei Replikate erstellt. Als Nullkontrolle fur die Anreicherung durch
Sekundarmetabolite diente steril filtriertes, unbehandeltes PW 7T aus dem jeweilig
vorausgegangenen Pflanzenversuch, welches ebenso wie das PKW der Pflanzen zu
gleichen Teilen mit frischem Probenwasser vermischt und fiir 7 Tage unter den

genannten Bedingungen (2.4.2) inkubiert wurde.

Die Sekundarmetaboliten-Versuche, welche zur Untersuchung von Verdnderungen
im natlrlichen Gemeinschaftsprofil des Bakterioplanktons bei Inkubation mit an
potentiell antibakteriellen Exsudaten angereichertem PW durchgefiihrt wurden, werden

im Uberblick in Tab. 3 genannt.
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Tab. 3: Uberblick tiber die Versuche zur Beeinflussung planktonischer Bakterien durch
Inkubation mit PKW aus einem vorausgegangenen Pflanzenversuch (siehe
Lverwendetes PKW*).

Entnahmetag des Probenwassers zur
Versuch ] ) Verwendetes PKW
Inkubation mit PKW

Mentha-SM 23.01.2008 Mentha

Iris & Mentha 1-

26.03.2008 Iris & Mentha 1
SM
Iris 2-SM 16.07.2008 Iris 2
Iris & Mentha 2-
19.09.2008 Iris & Mentha 2

SM

2.5 Qualitative und quantitative Analysen des

Bakterioplanktons im Probenwasser

2.5.1 Filterung des Probenwassers

400 ml Probenwasser oder konditionierten Probenwasser (2.4) wurden in einer sterilen
Vakuumfiltereinheit zuerst Uber einen 12 — 15 ym Papierfilter (Sartorius, Gottingen, FT-
3-101-055, @ 50 mm) grob, dann Uber zwei Nitrozellulose Membranen (Whatman
GmbH, Dassel; @ 47 mm) von 3 um (Kat. Nr. 7193-004) und 1 um (Kat. Nr. 7190-004)
fein vorgefiltert. Nachdem auf diese Weise neben grofR3eren Partikeln auch Algen und
andere eukaryotische Einzeller, deren Plastiden 16SDNS enthalten kénnen entfernt
wurden, folgte die Feinfilterung. Fir diese wurden 60 ml des Filtrates tber 0,22 ym
Polykarbonat-Membranen (Osmonics Inc., GE Waters and Process Technologies,
Hgrsholm, Danemark, KO2BP02500; @ 25 mm) zur Gewinnung der bakteriellen DNS
gefiltert. Die anschlieRende Amplifikation ausgewahlter Abschnitte der 16S und der ITS
1 Region (zwischen 16S und 23S rRNS des Gens) des rRNS Gens erfolgte durch
Filter PCR (Kirchmann et al., 2001). Wie in 2.5.3 (molekularbiologische Analyse)
beschrieben wurden die 0,22 ym Membranfilter fur diese, von einer chemischen

Extraktion der DNS unabhangigen Methode, nach dem Filtern sofort mit steriler Schere
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zerteilt und die gewonnenen 8 Segmente einzeln in 0,2 ml Eppendorf-Gefalien bei —

20° C eingefroren.

2.5.2 Praparation und mikroskopische Betrachtung von
Filtersegmenten zur quantitativen Analyse des Bakterioplanktons
aus Inkubationsversuchen von Probenwasser mit Pflanzen

Fur quantitative Analysen des Einflusses von Pflanzen auf die Gemeinschaft
planktonischer Bakterien im Probenwasser wurden 2 — 3 der gewonnenen
Filtersegmente (2.5.1) eingesetzt. Die Filtersegmente wurden vorsichtig in bereits mit
100 pl einer Formaldehyd Losung [3 %] befullte 0,2 ml-Gefal3e eingebracht und tber
Nacht bei 8°C gelagert. Die Farbung der Zellen erfolgte mit SYBRGreen® | (Invitrogen
Molecular Probes, Karlsruhe) mit einer 1:40 Verdiinnung des SYBRGreen® | mit Moviol
als Tragersubstanz und Ascorbinsdure als Antioxidationsmittel (Lunau, 2005; Lunau,
2006). 5 pl der Farbeltsung wurden mittig auf ein Deckglas aufgetropft, und mit diesem
sofort auf ein ebenfalls mittig auf einem Objekttrager platziertes Filterachtel gebracht.
AnschlieRend wurde das Praparat fir 20 min im Kudhlschrank entwickelt. Bei einer
1000- fachen VergrolRerung (Zeiss Axioskop2, Carl Zeiss, Gottingen mit HBO 50
Fluoreszenzlampe, Ag, 450 - 490 nm) wurden die Zellen in etwa 50 (genaue Angaben
in der jeweiligen Beschreibung des Versuchs) Sichtfeldern ausgezéhlt und das

arithmetische Mittel fir jede Probe errechnet.

2.5.3 Amplifikation und gelgestitzte Analyse der DNS fiur qualitative
Analysen des Bakterioplanktons

Fur eine Filter PCR wurde ein Segment der Filtermembran (gewonnen wie bei 2.5.1
beschrieben) in ein GefalR mit 50 pl einer PCR Generalmischung (“mastermix”)
gegeben und dabei darauf geachtet, dass das Segment vollstdndig eingetaucht war.
Die PCR Generalmischung bestand aus 5 pl BSA [1%] (Albumin Fraktion V, Carl Roth,
Karlsruhe), 5 ul MgCl, (25 mM; Fluka, Sigma Aldrich, Steinheim), 2 pul von jedem
Primer (10 uM), 7,5 pl dNTP mix (10 uM von jedem dNTP) 0,2 pl Polymerase (5 U/ul,
TaqgPolymerase BioTherm™, Gene Craft) und 5 pl PCR Puffer (10x). Die Sequenzen

der Primer lauteten wie folgt vorwarts:

5-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCLCGCCCCCGCCCGCLCTACGGGAGG
CAGCAG-3 (mit GC-Klammer), riuckwarts: 5-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3'. Sie

waren erstmals verwendet worden von Muyzer (Muyzer et al., 1993) bzw. Amann

(1992). Ein Fragment von 566 Basenpaaren (bp) wurde mit Hilfe einer Primus
advanced PCR Maschine (Peglab, Erlangen) wie folgt amplifiziert: Denaturierung bei
95°C, 3 min; 37 Zyklen je 30 s, 94°C; dann 54°C je 30 s und 72°C, 1 min sowie einer
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abschliel3enden Verlangerungsphase bei 72°C fur 10 min (,NORM_PCR"). Bevor
dieses Standard Programm verwendet wurde, erfolgte flr Proben aus 3 tagigen (3 T)
Versuchsansatzen (siehe 3.2.1 und 7.2) die Amplifikation durch ein alternatives, als
,TOUCHDWN_PCR* bezeichnetes Programm: Denaturierung bei 95°C, 3 min; 10
Zyklen je 30 s 94°C; dann 65°C annealing Temperatur (Temperatur zur Bindung des
Primers an sein Substrat) je 30s - wobei die annealing Temperatur in jedem Zyklus um
1°C gesenkt wurde (= ,touchdown®). Zum Abschluss jedes Zyklus wurden 1 min lang
72°C gehalten. Nach Abschluss der 10 Zyklen folgen 20 Zyklen mit 94°C je 30s, 55°C
.=annealing® Temperatur je 30s und abschlieRenden 72°C je 1min. Die finale
Verlangerungsphase entsprach der von NORM_PCR. Dieses Programm war weniger
gut als das NORM_PCR Programm zur Analyse von 7 T-Versuchen geeignet und
wurde ab dem 2. 7 T-Versuch ,ris 1“ nicht mehr verwendet. Parallel zu den
beschriebenen unspezifischen eubakteriellen Primern erfolgte die Anwendung von
Primern, die spezifisch an DNS Sequenzen binden, die typisch fur eine
Bakteriengattung mit vielen phytopathogenen Vertretern sind (2.6). DNS der Gattung
Pseudomonas - und innerhalb dieser von Stammen der Art Pseudomonas syringae -
wurde amplifiziert durch das ITS 1 Region-Primerpaar D21-F/D22-R (Manceau, 1997).

Die Sequenzen dieser Primer lauteten: vorwarts:

5-CGCCCGGGGCGCGCCCCCGGCGGCCGGGCGGCGCGCGGGCAGCCGTAGGGGAACCTG

CGG-3" (mit GC-Klammer) und ruckwarts: 5 -TGACTGCCAAGGCATCCACC-3". Die
korrekte Amplifikation von wurde durch Elektrophorese von Amplikons in 1% Agarose
Gel in TAE Puffer (2 M Tris, 1 M Natrium Acetat, 50 mM EDTA, pH 7,4) Gberprift. PCR
Amplikons wurden auf einem 6% (wt/vol) Polyacrylamidgel (Acrylamid/Bisacrylamid,
37,5:1) mit denaturierendem Gradienten von 35-75% (100% enthalten 40% Formamid
und 7 M Harnstoff) in TAE Puffer laufen gelassen. Die Gele (25,4 x 21,0 x 0,75 cm)
wurden mit 35 pl Probe und 12 ul Ladepuffer bestiickt und tGber 18 Stunden bei einer

Spannung von 100 V entwickelt in einer INGENY PhorU-2x2 Gel Kammer (Ingeny
International BV, Niederlande). Eine Mischung von DNS aus 7 verschiedenen
eubakteriellen Isolaten (2 y-Proteobakterien: Vibrio sp. & Pseudoalteromonas sp., 1
Flavobacteriaceae/Salegentibacter (Salegentibacter nodsonii) und 4 Bacillaceae
(Bacillus mycoides, Bacillus sp. YY, Bacillus sp. VANO4, Bacillus sp. TP1) wurden als
PCR Positivkontrolle und als DNS-Standard benutzt. Fir die Amplifikation mit
Pseudomonas- spezifischen Primern wurde analog zum eubakteriellen Standard ein
Pseudomonas- DNS-Standard (auch PCR Positivkontrolle) aus einer DNS Mischung
der 3 im Labor etablierten Pseudomonas Stdmmen erstellt (P. syringae pv. syringae
DSM Nr. 10604 und P. savastanoi pv. phaseolicola DSM Nr. 50287 und P. fluorescens.
(Siehe auch 2.6). Die Farbung der Gele erfolgte in SYBRGreen®| (Invitrogen Molecular
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Probes, Karlsruhe) und die Entfarbung in reinem TAE Puffer. Zur fotografischen
Dokumentation wurde ein Bildgewinnungssystem (Alphalnnotech, San Leandro, CA,

USA) eingesetzt.

2.5.4 Ausschneiden ausgewahlter Banden und Re-Amplifikation der
enthaltenen DNS zur Herstellung von DNS-Sonden und zur
Sequenzanalyse

2.5.4.1 Ausschneiden ausgewahlter Banden, Re — Amplifikation der
enthaltenen DNS und Uberpriifung der DNS-Amplikons

Banden, welche in vielen DGGE Gelen von Proben (2.4) wiederholt zu sehen und die
bei Inkubationsansatzen im konditionierten Wasser im Vergleich zur Nullkontrolle

17

wiederholt deletiert waren (,,wiederkehrende Banden) wurden ausgeschnitten. Die
DNS wurde aus den gewonnenen Gelsticken eluiert, amplifiziert und fir
Untersuchungen verwendet. Ausgeschnitten wurden Banden mittig mit einem sterilen
Skalpell aus einem DGGE Gel und in ein steriles 0,2 ml — Eppendorfgefal? mit 50 pl
PCR Wasser (Ampuwa aqua ad injectabilia, Fresenius, Bad Homburg) transferiert. Die
DNS wurde bei 8°C uber 14 Tage eluiert und anschlieRend ber NORM_PCR (2.5.3)
reamplifiziert. Im Gegensatz zum unter 2.5.3 geschilderten Vorgehen wurde das PCR
Wasser (23,3 pl) durch Banden-Eluat ersetzt. Zur Uberprifung der erfolgreichen
Gewinnung und Reamplifikation von Banden—-DNS fur DNS-Sonden wurden PCR-
Amplikons mit bereits positiv gepruften Amplikons (,Markierenden Proben®, 2.5.4.2)
und dem DNS-Standard (2.5.3) in extra zu diesem Zweck erstellten DGGE Gelen
(welche in derselben, bei 2.5.3 beschriebenen Weise hergestellt und entwickelt
wurden, wie die Gele, aus deren Banden die Amplikons zur Uberpriifung stammten)
Uberprift (Abb. 7). DNS von Banden, deren Position auf Gelen mit den
Bandenpositionen ,markierender Proben“ Ubereinstimmte, wurde wiederum flir die
Herstellung von DNS-Sonden (,markierenden Proben)(2.5.4.2) oder zur

Sequenzierung (2.5.4.3) verwendet.
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Abb. 7: Beispiel eines DGGE Gels zur Uberprifung der Amplikons von aus
ausgeschnittenen Banden reamplifizierter DNS. Im abgebildeten Gel wurden die
korrekten Positionen von Sonden-DNS aus ,wiederkehrenden Banden“ (,Bande 2
LW (2.5.4.2) kontrolliert. ,Markierende Proben® 1, 2, 3 sind bereits Uberprifte DNS-
Sonden (2.5.4.1) fur (in diesem Beispiel) 1: ,Bande 2“ (ll); 2: ,Bande 1“ (I), ,Bande 2
LW (tw); 30 ,tw“. PW OT Proben sind Amplikons aus frisch gefiltertem (0 T inkubiertem)
Probenwasser des GielRwasserteichs verschiedener Tage (2.3) zur Verifikation der
untersuchten Bandenpositionen durch eine Naturprobe. St bezeichnet den DNS-
Standard (2.5.3).

2.5.4.2 Herstellung von DNS-Sonden zur Identifikation wiederkehrender
Banden in Gelen

Uberprifte DNS-Sonden (2.5.4.1) wurden in Gelen zur Analyse der Bandenmuster von
Proben (2.4) als ,markierende Proben® verwendet und auf den Gelbildern als solche
gekennzeichnet. Es wurden auch Mischungen von Uberpriften Amplikons der DNS von
3 wiederkehrenden Banden (vom Autor benannt als ,Bande 1, ,Bande 2° ,tw") in TAE
Puffer als ,markierende Proben“ eingesetzt (Abb. 7). Gele, die zu einem Zeitpunkt er-
stellt wurden, zu dem keine DNS-Sonde der beschriebenen Art zur Verfligung stand,
oder in denen verwendete ,markierende Proben® nicht zur Auspragung kamen wurden
auf den in 2.5.4.1 beschriebenen Gelen zur Uberprifung aufgetragen. Mit den DNS-

Sonden war es nachtréaglich moglich zu prifen, ob in Proben eines Versuches an
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Positionen wiederkehrender Banden tatsachlich Banden ausgebildet wurden, oder ob

die Position nicht mit denen geprifter Marker Gbereinstimmte.

2.5.4.3 Sequenzierung von reamplifizierter DNS aus ausgeschnittenen Banden

Die Konzentration der DNS wurde analog Martens-Habbena und Sass (2006)
bestimmt. Mithilfe eines A-DNS Standards (Invitrogen Molecular Probes, Karlsruhe)
wurde in einer Fluoreszenzmessung mit dem FLUOstar OPTIMA Lesegerat (FLUOstar
OPTIMA, BMG Labtech, Offenburg) nach Anfarben der DNS mit SYBRGreen® |
(Invitrogen Molecular Probes, Karlsruhe) die Menge an DNS in jeder Probe ermittelt.
Hierfir wurde die Dichte der einzelnen Proben mit einer Fluoreszenzlampe mit
Wellenlangen Filter (Ao, = 485) bei A., = 520 nm gemessen und mithilfe des Standards
daraus die Menge und letztendlich die Konzentration der DNS in ng/pl errechnet. Die
DNS-Dichte einzelner Proben wurde darauf unter Nutzung der oben genannten
Wellenlange mit demselben Filter bestimmt. Jede Messung wurde dreimal wiederholt.
DNS sowie SYBRGreen wurden fur die Messungen in TE-Puffer (20 mM Tris, 50 mM
EDTA, pH 8,0) aufgenommen. Die Endkonzentration der DNS in Proben wurde mit TE-
Puffer auf 20 ng/ul eingestellt. Zur Sequenzierung wurden die Proben an SEQLAB
Sequence Laboratories Gottingen GmbH geschickt. Dort erfolgte eine Reinigung der
PCR Produkte mittels Agarosegelelektrophorese, gefolgt von einer halbautomatischen
Sequenzierung nach Sanger et al. (1977). Fur die Sequenzierung wurden Proben der
,Bande 1 und der ,Bande 2“ ausgewahlt. Die erhaltenen Daten wurden mit Hilfe des
BioEdit Sequence Alignment Editors (Copyright ©1997-2005 Tom Hall) in ein alignment
gebracht. Gaps wurden gewertet als ,missmatch®. Aus mehreren Sequenzen mit
Homologien von mehr als 400 bp wurden Konsensus Sequenzen erstellt und mit der

NCBI Eubacteria Datenbank im Netz abgeglichen:

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom tree.cqi).
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2.6 Untersuchung antibakterieller Effekte des PKW von

Iris pseudacorus

Die Untersuchung wurde mit PKW von |. pseudacorus (IKW) und mit der
Probenwasser-Nullkontrolle (PW 7T) des Iris & Mentha 2-Versuchs durchgefihrt. Als
Testkulturen wurden die phytopathogenen Pseudomonaden Pseudomonas syringae
pv. syringae DSM Nr. 10604 und Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola DSM Nr.
50287 eingesetzt. Jeweils 3 Proben der beiden Ansatze (IKW und PW 7T) wurden in je
einer sterilen Schottflasche gesammelt (~ 1200 ml je Ansatz) und Uber 0,22 pm
(Polykarbonatfilter, siehe 2.5.1) steril filtriert. Aus jedem Ansatz wurden 300 ml in einer
sterilen 500 ml- Schottflasche bei leicht gedffnetem Deckel und — 20°C Uber Nacht in
die Tiefkuhltruhe gestellt. Am nachsten Tag wurden Exsudate im Probenwasser durch
Lyophilisation (CHRIST Alpha 1-4, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode) aufkonzentriert. Nachdem das Volumen auf etwa 2 ml eingeengt worden
war, wurde er in 30 ml sterilem H,Opiges: @aufgenommen und die Mischung nochmals
Uber 0,22 um (2.5.1) steril filtriert. Die Testkulturen, mit denen der Biotest durchgefihrt
wurde, wurden aus gefriergetrockneten Kulturen der DSMZ Stamme etabliert. Die
Kultivierung beider Stamme erfolgte im Schittelkolben in DSMZ Medium 1 (,Nutrient
Agar”: 5 g Pepton; 5 g Fleischextrakt pro 1 L Wasser fur Flussigmedium; pH 7,0) bei
30°C im Brutschrank. Es wurden neue Cryokulturen von beiden Stammen erstellt.
Hierzu wurden je 5 ml aus jeder Kultur mit 1 ml 86 % Glycerin verdinnt und bei -80°C

gelagert.

Zum Test auf eine Wachstumshemmung mit dem beschriebenen Exsudat-Konzentrat
(IKW) im Vergleich zu der Nullkontrolle (PW 7T) und einer Positivkontrolle
(Antibiotikum Zeocin [75 pg/ml]) wurden aus den Cryokulturen wachsende Kulturen
etabliert. Inkubation von je 3 Kulturen beider Bakterienstdmme erfolgte fur 48 h bei
30°C unter kontinuierlichem Schutteln in 50 ml DSMZ Medium 1. Vor Versuchsstart
wurde die optische Dichte jeder Kultur auf 0,6 eingestellt (OD bei 600 nm). Aus jeder
Kultur wurden 4 ml entnommen und pelletiert (42.000 g (Rotor A 20.1) 22 min; 40°C;
Avanti J-25; Beckman Coulter, Inc.; USA). Die verdichteten Zellen wurden gewaschen
und fur Ansatze in 4 ml des jeweiligen Substrates (IKW, PW 7T, Antibiotikum)
wiederaufgenommen. Als Antibiotikum zur Positivkontrolle der Wachstumshemmung
wurde Zeocin (Invivogen, Tolouse, Frankreich) in Probenwasserkonzentrat (PW 7T) mit
einer Endkonzentration von 75 pg/ml verwendet. Nach Inkubation von weiteren 48 h
unter den oben geschilderten Bedingungen in 50 ml Erlenmeyerkolben wurde die

Dichte der Proben aus den Ansatzen in dem bei 2.5.4.3 beschriebenen
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Fluoreszenzspektrometer (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech, Offenburg) gemessen.
Je 150 pl in den Konzentrationen 1:1; 1:10; 1:100 aus 3 Kulturen wurden pro Ansatz
eines Stammes in schwarze ,96-well* Mikrotiterplatten (Greiner Bio-One, Essen)
pipettiert. Die Farbung der Bakterienzellen erfolgte durch jeweilige Zugabe von 50 pl
des Fluoreszenzfarbstoffes SYBRGreen® | (Invitrogen Molecular Probes, Karlsruhe)
[Endkonzentration: 1x] in TE-Puffer (20 mM Tris, 50 mM EDTA, pH: 8,0). Die Dichte
der Kulturen in den einzelnen Vertiefungen (,wells“) wurde mit einer Fluoreszenzlampe
mit Wellenlangen Filter (L., = 485) bei A., = 520 nm gemessen. Jede Messung wurde
dreimal wiederholt. Die Mittelwerte aus 3 Messungen von 3 Kulturen (Replikaten)
abziglich der Nullkontrolle wurden bestimmt und die Werte durch Vergleich mit den

1:10 und 1:100 Verdiinnungen jedes Ansatzes verifiziert.

2.7 Statistische Analyse

Fur die Analyse der Banden in DGGE Gelen wurde aus Bandenmustern verschiedener
Proben eines Geles eine Boole sche Matrix (bestehend aus O fur Bande fehlt und 1 fur
Bande vorhanden in der betreffenden Spur) erstellt. Mit dem Programm PRIMER-E
Version 5 (PRIMER-E Ltd, Plymouth, England) wurden die Daten statistisch
ausgewertet. Hierflr wurde eine Bray-Curtis Clusteranalyse mit Transformation Uber
die Quadratwurzel durchgefuhrt. Mithilfe der Clusteranalyse wurden Dendrogramme
erstellt, welche die Ahnlichkeiten im Bandenmuster visualisierten. Eine einseitige
Analyse der Ahnlichkeit (Analysis of Similarity bezeichnet als ANOSIM) gab Auskunft
Uber die statistische Signifikanz der Clusteranalyse. Die Normalverteilung von Proben
des Biotests wurde mit Hilfe von Shapiro-Wilk’'s W-Test Uberprift. Die Nullhypothese
fur die Ubereinstimmung von Ergebnissen der Filterauszahlung (2.5.2) wurde mit dem

Student’s t-Test flr unabhangige Variablen getestet.
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3 Ergebnisse

3.1 Saisonaler Wandel der Zusammensetzung der
Gemeinschaft planktonischer Bakterien in
unbehandeltem Teichwasser

Die zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Verlauf des Jahres 2008 gezogenen Proben
des Probenwassers zeigten variable Bandenmuster (Abb. 8), die vom Jahresverlauf
abhangig waren. Es bildeten sich in Bezug auf Ubereinstimmungen im Bandenmuster
3 dominante cluster (Gruppen) aus (Abb. 9). Die Juni-Probe bildete dabei eine von den
Proben anderer Sammelzeitpunkte isolierte Gruppe und stimmte im Bandenmuster mit
den anderen nur zu 42 % Uberein. Die anderen beiden Gruppen, welche sich aufgrund
von relativen Ubereinstimmungen im Bandenmuster von 66 %, bzw. 65 % gebildet
hatten bestanden aus den im Mai, Oktober, Dezember- bzw. den im September, Juli
gezogenen GieRwasserproben. Im Untersuchungszeitraum variierte die Anzahl der in
Probenwasserproben ausgebildeten Gelbanden von 9 (im Mai) bis 13 (im Juli).
Aufgrund von Ubereinstimmungen im Schmelzverhalten bildeten sich 2 Banden in allen
Proben an derselben Stelle. Dies wurde mithilfe der markierenden Sonden (siehe
Abschnitt 2.5.4.2), die in allen Gelen zum Einsatz kamen, verifiziert (Abb. 7). Die
beiden Banden werden im Folgenden als ,Bande 2“ und ,tw“ bezeichnet. Zum
Vergleich von bakteriellen Gemeinschaftsprofilen durch Similaritatsanalyse (ANOSIM)
wurden insgesamt 22 Bandenpositionen verwendet. Die Analyse resultierte in einem
pauschalen

R-Wert von 1,0 bei einem Signifikanzintervall von 0,1 %.
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Abb. 8: Bandenmuster der amplifizierten 16S rDNS von Proben im untersuchten
Teich, welche aus Wasserproben stammt, die zu verschiedenen Monaten des Jahres
2008 genommen wurden. Benennung erfolgte nach Sammelmonat (z. B. 12 fir
Sammelmonat Dezember usw.). St bezeichnet eine Mischung eubakterieller DNS
Isolate, die als Marker und als Positivkontrolle der PCR diente. Markierende Proben
zeigen Positionen wiederkehrender Banden in diesem Gel fir die ,Bande 1“ (I im Bild),
.B8ande 2“ (Il) und ,tw".
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Abb. 9: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des
Probenwasser2008-Gels (Abb. 8). Proben wurden nach Sammelmonat benannt (z. B.
12 fuar Monat Dezember usw.). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen

Ubereinstimmung fiir die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent.

3.2 Qualitative und quantitative Charakterisierung von
Bakterioplankton in Inkubationsansatzen von
Teichwasser mit Iris pseudacorus und Mentha aquatica

3.2.1 Qualitative Charakterisierung des Bakterioplanktons in
Inkubationsansatzen von Teichwasser mit wild aufgewachsenen
Pflanzen im Jahresverlauf

Insgesamt zeigten sich bei allen Probenwasserteich-Proben, welche tber 7 Tage (7T)
mit potentiell antimikrobiellen Sekundarmetaboliten in Anwesenheit von Wildpflanzen®
der untersuchten aquatischen Makrophyten Iris pseudacorus und Mentha aquatica
inkubiert wurden, eindeutige Veranderungen im Bandenmuster gegenuber der
Nullkontrolle aus unbehandelt Gber 7T inkubierten Probenwasserteich-Proben. Die
Zahl der Banden, welche im Vergleich zur Nullkontrolle in mit Pflanzen inkubierten
Proben nicht ausgebildet wurden, war jedoch stark abh&ngig von der Zahl insgesamt
im unbehandelten Probenwasser vorhandener Banden. Diese Zahl war bei dem
gewahlten Versuchsteich im Laufe des Projektzeitraums von 3 Jahren saisonal variabel

und schwankte von 15 Banden in Wasserproben der Monate Januar (Abb. 10) und
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August (Abb. 19) bis zu 2 ausgebildeten Banden in Proben des Monats Marz (Abb. 12).
Dennoch waren in jedem der durchgefihrten Versuche mit Pflanzen der Arten 1.
pseudacorus und M. aquatica in Inkubationsansétzen Banden, welche in Proben der
Nullkontrolle ausgebildet waren, nicht vorhanden. Die Konzentration der betreffenden
DNS war in den Ansatzen so stark reduziert, dass es auch nach der PCR nicht méglich
war diese nachzuweisen. Im Folgenden wird das Verschwinden von Banden in
Probenansatzen im Vergleich zur Nullkontrolle auch als ,Bandendeletion bezeichnet.
Die Zahl insgesamt ausgebildeter Banden war in den Proben des unbehandelten
Probenwassers nicht immer grof3er, als in den Proben der Inkubationsansatze mit
Pflanzen. In den meisten Versuchen entstanden zusatzliche Banden im mit Exsudaten
von Iris pseudacorus und Mentha aquatica angereicherten Probenwasser. Drei mithilfe
der beschriebenen ,markierenden Proben“ (2.5.4.2) in allen Versuchen verfolgte
Banden wurden in den meisten der unbehandelten Probenwasserproben
nachgewiesen. Ihr Erscheinen bzw. ihre Deletion wurde in mit Pflanzen tber 7 Tage
inkubiertem Probenwasser untersucht. Es zeigte sich, dass eine — mit dem Namen
,Bande 1“ benannte - Bande in allen Versuchen in Anwesenheit von Pflanzen deletiert
wurde, wenn sie im in diesem Versuch eingesetzten unbehandelten Teichwasser
ausgebildet war. Die in 4 von 6 Experimenten in Proben der Probenwasser-
Nullkontrolle sichtbare ,Bande 2“ wurde von Iris pseudacorus in Inkubationsansétzen
immer, von Mentha aquatica jedoch nie deletiert. Dies wurde insbesondere bei
Versuchen mit Inkubationsansétzen beider Pflanzenarten im Vergleich und im
Vergleich zur Nullkontrolle deutlich (Abb. 17). Die dritte verfolgte Bande, die ,tw Bande®
war im 7 Tage alten unbehandelten Teichwasser deutlich seltener sichtbar, als im
frisch nach Probennahme gefilterten Probenwasser. Diese Bande wurde durch die
Anwesenheit von Pflanzen im Probenwasser nicht beeinflusst. Der pH Wert und der
Gehalt an geltsten Stickstoff (Nitrat, Nitrit)- und Phosphor (Phosphat)-Verbindungen im
Wasser blieben tGber die Dauer der Inkubationsversuche mit Pflanzen stabil (pH 6,5 - 7;
NO; < 5; NO,< 0,1; PO,* < 0,5; siehe 7.1). Es waren anhand der angegebenen N-
und P-Verbindungen keine Anzeichen von Na&hrstoffzehrung beobachtbar. Der
Testversuch mit M. aquatica zur Erhéhung der l6slichen Nahrsalze im Probenwasser
durch Dingung (trotz 5 x unter der vom Hersteller empfohlenen Konzentration) (siehe
2.4.2) fuhrte nicht zu einem deutlichen Unterschied der gedingten zu den
ungedingten Proben (7.2). Da zudem die Vorfiterung des Wassers dieser
Vorversuche aufgrund verstarkten Algenwuchses dreimal so lange dauerte, wie bei

den Versuchen ohne Diingereinsatz, wodurch die Kontaminationsgefahr durch DNS

Wie unter 2.1 zur Pflanzenkultivierung beschrieben, wurden ,Wildpflanzen® der
Akklimatisierungskultur fir gereinigte Wildpflanzen enthommen, wahrend ,Sterilpflanzen“ aus
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der Algen-Plastiden unverhaltnismafig stark stieg wurde auf eine kinstliche Gabe von
N- und P- Nahrsalzen in den Anséatzen verzichtet. Die Inkubationszeit von 7T fur
Versuche hat sich bewahrt, um Veranderungen im Bandenmuster des Probenwasser-
Bakterioplankton in Inkubationsansatzen mit |. pseudacorus bzw. M. aquatica zu
beobachten. In Versuchen mit Inkubationszeiten von 3 Tagen ergaben sich in den
Proben von mit Pflanzen inkubiertem Probenwasser gegeniber der Nullkontrolle (PW

3T) keine Veranderungen im Bandenmuster (7.2).

Iris 1 (Entnahme des Probenwassers: 08/2006)

Im DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Versuchs waren in
Proben des unbehandelten 7T-Probenwassers (PW), der Nullkontrolle fir das durch
Inkubation mit I. pseudacorus behandelte Probenwasser, 15 Banden sichtbar. Im durch
Inkubation mit |I. pseudacorus konditionierten Probenwasser (IKW) zeigten sich
Veréanderungen im Bandenmuster gegeniber der Nullkontrolle (Abb. 10). Die ,Bande
1 ist eine von 6 in IKW Proben im Gegensatz zur Nullkontrolle nicht vorhandenen
Banden. Alle in folgenden Gelen verwendeten ,Bande 1°“- Marker gehen auf die aus
dem DGGE Gel dieses Versuches (Iris 1) ausgeschnittene und reamplifizierte Bande

zurlick (gemaf dem in 2.5.4.1 beschriebenen Verfahren).

sterilisierten Samen unter sterilen Wuchsbedingungen herangezogen wurden.
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Anzahl Bd. (PW7T): 15
Anzahl Bd. (IKW): 15
Banden-Muster [%]* 38
Banden Neu in IKW>; 6

Banden Deletiert in

6
IKW?:
Ja/Nein
L,Bande 1 in PW/IKW:
Nein/Nein

,Bande 2“ in PW/IKW:

Abb. 10: DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris 1-Versuchs.
PW 7T bezeichnet Proben der Probenwasser-Nullkontrolle; Iris 7T sind die Proben des
mit |. pseudacorus inkubierten Probenwassers. St bezeichnet den DNS-Standard.
Pfeile (=) kennzeichnen Banden, welche in Proben des IKW im Gegensatz zu denen
des unbehandelten Probenwassers (PW 7T) nicht ausgebildet wurden. ,** markiert im
Gegensatz zur Nullkontrolle neu gebildete Banden. ,#* neben dem Pfeil kennzeichnet
die danebenstehende, im lIris-Ansatz deletierte Bande als wiederkehrende, durch

,markierende Proben® verfolgte Bande (Hier ,Bande 1%).

Aufgrund der geringen Zahl verglichener Ansatze, resultierte die ANOSIM in einem
allgemeinen R-Wert von 1 und einem Signifikanzintervall von 10% und war damit
statistisch nicht relevant. Dennoch wird das Dendrogramm gezeigt, um die in den
Gelbildern vorhandenen Unterschiede im Bandenmuster Ubersichtlich darzustellen
(Abb. 11).

? Relative Ubereinstimmung der Bandenmuster in PW und IKW in Prozent

% Im Vergleich zu Proben des unbehandelten Probenwassers in Proben des IKW neu

entstandene, bzw. deletierte Banden.
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Abb. 11: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des
Iris 1-Gels (Abb. 10). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen Ubereinstimmung fir

die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent.

Iris & Mentha 1 (Entnahme des Probenwassers: 03/2008)

Im DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris & Mentha 1-
Versuchs bildeten sich in der Nullkontrolle (PW 7T) 2 Banden aus. Im durch Inkubation
mit Pflanzen konditionierten Probenwasser (PKW) wurde im Ansatz mit M. aquatica
(MKW) eine dieser Banden, im Inkubationsansatz mit |. pseudacorus (IKW) wurden
beide Banden deletiert (Abb. 12). Innerhalb eines Wiederholungslaufs von Proben aus
den PW 7T und Iris 7T Ansétzen des Iris & Mentha 1-Versuchs wurde gezeigt, dass
die oberste der deletierten Banden nicht der ,Bande 1“ aus Iris 1 entsprach (siehe 7.4
a). Die zweite, deutliche Bande, welche im Vergleich zum unbehandelten Giesswasser
im IKW fehlte, wurde ausgeschnitten. Die daraus eluierte DNS wurde nach

Reamplifikation in spateren Gelen als Marker eingesetzt und als ,Bande 2 bezeichnet.
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{ PW 7T . Iris 71 L Mentha 7T 4 wris Mentha
Banden im PW 7T: 2 2
Banden im PKW: 0 1
Ubereinstimmung [%]: 0 61
Neu in PKW: 0 0
Deletiert in PKW: 2 1

,Bande 1“in PW/PKW: Nein/Nein Nein/Nein
,Bande 2“in PW/PKW: Ja/Nein JalJa

Abb. 12: DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris & Mentha-1
Versuchs. Die durch Doppelpfeil (,——%) gekennzeichnete Bande erschien in keinem
der beiden Pflanzen- Inkubationsansatze (Iris 7T, Mentha 7T) im Gegensatz zur
unbehandelten Kontrolle (PW 7T). Die durch ,#lris—=*“ kenntlich gemachte Bande wurde
nur im Iris-Ansatz ausgeschaltet. Das ,#“ kennzeichnet sie als wiederkehrende Bande
(hier ,Bande 2).

Die Analyse der relativen Ubereinstimmung von Bandenmustern in diesem Versuch

ergab ein Signifikanzintervall von 10 % und einen pauschalen R-Wert von 1.

Iris 2 (Entnahme des Probenwassers: 07/2008)

Im DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris 2-Versuchs kamen in
der Nullkontrolle (PW 7T) 8 Banden vor (Abb. 13). Die erste der Banden fehlte in allen
6 Proben aus dem IKW-Ansatz im Vergleich zur Nullkontrolle. Durch einen
wiederholten Gellauf der PW 7T Proben dieses Ansatzes mit ,markierenden Proben®
(2.5.4.2) wurde die Ubereinstimmung der im IKW deletierten Bande mit der
wiederkehrenden ,Bande 1 aus dem Iris 1-Versuch verifiziert (7.4 b). In Gegenwart



53

von |. pseudacorus-Pflanzen kam es demnach in diesem Versuch zur Deletion der
,Bande 1“.

Iris 7T 1

Banden im PW 7T: 8
Banden im IKW: 6
Ubereinstimmung [%)]: 64
Neu in IKW: 1
Deletiert in IKW: 3
,Bande 1“ in PW/IKW: Ja/Nein
,Bande 2“ in TW/IKW: Nein/Nein

Abb. 13: DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris 2-Versuchs. Mit
S wurde die mit der wiederkehrenden ,Bande 1“ Ubereinstimmende Bande
gekennzeichnet. Mit ,** wurde eine Bande als spezifisch fur Proben des PKW (hier
IKW) bezeichnet. ,»“ kennzeichnet Banden, die in Proben aus dem Iris-
Inkubationsansatz im Gegensatz zum unbehandelten TW nicht zu sehen sind.
Aufgrund der Verzerrung im Gelbild wurden die Pfeile der schrdg abgebildeten Banden

der Richtung der Bande die sie markieren angeglichen.

Die Analyse der relativen Ubereinstimmung von Bandenmustern ergab in diesem
Versuch ein Signifikanzintervall von 1 % und einen pauschalen R-Wert von 1,2. Die
relative Ubereinstimmung zwischen den 3 PW 7T und den IKW- Proben betrug 84 %
(relativer Unterschied: 16 %). Die Bandenmuster der Proben 1, 2, 3 und 4, 5, 6 des
IKW stimmten untereinander jeweils zu mindestens 92 % bzw. 91 %, insgesamt aber
zu 88 % relativ Uberein (relativer Unterschied: 12 %) (Abb. 14).
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Abb. 14: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des

Iris 2-Gels (Abb. 13). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen Ubereinstimmung fir
die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent.

Iris 3 (Entnahme des Probenwassers:07/2008)

Im DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris 3-Versuchs waren 13
Banden in der Nullkontrolle (PW 7T) erkennbar (Abb. 15). Durch direkt auf das Gel
aufgetragene ,markierende Proben“ (2.5.4.2) war die Identifikation wiederkehrender
Banden im Versuch mdglich. Beim Vergleich des unbehandelten 7 Tage alten
Probenwassers (PW 7T) mit 2 Proben des am Tag der Probennahme frisch gefilterten
Probenwassers (PW 0T) zeigte sich ein Alterungseffekt. Die Proben aus dem frisch
gefilterten PW wiesen auf dem Gel 3 Banden mehr auf, als die Nullkontrolle. Darunter

war auch die ,tw*“ Bande (aufgrund geringerer Intensitat als in der ,markierenden
Probe“ schwer auf dem gedruckten Bild zu erkennen).
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PWOT PW7T Iris 7T "Markierende
1 2 1 2 1 2 St Proben"
Banden im PW 7T: 13
Banden im IKW: 11
Ubereinstimmung [%)]: 23
Neu in IKW: 4
Deletiert in IKW: 6
L,Bande 1 in PW/IKW: Ja/Nein
,Bande 2“ in PW/IKW: Ja/Nein

Abb. 15: DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris 3-Versuchs. Im
Vergleich zur Nullkontrolle in Proben aus IKW-Ansatzen zusatzlich entstandene
Banden wurden durch das Symbol ,** gekennzeichnet. Das Symbol ,—~“ weist auf
Banden, welche in Proben aus IKW im Vergleich zu Proben aus PW 7T fehlten.
,wiederkehrende Banden“ wurden zusatzlich durch ein Kreuz ,#“markiert. ,Markierende
Proben® zeigen die Positionen der wiederkehrenden Banden ,Bande 1 (l), ,Bande 2“
(1), ,tw* (tw) an.

Die Analyse der relativen Ubereinstimmung von Bandenmustern ergab einen
pauschalen R-Wert von 1 und ein Signifikanzintervall von 6,7 %. Im Vergleich der
Proben aller Ansétze aus unbehandeltem Probenwasser (PW OT und PW 7T) mit
denen aus Ansatzen von IKW ergab sich eine relative Ubereinstimmung der
Bandenmuster von 23 % (Abb. 16). Zur Analyse der relativen Ahnlichkeit von
Bandenmustern wurden die Proben aus dem frisch gefilterten Teichwasser mit
einbezogen, um den durch den Alterungseffekt entstandenen Unterschied zwischen
PW 7T und PW OT Proben zu erfassen.
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Abb. 16: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des

Ubereinstimmung [%)]

100+

Iris1
Iris2
PW1 —

o™
z
o

PWO1
PW02

Iris 3-Gels (Abb. 15). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen Ubereinstimmung fir
die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent.

Iris & Mentha 2 (Entnahme des Probenwassers: 09/2008)

Vor dem zweiten Versuch zum Test der Auswirkung der Pflanzen-Inkubation des
Bakterioplanktons im Probenwasser mit beiden Pflanzenarten wurde mittels DGGE
sichergestellt, dass die planktonische Bakteriengemeinschaft des untersuchten Teichs
mehr als 2 Banden ausbildete (Vgl. Iris & Mentha 1, Abb. 12). Im PW 7T waren 8
Banden zu sehen (Abb. 17). Alle Positionen wiederkehrender Banden wurden durch
»,markierende Proben“ (2.5.4.2) im PW 7 T des Versuchs gekennzeichnet. Die ,Bande
2“ des PW 7T war von den 3 verschiedenen Pflanzenansatzen (,lris“-, “Mentha“-
Einzelansatze und ,Iris + Mentha“- Kombinationsansatz mit beiden Pflanzen in einem
Inkubationsglas) ausschlieRlich im ,Mentha“-Einzelansatz zu sehen. In diesem Versuch
wurde die Bande nur in Anwesenheit von |. pseudacorus- Pflanzen deletiert. Eine
weitere Bande war ebenso wie die ,Bande 2“ nur in Anwesenheit einer I. pseudacorus-
Pflanze im Ansatz (,Iris“, ,lris + Mentha) deletiert, gehérte aber nicht zu den

wiederkehrenden Banden. Die 3 PW OT Proben stimmten im Bandenmuster Uberein.
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Beim Vergleich der 7T und OT alten Probenwasserproben war ein Unterschied in der

Bandenverteilung sichtbar.

Banden im PW 7T:

Banden im PKW:
Ubereinstimmung [%]:
Neu in PKW:

Deletiert in PKW:

,Bande 1“ in PW/PKW:

L,Bande 2“ in PW/PKW:

4

Iris* Mentha*

8 8

3 3

7,5 25

1 0°

6 5
Ja/Nein Ja/Nein
Ja/Nein Ja/ja’

Zusammengefasst sind Daten von Pflanzen-Ansatzen, in denen |. pseudacorus bzw.

M.aquatica sowohl in Einzelansatzen, als auch im gemeinsamen Ansatz ,Iris & Mentha“
(Kombinationsansatz) im Probenwasser inkubiert wurden.

® Die Bande war im Kombinationsansatz beider Pflanzen LIris & Mentha“ zu sehen, im ,Mentha“-

Einzelansatz jedoch nicht.

® Zur Deletion dieser Bande kam es nur, wenn I. pseudacorus im Ansatz anwesend war. Im
.Mentha“- Einzelansatz ist die Bande zu sehen, im ,Iris & Mentha“- Ansatz hingegen nicht.
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Abb. 17: DGGE Profil der amplifizierten 16SrDNS von Proben des
Iris & Mentha 2-Versuchs. Drei Pfeile (,»—>—") markieren Banden, welche in allen 3
Inkubationsanséatzen mit Pflanzen deletiert wurden. Erfolgte die Deletion nur in
manchen der Ansatze, so wurde dies durch Namenskirzel neben dem Pfeil
angegeben (,Iris, Iris + Mentha -, ,Mentha —*). ,Markierende Proben“ kennzeichnen
die Lage von ,Bande 1“ (I) und ,Bande 2“ (II) sowie die der ,tw“ Bande. Waren in PKW-
Proben deletierte Banden ,wiederkehrende Banden®, wurden sie durch ein zusétzliches
L4 vor dem Pfeil gekennzeichnet. St bezeichnet den DNS-Standard. Eine spezifisch in
Pflanzenansatzen sichtbare Bande wurde durch das Symbol ,** markiert, rechts neben

diesem stehen die Namen der Anséatze auf die das Vorkommen der Bande beschrankt
war.

Bei der statistischen Auswertung des abgebildeten Gels (Abb. 17) wurde ein
pauschaler R-Wert von 1 bei einer statistischen Signifikanz von 0,1 % errechnet. Fur
die Erstellung der dem Dendrogramm zu Grunde liegenden Similaritatsmatrix wurden
die Werte des Bandenmusters der 3. ,Iris + Mentha“- Spur nicht mit einbezogen. Beim
Vergleich der PW 7T- und der PW OT- Proben zeigte sich ein Unterschied von 30 % im
Bandenmuster (Vgl. 24 % in Abb. 16, Iris 3-Versuch).
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Abb. 18: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des
Iris & Mentha 2-Gels (Abb. 17). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen
Ubereinstimmung fiir die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent. PW 0 entspricht
PW OT, PW entspricht PW 7T. I+M bezeichnet Proben des Ansatzes ,Iris + Mentha®.
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Mentha (Entnahme des Probenwassers: 01/2008)

Anmerkung: Aus dem Gel des Versuchs wird der Teil mit den Proben aus M. aquatica-
Inkubation von Probenwasser gezeigt, welcher durch wild aufgewachsene Mentha-
Pflanzen gewonnenen wurde. Die Analyse des Gesamtgels inklusive des durch
Inkubation mit steril aufgewachsenen M. aquatica- Pflanzen gewonnenen MKW folgt in
Abschnitt 3.4.

Im DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Mentha-Versuchs waren
15 Banden im PW 7T sichtbar (Abb. 19). Die PW OT Probe war in einem separaten Gel
fur Probenwasserproben mit markierenden Banden geprift worden (7.4 c¢) und diente
im vorliegenden Versuch als ,Markierende Probe® fir die Banden ,Bande 1, ,Bande 2*
und ,tw* (2.5.4.2). Die ,tw“ Bande kam im Mentha-Versuch nur im PW OT und in keiner
der PW 7T- Proben vor. Die ,Bande 2“ war im PW (0T und 7T) ausgebildet und wurde
in keinem der Ansétze mit M. aquatica- Pflanzen deletiert. Die ,Bande 1“ kam nicht vor.

Mentha 7T

Banden im PW 7T: 15
Banden im MKW: 14
Ubereinstimmung [%]: 74
Neu in MKW: 3
Deletiert in MKW: 4
,Bande 1" in PW/MKW: Nein/Nein
,Bande 2“in PW/MKW: JalJa

Abb. 19: Ausschnitt des DGGE Profils der amplifizierten 16S rDNS von Proben des
Mentha-Versuchs. Banden, welche in Proben des ,Mentha“- Ansatzes ausgeschaltet
wurden, sind durch Pfeile ,—»“ gekennzeichnet. Das Symbol ,** bezeichnet
ausschlieBlich in Proben des Mentha Ansatzes vorkommende Banden. PW OT diente
als Marker fur die Banden ,Bande 1%(l), ,Bande 2“(Il) und ,tw“. St ist der DNS-

Standard.
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Die Analyse der relativen Ubereinstimmung von Bandenmustern ergab einen
pauschalen R-Wert von 1 bei einer statistischen Signifikanz von 0,2 %. In der
Clusteranalyse stimmte das Bandenmuster von PW (7T) mit Proben des ,Mentha“-
Ansatzes zu 74 % Uberein (Abb. 20). Proben gleicher Ansatze zeigten eine relative

Ahnlichkeit der Bandenmuster von mindestens 94 %.
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Abb. 20: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des
Mentha-Gels (Abb. 19). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen Ubereinstimmung fiir
die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent. MW bezeichnet MKW, PW steht fir
PW 7T.

Die Daten der Inkubationsexperimente in Anwesenheit von Pflanzen lassen eine
geringfligig groRere antibakterielle Effektivitat der Ansdtze mit |. pseudacorus
(Deletierte Banden als Anteil der im PW vorhandenen Banden [%)]) erkennen. Relative
Ubereinstimmungen von: Minimum: 38 % (Iris 2); Maximum: 100 % (Iris & Mentha 1)
gegenuber den Ansatzen mit M. aquatica, (Deletierte Banden als Anteil der im PW
vorhandenen Banden [%]) bei denen das Minimum 27 % (Mentha) und das Maximum
63 % (Iris & Mentha 2) betrug (Tab. 4).
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Tab. 4: Uberblick liber ausgebildete Banden in siebentagigen Ko-Inkubationsversuchen

mit Bakterioplankton aus Probenwasser und natirlich aufgewachsenen Pflanzen.

Tab. 4 a (Banden in Versuchen mit Iris pseudacorus)

Banden im PW
Banden im IKW
Ubereinstimmung [%]
Neu in IKW
Deletiert in IKW

Del. [%] (Del/Banden
im PW)

,Bande 1“ in PW/IKW

,Bande 2“ in PW/IKW

Tab. 4 b (Banden in Versuchen mit Mentha aquatica)

Banden im PW
Banden im MKW
Ubereinstimmung [%]
Neu in MKW
Deletiert in MKW

Del. [%] (Del/Banden
im PW)

,Bande 1“ in PW/MKW

,Bande 2“ in PW/MKW

Iris 1 Iris & Mentha 1 Iris 2 Iris 3 Iris & Mentha 2
15 8 13 8
15 6 11 3
38 64 23 7,5
6 1 4 1
6 3 6 6
40 38 46 75

Ja/Nein Nein/Nein Ja/Nein Ja/Nein Ja/Nein
Nein/Nein Nein/Nein Ja/Nein Ja/Nein
Iris & Mentha 1 Iris & Mentha 2 Mentha

2 8 15
1 3 14
61 25 74
0 0 3
1 5 4
50 63 27
Nein/Nein Ja/Nein Nein/Nein
JalJa JalJa JalJa
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3.2.2 Zelldichte in Proben von Bakterioplankton des Probenwassers

bei Inkubation mit wild aufgewachsenen I. pseudacorus Pflanzen

Zusatzlich zum beschriebenen qualitativen Einfluss von Iris pseudacorus Pflanzen auf
die Zusammensetzung der Gemeinschaft planktonischer Bakterien im Probenwasser
zeigte die Auszahlung der Zellzahl auf den aus Iris 1 gewonnenen 0,22 um Filtern eine
signifikante Abnahme der Dichte der Bakterien (p” < 0,05, Student’s t-Test) (Abb. 21).

Zahl planktonischer Bakterien* m*10¢

I

PwW Iris (7T}

Abb. 21: Mittlere Bakterienzahl im Probenwasser eines 7T Inkubationsversuchs mit Iris.
Dargestellt ist das arithmetische Mittel von den 3 Proben des PW- und des lIris 7T-
Ansatzes. Fir jede Probe wurde der Mittelwert einer Auszahlung von jeweils 53

Sichtfeldern bei 1000x VergréRerung gebildet.

3.3Veranderungen im Gemeinschaftsprofil des
Bakterioplanktons durch Inkubation des Probenwassers

mit von Pflanzen konditioniertem Probenwasser

Bei der Inkubation mit durch Pflanzen konditioniertem Probenwasser (PKW) veranderte
sich das Bandenprofil in Proben des Bakterioplanktons im PW im Vergleich zu dem
von Proben des Bakterioplanktons in der Nullkontrolle (mit PW 7T inkubiertem PW).
Vergleichbar den Versuchen in Anwesenheit der Pflanzen (3.2) kam es auch bei der
Inkubation des Probenwassers mit PKW sowohl zu Deletionen von Banden, als auch
zu Neubildungen im Vergleich zur Nullkontrolle. Dies galt fur Inkubationsversuche mit
PKW von Iris pseudacorus (IKW) wie auch fir solche in denen durch Inkubation mit
Mentha aquatica gewonnenes PKW (MKW) verwendet wurde. Die Verfolgung der
,B8ande 1 und der ,Bande 2“ mit ,markierenden Proben“ (2.5.4.2) fihrte zu dem
Ergebnis, dass diese beiden wiederkehrenden Banden in keinem der PKW-
Inkubationsversuche in Abwesenheit von Pflanzen deletiert wurden. Das traf auch
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dann zu, wenn es im vorausgegangenen Pflanzenversuch, also in Anwesenheit der
Pflanze zu einer Deletion gekommen war (siehe Tab. 4). Die Gesamtzahl ausgepréagter
Banden im mit PW 7T- und im Vergleich dazu im mit PKW- inkubierten Probenwasser
(PKW-W) wird im Folgenden wiedergegeben. Die Nullkontrolle bestehend aus mit PW
7T inkubiertem frischen Probenwasser wird weiterhin als PW 7T bezeichnet.

Iris & Mentha 1 - SM (Frisches Probenwasser entnommen:
03/2008)

Im DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris & Mentha 1 —
SM-Versuchs (Abb. 22) trat in Proben aus der Nullkontrolle (PW 7T) eine Bande
weniger auf, als in Proben der Nullkontrolle des vorrausgegangenen
Iris & Mentha 1 — Pflanzenansatzes (Abb. 23). In Proben des PW 7T- Ansatzes
kam es wie in allen Proben beider Ansdtze von mit PKW inkubiertem
Probenwasser zur Ausbildung einer einzigen Bande. Als ,Markierende Proben*
aufgetragene Proben des vorausgegangenen Pflanzenversuchs Iris & Mentha
1 zeigten die Ubereinstimmung der Position dieser Bande mit der von ,Bande
2“. Daraus wurde ersichtlich, dass ,Bande 2 des PW 7T bei Koinkubation mit
PKW des Iris & Mentha 1-Versuchs nicht deletiert wurde. Probe 3 des PW 7T
bildete im Gel nicht wie Probe 1 bzw. 2 eine Bande aus. TW- Proben 1 und 2
stimmten im Bandenmuster mit Proben des Ansatzes PKW- inkubierten

Probenwassers zu 100% Uberein.
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d Proben Sek. Metaboliten Versuch Iris& Mentha 1-SM ) "Markierende Proben" aus {
iy Iris & Mentha 1
N PW 7T Filter . PCR
—_— IKW 7T N MKW 7T d Iris 7T { PW 7T TV:‘!x S
I 2 3 ladn 1 2 3 12 3 I 2 % 1 B G g

IKW MKW
Banden im PW 7T: 1 1
Banden im PKW-W": 1 1
Ubereinstimmung [%]: 100° 100°
Neu in PKW-W: 0 0
Deletiert in PKW-W: 0 0
,Bande 1“ in PW/PKW-W: Nein/Nein Nein/Nein
,Bande 2“ in PW/PKW-W: Ja/Ja Ja/Ja

Abb. 22: DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris & Mentha 1-
SM-Versuchs. Durch senkrechte Pfeile wurden die Bereiche der Proben des Iris &
Mentha 1-SM- und des Iris & Mentha 1- (,Iris 7T, ,PW 7T“)Versuchs zur Identifikation
der ,Bande 2“ (Il) in den Proben des Sekundarmetaboliten (SM)-Versuchs gekenn-

" PKW-W bezeichnet Proben von mit PKW inkubiertem Probenwasser.

8 100% Ubereinstimmung wurden nur im Vergleich mit TW Proben 1 und 2 erreicht. TW Probe 3
wurde fur die Berechnung der Ubereinstimmung im Bandenmuster nicht beriicksichtigt.



65

zeichnet. ,Filter unbeladen und ,PCR Mix ohne Probe“ wurden als Kontrolle der
Sauberkeit des Amplifikationsansatzes mit aufgetragen. St bezeichnet den DNS-
Standard.

4 PW 7T 4 Iris 7T i Mentha 7T 4

Abb. 23: DGGE Profil der amplifizierten 16SrDNS von Proben des
Iris & Mentha 1-Versuchs zum Vergleich der Wirkung der Inkubation des
Probenwassers mit Pflanzen mit der des oben beschriebenen PKW-
Inkubationsversuchs (Iris & Mentha 1-SM).

Iris 2 — SM (Frisches Probenwasser entnommen: 07/2008)

Im DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris 2-SM-
Versuchs (Abb. 24) zeigte sich ein groRerer Unterschied im Bandenmuster der Proben
innerhalb eines Ansatzes, als zwischen den Proben verschiedener Ansatze (TW 7T,
IKW). Die Bandenzahlen im PW 7T Ansatz waren 13 in PW 7T 1 bzw. 8 in PW 7T 2.
Die Variabilitait im Bandenmuster der einzelnen Proben eines Ansatzes war auch
groRer, als bei dem Iris 2-Versuch in Préasenz der Pflanzen (Abb. 26). Durch
.,markierende Proben“ war die Identifizierung der wiederkehrenden Banden mdglich.
Trotz im Bezug auf die Anzahl sichtbarer Banden voneinander abweichenden Proben
im IKW- Ansatz, waren die wiederkehrenden Banden in allen Proben genau wie im PW
7T-Ansatz sichtbar. ,Bande 2“ wurde wie ,Bande 1 nicht durch IKW deletiert. TW 0T
war die Nullkontrolle fiir das frisch zugegebene Probenwasser vom Starttag.
Bandenneubildungen gegeniiber PW 7T waren in Proben von IKW-Anséatzen nicht
nachweisbar.



66

"Markierende Proben"

Banden im PW 7T: 11*
Banden im PKW-W: 9*
Ubereinstimmung [%]: 71
Neu in PKW-W: 0
Deletiert in PKW-W: 0
,Bande 1*in PW/PKW-W: JalJa
,Bande 2 in PW/PKW-W: Jalda

Abb. 24: DGGE Profil der amplifizierten 16SrDNS von Proben des
Iris 2-SM-Versuchs. St ist der DNS-Standard. IKW bezeichnet die Proben aus
Anséatzen von frischem PW mit durch Iris konditioniertem Probenwasser. ,Markierende
Proben® zeigen die Positionen der wiederkehrenden Banden ,Bande 1%(l), ,Bande 2%(ll)

und ,tw* an. ** Kennzeichnet arithmetische Mittelwerte mit St. Abw. = 1.

Die Analyse der relativen Ubereinstimmung von Bandenmustern ergab einen
pauschalen R-Wert von -0,1 bei einer statistischen Signifikanz von 75 %. In Bezug auf
Ubereinstimmungen im Bandenmuster der Proben bildeten sich gemischte Gruppen
aus (Abb. 25). Der Versuch ist statistisch nicht relevant und wird nur wegen der in allen
Proben sichtbaren wiederkehrenden Banden gezeigt.
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Abb. 25: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des
Iris 2-SM-Gels (Abb. 24). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen Ubereinstimmung

fur die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent. Werte stehen in Klammern, weil sie
nicht statistisch begriindet sind.

L PWTT L Iris 7T X

Abb. 26: DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris 2-Versuchs

zum Vergleich der Wirkung der Inkubation des Probenwassers mit Pflanzen mit der
des oben beschriebenen PKW- Inkubationsversuchs (Iris 2-SM).
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Iris & Mentha 2-SM (Frisches Probenwasser enthnommen: 09/2008)

In der Nullkontrolle (PW 7T) des Iris & Mentha 2-SM-Versuchs waren 8 Banden zu
sehen (Abb. 27). Die ,tw“ Bande kam nur in frisch gefiltertem Probenwasser (,PW 0T")
und PW OT aus dem vorausgegangenen Pflanzenversuch (,PW OT (Iris & Mentha)®)
vor. Die PW 0T-Probe aus dem Versuch in Anwesenheit der Pflanzen (Iris & Mentha
2) wurde mit auf das Gel aufgetragen, um die Ubereinstimmung der obersten Bande
(,Bande 1) im PW OT beider Versuche abzusichern (siehe auch Abb. 29). In diesem
Versuch traten in allen 5 Proben aus PKW-Ansatzen 3 (,0T“-) Banden, welche in
Proben aus Ansatzen vom gealterten PW 7T nicht sichtbar waren, auf (,0T"-
Markierung in Abb. 27). Da die Banden im Vergleich zum PW 7T ,neu“ entstanden
waren, wurden sie als Neubildungen ausgewertet. Durch ,markierende Proben“ war
ersichtlich, dass keine der wiederkehrenden Banden - ,Bande 1“ und ,Bande 2“ - in
Abwesenheit von Pflanzen nur durch PKW deletiert wurde. Aul3erdem war zu sehen,

dass die ,tw" Bande im Gel dieses Versuchs auf PW 0T-Proben beschrankt war.

J Pflanzen konditioniertes Wasser (PKW) |,

PW Iris &Mentha-

PW 7T “‘r’ij& St IKW7T MKW 7T KW Mae  BY

1 2 Mentha2) Proben"
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IKW MKW
Banden im PW (7 T): 8 8
Banden im PKW-W: 10 10
Ubereinstimmung [%]: 35 47
Neu in PKW-W: 6 5
Deletiert in PKW-W: 4 3
JalJa JalJa
,Bande 1 in PW/PKW-W:
,Bande 2 in PW/PKW-W: Ja/Ja Ja/Ja

Abb. 27: DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris & Mentha 2 -
SM-Versuchs. Der Bereich mit den Proben aus PKW wurde durch senkrechte Pfeile
eingegrenzt. IKW, MKW bezeichnet die Proben aus Ansatzen von frischem PW mit
durch I. pseudacorus bzw. M. aquatica konditioniertem Probenwasser. ,Iris & Mentha —
KW* bezeichnet die Proben aus dem mit Proben des Kombinationsansatzes
inkubierten PW. PW 7T bezeichnet die Nullkontrolle, PW OT die Probe von frisch
gefiltertem Probenwasser. Banden, welche in Proben aus PKW-Ansatzen im Vergleich
zur Nullkontrolle deletiert wurden sind durch Pfeile gekennzeichnet. Eine flr bestimmte
Ansatze spezifische Deletion wurde durch Kirzel der Versuchsansatznamen neben
den Pfeilen angezeigt. In PKW-Anséatzen neu entstandene Banden (allgemein an ,*“ zu
erkennen) wurden mit dem Namen des Probenansatzes in dem sie spezifisch
ausgebildet waren versehen. Die mit ,PW OT (Iris & Mentha)“ bezeichnete Spur ist eine
Probe frisch gefilterten Probenwassers aus dem vorausgegangenen Iris & Mentha 2-

Pflanzenversuch.

Die Analyse der relativen Ubereinstimmung von Bandenmustern ergab einen
pauschalen R-Wert von 1 bei einer statistischen Signifikanz von 0,1 %. Die Ahnlichkeit
im Bandenmuster zwischen PW 7T (Nullkontrolle) und den Proben aus PKW-Ansétzen
betrug 38 % (Abb. 28).
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Abb. 28: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des
Iris & Mentha 2-SM-Gels (Abb. 27). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen
Ubereinstimmung fir die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent.
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Abb. 29: DGGE Profii der amplifizierten 16SrDNS von Proben des
Iris & Mentha 2-Versuchs zum Vergleich der Wirkung der Inkubation des

Probenwassers mit Pflanzen mit der des oben beschriebenen PKW-
Inkubationsversuchs (Iris & Mentha 2 - SM).
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Mentha — SM (Frisches Probenwasser entnommen: 01/2008)

Im DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Mentha-SM-Versuchs
waren im unbehandelten Probenwasser (PW 7T) 13 Banden sichtbar (Abb. 30). Die
durch ,markierende Proben® gekennzeichneten wiederkehrenden Banden ,Bande 1¢,
.Bande 2% ,tw“ kamen alle in den Proben des Versuchs (PW 7T, MKW 7T) vor. Es gab
im Vergleich zur Nullkontrolle (PW 7T) weder Bandenneubildungen, noch Deletionen
von Banden in den Proben des MKW 7T- Ansatzes. Dies stand im Gegensatz zum
Pflanzenansatz Mentha (siehe Abb. 32). Die ,tw“ Bande kam in diesem Versuch in

allen Proben vor.

PW 7T MKW 7T "Mar- “Mar-
P kierende S kierende

1 2 3 1 3 3 OT  Proben”

Proben”
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MKW
Banden im PW: 13
Banden im PKW-W: 13
Ubereinstimmung [%]: 79
Neu in PKW-W: 0
Deletiert in PKW-W: 0
,Bande 1 in PW/PKW-W: JalJa
,Bande 2 in PW/PKW-W: JalJa

Abb. 30: DGGE Profil der amplifizierten 16SrDNS von Proben des
Mentha-SM-Versuchs. MKW 7T bezeichnet die Proben aus Anséatzen mit durch MKW
inkubiertem Probenwasser. ,Markierende Proben® zeigen die Positionen der
wiederkehrenden Banden ,Bande 1%(l), ,Bande 2%(ll) und ,tw* an. PW OT bezeichnet
das direkt am Tag des Versuchsansatzes frisch gefilterte Probenwasser.

Die Gesamtubereinstimmung zwischen Banden aus Proben mit PW 7T und Proben
aus mit MKW inkubiertem Probenwasser lag bei 79 % (Abb. 31). Der in einer Analyse
der relativen Ubereinstimmung von Bandenmustern errechnete pauschale R-Wert

betrug 0,9 bei einer statistischen Signifikanz von 0,1 %.
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Abb. 31: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des

Mentha-SM-Gels (Abb. 30). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen

Ubereinstimmung fur die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent.

Mentha 7T PW

Abb. 32: DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Mentha-Versuchs
zum Vergleich der Wirkung der Inkubation des Probenwassers mit Pflanzen mit der
des oben beschriebenen PKW- Inkubationsversuchs (Mentha-SM).
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Im Vergleich zu den Pflanzen-Versuchen (Vgl. Tab.4) war bei den
Sekundarmetaboliten-Versuchen die hohere antibakterielle Potenz von |.
pseudacorus- PKW (IKW) gegenlber M. aquatica- PKW (MKW) weniger deutlich. Im
Iris & Mentha 2-Versuch war die Zahl der im Bakterioplankton gegeniber der
Nullkontrolle deletierten Banden im IKW-Ansatz 50% gegenuber 38% im MKW Ansatz
(Tab.5).

In den anderen 3 Versuchen (Iris & Mentha 1 - SM; Iris 2 - SM; Mentha-SM) gab es
keine Banden im PW 7T, welche in PKW-Inkubationsansétzen nicht vorhanden waren.
Die wiederkehrenden Banden ,Bande 1%, ,Bande 2 wurden weder durch IKW noch
durch MKW deletiert.

Tab. 5. Uberblick uber ausgebildete Banden in siebentagigen Ko-
Inkubationsversuchen mit PW-Bakterioplankton und durch Pflanzen konditioniertem
Probenwasser (PKW) im Vergleich zu den jeweils vorausgegangenen Experimenten
in Anwesenheit der Pflanzen. IA bedeutet ,Inkubationsansatz und fasst Pflanzen-
und PKW-Ansatze zusammen. * Pflanzennamen in der Tabelle wurden abgekiirzt.

Iris steht fur I. pseudacorus, Mentha bezeichnet M. aquatica.

Tab. 5 a Inkubationsansétze mit |. pseudacorus und IKW

Iris & Mentha 1 Iris & Mentha 2 Iris 2
PW inkubiert mit Iris* IKW Iris* IKW Iris* IKW
Banden im PW 7T 2 1 8 8 8 9
Banden im IA 0 1 3 10 6 9
Ubereinstimmung

0 100 75 35 64 71

(%]
Neu im IA 0 0 1 6 1 0
Deletiert im IA 2 0 6 4 3 0*
Del. [%)]
(Del/Banden im

100 0 75 50 38 o
PW 7T)
,Bande 1“ in PW/IA Nein/Nein Nein/Nein Ja/Nein Jalla Ja/Nein Jalla
,Bande 2“in PW/IA  Ja/Nein JalJa Ja/Nein JalJa Ja/Nein JalJa

** Kennzeichnet arithmetische Mittelwerte mit St.Abw. = 1 (siehe auch Abb. 24 des
Iris 2-SM-Versuchs).
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Tab. 5 b Inkubationsanséatze mit M. aquatica und MKW

Iris & Mentha 1 Iris & Mentha 2 Mentha

PW inkubiert mit

Mentha*

MKW

Mentha*

MKW

Mentha*

MKW

Banden im PW 7T
Banden im IA

Ubereinstimmung
[%6]

Neu in 1A
Deletiert in 1A

Del. [%]
(Del/Banden im
PW 7T)

,Bande 1“ in PW/IA

,Bande 2“ in PW/IA

61

50

Nein/Nein

JalJa

100

Nein/Nein

JalJa

25

63

Ja/Nein

JalJa

10

47

38

JalJa

JalJa

15

14

74

27

Nein/Nein

JalJa

13

13

79

JalJa

JalJa

3.4 Qualitative Charakterisierung der Bakterioplankton-
Gemeinschaft in mit steril aufgewachsenen Iris
pseudacorus bzw. Mentha aquatica -Pflanzen inkubiertem
Probenwasser

Insgesamt filhrte die Inkubation von Proben des Probenwassers mit steril
aufgewachsenen Iris pseudacorus bzw. Mentha aquatica Pflanzen zu einer
Veranderung im Bandenmuster gegentber dem der Proben von unbehandeltem
Probenwasser (PW 7T). Die Neubildung wie auch die Deletion von Banden gegeniber
PW 7T (der Nullkontrolle) kam sowohl in Proben aus Anséatzen mit Wild- als auch in
den Proben aus Ansatzen mit Sterilpflanzen vor. Allerdings ereigneten sich Deletionen
von Banden nur im Versuch mit Mentha aquatica- und nicht im Versuch mit I.
pseudacorus- Sterilpflanzen. Die in Anwesenheit von |. pseudacorus-
Wildpflanzen bisher (Tab. 4) immer deletierte ,Bande 2“ wurde von den Wildpflanzen

im Iris steril-Versuch nicht deletiert (Tab. 6).
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Iris Steril (Entnahme des Probenwassers: 06/2007)

Im Gel des Iris Steril-Versuches kamen 8 Banden in Proben von Ansétzen des PW 7T
(Nullkontrolle) vor (Abb. 33). In allen Proben des Sterilpflanzen-Ansatzes waren im
Durchschnitt 3 Banden mehr ausgebildet, als in Proben des Ansatzes mit wild
aufgewachsenen lIris pseudacorus Pflanzen und 7 mehr als in denen aus Ansétzen des
PW 7T. Vier Bandenneubildungen waren spezifisch fur Proben aus mit Sterilpflanzen-
PKW inkubiertem Probenwasser (Abb. 33). Eine der Banden, die in Proben von PW 7T
sichtbar wurde, war in Proben aus Inkubationsansatzen mit Iris Pflanzen deletiert. Dies
kam spezifisch in Anwesenheit von wild aufgewachsenen |. pseudacorus vor. Bei
Ansatzen mit steril aufgezogenen Pflanzen war die Bande dagegen in den Proben
genau wie im PW 7T ausgebildet. ,Bande 1“ fehlte in diesem Versuch vollstandig
(siehe ,markierende Proben®; Abb. 33). Die ,tw“ Bande kam dagegen in Proben aller
Ansatze vor. ,Bande 2“ erschien ebenfalls in Proben aller Ansatze. Sie wurde in

Pflanzenansatzen nicht deletiert.

ks Steril aufgew. Wild aufgew. 9 9
M
kic::ndc PW 7T Iris 7T Iris 7T IS W
St proben” 1 2 3 1 2 3 1 2 3
e ] ‘ ! B Banden im PW 7T: 8 8
Banden im PKW: 0 1
Ubereinstimmung [%]: 69 71
Neu in PKW: 7 4

Spezifische Neubildung
in PKW:

Deletiert in PKW: 0 1

.Bande 1“ in PW/PKW:

W= ' Nein/Nein Nein/Nein

.Bande 2“in PW/PKW:

JalJa JalJa

% IS steht fir Inkubationsansatz mit steril aufgewachsenen, IW fir Inkubationsansatz mit wild
aufgewachsenen, gereinigten Iris pseudacorus (siehe auch 2.1).
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Abb. 33: DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Iris Steril-
Versuchs, in dem steril aufgezogene (Steril aufgew. Iris 7T) und gereinigte Iris
Wildpflanzen (Wild aufgew. lIris 7T) in ihrer Wirksamkeit verglichen wurden, die
Bakteriengemeinschaft in Proben des unbehandelten Probenwassers (PW 7T) in der
Zusammensetzung zu beeinflussen. Mit ** wurden Banden markiert, deren Vorkommen
auf Proben aus Iris inkubierten TW-Ansatzen beschrankt war(Iris wild und Iris steril).
*IS und *IW bezeichnet solche Iris spezifischen Banden ausschlief3lich flir Ansatze mit
sterilen bzw. wild gewachsenen gereinigten Pflanzen. Durch IW—- wurde eine
ausschlief3lich in Proben aus dem Wildiris-Ansatz deletierte Bande gekennzeichnet. St
ist der DNS Standard. I, 1l und tw sind durch ,markierende Proben® gekennzeichnete
Positionen der wiederkehrenden Banden (,Bande 1% ,Bande 2 und ,tw").

Bei einer Analyse der relativen Ubereinstimmung von Bandenmustern des Gels ergab
sich ein pauschaler R-Wert von 1,0 bei einem Signifikanzintervall von 0,4 %. Die
relative Ubereinstimmung der Banden von Proben aus unbehandeltem Probenwasser
(PW 7T) und mit Iris inkubiertem Probenwasser betrug 69 % fir Steril- und 71 % fir
Wildpflanzen (Abb. 34).
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Abb. 34: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des
Iris Steril-Gels (Abb. 33). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen Ubereinstimmung

fur die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent.
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Mentha (Steril) (Entnahme des Probenwassers: 01/2008)

Das DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Mentha-Versuchs
wurde bereits in Auszlgen gezeigt (Abb. 19). Hier wird die bereits besprochene
Wirkung der wild aufgewachsenen M. aquatica Pflanzen mit der Wirkung der steril
aufgewachsenen Pflanzen verglichen. Im PW 7T waren 15 Banden sichtbar. Eine der
Banden, welche in Ansatzen von MKW im Vergleich zum PW 7T deletiert wurde, war
selektiv nur im Sterilpflanzen-MKW deletiert (MS— in Abb. 35). ,Bande 1“ kam im
gesamten Versuch nicht vor und die ,Bande 2 wurde in Ansatzen mit Mentha nicht
deletiert. Das galt fur den Ansatz mit Sterilpflanzen ebenso, wie fir den mit gereinigten
Wildpflanzen.

Steril aufgew. Mentha 7T ¢ Wild aufgew. Mentha 7T {PW
5 6 12 3 4 5 6 o
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Mslo Mwlo
Banden im PW: 15 15
Banden im PKW: 13 14
Ubereinstimmung [%]: 67 74
Neu in PKW: 3 3
Deletiert in PKW: 5 4
,Bande 1“ in PW/PKW: Nein/Nein Nein/Nein
,Bande 2“ in PW/PKW: Ja/lJa JalJa

Abb. 35: DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Mentha-Versuchs
mit Proben aus Ansatzen von unbehandeltem Probenwasser (PW 7T), und von den
Anséatzen, in denen PW inkubiert war mit steril aufgewachsenen Mentha aquatica (MS)
und mit M. aquatica Wildpflanzen (MW). Banden, welche in Proben beider ,Mentha“-
Anséatze deletiert wurden, sind durch Doppelpfeile (,~—%), solche, die nur in Proben
von Ansatzen mit steril aufgezogenen M. aquatica fehlten, sind durch ,MS-*
gekennzeichnet. ,** bezeichnet 3 ausschliel3lich in Proben beider ,Mentha“- Anséatze
vorkommende Banden. ,PW OT“ bezeichnet eine frisch bei Ankunft im Labor am
Versuchsstarttag gefilterte Probenwasserprobe, die als Marker fir die Banden
,Bande 1%(l), ,Bande 2“(ll) und ,tw“ diente. St ist der DNS Standard.

In der Analyse der relativen Ubereinstimmung im Bandenmuster ergab sich ein
pauschaler R-Wert von 0,8 bei einer statistischen Signifikanz von 0,1 %. Das
Bandenmuster von PW 7T stimmte mit dem von Proben der Mentha-Ansatze zu 67 %
bei Steril- und zu 74 % bei Wildpflanzen (iberein. Die Ubereinstimmung im
Bandenmuster von Proben aus Ansatzen mit sterilen und wild gewachsenen Mentha

betrug 94 % (abgesehen von einer Ausnahme) (Abb. 36).

19 MS steht fir Inkubationsansatz mit steril aufgewachsenen, MW fiir Inkubationsansatz mit wild
aufgewachsenen, gereinigten Mentha aquatica (siehe auch 2.1).
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Abb. 36: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des

Mentha-Gels (Abb. 35). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen Ubereinstimmung fiir
die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent.

Tab. 6: Uberblick tiber ausgebildete Banden in den 7T Ko-Inkubationsansatzen von

Probenwasserbakterioplankton mit steril aufgewachsenen Pflanzen (. pseudacorus
und M. aquatica), des Iris Steril- bzw. Mentha (Steril)-Versuchs. ,Steril“ und ,Wild*

kennzeichnen die Pflanzenansatze mit steril- bzw. wild aufgewachsenen Individuen.

Iris Mentha

Pflanzen Steril wild Steril wild
Banden im PW 8 8 15 15
Banden im PKW 15 11 13 14
Ubereinstimmung [%)] 69 71 67 74
Neu in PKW 7 4 3 3
Deletiert in PKW 0 1 5 4
Del. [%] (Del/Banden

0 13 33 27
im PW)
.Bande 1“in PW/PKW  Nein/Nein | Nein/Nein  Nein/Nein | Nein/Nein
,Bande 2“ in PW/PKW Jalda Jalda Jalla Jalla
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Mentha (Steril und Wild)-SM (Entnahme des Probenwassers:
01/2008)

Das DGGE Profil der amplifizierten 16S rDNS von Proben des Mentha-SM-Versuchs
wurde in Auszigen bereits gezeigt (vgl. Abb. 30). Die bereits besprochenen
Ergebnisse des Wildpflanzenansatzes werden hier mit denen der Sterilpflanzen
verglichen (Abb. 37). Im PW 7T (Nullkontrolle) waren 13 Banden sichtbar. Die durch
,markierende Proben“ gekennzeichneten wiederkehrenden Banden ,Bande 1% ,Bande
2%, tw* kamen alle im Gel vor. Eine Bande (im Bild durch MKWs— gekennzeichnet),
welche in Proben von PW 7T erschien, wurde selektiv in Proben des MKW-
Sterilpflanzen-Ansatzes  deletiert. Auch im Mentha-Gel (Abb. 35) des
vorrausgegangenen Pflanzenversuchs war eine Bande nur in Anwesenheit von

Sterilpflanzen deletiert worden.

+ Sterilpflanzen V Wildpflanzen ¢

PwW 7T MKW, 7T MKW, 7T PW "Mar "Mar-
OT Kierende St Kierende
1 2 3 1 2 3 1 2 3 Proben" Proben!

k)
5
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MKW MKW,
Banden im PW: 13 13
Banden im PKW: 12 13
Ubereinstimmung [%]: 87 79
Neu in PKW: 0 0
Deletiert in PKW: 1 0
,Bande 1“in PW/PKW: JalJa JalJa
,Bande 2 in PW/PKW: Ja/lJa JalJa

Abb. 37: DGGE Profil der amplifizierten 16SrDNS von Proben des
Mentha-SM-Versuchs. Die mit MKWs — im Bild gekennzeichnete Bande wurde im
Vergleich zu PW 7T (der Nullkontrolle) nur in Proben aus Inkubation mit MKW von
Sterilpflanzen deletiert. Uberschrift und angrenzende Pfeile kennzeichnen das zur
Inkubation des Probenwassers verwendete MKW als von Sterilpflanzen bzw.
Wildpflanzen des Mentha-Versuchs stammend. PW OT ist das frisch gefilterte

Probenwasser.

In der Analyse der relativen Ubereinstimmung im Bandenmuster wurde ein pauschaler
R-Wert von 1 bei einer statistischen Signifikanz von 0,1 % errechnet. Die
Ubereinstimmung der Bandenmuster zwischen Proben des PW 7T und Proben von mit
MKW aus dem Sterilpflanzen-Ansatz inkubiertem Probenwasser betrug 85 %. Die
Ubereinstimmung im Bandenmuster dieser Gruppe im Vergleich zu der Gruppe aus
MKW-Proben des Wildpflanzenansatzes und der PW OT Probe lag dagegen bei 77 %
(Abb. 38).

1 MKWs steht fur MKW-Inkubationsansatz mit steril aufgewachsenen, MKW,y fir MKW-

Inkubationsansatz mit wild aufgewachsenen, gereinigten Mentha aquatica Pflanzen.
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Abb. 38: Dendrogramm basierend auf der Ahnlichkeitsmatrix der Bandenmuster des
Mentha-SM-Gels (Abb. 37). Die y-Achse zeigt den Grad der relativen

Ubereinstimmung fir die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent.

3.5Grobe taxonomische Einordnung der durch Inkubation
mit Makrophyten beeinflussten planktonischen
Bakterien im Probenwasser

Zur taxonomischen Einordnung der durch Inkubation mit Makrophyten beeinflussten

planktonischen Bakterien im untersuchten Probenwasser wurden 2 Ansatze verfolgt.

Die DNS der wiederkehrenden Banden ,Bande 1 und ,Bande 2“ wurde sequenziert
und die Sequenzen von Abschnitten der 16S rDNS mit der entsprechenden Datenbank
abgeglichen (3.5.1). Versuche, die zur Eluierung von Banden-DNS eingesetzte Zeit
von 2 Wochen auch nur um wenige Tage zu verkirzen fuhrten nicht zu einer
erfolgreichen Amplifikation. Die Reinheit und korrekte Positionierung der aus Banden-
DNS amplifizierten Proben wurde jedoch durch DGGE Gele verifiziert (vgl. Abb. 7 in
2.5.4.2). Um die Prasenz und die Beeinflussbarkeit durch I. pseudacorus von
Vertretern der potentiell phytopathogenen Bakteriengattung Pseudomonas im
Bakterioplankton zu prufen, wurde Proben-DNS mithilfe einer Filter-PCR mit
spezifischen Primern amplifiziert (3.5.2).
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3.5.1 Sequenzanalysen der DNS ausgeschnittener Banden.

3.5.1.1 Sequenzanalyse der ,Bande 2°

Von 3 Proben (PW 7T1, 2; Mentha 7T 1; Iris & Mentha 1-Versuch) wurde ,Bande 2“
ausgeschnitten und die DNS amplifiziert. Sequenzen der Amplikons wurden manuell
mit einer Ubereinstimmung von mindestens 90 % (Abb. 39) in ein Alignment gebracht.
Darauf basierend wurde eine Konsensus Sequenz von 474 bp Lange erstellt. Im
Abgleich mit der NCBI Datenbank fiir ribosomale DNS Sequenzen von Bakterien ergab
sich eine Ubereinstimmung von 98 % mit Abschnitten der 16S rDNS eines Vertreters
der Polynucleobacter Gruppe (Polynucleobacter cluster). Die 4 hochsten
Ubereinstimmungen der Konsensussequenz mit in der Datenbank deponierten

16S rDNS-Sequenzen werden in Tab. 7 genannt.

PW 7T Iris 7T Mentha 7T St
12 3 12 3 12 3

Mentha
PW 7T1 PW 7T2 771

PW 7T1 1 0,92 0,94
PW 7T2 0,92 1 0,89
Mentha
771 0,94 0,89 1

Abb. 39: Similaritatsmatrix der Sequenzen der DNS welche aus den ausgeschnittenen
Banden PW 7T 1, 2 und Mentha 7T 1 des Gels vom Iris & Mentha 1-Versuch (siehe

Bild links) amplifiziert worden waren.
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Tab. 7: Die 4 hochsten Ubereinstimmungen der beschriebenen Konsensussequenz mit
Abschnitten der 16S rDNS von Vertretern der Datenbank (http://blast.ddbj.nig.ac.jp).

Lange der getesteten Sequenz: 474 bp.

Bezeichnung des

Ubereinstimmung

Ubereinstimm.

Zugangsnummer
Datenbankvertreters [%0] Basenpaare
Polynucleobacter sp.
FM208181.1 98 437
(AM-8B5)
Polynucleobacter sp.
FM208180.1 97 433
(MWH-PoolGreenA3)
B-Proteobacterium
AJ876403.1 97 433
(MWH-IPGL7W22)
Polynucleobacter sp.
AM110088.1 97 431

(MWH-Mekk-B1)

3.5.1.2 Sequenzanalyse der ,Bande 1“

Aus Amplikons von DNS der ausgeschnittenen ,Bande 1 der Proben PW 7T 1, 2, 3

(Iris 1-Versuch) wurde basierend auf einer Similaritatsmatrix (Abb. 40), in der die 3

Sequenzen zu mindestens 90 % Ubereinstimmten, eine Konsensussequenz erzeugt.

Diese hatte eine Lange von 457 bp. In einem Datenbankabgleich analog 3.5.1.1 ergab

sich eine Ubereinstimmung von 91 % mit einem Abschnitt der 16S rDNS Sequenz

eines Vertreters der Flavobacteria (Tab. 8).



http://blast.ddbj.nig.ac.jp/
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PW7T1 PW7T2 PWT7T3
PW7T1 |1 0,90 0,91
PW 7T2 | 0,90 1 0,92
PW7T3 | 0,91 0,92 1

Abb. 40: Similaritdtsmatrix der Sequenzen der DNS, welche aus der ausgeschnittenen
,Bande 1 von Proben PW 7T 1, 2, 3 des Gels vom Iris 1-Versuch (siehe Bild links)

amplifiziert worden war.

Tab. 8: Ubereinstimmung der Konsensussequenz mit einem Abschnitt der 16S rDNS

eines Vertreters oben genannter Datenbank (Tab. 7). Lange der getesteten Sequenz:

457 bp.
Bezeichnung des Ubereinstimmung | Ubereinstimm.
Zugangsnummer
Datenbankvertreters [%0] Basenpaare
Symbiont von
Flavobacterium
AB269814.1 91 355

(AF459795)(KF030);
Flavobacteriaceae
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3.5.2 Amplifikation der DNS aus Proben von mit Iris pseudacorus
inkubiertem Probenwasser mithilfe von Pseudomonas
spezifischen Primern.

Pseudomonas 1 - Einfluss der Anwesenheit von Iris
pseudacorus auf Pseudomonas spp. -Phylotypen im

Bakterioplankton

Im Vergleich zur Amplifikation mit eubakteriellen 16 S Primern (P) waren bei
Amplifikation mit Pseudomonas spezifischen ITS Primern (PP) in Proben von mit I.
pseudacorus inkubiertem Probenwasser gegeniber der Nullkontrolle (PW 7T) mehr als
doppelt so viele neu gebildete Banden zu sehen (P:6 im Vergleich zu PP:15). Die linke
Seite des Gels (Abb. 41) zeigt die mit P amplifizierten Proben des Iris 1-Versuchs (vgl.
Abb. 10). Im PW 7T waren 15 Banden sichtbar. Die ,Bande 1“ war eine von 6 in IKW
Proben im Gegensatz zur Nullkontrolle deletierten Banden. Die folgende Beschreibung
bezieht sich auf die Pseudomonas spezifische Amplifikation mit PP (rechte Seite vom
Gel in Abb. 41): Mit 7 im PW 7T (Nullkontrolle) und 15 in mit I. pseudacorus
inkubiertem Probenwasser (IKW) sichtbaren Banden, war die Bandenzahl der Proben
aus IKW im Vergleich zur Nullkontrolle héher. Eine der deletierten Banden (von oben
die zweite im PW 7T deletierte Bande der mit PP amplifizierten Proben) erschien in
sehr ahnlicher Position wie eine der Banden des Pseudomonas-DNS Standards (,St

Pseudomonas®).
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J; Eubakterien - Primerpaar J  Pseudomonasspezifisches Primerpaar |,

PW 7T Iris 7T FS't PW 7T Iris 7T St

Pseudo-
1 2 3 1 monas

2 3 bacteria |

Eubakterien-Primerpaar Pseudomonas-spezifisches Primerpaar

(P) (PP)
Banden im PW 7T: 15 Banden im PW 7T: 7
Banden im PKW: 15 Banden im PKW: 18
Ubereinstimmung [%]: 38 Ubereinstimmung [%]: 24
Neu in PKW: 6 Neu in PKW: 15
Deletiert in PKW: 6 Deletiert in PKW: 4
,Bande 1 in PW/PKW: Ja/Nein

,Bande 2“ in PW/PKW: Nein/Nein

Abb. 41: Amplifikation von Proben des Iris 1-Versuchs mit Pseudomonas-spezifischen
Primern (PP) und unspezifischen eubakteriellen Primern (P). Durch vertikale Pfeile ,{"

wurden die Proben, die mit P (,Eubakterien-Primerpaar®) amplifiziert worden waren von
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den mit PP (,Pseudomonasspezifisches Primerpaar) amplifizierten abgegrenzt. ,St
Eubacteria“ bezeichnet den unspezifischen DNS-Standard fur Eubakterien- (P-)
Amplikons. ,St Pseudomonas® bezeichnet den fir die PP-Amplikons verwendeten
DNS-Standard. Die Markierungen der Banden auf der linken Seite des Gels wurden
belassen, durfen zwischen den beiden verschiedenen Amplifikationsansatzen aber
nicht verglichen werden. ,---“ steht fur ,Bande nicht Gberprift

In der Pseudomonas-spezifischen Amplifikation der DNS aus dem Iris 1-Versuch lag
der Wert der relativen Bandenibereinstimmung bei 24 % verglichen mit 38 % flr die

unspezifisch amplifizierten Proben. Der pauschale R-Wert betrug 1 bei einer
statistischen Signifikanz von 10 % (Abb. 42).
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Abb. 42: Dendrogramme basierend auf den Ahnlichkeitsmatrizes der Bandenmuster
der Proben in beiden Teilen des in Abb. 41 dargestellten Gels des Iris 1-Versuchs.
Anordnung der Dendrogramme gemafR Auftragung der amplifizierten Proben im Gel.
Dendrogramm A zeigt die relativen Bandenibereinstimmungen der mit unspezifischen
Primern (P), Dendrogramm B die der mit Pseudomonas-spezifischen Primern (PP)
amplifizierten Proben. Die y-Achse zeigt den Grad der relativen Ubereinstimmung fiir
die Bandenmuster einzelner Proben in Prozent.
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Pseudomonas 2 - Pseudomonas spp. -spezifische Amplifikation
von PKW mit nur einer Bandenneubildung bei Verwendung

eubakterieller Primer

Bei der Amplifizierung von DNS aus Proben von mit |. pseudacorus konditioniertem
Probenwasser (IKW) des Iris & Mentha 2-Versuchs mit Pseudomonas-spezifischen
ITS 1 Primern (PP) war eine grofRere Zahl ausschlie8lich in IKW neu entstandener
Banden sichtbar, als bei Amplifikation mit eubakteriellen 16 S rDNS Primern (P) (P: 1
im Vergleich zu PP: 9). Auf der linken Seite des Gels (Abb. 43) wurden die mit P
amplifizierten Proben aufgetragen. Dort waren im PW 7T 8 Banden zu sehen (vgl. Abb.
14, Abschnitt 3.2.1). Die Position der wiederkehrenden Bande ,Bande 1“ wurde durch
LW Iris 1 als ,markierende Probe* gekennzeichnet. Auf der rechten Seite des Gels
waren die Amplifikationen der Proben durch PP aufgetragen. Hier kamen im PW 7T 18
Banden vor. Proben, welche bei Amplifikation mit P zur Markierung bekannter
Bandenpositionen auf dem Gel verwendet wurden (St, ,PW Iris 1), wurden ebenfalls
mit PP amplifiziert und mit den PP-amplifizierten Proben des Iris & Mentha 2-Versuchs
aufgetragen. Dabei unterschied sich das Bandenmuster bei Amplikons von PP von

dem der mit P amplifizierten Proben.
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J Eubakterien - Primerpaar J Pseudomonasspezifisches Primerpaar d
mar- mar-
kierende kierende

; Probe : probe St
St PW 7T Iris 7T St St PW 7T Iris 7T

St pw  Pseudo-
Iris1  monas

o e g
115515
H ,. 2 4 -

Eubakterien-Primerpaar Pseudomonas-spezifisches Primerpaar
(P) (PP)

Banden im PW 7T: 8 Banden im PW 7T: 18
Banden im PKW: 4 Banden im PKW: 18

Ubereinstimmung Ubereinstimmung
36 47

[%]: [%]:

Neu in PKW: 1 Neu in PKW: 9
Deletiert in PKW: 5 Deletiert in PKW: 9
,Bande 1“ in PW/PKW: Ja/Nein

,Bande 2“ in PW/PKW: Nein/Nein

Abb. 43: Gel der Amplifikation von PW 7T- wund ,lris“- Proben des
Iris & Mentha 2-Versuchs mit unspezifischen Eubakterien- (P) und Pseudomonas-
spezifischen Primern (PP). Durch vertikale Pfeile ,i“ wurden die durch P
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(,Eubakterien-Primerpaar®) amplifizierten Proben auf der linken Seite von den durch
PP (Pseudomonasspezifisches Primerpaar®) amplifizierten Proben auf der rechten
Seite des Gels abgegrenzt. Die ,markierende Probe PW Iris 1“ zeigt die Position der
,Bande 1 im linken Gelabschnitt (mit P-Amplikons) an. Die oberste Bande des PW 7T
im linken Gelabschnitt wurde mit ,#“ als wiederkehrende Bande (,Bande 1“) markiert.
»ot Pseudomonas* ist der Pseudomonas-spezifische DNS Standard. ,St“ kennzeichnet
den unspezifischen DNS-Standard fur Eubakterien. Der unspezifische DNS Standard,
wurde sowohl mit den P- als auch mit den PP- amplifiziert und in beiden Teilen des
Gels aufgetragen. In beiden Abschnitten des Gels wurden Banden, welche in PKW im
Vergleich zum PW 7T nicht ausgebildet wurden durch einen Pfeil ,—* gekennzeichnet.
Banden, welche spezifisch in Proben von IKW-Ansatzen entstanden, wurden durch ,*
kenntlich gemacht. Die Markierungen der Banden auf der linken Seite des Gels wurden
belassen, dirfen zwischen den beiden verschiedenen Amplifikationsansétzen aber

nicht verglichen werden.

Bei einer Analyse der relativen Ubereinstimmungen von Bandenmustern wurde ein
pauschalen R-Wert von 1, mit einer statistischen Signifikanz von 10 % errechnet. Ein
Vergleich der Similaritat der Banden zwischen Proben aus Ansatzen von PW 7T und
Proben aus IKW ergab fur P-Amplikons 36 %, fir PP-Amplikons 47 %
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Abb. 44: Dendrogramme basierend auf den Ahnlichkeitsmatrizes der Bandenmuster
der Proben in beiden Teilen des in Abb. 43 dargestellten Gels zur Analyse der
Bandenmuster von Iris-Proben des Iris & Mentha 2-Versuchs mit verschiedenen
Primern. Anordnung der Dendrogramme gemaf Auftragung der amplifizierten Proben
im Gel. Dendrogramm A zeigt die relativen Bandenibereinstimmungen zwischen
Proben aus PW 7T (Nullkontrolle)- und IKW-Ansatzen fir die mit unspezifischen
Primern (P) gewonnenen Amplikons. Dendrogramm B zeigt die relative
Ubereinstimmung der Banden von IKW- Proben mit der der Nullkontrolle fur die mit

Pseudomonas-spezifischen Primern (PP) gewonnenen Amplikons. Die y-Achse zeigt
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den Grad der relativen Ubereinstimmung fiir die Bandenmuster einzelner Proben in

Prozent.

3.6 Effekte von durch lIris pseudacorus-Inkubation potentiell an
Wirkstoffen angereichertem PW auf das Wachstum
phytopathogener Bakterien

In Versuchsansétzen von verschiedenen Bakterienstdmmen trat ein signifikanter Effekt
unter Inkubation mit durch I. pseudacorus konditioniertem PW (IKW) im Vergleich zur
Inkubation mit der Nullkontrolle auf. Alle Kulturen (Pseudomonas syringae pv. syringae,
P. savastanoi pv. phaseolicola) zeigten bei Inkubation mit IKW ein gegentber der
Nullkontrolle  reduziertes Wachstum. Der relative Unterschied in der
Fluoreszenzintensitat dieser Kulturen war sowohl gegeniber der Nullkontrolle, als auch
gegenlber der Positivkontrolle des Antibiotikums Zeocin (in einer Konzentration von 75

ug*ml™) signifikant (Tukey’s test, P = 0,05).

0T B 2 Svactenor
3500 -
3000 - * 5
2500 -
2000 -
1500 -

1000

500 -

TW Zeocin Iris

Abb. 45: Fluoreszenzintensitat der Bakterienansatze nach 48 stundiger Inkubation mit
aufkonzentriertem Probenwasser (PW 7T), Zeocin in aufkonzentriertem Probenwasser
(Zeocin), oder IKW Konzentrat (Iris). Proben, welche sich signifikant von der

Probenwasserkontrolle in ihrer Intensitat unterscheiden wurden mit Stern ,*“ markiert.
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4  Diskussion

4.1 Nattrliche Variabilitdt der Zusammensetzung von
Bakterioplankton

Die Zahl der durch Gel-Banden reprasentierten Phylotypen variierte in Proben des als
Nullkontrolle verwendeten unbehandelten 7T (7 Tage) Probenwassers (PW) in
Abhangigkeit vom Jahresverlauf. Trotz der in Kapitel 2 beschriebenen
VorsichtsmalRhahmen bei der Probennahme lag die Zahl von Banden zwischen 2 und
15. Diese Beobachtung bestatigte sich bei einer separaten Untersuchung auch fir
direkt nach Ankunft im Labor gefilterte Wasserproben (PW OT). Diese wurden im
Verlauf eines Jahres zu verschiedenen Monaten zwischen Mai und Dezember
entnommen (9 im Mai bis 13 im Juli) (PW 2008). Nur 2 Banden stimmten im
Jahresverlauf in allen Wasserproben Uber den gesamten Probennahme-Zeitraum
Uberein. Es ist prinzipiell nicht verwunderlich, dass sich die Zusammensetzung von
Gemeinschaften (planktonischer) SuRwasserbakterien in einem offenen System, wie
es der Giel3wasserteich darstellt, verandern. Die Verteilung der Mikroorganismen in
einem Gewasser resultiert aus dem Zusammenwirken aller biotischen und abiotischen
Faktoren. Daher ist sie auch wie diese standig mehr oder weniger groBen Anderungen
unterworfen (Rheinheimer, 1981). Das Ausmal3, in welchem sich die Veranderungen

mit der gewéhlten Analysenmethode jedoch feststellen liel3en, war Giberraschend

In PW 7T Proben war gegeniiber PW 0T ein Alterungseffekt zu erkennen. Dieser
bestand darin, dass in PW 7T Proben deutlich weniger Banden sichtbar waren, als es
in direkt im Anschluss an die Probennahme frisch gefiltertem GieBwasser (PW 0OT) der
Fall war (siehe z. B. Iris & Mentha 2: Bandenzahl PW 0T/ PW 7T: 12/8; n* = 3/2; rel.
Ubereinstimmung: 70 % (Abb. 18); Iris & Mentha 2-SM: Bandenzahl PW 0T/ PW 7T:
11/8; n*? = 2/1; rel. Ubereinstimmung: < 38 % (Abb. 28). Um natiirliche Veranderungen
innerhalb der Gemeinschaft planktonischer Bakterien aufgrund des Alterungseffekts
auszuschlieRen, wurden Veranderungen in mit Pflanzen konditioniertem Wasser
(PKW) stets mit PW 7T als Nullkontrolle abgeglichen. Auf diese Weise war es trotz der
naturlichen Variabilitit und des Alterungseffektes maoglich, den Einfluss von |I.
pseudacorus und M. aquatica auf die Gemeinschaftsprofile des Bakterioplanktons in

Inkubationsansatzen zu ermitteln.

'2 h= Anzahl aufgetragener Replikate je Probe (Abb. 17; Abb. 7-10)
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4.2 Einfluss von Iris pseudacorus bzw. Mentha aquatica auf die
Zusammensetzung der Gemeinschaft des
Bakterioplanktons

Bei Parallelanséatzen mit I. pseudacorus und M. aquatica im gleichen Probenwasser
(selber Entnahme-Zeitpunkt) waren im Vergleich zur Nullkontrolle im PKW (mit
Pflanzen konditionierten PW) Banden des Gemeinschaftsprofils nicht sichtbar
(deletiert; siehe 3.2.1). Weiterhin gab es im PKW-Bandenprofil jedoch auch neue
Banden im Vergleich zum Profil der Nullkontrolle (PW). Bandenneubildungen und
Deletionen waren fir 16SDNS Amplikons aus Proben sowohl fur |. pseudacorus-PKW,
als auch fur M. aquatica-PKW spezifisch (Exp. Iris & Mentha 1, 2; 5.2.1). Banden-
Deletionen/-Neubildungen in den 2 Versuchen bei I. pseudacorus: 2, 6/ 0, 1 und bei M.
aguatica: 1, 5/ 0, 0 (Tab. 10; Tab. 4in 5.2.1).

4.2.1 Bandendeletionen in Pflanzen konditioniertem Probenwasser
(PKW) gegenuber der Nullkontrolle

Generell

Eine Bande, welche in Proben des Inkubationsansatzes im Gegensatz zu Proben der
Nullkontrolle nicht (mehr) nachweisbar war, wurde so gedeutet, dass die ribosomale
DNS des entsprechenden Phylotypen nach Filtration des Probenwassers nicht
wiedergewonnen wurde. Diese Bande war ,deletiert* worden. Dieses Phanomen bot

mehrere Interpretationsansatze:

o Die Zellen dieses Phylotypen wurden entweder lysiert, so dass die DNS frei
gesetzt wurde und einen 0,22 um Filter passieren konnte, oder bereits

abgebaut war.

o Die Bildung verkimmerter bzw. kleinwtchsiger Zellstadien durch schlechte
Lebensbedingungen (Roszak & Collwell, 1987) konnte zur Nicht-Detektion
lebensfahiger Zellen tGber (0,22 um-) Filter PCR gefuhrt haben.

Zellen, die kirzlich abgestorben aber noch intakt waren, wurden bei entsprechender
Grol3e jedoch prinzipiell mit der Filter-PCR erfasst. Somit mussten Phylotypen, welche
abgestorben waren zusatzlich bereits lysiert worden sein, um mit der Methode der
(0,22 um-) Filter PCR nicht mehr detektierbar zu sein.
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Fur das Absterben bzw. Verschwinden eines Phylotypen im Probenwasser-
Bakterioplankton bzw. fir den Ubergang in ein nicht detektierbares Mangelstadium in

Inkubationsansatzen im Vergleich zur Nullkontrolle gab es mehrere Ursachen.

Mdgliche Mechanismen fiir Bandendeletionen:

1. Verringerungen von Nahrstoffen und abiotischen Lebensgrundlagen im

Wasser verschlechterten die Bedingungen fur den jeweiligen Phylotypen direkt.

2. Eine verdnderte Nahrungssituation (Verringerung bzw. Reduzierung) von
Néhrstoffen und abiotischen Nahrungsgrundlagen im Wasser fihrte zu einer
erhdhten Konkurrenz zwischen Bakterien/Bakterien bzw. Bakterien/Eukaryoten,
die direkt oder indirekt Lebensbedingungen fiir den Phylotypen verschlechterte.

3. Bakterivore Pradatoren, wie eubakterielle grazer fuhrten zur Reduktion von

Phylotypen.

4. Andere Pradatoren wie Bakteriophagen und Viren flhrten zur Reduktion von

Phylotypen.

5. Sekundarmetabolite mit direkter oder indirekter antibakterieller Wirkung
wurden durch Pflanzen und/oder Pflanzen-assoziierte Mikroorganismen

produziert und bewirkten direkt, oder indirekt eine Reduktion von Phylotypen.

Die unter 1 - 4 aufgefiihrten Mechanismen kénnen dabei unabhangig von der
Anwesenheit von Pflanzen/Pflanzen-Exsudaten Zu einem veranderten

Gemeinschaftsprofil fiihren.

Durch die Mechanismen 1 und 2 waren beispielsweise Veranderungen im
Bakterioplankton in Versuchsansatzen gegeniber der Nullkontrolle erklarbar, welche
durch vergroBerte aktive Oberflachen (durch die Filterwatte (FW) zur Fixierung von
Pflanzen in Versuchen) entstanden. Durch einen Versuch mit FW-Nullkontrolle wurde
aber festgestellt, dass FW als Grund fur Verédnderungen innerhalb der Gemeinschaft
des Bakterioplankton ausgeschlossen werden konnte. Es zeigte sich kein Unterschied
im Bandenmuster planktonischer Bakterien in Proben des PW-FW im Vergleich zur PW
Nullkontrolle (Bilder der Gele, in denen die zusatzliche Nullkontrolle mit
Filterwattesubstrat eingesetzt worden war in 7: Abb. 7-2 und Abb. 7-3). Dennoch hatte
eine vergroRerte Oberflache zu verstarkter Stoffwechselaktivitdit oder auch zur
Etablierung potentiell sessiler Bakterien (Biofilmbildner) fiihren kdnnen. Verstarkte

Biofilmbildung hatte im Vergleich zur Nullkontrolle ohne FW neue 6kologische Nischen
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fur sessile Bakterien entstehen lassen. Es wéare denkbar, dass dies nicht nur zu
guantitativen, sondern auch zu qualitativen  Veranderungen in  der
Bakteriengemeinschaft gefiihrt hatte. Zum Beispiel durch deletierte Gel-Banden, die
einen Phylotypen reprasentierten, dessen Lebensbedingungen sich verschlechterten
(Ursache 1 bzw. 2). Durch das Ergebnis beim Test auf Veranderungen in
Bakterioplanktonprofilen bei Anwesenheit vergréf3erter, abiotischer Oberflachen im
Vergleich zur Nullkontrolle wurde diese Mdglichkeit ausgeschlossen. Daher wurde
davon ausgegangen, dass in Pflanzenversuch-Ansatzen beobachtete Verdnderungen
von Gemeinschaftsprofilen planktonischer Bakterien gegentber der Nullkontrolle durch
die Pflanzen und/oder mit diesen assoziierte Bakterien bewirkt wurden.

Mdgliche Ursachen fur Bandendeletionen in durch |. pseudacorus bzw.

M. aquatica konditioniertem PW

Bei Parallelansatzen mit I. pseudacorus und M. aquatica im gleichen Probenwasser
(Exp. Iris & Mentha 1, 2; 3.2.1) zeigten sich spezifisch sowonhl fiir |. pseudacorus, als
auch fur M. aquatica Bandendeletionen (Bandendeletionen in den 2 Versuchen bei I.
pseudacorus: 2, 6 und bei M. aquatica: 1, 5 (Tab 11; Tab. 4 in 3.2.1)). Beim Iris &
Mentha 2-Versuch (Abschnitt 5.2.1) wurde die Wirkung von I. pseudacorus und M.
aguatica auch im Kombinationsansatz untersucht. Es kam zu spezifisch von der
Anwesenheit einer Pflanzenart im Ansatz abhangigen Bandendeletionen im
Kombinationsansatz (Abb. 17). Zwei Banden im PW 7T (Nullkontrolle) wurden nur bei
Anwesenheit von |. pseudacorus im Inkubationsansatz deletiert (Ansatze: Iris; Iris &
Mentha (Kombinationsansatz)). Im ,Mentha“-Ansatz (Mentha) waren die beiden
Banden wie auch im PW 7T zu sehen und nicht deletiert. Weiterhin wurde im ,Mentha“-
Ansatz eine Bande artspezifisch deletiert. Zudem war die im Einzelansatz
beobachtbare Banden-deletierende Wirkung von M. aquatica im Kombinationsansatz
mit I. pseudacorus nicht erkennbar. Dies waren Hinweise auf potentiell
unterschiedliche Wirkmechanismen zur Deletion von Banden bei den beiden Pflanzen
(4.2.3). Moglicherweise fuhrten unterschiedliche Abgaberaten und/oder
Zusammensetzungen von Pflanzenexsudaten zu den artspezifisch unterschiedlichen
Effekten bei Bandendeletionen (mdgliche Ursache: 1 bzw. 2; 1 und 2). Die
Veranderung der Konzentration anorganischer N- und P-Verbindungen im Wasser
konnte in Versuchen abhangig von der Pflanzenart variiert haben. Dies ist allerdings
unwahrscheinlich, da keine Verédnderungen der Konzentrationen von N- und P-

Verbindungen im Probenwasser insgesamt feststellbar waren (pH 6,5 - 7; NO3 < 5;
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NO,< 0,1; PO, < 0,5; 4.2.1). Allerdings erfolgte die Messung von pH, NO3, NO,,
PO,* mit Testsets der Aquaristik und war nicht sehr empfindlich (z. B. wurde der pH

Wert in 0,5- Schritten gemessen).

Zur Untersuchung des Effektes einer Erhéhung von Nahrstoffen (N-, P- Salze) wurden
in einem Vorversuch (Abb. 7-1) Ansatze der Nullkontrolle und Pflanzenanséatze
gedingt und mit einer ungedingten Nullkontrolle (PW 7T und Pflanzenansatz (Mentha
7T)) verglichen. Die Diingung fuhrte dabei nicht zu Veranderungen im Bandenprofil im

Vergleich zu nicht gediingten Proben (7.2).

Moglicherweise bewirkten Veranderungen durch Schwankungen in der Konzentration
von N- und P- Salzen in Versuchen zwar quantitative Veréanderungen im
Bakterioplankton. Es waren jedoch keine qualitativen Ver&nderungen mit der
verwendeten Untersuchungsmethode (Analyse der 16S rDNS- Bandenprofile) sichtbar.
Vielleicht bewirkten veranderte Konzentrationen anorganischer Nahrstoffe kein
Absterben aller Zellen eines beeintrachtigten Phylotypen, so dass der Bandennachweis
weiterhin  mdglich war. Neben direkten Mechanismen (Mechanismus 1) fihrten
maoglicherweise auch indirekte Mechanismen (Mechanismus 2) zu quantitativen und
qualitativen Veranderungen im Bakterioplankton. In der Literatur gibt es Schilderungen
einer verstarkten Pradation auf Bakterien durch Eukaryoten bei Reduktion
anorganischer Nahrstoffe. Aufgrund von Konzentrationsverdnderungen limitierender
Faktoren anderte sich das Nahrungsverhalten mixotropher Flagellaten zur
heterotrophen Lebensweise (Rothaupt, 1997; Urabe et al., 1999). Da Pradatoren
guantitative und auch gualitative Veréanderungen innerhalb von
Bakteriengemeinschaften verursachen kénnen (Jirgens et al., 1999) wére es mdglich,
dass sich die Konkurrenzsituation fiir bestimmte Phylotypen auch in Pflanzenansétzen
verschlechterte (Mechanismus 2).

Anhand der Analyse von 16S rDNS Bandenmustern konnten Verédnderungen der
Gemeinschaft des Bakterioplanktons in Pflanzenansatzen im Vergleich zur
Nullkontrolle durch Bandendeletionen festgestellt werden (2.5). Es waren jedoch keine
Ruckschlisse auf Mechanismen, welche zu den Bandendeletionen fiihrten mdglich.
Prinzipiell ist denkbar, dass jeder der unter 4.2.1 genannten Mechanismen zu den
beobachteten deletierten Gel-Banden (die einen Phylotypen reprasentierten, dessen
Lebensbedingungen sich verschlechterten) im Bandenprofil planktonischer Bakterien
des PKW gegeniber der Nullkontrolle gefuhrt hat. Keiner der aufgefihrten
Mechanismen wurde durch die Untersuchungsergebnisse widerlegt. Es ist auch
durchaus wahrscheinlich, dass mehrere der genannten Mechanismen gleichzeitig zu

den Veranderungen im Bakterioplankton fuhrten.
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4.2.2 Bandenneubildungen in mit Pflanzen konditioniertem PW (PKW)
gegenuber der Nullkontrolle

Generell

Eine Bande, welche in Proben des Inkubationsansatzes im Gegensatz zu Proben der
Nullkontrolle nachweisbar war zeigte, dass die ribosomale DNS des entsprechenden
Phylotypen im konditionierten Probenwasser durch Filtration mit einer 0,22 pm
Membran (2.5.1) gewonnen wurde. Bakterien, welche im Gegensatz zur Nullkontrolle
in PWK Proben auf 0,22 um Filtermembranen erfasst wurden, waren in diese Ansétze
neu eingeschleppt worden. Eventuell wurde ihre DNS aber auch im PKW durch Filter
PCR erfassbar, weil die Zellen erst dort aufgrund besserer Lebensbedingungen eine

GroRe erreichten, in der sie durch den Filter zurlickgehalten wurden.

Mdgliche Ursachen fir Neubildungen von Banden in durch |. pseudacorus bzw.

M. aquatica konditioniertem PW

Bei Parallelansatzen mit I. pseudacorus und M. aquatica im gleichen Probenwasser
(selber Entnahme-Zeitpunkt) zeigten sich spezifisch fir I. pseudacorus - jedoch nicht
fir M. aquatica - Bandenneubildungen (Exp. Iris & Mentha 1, 2; 3.2.1). Banden-
Neubildungen in den 2 Versuchen bei I. pseudacorus: 0, 1 und bei M. aquatica: 0, 0
(Tab. 11; Tab. 4 in 3.2.1).

Im  Kombinationsansatz von |. pseudacorus und M. aquatica im
Iris & Mentha 2-Versuch (Abschnitt 3.2.1) kam es neben den in 4.2.1 beschriebenen
spezifischen Deletionen auch zu einer spezifisch auf Prasenz von |. pseudacorus
zuriickgehenden Bandenneubildung. Diese Beobachtung bestarkt die Vermutung,
artspezifisch unterschiedlicher Mechanismen der Interaktion beider Pflanzen mit dem

Bakterioplankton im PW.
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Bandenneubildungen in 16S rDNS Amplikons aus Proben von PKW gegenlber der
Nullkontrolle sind prinzipiell durch abgeschiittelte assoziierte Rhizombakterien von
Pflanzen mdglich. Dies ist besonders bei |. pseudacorus morphologisch bedingt
(1.5.2.1) eine wahrscheinliche Erklarung. Das ausgedehnte Wurzelwerk ermdglicht

eine komplexe Rhizospharengemeinschaft (Seidel, 1973).

Auch fur Ansatze mit M. aquatica ist die Bildung neuer Banden in 16S rDNS Amplikons
aus Proben von PKW gegeniber der Nullkontrolle durch Einschleppung epiphytischer
Bakterien auf Blattern und Sprossachsen in Ansatze erklarbar. Individuen von M.
aguatica wuchsen im Gegensatz zu |. pseudacorus zum Teil submers (1.5.2.2).
Submers ausgebildete Stolone zeigten wie in 2.1, 1.5.2.2 beschrieben, spezielle
Morphologie im Vergleich zu emers gewachsenen. Die Situation der Exposition
submerser Sprosse bzw. Blatter von M. aquatica gegenuiber Bakterien ist prinzipiell mit
der einer Rhizosphare von |. pseudacorus vergleichbar. Beide sind von Medium
umgeben, in dem Bakterien ubiquitar auftreten. In Versuchen dieser Arbeit wurden
etwa 1 — 5 * 10° Bakterien * ml™ im Probenwasser festgestellt (Abb. 21). Dieser Wert
erscheint im Vergleich zu gemessenen Zellzahlen von Bakterien in (marinen)
aguatischen Lebensraumen plausibel (Watson et al. 1977). In der Luft ist die Zahl von
Bakterienzellen wesentlich geringer, weil Bakterien dort in der Regel kein Substrat
finden. Bei Landpflanzen befinden sich in unmittelbarer Nahe zur Rhizosphare mehr
Bakterien, als dies bei Blattern der Fall ist (mogliche Ausnahme: Standorte mit hoher
Luftfeuchtigkeit, keimbelastete Standorte). Daher wird es fir die Interpretation der
Interaktion zwischen Bakterien und Makrophyten im getesteten Wasser fir
wahrscheinlich gehalten, dass die submers ausgebildeten Stolone von M. aquatica
ahnliche Anpassungen an die Anreicherung symbiontischer Bakterien aufwiesen, wie
die Rhizospharen mancher aquatischer Makrophyten. Ware dies zutreffend, so ware es
mdglich, dass auch Uber solche Stolone von M. aquatica assoziierte Bakterien in

Versuche eingebracht wurden.

Es war zu vermuten, dass sowohl durch I. pseudacorus, als auch durch M. aquatica
assoziierte Bakterien in Versuche eingebracht wurden. Es war weiterhin
wahrscheinlich, dass eingebrachte (assoziierte) Bakterien im Probenwasser als
Bandenneubildungen detektiert wurden. Zur Klarung dieser Frage sollte folgende

Hypothese getestet werden:

Neugebildete Banden in 16S rDNS Amplikons aus Proben von PKW gegentber der
Nullkontrolle reprasentierten Phylotypen pflanzenassoziierter Bakterien, welche in die

Versuche eingeschleppt wurden.
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Zur Prifung dieser Hypothese wurden Versuche mit steril aufgewachsenen Pflanzen
beider Spezies (I. pseudacorus bzw. M. aquatica) durchgefuhrt. In diesen wurden
Pflanzen-Ansatze mit steril aufgewachsenen Pflanzen (Sterilpflanzen) mit Ansétzen mit
wild aufgewachsenen Pflanzen (Wildpflanzen) verglichen. Veranderungen in beiden
Pflanzenansatzen wurden im Vergleich zu einer Nullkontrolle aus unbehandeltem PW
(PW 7T) betrachtet.

Sterilversuche

In beiden Sterilversuchen mit |. pseudacorus bzw. M. aquatica kam es zu
Neubildungen von Banden in Pflanzenansatzen gegentber der Nullkontrolle (Neu
gebildet in Sterilversuch: Sterilpflanzen (PKWsteripfianzen) / Wildpflanzen (PKWwigpfianzen)
mit |. pseudacorus: 7/4 Banden; n = 3/3; mit M. aquatica: 3/3 Banden; n = 6/6™) (Tab.
11)).

Die Neubildung von Banden in PKWosgeripfianzen Stand im Widerspruch zu der am
Kapitelbeginn aufgestellten Hypothese, dass Bandenneubildungen im PKW gegenlber
der Nullkontrolle auf pflanzenassoziierte Bakterien zurlickzufihren waren. Waren im
Vergleich zur Nullkontrolle zuséatzlich ausgebildete Banden tatsachlich alle auf durch |I.
pseudacorus eingebrachte Rhizospharen-Bakterien zurtickzufiihren gewesen, so hatte
man erwarten missen, dass in Ansétzen mit steril aufgezogenen Pflanzen keine
zusatzlichen Banden zu sehen gewesen waren. Ebenso wére dies fir
Phyllosphéarenbakterien bzw. Spross-assoziierte Bakterien von M. aquatica erwartet

worden.

Replikate dieser Versuche zeigten hohe Werte fur relative Ubereinstimmungen von
Bandenmustern (Ubereinstimmung bei Replikaten in Sterilversuch: (PKWsteriipfianzen) /
(PKWwigpianzen) VON I. pseudacorus Ansatzen [%]*: = 95/ = 96; n=3/3;
Ubereinstimmung bei Replikaten von M. aquatica Ansétzen [%]*: = 90/ = 96; n = 6/6).
Dies deutete darauf, dass neu gebildete Banden nicht auf Artefakte (wie etwa
Verunreinigungen beim Hantieren mit Probenwasser wahrend der Filtrierung)

zurtickzufihren waren.

* n bezeichnet die Zahl ausgewerteter Proben (DNS von Membranfiltersegment). Die Anzahl
der Replikate eines Ansatzes war wie in Kapitel 2 beschrieben 3. Bei n= 6 wurden 2 Probe je
Replikat (Probenglas) im Gel ausgewertet.

" Angegeben sind die Werte der Analyse relativer Ubereinstimmung von Bandenmustern
(siehe Abb. 34 fur Iris steril-Versuch bzw. Abb. 36 fiir Mentha steril-Versuch.
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Unter der Voraussetzung, dass nach der in Kapitel 2 beschriebenen Methode steril
aufgewachsene Pflanzen frei von anhaftenden Bakterien waren, wurde die aufgestellte

Hypothese wie folgt erweitert:

Neugebildete Banden in 16S rDNS Amplikons aus Proben von PKW gegeniber der
Nullkontrolle reprasentierten Phylotypen pflanzenassoziierter Bakterien, welche in die
Versuche eingeschleppt wurden. Moglicherweise wurden sie auch von Phylotypen des
Probenwassers verursacht, welche aufgrund verbesserter Lebensbedingungen in

Inkubationsansatzen aus nicht nachweisbaren Stadien entstanden.

Es mussten sich allerdings innerhalb des Versuchszeitraums (7 Tage) aus Zellen der
Nullkontrolle, die uber Sterilfilter nicht gewonnen wurden Stadien gebildet haben, die
durch 0,22 pm Filter erfassbar waren. Theoretisch ware es denkbar, dass Zellen im
Probenwasser unter verbesserten Lebensbedingungen gegeniber der Nullkontrolle
aufgrund Bildung von wachstumsfahigen Zellen aus Mangelstadien VBNC (viable but
nonculturable)-Zellen (Roszak & Collwell, 1987) detektiert wurden. Hahn (2004)
isolierte 19 Bakterientaxa aus steril filtriertem Suf3wasser durch Akklimatisierung auf
substratreichem Agarmedium. Die Isolate wiesen Zelllangen von < 1 pym bis > 10 pm

auf.

Mogliche Grinde fir einen Selektionsvorteil bestimmter Bakterien gegentber anderen
Bakterien im PKW im Vergleich zu Nullkontroll-Anséatzen (in PKWsriipfianzen  DZW.

P KWWiIdpﬂanzen) waren:

e Exsudation von Stoffen durch die Pflanze verbesserten das Milieu fir den

Phylotypen (z. B. durch pH Wert Anderung).

¢ Die sterile Pflanze bot potentiell symbiontischen Bakterien aus VBNC-Stadien
im Freiwasser in der Rhizosphére bzw. Phyllosphére freie 6kologische Nischen.
Die Bakterien wurden auch im Freiwasser durch Filter PCR nachweisbar als
planktonische Stadien assoziierter Bakterien oder abgeschuttelte Zellen. Vor
allem fiir Bandenneubildungen im PKWsiiipiianzen, die auch im PKWyigpfianzen als
Neubildungen gegentber der Nullkontrolle vorkamen, ware dies eine mdgliche

Erklarung.

e Die sterile Pflanze bot potentiell pathogenen oder kommensalischen Bakterien
aus VBNC-Stadien im Freiwasser in der Rhizosphare bzw. Phyllosphére freie
Okologische Nischen. Bakterien siedelten sich aus VBNC-Stadien aus dem
Freiwasser heraus in freien dkologischen Nischen (Ferluga et al., 2008) an. Die
Okologischen Nischen waren bei Wildpflanzen durch assoziierte Bakterien der

Rhizosphéare bzw. Phyllosphéare besetzt. Bei sterilen Pflanzen konnten sich die
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Bakterien ungehindert vermehren und wurden im Freiwasser nachweisbar
(abgeschiittelte Zellen). Dies kénnte vor allem spezifisch beim Ansatz mit steril
aufgewachsenen |. pseudacorus neu gebildete Banden erklaren, die in

PKWidpiianzen Nicht vorkamen.

Unabhéangig von der Tatsache, dass Pflanzen in allen anderen Pflanzenversuchen
Wildpflanzen waren (wild heranwuchsen), wurde die erweiterte Hypothese auch fir die
Erklarung von Bandenneubildungen in Ansatzen dieser Versuche in Betracht gezogen
(siehe 4.2). Es ist davon auszugehen, dass nicht-sterile Pflanzen eine besiedelte
Rhizosphare bzw. Phyllosphare mitbrachten und daher weniger freie ©kologische
Nischen boten, als steril aufgewachsene Pflanzen. Dennoch stammten Pflanzen aus
einer Akklimatisierungskultur (2.1) und kamen in Versuchen erstmals mit dem
Probenwasser in Kontakt. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass neue
potentielle Symbionten/Pathogene/Kommensalen (assoziierte Bakterien) als nicht
detektierbare Mangelstadien im PW enthalten waren.

Die Prufung der erweiterten Hypothese ist jedoch experimentell schwer
nachvollziehbar, da molekularbiologisch nachweisbare assoziierte Bakterien nicht zu
kurzfristig (7T Inkubationszeit) sichtbaren Veranderungen beim Wirt gefuihrt haben
missen. Moglicherweise wird eine Sequenzierung neu gebildeter Banden die
Zugehdrigkeit der Phylotypen zu Bakteriengruppen mit obligat pathogenen oder
symbiontischen Vertretern aufzeigen. In einer Arbeit zum Vergleich von
Bakteriengemeinschaften an gesunden und kranken Schilfrhizomen wurden bei
gesunden Pflanzen Vertreter gefunden, welche sich durch Sequenzierung potentiell

symbiontischen Bakterienstammen zuweisen liessen (Micsinai et al., 2003).

Auch bei Sterilversuchen kam es wie bei den zu Anfang beschriebenen Wildpflanzen
zu Deletionen von Banden in PKW im Vergleich zur Nullkontrolle. Die Zahl deletierter
und neu gebildeter Banden in Sterilpflanzenversuchen unterschieden sich abhéngig
von der verwendeten Pflanzenart. Daher werden Ergebnisse der Sterilversuche mit I.
pseudacorus bzw. M. aquatica einzeln fur jede Pflanzenart diskutiert. Hinweise auf
unterschiedliche Mechanismen der beiden Pflanzen, Phylotypen des Bakterioplankton

zu beeinflussen, werden diskutiert.
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4.2.3 Unterschiedliche Mechanismen der Beeinflussung von
Phylotypen des Bakterioplankton durch I. pseudacorus bzw. M.
aguatica

Sterilpflanzenversuch mit Iris pseudacorus

Im Sterilpflanzen-Ansatz mit |. pseudacorus kam es zu keinen Bandendeletionen im
PKW im Vergleich zur Nullkontrolle. Es waren im PKWsiipfianzen jedoch mehr Banden
neu gebildet, als im PKW\yigpfianzen (Deletiert PKWsieripfianzen / PKWwigptianzen: 0/1 Banden;
neu gebildet: 7/4 Banden; n=3/3).

Moglicherweise bewirkte das Fehlen antimikrobiell aktiver Rhizombakterien den Verlust
der deletierenden Wirkung bei den sterilen I. pseudacorus. Es ware aufgrund des
Ergebnisses denkbar, dass assoziierte Bakterien flr eine antibakterielle, bzw.
Bakterienbanden'>-deletierende Wirkung im PKW der Pflanzen-Versuche mit I.

pseudacorus aus der Akklimatisierungskultur (sieheTab. 4a) wichtig waren.

Ein antibakterieller Wirkmechanismus uber mikrobiellen Antagonismus ware in
Abschnitt 4.2.1 unter Punkt 5 einzuordnen. Ein solcher indirekter antibakterieller
Wirkmechanismus beinhaltet die Anlockung und/oder Anreicherung von
Mikroorganismen. Diese schaden ihrerseits anderen potentiell phytopathogenen
Bakterien und eukaryotischen Konkurrenten der Pflanzen. Fir den terrestrischen
Lebensraum und insbesondere fiir agrartechnisch genutzte Pflanzen ist das Thema
Lplant-growth-promoting rhizobakteria® (PGPR), also (Rhizo-) Bakterien, welche das
Wachstum von Pflanzen verbessern ein stark bearbeiteter Forschungssektor (1.2.2).
Durch pflanzenbirtige Sekundéarmetabolite beeinflusst, reichern sich benigne Bakterien
in der Rhizosphare an. Durch die Produktion antibakterieller Sekundarmetabolite
(Wright et al., 2001) oder durch Mechanismen, die anderen Mikroben den Zugang zu
Nahrstoffquellen verwehren nutzen diese der Pflanze (De Weger, 1986; Peters & Long
1988; Haas & Defago, 2005; Ferluga et al., 2008; Velusamy & Gnanamanickam, 2008).
In limnischen Okosystemen existieren Beschreibungen der Interaktionen von
Wurzelexsudaten und im Rhizom assoziierten Mikroorganismen. In der Literatur wird
berichtet Uber die Beeinflussung des mikrobiellen Schadstoffabbaus durch Helophyten,
die in ihrer Morphologie mit |. pseudacorus vergleichbar sind (Lalke-Porzyk &
Donderski, 1990; Moormann, 2001; Kisel, 2003; Reinhofer et al. 2007). Diese Studien
bestarken Vermutungen, dass die Pflanzen Vorteile durch Beeinflussung des Aufbaus

einer benignen Rhizosphare haben.
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Eine mogliche Erklarung fir eine gréere Zahl neu gebildeter Banden in PKW sieripfianzen
im Vergleich Zu PKW idpianzen waren daher symbiontische bzw.
pathogene/kommensalische Bakterien, welche freie ©kologische Nischen bei
bakterienfrei (steril) aufgewachsenen Pflanzen besetzen (vgl. vorausgegangener
Abschnitt). Spezifisch bei Sterilpflanzen neu angesiedelte Bakterien wurden
mdglicherweise beim Hantieren abgeschittelt und/oder bildeten planktonische

(Vermehrungs-) Stadien. Diese wurden Uber Filter PCR nachgewiesen.

Auffallend beim Sterilpflanzen-Versuch mit |. pseudacorus war die im Vergleich zu
anderen Pflanzen-Versuchen mit Wildpflanzen derselben Spezies geringe Zahl (Vgl.
Tab. 4) deletierter Banden bei PKW\yigpiianzen. Dabei lag die relative Ubereinstimmung
der Bandenprofile von Proben der 3 PKWyigpfianzen REPlikate bei 2 96 % (Abb. 34). Zu
Beginn von 4.2.3 wurde die Vermutung gedaufert, dass assoziierte Bakterien eine
wichtige Rolle fur die antibakterielle Wirkung auf das Bakterioplankton hatten. Wirde
dies zutreffen, so wére ein Einfluss der Grof3e der Rhizosphére denkbar.

Einfluss von GroRRe (Wurzellange) auf Deletion von wiederkehrenden Banden und

von Banden insgesamt bei Iris pseudacorus

Fur die Untersuchung von steril aufgewachsenen |. pseudacorus im Vergleich mit 1.
pseudacorus-Wildpflanzen waren zur besseren Vergleichbarkeit mit den
kleinwiichsigen Sterilpflanzen, kleinere Individuen der wild aufgewachsenen Pflanzen
verwendet worden. Kleine Pflanzen (5 -10 cm Wurzellange) deletierten die in Ansatzen
mit normal groRen (20 cm Wurzelldnge) |. pseudacorus durchgehend deletierte ,Bande
2“ nicht. Dies war ein Hinweis auf eine verringerte antibakterielle Wirkung der kleinen
Wild-l. pseudacorus. AuRerdem wurde von 8 in der Nullkontrolle sichtbaren Banden
nur eine Bande deletiert, was einem relativen Anteil deletierter Banden von 12,5 % in
diesem Versuch fur Wild- I. pseudacorus entspricht. Im Vergleich dazu lag der relative
Anteil deletierter Banden bei Versuchen mit wild aufgewachsenen |. pseudacorus
Pflanzen bei mindestens 38 % (Tab. 11).

Aufgrund der Beobachtung, dass in Ubereinstimmung mit dem qualitativen Effekt auf
das Muster von Banden in DGGE Gelen auch ein statistisch signifikanter quantitativer
Effekt der Ko-Inkubation von Pflanzen auf die Zellzahl im
Probenwasserbakterioplankton einherging (3.2.2), wird bei deletierten Banden auch

von einer Reduktion der Phylotypen im Bakterioplankton ausgegangen. Es wurde

'* Banden im 16S rDNS-Gemeinschaftsprofil des Bakterioplankton aus Proben von PW
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mdoglicherweise auch eine geringere Anzahl bakterieller Phylotypen des
Bakterioplankton durch kleine I. pseudacorus eliminiert. Es ist denkbar, dass kleinere
Pflanzen im Vergleich zu den in allen anderen Wildpflanzenansatzen verwendeten
20cm (Wurzellange; siehe Tab. 11)-Individuen geringere Mengen an DOC
exsudierten. Die Abgabe von DOC erwies sich in Untersuchungen als abhéngig von
der Assimilationsleistung in der Photosynthese (Welsh et al. 1997). Ebenso kénnte die
Exsudation von Primar- und Sekundarmetaboliten durch eine kleinere Gro3e und ein
vermutlich geringeres Alter von Versuchspflanzen beeintrachtigt gewesen sein. Die
Beobachtung bei marinen Makroalgen, dass antimikrobiell wirksame Metaboliten an
den Thallusspitzen konzentriert sind (Dworjanyn et al., 1999), wurde von Lalke-Porczyk
& Donderski (2003) an SuiRwasserpflanzen bestéatigt. Vermutlich war diese
Beobachtung auf verstérkte Produktion antibiotischer Sekundarmetabolite zum Schutz
von jungen Geweben zurtickzufiinren. Kulturunabhéangige Untersuchungen zeigten die
Gruppierung des bakteriellen Gemeinschaftsprofils von Wurzelspitzen junger Pflanzen
in einer eigenen Untergruppe innerhalb von Rhizosph&ren-Bakteriengemeinschaften
auf Wurzelspitzen (Duineveld et al., 2000). Dennoch ist es denkbar, dass noch nicht
ausgewachsene Pflanzen nicht alle bioaktiven Sekundarmetabolite produzieren,
welche adulte Individuen zu synthetisieren fahig sind. Wenn die Pflanze zur Produktion
betreffender Sekundarmetabolite auf symbiontische Bakterien angewiesen ist, so wird
vermutet, dass der Aufbau einer effektiv antibiotisch wirksamen Rhizosphare mit dem
Wachstum des Rhizospharenraums einhergeht (Bosse & Frenzel 1997). Um die
Hypothese zu Uberprifen, dass die GroRe der Rhizosphare einen Einfluss auf die
Fahigkeit zur Bandendeletion bei |. pseudacorus hat, missten Versuche (analog Iris-
steril) mit normal grof3en |. pseudacorus (20 cm Wourzellange; siehe Tab. 11) und
kleinen wild aufgewachsenen |. pseudacorus (etwa 10 cm Wurzellange wie Individuen
in Iris Steril; siehe Tab. 11) durchgefuihrt werden. Die beiden Ansatze miussten
hinsichtlich ihrer Effektivitat, Banden in PW im Vergleich zu einer Nullkontrolle zu
deletieren, uber Filter PCR und DGGE Analyse von Bandenprofilen verglichen werden.
AulBerdem sollten Bakterien in PKW von Pflanzen beider Grofl3e quantifiziert und
jeweils mit der Nullkontrolle abgeglichen werden. So ware eine Einschéatzung der
Effektivitat der Bandendeletion bei Pflanzen mit kleinem Wurzelraum im Vergleich zu
Pflanzen mit normalem Wourzelraum ausgewachsener Individuen unter den hier
untersuchten Bedingungen mdglich. Es ware daraufhin méglich zu beurteilen, ob die
antibakterielle Wirkung von frei schwimmenden |. pseudacorus-Pflanzen, wie sie in den

Versuchen dieser Arbeit beobachtet wurde mit der Gré3e der Rhizosphare korreliert.
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Sterilpflanzenversuch mit Mentha aquatica

Bei M. aquatica kam es im Ansatz mit steril aufgewachsenen Pflanzen im Vergleich
zum Wildpflanzen-Ansatz zu keinen zuséatzlichen Bandenneubildungen. In beiden
Pflanzenansatzen waren 3 neue Banden im Vergleich zur Nullkontrolle sichtbar (Abb.
35). Die Lage der neu gebildeten Banden in beiden Pflanzenanséatzen stimmte optisch
Uberein. Die Vermutung, dass die Banden nah miteinander verwandte Phylotypen
reprasentierten, wurde allerdings nicht Uber eine Sequenzierung der betreffenden

Banden Uberpruft.

Allerdings waren zur Sequenzanalyse der ,Bande 2 in dieser Arbeit ebenfalls 3
Banden, welche optisch Ubereinstimmten ausgeschnitten worden. Die Sequenzen der
aus den Banden gewonnenen DNS stimmten insgesamt zu 90 % und mehr Uberein
(Abb. 39). Es ist daher durchaus denkbar, dass es sich auch bei den optisch
Ubereinstimmenden Banden im Mentha (steril)-Versuch um Banden desselben
Phylotypen handelte. Im Vergleich zum Wildpflanzen-Ansatz war im Sterilpflanzen-
Ansatz eine Bande mehr deletiert (Im PKWsgiipanzen / PKWwigpianzen deletiert: 5/4
Banden; neu gebildet: 3/3 Banden; n= 6/6'°) (Tab. 11).

Steril gezogene M. aquatica im Vergleich zu Wildpflanzen von M. aquatica im Versuch
boten moglicherweise im Gegensatz zu |. pseudacorus keine groRere Anzahl
Okologischer Nischen z. B. fir kommensalische Bakterien. Es ist denkbar, dass sich
auf steril gewachsenen, sowie auf Wildpflanzen von M. aquatica im Gegensatz zu I.
pseudacorus nur stark spezialisierte Bakterien ansiedeln konnten. Dies waére z. B.
denkbar in Zusammenhang mit der Abgabe etherischer Ole durch die Pflanze. Fur M.
aguatica (Mimica-Duki¢ et al., 2003) und die Gattung Mentha allgemein ist die
Produktion antibiotisch wirksamer etherischer Ole bekannt (Deans, 2007; Lawrence,
2007). Es ist davon auszugehen, dass sowohl Sterilpflanzen, als auch Wildpflanzen
etherische Ole produzieren. Mdglicherweise waren spezialisierte Phylotypen des
Bakterioplankton in der Lage, Komponenten etherischer Ole als Substrat zu nutzen. Es
ist auRerdem denkbar, dass M. aquatica im Gegensatz zu |I. pseudacorus keine fir
nicht spezialisierte Bakterien des Bakterioplankton verwertbare Substrate exsudierte.
Wenn dies zutreffen wirde, lieRBe sich erklaren, warum auf steril- und auf wild

aufgewachsenen Pflanzen die gleichen assoziierten Phylotypen detektierbar waren.

'® n bezeichnet die Zahl ausgewerteter Proben (DNS von Membranfiltersegment). Die Anzahl
der Replikate eines Ansatzes war wie in Kapitel 2 beschrieben 3. Bei n=6 wurden 2 Probe je
Replikat (Probenglas) im Gel ausgewertet.



108

Die Beobachtung, dass eine steril aufgewachsene Pflanze effektiver bakterielle
Phylotypen im Probenwasser deletierte, als eine in natirlicher (Bakterien enthaltender)
Umgebung aufgewachsene war ein Hinweis auf eine nicht von assoziierten Bakterien
abhangige antibakterielle Wirkung von M. aquatica. Mdoglicherweise waren oben
genannte etherische Ole fiir die Banden deletierende Wirkung'’ der Pflanzenart

verantwortlich.

Die spezifischen Unterschiede deletierter und neu gebildeter 16S rDNS Banden in
DGGE Gelen von Pflanzen-Versuchen im Kombinationsansatz und in
Parallelversuchen  (4.2) unterstutzten die  Hypothese von  artspezifisch
unterschiedlichen antibakteriellen Mechanismen. Vergleiche zwischen Einzelversuchen
mit beiden Pflanzenarten beziglich relativer Veranderungen im Bandenprofil
planktonischer Bakterien des Probenwassers waren nicht moglich. Daher wurden
DNS-Sonden zur Verfolgung wiederkehrender Banden eingesetzt, um die Eliminierung
der diese Banden représentierenden Phylotypen zwischen verschiedenen Versuchen
vergleichen zu konnen. Dabei wurden spezifische Unterschiede fur die beiden
Pflanzenarten gefunden, die wiederkehrenden Banden ,Bande 1“ bzw. ,Bande 2“ zu

deletieren.

Deletion wiederkehrender Banden in Anwesenheit von |. pseudacorus bzw. M.

aguatica

Es war Ziel dieser Arbeit nicht nur relative, sondern auch spezifische Verdnderungen
im Auftreten von natlrlich im Probenwasser enthaltenen Bakterien aufgrund der
Prasenz von Versuchspflanzen zu beschreiben. Daher wurde nach wiederkehrenden
Banden innerhalb verschiedener Proben gesucht. Die ,Bande 2“ kam in tber 80 % der
DGGE Gele von Inkubationsversuchen mit Pflanzen bzw. durch Pflanzen
konditioniertem PW vor (siehe Tab. 9). Im PW 2008-Gel (siehe 4.1; Abb. 8) kam
.Bande 2“ in allen zu 6 verschiedenen Zeitpunkten (Mai, Juni, Juli, September,
Oktober, Dezember 2008) gezogenen Wasserproben vor. Sie wies vermutlich auf
einen im Probenwasser haufig vorkommenden Phylotypen hin. ,Bande 1“ wurde fur die
Verfolgung mit einer DNS-Sonde ausgewahlt, weil sie im Iris 1-Versuch deletiert wurde
(PKW im Vergleich zur Nullkontrolle). Sie kam in 64 % der DGGE Gele von
Inkubationsversuchen mit Pflanzen bzw. Pflanzen konditioniertem PW (4.3) vor (siehe
Tab. 9).

" Banden im 16S rDNS-Gemeinschaftsprofil des Bakterioplankton aus Proben von PW
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Durch die Verfolgung zweier im Probenwasser haufig vorkommender Banden in allen
Versuchen wurde die Hypothese einer starkeren Wirkung von |. pseudacorus-Pflanzen
im Vergleich zu M. aquatica- Pflanzen unterstitzt (,Bande 1“ deletiert in ,lris"-
[“Mentha“-Versuchen: immer/immer; Nyersuche=4/1; ,Bande 2“ deletiert in ,Iris“-/“Mentha“-
Versuchen: immer/nie; Nyersuche=3/3) (Tab. 9). Es wurden nur Versuche berlicksichtigt,
in denen die Banden in der Nullkontrolle sichtbar waren. Es wurden auf3erdem hier nur
Pflanzen-Versuche mit wild aufgewachsenen Individuen bericksichtigt. Diskussion des
Vorkommens der ,Bande 1 bzw. ,Bande 2“ in Sterilpflanzenversuchen bzw. in

Sekundarmetaboliten-Versuchen wird nachfolgend, bzw. in 4.3 beschrieben.
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Tab. 9: Vorkommen und Deletion der wiederkehrenden Banden ,Bande 1 bzw. ,Bande
2“ in Inkubationsversuchen. lIris, Iris & Mentha, Mentha bezeichnet Inkubationsansatze
mit I. pseudacorus, |. pseudacorus & M. aquatica, M. aquatica. Iris & Mentha ist der
Kombinationsansatz, die anderen sind Parallelansatze. ,-“ steht bei Banden, welche in
der PW Nullkontrolle nicht sichtbar waren. Fur diese war keine Aussage zur maglichen

Deletion im Pflanzenansatz méglich.

.Bande 1° ,Bande 2° .Bande 1° .Bande 2°
Versuch
sichtbar sichtbar deletiert deletiert
Iris 1 ja nein ja -
Iris 2 ja nein ja -
Iris 3 ja ja ja ja
) ) Ja bei Iris; nein
Iris & Mentha 1 nein ja - .
bei Mentha
ja bei Iris,
Iris & Mentha 2 ja ja Ja bei allen Iris & Mentha;
nein bei Mentha
nein fur Steril-,
Mentha (steril) nein ja - nein far
Wildpflanzen
Iris steril nein ja - nein
Mentha SM ja ja nein nein
Iris 2 - SM ja ja nein nein
Iris & Mentha 1 . . . .
nein ja - nein bei allen
SM
Iris & Mentha 2 . . . . . )
s ja ja nein bei allen nein bei allen

Der die ,Bande 2“ der verfolgten DNS-Banden repréasentierende Phylotyp wurde nur in
Anwesenheit der Pflanze I. pseudacorus im Probenwasserbakterioplankton eliminiert.
Bei Versuchen bzw. Ansatzen mit M. aquatica-Pflanzen war die Bande in PKW und der
Nullkontrolle zu sehen. ,Bande 2“ war in Nullkontrollen beider Sterilpflanzen-Versuche

sowie auch in Pflanzenansatzen mit Sterilpflanzen zu sehen. Die Bande wurde in
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Pflanzenansatzen mit wild aufgewachsenen |. pseudacorus immer (mit einer
Ausnahme: Wild aufgewachsene Pflanzen des Sterilpflanzen-Versuchs; siehe
Diskussion des Einflusses der PflanzengréRe zu Beginn diese Abschnitts) deletiert im
Vergleich zur Nullkontrolle. In den beiden Sterilpflanzen-Versuchen kam es jedoch
weder durch M. aquatica, noch durch I. pseudacorus dazu. Diese Beobachtung ist
ebenfalls zur Stitzung der Hypothese geeignet, dass assoziierte Bakterien
mdglicherweise eine wichtige Rolle bei der antibakteriellen Wirksamkeit von 1.
pseudacorus erflillen. Da in Versuchen mit M. aquatica-Pflanzen die ,Bande 2 auch in
Anwesenheit wild aufgewachsener Pflanzen nie deletiert wurde, ist es wahrscheinlich,
dass kein Mechanismus bei der Pflanze ausgebildet war, welcher zur vollstandigen
Elimination dieses Phylotypen in Versuchen fihrte.

Die ,Bande 1“ dagegen wurde in Pflanzenansatzen immer deletiert, wenn sie in der

Nullkontrolle vorhanden war (Tab. 9).

Da in der Nullkontrolle der Sterilpflanzen-Versuche ,Bande 1“ nicht sichtbar war, wird
keine Aussage zu deren mdoglicher Deletion in Anwesenheit von Pflanzen in diesen

Versuchen getroffen.

Insgesamt war die Menge der gegeniiber der Nullkontrolle deletierten Banden im PKW
in Vergleichsansatzen (in Iris & Mentha 1; Iris & Mentha 2) bei Inkubation mit I.
pseudacorus gréf3er als bei Inkubation mit M. aquatica (Banden-Deletionen in den 2
Versuchen bei |. pseudacorus: 2, 6 und bei M. aquatica: 1, 5 (4.2, Tab. 11). Dies war
ein Hinweis auf eine starkere bakterienunterdriickende Wirkung von |. pseudacorus auf
das Bakterioplankton des untersuchten Probenwassers im Vergleich zu M. aquatica.
Die auch gegeniber den wiederkehrenden Banden festgestellte starker deletierende
Wirkung von |. pseudacorus unterstiitze die Vermutung einer starkeren antibakteriellen

Wirksamkeit auf das Bakterioplankton von |. pseudacorus weiter.

Zur Untersuchung der 0kologischen Relevanz der Phylotypen, welche die
wiederkehrenden Banden reprasentierten, wurden die Banden sequenziert. Zur
weiteren Spezifizierung von Banden, welche von den untersuchten Pflanzenarten
eliminierte Phylotypen des Bakterioplankton repréasentierten, wurden spezifische
Primer zur Amplifikation von PKW-Proben DNS eingesetzt.
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4.2.4 Spezifizierung der durch Inkubation mit |. pseudacorus bzw. M.
aguatica deletierten Banden

»Bande 1“ und ,,Bande 2“ reprasentieren moglicherweise ubiquitére

SiRwasserbakterien

Bei der Sequenzierung der in Anwesenheit von |. pseudacorus in Pflanzenanséatzen
immer deletierten, wiederkehrenden ,Bande 2“ und einem Abgleich der erhaltenen
Sequenz mit der NCBI Datenbank fur ribosomale DNS Sequenzen von Bakterien
zeigte sich eine nahe Verwandtschaft zu Vertretern der Polynucleobacter Gruppe (B-
Proteobacteria) (Ubereinstimmung 98 %; 437 von 474 bp) (3.5.1.1). Diese Bande

wurde in Anwesenheit von M. aquatica-Pflanzen nie deletiert.

Die Sequenzierung der ,Bande 1“ ergab eine Verwandtschaft zu Vertretern der
Flavobacteriaceae (Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB)) (Ubereinstimmung
91 %; 355 von 457 bp) (3.5.1.2). Diese Bande reprasentierte einen sowohl in
Anwesenheit von |. pseudacorus-, als auch M. aquatica-Pflanzen eliminierten
Phylotypen. In einer Studie von 689 16S rRNS-Gen-Sequenzen aus SiuRwasser-Seen
und -Flissen gehdrten Vertreter der Abteilungen der Proteobacteria (a- und B-
Unterabteilung) und der CFB zu den haufigsten und waren kosmopolitisch ubiquitar
(Zwart et al, 2002). In Studien zur Analyse von SifRwasserBakterioplankton-
Gemeinschaften wurden Bakterien der Polynucleobacter-Gruppe immer gefunden
(Hiorns et al., 1997; Zwart et al., 2002; Hahn, 2003; Newton et al., 2006; Weisse,
2006). Die genannten Autoren bzw. Arbeitsgruppen nutzten Methoden fir ihre Studien,
welche unabhangig von einer Kultivierung sind. Die Isolierung von Bakterien der
Polynucleobacter-Gruppe war aber bis vor kurzem noch unmdglich, da viele zu den
obligaten Ultramikrobakterien (<0.1 um®) gehéren. Diese wachsen langsam und halten
Konkurrenz in Kultur unter Standardbedingungen nicht stand (Hahn, 2003). Fir die
Sequenzierung wurde (nach dem E. coli — Nummerierungssystem fir Basen des
16S rRNS Gens (Brosius et al., 1978)) nur der Ausschnitt von Position 341 — 907 der
16SDNS eingesetzt und daher ist die Zuordnung zu den genannten Gattungen
unsicher. Fur eine exakte Zuordnung miisste eine 16S rDNS- Genbibliothek (gene-
library) des Organismus in Klonen erstellt und sequenziert werden. Sollte sich die
Identifikation der Banden als ubiquitdre Teichwasserbakterien bestatigen, so hétte die
Anwesenheit von I. pseudacorus bzw. M. aquatica zur Elimination einer in grof3en

Zahlen (Boenigk et al. 2004) (> 60 % der bakteriellen Gemeinschaft eines getesteten
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Huminstoff-reichen Sees) (Wu & Hahn, 2005) im Probenwasser vorkommenden
Gruppe gefiihrt. Uber die Okologie von Vertretern der Polynucleobacter Gruppe ist
wenig bekannt (Watanabe et al., 2009). Um beurteilen zu kénnen, welche 6kologische
Relevanz  spezifische antibakterielle  Mechanismen gegen Vertreter der
Polynucleobacter Gruppe haben, muss mehr iiber die Okologie dieser Bakterien in
Erfahrung gebracht werden. Bisher ist bekannt, dass es mit Euplotes aediculatus
assoziierte moglicherweise fakultativ symbiontisch lebende Polynucleobacter gibt
(Heckmann & Schmidt, 1987). Eine Literaturrecherche gab keinen Hinweis auf
Phytopathogenitat von Vertretern der Polynucleobacter Gruppe (Hahn, 2003; Hahn et
al., 2005; Boenigk et al. 2004). Die Zuordnung des Phylotypen der ,Bande 1 ist nicht
signifikant und muss mithilfe einer 16S rDNS-Genbibliothek des Organismus und einer

Sequenzierung von dieser abgesichert werden, um Aussagen treffen zu kénnen.

Spezifisch gegeniber Escherichia coli, Enterokokken und Salmonellen hatte Seidel
(1971) in ihren Versuchsaufbauten (in Durchlaufrinnen) eine bessere Abbauleistung fiir
M. aquatica im Vergleich zu I. pseudacorus ermittelt. Allerdings wurde in 4.2.3 auf die
Moglichkeit eingegangen, dass bei |. pseudacorus und M. aquatica verschiedene
antibakterielle Wirkmechanismen aktiv sind. Dies macht die Ergebnisse des Vergleichs
der antibakteriellen Effektivitat beider Pflanzen in verstarktem Mal3e abhangig von der
gewahlten  Nachweismethode und den verwendeten  Modellorganismen.
Moglicherweise waren die von Seidel gewahlten Zielorganismen fur antibakterielle
Wirkungen der Pflanzen sensibler gegenilber antibakteriellen Mechanismen von M.
aquatica (z. B. etherischen Olen). Die in dieser Arbeit (iberwachten Vertreter einer
natiirlichen Bakterioplankton-Gemeinschaft dagegen zeigten sich sensibler gegenliber

den Mechanismen von |. pseudacorus.
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Amplifikation von Proben-DNS aus Iris pseudacorus-Inkubationsversuchen mit

Pseudomonas-spezifischen Primern (PP) im Vergleich zur Nullkontrolle

Bei der Amplifikation wvon DNS aus Proben von |[|. pseudacorus-
Inkubationsversuchen mit Pseudomonas- spezifischen Primern (PP) zeigten sich
Bandenneubildungen im IKW (mit Iris pseudacorus konditioniertes PW) gegenlber der
Nullkontrolle. Im Vergleich zu der Zahl von neuen Banden in parallel mit unspezifischen
eubakteriellen Primern (P) amplifizierten Proben desselben Versuchs kam es zu vielen
Neubildungen (Neue Banden in P-/PP- Amplikons bei Exp. Pseudomonas 1: 6/15 und
bei Exp. Pseudomonas 2: 1/9; n=3/3 in beiden Exp.) (3.5.2). Neugebildete Banden im
IKW gegentber der Nullkontrolle stammten daher wahrscheinlich zum Teil von der
Gattung Pseudomonas. Bei Amplifikation von IKW-Proben-DNS aus dem lIris &
Mentha 2-Versuch kam es mit PP zu 9 Bandenneubildungen, obgleich in mit P
amplifizierten IKW Proben eine neue Bande sichtbar wurde. Moglicherweise war dies
jedoch ein Hinweis auf Bandenbildung an mehreren Positionen bei Amplifikation mit
den ITS 1 Primern (2.5.3). Bei Amplifikation mit 16S rDNS wurde bereits Uber die
Existenz multipler Operons bei Genen der kleinen ribosomalen Untereinheit berichtet
(,rrn Operons®, siehe Nubel et al. 1996; Lam, 2007). Es ist denkbar, dass ahnliche
Sequenzheterogenitaten innerhalb von anderen Genen der ribosomalen RNS und
vielleicht auch in nicht-kodierenden Abschnitten vorkommen. Eine weitere
Erklarungsmdoglichkeit wére, dass neu aus Probenwasser etablierte, assoziierte
Bakterien von |. pseudacorus (vgl. 4.2.2) der Gattung Pseudomonas angehérten. Viele
bisher entdeckte, mit Pflanzen assoziierte (Rhizo-) Bakterien im terrestrischen (Ferluga
et al., 2008) wie im aquatischen Lebensraum (Gunnison & Barko, 1989) sind Vertreter
der Gattung Pseudomonas. Auch viele der genannten ,plant-growth-promoting
rhizobakteria“ (PGPR) gehéren dieser Bakteriengattung an (de Weger, 1986; Defago,
2005). Unter diesem Gesichtspunkt ist es potentiell moglich, einige der im PKW
detektierten Bandenneubildungen in Pseudomonas-Gelen durch ,eingeschleppte”
bzw. aus dem Probenwasser in Anwesenheit der Pflanze etablierte Phylotypen
Rhizom-assoziierter Bakterien zu erklaren. Viele Phytopathogene entstammen
ebenfalls der Gattung Pseudomonas (z. B. Pseudomonas syringae). Diese Art ist
aufgrund der Uberlebensfahigkeit in Wasser und der Verbreitung mithilfe von
GielRwasser ein besonders problematisches Phytopathogen (Bashan, 1985; Riffaud &
Morris, 2002). Wie in 4.2.2 beschrieben, wéare es durchaus denkbar, dass potentielle
Phytopathogene sich aufgrund freier 6kologischer Nischen auf sterilen |. pseudacorus

etablierten.
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Bereits bei der Untersuchung der Pflanzenart-spezifischen Deletion wiederkehrender
Banden in Abschnitt 4.2.3 wurde in Tab. 9 der Untersuchung einer potentiell
antibakteriellen Wirkung von Pflanzenexsudaten in Abwesenheit von Pflanzen
vorgegriffen. Die Betrachtung der antibakteriellen Wirkung von |. pseudacorus bzw. M.
aguatica gegenuber bakteriellen Phylotypen im Bakterioplankton erfolgte anhand der
Kultur- unabhangigen Methode der Filter PCR und der DGGE Gel Analyse von
Bandenprofilen (4.2). Durch diese indirekte Nachweismethode wurde ein
antibakterieller Effekt der beiden untersuchten limnischen aquatischen Makrophyten
(LAM) gegenliber Phylotypen des Bakterioplankton sichtbar. Dieser wurde festgestellt
durch deletierte Banden im PKW im Vergleich zur Nullkontrolle. Es zeigten sich
spezifische Unterschieden zwischen den beiden LAM in der deletierenden Wirkung auf
Phylotypen im PW. AufRerdem wurde die Deletion einer Bande, welche einen
Phylotypen reprasentiert, der potentiell nahe verwandt zu ubiquitaren
Teichwasserbakterien ist, haufig festgestellt. Durch Inkubationsversuche mit
Bakterioplankton des PW durch PKW in Abwesenheit der Pflanze (durch welche PKW
gewonnen worden war) wurde die antibakterielle Wirkung der Pflanzenexsudate

getestet (Sekundarmetaboliten-Versuche).

4.3 Effekt exsudierter Sekundarmetabolite (SM) von Iris
pseudacorus bzw. Mentha aquatica auf das inkubierte
Bakterioplankton und inkubierte Bakterien

Die Zahl deletierter Banden in Sekundarmetaboliten (SM)-Versuchen (Iris & Mentha
1-SM; Iris & Mentha 2-SM; Iris-SM; Mentha-SM) war geringer als in den
vorausgegangenen Pflanzen-Versuchen (Tab. 5 a, b).

Im Iris & Mentha 2-SM-Versuch (Abb. 27) wurden Bandendeletionen im PKW
beobachtet (Tab. 10). Nur in diesem SM-Versuch kam es bei Ansatzen mit 1.
pseudacorus und bei Ansatzen mit M. aquatica zu Deletionen und zu einer von der
Anwesenheit von [IKW abhéngigen Deletion (Abb. 27). Im Parallelversuch
Iris & Mentha 1-SM und in den Einzelversuchen Iris-SM bzw. Mentha-SM wurden
dagegen keine Banden im PKW inkubierten PW deletiert. Die Spezifitat einer Deletion
und die hohe Ubereinstimmung von Replikaten (100%) (R=1; Signifikanzlevel=0,1) im
Iris & Mentha 2-SM-Versuch machten eine Auswertung des Versuchs trotz der
geringen Zahl der auf das DGGE Gel aufgetragenen Replikate (n = 2) zulassig. Wie
gezeigt wurde, kam es auch in Sekundarmetaboliten-Versuchen zu Deletionen von

Banden im Vergleich zur Nullkontrolle (Tab. 10). Es erscheint daher denkbar, dass
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Exsudate bzw. exsudierte Sekundarmetabolite im Umgebungswasser der Pflanzen

auch in deren Abwesenheit wirksam blieben.

Lam & Harder (2007) wiesen Reduktionseffekte von durch Exsudate mariner
Makroalgen konditioniertem Wasser auf Phylotypen des marinen Bakterioplankton in
unmittelbarer Nahe nach. Der Versuchsansatz war dem hier verwendeten methodisch
ahnlich. In der Arbeit verwendete Makroalgen stammten aus Gattungen, fir die
teilweise in der Literatur durch Extraktetests eine antibakterielle Wirksamkeit bereits
bestatigt war. Wie in der vorliegenden Untersuchung kam es auch in dieser Studie
sowohl in Inkubationsversuchen in Anwesenheit der Makroalgen, als auch in
Versuchen mit Exsudatwasser in Abwesenheit der Pflanzen zu Deletionen von Banden
im Bakterioplankton des Testwassers. Ebenso wie in dieser Untersuchung an |I.
pseudacorus und M. aquatica war die antibakterielle Wirksamkeit der Makroalgen in
Versuchen in deren Anwesenheit grof3er, als in Abwesenheit.

In dieser Untersuchung mit I. pseudacorus und M. aquatica bei Versuchen mit
Exsudatwasser waren keine der verfolgten Banden von Deletionen betroffen (siehe
4.2.3; Tab. 9). Die Eliminierung von Phylotypen war anscheinend abh&ngig von der im
PW vorhandenen Bakterioplankton-Gemeinschaft. Nur auf diese Weise ist erklarbar,
weshalb es nur in einem Versuch (Iris & Mentha 2-SM) zu Bandendeletionen kam und
in den anderen beiden Sekundarmetaboliten-Versuchen nicht. Dies deutet wiederum
auf eine Spezifitat der antibakteriellen Wirkungen von Pflanzenexsudaten fir

bestimmte Phylotypen des Bakterioplankton.

Alle Punkte der in 4.2.1 gefiihrten Diskussion kénnten die auch in Abwesenheit der
Pflanzen beobachtbare antibakterielle (Banden-deletierende'®) Wirkung erklaren. Die
einzigen nicht zu berlicksichtigenden potentiellen Wirkmechanismen sind die, welche
von der Anwesenheit Pflanzen assoziierter Bakterien ausgingen. Dieser Faktor, wurde

durch die Sterilfiltrierung von PKW vor Versuchsstart ausgeschlossen.

Damit ist die antibakterielle Wirkung, welche in dieser Arbeit anhand von
Bandendeletionen erkennbar war keinesfalls ausschliel3lich auf Sekundarmetabolite
von Pflanzen/Pflanzen-assoziierten Bakterien beschrénkt. Die verwendete, Kultur-
unabhangige Analysemethode fur (antibakterielle) Wirkungen limnischer aquatischer
Makrophyten auf Bandenprofile der Bakterioplankton-Gemeinschaft war nicht selektiv
auf die Erfassung dieses Aspektes einer maoglichen antibakteriellen Wirkung
ausgerichtet (4.4). Verfahren zum Nachweis und Test antibakteriell wirksamer

Sekundarmetabolite, welche auf Extraktionen aus Pflanzen basieren sind fehleranfallig

'® Banden im 16S rDNS-Gemeinschaftsprofil des Bakterioplankton aus Proben von PW
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und selektiv (Hirsch et al. 2003). AuRerdem lassen sie oft keine Schlisse auf die
Okologische Relevanz von in vitro gewonnenen Ergebnissen zu. Der Nachweis der
aktiven Abgabe beschriebener Antibiotika und anderer Sekundarmetabolite durch die
Pflanze ist schwierig (Glomski et al. 2002). Probleme bei der Detektion der Stoffe
ergeben sich durch Verdinnung und haufig kurze Halbwertszeiten bioaktiver
Sekundarmetabolite (Lewis, 1986) im Wasser. Nachweise physiologisch wirksamer
Konzentrationen von Stoffen sind bei der raschen Verdinnung im wassrigen
Lebensraum schwer zu erbringen. In Anwesenheit der Pflanze wurden vermutlich in
Konzentrations-hotspots (vgl. Paul et al. 2006) in unmittelbarer N&he des
Pflanzenkorpers auf3reichend hohe Konzentrationen fur eine antibakterielle Wirkung
erreicht. Moglicherweise an spezialisierten Drisen der Epidermis.

Es waren auch in einem Sekundarmetaboliten-Versuch Banden-Neubildungen im
Vergleich zur Nullkontrolle zu sehen (Iris & Mentha 2-SM). Analog zu der
Beobachtung von Bandenneubildungen bei Versuchen mit Sterilpflanzen (4.2.2)
musste auch fur Sekundarmetaboliten-Versuche die eingangs fur (Wild-) Pflanzen-
Versuche aufgestellte Hypothese erweitert werden. Vermutlich handelte es sich bei
den Banden um Phylotypen, welche sich in PKW aus einem nicht detektierbaren
Mangelstadium in nachweisbarer Grof3e etablierten. Dies ist mdglicherweise auf
exsudierte Wirkstoffe von Pflanzen/Pflanzen-assoziierten Bakterien zurickzufiihren,
welche das Wachstum und/oder die Konkurrenzsituation der Phylotypen verbessert
haben. Mdglich ware auch eine indirekte Wirkung der Exsudate durch antibakterielle

Wirkung auf Konkurrenten des Phylotypen. (4.2.1).

Zusammenfassend ist es wahrscheinlich, dass Pflanzen und/oder mit ihnen assoziierte
Mikroorganismen antibakteriell wirksame Stoffe/Sekundarmetabolite abgaben.
Offenbar wurden die Stoffe jedoch in zu geringen Konzentrationen fiir eine
Aufrechterhaltung der Wirkung in deren Abwesenheit abgegeben. Um die
antibakterielle Wirkung der Exsudate untersuchter Pflanzen bzw. von assoziierten
Mikroorganismen der Pflanzen zu uUberprufen, wurde ein Inkubations-Versuch mit

potentiell phytopathogenen Bakterien und Konzentraten des PKW durchgefihrt.

In diesem Versuch wurde gleichzeitig getestet, ob der nahe mit in GielRwasser
Uberlebensfahigen Pseudomonas syringae (Riffaud & Morris, 2004) verwandte P.
syringae pv. syringae durch Exsudate von |. pseudacorus im Wachstum beeinflusst

wurde
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Tab. 10: Zusammenfassung der Zahl deletierter Banden in PKW-inkubiertem
Probenwasser in Proben von Sekundarmetaboliten-Versuchen im Vergleich zu den

vorausgegangenen Pflanzen-Versuchen. * Ngepiikae= 2; ** Nrepiikate= 3; ***NReplikate= >3-

Bandendeletionen in Pflanzen- | Bandendeletionen in PKW-
Versuchen versuchen
Versuch Iris-Ansatz | Mentha-Ansatz Iris-Ansatz | Mentha-Ansatz
Iris & Mentha 1 | 2*** 1+ 0** 0**
Iris &Mentha 2 | 6* 5* 4* 3*
Iris™® e - 0**
Mentha - P R o**

Einfluss exsudierter Sekundarmetabolite von Iris pseudacorus auf Pseudomonas

spp.

Potentiell phytopathogene Stamme von Pseudomonas (P. syringae pv. syringae, P.
savastanoi pv. phaseolicola) wurden durch Inkubation mit in Wasser geldsten
Konzentraten von lIris pseudacorus-Exsudat signifikant im Wachstum gehemmt. Die
Dichte der Zellen in mit IKW- (Iris konditioniertes PW) Konzentrat inkubierten Kulturen
verringerte sich wahrend einer 48 h Inkubation im Vergleich zur Inkubation mit der
Nullkontrolle signifikant (P = 0.05) (3.6). Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass
nicht feststeht, ob die getesteten Pseudomonaden auch im Probenwasser vorkamen.
Prinzipiell ist es durchaus denkbar, dass phytopathogene Bakterien im untersuchten
GielBwasser vorhanden waren. Die Verbreitung von phytopathogenen Bakterien durch
Bewasserungssysteme ist ein bekanntes Problem (Riffaud & Morris, 2002; Seipp et al.,
2007). Pseudomonas spp. kdnnen auch in nahrstoffarmen Wasser leben (Byrd et al.,
1991). Es ist daher méglich, dass sich bei den aquatischen Makrophyten Mechanismen
zum Schutz gegen phytopathogene Pseudomonas spp. entwickelt haben.

9 pflanzenversuch: Iris 2
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In Gelen von Pseudomonas-Versuchen (4.2.4) wurden Amplikons eines Gemischs
von 3 Pseudomonas-DNS Isolaten (P. syringae pv. syringae , P. savastanoi pv.
phaseolicola, P. fluorescens; sieche M&M) als DNS-Standard verwendet. Einige der
Bandenpositionen der ausgebildeten Banden dieses DNS Standards stimmten dabei
mit denen von PP-amplifizierten PW 7T Proben Uberein (Abb. 41, Abb. 43). Dies ist ein
Hinweis auf eine Anwesenheit von Phylotypen im Probenwasser, die nahe mit den
getesteten Pseudomonaden sind. Allerdings miisste die Ubereinstimmung der Banden
durch eine Sequenzierung Uberprift werden, um eine Aussage zu treffen, ob potentiell
phytopathogene Pseudomonas-Stamme im Probenwasser vorhanden waren. Ebenso
ware es auf diese Weise maoglich, die in Anwesenheit von |. pseudacorus beeinflussten
Pseudomonas zu identifizieren. Die Beobachtung, dass bei Sekundarmetaboliten-
Versuchen die Deletion abhangig war von der im PW vorhandenen
Bakteriengemeinschaft spricht fir eine insgesamt stark selektive antibakterielle

Wirkung von Pflanzenexsudaten.

Der Effekt der signifikanten Wachstumsverringerung auf P. syringae pv. syringae und
P. savastanoi pv. phaseolicola war bei Verwendung eines 10x Konzentrats von IKW
aus 3 Probenglasern (Replikaten) aufgetreten. Fir den Nachweis, dass die in diesem
Ansatz mit dem Exsudate-Konzentrat erreichte Konzentration unter naturlichen
Bedingungen lokal erreicht wird, sowie zur ldentifikation moglicher antibakteriell

wirksamer Sekundarmetabolite sind jedoch weitere Studien notig.

4.4 Diskussion der Methoden

Kultivierung der aquatischen Makrophyten

Die Akklimatisierungskultur war gut dazu geeignet, Pflanzen beider Spezies lber den
Zeitraum von bis zu 3 Jahren unter gleichbleibenden Bedingungen zu halten. Die
Pflanzen zeigten alle ein kraftiges Wachstum und bildeten im Fall von Mentha aquatica
sogar Bliten aus. Durch die Aklimatisierungskultur war der schnelle Zugriff auf
Individuen, die unter gleichen Bedingungen gewachsen waren, mdoglich. Individuen
waren in Replikaten gut vergleichbar. Die substratiose Wuchsform mit frei treibenden
Wurzeln in Wasser bot keine sichtbaren Nachteile fir das Wachstum der Pflanzen. Die
Tatsache, dass Iris pseudacorus nicht blihten ist vermutlich durch die geringe
Beleuchtungsintensitat zu erklaren (200-300 pEinstein m? sec™). Das freie Treiben der
Wurzeln von Iris pseudacorus bewirkte gegenlber Literaturangaben verlangerte

Wurzeln (Kapitel 2). Sollte sich die in 4.2.3 vermutete positive Korrelation von
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Wurzellange und antibakterieller Effektivitat der Pflanze bestatigen, so kénnte die frei
treibende Haltungsform zur Verwendung in Giel3wasseraufbereitungsanlagen niitzlich

sein.

Die Steril-Kultivierung von Pflanzen war allerdings problematisch. Die Kulturschalen fur
Sterilkulturen waren sehr Kklein (Kapitel 2) und es dauerte mindestens 30
Kalenderwochen, bis sterile Iris pseudacorus Wurzeln ausgebildet hatten, welche

= 10 cm Lange aufwiesen.

Filter PCR zur Amplifikation von 16SDNS Proben und Analyse von
Bandenprofilen auf DGGE Gelen

Die verwendete Nachweismethode fur bakterielle ribosomale DNS mit
Amplifikationsschritt iber PCR und anschlieender DGGE des mit einer GC-Klammer
versehenen Fragments zur Auftrennung verschiedener Phylotypen ist sehr empfindlich.
So kann beispielsweise ein einzelnes DNS-Molekiil innerhalb einer Menge von 10°
Zellen im Probenwasser nachgewiesen werden (Fischer & Lerman, 1983; Higuchi et
al., 1988; Saiki et al., 1988). Wie beschrieben (4.2.1) lasst die Deletion von DNS-
Banden im durch Pflanzen konditionierten Probenwasser bei dieser sensiblen
Nachweismethode deshalb auf ein Absterben und eine Lyse der entsprechenden

Bakterien des Probenwasserbakterioplankton schlieen.

Bei Amplifikation von DNS aus Proben von Pflanzen-Ansatzen mit Sterilpflanzen lieRen
Bandenneubildungen in Bandenprofilen des PKW gegeniiber der Nullkontrolle jedoch
auf das Vorhandensein nicht-filtrierbarer (Uber 0,22 um Membranen) bakterieller
Phylotypen in PW schlieRen. Ebenso deuteten Bandenneubildungen in Proben von mit
PKW inkubiertem PW in Sekund&rmetaboliten-Versuchen auf nicht detektierte
Stadien bakterieller Phylotypen im PW. Die mdgliche Beeinflussung von
Ultramikrobakterien, bzw. kleinwichsigen Stadien planktonischer Bakterien durch
Exsudate von LAM zu untersuchen hétte das Potential, Gegenstand einer
nachfolgenden Untersuchung zu werden. Durch Untersuchungen von Hahn (2004)
wurde die Existenz uUberraschend grof3er Zahlen von keimfahigen Bakterien in
Sterilfiltraten nachgewiesen. In SulRwasserseen wurde ein grof3er Anteil planktonischer
Bakterien als zu einer Gruppe von Ultramikrobakterien gehdrig bestimmt (Hahn et al.,
2005). Moglicherweise konnen sich solche potentiellen Mangelstadien durch exsudierte
Nahrstoffe von LAM im Wasser in nachweisbaren Zahlen etablieren und erreichen

durch  Sterilfiltrierung erfassbare GroRe. Mdoglicherweise wére es daher
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empfehlenswert, vergleichbare Untersuchungen an Teichwasserproben zuklnftig mit

einem zusatzlichen 0,1 um Filter durchzufthren.

AuBerdem gab es weitere Hinweise auf eine mdgliche Nicht-Detektion im
Probenwasser vorhandener Banden-Phylotypen in mehreren Pflanzen-Versuchen und
einem

Sekundarmetaboliten-Versuch : In den DGGE Gelen zu Auswertung der
Bandenmuster der Proben von Versuchen (Iris & Mentha 2, Mentha, 3.2; Iris &
Mentha 2-SM, 3.4) war die wiederkehrende, sogenannte tw Bande in PW 7T Proben
nicht zu sehen. In einigen Wiederholungsversuchen war sie in PW 7T dagegen
schwach sichtbar. Die ,w“ Bande war eine der bei der vergleichenden
GieRwasseruntersuchung

Probenwasser2008-Versuch vom Jahresverlauf unabhéngig in allen PW OT Proben
vorhandenen Banden. Bei Gelen zur Uberpriifung von Bandenpositionen (7.4) und auf
Gelen zur Uberpriifung von Banden-DNS-Sonden (,markierenden Proben“) wurden
verschiedene Filtersegmente gleicher Proben auf verschiedenen Gelen entwickelt. Die
durch Sonden markierten Bandenpositionen zwischen verschiedenen Gelen waren gut
vergleichbar. Mdglicherweise ging die durch Uberprifungsgele gefundene Nicht-
Detektion von Banden in PW 7T o0.g. Versuche auch auf eine unregelmafige
Verteilung von Phylotypen auf Filtermembranen zurlick. Durch Teilung der Filter in
Segmente war die Banden-DNS der betreffenden Bakterien in einigen Segmenten
nachweisbar und in anderen unter der Nachweisgrenze. Die Empfindlichkeit der
Methode lasst theoretisch die Detektion einzelner Zellen in Volumina wie den hier
untersuchten 60 ml zu (Higuchi et al., 1988). Allerdings lag die Nachweisgrenze fir
bakterielle Phylotypen des Probenwassers aufgrund von Huminstoffen und anderen
mdglichen Inhibitoren der Amplifikation in der PCR in dieser Arbeit mit grofl3er
Wabhrscheinlichkeit Gber der von 1-10 Zellen. Diese Gefahr bestand jedoch nur bei
Organismen, welche in geringen Konzentrationen im Probenwasser vorhanden waren.
Aufgrund der Beobachtungen wird angenommen, dass die ,tw“ Bande auf einen
ubiquitaren Phylotypen zuriickgeht, der in frisch gefiltertem (0T) Probenwasser deutlich
nachweisbar war. In gealtertem Probenwasser kam der Phylotyp jedoch nur in
Konzentrationen nahe der Nachweisgrenze vor. DNS-Sonden der ,tw“ Bande wurden
daher nicht als marker fir eine Beeinflussung von Phylotypen des Bakterioplanktons
durch konditioniertes Wasser verwendet. Sie dienten vielmehr als eine verlassliche
Orientierungshilfe fir Bandenmuster von PW OT Proben. Um Fehlerquellen wie die
beschriebene auszuschliel3en, war der Einsatz von Wiederholungsgelen, DNS-Sonden
und Standards entscheidend. Der Einsatz von Wiederholungsgelen ermdglichte eine

verlassliche Erkennung von Banden und damit eine Beurteilung auch bei schwacher
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Auspragung. Mithilfe verwendeter DNS Sonden lie3en sich zwei der wiederkehrenden
Banden in Versuchs-Gelen identifizieren. Es war jedoch wichtig, DNS-Sonden auf
Gelen mit vorher abgesicherten DNS-Sonden vor dem Einsatz als ,marker® zu
Uberprifen, um die Position der Bande zu bestatigen (7.4). Zusatzlich zur PW-
Nullkontrolle sichtbare Banden in Sekundarmetaboliten-Versuchen (3.3) wurden
ebenfalls Uberpriuft. Das Einschleppen von Phylotypen von Ultramikrobakterien (Hahn,
2004) des PW mit dem durch Pflanzen-konditionierten PW in den
Sekundarmetabolitenversuch war denkbar und wurde daher mit der entsprechenden
Nullkontrolle ausgeschlossen. Obgleich das PKW vor Inkubation mit frischem PW
steriffiltriert wurde, waren Neubildungen von Banden in Inkubationsansatzen
falschlicherweise als neue Phylotypen assoziierter Bakterien von Pflanzen gedeutet
worden. Da Versuche zur Inkubation mit Exsudatwasser (PKW) im Anschluf3 an einen
Pflanzenversuch durchgefuhrt wurden, war das Probenwasser der Nullkontrolle des
Sekundarmetabolitenversuchs methodisch bedingt mindestens 7 Tage nach dem
Probenwasser des Pflanzenversuchs aus dem Teich entnommen worden. Daher
unterschieden sich das frisch gefilterte Probenwasser (PW OT) und die Nullkontrolle
(PW 7T) der Sekundarmetaboliten- (SM-) Versuche von dem PW der Pflanzen-
Versuche. Banden Neubildungen wurden stets relativ zur entsprechenden (PW 7T-)
Nullkontrolle betrachtet. Um diese moéglicherweise scheinbar neu gebildeten Banden
erkennen zu kdnnen, wurden PW OT Proben des vorausgegangenen Pflanzenversuchs
auf Gele zur  Auswertung der SM-Versuche aufgetragen (Exp.
Iris & Metha 2-SM; 3.3; Abb. 27).

Das Vor-Filtern von Probenwasser war bei den vergleichsweise geringen Volumina
gefilterten Wassers (60 ml Uber 0,22 um Filterschritt) entscheidend. Die Filterkaskade
(2.5.1) wurde entwickelt, nachdem eine vorher angewandte Vorfilter-Methode Uber
Papierfilter von > 10 um Porenweite (Sartorius, Gottingen, FT-3-101-055, & 50 mm)
(2.5.1) nicht ausreichte, um planktonische Algen zu entfernen. Bis zu einem
Porendurchmesser von 3 um waren grobe, gelblich bis griinliche Partikel im Filter zu
sehen (Abb. 46). Dies deutete auf Huminstoffe und Phytoplanktonorganismen. Die
Entfernung von Huminstoffen ist entscheidend fur eine Vermeidung von

Amplifikationsproblemen bei der PCR.



123

Abb. 46: Filtermembranen nach Filtrierung von 400 ml Probenwasser (PW OT). Filter
linke Seite: 3 um Porenweite, Filter rechtes Bild: 1 um Porenweite. Probenwasser war

Uber Papierfilter vorgefiltert worden.

Eignung des indirekten Nachweises antibakterieller Wirksamkeit Uber
Untersuchung qualitativer Veranderungen in DNS-Profilen von Bakterien

Die Beobachtung, dass in Ubereinstimmung mit dem qualitativen Effekt auf das Muster
von Banden in DGGE Gelen auch ein statistisch signifikanter quantitativer Effekt der
Ko-Inkubation von Pflanzen auf die Zellzahl im Teichwasserbakterioplankton
einherging (3.6) spricht fur eine gute Anwendbarkeit der Kultur-unabhangigen DGGE
mit den gewahlten unspezifischen eubakteriellen Primern zum indirekten Nachweis
antibakteriell ~wirksamer Exsudate in Gewasserproben des untersuchten
GielRwasserteiches. Unter der Voraussetzung, dass genannte VorsichtsmalRnahmen
beachtet werden, ist die Methode gut geeignet, um ohne zeit- und materialaufwendige
Extraktionsverfahren  Effekte von LAM und anderen Faktoren auf die
Zusammensetzung von Gemeinschaften planktonischer Bakterien zu untersuchen. Im
Gegensatz zu Extraktions- gestitzten Verfahren ist die in dieser Arbeit verwendete
Methode des indirekten Nachweises antibakterieller Wirksamkeit nicht auf eine
antibiotische Wirksamkeit beschrankt. Effekte, welche durch andere Exsudate, wie
z. B. Nahrstoffe oder milieuverandernde Stoffe verursacht sind, werden mit der Kultur-
unabhangigen DGGE Gel-gestiitzten Analyse von 16S rDNS Amplikons aus durch
Filter PCR gewonnener DNS nachgewiesen. Ein Nachteil der Methode ist allerdings,
dass kirzlich abgetotete Zellen im Filter erfasst werden. AuBerdem sind quantitative
Verédnderungen in Bakterienprofilen nicht ersichtlich, so lange Zellen per Filtrierung

gewonnen werden kdnnen.

Tab. 11: Zusammenfassung der relativen Ubereinstimmung von Nullkontrolle ,PW* und

konditioniertem Wasser ,PKW* der Pflanzen-Versuche unter Berlicksichtigung des
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Anteils deletierter Banden an der Gesamtzahl von Banden in der Nullkontrolle ,PW*

und der PflanzengrofRRe. Del=deletierte Banden im PKW; Neu=Bandenneubildungen im

PKW:; Bl=Blattlange; Wu= Wurzellange; Sto=Lange der Stolone. Bezeichnungen der

Versuche in Fettdruck angegeben.

Banden | Del | Neu | Ubereinstimmung Anteil Anteil Pflanzen-
in PW der neu deletierter groRe
Bandenmuster gebildeter | Banden [em]
[%6] Banden [%]
PW/PKW [%] Del/PW
Neu/PW
Iris 1 15 6 6 38 40 40 BI: 20-
40
Wu: 20
Iris & Mentha 1 2 2 0 0 0 100 BI: 20-
40
Wu: 20
Iris 2 8 3 1 64 13 38 BI: 20-
40
) Wu: 20
N
S |Iris3 13 | 6| 4 23 31 46 BI: 20-
) 40
S
%) Wu: 20
~ |lIris&Mentha2 | 8 6 | 1 75 13 75 BI: 20-
40
Wu: 20
Steril 0 7 69 88 0 BI: 15
— Wu: 10
= wild 8 1| 4 71 50 13 Bl: 10-
2 15
Wu: 5-

10
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Mentha Versuche

Banden | Del | Neu | Ubereinstimmung Anteil Anteil Pflanzen-
in PW der neu deletierter grolRe
Bandenmuster gebildeter | Banden [em]
[%] Banden [%0]
PW/PKW [9%6] Del/PW
Neu/PW
Iris & Mentha 1 2 1 0 61 0 50 Sto: 15-
30
Iris & Mentha 2 8 5 0 25 0 63 Sto:15-
30
Steril 5 3 67 20 33 Sto:  5-
©
= 15 10
g
= wild 4 3 74 20 27 Sto: 10
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7 Anhang

7.1 Charakteristik des Probenwassers

In Tab. 12 sind die gemessenen Werte zur Charakterisierung des Probenwassers in
Versuchen dargestellt. Es werden dabei die Werte fur alle 11 durchgefuhrten
Inkubationsversuche mit unbehandeltem Probenwasser als Nullkontrolle angegeben.
Gemessene Werte des Mentha-Dinger-Versuchs, in dem Konzentrationen
anorganischer Nahrsalze im Probenwasser artifiziell erhéht wurden sind ebenfalls
angegeben.

Tab. 13: Uberblick tber pH Wert und anorganische Nahrstoffe des Probenwassers.
Werte wurden bestimmt fir das unbehandelte, frische Probenwasser (PW 0T), sowie
fur das direkt in Inkubationsversuchen eingesetzte Probenwasser. PW 7T bezeichnet
das Wasser der Nullkontrolle und PKW bzw. PKW-W das konditionierte Wasser in
Versuchen. PKW Proben wurden immer am letzten Tag des Experimentes genommen
und geprift (7T). I, M, | & M bezeichnen Versuche mit | = Iris pseudacorus, M =
Mentha aquatica, |1&M = Kombinationsversuch mit I. pseudacorus und M. aquatica. Bei
Versuchen, in denen Wildpflanzen und Sterilpflanzen getestet wurden, wurde dies mit

den Abkirzungen w = Wildpflanzen bzw. s = Sterilpflanzen erganzt.

Irisl Iris & Mentha 1 Iris 2 Iris 3
PW 7T PKW PW 0T PW 7T PKW fir PW 0T PW 7T PKW PW 0T PW 7T PKW PW 0T
LM
pH > > >

70 |70 70 |70 |70 70 |70 |70 70 |65 |65 |65

NOy < < < > > > < < <
[mg/L] o1 (01 |01 (01 |01 |O1 |01 (01 |01 (01 |01 |01
NO;5

[mg/L] 0 |o 0 0 |0 0 5 5 5 0 0 0
PO,*

[ma/L] 0,1 |01 0,1 |01 |01 0,1 |01 |01 01 |05 |05 |05
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Iris & Mentha 2 Iris steril Mentha Mentha Diinger*
PWT7T PKW fir PW 0T PW 7T PKW PW 0T PWT7T PKW PWOT PW 7T PKW PWOT
1,M,1&M wild/steril wild/steril
pH 70 |70 70 |70 |70 70 |70 |>65 |70 |70 |70 |70
NO; < < < < < < < < < < < <
[ma/L] 0,1 |01 0,1 |01 |01 01 |01 |01 01 |03 |03 |03
NO3_ < < <
[mg/L] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 |10 |10
PO,* < < < < < <
[mg/L] 01 |01 01 |01 |01 01 |05 |05 05 (10 |10 |10
Mentha-SM Iris & Mentha 1- | Iris-SM Iris & Mentha 2-
SM SM
PWT7T PKW-W PW 0T PWT7T PKW-W PWOT PWT7T PKW-W PWOT PW 7T PKW- PWOT
wild/steril fur LM W
pH 70 |70 70 |70 |<65 |70 |70 |70 70 |70 |70 |70
NO, < < < < < < < < < < < <
[mg/L] 0,1 |01 01 |01 |01 0,1 |01 |01 01 |01 |01 |01
NOs
[mg/L] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PO,*
[ma/L] 0,1 |01 0,1 |05 |05 05 |05 |05 05 |01 |01 |01

* Dieser Versuch diente zur Methodenentwicklung und wurde nicht molekularbiologisch

ausgewertet.
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7.2 DGGE Gele des Diingerexperiments und der 3T Versuche

Dunger Experiment mit Mentha aquatica (10.-17.08.2006)

PW T PW 7T + Filter Mentha 7T

1 2 3 1 2

2
+U0 +UO0 -

3

3
+U0 +U0 - +UO +UO -
|l :
PW T Mentha 7T

—  +UO +UO -
St 1 2 3

Abb. 7-1: Ausschnitte von Gelen zur Amplifikation der Proben des Versuchs unter
Verwendung von Dinger in Ansatzen. A: DNS amplifiziert durch TOUCHDWN_PCR.
B: Amplifizierung der Proben des Versuchs durch NORMAL_PCR. Proben aus
unbehandeltem Probenwasser als ,PW*, Proben aus mit Mentha aquatica inkubiertem
GieRwasser als ,Mentha“ bezeichnet. 7T gibt eine Inkubationsdauer des Ansatzes aus
dem die Probe stammt von 7 Tagen an. TW +Filter bezeichnet die fur die friihen
Experimente zusatzlich genutzte Nullkontrolle (siehe 2 a). Der Pfeil (=) markiert eine
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Bande, welche im unbehandelten Teichwasser vorkam, im Mentha-Ansatz jedoch

nicht. Wurde Dunger dem Ansatz beigeflgt, so wurde dies mit dem Zusatz +UO
(UniversolOrange) angegeben.

Inkubationsexperimente mit Iris pseudacorus und Mentha aquatica Uber 3

Tage

PW 3T PW 3T + Filter L Iris3T | Mentha3T ¢
i B & 1 I % 3

2 3 1 2 3
R l! ':

PW 3T + Filter Mentha 3T

I

1

"
W

2
e

St

B

Abb. 7-2: DGGE Gele amplifizierter DNS aus Filterproben von 3 Tage dauernden
Inkubationsexperimenten mit Iris pseudacorus bzw. Mentha aquatica. A: Gel des
Iris & Mentha 3 Tage-Versuchs. B: Gel des Mentha 3 Tage-Versuchs. St markiert in
beiden Gelen (Bild A, B) den DNS Standard. Die Amplifikation der DNS beider
Versuche zur 3T Inkubation erfolgte unter Nutzung des PCR Programms
,TOUCHDWN_PCR* (Kapitel 2). PW 3T bezeichnet das unbehandelte Probenwasser
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(Nullkontrolle). PW 3T + Filter ist die Nullkontrolle fur in Versuchen verwendete
Filterwatte (Kapitel 2). Iris bzw. Mentha 3 T bezeichnet Proben des mit der jeweiligen
Pflanze inkubierten PW

7.3 Abbildungen zu den in Kapitel 3 gezeigten Versuchen mit

Angaben der zur Analyse verwendeten Banden

Iris 1 (24. — 31.08.2006)

PW T
PW 7T + Filter Iris 7T

1 2

St St St St
1 2 3 1 2 3 3
Abb. 7-3: DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des Iris 1-Versuchs von

2006. ,PW 7T +Filter” bezeichnet die zusatzliche Nullkontrolle von PW mit Filterwatte
(siehe 2.4.2).
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Abb. 7-4: DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des Iris 1-Versuchs. Alle
22 zur Erstellung der Similaritdtsmatrix verwendeten Banden wurden gekennzeichnet
und nummeriert. Die Markierungen aus dem unter 3.2.1 gezeigten Gel wurden
beibehalten.

Iris & Mentha 1 (19.-26.03.2008)

LoopwT 1 Iris 7 T { Mentha 7T

1 2 3 1 2 3 1 2 3 St

Abb. 7-5: DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des
Iris & Mentha-1 Versuchs. Alle zur Erstellung der Similaritatsmatrix verwendeten
Banden wurden gekennzeichnet und nummeriert. Die hell beschriftete Bande wurde als
Verunreinigung behandelt. Die Markierungen aus dem unter 3.2.1 gezeigten Gel
wurden beibehalten.
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Iris & Mentha 1-SM (27.03. - 03.04.2008)

{ Proben Sek. Metaboliten Versuch Iris&Mentha 1-SM 1 "Markierende Proben" aus !
Iris & Mentha 1 R

Coopw T PR worr 4 MKWT 4 s 7T L PW 7T 4w

I 2 3 dadm ! 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 St

ohne
3 Probe

Abb. 7-6: DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des
Iris & Mentha 1-SM-Versuchs. Die Markierung aus dem unter 3.3 gezeigten Gel
wurden beibehalten.

Iris 2 (08-15.07.2008)

I\ PWTT ¢ Iris 7T

Abb. 7-7: DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des Iris 2-Versuchs. Alle

zur Erstellung der Similaritatsmatrix verwendeten Banden wurden gekennzeichnet und
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nummeriert. Die hell beschriftete Bande wurde als Verunreinigung behandelt. Die

Markierungen aus dem unter 3.2.1 gezeigten Gel wurden beibehalten.

Iris 2 — SM (16.-23.07.2008)

IKW 7T T™W Markierende Proben

0T

Abb. 7-8: : DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des
Iris 2-SM-Versuchs. Alle zur Erstellung der Similaritditsmatrix verwendeten Banden
wurden gekennzeichnet und nummeriert. Die hell markierten, aber schwarz
beschrifteten Banden kamen nur im PW OT vor. Die Markierungen aus dem unter 3.3

gezeigten Gel wurden beibehalten.
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Iris 3 (31.07.-07.08.2008)

PWOT PWT7T Iris 7T "Markierende
1 2 1 2 1 2 St Proben"

Abb. 7-9: DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des Iris 3-Versuchs. Alle
zur Erstellung der Similaritatsmatrix verwendeten Banden wurden gekennzeichnet und
nummeriert. Die hell beschrifteten Banden wurden als Verunreinigung behandelt. Die
hell markierten, aber schwarz beschrifteten Banden kamen nur im PW OT vor. Die

Markierungen aus dem unter 3.2.1 gezeigten Gel wurden beibehalten.
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Iris & Mentha 2 (10.-17.09.2008)

Abb. 7-10: DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des
Iris & Mentha 2-Versuchs. Alle zur Erstellung der Similaritdtsmatrix verwendeten
Banden wurden gekennzeichnet und nummeriert. Die hell beschrifteten Banden
wurden als Verunreinigung behandelt. Die hell markierten, aber schwarz beschrifteten
Banden kamen nur im PW OT vor. Die Markierungen aus dem unter 3.2.1 gezeigten
Gel wurden beibehalten.
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Iris & Mentha 2 — SM (20. - 27.09.2008)

J Pflanzen konditioniertes Wasser (PKW) |,

Iris &Mentha- PW
IKW7T MKW 7T KW "Mar- 0T

kierende (Iris&

2 1 2 1 T 2 St Proben" Mentha2)

Abb. 7-11: DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des
Iris & Mentha 2-SM-Versuchs. Alle zur Erstellung der Similaritatsmatrix verwendeten
Banden wurden gekennzeichnet und nummeriert. Die hell markierten, aber schwarz
beschrifteten Banden kamen nur im PW OT vor. Die Markierungen aus dem unter 3.3
gezeigten Gel wurden beibehalten.
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Mentha (16.-23.01.2008)

4 Steril aufgew. Mentha 7T {  Wild aufgew. Mentha 7T {PW
2 3 4 S 1 2 3 ; 5 6 0T

Abb. 7-12: DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des Mentha-Versuchs.
Alle zur Erstellung der Similaritatsmatrix verwendeten Banden wurden gekennzeichnet

und nummeriert. Die Markierungen aus dem unter 3.2.1 gezeigten Gel wurden
beibehalten.



159

Mentha-SM (24.-31.01.2008)

v Sterilpflanzen ¢ Wildpflanzen ¢

PW 7T MKW 7T MKW, 7T PW "Mar- "Mar-
0T kierende St kierende

1 2 3 1 2 3 1 2 3 Proben" Proben!

ol8
*19

Abb. 7-13: DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des
Mentha-SM-Versuchs. Alle zur Erstellung der Similaritatsmatrix verwendeten Banden
wurden gekennzeichnet und nummeriert. Die hell beschrifteten Banden wurden als
Verunreinigung behandelt. Die hell markierten, aber schwarz beschrifteten Banden
kamen nur im PW OT vor. Die Markierungen aus dem unter 3.3 gezeigten Gel wurden

beibehalten.
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Iris Steril (22.-29.06.2007)

Steril aufgew. Wild aufgew.

-
S weense  PW T Teis 7T Iris 7T

Proben"

Abb. 7-14: DGGE Profil der amplifizierten 16SDNS von Proben des
Iris Steril-Versuchs. Alle zur Erstellung der Similaritatsmatrix verwendeten Banden
wurden gekennzeichnet und nummeriert. Die hell beschrifteten Banden wurden als
Verunreinigung behandelt. Die Markierungen aus dem unter 3.4 gezeigten Gel wurden
beibehalten
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Pseudomonas 1 (DNS von Proben aus Iris 1)

$ Eubakterien - Primerpaar J  Pseudomonasspezifisches Primerpaar |,

PW 7T Iris 7T St PW 7T Iris 7T St
Ed Pseudo-

2 3 2 3 moms

u-
2 3 bacteria |

Abb. 7-15: Gel zur Auswertung der Amplifikation von Proben des Iris 1-Versuchs mit
Pseudomonas-spezifischen Primern (PP) und unspezifischen eubakteriellen Primern
(P). Alle zur Erstellung der Similarititsmatrix verwendeten Banden wurden
gekennzeichnet und nummeriert. Die Markierungen aus dem unter 3.5.2 gezeigten Gel
wurden beibehalten.
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Pseudomonas 2 (DNS der Proben aus dem Ansatz von mit Iris-Pflanzen
inkubiertem Probenwasser des Iris & Mentha 2-Versuchs)

l Eubakterien - Primerpaar J Pseudomonasspezifisches Primerpaar J
Kierende kierende
PW 7T Iris 7T Embe PW 7T Iris 7T probe St
W St pw  Pseudo-
Iris1  monas

3

Abb. 7-16: Gel zur Auswertung der Amplifikation von mit Iris-Pflanzen inkubiertem
Probenwasser des Iris & Mentha 2-Versuchs mit Pseudomonas-spezifischen
Primern (PP) und unspezifischen eubakteriellen Primern (P). Alle zur Erstellung der
Similaritatsmatrix verwendeten Banden wurden gekennzeichnet und nummeriert. Die
Markierungen aus dem unter 3.5.2 gezeigten Gel wurden beibehalten.
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7.4 Abbildungen zu den in Kapitel 3 angesprochenen
Markergelen zur Uberpriifung von Bandenpositionen

Iris&Menthal

Markierende PW 7T

e St
Froben 1. Bande

< <

Abb. 7-17 a: Ausschnitt eines Marker- DGGE Gels, in dem Proben aus einer

Reamplifikation der an oberster Position stehenden 1. Bande im Gel des
Iris & Mentha 1-Versuchs mit einer ,markierenden Probe* fir die ,Bande 1“ getestet
wurden. Mit der DNS Sonde konnte nachtréglich eindeutig festgestellt werden, dass die
,Bande 1“ im Iris & Mentha-Versuch nicht vorkam. Die im Bereich der Position von
.Bande 1“ ausgebildete Bande des Amplikons der 1. Bande von PW 7T lag deutlich
uber der ,Bande 1°.
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Iris 2
PW - Proben
»Markierende B W
7T 7T

St

Abb. 7-18 b: Ausschnitt eines Marker- DGGE Gels, auf dem PW Proben (PW 0T, PW
7T) des Iris 2-Versuchs mit ,markierenden Proben® getestet wurden. Ziel des
Bandennachweises war die Uberpriifung der Banden 1 und 5 in Abb. 7-7. Es wurde
sichtbar, dass die Bande 5 nicht der ,Bande 2“ (Il) entsprach. Die Ubereinstimmung der
1. Bande im Gel des Iris 2-Versuchs (Abb. 7-7), mit der ,Bande 1“ (I) wurde mit Hilfe
des Gels bestitigt.

— —_—
kierende St kicrende
Probe”

W PW "Mar-

Kierende St

probe” 0T 0 Probe"
vy .

22
¥
3

]

>

g
»

bl g =
L &
.\I

Abb. 7-19 c: Ausschnitt eines Marker- DGGE Gels, auf dem PW OT-Proben des
Mentha-Versuchs mit ,markierenden Proben“ getestet wurden. Ziel des
Bandennachweises war die Uberpriifung der Eignung von PW OT zur Markierung der
wiederkehrenden Banden ,Bande 1¢, ,Bande 2° ,tw“ im Mentha-Gel in Abb. 7-12. Die
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Ubereinstimmungen der Banden in Positionen der 3 wiederkehrenden Banden mit den

Positionen der Banden in den ,markierenden Proben“ wurden sichtbar.
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